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Celem ¢wiczenia

Celem c¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z podstawowymi zagadnieniami dotyczacymi
prowadzenia proceséw biochemicznych w urzadzeniach zwanych bioreaktorami.

Wstep
Definicja oraz podstawowe typy bioreaktorow

Bioreaktorem nazywamy urzadzenie, ktore shluzy do przeprowadzania proceséw
biochemicznych w warunkach kontrolowanych. W gruncie rzeczy definicje tg rozszerzy¢
mozna nie tylko na urzadzenia ale takze na kazdy system, w ktérym do czynienia mamy z
reakcjami biochemicznymi rozpatrujac go jako catos$¢ lub dzielac na elementy sktadowe. I tak
komora osadu czynnego (KOCZ) jest bioreaktorem, pojedynczy ktaczek, komoérka bakteryjna,
a w niej — organella komorkowe. Sledzac niektore procesy zachodzace na poziomie
molekularnym, po kolejnych etapach do$wiadczen dojs¢ mozna do takiej kontroli procesu,
aby przyniost on nam pozadany efekt w skali przemystowej - np. pozyskania produktu
przemiany materii danego organizmu lub ich grupy.

Najszersze zastosowanie bioreaktorow na chwile obecng, z uwagi na rosnace
potrzebowanie mnozacej si¢ populacji cztowieka, obejmuje przemyst spozywczy. Z nim
roOwniez wigzg si¢ najstarsze typy bioreaktorow, czyli tzw. fermentory. Bioreaktory stosowane
sa rowniez we wszelkich odmianach przemystu chemicznego, inzynierii $rodowiska,
energetyce 1 wielu innych.

Bioreaktory odpowiadaja tym samym prawom co reaktory chemiczne. Réznica polega
jednak na ztozonos$ci systemu jakim jest zywy organizm, reakcje biologiczne sg bardziej
wrazliwe 1 mniej stabilne, zatem wymagaja wiekszej dbalosci o kontrole procesu oraz analizy
wigkszej ilosci czynnikow niz w przypadku reakcji chemicznych.

Istnieje wiele podzialow bioreaktoréw, podstawowy podziat reaktorow uzywanych w
inzynierii chemicznej, ktore stosuje sie¢ rowniez dla proceséw biologicznych obejmuje
nastepujace typy:

1. Reaktor wsadowy (porcjowy) o idealnym wymieszaniu — reaktor ten, ktérego
wielkosci moga sie waha¢ od litrow do metréw sze$ciennych wyposazony jest w
system mieszania, ktérego zadaniem jest utrzymanie tego samego stezenia danego
czynnika w catej objetosci reaktora. Cykl pracy takiego urzadzenia to doptyw —
reakcja — odptyw. W przypadku reaktoréw biologicznych reaktor taki
charakteryzuje si¢ wzglednie niskim ryzykiem zanieczyszczenia, mutacji, niskimi
kosztami inwestycyjnymi w porownaniu do reaktorow przeplywowych o tej samej
objetosci oraz zwigkszong kontrolg fazy wzrostu. Praca w cyklach obniza jednak
efektywnos$¢ procesu ze wzgledu na czas potrzebny na poszczegolne etapy takie
jak napetnianie, czyszczenie czy sterylizowanie. Niestacjonarny charakter
przemian utrudnia rowniez automatyzacj¢ catego systemu.

2. Reaktor przeplywowy o idealnym wymieszaniu — reaktor rowniez wyposazony jest
w mieszadlo utrzymujace réwnomierny rozklad stezenia w objetosci komory
reaktora. Do komory doptywa jednoczesnie taka sama ilos¢ medium jaka z niego
odplywa, objetos¢ utrzymywana jest wiec na tym samym poziomie. Urzadzenie
takie w mikrobiologii nazywamy chemostatem. Jego uzytkowanie wigze si¢ z
wigkszymi kosztami inwestycyjnymi, ktore rekompensowane sa jednak
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mozliwo$cig automatyzacji wielu proceséw 1 brakiem bezproduktywnych etapow
jak w reaktorze wsadowym. Niewatpliwa wada tego typu urzadzen jest jednak
zwigkszone ryzyko zanieczyszczenia medium ze wzgledu na droga i trudna
sterylizacje w warunkach przeptywu.

3. Reaktor o przeptywie ttokowym — ten typ reaktora réwniez moze by¢ wyposazony
w systemy mieszajace, ich zadaniem nie jest jednak utrzymanie jednolitego
stezenia w reaktorze, a zapobiega sedymentacji 1 umozliwia kontakt sktadnikéw
mieszaniny reakcyjnej. Podzielony umownie na nieskonczenie wiele elementow
moze by¢ opisywany jako kaskada reaktorow o pelnym wymieszaniu. Zaleta
takiego systemu jest zwiekszona efektywnos$¢ reakcji zwigzana z kinetyka reakcji
biochemicznych. Ta sama objetos¢ reaktora ttokowego w poréwnaniu do reaktora
przeplywowego o pelnym wymieszaniu daje lepszy efekt w zwigzku z wyzszym
stezeniem przy wejsciu do reaktora ttokowego. Wptywa ono na szybkos¢ reakcji —
w reaktorze przeplywowym stezenie jest natychmiast usredniane.

4. Reaktor ze zlozem fluidalnym — reaktor wypetniony jest ztozem, ktdre unoszone
jest za pomoca pompowanego gazu lub wraz z przeplywem medium reakcyjnego.
Gaz 1 medium przeptywa¢ moga przeciwpradowo lub wspdtpradowo. Na zlozu
immobilizowane mogg by¢ enzymy czy mikroorganizmy. Zaletami tego typu
rozwigzania s3, jednolity rozktad temperatury dzieki mozliwosci cigglego
mieszania ztoza 1 medium oraz mozliwo$¢ prowadzenia procesu w sposob ciagly.
Niewatpliwa wada sa duze koszty eksploatacyjne 1 inwestycyjne zwigzane z
pompowaniem powietrza, medium, zwigkszonym ryzykiem mechanicznego
uszkodzenia ptaszcza (a wiec 1 drozszym materialem do jego wykonania),
koniecznoscia zwigkszenia objetosci oraz separacji wyptukiwanego zloza.

5. Reaktor z wypelnieniem — zasada dzialania tego typu reaktora jest zblizona do
reaktora fluidalnego, z tym ze wypelnienie osadzone jest na ruszcie lub stanowi
element konstrukcyjny. Stosowane sg tutaj rézne wypetnienia charakteryzujace sie
zroznicowang powierzchnig kontaktu oraz oporami przeptywu. W przypadku
bioreaktorow do czynienia mamy tutaj ze zlozami zraszanymi, medium sptywa
grawitacyjnie. Wzrost cisnienia mégtby uszkodzi¢ wrazliwy materiat biologiczny,
a predkosci — sandkiem skutecznosci.
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Rys. 1. Podstawowe typy reaktorow:
4 1 — reaktor wsadowy o pelnym wymieszaniu,
(_I Iﬁ 2 — reaktor przeplywowy o pelnym wymieszaniu,
= —_— 3 — reaktor o przeplywie ttokowym, 4 — reaktor
oo 8000 %o fluidalny, 5 — reaktor z wypelnieniem.
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Kontrola procesu

Pomigdzy poszczegolnymi sktadnikami mieszaniny reakcyjnej takimi jak organizmy,
komorki tkanek, mikroorganizmy, produkty ich metabolizmu, skladniki podtoza, czy
nos$nikami zachodzi szereg reakcji. Biorac pod uwage wszystkie przemiany termodynamiczne
bioreaktor tworzy skomplikowany system, ktérego kontrola wymaga stalego monitorowania
wielu parametrow takich jak:

e strumien objetosci,
temperatura,
pH,
natlenienie,
szybkos¢ mieszania,
obecno$¢ piany,
obecnos¢ substratow,
podaz mikro 1 makroelementdéw, koenzymow,
usuwanie produktéw ubocznych i koficowych.

Do kontroli natezenia przeptywu stosowane sa pompy 1 zawory, bioreaktory
wyposazone sa zwykle w plaszcze, za pomoca ktérych utrzymywana jest odpowiednia
temperatura. Mogg to by¢ ptaszcze elektryczne lub wodne, umozliwiajace rowniez chtodzenie
reaktora. Odczyn regulowany jest poprzez dozowanie odpowiednich ilosci kwasoéw 1 zasad.
Istnieje szereg sposoboéw mieszania, w zaleznosci od doboru mieszadta (mechaniczne,
pneumatyczne, hydrauliczne) uzyskuje si¢ rowniez inne natlenienie podioza. Powstajaca w
procesach mikrobiologicznych piana moze by¢ usuwana tzw. zbijaczami piany — umieszczane
nad roztworem, obrotowe elementy, ktore rozbijaja piang. Innym, rzadko stosowanym

rozwigzaniem jest jej kierowanie do cyklonéw oraz zawracanie powstajace] w nich cieczy do
uktadu.

Wybrane przyklady bioreaktorow

Na podstawie omowionych podstawowych typoéw reaktoréw konstruowane sg ich
kompilacje w mniejszym lub wigkszym stopniu odpowiadajace typowi ktéregos z nich.
Szereg tego typu urzadzen znajduje zastosowanie w dziedzinach takich jak, produkcja
farmaceutykow, zwigzkéw chemicznych, paliwa, bioremediacja, technologia wody
i Sciekow, desulfuryzacja wegla, biohydrometalurgia 1 wiele innych.

Najlepiej poznanymi reaktorami w inzynierii srodowiska sa niewatpliwie urzadzenia
stosowane w technologii wody 1 $ciekdéw. Stosuje sie tu niemal wszystkie rodzaje reaktorow.
Jako przyktad stuzy¢ moze reaktor typu SBR (Sequencing Batch Reactor). Reaktor ten jest
reaktorem wsadowym o cyklicznym trybie pracy. Kazdy pracowa¢ on moze zaréwno w
warunkach aerobowych jak i anaerobowych lub anoksycznych (przy odpowiednio duzej
objetosci komory — reaktory pracuja przy cisnieniu atmosferycznym). Cykl pracy takiego
urzadzenia sktada sie z nastepujacych kolejno etapow:

e napetnianie reaktora — $cieki powoli wypelniajg komore reaktora, mieszanie odbywa
si¢ przy matej predkosci turbiny, napowietrzanie jest wylaczone,

e faza reakcji podczas napelniania — $cieki sa mieszane 1 napowietrzane, nastgpuje
rozktad materii organicznej oraz nitryfikacja, w tej fazie napowietrzanie moze by¢
wylaczone w celu podtrzymania warunkéw beztlenowych,

o faza reakcji (reaktor wypetniony),
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e faza sedymentacji — mieszanie i/lub napowietrzanie zostaja wylaczone, osad
sedymentuje,

e faza dekantacji — sklarowane $cieki zostaja odprowadzone z reaktora, osad natomiast
kierowany jest do komory zageszczania osadu.

Biofilter Schematic
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Rys 2. Przebieg procesu w reaktorze typu Rys.3. Schemat dziatania biofiltru. [6]

SBR, zrodio [5].

Schemat dziatania reaktoréw typu SBR przedstawiono na rys 3. Warto tutaj doda¢, ze
ze wzgledu na wspomniane wczesnie] wady reaktorow wsadowych, reaktory tego typu buduje
sig¢ zwykle w ilosci co najmniej z dwdch reaktorow, podczas gdy w doplyw
w jednym z nich jest zamkniety, scieki kierowane sg do drugiego.

Innym, powszechnym typem bioreaktora jest ztoze biologiczne (Rys. 3.) — rodzaj
bioreaktora, w ktorym $cieki przeptywaja grawitacyjnie przez ztoze na ktérym osadzone sa
mikroorganizmy. Jakkolwiek praca w takim ztozu odbywa si¢ w warunkach tlenowych tak
gradient tego stezenia jest nierbwnomierny i moga pojawiac sie strefy beztlenowe, zarowno w
przekroju calego zloza jak 1 blony biologicznej (podobne zjawisko wystepuje
w klaczkach osadu czynnego). Tradycyjne zloza biologiczne dzielg si¢ na zraszane
i sptukiwane w zalezno$ci od obcigzenia hydraulicznego i obcigzenia tadunkiem. Reaktory
takie stosowane sg gtownie w matych oczyszczalniach sciekow.

Czgsto spotykanym rozwigzaniem w ostatnich czasach sa réwniez reaktory z tzw.
podnosnikiem powietrznym (rys. 4.). Mowa tutaj o reaktorach, w ktorych przeptyw cieczy
kontrolowany jest za pomoca ttoczonego do reaktora powietrza. Przykladem takiego
rozwigzania jest reaktor, w ktérym powietrze tloczone jest do umieszczonej centralnie rury.
Poruszajgca si¢ ku goérze ciecz zostaje napowietrzana, gaz ulatuje w gornej, otwartej czesci
rury, natomiast ciecz przeplywa do jej zewnetrznej czesci gdzie odbierany jest produkt
reakcji. Reaktor taki stosowany moze by¢ — poza mikroorganizmami - réwniez do hodowli
komorek roslinnych i zwierzecych. Jego zaletg jest prosta budowa, eliminacja mieszadta i
innych ruchomych elementéw tradycyjnych bioreaktoréw co ulatwia eksploatacje i
utrzymanie reaktora w czystosci.

W niektérych bioreaktorach to nie czynniki chemiczne odgrywaja gltowna role,
a czynniki fizyczne, przykladem takich bioreaktorow sa fotobioreaktory (rys. 5.) —
wykorzystujemy w nich organizmy fotoautotroficzne. Ich budowa moze by¢ rézna — od
prostych  konstrukcji z waskimi komorami po wielkopowierzchniowe systemy.
Najistotniejszym czynnikiem limitujacym projekt takiego reaktora jest ograniczona penetracja
promieniowania, zmienna w czasie ze wzgledu na zmiany gestosci hodowli w bioreaktorze.
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Hodowla glonéw w takich bioreaktor6w moze mie¢ na celu pozyskanie biomasy
wykorzystywanej w celach energetycznych, produktéw przemiany materii organizmow
fotosyntetyzujacych, czy produkcji wodoru czasteczkowego. Uzyskiwany moze by¢ w
wyniku dziatlania enzymu odwracalnej hydrogenazy w warunkach braku siarki lub w
sprzezeniu z procesami elektrochemicznymi.

Rys 4. Bioreaktor z podnos$nikiem
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Rys.S. Reaktor biofotoelektrochemiczny,
zastosowanie elektrody umozliwia formowanie
gazu z wodoru powstajacego w wyniku
dziatania pompy protonowe] Halobacterium
halobium [4].

powietrznym [3].
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Wykonanie ¢wiczenia

Aparatura

Bioreaktor

Zlewka 200 cm’

probowki chemiczne (20 szt.);

pipeta automatyczna

szklo: pipety o pojemnosci: 1, 2, 51 10 cm3, kolbki miarowe 10 cm® i 25 cm’ (4 szt.),
kolbka stozkowa, lejek, zlewki (2 szt.);

taznia wodna 100°C;

spektrofotometr;

Szpatutka
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Bagietka

Odczynniki

Glukoza

Osad czynny lub zawiesina drozdzy Saccharomyces cerevisiae

wzorcowy roztwor glukozy (4,0 mg/cm3);

odczynnik A: 250 mM ZnSO4 (rozpuscié 7,2 g ZnSO4x7H20 w 100 cm® wody);

odczynnik B: 85 mM K3[Fe(CN)6] (rozpuscié 2,80 g K3[Fe(CN)6] w 100 cm® wody)

odczynnik C: 1% roztwor DNS (rozpusci¢ 10 g kwasu 3,5-dinitrosalicylowego w 500
cm’® wody, doda¢ 200 cm® 2M NaOH, 300 g winianu sodowo-potasowego i uzupelnié
woda do objetosci 1000 cm’;

2M NaOH;

3M HCI,

. Reaktor nalezy wypelni¢ przygotowanym wczes$niej osadem czynnym lub zawiesing

drozdzy w podtozu mineralnym w objetosci rownej 3 dm’.

Zapozna¢ sie z bioreaktorem, kontrola mieszadla, temperatury, dostarczania
substratow, utrzymywania pH oraz odpowiedniego natlenienia.

Uruchomi¢ mieszanie, pobraé probke zaciagajac 25 cm’ do strzykawki i oznaczyé
zawarto$¢ cukrow przed dodaniem substratu (szczegoty — punkt 2. instrukcji).

Przygotowaé w zlewce 100 cm’ roztworu glukozy o stezeniu 50 mg/em’.
Przygotowany roztwor umiescié cylindrze o objetosci 100 cm’. Za pomoca
oprogramowania sterujacego nalezy dodac roztworu glukozy do bioreaktora w takiej
objetosci (zwrd¢ uwage na podziatke cylindra), aby jej stezenie w calej objetosci
osadu czynnego wyniosto 1 g/dm’.

. Po kilkunastu sekundach nalezy pobra¢ pierwsza prébe i oznaczy¢ zawarto$¢ cukru.

Ten pomiar, z uwagi na wyrownanie stezenia w calej objetosci bioreaktora bedzie
traktowany jako pomiar w czasie 0. Kolejne proby nalezy pobiera¢ w odstepach co 20
minut przez pierwsza godzing oraz co 15 minut przez druga godzing. W tych samych
odstepach nalezy rowniez notowac odczyn.

Po wykonanym ¢wiczeniu uzupelni¢ bioreaktor podlozem mineralnym w objetosci
wynikajacej z ilosci pobranych prob. Przyktad: 5 prob po 25 cm® — uzupetnié reaktor
125 cm’® podtoza.

2. llosciowe oznaczenie glukozy (oraz innych cukréow redukujacych)

Odczynniki

wzorcowy roztwor glukozy (4,0 mg/ cm’);

odczynnik A: 250 mM ZnSO4 (rozpuscié 7,2 g ZnSO,x7H20 w 100 cm® wody);
odczynnik B: 85 mM K;[Fe(CN)g] (rozpuscié 2,80 g Ks[Fe(CN)s] w 100 cm® wody)
odczynnik C: 1% roztwor DNS (rozpusci¢ 10 g kwasu 3,5-dinitrosalicylowego w 500
cm’® wody, doda¢ 200 cm® 2M NaOH, 300 g winianu sodowo-potasowego i uzupelnié
woda do objetosci 1000 cm’;

2M NaOH;

3M HCI,
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probowki chemiczne (20 szt.);

pipeta automatyczna;

szklo: pipety o pojemnosci: 1, 2, 5 i 10 cm’, kolbki miarowe 10 i 25 cm’ (4 szt.),
kolbka stozkowa, lejek, zlewki (2 szt.);

taznia wodna 100°C;

spektrofotometr;

Przygotowanie prébek: Do 25 cm3 proby w zlewce dodaé 1,25 cm® odezynnika A oraz 1,25
cm’ odczynnika B i doktadnie wymieszaé. Przy pomocy 2M NaOH doprowadzi¢ pH do ok. 8
(wobec papierka wskaznikowego lub korzystajac z pH-metru). Zanotowa¢ catkowita objetosc
uzytego NaOH. Catos¢ przesaczy¢ przez saczek karbowany.

Przygotowa¢ dwie proboéwki (dwa powtdrzenia) dla kazdego pomiaru. Nastepnie do kazdej
dodaé po 1 cm® préby, 1 cm® odczynnika C i po 5 cm® wody destylowanej. Podobnie
przygotowaé probe odczynnikowa uzywajac 1 cm® wody destylowanej zamiast proby.

Przygotowanie krzywej wzorcowej

Uwaga ! Krzywqg wzorcowq przygotowuje jedynie pierwsza grupa ¢wiczeniowa (poniedzialek,
29.11.10, godz. 9:15). Grupa ta, z wwagi na ograniczonqg ilos¢ czasu
wykonuje pomiary ubytku glukozy tylko przez pierwszq godzing (pozostale grupy zgodnie

z dalszqg czesciq instrukcji — prze dwie godziny)

Krzywa wzorcowa sporzadzi¢ wg ponizszej tabeli 1 przej$¢ do punktu ‘oznaczanie cukréw’.

Roztwor glukozy Odczynnik C Woda Stezenie glukozy,
[em’] [cm’] [cm’] [mg/cms]
0 1,0 5,0 0,00
0,125 1,0 5,0 0,50
0,250 1,0 5,0 1,00
0,500 1,0 5,0 2,00
0,750 1,0 5,0 3,00
1,000 1,0 5,0 4,00

Oznaczenie cukrow:

Zawarto$¢ wszystkich probowek doktadnie wymieszaé, kazda przykry¢ kawatkiem folii
aluminiowej lub korkiem, wstawi¢ na 5 min do wrzacej tazni wodnej. Nastepnie probowki
ochtodzi¢ w strumieniu zimnej wody 1 zmierzy¢ absorbancje przy dtugosci fali 550 nm,
stosujac jako probe odniesienia probe odczynnikows. Na podstawie krzywe] wzorcowej
wykre§lonej] w oparciu o absorbancje¢ roztworow wzorcowych obliczy¢ ilos¢ cukrow
redukujacych w badanym soku w g/100 cm® i mmol/100 cm’.

Sprawozdanie

Opracowanie wynikow:

Otrzymane wyniki stezenia glukozy oraz pH nalezy przedstawi¢ w funkcji czasu na wykresie
dwuosiowym. W wynikach nalezy koniecznie uwzgledni¢ ilos¢ cukru w probie osadu
czynnego oznaczong przed dodaniem roztworu glukozy !

Opcjonalnie (podaje prowadzacy):

Okresli¢ rzad reakcji, poczatkowa szybkos¢ reakceji oraz wyznaczy¢ statg szybkosci.
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