PRENOS KYSLIKU V BIOTECHNOLOGII

Pfi aerobnich procesech katalyzovanych buiikami nebo enzymy je nutné zabezpecit
dostate¢ny piivod kysliku do fermenta¢niho média bioreaktoru. U nékterych organismu i
kratkodoba limitace metabolismu kyslikem muze zplsobit nevratné zmény v respiracnim
systému. Kazdopadné dochazi ke snizeni rychlosti tvorby produktii (a ristu biomasy v kulturach
organismu). Limitace kyslikem ma proto negativni nejen biochemické, ale i ekonomické dopady.
Samotny proces aerace zvysuje ekonomickou ndrocnost bioprocesu z diivodu zvysSené spotieby
energie, zejména ve vétSim meéfitku. Vysledkem proto musi byt prinik takovych podminek
dodavky a biochemické spotieby kysliku, aby se aplikovala co nejnizsi intenzita aerace, ale
pfitom se vyloucila biochemicka limitace kyslikem. Ukazatel Gi¢innosti systému vzdus$néni a
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provoznim a jeho uréeni je naplni této ulohy.
Uvod
Limitace metabolismu kyslikem

Dtvody limitace respirace a ristu bun¢k kyslikem vyplyvaji z nésledujicich vztaht. Pii
aplikaci kinetiky Michaelise a Mentenové plati:

Q=0Qmc/(Km+c¢) (1)
Q celkova (objemova) rychlost spotieby kysliku (Qm je maximalni hodnota)
Km Michaelisova konstanta pro kyslik (v ptipadé celych buné€k jde o zdanlivou
hodnotu)
c koncentrace kysliku v kapalném médiu.

V uzavieném systému (bez dodavky kysliku) 1ze ur¢it Q z poklesu koncentrace kysliku v ¢ase

(®:
Q = - de/dt (2)

Vliv koncentrace kysliku na metabolismus riistovych kultur organismu Ize po zanedbani energie
udrzovani vyjadfit:

Q = (1/Yxi0) (dX/dt) (3)
Y x/0 vytézek biomasy na kyslik
X koncentrace biomasy
t cas

Uvedené vztahy demonstruji tizkou souvislost mezi koncentraci kysliku (a tedy jeho
dodavkou) a respira¢ni (pfip. rastovou) aktivitou organismd.



Objemovy koeficient piestupu kysliku (k_a)
Pro rychlost piestupu kysliku z plynné do kapalné faze 1ze odvodit nasledujici vztah:
de/dt = kra(cs-c) 4)

¢  aktudlni koncentrace kysliku v kapaliné
Cs nasycena (rovnovazna) koncentrace kysliku v kapaliné
kLa objemovy koeficient piestupu kysliku z plynu do kapaliny

kLa piedstavuje soucin koeficientu piestupu kysliku z fazového rozhrani do kapalné faze
(kv) a specifického povrchu mezifazového rozhrani (a). Je konstantni pouze pro konstantni
fyzikalni podminky aerace. Hodnota kia je nejen ukazatelem ucinnosti aera¢niho systému
bioreaktoru, ale i dilezitym parametrem pro pienos podminek aerace do vétsiho méfitka. Jeho
hodnota je proto dulezity ukazatel podminek aerace v laboratornim i primyslovém méfitku.

Je-li vaerovaném systému kultura respirujicich organismt (pfip. suspenze enzymi
spotiebovavajicich kyslik), rovnice (4) piejde na tvar:

dc/dt = kea(cs - ¢) - Q (5)

coz znamena, ze rychlost zmény koncentrace kysliku se rovna rychlosti dodavky kysliku sniZzené
0 rychlost spotieby kysliku.

Urdeni ki a

Z vice moznosti zde uvedeme dva Casto pouzivané zpusoby, jeZz budou predmétem
experimentalni prace.

1. Vytésiiovaci metoda

Jde o postup urceni kia bez pfitomnosti organismi nebo enzymii, takze se projevi pouze
konstrukéni vlastnosti bioreaktoru. V kapalingé bez respirujicich organismti se vytésni kyslik
inertnim plynem a poté se za definovanych podminek aerace registruje syceni média kyslikem.
Po integraci rovnice (4) (v hranicich 0 - t, Co - ¢) plati:

In(cs - ¢) = In(cs - co) - keat (6)

Hodnoty cs za dané teploty a tlaku jsou pro vodu znamé. Po vyneseni rovnice (6) ziskame linearni
regresi kia jako smérnici.

Za pritomnosti organismu Ize urcit ki a vytésnovaci metodou po Gplné inhibici respirace
organismu (Q = 0 v rovnici (5)).



2. Rovnovazna metoda

Tato metoda ma za cil ur€eni kLa v bioreaktoru za realnych podminek kultivace nebo produkce,
Cili za pfitomnosti organismu nebo enzymu spotfebovavajicich kyslik. Po zjisténi rychlosti
spotieby kysliku v uzaviené nadobé podle vztahu (2) se po otevieni nadoby a tim obnoveni
vzdu$né aerace ur¢i kia z podminky ustaleného stavu, kdy de/dt = 0. Ustali se koncentrace
kysliku ¢’ jako vysledek rovnovahy mezi rychlostmi dodavky a spotieby kysliku. Z rovnice (5)
za ustaleného stavu plyne:

kiLa = Q/(cs - ¢ (7
C' je ustalena koncentrace kysliku.

Vypocet je tedy jednoduchy, navozeni ustaleného stavu v§ak mize trvat delsi dobu. Q Ize
zméfit v kratkém case v uzavieném systému, hodnotu Cs l1ze aproximovat zndmymi hodnotami
pro destilovanou vodu.

Pro charakterizaci aeracni ucinnosti samotného bioreaktoru a jeji srovnani s dalSimi
bioreaktory, jakoz i pro optimalizaci michani a vzdus$néni, je vyhodné urceni kia vytésiiovaci
metodou. Pro uréeni kia v realnych kultivacnich nebo produkénich podminkach muize byt
vhodné&jsi rovnovazna metoda.

Pro vyjadieni minimalni intenzity aerace zabezpecujici kyslikem nelimitovany realny
(bio)proces v ustaleném stavu lze rovnici (7) pouzit pro charakterizaci minimalni hodnoty
kritického koeficientu kia:

(Kra)crit = Q/(Cs - Cerit) (8)

kde ceit predstavuje dolni kritickou koncentraci kysliku za ustaleného stavu, pii které jesté
nedochazi k limitaci kyslikem. Koncentrace kysliku v bioreaktoru by se proto méla dlouhodobé

udrzovat v uz8§im intervalu nad cCeit, kdy bude optimalizovand biochemicka i ekonomicka
naro¢nost procesu.

Cil prace
Stanoveni objemového koeficientu prestupu kysliku jako indikatoru u¢innosti aerace.
Vybaveni
Amperometricky detektor, termostat, magneticky michand termostatovana méfici nadobka
(simulace bioreaktoru) s kyslikovou elektrodou, pouzitelna v otevieném i uzavieném systému,
zdroj dusiku (pro vytésiiovaci metodu), kvasinky Saccharomyces cerevisiae (jako univerzalni

ptiklad aplikace organismil). Ukéazka laboratornich bioreaktori a souvislosti se simulaci
podminek v tloze.



Pracovni postup

Kalibrace kyslikové elektrody

Nulové hodnota koncentrace kysliku se nastavi pomoci roztoku sifiCitanu sodného,
nasycena (rovnovazna) koncentrace kysliku pomoci destilované vody za definované (pracovni)
teploty. V méfici nadobce s kyslikovou elektrodou se provzdusiuje destilovana voda, po ustaleni
zaznamu koncentrace Kysliku se nastavi jeji tabelovana hodnota (Cs) pro danou teplotu a
atmosféricky tlak.

Urceni kia vytésiiovaci metodou

Destilovana voda bez jakykoli organismti nebo enzymu Se Vv bioreaktoru zbavi kysliku
probubldvanim dusikem. Jakmile se koncentrace kysliku blizi k nule, pferusi se ptivod dusiku a
za danych podminek aerace (konstantni teplota, objem a otacky michadla) se voda syti vzdusnym
kyslikem. Registraci hodnot koncentrace rozpusténého kysliku ziskame zaznam odpovidajici
rovnici (4). Pii znamé hodnot¢ Cs se ur¢i z rovnice (6) kia linearni regresi.

Uréeni ki a rovnovaznou metodou

0,2 g pekatského drozdi se rozsuspenduje v 50 ml vytemperované destilované vody a
suspenze se pienese do vytemperované métici nadobky. V uzaviené nadobce zmétime rychlost
spotieby kysliku (Q) jako smérnici linearniho ¢asového poklesu koncentrace kysliku podle
rovnice (2). Poté nadobku otevieme a ve stejném objemu kultury jako byl objem vody u
vytésiiovaci metody vyckame ustaleného stavu a odecteme ¢'. Hodnotu kia uré¢ime z rovnice (7).
Alternativnim tikolem je vyuziti hodnoty kia z vytésniovaci metody a urceni teoretické hodnoty

ustalené koncentrace kysliku ¢’ ze vztahu (7).
Zavér

Vypracovani protokolu demonstrujiciho linearni regresi a uréeni kia vytésiovaci
metodou a vyhodnoceni dat z rovnovazné metody.



