TENTAMEN I BIOREAKTIONSTEKNIK (KKR090)

Torsdag 18/12, 2013 08:30-13:30 Maskinsalarna
Tentamenstid =5 h

Carl Johan Franzén kommer att besoka tentamenslokalen ca kl 09:30 och
ca kl 11:30.

Examinator: Claes Niklasson
Tentamensansvarig: Carl Johan Franzén ( 0730-556851)

Losningar kommer anslis pa Kemitekniks anslagstavla, plan 2 forskarhus
2, vid tentamens sluttid.

Granskning av tentamensrittning kan ske tisdag 21/1 kl 13:30-15:00 i
seminarierummet Industriell bioteknik / Systembiologi (plan 6 KB
Forskarhus 1 over passagen till plan 3 i Fysikhuset).

Preliminira betygsgrianser:
<30p betyg U
30-39 p betyg 3
40-49 p betyg 4
50-60 p betyg 5

Tillitna hjilpmedel: (Tomd) Riknedosa



I ———
Uppgift 1 ( 6 poing)
Teoriuppgift

a) Vad karakteriserar ostrukturerade, biokemiskt strukturerade, osegregerade och segregerade
kinetikmodeller for mikrobiell tillvaxt och metabolism?

b) Hur bestimmer man kvaliteten pa en kinetikmodell?

a) Vad karakteriserar ostrukturerade, biokemiskt strukturerade, osegregerade och segregerade
kinetikmodeller for mikrobiell tillvixt och metabolism?

Svar: Ostrukturerade: Cellerna anses vara oforidnderliga (dvs hinsyn tas inte till fordndringar 1 cellernas
egenskaper). Typiska black box — modeller, t.ex. Monodkinetik.

Biokemiskt strukturerade: Cellernas egenskaper kan fordndras, oftast innebar detta att man inkluderar
intracelluldra halter av olika metaboliter, totalt halt protein och RNA, aktivitet av vissa enzymer.

Osegregerade: Alla celler &r likadana

Segregerade: Det finns flera olika typer av celler, t.ex. unga och gamla; aktiva och inaktiva; aktivt
vaxande celler och sporer; filamentosa svampceller 1 dnden av filament, mitt i filament och vid
forgreningspunkter av flera filament.

b) Hur bestimmer man kvaliteten pd en kinetikmodell?

Svar: ANOVA, t-tester, konfidensintervall, residualanalys, 12, rzadj, formaga att prediktera nya forsok
(dvs forsok som inte anvints vid parameterbestimningen)



Uppgift 2 (10 poing)

Recirkulering av celler i en kontinuerlig odling kan vara
fordelaktigt 1 vissa fall, t.ex. om man vill uppnd mycket
hoga omsittningsgrader av substratet, eller ifall mediet
innehéller inhiberande dmnen. Praktiskt kan detta F,
utforas genom att man pumpar cellsuspensionen dver ett — Fcf
filter, dér cellfritt forbrukat medium tas ut (F.f) och den o\

kvarvarande cellsuspensionen aterfors till bioreaktorn. F é%

For att halla konstant volym tas en del av
cellsuspensionen ut fran bioreaktorn genom en

avtappning (F,). vy

Vid ett sadant forsok var det farska inflodet till 0.2
liter/timme. Den totala volymen cellsuspension i
bioreaktorn, recirkulationsloopen och filterenheten var
2.5 liter. 1% av det féarska inflodet togs ut genom
avtappningsflodet F,.

Av flodet in till filtret (Fp,) gick 90% av flodet, samt alla celler, tillbaka som recirkulerande flode (F;).

Cellerna vixte enligt Monodkinetik, med gmax =0.2 h' och Ks=0.2 g/1. Biomassautbytet pa forbrukat
substrat hade 1 ett annat forsok visat sig vara Yxs =0.15 g/g.

Forutsdg med denna bakgrund:

a) Den specifika tillvixthastigheten vid steady state.

b) Halterna av substrat och biomassa i reaktorn samt i det recirkulerande flddet F,

¢) Vad skulle hinda med den specifika tillvixthastigheten ifall man skulle 6ka F, till 5% av F;,?
d) Vilka praktiska begransningar tror du ett sddant odlingssystem har?

e) Vad tror du skulle hinda med biomassautbytet om F, ar véldigt 1ag? Varfor?

(Forutsdagelserna a-c maste forstas motiveras genom berékningar)



£l . X . Cf —
/{/i_‘:f\ f%:ff._:_(’if__{:* }é) l/“( L. oven (/u’/{_q ,s<]§3r’mm,4

e e

@y ]i\ 0 — ?)3 - //1 N ()

- ¢ rk““ﬂ
pmo= 0.0l AR ACRE R Y7 s

-—

7.5

‘\_/, R an
/ f (W{ l'(»-q... f et c‘f S L !/(;?e.} A ;,:{,:.f% @ gl t Ig r;\:/;,.;gé ,: {r eq
- e by

IR VANVI/R /3 S
S o et e e O BN X ﬁ = Bl A
. /):? : ‘ (f’ i N {ﬁf

B9 - pwoeng




= qer e (v iag fe Y

Xom o (S —8) = O (1o0=0.0000) % 1.0 9/

v Fi,

CFu
o= 0.08 s goot W' das propanbiaeit

WL GAr !‘mﬂym \'(/\55 “éj /(f@/%

—

Xi - [
Da5 L Coge pa = Y48 94
,FT:M@QI 1:\(\ Lr*em %m@fé (/\nx,,.;s!"w' o) gﬁé«g’ L, ' (Z}f ? C’{{-‘V’“‘(”"IK i ﬁ?/@imﬁ ’

ol ' 2 " el § o . !
g J A A Vl/llgr)&!é {ﬁi aR M ae 4 (lvyre A Lol noyr fabihad _

-

?/ﬂx’)f %)‘z fe tniipete oo B il e dovbe o = .
G il e s naref ’"":37 VX/( b~ (ﬁ"?‘% .




____________________________________________________________________________________________________________________________________|
Uppgift 3 (12 poing)

Bioprocessuppgift, kontinuerlig odling, tolka graf, kvantitativ analys, stegindring

Bilden nedan visar resultat fran koncentrationsmétningar i en kontinuerlig odling i en omrdrd bioreaktor

(CSTR) med volymen 1 1. Vid tiden 0 h, 4ndras utspadningshastigheten D frén 0.10 h™ till 0.30 h™".
Halten substrat i inflodet till bioreaktorn ar 20 g/l. Cellerna kan antas véxa enligt Monodkinetik.

11
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Tid (h)
a) Berikna ytbyteskoefficienter for celler (Yx/s) och biprodukt (Yp/s) pa forbrukat substrat, i
g/g. Biomassans askhalt dr forsumbart lag.
b) Bestidm parametervirdena gmax och Ks 1 Monodkinetiken

c) Foresla ett eller flera forsok och utvirderingsmetoder som skulle kunna ge sékrare
uppskattning av parametervirdena



____________________________________________________________________________________________________________________________________|
Losningsforslag Uppg 3:

a) Yxs=8.8/(20-0.7)g/lg=0.46g/g; Yxs=4.5/(20-10.2) g/g=0.46 g/g;
Ypis =2.3/(20-0.7)=0.12 g/g; Yps =1.2/(20-0.7)=0.12 g/g.

b) Bestim parametervardena timax och Ks i Monodkinetiken

u =D S (g/l) 1/D 1/S
0.10 0.7 10 1.43
0.30 10.2 3.33 0.098

Ks / timax = (10-3.33) / (1.43-0.098) = 5.01
1/ ptmax = 3.33 — 5.01%0.098 = 2.84
timax=1/2.84=0.35h"
Ks=5.01%035=1.8g/l

c) Foresld ett eller flera forsok och utvirderingsmetoder som skulle kunna ge sidkrare
uppskattning av parametervardena

1. Upprepa forsoken. 2. Mit halterna vid fler steady state och anvind linjar regression. 3. Mét halterna
vid fler steady state och anvind icke-linjar regression, dvs anviand Matlabs icke-linjara minimeringsrutin
for att minimera kvadratsumman av skillnaden mellan uppmatta substrathalter eller
utspadningshastigheter och de som beréknas via Monodkinetiken. 4. Vikta forsoksresultaten med
variansen vid varje forsokspunkt (krdver upprepade forsok!). 5. Bestdm umax 1 upprepade batchodlingar
istéllet.



. ________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Uppgift 4 (10 poiang)
Ideal tubreaktor

Inflddeshastigheten till en isobar ideal tubreaktor ar 20,0 m’ gas/h, bestdende av 1/2 acetylen och 1/2
inert gas vid 555 °C och 20 bar. Vid denna temperatur polymeriseras acetylen enligt:

4C2H2 9 (C2H2)4

(A) (As)
Reaktionen ér ett andra ordningens forlopp med
R=k * Cs? och k= 6,1 * m® kmol " s

Vilken reaktorvolym krévs for att 4stadkomma 98% omsittning med avseende pa
acetylen?
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____________________________________________________________________________________________________________________________________|
Uppgift S (12 poiang)

Uppehallstidsfordelning, sterilisering?

Till en kontinuerlig omrord bioreaktor ska tillforas 1 m® medium per timme. Mediet steriliseras forst i en
kontinuerlig tubreaktor, ddr det snabbt kan hettas upp till max 125°C. For att undvika odnskade

reaktioner vill man dock hélla temperaturen sa lag som mojligt.

a) For avdddning av mikroorganismer i det aktuella mediet har foljande experimentella satsvisa data
uppméitts. Det visar sig att avdodningen kan anses vara ett forsta ordningens forlopp.

Bestdm aktiveringsenergin for hastighetskonstanten for avdodning (Kq ) av mikroorganismer ur
foljande satsvisa steriliseringsforsok.

Tid (s) Temperatur °C | N antal/ m’

0 100 1.0-10®

120 100 4.7.10°

0 120 1.0-10®

150 120 3.1-10°
Losning Uppg 5a:

N/Np = e”(- kq -t) och kq = kqo - (- EA/RT)

kg =-In(N/Ny) / t

ka1 / kaz = (kao / kao) - (- EA/R-[1/T}-1/T3])

Ea=-R/[1/T-1/T2] - In(ka / kaz) = - 8.314 / [1/373.15-1/393.15] - In(0.0255 / 0.0692)

Svar: Ex = 60.94 kJ/molK

b) Tubreaktorn har volymen 60 liter. For att ta reda pd uppehallstidsfordelningen i reaktorn
genomfordes ett sparamnesforsok, vars resultat sammanfattas i tabellen nedan.

Tid (min) | Konc hos sparimne
0 0
1 0
2 5
3 30
4 25
5 4
6 0

Berikna vilken steriliseringstemperatur som garanterar att halten kontaminerande celler 1 inflodet
till bioreaktorn blir maximalt 1 cell per liter medium, dvs <10’ celler / m®. Ange temperaturen i
hela grader. Mediet kan anses bete sig som ett segregerat flode. Precis som 1 de satsvisa forsdoken
ar antalet celler i det osteriliserade mediet 1-10° celler / m”.



Losning Uppg 5b:

Den temperatur soks, som ger att <c> blir max 10° celler per m>.
KdO= 8648729 s™ och Ea= 60939 J/molK fas fran Arrhenius-uttrycket och tidigare givna data

kd(T) = Kdo-e/\(-EA/RT)

T Ka(T) (s
120 6.92E-02
121 7.26E-02
122 7.61E-02
123 7.97E-02
124 8.35E-02
125 8.75E-02

E(t)= = dt
Je.
0

<t> = [tE(t)dt
0

Tid (min) Konc av sparéamne  E(t) t*E(t) c(t)*E(t) c(t)*E(t) c(t)*E(t) c(t)*E(t)
T=120 T=121 T=122 T=123

0 0 0 0 0.00E+00 0.00E+00 O0.00E+00 0.00E+00
1 0 0 0 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
2 4 0.059 0.118 1.45E+03 9.73E+02 6.39E+02 4.13E+02
3 29 0.426 1.279 1.66E+02 9.07E+01 4.83E+01 2.51E+01
4 27 0.397 1.588 2.43E+00 1.09E+00 4.69E-01 1.95E-01
5 6 0.088 0.441 8.48E-03 3.10E-03 1.09E-03 3.64E-04
6 2 0.029 0.176 4,44E-05 1.33E-05 3.78E-06 1.02E-06
7 0 0 0 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
3.603 1.62E+03 1.06E+03 6.88E+02 4.38E+02

cs tot= 68 <t> (min) <c> (/m°) <c> (/m?) <c> (/m?) <c> (/m3)

Svar: Temperaturen behover vara knappt 122 °C



____________________________________________________________________________________________________________________________________|
Uppgift 6 (10 poing)

Kol- och reduceringsgradsbalans

Lactococcus lactis odlades i en anaerob kemostat med 10 g/l glukos i inflodet och med NH3 som

kvivekilla. Vid utspidningshastigheten D=0.095 h™' uppvisade L. lactis s.k. mixed acid fermentation (se
figur).

ATP

NAD* |NADH NADH
(Cate) it pyruvate —oe> AcCo/

Fo6ljande halter uppmadttes vid steady state:

Mjoélksyra (CsHgO3): 19 mM

Myrsyra (CH,0,): 59 mM

Attiksyra (C,H40,): 41 mM

Etanol (C,H¢O): 40 mM

Glukos (C¢H1206): <0.05 g/1, under detektionsgriansen.
Askfri biomassa (CH; §,0¢.55No2): 0.81 g/l

a) Man misstanker att det blivit ett fel 1 kvantifieringen av produkterna pga ett fel i en av
standarderna. Kontrollera kol- och reduceringsgradsbalanserna och korrigera halterna sa att bada
balanserna uppfylls till minst 99%.

b) Berikna de specifika produktionshastigheterna av de fyra produkterna, i mmol/gh

¢) Forklara hur de observerade halterna och utbytena beror av varandra med hjélp av bilden ovan.



Losning Uppg 6:

a) Reduktionsgraden: y; (CH,OpN; ) =4 +a -2-b - 3-c om kvivekéllan d&r ammoniak.
Yi; = ¢i / ¢; dar koncentrationerna c; och c;j anges 1 C-mol

Kolbalans %; Y

Reduktionsgradsbalans %; Yij;- v;
k for saknad produkt =2 Yi/j- Yi /% Yi/j

k=2.05 visar att den saknade produkten antagligen dr myrsyra. Genom att hoja utbytet fér myrsyra
motsvarande det saknade kolet uppfylls bdda balanserna inom 99%.

D= 0.095 h-*
Utbytey  Reducerings- Korrekt halt rp
halt mM (cmol/cmol) grad ¥ Y* Vi mM (mmol/gh)
X 0.81 0.096 4,12 0.394 0.81
G <0.05 -1 4 -4.000
Lac 19 0.171 4 0.684 19 2.2
Form 59 0.177 2 0.354 80 9.4
Ac 41 0.246 4 0.984 41 4.8
EtOH 40 0.240 6 1.440 40 4.7
SummayY -0.07041 SummaY; -0.14415
%av—4 -0.964
i for
saknad
produkt 2.05

b) = (Ci,ut —Cj, in) / (D'CX)

Om c; anges 1 mM och ¢y 1 g/l blir svaret i mmol/g/h



Formelsamling: Bioreaktionsteknik KKR090

Reaktionsomséittning
nj:n°j+2vij§i, 1=1,2, oo, R

o d H
Fi=F +ZviR; Ri :_§|

dt

Omsattningsgrad
Fi=Fi (1), x>0 davj<O0
Reaktionsentalpi

AH=% Vj hj =2 Vj(AHfo)j
Medelmolvirme

TZ
<c¢p>=[1/T, -T)] [ ¢, dT
Tl
Reduceringsgrad vi = 4+ a; -2b; - (¢i/cq)*(4dy + a4 - 2by)

Uppehallstidfordelning
1

o0
<t> = [tdF () , <t> = It E(t)dt och o =
0 0
[(t=<t>)" E(t) dt
0
Cs
Pulsmetoden E(t)=_c Stegmetoden F)= ————
T Csl
.[csdt
0
Ideal tankreaktor

E(t) = (1/7) exp(-t/t)
F(t) =1 - exp(-t/t)

Linjir process eller segregerat flode

<6 > = [c;(t) Et)at
0

Sparimnesforsok oppen miitstricka
<t>=(L/V)[ 1 +2(Dea/ VL) ] och ol /<t>?=2(Dea/ VL) + 8(Dea / VL)?

Sparimnesforsok sluten métstricka
<t>=LIv och  of/<t>?=2(Dea/ VL) - 2(Dea / vL)* [ 1-exp( - VL/ Dea )]

Jamforelse av ideal och reell reaktor for forsta ordningens forlopp

Vid given omsittningsgrad:

(Vree” /V|dea|) = 1 + kl Treell & (tOIn tub)
vL

reell

Vid lika reaktorvolym:
(1 - X)ree" / (1 - X)idea| = 1 + (k] T)z (Dea / VL) (tom tub)

Tankseriemodellen <t>=r1, N=r12/ cst2

B CsO

CsO



Calculus
INTEGRALS

ELEMENTARY FORMS
1. fa dx = ax

2. favf{x)dx = aff(x]dx

3. J.(f’[}’) dx = 'f?;(%’) dy, where y’ = jy

X

4. I(u + v)dx = fu dx + J‘u dx, where u and v are any functions of x

5. judu = ujdu - jvdu = uy — fudu

6. fug—idx =up — J‘uj—:dx

T jx"dx=::ll. exceptn = —1

8 [LO% < togs0. @ = sy
9, J‘? = logx

1. |2 '(’?{‘3 - @, @) = ) de)
11. Ie* dx = &

12. J-e‘“ dx = ¢"/a

13. J‘b“"d =—
N alogh’

(b >0)
14, J.Iogxdx =xlogx — x
15. ja‘ logadx = a*, (a=0)

dx 1 x
16. J‘ﬁ = —laﬂ_l—
a + x a a

338

19 J‘i__..=
e =X

M

dx ]
20. J—x‘/T——?=IOg(X+ \/x2 iaz)

J‘ dx 1 X
21, | ———— = —sec™'=
x/x* —a* |ld a

22J‘ dx _
Jere a

X
—cos ' =, (a® > xP)

lal’

1log(a7+ v az i-_x“j)
X

Calculus
INTEGRALS (Continued)
1 X
~tanh™ 1=
a a
=+ or
1 a+ x
—lo ) a® > x?
| 2a ga - X ( )
1
[ ——coth™'%
a a
or
l}ox-a (x* > a?)
| 2a S+ a
x
sin”!—
lal
or

FORMS CONTAINING (a + bx)

a+ bx
For forms containinga + bx, but not listed in the table, the substitution u =
may prove helpful.
(a + bxy'*?
. = ———— -1
23 f(a + bx)dx T 1% (n#-1)
24. Ix(a + bx)"dx
1 2 +1
= e——— T b r —1, —2
Fa sl N — gyt e )

B}l n+3

n+ 3 b n+ 2
~ J'leﬂ + bxydx = '}_[(a +bxy*? ) (a+ bx)

n+1

Jla+ bx)"*']
a
n+2



Calculus 339 340
INTEGRALS (Continued)
mtlia 4+ bhx)
=t - f X"(a + b~ dx 3.
m+n+1 m+n+1
or 5%
1 X
ZG.J." bxYldx ={ ——— | —x™*! P
x"a + bx)"dx a[n+l][ x""Ha + bx)
39
+(m+n+ Z}J‘x”‘(a + bxytt! dx]
or 40.
1
— L 1 m=1
b(im + n + ]][x (a + bx) ma'fx (a+ bx}"dx:' 41
27. J.a = log (a + bx) L.
&J' dx _ 1
(@a+bx?  bla+ bx)
x 1
29- L
Jl (a + bx)? 2b(a +-bx)?
f%[.‘.‘J + bx — alogia + bx)]
43
xdx
e J-a +bx or
44,
B b_ log(a + bx)
xdx 1 a 45.
@+bx? b2 [log a5k 2Xh a+ bx]
xdx 1 [ -1 a - 46.
@+bxy Bln-2@+by 2 m-Da@+bayi) "75
x*d
33. Ja i :x [ (a + bx)* — 2ala + bx) + a*log(a + bx}] o
x*dx 1 a? 48.
m b—a[a + bx — 2alog(a + bx) — m bx]
x?dx 1 a a? 49
L . S [ e . — .
(@ + bx)® bs[ B o e e bx)=]
x* dx 1 -1
36. I — 50.
(a + bx)" 3[(11 - 3)(a + bx)y?
2 a 1,2,3 51
Th-Da+bxpi) "TLA :

Y=+ byt

Calculus
INTEGRALS (Continued)

J‘ dx 1 o a+ bx

xla + bx) @ 8

dx 1 1 a + bx

o= -

x(a + bx) a(ﬂ +bx) a
J’ dx (2a + bx} X

©J x(a + bx)? a’ 2\ a + bx ga + bx

J‘ dx _ b A a+ I?J_\

x¥a + bx)  ax g%
J‘ dx _2bx—a+b“]0 x

X+ bx) 28X & ®a + bx
"‘ dx _ a + 2bx +2bl a+ bx

xMa + bx)? alx(a + bx)  o®

FORMS CONTAINING ¢* + x?,
J‘ dx _ 1 tan-!
e+t ¢
dx 1 C+ X 3 5
J‘cz-*xznil c-x' (¢ 2%
dx 1 x—-c

AR | ¢ 2 .2

.’.x"—c’ 2% Bxre =)

xdx 1
[Err e LU
xdx _ 1
(€2 + x3)" ' T T 2n(c? + X%

J‘ dx
(c? £ x?

_ 1 [ x %
Y 2¢3n — DL(e? £ X!

J‘ dx _ 1 _ x
2 = 2% - 1) (x* =)t
xdx _ 1 2 _ 2
J";}":? = 2log {X c )
xdx _ 1
{’\,2 _ cz)nn = Zﬂ[,\"’ — cz),-

¥ - ot

dx
I 3’f {—r‘)_}
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