TENTAMEN I BIOREAKTIONSTEKNIK
(KKR090)

Torsdag 24/4, 2014 08:30-13:30 Vig- och vattensalar
Tentamenstid=5h

Carl Johan Franzén kommer att besoka tentamenslokalen ca kl
09:00 och ca kl 12:00.

Tentamensansvarig: Carl Johan Franzén, kan nés p4 0730-556851
Examinator: Claes Niklasson

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

Granskning av tentamensrittning kan ske torsdag 15/5 k1 11:00-
12:30 i seminarierummet Industriell bioteknik / Systembiologi (plan
6 KB Forskarhus 1 éver passagen till plan 3 i Fysikhuset).

Preliminéra betygsgranser:
<30p betyg U
30-38 p betyg 3
39-47 p betyg 4
48-60 p betyg 5

Tillitna hjilpmedel: = Chalmersgodkind riknedosa




Uppgift 1 ( 8 poing)

”Modes of operation”

A: Skissa 1 ett diagram hur biomassakoncentrationen (X), substrathalt (S) och 16st syrehalt (DOT)
varierar med utspadningshastigheten i en aerob kemostat, dir celltillvixten kan beskrivas med
Monod-kinetik pa substrat. Syreséttningen kan antas vara tillrdckligt stor for att aldrig vara
begrinsande for tillvixten. Skissa dven biomassaproduktiviteten ( D-X ) i samma diagram.

B: Beskriv principerna for batch-, tva varianter av fedbatch-, samt kontinuerlig odling. Ange
typiska fordelar och nackdelar, och typiska fall ndr de olika odlingsmetodikerna dr fordelaktiga
jamfort med de andra.

C: Liknar odlingsforhéllandena i de tva varianterna av fed-batchodling mest batch-odling eller
kontinuerlig odling? Varfor? (Motivera dina svar!)

Losningsforslag Uppg 1
a)

DX, D_Of

b) Batch:

Odlings- Princip Nackdelar Fordelar
metod

Batch Alla substrat tillsatts frén borjan Mycket disk-tid Enkelt

Odling startar med en liten mdngd | Odlingsbetingelserna | Kan genomforas i enkla

forodlade celler fOrindras hela tiden reaktorer




Cellerna fér vixa okontrollerat
Konstant volym

Hog substratkoncentration, laga
produkthalter under lang tid av

odlingen.

Lag produktivitet pga
disktid och langa
tider med laga halter

biomassa

Problem med

substrat-inhibering

Enkelt att mita maximal

tillvaxthastighet

Kan uppna fullstindig

omséttning av substratet

Fed-batch, Startas som batch, direfter tillsitts | Kan leda till substrat- | Hogre produktivitet
konc feed en kontrollerad méngd substrat inhibering Kan kontrolleras
genom ett koncentrerat inflode Kriver lite mer
Volymen dndras endast langsamt avancerad utrustning
Liknar batchodlingen (vid hoga
substrathalter)
Fed-batch Startas som batch, dérefter tillsdtts | Perioder dér endast Enkelt att styra
utspidd feed | en kontrollerad méngd substrat en del av volymen tillvixthastighet
genom ett utspitt infléde utnyttjas Undvika
Liknar den kontinuerliga odlingen | Kréver lite mer substratinhibering
avancerad utrustning
Kontinuerlig | Substrat tillsétts kontinuerligt och Infektionsrisk! Enkelt att styra
cellsuspension tas ut ur bioreaktorn Kriver lite mer tillviaxthastighet
i samma méngd. avancerad utrustning | Undvika
Volymen dr konstant, substrathalt substratinhibering

generellt 14g medan produkthalter
ar relativt hoga.

Kan né steady state
(enkel provtagning, latt
att karakterisera

metabolism)

Hog produktivitet

c) Seovan.




L s

Uppgift 2 (10 poéing)
Masstransport, stationir metod

I en kontinuerlig odling, pa glukos, av en stam av jésten Saccharomyces cerevisiae i en idealt

omrdérd kemostat, uppmittes foljande resultat vid steady state:

0, CO,

Molbrék i ingaende gas (-) 0.2090 | 0.0005

Molbrék i utgdende gas (-) 0.1740 | 0.0620

Allminna gaskonstanten, R 8.314 Jmol™* K™

Henry’s konstant for syre 790 atm 1 mol™
Temperatur 303K

Jasthalt (torr och askfii) 95¢g1?
Utspiddningshastighet 0.3h*

Gasflode in (vid 303K, 1 atm) | 0.3 m® h™

Syrehalt i vitskebulken 1.0-10* M
Tryck 101325 Pa
Vitskevolym i reaktorn 5 liter

a) Berikna den specifika syreforbrukningshastigheten g
b) Berikna biomassautbytet pa forbrukat syre
¢) Berdkna massoverforingskoefficienten Kra (h'l) f6r syre

d) Vaxer jisten respirativt, respirofermentativt eller fermentativt vid dessa forhillanden?

Motivera ditt svar!




Losning Uppg 2
a) Utgéngspunkt tas fran foljande tva materialbalanser:
Materialbalans med avseende pa molbraket syre (y,, ) 1 gasvolymen Vg i reaktorn:

d Q l—yO in—yCO in RT yO out‘PtotHe
— === e = = ~k,aV, = —-c 1
dt (yOZ ) VG (yOz,m 1— yoz’om _ ycoz,our yOZ,out L L VGP He 0, ( )

tot

(Obs: Py =1 atm och 6vriga variabler har enheter enligt givna data!)

Materialbalans med avseende pa syre i en liter vétska (¢, ) 1 reaktorn:

d yOZPo
:Z;(COZ ):_q02X+kLa[ He” -Cozj (2)

Vid steady state ar alla derivator lika med noll. Genom att sitta samman de bada

materialbalanserna erhalls:

O, 1=Y0, i1 = Yco,in R-T
0==" Yo, m— Yo, o |~ V1 9o, X
VG 1 - yOZ,out - yCOZ,out VGP

tot

— ‘Ptat ‘Xin _ 1_yOZ,in _yCOZ,in
qOZ 0, ,in

= ~7.4mmol - g™
RTVLX Yy yOZ,outj g

1 - yOZ,out - yCOZ,out

b) Utbytet av biomassa pé forbrukat syre

Yy, == 40.8 g mol’

0,

¢) Ur (2) erhalls

X
ka=r327 531

yOZ})tot S
He O

1— Yo,in — Yco, in
yCOZ out yCOZ Jin

V=0, ou = Ycogou

1- Yo,in ~Ycoyn
y O, in - y 0, out

1 - yO2 out yCOz ,out

d) RQ= =22

Eftersom RQ >1 och cellerna forbrukar syre vixer jdsten respirofermentativt, dvs genom bade

fermentation och respiration.



Uppgift 3 (10 poing)

Ideal tubreaktor

Fosfin sonderfaller homogent 1 gasfas vid 650°C
4PH;(g) — Py(g) + 6 Hy

med forsta ordningens reaktion =%k Cpy,

dir k=2%10" s vid 650°C. Hur stor tubreaktor krivs for att vid 4,0 bar och 650°C fa

omsittningsgraden 80% om inflédeshastigheten dr 3 mol fosfin/h?

Losning uppg 3
L4t fosfin betecknas A.

En materialbalans ver ett skikt dV i tubreaktorn, vid steady state, ger:

0=F) (1—x,)-F)-(1-x,—dx,)~r,dV

OxA 0
qV = Foﬂ F dx = J-dxA _F, RTJ~(1+6xA)dxA=
r, k-c, kP - c, kP (1-x,)
FRT | 1
= dx,+6 dx, ;=
kP !(l—xA) 4 I —xA) 4

Med hjilp av integraler nr 27 och 30 i formelsamlingen fis:

F ORT Y ' F ORT ut ut
V= ’;{P {[—ln(l—xA)]o +6[-x, ‘“111(1—3@1)]0 }: /;CP {_6xA —71n(1—xA )}
Med givna data erhalls
V =0.0517 m’

Dvs volymen ska vara 51.7 liter.



Recirkulering av celler 1 en kontinuerlig odling kan vara fordelaktigt i vissa fall, t.ex. om man vill

uppnd mycket hoga omsattningsgrader av substratet, eller ifall mediet innehéaller inhiberande

amnen. Praktiskt kan detta utféras genom att man pumpar cellsuspensionen &ver ett filter (B).

> I:Bleed
A B
Fln o I:Ut -
' "’L_B —> I:Product
o S
D
FRec

Vid ett sddant forsok var det farska inflodet 5 liter/timme. Halten Sy, i inflodet Fy, var 100 g/l. Den
totala volymen cellsuspension i bioreaktorn (A), recirkulationsloopen och filterenheten (B) var 2.5
liter. For att halla konstant volym togs ett flode motsvarande 1% av det farska inflédet ut direkt

frén bioreaktorn genom en avtappning, en s.k. bleed (Fgieeq).

50% av flodet ut fran reaktorn (Fut) recirkulerades efter filtreringen (Fre.). Alla celler i utflodet
frdn reaktorn recirkulerades tillbaka till reaktorn i recirkulerationsflodet (Fge.). Resten av flodet

togs ut som en cellfri produktstrém (Fproguct)-

Cellerna vixte enligt Monodkinetik, med g4, =0.10 h?! och Ks=0.1 g/l. Biomassautbytet pa

forbrukat substrat hade i ett annat forsdk visat sig vara Yxs = 0.15 g/g.
Berdkna med denna bakgrund:

a) Den specifika tillvixthastigheten vid steady state.
b) Halterna av substrat och biomassa i reaktorn samt i det recirkulerande flodet Fre,

¢) Omsittningsgraden av glukos 6ver hela systemet

“d) Vad skulle tillvixthastigheten, biomassahalten; substrathalten och omséttningsgraden vara

vid steady state ifall ingen recirkulation sker, dvs Fgieea=Fin?




Losningsforslag Uppg 2:

Notera att reaktorn, recirkulationsloopen och filterenheten kan ses som en enda omrdrd reaktor,
om recirkulationsflodet Fge. ar tilldckligt stor och volymen i slangarna &r tillrdckligt liten.

MB med avseende pa biomassa &ver hela systemet, vid steady state:
B = tmax S/ (Ks +5)
8) 0=-Fpeeq ox + X = (0 —0.01F5/V) X > p=0.01 F, /V=0.01%5/2.5=0.02h"
b) S= tmax Ks / (Mmax + 1) = 0.125 g/l
X=Yx/s *(100-0.125)=14.98 g/
Fpieea = 0.01Fp, = 0.05 I/tim
Fproduct = Frec = 0.99F, = 4.95 Utim
Fut= Frec + Frroduet = 2%4.95 =9.9 1/tim
X*Fui= Kiee*Frec 2 Xiee = X*Fut /Frec = 2¥X = 29.96 g/l
Sree =S =0.125 g/l
¢) Omsittningsgrad xg = 1- ¢s /cgin = 1- 0.125/100 = 99.88%

d) 0,0, 100, 0 — washout eftersom Fin >> py.«




Icke-ideal tub, uppehéillstidsfordelning

Till en kontinuerlig omrérd bioreaktor ska tillforas 1 m® medium per timme. Antalet celler i det
osteriliserade mediet r 1-10® celler / m’. Mediet steriliseras i en kontinuerlig tubreaktor, dér det
mycket snabbt kan hettas upp till max 125°C. For att undvika odnskade reaktioner vill man dock

hélla temperaturen sé 14g som mojligt. I ett annat forsok bestimdes aktiveringsenergin for

avdodningen till 61 kJ mol™ K™, och Kgp till 8600000 s™.

Tubreaktorn har volymen 60 liter. For att ta reda pa uppehéllstidsfordelningen i reaktorn

genomfordes ett spardimnesforsok, vars resultat sammanfattas i tabellen nedan.

Tid (min) | Konc hos sparimne
0 0
1 0
2 8
3 38
4 25
5 3
6 0

a) Berdkna vilken steriliseringstemperatur som garanterar att halten kontaminerande celler i
inflddet till bioreaktorn blir maximalt 1 cell per liter medium, dvs < 10° celler / m’. Ange

temperaturen 1 hela grader. Mediet kan anses bete sig som ett segregerat flode.

b) Beskriv hur denna uppehéllstidsfordelning kan uppsté i tubreaktorn!

Losningsforslag Uppg5:

a) Dentemperatur séks, som ger att medelkoncentrationen i utloppet fran reaktorn, <c>, blir max 10°
celler per m’. (<c> &r den koncentration som kan matas i utloppet fran reaktorn.) Kd0o= 8600000 s™
och Ea= 61000 J/molK fas fran Arrhenius-uttrycket och givna data

kd(T) = Kdo'CA(-EA/ RT)
T Ka(T) (s™) cvid <t>
105 3.22E-02 166048.36



110 4.15E-02 26259.40

115 5.31E-02 261543
120 6.76E-02 148.67
121 7.08E-02 77.56
122 7.42E-02 39.35
123 7.78E-02 19.39
_ AQ) _ T
<¢;> = [c(e) E(e)dt E(t)=—"gr <t> = [t E(t)dt
0 [e, () 0
0
Integralerna kan uppskattas med trapetsmetoden.
E(t) t*E(t) c{t)*E(t) c(t)*E(f)  c(t)*E(t) c{ty*E(t) c(t)*E(t)
T=115 T=120 T=121 T=122 T=123
0 0 0.00E+00 0.00E+00 O0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
0 0 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 O0.00E+00  0.00E+00
0.078 0.156 1.84E+04  3.26E+03 2.20E+03  1.46E+03 9.53E+02
0.469 1.406 3.62E+03  2.69E+02 1.49E+02 8.07E+01 4.25E+01
0.391 1.563 9.83E+01 3.07E+00 1.40E+00 6.17E-01 2.62E-01
0.063 0.313 4 87E-01 6.41E-03 2.40E-03 8.61E-04 2.96E-04
0 0 0.00E+00 0.00E+00 O0.00E+00 0.00E+00  0.00E+00
0 0 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00  (0.00E+00
<t> (min)= 3.438 <c>= 2.22E+04 3.53E+03 2.35E+03 1.54E+03  9.96E+02

Svar: Temperaturen behover vara 123 °C. (Notera att <¢> # c(<t>) !)

b) <t>dr ldgre dn © (=V/F), trots att det &r en tubreaktor. Detta innebér att den “effektiva”
volymen &r ldgre &n 60 liter. Det finns alltsd stagnanta zoner, och en del av flodet gér alltsd
“rakt” genom en mindre del av reaktorn. Dessutom &r det en dispersion kring <t>, vilket
innebdr att det finns en viss omrorning 1 reaktorn, det &r alltsd inget idealt pluggflode. Detta
kan t.ex. bero pa en dalig utformning av kopplingarna vid in- och utflodet, eller for lag
flodeshastiget som kan leda till icke fullt utvecklat turbulent fléde (dvs inslag av laminart
flode).

Uppgift 6 (6 poing)

Kol- och reduktionsgradsbalans

Citronsyra, C¢HgO7, produceras i stor skala frén billiga sockerrdvaror genom odling av svampen
Aspergillus niger 1 stora acroba omrorda tankreaktorer. I labskala kan 4. niger odlas pa glukos
med ammoniumnitrat (NH4NO3) som kvavekilla. I en typisk sddan odling uppmattes ett utbyte av

68 g citronsyra per 100 g forbrukad glukos vid pH 2.5. 4. niger kan anses ha elementar-

sammansittningen CH; gOg sNj 2.
Bestdm utbytesfaktorerna vid pH 2.5 1 black-box-reaktionen

Glukos + Yous Oy + Yas NH4NO3 = Yy celler + Yps citronsyra



Anvind c-mol for alla kolinnehillande komponenter.

e
Losningsforslag Uppg 6:
C-molsammansittning citronsyra: CHy4307s

Yps=(68/32) / (100/30) = 0.6375 c-mol citronsyra (c-mol glukos) ™.

Yis= 1- Yps=1-0.6375 = 0.3625 c-mol celler (c-mol glukos)™.

Yais = 0.5 Yy - 0.2 =0.03625 mol ammoniumnitrat (c-mol glukos)'l.
En reduktionsgradsbalans ger foljande:

—1-x5—Yori- Kop—0.03625 - ky+0.3625 - k¢ +0.6375- xp =0

Med ks =4, kp=—4, kv=-8, ky=4.20, och xp =3, erhalls:

Y5 =?}<4+YN/SK‘N — Yy, iy =Yy, 5Kp)=0.06875 mol O, (c-mol glukos)™.




R
Uppgift 7 (6 poing)

Berékna den specifika tillvixthastigheten, den specifika etanolproduktionshastigheten och den
specifika glukosforbrukningshastigheten vid 2 timmar ur foljande data for en fed-batch odling:

Vitskevolym i reaktorn vid #=0h: V' (0)=1.1 L
Konstant inflédeshastighet: F=0.1 Lh™

Koncentrationen av glukos i inflédet: 100 g L™

Time (h) 1 2 |3

Glucose (gL [593 |61.5 |63.1

Biomass (g L") | 0.13 | 0.20 | 0.30

Ethanol (g L) | 0.65 |0.97 | 1.50

I R S SRR KTl
Losningsforslag Uppg 7:

gs = ((Fin/V)* (Sin-S) - dS/dt )X= (0.1 /1.3* (100-61.5) — (63.1 — 59.3)/2) / 0.2 =5.31 g/gh

p = (-Fin/V¥X + dX/dt )/X = (-0.1/1.3 * 0.2 + (0.3-0.13)/2)/0.2 = 0.50 h!

qr = (Fi/V)* (Pin-P) + dP/dt )X~ (-0.1 /1.3* (0.97) + (1.5-0.65)/2) / 0.2 = 2.50 g/gh



Formelsamling: Bioreaktionsteknik KKR090

Reaktionsomsattning
nj=nj+ZV,~jf;i, i:1,2, ................ R

a d .
F}ZF}- +ZV,']‘RZ' Rl: 51

dt

Omsittningsgrad
F}'z.F}' (I-JCJ'), Xj>0 dde<O
Reaktionsentalpi

AH=3 v, by = X v;(AH; )

Medelmolvirme
)

<g>= [T, -)]| ¢, dT
T

Reduceringsgrad vi = 4+ a; - 2b; - (ci/cq)*(4dy + a4 - 2by)

Uppehallstidfordelning

1
<t> =deF(t) <t>=ItE(t)dt ctz:j(t—<t>)2 E(t) dt
0 0 0
CS B CSO
Pulsmetoden F (t) = ¢ Stegmetoden Ft)= ——
Tcsdt cs] - CSO
¢
Ideal tankreaktor

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

Linjar process eller segregerat flode
<G> = [c,(t) E(t)dt
0

Spardmnesforsok 6ppen mitstricka
<t>=(LAN) [ 1+2(Des/ VL) ] och 62 /<t>? =2(Deq/ VL) + 8(Deq / VL)

Sparimnesforsok sluten méitstracka
<t>=IN och 62 /<t>?=2(Duq/ VL) - 2(Deq / VL)* [ 1-exp( - VL/ Dgy )]

Jamforelse av ideal och reell reaktor for forsta ordningens forlopp

Vid given omsittningsgrad:

Vrcett/ Videa) =1+ ¥ ey Dea " (tom tub)
VLreell

Vid lika reaktorvolym:

(1 = X)reer ! (1 = Xigear =1 + (k1 T (Dea / VL) (tom tub)

Tankseriemodellen <t>=1, N=1/c¢
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