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PREFATA

Dezvoltarea economica rapida la nivel global, industrializarea globala,
resurse naturale epuizabile, poluarea mediului ambiant sunt doar cateva dintre
problemele majore ale secolului XXI. Conservarea mediului si cresterea populatiei
au impus schimbari majore in industria chimica clasica. Nevoia de materii prime
sigure, ecologice si regenerabile a condus la dezvoltarea rapida a biotehnologiei.

Biotehnologia substituie numeroase procese tehnologice clasice, cu
obtinerea unor produse de puritate inalta si fard produse secundare toxice asupra
mediului ambiant.

Biotehnologiile sunt constituite dintr-o succesiune de operatii biochimice,
mecanice, termice, fizico-chimice. Procesele biotehnologice trebuie minutios
proiectate de la scara de laborator la cea industriald, ceea ce constituie obiectul de
studiu al ingineriei biochimice.

Tndrumarul de fati are obiectivul de a prezenta si explica atat notiunile
teoretice fundamentale ale ingineriei biochimice, cat si de a realiza diverse calcule
ingineresti, inclusiv cu utilizarea software-urilor, la fiecare etapa a procesului
biotehnologic in cadrul lucrarilor practice. De asemenea, sunt propuse o serie de
lucrari de laborator vizand controlul calitatii materiei prime, biocatalizatori, studiul
cineticii proceselor enzimatice si operatiile unitare de separare si purificare a
produsului finit.

indrumarul contribuie la formarea competentelor viitorilor specialisti
privind dezvoltarea si intretinerea proceselor ingineresti in industria chimica si
asigurarea calitatii si sigurantei productiei chimice. Materialul prezentat in lucrare
este structurat in conformitate cu succesiunea etapelor unui proces biotehnologic si
in baza curriculumului disciplinei la programele de studii Tehnologie chimica
industriala si Tehnologia produselor cosmetice si medicinale, Ciclul 1, licentd, de
la Facultatea de Chimie si Tehnologie chimica.

Acest indrumar este prima lucrare publicatda in domeniul ingineriei
biochimice la departamentul Chimie industriala si ecologica ,,Acad. Gh. Duca”.
Vom fi recunoscdtori specialistilor pentru toate sugestiile spre ameliorarea
prezentei editii.

Autorii



1. BIOMOLECULE
Abilitati:
- descrie proprietdtile biologice si fizico-chimice ale biomoleculelor;
- determinda corelatia dintre structura §i proprietdtile fizico-chimice ale
biomoleculelor;
- apreciaza importanta biomoleculelor in calitate de materie primd si produs
biotehnologic de interes;
- aplica metode analitice la determinarea concentratiei componentelor in
bioamestec.

Existenta oricarui organism viu presupune biosinteza compusilor chimici
rezultati din numeroase procese biochimice (metabolice), totalitatea carora
formeaza fenomenul vietii. Reiesind din specificul proceselor metabolice, compusii
chimici naturali (de origine organica) pot fi clasificati in doud categorii:

I Metaboliti primari — compusi chimici naturali, polimerici si nepolimerici,
care asigurd realizarea proceselor biochimice fundamentale (respiratia,
inmultirea, transmiterea informatiei ereditare, schimbul de energie si
substantd cu mediul ambiant, acumularea biomasei).

1. Metaboliti secundari — compusii chimici sintetizati din metabolitii primari
care au rol ecologic (atractanti, repelenti, adaptarea la conditiile
nefavorabile de mediu s.a.).

Grupul metabolitilor primari este constituit din 4 clase fundamentale de
substante:

1) hidrati de carbon (sau glucide, zaharuri, oze, carbohidrati);
2) proteine;

3) lipide;

4) acizi nucleici.

Grupul metabolitilor secundari este cu mult mai vast; totusi, prin procese
biotehnologice se obtine o gama restransa de acesti compusi, cum ar fi flavonoide,
carotenoizi, steroizi s.a.

Retineti!
In proiectarea unui proces biotehnologic biomoleculele pot avea rol de
materie prima (substrat) si/sau produs de interes.




Nota!

Descrierea, raspandirea Tn biosferd, proprietatile biologice si fizico-chimice ale
biomoleculelor pot fi consultate in anexele 1— 4. Notiunile teoretice din anexele 1—
4, propuse pentru recapitulare, sunt structurate astfel Tncat sa fie scoase in
evidenta aspectele relevante in proiectarea proceselor biotehnologice.

Lucrare de laborator 1.1. Determinarea concentratiei glucozei in
substrat

Scopul lucririi constd in determinarea concentratiei totale a glucidelor in
proba de analizat cu utilizarea antronei.

Principiul metodei constd in hidroliza initiald a glucidelor pana la
monoglucide, care, in mediul acid, prin deshidratare intramoleculara formeaza
furfuralaldehide. Tn mediul acid, furfuralaldehidele pot interactiona cu antrona prin
reactia de condensare, cu formarea unui produs de culoare verde intensd ce
prezintd o banda de absorbtie la lungimea de unda 630 nm. in cazul glucozei, prin
deshidratare intramoleculard se formeaza 5-hidroxi-metilfurfuralul, care ulterior
condenseaza cu antrona:

CHO HO HO
H /7

H——OH
H—7—0H m’ HO / \ /O N - Y (0]

HO——H 0 -H,0 = o}
H——OH o

CHz0H \ /

Figura 1.1. Ecuatia reactiei de formare a cromoforului verde la interactiunea
glucozei cu antrona
Modul de lucru:

Prepararea solutiei de antrona: 200 mg antrona se dizolva in 100 mL H2SO4 95%.
Prepararea solutiei de glucoza: 100 mg glucoza se dizolva in 100 mL apa distilata
(Solutia I). 10 mL din Solutia 1 se dilueaza pand la 100 mL cu apa distilata
(Solutia de lucru).

v’ se prepard solutiile de glucoza prin dilutia din Solufia de lucru; se adauga

volumele indicate de apa distilata si antrond, conform tabelului 1.1;
v' solutiile obtinute sunt incilzite pe o baie de apd (80-100°C) timp de 8 minute,

apoi se lasa sa se raceasca pe o baie de gheat;
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v

se finregistreazd spectrele UV-Vis ale solutiilor preparate Tn intervalul
lungimii de undd a maximului de absorbtie. Aceastd lungime de unda se
indica in tabelul 1.1 (A(A, nm));

Tabelul 1.1. Volumele solutiilor necesare pentru construirea curbei de calibrare

Vsoi(glucoza),

mL 01/02|03|04|05(06|07]08|09]|10

V(H2Ouqist), mL | 0908|0706 |05[04(03|02|01]| 0

V(antrona), mL | 3,0 | 3,0 | 3,0 |30 |30 |30|30]30|30]30

C(glucoza), M

A (A, nm)

v

v

se Tnregistreaza valorile absorbantei pentru solutiile preparate la lungimea de
unda de absorbtie maximalad inregistratd in raport cu solutia de referinta
(3 mL antrond si 1 mL apa distilatd);

se construieste curba de calibrare C(glucozd)= f(A) si se deduce ecuatia
dreptei;

se Inregistreaza valoarea absorbantei pentru proba analizatd (de concentratie
necunoscuta);

se calculeaza concentratia glucozei.

Lucrare de laborator 1.2. Determinarea concentratiei de amidon in

substrat

Scopul lucririi constd in determinarea concentratiei de amidon 1In

amestecul analizat.

Modul de lucru:

Prepararea solutiei de amidon: 1 g amidon se dizolva la fierbere in 100 mL apa
distilatd (Solufia 1). 20 mL din Solutia 1 se dilueaza pana la 100 mL cu apa
distilata (Solutia de lucru).

Prepararea solutiei de [,+KI: 1 g KI si 1,52 g I> se dizolva in 100 mL apa distilata.

v

conform tabelului 1.2, 1a un volum solutie de amidon se adauga 2 mL solutie
HCIl 1 M, 0,2 mL solutie I,+KI si un volum de apa distilatd pana la volumul
final de 10 mL;



v' se finregistreaza spectrele UV-Vis ale solutiilor preparate in intervalul
lungimii de unda a maximului de absorbtie (Amax=610 nm). Aceasta lungime
de unda se indica 1n tabelul 1.2 (A(A, nm);

Tabelul 1.2. Volumele solutiilor necesare pentru construirea curbei de calibrare
Vsoi(amidon),
mL
V(I+Kl),mL (02 |02|02 |02 |02 |02 |02 |02 |02 |02
V(HCI), mL 2012020 |20 |20 |20 |20 [20 |20 |20
V(HzOudist), mL | 76 | 74|72 |70 |68 (66 |64 |62 |60 |58
C(amidon),
mg/L
A (A, nm)

0204|106 |08 |10 (12 |14 |16 |18 |20

v se nregistreaza valorile absorbantei pentru solutiile preparate la lungimea de
unda de absorbtie maximalad inregistratd in raport cu solutia de referinta
(7,8 mL apa distilatd, 2 mL HCI 1 M si 0,2 mL L+KI);

v se construieste curba de calibrare C(amidon)= f(A) si se deduce ecuatia
dreptei;

v’ se inregistreazd valoarea absorbantei pentru proba analizatd (de concentratie
necunoscuta);

v’ se calculeazi concentratia amidonului.

Lucrare de laborator 1.3. I1zolarea si determinarea cantitativa
a ADN-ului

Scopul lucrarii constad in izolarea ADN-ului din surse biologice simple
(ceapa, microorganisme), evaluarea calitativa si cantitativd prin spectrofotometria
UV si in determinarea puritatii acestuia.

Reactivi specifici:

1. Solutie de extractie a ADN-ului din tesuturi vegetale: 1,5 g NaCl si 5 mL
de dodecil sulfat de sodiu (SDS), sau detergent lichid de vase fara adaos de enzime
si parfumuri, se dizolva in 100 mL apa distilata.

2. Solutie de extractie a ADN-ului din microorganisme: se prepard volumul
necesar de solutie, in care componentele vor avea urmatoarele concentratii finale:
Tris-HCI — 10 mM, EDTA — 1 mM, SDS — 0,5%. Se masoara pH-ul solutiei si se
ajusteazd, dupa caz, cu solutie de HCI 1 M sau de NaOH 1 M.




Modul de lucru:
1. 1zolarea ADN-ului din tesuturi vegetale:

v' 10 g ceapd se marunteste, prin zdrobire, intr-un mojar, in care se adaugi
10 mL solutie de extractie a ADN-ului din tesuturile vegetale;

v' amestecul se filtreazd prin tifon, filtratul se lasd 10 minute pentru ca
surfactantul din solutia de extractie sa produca liza membranelor celulare;

v intr-un vas se adauga 2-3 mL filtrat si un volum egal de etanol 96% rece; se
observa formarea unui strat deasupra fazei apoase;

v’ peste 5-10 minute se observa aparitia filamentelor de ADN la interfat;

v cu ajutorul unei anse sau pipete se colecteaza filamentele de ADN 1intr-un vas,
unde se adaugd o cantitate micd de apa distilatd pentru solubilizarea
ADN-ului colectat.

2. 1zolarea ADN-ului din microorganisme:

v se centrifugheazi 1,5 mL de culturd lichidd de microorganisme la 8000 rpm
timp de 2 minute sau se razuieste un strat gros de pe placuta cu agar;

v' supernatantul se elimind, iar la sediment se adauga 200 pL solutie de extractie
a ADN-ului din microorganisme;

v amestecul se incubeazd 5 minute la temperatura de 60°C, sau 10 minute la

temperatura camerei;

se adauga 100 pL solutie NaCl 5 M si 200 pL cloroform;

amestecul se centrifugheaza la 10000 rpm timp de 5 minute si se colecteaza

supernatantul;

la fractia colectata se adaugé doua volume de etanol 96% rece;

se incubeazd timp de 10 minute la temperatura de -20°C;

amestecul se centrifugheaza la 10000 rpm timp de 5 minute;

supernatantul se elimind, iar precipitatul se solubilizeaza in 50- 100 pL apa

distilata.

3. Determinarea spectrofotometricd a ADN-ului izolat:

v se Inregistreazd spectrul UV al solutiei apoase de ADN si se identifica
maximul de absorbtie;

ANERN

AN NI NN

v’ se inregistreaza absorbanta la lungimile de unda A= 230 nm, A= 260 nm si
A= 280 nm;

v se calculeazd concentratia ADN-ului tindnd cont cd valoarea absorbantei
egala cu 1 la lungimea de undd A= 260 nm corespunde concentratiei de 50
pg/mL ADN dublu catenar:

Caon(M/ ) = Azgo - 50 - m, unde: (1.1)
n — factorul de dilutie.
10



v’ se stabileste gradul de contaminare proteica (sau cu ARN) a extractului prin
calcularea raportului Azso/Azso. Raportul optim este cuprins in intervalul
1,8 - 2,0. Un raport mai mic de 1,8 indicd contaminarea cu proteine, iar un
raport mai mare de 2,0 — contaminarea cu ARN;

v’ se stabileste gradul de contaminare cu saruri, polizaharide si cu alte impuritati
decat cele proteice si ARN prin calcularea raportului Azeo/Azz. Raportul
optim este cuprins in intervalul 2,0 - 2,2. Un raport mai mic de 1,8 indica
contaminarea probei.

Important!
Un raport scazut Aoeo/Azso poate afecta reactiile ulterioare cu utilizarea
ADN-ului izolat. In acest caz este necesari o purificare suplimentara inainte de
utilizare 1n aplicatii moleculare sensibile.

Sarcini de evaluare si de autoevaluare
I. Hidrati de carbon
1. Numiti si explicati succint proprietatile biologice ale hidratilor de carbon.
2. Scrieti ecuatia reactiei de formare a dizaharidelor la interactiunea urmatoarelor
monozaharide:

a) a-D-glucopiranoza si o -D-glucopiranoza, ordinea de legare (1—4)

b) « -D-glucopiranoza si a -D-glucopiranoza, ordinea de legare (1—1).
Numiti dizaharida a. Dizaharida b se numeste #rehalozdi si se contine in fungii
(drojdie, mucegai), insecte, alge. Care din aceste dizaharide sunt reducatoare?
Argumentati.

3. Explicati de ce in formularea mediului de culturd in procesele biotehnologice se
folosesc aminoacizii L si hidratii de carbon D.

4. Explicati diferentele structurale dintre amidon, glicogen si celulozd. Explicati
particularitatile hidrolizei enzimatice a polizaharidelor.

5. Argumentati utilitatea metodelor chimice cantitative in cadrul unui proces
biotehnologic.

1l. Proteine
6. Numiti si explicati succint proprietatile biologice ale proteinelor.
7. Scrieti formulele de structura ale izomerilor L si D pentru alanina, valina,
cisteina.

11



8. Scrieti ecuatiile reactiilor ce reprezintd proprietatile acido-bazice ale
fenilalaninei (Phe). Calculati si explicati valoarea pl pentru Phe dacd pKa(-COOH)
1,83 si pKaz (-NH_) 9,39.
9. Explicati notiunea de denaturare proteica si utilitatea acestei proprietiti intr-un
proces biotehnologic daca produsul de interes ar fi o proteina.
10. Argumentati necesitatea utilizdrii metodelor cantitative Tn monitorizarea unui
proces biotehnologic de obtinere a aminoacizilor.
1. Lipide

11. Numiti si explicati succint proprietatile biologice ale lipidelor.
12. Scrieti formulele de structurd ale lipidelor:

a) 1-Oleoil-2,3-dipalmitoil-glicerol,

b) 1-Oleoil-2-palmitoil-fosfatidilserina,

¢) 1-Oleoil-2-palmitoil-fosfatidilglicerol.
13. in baza proprietatilor fizico-chimice ale lipidelor propuneti analize chimice
pentru controlul calitatii lipidelor complexe utilizate Tntr-un proces biotehnologic.
14. Explicati de ce natura chimica a lipidelor complexe este un factor decisiv la
proiectarea unui proces biotehnologic in care produsul de interes este intracelular.
15. Argumentati importanta proceselor biotehnologice in producerea industriald a
steroizilor.

V. Acizi nucleici

16. Numiti si explicati succint proprietatile biologice ale nucleotidelor si ale
acizilor nucleici.
17. Scrieti ecuatiile reactiilor de formare a nucleotidelor:

a) guanozin-5’-fosfat,

b) deoxiadenozin-5’-fosfat,

c) citidin-5’-fosfat.
18. Comparati particularitatile structurale ale acizilor nucleici.
19. Argumentati necesitatea utilizarii metodelor cantitative Tn monitorizarea unui
proces biotehnologic de izolare a acizilor nucleici.
20. Explicati succint notiunile de replicare a ADN-ului, transcriptie si translatie in
cadrul biosintezei proteice.

12



2. BIOCATALIZATORI SI CINETICA PROCESELOR
ENZIMATICE
Abilitati:
- compara structura celulara a bacteriilor, fungiilor, celulelor animale si vegetale;
- explica etapele cresterii celulare si calculeaza viteza cresterii celulare;
- efectueaza calcule conform ecuatiilor stoechiometrice ale cresterii celulare si
formarii produselor;
- enumerd particularitatile reactiilor enzimatice;
- explica factorii care influenteaza viteza reactiilor enzimatice;
- compara si explica tipurile de inhibitie enzimaticd.

Aparitia ingineriei biochimice se datoreaza dezvoltarii cu pasi rapizi in
ultimii ani a biotehnologiei, produsele cireia au o gamad largd de aplicare
(Tab. 2.1).

Tabelul 2.1. Domenii de aplicare a unor produse biotehnologice

Domeniul de aplicare Produse biotehnologice
antibiotice, hormoni, vaccinuri, antigeni,
vitamine, enzime

agriculturd pesticide biologice
acid acetic, acetona, etanol, aminoacizi,
enzime, lipide, biopolimeri
epurarea apelor reziduale, bioconcentrare,
controlul poludrii
bioelectronica biosenzori, biocipuri
industria alimentara vinuri, bere, produse lactate, panificatie

industria farmaceutica

industria chimica

protectia mediului

Ingineria biochimica se ocupa de proiectarea proceselor biotehnologice cu
utilizarea microorganismelor sau enzimelor, numite biocatalizatori (Fig. 2.1).
Prin urmare, la etapa de proiectare a acestor procese este necesard cunoasterea
particularitatilor biocatalizatorilor.

2.1. Particularitati biologice ale microorganismelor

Microorganismele pot fi procariote (celula este lipsitd de nucleu,
ADN-ul este dispus in citoplasmad) si eucariote (ADN-ul se contine in nucleul
celular) (Fig. 2.1).

Microorganismele procariote. Dimensiunile procariotelor variazia de la
0,5 1a 3,0 um si pot avea diferite forme (Tab. 2.2).

13




Retineti!

La etapa de proiectare a unui proces biotehnologic o atentie deosebita
se acorda obtinerii biocatalizatorilor eficienti si stabili in conditiile de scalare
ale procesului. Uneori pentru a adapta si/sau a mari productivitatea
biocatalizatorului acesta poate fi modificat genetic. in cazul utilizarii unui
microorganism modificat genetic se tine cont si de stabilitatea geneticd a
acestuia (se diminueaza riscurile aparitiei mutatiilor genetice).

Biocatalizatori

Microorganisme Enzime
]
Procariote Eucariote
| j ] . ]
Fungi -
Bacterii (drojdii, Alge culturt
mucegaiuri)
. ) I
| ]
Celule Celule
animale vegetale

Figura 2.1. Tipuri de biocatalizatori utilizati in biotehnologie
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Tabelul 2.2. Formele microorganismelor procariote

Reprezentarea )
Forma e Reprezentanti
schematica
sferica Cocci
cilindrica (bacili) Bacilli

spiralata Rhodospirillum

Structura celulara a bacteriilor este prezentata de: flagel, capsula, perete
celular, membrana plasmatica, citoplasma, ribozomi, acizi nucleici, pili (Fig. 2.2).

Important!

Componentele structurii celulare a bacteriilor:
1. Capsula este formatd din polizaharide si are functia de transport al
substantelor din si in interiorul celulei, protectie si de aderare la suprafata.
2. Peretele celular este format din membrana externa (strat bilipidic cu
proteine si lipozaharide) si stratul de peptidoglican.
3. Membrana plasmatica reprezintd un strat bilipidic cu proteine integrate,
semiintegrate si/sau periferice. Membrana contine 50% proteine, 30% lipide si
20% hidrati de carbon.
4. Citoplasma este mediul intern al celulei ce contine 70-80% apa, hidrati de
carbon, ioni metalici, aminoacizi, acizi nucleici, ribozomi s.a.
5. Flagelul este responsabil de motilitatea celulei. Bacteriile pot fi dotate cu
unul sau mai multi flageli.
6. Pilii au diverse functii, dintre care atasare la suprafete, motilitate, inmultire.
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Figura 2.2. Structura celulari a bacteriilor Gram-negative

Bacteriile se clasificd in doud clase dupd structura peretelui celular.
Experimental, distinctia se efectueazd cu ajutorul testului Gram, respectiv se
deosebesc bacterii Gram-negative (G-) si Gram-pozitive (G+) (Fig. 2.3).
Diferenta dintre aceste doud tipuri de bacterii constd in prezenta membranei

externe a peretelui celular (Fig. 2.2) la bacteriile (G-) si In absenta acesteia la cele
(GH).
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Bacterii Gram-pozitive Bacterii Gram-negative

Figura 2.3. Reprezentarea schematica a testului Gram

Important!
Gratie lipsei membranei externe a peretelui celular, bacteriile (G+)

elimind mai usor proteinele, proprietate importanta la proiectarea etapelor de
separare si purificare a produsului de interes (proteina).
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Retineti!

Bacteria Mycoplasma nu are membrana externd a peretelui celular, dar
este (G-). Este un contaminant intalnit in bioprocesele industriale ce decurg cu
participarea celulelor animale. Mycoplasma provoaca diferite infectii in
organismul uman, la nivelul: organelor genitale, plamanilor, pielii, tractului
urinar.

In functie de sursa de energie si nutrienti, bacteriile se clasifica In cateva
grupe (Fig. 2.4), comun pentru toate fiind necesarul de azot, fosfor, sulf, ioni

metalici s.a.

utilizeaza

fototrofe - <
energia solara

utilizeaza
energia reactiilor|
biochimice

chemotrofe

I

Sursa de carbon
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dioxidul de

autotrofe

|

carbon si
__carbonatii _J
("complementar )
dioxidului de
carbon au

heterotrofe

|

nevoie de unele
substante

organice

\__(metaboliti) J
Figura 2.4. Clasificarea bacteriilor dupa necesarul de energie si nutrienti

O proprietate biologicd importantd In proiectarea bioproceselor este
dividerea bacteriilor, care determind cinetica proceselor biotehnologice. Dividerea
celulelor bacteriene se numeste dividere binara (Fig. 2.5) si cuprinde 4 etape:

1. Elongarea celulei si replicarea ADN-ului;

2. Constrictia membranei plasmatice si inceperea formarii peretelui celular;

3. Terminarea formarii peretului celular si separarea celor doud copii de
ADN,;

4. Separarea celulelor bacteriene.

Prin dividere binara o celuld formeaza doua celule, care, la rdndul lor, vor
forma patru celule s.a.m.d. Timpul necesar pentru dividerea unei celule (sau ca
populatia celulara sa se dubleze) se numeste timp de dublare.
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Perete celular NMembrani celulara

Figura 2.5. Dividerea binari a bacteriilor

Microorganismele eucariote. Dimensiunile eucariotelor variaza de la 5 la
10 ori mai mari decét celulele procariotelor, dintre care celulele animale sunt de
cca 10 pum si celulele vegetale de 20 um. Microorganismele eucariote au nucleu si
organite celulare (Fig. 2.6).

Reticulul Endoplasmatic agranular

Reticulul Endoplasmatic granular

Nucleu
Peretele Celular [ . X
Lizozomi

Celula 4 2 7 N ; | Celula
Vegetald NG S Animald
Pot contine )
granule de Aparatul Golgi
amidon Mitocondrie

Figura 2.6. Structura celulei vegetale si a celei animale
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Retineti!

Caracteristicile organitelor celulare:
Nucleul este delimitat printr-o membrand poroasa ce contine ADN-ul si
nucleolul implicat in sinteza ribozomilor.
Reticulul endoplasmatic granular este un sistem de canalicule ce contine
ribozomi §i care este situat in apropierea nucleului; este implicat in sinteza
proteinelor.
Reticulul endoplasmatic agranular este un sistem de canalicule implicat n
sinteza lipidelor.
Mitocondriile sunt responsabile de energia celulara (ATP) obtinuta in
procesul de respiratie celulara. Mitocondriile au propriul ADN si se reproduc
independent de celula.
Aparatul Golgi este un sistem membranar responsabil de secretia unor
proteine. Tn aparatul Golgi are loc glicozilarea unor proteine.
Membrana plasmatica este un strat bilipidic cu proteine integrate,
semiintegrate si periferice si cu steroli care confera rigiditate membranei.
Vacuolele (celula vegetald) sunt implicate in digestia nutrientilor, reglarea
osmotica, stocarea substantelor secundare; ocupda panda la 90% din celula
vegetala.
Cloroplastele (celula vegetald) contin clorofild si sunt responsabile de
procesul de fotosinteza. Cloroplastele sunt formate din tilacoizi (membrane
interne bilipidice). Cloroplastele au propriul ADN.
Peretele celular (celula vegetald) este format din celuloza si confera rigiditate
celulei.
Lizozomii (celula animald) contin si elibereaza enzime digestive.

Un grup numeros din microorganismele eucariote, utilizate n diferite
procese biotehnologice, sunt drojdiile sau levurile, care au forma ovald cu
dimensiunile medii de 4-15 um (Fig. 2.7). O cultura este formatd din mai multe
organisme monocelulare.
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Figura 2.7. Structura celulei de drojdie

Drojdiile se pot inmulti asexuat si sexuat. Tnmultirea asexuati este numita
si Tnmugurire. Odatd cu formarea mugurelui are loc duplicarea ADN-ului
(16 cromozomi, haploid), inglobarea unor organite celulare si, la un moment dat,
celula fiica se desprinde de celula-mama (@ Fig. 2.8). Tn acest caz inmultirea este
similara bacteriilor.

Inmultirea sexuatid presupune fuzionarea a doui celule haploide (16
cromozomi). Celulele haploide (@ Fig. 2.8) prin eliberare de feromoni devin
distincte (a si a), ceea ce face posibila fuzionarea si formarea unei celule diploide
(32 cromozomi) numite zigote. Majoritatea drojdiilor in natura sunt diploide.
Zigotele se pot inmulti prin inmugurire si pot forma celule diploide (© Fig. 2.8)
sau ascospori (conditii de stres, ex: lipsa nutrientilor) (® Fig. 2.8). Pentru a forma
ascospori nucleul zigotelui se inmulteste de mai multe ori. Ascosporul poate forma
celule haploide care ulterior se vor divide prin inmugurire.

N
@,

a
O haploid Q

©®
o<~ diploid
©® s O @ © 8/
8,

Figura 2.8. Reprezentarea schematica a inmultirii asexuate si sexuate a drojdiilor
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Al doilea grup numeros de microorganisme eucariote, valorificat in
biotehnologie, este grupul mucegaiurilor. Mucegaiul este un organism saprofit,
creste pe substraturi in descompunere (legume, fructe, carne).

Mucegaiul are structurd de miceliu. Miceliul este format din numeroase
tuburi lungi (hife) ce contin citoplasma si mai multi nuclei. in majoritatea cazurilor
hifele sunt compartimentate, hife septate. Tn unele cazuri hifele sunt lipsite de
compartimente, hife coenocite (Fig. 2.9).

_— . Perete Celular
Conidia Nuclei s

1 R
Conidofori P N Por
/d \‘
’

Perete Celular

& -
P
o s

Nuclei

Figura 2.9 Structura celulei de mucegai

Portiunea hifei care obtine nutrienti se numeste vegetativa. Portiunea
responsabild de reproducere este cea aeriand, care formeaza sporii asexuati
(conidia). Sporii sunt ulterior eliberati si, odatd ajunsi in conditii favorabile,
germineaza cu formarea unei noi hife. Hifele cresc si se dezvoltd formand miceliu
(Fig. 2.10). Unele mucegaiuri se reproduc sexuat formand spori sexuati.

3;35?#;&:-. e

Sporii Conidia sunt || o Sporul Conidia
eliberati de conidofor germineazi cu formarea hifei
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W
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Cresterea miceliului

Figura 2.10. Reprezentarea schematicd a inmultirii asexuate a mucegaiului
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Lucrare de laborator 2.1. Controlul microbiologic al calitatii
biocatalizatorului

2.1.1. Determinarea stirii morfologice a drojdiei

Scopul lucrarii constd in determinarea calitativd la microscop a starii

morfologice a drojdiilor Saccharomyces Cerevisiae in diferite procese biologice
modelate.

Modul de lucru:

1. Pregatirea sistemelor model.:

v

v
v

in doua baloane Erlenmeyer cu volumul 250 mL se adauga cate 80 mL apa
distilata incilzit la temperatura de 40°C;

ntr-un balon se adauga 5 g zaharoza si se agitd pana la dizolvare;

in ambele baloane se adauga cate 4 g drojdie uscata si se agita.

2. Analiza starii morfologice la microscop:

v

dupa prepararea sistemelor model pe douda lame microscopice se adaugi,
separat, cate o picaturd de amestec obtinut si se plaseaza lamela deasupra
suspensiei. Excesul de api este indepartat cu hartie de filtru;

se selecteazd obiectivul microscopului 40X, se plaseaza micropreparatul si se
cerceteazd starea morfologicd a drojdiei. Se acorda atentie formei,
dimensiunii celulelor, grosimii membranelor, structurii citoplasmei, prezentei
formarii celulelor tinere;

Descrierea generala a structurii morfologice a drojdiilor. Celulele trebuie

sa fie uniforme ca marime, cu o membrana subtire, citoplasma omogena sau cu
granulatie find, fard vacuole mari. Prezenta unui numar mare de celule modificate
morfologic indicd degenerarea culturii; Citoplasma granulara, vacuolele mari si
absenta formarii celulelor tinere caracterizeaza cultura veche.

prezenta formarii celulelor tinere

citoplasma celulei tinere

vacuole mici

vacuole mari

citoplasma granulara

Figura 2.11. Imaginea la microscop a drojdiilor Saccharomyces Cerevisiae
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cercetarea la microscop a starii morfologice a drojdiilor din ambele sisteme
modelate se repetd dupd 30 si 60 de minute, de fiecare datd obtindnd un
micropreparat proaspat;

in baza observatiilor la microscop se fac concluzii referitor la starea
morfologica in timp a drojdiilor in conditii optime de dezvoltare si in lipsa
acestora (sistemul fara adaugare de zaharoza).

2.1.2. Determinarea continutului procentual de celule moarte

Scopul lucrarii constd in determinarea la microscop a continutului

procentual de celule moarte de Saccharomyces Cerevisiae Tn procesele biologice
modelate.

Modul de lucru:

a) Utilizarea colorantului albastru de metilen (50 mg colorant se dizolva in 250 mL

apa distilatd):

v 0 picéturd de suspensie de drojdie diluata si o picatura de solutie de albastru
de metilen se aplica pe o lama de sticla;

v' dupa 2 minute preparatul se acoperd cu 0 lameld, excesul de apa este
indepartat cu hartie de filtru;

v' microscopia se efectueaza in 5 campuri vizuale. In fiecare dintre campurile
analizate se stabileste numarul tuturor celulelor de drojdii si separat numarul
de celule moarte (de culoare albastra);

v’ se calculeaza continutul procentual de celule moarte.

b) Utilizarea colorantului rosu neutru (25 mg colorant se dizolva in 250 mL apa
distilata):

v' 0 picaturd de suspensie de drojdie diluatd si o picaturd de solutie de rosu
neutru se aplica pe o lama de sticla;

v" dupa 15 minute preparatul se acoperd cu o lameld, excesul de apa este
indepartat cu hartie de filtru,

v/ microscopia se efectueazi in 5 campuri vizuale. In fiecare dintre campurile
analizate se stabileste numarul tuturor celulelor de drojdii si separat numarul
de celule moarte (de culoare rosie);

v' se calculeaza continutul procentual de celule moarte.
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Atentie!

La utilizarea colorantului rosu neutru, in celulele vii se coloreaza
incluziunile citoplasmatice (substantele de rezerva: proteine, lipide, glucide,
vitamine, minerale, produsi de elaborare: granule de zimogen, granule de
pigment, hormoni etc). Utilizarea acestui colorant necesitd o cercetare
microscopicd minutioasa.

2.1.3. Determinarea substantelor de rezerva In celulele de drojdie

Scopul lucririi constd in determinarea calitativa a prezentei glicogenului
in celulele de drojdii si Tn evaluarea activitatii de fermentare a acestora.

Retineti!
Glicogenul este polizaharida de stocare a celulei de drojdie. Daca exista
putin glicogen in drojdie, atunci acest fapt indica lipsa substratului nutritiv si,
prin urmare, are o activitate de fermentare scazuta.

Modul de lucru:

v pentru a determina glicogenul, o picaturd de suspensie de drojdie diluata si o
picétura de solutie de iod 0,5% sunt aplicate pe o lama de sticla,;

v dupa 2-3 minute citoplasma celulelor devine galbena deschis, iar granulele de
glicogen devin rosu-maroniu;

v’ preparatul este acoperit cu o lameld si excesul de lichid este indepartat cu
hértie de filtru;

v’ preparatul se examineaza la microscop cu obiectivul 40x.

2.1.4. Determinarea concentratiei de celule viabile exprimate in unitati
formatoare de colonii

Scopul lucririi constd in determinarea concentratiei de celule viabile
dintr-o proba prin numérarea unitdtilor formatoare de colonii (CFU) pentru
evaluarea intensitatii fermentarii unui bioproces.

Modul de lucru:

v' proba de analizat (suspensia de drojdie) se omogenizeaza;

v’ se prepard, prin dilutii zecimale in lant (10.. 10°F), probele de lucru,
utilizdnd solutia de NaCl 0,9%. De exemplu, proba de lucru cu dilutia 102 se
prepara prin dilutia a 1 mL proba de analizat cu 9 mL solutie NaCl 0,9%;
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v’ se pipeteaza, separat, cate 100 pL din fiecare solutie de lucru pe cesti Petri cu
agar YPD sau alt mediu nutritiv specific pentru drojdii;

v se uniformizeaza solutia adaugata pe toatd suprafata cestii Petri;

v' cestile Petri se incubeazi la temperatura de 30°C timp de 24-48 de ore (pani
la formarea coloniilor vizibile);

v se selecteaza cestile care contin 30-300 de colonii bine separate;

manual sau cu ajutorul contorului de colonii se numara coloniile;

v se calculeazd numarul de unitati formatoare de colonii:

CFU/ L=
m

\

numarul de colonii - 10
dilutia efectuata

2.2. Cresterea celulara si formarea produsului de interes

Cresterea celulard implica replicarea celulelor (dividerea celulelor) si
mirirea dimensiunilor acestora, proces ce decurge in 4 faze (Fig. 2.12). Tntr-un
mediu nutritiv echilibrat microorganismele vor converti nutrientii in energie
(ATP), procesele de biosinteza generale si de biosinteza a produsului de interes.
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Figura 2.12. Fazele cresterii celulare a microorganismelor intr-un proces
discontinuu
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Retineti!
1. Faza lag reprezinta etapa de adaptare a celulelor la noile conditii;
2. Faza log — faza de crestere exponentiala a celulelor adaptate. Are loc
biosinteza metabolitilor primari;
3. Faza stationara reprezintd o stare de echilibru, unde numaérul celulelor
formate este egal cu numarul celulelor moarte. Celulele mature pot sa produca
metabolitii secundari.
4. Faza de deces reprezinta etapa de deces al celulelor.
Faza log (cresterea exponentiald) se numeste Trofofaza — metabolitii primari
sunt produsi Tn cele mai mari cantitati.
Faza stationarda se numeste Idiofazd — 1n procesele biochimice metabolitii
secundari sunt produsi in cele mai mari cantitati.

Faza lag este faza imediatd dupd inoculare si presupune adaptarea
microorganismelor la noile conditii. In functie de compozitia mediului,
microorganismele vor activa biosinteza unor enzime (ex.: producerea unor enzime
necesare metabolizarii substratului) si stopa producerea altor enzime, care nu sunt
necesare in conditiile date. Pentru a micsora durata fazei lag celulele trebuie sa se
adapteze compozitiei mediului Tnainte de inoculare. Lipsa unor nutrienti sau factori
Necesari pentru crestere poate extinde faza lag. In acest caz compozitia mediului
trebuie ajustata.

Odatd ce celulele s-au adaptat la noul mediu, acestea intra in faza log.
Dividerea celulara are loc cu o ratd din ce in ce mai mare pana la atingerea vitezei
maxime de crestere (Hmax) pentru conditiile specifice fermentatiei discontinue. in
acest moment incepe cresterea exponentiala si numarul de celule (biomasa) creste
Cu 0 vitezd constantd. Pentru biomasa celulard, cresterea poate fi considerata o
reactie autocatalitica. Prin urmare, viteza de crestere depinde de concentratia de
biomasa, adica de catalizator, care este prezent la un moment dat. Acest proces
poate fi descris in felul urmator:

% = UpeX , UNdE: (2.1)
X — concentratia biomasei, g/L;
Mnet — viteza specifica de crestere, h'l;
t— timpul, h.
Ecuatia 2.1 poate fi rearanjata pentru a exprima viteza specifica de

crestere:

1 d
HUnet = P d_f (2.2)
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Ecuatia 2.1 poate fi integrata:
X; = xg - eMnett unde: (2.3)
Xt — concentratia biomasei la timpul t;
Xo — concentratia biomasei la timpul to;
e — baza logaritmului natural.
Dupa logaritmarea ecuatiei 2.3 se obtine:

Inx, = Inxg + Upert (2.4)
Din ecuatia 2.4 se exprima viteza specificd de crestere:
X,
Hpert = lnx—t (2.9)
0

La cresterea exponentiald, cand toti nutrientii sunt in exces, existd o
legatura directa intre numarul de celule si concentratia biomasei, presupunand ca
marimea celulelor este constantd. Un astfel de proces este numit crestere
echilibratd si reprezinta dependenta directd dintre viteza specifica de crestere si
timpul de dublare (timpul in care populatia isi dubleaza numarul).

Daca se considera cazul cand la timpul to concentratia biomasei este Xo, iar
dupa un interval de timp (t) de crestere exponentiala, echivalent cu timpul de
dublare (zg), biomasa se va dubla la 2xo, adicd Xi= 2Xo, cAnd t=zq. Substituind
ecuatiile obtinute in ecuatia 2.3 se obtine:

2x0 =X elnettd (26)
Dupa logaritmare, ecuatia 2.6 ia forma:
In2xy = Inxg + fperTq SAU UpeeTg = IN2 (2.7
Prin urmare, ecuatia ce caracterizeaza timpul de dublare a biomasei va fi:
_ 0693 2.8)
Hnet

Tn momentul cand unul dintre componentele nutritive necesare pentru
crestere s-a epuizat sau se acumuleaza substante toxice pentru crestere, cresterea nu
va fi echilibratd, compozitia chimica a celulelor si forma acestora nu va fi
constanta. In acest moment, cultura de microorganisme va intra in faza stationara.

Faza stationard incepe la sfarsitul fazei lag, cand viteza de crestere
celulara este zero sau cand viteza de crestere este egald cu viteza de deces. Chiar
daca viteza de crestere este zero, celulele sunt metabolic active si produc metaboliti
secundari.

In timpul fazei stationare pot avea loc unul sau mai multe dintre
urmatoarele fenomene:

v’ concentratia totald a celulelor poate fi constantd, Insd numarul celulelor active
este 1n descrestere;
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v poate avea loc lezarea celulelor si descresterea numarului de celule active.
Uneori poate avea loc un al doilea proces de crestere in baza compusilor
obtinuti din lezarea celulelor;

v celulele nu vor creste, dar vor produce metaboliti secundari ca rezultat al
dereglarii metabolice atunci cand concentratia sursei de C, N si P este joasa.

Sfarsitul fazei stationare si a cresterii poate fi determinata de epuizarea

substantelor nutritive si/sau a acumularii produselor toxice (inhibitori). Tn acest caz
incepe ultima etapa, faza de deces.

1.

Parametrii principali ce influenteaza cresterea celulara sunt:
Temperatura. Dupa intervalul optim de temperatura microrganismele pot
fi clasificate Tn trei categorii (Fig. 2.13):

e p

(temp. de existenta:

-7 —+350C,

temp. optima:
20 -30°C

psicrofile

\. J \.

J

(temp. de existenta:

) ) ) 7-450C,
Microorganisme mezofile temp. optima:

. ) ___30-40°C )

(temp. de existenta: )
40 -75°C,
temp. optima:
45 - 60°C

termofile

\. J \. J

Figura 2.13. Clasificarea microorganismelor dupa intervalul optim de temperatura

2.

pH — afecteaza activitatea enzimelor si, astfel, viteza de crestere a
celulelor. pH-ul optim pentru bacterii se incadreaza in intervalul 3-8,
drojdii 3-6, mucegai 37, celulele vegetale 5-6 si pentru celulele animale
6,5-7,5.

Concentratia oxigenului dizolvat. La concentratii ridicate ale celulelor,
viteza consumului de oxigen poate fi mai mare decat viteza de aditie a
oxigenului. In acest caz, oxigenul devine factorul limitativ al cresterii
microorganismelor.

Concentratia substratului. Daca parametrii bioprocesului, precum pH-ul,
compozitia mediului, viteza de aditie a aerului, se mentin constanti, atunci
viteza de crestere celulard va fi influentatd doar de concentratia
substratului. in acest caz, dependenta vitezei de crestere celulard este
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reprezentatd prin ecuatia Monod, cea mai simpld ecuatie empirica,
similara ecuatiei Michaelis-Menten, utilizatd in cinetica enzimatica:

U= ”KL:‘CCS , unde: (2.9)

Cs — concentratia substratului, g/L;

Ks — constanta de saturatie; concentratia substratului la Y/almax (Fig. 2.14).
0.4
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Figura 2.14. Dependenta grafica dintre concentratia substratului si viteza specifica
de crestere

vy
wh
Ny .
] =
ol
~
o =
ol

Important!
Ecuatia Monod descrie corect viteza de crestere a microorganismelor
cand concentratia substantelor care inhiba cresterea este mica.

Tn proiectarea unui proces biotehnologic, la nivel cantitativ este important
de apreciat randamentul de obtinere a produsului de interes, un metabolit Sau
biomasa propriu-zisi. In domeniul biotehnologiilor se foloseste notiunea de
randament celular, care poate fi calculat dupa consumul substratului, oxigenului si
formarea produsului.

Acest randament este aparent (nu este unul real), deoarece substratul se
consumd si pentru producerea energiei (crestere si mentenantd), formarea
produselor extracelulare, procese de biosinteza.

AX
Y% = is unde: (2.10)
Y x — randamentul celular dupa consumul substratului;

S
AX — variatia concentratiei biomasei;

AS — variatia consumului substratului.
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Pentru microorganismele aerobe care cresc pe substrat de glucoza
randamentul celular are valori cuprinse in intervalul 0,4- 0,6 g/g (grame celule la
1 g substrat) (Tab. 2.3).

Tabelul 2.3. Valorile randamentului celular calculat dupa consumul de substrat
pentru unele microorganisme la utilizarea diferitor substraturi

Microorganism Substrat Yxis
Candida utilis Glucoza 0,51
Penicillium chrysogenum Glucoza 0,43
Pseudomonas fluorescens Glucoza 0,38
Saccharomyces cerevisiae Glucoza 0,50
Maltoza 0,46

Fructoza 0,42

Glucoza 0,40

Enterobacter Riboza 0,35
aerogenes Succinat 0,25
Glcerol 0,45

Piruvat 0,20

Acetat 0,18

Similar se calculeaza randamentul celular dupa consumul de oxigen

(procese aerobe):
AX

Yx =— (2.11)
5, 40
Trebuie de accentuat cd valorile randamentului celular calculat dupa
consumul de oxigen sunt mai Tnalte (Tab. 2.4).
Tabelul 2.4. Valorile randamentului celular calculat dupa consumul de oxigen

pentru unele microorganisme la utilizarea diferitor substraturi

Microorganism Substrat YOLZ
Candida utilis Glucoza 1,32
Penicillium chrysogenum Glucoza 1,35
Pseudomonas fluorescens Glucoza 0,85
Saccharomyces cerevisiae Glucoza 0,97
Maltoza 1,50

Fructoza 1,46

Glucoza 1,11

Enterobacter Ribozd 0,98
aerogenes Succinat 0,62
Glcerol 0,97

Piruvat 0,48

Acetat 0,31
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Tn procesul de proiectare a producerilor biotehnologice trebuie si se
cunoasca stoechiometria procesului de conversie a substratului Th produs, care este
redatd prin ecuatii pseudochimice. Acest tip de ecuatii au la baza legea conservarii
masei.

Stoechiometria metabolica este utilizata pentru calcularea bilantului masic
si energetic al bioproceselor, compararea randamentului teoretic si practic al
produsului, verificarea consistentei datelor experimentale si pentru formularea
mediului nutritiv.

Ecuatiile pseudochimice sunt bazate pe faptul ca atat substratul, cét si
microorganismele sunt compuse predominant din 4 elemente chimice: C, H, O si

N, care fie sunt ,,incorporate” in celule noi, fie eliminate ca produsi (Fig. 2.15).

\CWH:XO},NZ;F 302+ \b}IgOhNil;‘ s‘CHaOBNS}_E— gCOQ + GI‘IQQ

¥ 4 . .. ..
substrat Szc::;i sursa de azot biomasa produsii respiratiel

Figura 2.15. Ecuatia reactiei pseudochimice generale a unui proces de fermentare
aeroba
Ecuatia procesului de crestere a unor microorganisme utilizand ca substrat

glucoza si sursa de azot, amoniacul, va avea forma:
CesH1206 + 20, + bNH3 — cCH,OpN; + dCO; + eH,0 (2.12)

Retineti!
in ecuatiile pseudochimice se indica formula uscati a celulelor:
CH.OgNs. Aceastd formula reprezintd numarul atomilor de H, O si N ce revin
la 1 atom de carbon.

Formula generald a celulei cu compozitia chimicad necunoscuta este
CH180055No2. Totusi, in majoritatea cazurilor sunt cunoscute formulele elementale
ale biocatalizatorilor (Tab. 2.5).

Tabelul 2.5. Formulele elementale ale unor reprezentanti din clasa bacteriilor si

fungiilor
Clasa de microorganisme ‘ Formula elementali
Bacterii
Acetobacter aerogens CH1.8300.55N0.25
Escherichia coli CH1.7700.49No.24
Klebsiella aerogenes CH1.7300.43No.24
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Paracoccus denitrificans CH1.8100.51No.20

Fungii
. . CH1.8300.54No.10
Candida utilis
CH3.8700.56No.20
Saccharomyces cerevisiae Ch1.430056No.17
CH1.810051No.17

Tn scopul diminuarii erorilor in calcule se adaugi si valoarea pentru
cenusa reziduald, care variazd de la 5 la 10%. Aceastd valoare reprezinta
elementele care nu sunt specificate in formula (P, S, K, Na, Ca, Mg, Cl, Fe etc).

Daca se cunoaste compozitia chimica a celulelor, coeficientiii a, b, ¢, d si
e (Fig. 2.15) pot fi calculati prin operatiile matematice corespunzatoare. Conform
ecuatiei egalate se determind necesarul de substrat, azot si de oxigen la proiectarea
procesului tehnologic.

Se alcatuiesc ecuatiile matematice corespunzatoare (conform Fig. 2.15):

C: w=c+d

H: x+bg=ca+2e

O: y+2a+bh=cp+2d+e (2.13)
N: z+bi=cd

Pentru a rezolva aceste ecuatii sunt necesare informatii experimentale
suplimentare. Una dintre ele este coeficientul respirator (RQ), care reprezinta
raportul dintre numarul de moli de dioxid de carbon formati (d) si numarul de moli
de oxigen consumati (a):

d
RQ = 2 (2.14)
Un alt parametru utilizat pentru rezolvarea ecuatiilor pseudochimice este

randamentul celular, raportat la consumul de substrat, care poate fi prezentat in
felul urmator:

c:M(biomasa)

Yx =
< M (substrat)

N
Din ecuatia 2.15 se poate calcula coeficientul C.

(2.15)

Important!
Tn calcule, masa moleculari a celulelor (biomasa) se va recalcula avand
in vedere continutul procentual al cenusei.
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Tn multe procese biotehnologice produsul de interes este eliberat in mediul
de culturi (produs extracelular). in acest caz, in ecuatia generald (Fig. 2.15) se va
include si produsul, (fCjHKOINm). Valoarea f reprezinta coeficientul stoechiometric
pentru produs (ecuatia 2.16).

CwHxOyN;z + a0z + bHgOnN;i = cCHyOpNs + fCiHKOINm + dCO2 + eH20 (2.16)

In cazul in care produsul este extracelular, se opereaza cu inci un tip de

randament, numit randamentul in produs (Yess):

yp = L2produs) (2.17)
5 M(substrat)

In reactiile biochimice complexe, cum sunt cele cu formarea produsului
extracelular, in care apare incd un coeficient stoechiometric (f), este necesara mai
multd informatie pentru egalarea acestora. in acest scop se utilizeaza parametrul
gradul de reducere (y), care reprezinta numarul de electroni disponibili intr-un

gram atomi de carbon.

Retineti!
Numarul de electroni disponibili (NED) pentru compusii organici
corespunde gradului de oxidare al atomilor: C: 4; H: 1; O: -2; N: -3; P: 5; S: 6.
Gradele de reducere pentru CO2, NHs, H,O sunt egale cu 0.

Astfel, pentru substratul CwHxOyN; numarul electronilor disponibili va fi:
NED= 4w+ x -2y -3z (2.18)
Gradul de reducere, conform ecuatiei 2.18, va avea forma:

_ Aw+x-2y-3z
=0 (2.19)
Pentru ecuatia 2.12, bilantul electronic poate fi scris in felul urmator:
NEDsupstrat+ NEDoxigen — NEDbiomasa (2.20)
sau: wys —4a = cyp (2.21)
Pentru ecuatia 2.16, bilantul electronic va fi:
wys —4a = cyg + fjvp (2.22)
Din ecuatia 2.22 poate fi exprimat coeficientul a:
a= wys—cyB=fjvp (2.23)

4
Prin intermediul bilantului electronic poate fi calculat randamentul celular

1n biomasa:

1=t e five (2.24)
wys wys wys

Daca se admite ca electronii substratului se consuma doar pentru formarea
biomasei, atunci termenul al doilea al ecuatiei 2.24 va fi egal cu o unitate. Din
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expresia obtinutd se poate calcula coeficientul Cmax (cantitatea maxima de biomasa
ce se poate obtine):
=B . = Wrs
1= wre de unde: ¢ax o (2.25)

Analog se poate calcula cantitatea maxima de produs, dacd se admite ca
toti electronii se vor consuma pentru formarea produsului:

five . wys
1 ===, de unde: =— 2.26
wys fmax ij ( )
Lucrare practica 2.1. Probleme de calcul: viteza specifica de crestere a
biocatalizatorului si stoechiometria ecuatiilor pseudochimice

1. Escherichia coli creste cu un timp de dublare de 0,5 h in faza de crestere
exponentiala. Calculati:

a) viteza specificd de crestere (h);

b)  timpul necesar pentru cresterea E. Coli de la 0,1 kg/m? la 10,0 kg/m3;

c) randamentul de crestere fatd de substrat pentru cazul b) dacéd concentratia
substratului scade de la 50 kg/m? la 2 kg/m?.

Modul de rezolvare:

1. Se calculeaza viteza net specifica de crestere conform ecuatiei 2.8:

0,693 1
Mnet =05 = L4h
2. Se calculeaza timpul necesar pentru cresterea E. coli conform ecuatiei 2.5:
kg
In wa
01" 9/ s
t = T =33h

3. Se calculeazd randamentul de crestere fatd de substrat conform ecuatiei 2.10:

k
_(0-01) 9/m3 ~

Y =0,2

il

Go-2) "9/
Réspuns: une=1,4 %, t=3,3 h, Yxs=0,2

2. Determinati coeficientii bioreactiei de producere a acidului citric de catre
Aspergillus Niger daca randamentul biomasei si al produsului fata de consumul de

substrat constituie 0,123 si 0,664 g/g corespunzator, continutul cenusii — 7.5%.
C12H22011 + @02 + bNHsNO3 — c¢CH1.720055No.17 + fCsHgO7 + dCO2 + eH20
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Modul de rezolvare:
1. Se calculeaza coeficientii reactiei biochimice ¢ si f conform ecuatiilor 2.15 si
2.17. Initial, se calculeaza masa molard a biomasei, tindndu-se cont de continutul
cenusii:
M (CH1720055No17) = 24,9 g/mol, ceea ce corespunde la 92,5%, respectiv
M (CH1.720055No.17) = 26,9 g/mol.

0123-3429/

3 =1,56
26,9 /mol
0,664 -342 9
_ p /mol — 1,18
1929/

2. Se calculeaza coeficientii reactiei biochimice prin alcatuirea ecuatiilor
matematice, conform ecuatiei 2.13:
C: 12=c+6f+d
H: 22+4b=1,72c + 8f + 2¢
O: 11+2a+3b=055c+7f+2d+e
N: 2b=0,17c
Valorile calculate sunt: a= 4,82, b= 0,13, d= 3,36, e= 5,20.
Raspuns: C12H2011 + 4,820, + 0,13NH4NO3 — 1,56 CH1.720055No.17 +
+1,18C¢Hs07 + 3,36CO; + 5,20H,0
Probleme pentru rezolvare individuala:
3. Populatia unei culturi microbiene creste de la 1000 la un miliard timp de 5 ore.
Calculati timpul de dublare (in minute).
Rdspuns: tq= 15 min
4. Calculati timpul de dublare (in minute) a unei populatii de bacterii care creste n
faza log de la 4,00-108 celule la 8,64-1087n 20 de minute.
Raspuns: tq= 18 min
5. Timpul de dublare a unei culturi de bacterii este 20 de minute. Calculati timpul
necesar pentru cresterea acestora de la 2500 1a 40000 celule.
Raspuns: t= 80 min
6. Calculati numarul initial de bacterii, daca timpul de dublare a acestora constituie
2 ore, iar dupa 24 de ore cultura numari 4,1-107 celule.
Réspuns: xo= 1-10* celule
7. Escherichia coli creste de la 0,1 kg/m® la 0,5 kg/m® in faza de crestere
exponentiala timp de 1h. Calculati:
a) viteza specificd de crestere (h?);
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b)  timpul de dublare (h);
c) timpul necesar pentru cresterea E. Coli de la 0,1 kg/m?® la 1,0 kg/m3.
Réspuns: Pne=1,6 h%, 75=0,4 h, t=1,4 h
8. Calculati cantitatea de sulfat de amoniu necesard pentru suplinirea mediului
nutritiv in bioreactor, astfel incat concentratia finald sa constituie 30 g/L, volumul
bioreactorului este de 1000 L. in calcule se va tine cont ci azotul din celulele
biocatalizatorului constituie 12%.
Rdaspuns: m((NH4)2S04)=34,1 kg
9. Determinati coeficientii din bioreactia de mai jos, care prezintd procesul de
crestere celulard, dacd valoarea coeficientului respirator este 0,43, continutul
cenusii — 5%. Calculati randamentul In biomasa 1n raport cu consumul de substrat.
CsH1206 + 202 + bNH3 — cCH1.6600.47No 27 + dCO; + eH,0
Raspuns: a=1,68, b= 1,43, c=5,28,d=0,72,e=3,76; Yx = 0,8
N

10. Cresterea drojdiilor de panificatie (S. cerevisiae) pe substratul de glucoza poate
fi redatd prin ecuatia:

CsH1206 + 30, + 0,48NH3 — 0,48CgH1oNO3 + 3,12C0O; + 4,32H,0
Volumul bioreactorului constituie 10° L, iar concentratia finald de drojdii trebuie si
fie 50 g celule/L. Utilizand coeficientii stoechiometrici stabiliti:

a) cantitatea necesard de glucoza si de amoniac in mediul nutritiv;
b) randamentul celular dupa consumul de substrat si de oxigen.
Raspuns: m(CsH1206)= 13 t, m(NH3)= 590 kg; Yx=0,38,Y x = 0,72
N

02
11. Cresterea S. cerevisiae pe substratul de glucoza in conditii anaerobe poate fi
redatd prin reactia:
C6H1206 + f NHs — cCH1.7400.4sNo.2 + 0,43C3HsO3 + 1,54CO2 + 1,3C2Hs0H + 0,036H20
a) Calculati randamentul Tn biomasa.
b) Calculati randamentul in produs (pentru cele 3 produse).
€) Determinati coeficientul p.
Raspuns: Yx = 0,08,; Yx(C3HgO3) = 0,22,
S P

Yx(CO,) = 0,38, Yx(C,HsOH) = 0,33; B = 0,12
P P

12. Cresterea aeroba a S. cerevisiae pe substratul de etanol poate fi redatd prin
ecuatia:
C,Hs0H + a0, + bNH3 — ¢CH3.704N0,14900.408 + dCO; + eH,0
a) Determinati coeficientii stoechiometrici, daca coeficientul respirator este
0,66.
b) Calculati randamentul celular dupa consumul de substrat si de oxigen.

36



Raspuns: a= 2,98, b= 0,004, ¢c=0,03,d=1,97,e=298; Yx = 0,01,Y x = 0,007
N

02
13. Degradarea aerobd a unui compus organic de catre un biocatalizator mixt (mai
multe culturi) Tn apele reziduale poate fi redata prin ecuatia:
C3HsO3 + a0z + bNH3 — c¢CsH7NOz + dCO2 + eH20

a) Determinati coeficientii stoechiometrici, daca randamentul celular dupa
consumul de substrat constituie 0,4 g/g.

b) Calculati coeficientul respirator si randamentul celular dupa consumul de
oxigen.

Raspuns: a=d= 1,4, b=c= 0,32, e=2,36; RQ=1; Y x = 0,81

02
14. Calculati necesarul de oxigen pentru cresterea Candidei utilis conform reactiei
de mai jos, daca randamentul in biomasa raportat la substrat este 0,5 g/g, continutul
cenusii constituie 5%. Calculati randamentul maxim de crestere al Candidei utilis
pe substratul de glucoza si etanol.
CsH1206 + 202 + bNH3 — cCH1.8400.55No.2 + dCO; + eH,0
Rdspuns: a= 2,52 g O/ mol glucozd, cmax (CeH1206)= 5,80; Cmax (C2HsOH)= 2,90.
15. Masurdrile experimentale de monitorizare a activitatii unei culturi de
microorganisme au demonstrat ci celulele sunt susceptibile si converteasci /5 din
substrat (alcan sau glucoza) in biomasa.
a) Calculati coeficientii stoechiometrici pentru urmatoarele reactii:
CieH3zs + 202+ bNH3; — CC4,4H7,3N0,8601,2 + dCO; + eH,0O
CeH1206 + a0, + bNH3; — CC4,4H7,3N0,8601,2 + dCO; + eH,O
b) Calculati randamentul celular dupa consumul de substrat si de oxigen
pentru reactiile din punctul a).
Raspuns: coeficientii bioreactiei pentru hexadecan: a= 12,43, b= 2,09, c= 2,42,
d= 5,33, e= 12,43, coeficientii bioreactiei pentru glucoza: a= 1,47, b= 0,78, c=
0,91, d= 2,00, e= 3,85; Yx(hexadecan) = 0,98,Y x (hexadecan) =
N

02

0,56; Yx(glucoza) = 0,46,Y x (glucoza) = 1,76.
S 02

2.3. Enzimele. Cinetica proceselor enzimatice

Enzimele sunt molecule proteice cu masa moleculard mare (de la 15 000
pana la cateva milioane U.a.m.) care actioneaza ca catalizatori. Acestea catalizeaza
practic toate procesele biochimice care au loc in celulele vii. Deci, enzimele
catalizeaza toate procesele biochimice care au loc in microorganisme, celule
animale si vegetale.
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Sunt cunoscute peste 2000 de enzime. Enzimele maresc considerabil
viteza reactiilor chimice in comparatie cu reactiile necatalitice, care au loc in
conditii de presiune si temperaturd ambianta. In unele cazuri enzimele pot mari
viteza reactiei pani la 102 ori.

Enzimele sunt denumite prin addugarea sufixului -aza la sfarsitul
denumirii substratului, cum ar fi ureaza, sau la reactia catalizata, cum ar fi alcool
dehidrogenaza. Denumirile sistematice sunt stabilite de Comisia de Enzime
(Enzyme Commission, EC).

Unele enzime au o structura simpld, cum ar fi un lant polipeptidic pliat
(tipic pentru majoritatea enzimelor hidrolitice); multe enzime au mai mult de o
subunitate. Unele enzime necesitd o grupd prostetica pentru activitatea lor. Aceasta
grupa poate fi un cofactor, cum ar fi ionii metalici, Mg, Zn, Mn, Fe, o molecula
organica complexa (nicotinamid-adenin-dinucleotida (NAD), flavin-adenin-
dinucleotida (FAD), coenzima A (CoA) sau unele vitamine). O enzima care
contine un cofactor se numeste holoenzimd. Partea proteicd a acestei enzime este
apoenzima (holoenzima = apoenzima + cofactor). Enzimele au organizare
moleculara diferita, dar cele care catalizeaza aceeasi reactie se numesc izoenzime.
Enzimele sunt specifice substratului si sunt clasificate 1n functie de reactia pe care
o catalizeazd. Principalele clase de enzime si reactiile catalizate de acestea sunt
prezentate in tabelul 2.6.

Tabelul 2.6. Clasificarea enzimelor functie de reactiile catalizate
(conform Enzyme Commission (EC))

Codul

EC Clasa Tipul reactiei catalizate Reprezentanti

EC1 Oxidoreductaze | Oxido-reducere dehidrogenaza,

oxidaza
Transferul unei rupe | transaminaza,
EC2 Transferaze . grup .
functionale kinaza
EC3 Hidrolaze Hidroliza lipaza, amilaza

Aditia la legatura dubla sau
reactia inversa

EC5 Izomeraze Izomerizare izomeraze, mutaza
Formarea legaturilor (cu
consum de ATP)

EC4 Liaze decarboxilaze

EC6 Ligaze sintetaze
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Enzimele diminueazi energia de activare (E.) a reactiei prin legarea de
substrat (reactantul care urmeaza a fi transformat) (Fig. 2.16). Reactiile au loc in
conditii blande: pH spre neutru, temperaturd ambianta, presiune atmosferica.

Necatalitic

AG Energia libera
de activare

Reactanti \\ I

Enzime

Energia libera

AG
Produsi

Derularea reactiei
Figura 2.16. Energiile de activare a unui proces necatalitic si catalizat de
enzime

Exemplu:
descompunerea peroxidului de hidrogen:
2H,0, = 2H,0 + O,
Valorile AG 1la 20°C pentru cazurile: reactie necataliticd
(AG= 18 kcal/mol); cataliza chimica (Pt) (AG= 13 kcal/mol); cataliza
enzimaticad (AG = 7 kcal/mol).

Enzimele se caracterizeaza prin specificitate, conform careia acestea se
clasifica in 3 grupe (Fig. 2.17).

catalizeaza
formarea unui
singur produs

\ J

specificitate
absolutd

catalizeaza reactiile
substantelor cu
structura similara

\. J \ J

specificitate
relativa

Enzime

(catalizeaza reactiile)

e de formare a unui
stereospecificitate singur enantiomer

. ) L (L sau D) )

Figura 2.17. Tipurile de specificitate a enzimelor
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in pofida organizirii complexe a proteinelor (Fig. A.2.6), numai anumite
fragmente moleculare pot interactiona cu substratul, numite centre active.

Enzimele (E) se leagd chimic de substrat (S) cu formarea unui complex
intermediar (ES) si doar dupa formarea ES are loc transformarea substratului in
produs (P) si regenerarea enzimei. Cel mai simplu model al acestei interactiuni este
mecanismul cheie-lacat (Fig. 2.18).

]
+ h— _ S+

)
J

" N J

Enzima Substrat Complex intermediar Enzimi Produs

Figura 2.18. Mecanismul cheie-lacat al interactiunii enzimei cu substratul

Important!

Modelul cheie-lacdt explica specificitatea enzimei. Centrul activ va fi
complementar substratului care are o anumitd forma si dimensiune.
Dezavantajul acestei teorii constd in faptul cd conformatia enzimei se
considera a fi rigida (proteina are o anumita flexibilitate conformationald).

Un alt mecanism de interactiune a enzimei cu substratul este mecanismul
centrului activ indus (Fig. 2.19). In acest caz proteina are o conformatie flexibila.
Centrul activ al enzimei se adapteazd complementar formei si dimensiunii
substratului in complexul intermediar, dupa legarea substratului de enzima.

\ { P j
)
| ’ — - ’ .
.
]
A 4

< J | - < -
Enzima Substrat Complex intermediar Enzimi Produs
Figura 2.19. Mecanismul centrului activ indus de interactiune a enzimei cu
substratul

In calcule este necesara cuantificarea activititii enzimei, care se realizeazi
prin numdrul de conversie. Activitatea enzimei se exprima in U (enzyme

international unit) si reprezintd cantitatea de enzima necesara pentru a converti
1 umol de substrat intr-un minut.
Activitatea cataliticd a enzimei este influentata in principal de 4 factori:
1. Concentratia enzimei ([E]) — in reactie concentratia enzimei este mai mica
decat concentratia substratului. Odatd cu cresterea concentratiei enzimei
creste viteza de reactie.
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2. Concentratia substratului ([S]) — cu cresterea concCentratiei substratului
viteza reactiei creste pand la un anumit moment, cand viteza reactiei devine
constantd — viteza maximd (Vmax). In acest caz, enzima este saturati cu
substrat si nu poate converti substratul cu o vitezd mai mare in conditiile
date.

3. Temperatura — similar proceselor chimice, cu cresterea temperaturii creste
viteza reactiei enzimatice. Cresterea vitezei de reactie este optima in
intervalul 25-40°C. La o temperaturd superioard de 40°C are loc denaturarea
enzimei si viteza reactiei scade sau procesul de bioconversie se stopeaza.

4. Variatia pH-ului — la valori extreme de pH are loc denaturarea proteinei si
viteza reactiei scade. Viteza reactiei este optima spre pH-ul 7. Unele enzime
au pH-ul optim acid, spre exemplu pepsina din stomac.

Proiectarea proceselor biotehnologice necesitd, pe langa calcularea
randamentului celular si a stoechiometriei procesului, determinarea cineticii
procesului. Astfel, pe larg este utilizat modelul matematic al cineticii enzimatice.
Acest model tine cont de reversibilitatea complexului intermediar dintre substrat si
enzima [ES] si de transformarea ireversibild a acestuia in produs [P] cu regenerarea
enzimei [E]. La concentratii mari ale substratului, enzima este saturatd in substrat
si viteza reactiei enzimatice este constantd (Vmax) (Fig. 2.20).

l/zvmﬂ 7

K, =I8] [S]

Figura 2.20. Efectul concentratiei substratului asupra vitezei reactiei enzimatice

Retineti!
Km — constanta Michaelis, reprezintd concentratia substratului in
momentul cand jumatate din centrele active ale enzimei sunt saturate cu
substrat.
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Un proces enzimatic poate fi reprezentat prin ecuatia schematica:

E+S=—=— ES —2=E+P (2.27)

Se admite ca prima etapa de formare a ES este rapida, atunci viteza de
formare a produsului (P) va fi egald cu produsul dintre constanta de descompunere
a ES (k) si [ES] (ec. 2.28).

v =" =, [Es] (2.28)

Din ecuatia 2.27 se poate exprima viteza de formare a complexului
intermediar ES (ec. 2.29) si viteza de descompunere (ec. 2.30):
vr[ES] = ky[E][S] (2.29)
valES] = (k_y + k2)[ES] (2.30)
Dupa egalarea ecuatiilor 2.29 si 2.30 poate fi exprimatd concentratia
complexului intermediar ES:

k4 [E][S]
[EST = k_1+k;

Daca constantele reactiilor de formare si de descompunere a [ES] se
exprima prin Ky, atunci ecuatia 2.31 va avea forma:

[Es] = 5 (2.32)

Deoarece enzima nu este consumata (in a doua reactie se regenereaza), Se

(2.31)

obtine ecuatia de conservare a enzimei:
[E] = [Eo] — [ES] (2.33)
Ecuatia 2.33 se introduce in ec. 2.32 si se obtine formula pentru calcularea
concentratiei produsului intermediar:

[Eo][S]
[ES] = KonlS] (2.34)
Ecuatia 2.34 se introduce in ec. 2.28:
[Eol(S]
=k, —— Kot ] (2.35)
La concentratii mari ale substratului viteza maxima poate fi exprimata:
Vinax = k2[Eo] (2.36)

Daca viteza maxima (ec. 2.36) se introduce in ec. 2.35, se obtine ecuatia
ce caracterizeazd cinetica enzimaticd.

_ Vmax [s]
= Ktis] (2.37)
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Important!
Daca valoarea Ky, este mica, atunci afinitatea enzimei fata de substrat
este mare, deci eficienta cataliticd inalta. O enzima cu valoarea mare K,
prezintd o afinitate mica fata de substrat si va avea nevoie de o cantitate mai
mare de substrat pentru a ajunge la Vma. Valoarea Ky variaza in functie de
enzimad, substrat, pH si temperaturd. Pentru majoritatea enzimelor K variaza
n intervalul 10-1-10"" mol/L.

Valoarea vitezei maxime (Vmax) si cea a constantei Michaelis (Km) se
determina experimental din dependentele grafice ale vitezei de reactie functie de
concentratia substratului. In acest scop, cel mai des se utilizeaza metoda
Lineweaver-Burk si metoda Hanes-Woolf (Tab. 2.7).

Tabelul 2.7. Metodele grafice Lineweaver-Burk si Hanes-Woolf utilizate la
calcularea constantei Michaelis si a vitezei enzimatice maxime

Metoda graficd Lineweaver-Burk Metoda grafica Hanes-Woolf
T [s]
v v
1 Km
/ Vnax / Vnax
1 1 Ko [s]
m [s]
1 1 K, 1 S K 1
11, M1 BI_ Kn | 1 g
V Vmax Vmax [S] V Vmax Vmax
Din ecuatia dreptei y=mx+b: Din ecuatia dreptei y=mx+b:
m — —Km M b _— —— m _ ——— b — —m
Vmax ' Vmax Vmax ' Vmax

Un parametru important care trebuie considerat la determinarea
parametrilor cinetici este inhibitia activitdtii enzimatice. Substantele chimice care
reduc activitatea enzimei se numesc inhibitori. Aceste substante pot fi produsele
reactiei, substratul, metabolitii intermediari, ionii metalelor grele, moleculele
sintetice s.a.

43



Procesul de inhibitie poate fi clasificat in doud grupe (Fig. 2.21).

competitiva
Reversibila noncompetitiva
Inhibitia selectiva
Ireversibila metalelor tgarele

Figura 2.21. Tipurile de inhibitie a proceselor enzimatice

Inhibitia competitiva este determinatd de substantele ce prezintd un
anumit grad de similitudine structurald cu substratul. Aceste substante concureaza
cu substratul pentru a se lega de centrul activ al enzimei si astfel diminueaza
concentratia produsului intermediar ES. Legarea inhibitorului (I) de enzima este
reversibild si noncovalenta. Acest efect poate fi diminuat prin mérirea concentratiei
substratului.

In cazul inhibitiei noncompetitive inhibitorul are o structurd diferita de
substrat si nu se leagd chimic de centrul activ al enzimei. Acest fapt schimba
conformatia enzimei i, deci, organizarea spatiala a centrului activ al acesteia, ceea
ce reduce eficienta enzimei. Complexul enzima-inhibitor (El) se leaga de substrat
si formeaza complexul ESI, care se poate converti in produs. Inhibitorul se poate
lega inclusiv de complexul intermediar ES.

Inhibitia selectiva a complexului intermediar presupune ca inhibitorul se
leagd selectiv de complexul intermediar ES si nu de enzima. Inhibitorul se leaga
noncovalent si reversibil de o pozitie inactivd in complexul intermediar ES. Prin
blocarea complexului intermediar ES scade concentratia acestuia si, prin urmare,
scade viteza maxima. Daca concentratia ES scade (trece in forma inactiva EIS) si
daca reactia este reversibila, echilibrul reactiei se deplaseaza spre formarea EIS
inactiv. Tn acest caz creste afinitatea enzimei fata de substrat, deci valoarea K
scade.
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Lucrare de laborator 2.2. Compararea activititii catalitice a enzimelor
si a catalizatorilor anorganici

Scopul lucrarii constd in compararea calitativa a activitatii catalitice a
enzimelor si a catalizatorilor anorganici la descompunerea amidonului.
Reactivi specifici:

1. Preparat de amilazi salivard (preparat enzimatic) — timp de 3-5 minute se
clateste gura de 3-5 ori, utilizdnd 50 mL apa distilatd; lichidul recoltat se
filtreaza prin vata.

2. Substrat — solutie de amidon solubil 0,5%.

Modul de lucru:

v 1n 3 eprubete se pipeteaza cate 20 de picaturi de solutie de amidon;

v'  se adaugd, separat, cAte 5 picaturi: in prima eprubetd apa distilatd, in a 2-a
solutie de HCI (w=10%), iar in a 3-a eprubeta preparat de amilaza salivara;

v dupai agitare, eprubetele 1 si 3 se introduc in termostat la 38°C, iar eprubeta 2
—1n baia de apa la fierbere;

v dupa 15-20 de minute toate eprubetele se aduc la temperatura camerei;

v pe 3 lame microscopice se adaugi, separat, cate 3 picaturi de reactiv Lugol si
cate o picatura din continutul fiecarei eprubete;

v se face concluzia referitor la gradul de hidroliza a amidonului in functie de

coloratiile obtinute.

Lucrare de laborator 2.3. Studiul legititilor cinetice ale hidrolizei
enzimatice a proteinelor

Scopul lucririi constd in studiul cineticii reactiei de hidrolizd enzimatica
a proteinelor pe sisteme model prin calcularea vitezei maxime si a constantei
Michaelis.
Reactivi specifici:
1. Solutie de pepsini 0.2%: se dizolvd 0,2 g pepsind in 100 mL solutie HCI
0,075M.
2. Solutie standard de gelatind 10 g/L: se dizolva 10 g gelatina in 1 L apa

distilata calda. Solutia se prepara inaintea efectuarii analizei.

3. Extract proteic: se separd galbenusul de ou de albus si se masoara volumul
albusului de ou obtinut. Se efectueaza dilutia: 1 parte albus de ou se dilucaza
in 9 parti solutie NaCl (w=0,9%). Se obtine solutie proteica de aproximativ
1%.
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4,

Reactivul biuret:

A. 1n 500 mL apa proaspit distilata se dizolva 1,5 g CuSO4-5H20 si 6 g sare
Seignette (KNaC4H406-4H20),
La amestecul A se adaugd 300 mL solutie NaOH (w=10%) proaspat

B.

C.

preparata,

La amestectul B se adauga 1 g KI (pentru prevenirea formarii CuoO) si se
completeaza cu apd proaspat distilatd pana la volumul de 1 L. Solutia se
pastreaza intr-un vas din plastic.

Modul de lucru:

1. Construirea curbei de calibrare:
v n 10 eprubete se adaugd volumele de solutie proteica indicate n tabelul 2.8;
v 1n fiecare eprubetd se adaugd 4 mL reactiv biuret si cu apa distilata se aduce

la volumul de 5 mL; continutul fiecarei eprubete se agita energic;
v’ proba martor se prepara fara adaos de solutie proteica;

Tabelul 2.8. Volumele necesare de reagenti pentru construirea curbei de calibrare

NF. | v (gelating), mL | V(api dis.), mL | V(r. biuret), mL | C®etatind),
d/o g/L
1 0.1 0.9 4 02
2 02 0.8 4 0.4
3 03 0.7 4 0,6
4 0.4 0.6 4 0.8
5 05 0,5 4 10
6 0,6 0,4 4 12
7 0,7 03 4 14
8 0.8 02 4 16
9 0.9 0.1 4 18
10 1,0 0 4 2.0

v dupd 30 de minute se masoard absorbanta la lungimea de unda A= 570 nm;
v' se construieste dependenta graficd A=f(C(gelatind)) si se deduce ecuatia
dreptei.

2. Modelarea sistemelor si studiul cineticii enzimatice:

v se modeleaza sistemele conform tabelului 2.9, variind concentratia extractului

proteic, volumul total constituind 100 mL;
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Tabelul 2.9. Volumele necesare ale componentelor la modelarea sistemelor

Nr. d/o | V(sol. proteici), mL | V(sol. de pepsinid), mL | V(api dis.), mL
1 10 40 50
2 20 40 40
3 30 40 30
4 40 40 20
5 50 40 10
6 60 40 0

v' imediat dupd amestecarea tuturor componentelor, din vasul de reactie se
preleveaza 1 mL amestec intr-o eprubetd, in care se contine 4 mL reactiv
biuret si dupa 30 de minute se masoara absorbanta in raport cu proba martor
la lungimea de unda 570 nm,;

v" pH-ul cu solutie de HC1 0,01 M (acidul clorhidric activeazd pepsina) se
ajusteazd pana la valoarea de <1,7 (1,5<pHpmim<2,0) si se porneste
cronometrul;

v dupi expirarea a 5 minute iardsi se preleveazd 1 mL amestec intr-o eprubeta,
in care se contin 4 mL reactiv biuret si dupa 30 de minute se masoara Aszo;

v' modul de lucru se repetd cu intervalul de 5 minute pentru fiecare din
sistemele modelate (Tab. 2.9) si rezultatele se noteaza in urmatorul tabel:

t,s 0 300 600 900 1200 | 1500 | 1800
Aso
C(proteina),
g/L
Important!

Concentratia solutiei de proteina (g/L) se calculeaza in baza absorbantei
masurate cu ajutorul ecuatiei dreptei obtinute din curba de calibrare.

v cu ajutorul rezultatelor obtinute se construiesc curbele cinetice
C(proteind)=f(t) si se determind viteza initiald de hidrolizd enzimatica a
proteinei prin metoda tangentelor;

v se construiesc dependentele grafice Lineweaver-Burk (% =f ([?1]) si Hanes-
woolf (1 = £([s]);

v pentru fiecare metoda graficd se deduce ecuatia dreptei si se determina
valoarea Vmax si @ constantei Michaelis (Kn);
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v in baza valorilor obtinute ale Ky se fac concluzii referitor la afinitatea
enzimei fatd de substratul proteic; se efectueaza o analizd comparativd a
valorilor parametrilor cinetici Vimax si Km calculate prin cele doua metode.

Sarcini de evaluare si de autoevaluare

1. Enumerati principalele tipuri de biocatalizatori utilizati in biotehnologie.

2. Explicati principiul testului Gram si argumentati importanta acestui test in
proiectarea unui proces biotehnologic.

3. Efectuati o analiza comparativa a structurii celulelor vegetala si animala.

4. Enumerati si explicati etapele cresterii celulare si parametrii ce cuantifica
acest proces.

5. Explicati variatia vitezei de crestere celulara functie de temperatura, pH,
concentratia substratului si gradul de oxigenare al bioamestecului.

6. Argumentati importanta controlului microbiologic in diferite etape ale
desfasurarii procesului biotehnologic.

7. Argumentati importanta ecuatiilor pseudochimice in proiectarea proceselor
biotehnologice.

8. Explicati diferenta dintre notiunile randament celular si randamentul unui
proces tehnologic.

9. Definiti notiunea de enzima si relatati despre particularitatile structurale ale
acestor molecule.

10. Explicati nomenclatura si principiul de clasificare a enzimelor.

11. Explicati notiunile de specificitate absoluta, relativa si stereospecificitate.

12. Explicati mecanismul cheie-lacat si al centrului activ indus prin
interactiunea enzimei cu substratul.

13. Explicati importanta parametrilor: numarul de conversie si activitatea
enzimei U in studierea cantitativa a proceselor enzimatice.

14. Explicati cum este influentatad viteza reactiei enzimatice de urmatorii
parametri: concentratia enzimei, concentratia substratului, temperatura si pH-ul.

15. Argumentati cum este apreciatd activitatea enzimei functie de valoarea
constantei Michaelis (Km).

16. Pornind de la ecuatia generald a unui proces enzimatic deduceti formula de
calcul a ecuatiei ce caracterizeaza cinetica enzimatica.

E+S-E'—ESL»E+P
-1

17. Estimati impactul inhibitiei reversibile si ireversibile a activitatii enzimatice
ntr-un proces biotehnologic.
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18. Argumentati importanta metodelor grafice Linewaver-Burk si Hanes-Woolf
la calcularea vitezei maxime a unui proces enzimatic si a constantei Michaelis.

19. Calculati valoarea vitezei maxime (Vmax) si @ constantei Michaelis (Km),
folosind metodele grafice Lineweaver-Burk si Hanes-Woolf pentru procesul
enzimatic prezentat In tabelul de mai jos. Concentratia enzimei este 0,015 g/L.

V, g/L-min [S] g/L
1,14 20,0
0,87 10,0
0,70 6,7
0,59 5,0
0,50 4,0
0,44 33
0,39 2,9
0,35 2,5

20. Calculati valoarea vitezei maxime (Vmax) si @ constantei Michaelis (K),
folosind metoda grafica Lineweaver-Burk pentru procesul enzimatic prezentat n
tabelul de mai jos, in absenta si in prezenta inhibitorului (I).

[E], MM V, g/L-min (absenta I) V, g/L-min (prezenta I)
0,25 1,02 0,73
0,33 1,39 0,87
0,40 1,67 1,09
0,50 1,89 1,30
0,60 2,08 1,41
0,75 2,44 1,82
1,00 2,50 2,17
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3. PROIECTAREA UNUI PROCES BIOTEHNOLOGIC

Abilitditi:

- defineste notiunile de metabolism aerob si anaerob, anabolism si catabolism;

- apreciaza importanta ATP-ului n procesele metabolice;

- explica mecanismele bioredox cu implicarea NADH si FADH5;

- explica procesul de glicoliza, ciclul Krebs si de fosforilare oxidativa,

- clasifica bioreactoarele dupa natura biocatalizatorului, gradul de aerare si tipul
de agitare;

- explica constructia si modul de operare al diferitor tipuri de bioreactoare;

- calculeaza puterea de consum pentru un bioreactor cu agitare mecanicad;

- explica notiunea si mecanismele de transfer de masa si caldura in cadrul
procesului biotehnologic;

- calculeaza coeficientul general de transfer de caldura si coeficientul de transfer
de masa in conditii experimentale determinate.

3.1. Metabolismul celular — aspecte generale

Tn proiectarea unui proces biotehnologic se tine cont de tipul materiei
prime (compartimentul 1), particularitatile catalizatorului, stoechiometria si cinetica
procesului (compartimentul 1) si, evident, de tipul metabolismului celular, aerob
sau anaerob, de care depinde biosinteza produsului de interes.

Procesele metabolice ale microorganismelor, celulelor animale si vegetale
au loc cu formarea initiald a metabolitilor primari (substantelor necesare pentru
crestere, dezvoltare si reproducere), apoi a metabolitilor secundari (anexele 1-4).
Derularea proceselor metabolice este determinata de informatia genetica a fiecarui
organism. Procesele metabolice pot fi modificate prin manipularea genelor si/sau
prin actiunea factorilor externi. Procesele metabolice sunt catalizate de enzime.
Biosinteza proteinelor (inclusiv a enzimelor) are loc In baza informatiei genetice
codificate de ADN.

Diferenta dintre procesele metabolice ale microorganismelor se datoreaza
diferentelor genetice si/sau capacitatii diferite a acestora de a raspunde la factorii
ambientali. Aceeasi specie de microorganisme poate produce diferite substante in
functie de mediul nutritiv si de conditiile ambientale. Acesti factori pot fi
manipulati in scopul obtinerii produsului de interes (control metabolic).

Metabolismul poate fi de doud tipuri, functie de consumul sau de
eliberarea de energie:
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1) catabolism — degradarea substantelor complexe in compusi simpli. Prin
catabolism se obtine energie (ATP) si precursori pentru biosinteza;

2) anabolism — presupune biosinteza substantelor complexe, procese care
necesitd energie (ATP).

Energia obtinutd in rezultatul proceselor catabolice este stocata initial In
ATP ce contine legaturi fosfoesterice. Energia ecliberatd la fiecare etapa de
hidrolizd a ATP-ului este de 7.3 kcal/mol. Aceeasi cantitate de energic poate fi
stocatd in ATP in reactiile inverse (Fig. A.4.2).

Analog ATP, alte nucleotide, precum GTP (guanozin-5’-trifosfat), UTP
(uridin-5’-trifosfat) si CTP (citidin-5’-trifosfat), pot stoca energie, doar ca acestea
intervin Tn anumite procese metabolice.

In functie de prezenta sau absenta oxigenului, metabolismul poate fi
aerob sau anaerob (Fig. 3.1).

l Prezenta O, I Respiratie Celulard H Energie |

\ Ciclul Krebs | Biosinteza ‘

Biosinteza

Respiratie Celulara
Energie Biosinteza | Anaeroba

— Catabolism : degradarea compusilor

Metabolism Glucoza }—‘

Glicoliza

Anaerob

Absenta O,

Figura 3.1. Reprezentarea schematicd a metabolismului aerob si anaerob

Important!
Glicoliza are loc in citoplasma, iar ciclul Krebs — Tn mitocondrii
(eucariote) sau la nivelul membranei citoplasmatice interne (procariote).

Metabolismul aerob. Glicoliza presupune transformarea D-glucozei n
acid piruvic, care in prezenta oxigenului se include n ciclul Krebs (Fig. 3.2, 3.3).
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-H,0 o® -2ATP I E
CH, CH, CH;
Acid 2-fosfoenolpiruvic Acid enol-piruvic Acid piruvic

Figura 3.2. Mecanismul glicolizei

Important!

Dupa formarea acidului piruvic acesta este activat prin transformarea in
acetil-CoA. Acetil-CoA va trece in mitocondrii unde se va include in ciclul
Krebs. Procesul de trecere a acetil-CoA Tn mitocondrii are loc cu consumul a
2 mol de NADH formate in glicoliza si care se transforma in FADHo.

CH;CO-S-CoA Acid citric
Acid oxaloacetic ‘ COOH

ey COOH Hooc/\I‘ “ScooH
Hooc ™ H0
o

NADH + H*
NAD* i
HOOC” XYY" “COOH Acid cis-aconitic

oH
ci c J COOH T
Acid malic ‘ HOOC__~ B B
Hzc{\// \\_/
Ciclul Krebs »
| Acid fumaric | HOOC A _ -
k i HOOC)H “cooH Acid izocitric
COOH
FADH; .
NADH + H*

Acid succinic | HOOC_~ COOH 2

HOOC ~cooH

CoA-SH o@o CooH [ Acid;xalo;uccinic i
GDP +P J o
CoA-S “"COoH )J\ % co;,
HOOC “COOH

Succinil-CoA | A
NAD* + CoA-SH Acid a—cetoglutaric

€0, + NADH + H*

Figura 3.3. Reprezentarea schematica a ciclului Krebs
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Tn rezultatul ciclului Krebs din 2 mol Acetil-S-CoA se formeazi 6 mol
NADH si 2 mol FADH; care sunt utilizati pentru obtinerea energiei (ATP) prin
fosforilare oxidativa. In acelasi timp, ciclul Krebs furnizeaza precursori pentru
obtinerea aminoacizilor si NADH, care sunt utilizate n diferite procese de
biosinteza.

Important!
Din catabolizarea 1 mol de glucoza se obtin 38 mol ATP.

Glicoliza si ciclul Krebs nu sunt doar procese catabolice. Ambele
furnizeaza precursori pentru procesele de biosinteza (anabolism) a acizilor nucleici,
lipidelor, aminoacizilor, polizaharidelor, bazelor azotate, porfirinelor, acidului folic
s.a. (Fig. 3.4).

| Nucleotide (<~ | Pentoze |- * | Polizaharide | — | Perete Celular |
| z e - | clicerol | . | Biomembrane |
ADN, ARN Trioze
o ser | [ aly | [ Metcys |
[ Napt [ | Phe,Tyr,:'rp B | Purine, Pirimidine, Porfirine |

- Ala, Val, Leu
1
Purine, Pirimidine [ Acetil-Co, > I Acizi grasi, lipide, steroizi I
[ — G
< | [ S ——
Citrat
' ‘

Thr, lle, Met, Lys

11114l

s
Figura 3.4. Metabolism aerob: reprezentarea schematica a procesului de glicoliza
si a ciclului Krebs. Substantele intermediare din ambele procese sunt precursori in
biosinteza altor molecule
Metabolismul anaerob. Tn cazul lipsei oxigenului unele microorganisme
vor obtine energie in rezultatul procesului de fosforilare (respiratie anaeroba)
folosind ca acceptor de electroni nitrati, sulfati, sulful etc. In absenta oxigenului,

{ 6lu, GIn | - [ Acid Folic |
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unele microorganisme vor utiliza doar energia obtinuta din glicoliza. Tn acest caz
se produce o cantitate mica de energie, ceea ce semnificd cd pentru cresterea
celulard este necesard o cantitate mai mare de substrat. Produsele de interes
obtinute in cadrul metabolismului anaerob  (Fig. 3.5) depind de tipul
microorganismului si de conditiile fizico-chimice de operare ale bioprocesului.

‘ Acid propionic 0, [ Acid ;jlccinlc ]

2[H) 2[H] -H,0

Acid lactic 7 CO, ¢ , 2[H)
‘ ] SliicozalEah [ Acid oxaloacetic | I Acid malic ‘

......

| eanol_| o, [’LM‘J [Addbuﬁrlc ‘ ‘ Butanol ]

- HS-CoA | 4[H
[ co,+h, |~ [Acidformic | IPQ:ICemt Hs-CoA [H]
Acid Piruvic | lﬂc“—]
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Figura 3.5. Reprezentarea schematica a formarii diferitor produse de interes in
cadrul metabolismului anaerob
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Lucrare de laborator 3.1. Stabilirea parametrilor optimi ai procesului
de fermentare alcoolici

Scopul lucrarii constd in stabilirea influentei parametrilor fizici si
chimici asupra procesului de fermentare alcoolicd efectuat de Saccharomyces
Cerevisiae: temperatura, tipul si concentratia substratului, pH-ul, tipul si
concentratia unor saruri.

Modul de lucru:

1. Efectul temperaturii asupra intensitditii de fermentare:

v 1n trei baloane conice cu volumul de 250 mL (B1-3) se introduc cate 80 mL
apa distilatd incilzitd la 40°C si cite 5 g zaharozi; amestecul se agitd pana la
dizolvarea substratului;

v 1n fiecare balon se adauga cate 4 g drojdie si se fixeaza cate un balon de
cauciuc;

v proba Bl se lasd la temperatura ambianta, iar probele B2 si B3 se plaseaza in
termostat la temperatura de 40°C si 80°C corespunzitor, pentru 30-40 de
minute;
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cu ajutorul unui metru se masoard circumferinta (C, cm) balonului si se
calculeazi volumul (cm®) acestuia cu ajutorul formulelor:

4
V= 5717‘3, unde: (3.1)
V — volumul balonului de cauciuc, cm?;
r — raza balonului de cauciuc, cm.

C .
r=_, unde; (3.2

C — circumferinta balonului de cauciuc, cm.
rezultatele se noteaza in tabel:

Fermentare
Proba Continut (intensitatea determinatid | Vbaionuli, cm®
vizual)
B1
B2
B3

in baza volumului maxim al balonului de cauciuc, Th care s-a acumulat
produsul secundar de fermentare — CO,, se determind temperatura optimd a
procesului de fermentare alcoolica.

2. Efectul concentratiei substratului asupra intensitatii de fermentare:

n patru baloane conice cu volumul de 250 mL (B1-4) se introduc cate 80 mL
api distilati incilziti la 40°C;

n baloanele B1-4 se dizolva corespunzitor 5, 15, 30, 50 g zaharoza;

in fiecare balon se adauga cate 4 g drojdie si se fixeaza baloanele de cauciuc;
toate probele (B1-4) se plaseazi in termostat la temperatura de 40°C timp de
30-40 de minute;

cu ajutorul unui metru se masoard circumferinta (C, cm) balonului si se
calculeazd volumul (cm?®) acestuia cu ajutorul formulelor 3.1 si 3.2;
rezultatele se noteaza in tabel:

Fermentare
Proba Continut (intensitatea determinatd | Vbalonuli, cm?®
vizual)
B1
B2
B3
B4
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v

n baza volumului maxim al balonului de cauciuc, n care s-a acumulat CO»,
se determind concentratia optimd a substratului pentru procesul de fermentare
alcoolica.

3. Efectul pH-ului mediului asupra intensititii de fermentare:

n patru baloane conice cu volumul de 250 mL (B1-4) se introduc cate 80 mL
api distilatd incilzita la 40°C;

n baloanele B1 si B2 se ajusteaza pH-ul cu solutie de acid acetic la valorile 3
si 5 respectiv; Tn balonul B3 se ajusteazd pH-ul la valoarea 7, iar in B4 se
ajusteaza pH-ul la valoarea 10 cu solutie de hidroxid de amoniu;

in fiecare vas se adauga 5 g zaharoza si 4 g drojdie si baloanele se introduc Tn
termostat la temperatura de 40°C timp de 30 de minute;

cu ajutorul unui metru se masoard circumferinta (C, cm) balonului si se
calculeazi volumul (cm®) acestuia cu ajutorul formulelor 3.1 si 3.2;

rezultatele se noteaza Tn tabel:
Fermentare
Proba | Continut pH (intensitatea Vbalonului, M3
determinata vizual)
Bl
B2
B3
B4

n baza volumului maxim al balonului de cauciuc, in care s-a acumulat COy,
se determina valoarea optimd a pH-ului pentru procesul de fermentare
alcoolica.

4. Efectul naturii chimice a substratului asupra intensitdtii de fermentare:

n cinci baloane conice cu volumul de 250 mL (B1-5) se introduc cate 80 mL
api distilatd incalzita la 40°C;

in baloanele B1-3 se dizolva corespunzitor cite 5 g fructoza, glucoza si
zaharoza, in B4 se adauga 50 mL solutie de amidon, iar in B5 — 50 mL lapte;
in fiecare balon se adauga cate 4 g drojdie si se fixeaza baloanele de cauciuc;
toate probele (B1-5) se plaseazi in termostat la temperatura de 40°C timp de
30-40 de minute;
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v

v

v

cu ajutorul unui metru se masoard circumferinta (C, cm) balonului si se
calculeazi volumul (cm?®) acestuia cu ajutorul formulelor 3.1 si 3.2;
rezultatele se noteaza in tabel:

Fermentare Vbalonului
Proba Continut (intensitatea determinata o '
vizual)

Bl
B2
B3
B4
B5

n baza volumului maxim al balonului de cauciuc, in care s-a acumulat CO,
se determind substratul optim pentru procesul de fermentare alcoolica.

5. Efectul compozitiei ionice a mediului nutritiv asupra intensitatii de
fermentare:

in doud baloane conice cu volumul de 250 mL (B1-2) se introduc cate 5 g
zaharozd, in Bl se adaugd 80 mL api distilatd incalzita la temperatura de
40°C, iar in B2 — 80 mL solutie de 1-3% cloruri de calciu, sulfat de magneziu
si clorura de amoniu;

in fiecare balon se adauga cate 4 g drojdie si se fixeaza baloanele de cauciuc;
ambele probe se plaseazi in termostat la temperatura de 40°C timp de 30-40
de minute;

cu ajutorul unui metru se masoard circumferinta (C, cm) balonului si se
calculeazd volumul (cm?®) acestuia cu ajutorul formulelor 3.1 si 3.2;
rezultatele se noteaza in tabel:

Fermentare Vistonuiui
Proba Continut (intensitatea om? ’
determinata vizual)
Bl
B2

Tn baza volumului maxim al balonului de cauciuc, in care s-a acumulat COg,
se determina efectul compozitiei ionice asupra procesului de fermentare
alcoolica.
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6. Efectul clorurii de sodiu asupra intensitditii de fermentare:

n trei baloane conice cu volumul de 250 mL (B1-3) se introduc cate 5 g
zaharoza si 80 mL apa distilata incilzita la temperatura de 40°C;

in baloanele B1-3 se adauga 1 g, 10 g, si 20 g corespunzator de clorura de
sodiu;

in fiecare balon se adauga cate 4 g drojdie si se fixeaza baloanele de cauciuc;
probele se plaseazi in termostat la temperatura de 40°C timp de 30-40 de
minute;

cu ajutorul unui metru se masoard circumferinta (C, cm) balonului si se
calculeazi volumul (cm?®) acestuia cu ajutorul formulelor 3.1 si 3.2;
rezultatele se noteaza in tabel:

Fermentare
. . . . - Vbalonului,
Proba Continut (intensitatea determinata om?
vizual)
Bl
B2
B3

n baza volumului maxim al balonului de cauciuc, in care s-a acumulat COy,
se determina concentratia optimd de NaCl pentru procesul de fermentare
alcoolica.

Lucrare de laborator 3.2. Simularea si optimizarea fluxurilor
metabolice
Programul COPASI
Disponibil: copasi.org

Scopul lucrarii constd in familiarizarea studentilor cu simularea si

analiza fluxurilor metabolice relevante industrial, utilizand software-ul COPASI
(Complex Pathway Simulator).

v
v
v

Modul de lucru:
se deschide programul COPASI;
se creeazd un proiect nou: File — New;
se denumeste proiectul creat si se seteazd unititile de masurd pentru
parametrii: timp, volum, continut;
se selecteazd modelul biochimic si se creeaza un nou compartiment: Model —
Biochemical — Compartments;
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v' se adaugd metabolitii cdii metabolice simulate: Model — Species — New
Species;

v se seteazd concentratiile initiale ale metabolitilor indicati. Se indica valoarea
0 pentru produsii de reactie;

v se scriu reactiile fluxului metabolic: Model — Reactions — New Reaction;

v pentru fiecare reactie se indica ecuatia cinetica (Rate Law);

Important!
Ecuatia cinetica poate fi selectata din lista existenta sau poate fi creata:
Rate Law — Create a new rate law for this reaction. La crearea ecuatiilor
cinetice noi programul ofera acces la formulele pre-salvate (cca 100) pentru
ghidare.

v se introduc valorile parametrilor cinetici (Km, Vmax, K1 s.a.), care diferd in
functie de ecuatia cinetica selectatd;

v’ se seteazd simularea dinamica a fluxului metabolic definit: Model — Tasks —
Time Course. In acest compartiment se seteazi timpul total de simulare
(Duration), pasul de esantionare (Intervals) si metabolitii de interes (Output
Assistant);

v' se executd simularea prin tastarea comenzii Run;

v rezultatele simularii pot fi vizualizate grafic. Pentru aceasta se acceseaza
compartimentul: Output Specifications — Plots;

v' se construieste dependenta graficd doritd: New Plot — New Curve, prin
selectarea parametrilor pentru axele OX si OY;

v’ pentru vizualizarea graficd a rezultatelor se acceseaza repetat compartimentul
Model — Tasks — Time Course si se tasteaza comanda Run;

v pentru optimizarea procesului se modificd parametrii selectati si se tasteaza
din nou comanda Run.

Studii de caz:

1. Simulati un proces biochimic ireversibil descris de ecuatia v = k,[S],
constanta de viteza (ki) este egald cu 0,1. Propuneti cai de optimizare a fluxului
metabolic. Simulati si comparati scenariile.

2. Simulati procesul de fosforilare a glucozei (Glc) la glucozo-6-fosfat (G6P),
proces catalizat de enzima hexokinaza, daca se admite ca este un proces ireversibil.
Justificati importanta fosforilarii glucozei pentru procesul de glicoliza.
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3. Simulati procesul de hidroliza enzimatica a proteinelor avand ca reper datele
experimentale obtinute la efectuarea lucrarii de laborator nr. 2.3 Studiul legitatilor
cinetice ale hidrolizei enzimatice a proteinelor.

3.2. Indicatorii tehnici Tn operarea bioreactoarelor

Intr-un proces biotehnologic elementul—cheie este bioreactorul. Acesta
trebuie sa fie proiectat astfel incat sd asigure conditiile optime ale fermentarii.
Principalele aspecte tehnice de care se tine cont la constructia bioreactorului sunt:

v/ proces monoseptic — un singur microorganism participa in biosinteza;

v tipul de agitare — mecanica, pneumatica sau mixta;

v/ aerarea — asigurarea mediului nutritiv cu oxigen si evacuarea dioxidului de
carbon;

v dimensiunile optime ale bioreactorului pentru un anumit proces;

v modul de operare — continua sau discontinua (in lot);

v controlul termic si al fortei de forfecare — la utilizarea celulelor lipsite de
perete celular;

v parametrii procesului biologic — temperatura, presiunea, pH-ul, viteza de
agitare, viteza de aerare;

v/ monitorizarea n timp real a parametrilor procesului — dotarea bioreactorului
Cu senzori;

v’ prevenirea contamindrii si biosecuritatea.

Retineti!
Bioreactoarele sunt proiectate pentru un anumit proces biotehnologic.
Astfel, volumul unui bioreactor poate varia de la 20 L pana la 1000 m®.

Bioreactoarele pot fi clasificate dupa modul de agitare, tipul procesului si tipul
metabolismului biocatalizatorului (Fig. 3.6; 3.7).
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Bioreactoare

agitare proces metabolism
.. biochimic
mecanica (enzime) aerob
pneumatica bi .
iologic
— (barbotarea : : anaerob
unui gaz) (microorganisme)
hidraulica
— (recircularea
mediului)
— mixta

Figura 3.6. Clasificarea bioreactoarelor

Gaz
T /—f—\ )
— Lichid |(7) m
Gaz > o —> Lichid U U
— S SIS
Aer
Agitare Agitare
mecanica pneumatica

Figura 3.7. Reprezentarea schematica a bioreactoarelor cu diferite tipuri de

Cele mai utilizate bioreactoare sunt cele cu agitare mecanica, dotate cu
rotor. Elementele constitutive ale unui astfel de bioreactor sunt prezentate in figura
3.8a, precum si In figura 3.8b — imaginile bioreactorului industrial, din partea

superioara.

agitare
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Recirculare

Agitare hidraulica

Lichid
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Gaz
] exhaustat

Schimbiitor
de cilduri

Deflector
(sicane)

Barbotor de aer

Figura 3.8. Schema bioreactorului cu agitare mecanica
b) partea superioara a bioreactoarelor
a) partile componente ale bioreactorului cu shimbator de caldura (1)
si sicane (2)

Tn bioreactoarele cu agitare mecanici agitarea amestecului asigura:
concentratia uniforma a amestecului,
suspendarea particulelor sau a celulelor Tn amestec,
dispersarea bulelor de aer (daca bioprocesul este aerob),
transferul céldurii din amestec spre schimbatorul de caldura sau invers.

Pentru agitarea amestecului sunt utilizate mai multe tipuri de rotoare
(Fig. 3.9).

X3

S

7
0.0

X3

S

X3

S

o -
- -, v
HA '»\/"' ‘Idi
turbina Rushton turbina hydrofoil turbina Smith (cu rotor elice

palete concave)
Figura 3.9. Tipuri de rotoare utilizate in bioreactoarele cu agitare mecanica

Important!
Rotoarele utilizate in bioreactoare nu produc o forta de forfecare inalta,
de aceea sunt folosite si in procesele de fermentare care implicd culturi
sensibile la forta de forfecare.
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Majoritatea bioreactoarelor au raportul iniltime-diametru (H/D) de /.
Pentru bioreactoarele ce utilizeaza culturi de celule animale acest raport tinde
spre 1. Diametrul turbinei Rushton reprezinta 30-40% din diametrul bioreactorului

(Fig. 3.10).

H
F H, i — Wy [—
P b EHE X
-+ d-» Hi

Figura 3.10. Reprezentarea schematicd a dimensiunilor turbinei Rushton in
raport cu cele ale bioreactorului:

H - finaltimea bioreactorului; D — diametrul bioreactorului; HL — indltimea

bioamestecului; d — diametrul rotorului; Hi — distanta la care este pozitionat rotorul in

raport cu partea inferioara a bioreactorului; b — latimea paletelor rotorului;

L — lungimea paletelor rotorului.

Dimensiunile turbinei Rushton Tn raport cu cele ale bioreactorului trebuie

sa corespunda urmatoarelor rapoarte:

S=liZ=gS=5D =Hyd=H (33)

Puterea necesard pentru amestecarea lichidelor neaerate depinde de viteza
de agitare, tipul si dimensiunea rotorului, geometria reactorului, densitatea si
viscozitatea lichidului. Aceste variabile sunt exprimate prin numerele
adimensionale: numdrul Reynolds (Re) (ec. 3.4, 3.5) si numdrul putere (Np)
(ec. 3.6).

2
Re = N‘; p, unde: (3.4)

Re — numarul Reynolds;

N — viteza de rotatie, Hz (cicluri per secunda);
d — diametrul rotorului, m;

p — densitatea lichidului, kg/m3;

n — viscozitatea dinamica, kg/m-s.
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Daci se utilizeaza viscozitatea cinematica (v = %) in formula de calcul al

numarului Reynolds, atunci ecuatia 3.4 va avea forma:
2

Nd
Re = - unde: (3.5)
v — viscozitatea cinematica, m?/s.
P
Np = m, unde: (36)

Np — numarul putere;

P — puterea de agitare, W,

p — densitatea lichidului, kg/m3;

N — viteza de rotatie, Hz (cicluri per secunda);

d — diametrul rotorului, m.
Relatia dintre numarul Reynolds si numarul putere a fost determinata

experimental pentru mai multe tipuri de rotoare si pentru diferiti parametri
geometrici ai bioreactorului (Fig. 3.11).

100
£ 10
re) \\ /_(‘a_l/—
5 e e
o \ (b)
n
= 1
(c)
0.1
10° 10° 102 10° 10* 10° 10°
Re = N d?p/u

Figura 3.11. Dependenta dintre consumul de putere (Np) si numarul Reynolds (Re)
pentru turbinele Rushton (a), Smith (b) si rotorul elice (c)

Puterea necesard pentru agitarea amestecului reprezintd puterea mecanica
necesard pentru a pune in miscare rotorul. in mod firesc, puterea de agitare variaza
in functie de tipul agitatorului si de proprietitile amestecului.

Puterea consumata la agitarea unui amestec aerat este mai mica decat in
cazul unui amestec neaerat. Aceasta se explicd prin densitatea mai mica a

amestecului aerat in vecinatatea rotorului.
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Relatia dintre puterea consumata la agitarea amestecului aerat (Pg) si a
celui neaerat (Po) este prezentata in ecuatia 3.7.
d
(sz)l'%(E)( Q

Ig (‘;—g) = -192 (%)4'38 (“’ZTN) ; —) unde: 3.7

Nd3
P — puterea consumata la agitarea amestecului aerat, W;

0,115

Po — puterea consumata la agitarea amestecului neaerat, W;
d — diametrul rotorului, m;
D — diametrul bioreactorului, m;
N — viteza de rotatie, Hz;
v — viscozitatea cinematica, m?/s;
g — acceleratia gravitationald, m/s?;
Q - viteza de aerare a bioamestecului, m3s.
Timpul de agitare este un indicator al gradului de omogenizare a

lichidului si este influentat de:

v dimensiunea si geometria reactorului;
dimensiunea si geometria rotorului;
proprietatile bioamestecului;
viteza rotorului;
viteza de aerare.

AN NEANIEN

Retineti!
Prezenta particulelor suspendate mareste timpul de agitare, pe cénd
aerarea micsoreaza timpul de agitare in cazul solutiilor apoase.

Experimental a fost determinatda dependenta graficd fintre numaérul
Reynolds si produsul dintre viteza de rotatie (N) si timpul de agitare (tm)
(Fig. 3.12).
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Figura 3.12. Dependenta grafica dintre numarul Reynolds si produsul dintre viteza
de rotatie si timpul de agitare

Turbina Rushton este eficientd in dispersarea particulelor gazului. Tn
functie de viteza de aditie a gazului in reactor (Q) si viteza de agitare a rotorului
(N) sunt posibile trei cazuri de dispersare a gazului (Fig. 3.13):

1. Q>> N, este cazul rotorului ,,inundat”, dispersie slaba;

2. Q> N, este cazul rotorului ,,incarcat”, dispersie eficienta in partea superioara
a rotorului;

3. Q <N, dispersie completa a gazului, atat in partea superioard, cat si in partea
inferioara a rotorului.

%
08,90

dispersie completa a
gazului
Figura 3.13. Cazuri posibile de dispersie a gazului n bioreactor

rotor inundat rotor incarcat
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Corelatia dintre viteza de aditie a gazului (Q) si viteza de rotatie a
rotorului (N) este exprimatd prin doua variabile adimensionale: numdrul vitezd-
gaz (Qlg) si numarul Froude (Fr) (ec. 3.8, 3.9).

Qly = % - Fr, unde: (3.8)

Qly — numarul viteza-gaz;
Qq — viteza gazului ce poate fi complet dispersat de rotor, m%/s;
d — diametrul rotorului, m;

N — viteza de rotatie, Hz.
N2d
Fr = e unde: (3.9

Fr — numarul Froude;
g — acceleratia gravitationald, m/s%.

Experimental, au fost adaptate formulele de calcul pentru numarul viteza-
gaz pentru trecerea de la cazul rotorului inundat la cazul rotorului incdrcat
(ec. 3.10) si pentru cazul dispersiei complete a gazului (ec. 3.11).

Ql, =30 (%)3,5 - Fr (3.10)

a\05
Ql, = 0,2 (E) . Fr0s (3.11)

Suspendarea componentelor bioamestecului  (celulelor, enzimelor
imobilizate, a unor componente nutritive) este importantd pentru asigurarea
conditiilor optime de desfisurare a proceselor biochimice. Tn acest caz este
necesard estimarea dimensiunii rotorului si a vitezei de operare a acestuia,
importante pentru suspendarea componentelor bioamestecului.

Lichidele neaerate. Viteza necesard pentru agitarea amestecului in lipsa
aerarii se calculeaza conform ecuatiei Zwietering (ec. 3.12).

_ 0,45
5.,,2,1.D0.2.[ LPp=P™™ yoas

? oL , unde: (3.12)

4085

Njs =
Nys — viteza de agitare a amestecului neaerat, Hz;
S — coeficient geometric adimensional dependent de geometria rotorului si a
bioreactorului;
v — viscozitatea cinematicd, m?/s;
g — acceleratia gravitationald, m/s?;
pp — densitatea particulelor, kg/m?;
pL — densitatea lichidului, kg/m?;
X — continutul procentual al particulelor suspendate Tn bioamestec, %;
d — diametrul rotorului, m.
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Pentru fiecare tip de rotor este determinatid valoarea experimentald a
coeficientului geometric S (Tab. 3.1).

Tabelul 3.1. Valorile coeficientului geometric S pentru diferite rotoare

Raporturile dintre dimensiunile rotorului si ale
Rotor i bloreact*orulm
@ A s
D D
0,25 0,25 12,00
0,33 0,17 5,80
. 0,33 0,25 6,70
turbina Rushton 0.33 0.50 8.00
0,50 0,25 4,25
0,50 0,17 3,90
elice 0,33 0,25 6,60
turbina PBT (cu 0,33 0,20 5,70
lama inclinata)

* vezi figura 3.10

Lichidele aerate. La calcularea vitezei pentru agitarea amestecului aerat,
n ecuatia 3.12 se include viteza de aditie a gazului tindndu-se cont si de parametrii

geometrici ai bioreactorului (ec. 3.13).
0,45

Sv0LDI2 g- <Ppp‘LPL) X013
Njsg = % + aQ@, unde: (3.13)
a = 2,4 pentru % = 0,33 sau a = 0,94 pentru % =0,5 (3.14)

Q — viteza de aditie a gazului, vvm (volum gaz per volum de lichid per minut).

Important!
Aceasta ecuatie nu poate fi aplicatad pentru particulele cu densitate inalta
(diferenta dintre densitatea particulelor si a lichidului este mai micd de
50 kg/md) si in cazul vitezei mici de aditie a gazului.
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Lucrare practica 3.1. Probleme de calcul: Stabilirea necesarului de
putere, dispersiei gazului si a suspendarii particulelor in bioamestec

1. Calculati necesarul de putere cu si fara aerare pentru un bioreactor cu diametrul
de 1,5 m, echipat cu turbina Rushton, daca profunzimea bioamestecului este de
1,5 m, diametrul rotorului — 0,5 m, litimea paletelor — 0,25 m si lungimea —
0,20 m, operat la o vitezd de 180 rpm. Viteza de aerare a bioreactorului este de 0,6
mS3/min. Temperatura de operare este temperatura ambiantd. Viscozitatea dinamica
constituie 0,001 kg/m-s si densitatea — 1000 kg/m?.

Modul de rezolvare:
1. Se converteste viteza de rotatie din rpm (rotatii per minut) in cicluri per secunda
(cps sau s):

1 rpm= 60 cps, respectiv 180 rpm= 60 cps, de unde N = %O = 3¢ps
2. Se calculeaza numarul Reynolds conform ecuatiei 3.5:
kg -1
0,001 . 3
v = ink/m S =1-107™%/s; Re = (0,5m)> ————— = 7,5-10°
P 1000 "9/ , 10767/

3. Se determind numarul putere (Np) pentru turbina Rushton, prin extrapolare, din
dependenta grafici (Fig. 3.11): pentru Re= 7,5-10% Ny= 6.
4. Se calculeaza consumul de putere (Po) la agitare conform ecuatiei 3.6:

Py = NypN3d® = 6-1000%9/ .- (3571 - (0,5m)® = 5060 W
5. Se calculeazd consumul de putere la aerarea bioamestecului (Pg) (ec. 3.7),
tindndu-se cont ca raportul % pentru turbina Rushton este § Se recalculeaza viteza
de aerare in m¥/s:

3 3
1M g 60
X Mg, 0,6 ™/, 1, Q= 0,01 ™/

1
| (PG) 1o (1)4,38 0,523 0,115 0,5-32 1,96(5)( 0,01 )
8\p,/ = 3 10-6 9,8 3-0,5°

lg (%) = —0,119, deci: 22 = 0,76, de unde: P; = 5060 W - 0,76 = 3850 W.
0 0

Raspuns: Po= 5060 W, Pc= 3850 W.
2. Un bioreactor echipat cu turbina Rushton contine un lichid cu densitatea
1,0 g/cm3 si viscozitatea 0,013 g/cm:-s, diametrul biorectorului este de 2,4 m,
profunzimea lichidului — 24 m, diametrul turbinei — 0,8 m, volumul lichidului —
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10,85 m?. Calculati timpul de agitare si consumul de putere daci viteza de rotatie
este de 90 rpm.
Modul de rezolvare:
1. Se calculeaza numarul Reynolds conform ecuatiei 3.5:
1,5 s71-(80cm)?19/
0,0139/cms
2. Se determina valoarea produsului N-tn din dependenta grafica (Fig. 3.12) si se

N=2=15cps;Re = am® = 738105

60

calculeaza timpul de agitare din figura 3.12: N-t»,=30, respectiv t,, = % = 20s

3. Se determina numarul putere (Np) pentru turbina Rushton, prin extrapolare, din
dependenta graficd (Fig. 3.11), pentru Re= 7,38-10°% Np=6
4. Se calculeaza consumul de putere (P) la agitare conform ecuatiei 3.6:
P =1000 kg/m3 6+ (1,553 (0,8m)° = 6,64 kW
Raspuns: tn=20s; P= 6,64 kW.

3. Inaltimea bioamestecului intr-un bioreactor dotat cu turbina Rushton, operata cu
o viteza de 75 rpm, este de 1,4 m. Diametrul turbinei este de 0,5 m, fiind
pozitionata la o distantd de 0,35 m 1n raport cu partea inferioard a bioreactorului,
viteza de aditie a aerului in bioreactor constituie 0,28 m3/min.

a) Determinati daca in aceste conditii gazul va fi complet dispersat.

b) Determinati dacd rotorul va fi ,inundat” sau ,incarcat”, daca viteza

rotorului se va reduce de la 75 rpm la 45 rpm.
Modul de rezolvare:

a) Determinati daci in aceste conditii gazul va fi complet dispersat.

1. Se converteste viteza de rotatie din rpm (rotatii per minut) in cicluri per secunda
(cps sau s):

N=D2_ 12551
“e0 V%

2. Se calculeaza numarul Froude (ec. 3.9):
(1,255"1H2-0,5m
Fr = 9gm
8™/ 2
3. Se calculeazd numarul viteza-gaz pentru cazul gazului complet dispersat (ec.
3.11):
0,5m

Ql, =02 (m
cu turbina Rushton.

4. Se calculeazid viteza gazului (Qg) ce poate fi complet dispersat de rotor in
conditiile date (ec. 3.8):

= 0,0797

0,5
) -0,0797%% = 0,0337. D=H_ in cazul dotarii bioreactorului
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Qy = 0,0337 1,255 - (0,5m)* = 5,27 - 102 ™’/¢ sau 0,32/, ..

Viteza gazului care poate fi complet dispersat de rotor este de 0,32
m3/min, valoare superioard vitezei de aditie a gazului in bioreactor (Q= 0,28
mS3/min). Deci, gazul va fi complet dispersat in conditiile date de operare a turbinei
Rushton.

b) Determinati daci rotorul va fi ,,inundat” sau ,incircat”, daci viteza
rotorului se va reduce de la 75 rpm la 45 rpm.
1. Se converteste viteza de rotatie din rpm (rotatii per minut) in cicluri per secunda
(cps sau s2):
45

N=—= 7 -1
60 0,75s

2. Se calculeaza numarul Froude (ec. 3.9):
3 (0,755s"1)2-0,5m
9,8 m/ 2
3. Se calculeaza numarul viteza-gaz pentru trecerea de la cazul rotor inundat la
rotor incarcat (ec. 3.10):

Fr

= 0,0287

3,5
) -0,0287 = 0,0234

’

Ql, =30- ( 12
4. Se calculeaza viteza gazului (Qg) dispersat de rotor in conditiile date (ec. 3.8):
Qg = 0,0234- 0,755+ (0,5m)% = 2,19+ 1072 ™’ /¢ sau 0,13 ™/ .
Viteza gazului care poate fi complet dispersat de rotor in conditiile date
este de 0,13 m3/min, valoare inferioard vitezei de aerare a bioreactorului
(Q= 0,28 m®/min). Deci, gazul nu va fi dispersat, iar rotorul va fi inundat.
Réspuns: a) Qg= 0,32 m®/min, gaz complet dispersat; b) Q= 0,13 m¥min,
rotor inundat.
4. Celulele unor fungii sunt cultivate Tntr-un bioreactor cu capacitatea de 10 m3 si
diametrul de 2,4 m, echipat cu turbina Rushton. Diametrul turbinei constituie
1,2 m, iar viteza de operare 50 rpm. Turbina este pozitionata la o distantd de 0,6 m
fatd de partea inferioard a bioreactorului. Densitatea bioamestecului constituie
1000 kg/m?® iar viscozitatea — 0,055 kg/m-s. Densitatea si diametrul culturilor
celulare sunt 1035 kg/m® si 600 pm corespunzitor, Concentratia celulelor in
bioreactor este de 40%. Argumentati prin calcule daca celulele sunt suspendate in
aceste conditii.

Modul de rezolvare:
1. Se calculeaza raporturile dintre dimensiunile rotorului si ale bioreactorului:
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% = % =0,5; % = % = 0,25. Conform tabelului 3.1, valoarea coeficientului
geometric S va fi 4,25.

2. Se calculeaza viscozitatea cinematica:
005559/ .
=

10009 /o

3. Se calculeaza viteza necesara pentru agitarea amestecului in lipsa aerarii (ec.
3.12):

=5,5-10"5M%/

0,45
5 01 (1035 — 1000) K9/,
4,25-(5,5-10-5"1/5) - (600 - 10~6m)°? - 9,8"”/52-Tm
1000 5
m

. 40013
Njs =
Njs= 0,20 s sau 12 rpm.
Rotorul este operat la viteza de 50 rpm, viteza superioard valorii calculate
(12 rpm). Deci, celulele vor fi suspendate.
Rdspuns: Nys= 12 rpm, celulele vor fi suspendate.
5. Tn cadrul unui proces biotehnologic celulele sunt cultivate Tntr-un bioreactor cu
volumul si diametrul de 400 L si 0,8 m corespunzator. Diametrul turbinii Rushton
si profunzimea bioamestecului constituie /5 si profunzimea bioamestecului — /4
din diametrul bioreactorului. Densitatea si viscozitatea bioamestecului constituie
1000 kg/m® si 0,0008 kg/m-s corespunzitor. Diametrul mediu al particulelor este
de 250 mm, densitatea — 1,9 g/cm? si concentratia particulelor — 15%. Viteza de
aditie a gazului este de 0,5 vvm. Calculati daca gazul va fi complet dispersat in
conditia in care particulele sunt suspendate.
Modul de rezolvare:
1. Se calculeaza viscozitatea cinematica:
_0,0008%9/, .
- k
1000 "9 /i3
2. Se calculeaza diametrul rotorului si coeficientul geometric S (Tab. 3.1):
in cazul turbinei Rushton = = = = 0,33,d = 0,33- 0,8 m = 0,267 m
2= 2=1025H; =0,2508m = 0,2m. Deci, 5= 6,7

3. Se calculeazd viteza necesara pentru agitarea amestecului in lipsa aerarii (ec.
3.12):

=0,20s71

(1‘ Zm)o,gs

=8-107M"/,

kg 0,45

2,101 (1900-1000)"7/

67(8:1077M°/5) " -(250-1070m) 02|98/ 3| 15013
S 1000"9/7"3

=3,65s1

Nys = (0,267m)085
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4. Se calculeaza viteza necesara pentru agitarea amestecului aerat:
reiesind din formulele 3.12 si 3.13, viteza pentru agitarea amestecului aerat poate fi
exprimata astfel: N;s; = Njs + aQ. Deoarece% = ;, rezultd cd a= 2,4,
Nys¢ = 3,655 1+ (2,4-0,5) = 485571
5. Se calculeaza numarul Froude (ec. 3.9):
_ (485 s71)2-0,267m
9,8 m/52
6. Se calculeazd numarul viteza-gaz, tinandu-se cont cd gazul este complet
dispersat (ec. 3.11):
0,267 m

=02
Qly =0, ( 0,8m
7. Se calculeazi viteza gazului (Qg) dispersat de rotor in conditiile date (ec. 3.8):

Qg = 0,092 4,85571 - (0,267 m)* = 0,00849™" /s = 0,51 ™’/ ..
8. Pentru compararea vitezelor se recalculeaza viteza de aditie a gazului in
bioreactor:

Fr

= 0,64

0,5
) -0,64%° = 0,092

L 0,4m3
Q=05vvm = 0,5% =0,5 60 s
Viteza gazului care poate fi complet dispersat de rotor este de
8,49-10° m¥s, valoare superioard vitezei de aditie a gazului in bioreactor (3,33-10"

¥ md/s). Deci, gazul va fi complet dispersat in conditiile date.
Raspuns: Qg= 0,51 m3/min, gazul va fi complet dispersat.

Probleme pentru rezolvare individuala:

1. Calculati necesarul de putere cu si fara aerare pentru un bioreactor echipat cu
turbina Rushton dacd parametrii bioreactorului si conditiile de operare sunt

=3,33-1073M°/

urmatoarele:
a) diametrul bioreactorului — 2,4 m;
b) profunzimea bioamestecului —2,4 m;
c) diametrul rotorului — 0,8 m;
d) viteza de rotatie a rotorului - 160 rpm;
e) viteza de aerare a bioreactorului — 0,5 m3/min;
f) viscozitatea apei — 0,001 kg/ms si densitatea — 1000 kg/m?.
Raspuns: Po=53 kW, Pg= 49 kW.
2. Calculati parametrii tubinei Rushton in raport cu parametrii bioreactorului daca
diametrul acestuia constituie 0,6 m. Calculati profunzimea bioamestecului si
distanta la care este plasat rotorul in raport cu partea inferioara a bioreactorului.
Raspuns: d= 0,2 m, L= 0,05 m, b= 0,04 m, H.= 0,6 m, Hi= 0,2 m.
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3. Calculati puterea de consum si timpul de agitare pentru un bioreactor echipat cu
turbina Rushton, dacd viteza de rotatie este 135 rpm. Densitatea si viscozitatea
lichidului constituie, respectiv, 1,5 g/cm® si 0,0195 g/cm-s. Diametrul biorectorului
constituie 3,6 m, profunziumea lichidului — 3,6 m, diametrul turbinei — 1,2 m si
volumul lichidului — 16,3 m3.
Rdspuns: P= 255 kW, tn= 13,3 s.
4. Calculati necesarul de putere pentru agitarea bioamestecului cu un rotor de tip
elice, daca viteza de rotatie este 4 cps. Viscozitatea si densitatea bioamestecului
este 0,01 kg/m-s si 1000 kg/m?3 corespunzitor. Diametrul rotorului este de 1,3 m,
volumul reactorului — 50 m3,
Raspuns: P= 95 kW.
5. Determinati dacd gazul va fi complet dispersat intr-un bioreactor cu agitarea
mecanica operat cu turbina Rushton, dacé Indltimea bioamestecului este de 1,2 m,
turbina este operata cu o viteza de 90 rpm, diametrul turbinei si indltimea la care
este pozitionatd constituie /3 si s, corespunzitor, din diametrul bioreactorului,
viteza de aditie a gazului este de 0,15 m®/min.
Raspuns: Qq= 0,216 m3/min, gazul va fi complet dispersat.
6. Celulele unor fungii sunt cultivate intr-un bioreactor cu capacitatea de 6 m* si
diametrul de 2,4 m. Diametrul turbinei Rushton constituie 0,8 m, iar viteza de
operare 90 rpm. Turbina este pozitionatad la o distanta de 0,6 m fatd de partea
inferioard a bioreactorului. Densitatea bioamestecului constituie 1000 kg/m3, iar
viscozitatea 0,08 kg/m-s, corespunzitor. Densitatea si diametrul culturilor celulare
sunt 1035 kg/m? si, respectiv, 450 um. Concentratia celulelor in bioreactor este de
48%. Argumentati prin calcule daca celulele vor fi suspendate.
Rdspuns: Nys= 41,4 rpm, celulele vor fi suspendate.
7. Densitatea si viscozitatea bioamestecului este de 1000 kg/m? si 0,0009 kg/m-s
corespunzitor. Volumul si diametrul bioreactorului constituie 350 L si, respectiv,
1,2 m. Reactorul este operat cu turbina Rushton cu diametrul si distanta fata de
partea inferioard a bioreactorului de /3 si, respectiv, de Y, din diametrul
bioreactorului. Diametrul mediu al particulelor este de 400 um, densitatea —
1,6 g/lcm?® si concentratia particulelor — 20%. Viteza de aditie a gazului este de
0,4 vvm. Calculati daca gazul va fi complet dispersat in aceste conditii.
Raspuns: Qq= 0,018 m%/s, gazul va fi dispersat.
8. Calculati viteza rotorului in cps si rpm si consumul de putere necesara pentru
dispersia completa a gazului, avand in vedere ca puterea consumata constituie 50%
din puterea necesard de agitare in absenta aerului. Procesul de biosinteza are loc
intr-un bioreactor cu indltimea si diametrul de 1,1 m. Densitatea si viscozitatea
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bioamestecului sunt de 1000 kg/m® si 0,0015 kg/m-s, corespunzitor. Diametrul
turbinei Rushton este '/, din diametrul bioreactorului. Viteza de aditie a gazului
este de 0,66 vvm. Formula pentru calcularea volumului lichidului din bioreactor:
v, = n(g)z ‘Hj.

Raspuns: N= 1,44 s, Pe= 443 W.
9. Calculati viteza maxima a rotorului si timpul de agitare daca consumul de putere
nu trebuie si depaseasca 1,5 kW/m?®. Diametrul si indltimea reactorului constituie
2 m. Viscozitatea si densitatea bioamestecului sunt de 0,004 kg/m-s si 1000 kg/m3,
corespunzator.

Raspuns: N= 146 rpm, tn= 12,3 s.
10. Calculati viteza rotorului necesard pentru suspendarea celulelor, daca
concentratia acestora in bioreactor constituie 40%, dimensiunea celulor — 10 um si
densitatea — 1040 kg/mq. Pentru agitarea bioamestecului este folosit rotorul elice cu
diametrul de 30 cm. Densitatea si viscozitatea bioamestecului sunt cele specifice
pentru apa. Diametrul bioreactorului constituie 75 cm. Calculati puterea necesara
pentru suspendarea celulelor.

. < d . -
Nota: Daca raportul e 0,33 pentru rotorul elice, se recalculeazd valoarea

@,

,a = 0,82,
0y

Raspuns: Njs= 25,3 rpm, P=0,063 W.

.. . . . . S
coeficientului  geometric cu ajutorul  formulei: S—2=(

1

S; — coeficientul S din tabelul 3.1.
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3.3. Transfer de cilduri si de masi in procese biotehnologice
Tn procesele biotehnologice, cel mai des bioreactoarele sunt echipate cu
doua tipuri de schimbatoare de caldura: cu serpentine si cu manta (Fig. 3.14).

Serpentine

Manta

Figura 3.14. Bioreactoare echipate cu serpentine (a) si cu manta (b)

Tn orice proces tehnologic, functionarea schimbitoarelor de cilduri are la
baza principiul al doilea al termodinamicii, care este explicat de catre postulatul lui
R. Clausius: ,Nu este posibila o transformare care sa aiba ca rezultat trecerea de la
sine a caldurii de la un corp cu temperatura mai joasa la un alt corp cu temperatura
mai ridicata”:

AS = 22> 0, unde: (3.15)
AS — variatia entropiei;
AQ — variatia de caldurs;
T — temperatura.

Transferul termic (Q) dintre doua lichide cu temperaturi diferite, printr-un

perete metalic (cu grosimea X), este influentat de (Fig. 3.15):
v temperatura lichidului fierbinte, ty;
v coeficientul de transfer de cildurd la interfata peretelui metalic (h1) Tn
regiunea lichidului fierbinte;
v temperatura la suprafata peretelui metalic (tw1) Tn regiunea lichidului fierbinte;
temperatura lichidului rece, ty;
v coeficientul de transfer de caldura la interfata peretelui metalic (hz), n
regiunea lichidului rece;
v’ temperatura la suprafata peretelui metalic (ta2) Tn regiunea lichidului rece;
v’ aria suprafetei de contact, A.

AN
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Figura 3.15. Reprezentarea schematica a transferului termic dintre doud lichide cu
temperaturi diferite, printr-un perete metalic

Fiind dificila determinarea valorilor temperaturilor la suprafata peretelui
metalic (tw1 §i fw2), se tine cont doar de temperaturile t; si to si de coeficientul de
transfer de céldura total (U), care ia in considerare valorile hy, hy, conductivitatea
termica (k) si grosimea peretelui metalic (X):

Q =U-A-AT, unde: (3.16)
U — coeficientul de transfer de cilduri general (coeficientul termic total), W/m?-K;
Q — fluxul de caldura, W;
A — aria suprafetei de contact, m?.

Diferenta temperaturii lichidelor este proportionala cu fluxul termic (Q) si
cu rezistenta (R) (ec. 3.17).

AT =Q "R (3.17)
Se exprima rezistenta termicd din ecuatia 3.17:
R= %T (3.18)

Se introduce ecuatia 3.16 in ec. 3.17 si se obtine formula de calcul al

rezistentei totale (3.19).
1

Rezistenta totala este constituitd din (Fig. 3.16):
v rezistenta filmului la interfata peretelui metalic Tn zona lichidului fierbinte
(Rn);
v’ rezistenta stratului metalic (Rw);
rezistenta filmului la interfata peretelui metalic in zona lichidului rece (Rc);
v’ rezistenta provocatd de impuritati in zona lichidului fierbinte (Rm) si in zona

lichidului rece (Rx).

<\
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Lichid 1
Figura 3.16. Reprezentarea schematica a tipurilor de rezistenta termica ce apar
la transferul termic dintre doua lichide printr-un perete metalic

Rezistenta totald poate fi scrisa sub forma:

Tinandu-se cont ca:
R —L.R =2.R 1. —_1 " R -t (3.21)
R hga” W T kA’ 6T mpa” IR hppa’ TSC T hpea '

Pentru simplitatea efectuarii calculelor, aria suprafetei de contact (A) se

reduce din formula fiecarei rezistente, iar ecuatia 3.20 poate fi scrisa sub forma:

1 X 1 1 1
=h_1+;+z+h_fh+h_fc (3.22)
Avand in vedere ca temperatura nu este aceesi atit in volumul lichidului
rece, cit si in volumul lichidului fierbinte, se opereaza cu valori ale temperaturilor
medii pentru ambele lichide. Astfel, Tn cazul bioreactorului, unde procesul de
biosinteza are loc la o temperatura constanta (Tg), diferenta de temperatura (AT) se

calculeaza conform:
AT = LT”) unde: (3.23)

Tgp=T,;
n( F~T¢i
Tr=Tco

1
U

Teo — temperatura agentului termic la iesirea din schimbatorul de céldura, K;
T.i — temperatura agentului termic la intrarea in schimbatorul de caldura, K.
Transferul de masd are loc conform gradientului de concentratie. in
procesele biotehnologice sunt 3 tipuri de transfer de masa:
1) lichid —solid (L —S),
2) lichid — lichid (L — L),
3) gaz - lichid (G —L).
1. Transferul de masa L — S. Se refera la transportul nutrientilor solubilizati in
lichid (substrat, oxigen, microelemente etc.) spre celule (faza solida). Fiind
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consumate, concentratia substantelor la suprafata celulelor (Ca;) va fi mai mica
decét concentratia acestora in restul lichidului (Cap) (Fig. 3.17).

Interfata solid-lichid

Celule

Cai

—_—

Filmul de lichid
| lainterfata

Figura 3.17. Reprezentarea schematica a transferului de masd L — S

Prin urmare, viteza volumetrica a transferului de masa (Na) va fi:

Ny = ki a(Cyy, — Cy,), unde: (3.24)
Na — viteza volumetrica a transferului de masa, g/m3-s;
kL — coeficientul de transfer de masi in faza lichida, m/s;
a — aria pe unitate de volum la interfata solid-lichid, m?/m?;
Cab — concentratia nutrientilor (A) in lichid, g/m?;
Cai — concentratia nutrientilor (A) la interfatd, g/m3.

2. Transferul de masa L — L. Acest transfer de masa este utilizat atat in
biosinteza unor produse unde in calitate de substrat se folosesc alcanii (ex.,
hexadecanul), cat si in etapele de separare a produsului de biosinteza (ex., extractia
antibioticelor, steroizilor si alcaloizilor cu solventi organici).

Concentratia substantei in faza apoasa de la interfata (Cazi) va fi mai mica
decét n restul lichidului (Ca1). Contrar, la interfata filmului organic concentratia
substantei (Cazi) va fi mai mare decét in restul fazei organice (Caz), deoarece are
loc extractia acesteia din faza apoasa (Fig. 3.18).
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\ Interfata

/J Faza apoasa

1 Faza organicd '

=

| Filmul organic J ’MJ

Figura 3.18. Reprezentarea schematica a transferului de masa L — L

Vitezele volumetrice ale transferului de masa L — L vor fi:

Ny =k - a(Ca1 — Ca1i) (3.25)
Nyp = ki - a(Cap; — C43), unde: (3.26)

Na — viteza volumetrici a transferului de masi, g/m®-s;

kL — coeficientul de transfer de masi in faza lichida, m/s;

a — aria pe unitate de volum la interfata lichid-lichid, m?/m?3;

Ca1 — concentratia substantei A in faza apoasi, g/m3;

Caui — concentratia substantei A in faza apoasi de la interfatd, g/m?;

Cazi — concentratia substantei A Tn faza organici de la interfatd, g/m?®;

Caz — concentratia substantei A Tn faza organici, g/mq,

3. Transferul de masa G — L este fundamental in procesele de biosinteza
aerobd. Concentratia gazului in faza gazoasa la interfata filmului gazos (Cagi) va fi
mai micd decat in restul gazului (Cag). Contrar, la interfata filmului lichid,
concentratia gazului dizolvat (CaLi) va fi mai mare decét n restul fazei lichide
(CaL), deoarece are loc solubilizarea gazului in faza lichida (Fig. 3.19).
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‘ Interfata

‘ Faza gazoasa J

Faza lichida J
"

— —
{

@ >
| Filmul lichid |  Filmul gazos |

Figura 3.19. Reprezentarea schematici a transferului de masa G — L

Transferul de masa pentru substanta A din faza gazoasa in faza lichida se
poate reprezenta prin ecuatiile 3.27 si 3.28.

Npg = ki a(Cag = Cagi) (3.27)
Ny = ki - a(Cqp; — Cyy), unde: (3.28)
Nag — viteza volumetrici a transferului de masi, g/m®-s;
k. — coeficientul de transfer de masa in faza lichida, m/s;
a — aria pe unitate de volum la interfata gaz-lichid, m%m3;
Cac — concentratia substantei A in faza gazoasi, g/m?;
Caci — concentratia substantei A in faza gazoasi de la interfatd, g/m®;
CaLi — concentratia substantei A in faza lichida de la interfati, g/m?;
CaL — concentratia substantei A in faza lichida, g/m?3.
Ecuatia utilizata pentru exprimarea transferului de oxigen este:

Ny =k, -a(C}, — Cyy), unde: (3.29)
Na — viteza transferului de oxigen per unitate de volum de lichid, g/m?-s;
kL — coeficientul de transfer de masi in faza lichida, m/s;
a — aria la interfata de contact gaz-lichid per unitate de volum de lichid, m¥m3;
CaL — concentratia oxigenului in bioamestec, g/m?;
CaL” — concentratia maximd de oxigen care poate trece in faza lichida in conditiile
date de presiune si temperaturd, g/m®.
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Important!

Factorii care influenteaza transferul de oxigen in bioreactor:

- dimensiunea bulelor de aer: pentru un volum de gaz aria la interfata va
fi cu atat mai mare cu cat gazul va fi dispersat in bule mai mici;

- viscozitatea bioamestecului: cu cresterea viscozitatii lichidului se
reduce eficienta dispersiei gazului;

- marirea vitezei de aditie a gazului si a vitezei de agitare duce la
cresterea dispersiei gazului;

- marirea temperaturii scade solubilitatea oxigenului in bioamestec.

Viteza cu care oxigenul este consumat de celule determind viteza cu care
oxigenul trebuie transferat in bioreactor. Consumul de oxigen de catre celule
reprezintd consumul specific de oxigen (o, 9/g-s). Dacd Q, (g/L-s) este consumul
de oxigen per volum bioamestesc si X concentratia celulelor, se poate scrie:

Qo = qo " x, de unde: q, = % (3.30)

X
Pentru cazul in care viteza transferului de oxigen din faza gazoasi in faza

lichida este egald cu viteza consumului de oxigen de catre celule, atunci se poate
scrie:
kp-a(Cip—Ca) =qo-x (3.31)
Din ecuatia 3.31 se poate determina concentratia maxima de celule care
poate beneficia de oxigenul transferat in bioreactor, daca se admite ca oxigenul
trece integral din faza gazoasa in faza lichida (ec. 3.32).

Xmax = % (3.32)

Lucrare practica 3.2. Probleme de calcul: Transfer de caldura si de
masa intr-un proces biotehnologic

1. Calculati coeficientul termic total U, daca coeficientii transferului de caldura
la interfata peretelui metalic sunt 1,2 si 1,7 kW/m?K, corespunzitor. Grosimea
peretelui metalic este de 6 mm si conductivitatea termica de 19 W/m-K. Pe una
dintre fetele peretelui metalic sunt depuse impuritati care determina o rezistentd
suplimentari de 830 W/m?-K.

Modul de rezolvare:
1. Se calculeazi coeficientul termic total (U) cu ajutorul formulei:
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1 1 x 1 1 1
ﬁ = h_1 + E + h_z + m + h_fc
Reiesind din conditiile problemei, ca doar pe o parte a peretului metalic se
depun impuritéti, ecuatia va avea forma:
1 1 x 1 1

= — s ——
U hy k hy hg
2. Se substituie datele din conditia problemei:
1 1 0,006 m 1 1

5_1200W/m2_K 19W/x  1700W/ o 830W/ o)

1_ ST w
5 = 0,00294, respectiv: U = 340 /m2 K

Réspuns: U= 340 W/m?.K,
2. Temperatura bioreactorului unde are loc biosinteza unui antibiotic trebuie
mentinuti la valoarea de 35°C. Fluxul maxim al transferului de cildurd (Q) este
550 kW. Temperatura apei la intrarea in sistemul de ricire este de 10°C, iar la
iesire de 25°C. Coeficientii transferului de cildurd la interfata peretelui metalic
sunt 2150 W/m?2-°C si 1400 W/m?.°C. Diametrul exterior al tubului sistemului de
racire este 8 de cm, grosimea peretelui metalic — 5 mm, conductivitatea termica de
60 W/m?.°C. Coeficientul termic determinat de prezenta impurititilor doar pe
suprafata interni a tubului este 8500 W/m?2.°C. Calculati lungimea tevei
schimbatorului de caldura.

Modul de rezolvare:

1. Se calculeaza diferenta de temperatura, conform ec. 3.23:

25 —10)°C
- g = 16, 49¢
n (35 - 10)
35-25

2. Se calculeaza coeficientul termic total, tindndu-se cont cd impuritati sunt doar

pe o parte a schimbatorului de caldura:
1 1 0,005 m 1 1

= + + + ;
U 2150W/ 20p 60W/ 2o 1400W/ 50 8500/ 50
1 L= w
= =0,000138, respectiv U=725 /m2 oc

U
3. Se calculeaza aria suprafetei de contact conform ecuatiei 3.16:
550-103w
A=L,A=W—=46,3m2
U-AT 725/ 5.0.1640C
m=-°C

4, Se calculeaza diametrul intern al tubului schimbatorului de caldura, daca
diametrul extern este de 8 cm:
dintern = dextern — 2 X, dintern = 8cm — 2+ 0,5cm =7 cm
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5. Se calculeaza lungimea totald a tevei schimbatorului de céldurd cu ajutorul
formulei:

A=L-2m-R,deunde L = -2, unde:
2T'R

A — aria suprafetei de contact, m?;
L — lungimea tevei schimbatorului de caldura, m;
R — raza tevei schimbatorului de caldura, m.

L 46,3 m? 197
= = m
2314 (0,5(0,082+ 0,07)) -

Raspuns: L= 197 m.
3. Tn sinteza treoninei se folosesc bacteriile Serratia Marcescens. Viteza specifica a
consumului de oxigen (qo) de catre celule este de 4,44-10° g/g-s. Pentru biosinteza
este necesar ca concentratia celulelor (X) si ajungd la 40 g/L. In conditiile de
biosintezd, solubilitatea oxigenului (CaL”) n lichid este de 0,008 kg/m3. La o
anumitd viteza de transfer a oxigenului, produsul k. -a, este de 0,15 s™. Tn aceste
conditii, metabolismul celulelor va fi influentat de transferul de masa?
Modul de rezolvare:
1. Se calculeaza consumul de oxigen (Qo) conform ecuatiei 3.30:
Qo =444-10"9/5.5-409/, =1,78-10739/, =1,78-1073 kg/m3 s
2. Se calculeaza viteza transferului de oxigen per unitate de volum de lichid (Na)
conform ecuatiei 3.29:
N, =0,15s~1- 0,008 kg/m3 =1,2-1073 kg/m3 s
3. Se compara valorile consumului de oxigen de catre bacterii si viteza
transferului in bioamestec al oxigenului:

Qo > Ny, deci metabolismul celulelor va fi influentat de transferul de masa.
Raspuns: Metabolismul celulelor va fi influentat de transferul de masa.

Probleme pentru rezolvare individuala:

1. Coeficientii transferului de céaldurd la interfata peretelui metalic sunt 1,3 si
1,8 kW/m?.K, corespunzitor. Grosimea peretelui metalic este de 7 mm si
conductivitatea termica de 25 W/m-K. Pe una dintre fetele peretelui metalic sunt
depuse impurititi care determini o rezistentd suplimentari de 730 W/m?-K.
Calculati coeficientul termic total.

Raspuns: U= 336,7 W/m?K.
2. Temperatura bioreactorului unde are loc biosinteza unui antibiotic trebuie
mentinutd la valoarea de 38°C. Fluxul maxim al transferului de cildurd este
650 kW. Temperatura apei la intrarea in sistemul de ricire este de 10°C, iar la
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iesire de 25°C. Coeficientii transferului de cildurd la interfata peretelui metalic
sunt de 2260 W/m2-°C si 1600 W/m?2-°C. Diametrul exterior al tevei schimbatorului
de caldura este de 9 cm, grosimea peretelui metalic — 6 mm si conductivitatea
termicid — 70 W/m?2.°C. Coeficientul termic determinat de prezenta impurititilor
doar pe suprafata interna a tubului este de 7300 W/m?2-9C. Calculati lungimea tevei
schimbatorului de caldura.
Raspuns: L=162,2 m.
3. n sinteza unui aminoacid se folosesc bacteriile E. Coli. Viteza specifica a
consumului de oxigen de citre celule este 5.8-10° g/g-s. Pentru biosinteza este
necesar ca concentratia celulelor (X) sa ajunga la 35 g/l. in conditiile de biosinteza,
solubilitatea oxigenului (CaL") Tn lichid este de 0,009 kg/mé. La o anumiti vitezi
de transfer a oxigenului, produsul k_-a este de 0,25 s™. In aceste conditii, transferul
de oxigen va fi suficient pentru cresterea celulelor?
Raspuns: Pentru conditiile date ale bioprocesului, transferul de oxigen va fi
suficient pentru cresterea celulelor.
4. O culturd de microorganisme este folositd pentru producerea unei substante de
interes farmaceutic intr-un reactor cu capacitatea de 15 m®. In conditiile de operare,
coeficientul de transfer al oxigenului k. -a este 0,17 s*%. Solubilitatea oxigenului in
bioamestec este de 0,0083 kg/m?®. Viteza specifici de consum a oxigenului de citre
celule este de 0,00011 g/g-s. Calculati concentratia maxima a celulelor care va fi
asigurata de transferul de oxigen in aceste conditii.
Rdspuns: Xmax=12,83 g/L.
5. Valorile vitezei specifice a consumului de oxigen si concentratia critica de
oxigen pentru diferite celule sunt:

Celule o, mmol/g-h Cecritica (02), mmol/L
E. coli 8,5 0,0082
Vitis vinifera 0,6 0,0550
CHO 3-10°10 0,0200

Calculati valoarea produsului ki-a necesara pentru a asigura obtinerea a 25 g/L
celule de E. Coli si Vitis Vinifera si a 3:10° celule/L de CHO. Solubilitatea
oxigenului in mediul de bioreactie este de 0,255 mmol/L.

Rdaspuns: K_-a (E. coli)= 861 h't; k_-a (Vitis vinifera)= 75 h*;
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Lucrare de laborator 3.3. Simularea si optimizarea proceselor cu
transfer de caldura in DWSIM

Programul DWSIM
Disponibil: dwsim.org

Scopul lucrarii constd in familiarizarea studentilor cu simularea si

optimizarea proceselor cu transfer de caldura specifice proceselor biotehnologice,
utilizand software-ul DWSIM.

v
v

Modul de lucru:
se deschide programul DWSIM si se creeaza un proiect nou;
se selecteaza compusii chimici necesari pentru simulare: n-butanol (1-
butanol) si apa (Water);
se selecteaza modelul termodinamic pentru compusii chimici selectati (cu
suportul profesorului sau personalului tehnic);
se selecteaza unititile de masura S| Engineering;
se defineste fluxul materiei prime (Material Stream) din panoul Flowsheet
Obijects prin tragerea si plasarea pictogramei pe diagrama de proces (ecranul
de lucru);
se selecteaza fluxul materiei prime addugate (in partea stanga se deschide
panoul corespunzitor), care se denumeste Butanol in, si se seteaza parametrii
indicati de profesor Tn compartimentul Input Data — Stream Conditions:
temperatura, presiune, debit, iar Th compartimentul Input Data — Compound
Amounts: cantitatile de compusi;
se repeta operatia de mai sus pentru alt flux cu denumirea Water in;
se selecteazd schimbatorul de caldura (Heat Exchanger) din panoul Flowsheet
Objects — Exchangers prin tragerea si plasarea pictogramei pe diagrama de
proces;
se creeaza douad cai de evacuare din schimbatorul de caldura pentru butanol si
apa prin tragerea si plasarea a doua pictograme Material Stream, denumite
Butanol out si Water out;
se selecteazd schimbatorul de caldura si se seteaza conexiunile: Inlet Stream 1
— Water in; Outlet Stream 1 — Water out; Inlet Stream 2 — Butanol in;
Outlet Stream 2 — Butanol out;
la indicatia profesorului se selecteazd parametrul ce urmeaza a fi calculat in
compartimentul Calculation Parameters;
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v cu ajutorul parametrilor setati, indicati de profesor, se calculeaza coeficientul
de transfer de caldura general, valoarea caruia se introduce 1In
compartimentul Heat Exchanger Properties;

Retineti!
Diferenta de temperatura AT in software-ul DWSIM este notat ca Log
Mean Temperature Difference (LMTD).

v pentru a simula schema tehnologica construita, se utilizeaza pictograma Solve
situatd in bara de instrumente;

v pentru optimizarea procesului se modificd parametrii selectati si se tasteaza
din nou pictograma Solve;

v' pe diagrama de proces se afiseaza datele referitoare la parametrii setati si
calculati, prin selectarea comenzii Insert — Master Property Table.
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Sarcini de evaluare si de autoevaluare
1. Definiti metabolismul celular si enumerati factorii ce determina derularea
acestuia Tn organismele vii.
2. Explicati particularitatile metabolismului in functie de utilizarea energiei si a
consumului de oxigen.
3. Argumentati prin reactii biochimice formarea acidului piruvic in procesul de
glicoliza.
4. Efectuati o analizd comparativd a metabolismului aerob si anaerob utilizand ca
reper cantitatea formata de ATP.
5. Scrieti secventele de ARNm ce corespund urmatoarei peptide:Val-Phe-Pro-His-
Asn utilizdnd codul genetic prezentat mai jos.

U R C A |G
uuu UCU) UAU UGU U
Y uuc}':'he UCC [ ooy UAc}T’ uc;c]cys C
UUA UCA UAA Stop UGA Stop A
}Leu
uuG UcG UAG Stop UGG Trp |G
' Cuu CCU ) CAU}H. CGU U
ol cucl . ccc |, CAC IS cGec Ara k€
CUA [=S8 fccAN[idS CAA} Gln CGA 9 A
cUG CCG | cAGJ " cGaG G
AUU ACU ) AAU} Ay AGUYC U
A AUC tlle ACC|_ = AAC ik AGC} er ¢
AUA ACA [ '™ AAA AGA} Ara B
| AUG Met ACG J AAG}Lys AGG [ A9 G
' GUU GCU) GAU} Ay GGU U
Guc(, . GCC|, = GAC P GGC alv k€
& GUA[Y2 |Gca[Aia GAA} Glu GGA YA
GUG GCG | GAG/ " GGG G

6. Argumentati importanta ciclului Krebs in procesele anabolice.

7. Explicati notiunea de control metabolic si importanta acestuia Tntr-un proces
biotehnologic.

8. Explicati variatia proceselor metabolice ale Saccharomyces cerevisiae in
prezenta si absenta oxigenului.

9. Enumerati principalii parametri tehnici de care se tine cont la constructia unui
bioreactor.

10. Propuneti clasificarea bioreactoarelor dupa modul de agitare, tipul procesului si
tipul metabolismului.
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11. Reprezentati schematic elementele unui bioreactor cu agitare mecanica si
schimbdtor de cildura — serpentine.

12. Explicati importanta parametrilor geometrici in selectarea rotoarelor pentru
bioreactoarele cu agitare mecanica.

13. Numiti rotoarele cel mai des utilizate la dotarea bioreactoarelor cu agitare
mecanica si/sau mixta.

14. Explicati esenta parametrilor adimensionali: numarul Reynolds (Re), numarul
putere (Np), numarul viteza-gaz (Qig) si numarul Froude (Fr).

15. Argumentati importanta determinarii prin calcule, la etapa de proiectare a unui
bioproces, a necesarului de putere, dispersiei gazului si a suspendarii particulelor in
bioamestec.

16. Explicati principiul functionarii schimbatoarelor de caldura utilizand legea a
I1-a a termodinamicii.

17. Enumerati factorii ce influenteaza transferul termic dintre doua lichide separate
printr-un perete metalic.

18. Deduceti formula de calcul al rezistentei termice totale ce apare la transferul
termic dintre doua lichide printr-un perete metalic.

19. Explicati cele trei tipuri de transfer de masa: L - S, L —L, G- L.

20. Explicati metoda de calcul al concentratiei maxime de celule ce pot benefecia
de oxigenul transferat Tn bioreactor, pornind de la formula vitezei volumetrice a
transferului de masa L — L.
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4. OPERATII UNITARE DE SEPARARE SI PURIFICARE A
PRODUSULUI DE INTERES
Abilitati:
- explica etapele de procesare a bioamestecului;
- descrie tehnicile de separare a biocatalizatorului si a produsului de interes;
- enumerd factorii care influenteazd calitatea separarii produsului de interes;
- efectueaza calcule specifice referitoare la tehnicile de separare a celulelor si a
produselor de interes;
- explica principiul de purificare cromatografica a produselor de interes.

Procesarea (separarea si purificarea) produsului de interes presupune

aplicarea proceselor fizice, mai rar — a proceselor chimice sau biochimice. In

selectarea metodelor de procesare se tine cont de tipul produsului de interes
(Fig. 4.1, 4.2).

e N

izolarea presupune mai
multe etape de concentrare
si purificare

\ J

in solutie
diluata

( o
procesarea se efectueaza
Cu evitarea temperaturilor

sensibile nalte, solventilor, acizilor,

bazelor si concentratiilor
nalte ale sarurilor

. J/

exista riscul descompunerii
produsului de interes sub
actiunea
microorganismelor din
mediul exterior

Ne———————

[ ———

Produse de
interes

Ne——

biodegradabile

Figura 4.1. Tipurile produselor de interes in functie de stabilitatea la procesare
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extracelular organici,

—

[ alcooli, acizi

antibiotice s.a.

Produsul de

interes intracelular enzime,

vitamine,

roteine s.a.

—

P

biomasa

Figura 4.2. Tipurile produselor de interes in functie de particularitatile
metabolismului

Separarea si purificarea produsului presupune céteva etape comune, cum
ar fi: separarea celulelor, izolarea primara, purificarea cromatografica si izolarea
finald. Cel mai simplu flux tehnologic este pentru cazul cand produsul de interes
este biomasa propriu-zisa. Procesarea presupune doar separarea celulelor din

bioamestec (Fig. 4.3).

Bioamestec

|

Separarea celulelor prin:
-filtrare

-microfiltrare
-centrifugare

Retineti!

Separarea si purificarea produsului de interes deseori constituie mai

mult de 50% din costul final al
intracelulare.

produsului, Tndeosebi pentru produsele

Amestec de
metaboliti

Figura 4.3. Schema fluxului tehnologic calitativ general al proceselor de
obtinere a biomasei
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Pentru cazul Tn care produsul de interes este extracelular, fluxul

Produsul de
interes in amestec

Izolare primara prin:
-extractie
-adsorbtie
-precipitare
-ultrafiltrare

tehnologic este completat cu etapele de izolare (primara si finald) si purificare
cromatografica (Fig. 4.4).

Bioamestec

v

Separarea celulelor prin:
-filtrare

-microfiltrare
-centrifugare

Purificare cromatografica |

L 4

Izolare finala prin:
cristalizare

-precipitare
-ultrafiltrare
-uscare

Produse
secundare

Figura 4.4. Schema fluxului tehnologic calitativ general de obtinere a

bioproduselor extracelulare

Cea mai complexd schema de procesare este in cazul produselor

intracelulare, unde apar operatiile de lezare a celulelor (distrugerea peretelui si/sau
a membranei celulare) si separarea fragmentelor celulare (Fig. 4.5).
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Solutie celularid

Bioamestec

Separarea celulelor prin:
-filtrare

concentratd -ultrafiltrare Amestec de
-centrifugare metaboliti
in solutie
Lezarea celulelor
¥
Separarea fragmentelor
Produs celulare prin:
. ficat -filtrare
mpurthea -microfiltrare Fragmente
| -centrifugare celulare
al by
Purificare cromatografica lzolafe primara prin:
-extractie
x - -adsorbtie
Izolare finald prin: _precipitare
‘cnSIfll{"“rE -ultrafiltrare
-precipitare
-ultrafiltrare Produse

/ secundare

-uscare

Figura 4.5. Schema fluxului tehnologic calitativ general de obtinere a
bioproduselor intracelulare

Retineti!

La scarda industriald lezarea celulelor se realizeazd cu ajutorul
omogenizatoarelor, care pot fi operate la presiuni inalte. Presiunea aplicata
depinde de tipul celulelor si de localizarea produsului de interes in interiorul
celulei:

- solubilizat in citoplasma,

- corpi de incluziune insolubili,

- imobilizat Th membranele celulare.

Separarea celulelor. Metodele principale de separare a celulelor
(biomasei) sunt: filtrarea simplé, in vid, micro- si ultrafiltrarea; centrifugarea.
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Retineti!
In unele bioprocese, bioamestecul este preconditionat pentru
eficientizarea filtrarii si/sau centrifugarii. Preconditionarea presupune:
- incdlzirea — coagularea unor proteing,
- reducerea viscozitatii,
- adaugarea electrolitilor sau polimerilor (agenti floculanti) -
favorizeaza agregarea biomasei si a particulelor solide.

Filtrarea este cea mai rentabild operatie de separare a biomasei din
amestecul de fermentare, Indeosebi in procesele de obtinere a antibioticelor si la
tratarea biologicd a apelor reziduale. Cele mai utilizate filtre sunt cele cu tambur
rotativ cu suprafata exterioara sub vid (numite filtre celulare cu tambur).

Important!

Microfiltrarea se utilizeaza pentru separarea celulelor si fragmentelor
celulare cu dimensiunile de 0,2 - 10,0 um. Dimensiunile porilor membranelor
utilizate sunt de 0,05 - 5,00 um. Ultrafiltrarea se utilizeazd pentru separarea
proteinelor, polizaharidelor, virusurilor. Diametrul porilor membranelor — 0,01
- 1,00 um. Hiperfiltrarea (osmoza inversa) se utilizeaza pentru separarea apei
de saruri. Diametrul porilor membranelor constituie 0,0001 - 0,0010 pm.

Un aspect foarte important este calcularea vitezei de filtrare si a fluxului
reiesind din parametrii tehnici ai filtrului utilizat. Ecuatia generala a filtrarii prin
stratul de precipitat va fi:

Z—: = %p, unde: (4.2)
dV — variatia volumului, m?,
dt — intervalul de timp, s;
Ap — diferenta de presiune, N/m?;
R — rezistenta la filtrare, N-s/m®.
Ecuatia filtrarii la presiune constantd, numitd ecuatia Ruth, n forma

integratd poate fi scrisa:

V242V -V, =K -t, unde: 4.2)
. 2.Ap-
VO — M §1 — w, unde:
a-C aCn

V — volumul filtratului, m?;

o — rezistenta specifica a turtei, m/kg;
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n — viscozitatea dinamica a bioamestecului, Pa-s;

C — masa fractiei solide depuse per volum filtrat, kg/m?;
A — aria suprafetei filtrante, m?;

Ap — diferenta de presiune, Pa;

Rm — rezistenta mediului filtrant, m™;

g — acceleratia gravitationald, m/s?;

t — timpul de filtrare, s.

Ecuatia 4.2 poate fi reorganizata:
t

o= %(V +2V,) (4.2a)

Important!
Forma integrata a ecuatiei Ruth permite construirea dependentei grafice

liniare t/V= f (V), unde parametrii a si b din ecuatia dreptei vor fi egali cu:
1 2V,
a=—b=—
K K

In orice moment in timpul filtrarii poate fi calculat fluxul ce trece prin
filtru cu ajutorul relatiei:

J=—22__ unde: (4.3)

N(Rc+Rm)’
R. — rezistenta turtei la filtrare, m™,
Rezistenta turtei la filtrare este corelatd cu masa acesteia per unitate de
suprafata:
aCV

R = (4.4)

Daca turta este incompresibila (nu 1si schimbd volumul cu variatia
presiunii), atunci rezistenta specifica a turtei (o) nu variazd cu modificarea
presiunii. Pentru o turtd compresibild, rezistenta specificd va varia odatd cu
modificarea presiunii:

a = a'(Ap)®, unde: (4.5)
a’ — constanta dependenta de dimensiunea si morfologia particulelor;
s — compresibilitatea turtei; s=0 pentru turta incompresibila, respectiv s= 1 pentru
turta de filtrare compresibila.

Centrifugarea este operatia unitard de separare a biomasei utilizatd in
cazul particulelor foarte mici si in cazul viscozititii mari a bioamestecului. In
procesele biotehnologice se utilizeaza cel mai des doua tipuri de centrifugi:

1) cu stiva cu discuri — viteza de rotatie pana la 10000 rpm,
2) tubulari — viteza de rotatie pana la 50000 rpm.
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Intr-un camp centrifugal, viteza de separare terminald a particulelor
poate fi calculata in baza legii lui Stoke:
2
Uy = —Dp'gl(g_p"pL), unde: (4.6)
n
Uy — viteza de separare terminala, m/s;
D?, — diametrul particulelor, m;
g — acceleratia gravitationald, m/s?;
pp — densitatea particulelor, kg/m?;
p,.- densitatea bioamestecului, kg/m?;
n — viscozitatea bioamestecului, kg/m-s.
Tn campul centrifugal, acceleratia gravitationala este determinata de forta
centrifuga:
g =w? -7, unde: 4.7)
r — distanta radiala de la axul central, m;
W — viteza unghiulara de rotatie, rad/s.
Substituind ecuatia 4.7 in 4.6, se obtine formula de calcul al vitezei de
separare terminala a particulelor:
D3w2r(pp_pL)
U, = 2 et) (48)
Izolarea (primara si finald). 1zolarea produsului de interes se efectueaza
dupa etapa de separare a celulelor din bioamestec — izolarea primara. 1zolarea
finala se efectueaza dupa purificarea cromatograficd a produsului si se incheie cu
uscarea produsului.
Operatiile unitare principale de izolare a produsului sunt: extractia lichid —

lichid, adsorbtia, precipitarea, ultrafiltrarea, dializa, cristalizarea si uscarea.

Important!
Extractia L-L este prezentatd in subcompartimentul 3.3 Transferul de
caldura si de masa. Precipitarea este prezentata in tabelul A.2.3.

Adsorbtia este utilizatd, de obicei, pentru izolarea produselor cu destinatie
farmaceuticd din solutiile diluate dupa etapele de separare, lezare a celulelor si
separarea fragmentelor celulare.
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Retineti!
Adsorbtia cu schimbatori de ioni este utilizatd pentru izolarea
aminoacizilor, proteinelor, antibioticelor; prin adsorbtia pe cdrbune activ se
izoleaza acidul citric.

Procesul de adsorbtie presupune urmatoarele etape:
1) adsorbtia componentelor pe adsorbent;
2) spalarea adsorbentului pentru inlaturarea componentelor neadsorbite;
3) desorbtia componentelor adsorbite;
4) inlaturarea resturilor de solvent prin spalare;
5) regenerarea adsorbentului.
La nivel cantitativ, adsorbtia se apreciaza prin izoterme de adsorbtie.
Pentru sistemele reale se utilizeaza izoterma Freundlich:

Cis = Kp - Cg‘%, unde: (4.9
C,s — concentratia substantei A pe adsorbent;
C; — concentratia substantei A in solutie;
Kr, n — constante empirice, iar n > 1 (adsorbtii favorabile).

Ultrafiltrarea este realizatd prin flux incrucisat, unde directia fluxului de
filtrare este paraleld membranei. Membranele utilizate trebuie sa fie rezistente
termic, chimic si de o anumitd porozitate. Tipurile de materiale utilizate sunt:
polisulfone, polietersulfone, poliacrilamide, clorura de polivinil, acetat de celuloza
s.a.

Selectivitatea membranei este caracterizata de coeficientul de retinere:

R = % unde: (4.10)

Cr — concentratia solutului retinut pe membrana filtrului;
Cp — concentratia solutului trecut prin membrana filtrului.
Fluxul solutului trecut prin membrana poate fi reprezentat prin formula:

J= gln (CW_CP), unde: (4.11)

Cp—Cp
D — coeficientul de difuzie al solutului;

0 — distanta de la membrana la care exista un gradient de concentratie;
Cw — concentratia solutului la suprafata membranei;

Cp — concentratia solutului in amestecul filtrat (permeat);

Cs — concentratia solutului in amestecul de filtrare.
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Daca se noteazd — = K (coeficientul de transfer de masd), atunci ecuatia

> | o

4.11 va avea forma:

J=K-in(2=2) (4.12)

In cazul 1n care membrana are un coeficient de rejectie Tnalt, concentratia
solutului 1n permeat va fi foarte mica si poate fi omisa:

—K-In(w
J=K ln(CB) (4.13)
Cu cresterea presiunii, valoarea Cw creste pana la o valoare maxima (Cg),

cand are loc precipitarea sau gelatinizarea solutului pe suprafata membranei. In
acest caz, ecuatia 4.13 va avea forma:

J=K-in(%) (4.14)

Retineti!
Concentratia de precipitare (sau gelatinizare) poate fi determinata
experimental pentru a selecta parametrii optimi ai procesului de filtrare si a
evita deteriorarea membranei.

Coeficientul de transfer de masa (K) se determina prin formulele
empirice:
1.  Numarul Sherwood:. Sh = KT%, unde: (4.15)
K — coeficientul de transfer de masa, m/s;
dn — diametrul hidraulic, m;
D — coeficientul de difuzie, m?/s.

2. Numarul Reynolds: Re = p'dn—"'u, unde: (4.16)
p — densitatea solutiei, kg/m5;
u — viteza de filtrare, m/s;
n — viscozitatea dinamica a solutiei, kg/m-s.

3. Numdrul Schmidt: Sc = LD (4.17)

Numarul Sherwood poate fi calculat conform formulei:
w
Sh =M -Re®-Sck - (dL—”) , unde: (4.18)

M, o, f, w— coeficienti empirici (Tab. 4.1);
L — lungimea tubului de filtrare.
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Tabelul 4.1. Valorile coeficientilor empirici M, a, B, w pentru fluxurile laminar si

turbulent
Tipul fluxului M a B w Re
flux laminar 1,860 0,43 0,33 0,33 <2300
flux turbulent | 0,023 0,89 0,30 0 >2300

Dializa este o metodd utilizatd in separarea moleculelor de diferite
dimensiuni printr-o membrand semipermeabild. Dializa este utilizatd pentru
desalinizarea proteinelor obtinute la etapa de precipitare reversibild a acestora.

Fluxul solutului trecut prin membrana (dializat) poate fi calculat cu ajutorul
coeficientului general de transfer de masa:
J = K, (C; — C3), unde: (4.19)
K. — coeficientul general de transfer de masa;
C1 — concentratia solutului in solutia supusa dializei,
C» — concentratia solutului trecut prin filtru.

Cristalizarea este o metodd eficientd de izolare finala a produselor
biotehnologice, precum: antibiotice, aminoacizi, acizi organici, vitamine s.a.
Cristalizarea se efectueaza la temperaturi joase, ceea ce minimizeaza riscul
descompunerii termice a produsului.

Uscarea este ultima operatie aplicatd in scopul inlaturarii apei din produs,
care poate servi ca mediu de reactii, cum ar fi oxidarea, hidroliza s.a., sau
degradarii fizice — agregarea.

Pentru produsele biotehnologice ce se descompun termic se aplica uscarea
prin liofilizare. La presiuni reduse, apa congelata sublima, vaporii sunt aspirati si
condensati cu un schimbator de caldura. Prin liofilizare se usuca: unele vitamine,
proteine, vaccinuri si steroizi.

Purificarea cromatografica. Cromatografia este una dintre metodele
principale utilizate in purificarea produselor obtinute pe cale biotehnologica. Orice
sistem cromatografic include doud componente, numite faze: faza stationard si
faza mobila (sau eluent). Substantele sunt deplasate (eluate) pe faza stationara de
faza mobila. in functie de structura chimica, substantele analizate vor prezenta o
anumitad afinitate fatd de faza stationara si solubilitate In faza mobila. Substantele
care stabilesc interactiuni mai puternice (afinitate inaltd) cu faza stationard se vor
deplasa mai lent (grad de retinere mai mare) fata de cele care formeaza legaturi mai
slabe (afinitate joasd, grad de retinere mai mic). Datoritd acestui fapt, substantele

se vor deplasa cu viteze diferite pe faza stationard, ceea ce asigurd separarea
acestora (Fig. 4.6).
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e ——
_‘I;aza mobild - OOO
Faza stationara | |

Figura 4.6. Reprezentarea schematica a deplasarii diferentiate a substantelor pe
o faza stationara sub actiunea fazei mobile

e — substantd cu un grad de retinere mai mare pe faza stationara (afinitate inalta),
o — substanta cu afinitate joasa fatd de faza stationara

Pentru cel mai simplu caz, cantitatea de solut adsorbit per unitate de
volum al coloanei cromatografice poate fi descrisa prin izoterma de adsorbtie:
Ci =M - f(C,), unde: (4.20)
M — cantitatea de adsorbent per unitate de volum, mg/mL;
f(CL) — cantitatea de solut adsorbit per unitate de adsorbent.
Pozitia benzii cu solut pe coloana cromatografica poate fi calculata astfel:

_ AV .
AX = YTETTICR unde: (4.21)

AV, A, &, M — constante care reprezinta forma integrata de la X=X la X=X si de la
V=Vpla V=V,
f '(CL) — derivata functiei f(CL) ce determind AX.

Pentru eluarea unui amestec format din douda componente (I si J), acestea
vor forma, in functie de afinitate, doud benzi distincte. Daca se noteaza prin L,
distanta parcursd de solutul I, Ls — distanta parcursa de solvent mai sus de faza
stationard si Lc — distanta parcursd de solvent in faza stationara (Fig. 4.7), atunci
rezolutia (R) sau raportul dintre distanta parcursd de solutul I si cea parcursa de
solvent mai sus de faza stationara va fi:

=R =——, unde: (4.22)

Ls e+MK’
K= f (CL) — coeficientul de partitie;
& — porozitatea coloanei.

__________________________ (%))
Le= 2V
Liquid TS A
—X+Y T L
L= 2V
- Adsorbent CTA
Lo

'/ t=0

™ Adsorbent
t=t

Figura 4.7. Separarea unui amestec binar intr-o coloana cromatografica
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Similar se poate defini raportul dintre distanta de deplasare a solutului I si
cea a solventului in coloana:
Ly _ &

f 7 LT e+MK (4.23)
Cand componentul I este eluat din coloana (Li=Lo) si Ls=Vo/A, unde Vo
este volumul de solvent necesar eludrii, atunci raportul volumului solventului la

volumul coloanei va fi:
==X 4K (4.24)

T T Le LoA

Lucrare practica 4.1. Probleme de calcul: Operatii de separare si
purificare a produsului biotehnologic

1. O proba cu volumul de 30 mL dintr-un bioamestec ce contine penicilind este
trecuta printr-un filtru de 3 cm?; timpul de filtrare constituie 4,5 minute, iar
compresibilitatea turtei de filtrare (s) este 0,5. Calculati suprafata filtrului, daca
diferenta de presiune la filtrarea a 500 L bioamestec intr-o ora este de 10 psi.

Modul de rezolvare:
1. Se aplica ecuatia Ruth, considerand cd rezistenta mediului filtrant Rn=0,
respectiv Vo=0; ecuatia va avea forma:

t a-Cn

vV 242Mp-g
2. Din conditia problemei, turta de filtrare este compresibila (s= 0,5), respectiv:

a = a (Ap)®, deci: & = % -V, deunde: a'(Ap)*-C-n-V?=
=2A%Ap-g-t
3. Se calculeaza valoarea produsului a - C - :

24%Ap-g-t 2 (3cm)*-10psi-3,528-10° Cm/minz - 4,5 min

"L N = = = . 6
@ = (10psi)®* - (30cm?)2 1-10
Conversia acceleratiei gravitationale:
9,8-100cm
— m I — . 6Ccm
g=98 /52 = > =3,528-10 /min2
(@ min

4. Se calculeaza aria filtrului:
_a@p)y-Cn-v?

a(Ap)s-C-n-V2?
o 4= |2@p)-Cem
20p-g-t 20p-g-t

4= @' (Ap)*-C-n-VZ  [1-106-10%5 - 5000002
- 20p-g-t | 2-10-3,528-106- 60

2

= 13784 cm? = 1,378 m?

Raspuns: A= 1,378 m?,
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2. Intr-o centrifug tubulari, care se roteste cu 3600 rpm, are loc separarea E. coli
dintr-o solutie cu densitatea de 1 g/cm? si viscozitatea cinematici de 10° m?/s, la o
distanta radiala de 10 cm in raport cu axul central. Diametrul si densitatea celulelor
constituie 1,25 um si, respectiv, 1,1 g/lcm?®. Calculati viteza de separare terminali a
celulelor.

Modul de rezolvare:

1. Se recalculeazd viteza unghiulard de rotatie in rad/s, dacd 360°= 2m-rad:

1rpm = 2292 = 0,1047 724/ respectiv: w = 3600 rpm - 0,1047 794/ =
=1376,92 Tad/,

2. Se calculeaza viteza de separare terminald, tinAndu-se cont cd acceleratia

gravitationald Intr-un camp centrifugal va fi determinatd de forta centrifuga
(ec. 4.7- 4.8):

(1,25 - 1076)2 - (376,92s~1)2 - 0,1m - (1100 — 1000) "g/m3

, =1,23-1075M/g

18-10-6™*/-1000%9/

Raspuns: Ug=1,23-10° m/s.
3. Concentratia unor biomolecule dupa separarea celulor este de 8-10° M. Pentru
aceste biomolecule, constantele empirice kn si n sunt egale cu 5,5-10° i, respectiv,
2,86. Calculati cantitatea minima de adsorbant necesara pentru a retine aceste
biomolecule in proportie de 90% din 2 m® de bioamestec.

Modul de rezolvare:
1. Se calculeaza concentratia biomoleculelor raimase in solutie:

100% ---- 8-:10° M

10% ---- X

_ *_10%-8-10‘5M_ 6
X—CA—W—S'IO M

2. Se calculeaza cantitatea adsorbita de biomolecule conform ecuatiei 4.9

(mol/cm3):
1
Cis=55" 1075-(8-1076)286 = 9,08 - 1077 mol/cm3
3. Se recalculeazi cantitatea de biomolecule adsorbite din 2 m® de bioamestec,

daca:
100% ---- 8-10° M

90% --—- X
_90%:8-107M _ o
x= 100%

7,2.10°mol 1L
x mol ---- 2000 L, de unde: x = 0,144 mol
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4. Se calculeaza cantitatea de adsorbant necesard pentru a adsorbi 0,144 mol
biomolecule:
9,08:107 mol ---- 1 cm?®
0,144 mol ---- x cm?, de unde: x = 0,16 - 10° cm® = 0,16 m?
Raspuns: Cantitatea minima de adsorbant necesara retinerii biomoleculelor este
0,16 m.
4. Concentratia de gelatinizare a unor polizaharide constituie 25 g/L. Densitatea
si viscozitatea fluidului — 1020 kg/m?® si, respectiv, 0,0018 kg/m-s, coeficientul de
difuzie — 5,6-10'* m?s. Polizaharidele sunt separate prin ultrafiltrare, cu o vitezi
de 0,34 m/s in tuburi membranare cu diametrul si lungimea de 2,4 cm si 2,0 m,
corespunzator. Calculati fluxul filtrarii, dacd concentratia polizaharidelor in
bioamestec este de 12 g/L.
Modul de rezolvare:
1. Se calculeaza numarul Schmidt (ec. 4.17):

S 0,0018 X9/ . ¢
Cc =

1020 kg/m3 -5,6-10-11M%/
2. Se calculeaza numarul Reynolds (ec. 4.16):

o 1020 kg/m3 -2,4-1072m - 0,34 M/

=3,15-10*

v = 4624
0,0018"9/,, . ¢

3. Se calculeaza numarul Sherwood (ec. 4.18), reiesind din valoarea Re= 4624
(Tab. 4.1):
2,4-1072m)\°
Sh =0,023-4624%8%.(3,15-10%)%3 - <T> =940

4. Se calculeaza coeficientul de transfer de masa (ec. 4.15):

940-5,6-10711 M/

a 2,4-102m
5. Se calculeaza fluxul filtrarii (ec. 4.14):
25g/L
12 g/L

=2,19-107¢ M/,

J=219-10"6M/ - ln< ) =1,61-107° M/,

Raspuns: J=1,61-10° m/s.
5. Tntr-o coloani de separare cromatografica utilizati pentru adsorbtia solutului A
pe un solid adsorbant B izoterma de adsorbtie este data de:
Cs =k, - C3 = f(C,), unde:
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Cs este mg solutie adsorbitd/mg adsorbant, C este concentratia de solutie in mediu
lichid (mg solutie/ml lichid), iar k1 este o constanta (ki= 0,2). Porozitatea coloanei
umplute este € = 0,35. Aria sectiunii transversale a coloanei este de 10 cm? si M
este 5 g de adsorbant la 100 mL volum de coloana. Daca volumul lichidului
adaugat este 250 mL (AV):
a) Determinati pozitia (AX) benzii solutului in coloand cand concentratia de solut
in faza lichid la echilibru este C,_ = 5-10 mg/mL.
b) Calculati raportul dintre distanta parcursa de solutul A (La) si cea de solventul B
n coloani (Ry) cand CL =5 - 102 mg/mL.

Modul de rezolvare:

1. Initial se calculeaza derivata functiei ce caracterizeaza izoterma de adsorbtie:
f(C) =k CP, f'(CL) =3k CE
f'(€)=3-0,2-(5-10"%)? = 0,0015

2. Se calculeaza (in mg/mL) cantitatea de adsorbant per unitate de volum:
5-103mg m

= ToomL 0 %t
3. Pozitia benzii cu solut Tn coloana cromatografici se calculeaza cu ajutorul
ecuatiei 4.21:
250

"~ 10- (0,35 + 50-0,0015)

4. Se calculeaza raportul dintre distanta de deplasare a solutului si cea a solventului

in coloana (ec. 4.23):

AX

=585cm

0,35
Rr =035+ 50-0,0015
Raspuns: AX= 58,5 cm, Ri= 0,824.
Probleme pentru rezolvare individuala:
1. La filtrarea unui bioamestec de drojdii au fost obtinute urmatoarele date
experimentale:
t, min 4 20 48 76 120
V, L 115 365 680 850 1130
Caracteristicile filtrului utilizat sunt: A = 0,28 m?, C = 1920 kg/m3,
n=2,9-10° kg/m's, o= 4 m/kg. Calculati:
a) coeficientii empirici k si Vo;
b) rezistenta mediului filtrant;
c) suprafata filtrului, daci Scdderea presiunii constituie 2,3-10* N/m?, pentru
filtrarea a 4000 L de bioamestec in 20 de minute.
Raspuns: K= 1,5-10%L%min; Vo= 210 L; Rp= 5760 m%; A= 27,43 m2,
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2. La filtrarea unui bioamestec ce contine gentamicind (antibiotic), rezistenta
filtrului este neglijabila, au fost obtinute urmétoarele date:
t, s 10 20 30 40
V, L 0,60 0,78 0,95 1,10

Caracteristicile filtrului utilizat sunt: A= 1,5 m?, C= 5 kg/m3, n= 1,2 cP,
o= 3 m/kg. Calculati:
a) coeficientii empirici k si Vo;
b) rezistenta mediului filtrant;
c) timpul de filtrare, daca scaderea presiunii la filtrarea a 5000 L de bioamestec
constituie 8-10° N/m2.

Réspuns: K= 2,6:102L?%s; Vo= 0,076 L; Ry=0,76 m; t= 2 min 8 s.

3. Intr-o centrifuga tubulard, care se roteste cu 5000 rpm, are loc separarea
biocatalizatorului dintr-o solutie cu densitatea de 1 g/cm?® si viscozitatea cinematici
de 1,1:10% m%s, la o distanti radiald de 15 cm n raport cu axul central. Diametrul
si densitatea celulelor constituie 1,15 um si, respectiv, 1,2 g/cm®. Calculati viteza
de separare terminala a celulelor.

Raspuns: Ug= 5,49-10* m/s.
4. Concentratia de gelatinizare a unui produs de interes constituie 15 g/L.
Densitatea si viscozitatea fluidului — 1035 kg/m® si, respectiv, 0,001 kg/m-s,
coeficientul de difuzie — 5,1-10'* m?/s. Produsul este separat prin ultrafiltrare, cu o
viteza de 0,44 m/s in tuburi membranare cu diametrul si lungimea de 2,6 cm si
1,7 m corespunzator. Calculati fluxul filtrarii, dacd concentratia produsului Tn
bioamestec este de 7,5 g/L.
Raspuns: J=1,71-10° mls.
5. Intr-o coloani de separare cromatografici a unei proteine izoterma de
adsorbtie este data de ecuatia:
f(C) = kCE
In baza valorilor urmatoarelor constante: k= 0.4, e= 0,3, A= 25 cm?,
M= 100 mg/mL, AV= 400 mL, calculati:
a) Pozitia (AX) benzii solutului in coloand cand concentratia proteinei in faza
lichid la echilibru este C,. = 9-10"2 mg/ml.
b) Raportul dintre distanta parcursd de proteind si cea de solvent in coloand, cand
CL=9-102mg/ml.
Raspuns: AX= 2,1 cm, R=0,04.
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Lucrare de laborator 4.1. Metode de separare si purificare a
aminoacizilor dintr-un bioamestec

Scopul lucrarii constd in identificarea cromatografici a aminoacizilor
dintr-un bioamestec modelat, izolarea si purificarea aminoacizilor pe exemplul
schemei tehnologice industriale de izolare-purificare a acidului glutamic din
bioamestec.

Modul de lucru:

1. Separarea aminoacizilor prin metoda cromatograficd in strat subtire

v' cu o ord inainte de efectuarea experimentului, in camera cromatografica se
trece lichidul de elutie (butanol: apa: acid acetic glacial, in raport volumetric
12:5:3; amestecul se agita cel putin 15 minute inainte de utilizare), la o indltime
de 0,5- 0,8 cm si se inchide ermetic pentru saturarea atmosferei cu vaporii
lichidului de eluare;

v’ pe placa Silufol, a cérei latime este cu 0,5-1,0 cm mai mica decat diametrul
camerei cromatografice, este trasata linia start la 1,5 cm de margine;

v' pe linia start se aplica cu ajutorul unui capilar, sau micropipeta, fiecare proba:
bioamestecul modelat, solutia standard de acid glutamic (0,02 M 1n
izopropanol) si aminoacidul indicat de profesor (0,02 M in izopropanol), astfel
incét diametrul spotului sa nu depaseasca 2-3 mm. Pentru marirea concentratiei
aminoacidului, aplicarea probei se poate repeta de 3-5 ori. Fiecare aplicare
suplimentard se realizeazd dupa uscarea celei anterioare. Placa se usuca la
temperatura de 80 — 90°C;

0.5cm I
Linia de front
O O
O
b
a
Linia start
L5cm T
v
1 2 3

1- bioamestecul modelat

2- acidul glutamic

3- g-aminoacid

a- distanta parcursi de acidul glutamic
b- distanta parcursi de lichidul de eluare

Figura 4.8. Cromatograma aminoacizilor
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se imerseazad placa in coloana cromatografica, astfel incat toatd partea
inferioara a placii sd intre simultan in lichidul de eluare. Camera se inchide
ermetic;

procesul se opreste in momentul in care frontul lichidului va atinge 0,5-0,8 cm
de la marginea de sus a placii;

se traseazi cu creionul linia de front si se usuci 2-3 minute la t = 80 — 90°C;
dupa uscare, placa se stropeste cu solutie de revelare (solutie de ninhidrind de
0,1-0,2% 1in acetond) sub nisa de ventilare; stropirea se efectueazad tinand
pulverizatorul la o distanta de 30 — 40 cm, realizdnd o umectare uniforma a
plicii. Placa se usuci la temperatura de 100-110°C pani la aparitia spoturilor
colorate ale produsilor aminoacizilor cu ninhidrina;

se contureaza marginile spoturilor si se marcheaza centrul fiecarui spot;

se masoard distanta de la linia start pana la centrul spotului (a) si pana la linia

de front (b) si se calculeaza coeficientul de retentie (Ry) pentru fiecare spot:
a

Ry =—
)
valorile obtinute se compard cu datele tabelare ale Rf si se concluzioneaza
referitor la aminoacizii identificati.

Tabelul 4.2. Valorile coeficientului de retentie a a-aminoacizilor; lichidul de
eluare butanol: apa: acid acetic in raport volumetric 12:5:3

a-aminoacid Rt
glicind 0,23
alanina 0,30
serind 0,22
cisteind 0,08
acid aspartic 0,23
asparagind 0,12
fenilalanina 0,60
tirozind 0,45
triptofan 0,50
histidina 0,23
valind 0,51
treonind 0,26
metionind 0,50
acid glutamic 0,28
glutamind 0,17
leucina 0,70
izoleucina 0,67
arginind 0,15
lizina 0,12
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2. Izolarea si purificarea aminoacizilor din bioamestec
se ajusteaza pH-ul bioamestecului modelat ce contine acid glutamic (L-Glu), cu
solutie de HC1 0,1 M pani la valoarea 3,2 (pI al L-Glu);
bioamestecul, cu pH-ul ajustat, se rdaceste pe o baie de gheatd pand la
temperatura <6°C;
se centrifugheaza amestecul la viteza de rotatie 5000 rpm timp de 30 de minute;
se colecteaza fractia superioara (limpede) din eprubete, astfel incét precipitatul
(cristale de L-Glu) sa ramand in eprubeta; fractia colectatd reprezintd solutia
celuilalt a-aminoacid din bioamestec;
fractia lichida (ce contine al doilea a-aminoacid) este supusa cristalizarii intr-o
ceasci de evaporare pe o baie de api (t=60°C);
a-aminoacidul cristalizat se usucd in etuvd pand la masd constantd la
temperatura de 100+5°C si se cantireste produsul obtinut;
fractia ce contine L-Glu se cristalizeaza intr-o ceascd de evaporare pe o baie de
api la temperatura de 60°C;
cristalele de L-Glu se resolubilizeazd (se neutralizeazd) cu o cantitate
echimolarad de NaOH (este indicatd de personalul laboratorului) pentru a obtine
glutamat monosodic;
daca solutia (glutamat monosodic) are nuantd galbend, atunci aceasta se
decoloreaza pe o coloana de carbune activ;
solutia de glutamat de sodiu (incolord) se supune cristalizarii pe o baie de apa
(t=60°C);
cristalele de sare obtinute se usucd in etuvd pana la masd constanta la
temperatura de 100+5°C si se cantireste produsul obtinut;
se intocmeste bilantul de materiale al tehnologiei de izolare si purificare a
aminoacizilor obtinuti din bioamestec si se calculeaza randamentul de separare
a L-Glu sub forma de glutamat monosodic (CsHsNO4Na).

Important!
Izolarea si purificarea aminoacizilor din bioamestec corespunde
tehnologiei reale de izolare- purificare a acidului glutamic obtinut in urma

fermentarii substratului de melasa de catre C. glutamicum (Fig. 4.9).
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Bioamestec ce
contine L-Glu

Ricirea bioamestecului
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Decolorare pe
coloana de CA
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=100=5°C

Glutamat
de sodiu

Figura 4.9. Fluxul tehnologic de separare si purificare a acidului glutamic din
bioamestec
Nota: a-aminoacidul indicat Tn procesul industrial este reprezentat de bioamestec

Lucrare de laborator 4.2. Analiza puritatii produsului biotehnologic de
interes

Scopul lucrarii constd in determinarea puritatii produsului biotehnologic
de interes (alcooli, hidrati de carbon, aminoacizi) dupa etapele de separare si
purificare a acestora, cu ajutorul parametrilor fizici: densitatea, unghiul de refractie
si unghiul de rotatie al planului luminii polarizate.
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Modul de lucru:
1. Determinarea densitatii alcoolilor cu areometrul:
se selecteazd areometrul potrivit densitatii scontate pentru fiecare alcool:
etanol, propan-1-ol si propan-2-ol;
ntr-un cilindru se trece proba de analizat;
se fixeaza temperatura alcoolului cu ajutorul unui termometru;
se imerseaza arcometrul si se citeste valoarea densitatii dupa 3-4 minute;
densitatea, exprimati in g/cm?, se recalculeaza pentru temperatura de 20°C cu
ajutorul formulei:

(\

ANANE RN

P20 = Pe|1 — k(t — 20)], unde:
p,o— densitatea la 20°C, g/cm3;
p¢— densitatea masurati la temperatura t, g/cm?;
k — (0,0011) coeficient de dilatare termici, °C™*;
t — temperatura masurati, °C.
v se determind continutul (in %) de alcool, utilizand datele din tabelul 4.3.

Tabelul 4.3. Densitatea solutiilor apoase ale alcoolilor (la t=20°C), g/cm?

< Alcool
Partea de masi (), % Etanol Propan-1-ol | Propan-2-ol
0,5 0,9973 0,9973 0,9973
1,0 0,9963 0,9963 0,9939
2,0 0,9945 0,9946 0,9939
3,0 0,9927 0,9928 0,9920
4,0 0,9910 0,9911 0,9902
5,0 0,9893 0,9896 0,9884
6,0 0,9878 0,9882 0,9871
7,0 0,9862 0,9868 0,9855
8,0 0,9847 0,9855 0,9843
9,0 0,9833 0,9842 0,9831
10,0 0,9819 0,9829 0,9816
12,0 0,9792 0,9804 0,9793
14,0 0,9765 0,9779 0,9772
16,0 0,9739 0,9749 0,9751
18,0 0,9713 0,9719 0,9725
20,0 0,9687 0,9686 0,9696
22,0 0,9660 0,9653 0,9667
24,0 0,9632 0,9612 0,9637
26,0 0,9602 0,9571 0,9609
28,0 0,9571 0,9533 0,9580
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30,0 0,9539 0,9495 0,9551
32,0 0,9504 0,9452 0,9552
36,0 0,9431 0,9370 0,9493
38,0 0,9392 0,9288 0,9464
40,0 0,9352 0,9288 0,9302
42,0 0,9311 0,9206 0,9286
44,0 0,9269 0,9124 0,9225
46,0 0,9227 0,9042 0,9154
48,0 0,9183 0,8961 0,9060
50,0 0,9139 0,8959 0,8978
52,0 0,9139 0,8895 0,8936
56,0 0,9139 0,8878 0,8902
60,0 0,8676 0,8875 0,8824
70,0 0,8676 0,8714 0,8816
80,0 0,8436 0,8470 0,8341
90,0 0,8180 0,8345 0,8249
92,0 0,8125 0,8288 0,8188
94,0 0,8070 0,8226 0,8026
98,0 0,7954 0,8146 0,7947
100,0 0,7893 0,8034 0,7848

2. Determinarea unghiului de refractie al alcoolilor:
etalonarea aparatului se efectueazd periodic cu ajutorul unor substante cu
indice de refractie constant, cum ar fi: monobromnaftalina (n2° = 1,6588)
sau apa distilata (ng0 = 1,3330);
cateva picaturi din lichidul analizat se plaseaza Tntre prismele
refractometrului;
in campul vizual al ocularului se observa doud zone, delimitate intre ele: una
luminoasa si cealaltd intunecata;
limita dintre zone se aduce exact la punctul de Tncrucisare al firelor reticulare;
pe scala aparatului se citeste valoarea indicelui de refractie; citirea se
efectueaza cu 0 precizie de trei zecimale;
valorile fixate se introduc in tabel:

Produsul biotehnologic analizat N5 tabelar N3 determinat
Etanol 1,3614
Propan-1-ol 1,3856
Propan-2-ol 1,3772
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3. Determinarea unghiului de rotire al planului luminii polarizate:

v’ se prepara solutiile de lucru conform standardelor in vigoare (fiecare clasd de
compusi are metoda specifica de preparare: de exemplu, aminoacizii se prepara
in solutii alcaline sau acide) cu concentratia de 1g/100 mL solvent;

v se conecteazd polarimetrul, lucrul poate fi inceput dupa 15-20 min, pentru ca
lampa de sodiu sa se incélzeasca;

v'se umple cuva cu solventul utilizat si se urmareste ca lentilele prin care trece
lumina sa fie curate;

v se plaseazd cuva cu solvent in polarimetru si se verificd unghiul de rotire.
(pentru apa distilati unghiul de rotire trebuie si constituie 0°). Se ajusteazi,
prin rotire, axele de pe ecranul de citire, astfel incat acestea sa fie pe linia dintre
partea Intunecati si cea luminoasa si se fixeaza valoarea si directia unghiului de
rotire al solventului;

v' se plaseazd cuva cu substanta analizatd si se citeste valoarea unghiului si
directia de rotire a luminii polarizate;

v se calculeazd unghiul de rotire al luminii polarizate a substantei de analizat cu
ajutorul formulei:

ag’ = Agubst. = Asowent
v’ valoarea obtinuta se compara cu datele tabelare (Tab. 4.4).
Tabelul 4.4. Valorile standard ale unghiului de rotire al planului luminii polarizate

Substanta al?

D-glucozi +52,7

D-fructoza -92,0

D-galactoza +80,2

D-lactoza +55,4

D-riboza -19- (-22)

D-zaharozi +66,4

L-citrulind +3,7 (solvent-apa distilata)

L-cisteina +5 - +10 (solvent HCI)

L-acid glutamic +31,5- +32,2 (solvent HCI)

L-triptofan -31,5 (solvent apa distilata)
+2,4 (solvent HCI 0,5 M)
+6,1 (solvent NaOH 11%)
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Lucrare de laborator 4.3. Simularea proceselor de separare si
purificare a produsului de interes in DWSIM

Programul DWSIM
Disponibil: dwsim.org

Scopul lucrarii consta in familiarizarea studentilor cu simularea
proceselor de separare si purificare a produsului biotehnologic de interes utilizand
software-ul DWSIM.

Modul de lucru:

1. Simularea procesdrii post-fermentative a bioetanolului

v se deschide programul DWSIM si se creeaza un proiect nou,;

v se selecteaza compusii chimici necesari pentru simulare: etanol (Ethanol) si
apa (Water);

v' se selecteaza modelul termodinamic NRTL sau UNIFAC;

v se selecteaza unitatile de masura Sl Engineering;

v se defineste fluxul materiei prime (Material Stream) din panoul Flowsheet
Obijects prin tragerea si plasarea pictogramei pe diagrama de proces (ecranul
de lucru);

v' se selecteaza fluxul materiei prime adaugat (in partea stdngad se deschide
panoul corespunzitor), care se denumeste generic Bioamestec, si se seteaza
parametrii indicati de profesor in compartimentul Input Data — Stream
Conditions: temperatura, presiune, debit, iar in compartimentul /nput Data —
Compound Amounts: cantitatile de compusi;

v se selecteaza coloana de distilare (Shortcut Column) din panoul Flowsheet
Objects — Columns prin tragerea si plasarea pictogramei pe diagrama de
proces;

v se selecteaza coloana de distilare si se verifica conexiunile (Connections)
pentru amestecul ce intrd in coloana (numit Bioamestec), distilatul (Distillate
Stream) evacuat pe partea superioard a coloanei si reziduurile (Bottoms
Stream) evacuate pe partea inferioara a coloanei;

v se indica fractiile usoara si grea in procesul de distilare in felul urmator: in
compartimentul Calculation Parameters se selecteaza Ethanol pentru Light
Key Compound (LK) si, respectiv, Water pentru Heavy Key Compound (HK);

v" in acelasi compartiment se indicd continutul remanent de etanol in fractia
grea, respectiv apa in fractia usoara si raportul de reflux (Reflux Ratio);
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mai eficienta, dar totodata si consum energetic ridicat.

Important!
O valoare mai mare pentru parametrul Reflux Ratio asigurd o separare

se seteaza tipul condensatului (Partial) si presiunea (atmosferica);

pentru a simula schema tehnologica construita, se utilizeaza pictograma Solve
situatd in bara de instrumente;

se analizeaza randamentul obtinut, compozitia reziduului, energia consumata;
pentru optimizarea procesului se modifica parametrii selectati si se tasteaza
din nou pictograma Solve.

2. Simularea extractiei lichid- lichid a unui produs de interes
n programul DWSIM se creeaza un proiect nou;
se selecteaza compusii chimici necesari pentru simulare: hexan (Hexane), apa
(Water) si eter etilic (Diethyl ether);

timp foarte scurt dupa omogenizare, iar extractia are un randament inalt
(proprietati pre-setate Tn programul DWSIM).

Important!
Compusii sunt selectati gratie formarii a doua faze nemiscibile ntr-un

v
v
v

se selecteaza modelul termodinamic UNIFAC-LL;

se selecteaza unitatile de masura S| Engineering;

se definesc doua fluxuri de materie prima (Material Stream) din care unul
este amestecul apa — hexan, iar al doilea solventul — eterul etilic;

se seteazd parametrii indicati de profesor in compartimentul /nput Data —
Stream Conditions: temperatura, presiune, debit, iar in compartimentul Input
Data — Compound Amounts: cantitatile de compusi;

pentru simplificarea procesului, in schema tehnologicd se include un
omogenizator: Flowsheet Objects — Mixers/Splitters, la care se racordeaza
cele doua fluxuri create anterior;

se selecteaza coloana de separare (Compound Separator) din panoul
Flowsheet Objects — Separators/Tanks prin tragerea si plasarea pictogramei
pe diagrama de proces; coloana se racordeaza la conducta de evacuare a
amestecului obtinut Th omogenizator;

in compartimentul Separation Fractions, care se deschide prin accesarea
coloanei de separare, se indica randamentele de extractie;
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v pentru a simula schema tehnologicé construita se utilizeazd pictograma Solve

situatd in bara de instrumente;
v’ se analizeazd compozitia fractiilor obtinute;

v/ pentru determinarea conditiilor optime de extractie se

conform tabelului de mai jos:

modificad parametrii

. Raport solvent: | Temperatura, Randamentul
Setare simulare amestec °C de extractie, %
1 1:1 15 85
2 1:2 25 72
3 2:1 45 96

Sarcini de evaluare si de autoevaluare

1. Definiti etapele de separare si purificare a unui produs biotehnologic.

2. Enumerati operatiile unitare de separare si purificare a produsului de interes.

3. Explicati diferenta dintre operatiile unitare de separare si cele de purificare a
produsului de interes.

4. Clasificati produsul biotehnologic dupa stabilitatea la procesare si in functie de
particularitatile metabolismului biocatalizatorului.

5. Explicati succint influenta etapei de lezare a celulelor asupra sinecostului
produsului biotehnologic.

6. Explicati in ce mod stabilitatea produsului biotehnologic determina tehnologia
de separare si purificare aplicata.

7. Propuneti scheme pentru trei fluxuri tehnologice calitative de separare si
purificare a produselor biotehnologice (biomasa, produs extracelular, produs
intracelular).

8. Enumerati parametrii care determina tehnica de filtrare a bioamestecului la etapa
de proiectare a procesului biotehnologic.

9. in baza ecuatiei generale a filtririi si a ecuatiei Ruth, explicati, la nivel
cantitativ, esenta procesului de filtrare a bioamestecului.

10. Explicati particularitatile izolarii primare si finale a produsului de interes.

11. Argumentati particularitatile izolarii aminoacizilor si proteinelor extracelulare
din bioamestec.

12. Enumerati etapele procesului de adsorbtie a produsului de interes din
bioamestec.

13. Argumentati, cu ajutorul parametrilor adimensionali: numerele Reynolds,
Sherwood, Schmidt, cum poate fi calculat fluxul filtrarii bioamestecului.
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14. Definiti procesul de dializa si importanta acestuia Th desalinizarea proteinelor.
15. Definiti notiunile de cristalizare, uscare si liofilizare a produsului
biotehnologic.

16. Argumentati, prin calcule, determinarea vitezei de separare terminald a
particulelor in procesul de centrifugare a bioamestecului.

asupra fluxului de filtrare.

18. Argumentati importanta cromatografiei in purificarea produsului biotehnologic.
19. Definiti notiunile specifice separarii cromatografice: faza stationara, eluent,
solut, coeficient de repartitie.

20. Elaborati un flux tehnologic al etapelor de separare si purificare a acidului
citric.
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10.

11.

12.

13.
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ANEXE

ANEXA 1. Raspéndirea si proprietitile fizico-chimice ale hidratilor de carbon

Hidratii de carbon sunt substante naturale fundamentale, cu formula
generald (Cn(H20)m, unde n=m>3, raspandite in toate organismele vii, atit
vegetale, cit si animale, inclusiv microorganisme. In biosfer, hidratii de carbon
sunt cele mai abundente biomolecule. Glucidele, rezultate din metabolismul primar
al organismelor autotrofe, au, la nivel celular, rolul de substante de rezerva, rol
plastic, energetic, precum si de precursori in biosinteza altor biomolecule din
cadrul metabolismului secundar.

Procesul metabolic de biosintezd a hidratilor de carbon este fotosinteza,
un proces fotobiochimic, de reducere a dioxidului de carbon la hidrati de carbon ce
contin de la 3 la 9 atomi de carbon si oxidarea apei la oxigen. Tn cazul glucozei,
ecuatia procesului de fotosinteza are forma:

6C0, + 6H,0 3 Ce¢H1,04 + 60, (1.1)
A fost estimat ¢ prin fotosintezd se converteste cca 0,1% (10*® kcal) din
radiatia solard ce ajunge pe suprafata Terrei. Aproximativ aceeasi cantitate de
energie solara ,stocatd” In energia legaturilor chimice este disipatd in mediul
ambiant prin procesul invers fotosintezei — respiratia.
Dupa numarul atomilor de carbon si structura chimica, hidratii de carbon
se clasificd in: monozaharide, oligozaharide si polizaharide (Fig. A.1.1).
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trioze
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tetroze (eritroza,
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trizaharide rutinoza)
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strofantotrioza)
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carbon

tetrazaharide
(stachioza)
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(xilane) (celuloza,
omogene amidon,
hexozane dextrine,
Polizaharide mixte (_dextrani) J
(pectine, fructani
mucilagii, (inulina)
gume)

Figura A.1.1. Clasificarea chimica a hidratilor de carbon

Din grupul monozaharidelor in naturd cele mai raspandite sunt pentozele
(Fig. A.1.2b) si hexozele (Fig. A.1.2c), pe cand triozele (Fig. A.1.2a) si tetrozele
nu se intalnesc 1n stare libera.
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d
N H——OH H——OH
| HOTOH H——OH i
CH,OH H——OH H——oH
D-glicerinaldehida CH,OH CH,OH
a b c

Figura A.1.2. Structurile chimice ale D-glicerinaldehidei (a) (trioza),
D-ribozei (b) (pentoza) si D-glucozei (c) (hexoza)

Monozaharidele contin in molecule atomi de carbon asimetrici, fiind
astfel molecule chirale. Numarul stereoizomerilor se calculeazd conform formulei
Fischer (ec. 1.2).

N =2", (1.2)
unde: N — numadrul de stereoizomeri, n — numarul atomilor de carbon asimetrici.
Prin urmare, exista 8 pentoze si 16 hexoze stereoizomere.

Monozaharidele in care configuratia atomului de carbon asimetric cu
numarul de ordine cel mai mare este aceeasi ca pentru D-glicerinaldehida (Fig.
A.1.2a) sunt clasificate in seria stericd D, iar in caz opus — in seria sterica L.
Apartenenta glucidelor la una din serii se indica prin literele D si L plasate Thaintea
denumirii compusului.

Important!

Stereoizomerii au un rol esential in procesele metabolice ale
organismelor vii, deoarece majoritatea enzimelor (catalizatori ai proceselor
biologice) poseda specificitate, de reguld pentru un singur stereoizomer. Altfel
spus, enzimele pot cataliza procese biochimice cu conditia ca acestea pot
forma produsi intermediari cu substratul pe care il ,,recunoaste stereochimic”
(a se vedea compartimentul 2).

Prezenta atomilor de carbon asimetrici in moleculd conduce la fenomenul
de mutarotatie. Dacd substanta chirald roteste planul luminii polarizate spre
dreapta, Tn sensul acelor ceasornicului, aceasta este dextrogira (lat. dextro), iar
daca spre stinga, impotriva acelor ceasornicului, levogira (lat. laevo). Daci
directia de rotire este dextro, substantei i se atribuie in denumire simbolul ,,+”, iar
daca directia este laevo, simbolul ,,—.
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Tn realitate, glucidele in stare solida existd sub forma ciclici. Acestea se
formeaza prin interactiunea intramoleculard a grupei carbonil cu grupa hidroxil
generand semiacetali ciclici. Spre exemplu, hexozele formeaza cicluri stabile din 5
(ciclu furanozic, B-D-fructofuranoza) sau din 6 atomi (ciclu piranozic, a-D-
glucopiranoza) (Fig. A.1.3), obtinute prin interactiunea grupei carbonil cu grupele
hidroxil ale atomilor C4 sau Cs. Prin ciclizare se pot obtine stereoizomerii a Sau S,
numiti anomeri. Dacad hidroxilul rezultat prin ciclizare (atomul C; pentru
glucopiranoza si C, pentru fructofuranozd) se afla in partea superioara fata de
planul ciclului, este vorba despre anomerul a, Tn caz contrar — despre anomerul S.
In solutie glucidele ciclice exista in echilibru cu formele liniare.

0 0]
OH HO
OH OH CH,OH
OH OH
a (a-D-glucopiranoza) b (B-D-fructofuranoza)

Figura A.1.3. Structurile chimice ale semiacetalilor ciclici: piranoza (@) si
furanoza (b) formati de hexoze

Retineti!
In procesele biochimice din organismele vii, hidratii de carbon sunt
compusi doar din stereoizomerii D ai monozaharidelor corespunzatoare.

Formarea semiacetalilor ciclici duce la aparitia unui nou centru asimetric
si, respectiv, a unei grupe hidroxil la atomul C; (ex. a-D-glucopiranoza) sau C
(ex., B-D-fructofuranoza), numita hidroxil glicozidic (semiacetalic). Hidroxilul
glicozidic este mai reactiv decét celelalte grupe hidroxil din molecula.

Proprietati fizico-chimice. Pentozele si hexozele sunt compusi cristalini,
incolori, majoritatea cu gust dulce. Monozaharidele sunt solubile in apd, mai putin
solubile 1n alcooli si insolubile in solventi organici slab polari si nepolari (eteri,
cloroform, benzen s.a.).

Proprietatile fizico-chimice ale hidratilor de carbon sunt caracteristice
compusilor carbonilici si alcoolilor poliatomici. Prin reducerea grupei carbonil,
monozaharidele se transforma in polialcoolii corespunzitori.

Monozaharidele sunt compusi reducdtori, usor oxidabili. Aceste
proprietiti stau la baza reactiilor de identificare a acestora. in prezenta reagentului
Fehling are loc formarea Cu.O, iar in prezenta reagentului Tollens — a argintului
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metalic (reactia oglinzii de argint). In aceste reactii are loc oxidarea grupei carbonil
a aldozelor si formarea acizilor aldonici corespunzatori. Acizii aldonici se pot
lactoniza daca reactia de oxidare se efectueaza in prezenta apei de brom. Oxidantii
puternici induc oxidarea concomitentd a carbonilului si a hidroxilului Cs si
transformarea aldozelor in acizi dicarboxilici corespunzatori (acizi zaharici).
Oxidarea selectivd a hidroxilului Cs al aldozelor determina formarea acizilor
uronici. Aceste reactii sunt prezentate, pe exemplul D-glucozei, in figura A.1.4.

CHC COOH co
H—————OH H————0H H—1—OH 0
Br, HO—— HO—t—H
HQ et H -
H,0O -H,0
H———OH H———OH H—
H————OH H————0H H——0OH
CH,OH . CHiO0H CH,OH
D-glucoza Acid D—glzucomc Lactona

s
Z o,
& ] 6,'%)/_
COCH CHO
H———0H H = OH
HOQ———H HOQ————H
H———7a——-0H H——F1—O0H
H———0OH H———a——0H
COCH COCH
Acid D-zaharic Acid D-glucuronic

Figura A.1.4. Oxidarea glucozei cu diferiti oxidanti

in reactiile de eterificare si esterificare, hidroxilul glicozidic manifesti o
reactivitate Tnalta, comparativ cu celelalte grupe hidroxil. Derivatii obtinuti pe cale
biochimica duc la aparitia unei clase extrem de variate de metaboliti secundari —
glicozide. Glicozidele sunt compuse din partea glucidica — glicon si restul
neglucidic — aglicon. Glicozidele la care agliconul este de naturd glucidica sunt
oligozaharidele.

O proprietate-cheie Tn domeniul biotehnologiei este fermentarea hidratilor
de carbon, care poate fi de mai multe tipuri, in functie de natura biocatalizatorului
implicat Tn procesul biochimic (a se vedea compartimentul 2).
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Oligozaharidele contin in moleculd de la 2 pand la 10 resturi de
monozaharide. Cele mai importante oligozaharide sunt dizaharidele formate din
doua resturi de monozaharide. Dizaharidele sunt compusi cristalini, bine solubili in
apa si insolubili 1n solventi organici.

Dizaharidele hidrolizeaza la incdlzire in prezentd de acizi, cu formarea de
monozaharide. Hidroliza are loc si in prezenta enzimelor.

Denumirea dizaharidelor include configuratia, seria sterica si numarul de
ordine al atomului de carbon din monozaharida de baza (glicon) si din aglicon
(consideratd ca substituient), urmatd de seria sterica a celei de a doua
monozaharide (aglicon).

Oligozaharidele reducdtoare contin in moleculd un hidroxil semiacetalic
(glicozidic) liber, comportandu-se ca potentiale aldoze, susceptibile si reduca
reactivul Fehling sau Tollens. Cele mai raspandite dizaharide reducatoare sunt
celobioza, maltoza si lactoza (Tab. A.1.1).

Tabelul A.1.1 Structurile chimice ale unor dizaharide
Denumirea Structura chimica Caracteristica
Este formata din doua
resturi de D-glucoza.
Gliconul si agliconul

au configuratia .
Celobioza nu poate fi
asimilatd de plante si
animale din lipsa
enzimei ce poate sa

) ) hidrolizele legatura
B-D-glucopiranozil-(1-4)-D- eterica, B (1-4).
glucopiranoza

Celobioza

Celobioza se obtine la
hidroliza partiala a
celulozei.

Este formata din doua
resturi de D-glucoza.
Atat gliconul, cat si
agliconul au confi-
guratia a. Maltoza se
obtine prin hidroliza
enzimatica a

Maltoza

124



a-D-glucopiranozil-(1—4)-D- amidonului si consti-

glucopiranoza tuie materia prima in
unele procese bio-
tehnologice (ex.,
fabricarea alcoolului
etilic, berii).

Se contine in lapte si
este formata dintr-un
fragment de D-
galactoza (aglicon f)
si de  D-glucoza
B-D-galactopiranozil-(1—4)-D- (glicon B).

glucopiranoza

6
CH,0H

Lactoza

Este formatd dintr-un
fragment de D-
glucoza (aglicon o) si
unul de D-fructoza
(glicon B). Zaharoza
reprezinta
constituentul major al
mediilor nutritive n
multe procese bio-
tehnologice.

Zaharoza

a-D-glucopiranozil-(1—2)-D-
fructofuranoza

Oligozaharidele nereducdtoare nu contin In molecula hidroxil glicozidic,
respectiv. nu poseda proprietatea de reducere. Reprezentantul principal este
zaharoza (Tab. A.1.1).

Retineti!
Prin hidroliza acida a zaharozei se formeaza un amestec de a-D-
glucoza si B-D-fructoza, numit zahdr invertit.
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Polizaharidele sunt formate prin policondensarea de la 11 la cateva zeci
de mii de resturi de monozaharide (monomeri). Cele mai raspandite polizaharide
sunt amidonul si celuloza.

Important!

Tn procesele biotehnologice amidonul (polimer al glucozei) este
utilizat in calitate de substrat fie direct, fie dupa hidroliza acida sau enzimatica.
Hidroliza amidonului are loc treptat pana la glucoza: amidon — oligozaharide
(dextrine: 20 resturi de glucoza) — dizaharide (maltoza) — glucoza.

Amidonul este format din amiloza si amilopectina. Amiloza este un
polimer liniar format din legaturi glicozidice a(1—4) (Fig. A.1.5). Amiloza este
insolubila in apa si constituie cca 20% din continutul amidonului.

6 6 6 6
CH,-OH CH,-OH CH,-OH CH,-OH
> o)
1
OH
3 2
OH

Figura A.1.5. Structura chimica a unui fragment de amiloza
Amilopectina constituie cca 80% din componenta amidonului si este un
polimer ramificat prin legéturi a(1—6), este solubil in apd (Fig. A.1.6).

6 6
CH,-OH CH,-OH

Leg.
glicozidica
a(1—6)

Leg.
glicozidica
a(l—4)

Figura A.1.6. Structura chimica a unui fragment de amilopectina
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Important!

Amidonul este hidrolizat de patru enzime originare din bacterii si
fungii: a-amilaze — hidrolizeaza legaturile 1—4 pana la maltoza, p-amilaze —
legaturile 1—4 de la capatul non-reducdtor (care nu contine hidroxilul
glicozidic), formand molecule de maltoza, y-amilaza (maltaza) — hidrolizeaza
maltoza la glucoza si, cu o vitezd mai mica, legaturile 1-6, izoamilaze —
hidrolizeaza legaturile 1—6 din amilopectind la dextrine si maltoza.

Retineti!
Glicogenul este o polizaharidda de origine animala, similar
amilopectinei, insd cu o structurd mai ramificata si serveste ca substantd de
rezerva de glucoza.

Celuloza este o polizaharida neramificata, fragmentele de glucoza sunt
unite prin legaturi p(1-4) (Fig. A.1.7). Tntre macromolecule se formeaza legaturi
de hidrogen, care confera rezistentd mecanica inalta fibrelor de celuloza.

6 6
CH,-OH CHp-OH CHp-OH CH,-OH
o 0o
OH 0 OH 0\j
OH OH

Figura A.1.7. Structura chimica a unui fragment de celuloza
in prezent celuloza poate fi utilizatd in calitate de substrat in procesele
biotehnologice, doar dupa procesarea fizicd si hidroliza acidd sau enzimatica.
Celulazele sunt enzimele care pot hidroliza celuloza. La nivel industrial, celulazele
sunt produse prin fermentarea efectuata de fungiile modificate genetic
Trichoderma reesei.

Retineti!
Valorificarea celulozei neprelucrate ca materie primd ieftind in
procesele biotehnologice reprezinta o directie actuala de cercetare in domeniul
ingineriei biochimice.
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ANEXA 2. Réspdndirea si proprietitile fizico-chimice ale proteinelor

Proteinele (proteios — de prim rang) reprezintd constituentii chimici ai
organismelor vii cu cel mai Thalt grad de complexitate. Acestea au functii esentiale
in toate procesele ce asigurda fenomenul vietii, avand rol structural, imun, catalitic
s.a.

Proteinele sunt polimeri obtinuti prin biosintezd din aminoacizi
(monomeri). Aminoacizii contin grupele functionale amino (-NH) si carboxil
(-COOH), avand formula generala HoN-R-COOH (R- catena carbonicd). Din
totalitatea aminoacizilor, doar 20 a-aminoacizi (grupa amino se afla in pozitia o
fatd de grupa carboxil) intra in componenta proteinelor (Tab. A.2.1).

Tabelul A.2.1. Structurile chimice ale aminoacizilor proteinogeni

Structura chimica

Denumire Simbol Punct
(in forma neionizati) izoelectric (pl)
0

Alanina H;N——CH—C—0CH Ala/A 6,02

CH,

[=}

CH—C—0H

Arginina Arg/R 10,76

H;N—CH—C—0H

Asparagina CHz Asn/N 541

C—0

NH;
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Acid

0

H;N——CH—C——0H

. CH, Asp/D 2,87
aspartic ‘
(‘3:0
QOH
0
H;N—CH—C——0H
Cisteina Cys/C 5,02
CH,
SH
H;N—CH—C——0H
. CH,
Acid | Glu/E 3,22
glutamic CH,
%:O
OH
(@]
HsN——CH—C——0H
CH,
Glutamina | GIn/Q 5,65
I
C—=0
N
o
Glicina HN——CH—C——0H Gly/G 5,97

H
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H,;N——CH—C——OH

CH .
Histidina 2 His / H

NN

\\—NH

7,58

H;N—CH—C—O0H

Izoleucina CGH—CH; lle /1

CH,

CHj;

6,02

(0]
H,N——CH—C——OH
Leucina CH, Leu/L
CH—CH,

CHj

5,98

0
H,;N——CH—C——O0H

CH,

Lizina CH, Lys/K

CH,

CH,

NH,

9,74
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Metionina

Met/ M

5,75

Fenilalanina

HN—CH—C—0H

CH,

Phe/F

5,98

Prolina

O—0

HN

Pro/P

6,10

Serina

Ser/S

5,68

Triptofan

Trp/ W

5,88
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H,N— CH—C——OH
N
Tirozina TyrlY 5,65
OH
I
HzN—— CH—C——OH
Treonina Thr/T 6,53
CH—OH
CH,
HN——CH—C——OH
Valina Val /V 5,97
CH—CH,
CH,

Dupa rolul biologic, cei 20 a-aminoacizi pot fi clasificati in 3 grupe

(Fig. A.2.1).

N e

Esentiali:

Val, Leu, lle, Phe,
Trp, Met, Thr, Lys

Nu se sintetizeaza in
organism

~

a-aminoacizi

Semiesentiali:
Arg, His

Se sintetizeaza in
cantitati foarte mici
(insuficiente)

Neesentiali:
Gly, Ala, Pro, Ser,

Asp, Glu

Tyr, Cys, Asn, Gin,

Se sintetizeaza in
organism

Figura A.2.1. Clasificarea a-aminoacizilor proteinogeni dupa rolul biologic
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Din totalul de 20 a-aminoacizi, 19 (cu exceptia Gly) contin cel putin un
atom de carbon asimetric, prin urmare, prezintd izomeri optic activi. Dacd grupa
amino (in pozitia a fatd de gruparea carboxil) se afla in partea stdnga, izomerii vor
apartine seriei L, iar pentru seria D aceasta se situeaza in partea dreapta
(Fig. A.2.2).

COOH E COOH
H,N—C—H E H—T—NH2
R E R
Tzomerul L Izomerul D

Figura A.2.2. Reprezentarea schematica a izomerilor optic activi ai
aminoacizilor chirali

Important!
Proteinele sunt formate din aminoacizii L. Aminoacizii seriei D pot fi
identificati in componenta proteinelor peretelui celular al unor
microorganisme.

Retineti!

In cadrul producerii biotehnologice a a-aminoacizilor se obtine
exclusiv izomerul L al a-aminoacidului corespunzator, spre deosebire de
sinteza chimica clasicd, cand se formeazd ambii izomeri L si D In cantitati
egale (amestec racemic) si care necesita utilizarea unor tehnici suplimentare
costisitoare pentru separarea izomerului L.

Similar hidratilor de carbon, aminoacizii prezintd fenomenul de
mutarotatie. Tipul de rotatie (+) sau (-) pentru solutiile aminoacizilor se stabileste
pe cale experimentala (a se vedea compartimentul 4).

Proprietati fizico-chimice. Aminoacizii sunt compusi cristalini, solubili in
apa. Prezenta concomitentd a grupei amino (-NH.) si carboxil (-COOH) determina
proprietatile amfotere (reactioneazd atdt cu acizii, cit si cu bazele) ale
aminoacizilor. In stare solidi, aminoacizii existd sub forma unor siruri interne,
numite amfioni (ioni bipolari sau zwitterioni): H3N*~R—COO". in solutie amfionii
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aminoacizilor si ai proteinelor functioneazi ca substante tampon, deoarece pot
mentine pH-ul stabil Tntr-un anumit interval prin neutralizarea unor cantititi mici
de baze sau de acid (Fig. A.2.3).

pKal
COOH [eleley COoO-
| on
HoN—C—H ——» HN*—C—H —> H,N—C—H
R a R b R
pKa2 c
COOH

HN*— G ——H

R
Figura A.2.3. Ecuatiile reactiilor de formare a amfionilor (a) si de interactiune
a acestora cu bazele (b) si cu acizii (c)
Valoarea pH-ului la care aminoacizii au sarcina electrica nuld (numarul

sarcinilor negative si pozitive este egal) se numeste punct izoelectric (pl sau pH;):

pI — pKal:pKaZ (13)

Important!

Tn pl solubilitatea aminoacizilor si a proteinelor este minima, ceea ce
determina precipitarea din solutiile apoase. Aceastd proprietate este cu succes
aplicata in cadrul proceselor biotehnologice la etapa de separare a
aminoacizilor/proteinelor din  bioamestec prin modificarea  pH-ului
amestecului.

Prin condensarea a doi aminoacizi se formeazd o legatura peptidica
(Fig. A.2.4). Prin condensarea unui numir mic de aminoacizi (2-10) se obtin
oligopeptide (Fig. A.2.5), polipeptidele au masa moleculard pana la 5000 u.a.m.
(unitati atomice de masd), iar la condensarea a mai mult de 50 de aminoacizi se
formeaza proteinele, cu masa moleculara de peste 5000 u.a.m.
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Aminoacid N-terminal

Legatura peptidica

H : P H
| | il W
H;N——C——COOH + H,;N——C——COCH ——]'l—é—‘" H,;N— C—+C——N——C——COOH
| - : :
___________ ;
Ry R, Ry Ry

Aminoacid C-terminal

Figura A.2.4. Formarea legaturii peptidice la condensarea a-aminoacizilor
(Tripeptida Glutation (GSH))

OH O‘H
o:(‘; 0 0 0=C a o] o
| H H | | | | Ho My ﬂ H [T
CH-C —C _C_QH*Hsz(")H*CfoH+H2NfTH*CfOH W C‘)H—C —C — »—N—(.“.H—C—N—CH—C—OH
rLHZ CH, NH, CH, H
SH SH
Glu Cys Gly y-glutamilcisteinilglicina

Figura A.2.5. Ecuatia reactiei de formare a tripeptidei glutation

Tn macromoleculele proteice fragmentele aminoacizilor (radicalii R) pot
forma legdturi de hidrogen, ionice, covalente si interactiuni hidrofobe, care vor
determina o anumitd organizare structurald spatialda a moleculei (Fig. A.2.6) si,
prin urmare, o anumitd proprietate biologica. Functie de organizarea structurala,
proteinele se clasifica in fibroase si globulare.

Dupa complexitate, proteinele se clasificd in simple si compuse (proteide)
(Tab. A.2.2).

Tabelul A.2.2. Unii reprezentanti ai proteinelor si proteidelor

Tipul proteinei Proteine reprezentative Rispéndire
albumine albus de ou, lapte
globuline sange, muschi

Proteine simple gluteline cereale

cheratina din par, lana;

scleroproteine . L
P fibroina din matase

fosfoproteide caseina din lapte
lipoproteide ser sanguin
Proteine compuse cromoproteide hemoglobina
(proteide) glicoproteide coarne, oud, ser sanguin
grupa prostetica

nucleoproteide

constituie acizii nucleici
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Retineti!

Unele proteide contin grupe prostetice, molecule non-proteice
organice sau anorganice (inclusiv ioni metalici), legate covalent sau prin
legaturi slabe (ionice sau de hidrogen) de proteind, fiind necesare functiei
biologice a acesteia (a se vedea compartimentul 2).

Dupa importanta biologica, proteinele au urmatoarele functii:

structurala (glicoproteine, colagen s.a.),

catalitica (enzime),

de transport (cromoproteide),

de reglare (hormoni),

de protectie (anticorpi).

O proprietate importantd a proteinelor pentru procesele industriale este
denaturarea. Denaturarea presupune alterarea structurii proteice sub actiunea
factorilor fizici (temperatura, radiatia, ultrasunetele) si/sau chimici (acizi, baze,
saruri, ionii metalelor grele s.a.) (Tab. A.2.3).

SNANENENEN
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Aminoacizi
. b s . v )
p-pliatd ——— y u-hehx—’-.

Structura primard corespunde
unei  secvente  liniare a
aminoacizilor. Fiecare proteind nu
are doar o anumitd compozitie dar
si 0 ordine specifica de legare a

fragmentelor aminoacizilor in
catena proteicd.

Structura secundard corsspunds
organizirii catensi polipeptidice in
baza legaturilor ds  hidrogen
intercatenare, in structuri de tip
helix si pliata. Legiturile de hidrogen
sunt stabilite intre grupele C=0 si
NH.

Structura  tertiard  rezultdi  din
interactivnea radicalilor R (legituri dz
hidrogen,  covalents S-S, ionice,
interactivni  hidrofobs) de-a lungul
catenei polipeptidice. (Structura 3D a
proteinet).

Structura cuaternari este caracteristici
proteinelor care au mai mult de o catend
polipeptidici. Structura cuaternari rezultd
prin combinarea mai multor structuri
tertiare.

Figura A.2.6. Gradele de organizare a proteinelor
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Tabelul A.2.3. Principiile de actiune a agentilor denaturanti asupra proteinelor

Tipul
denaturarii

Agentul
denaturant

Principiul de actiune a agentului
denaturant

Reversibila

saruri

Solutiile concentrate ale sarurilor induc
agregarea si precipitarea proteinelor. In
aceste conditii, apa care hidrateaza
proteinele va hidrata ionii sarurilor,
regiunile hidrofobe ale proteinelor devin
mai expuse, apar interactiuni hidrofobe,
ceea ce determina precipitarea proteinelor.

solventi
organici

In solventii organici (etanol, acetona)
gradul de disociere al proteinelor este mai
mic, ceea ce determind atractii mai
puternice ntre grupele polare ale proteinei.
In acelasi timp, datorita  hidratarii
moleculelor de solvent, gradul de hidratare
al proteinelor scade.

variatia pH-ului

La adaugarea unor cantitati mici de acid sau
de baza, la un anumit pH (punct izoelectric)
poate fi indusa precipitarea proteinelor
(precipitarea izoelectricd), cand sarcina neta
a proteinei este zero.

Ireversibila

acizi minerali
concentrati

Acizii concentrati denatureaza ireversibil
moleculele  proteice  prin  scindarea
legaturilor  ionice, hidroliza  partiala,
derularea unor reactii de nitrare ale
fragmentelor aromatice, daca denaturarea se
efectueaza cu HNO3 concentrat.

ionii metalelor

Ionii metalici denatureaza proteina prin
destabilizarea legaturilor ionice formand

grele (Cu?*, complecsi cu grupele functionale ionizate.
Pb?*, Cd*, Ag* | In acelasi timp, ionii metalici cu afinitatea
s.a.) inaltd fatd de sulf pot scinda legaturile
tioeterice (S-S) din proteina.
Incilzirea proteinelor la o temperatura
temperatura

superioara celei de 50°C  determini
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schimbari structurale ireversibile
determinate de scindarea legaturilor de
hidrogen, legaturilor ionice, anularea
interactiunilor apolare, formarea legaturilor
tioeterice (-S-S-) prin oxidarea legaturilor
tiolice (-SH) ale fragmentelor de cisteina
s.a.
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ANEXA 3. Rdspdndirea si proprietitile fizico-chimice ale lipidelor

Lipidele (lipos — grasime) sunt metaboliti primari rdspanditi in toate
organismele vii. Acestea au rol structural (formeaza biomembranele), energetic, de
crioprotectie, precursori in sinteza metabolitilor secundari s.a.

Lipidele pot fi clasificate dupa mai multe criterii. in functie de compozitie
si structura, se deosebesc lipide simple si compuse, iar dupa proprictatea de a
hidroliza lipidele se clasifica in saponificabile si insaponificabile (Fig. A.3.1).

Lipide
|Compuse| |

Gliceride Ceride lSteride | | | Fosfolipi L L
. de Saponificabile] |Insaponificabile
(sau grasimi)
?sterli_i:-li esteri ai Glicolipi
esteri ai e onomiarll | cizitor I de
€ | | |monohidr arasi S supun nu se supun
glicerolului oxilici || |superiori hidrolizei hidrolizei
cu acizii C..-C periorl) linidel L :
g (C12C3p) |Ueu alCOOlIL Sulfo- si (lipidele (lipide derivate
3 cu acizit | fsteroidici[laminolipi simple si si precursori ai
grast sau de compuse) metabolitilor
triterpeni secundari)
Cl
a b

Figura A.3.1. Clasificarea lipidelor dupa structura chimica (a) si dupa proprietatea
de a hidroliza (b)

Din totalitatea lipidelor (Fig. A.3.1), interes in procesele de fermentare si
ulterior la etapa de separare a produsului de interes prezinta 3 grupe: gliceridele
(grasimile), steridele (steroizii) si fosfolipidele (fosfatidele, fosfogliceridele), care
sunt descrise Tn continuare.

Lipidele, exceptand steroizii, contin fragmente ale acizilor grasi superiori.
Acizii grasi sunt formati dintr-o catena lunga (hidrofoba) si gruparea carboxil
(hidrofild). Acizii grasi din componenta lipidelor sunt saturati si nesaturati.

De reguld, in compozitia lipidelor de origine animala predomina resturile
acizilor grasi saturati ce le confera stare solida, iar in lipidele de origine vegetala se
regasesc predominant resturile acizilor grasi nesaturati, respectiv, acestea sunt
lichide.

Acizii grasi nesaturati pot contine una, doud, trei sau patru legéturi duble,
de regula in configuratia Cis, si un numar par de atomi de carbon (Tab. A.3.1).
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Tabelul A.3.1. Principalii acizi grasi din componenta lipidelor

Denumirea triviala Formula bruta
acid caprilic C7H1sCOOH
acid caprinic CyH19COOH

Actzd . acid lauric C11H2:COOH
ciz grast acid miristic CisH27COOH
saturati - —

’ acid palmitic CisH3:COOH
acid stearic C17H3sCOOH
acid arahidic C19H3sCOOH
acid behenic C21H43COOH
i
acd CasH25COOH
. miristoleic
1 legatura acid
dubla Lo C15H29COOH
palmitoleic
. . acid oleic C17H33COOH
Acizi grasi 2 legaturi
nesaturati & acid linoleic C17H3COOH
’ duble
3 legaturi - .
acid linolenic C17H20COOH
duble
4 legaturi acid
S H H
duble arahidonic C1oHCOO
Important!
Acizii grasi nesaturati nu se obtin prin biosintezd de organismele
animale, necesarul trebuie suplinit cu dieta. Acizii grasi nesaturati se numesc
indispensabili.

Grasimile sunt esteri ai glicerolului cu acizii grasi. Dupd numaérul
fragmentelor de acizi grasi, deosebim mono-, di-, si trigliceride (Fig. A.3.2).

i
H,C—O0—C——R;
| i
HC lo) cC R, unde Ry, Ry, R; sunt resturi ale acizilor grasi

| i
H,C——O——C——R,
Figura A.3.2. Structura generala a trigliceridelor
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Daca Ri=R,=Rs3, atunci grasimea se numeste omogend, iar dacd
R1#R>#R3, grasimea este mixtd.

In procesele biochimice, gliceridele reprezintd o sursia importanti de
energie. Prin hidroliza se formeaza acizi grasi (Fig. A.3.3) care prin metabolizare
produc adenozintrifosfat (ATP).

i
Hzc_O_C_C17H35 H2C_OH
0O
| Il enzime
HC——0——C——CysHys + 3H,0—— HC—oH *+ 3C17H3;sCO0H
0O
| Il
HyCm——0——C——C17Hss H,C—— OH
tristearina glicerol acid stearic

Figura A.3.3. Hidroliza enzimatica a trigliceridelor pe exemplul tristearinei

Important!
Analog aminoacizilor, gliceridele chirale de origine naturald sunt
izomeri de tip L.

Fosfolipidele sunt derivatii acidului fosfatidic esterificat in pozitiile Cy si
C: cu acizi grasi, iar in pozitia C3 cu aminoalcool (colina, etanolamind), aminoacid
(serind) sau cu alcooli polihidroxilici (glicerol, inozitol) (Fig. A.3.4).

H,C——0—P——0—R,

! o}
i : |
H.C—OH ' o H,C—O0—C—R;
: o
HO TH 0 | R,—C—0—CH o
5 [ | [
U i
Acid fosfatidic ! Gliceroloslolipida
Ho H
Ry, Ry-acizigrasi. Ry= —C —C ——N*'—(CHj3); TFoslaudilcolina (lecitine)
Ha H, P . -
—C——C —NH;* Fosfatidiletanolamina (cefaline)
Hy 4 o .
—C— C—NH; Fosfatidilserina (cefaline)
COOH

Figura A.3.4. Formulele de structurd a unor glicerofosfolipide
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Fosfogliceridele formeaza membranele celulare (biomembranele) ale
microorganismelor, celulelor vegetale si animale. Fosfogliceride membranare
tipice sunt: fosfatidilcolinele, fosfatidilserinele, fosfatidil-glicerolul (component
major al membranelor bacteriilor) si fosfatidil-inozitolul.

Biomembranele nu sunt doar parte componentd a peretului celular si a
membranei plasmatice, dar si delimiteaza organitele celulare.

Important!

Cunoasterea naturii chimice a lipidelor complexe ce formeaza
biomembranele microorganismelor este importantd in proiectarea unui proces
biotehnologic la etapa de separare a produsului de interes, ih special daca
acesta este format intracelular.

Interes in ingineria biochimicd prezinta si steroizii (lipide insapo-
nificabile), structura de baza a carora este ciclopentanperhidrofenantrenul
(Fig. A.3.5a). Precursorul din care se obtin steroizii este colesterolul (Fig. A.3.5b).

HO
a b

OH OsoH
Q&b o
0 0
c d

Figura A.3.5. Structurile chimice ale ciclopentanperhidrofenantrenului (a),
colesterolului (b), testosteronului (c) si cortizonei (d)
Producerea industriala a steroizilor (ex., testosteronul, cortizona s.a.
Fig. A.3.5c-d) se realizeaza cu ajutorul unor microorganisme.
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ANEXA 4. Raspdndirea si proprietitile fizico-chimice ale acizilor nucleici

Fenomenul vietii, pentru toate organismele vii, este asigurat de metabolitii
primari, din care fac parte si acizii nucleici. Acizii nucleici asigurd stocarea,
transmiterea si expresia informatiei genetice (biosinteza proteinelor). Altfel spus,
acizii nucleici contin informatia necesara ce asigurda metabolismul tuturor
organismelor vii.

Fiecare celuld contine un set de ,,proiecte” (informatie codificatd) pentru
biosinteza enzimelor (proteine), care catalizeazd toate reactiile metabolice.
Informatia codificata se contine in nucleul celulei, sub forma moleculelor de acid
deoxiribonucleic sau ADN. Mitocondriile si cloroplastele sunt organite celulare ce
contin ADN propriu, numit ADN extranuclear.

Biosinteza proteinelor are loc prin intermediul acidului ribonucleic (ARN)
care se contine 90% in citoplasma si 10% in nucleu.

Acizii nucleici sunt polimeri constituiti din nucleotide (monomeri)
(Fig. A.4.1), care, la r@ndul lor, sunt compuse din 5 baze azotate, doud tipuri de
hidrati de carbon si un rest fosfat (Tab. A.4.1).

7
NH, </
N

o CH,OH oH o)
N
” ° / Y ” 5l
O—P—0OH 4 v | — » 0—P—0 o
| - -2H,0 | " "
o N N o 3l
OH OH OH OH
Rest fosfat Riboza Adenina Adenozin-S-monofosfat (AMP)

Figura A.4.1. Ecuatia reactiei de formare a unei nucleotide

Tabelul A.4.1. Constituentii nucleotidelor

Baze azotate Hidrati de carbon
NH,
CH,OH OH

@ N X N 0
(&S]
= </ | )
5
o N /

H N

Adenina (A) OH OH

Riboza (Doar in ARN)
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0
CH,0H  OH
N (0]
</ ‘ NH
N )\
N N NH,

Guanina (G) oH
NH
: 2-deoxiriboza (Doar in ADN)
]
N/KO
H
Citozina (C)
o Rest fosfat
@ (o]
e
= NH ”
2 | HO—P——
£ |
& N © OH
N

Timina (T) (Doar in ADN)
(o]

NH

N/KO
H

Uracil (U) (Doar in ARN)

Unele nucleotide — acidul adenozintrifosforic (ATP) si acidul guano-
zintrifosforic (GTP) — au rolul de conservare si furnizare a energiei pentru
procesele biochimice (Fig. A.4.2).

NH, NH;
Sy Stocarea cnergiel N L
¢T) e ¢TI
9 (R N N + 0_||__O 9 ? ? N N
0-P-0-P-0 o 3] 0-P-0—P-0-P-0 0
v & Hidroliza L’lllizg(-r)n ea energiel o = o
OH OH ‘ gt ol ol
ADP ATP

Figura A.4.2. Ecuatiile reactiilor de stocare si eliberare a energiei pentru procesele
biochimice de catre ATP
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Important!
Nucleotidele ADN-ului sunt formate din 2-deoxiriboza si 4 baze
azotate (A, G, C, T), iar nucleotidele ARN-ului sunt formate din riboza si 4
baze azotate: A, G, C, U.

Nucleotidele acizilor nucleici sunt legate chimic prin resturile fosfat,
formand legdaturi fosfodiesterice in pozitiile 5 si 3” (Fig. A.4.3). Succesiunea
nucleotidelor din catenele macromoleculelor acizilor nucleici constituie structura
primarad a acestora.

NH,

Legaturi 5'-3' fosfodiesterice

Figura A.4.3. Fragment al structurii primare a moleculei de ADN

Acizii nucleici sunt compusi polimerici, cu catene foarte mari. ARN-ul
este un polimer liniar ce poate sd contind pand la citeva mii de nucleotide, iar
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ADN-ul poate si continid pani la 108 nucleotide. ADN-ul are o structurd dublu
helix (structura secundard), formatd gratie legaturilor de hidrogen intre doud
catene complementare (principiul complementaritatii). O catend are directia 5'—
3', iar a doua este inversata 3' — 5' (Fig. A.4.4).

Important!
Principiul complementaritatii presupune ca bazei azotate A Ti
corespunde T (doua legéturi de hidrogen (A=T)), iar C Ti corespunde G (trei
legaturi de hidrogen (C=QG)).

)
0=P-0--
o

Figura A.4.4. Fragment al structurii secundare a moleculei de ADN
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Retineti!
Dividerea celulelor vii presupune transferul de informatie genetica

(codul genetic), astfel incat celulele noi sa fie identice celulei-mama, proces
numit replicarea ADN-ului.

Biosinteza proteicd presupune in prima etapa formarea unei copii a ADN-
ului sub forma de acid ribonucleic (ARN), numit mesager (ARNpy). ARNp, este
directionat din nucleul celulei in citoplasma, unde, cu ajutorul ribozomilor (ARN —
ribozomal, ,fabricile” de proteine), are loc biosinteza organizati a proteinelor,

aminoacizii fiind transportati spre ribozomi de ARN-ul de transport (ARNy)
(Fig. A.4.5).

Retineti!
Pentru fiecare dintre cei 20 aminoacizi proteinogeni existd cate un
ARN; specific, care contine, fiecare, 73-93 nucleotide.

Regiuni bucle (lipsite de
legaturi de hidrogen)

Legare
aminoacid

- @
Lel
"=
[ o .
8- Legaturi de
- Lol hidrogen
18
‘v ’
JA cuc
- clalala
aj - |€ Regiunea
@ - € N
Ul A anticodon
- B
A
.

Figura A.4.5. Reprezentarea schematica a structurii ARN-ului de transport
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Moleculele de ARN, sunt constituite din codoni — tripleti (3 nucleotide
aranjate secvential). Molecula de ARN; contine anticodoni — tripleti care recunosc
codonii ARNm. Prin urmare, molecula de ARNy, interactioneaza cu ARN;doar daca
codonii sunt recunoscuti de anticodoni. ARN; transportd aminoacidul
corespunzitor la complexul format dintre ARNp si ribozomi (ARN;), unde are loc
formarea legaturii peptidice. Ribozomii se ,,deplaseaza” de-a lungul ARNy, prin
asamblarea continud si organizatd a proteinelor cu ajutorul ARN:. Biosinteza
continud pana la momentul cand ribozomii ajung la codonul STOP sinteza.

Important!
Procesul de formare a moleculei de ARNy de pe catena ADN se
numeste transcriptie, iar procesul de biosinteza proteica in baza informatiei
codificate din ARNp, Se numeste translatie.

Retineti!
Tn procesul de transcriptie a moleculei de ARNp, conform principiului
de complementaritate, adeninei (A) Ti va corespunde uracilul (U), din motiv ca
ARN nu contine timina (T).
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