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Те са едноклетъчни гъби, които се причисляват към безхлорофилни

микроорганизми. Saccharomyces cerevisiae са сред най-изучаваните

еукариоти в микробиологията. Развиват се в захарни (въглехидратни)

вещества и причиняват алкохолна ферментация. При наличие на

топлина от 20 до 42°С и влага се размножава много бързо чрез

пъпкуване.

Прведени са 13 експеримента на щам Saccharomyces cerevisiae BO

213, като при всеки един от тях са приложени различни процедури

на клетъчна имобилизация. След анализ на резултатите са подбрани 3

от тях по критерии максимална механична устойчивост и

ферментационна активност.

Saccharomyces cerevisiae



Лабораторна установка за провеждане на периодична ферментация

1- лабораторен контролер за ферментационни процеси –
Sartorius Biostat B 

2- Биореакторен ферментационен съд – модел UniVessel 2l
производство на Sartorius Biotech
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1.	Биореакторния ферметационен съд се стерилизира за 24 часа на „студено“ с помощта на 0,3% разтвор на неомицин. След завършване на стерилизацията разтвора се извежда с помощта на перисталтична помпа и апарата се промива двукратно със стерилна дестилирана вода. 2.	След завършване на стерилизацията в апарата се зарежда 2 dm3 стерилна хранителна среда и 200 g имобилизиран препарата на Saccharomyces cerevisiae BO 213. В настоящото изследване като имобилизиран препарат са използвани капсули с течно ядро. Получените алгинатни перли от 2% алгинат  се покриват за 60 min в 0,2% хитозан, след което ядрото се разтваря за 30 min с 0,05M натриев цитрат. Перлите се съхраняват във физиологичен разтвор в хладилник до момента на тяхното използване.
3.	Провежда се периодичен ферментационен процес в рамките на 26 до 36 часа, с цел натрупване в средата на около 25 g/dm3 етанол. Концентрацията на етанола се следи на всеки половин час и се подава като вход на приложното програмно осигуряване. На тази база се изчислява скоростта на производство на етанол чрез софтуерния сензор, включен в приложното програмно осигуряване. Процесът се провежда при температура 28 °С и рН=4,5. Стойността на рН се поддържа с 20% KOH



Начало на периодична ферментация

3- съд за събиране на целевия продукт
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На снимката е показана началото на периодичната ферментация , ясно се виждат имобилизираните клетки.  Все още не е започнало събирането на целевия	 продукт.   непрекъснато през това време се следи каонцентрацията на етанола в културалната среда. По предварителни  изследвания се очаква периодичната ферменатция да продължи около 30 часа / 



Непрекъсната ферментация
4. Управляващ комппютър

5. Съд с подхранващ разтвор

6. Помпа за подаване на субстрат

7. Съд за събиране на целевия 
продукт
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Показан е процесът в  стадий на непрекъсната ферментация; т. 4 упр. компютър с програма за контрол на процеса разработен на лабвиу; т.5’, т.6, т.7
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Концентрацията на етанол в културалната среда Е [g/l]); скорост на 
производство на етанол; (Re [g/lh]) и скоростта на разреждане (D[1/h];  
λ - параметър за настройка на регулатора

Верификация на алгоритъма за управление 

От гледна точка на управлението, процесът 
се разглежда като „черна кутия” с един вход 
– разреждането, D и  един изход
концентрацията на етанола в културалната 
среда.
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 1 предлага се нова тех за непрекъснато производство /Етанола през 30 мин / Стойността на концентрацията на етанол се измерва на всеки половин час. Тъй като процесът е бавен, този интервал е напълно достатъчен и измерванията се приемат като on-line. 
От началото на периодичната ферментация на базата на измерванията на етанола се следи непрекъснато скоростта на производство на етанол от софтуерен сензор вграден в приложното програмно осигуряване в средата на ЛАБВЮ (Виж схемата на приложната програма). Както се вижда от резултатите на, максимална стойност на този параметър се достига в 40 час от началото на периодичния процес. 



Експериментални резултати
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А конц на етанол в културалната среда Б е скорост на производство на етанол / инф за него се получава от соф сен/ В управляващото въздейстие / разреждането / процеса продължи 120 часа и беше спрян от експертна гледна точка поради изчерпването на възможностите да се подържа това това фзиологично състояние . В същото програмно осигуряване е разработена логическа схема, която в този момент запомня съответстващата й стойност за концентрация на етанол (в случая 30 [g/l]) като зададена стойност за закона за управление (Е*). Изчисленото по формулата въздействие (скорост на разреждане D) [11] управлява дебита на помпата за подаване на субстрата. От 40 час до 120 час ферментацията е в непрекъснат режим на управление. Управляващото въздействие гарантира висока производителност на етанол, тъй като стабилизира физиологичното състояние на културата на ниво съотвестващо на максималната скорост на производство на целевия продукт. За този ефект допринася адаптивния алгоритъм за управление, включващ оn-line информация за скоростта на производство на етанол. Този ефект може да бъде проследен на Фигура 2. Между 40 и 66 час намаляването на скоростта на производство на етанол и съответното повишаване на концентрацията на етанол се компенсира с добаване на подхранващ субстрат, което води до промяна на разреждането. Същият ефект се забелязва между 74 и 104 час. Между 66 и 74 час стабилизирането на етанола и слабата промяна на скоростта на производство на етанол водят до спиране на подаване на субстрат. Разликата между симулационните резултати и реалния експеримент се дължи на флуктоации на измерванията на етанола, които се отразяват както на резултатите от оценителя (Re), така и на управлението. Проведеният експеримент показва, че предложената технология на непрекъсната ферментация на Saccharomyces cerevisiae BO 213 с имобилизирани клетки е в състояние да поддържа физиологичното състояние на културата близо до максималната скорост на производство на целевия продукт – етанол.




Заключения 
1- Предлага се нова технология за получаване на етанол 
при непрекъсната ферментация на щам  Saccharomyces 
cerevisiae BO 213

2- работи се  имобилизирани клетки 

3- осъществява се автоматично превключване от 
периодичен към непрекъснат режим на култивиране 

4- подържа се физиологично състояние на културата при 
което се гарантира  мах производителност на етанола 
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