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SAMMANFATTNING,

Vid jamférelse av férs8k och publicerade modeller av enzymatisk hydrolys har
filjande framkommit:
att de tre modeller som studerats predikterar satsviza {orlopp
tillfredstillands, ‘
att de i kontinuerliga processer ar otilirdckliga.

F&r en kentinuerlig process utgdr inte modellerna nigon bas, varken process-
teknizk dimensionering eller reglerteknisk design.,

Ett FlA-zystem med =n dialysprobe utgdr ett bra alternativ f6r on-line
mitningar {&r reglering av snzymatisk hydrolys,

I =n kontinuerlig process for produktion av glukos kan en 3IS0O-regulator
anvindas vid regleringsen av glukoskoncentrationen,

r

Rekonsztruktion bdr tillimpas vid reglering av snzymaktiviteter i processen,

Tidskentinuerligq design &r tillricklig eftersom hydrolysen har en langsam
dynamik.
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Inledning -

1. INLEDNING.

Att utnyttja en fdrnyelsebar révarukilla, som o¢elluloza, utgdr ett mycket

lockande alternativ
gellulosa till socker,

tiil

traditionella. ravaror.

tillsammans med fermentation,
procezserna for produlttion av basr8varan stanol.

Enzymatisk hydrolys awv

de priméra

Bade socker och etanol kan utnyttjas f3r wvitt skilida 3ndam8l samt f3r

vidareforadling.

Etanol kan bl.a. anvindas com bransle, Detta ir utgangspunkten fér ett stdrre
projekt vid Kemicentrum,

De delprocesser som studeras &r férbshandling av cellulosa, enzymatisk

hydrolys, fermentation samt destillation.

Fermentation

Desi}_ﬂa’rion

Forbehand- Enzymatisk
—] lng v hydrolys
cellulosa
Enzym-

Fapporten  lehandlar

framstalining

Jast -
framstalining

encdast proc

teget

enzymatizk hydrolys, d.v.s,

.processtekniska och reglerteknizka synpunkter p2 ett proceszaltermativ dar
man utnyttjar ett tvafas-system,

Detta arpete dr =tt led 1 ett zamarbete mellan institutionen f8r Eeglertsknik
oh avdslningen f&r TillZmpad Bickemi/Bicteknik,




Enzymatisk hydrolys

2, ENZYMATISE HYDROLYS

2.1 EVALITATIV BEEKRIVNING

Reaktionsmekanismer

Nedbrytningen av cellulosa med enzymer fran Trichoderma reecsei och andra
ar av en kemplex natur med
(1977, ref. 9 studerade produktion av Cellprotein (Single
Cell Protein) och fireslog f3ljande reaktionsvigar (se fig. 2.1,

mikroorganismer
A Humphrey m.fl.

A + C
\celiulose/

e:a'ﬂ‘!—-—igm\

e10-p-1——kglutanase

giucose

endo= B -t—4 giucanase
eno-fi-) —4celtobrosythydeolase
cellobrase of
A glucosidase
Fig. 2.1 Reaktionsvagar Fi

=nligt ref, 9.

g

flera reaktionsvi3gar.

p ]
Foaed,

EN
EX

£

CELLIULOSE

00 E, » Endo+ 8-1- 4 glucanass
C E, 1 Cltobiosgihydrelsse

« Cellobrans

Enzymatisk hydrolys av
aeliulosa enligt ref, 9.

Enzymsystemst 3r i huvudsak uppbyggt av ire viktiga enzymer; exo-g-1,4
glukanas, #ndo-f-1,4 glukanas samt P-glukosidas., Exo-cellulasst bryter ner

cellulosan helt slumpm3ssigt,

polymerandan av

arbeta sifektivt krivs

aellulozamolekylen,

barosndes av substratets natur,

att endo-cellulazet shkall

medan endo-cellulazet frigor cellobios fran
Fér
wtrymme {8r enzymet dvs,

kunna

denna nedbrytning 3r

En mer komplex mekanizra ir presenterad av Klyosov (1920) som introducerade
som arbetar tillsammans
endo-cellulaze och producerar cellobios fr&n polymerindan av cellulosan. (se

yiterligare ott enzym,

fig, 2.3

extylurosidawe

aellobichydrolas,

|

encdog i e velludnuhydroshese
cellulose ——————= (5, - (i
vidogluciiase ¢ cellobinnydrolase

exogiovnsidse

*

rellobase

N

G

Fig. 2.2 Reaktionsvigar vid cellulosanedbryning enligt ref.4.

maed



Enzymatisk hydrolys

Det har dock visats sig att den mest betydande reaktionsviagen &r den via
cellabios {ref. 1 och 4),

Yitertigare ett intressant fenomen som gdr en teoretisk beskrivning oerhort
komplex &r att enzymsystemet uppvisar synergism-effekter (ref. 16), Det vill
£3ga enzymerna arbetar avsevary effektivare tillzammans 3n var for =ig.

Man kan allts3 approximera nedbrytningen av cellulosa som om det vore e2n
tre-stegs reaktion., Celluloza klipps s&nder i1l kortare cellulosakedjor
(glukosoligomerer) som tuggas sdnder till cellobiosmolekyler, som i sin tar
klyvs av =tt tredje enzym till glukosmonomerer,

E E. E
Zelluloza 1 Gn = G, B, o

Inhibering

Som de flesta enzymreatkioner finns hir betydande produktinhiberingar.
ellobios har en kraftig inverkan p& cellulosahydrolysen. Glukes inhiberar
celivlosahydrolysen aveeviart mindre 3n cellobios men inverkar ocksza pa
cellolioshydrolysen,

+

3
o _“-*'“Y ¢ Celluclast + cellobiase

200

Celluclast alone

100
E,E. E a
Cellulosza S G G
N B -
L 11 Gl
0 10 % (i

Fig. 2.4 Hydrolyz av Avicel med Celluclast och ¢ellobias vid olika
koncentrationer. 20% cesllulosa, pH 5, temperatur 5Q°C,
reaktionstid p& 24 h, Cellobiaskoncentration pd 20% av
gellulazskoncentrationen {ref, 4).

Vi zer direkt att d& g-glukosidaze 3r det hastighetshbestimmande enzymet
skijunker uwthytst drastiskt, Humphrey m. fl, (ref. 17) har gjeort omfattande
studier av inhibering vid cellulozahydrolys, De fann att cellobios &r ca, 14
ginger & inhiberande som glukoz vid cellulesahydrolys.

Ensvrmadeoription

Flera f3rfattare (ref 1 och 3 har studerat hur celinlaser adsorberas pé



Enzymatisk hydrolys

cellulosa, Bade irreversibel som reversibel adsorption har féreslagits men
sanningen 3r nog att bada processerna kan 3ga rum. Blanch m. fl, (ref. 3)
féreslog att man kunde beskriva adsorptionen med en Langmuir isoterm och
att denna adsorption var reversibel,

33 nours

§
2
I
L¥]
3 |
£l
3
— — ol
Low ensynwe High ensyime|
feadhineg loratdong E %
- re |
- - W Langmust lsoinesm
L, LAV EPLL . 4.0 ‘;’ 10! 26 B E
S, - 10" o a - ovs {05 E
Eotl 5,0 %, Y EPY g shaw BT ls
Frev cosvime (EPL il l‘; ]
fine 20k 1] !
] b} 30 oy
luh 023 W N _ . .
: i 0 2 4 6
Free Enryme, £ (FPU/mi)
Tabell 2.5 Reversibel adsorption Fig. 2.6 Adsorptionsisoterm {or
enligt ref, 5. gellulaser p& cellulosa,

Likaledes gjorde Dietrichs m. fl. {ref. 1) och de tog fram adsorptionsdata for
olika substrat och cellulaser, se tabell 2.7 nedan.

Source of Substrate, E4 max Ka
enzymes conditions {g/g) {i/g)
E ma}{*E Trichoderma Avlcel . 0,06 0.5
E= ——m reesei 40°C, pH 4-5
a -
E+ 1/E Penicitlium Avicel 0.05- co. 1
a funiculosum 40°C,pH b 0,1 :
i
Trichoderma amorphous 0,3 i 1,7
reesei celluiose

Tabell 2.7 Adsorpticonsdata f6r olika cellulaser (ref., 1)

Diat har ocksl rapporterats (ref, 1) att R-glukosidase inte adsorberas pi
gelluloza.

Enzvminaktivering

Det ir ett vAalkdnt faktum att enzymer forlorar aktivitet under reaktionen.
Detta beror P& mainga faktorer =i som termodynamisk resp. kemisk protein
denaturering, irreversibel adsorption, proteases interaktion samt mikrobiell
contamination (ref.1).

Diet senare kan minimeras genom tillsitining av Natriumazid, Temperaturer

Sver 50°C ger en avsevird enzymdenaturering (ref, 16). Aven pH &r en
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vasentlig parameter f5r enztymstabiliteten., Vid temperaturen 37°C och pH 5
observerades en anmirkningsvard stabilitet (ref. 16). I tvafas-systemet
Dextran/Polyetenglykol har enzymsystemet en lika god stabilitet for pH 5 och
temperaturer upp till 50°C (ref, 10,

G) sol b)

—

sol, b=
2

201

ol o2l

i I ] 1 1 1
0 100 200 300 0 100 200 300
TIME (nours}

TIME {hours)

Fig. 2.8% Enzymaktivitet i ett tvifas-system Dextran/Polyetenglykol vid
pH 5 och 30°C a)endo~p-glukanase blp-glukosidase

Med detta som bakgrund 3r den mest betydande deaktiveringsparimetern
irreversibel adsorption.



Enzymatisk hydrolys

2,2 KVANTITATIV BESKRIVNING

Nedan beskrivs tre modeller fir enzymatisk hydrolys av celluloza. Modellerna
har en fysikalisk-kemisk bakgrund och har h3mtats ur publicerade artiklar.
Modellerna har simuleratz m.h.a, simuleringspaketet SIMNON  (ref. 19).
Kapitlet avzlutas med en jdmfdrelse av modellerna med experimenteila data,
Vi bdrjar dock med att ta fram ett kinetikuttryck {&r cellobioshydroly=en.

Cellobioshydrolys

Glukos  hildas 48 8-giukesbindningasn i cellobiosmolekylen klyvs., Denna
klvvning gérs av ettt enzym, cellobias eller g-glukozidas, Ladizeh m. fl. (ref,
11} foreslog {5ljande reaktion vid gellebioshydraolys

k k

. 1 ® 3 -
E+&G, == E — E+23
k".\

och f&ljande inhiberingsreaktioner (nonkompetativ resp. kompetativ)y
k
* =

- o ®_
E+3 == E G

E + & ES

al ] k - +k, 3 K]
= 2k,E, G, 7 [ —(1+ Y+ G (14 )
dt k k, 7k, k. 7k,

b b™2 B T K. .,

] €
=k E G_/ *i(::;,?(i'l' —) + K (1+ }
1;1 ) Y

= =3 o = - = L=
dar kb ..k3 : hi,l kﬁ/k.‘j s ]’..,_, kB/k'? y I&m (k2+k:3)/k1

i.2

I zamma artikel &r ocks4 nigra varden pi konstanterna publicerade.

lfb = 114 pmol glukos/min,mg protein = 1,25 g glukos/h,mg protein
hm = 2.5 mM = 0,856 g cellobios/liter

F'i 1= 15 mM = 2.7 g glukos/liter

Ki"" =z mM = 0.26 g glukoz/liter

P~
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Enzymatisk hydrolys

Figuren nedan best&r av tre kurvoer direkt tagna frin de citerade férfattarna
samt tva simuleringar av motsvarande kurvor, I modellen anvandes enheten
mg/l som ett mitt p& enzymmingden. En mer adekvat sitt ar att anvinda
enzymaktivitet, vilket enkelt gAar att modifiera genom att kalibrera om
reaktionskonstanten, k '

b
T T 7 —
sof” T T a)
4 L
77 100 % Convarsien = BOmM  Glucose
/ 19/%
€0k / o
/
/ 0.
a0 /] -
/ {GGY, = 40 mK Callobioas
20}~ ," Eg®* 43 ug par mi _| r
,’ Incubalion voiume
/,
o 1 U 1 | l S.]
40 L g T T T T
£ 100% Convarsign = 40 mM Glcons o
'
/ Q 1
sop- 4
£
! o
I {GG), » 20 mM Cellobione 0 ¢ ™ . " h
20} !1' Eg * 43 g per ml — Q. g.75
!
/
10 —ff — b )
/ 194
)
0 | I i i 1 I 10
L]
[ i T A= T]
o =" 100% Convarsion = o
/," 10.5mM Glucoss
rd
e S.|
Fd
5f- ’ —
// (6GY, = 5.25 mM Callobicts
// Ege 6.14 pig per ml o
/
£
o ! ! 1 ! ! 1 0. . ; 1
0 10 20 30 40 50 60 0
TIME , Minutes * 0.75
Fig. 2.9 Tidsprofiler hos Fig. 2.10 Simulering av cellohioshydralys
gellobicshydrolys enilat ref, 11, 43 pg g-glu-
vid pH 4,73 ach S0°C ko=zidas samt initial konc.

a) 40 mM eller 13,7 g/l

b)) 20 M eller 6.8 g/l

(OBR3! gram glukos/liter som
funktion av tiden (h) )



Enzymatisk hydrolys

'Zhrinking site’-modellen

Dienna modell féreslog A.Humphrey m, "fl, {ref, 9 i samband med att de
studeradse produkticnen av SCP  (Zingle ¢ell protein). De  antog  att
cellulosahydrolysen ar av férsta ordningen m.a.p. adsorberad enzym och av
antalet aktiva centra {3r hydrolys samt &ven ¢n inhikeringsterm,

ac
X o
— = -k IEIEJ
it
dar k s~ = reaktionshastighetskonstant
© = antalet centra = antalet centra/ytenhst % ytan = v 2
% = adsorberad snzym = Langmuirizotermen = k'SE /(x+E )
i = inhiberingsterm = I /(1 +2) (kompetativ inhibe¥ing 43 I,
- ar en inhiberingskonstant) ©
Dov,=
b L ‘2E 1.
= X =
— -l{it‘;S* *
it otE I #e P
r Ex I‘.T-.*
= —I'-ZE::n
«+E 1 tc
x 2

dar K_ = kiﬂk'

Hooe

o
Om vi nu antar att cellulozan &r sfarisk =8 har den ytan 3, 3 = 4nR™n

partikelradis, n = antalet partiklar), samt att konoentrationen C_, ©
S

nkne (g = eellulosadensiteten), =3 ger detta

™

A E L,
—F- o 4/3* bt . 2
ds o cx+E:x, 12+c

4/3 2/3 2/3* -4/2

dir K, = K *¥16%(2/4)" "% “xn



Enzymatisk hydrolys

Simulering av denna differentialekvation tillsammans med modellen fér
cellobioshydrolys kan ses nedan. Vi férutstter alltsa att all hydrolyserad
cellulosa dvergar till cellobios innan glukos bildas.

§ a9/t 1 941
40. \ 40, \

= 2 3/ -
0. 3/ N 0./ |
0. ' 40. ' 0. 40,
b) < a/¢ d) -&/&
40. 40. |

Fig. 2.11 Simulering av 3ZM med initial koncentrationerna:
gellulosa 50 g/1, Celluclast & FPU/ml, f-glukosidas 20 1U/1
{ 1Celluloza , 21Zellobios , 21Glukos)
a} sam ovan
I} =omm ovan wtom P-glukoszidas 2 [U/ml
) somm ovan samt en glukoshalt pa 20 g/l
) som ovan samt en cellebieshalt p8 10 g/l



Enzymatisk hydrolys

‘HCH-1'-modellen

HCH =tar f&r initialerna fér upphoveEméannen Holtzapple, Caram och Humphery.
Detta &r en vidarwtveckling av 35EM dir wvi antog att reaktionen var
propotionell m.a.p. adsorberat enzym och aktiva centra fér hydrolys. I HCH-1
har man gftt =tt steg liangre och s&ger att det inte racker med detta utan
ytterligare en komplexbildande reaktion 3r nddvandiqg.

- i

5&M &} ?

+ E I--—»E: I G +E!
x R =

Y .

f

- { a ., ., - -
HOH-1 G +BTSE? 46 —wE G =G +EL
poA S X X i X =

T

Jamte desza kemiska och fysikaliska reaktioner sker oslika inhiberande
reaktioner (se fig. 2.12).

/% 1/
65€! + 6le—6,E9 + G, > G4EG,

S

IL 1/ K
Ef + 6] «—— E9 + G, —2» EG, —> Gy + E

Fig, 2,12 RBeaktionsmekanism {9r HCH-1 modellen,

Om vi startar med att si3ga att reaktionen &r av férsta ordningen m.a.p.
enzym-substratkomplexet:

ac
—x kE‘.i}“{
it )

konstanterna § modellen 8z vid j&mvikt,

e G b

1/6
/n = EG_/E°

p=cEnE o) =0 B/ EY=a EG /(G EG

"



Enzymatisk hydrolys

En enzymbalans ger da

f Eo

(1+pG_I (1 1/6+1/(63"§))‘3xf

och en cellulosabalans ger

(] =

(1+E(1+E-C';,:)(1f(5+1/{6l“;))Ef

d3r £ #r antal upptagna hydrolyscentra,
Reaktionsuttrycket kan nu skrivas

dG
dr

eller om vi gir om det lite

A w3 E 1 ]
n_ He
clt a+dG +eE | 14RG
x z

dir konstanterna ovan ar

—FoygG =k B el = kiem E G
X X X

f

¥ = k/(nt+1)
a = nEsnth

fria antalet centra t.'ix -~ EﬂAGV ~—g E)° +4a C-i}'
g = = = =

totala antalet centra 243

ol
T

"

Férfattarna har gjort omfattande ztudier och erhallt f{5ljande parametrar vid

resp, parameteranpassiing

¥ o« £ B fal%
Tidspraofil 6.3 8.87 36,8 0,45 3.98
Medelhastighet 42,6 16,2 67.2 0.4 5.15
Initiathastighset 11,3 2.49 491 - 7.72
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ra

11

HCH-1 modellen har simulerats nedan med de parametrar som erhdlls {ér
tidsprefilanpassnindg.

1 2 3-—/3-’
/ g
0. i ,
40,
o/t

, 3
3 {
g2y

¢) 1 g/
40.
i

] \ ——
20.| é%@

2
0. _ .

0. 40,
d) . a/2 .
40.

] !\

1 !

20, >'¥:::

Fig, 2,13 Simulering av HCH-1 med initial koncentrationerna
cellulos 30 g/, Cellueclast 2 FPU/ml, Novozym 0,02 1U/ml
{ 1rZelluliosa , 2ilellobios , 2iGlukos )

A) 50m ovan

b som ovan utom Novezym & IU/ml
) som ovan samt =n glukoshalt pa 20 g/i
) somn ovan samt en cellobioshalt pa 10 g/l
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*Amorf och kristallin cellulosa’-modellen

Denna modell publicerades av Blanch m. fl. {(ref. 3)., De dorinerande
reaktionerna enligt férfattarna ir {&ljande:

tHeterogenculs reactions. Homegencous reactions:

i 4y Ay . . Ay = k; . .
Eg sy == & — E 1 G, Ey+ G, === EqG, —*= Eyt 20
’ Ly ko,
& I ) Lo
Eg b 8 = g o B LG Ey+ G == EuG
£y k oy
S . wo
by H Gy = E4 0 EyGy + G == EyG) G
i, b

Tabell 2.14 Reaktionsvigar fér cellnlosahydrolys enligt ref.l.

De homaogena reaktionerna kanner vi igen fr@n cellebioshydrolysen ovan. De
heterogena reaktionerna bestar av tva olika reaktioner for hydrolys av amorf
resp. Kristallin cellulesa, Aven en inhiberingsreaktion av det amor:a enIym-
komplexet har antagits,

Hastighetsekvationerna f&r de heterogena reaktionerna ar snarlika de {dr
Z2M, d.v.s, &r av fdrsta ordningen m.a.p. enzym-substratkomplexet, o)

r1
rc=l{GE razkat'a
;S i
1+P‘Ic
Enzymadsorpticn E =n_3E/(K+E)
e 2
Substratyta (sfarisk} Z=4rEn
: - 3
Zubstratkoncentration C = 4/3 nE ng

vilket ger
=B &' E / {E+D
dar B’ =3n Mer doch ' =C 0 C
5 el o
tillsammans med en enzymbalans
= 3 ’:
EG E+ EME’.___
tﬁ-Mp ar. omrakningsfaktorer fran mol till aktiviteter ).
Vi eliminerar E (zamt gér ett variabelbyte) och far {8ljande
(E -£") (£'-BC) = -E'K
5]

2 2
ellier £!' = b/2 +/- (!:»"/4-—0)1/



Enzymatisk hydrolys
dar b= BC+F.+EO (samt §'=pM %)
o= BC!EZD {och B=E-MEB'>

Detta ger hastighetzekvationerna

b .
b (b “-4c >VE]
a o [ud

r_=k g =
Y i 2

3 = * +o +E
dar bc: E'c\‘ s I o
. 173 2/
=1 = =4
a ‘2 oo o

GC =5G YG EC'

(g, f =amt «_ &r konstanter )
c @ <

och motsvarande {dr amorf cellulosa

2 1/2
i B —(b "-4c) [1
r =k = = o a a a
“a a

2 b o

&
[

darb_=p y_+u_+E
a a'a a o
1/3  2/3
a ‘a‘ao “a

-
1

c =8 yE
a E'axa [

1 samma artikel redovieas de erhallna vardena p& konstanterna f&r rishalm

som substrat,

B_ =414 B = 203.4
«_ = 214 o:c' = 1050

£ == 0.0375 _ £ =1 i
I = 2.11E~3 min i = £24E~4 min
}-'.I = 0,14 mM

Vidare konstateras den amorfa andelen cellulesa vara 32% av den
nerbrytbara andelen celluloza i rishalin (nerbrytbar andel 3r cirka 65%).
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Dessa konstanter har omrdknats fOr att passa de experimentella resultat som
redovisas | samma artikel samt {r att byta enheter till de som anvandes |
fortsattningen ndmligen g/l och h.
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Fig., 2,15 Fdrsdk och simuleringar av ACCM enligt ref. 5.
a) Initialkoncentration 100 g/]1 och 2 FPU/ml
b) zamt cellobioskoncentrationen 10 g/i
<) samt glukoskoncentrationen 20 g/l
(hdger ref, 5, vanster simnenprogram ALCZCM )



Enzymaticsk hydrolys

2.3 JAMFSRELSE AV MODELLER OCH ETT SATEVIS FORSSE,

Farsak

Ett satsviz {drsdk gjordes f&r att fér=dka utvirdera de modeller som
presenterats tidigare. Firsiket giordes i ett tvafas-systemn,
Fadextran{@x)/Folyetenglykal(6%) (DEX/PEG) med pH 4.8 och vid temperaturen
40 . Substratet vid forsdket uigjordes av ettt modellsubstrat, Solka Floc BW
200, Enzymerna korm fr8n det danska f{Oretaget Novo. Cellulaserna wvar
prepararacde fran Trichedsrma ressii med produktnamnet Celinclast, Cellobias
var preparerads frin Aspergillus niger och gir under namnet Novozym,

Under fdrzbket gjordes analyser av cellulosa, reducerat socker samt glukos,
Cellulosahalten analyzerades gravimetriskt, DNS-metoden utnyttjades f&r att
Ireztimma mangden reducerat socker. Koncentrationsn glukos analyserades
m.na. tva olika metoder, Den {8rsta metoden var att uwtnyttja det FlA-system
(Flow Injection Analysiz) som finns beskrivet i 4,2, Metod nummer tv3 var att
utnyttia en enzymatisk metod, GOD-PAF, som bygger p& att en enzymreaktion
av glukeszen bildar =tt fArgkomplex som kan mitas spektrofotometriske,

£
Fesultatet Ar presenterat | figur 2,16, Fdrz8ket startades med 52.6 gram Zolka
Floo (5%), 26 ml Celluclast (2 FFU/ml), Efter 120 timmar tillsattes ytterligare
526 gram Solka Floc och efter 144 timmar tillzattes 1,12 gram Novozym (600
U/, Ytverligare 1,12 gram Novozym och 26,3 gram Solka Floo tillzaties efter
&2 tirrar,



Enzymatisk hydrolys

Maodelljamidrelzer

Det mest férvanande ar att alla tre modellerna utan stérre problem kan
anpassas till f8rsdksresultaten.

A5M ger ett langsamt reaktionsférlopp. Modellen ar nagot langsammare &n
firsidksresultaten  men  som helhet  kan  nog  modellen  klassas  zom
tillfredstallands,

HCH-1 ger nastan identiska kurver som S2M, vilket inte 3r helt &veraskande
med tanke pd dezs fysikaliska bakgrund. Att kurvorna skiljer sig lite &t &r
endazt p.g.a. olika initialkoncentrationer.

ACCM ger ett mycket snabbt hydrolysférlopp, men Sverpredikterar gellobios
nfgot. Dennz modell ger ocks=a mdjligheten att valja utzeende pi hydrolysen
m.h.a. att variera andelen amorf cellulosza och inhiberingskonstanten ki, Ett
hégt ki och stor andel amorf cellulosa ger ett hydrelysférlopp mycket likt de
tva tidigare, 38M och HCH-1,

Nagra fdrslag till fdrbittrade modeller zkulle vara att modifierd tanken
bakom ACCM, d.v.z, atayttja flerz tillstdnd att beskriva cellulosan, Det
forsta skulle vara att knyta an till den reaktionsmekanizmen som visades i
kapitel 2.1 (ref. 4)., Dar antog man  ytterligare en intermediar,
cllukesoligomerer,

Ett annat forslag ar att stoppa in ytterligare ett tillstnd, n3mligen icke
nedbrytbart  material, Detta  tillstnd plverkar 2] kinetiken rmen
gravimetrizska och viskositetzhaserade analyzer stérs avsevart,

Substratet Solka Floe &r naturligtvis industriellt ointressant, men en modell-
anpazsning av andra substrat, s&som salg, kan s3kert gdras. En s=adan
anpaszsning skulle kunna géras m.h.a. {5rs8k liknande de ovan giorda,
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Fig. 2.16 Ett satsvis forsdk med substratet Solka Floc.
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Tvafaz-system £8r kontinuerlig produktion

3. TVAFAG-ZYSTEM FOR KONTINUEELIG FRODUETION

3.1 PROCESZBESKRIVNING

Ett tvafas-systern utnyttjar tva icke blandbara fazer, som man f&rst blandar
val i en mixer och sedan later separera i en settler. Genom att utnyttia
kunskapen om olika komponenters fdrdelning i de ka8da faserna, kan vi
separaera olika komponenter fran varandra. I det fall som studerats har man
anvint tva vattenlSsliga polymerfazer, Detta inneb#r att ingen fasj3mvikt
existerar {dr "vanliga" molekyler utan endast f8r makromolekyler, i1yp
cellulosa och enzymer. Den enzymatiska hydrolysen bér zke vid temperaturer
Gver 40°C, men fasseparationsn sker avsevirt bittre vid laga termnperaturar,
DErfor Ar mixern i vart fall uppvarmd till 40°C, medan flédet till settlern
kyle f&r aty {Orbitira separationen, Dot Ar allts3 mer adekvat att tala om en
tankrealtor och en separator istillet f8r en mixer—-=zettlar,

cellulosa
recickuferad PEG-fos [ P
—l el
AN TN : i =
i Peoct - strom
Grmemeddivm .
verme recirkulecad DEX-fas
{tankreaktor K separator UE
s

Fig. 2.1 Oversiktligt processchema

De wvattenldsliga polymerfaser =om  anvinte #r ridextran (DEX) och
polystenglykol (PEG), DEX-fasen &r den tynare och f8s som bottenfas |
separatorn, DEX-fazen kommer ocksa att innehalla all cellulosa och det mesta
enzymet, FEG-fasen, {is som toppfas ur separatorn, innehfller reaktions-
produkter, =38 som glukos och cellobios zamt en del enzym. PBottenfasen
recikualeraz till tanken medan toppfasen gir vidare till en unltrafiltrerings-
enhet for koncentrering av FPEG-fazen {3r recikulation til] tanken.

Den maximala eellulozakoncentration som  praktiskt &r méjlig i tanken,
begrinzas av motsvarande koncentration (eller sparare viskositet) i den
recivkulerands DEX-fazen, [ denna strém  r8der dubbla ca, eellulosa-
koncentrationen jAmfdrt med tanksn. Hi3r ir det limpligaste pumpvalet en
skruvpump, Ett analogt problem kan uppst3d | witrafiltreringsenheten, Det
minsta  FEG-flddet som  kan recikuleras begrinzasz av  maximala
PEG-koncentrationen  under ultrafiltreringen  =ller  viskositeten  vid
pumpningen.



Tvafas-system {&r kontinuerlig produktion

e
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Fig. 3.2 Fontinuerlig ultrafiltrering,

Den naturliga cellilosan zom kowmmer att vara av intresse vid industriell
tilldmpning férbehandlas i ettt tidigare steg, Om detta innebir ett tillflide i
form av ett fast matsrial, szom maste tranzporteras med band =ller zkruv,
eller att pumpbart medium =& krivs ytterligars tillfléde av 15sningsmedel
(buifertldsning)., Detta 3r att ge  mijlighetsr att  variera celluloza-
koncentrationsn i tanken och &ndi behialla produktilidet,

Naturlig o=llulosa innehiller naturligvis en hel del icks nedbrytbart material,
Den stérre delen kommer att ackurauleras i DEX-fasen, om ) nagol gors, Detta
innebir att det Zr nddvandigr med en avtappningssirém och ett tillfldde av
wy DEH-fas {Sr att Aterstilla fasfdrhallandst,
2
Fér att Ateranvinda cden avtappade DEX-faszen krivs nigon form av rening.
For att fa veta hur Jdenna ska g& till krivs en ingfends studie 1 vad som
ackumuleras och hur detta kan atgirdas, Det bdr papekas att detta kan vars

av stort elonomiskt intresse,

Lelluioge, @
buffek- _ @
LEvning enzymer
C\! U-;‘ffu. @% ) @
ek i I

recickaterad PER-~{as

I T e e
o { "82 T
] €

varine.-
mediorn

recirkale rad DEXL- Ga.s

Fig, 2.3 Processchema fOr kontinuerlig produktion av glukos i ett
rvafaz-system enligt ovan.
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2.2 PASVAL OCH FARJAMVIKTER

Ett fassystem f{or enzymatisk hydrolys har atarbetats vid avdelningen for
Biokerl {ref. 6 och 10). En ingfende studie av ett tvafaz-system av dextran
(DEX) och polystenglukol (PEG har gjerts m.a.p. molviki, kongentration,
jonstyrka, pH, tempsratur och enzym/substrat-férhallandet, Det "bacta”
fassystemeat bestimdes till att vara DEX 40 - PEG 40000, Av ekonomiska skal
ir radextran att féredra framfér dextran 40. Ungefirliga jAmviktskonstanter
far ende-p-glukanas och f-glukosidas f3r olika medisr kan === nedan,

enzym N\ media CEX 40/FEG 40000 F&dex/PEG 40000
sndo-p-glukanas g.02 .18
B-glukosidaze 0,005 .14

Tabell 3.4 JEmviktzkonstanter {f&rdeln. i topfas/bottentas)
far resp. enzym vid 20°C med mycket oslluloza nérvarande,



Tvafas-system f&r kontinuerlig produkticn

3.2 PROCESEMODELLERING,

Zorn antydes i kap. 31 3r kan man betrakta reaktorsystemst =om en
tankreaktor och en separator. Den enklazte modellen av progessen utgor
antagandet att omrérningen i tanken 3r =& god att man kan betrakta tanken
zom ideal (dov.s. inga koncentrationsgradienter), Ytterligare en forenkling ar
att férsvmnma reaktionen i separatorn.

Tankrealttorn,

Tankreaktorn kan nu skrivas som

Ackumnulering = In - Ut + Produktion
v as, = T q,c - % = + VY r
m dt ey Hutm m m
d DEX - B - R DEX
dt Y
m £
b4
4 FEG, = T4+F - r1+ ZEmoor s p
dt Vm

dir V ar tankvolymen, <L och ¢, koncentrationen av komponent 1 i tanken
rezp. i tillflédet (fesd), J, och q  3r volymsflide i tillfléde resp. utildde
{(V=konstant , g ks AN } =amt L ir rSaktionshastigheten f&r komponent i.

A i

E
B T
1 1
SO R
Veo . Com —_—

Fig. 3.4 Tankreaktor,

Ytterligare en parameter infdres , ndmligen recirkulationzférhallandet eller &
( = T/F). Med hjilp av enkel masshalans &ver hela processen {as f{Sljande

fléden (volymzackumuleringesn = Oh

T=0F , B = F(1+3) ' R = 2F(1+E0
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Separatorn,

Ovan antogs att reaktionen 1 separatorn ar fOrsumbar. Detta f{Srenklar
Separalorn aveevirt, Det medfSr att man inte far ndgon produktion=term.

Ackumulering = In - Ut + FProduktion
Vsr 3%3 =z e z R
2 _DEX gf}{s = R % - B
m
2 TEE, =m1+%)— (T + F)

separatorn har vi dock tv3 olika fazer med olika koncentrationsr, Man kan

separatorn som en vanlig tank utan reaktion men med olika koncentrationer
alika utfldden, F3 molkylirniva &=, enligt ovan, ingen fazjamvikt, med
andra ord har man samma konoentration av cellobios och glukos 1 topfazen som
i bottenfazen, Msn pd makromolskylirnivd f3s en fasjamviki. C=llulosan
Sterfinnes helt och hillet | DEH-fasen, d.v,s, oellulozan ackumuleras endast |
DEX-fazen, och vid statiendra forhéllanden 3r bottenfasflddet halva E-flédet,
vilket medfdr dubbla koncentraticonen cellulosa 1 bottenfasen jAmfdrt med B
oiziy tanken.

I
se
i

_‘_}
R S R T W -P
R
Yy o ©3
=

Fig, 3.5 TvAfas-separatorn eller ssttlern.

Ultrafiltrering.

Kontinmmerlig UF kan bstraktas =zom =n tank utan reaktion. Doveso vid
stationdritet finnes inga koncentrationsgradientsr och alla utflddena har
sarmma clukes-"och cellobioskoncentrationer, Dess dynamile 3r mycket langsam
p.dea, den stora volym som finns 1 bufferttanken osh i recirkulationsflidert,
Dvnamiken &éver membranst kan betrakiaz som relativt snabbk jA3midri med den
"ganliga® masshalansdynamilen. Med detta som grund  kommer wviood
fortsattningesn =j att ta upp UF-enheten,
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Modsall av enzymidriuster

Detta utgdr kanske den viktigaste delen av hela progessproblematiken.
Enzymerna &r den viktigare processvariabeln ur bade progessteknizk och
ekonomisk synvinkel, I processen, beszkriven ovan, har man tva olika
f3riustkallor. Den farsta 3r helt enkelt att enzymer f3ljer med i olika fléden
ut ur processen, och d& i férsta hand med avtappningsstrommen. Detta flide
maste naturligtvis minimeras. Den andra kidllan &r deaktivering av
enzvmerna, Enligt ovan (kap 2.1) &r den stdrsta kdllan till dezktivering,
irreversibel adsorption pd cellulosan,
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3.4 JAMFORELSE AV PROCESSMODELL OCH ETT KONTINUERLIGT FORSOK.

Ett kontinuerliqt f8r=ok -

Vid forsdket anvandss samma tvafas-system, pH, temp., enzymtyper samt
substrat som i det satsviza for=dk som presenterades | kapltel 2.3, Analyserna
av torrsubstans, reducerat socker samt glukos gjordes ocksd som tidigare.
Férziket gjordes med en tankreaktor pa 1 liter, en separator pa 0.25 liter (0.4
dm”), Tanken varmdes i ett vattenbad medan E-flddet kyldes m.h.a, en
"vanlig" vattenkylars,

Férsiket startade med en cellulosahalt pi &% och en celluclasttillsats
motsvarande 2 FPU/ml, Tillflddet hade -:-n cellulozahalt pa 4,4%. Forsdket fick
fortgd till stationdritet, dov.z, i ca. & dygn. D8 gjordes {drst ett stegsvar
m.a. . cellulosahalten 1 tillflédet (-:n &kning fran 4,4% till 5,9%). Darefter
gjordes ett stegsvar m.a.p. celluclast (en tillzats p& 20 ml), Till sist gjordes
en tillzats med Novozym 4 2.8 gram. Under hela forséket héllz produktflddet
ra 15 ml per timma och recirkulationsférhaliandet var ungefir lika med noll
(=0, odov.s. B- floder var vid stationfritet lika med 30 ml per tlmma. Hela
fdr=dkst tog ca. 2 veckor,

Det visade sig dock vara svart att halla stationdra betingelser under en
l3ngre tid., Frimst giller detta fldden och d8 i férsta hand de som inneh&ll
cellulesa, Svarast var att kontrollera B-flédet p.g.a. varierande och myckst
higa esllulosakoncentrationer,

Analyser av cellulesakoncentrationen i tankreaktor gjordes for att utrdna om
approximationen: inga koncentrationsgradienter wvar godtagbar. Analyszerna
cav higet 2%-= avvikelze, vilket medfdr att approximationen var godtagbar.

Bven fdrsuwmnmandet av reaktion 1 zeparatorn kontrollerades, [ zeparatorn
midttes koncentrationsr som var ca., 5-10 % hégre &n i tankreaktorn. Denna
férsurmning kan allt=8 ifragaszattas,
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Madellidmfdrelser

Om det var forvanande hur bra alla tre kinetikmodellerna predikterade det
catzvisa f5rsdket, £& maste man nog siga att det Ar fSrvanande hur daligt
processmodellen och fOrsfksresultaten stimmer overens. Naturligtvis ligger
dst  mincga  approximationer bakom processmodellen, men  den storsia
avvikelsen wtgdr nog forséket i =ig. Fransett analysfel =3 wtgdr
approxirnationen att alla fidden 3r konstanta en stor felkilla.

Eftersom S8M och HCOH-1 ger nistan identiska simuleringar, har endast JEM
ooh ACCM studerats, och f8rst med konstanta enzymaktiviteter.
23M-ziruleringan bekraftar vad som sades i kapitel 2.3, divis. att modellen
ger langsamma {Srlopp. FA enzymstegsvaren ger modellen mycket =vaga
stegsvar,

ACOM ger ett nfgot bitire resultat och reagerar i ratt riktning pa de olika
stegsvaren, Den utgdr 3nda inte nigon direkt bra modsil,

Ingen av mepdellerna, 1 nuvarande skick, kan anvandas fér en mer ir}gaende
analys, varken processteknisk eller reglerteknizk, -
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Fig, 3.7 Simulering av processmodellen med S5M-kinetil:,
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Procezsreglering

4, PROCESSREGLERING -

4,1 PROCESZREGLERING. EN OVERZIKT,

Volymsreglering

Froceszen kan delas upp i tre olika delar; tankreaktor(mixer), szeparator
(zettler) zamt ultrafiltrering.

Volymsreglering av tanken sker enklast genom en nivavakt i tanken som styr
utflddet (Reguliator FRi1, fig, 4.1). Fdr att fdrbattra denna reglering kan
framkoppling av stdrsignaler géras, men p.g.a. det stora antalet sidreignaler,
ir cet svAart att p& =tt =8 hir tidigt stadivm fdrecld 2n lamplig =adan,

Separatorn har ett tillfléde och tvA franfldden. Ett exempel p& reglering av
separatorn  &r  att med hjidlp av  naturlig avrinning styra nivan och
toppfazflédet  samt wed hjalp av  fasnivamaining =tyra bottenfasflodet
(Regulator  E2,  fig, 4.1}  Mitping  av fasnivan kan t.ex, goras
Londuktrometriskt, om faserna har olika ledningsfdrméga, Ett annat alternativ
kan vara optisk m3tning, 42 de har olika Ijusgenomslapplighst.

Fig. 4.1 Volymsreglering av tvafas-systemat,

Den recirkulerande DEYX-fasen ackumulerar icke-nerbrytbara Amnen, DErfdr
mSste vizz avtappning ske, vilket Kraver motsvarande tillfldde av ny
DEY-fzz, Dessa bada fl3den maste naturligtvis regleras fér att &) fa obnzkad
fazférdelning, men en styrning av den ger ockss mijlighet att vialia
fasfirdelning och avtappningsgrad (Regulater D1 rezp. D2, fig. 4.1)

Ultrafiltreringsn arletar med higt flédesférhallande och tryckgradient &ver
membranst, F.g.a. variationer hoz fladet till UF-enheten zamt att denna
arbetar med myeket higre fléde 3n tillflédet, =3 kriavs en bufferttank. De
processhetingslaer som Ar intressanta fir reglering &r niva i buffettank,

arbetztrvek samt flédesfirhallanclet,
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PEG-fas
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Fig. 4.2 Exempsal p& reglering av ultrafiltrering

Zom kan zes i fig, 4.2 kan UF ragleras pd ett flertal olika satt, Det kriver en
ingdende analys av prooeszvariablerna for att valja lamplig reglerstrategi,

Temperaturraglering

Feaktionen hér ske vid 40-50 °C medan separationsn gynnas av  lagre
temperaturer  toex. 20 °C, Detta  kraver en temperaturreglering av
tankreaktorn, Dhv.s. fladesreglering av  varmemediet med avseende pa
temperaturen i tanken (Reguwlator T1, fig, 4.2, Tempsraturen vid sep. :aration
regleraz med hjdlp av flddet hos kylmedist | varmevaxiaren (Regulator TZ,
fig 4.4).

G
G

A

Fig. 4.2 Temperaturreglaring

Konoentrationsreglering

O man foratsiatter att man har konstanta {(reglerade) fléden och volymer,
zamt att man Snskar halla en viss produktion av glukos, krivs en reglering av
dess koncentration i produktstrémmen. D& man tidigare antagit att det 2] sker
nagen reaktion wtanfdr tanken, medidr det att produktsirémmen och tanken har
zamma Koncentration (vid =ztationiritet),

Glukoshalten regleras  antingen  med  hijilp  av  uppehillstiden  eller
cellulozakoncentrationsn i tanken, QOm {l&det {uppeh&liztiden) halls konztant
Aterstdr reglering med hjilp av cellulesahalten | tanken,
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Om enzymaktiviteten antas vara konstant kan glukoskoncentrationen regleras
med  en enkel  SIS0-regulator {(Single  Input/Single  Output) med
cellulosakoncentrationen i tillflédet som styrsignal,

Enzvmreglering

Den avan diskuterade koncentrationsregleringen forutsatte att
enzymaktiviteten Aar konstant., Dstta Ar  naturligtvis  inte  fallet  wvid
kontinuerlig produoktion under langa tider, Att direkt mata enzymaktiviteter
ar myocket svAart och tidskrivande,

Diet enda realistiska alternativet Ar  att uppskatta eller rekonstruera
enzymaktiviteten i tanken, Detta kan gdras med en observerare som sstimerar
aktiviteten, vilken kan winyttjaz for att reglera produktionen,
I3 T o]
(£ o === ! -5
NIRRT
Lsh.mn, = - ;
e gemat | G
t enzymel
© 9
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Fig, 4.4 Exempel p& reglering av ¢lukoshalten samt enzymaktiviteten.
( BliGlukosregulator , OtEnzymobserverare , RiEnzymregulator)

Slutsats

Som redovisats ovan krive en lang rad mer eller mindre kvalificerade
reglerkretsar f&r den kontinuerliga processen, Dessa kan i hdg grad
férbittras t,ex. med framkoppling , samt modifiering av reglerstrategier f8r
optimal reglering, De flesta reglerkretzarna 3r traditionella niva-, {lédes-
ooh temperatuwrregleringar, vilka e 3r speciellt intressanta p2 detta stadium
av progessutvecklingen., De mer speciella och unika reglerformerna ar dock
av dezto stérre intrezsze, Nedan kommer darf{sr endast koncentrations- och
enzymregleringen att studeras mer inglende,
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4.2 PROCEZSANALYSSYSTEMET FIA-GLUKOS

Flow injection analysis -~ FIA

FIA bygger pa att ett injicerat prov fAr passera en kolonn med
immobilizerade enzymer. Under passagen sker reaktioner specifika or de
enzymer som finnz i kolonnen, I vart fall enzymer zom reagerar med glukos,
Efter kolonnen kommer det reagerade provet ut i form av ett fargkomplex som
glr att detektera med hjilp av en spektrofotometer. Vid glukosanalys
anvandes tva seriskopplade enzymkolonnen med enzymerra glukosoxidas och
peroxidas i ndmnd ordning.

prohe

Dial

FlA-zystemet kriver en ren l&zning f&r att man =] skall skada eller =3tta igen
kolonnerna, For att erhflla detta utnyttjas en dialysprobe dar molekylerna
f&r diffundera genomn ett membran, in i en buffertlfzning. P& detta sitt hialls
aelluloza och makromolekyler borta fran providsningen.

Diffusicon &r myoket kinslig f3r bl.a, temperatur, omrdrning och viskositet,
vilket medfSr att analyssystemet Ar kiansligt {8r fér3ndringar hos olika
processhetingelser, Dot har dock vizat sig att systemet beter sig bra gch har
en god reprodocerbarhet i bade enkla och komplera medier med konstanta
yitre betingelser.

Diynamik och mathrus

1 procescanalyssystemet kan man urskilja tre olika effekter som paverkar
dynamiken, Den fdrsta Aastacdkommes av  transportfdrdrdjning i slangarna.
Denna provtagningsférdréjning 3r proportionell mot flédet i FIA-systemet och
varierar med valt Koncentrationsomride, I ce koncantrationsomrade somn
férsdken gjordes uppskattades traneporiférdrdjningen till 2.5 minuter., Den
andra &r diffusionen Over membranet, Dynamilken kan beskrivas som en
exponentialfunktion med en vngefirlig tidskenstant pd 5 minuter,

N s
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Fig. 4.5 Stegsvar Fig. 4.6 Exempesl pa mAtsignal

Matsianalen kommer att brusa vilket orsakas av varierande betingelser vid
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diffusionen. Pruset kan behandlas som ett glidande medelvirde (moving
average) vilket medidr att bruset kan filtreras bort.

Shitsats

Ett FlA-system med en dialysprobe har visat sig fungera bra och trots en
anzenlig dynamik &r detta matsystem tillfredstidllande f3r reglering.
Ovanst8ende m3tsystem kan l3tt inkludera analys av cellobios genom att
ytterligare en kolonn med immobiliserad p-glukosidas sitts in i systemet fore

de andra tvAa,
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4.3 GLUKOEREGLERING

1 kapitel 4.1 konstaterades att reglering av glukoskoncentrationen gérs
enklast med en 3IS80-regulator som styr cellulosakoncentrationen i tillflddet,
Attt forverkliga denna reglering innebdr att ytterligare tva aigoritmer miste
tas fram., Detta p.g.a. att cellulosan och l9sningsmedlst tillfdrs separat,

Den fdrsta algoritmen omvandlar cellulosakoncentratienen (styrsignal fran
reculatorn) till ett flddesibrhillande,

= = + -
{7 («::11:‘1 LEF,‘_;‘}/FD
antag «::2=0 > GI:T_’ = g 1*F1/F0

=ller g = Fl,-'FD = 612/5'1
Dien andra algoritmen cmvandlar flddesfdrhallandet till tva {loden,

Fy

Fy

1]

P¥Fy P

1]

+ip) ¥
(1+)*F,

FlA-systemet l3mnar en tidsdiskret mitsignal, vilket medfdr att regulatorn
miste vara digital, Men =ftersom att hydroly=zen &r l8ngsam =8 Ar tids-
kontinwerlig design av den tidsdiskreta regulatorn godtagbar,
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4.4 ENZYMREGLERING

Enligt kapitel 4.1 &r det enda realistiska alternativet till direkt matning av
enzymaktiviteter, rekonstruktion av enzymaktiviteten i tanken med hjslp av
glukosmaAtningen., Eftersom enzymatisk hydrolys kraver flera clika enzymer
uppstar ett nytt problem; att prediktera de olika enzymslagen,

En firsta 1dsning pa detta problem ar att alltid ha dverskott av f-glukosidas
s& att enzymregleringen sker med avseende p3 cellulaserna. Fekonstruktion
cker med hidlp av glukosmitningen och cellulosahalten i tanken eller rattare
zagt celinlosakoncentrationen i tillflddet (styrsignal fran glukosregulatorn).
Féy =tt virde pd cellulosa- och glukoskoneentrationerna finns ett motzvarande
virde pa enzymaktiviteten.

~
e

L= 1"{(-391lulnzrza,glukc::s.) {= , = konstant)

% g

Dt rekonstrusrade vardet kan anvandaz som #n matsignal till en "vanlig"
regqulator,

%
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Fig., 4.7 Glukos- och cellulasreglering vid snzymatisk hydralys
(RiGlukosregulator , AltAlgoritm =it , A2:Algoritm tva
O1:Enzymobserverare (cellulaser) , EiL:Enzymregulator)

Att styra progessen enligh ovan har en stor nackdel i de stora B-glukosidas
kostnader som ovanstiends processalternativ innebar,

Genom  att  introducera  yitterligare  en oheerverare soin  relonstruerar
cellobiazaktiviteten minimeras Aven detta problem. Rekonstruktion kan géras
genom At man  mater glukos- och sellobioskoncentrationerna 1 tanken.
FlA-systermet kan 1att modifieras fér att klara av detta. Likt tanken bakom
rekonztruktion av cellulazerna kan man uppzkatta p-glukosidasaktiviteten,

2. =1 _(eellobios,glukaos)

pog
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En regulator kan wnyttja den uppskattade aktiviteten £3r att
B-glukosidasetillsatsen,
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Fig. 4.8 Yiterligare en observerare {4r p~glukosidasreglering
Ar nédvandig {5r optimal drift,
(Figlukosreg. , Alialgoritm 1, Afialgoritm 2
Olieellulasobserverare , Elicellulazaktivitetsreq,
OCreellobiasobserverare , E2icellobiazalkitivitetesreg.)

reglera

Enzvmerna =zom Ar temperaturkinsliga och e gir att lagra nfgon langre tid,
tillverkas troligen satsvis parallellt med hydrolysen. Tekniskt =zett kan dst
vara nddvandigt att pulsmodulera enzymregulatorerna sd att enzymtillsatzer

sker =atsvis,
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4.5 ETT OGVERGRIPANDE KONTROLLEYSTEM

Aven om man {druteatter att de reglerkretsar som tidigare diskuterats gar att
férverkliga och att de klarar av att reglera processen, d& kommer
regleringen att bete sig konstigt vid en drastisk stérning utifran, t.ex, di
andelen icke nedbrythar cellulasa &kar i tillflédet,

Nir andelen nedbrytbar celluloza minskar kommer glukoszkoncentrationen att
sjunka., Det innekar att regulatern svarar med att &ka cellulos=atillfdrzeln.
Denna stdrning kommer  enzymobserverarna  att uppfatta =om om
enzymaktiviteten minskat och vill naturligtvis kompenzera detta,

O detta far fortgd under en lang tid fyils hela systemst med enzymer och
svirnedbrytihar cellulo=a,

En zidan stérning kam inte regleras bort, men man kan lindra konzekvenserna
av den genom att infdra ett Svergripande kontrollsystem. Det bdr ha zom
uppgift  att kontrollera regulatorernas  styresignaler. I detta fall  bér
kemirollzystemet gd in och begransa eller stinga av olika regulatorer d& flera
styrsigqnaler skulle dka utanfdr zatta grinser. Aven vissa Atgirdspaket zkulls
kopplas in avtomatiskt, t.ex, § detta fall Ska aviappningsn,

Problemet vid denna typ av stdrning blir att skilja mellan brist p& enzym och
Andrad andel svArnedbrythar coellulosza. Genom att studera dynamiken vid
enzymtilleatser kan man uppskatta snzym/nedbrytbar cellulesa-férhallandet,
Znablb dynamik indikerar enzymbrist medan l3ngzam och ingen dynamik
retvder brist p& nsdbrythar cellulesa,

Cirn det av nagon anledning skulle vara mycket 18g enzymaktivitet | enzym-
tillzat=en, kommer dynamiken att wvara langsam, och om inte vet enzym-
aktiviteten, kommer ovanstfends kontrollmekanizm att ge fel svar., Detta
redidr att man mi=te ki3nna till enzymaktiviteten | tillsatsen.

En z3dan ldsning kan men kalla en rekonstrulition av nedbrytbar cellulosa,
Genom att mita tillsatsen av enzvm och samtidigt studera dynamiken vid
cellulozanedbryiningan {(dov.=. styrzignalen fran glukosregulatorn), kan man
uppskatia andelen nedbrrythbar och icke nedbrytbar celluloza,

Fraediktionsan an andelen nedbrythar resp, icke nedbrytbar eellulosa kan
apvandas som wnderlag f6r Atgarder som fdreslagits tidigare,
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5. PROCEZSTEKNISKA ASPEKTER

Koncentrationshegrinsningar

1 kapitel 3 kommenterades praktiska beqgri3nsningar i ndmnda processval, Den
maximala cellulozakoncentrationen i tanken begri3nsas alitsd av motsvarande
koncentration i den recirkulerade DEH-fasen,

Cellobios som  &r det Amne som  inhiberar hydrolysen starkast, bér
naturligtvis minimeras, Dst innebdr att R-gliukosidaszaktiviteten b&r hallas
relativt hdg.

Glukosen inhiberar visserligen hydrolysen, men har inte alls samma kritiska

inverkan som cellobios. Av ekonomizka skl bdr e glukoskencentrationen vara
f&r 1ag, da det innebir hoéga kostnader vid efterfdljande koncentrationssteq,

Processvariablerna eb/ex och ex/s

Med simuleringarna i kapitel £ som bakgrund har man uppskattat g-glukosidas-
aktiviteten i Celluclast till ca. 1 IU/ml, vilket kan jAmidras med Novozym som
har oa. 500 IU/ml, hd

Genom att utnyttja SIMNON-simuleringar kan man mychket 13t ta fram kurver
t.2x, med reaktionshastigheten som funktion av ndgon parameter, Detta kan
utnyttias fér att bestimma ottt riktmidrke pi eb/ex. Zom wvisasz 1 fig. 5.1 &r
férhéllanden wunder 0.02 IU/FPU  helt fdrkastliga p.g.a. den snabbt lAga
reaktionshastigheten, orsakat av inhikering. Till omsidttningar upp till 80%
kan =it rikivarde vara 0.2-003 IU/FPU (eller 5-10% (Novozym/Celluclast))

1 Vre 1 Ve
8. 8
4. 4.
-l -
0 b4 T T )'{a O . X
0. 0. 75 ) 0' . T 0 't75 ]
Fig., S.1 ~1/ra {ra = realktionzhastigheten) som funktion av na
{ xa= (=0~-2)/30 = om=atiningen )
a) ex=2 FFU/ml, eb/ex=0.01, 0.02, .2 samt (1,4 (4t héger)
b el/ex=0,04, ax = 2, 4 zamt 10 FPU/ml
En [raramster ZOMm beskriver hydroly=férloppets nisesnde ar

ex/s-forhallandet, Samma ex/z, men olika ocellulosakoncentrationer, ger
kvalitativt samma reaktionsforlopp.



5.

"

Processtekniska aspekter

Ur kurvornz i figur 3.1 kan man &ven utlsa uppeh8listider {6r wvald
reaktortyp, I figur 5.2 visas hur man erhlller uppeh8listiden {r en tank-
resp. tubreaktor f&r samma reaktionsbetingelser,

G') A -Vr‘a. L) h -VrQ
8. 8.

|7

)
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0. 0.75 0. ' 0.75

b) 5 -Vfa \ d) 1 -1/

8. 8. d
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0. 77 //, Xy 0. / ﬁg\\\ X
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Fig. 5.2 Uppehallstider {or olika reaktorsystem
Den streckade arean repressnterar V/F__ = @/C
( uppehallstid/celluloszakone, | tillfladety
a) =n tankreaktor
I} 2n tubreaktor
o} tva zeriekopplade tankar
) seriskopplad tank och tub

a0

Driftpunkt kan valjas p& tva olika =8ttt genom att variera antingen cellulas-
aktivitet (d,v.s. flytta kurvan) eller uppehillstiden (d.v.z. reaktortyp
achi/eller reaktorvolymer),

Feaktionzsteget vid enzymatisk hydrolys kan {Grbittras med en tubreaktor
eller med en tankseris jAmidrt me=d en tank,
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APFENDIX I

AFPENDIX 1

Simnonprogram ; Kinetikmodeller
a) CGEIN - Cfellobios}j;ydrolys {enligt ref. 11)
b) S8M - 'Shrinking Site Model’ (enligt ref., 9
) HCH-1 -~ "HCH-1' modellen (enligt ref, 18)

d) ACCM - Modell framtagen av Blanch et el (ref. 3)
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CONTINUOUS SYSTEM CGKIN

STATE g o
DER dg dc

dg = Kh*EB¥#c/((l+g/ill#c+{1l+g/i2) %K
dec =~dg

Kb:i1.25
Km:.256
ils2.7

i2:0.346

Em:4=
c:13.7
END



CONTINUOUS SYSTEM S8H
STATE s g c
DER ds dg dec

ds
dg
de

~kx#at A/ T wlex/ (ex+alfarix i/ (ixntold)
KZ¥eb*c/ (km* (1+g/i23+c*(l+g/i112)
—ds—dg

finn

=
]
!

c+g

kxzO.2
alfa:i.0s

"
x
an
O
P

e d
=
[
L~ 0 ka0
n£n
o~

P

o B g
[ ¥}
[}
M

5:50 "initial concentration



CONTINUOUS SYSTEM HCHi
STATE s o g
DER ds dc dg

ds = —kilw#s¥ex/((alfa+fi+epitaxi+t(i+batazxeldl
do = —-ds-dg
dg = kb#eb#c/(kax(l+g/i2)+c*(l+g/ild)

fil=g—alfa-epi%*ex .
Flh—(F11+5qrttabs(F11J¢“+ﬂ*a1Fa*wlﬁfh
fFi=if FiZ0 then i elsa 0O

rs = c+g

kKilz2a03
alfara.%77
. betar0.45
= epi3Lst.2
g’ kb:l.25
Rt o254

itez.?

5150 "imitial concentration
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CONTINUOUS SYSTEM ACCM

STATE sa so o g
DER dsa dse do dg
TIME t

dsa=if epia)l then ~kaxepia*(1/(i+ki*c?) alse O
dsc=if epic)0 then —~kokepic else O
doe=—-dsa-dsc-dg
dg=kb*eb#c/({1+g/il3 %o+ {1+g/ 122 %kmn)

ba=betaAxgammaf+al fad+ed

gammanA=if sall then fFa%ga0P(i/31%sat(Z/3) alse O
casbetaAxgammaf®al

epia=Cha~sqrt(basbha~d%cal) /=

boe=betaCsgammal+al faC+ed

gammal=if sciQ then foxscOr{i/3I)*sci(2/3) else O
ce=hetalsgammalCrad

epic=(boc-sqrt(bosbe-d#co)r ) /2

S=5C+sa

kat70 "amorf esllulosa hydrolys
betafidi.d

Kit0.40

alfafR:Zld

fFarg.0373

koetQloX "kristallin cellulosa hydrolys
betaliz0l.4

B FCI0 037

kb:73 "cellobios-hydrolys

11:2.7

Ssarzs it ialkonoent et TR
538025

scsdo

scid0

=SB

eb:5

END



APPENDIX II

Simnonprogram ; Processmodeller

a) p3EM - processmodell med ‘SEM'-kinetik,
pPS2Mm : tankreakter
p3EMs : separator
pPESMg 1 'connecting system'

b)Y pACCM - processmodell med 'ACCM'-Kinetik
pACCMm 3 tankreaktor
PACCMs ¢ separator
pACCMe ¢ 'connecting system’

AFPENDIX

o



CONTINUOUS SYSTEM pS&SMm

INPUT F fi sf exf ebf ssb s gs exsb exst ebsb ebst
OUTPUT sm om gm 2xin abmn

STATE = ¢ g ex eb
DER ds de dg dex deb

ds = F*(sf+(1+fidrgsh-2%(i+fid¥s)/Vm + kins

de = F{(fi+i+Firves—-2#(1+Ffid%c)/ Vo '+ Kkinc
dg = F*{(fi+1+Firsgs-2#0i+Fir%g)/Vm + king
dax = Faiaxf+fixexst+(1+Fir*taxsh-2%(1+Fir)*ex/Vm + doakex
debh = F#l{ebf+fixehst+(1+Fil#absh-2*(1+Ffir*eb)/Vn + deakeb
kins = —~kx#st(d/Zix(ex/lextal FarnrI*iix/ (ix+ed))
king = kb*ebsc/((l+g/ild 2o+ (i4+g/iZ2%km)
_kine = -kKins-king
SN=S
om=e
gm={J
S2HI=EX
ebu=ab

deakex i "enzvideaktivering
deakeb:d

kxttd, 2 Yoallulosa hyvdrolys
alta®l.,03

ixsd. 5

kbrl.25 "cellobioshydrolys
ilt:2.7

i2:0.346

k2. 854

"initialkoncentrationer

oowm

m
TX e
3x wm

R

Vine 1

END



CONTINUOUS

INPUYT F fi
OUTPUYT ssh

STATE s o
DER ds dc

SYSTEM pSGMs

s m g exm ebn
cs gs exsb exst ebsb ebst

g ex ab
dg dex deb

ds = F* (2% (l+Fil¥sm—(1+FiIxs)*Ff/Vs

do
dg
dax
deb

oo

F# (2 (1+Fiy*om—-En (1+Fi3%0d /Vg
F#{2% Ci+Fir®gm—2x%(1+Fii%¥g)/Vs
Fi#(l+Fidwexm=Ci+fid#ansh-(1+filtxexstd/Vs
Fe{ex(l+filsebm—(1+¥fidxebsbh-(1+fil#ebsti/Vs

exsh=ex/ ({(1-Ffitkaxsffl
exst=kexxaxsh
ehsh=ab/ ({(1-F{i+kah®t{f}
ebst=kebsabab

ssbh=s
cs=C
gs=g

kexia.ids
kebzO.0F
FFR0E

Vg 25

ENMD



CONNECTING SYSTEM pSSMe
TIME t

FEPSSMMI=FC
FEPSSMS1=FC
FiLRSEMMI=Fic
FiEPSEMEl=fic
SFLRSEMMI=afc
axfEPSSMMl=exfc
ebf [PSSMMI=abfe

sshiPSSMMl=ssh[PSEME]
csLPSSMM I =0s TRPSEMS]
0sLPSEMMI=gs [PESMS]
exst LPESMM]l=sust LPESEMS]
exshiPSEMMI-axsh IPESMS]

"ebstLPEEMMI=ahst [PSSME]

ebsh [PESMM]=shsh {PEEME]

sinL PSEMS I ==m LPESMM]
en i PEEMET=cm [ PSS5MM]

- g LPSSMETI=gm IRFSEMM]

axm LPSEMEI=exm IPSESMM]
ebmn [PSEME T =eom {PEEMM]

exto= 1iF BEyE4L then O else 1§F £{240 then 0O =2lge 100

abfo= if L4 then O glse

ifF {267 then O glse

ste= 1if {140 then 44 slse %9

FC:O. 015
fFigai)

END

o0



CONTINUGLS SYSTEM pACCHMm

INPUT F fi ecof acf ext ebf cosb acsb os gs aexsbhb saxst ebsb
QUTPUT com acwm cm gm exm 2b

STATE cc ac © g ax &b
DER dec dac de dg dex deb

doco = F*ﬁch+£1+Fi}*ccsb—E§€1+Fi)%cc)7Vm + kince

dac = F#{acf+(i+firsacsb—2#(i+Fir*¥ac)/Vmn + kinac

de = F¥({Fitl+Fid#os—T201FFi0¥*Q)/Vm + kinc

dg = FHL(Fi+i+Fiyngu-2401+F10%g)/Vm + King

dex = F*iexf+iitaxst+(l+Fidsansh-Z%(i+Filvexd /Va + deakex

deb = F#({ebf+fisebhgt+(l+{il¥oheb~2%{1i+Fi)#ab)/Vn + deakeb

i

if epicy( then -lkovepic e2lse O
if epiard then ~karepia®(l/{i+ki#c)) else 0

kineceo
kinac

it

Tking = kb#eb#o/((l+g/iliso+llig/iZi%kmd

kine = —-kince-kinac-king

bl=hetaf*gammaftal faf+ax

gamman= 1§ ac)0 then fazxacP(1l/Irsach (/3
be=hetafAxgammaiitex
epiaxi{bli-sgrtthidtE-4+h223/2

i
it
i@
I3
Cn

al=betalxgammaltal falien

gammall= 1 ¥ o O bthen fatecOT(1l/Fi*ccP(2/3) else O
aZ=bataCé#gammaliax

epic=tal-gqrifaldZ-d#azd /2

cell=acteon

COmM=o0
acm=an
M=
gm=g
e Km==a K
ebm=a2b

deakex: "enzymndzaktivering
deakabio

kas 70 "amorf cellulosa hydrolys
betaAsdl. g

kizo.d

alfaaz3l4

Fasro . ORT75

ke:0.3 "kyistallin cellulosa hydrolys

betals20I.4

altalz 1050

khs75 "pellobioshydrolys
itrnz.7

iZ:0.34

Kme . 85s

acii0 "initialkonecentrationey
ach:0

oo

Il ns 2-EAS]
Sxi
ashr. 015

ebst
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END



CONTINUGUS S8YETEM pACCHs

INPUT F fi com acm cm gin 2xm e@bm
OUTPUT cosh acsh eos gs exsb exst ebsb sbst

STATE cc ac © g ex eb
DER dce dac deo dg dex deb

doc = F*{2%{1+fi)%coim—C(1+fil*ced%ff/Vs
dap = Fi(o#li+firgacm—Cl+Fiikacrxff/Vs
do = Fe(Z#(l4+Firsom—2%(l+Ffii*c)/Vs
dg = Fo(2®C1+Fiyegm~2% (14+Fid%*g)/ Vs
daex = Fa(ox(l+fit*exm—¢1+Firxexsh—(1+fii*exstl/Vs
deab = F#(2#(1+fi)rebn-i+fi)*ehbsb~C(1+fid¥ebst/Vs
exsh=an/ ({1-FFirkexx{ff

~_exst=kex*axsb

{ “ebsb=eb/l(1-FF)tkebxFF)
ebst=keb*ebsh
cosh=ceo

. acsbh=ac

L.. ©s=¢C
gs=gq

cell=nctac

keawiQ.lé
kebs o, 0F
FFa0.35

Vet 2h

END
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CONNECTING SYSTEM pALCMe
TIiME t

FLPACCMMI=FC
FLPACLCMBI=FC
FiLlPACCMMI=Ffic
fiLPACCHMSI=FficC
cof [PACCMMI=cafe
acfEPACCMMI =acfeo
exfLPACCHMMI=axfe
ebf [PACCHMMI=ebfeo

coshPACCHMMI=cosh EPACCHME]
acsbIPACCHMMI=acsb LPACCHMS]
csEPACCHMMI =os EPACCME]

gs [PACCHMMI=gs EPACCME]

oxst [PACCMMI=exst [PACCHME]
exsbiPACCHMI=exsbLPALCMED
ebast [PACCHMMI=phst ERPALCME]
ebsbh {PACCHIMI=absb IPACLME]

combPACCHS I=com LPACCHM]
acmCPACCHMS I =acm EFACCHMI
cmPACCHMS T =cm i PACCMMI
g LPACCHMS J=gw [PACCHMMI
ey LPACCHMS I =axm [PACCMM]
ebm[PACCHMEI=ann I RFACCHMMI]

exfo=if ty24l then O elss
abfe=if £)Z&E than O alse

pofo=if 4140 then 21 aleas
acfe=if {140 then 22 emlas

FCer. 015
fige

END

iF
i

o

ooy

=1

E240 then @ elseae 100

[+

£{RAT7 then O else 2.5



Nomenklatur
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Clellobiozhyvdraolvs,

A b
* ra

Jr

ACKCM,

m % m
0 p 0

NOMENELATUE.,

Enskilda cellulaser
Cellulaser

Cellobiaser

Adgorberad snzym (cellulaser)
Adsorptionskonstantsr
Ce=llulosa

Cellobins

Glukosoligomerer

Glukas=

Cellobiaser
Cellobias/Cellobica-komplex
Hastighetskonstant
Inhiberingskonstant
Inhiberingskonstant
Michaslis-Menten konstanten

Aktiva centra

Aktiva centrasytenhst
Inhikeringsterm
Hastighstshkonstantsr
Inhiberingskonstant
Adsorptionskonstant

Fritt enzymn

Adzcrberad enzym

Fritt aktivt centra
Blaockerat centra
Enzym/centra-komplex
Produkt (cellobios)
Inhiberade enzymer
Froduktinhiberat komplex
Hastighetskonstant
Inkiberingskonstant
Adsorptionskonstant
Komplexbildningskonstant
Andelen upptagna centra
Andelen friaza cellulosa centra

Cellulaser
Amorf ocsllulosa
Kristallin cellulo=a
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Nomenklatur

ﬁa Amorf celluloza/enzym-Komplex

&c Kristallin eellulossa/enzym-komplex

Eéﬁﬁ Froduktinhibering av amorf cellulo=sa/enzym-komplex
r - Reaktionshastighet, kristallin cellulosa
T Reaktiocnshasgtighet, amorf cellulosa

FI Inhiberingskonstant, amorf cellulosa

k Hastighetgkonstant, amorf cellulosa

kz Hastighetzskonstant, kristallin cellulosa
kap 3.

F Tillfi&de, tank

R Franflddes, tank eller tillfl&de, separator
T Recirhkulerande toppfasilide

B Regcirkulerands bottenfasflide

F Froduktfléde
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