UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
ENOTA MEDODDELCNEGA STUDIJA MIKROBIOLOGIJE

Borut POHAR

PRIMERJAVA SPREMLJANJA RASTI KVASOVK Z
METODO MERJENJA OPTICNE GOSTOTE IN Z
METODO DOLOCANJA SUHE BIOMASE

DIPLOMSKO DELO

Univerzitetni Studij

Ljubljana, 2006



UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
ENOTA MEDODDELCNEGA STUDIJA MIKROBIOLOGIJE

Borut POHAR

PRIMERJAVA SPREMLJANJA RASTI KVASOVK Z METODO
MERJENJA OPTICNE GOSTOTE IN Z METODO DOLOCANJA SUHE
BIOMASE

DIPLOMSKA NALOGA

Univerzitetni Studij

FOLLOWING THE YEAST GROWTH BY OPTICAL DENSITY AND
DRY WEIGHT MEASUREMENTS — COMPARISON OF TWO
METHODS

GRADUATION THESIS
University studies

Ljubljana, 2006



Pohar B. Primerjava spremljanja rasti kvasovk z metodo merjenja opti¢ne gostote in z metodo dolo¢anja suhe biomase. II

Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2006

Diplomsko delo je =zaklju¢ek dodiplomskega univerzitetnega S$tudija mikrobiologije.
Opravljeno je bilo v laboratoriju Katedre za biotehnologijo Oddelka za Zivilstvo Biotehniske
fakultete Univerze v Ljubljani.

Studijska komisija dodiplomskega $tudija mikrobiologije je za mentorja diplomske naloge

imenovala doc. dr. Milico Kac, za somentorja asist. dr. Polono Jamnik in za recenzenta prof.
dr. Petra Rasporja.

Mentor: doc. dr. Milica Ka¢
Somentor: asist. dr. Polona Jamnik

Recenzent: prof. dr. Peter Raspor

Komisija za oceno in zagovor:

Predsednik:  prof. dr. Franc Viktor Nekrep
Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za zootehniko

Clan: doc. dr. Milica Ka¢

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo

Clan: dr. Polona Jamnik

Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo

Clan: prof. dr. Peter Raspor

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo

Datum zagovora:
Delo je rezultat lastnega raziskovalnega dela.

Borut Pohar



Pohar B. Primerjava spremljanja rasti kvasovk z metodo merjenja opti¢ne gostote in z metodo dolo¢anja suhe biomase. III

Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2006

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

SD  Dn

DK  UDK 579.24 : 582.282.23 : 543.4 (043) = 863

KG  kvasovke/Saccharomyces cerevisiae/biomasa/suha biomasa/merjenje opticne gostote/
rast kvasovk/algoritem rastne krivulje

AV  POHAR, Borut

SA  KAC, Milica (mentor)/ JAMNIK, Polona (somentor)/RASPOR, Peter (recenzent)

KZ  SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

ZA  Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija
mikrobiologije

LI 2006

IN PRIMERJAVA SPREMLJANJA RASTI KVASOVK Z METODO MERIJENJA
OPTICNE GOSTOTE IN Z METODO DOLOCANJA SUHE BIOMASE

TD  Diplomsko delo (univerzitetni Studij)

0)y X, 54 str., 13 pregl., 12 sl., 6 pril., 38 vir.

0 sl

JI sl/en

Al Kvasovko Saccharomyces cerevisiae smo v diplomskem delu uporabili kot modelni
mikroorganizem za kritino primerjanje metode merjenja opti¢ne gostote (OD) in metode
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posamezne vzorce smo dolocili algoritem za opis odvisnosti opticne gostote od vsebnosti suhe
biomase (polinom 4. stopnje). 1z tega smo z zamenjavo odvisne in neodvisne spremenljivke
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merjenjem S.S.. [z dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je merjenje OD ustrezna metoda za
dolocanje faze rasti mikroorganizmov. Meritve OD pa lahko uporabimo tudi za direktno
dolocevanje vsebnosti suhe biomase, vendar le v primerih, ko so razmere za teaching set in
tiste za testing set povsem enake.
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1 UVOD

1.1 TAKSONOMSKA UVRSTITEV KVASOVK

Kvasovke so netaksonomska kategorija gliv, definirana z ozirom na morfoloske in fizioloske
znacilnosti. So filogenetsko raznorodna skupina organizmov in pripadajo dvema glavnima

taksonoma, in sicer Ascomycotina in Basidiomycotina (Raspor, 1996).

Tehnolosko najbolj pomembna in preucena kvasna vrsta je Saccharomyces cerevisiae, ki jo

pogosto imenujemo tudi pekovska kvasovka (Walker, 2000).

1.2 TEHNOLOSKI POMEN KVASOVK

Tehnoloski pomen kvasovk lahko razdelimo na tradicionalne biotehnologije in na moderne
biotehnologije, ki so plod biotehnoloskih prizadevanj zadnjih desetletij. Kvasovka je vsekakor
nenadomestljiva v tehnologiji proizvodnje piv, vin, sakejev, pekovskega kvasa in kruhov,
sirov, kisov, destilatov, alternativnih virov energije, krmnega kvasa, nekaterih kemikalij in
aditivov. Po drugi strani pa so kvasovke nekaterih rodov (Saccharomyces, Kluveromyces,
Pichia) nepogresljive v proizvodnji heterolognih proteinov, protiteles, hormonov, encimov,

barvil, arom (Raspor, 1996).

Zaradi tako Siroke uporabe kvasovk v razne namene se tudi velikokrat pojavi potreba po

njihovem kvantitativnem ovrednotenju.
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1.3 SPREMLJANJE RASTI MIKROORGANIZMOYV (Koch, 1994)
1.3.1 Direktno Stetje

1.3.1.1 Stetje mikroorganizmov s pomocjo mikroskopa

Vecje celice, kot so npr. kvasovke, Stejemo s pomocjo Stevnih komor. To so posebno
oblikovana predmetna stekelca, ki imajo na poglobljenem delu vgravirano mrezo kvadratov.
Vsaki povrSini kvadrata ustreza dolocen volumen v Stevni komori (Stopar in sod., 2005).
Stevno komoro napolnimo z ustrezno razredéenim vzorcem in pod fazno kontrastnim
mikroskopom prestejemo mikroorganizme. 1z Stevila prestetih celic, razredCitvenega faktorja,
Stevila prestetih kvadratov in volumna kvadrata nato dolo¢imo skupno Stevilo Zivih in mrtvih
celic na mL nerazred¢enega vzorca. Mikroskopsko $tetje mikroorganizmov v Stevni komori je
pogosta tehnika, ki je hitra in poceni, poleg tega pa je oprema za njeno izvajanje obicajno ze
del opreme vsakega laboratorija. Z uporabo te metode lahko dobimo tudi dodatno informacijo
o velikosti in morfologiji celic. To¢nost metode pa zmanjSuje adsorpcija celic na steklene

povrsine (Koch, 1994).

1.3.1.2 Elektronsko vrednotenje ("electronic enumeration")

Pri tej metodi Stejemo celice z merjenjem elektricne upornosti dvodelnega sistema, pri
katerem sta oba dela povezana z majhno odprtino. Ceprav medij v sistemu dobro prevaja
elektricni tok, je upornost sistema zaradi majhnosti odprtine velika. Ta se Se dodatno poveca
takrat, ko skozi odprtino prehajajo delci, saj je prevodnost le-teh manjSa od prevodnosti
medija. Naprava spremembo v upornosti, ki nastane ob prehodu delca skozi odprtino, prevede
v napetostni ali tokovni pulz. Z elektronskim Stetjem pulzov, ki nastanejo pri prehodu znanega
volumna mikrobne suspenzije skozi odprtino, ocenimo koncentracijo celic v vzorcu. Pri Stetju
avtomati¢no izlo¢imo premajhne pulze, ki nastanejo zaradi turbulenc, in prevelike, katerih

nastanek povzro€ijo neceli¢ni delci. Prav zaradi metode izloanja manjSih pulzov nastaja
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tezava pri Stetju majhnih celic. Pulzi, ki jih le-te povzro€ajo, so namre¢ podobni tistim, ki
nastanejo zaradi turbulenc pri prehajanju tekoc¢ine skozi odprtino. Zato celice pri tej metodi
praviloma niso manjse od 0,4 pm’. Napake v meritvah se pojavijo tudi v primeru, ko celice po
delitvi ostanejo medsebojno povezane. Podobna tezava nastane tudi pri Stetju celic, ki imajo
teznjo po tvorjenju filamentov in agregatov in v primeru, ko skozi odprtino preide vec¢ celic v
tako kratkem casu, da jih naprava zazna kot eno samo veliko celico. Tretji velik problem te
tehnike je izbira odprtine s pravinjim premerom. Ce je le-ta premajhen, lahko pride do
zamasitve odprtine z mikroorganizmi, ¢e pa je prevelik, je sprememba upornosti majhna v
primerjavi s celotno upornostjo ¢ez odprtino, tako da je signal, ki nastane pri prehodu

mikroorganizma skozi odprtino, premajhen (Koch, 1994).

1.3.1.3 Preto¢na citometrija

Pri tej metodi celice vzorca ena za drugo prehajajo merilno mesto pretonega citometra, kjer
poteka njihova analiza z laserskimi Zarki. Le ti se razlikujejo med seboj po valovni dolzini in
po kotu namestitve. Ker med celicami in svetlobo obstajata vsaj dva tipa interakcij, namrec
sipanje in fluorescenca svetlobe, lahko izvajamo dva sklopa meritev. Pretocni citometer ima
tako lahko detektorje za sipano kot tudi detektorje za emitirano svetlobo (Koch, 1994). Celice
lahko oddajajo svetlobo, ¢e jih predhodno obarvamo s fluorescirajo¢imi barvili, vendar je
oddana svetloba lahko tudi posledica autofluorescence celi¢nih pigmentov. Stevilo celic v
vzorcu se dolo€i z merjenjem intenzitete sipane svetlobe ali z merjenjem fluorescence pri
doloc¢eni valovni dolzini svetlobe, medtem ko celice prehajajo skozi merilno mesto pretocnega
citometra. Stetje celic v primerjavi z ostalimi metodami poteka zelo hitro. Poleg stevila celic v
vzorcu pa lahko s pretocno citometrijo merimo tudi Stevilne parametre celic. Tako lahko npr.
spremljamo velikost celic, vsebnost proteinov, lipidov ali DNA, antigenske lastnosti,
encimsko aktivnost, itd. Ker detektorji zbirajo podatke za vsako celico posebej, lahko na

podlagi rezultatov sklepamo na heterogenost vzorca (Davey, 2002). Z metodo lahko tudi
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spremljamo rast kulture s periodicnim Stetjem celic v dolo¢enem volumnu vzorca (Koch,

1994).

1.3.2 Stetje kolonij

1.3.2.1 Metoda z razmazovanjem ("spread plate method", metoda Stetja na razliti plosci)

Stevilo mikroorganizmov v osnovnem vzorcu je obi¢ajno preveliko, da bi ga lahko po metodi
z razmazovanjem direktno dolocCili, zato iz vzorca pripravimo serijo razredCitev. Dolocen
volumen posamezne razred¢itve nato nanesemo na povrsino trdnega gojisca in ga razmazemo
po celotni povrsini. Po inkubaciji prestejemo kolonije na tistih ploscah, kjer je od 30 do
300 kolonij. Spodnja meja je postavljena zaradi velikega vpliva tehnike razredc¢evanja in
prisotnih kontaminantnih mikroorganizmov na Stevilo zraslih kolonij pri tako majhnih
koncentracijah vzorca. Zgornja meja pa je postavljena zato, ker je zaradi velike gostote kolonij
na plos¢ah povecana verjetnost medsebojnega zlivanja kolonij. S pomocjo prestetih kolonij in
razredCitvenega faktorja lahko nato izraCunamo koncentracijo Zzivih, o0z. natancneje,
koncentracijo kultivabilnih celic v osnovnem vzorcu. Stevilo kolonij je namre¢ merilo za
Stevilo kultivabilnih celic v vzorcu. Ker pa imajo nastale kolonije lahko izvor v ve¢ kot eni

n o ox

celici, rezultat izrazamo kot Stevilo CFU ("Colony-Forming Units", Stevilo kolonijskih enot)
na mL vzorca (Kaiser, 2005). Pri tej metodi so vse kolonije povrSinske kolonije. To je
pomembno zato, ker so za pravilen barvni odziv z mnogimi indikatorskimi agarji potrebne
prav povrsinske kolonije. V mnogih primerih se kolonije pod povrSino obarvajo drugace, ker
je oksigenacija razlicna (Koch, 1994). S to metodo lahko Stejemo le tiste mikroorganizme, ki

jih lahko pri danih pogojih gojimo na trdnem gojisc¢u (Posten in Cooney, 2004).
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1.3.2.2 Metoda tanke plosce ("thin-layer plate method")

Razredcen vzorec odpipetiramo v epruveto, ki vsebuje primerno koli¢ino (od 2,5 do 3,5 mL)
tekocega hladnega gojis€a z agarjem. MeSanico nato razlijemo po trdnem gojis€u in pustimo,
da se strdi. Po inkubaciji prestejemo kolonije in izraCunamo Stevilo CFU na mL osnovnega

vzorca (Koch, 1994).

1.3.2.3 Metoda kolonij pod povrsino ("layered plate method")

Metoda je podobna metodi tanke plosce. Razlika je v tem, da na strjeno gojisce, ki vsebuje
celice, nanesemo dodatno plast agarja, tako da so vse kolonije pod povrsino. Po inkubaciji
prestejemo kolonije in izraCunamo Stevilo CFU na mL osnovnega vzorca. Metoda je zelo
uporabna, saj so nastale kolonije mnogo manjSe in mnogo bolj kompaktne. Lahko se tudi
intenzivno obarvajo. Ta pristop je Se posebno priporocljiv, saj je na Stevnih ploscah, ki jih
dobimo s to metodo, lahko prisotnih od 30 do 2000 kolonij. Prednost metode je tudi v tem, da
imamo lahko na zalogi plos¢e napolnjene z minimalnim agarjem kot bazalno plastjo. Prav tako
imamo lahko vedno pripravljeno zalogo minimalnega mehkega agarja. V alikvote, ki jih nato
porabimo za gornji agar, pa dodamo 10- do 50-kratni presezek potrebnih specialnih hranil

(Koch, 1994).

1.3.2.4 Metoda z vmeSavanjem ("pour plate method", metoda Stetja v razliti plosci)

Tudi pri tej metodi najprej naredimo serijo razredCitev osnovnega vzorca (Kaiser, 2005). Znan
volumen vsake razredCitve nato prenesemo v prazno petrijevko, nato pa nanj nanesemo
raztaljen, na 45 °C ohlajen agar. Vsebino nato premeSamo in pustimo, da se strdi (Koch,

1994). Po inkubaciji preStejemo kolonije na Stevnih plos¢ah in izraCunamo §tevilo CFU na mL
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osnovnega vzorca (Kaiser, 2005). Ceprav je metoda pogosto uporabljena, jo je potrebno
uporabljati previdno, saj nekateri mikroorganizmi ne prezivijo, ¢e jih izpostavimo temperaturi
45 °C, vzrok za propad celic pa je lahko tudi nenadna sprememba v temperaturi. Metoda tudi
nima prednosti, ki jih imata metoda z razmazovanjem in metoda kolonij pod povrsino.
Kolonije niso znacilno povrSinske (kot pri metodi z razmazovanjem), niti niso izrazito

kompaktne (kot pri metodi kolonij pod povrsino) (Koch, 1994).

1.3.2.5 Membranska filtracija ("membrane filter method")

Pri tej metodi znan volumen po potrebi razred¢enega vzorca prefiltriramo ¢ez membranski
filter z doloceno velikostjo por, pri Cemer celice ostanejo na povrsini filtra. Filter nato s
stranjo, na kateri so celice, polozimo na trdno gojisce. Po inkubaciji prestejemo kolonije in

izracunamo Stevilo CFU na mL osnovnega vzorca (Posten in Cooney, 2004).

1.3.3 Titer metoda ('""'most probable number (MPN) method")

Z metodo ugotavljamo najbolj verjetno Stevilo zivih mikroorganizmov v tekocem gojiscu.
Najprej naredimo razredcitveno vrsto osnovnega vzorca. DoloCen volumen vsake razred¢itve
nato v treh ali ve¢ ponovitvah nacepimo v epruvete s tekocim gojis¢em. Poleg nacepljenih
vzorcev inkubiramo tudi kontrolo, ki jo predstavlja nenacepljeno gojiS€e. Znaki rasti
mikroorganizmov v epruveti so motnost, usedlina, mrenica, sprememba barve, sprememba pH
vrednosti gojis¢a (pokaze jo dodani pH indikator). Spremembe, ki se pojavijo v nacepljenih
gojiscih ugotavljamo na osnovi primerjave s kontrolnim nenacepljenim gojis¢em. Primere,
kjer opazimo znake rasti, oznacimo kot (+), tiste, kjer je rast izostala pa oznacimo kot (-). Iz
razporeda + in — znakov dolo¢imo karakteristi¢no Stevilo, ki je tri-, pet- ali ve¢mestno,

odvisno od Stevila ponovitev. V tabeli pois¢emo faktor, ki ustreza dolocenemu
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karakteristicnemu S$tevilu in pomnozimo Se z razredCitvijo, ki ustreza prvi Stevilki v
karakteristicnem S$tevilu. Tako dobimo najbolj verjetno Stevilo zivih mikroorganizmov v

vzorcu (Stopar in sod., 2005).

Titer metoda je v primerjavi s Stetjem kolonij zelo neucinkovita, saj vsaka epruveta ustreza le
majhnemu delu povrSine plosce, ki jo uporabljamo pri Stetju mikroorganizmov z gojitvenimi
metodami. Nasprotno pa je metoda uporabna v primerih, ¢e mikroorganizma ne moremo gojiti
na trdnem gojiscu, Ce je kinetika rasti mikroorganizmov zelo razlicna ali ¢e so v vzorcu
prisotni nezazeleni mikroorganizmi, za katere nimamo na voljo nobene selektivne metode. V
zadnjem primeru je metoda uporabna le takrat, ko opazovani mikroorganizem proizvaja
merljiv metabolit (npr.: antibiotik). Tako lahko ocenimo S$tevilo mikroorganizmov tudi v

primeru, ko kontaminantni mikroorganizem preraste kulturo (Koch, 1994).

1.3.4 Merjenje biomase

1.3.4.1 Dolo¢anje mokre biomase mikroorganizmov

Mokro biomaso mikroorganizmov v suspenziji izmerimo s tehtanjem biomase, ki jo dobimo s
filtracijo ali centrifugiranjem znanega volumna celi¢ne suspenzije. Metoda ni tocna, saj se v
medceli¢ni prostor ujame tekoca faza (gojisce), ki prispeva k celotni masi. Ta problem deloma
odpravimo tako, da dobljeno biomaso pred tehtanjem spiramo z destilirano vodo (Koch,

1994).
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1.3.4.2 Dolocanje suhe biomase mikroorganizmov

Celi¢no biomaso, ki jo dobimo s filtracijo ali centrifugiranjem znanega volumna celi¢ne
suspenzije, suSimo pri temperaturi 105 °C do konstantne mase. S pomocjo dobljene suhe
biomase in volumna, iz katerega smo biomaso izlocili, nato izraunamo vsebnost suhe snovi v
dolo¢enem volumnu vzorca. To¢nost metode zmanjsujejo delci gojisca, ki se ujamejo v
medceli¢ni prostor. Napako deloma zmanjSamo tako, da celice pred suSenjem spiramo z
destilirano vodo. Napaka pri meritvi lahko nastane tudi zaradi ponovne navlazitve vzorca med

prenosom in tehtanjem (Koch, 1994).

1.3.5 Spektrofotometri¢ne meritve

Posredno lahko stanje kulture ocenimo tudi z merjenjem opti¢ne gostote (OD).

V kompleksnih suspenzijah, kot je npr. suspenzija kvasa, obstaja mnogo interakcij med
svetlobo in snovjo (Reckhow, 1999). Zato je intenziteta svetlobnega zarka po prehodu skozi

suspenzijo () manj$a od njegove intenzitete pred vstopom suspenzijo (lo).

Opti¢no gostoto merimo s spektrofotometrom. Pri procesu merjenja v svetlobni Zarek
dolocene valovne dolzine zaporedno vstavimo raztopino slepega vzorca in raztopino vzorca
ter tako dolocimo delez prepuscene svetlobe (Marczenko, 1986). Prvi¢ izmerimo |y, drugi¢ pa

Pri slepem vzorcu torej, ki je v nasem primeru gojise, intenziteto prepuscene svetlobe
ozna¢imo z ly, intenziteto svetlobe, ki prehaja raztopino pravega vzorca (suspenzija
mikroorganizma) pa oznac¢imo z |. Dekadi¢ni logaritem razmerja teh dveh vrednosti je opticna
gostota (OD), ki je merilo za zmanjSanje intenzitete svetlobnega Zarka. Opti¢no gostoto vzorca

(OD) podaja enacba (1):
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OD = logl—o ..(D)

kjer pomeni:
lp = intenziteta izstopnega zarka za slepi vzorec

| = intenziteta izstopnega zarka za vzorec (Denney in Sinclair, 1987).

Spektrofotometrija ima nekaj prednosti pred ostalimi metodami. Je enostavna, dokaj hitra,

ponovljiva in poceni metoda.

Tezava pri uporabi metode se pojavi v primeru, ko je OD raztopine velika. V tem primeru
pride do odstopanja od linearne zveze med opti¢no gostoto in vsebnostjo analita v raztopini,

saj je le-ta linearna le pri relativno majhnih opti¢nih gostotah (Koch, 1994).
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2 PREGLED OBJAV

2.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Za spremljanje rasti mikroorganizmov, kot so tudi kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae,
je na voljo ve¢ preizkusenih metod. Vsaka ima prednosti in slabosti, zato so temu primerno

razlicno pogosto uporabljane.

Za dolo¢anje mikrobne oz. kvasne biomase sta splosSno najbolj v uporabi spektrometrija ter
metoda dolo¢anja suhe biomase. Dolocanje suhe biomase ima pred merjenjem opti¢ne gostote
prednost vecje zanesljivosti meritve, vendar pa sploSno uporabnost metode zmanjSuje
zamudnost postopka. Temu problemu se izognemo z uporabo spektroskopske metode merjenja
opti¢ne gostote, ki jo odlikuje hitro in enostavno merjenje. Podatki pridobljeni s tema dvema

metodama niso direktno primerljivi.

2.2 DOSEDANJA RAZISKOVANJA

Metoda merjenja opti¢ne gostote je zaradi svojih Stevilnih prednosti Siroko v uporabi. Veliko
se uporablja tudi v biotehnologiji in sicer na S$tevilnih podro¢jih. V nadaljevanju kratko

predstavljamo le nekatera izmed njih.

Merjenje opti¢ne gostote je bilo nepogresljivo v primerih, ko so za raziskave potrebovali
celice v eksponentni fazi rasti. S spremljanjem opticne gostote kulture od inokulacije dalje so
namre¢ lahko ocenili, kdaj so celice presle v eksponentno fazo rasti. Nadaljevanje poskusa je
bilo za vsako raziskavo razli¢no (Jamnik in Raspor, 2003; Jamnik in Raspor, 2005; Pas in
sod., 2004; Poljsak in sod., 2005; Povhe Jemec in Raspor, 2005). Metodo so uporabili tudi za

pripravo suspenzije mikroorganizmov s primerno gostoto, ki so jo nato uporabili za
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inokulacijo gojis¢a (Raspor in sod., 2005; PoljSak in sod., 2005; Plaper in sod., 2002).
Doloc¢evali so tudi opti¢no gostoto kulture levcinskih avksotrofnih sevov Saccharomyces
cerevisiae v odvisnosti od zaéetne koncentracije levcina v gojis¢u (Cakar in sod., 1999).
Metoda je bila uporabna tudi za dolocitev optimalne rastne temperature hibridov
termotolerantnih sevov ~ Saccharomyces cerevisiae, kjer je postopek temeljil na
spektrofotometriénem spremljanju rasti posameznih hibridov pri razlicnih temperaturah z
merjenjem opticne gostote suspenzij posameznih hibridov (Rainieri in sod., 1998). Metodo
dolocanja OD so uporabili pri Studijah tolerance mikroorganizmov na razlicne stresne
dejavnike v okolju (Bisconti in sod., 1997; Fujs in sod., 2005; Jamnik in Raspor, 2003; Raspor
in sod., 2003). Podobno se je metoda izkazala za priro¢no in uporabno tudi pri ocenjevanju
rasti razli¢nih mikroorganizmov v odvisnosti od vsebnosti razli¢nih fizioloSko aktivnih snovi v
gojiséu. Studij vpliva valproata in fenitoina (Esiobu in Hoosein, 2003) ali rast kvasovke

Schizosaccharomyces pombe ob prisotnosti androstenediona (Dtugonski in Wilmanska, 1998).

Bolj direktno (tj. pravilnejSo) a tudi bolj zamudno in manj natan¢no (tj. manj ponovljivo)
dolo¢anje suhe biomase so uporabili prakticno v vecini raziskav, kjer je bilo potrebno
kvantitativno ovrednotiti vsebnost mikroorganizmov v vzorcu. Najprej in predvsem v smislu
direktnega merjenja vsebnosti mikroorganizmov glede na stanje suspenzije mikroorganizmov
oz. preiskovanega vzorca. Tako npr. pri spremljanju rasti kulture (Rajoka in sod., 2004; Serra
in sod., 2003), dolo¢anju biomasnega donosa (Gardner in sod., 2005; Mgller in sod., 2004;
Londesborough, 2001) ali dolo¢anju biomasnega deleza celi¢nih komponent (Rajoka in
sod., 2004; Shang in sod., 2006; Bednarski in sod., 2004). Pogosto se metoda uporablja tudi
pri okoljevarstvenih oz potencialno okoljevarstvenih raziskavah, npr. pri Studiju moznosti
odstranjevanja Skodljivih snovi - predvsem tezkih kovin (uranovih in svincevih spojin) iz

okolja (Riordan in sod., 1997; Riordan in McHale, 1998) ali pa pri Studiju mikroorganizmov

.....
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Refleksijo svetlobe so uporabljali tudi pri ocenjevanje koncentracije biomase. V tem primeru
so dolo¢ili povezavo med odbojem svetlobe in koncentracijo biomase za Saccharomyces
cerevisiae, ki so jo gojili v kemostatu. On-line merjenje refleksije svetlobe in off-line
dolocanje vsebnosti suhe kvasne biomase je potekalo pri razlicnih hitrostih razredcevanja.
Vsebnost suhe kvasne biomase so dolocili tako, da so dolo¢en volumen kulture prefiltrirali
skozi stehtan poliamidni membranski filter, ki so ga nato sprali s destilirano vodo, posusili in
stehtali. Povezavo med refleksijo svetlobe in vsebnostjo suhe kvasne biomase so opisali s
polinomom drugega reda, ki so ga izra¢unali po metodi najmanjsih kvadratov (Poilpre in sod.,

2002).

2.3 CILJI

Pri nasi diplomski nalogi smo preucevali povezavo med opti¢no gostoto kvasne suspenzije in
vsebnostjo suhe kvasne biomase v tej suspenziji. UpoStevali smo, da je merjenje vsebnosti
suhe biomase ¢asovno zahtevno, ¢eprav lahko postopek pospesimo, ¢e namesto centrifugiranja
uporabimo filtracijo suspenzije. Opticno gostoto pa nasprotno lahko dolo¢amo hitro in
enostavno, lahko jo spremljamo tudi on-line. Zasledili pa smo tudi objave, kjer so sistemati¢no
obravnavali skupaj obe metodi (Bati¢ in Raspor, 2000; Poilpre in sod., 2002; Serra in sod.,
2003; Serra in sod., 2005). Prikazana zveza med spremenljivkama je bila polinom druge
stopnje (Poilpre in sod., 2002; Bati¢ in Raspor, 2000), praviloma uporabljena le za tisti del

rastne krivulje, ki je bil za raziskavo relevanten.

Cilj diplomske naloge je kriticno primerjati omenjeni metodi in po moznosti dolo¢iti faktor oz.
algoritem, ki bo v doloCenih razmerah in za doloceno kulturo omogocal direkten preracun
rezultatov, ki so bili pridobljeni z metodo merjenja opti¢ne gostote v vrednosti za suho

biomaso in obratno.
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2.4 DELOVNA HIPOTEZA

Predpostavljamo, da za alikvote istih vzorcev obstaja linearna povezava med vrednostmi za
oceno rasti kvasovk, dobljenimi z metodo merjenja suhe biomase in vrednostmi, dobljenimi z

merjenjem opticne gostote.

Z graficno primerjavo opticne gostote in vsebnosti suhe biomase dobimo umeritveno krivuljo.
Predpostavljamo, da pri gojenju razli¢nih vrst kvasovk in uporabi razli¢nih gojis¢ dobimo tudi
razli¢ne umeritvene krivulje. Zatorej trdimo, da je potrebno za vsako vrsto kvasovke in vsako
vrsto uporabljenega rastnega medija narediti novo umeritveno krivuljo. Pri tem diplomskem

delu smo se osredotocili le na kvasovko vrste Saccharomyces cerevisiae in gojis¢e YEPD.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 DELOVNI POSTOPEK

Potek eksperimentalnega dela prikazuje slika 1.

PRIPRAVA GOJISC
(trdno, tekoce)

REVITALIZACIJA SEVA Saccharomyces
cerevisiae ZIM 2155 S PRECEPLJANJEM NA
TRDNO GOJISCE
(3 dni, 28 °C)

\ 4

y

PRENOS REVITALIZIRANE KULTURE PRENOS REVITALIZIRANE KULTURE
KVASOVK V TEKOCE GOJISCE KVASOVK V TEKOCE GOJISCE IN AEROBNA
(2.4, 6.8 ali 10 cepilnih zank) KULTIVACIJA NA STRESALNIKU
(24 ur, 28 °C, 200 obr./min)

v \ 4
MERJENJE OPTICNE GOSTOTE ODVZEM VZORCEV ZA DOLOCITEV
(pet ponovitev) SUHE BIOMASE
(Stiri ponovitve)

\ 4 v
ANALIZA REZULTATOV MERITEV CENTRIFUGIRANIJE S SPIRANJEM

A

A

SUSENJE KVASNE BIOMASE
(susilnik, 105 °C, 2h)

TEHTANJE SUHE KVASNE BIOMASE

A

Slika 1: Hodogram poteka eksperimentalnega dela
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3.2 MATERIALI

3.2.1 Delovni mikroorganizem

Kvasni sev Saccharomyces cerevisiae ZIM 2155 smo dobili iz Zbirke industrijskih

mikroorganizmov Biotehniske fakultete (Katedra za Biotehnologijo).

322 Gojisca

3.2.2.1 Trdno YEPD gojisce (Atlas, 1993)

Sev S. cerevisiae ZIM 2155 smo revitalizirali na trdnem YEPD gojis¢u.

Preglednica 1: Sestava trdnega YEPD gojisca (Atlas, 1993):

Sestavina Proizvajalec Masa (g)
kvasni ekstrakt Biolife 10
glukoza (brezvodna) Kemika 20
pepton Oxoid 20
agar Biolife 20
destilirana voda - do 1000 mL

Sestavine za trdno gojisce (preglednica 1) smo zatehtali direktno v infuzijsko steklenico,
dodali ustrezno koli¢ino vode in meSanico premesali z magnetnim meSalom. Goji§¢e smo nato
segrevali v mikrovalovni pecici do zavretja, tako da se je agar raztopil. Med segrevanjem smo
ro¢no mesali gojisce v steklenici, ker se je agar posedal na dno. Zamasek na steklenici smo
imeli med segrevanjem rahlo odvit, ker sicer pride v steklenici do nadtlaka, kar je posledica
segrevanja vsebine steklenice. Sledilo je avtoklaviranje (t =20 min, T =120 °C, p = 1.1 bar).
Preden smo po avtoklaviranju vzeli steklenico iz avtoklava, smo do konca zavili zamasek na

steklenici, saj podtlak v steklenici povzroc€i, da kontaminiran zrak vdre v notranjost steklenice,
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kar lahko povzro¢i kontaminacijo gojis¢a. Po sterilizaciji smo gojisc¢e v vodni kopeli ohladili
na 50 °C in ga v brezprasni komori ob gorilniku razlili v petrijeve plosce ter pustili, da se je

strdilo.

3.2.2.2 Tekoce YEPD gojisce (Atlas, 1993)

Tri dni staro kulturo seva S. cerevisiae ZIM 2155 smo nacepili iz trdnega YEPD gojisca v
tekoc¢e YEPD gojisce.

Preglednica 2: Sestava tekocega YEPD gojisca (Atlas, 1993):

Sestavina Proizvajalec Masa (g)
kvasni ekstrakt Biolife 10
glukoza (brezvodna) Kemika 20
pepton Oxoid 20
destilirana voda - do1000 mL

Tekoce gojis¢ée YEPD smo pripravili tako, da smo vse sestavine (preglednica 2) zatehtali v
¢aSo in dodali vodo. MeSanico smo dobro premesali z magnetnim meSalom in jo nato po
300 mL razdelili v 1000 mL erlenmajerice s stransko kiveto, pri ¢emer smo si pomagali z
merilnim valjem. Iz vate in aluminijaste folije smo naredili zamaske in z njimi zamasili
erlenmajerice. Tako pripravljeno gojis¢e smo nato sterilizirali v avtoklavu (t=20 min,

T=120°C, p=1,1 bar).
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3.23 Oprema

Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali naslednjo opremo:

0O O 0O 0O 0O O O 0o o o o o o o

o O O O O O

Aparature

avtoklav (Sutjeska)

avtomatska pipeta (Gilson, 10 mL)
brezprasna komora (Iskra PIO LFVP122)
centrifuga (Tehtnica Zelezniki LC-321)
eksikator

hladilnik (LTH, Skofja Loka)

magnetno mesalo (Tehtnica Zelezniki)
mesalo za epruvete (Tehtnica Zelezniki)
mikrovalovna pecica (Sanyo)

rotacijski stresalnik (Mrzel)
spektrofotometer (Iskra MA 9510)
suSilnik (Sutjeska)

tehtnici Mettler Toledo AT201 in Sartorius
vodna kopel (Heto)

Steklovina in potro$ni material

aluminijasta folija

¢aSe (2000 mL, 1000 mL)

erlenmajerice s stransko kiveto (1000 mL)
merilni valj (500 mL)

nastavki za pipeto (10 mL)

petrijeve plosce (Golias)

17
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steklene centrifugirke (10 mL)
infuzijske steklenice (1000 mL)

stojala za steklene centrifugirke

o O O O

vata

3.3 METODE DELA

3.3.1 Revitalizacija kulture kvasovk

Sev S. cerevisiae ZIM 2155 smo revitalizirali z veckratnim precepljanjem na trdno gojisc¢e. Po

vsaki nacepitvi smo kulturo aerobno inkubirali tri dni.

3.3.2 Aecrobna kultivacija na stresalniku

Tri dni staro revitalizirano kulturo smo inokulirali v tekoce gojis¢e YEPD in jo nato aerobno
kultivirali na stresalniku pri  temperaturi 28 °C in 200 obr./min. Med kultivacijo smo

suspenziji doloc¢ali opti¢no gostoto in vsebnost suhe kvasne biomase.

3.3.3 Doloc¢anje optimalnega Stevila cepilnih zank za inokulacijo gojisca

Pet erlenmajeric s stransko kiveto smo paralelno inokulirali z dvema, Stirimi, Sestimi, osmimi
ali desetimi zankami tri dni stare kulture seva S. cerevisiae ZIM 2155. Po meSanju brozge do
popolne resuspenzije kvasa smo vsaki raztopini dolocili opti¢no gostoto v petih ponovitvah

(tocka 3.3.4) in vsebnost suhe biomase v Stirih ponovitvah (tocka 3.3.5).
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3.3.4 Merjenje opti¢ne gostote

S suspenzijo celic smo napolnili stransko kiveto in izmerili OD pri valovni dolzini 650 nm.
Meritev smo naredili v petih ponovitvah vsaki dve uri. Pred vsakim merjenjem smo kvasno
suspenzijo v erlenmajerici premesali. Spektrofotometer smo predhodno umerili na tekoce

gojisc¢e YEPD.

3.3.5 Dolocanje mase suhe kvasne biomase

Med aerobno kultivacijo kvasovke smo vsaki dve uri iz brozge v vsako od $tirih centrifugirk
odmerili po 6 mL suspenzije celic. Pred vsakim odvzemom smo suspenzijo dobro premesali,
da je ohranila homogenost. Suspenzije smo centrifugirali 5 min pri 4000 obr./min, odlili
supernatant, usedlino celic 1-krat spirali z destilirano vodo, ponovno centrifugirali in zadnji¢
odlili supernatant. Mokro kvasno biomaso, ki je ostala na dnu centrifugirke smo bodisi pred
suSenjem shranili v hladilniku, pri ¢emer smo predhodno centrifugirke prekrili z aluminijasto
folijo, bodisi direktno posusili tako, da smo jih dve uri susili v pec€ici pri temperaturi 105 °C.
Sledil je prenos centrifugirk v eksikator, kjer so se ohladile. Centrifugirke smo nato prekrili z
zamaski in jih stehtali. Od zatehtane koli¢ine smo nato odsteli tezo Cistih centrifugirk skupaj z

zamaski, rezultat je bila masa suhe kvasne biomase.
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI MERITEV

Preglednice 3 do 8 podajajo rezultate dolo¢anja vsebnosti suhe kvasne biomase in opti¢ne
gostote za vse obravnavane vzorce. Ob povprecju stirih (v enem primeru dveh) ponovitev za
dolocanje suhe kvasne biomase in petih ponovitev za doloc¢anje opticne gostote je pri vsakem
vzorcu podana tudi pripadajoCa standardna deviacija, medtem ko so posamezne meritve

pregledno navedene v prilogi (Poglavje PRILOGA) kot Priloga A1 in Priloge od B1 do BS.

Preglednica 3: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opticna gostota kvasne suspenzije v

odvisnosti od Stevila cepilnih zank kvasne biomase, ki smo jih dodali v gojisce

Stevilo Povprecna | Standardna | Povprecna | Standardna
cepilnih zank | vsebnost deviacija opti¢na deviacija
suhe kvasne | povprecne gostota povprecne
biomase pri vsebnosti kvasne opti¢ne
dolo¢enem | suhe kvasne | suspenzije gostote
Stevilu biomase pri pri kvasne
cepilnih zank | dolo¢enem dolocenem suspenzije
(g/L) Stevilu Stevilu pri
(n=4) cepilnih zank | cepilnih zank | dolo¢enem
(g/L) (n=95) Stevilu
cepilnih zank
2 0,0567 0,0126 0,1838 0,0042
4 0,0975 0,0399 0,3936 0,0005
6 0,1550 0,0136 0,5148 0,0013
8 0,3183 0,0342 0,7616 0,0015
10 0,4138 0,0660 0,8540 0,0012
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Preglednica 4: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opticna gostota kvasne suspenzije v

odvisnosti od ¢asa (prvi poskus)

Cas (h) Povprecna | Standardna | Povpreéna | Standardna
vsebnost deviacija opti¢na deviacija
suhe kvasne | povprecne gostota povprecne
biomase pri vsebnosti kvasne opti¢ne
dolo¢enem | suhe kvasne | suspenzije gostote
casu biomase pri pri kvasne
(g/L) dolo¢enem dolocenem suspenzije
(n=4) casu casu pri
(g/L) (n=5) dolo¢enem
casu
0 0,1412 0,0257 0,2050 0,0058
2 0,1000 0,0412 0,2006 0,0009
4 0,2033 0,0178 0,3370 0,0025
6 0,4037 0,0257 0,6156 0,0019
8 0,9112 0,0093 1,0116 0,0101
10 1,6283 0,0965 1,4080 0,0010
12 2,6645 0,2756 1,7076 0,0037
24 4,7838 0,0382 1,9522 0,0026
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Preglednica 5: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opticna gostota kvasne suspenzije v

odvisnosti od ¢asa (drugi poskus)

Cas (h) Povprecna | Standardna | Povpreéna | Standardna
vsebnost deviacija opti¢na deviacija
suhe kvasne | povprecne gostota povprecne
biomase pri vsebnosti kvasne opti¢ne
dolo¢enem | suhe kvasne | suspenzije gostote
casu biomase pri pri kvasne
(g/L) dolo¢enem dolocenem suspenzije
(n=4) casu casu pri
(g/L) (n=5) dolo¢enem
casu
0 0,1379 0,0067 0,2030 0,0032
2 0,1462 0,0085 0,2016 0,0026
4,25 0,2517 0,0282 0,3622 0,0032
6 0,5483 0,0127 0,6472 0,0041
8 1,0746 0,0125 1,0276 0,0092
10 2,0079 0,0290 1,3974 0,0075
12,67 3,6038 0,4296 1,6852 0,0066
24 4,9133 0,0549 1,9048 0,0018
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Preglednica 6: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opticna gostota kvasne suspenzije v

odvisnosti od Casa (tretji poskus)

Cas (h) Povprecna | Standardna | Povpreéna | Standardna
vsebnost deviacija opti¢na deviacija
suhe kvasne | povprecne gostota povprecne
biomase pri vsebnosti kvasne opti¢ne
dolo¢enem | suhe kvasne | suspenzije gostote
casu biomase pri pri kvasne
(g/L) dolo¢enem dolocenem suspenzije
(n=4) casu casu pri
(g/L) (n=5) dolo¢enem
casu
0 0,1221 0,0357 0,1960 0,0035
2 0,1458 0,0321 0,2174 0,0042
4,125 0,3196 0,0385 0,5054 0,0077
6,125 0,7067 0,0323 0,9318 0,0090
8,125 1,6908 0,0274 1,4445 0,0066
10,125 3,0963 0,0747 1,8085 0,0043
12,125 3,3171 0,0657 1,8554 0,0026
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Preglednica 7: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opticna gostota kvasne suspenzije v

odvisnosti od Casa (Cetrti poskus)

Cas (h) Povprecna | Standardna | Povpreéna | Standardna
vsebnost deviacija opti¢na deviacija
suhe kvasne | povprecne gostota povprecne
biomase pri vsebnosti kvasne opti¢ne
dolo¢enem | suhe kvasne | suspenzije gostote
casu biomase pri pri kvasne
(g/L) dolo¢enem dolocenem suspenzije
(n=4) casu casu pri
(g/L) (n=5) dolo¢enem
casu
0 0,1000 0,0222 0,2154 0,0048
2 0,2029 0,0338 0,2536 0,0060
4,083 0,3525 0,0389 0,5506 0,0064
6,125 0,7938 0,0395 0,9984 0,0144
8,125 1,9663 0,0409 1,5128 0,0113
10,125 3,3392%* 0,0601 1,8260 0,0020
12,125 3,0692 0,0731 1,8498 0,0023
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Preglednica 8: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opticna gostota kvasne suspenzije v

odvisnosti od ¢asa (peti poskus)

Cas (h) Povprecna | Standardna | Povpreéna | Standardna
vsebnost deviacija opti¢na deviacija
suhe kvasne | povprecne gostota povprecne
biomase pri vsebnosti kvasne opti¢ne
dolo¢enem | suhe kvasne | suspenzije gostote
casu biomase pri pri kvasne
(g/L) dolo¢enem dolocenem suspenzije
(n=4) casu casu pri
(g/L) (n=5) dolo¢enem
casu
14 3,7304 0,0852 1,8309 0,0040
16 3,9704 0,0615 1,8831 0,0010
18 4,5704 0,0152 1,9120 0,0025
20 4,7854 0,0923 1,9350 0,0031
22 5,0025 0,0189 1,9466 0,0032
24 4,8188 0,0516 1,9545 0,0032

42 DOLOCITEV ALGORITMA ZA OPIS ODVISNOSTI OPTICNE GOSTOTE OD
VSEBNOSTI SUHE BIOMASE

4.2.1 Glajenje Kkrivulje z algoritmi za polinome druge, tretje in ¢etrte stopnje

V preglednicah 9, 10 in 11 so pregledno podani koeficienti polinomov druge (preglednica 9),
tretje (preglednica 10) in Cetrte (preglednica 11) stopnje kot smo jih dobili z glajenjem krivulj
s programom Origin 6.1. Podani so za vsak poskus posebej in na koncu Se sumarno za vse
meritve. [z oznake upostevanih preglednic v prvem stolpcu je enoznacno razviden poskus, za

katerega veljajo koeficienti v posamezni vrstici.
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Preglednica 9: Opti¢na gostota kvasne suspenzije v odvisnosti od vsebnosti suhe biomase:

polinom druge stopnje

OD = ap+a;-(s.8.)+ax (s S.)2

1z N ay+ A ay a;+Aa; a,tAa, R’ SD

preglednice (L/g) (L¥gh

JAk 5 0,01097 + 3,93438 £ —4,66846 £ 0,98586 | 0,04579
0,07568 0,86835 1,81614

4 8 0,16015 + 0,93748 + -0,11876 + 0,98763 | 0,09162
0,05385 0,07583 0,01577

5 8 0,16238 £ 0,79340 + —0,09207 £ 0,98296 | 0,10460
0,06460 0,08954 0,01830

6 7 0,10413 + 1,15903 + —0,19359 + 0,99192 | 0,07904
0,05785 0,11773 0,03387

7 7 0,12667 + 1,09891 = -0,17731 0,98931 | 0,09007
0,06736 0,13335 0,03850

gHA* 6 0,72488 + 0,45671 —0,04242 + 0,94058 | 0,01471
0,85479 0,39730 0,04565

4-8 36 0,17654 + 0,86899 + —0,10652 + 0,98236 | 0,09600
0,02930 0,03724 0,00766

3-8 41 0,22585 + 0,84040 = —0,10268 £ 0,97153 | 0,11940
0,03177 0,04429 0,00928

** Drugacno gojitveno okolje kot za ostale poskuse.

**% Serija vzorcev zajema samo take z velikimi opti¢nimi gostotami.

N - stevilo vzorcenj
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Preglednica 10: Opti¢na gostota kvasne suspenzije v odvisnosti od vsebnosti suhe biomase:

polinom tretje stopnje

OD = ap+a;-(5.5)+ay (5.5.) +as3- (5.5)

1z N 2, A a, a;+Aa; a,tAa, az;t A a; R’ SD
preglednice (L/g) (Lg% Lg%

JAk 5 -0,12121 + 6,55515+ | —17,91743 + 18,80417 + | 0,99532 | 0,03724
0,11144 1,97277 9,42866 13,21684

4 8 0,06789 + 1,35866 £ —0,38027 0,03734 = | 0,99805 | 0,04062
0,03110 0,09699 0,05692 0,00807

5 8 0,05546 = 1,20908 + —0,32644 + 0,03198 = | 0,99910 | 0,02684
0,02082 0,05412 0,02803 0,00377

6 7 —0,00726 = 1,75956 = —0,70126 + 0,10313+ | 0,99923 | 0,02809
0,02925 0,11971 0,09558 0,01926

7 7 0,03126 = 1,57115 —0,54858 = 0,07268 = | 0,99488 | 0,07196
0,07539 0,28219 0,20773 0,04022

gHA* 6 | —6,98172+ | 577214+ - 1,25714 0,09202+ | 0,95348 | 0,01594
10,39114 7,15146 1,63210 0,12358

4-8 36 0,07372 + 1,27106 £ -0,32175+ 0,02866 = | 0,99305 | 0,06120
0,02374 0,06205 0,03107 0,00409

3-8 41 0,13773 1,21616 + —0,30734 + 0,02747+ | 0,98101 | 0,09883
0,03334 0,09481 0,04824 0,00639

** Drugacno gojitveno okolje kot za ostale poskuse.

**% Serija vzorcev zajema samo take z velikimi opti¢nimi gostotami.

N — stevilo vzorcenj
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Preglednica 11: Opti¢na gostota kvasne suspenzije v odvisnosti od vsebnosti suhe biomase: polinom Cetrte stopnje

OD = ap+a;-(5.8)+a(5.8.) +az-(s.5.) +as-(5.5)°

Iz N agtAay a;tAa; a,tAa, az;t A a; astAay R’ SD
preglednice (L/g) (Lg% (Lg% (Lg%
3k 51 —045145+ 16,09906 + | —102,02790+ | 293,53443+ | —296,19790 + ¥ 0*
0 0 0 0 0
4 8 0,02343 + 1,66618 + —0,76489 + 0,18781 + -0,01737+ | 0,99892 | 0,03493
0,03919 0,21500 0,25263 0,09720 0,01119
5 8 0,01969 £ 1,41242 + -0,53766 + 0,10143 + -0,00704+ | 0,99981 | 0,01416
0,01527 0,06673 0,06437 0,02069 0,00209
6 7 —0,04177 + 2,01057 = - 1,08521 + 0,29733 + -0,03043+ | 0,99992 | 0,01111
0,01425 0,07687 0,10005 0,04747 0,00734
7 7 —0,02650 + 1,98868 = - 1,19366 + 0,39329 + -0,04919+ | 0,99678 | 0,06988
0,09046 0,47183 0,62678 0,29751 0,04525
gk 6 | —207,84537+ | 192,44243+ | —66,02775+ 10,03680 + -0,57012+ | 0,98867 | 0,01113
114,23117 106,06272 36,77837 5,64484 0,32357
4-8 36 0,03257 + 1,50781 + -0,56361 + 0,10786 + —0,00806+ | 0,99400 | 0,05776
0,02908 0,12164 0,11279 0,03587 0,00363
3-8 41 0,09518 £ 1,47656 + -0,58076 + 0,11825 = -0,00931+ | 0,98229 | 0,09676
0,04200 0,18648 0,17626 0,05673 0,00578

** Drugacno gojitveno okolje kot za ostale poskuse.
*#* Serija vzorcev zajema samo take z velikimi opticnimi gostotami.
* Glajenje krivulje z algoritmom za polinom &etrte stopnje je pri N = 5 nesmiselno
N — sStevilo vzorcenj
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Slika 2: Opti¢na gostota kvasne suspenzije v odvisnosti od vsebnosti suhe biomase (meritve iz

preglednic 3 do 8)

° kultivacija na stresalniku

A priprava kvasne suspenzije v YEPD gojisc¢u

V preglednici 12 so pregledno podani koeficienti polinomov prve, druge, tretje in Cetrte
stopnje, kot smo jih dobili z glajenjem krivulje OD v odvisnosti od S.S. za OD <1 pri vseh

tistih vzorcih, kjer je kultivacija potekala v okviru kultivacije za rastno krivuljo.
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Preglednica 12: Odvisnost opti¢ne gostote kvasne suspenzije od vsebnosti suhe biomase za

OD < 1 (podatki iz preglednic 4, 5, 6, in 7)

Polinom N a £ A a, a;+Aa; a,+Aa, a3+ A a; a;+Aay R? SD
(L/g) (Lg’) Lg) (LYg’)

1. stopnje 16 0,06211 + 1,20774 + - - - 0,97496 | 0,04376
0,01866 0,05173

2. stopnje 16 0,02480 + 1,47996 + —0,32464 £ - - 0,97739 | 0,04314
0,03648 0,23546 0,27412

3. stopnje 16 | —0,00033 + 1,76060 + —1,12800 £ 0,63100 £ - 0,97764 | 0,04466
0,07847 0,80573 2,2167 1,72679

4. stopnje 16 0,20834 + —1,27945 12,62235 + —23,11324 + 13,69687 + | 0,98185 | 0,04203
0,15009 2,04911 8,85948 14,95705 8,57691
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4.2.2 Eksponentni zvezi:

Odvisnost 10°° od vsebnosti suhe biomase in ¢°” v odvisnosti od vsebnosti suhe biomase

Sliki 3 in 4 prikazujeta vrednosti 10°° v odvisnosti od vsebnosti suhe biomase (slika 3) in

. OD . . . . . v . .
vrednosti e~ v odvisnosti od vsebnosti suhe biomase (slika 4). UpoStevane so meritve iz

preglednic 3 do 8.
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Slika 3: Vrednosti 10°° v odvisnosti od vsebnosti suhe biomase

A

kultivacija na stresalniku

priprava kvasne suspenzije v YEPD gojisc¢u
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Slika 4: Vrednosti ¢°P v odvisnosti od vsebnosti suhe biomase

A

kultivacija na stresalniku

priprava kvasne suspenzije v YEPD gojisc¢u
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4.3 IZRACUN VSEBNOSTI SUHE BIOMASE IZ OPTICNE GOSTOTE

Slika 5 prikazuje vsebnosti suhe biomase v odvisnosti od opti¢ne gostote (meritve iz
preglednic 4 do 8). Krivulja je, glede na rezultate prikazane v poglavju4.2.1, zglajena s

polinomom cetrte stopnje, kot je razvidno iz nadaljevanja.
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Povprecna opti¢na gostota

Slika 5: Vsebnosti suhe biomase v odvisnosti od opticne gostote (meritve iz preglednic 4 do 8)

Na podlagi analize rezultatov meritev iz poglavja 4.2.1 (dodatne utemeljitve v poglavju 5.2.1)

smo izbrali naslednji algoritem za opis odvisnosti opti¢ne gostote od vsebnosti suhe biomase:

OD =0,03257 + 1,50781 - (5. 5.) — 0,56361 - (s. 5.)° + 0,10786 - (s. 5.)°> — 0,00806 - (5. 5.)*...(2)

(s.s. v g/L in koeficienti v enotah, kot so razvidni iz preglednice 11).
Gre za polinom Cetrte stopnje, oblike:

OD = ag+a;-(5.8)+ay-(5.5) +as-(5.8) +as- (55,
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kjer v konkretnem primeru pomeni:

ap=0,03257 £ 0,02908

a; =(1,50781+0,12164) L/g

a,=—(0,56361 +0,11279) L*/g’

a3 = (0,10786 + 0,03587) L*/g’

as =— (0,00806 + 0,00363) LY/g*

Iz istih podatkov, iz katerih smo dobili algoritem za opis odvisnosti opticne gostote od
vsebnosti suhe snovi (2), smo z zamenjavo odvisne in neodvisne spremenljivke izrazili suho

snov kot funkcijo opticne gostote:

(s.s.) = 0,55048 — 3,47694 - (OD) + 8,82229 - (OD)* — 6,89557 - (OD)’ + 1,97717 - (OD)*
.(3)

(zaradi preglednosti so enote le v nadaljevanju; S.S. v g/L)

Tudi v tem primeru gre za polinom cetrte stopnje, oblike:

(s.S.) = agp+a; - (OD) +a, - (OD)’ + a3 - (OD)’ + a4 - (OD)",

kjer v konkretnem primeru pomeni:
ap=(0,55048 + 0,52319) g/L

a; =—(3,47694 + 3,33453) g/L

a, = (8,82229 + 6,09228) g/L

a3 =—(6,89557 £4,20339) g/L
as=(1,97717 £ 0,97382) g/L

Enacba (3) nam omogoca izracun suhe snovi pri dani opti¢ni gostoti. Primer izracuna podaja

preglednica 13.
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Preglednica 13: Suha biomasa izratunana iz dane opti¢ne gostote po enacbi (3)

35

Preglednica Povprecna Povprecna Izra¢unana
opticna gostota izmerjena vsebnost suhe
vsebnost suhe biomase
biomase (g/L)
(g/L)
3 0,1838 0,0567 0,1689
0,3936 0,0975 0,1757
0,5148 0,1550 0,2967
0,7616 0,3183 0,6387
0,8540 0,4138 0,7723
4 0,2050 0,1412 0,1525
0,2006 0,1000 0,1556
0,3370 0,2033 0,1423
0,6156 0,4037 0,4287
1,0116 09112 0,9936
1,4080 1,6283 1,6678
1,7076 2,6645 2,8146
1,9522 4,7838 4,7994
5 0,2030 0,1379 0,1539
0,2016 0,1462 0,1549
0,3622 0,2517 0,1549
0,6472 0,5483 0,4731
1,0276 1,0746 1,0158
1,3974 2,0079 1,6423
1,6852 3,6038 2,6907
1,9048 4,9133 4,3092
6 0,1960 0,1221 0,1589
0,2174 0,1458 0,1451
0,5054 0,3196 0,2855
0,9318 0,7067 0,8824
1,4445 1,6908 1,7610
1,8085 3,0963 3,4803
1,8554 33171 3,8578

(se nadaljuje)
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Preglednica Povprecna Povprecna Izra¢unana
opticna gostota izmerjena vsebnost suhe
vsebnost suhe biomase
biomase (g/L)
(g/L)
7 02154 0,1000 0,1462
0,2536 0,2029 0,1318
0,5506 0,3525 0,3414
0,9984 0,7938 0,9752
1,5128 1,9663 1,9630
1,8260 3,3392 3,6156
1,8498 3,0692 3,8102
8 1,8309 3,7304 3,6547
1,8831 3,9704 4,1037
1,9120 4,5704 4,3799
1,9350 4,7854 4,6147
1,9466 5,0025 4,7384
1,9545 4,8188 4,8247

36

Nadaljevanje preglednice 13: Suha biomasa izraCunana iz dane opti¢ne gostote po enacbi (3)
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Slika 6 prikazuje razlike med izmerjenimi in izraunanimi vsebnostmi za suho biomaso.
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Slika 6: Povpre¢na izmerjena vsebnost suhe biomase (g/L) in izracunana vsebnost suhe

biomase (g/L) v odvisnosti od povprecne opticne gostote (meritve vzete iz preglednice 3 ter iz

preglednic 4 do 8)

o) izmerjena vsebnost suhe biomase (preglednice 4 do 8)

izracunana vsebnost suhe biomase (preglednice 4 do 8)

+

izmerjena vsebnost suhe biomase (preglednica 3)

izracunana vsebnost suhe biomase (preglednica 3)

4.4 PRIMERJAVA RASTNIH KRIVULJ

Slika 7 prikazuje ¢asovno odvisnost izmerjene vsebnosti suhe biomase (S. S.) za vse v tem delu

vkljucene poskuse (osnovni podatki v preglednicah 4 do 8).
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Slika 8 prikazuje ¢asovno odvisnost opti¢ne gostote (OD) kvasne suspenzije. Zajema meritve

OD za vse v tem delu vkljuc¢ene poskuse (osnovni podatki v preglednicah 4 do 8).

Slika 9 prikazuje casovno odvisnost izracunane vsebnosti suhe biomase (S.S.) kvasne
suspenzije. Zajema meritve OD za vse v tem delu vklju¢ene poskuse (osnovni podatki v

preglednicah 4 do 8). Za izracun smo uporabili enacbo (3), pogl. 4.3.

Slika 10 primerjalno zdruzuje sliko 7 in sliko 9.

Slika 11 primerjalno prikazuje rastni krivulji, ki smo ju dolocili direktno z merjenjem
vsebnosti suhe biomase (preglednici 6 in 8) in z merjenjem opticne gostote (preglednici 6

in 8), iz katere smo po dobljenem algoritmu (enacba (3)) izracunali vsebnost suhe biomase.

Slika 12 primerjalno prikazuje rastni krivulji s slike 11 ter rastno krivuljo, ki smo jo dolo¢ili z

merjenjem opticne gostote (preglednici 6 in 8).
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Slika 7: Povprecna izmerjena vsebnost suhe biomase (g/L) v odvisnosti od ¢asa
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Slika 8: Povprecna opticna gostota kvasne suspenzije v odvisnosti od ¢asa
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Slika 9: IzraCunana vsebnost suhe biomase (g/L) v odvisnosti od Casa
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Slika 10: Povprecna izmerjena vsebnost suhe biomase (g/L) in izraCunana vsebnost suhe

biomase (g/L) v odvisnosti od Casa

° izmerjena vsebnost suhe biomase

A izracunana vsebnost suhe biomase
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Slika 11: Povprecna izmerjena vsebnost suhe biomase (g/L) in izraCunana vsebnost suhe

biomase v odvisnosti od ¢asa (meritve vzete iz preglednic 6 in 8)

O izmerjena vsebnost suhe biomase

e izraCunana vsebnost suhe biomase
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Slika 12: Opti¢na gostota, povprecna izmerjena vsebnost suhe biomase (g/L) in izracunana

vsebnost suhe biomase (g/L) v odvisnosti od ¢asa

O povprecna izmerjena vsebnost suhe biomase
e izracunana vsebnost suhe biomase

A\ povprecna opti¢na gostota
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

Izhajajo¢ iz delovne hipoteze, da za alikvote istih vzorcev obstaja linearna povezava med
vrednostmi za oceno rasti kvasovk, dobljenimi z metodo merjenja suhe biomase in
vrednostmi, dobljenimi z merjenjem opti¢ne gostote, smo kvasovko S. cerevisiae aerobno
gojili na stresalniku in z obema metodama socasno spremljali rast kulture. Iz meritev smo

dobili algoritem za izracun vsebnosti suhe biomase iz izmerjene OD.

V relevantnih publikacijah so konkretni koeficienti in algoritmi navajani le izjemoma (Bati¢ in
Raspor, 2000; Poilpre in sod., 2002; Serra in sod., 2003; Serra in sod., 2005), saj sami po sebi

niso predmet obravnave.

5.1 PONOVLIJIVOST MERITEV

Pri obravnavanju meritev, ki jih pridobimo z opazovanjem in vrednotenjem zivih organizmov,
se moramo najprej in predvsem zavedati, da gre za zelo variabilne vzorce. Za vsebnost suhe
biomase so bile vrednosti med 0,0567 g/L in 5,0025 g/L, standardne deviacije pa od 0,0067 g/l
do 0,4296 g/L, kar pomeni koeficient variabilnosti med 0,33 % in 41 %. Za vrednosti opti¢ne
gostote so vrednosti za posamezne vzorce bolj ponovljive. Vrednosti med 0,1838 in 1,9545,
standardne deviacije med 0,0005 in 0,0144, kar pomeni koeficient variabilnosti med 0,053 %
in 2,8 %.

Poleg priro¢nosti in enostavnosti meritve OD je njena vecja ponovljivost dodaten razlog za
uporabo tega parametra za posredno dolocanje vsebnosti suhe biomase. Zavedati se moramo,
da gre za posredno meritev in je tako nujno poznavanje relevantnih dejavnikov, ki vplivajo na

veljavnost algoritma za opis odvisnosti opticne gostote od vsebnosti suhe biomase.
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52 DOLOCITEV ALGORITMA ZA OPIS ODVISNOSTI OPTICNE GOSTOTE OD
VSEBNOSTI SUHE BIOMASE

5.2.1 Glajenje krivulje z algoritmi za polinome druge, tretje in Cetrte stopnje

Velike razlike za koeficiente krivulj pri vzorcih neposredno po pripravi suspenzije in pri tistih,
kjer poteka kultivacija na stresalniku (prve vrstice v preglednicah 9, 10 in 11 v primerjavi z
ostalimi) je mozno pojasniti s tem, da gre za razli¢no rastno okolje. Da ne gre le za zmanjSano
obmocje meritev (definicijsko obmocje, tj. S. s. le med 0,06 in 0,4 g/L in zaloga vrednosti, tj.
OD le med 0,18 in 0,85) smo dokazali z glajenjem krivulje OD v odvisnosti od S. s. za OD < 1
pri vseh tistih vzorcih, kjer je kultivacija potekala v okviru kultivacije za rastno krivuljo.
Rezultati so zbrani v preglednici 13 (poglavje 4.2.1), ki kaze, da so koeficienti polinomov,
Ceprav bistveno razlicni od koeficientov za celotno rastno obmocje, vseeno precej bolj
podobni koeficientom pri kultivaciji za rastno krivuljo kot pa tistim za pripravo suspenzije.
Meritve, ki smo jih dobili pri vzorcih s pripravo suspenzije (preglednica 3) lahko torej le

pogojno in z veliko mero previdnosti vkljucujemo v celostne analize.

Skupina meritev, ki jo zajema preglednica 8 (samo velike vrednosti za OD, tj. kultivacija od
14 do 24 ur) je kot samostojna skupina nereprezentativna. Na to nas opozarja relativno majhna
vrednost za R?, kakor tudi dejstvo, da poteka zglajena krivulja precej mimo koordinatnega
izhodisca. O¢itno so dolo¢ene vrednosti predale¢ od koordinatnega izhodis¢a, da bi omogocale

tako ekstremno ekstrapolacijo.

Za algoritem opisa odvisnosti opti¢ne gostote od vsebnosti suhe biomase upostevamo polinom
Cetrte stopnje, ki vkljucuje rezultate iz preglednic 4 do 8, ker obsega

najve¢ meritev (N = 36),

kaze veliko vrednost parametra R* (R* = 0,994),

kaze majhno vrednost za koeficient aj in

kaze relativno veliko napako za ta koeficient

(zadnji dve trditvi pomenita, da gre v okviru eksperimentalne napake skozi tocko (0,0)).
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5.2.2 Eksponentni zvezi:

. D . o o D . . . .
Odvisnost 10°° od vsebnosti suhe biomase in € v odvisnosti od vsebnosti suhe biomase

Obe eksponentni zvezi (10°° v odvisnosti od suhe biomase in ¢° v odvisnosti od suhe
biomase) kazeta na neprimernost takih slabo obcutljivih povezav. Predstavitvi na sliki 3 in
sliki 4 jasno kazeta, da bi lahko zadovoljivo predstavili celotno obmocje meritev le z uporabo
ve¢ih algoritmov, kar pa ni niti smiselno, niti prakti¢no enostavno izvedljivo. Ce bi pri velikih
OD kot smiselno uporabili eksponentno zvezo, se ta pri majhnih OD izkaze za bistveno

premalo obcutljivo.

5.3 IZRACUN VSEBNOSTI SUHE BIOMASE 1Z OPTICNE GOSTOTE

Algoritem za izracun vsebnosti suhe biomase iz opti¢ne gostote kvasne suspenzije (enacba (3))
smo uporabili za izraCun vsebnosti suhe biomase iz izmerjene opti¢ne gostote pri vseh
obravnavanih vzorcih. Primerjavo izracunanih in izmerjenih vrednosti podajata preglednica 13
in slika 6. Linearizacija odvisnosti izraCunane vsebnosti suhe biomase in izmerjene vsebnosti
suhe biomase da po pri¢akovanju premico zn=0ink = 1.

y=k-x +n

y izmerjena vsebnost suhe biomase

X izracunana vsebnost suhe biomase

k smerni koeficient (1,00 £ 0,02681)

n odsek na ordinatni osi (— 0,00000111 £+ 0,0699) g/L
R = 0,988

Slika 6 nazorno kaze razlike med izmerjenimi in izraCunanimi vrednostmi, posebno pa

(ne)ujemanje za vrednosti iz preglednice 3 (drugo gojitveno okolje).
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5.4 PRIMERJAVA RASTNIH KRIVULJ

Vecinoma uporabljamo OD za hitro in preprosto dolo¢anje faze rasti mikroorganizmov in ne
za dolocanje parametrov, kot je npr. vsebnost (suhe) biomase. Zato smo dobljeni algoritem
preizkusili pri dolocanju rastne krivulje, ki smo jo doloc¢ili prvi¢ direktno z merjenjem
vsebnosti suhe biomase in drugi¢ z merjenjem opti¢ne gostote, iz katere smo po dobljenem
algoritmu izraCunali vsebnost suhe biomase. Primerjava obeh rastnih krivulj je razvidna s
slike 11, ki kaze rastni krivulji, kot ju na oba na¢ina dobimo iz meritev v preglednici 6 in

preglednici 8.

Prikaz ima »lepotno napako«. MetodoloSko je nepravilno, da meritve, s katerimi opravimo
testiranje modela (tj. testing set) vklju¢imo tudi v pripravo algoritma (tj. v teaching set). Za to
ohlapnost v metodologiji smo se kljub temu odlo¢ili, ker pomanjSani seti (zmanjSani teaching
seti) niso kazali bistvenih razlik pri konstantah polinomov (podrobnosti v preglednicah 9, 10
in 11) in ker je 36 parov meritev (N =36) pri tako variabilnih vzorcih Se vedno relativno

majhno Stevilo.

Rastni krivulji na sliki 11 se razlikujeta le v nekaterih neznacilnih podrobnostih, ve¢ kot jasno
pa kaZzeta, da lahko fazo rastne krivulje dolo¢imo tako iz ene kot iz druge, torej je hitro in
priro¢no merjenje opti¢ne gostote primerno nadomestilo za zamudno dolo¢anje vsebnosti suhe

biomase.

Celo v primeru, da algoritma za preracun opticne gostote v vsebnost suhe biomase ne
poznamo, lahko odvisnost OD od c¢asa (slika 12, oznaka: A) omogoé¢i oceno faze rasti
mikroorganizma. Ker je odvisnost opticne gostote od vsebnosti suhe biomase vse prej kot
linearna, je sicer sigmoidna krivulja (posebno v drugi polovici kultivacije) deformirana,

ohranja pa znacilnosti, potrebne za dolo¢itev osnovnih faz rasti.
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5.5 SKLEPI

e Metoda merjenja opticne gostote je v primerjavi z metodo merjenja vsebnosti suhe biomase
bolj priro¢na, enostavnejSa, poleg tega pa tudi natancnejSa. Koeficient variabilnosti za
izmerjene vsebnosti suhe biomase je bil v naSem primeru do 41 %, medtem ko je koeficient

variabilnosti za vrednosti opti¢ne gostote znasal le do 2,3 %.

e Relativno najboljsi algoritem za opis odvisnosti opti¢ne gostote od vsebnosti suhe biomase
je v nasem primeru polinom cetrte stopnje. Linearizacija zveze med opti¢no gostoto in
vsebnostjo suhe biomase z eksponentnima funkcijama 10°° in ¢°® je zaradi slabe

obcutljivosti neustrezen nacin prikazovanja dane povezave.

e Algoritem za izracun vsebnosti suhe biomase iz opticne gostote kvasne suspenzije nam
omogoca izracun vsebnosti suhe biomase iz izmerjene opticne gostote pri vseh
obravnavanih vzorcih. Med izmerjenimi in izraCunanimi vsebnostmi suhe biomase obstaja

pri¢akovana linearna zveza (y = X).

e Rastno krivuljo mikroorganizmov lahko namesto z metodo merjenja vsebnosti suhe
biomase dolo¢amo s hitrejSo in enostavnejSo metodo merjenja opti¢ne gostote suspenzije.
Obstaja namre¢ velika podobnost v poteku rastnih krivulj, ki jih dobimo bodisi z merjenjem
opti¢ne gostote suspenzije, bodisi z merjenjem vsebnosti suhe biomase suspenzije ali pa s

preracunavanjem vsebnosti suhe biomase iz izmerjenih vrednosti OD.
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6 POVZETEK

Pri delu z mikroorganizmi se velikokrat pojavi potreba po kvantitativnem ovrednotenju
njihovih kultur. Za to imamo na voljo ve¢ razli¢nih metod, ki se mo¢no razlikujejo po nacinu
dolocitve vsebnosti biomase v vzorcu in so zaradi svojih prednosti in slabosti razlicno pogosto
uporabljene. Pri diplomski nalogi smo za spremljanje rasti izbranega mikroorganizma izbrali
metodo merjenja opti¢ne gostote in metodo dolocanja vsebnosti suhe biomase celic in ju
primerjali. Metodi se med drugim razlikujeta po prakti¢nosti uporabe in po ponovljivosti
meritev. Cilj nase naloge je bil ugotoviti, ali lahko zamudno in slabo ponovljivo direktno
dolocanje vsebnosti suhe biomase ustrezno nadomestimo s posrednim dolo¢evanjem vsebnosti
suhe biomase s spektrofotometri¢no metodo, ki je enostavna, dokaj hitra in dobro ponovljiva.
Pri tem smo poskus zastavili tako, da smo sev kvasovke Saccharomyces cerevisiae aerobno
kultivirali na stresalniku pri dolo€enih pogojih in med gojenjem vsaki dve uri izmerili opti¢no
gostoto v petih ponovitvah in dolocili vsebnost suhe biomase v §tirih ponovitvah. Merili smo
tudi opticno gostoto in vsebnost suhe biomase v odvisnosti od Stevila cepilnih zank. Kot smo
pricakovali, so bile spektrofotometricne meritve veliko bolj ponovljive kot meritve vsebnosti

suhe biomase, kar smo ugotovili po primerjanju koeficientov variabilnosti.

Iz posameznih sklopov meritev smo dolo¢ili algoritme rastnih krivulj. Za opis odvisnosti
opti¢ne gostote od vsebnosti suhe biomase smo izbrali polinom cetrte stopnje, ki smo ga
izracunali iz sklopa meritev, ki niso obsegale meritev opti¢ne gostote in vsebnosti suhe kvasne
v odvisnosti od Stevila cepilnih zank. Ugotovili smo namrec, da je v tem primeru $lo za prevec
druga¢no okolje v primerjavi z ostalimi kultivacijami. Poskusili smo tudi linearizirati zvezo
med opti¢no gostoto in vsebnostjo suhe biomase z uporabo eksponentnih funkcij. Ugotovili
smo, da s tem dobimo povezavo, ki je premalo obcutljiva in zaradi tega neprimerna za analizo
podatkov. Iz algoritma za opis odvisnosti opticne gostote od vsebnosti suhe biomase smo z
zamenjavo odvisne in neodvisne spremenljivke izrazili vsebnost suhe biomase kot funkcijo
opti¢ne gostote. S pomocjo novega algoritma smo iz meritev za opticno gostoto izracunali

vsebnost suhe biomase. Izratunane vrednosti smo uporabili za prikazovanje rastne krivulje. S
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primerjavo rastnih krivulj iz izraCunane in izmerjene vsebnosti suhe biomase smo opazili, da
se krivulji razlikujeta le v nekaterih podrobnostih. Iz tega smo povzeli, da lahko zamudno
direktno dolocCanje vsebnosti suhe biomase nadomestimo s hitrejSim in prirocnejSim
posrednim doloCevanjem vsebnosti suhe biomase, ki nam ga omogoca metoda merjenja
opticne gostote. To seveda velja le v primeru, ko so pogoji pri meritvah ¢im bolj podobni
pogojem, pri katerih dolo¢imo algoritem za opis odvisnosti opti¢ne gostote od vsebnosti suhe

biomase.

S primerjavo rastnih krivulj iz izracunane oz. (kar je zelo podobno) iz izmerjene vsebnosti
suhe biomase s tisto, ki jo dobimo samo z merjenjem opti¢ne gostote pa smo dodatno ugotovili
tudi to, da je metoda merjenja opticne gostote sama po sebi prav tako ustrezen nacin za
doloCanje faze rastne krivulje, vendar le v primeru, ¢e nas ne zanima natan¢na vsebnost

biomase, ampak le faza rastne krivulje.
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PRILOGE

Priloga Al: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opti¢na gostota kvasne suspenzije v odvisnosti od §tevila
cepilnih zank kvasne biomase, ki smo jih dodali v gojis¢e (z dne 10.10.2005)

Stevilo Vsebnost Povprecna Standardna Opti¢na Povprecna Standardna
cepilnih zank | suhe kvasne vsebnost deviacija gostota opticna deviacija
biomase suhe kvasne povprecne kvasne gostota povprecne
(g/L) biomase pri | vsebnosti suhe | suspenzije kvasne opti¢ne gostote
dolo¢enem kvasne pri suspenzije kvasne
Stevilu biomase pri dolo¢enem pri suspenzije pri
cepilnih zank | dolofenem Stevilu dolo¢enem dolo¢enem
(g/L) Stevilu cepilnih | cepilnih zank Stevilu Stevilu cepilnih
zank cepilnih zank zank
(g/L)
2 0,0550 0,0567 0,0126 0,1810 0,1838 0,0042
2 0,0483 0,1900
2 0,0750 0,1840
2 0,0483 0,1850
2 0,1790
4 0,0917 0,0975 0,0399 0,3940 0,3936 0,0005
4 0,1250 0,3940
4 0,0433 0,3940
4 0,1300 0,3930
4 0,3930
6 0,1350 0,1550 0,0136 0,5140 0,5148 0,0013
6 0,1583 0,5150
6 0,1617 0,5160
6 0,1650 0,5160
6 0,5130
8 0,3100 0,3183 0,0342 0,7640 0,7616 0,0015
8 0,3033 0,7620
8 0,3683 0,7610
8 0,2917 0,7610
8 0,7600
10 0,4317 0,4138 0,0660 0,8530 0,8540 0,0012
10 0,4633 0,8560
10 0,4433 0,8540
10 0,3167 0,8540
10 0,8530




Priloge B1 do B5: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opti¢na gostota kvasne suspenzije v odvisnosti od

Casa

Priloga B1: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opti¢na gostota kvasne suspenzije v odvisnosti od ¢asa (z dne

17.10.2005)
Cas (h) Vsebnost Povprecna Standardna Opti¢na Povprecna Standardna
suhe kvasne vsebnost deviacija gostota opti¢na deviacija
biomase suhe kvasne povprecne kvasne gostota povprecne
(g/L) biomase pri | vsebnosti suhe | suspenzije kvasne opticne gostote
dolo¢enem kvasne pri suspenzije kvasne
Casu biomase pri dolo¢enem pri suspenzije pri
(g/L) dolo¢enem casu dolo¢enem doloc¢enem

casu casu casu
(g/L)

0 0,1067 0,1412 0,0257 0,2070 0,2050 0,0058

0 0,1367 0,2080

0 0,1617 0,2120

0 0,1600 0,2000

0 0,1980

2 0,1217 0,1000 0,0412 0,2000 0,2006 0,0009

2 0,1017 0,2020

2 0,1350 0,2010

2 0,0417 0,2000

2 0,2000

4 0,2133 0,2033 0,0178 0,3330 0,3370 0,0025

4 0,1783 0,3360

4 0,2183 0,3380

4 0,2033 0,3390

4 0,3390

6 0,3967 0,4037 0,0257 0,6150 0,6156 0,0019

6 0,4417 0,6190

6 0,3850 0,6150

6 0,3917 0,6140

6 0,6150

8 0,9050 0,9112 0,0093 1,0060 1,0116 0,0101

8 0,9067 1,0030

8 0,9250 1,0040

8 0,9083 1,0210

8 1,0240

10 1,5167 1,6283 0,0965 1,4090 1,4080 0,0010

10 1,7217 1,4070

10 1,6950 1,4070

10 1,5800 1,4080

10 1,4090

(se nadaljuje)




Nadaljevanje priloge B1: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opti¢na gostota kvasne suspenzije v odvisnosti
od casa (z dne 17.10.2005)

Cas (h) Vsebnost Povprecna Standardna Opti¢na Povprecna Standardna
suhe kvasne vsebnost deviacija gostota opti¢na deviacija
biomase suhe kvasne povprecne kvasne gostota povprecne
(g/L) biomase pri | vsebnosti suhe | suspenzije kvasne opti¢ne gostote
dolo¢enem kvasne pri suspenzije kvasne
Casu biomase pri dolo¢enem pri suspenzije pri
(g/L) doloc¢enem Casu dolo¢enem doloc¢enem
casu casu casu
(g/L)
12 2,2830 2,6645 0,2756 1,7060 1,7076 0,0037
12 2,6433 1,7070
12 2,8867 1,7090
12 2,8450 1,7130
12 1,7030
24 4,7367 4,7838 0,0382 1,9510 1,9522 0,0026
24 4,7867 1,9520
24 4,7817 1,9530
24 4,8300 1,9560
24 1,9490

Priloga B2: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opti¢na gostota kvasne suspenzije v odvisnosti od ¢asa (z dne

18.10.2005)
Cas (h) Vsebnost Povprecna Standardna Opticna Povprecna Standardna
suhe kvasne vsebnost deviacija gostota opti¢na deviacija
biomase suhe kvasne povprecne kvasne gostota povprecne
(g/L) biomase pri | vsebnosti suhe | suspenzije kvasne opticne gostote
dolo¢enem kvasne pri suspenzije kvasne
casu biomase pri dolo¢enem pri suspenzije pri
(g/L) dolo¢enem casu dolo¢enem dolo¢enem

casu casu casu
(g/L)

0 0,1450 0,1379 0,0067 0,2070 0,2030 0,0032

0 0,1417 0,2010

0 0,1300 0,2000

0 0,1350 0,2060

0 0,2010

2 0,1550 0,1462 0,0085 0,1980 0,2016 0,0026

2 0,1517 0,2040

2 0,1417 0,2000

2 0,1367 0,2020

2 0,2040

(se nadaljuje)




Nadaljevanje priloge B2: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opti¢na gostota kvasne suspenzije v odvisnosti
od casa (z dne 18.10.2005)

Cas (h) Vsebnost Povprecna Standardna Opti¢na Povprecna Standardna
suhe kvasne vsebnost deviacija gostota opti¢na deviacija
biomase suhe kvasne povprecne kvasne gostota povprecne
(g/L) biomase pri | vsebnosti suhe | suspenzije kvasne opti¢ne gostote
dolo¢enem kvasne pri suspenzije kvasne
Casu biomase pri dolo¢enem pri suspenzije pri
(g/L) doloc¢enem Casu doloc¢enem dolo¢enem
casu casu casu
(g/L)

4,25 0,2100 0,2517 0,0282 0,3600 0,3622 0,0032
425 0,2717 0,3600
425 0,2650 0,3600
4,25 0,2600 0,3640
4,25 0,3670

6 0,5583 0,5483 0,0127 0,6500 0,6472 0,0041
6 0,5500 0,6430
6 0,5300 0,6480
6 0,5550 0,6520
6 0,6430

8 1,0717 1,0746 0,0125 1,0210 1,0276 0,0092
8 1,0917 1,0250
8 1,0617 1,0180
8 1,0733 1,0400
8 1,0340

10 2,0417 2,0079 0,0290 1,4050 1,3974 0,0075
10 2,0033 1,3940
10 2,0150 1,3920
10 1,9717 1,3900
10 1,4060

12,67 3,3683 3,6038 0,4296 1,6840 1,6852 0,0066
12,67 3,4300 1,6880
12,67 4,2467 1,6750
12,67 3,3700 1,6930
12,67 1,6860

24 49817 4,9133 0,0549 1,9050 1,9048 0,0018
24 4,9267 1,9070
24 4,8933 1,9050
24 48517 1,9050
24 1,9020




Priloga B3: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opti¢na gostota kvasne suspenzije v odvisnosti od ¢asa (z dne
12.1in 13.12.2005)

Cas (h) Vsebnost Povprecna Standardna Opti¢na Povprecna Standardna
suhe kvasne vsebnost deviacija gostota opti¢na deviacija
biomase suhe kvasne povprecne kvasne gostota povprecne
(g/L) biomase pri | vsebnosti suhe | suspenzije kvasne opti¢ne gostote
dolo¢enem kvasne pri suspenzije kvasne
¢asu (g/L) biomase pri dolo¢enem pri suspenzije pri
dolo¢enem casu doloc¢enem dolo¢enem

¢asu (g/L) Casu Casu

0 0,0867 0,1221 0,0357 0,1950 0,1960 0,0035
0 0,1167 0,2020
0 0,1717 0,1930
0 0,1133 0,1950
0 0,1950

2 0,1683 0,1458 0,0321 0,2200 0,2174 0,0042
2 0,1550 0,2120
2 0,1617 0,2190
2 0,0983 0,2220
2 0,2140

4,125 0,3283 0,3196 0,0385 0,4940 0,5054 0,0077
4,125 0,3700 0,5030
4,125 0,2833 0,5080
4,125 0,2967 0,5150
4,125 0,5070

6,125 0,6783 0,7067 0,0323 0,9310 0,9318 0,0090
6,125 0,6817 0,9350
6,125 0,7217 0,9320
6,125 0,7450 0,9430
6,125 0,9180

8,125 1,6917 1,6908 0,0274 1,4500 1,4445 0,0066
8,125 1,7183 1,4337
8,125 1,7000 1,4490
8,125 1,6533 1,4464
8,125 1,4432

10,125 3,0233 3,0963 0,0747 1,8141 1,8085 0,0043
10,125 3,0550 1,8045
10,125 3,1133 1,8111
10,125 3,1933 1,8039
10,125 1,8087

12,125 3,2600 3,3171 0,0657 1,8547 1,8554 0,0026
12,125 3,2933 1,8574
12,125 3,4117 1,8581
12,125 3,3033 1,8514
12,125 1,8554




Priloga B4: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opticna gostota kvasne suspenzije v odvisnosti od ¢asa (z dne
12.1in 13.12.2005)

Cas (h) Vsebnost Povprecna Standardna Opti¢na Povpreéna Standardna
suhe kvasne vsebnost deviacija gostota opti¢na deviacija
biomase suhe kvasne povprecne kvasne gostota povprecne
(g/L) biomase pri | vsebnosti suhe | suspenzije kvasne opti¢ne gostote
dolo¢enem kvasne pri suspenzije kvasne
¢asu (g/L) biomase pri dolo¢enem pri suspenzije pri
doloc¢enem casu doloc¢enem dolo¢enem
¢asu (g/L) casu ¢asu
0 0,1117 0,1000 0,0222 0,2140 0,2154 0,0048
0 0,1100 0,2080
0 0,0667 0,2170
0 0,1117 0,2170
0 0,2210
2 0,1817 0,2029 0,0338 0,2510 0,2536 0,0060
2 0,2533 0,2510
2 0,1900 0,2640
2 0,1867 0,2490
2 0,2530
4,083 0,3767 0,3525 0,0389 0,5540 0,5506 0,0064
4,083 0,3883 0,5410
4,083 0,3017 0,5470
4,083 0,3433 0,5560
4,083 0,5550
6,125 0,7450 0,7938 0,0395 0,9790 0,9984 0,0144
6,125 0,8117 1,0070
6,125 0,8367 0,9960
6,125 0,7817 0,9930
6,125 1,0170
8,125 1,9567 1,9663 0,0409 1,5090 1,5128 0,0113
8,125 1,9133 1,5130
8,125 2,0067 1,5040
8,125 1,9883 1,5060
8,125 1,5320
10,125 3,3817 3,3392 0,0601 1,8230 1,8260 0,0020
10,125 3,2967 1,8270
10,125 1,8250
10,125 1,8270
10,125 1,8280
12,125 3,1000 3,0692 0,0731 1,8470 1,8498 0,0023
12,125 3,1150 1,8510
12,125 3,1017 1,8530
12,125 2,9600 1,8490
12,125 1,8490




Priloga B5: Vsebnost suhe kvasne biomase (g/L) in opti¢na gostota kvasne suspenzije v odvisnosti od ¢asa (z dne
12.1in 13.12.2005)

Cas (h) Vsebnost Povprecna Standardna Opti¢na Povpreéna Standardna
suhe kvasne vsebnost deviacija gostota opti¢na deviacija
biomase suhe kvasne povprecne kvasne gostota povprecne
(g/L) biomase pri | vsebnosti suhe | suspenzije kvasne opti¢ne gostote
dolo¢enem kvasne pri suspenzije kvasne
¢asu (g/L) biomase pri dolo¢enem pri suspenzije pri
doloc¢enem casu doloc¢enem dolo¢enem
¢asu (g/L) casu ¢asu
14 3,8433 3,7304 0,0852 1,8374 1,8309 0,0040
14 3,6567 1,8323
14 3,7483 1,8279
14 3,6733 1,8279
14 1,8291
16 4,0283 3,9704 0,0615 1,8827 1,8831 0,0010
16 3,9250 1,8841
16 3,9100 1,8841
16 4,0183 1,8819
16 1,8827
18 4,5583 4,5704 0,0152 1,9097 1,9120 0,0025
18 4,5750 1,9104
18 4,5583 1,9143
18 4,5900 1,9151
18 1,9104
20 4,6850 4,7854 0,0923 1,9324 1,9350 0,0031
20 4,9033 1,9332
20 4,8033 1,9364
20 4,7500 1,9397
20 1,9332
22 4,9883 5,0025 0,0189 1,9518 1,9466 0,0032
22 5,0267 1,9476
22 4,9867 1,9443
22 5,0083 1,9451
22 1,9443
24 4,8033 4,8188 0,0516 1,9547 1,9545 0,0032
24 4,8950 1,9572
24 4,7817 1,9505
24 4,7950 1,9522
24 1,9581




