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Sazetak

Primjena ultrazvuka jedna je od metoda cija primjena se istrazuje u cilju unaprijedenja ucinkovitosti razlicitih postupaka, npr. filtracije, ot-
plinjavanja, zagrijavanja i ekstruzije, pasterizacije i sterilizacije, smanjenja stupnja polimerizacije, itd., koji se provode u industrijskom mjerilu.
Primjena ultrazvuka integrira se u razlicite inovativne i odrzive bioprocese tijekom kojih je znatno smanjena: (1) potrosnja vode, drugih otapala
i energije, (2) potrosnja fosilnih goriva, (3) kolicina otpadne vode i (4) drugih tzv. opasnih proizvoda. Ovi bi integrirani (bio)procesi mogli naci
primjenu u prehrambenoj, faramaceutskoj i kemijskoj industriji.

Kljucne rijeci: ultrazvuk, ucinkovitost (bio)procesa, sonobioreaktori

Summary

Ultrasound is one of widely investigated methods to be applied in highly-efficient processes, e.g. filtration, deggasing, heating and extrusion,
pasterization and sterilization, depolymerization, etc., usually performed on the industrial scale. Application of ultrasound has been integrated
in different innovative and sustainable bioprocesses in which: (1) consumption of water, other solvents and energy, (2) consumption of fossil fu-
els, (3) volume of waste water as well as (4) other hazardous materials has been reduced. Those integrated (bio)processes could be implemented

in food, pharmaceutical and chemical industry.

Keywords: ultrasound, (bio)processes efficiency, sonobioreactors

1. Primjena ultrazvuka u inovativnim procesima

1.1. Filtracija

Filtracija podrazumijeva izdvajanje netopljivih (Cvrstih)
Cestica iz tekucina pomocu filtracijske membrane. Tijekom
filtracije dolazi do nakupljanja Cestica na membrani, ¢ime se
smanjuje ucinkovitost filtracije ili se, zbog zacepljenja mem-
brane, cijeli proces zaustavlja. Primjenom ultrazvuka moze
se smanjiti sloj Cestica nakupljenih na membrani (kolac) i na
taj nacin povecati u¢inkovitost ovog postupka, ali i produziti
uporaba membrane (Grossner i sur., 2005). Brzina filtracije
ovisi 0 svojstvima materijala koji se filtrira (veli¢ina Cestica,
koncentracija, pH vrijednost, ionska jakost), svojstvima mem-
brana (hidrofobnost, naboj, veli¢ina pora) te tlaku i temperatu-
ri. Filtracija potpomognuta ultrazvukom ovisi i o primijenjenoj
frekvenciji i1 intenzitetu ultrazvuka. Nize ultrazvuéne frek-
vencije (28-45 kHz) imaju veéi u€inak na proces filtracije od
visih frekvencija (100 kHz), (Kobayashi i sur., 2003). Naime,
pri vis§im frekvencijama nastaje viSe kavitacijskih mjehurica
koji su manji po veli¢ini i njihovom implozijom se oslobada
manje energije koja ne odvaja Cestice od kolaca, kao S$to je to
slucaj pri nizim frekvencijama. S povecanjem intenziteta ul-

trazvuka pri istim frekvencijama povecava se sonokemijski
utjecaj tj. povecanjem intenziteta povecava se broj kavitaci-
jskih mjehurica te veli¢ina kavitacijske zone kao posljedica
poveéanja amplitude zvuénog vala. Tako se primjenom ultraz-
vuka iste frekvencije a razli¢itog intenziteta pospjesuje filtraci-
jski proces. Ultrazvucna filtracija se istrazuje za primjenu u
proizvodnji voénih sokova (Mason i sur., 1996), obradi sirutke
(Muthukumaran i sur., 2005) kao i obradi otpadnih voda iz in-
dustrije (Kyllonen i sur., 2006; Smythe i Wakeman, 2000).

1.2. Otplinjavanje

Tekucine koje se koriste u industrijskoj proizvodnji obi¢no
sadrze otopljeni kisik, ugljikov dioksid i dusik. Otplinjavanje se
odvija u uvjetima u kojima se povecava temperatura tekucéine
i/ili smanjuje tlak iznad tekuéine. Iako tijekom primjene ul-
trazvuka moze do¢i do nepozeljnih povecanja temperature
tekucine, ovaj postupak ima prednost pred ostalim metodama,
naroCito kod otplinjavanja velikih volumena tekué¢ina. Tije-
kom primjene ultrazvuka dolazi do vibriranja relativno malih
mjehurica otopljenog plina koji tada formiraju ve¢i mjehuric,
ovaj mjehuri¢ doseze odredenu velic¢inu pri kojoj se pocinje
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kretati prema povrsini i izlazi iz tekucine (Laborde i sur., 1998).
Za otplinjavanje se obi¢no koristi ultrazvuk niske frekvencije
(20 - 50 kHz). Ova se metoda primjenjuje u cilju smanjenja
koncentracije otopljenog ugljikovog dioksida iz gaziranih pica,
npr. piva prije punjenja u boce (Chemat i sur., 2011). U us-
poredbi s mehanickim otplinjavanjem, tijekom primjene ultraz-
vuka znatno je smanjen broj oStecenih boca kao i prelijevanje
piva (Boistier-Marquis i sur., 1999). Primjenom ultrazvuka
moze se znatno izmijeniti sastav plinske faze iznad tekucine,
prije svega zraka i to u cilju smanjenja udjela ili potpunog uk-
lanjanja kisika. Poznato je da oksidacijski procesi mogu imati
izuzetno nepovoljan uéinak na kemijski sastav odnosno svo-
jstva tekucine. Primjenom ultrazvuka kao postupka za otplin-
javanje moze se znatno skratiti vrijeme potrebno za ferment-
aciju i proizvodnju sakea, piva i vina (Matsuura i sur., 1994).
Otplinjavanje razrijedenih vodenih otopina pomocu ultrazvuka
odvija se relativno brzo, dok je kod homogenih i heterogenih
sustava visoke viskoznosti, kao $to su sirovine, meduproizvodi
ili konac¢ni proizvodi razli¢itih bioprocesa, brzina otplinjavanja
znatno manja.

1.3. Zagrijavanje i ekstruzija

Izlaganje poviSenim temperaturama moze dovesti do
znacajnih razlika u temperaturi postignutoj u rubnimisredi$njim
dijelovima sirovine/hranjive podloge. Primjenom ultrazvuka
poboljsava se prijenos topline kroz cjelokupan volumen hran-
jive podloge i smanjuje se koli¢ina energije potrebne za pos-
tizanje odredene temperature (Mari¢ i Santek, 2009; Christi,
1999). Kod primjene ultrazvuka u npr. toplinskoj obradi mesa
poboljsava se niz parametara postupka: sirovina se tretira top-
linom kroz krace vrijeme, tretirani uzorci sadrze veéu koli¢inu
vlage (povecava se kapacitet za vezanje vode) i imaju bolja
organolepti¢ka svojstva, dok su gubitci u masi znatno manji
nego kod obrade zagrijavanjem (Pohlman i sur., 1997). Tije-
kom zagrijavanja sirovina/hranjivih podloga dolazi do njihova
prihvacanja za stijenke posuda/reaktora, Sto otezava ¢iSéenje i
pripremu opreme za ponovnu upotrebu. U prehrambenoj se in-
dustriji povrsine posuda u kojima se termicki obraduju sirovine
presvlace slojevima silikona ili politetrafluoretilena (PTFE),
koji se tijekom upotrebe stanjuju ili potpuno uklanjaju. Zbog
toga se postupak presvlacenja povrSina mora ponavljati.
Sirovine prihvacene na povrSine posuda mogu se vrlo brzo i
ucinkovito ukloniti primjenom ultrazvuka (Scotto, 1988).

Tijekom ekstruzije potpomognute ultrazvukom sman-
juje se otpor otpustanju razli¢itih materijala s povrsina (Che-
mat i sur., 2011). Na ovaj se nacin moze poboljsati transport
ljepljivih i izrazito viskoznih materijala kroz cijevi i tako
poluciti izuzetan ekonomski u¢inak (Mousavi i sur., 2007; Pa-
tist i Bates, 2008).

1.4. Pasterizacija i sterilizacija

Razli¢ite bioprocese kataliziraju enzimi, mikrobne, biljne
i zivotinjske stanice. Nepozeljni mikroorganizmi najcesce se
uklanjaju postupcima pasterizacije (djelomicne sterilizacije) i
sterilizacije (Marié¢ i Santek, 2009). Pod pojmom pasterizacija
podrazumijeva se postupak kojim se bitno smanjuje koncen-
tracija mikroorganizama prisutnih u materijalu ili opremi koja

se podvrgava ovom postupku. Sterilizacija je postupak uklan-
janja ili unistavanja svake zivotne aktivnosti pomocu topline,
obi¢no vodene pare. Zbog uvjeta u kojima se odvijaju opisani
postupci, prvenstveno vrijednosti temperature i tlaka, moze
do¢i do znacajnih promjena u sastavu hranjive podloge ili
drugih bioloskih materijala koji se steriliziraju. Trajanje steri-
lizacije moze se znatno skratiti ukoliko se tretman toplinom
kombinira s primjenom ultrazvuka. Ultrazvuk se primjenjuje u
postupcima pasterizacije u mlije¢noj industriji. Ultrazvuénom
kavitacijom razaraju se stanice nepozeljnih kontaminanata
(npr. Escherichia coli i Listeria monocytogenes), a pri tome ne
dolazi promjene u sastavu proteina u pasteriziranom mlijeku
(Cameron i sur., 2009). Do razaranja strukture stanica mikroor-
ganizama dolazi zbog smanjenja debljine stani¢nih membrana,
lokalnog zagrijavanja i nastajanja slobodnih radikala. Osim
toga, prozvucivanjem se moze reducirati aktivnost nekih en-
zima kao $to su npr. pektin-metil-esteraze, polifenol oksidaze,
peroksidaze i1 drugi (Tiwari i sur., 2009).

1.5. Smanjenje stupnja polimerizacije

Smanjenje stupnja polimerizacije razlic¢itih kompleksnih
molekula (depolimerizacija) primjenom ultrazvuka dugo je
poznata metoda (Schmid i Rommel, 1939). Depolimerizacija
ultrazvukom odvija se uslijed kavitacije i moze obuhvacati
dva mehanizma: (a) mehanic¢ku depolimerizaciju, koja se
odvija zbog kolapsa kavitacijskog mjehuriéa, i (b) kemijsku
reakciju izmedu polimera i hidroksilnih radikala koji nastaju
u ovim uvjetima (Gronroos i sur., 2004). Obi¢no se provodi
pri frekvenciji ultrazvuéne sonde od 20 kHz. Primjenom ove
metode moguce je posti¢i vece brzine depolimerizacijskih
reakcija i veci prinos cjelokupnog procesa, ali i kemijsku sele-
ktivnost i stereoselektivnost. Provedena su brojna istrazivanja
o depolimerizaciji polisaharida i to derivata celuloze (Mason i
Lorimer, 1988), skrobova (Gallant i sur. 1972; Seguchi i sur.
1994), dekstrana (Lorimer i sur., 1995; Portenlnger i Heus-
inger,1997), hitozana (Chen Chang i Shyur, 1997), ksantana
(Milas i sur., 1986), glukana (Stahmann i sur., 1995), kara-
genana (Lii i sur., 1999). Dosad je najbolje opisana depolimer-
izacija Skroba potpomognuta ultrazvukom (Zuo et al., 2009;
Szent-Gyorgyi, 1933). Ovaj je proces razgradnje Skroba do
jednostavnijih ugljikohidrata od posebnog interesa u razvoju
bioprocesa proizvodnje razlicitih proizvoda (Trontel i sur.,
2010; Kardos i Luche, 2001). Ultrazvuk je znatno ucinkovitiji
od y-zraka kod depolimerizacije ksiloglukana i hijaluronana
(Vodenicarova i sur., 2006). Primjenom ultrazvuka moze se
smanjiti viskoznost tekucina koje sadrze polimere, a mijen-
jaju se i reoloska svojstva sirovine (lida i sur., 2008; Seshadri
i sur., 2003). Osim pozitivnih u¢inaka, potrebno je definirati i
negativne uéinke koje mogu prouzroditi primijenjeni ultrazvuk
odredene frekvencije i snage, temperatura i trajanje postupka
depolimerizacije, kao i drugi uvjeti kojima se uzorak podvr-
gava tijekom ovog postupka.

1.6. Regulacija razine pjene

Pjena nastaje rasprSivanjem mjehurica plina u tekucoj ili
¢vrstoj fazi. Pri tome je udaljenost izmedu dva mjehurica u
formiranoj pjeni izuzetno mala. Nastajanje pjene Cesta je po-
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java tijekom razlic¢itih industrijskih procesa, narocito aerobnih
mikrobnih procesa koji se odvijaju u hranjivim podlogama
kompleksnog sastava. Negativne posljedice nastajanja pjene
su upitna sterilnost hranjive podloge odnosno asepti¢nost
cjelokupnog bioprocesa, smanjenje korisnog volumena bi-
oreaktora i produktivnosti bioprocesa, povecanje gubitaka i
rizika po zagadenje okolisa (Mari¢ i Santek, 2009). U tradi-
cionalnim procesima proizvodnje razina pjene se regulira
mehani¢kim putem, mijenjanjem temperature tijekom bio-
procesa ili dodatkom razli¢itih kemikalija (Morey i sur,
1999). U¢inkovitost ovih metoda ili njihovih kombinacija nije
zadovoljavajuca i zbog toga se istrazuje primjena ultrazvuka.
Primjena ove metode od izuzetnog je znacaja za procese koji
se provode u industrijskom mjerilu, naroé¢ito u prehrambenoj
i farmaceutskoj industriji. Ukoliko se smanji nastajanje pjene
u odredenom sustavu, smanjuje se i potreba za intenzivnhom
aeracijom kao 1 rizik od kontaminacije nepozeljnim mikroor-
ganizmima (Chemat i sur., 2011). Razvijen je novi sustav za
regulaciju razine pjene pomocu ultrazvuka koji se primjenjuje
kod punjenja gaziranih pic¢a u boce i limenke (De-Sarabia i
sur., 2006). Valja istaknuti i neke probleme koji se javljaju kod
primjene ultrazvuka kao Sto su npr. buka i koli¢ina utroSene
energije.

1.7. Homogenizacija

Homogenizacija je pojam pod kojim se podrazumijeva
jedan ili vise fizikalnih i/ili kemijskih postupaka kojima se
podvrgava uzorak, koji je dio ili ¢ini plinsku, tekucu ili ¢vrstu
fazu ili smjesu razlicitih tvari, a koji se primjenjuju u cilju
poveéavanja jednoli¢nosti (homogenosti) sastava ili strukture
faze ili smjese (De Castro i Capote, 2007a).

Ukoliko se ovaj postupak provodi uz prozvucivanje,
potrebno je utro$iti znatno manje energije nego kod konven-
cionalnih metoda. Jedan od razloga za primjenu ultrazvuka u
svrhu homogenizacije je pospjesivanje mijeSanja i muckanja
teku¢ih uzoraka pri ¢emu ne dolazi do znacajnih promjena
kemijskih karakteristika uzorka koji se tretira ultrazvukom. Ul-
trazvuk visokog intenziteta uzrokuje snazno smicanje i formi-
ranje gradijenta tlaka u tekucoj fazi, pri ¢emu djeluje kavi-
tacijski efekt koji dovodi do poremecaja u strukturi tekucine.
Kod npr. mlijeka kavitacijski efekt ima za posljedicu razbi-
janje globula mlije¢ne masti, §to vodi ka smanjenju promjera
i povecanju broja globula (De Castro i Capote, 2007b).
Ucinkovitost ultrazvuéne homogenizacije ovisi o intenzitetu,
trajanju 1 frekvenciji ultrazvuénih valova. Emulzije se mogu
formirati primjenom ultrazvucnih valova Sirokog raspona frek-
vencije ¢ije vrijednosti dosezu 5 MHz, dok se u¢inkovitost ho-
mogenizacije smanjuje s povecanjem frekvencije. Zbog toga
se kod vecine komercijalno primijenjenih postupaka koriste
ultrazvucni valovi frekvencija izmedu 20 i 50 kHz. Vrlo je
vazno reakciju homogenizacije provoditi pravilnim odabirom
frekvencije, intenziteta i promjera sonde ultrazvucnog posta-
va. Na veli¢inu kapljica proizvedenih ultrazvuénom homog-
enizacijom, odnosno na njihovo smanjivanje, moze se utjecati
povecanjem intenziteta ultrazvuka ili produljenjem vremena
kroz koje se tekuéina tretira (Bosiljkov i sur., 2011).

Primjenom ultrazvuka formiraju se stabilne emulzije s

jednolikom raspodjelom ¢estica €iji je promjer manji od 1 um

(Chendke i Fogler, 1975). Osim pri homogenizaciji mlijeka,
ova visoko-uc¢inkovita metoda nalazi primjenu u proizvodnji
vo¢nih sokova, majoneze, umaka i drugih proizvoda prehram-
bene industrije (Wu i sur., 2000).

1.8. Kristalizacija, smrzavanje i odmrzavanje

Postupci kristalizacije 1 smrzavanja podrazumijevaju
formiranje nukleusa i daljnje napredovanje kristalizacije tj.
smrzavanja (Sanz i sur., 1997). Primjenom ultrazvuka moguce
je unaprijediti brzinu formiranja nukleusa i brzinu rasta kristala
u zasi¢enim otopinama ili otopinama koje se hlade. Pretpostav-
lja se da u ovom slucéaju kavitacijski mjehuriéi predstavljaju
nukleuse za rast kristala, a razbijanjem ve¢ poraslih kristala
ultrazvukom znatno se povecava broj nukleusa.

Nekontrolirano formiranje kristala u zasi¢enim otopina-
ma odvija se zbog relativno malih promjena vrijednosti tem-
perature 1/ili tlaka. Ovakvi postupci kristalizacije mogu dovesti
do ozbiljnih problema koji se mogu rijesiti ukoliko se tijekom
procesa kontrolira brzina formiranja nukleusa, brzina rasta i
veli¢ina kristala te obrastanje povrSine (de Castro i Priego-
Capote, 2007b; McCausland i sur., 2001). Kristalizacija uz
primjenu ultrazvuka uglavnom se primjenjuje u proizvodnji
finih kemikalija te u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji
(Mortazavi i Tabatabaie, 2008; Ruecroft i sur., 2005).

Neujednaéeno formiranje kristala vode i razaranje struk-
ture materijala koji se smrzavaju imaju za rezultat smanjenje
ukupne kvalitete smrzavanjem ocuvanog uzorka. Zbog toga se
istrazuje primjena inovativnih metoda, npr. smrzavanje uran-
janjem, tzv. kriogeno smrzavanje, smrzavanje pri visokim tla-
kovima i druge, kao i kombinacije pobrojenih metoda (Norton
i sur., 2009). Primjenom ultrazvuka znacajno se skracuje vri-
jeme potrebno za smrzavanje razliCitih materijala. Osim toga,
prisutan je veéi broj nukleusa, pa se formira veéi broj manjih
kristala vode. Zbog toga se reduciraju oStecenja stanica tj. tki-
va koji se Zele oCuvati na ovaj nacin (Sun i Li, 2003). Nadalje,
hladenje se ubrzava zbog boljeg prijenosa topline (Li i Sun,
2002), kako je ve¢ prije opisano kod ucinka ultrazvuka na pro-
cese zagrijavanja. Zvu¢nom kavitacijom skracuje se vrijeme
od pocetka kristalizacije do zavrSetka formiranja leda (Rob-
erts, 1993). Osim u prehrambenoj industriji, ova je visoko-
u¢inkovita metoda prikladana za primjenu i u farmaceutskoj
industriji u cilju ocuvanja visokovrijednih sastojaka razli¢itih
lijekova i pripravaka (Song i sur., 2009). Tijekom smrzavanja i
kristalizacije koje se provode uz primjenu ultrazvuka ne dolazi
do formiranja kristala na opremi te se i zbog toga pospjesuje
prijenos topline.

Ucinkovitost smrzavanja uvelike ovisi i o postupku odmr-
zavanja materijala (Rouillé i sur., 2002). Postupci odmrzavanja
su obi¢no spori i upravo ova karakteristika ih ¢ini ekonom-
ski zahtjevnim. Odmrzavanje se moze ubrzati dovodenjem
topline npr. zagrijavanjem mikrovalovima, ali se ova toplina
uglavnom zadrzava na povrSini. Koristenje energije zvuka u
cilju odmrzavanja istraZuje se i razvija zadnjih 50-tak godina,
jer se i primjenom ove metode ne rjeSavaju problemi kao Sto
su: slabo prodiranje energije u unutrasnjost uzoraka, lokalno
zagrijavanje 1 visoka potrosnja energije (Brody i Antenevich,
1959).
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1.9. SuSenje

Susenje je proces koji podrazumijeva dehidraciju razli¢itih
materijala 1 to uglavnom njihovim izlaganjem struji toplog
zraka. Ovi su tradicionalni procesi neekonomicni, narocito
ukoliko se zeli ukloniti vlaga iz unutrasnjosti uzorka, Sto za-
htijeva relativno duge postupke. Osim trajanja ovog procesa,
primjena relativno visokih temperatura moze znac¢ajno promi-
jeniti pozeljna svojstva susenog uzorka. Primjenjuju se i druge
metode, npr. liofilizacija, kojima se smanjuje udio vode u
uzorku, a kojima se izbjegavaju opisani ucinci. I liofilizacija
je ekonomski zahtjevna metoda. Primjenom energije ultraz-
vuka moguce je pospjesiti proces dehidracije i izbje¢i nega-
tivne posljedice suSenja tradicionalnim metodama (Cohen i
Yang, 1995). Naime, prozvucivanjem se pospjesuje difuzija
otapala (vode) i prijenos topline na granici ¢vrsta faza - tekuca
faza (Gallego Juarez, 1998). Pomocu ove metode uspjesno se
provodi susenje mlijeka, povréa i drugih proizvoda prehram-
bene industrije. Razvija se primjena ultrazvuka u reaktoru s
lebde¢im (fluidiziranim) slojem za susenje razli¢itih materijala
(Garcia-Perez i sur., 2009). Dok se vruéi zrak uvodi i prola-
zi pokraj ili kroz tanke listice materijala koji lebdi, reaktor
cilindricnog oblika prozvucuje se ultrazvukom frekvencije
od oko 20 kHz. Tijekom osmotski potpomognute dehidracije
koriste se nize temperature pri kojima se postize veca brzina
gubitka vode (Simal i sur., 1998; Mulet i sur., 2003). U ovim
je slucajevima kvaliteta suSenih uzoraka veca, jer su tijekom
kra¢ih postupaka primjenjene nize temperature susenja. Ul-
trazvuk se moze primijeniti i u cilju pripreme razli¢itih uzoraka
za susenje (Brnci¢ i sur., 2010). Ovakvim nacinom pripreme
uzoraka skracuje se vrijeme potrebno za susenje i pospjesuje
rehidracija uzorka.

1.10. Rezanje

Rezanje razli¢itih sirovina, meduproizvoda i proizvoda
pomocu opreme koja koristi energiju ultrazvuka znatno sman-
juje koli¢inu proizvedenog otpadnog materijala i utroSene en-
ergije kao i cijenu odrzavanja opreme (Schneider i sur., 2008).
Ovi procesi podrazumijevaju upotrebu nozeva razlicitih ob-
lika koji su povezani s izvorom ultrazvuka (Rawson, 1988).
Na ovaj se nacin mogu rezati materijali razli¢ite konzistencije,
npr. smrznuti i odmrznuti uzorci (Brown i sur., 2005). Ova se
metoda najcescée koristi za rezanje heterogenih uzoraka, nekih
proizvoda mljekarske industrije (npr. sir) ili drugih proizvoda
prehrambene industrije (npr. peciva, kolaéi, pekarski proiz-
vodi) koji mogu imati i ljepljivu konzistenciju (Arnold i sur.,
2009). Daljnje prednosti rezanja pomocu ultrazvuka je smanje-
na mogucnost kontaminacije nepozeljnim mikroorganizmima i
bolja standardizacija mase i oblika tj. ujednac¢enost dimenzija
cjelina dobivenih rezanjem.

2. Utjecaj ultrazvuka na bioprocese koji se odvi-
jaju u sonobioreaktorima

Primjena ultrazvuka u razli¢itim bioprocesima istrazuje
se u cilju povecanja njihove produktivnosti (Christi i Moo-
Young, 1996). Klasi¢na konstrukcija bioreaktora prilagodava
se dodatkom sonde, ploce, kupelji, komore ili drugih nac¢ina

uvodenja ultrazvuka odredene frekvencije i snage koji se
dozira u odgovaraju¢em volumenu hranjive podloge i tako
nastaju sonobioreaktori (Chisti i Moo-Young, 2002). Jednos-
tavnije ultrazvucne sonde, obi¢no izradene od titana, uranjaju
se u hranjive podloge u manjim laboratorijskim bioreaktorima
i proizvode ultrazvuk koji se $iri na udaljenosti od samo 70
do 100 mm (Chisti, 2003). Kod bioreaktora veéeg volumena
potrebno je osigurati ultrazvuénu kupelj ili pumpom prepumpa-
vati hranjivu podlogu iz bioreaktora u komoru s ultrazvukom.
Kod cijevnih bioreaktora i ,,air-lift” bioreaktora dodaje se ne-
koliko sondi ili plo¢a uzduz bioreaktora. U¢inak primijenjenog
ultrazvuka ovisit ¢e o koli¢ini energije koja se predaje biokatal-
izatoru i hranjivoj podlozi u bioreaktoru. Pri tome valja voditi
racuna o viskoznosti hranjive podloge. Ve¢ relativno male
koli¢ine ultrazvuka doziranog u bioreaktor mogu poluciti pov-
oljne uc¢inke. Medutim, pri prijenosu veéih koli¢ina ultrazvuéne
energije u suspenziju dolazi do prekomjernog zagrijavanja
hranjive podloge. Zbog toga je kod odredenih bioprocesa koji
se odvijaju u sonobioreaktorima potrebno provoditi hladenje,
Sto je glavni nedostatak primjene ultrazvuka u biotehnoloskoj
proizvodnji.

U literaturi je dostupno relativno malo rezultata koji
definiraju utjecaj primijenjenog ultrazvuka na aktivnost sus-
pendiranih stanica razli¢itih mikroorganizama ili na aktivnost
drugih vrsta biokatalizatora tijekom ovako unaprijedenih bio-
procesa. KoriStenjem razli¢itih metoda, kao §to su protocna cit-
ometrija, obiljezavanje makromolekula fluorescentnim mark-
erima (Slavica i sur., 2005) i dr., moguce je definirati utjecaj
primijenjenog ultrazvuka na koncentraciju i aktivnost nekih
enzima unutar stanice, propusnost i cjelovitost citoplazmat-
ske membrane kao i procijeniti ukupnu metabolicku aktivnost
biokatalizatora. Scherba i sur. (1991) utvrdili su negativan
ucinak ultrazvuka na lipoproteinski dvosloj citoplazmatske
membrane. Novija istrazivanja (Ananta i sur., 2005) pokazuju
da ultrazvuk primarno ne os$tecuje stukturu citoplazmatske
membrane kod Gram-pozitivnih (Lactobacillus rhamnosus)
i Gram-negativnih bakterija (Escherichia coli). U uvjetima u
kojima se usljed primjene ultrazvuka suspenzija zagrijava do
maksimalno 20°C, kod Gram-negativnih bakterija dolazi do
osteéenja lipopolisaharidnog sloja vanjske membrane, $to ih
ocina (Kalchayanand i sur., 2004). Primjenom ultrazvuka (300
W m?, 25 kHz) povecana je razgradnja supstrata i proizvodnja
etanola s pomocu stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae
(Schléfer i sur., 2000). Kontinuiranom primjenom ultrazvuka
od 300 W m i 43 kHz kod fermentacija s pomocu razli¢itih
sojeva kvasca S. cerevisiae postignuto je kraée trajanje ovih
bioprocesa tj. poveéana je produktivnost ovih bioprocesa i to
za viSe od 50% (Matsuura i sur., 1994). Osim toga, primjenom
ultrazvuka tijekom fermentacije pospjeSuje se otplinjavanje
ugljikovog dioksida iz fermentacijske komine, smanjuje se
koncentracija otopljenog ugljikovog dioksida i njegov in-
hibitorni u¢inak. Utvrdeno je da ultrazvuk stimulira i sintezu
sterola (Chu i sur., 2000). Primjenom ultrazvuka djelomi¢no
je narusena struktura stanica bakterije mlije¢ne kiseline Lacto-
bacillus delbrueckii iz ¢ije je okoline izolirana unutarstani¢na
B-galaktozidaza (Sakakibara i sur., 1994). Izlaganje stanica
Anabaena flos-aquae ulrazvuku frekvencije od 20 kHz i snage
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od 50 W kroz period od pet minuta rezultiralo je povecanjem
udjela proteina u ovim stanicama kao i povecanjem brzine
rasta ove cijanobakterije (Francko i sur.,, 1994). Tretman ul-
trazvukom nije utjecao na brzinu potrosnje glukoze i proizvod-
nju protutijela hibridoma stanicama. Ultrazvukom je moguce
povecati i1 proizvodnju nekih sekundarnih metabolita (Wu
i Lin, 2002; Lin i Wu, 2002). Opcenito, cjelovite stanice-bi-
od izoliranih i pro¢iséenih enzima koji se primjenjuju kao bi-
okatalizatori u razli¢itim proizvodnim bioprocesima. Dosad su
opisani pozitivni i negativni uinci primijenjenog ultrazvuka
na enzimski katalizirane reakcije i nizove reakcija (Sinistera,
1992). Opisana je i stabilnost enzima celobiaza i endoglu-
kanaza prema ultrazvuku primjenjenom u laboratorijskim bi-
oreaktorima s mijeSalom u kojima su se odvijale ove enzim-
ski katalizirane konverzije polimernih supstrata (Wood i sur.,
1997). Definirani u€inci primjene ultrazvuka na razli¢ite vrste
biokatalizatora ukazuju na potencijal primjene ove metode u
razvoju visoko-ucinkovitih bioprocesa.

Ultrazvuk je uspjesno primijenjen i u indukciji transfor-
macije tj. prijenosa DNA u stanice mikroorganizama (Song i
sur., 2007), biljne (Joersbo i Brunstedt, 1992) i zivotinjske sta-
nice (Miura i sur., 2002). Konjugacija i elektroporacija dvije su
metode koje se vrlo Cesto koriste za prijenos genetickog ma-
terijala u stanicu bakterije (Mueller i sur., 2010). Konjugacija
podrazumijeva fizicku interakciju dviju stanica (stanica-pilus-
stanica) dok se elektroporacija odvija primjenom visokog
napona u suspenziji odredene ionske jakosti. Opisani uvjeti
ogranicavaju §iroku primjenu ovih metoda u transformaciji
stanica i namecu primjenu ultrazvuka kao metode za prijenos
DNA i RNA u stanice u kompleksnim hranjivim podlogama i
uvjetima sli¢nim onima u njihovim prirodnim stanistima.

Osim medicinske dijagnostike, ¢iS¢enja nepozeljnih slo-
jeva sa razli¢itih povrsina i podvodnih istrazivanja (Mason i
Lorimer, 1988), ultrazvuk se primjenjuje i u obradi razlicitih
sirovina koje se koriste u biotehnoloskoj proizvodnji (Mason,
1996; Benedito i sur., 2002; Schléfer i sur., 2002).

2.1. Punidbeni (Sarzni) dubinski (submerzni) uzgoj

Jednostavan primjer nestacionarnog procesa ograni¢enog
u prostoru i vremenu je punidbeni (Sarzni) dubinski uzgoj
mikroorganizama. Dubinski (submerznih) bioprocesi obi¢no
se provode s pomocu suspenzija mikrobnih stanica u klasiénim
bioreaktorima. Osim mikrobnih stanica (¢vrsta faza) i hranjive
podloge (tekuca faza), kod aerobnih pocesa potrebno je uvoditi
kisik tj. zrak (plinska faza). Opisani se bioprocesi odvijaju u
viSefaznom sustavu u kojemu su limitirani prijenos supstrata
i produkata (Christi, 1999; Marié i Santek, 2010). Otpori pri-
jenosu supstrata i produkata obuhvacaju: otpor uz medufazne
grani¢ne povrsine, otpor medufaznih graniénih povrsina, ot-
por laminarnih slojeva tekucine i otpor unutar svake faze.
Primjenom ultrazvuka mozZe se smanjiti debljina laminarnog
sloja tekuéine uz povrsinu stanice i debljina laminarnog sloja
teku¢ine izmedu medufazne grani¢ne povrsine plinska faza -
tekuca faza i mase tekucine u kojoj je strujanje turbulentno, i
na taj nacin poboljsati prijenos mase. Primjenom ultrazvuka
odredene frekvencije i snage tijekom submerznih bioprocesa

pospjesuje se i prijenos mase unutar stanice. Ultrazvuk djeluje
i na pokretanje organela unutar stanice kao i na cirkulaciju
unutar vakuola kod biljnih stanica (Nyborg, 1982). Ultrazvuk
visoke frekvencije (> 1 MHz) moze se koristiti i za izdvajan-
je sekundarnih metabolita iz vakuola biljnih stanica (Kilby i
Hunter, 1991).

2.2. Kontinuirani dubinski uzgoj

Nakon punidbenog, moze se zapoceti s kontinuiranim
dubinskim uzojem mikroorganizama. Ovaj postupak podra-
zumijeva stalan protok hranjive podloge kroz bioreaktor.
Produzeno vrijeme zadrzavanja suspenzija stanica (ili drugih
vrsta biokatalizatora) u reaktorima u kojima se biokonver-
zije supstrata provode kontinuiranim postupkom dovodi do
povecéanja koncentracije biomase i moze rezultirati poveéanom
produktivnoséu bioprocesa. Osim primjene razli¢itih nosaca
biomase i separatora, ovaj se uc¢inak moze posti¢i primjenom
ultrazvuka. Primjenom ultrazvu¢ne agregacije CHO stanica
povecana je produktivnost bioprocesa za 70 puta (Goren-
flo i sur, 2002). Dodatna prednost primjene ultrazvuka u
zadrzavanju biokatalizatora tijekom kontinuiranih bioproc-
esa je zadrzavanje aktivnih stanica i ispiranje stanica koje ne
pokazuju aktivnost, a koje se medusobno razlikuju po svojoj
veli¢ini 1 gustoci (Chisti, 2003). Sli¢no tomu, podeSavanjem
frekvencije i1 snage ultrazvuka mogucée je izdvojiti stanice
kvasca S. cerevisiae suspendirane u vodenoj suspenziji od sta-
nica ovog kvasca suspendiranih u 12%-tnoj (vol/vol) otopini
etanola (Radel i sur., 2000).

3. Zakljucak

Primjena ultrazvuka u definiranim uvjetima moZze povecati
aktivnost razli¢itih vrsta biokatalizatora i tako znac¢ajno unapr-
ijediti produktivnost i ekonomsku ucinkovitost odredenih bio-
procesa. Medutim, potrebna su detaljna istrazivanja uc¢inaka
koje moze imati ultrazvuk odredene frekvencije i snage
primjenjen tijekom biokonverzije. Provedenim istrazivanjima
potrebno je odrediti prikladne raspone odgovarajucih parame-
tara ultrazvuénih tretmana, kako homogenih tako i heterogenih
sustava, na temelju kojih ¢e se planirati primjena visoko-
ucinkovitih bioprocesa u sonobioreaktorima.
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