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(54) Vesinikubakterite fed-batch kultiveerimise meetod ja siisteem

(57) Meetod kirjeldab vesimkubakterite fed-barch kultiveerimist
avatud siisteermus, kus viljuv gaas eemaldatakse atmosfadrirghul.
CO, sddstlik kasutamine saavutatakse eemaldatavas gaasis susinik-
diokstid kontsentratsiooni hoidmusega véga viikesel viirtusel. See
saavutatakse jdrgmiste meetmetega: 1) CO, kontsentratsiooni
vahendamine toitegaasis viiksema vidrtuseni, kui see vastab selle
kasutamise hinnangulisele stéhhiomeetniale H, ja O, suhtes; 2)
gaasi tsirkulatsiooniga tagasi kasvusdtmesse ja 3) virske gaasi-
seguga toitekiruse tagasisidel pShineva reguleerimisega eesmirgiga
hoida CO, kontsentratsioon véljuvas gaasis viiksena. Meetod on
erit1 kasulik vesinikubakterite kasvatamiseks isotoopmirgistatud
C stisinikdioksiidiga

(57) The method describes the fed-batch cultivation of hydrogen-
oxidizing bacteria 1 an open system where the effluent gas is
discharged at atmospheric pressure. The economical use of CO, 1s
achieved by keeping the carbon dioxide concentration 1n the
effluent gas at very low values. This is achieved by the following
means: 1) decreasing the CO, concentration in the feeding gas
lower than evaluated by the stoichiometry of its consumption with
respect to H, and O,, 2) circulating the gas back to the cultivation
media and 3) feedback regulation of the feeding rate of the fresh gas
mixture to keep the CO, concentration 1n the effluent at low level.
The method 15 particularly useful in growing hydrogen oxidizing
bacteria on 1sotopically '*C labeled carbon dioxide.
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VESINIKUBAKTERITE FED-BATCH KULTIVEERIMISE MEETOD JA SUSTEEM
Tehnikavaldkond

Leiutis kirjeldab séastliku stisinikdioksiidi tarbimisega fed-batch-kultiveerimise meetodit

ja siisteemi vesinikubakterite kasvatamiseks
Tehnika tase

Vesinikubakterid voivad kasvada kemolitoautotroofselt lihtsates anorgaanilist soola
sisaldavates sootmetes vesinikku, hapnikku ja siisinikdioksiidi sisaldava gaasisegu
keskkonnas. Bakterid saavad energiat gaasilise H, okslideerimisel O,-ga ja siisinik
seotakse CO,-st. Koige paremini iseloomustatud vesinikubakterite liik on Ralsfonia
eutropha. R. eutropha ja teised vesinikubakterid pakuvad mitmel pShjusel ka drihuvi. Neid
voib kasutada tdOstusjddtmetest siisinikdioksiidi siduvate organismidena, biomassi aga
loomasdddana. On pakutud, et kosmoselaevade suletud ruumis voib kasutada
vesinikubaktereid, et utiliseerida CO, ja kasutada &dra vee elektroliiiisi kdigus hapniku
tootmisel tekkiv H,. Kuid {iks peamistest huvipakkuvatest aspektidest on R. eutropha
voime akumuleerida polii-D-hiidroksiivéihapet (P(3HB)), mis on biolaguneva plasti

tooraine.

Uks vesinikubakteri kasutusvaldkondadest majanduses on isotoop-mérgistatud biomassi
tootmine (Heumann, 2003). Autotroofse kasvu ajal vdimaldab isotoobiga (niiteks *C-ga)
madrgistatud siisinikdioksiidi kasutamine toota mérgistatud R. eutropha biomassi palju
odavamalt kui rakkude kasvatamisel heterotroofselt isotoobiga mirgistatud muu
siisinikuallika, niiteks *C-gliikoosi voi '*C-atsetaadi korral. Pdhjuseks on see, et gaasiline
'>CO, on palju odavam kui C-mirgistatud muud siisinikuallikad. Samuti seotakse CO;
périnev siisinik tdielikult biomassi ja P(3HB)-sse, samal ajal kui heterotroofse kasvu ajal

seotakse biomassi vaid 30-50% siisinikuallika siisinikust.

Vesinikubakterite kultiveerimine erineb tavalistest fermentimissiisteemidest peamiselt
gaasiliste tihendite kasutamise vajaduse tottu (Ishizaki jt, 2001). Selle iseirasused on
seotud H, véikse lahustuvusega vees ning H, ja O, segunemisel tekkiva paukgaasi
plahvatusohuga. Kemolitoautotroofne kasv vdib toimuda barch i (mittepidev e perioodilise

kultiveerimise). fed-batch’i (poolpideva e jirelkultiveerimise) vdi pidevkultiveerimise
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meetodil. Gaasiga varustamine v&ib toimuda nii suletud kui ka avatud siisteemis. Suletud
(tupik) siisteemis on kultiveerimise sd6de ja gaasifaas hermeetiliselt isoleeritud vilisShust,
tavaliselt on siisteemis tilerShk. Lihtsas suletud siisteemis aeglustub kasv véga kiiresti, sest
gaaside kontsentratsioonid muutuvad vorreldes esialgsete vadrtustega. Peale selle, kui
siisteemis tekib kas voi viike leke, siis viljub kogu gaasisegu timbritsevasse keskkonda.
Vaatamata sellele on suletud siisteemis saavutatud kasvukiiruse ja gaaside kasutamise
suhtes héid tulemusi gaasi siisteemisisese retsirkuleerimisega (Ishizaki ja Tanaka, 1990;
Ishizaki jt, 1975). Puuduseks on vajadus kasutada fermentori vedeliku mahu suhtes umbes
300-kordse mahuga gaasisegamise kambrit. Avatud kultiveerimise siisteemis eemaldatakse
kasutatud gaas fermentimissiisteemist. Et vib kasutada suurt gaaside sisendvookiirust, siis
soodustab see head kasvukiirust, kuid puuduseks on substraadiks olevate gaaside mitte-

sddstlik kasutamine, sest need eemaldatakse suures kontsentratsioonis (Repaske, 1976).

Vesinikubakterite biomassi isotoop-mirgistamiseks selliste siisiniku isotoopidega nagu *C
on vaja kasutada kultiveerimissiisteemi, milles rakud kasutavad dra peaaegu kogu CO,.
Teiseks eeltingimuseks on saavutada mdistlik kasvukiirus ja eeldatavasti ka rakkude suur
tihedus. Seni on vilja to6tatud vaid suletud siisteeme, milles tihelepanu on keskendatud
substraadiks olevate gaaside sdistlikule kasutamisele (Ishizaki ja Tanaka, 1990). Sellised
suletud siisteemid to6tavad atmosfddri suhtes tilerShu tingimustes ja vajavad seetottu lekke
viltimiseks erilisi ettevaatusmeetmeid. Isegi véike leke vdib pShjustada gaasisegu kiire
vabanemise ja seega viga kalli isotoop-mirgistatud *CO, kao. Suletud siisteemid on

keerulised ja kallid just vajaduse tottu pideva iiler6hu tingimustes leket viltida.

Seega on olemas vajadus uue avatud gaaside reguleeritava eemaldamisega siisteemi jérele,
milles rakud kasutavad dra peaaegu kogu CO,. Samuti on vesinikubakterite kasvatamisel

avatud siisteemis olemas vajadus uue fed-batch-kultiveerimise meetodi jirele.
Leiutise olemus

Leiutise iiheks aspektiks on avatud kultiveerimise siisteem, milles gaasifaas on {ihenduses
Umbritseva atmosfédriga ning samal ajal on CO- vabanemine vilistatud selle

kontsentratsiooni viimisel peaaegu nullini.

Leiutise teine aspekt on meetod vesinikubakterite fed-barch-kultiveerimiseks avatud

slisteemis.
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Leiutise veel iiheks jargmiseks aspektiks on tarkvaralahendus, mis sisaldab siisteemi

juhtimise ja meetodi ldbiviimise algoritmi.

Kultiveerimismeetodi aluseks on alljargnev idee. On teada, et autotroofse kasvu ajal
kasutab R. eutropha CO,, O, ja H, ligikaudu suhtes 1:2 : 7. Seetdttu on meie siisteemis
CO; protsent fermentorisse juhitavas gaasisegus mdnevorra vdhendatud (10%-st kuni
5-7%-ni), eesmirgiga saavutada CO; sisaldust limiteerivad tingimused. Siisinikdioksiidi
suhteline kadu vorreldes CO, sisendkogusega vdrdub gaaside viljund- ja sisendvoogude
suhtega, mis on korrutatud CO, kontsentratsioonide suhtega gaasisegu viljund- ja
sisendvoos. Tulemusena on vdimalik saavutada sellised tingimused, kus CO,
kontsentratsioon fermentimisvedeliku kohal olevas gaasifaasis on nullilihedane ja
lilejdénud gaasid sisaldavad ainult O; ja H, ning neid vdib pidevalt siisteemist eemaldada.
Allesjadnud H» ja O, hulk ja sisalduste suhe sdltub sel juhul kolme erineva gaasi suhtest
sisseantavas segus. Gaasifaasis olevate substraatgaaside parema lahustuvuse saavutamiseks
fermentimisvedelikus juhitakse gaaside segu tagasi fermentimisstdtmeni, kasutades
intensiivset tsirkulatsiooni tagavat membraanpumpa. Fermentimissé6tme kohal gaasifaasis
oleva CO; kontsentratsiooni hinnatakse lihtsa infrapuna-analiisaatoriga (IR) ning gaaside
viljund- ja sisendvoogude kiirusi voolumddturiga. Kasvu algoritm reguleerib gaasisegu
sisendvoogu sel viisil, et IR-analiisaatoriga méidratud CO, kontsentratsiooni véirtus
hoitakse véga viike (eelistatavalt alla 0,1%). Kui CO, kontsentratsioon langeb alla
seadepunkti nimivdirtuse (tavaliselt ligikaudu 0,05%), siis suurendatakse sisendvoo
kiirust. Seega lisatakse kultuuri automaatselt vérske gaasisegu nii, et gaaside etteandekiirus
on tasakaalus CO, kasutamisega rakkude poolt. Meetod vdimaldab vesinikubakterite

kasvatamist fed-batch’i kultuuris rakkude suure tiheduseni ja sddstlikku CO-» kasutamist.

Siin kirjeldatud tunnused ja eelised ei ole kdikehdlmavad ning vaadates jooniseid, detailset
kirjeldust ja noudluspunkte on ka tavaspetsialisti jaoks ilmsed paljud lisatunnused ja -
eelised. Veel enam, tuleb mérkida, et kirjelduse keel on pShimgtteliselt valitud loetavuse ja

juhendamise eesmirgil ega piira leiutise ulatust.
Jooniste liihikirjeldus

Leiutise tehniline olemus on iiksikasjalikult kirjeldatud alljargneval joonisel Fig 1, mis

kujutab kultiveerimisseadmeid leiutise iihe teostuse kohaselt.
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Letutise teostusviisid

Leiutise iihe teostuse kohaselt kujutab joonis Fig 1 kultiveerimisseadmete skeemi, kus
punktiirjoonega nooled vastavad juhtimis- ja moodtmissignaalidele ning pidevjoonega
nooled vastavad gaasivoole. 1, 2, 3 on vastavalt CO,, O,, H» gaasiballoonid ja 4 —
toitegaasi segamismahuti; 5, 6, 7, 8 — clektromagnetventiilid; 9 — elektrooniline
manomeeter; 10 — elektromagnetventiilide juhtseade; 11 - gaasir6hu reduktor; 12 —
voolumodtur gaasi sisendvoo jaoks; 13 — gaasivoo reguleerimise juhtventiil; 14 —
fermentorindu; 15 — perforeeritud toru gaasi sisendvoo jaoks; 16 — labasegur; 17 —
jahutatav jahuti niiskuse kondenseerimiseks; 18 — infrapuna-gaasianaliisaator (IR); 19 —
viikese tootlikkusega membraanpump; 20 — membraanpump gaasi tsirkulatsiooni

tagamiseks; 21 — voolumddtur véljavoolava gaasi jaoks; 22 — arvuti; 23 — vilisatmosfidr.

R. eutropha kultiveerimiseks fermentoris valmistatakse kdigepealt kolbloksutis
inokulaatkultuur. Inokulaat vo6ib kasvada heterotroofsetes tingimustes, kasutades
siisinikuallikana fruktoosi. Gliitseroolis temperatuuril —20 °C hoitud tiivikultuuri rakkude
suspensioon kiilvatakse Luria-Bertani (LB) s66tmega Petri tassile nii, et oleks vdimalik
saada bakterite iiksik-kolooniaid. Uksik-koloonia viiakse iile loksuti kolbi, milles on
lisandina 4 g/l fruktoosi sisaldav M9 miinimumsddde, ja kultiveeritakse 66 labi

temperatuuril 30 °C, kuni optiline tihedus (OD) 600 nm juures on iile 1-2.

Joonise Fig 1 kujutatud autotroofse fed-batch-kultiveerimise fermentimissiisteem toimib
nagu allpool kirjeldatud. Toitegaase CO,, O, ja H, hoitakse suure rdhu all (vihemalt 8—10
baari) eraldi gaasiballoonides (joonisel Fig 1 vastavalt 1, 2 ja 3). Gaasiballoonidel on
elektromagnetventiilid 5, 6 ja 7, mida saab iiksteisest soltumatult sulgeda ja avada
juhtseadme abil. Kui réhk segamismahutis 4 langeb allapoole kiinnisvédrtust, siis avab ja
sulgeb juhtseade jarjestikku CO,, O, ja H; balloonide ventiilid ning tiidab segamismahuti
uuesti. Iga komponendi osardhku segus saab reguleerida, seadistades enne rohu
seadepunkti nimivéartuse, mille alusel juhtseade avab ja sulgeb iga gaasilise komponendi
lisamise tee. Niiteks CO, lisatakse 0,72 kuni 1,03 baari juures, O lisatakse 1,03 kuni 2.2
baari juures ja H, lisatakse 2,3 kuni 6,02 baari juures. Segamismahuti ruumala vaib olla
ligikaudu 2 liitrit. Gaasisegu suunatakse 14bi reduktori 11 (vihendab rdhku ligikaudu kuni

0.5 baarini) gaasivoolu mddturisse 12 ja gaasivoo reguleerimise juhtventiili 13, mida juhib
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arvutis 22 tootav algoritm. Seega on gaasisegu voolukulu fermentoris mdddetav ja

kontrollitav.

Fermentorindu 14 v3ib olla valmistatud roostevabast terasest. Gaasisegu voib juhtida I&bi
roostevabast terasest perforeeritud timartoru 15, labaseguri 16 alt ning véljuv gaas ldbib
ndu iilemises osas oleva jahutatava jahuti 17. Pérast jahuti ldbimist jaguneb gaasivool
kolme raja vahel: 1) tsirkulatsioonirada, kus membraanpump 19 (nt tootlikkusega
vahemikus 10 kuni 50 ml/min) suunab gaasi l14bi IR-analiisaatori 18 tagasi fermentorisse;
2) intensiivse tsirkulatsiooni rada, kus suure tootlikkusega membraanpump 20 (nt
tootlikkusega vahemikus 10 kuni 30 I/min) suunab gaasi tagasi fermentorisse, eesmirgiga
allesjdanud CO, tiielikult lahustada kasvuséotmes; ja 3) vabavoolu rada (viljavool)

hoonest véljaspool olevasse avatud vélisdhu keskkonda 23.

Leiutise jargmiseks teostuseks on meetod, mis reguleerib CO» kontsentratsiooni siisteemis

nii, nagu on kirjeldatud joonisel Fig 1. Meetod sisaldab jdrgmisi etappe:

gaaside segu juhtimine fermentorindus olevasse kasvusodtmesse, segu sisaldab CO,, O; ja
H, kindlaksmédratud suhtes, seejuures on CO, kontsentratsioon segus viiksem selle

kasutuskiirusest vorreldes H, ja O,-ga;

CO, kontsentratsiooni seire gaasifaasis ja kontsentratsiooni hoidmine seadepunkti

nimivédrtusest allpool, muutes segu sisendvoo kiirust kasvusédtmesse;
vihemalt iihe osa gaasifaasist véljuva gaasikoguse tagasisuunamine kasvuséotmesse; ja
vihemalt teise osa gaasifaasist viljuva gaasikoguse suunamine atmosfiri.

CO; kontsentratsioon segus on alla 10 protsendi, eelistatavalt vahemikus 5 kuni 7 protsenti.

V5ib kasutada isotoop-mirgistatud *COs ja "*C-vaesestatud '>CO,.

Leiutise jargmiseks teostuseks on arvutiprogramm, mis sisaldab algoritmi siisteemi
reguleerimiseks vastavalt joonisel Fig 1 kujutatule. Fermentimissodtme kohal gaasifaasis
oleva CO; kontsentratsiooni hinnatakse lihtsa infrapuna-analiisaatoriga (IR) ning gaaside
vdljund- ja sisendvoo Kkiirust voolumodturiga. Kasvu algoritm reguleerib gaasisegu
sisendvoogu sel viisil, et IR-anallisaatoriga méadratud CO, kontsentratsiooni hoitakse viga

viiksena (eelistatavalt alla 0,1%). Kui CO, kontsentratsioon langeb alla seadepunkti
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nimivdirtuse (tavaliselt ligikaudu 0,05%), siis suurendatakse sisendvoo kiirust. Seega
lisatakse kultuuri automaatselt varske gaasisegu nii, et gaaside etteandekiirus on tasakaalus

CO, kasutamisega rakkude poolt. Meetod vdimaldab vesinikubakterite kasvatamist

fed-batch’1 kultuuris suure tiheduseni ja CO; sdistlikku kasutamist.

Niide

Koostati iilalkirjeldatud siisteem. Fermentorindu kogumaht oli 7 liitrit ning t66maht 2 kuni
4 liitrit. NSu oli varustatud reguleerimisseadmetega temperatuuri ja segamiskiiruse jaoks
ning pH- ja pO,-elektroodidega. Siisteem paigutati tdombekappi, et vilistada gaaside leke

limbritsevasse ohku.

Niite kohaselt autoklaaviti fermentorit 20 min temperatuuril 121 °C. Fermentor tdideti 4
liitri autoklaavitud s66tmega, mis sisaldas 3 g/l KH;PO4, 15 g/l Na;HPO4 12H,0 ja 4 g/l
NH4Cl. Sellele lahusele lisati 1) 2 ml 1 M MgS0O4-7H,0 lahust, 2) 2 ml 0,1 M CaCl,-2H,0
lahust, 3) 2ml 0,05% (massi-/mahuprotsent) Fe(IlI)NHjy-tsitraadilahust ja 4) 2 ml
jargneva koostisega mikroelementide lahust (g/1): 0,3 H;BOs; 0,2 CoCl,-6H,0; 0,01
CuCl-2H,0: 0,03 MnCly4H,0; 0,03 Na;MoO42H-O; 0,02 NiCly6H,O; 0,148
ZnS0O4 7H,0.

pH-védrtus hoiti automaatselt védrtusel 6,8 tiitrimisel 2N NaOH lahusega.

Fermentimistemperatuur oli 32 °C.

Fermentimist alustati 4 liitris so66tmes 20 ml heterotroofselt kasvatatud R. eutropha
((P(3HB) akumuleerimisvdimeta mutandi) inokulatsiooniga. Pirast inokulatsiooni alustati
fermentimist, lisades gaasisegu koostises 5,7% (mahuprotsent) CO,, 22,1% (mahuprotsent)

O3 ja 72,3% (mahuprotsent) H, ning seda kasutati kogu kultiveerimise jooksul.

Kasvu initsieerimise ajal kasutati arvutijuhtimisega peristaltilist pumpa lidbivoolu
reguleerimise juhtventiili asemel, et tagada toitegaasi viikeste koguste tdpsem lisamine.
Gaasi lisati automaatselt peristaltilise pumba tootlikkusel 20 ml/min, kuni CO,
kontsentratsioon tdusis iile seadepunkti nimivédrtuse (tavaliselt 0,05-0.1%). Algoritmi
alusel lisas pump teatud koguse gaasisegu (tavaliselt umbes 50 ml) iga kord, kui
IR-gaasianaliisaatoriga méidratav CO, kontsentratsioon langes allapoole seadepunkti

nimivéirtust. Pdrast 40 h moddumist algusest, kui optiline tihedus (OD) oli jéudnud
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vadrtuseni 1,0, hakati gaasisegu lisama peristaltilise pumba asemel juhtventiili abil.
Algoritm reguleeris toitegaasi sisendvoo kiirust. Gaasi sisendvoogu muudeti vordeliselt
mdddetud CO, kontsentratsiooni vihenemisega seadepunkti nimivdirtusest: kui CO,
kontsentratsioon iiletas seadepunkti nimivéirtust, siis toidet vdhendati, ja vastupidi. Iga
kord, kui toide reguleeriti uue véadrtuseni, tekkis enne uue seadistuse kasutuselevottu
ooteperiood (tavaliselt 3 minutit). Sellist algoritmi kasutati fed-batch-kultiveerimise 13puni.
Rakkude tiheduse suurenemisel lisati fermentimisséGtmele muid toitaineid portsjonite
kaupa alljargnevalt. OD suurenemisel 10 {ihiku vérra tuleb liitri fermentimisséotme kohta
lisada: 3 g ammooniumkloriidi, 3ml 1M magneesium-sulfaadilahust, 3 ml 0,1 M
kaltsiumkloriidilahust, 3 ml 0,05%-list (massi-/mahuprotsent) Fe(II1)NH,-tsitraadilahust ja

3 ml tilalkirjeldatud mikroelementide lahust.

Kultiveerimise 70. tunniks joudis OD védrtuseni 6 ja 115. tunniks védrtuseni 53. Gaaside
stsend- ja viljundvoogude kiiruse ning viljuvas gaasis CO; sisalduse midramise alusel
hinnati, et rakud kasutasid siisinikdioksiidist dra 99-99.5% . Enamik kultiveerimissotmest
koguti 115. tunnil, fermentor tdideti virske s6dtmega ja fed-batch-kultiveerimist korrati.

Seejérel tehti kolmas kogumine ja fed-batch’i kordusega alustati 160. tunnil.

Kuigi leiutist on kirjeldatud konkreetsete apektide ja teostuste varal, on nende vdimalikud
modifikatsioonid spetsialistidele ilmsed. Leiutise teostuste eelnev kirjeldus on esitatud
néitlikustamise ja kirjeldamise eesmairgil. See ei ole mdeldud koikehdlmavana voi leiutist
konkreetse avalikustatud vormiga piiravana. Siin avalikustatu valguses on vdimalikud
mitmed modifikatsioonid ja variatsioonid. Leiutise ulatus ei ole piiratud siin esitatud

tiksikasjaliku kirjeldusega, vaid lisatud patendindudlusega.
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Patendindudlus

1.

Meetod CO, kontsentratsiooni reguleerimiseks vesinikubakteri kultiveerimisel avatud
slisteemis, mis sisaldab fermentorindud, kasvustodet ja kasvuséstme kohal olevat

gaasifaasi, gaasifaas on ithenduses vilisShuga, meetod sisaldab jirgmisi etappe:

gaaside segu juhtimine fermentorindus olevasse kasvusddtmesse, segu sisaldab CO,,
O3 ja H kindlaksmaéiratud suhtes, seejuures on CO; kontsentratsioon segus viiksem

selle kasutuskiiruse suhtest vorreldes H; ja O»-ga;

CO; kontsentratsiooni seire gaasifaasis ja kontsentratsiooni hoidmine seadepunkti
nimivddrtusest allpool, muutes kirjeldatud segu sisendvoo kiirust kirjeldatud

kasvusdotmesse;
vihemalt iihe osa gaasifaasist véljuva gaasikoguse tagasisuunamine kasvuséotmesse; ja
vihemalt teise osa gaasifaasist viljuva gaasikoguse suunamine atmosfri.

Meetod vastavalt punktile 1, mida iseloomustab see, et CO, kontsentratsioon segus on

alla 10 protsendi.

Meetod vastavalt punktile 1, mida iseloomustab see, et CO, kontsentratsioon segus on

vahemikus 5-7 protsenti.

Meetod vastavalt punktidele 1 kuni 3, mida iseloomustab see, et meetodit kasutatakse

vesinikubakterite kasvatamiseks *CO, isotoop-maérgistatusega keskkonnas.

Meetod vastavalt punktidele 1 kuni 3, mida iseloomustab see, et meetodit kasutatakse

vesinikubakterite kasvatamiseks *CO-vaesestatud 12C02 keskkonnas.

Meetod vastavalt punktidele 1 kuni 4, mida iseloomustab see, et CO,

kontsentratsiooni seireks kasutatakse IR-analiisaatorit.

Avatud siisteem vesinikubakteri kultiveerimiseks fed-batch-meetodil, siisteem sisaldab:
fermentorindud, mis sisaldab kasvusoddet ja kasvuséotme kohal olevat gaasifaasi,
gaasifaas on tihenduses vilishuga; gaasiseguallikat, gaasisegu sisaldab CO,, O, ja H,

kindlaksmédratud suhtes, seejuures on CO, Kkontsentratsioon viiksem selle












