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1. Wprowadzenie
T^was cytrynowy jest podstawowym czynnikiem zakwaszającym i regulu- 
X\jącym pH, szeroko stosowanym w różnych gałęziach przemysłu. Obecnie 
70% światowej produkcji kwasu cytrynowego wykorzystywane jest w prze
myśle spoŻ5rwczym, 18% w przemyśle farmaceutycznym i 12% przeznacza 
się na inne cele techniczne (w przemyśle chemicznym, skórzanym, metalur
gicznym). Zapotrzebowanie na kwas cytrynowy stale wzrasta, między innymi 
w związku z tendencją zastępowania nim fosforanów w produkcji środków 
piorących. Według oceny japońskich ekonomistów światowe zapotrzebowanie 
na cytrynian sodu dla produkcji detergentów kształtuje się na poziomie 400 
tys. ton rocznie (1).

Najbardziej rozpowszechnionym mikroorganizmem do produkcji kwasu 
cytrynowego jest Aspergillus niger, którego fizjologia i mechanizm biosyntezy 
został najlepiej poznany. Proces biosyntezy kwasu cytrynowego ma wyraźnie 
zróżnicowany, dwuetapowy przebieg: zaczyna się fazą intens3wnego wzrostu 
grzybni, po której następuje faza biosyntezy produktu.

Znane są dwie metody otrzymywania kwasu cytrynowego na drodze 
mikrobiologicznej: fermentacja powierzchniowa i fermentacja wgłębna. Trady
cyjnie kwas cytrynowy na skalę przemysłową otrzymuje się metodą fer
mentacji powierzchniowej, która nadal jest szeroko stosowana jako spraw
dzona i niezawodna. Jednak bardziej efekt}wna ekonomicznie jest me
toda biosyntezy wgłębnej, prowadzonej w feirnentorach w całej objętości cie
czy, przy intensywnym napowietrzaniu i mieszaniu medium hodowlanego. 
O przewadze tej metody fermentacji nad metodą powierzchniową świadczy 
wiele czynników, z których do najważniejszych należą (2):
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— około połowy krótszy czas fermentacji,
— prawie dwukrotnie wyższa wydajność kwasu cytrynowego,
— mniejsze zapotrzebowanie na powierzchnię produkcyjną,
— znaczne zmniejszenie pracochłonności oraz poprawa warunków 

zdrowotnych pracowników,
— możliwość mechanizacji, a nawet automatyzacji procesu,
— łatwość utrzymania sterylnych warunków przebiegu fermentacji,
— mniejsza ilość odpadów i ścieków,
— niższe nakłady inwestycyjne na budowę zakładu (o ok. 20 - 30%).
Bios3mteza kwasu cytrynowego jest procesem tlenowym i wymaga ciągłego

dostarczania tlenu niezbędnego do właściwego wzrostu i metabolizmu 
pleśni. Warunki aeracji we wgłębnej hodowli grzybów nitkowatych uzależ
nione są nie tylko od stężenia biomasy, ale i od jej formy wzrostu. Struktura 
grzybni decyduje zarówno o wielkości zapotrzebowania na tlen, jak i o szyb
kości jego wnikania (3). Szybkość wnikania tlenu jest jednym z ważniejszych 
czynników wpływających na biosyntezę kwasu cytrynowego w procesie fer
mentacji wgłębnej. Charakteryzowana jest ona przez objętościowy współczyn
nik wnikania tlenu, kLa, i zależy od wielu czynników, między innymi od 
konstrukcji fermentora i urządzeń napowietrzających, intensywności napo
wietrzania i mieszania oraz od właściwości reologicznych zawiesiny.

Właściwości reologiczne zawiesiny grzybni A. niger zmieniają się w czasie 
fermentacji w szerokich granicach. Lepkość podłoża fermentacyjnego jest na 
początku procesu bliska lepkości wody, a w czasie fermentacji wzrasta ponad 
sto razy (4). Dysponując wynikami pomiarów właściwości reologicznych za
wiesiny w czasie procesu biosyntezy można kontrolować warunki hydrodyna
miczne w fermentorze i w razie potrzeby odpowiednio je koiygować, zapew
niając optymalne warunki dla metabolizmu drobnoustroju. Ponadto znajo
mość wartości bezwzględnych tych parametrów i ich zmian jest niezbędna 
przy projektowaniu fermentora i urządzeń pomocniczych (5).

Projektowanie aparatury dla hodowli grzybów nitkowatych stwarza trud
ności z punktu widzenia inżynierii bioprocesowej. Wszystkie znane dotąd 
prawa rządzące wymianą masy i ciepła w fermentorach stosują się do pły
nów newtonowskich; dla zawiesin grzybów nitkowatych wykazujących właści
wości nienewtonowskie wymagają weryfikacji.

Oprócz najbardziej rozpowszechnionych fermentorów zbiornikowych z mie
szaniem mechanicznym coraz częściej w przemyśle stosuje się fermentoiy bez- 
mieszadłowe. W tej grupie aparatów dużym zainteresowaniem cieszą się wieżowe 
bioreaktory cyrkulacyjne typu air-lift, w których, niezależnie od różnic konstru
kcyjnych, efekt mieszania i cyrkulacji podłoża osiąga się wyłącznie daęki odpo
wiedniemu napowietrzaniu cieczy (6, 7). Aparaty tego typu stosowano już także 
do prowadzenia procesu biosyntezy kwasu cytrynowego (8 - 13).

Mimo coraz szerszego stosowania bioreaktorów typu air-lift do procesów 
biotechnologicznych na skalę przemysłową, wiedza na temat zasad projekto
wania takich aparatów jest ciągłe niedostateczna. Wnikliwego zbadania wy
magają nadal takie problemy jak np. lokalny rozkład stężenia tlenu w fazie
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ciekłej i gazowej, czas przebywania faz, hydrod3niamika i warunki wymiany 
masy w płynach nienewtonowskich i wysokolepkicłi, czy powiększanie skali, 
szczególnie w przypadku złożonych układów biologicznych.

Przedmiotem niniejszej pracy było określenie zmian parametrów proceso
wych, warunków hydrodynamicznych i szybkości wnikania tlenu do cieczy 
w czasie hodowli pleśni A. niger w bioreaktorze cyrkulacyjnym typu air-lift 
z obiegiem zewnętrzn5nn.

2. Aparatura doświadczalna

Zastosowany do badań fermentor cyrkulacyjny zbudowany jest z powta
rzalnych elementów o wys. 1,85 m wykonanych ze stali kwasoodpomej 
1H18N9T, ze szklan}nni wziernikami umożliwiającymi obserwację wizualną 
wnętrza aparatu. Każdy element zaopatrzony jest w króćce umożliwiające 
zainstalowanie przyrządów pomiarowych. Na szczycie reaktora znajduje się 
zbiornik, pełniący rolę separatora gazu oraz przestrzeni buforowej dla piany 
powstającej w wyniku intensywnego napowietrzania podłoża hodowlanego.

Podstawowe wymiary aparatu są następujące;
— maksymalna wysokość całkowita 8,2 m
— objętość przestrzeni roboczej 0,25 m^
— średnica wewnętrzna fermentora 0,15 m
— średnica zewnętrznej rury cyrkulacyjnej 0,085 m
— współczynnik smukłości fermentora H/D 52
— stosunek przekrojów poprzecznych Ad/Ar 0,32
Powietrze doprowadzane jest u podstawy fermentora. Jego konstrukcja 

umożliwia zastosowanie różnych typów urządzeń napowietrzających (bełkotki, 
płytki ze spieków porowatych, dysze). W pracy stosowano klasyczną bełkotkę 
wykonaną z rurek perforowanych w kształcie krzyża. Każde z czterech ramion 
krzyża posiadało 40 otworów o średnicy 1,5 mm. Ogólny schemat fermentora 
przedstawiono na rys. 1.

3. Metodyka badań
w badaniach procesu biosyntezy kwasu cytrynowego stosowano szczep 

Aspergillus niger ZIIB. Proces prowadzono na podłożu zawierającym 10% cu
kru białego. Przeprowadzono serię fermentacji, z których każda trwała 7 dni. 
W czasie procesu oznaczano wartości następujących parametrów:

— stężenia biomasy (metodą wagową),
— stężenia cukru białego (metodą antronową),
— kwasowości ogólnej (metodą miareczkową),
— szybkości zużywania tlenu i wydzielania dwutlenku węgla przez drob

noustroje (metodą bilansową).
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Ponadto wykonywano pomiary następujących parametrów fizykochemicz
nych:

— lepkości pozornej brzeczki hodowlanej,
— stopnia zatrzymania gazu w cieczy,
— szybkości cyrkulacji cieczy,
— objętościowego współczynnika wnikania tlenu do fazy ciekłej.
Krzywe płynięcia płynu fermentacyjnego wyznaczano za pomocą przepły

wowego reometru rotacyjnego z rotorem ślimakowym (5). Pomiary przeprowa
dzano okresowo, w pierwszych trzech dniach fermentacji co 12 godzin, na
stępnie raz na dobę. Jednocześnie pobierano z fermentora próbkę w celu 
oznaczenia stężenia biomasy. Krzywą pł}niięcia płynu fermentacyjnego wyzna
czoną za pomocą reometru przybłiżano modełem potęgowym Ostwalda de 
Waele i metodą regresji wyznaczano parametry reologiczne K i n. Na podstawie 
uzyskanych współczynników równania potęgowego wyznaczano łepkość po
zorną zawiesiny odpowiadającą danemu stężeniu biomasy.

Pomiary stopnia zatrzymania gazu przeprowadzano metodą manometrycz- 
ną.

Prędkość cyrkulacji ciec2y mierzono metodą znacznikową, stosując jako 
znacznik roztwór NaOH, zaś jako czujniki — elektrody pH (prod. INGOLD- 
Szwajcaria).

Objętościowy współczynnik wnikania tlenu do cieczy wyznaczano na pod
stawie mierzonego wzdłuż długości aparatu profilu stężenia tlenu rozpusz
czonego w podłożu, metodą identyfikacji modelu matematycznego fermentora 
cyrkulacyjnego (14, 15).

4. Omówienie wyników
Przedstawione w pracy dane są wartościami średnimi wyników badań 

z czterech procesów biosyntezy kwasu cytrynowego.
Podczas hodowli obserwowano, że intensywny wzrost biomasy rozpoczynał 

się po okresie adaptacyjnym trwającym ok. 24 godziny od momentu wpro
wadzenia inokulum i trwał 2 doby. Wzrost grzybni przebiegał prawidłowo: jej 
stężenie prz3rrastało równomiernie w całej objętości płynu. Po 72 godzinach 
następowało zahamowanie przyrostu biomasy; jej stężenie już tylko niezna
cznie rosło do końca fermentacji, obserwowano natomiast intensywne two
rzenie kwasu cytrynowego. W drugiej i trzeciej dobie fermentacji występowało 
siłne pienienie się brzeczki. Każdą fermentację prowadzono przez ok. 168 
godzin. Fermentor wraz z oprzyrządowaniem pracował przez cały czas bez
awaryjnie, potwierdzając przydatność instalacji badawczej air-lift do prowa
dzenia procesów aerobowych w warunkach dużej lepkości podłoża.

W omawianych procesach uzyskiwano końcowe stężenie biomasy od 7,8 
do 14,8 g sm/l, średnio 10,5 g/l. Po zakończeniu hodowli ilość otrzymanego 
jednowodnego kwasu cytrynowego wynosiła od 94 do 100 g/l, średnio 96,6 
g/l, przy średniej wydajności w stosunku do zużytego substratu 94%.
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Uzyskane wyniki należy uznać za całkowicie zadowalające w porównaniu 
z w)rnikami uzyskanymi przez Nowakowską-Waszczuk i Sokołowskiego (16) 
(wydajność kwasu cytrynowego 91%) czy Michalskiego i wsp. (9) (wydajność 
95%). Średnie wartości z przebiegu omawianych hodowli przedstawiono na 
lys. 2.
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Rys. 2. Zmiany stężenia substratu, biomasy i produktu w czasie biosyntezy kwasu cytryno
wego w fermentorze air-lift

Zmiany parametrów reologicznych K i n oraz lepkości pozornej brzeczki 
w zależności od stężenia biomasy ilustruje rys. 3. Znaczny wzrost lepkości 
fazy ciekłej w czasie trwania procesu biosyntezy ma niekorzystny wpływ na 
warunki hydrodynamiczne oraz szybkość wnikania tlenu do brzeczki. Zmiany 
średniego stopnia zatrzymania gazu oraz prędkości cyrkulacji cieczy w czasie 
trwania procesu przedstawiono odpowiednio na lys. 4 i 5. Spadek prędkości 
cyrkulacji podłoża oznacza pogorszenie się warunków mieszania i dłuższy 
czas przebywania drobnoustrojów w strefie ruiy cyrkulacyjnej, w której stę
żenie tlenu rozpuszczonego jest niskie lub nawet spada do zera. Efekt ten 
należy brać pod uwagę ustalając optymalną szybkość napowietrzania w róż
nych fazach hodowli.

Wpływ wzrastającej lepkości podłoża jest szczególnie wyraźny w pr2ypadku 
współczynnika wnikania tlenu (rys. 6). Korelacja danych doświadczalnych 
uzyskana w pracy wiąże współczynnik kLa z lepkością pozorną podłoża w po
tędze -0,98.
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Rys. 3. Zależność parametrów reologicznych brzeczki fermentacyjnej od stężenia biomasy 
w kolejnych dobach procesu.

1 doba 2 doba 4 doba 7 doba

Rys. 4. Zmiany zależności stopnia zatrzymania gazu w cieczy od szybkości napowietrzania 
w czasie fermentacji.
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Rys. 5. Zmiany zależności średniej prędkości cyrkulacji cieczy od szybkości napowietrzania 
w czasie fermentacji.

Zjawisko znacznego obniżania się wartości współczynnika kpa wraz ze 
wzrostem stężenia biomasy ma duże znaczenie w czasie fermentaeji prowa
dzonej w aparacie typu air-lift W fazie intensywnego wzrostu grzybni zapo
trzebowanie na tlen s2^ybko rośnie, a jednocześnie spada szybkość jego wni
kania z fazy gazowej. Utrzymanie stężenia tlenu rozpuszczonego w eieezy 
powyżej stężenia krytycznego, limitująeego wzrost grzybni, wymaga znacznie 
intens3wniejszego napowietrzania, tj. nakładu energii. Zwiększenie współcz3m- 
nika wnikania innymi metodami (mieszadła statyczne, efektywniejszy aerator) 
pozwoliłoby na obniżenie kosztów prowadzenia procesu. Problem ten będzie 
przedmiotem dalszych badań prowadzonych w celu doskonalenia i optyma- 
lizaeji bioreaktorów air-lift do biosyntezy kwasu cytrynowego.

Osobnym zagadnieniem jest ustalenie wartości współcz5mników wnikania 
tlenu w poszczególnych strefach bioreaktora. Tak jak wynika z wcześniejszych 
prac (13,17) mogą one znaeznie różnić się między sobą. Z praktycznego pun
ktu widzenia w czasie fermentacji stwarza lo niebezpieczeństwo spadku stę
żenia tlenu w cieczy podczas przepływu przez rurę cyrkulacyjną poniżej war
tości krytycznej, choć średnie wartości kLa, obliczane dla całego aparatu me
todą bilansową, mogą być dostatecznie duże. Ustalenie udziału każdej ze stref 
bioreaktora wieżowego w całkowit3an efekcie przenikania tlenu z fazy gazowej
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1 doba 4 doba 7 doba

I^s. 6. Zmiany zależności średniego współczynnika wnikania tlenu od szybkości napowie
trzania w kolejnych fazach fermentacji.

do ciekłej jest możliwe przy zastosowaniu przytoczonej w pracy metody mo
delowania matematycznego procesu wymiany masy w bioreaktorze. Zagad
nienia te są przedmiotem odrębnych badań.

Badania wykonano w ramach projektu badawezego nr 303039101, finansowanego przez 
Komitet Badań Naukowyeh.
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Niger cultivationEngineering aspects of the A. 
in a tower air-lift bioreactor

Summary

Changes of the main hydrodynamical and oxygen transfer parameters during A. niger cul
tivation in a pilot plant external-loop air-lift bioreactor were investigated. The final average 
concentrations of biomass and citric acid obtained in experimental fermentations were 10.5 g/1 
and 96.6 g/1, respectively. Significant influence of the increasing biomass concentration on the 
apparent viscosity of the broth, gas holdup, liquid velocity and volumetric oxygen transfer coef
ficient was found.

key words
air-lift bioreactor, A. niger cultivation, citric acid biosynthesis, apparent broth viscosity, gas 

holdup, liquid velocity, volumetric oxygen transfer coefficient.
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