Inzynieryjne aspekty
hodowli plesni A. Niger
w fermentorze wiezowym

typu air-lift

Pawet Glaszcz

Teresa Jamroz

Henryk Michalski

Barbara Sencio

Wydziat Inzynleru SrodOW|skoweJ
i Ochrony Srodowiska
Politechnika t.6dzka

L odz

1. Wprowadzenie

T/was cytrynowy jest podstawowym czynnikiem zakwaszajacym i regulu-
X\jacym pH, szeroko stosowanym w rdoznych gateziach przemystu. Obecnie
70% Swiatowej produkcji kwasu cytrynowego wykorzystywane jest w prze-
mysle spoZsrwczym, 18% w przemysle farmaceutycznym i 12% przeznacza
sie na inne cele techniczne (w przemysle chemicznym, skdrzanym, metalur-
gicznym). Zapotrzebowanie na kwas cytrynowy stale wzrasta, miedzy innymi
w zwigzku z tendencjg zastepowania nim fosforanéw w produkcji $rodkow
piorgcych. Wedtug oceny japonskich ekonomistow Swiatowe zapotrzebowanie
na cytrynian sodu dla produkcji detergentéw ksztattuje sie na poziomie 400
tys. ton rocznie (1).

Najbardziej rozpowszechnionym mikroorganizmem do produkcji kwasu
cytrynowego jest Aspergillus niger, ktérego fizjologia i mechanizm biosyntezy
zostat najlepiej poznany. Proces biosyntezy kwasu cytrynowego ma wyraznie
zroznicowany, dwuetapowy przebieg: zaczyna sie faza intens3wnego wzrostu
grzybni, po ktdérej nastepuje faza biosyntezy produktu.

Znane sg dwie metody otrzymywania kwasu cytrynowego na drodze
mikrobiologicznej: fermentacja powierzchniowa i fermentacja wgtebna. Trady-
cyjnie kwas cytrynowy na skale przemystowg otrzymuje sie metodg fer-
mentacji powierzchniowej, ktéra nadal jest szeroko stosowana jako spraw-
dzona i niezawodna. Jednak bardziej efekt}wna ekonomicznie jest me-
toda biosyntezy wgtebnej, prowadzonej w feirnentorach w calej objetosci cie-
czy, przy intensywnym napowietrzaniu i mieszaniu medium hodowlanego.
O przewadze tej metody fermentacji nad metodg powierzchniowg $wiadczy
wiele czynnikow, z ktdrych do najwazniejszych nalezag (2):
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— okoto potowy krétszy czas fermentaciji,

— prawie dwukrotnie wyzsza wydajno$¢ kwasu cytrynowego,

— mniejsze zapotrzebowanie na powierzchnie produkcyjna,

— znaczne zmniejszenie pracochtonnosci oraz poprawa warunkow
zdrowotnych pracownikow,

— mozliwos¢ mechanizacji, a nawet automatyzacji procesu,

— tatwos¢ utrzymania sterylnych warunkéw przebiegu fermentaciji,

— mniejsza ilos¢ odpaddéw i Sciekdw,

— nizsze naklady inwestycyjne na budowe zaktadu (0 ok. 20 - 30%).

Biosimteza kwasu cytrynowego jest procesem tlenowym i wymaga ciagtego
dostarczania tlenu niezbednego do wilasciwego wzrostu i metabolizmu
plesni. Warunki aeracji we wgtebnej hodowli grzybéw nitkowatych uzalez-
nione sg nie tylko od stezenia biomasy, ale i od jej formy wzrostu. Struktura
grzybni decyduje zaréwno o wielkosci zapotrzebowania na tlen, jak i o szyb-
kosci jego wnikania (3). Szybkos¢ wnikania tlenu jest jednym z wazniejszych
czynnikéw wplywajacych na biosynteze kwasu cytrynowego w procesie fer-
mentacji wgtebnej. Charakteryzowana jest ona przez objetosciowy wspétczyn-
nik wnikania tlenu, kLa, i zalezy od wielu czynnikéw, miedzy innymi od
konstrukcji fermentora i urzadzeh napowietrzajacych, intensywnosci napo-
wietrzania i mieszania oraz od wasciwosci reologicznych zawiesiny.

Wiasciwosci reologiczne zawiesiny grzybni A. niger zmieniajg sie w czasie
fermentacji w szerokich granicach. Lepkos¢ podioza fermentacyjnego jest na
poczatku procesu bliska lepkosci wody, a w czasie fermentacji wzrasta ponad
sto razy (4). Dysponujac wynikami pomiaréw wiasciwosci reologicznych za-
wiesiny w czasie procesu biosyntezy mozna kontrolowa¢ warunki hydrodyna-
miczne w fermentorze i w razie potrzeby odpowiednio je koiygowaé, zapew-
niajagc optymalne warunki dla metabolizmu drobnoustroju. Ponadto znajo-
mos$¢ wartosci bezwzglednych tych parametréow i ich zmian jest niezbedna
przy projektowaniu fermentora i urzgdzen pomocniczych (5).

Projektowanie aparatury dla hodowli grzybéw nitkowatych stwarza trud-
nosci z punktu widzenia inzynierii bioprocesowej. Wszystkie znane dotad
prawa rzadzace wymiang masy i ciepta w fermentorach stosujg sie do ply-
néw newtonowskich; dla zawiesin grzybéw nitkowatych wykazujgcych wiasci-
wosci nienewtonowskie wymagajg weryfikacji.

Oprécz najbardziej rozpowszechnionych fermentoréw zbiornikowych z mie-
szaniem mechanicznym coraz czesciej w przemysle stosuje sie fermentoiy bez-
mieszadlowe. W tej grupie aparatéw duzym zainteresowaniem cieszg sie wiezowe
bioreaktory cyrkulacyjne typu air-lift, w ktérych, niezaleznie od réznic konstru-
kcyjnych, efekt mieszania i cyrkulacji podtoza osigga sie wytacznie daeki odpo-
wiedniemu napowietrzaniu cieczy (6, 7). Aparaty tego typu stosowano juz takze
do prowadzenia procesu biosyntezy kwasu cytrynowego (8 - 13).

Mimo coraz szerszego stosowania bioreaktoréw typu air-lift do procesow
biotechnologicznych na skale przemystowg, wiedza na temat zasad projekto-
wania takich aparatow jest ciggle niedostateczna. Whnikliwego zbadania wy-
magaja nadal takie problemy jak np. lokalny rozkiad stezenia tlenu w fazie
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ciektej i gazowej, czas przebywania faz, hydrod3niamika i warunki wymiany
masy w ptynach nienewtonowskich i wysokolepkicti, czy powiekszanie skali,
szczeg6lnie w przypadku ztozonych uktadéw biologicznych.

Przedmiotem niniejszej pracy bylo okreslenie zmian parametrow proceso-
wych, warunkéw hydrodynamicznych i szybkosci wnikania tlenu do cieczy
w czasie hodowli plesni A. niger w bioreaktorze cyrkulacyjnym typu air-lift
Z obiegiem zewnetrznsnn.

2. Aparatura doswiadczalna

Zastosowany do badan fermentor cyrkulacyjny zbudowany jest z powta-
rzalnych elementéw o wys. 1,85 m wykonanych ze stali kwasoodpomej
1H18N9T, ze szklan}nni wziernikami umozliwiajacymi obserwacje wizualng
wnetrza aparatu. Kazdy element zaopatrzony jest w kroéce umozliwiajgce
zainstalowanie przyrzadow pomiarowych. Na szczycie reaktora znajduje sie
zbiornik, petnigcy role separatora gazu oraz przestrzeni buforowej dla piany
powstajgacej w wyniku intensywnego napowietrzania podtoza hodowlanego.

Podstawowe wymiary aparatu sg nastepujace;

— maksymalna wysoko$¢ catkowita 8,2 m
— objeto$¢ przestrzeni roboczej 0,25 m™
— $rednica wewnetrzna fermentora 0,15 m

— Srednica zewnetrznej rury cyrkulacyjnej 0,085 m
— wsp6tczynnik smuktosci fermentora H/D 52
— stosunek przekrojéw poprzecznych Ad/Ar 0,32

Powietrze doprowadzane jest u podstawy fermentora. Jego konstrukcja
umozliwia zastosowanie roznych typoéw urzadzen napowietrzajacych (betkotki,
ptytki ze spiekdéw porowatych, dysze). W pracy stosowano klasyczng betkotke
wykonang z rurek perforowanych w ksztalcie krzyza. Kazde z czterech ramion
krzyza posiadato 40 otwordw o $rednicy 1,5 mm. Og6lny schemat fermentora
przedstawiono na rys. 1.

3. Metodyka badan

w badaniach procesu biosyntezy kwasu cytrynowego stosowano szczep
Aspergillus niger ZI11B. Proces prowadzono na podtozu zawierajgcym 10% cu-
kru biatego. Przeprowadzono seri¢ fermentacji, z ktérych kazda trwata 7 dni.
W czasie procesu oznaczano wartosci nastepujacych parametrow:

— stezenia biomasy (metodg wagowa),

— stezenia cukru biatego (metoda antronowa),

— kwasowosci ogblnej (metodg miareczkowa),

— szybkosci zuzywania tlenu i wydzielania dwutlenku wegla przez drob-
noustroje (metodg bilansowg).
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Ponadto wykonywano pomiary nastepujgcych parametréw fizykochemicz-
nych:

— lepkosci pozornej brzeczki hodowlanej,

— stopnia zatrzymania gazu w cieczy,

— szybkosci cyrkulacji cieczy,

— objetosciowego wspdtczynnika wnikania tlenu do fazy ciektej.

Krzywe ptyniecia ptynu fermentacyjnego wyznaczano za pomocg przepty-
wowego reometru rotacyjnego z rotorem $limakowym (5). Pomiary przeprowa-
dzano okresowo, w pierwszych trzech dniach fermentacji co 12 godzin, na-
stepnie raz na dobe. Jednocze$nie pobierano z fermentora probke w celu
oznaczenia stezenia biomasy. Krzywa ptiniiecia ptynu fermentacyjnego wyzna-
czong za pomocg reometru przybtizano modetem potegowym Ostwalda de
Waele i metodg regresji wyznaczano parametry reologiczne K i n. Na podstawie
uzyskanych wspétczynnikéw réwnania potegowego wyznaczano tepkos¢ po-
zorng zawiesiny odpowiadajgcg danemu stezeniu biomasy.

Pomiary stopnia zatrzymania gazu przeprowadzano metodg manometrycz-
na.
Predko$¢ cyrkulacji ciecly mierzono metoda znacznikowa, stosujac jako
znacznik roztwér NaOH, za$ jako czujniki — elektrody pH (prod. INGOLD-
Szwajcaria).

Objetosciowy wspo6tczynnik wnikania tlenu do cieczy wyznaczano na pod-
stawie mierzonego wzdtuz diugosci aparatu profilu stezenia tlenu rozpusz-
czonego w podtozu, metodg identyfikacji modelu matematycznego fermentora
cyrkulacyjnego (14, 15).

4. Omowienie wynikéw

Przedstawione w pracy dane sg wartosciami $Srednimi wynikéw badan
z czterech proceséw biosyntezy kwasu cytrynowego.

Podczas hodowli obserwowano, ze intensywny wzrost biomasy rozpoczynat
sie po okresie adaptacyjnym trwajgcym ok. 24 godziny od momentu wpro-
wadzenia inokulum i trwat 2 doby. Wzrost grzybni przebiegat prawidtowo: jej
stezenie przirrastato rownomiernie w calej objetosci ptynu. Po 72 godzinach
nastepowato zahamowanie przyrostu biomasy; jej stezenie juz tylko niezna-
cznie rosto do konca fermentacji, obserwowano natomiast intensywne two-
rzenie kwasu cytrynowego. W drugiej i trzeciej dobie fermentacji wystepowato
sitne pienienie sie brzeczki. Kazda fermentacje prowadzono przez ok. 168
godzin. Fermentor wraz z oprzyrzgdowaniem pracowat przez caly czas bez-
awaryjnie, potwierdzajac przydatnos¢ instalacji badawczej air-lift do prowa-
dzenia proceséw aerobowych w warunkach duzej lepkosci podtoza.

W omawianych procesach uzyskiwano koncowe stezenie biomasy od 7,8
do 14,8 g sm/l, srednio 10,5 g/l. Po zakonczeniu hodowli ilo$¢ otrzymanego
jednowodnego kwasu cytrynowego wynosita od 94 do 100 g/l, $rednio 96,6
g/l, przy sredniej wydajnosci w stosunku do zuzytego substratu 94%.
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Uzyskane wyniki nalezy uzna¢ za catkowicie zadowalajace w poréwnaniu
z w)rnikami uzyskanymi przez Nowakowska-Waszczuk i Sokotowskiego (16)
(wydajnos¢ kwasu cytrynowego 91%) czy Michalskiego i wsp. (9) (wydajno$¢
95%). Srednie wartosci z przebiegu omawianych hodowli przedstawiono na
lys. 2.
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Rys. 2. Zmiany stezenia substratu, biomasy i produktu w czasie biosyntezy kwasu cytryno-
wego w fermentorze air-lift

Zmiany parametréw reologicznych K i n oraz lepkosci pozornej brzeczki
w zalezno$ci od stezenia biomasy ilustruje rys. 3. Znaczny wzrost lepkosci
fazy cieklej w czasie trwania procesu biosyntezy ma niekorzystny wptyw na
warunki hydrodynamiczne oraz szybko$¢ wnikania tlenu do brzeczki. Zmiany
$redniego stopnia zatrzymania gazu oraz predkosci cyrkulacji cieczy w czasie
trwania procesu przedstawiono odpowiednio na lys. 4 i 5. Spadek predkosci
cyrkulacji podtoza oznacza pogorszenie sie warunkéw mieszania i diuzszy
czas przebywania drobnoustrojow w strefie ruiy cyrkulacyjnej, w ktorej ste-
zenie tlenu rozpuszczonego jest niskie lub nawet spada do zera. Efekt ten
nalezy bra¢ pod uwage ustalajgc optymalng szybko$¢ napowietrzania w roz-
nych fazach hodowli.

Wplyw wzrastajgcej lepkosci podtoza jest szczegblnie wyrazny w prypadku
wspotczynnika wnikania tlenu (rys. 6). Korelacja danych doswiadczalnych
uzyskana w pracy wigze wspétczynnik kLa z lepkoScig pozorng podtoza w po-
tedze -0,98.
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Rys. 3. Zalezno$¢ parametréw reologicznych brzeczki fermentacyjnej od stezenia biomasy
w kolejnych dobach procesu.

1 doba 2 doba 4 doba 7 doba

Rys. 4. Zmiany zaleznosci stopnia zatrzymania gazu w cieczy od szybko$ci napowietrzania
w czasie fermentacji.
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Rys. 5. Zmiany zaleznosci $redniej predkosci cyrkulacji cieczy od szybkosci napowietrzania
w czasie fermentacji.

Zjawisko znacznego obnizania sie wartosci wspotczynnika kpa wraz ze
wzrostem stezenia biomasy ma duze znaczenie w czasie fermentaeji prowa-
dzonej w aparacie typu air-lift W fazie intensywnego wzrostu grzybni zapo-
trzebowanie na tlen s?*ybko rodnie, a jednoczes$nie spada szybko$é jego wni-
kania z fazy gazowej. Utrzymanie stezenia tlenu rozpuszczonego w eieezy
powyzej stezenia krytycznego, limitujaeego wzrost grzybni, wymaga znacznie
intens3wniejszego napowietrzania, tj. naktadu energii. Zwigkszenie wspotczim-
nika wnikania innymi metodami (mieszadta statyczne, efektywniejszy aerator)
pozwolitoby na obnizenie kosztéw prowadzenia procesu. Problem ten bedzie
przedmiotem dalszych badan prowadzonych w celu doskonalenia i optyma-
lizaeji bioreaktoréw air-lift do biosyntezy kwasu cytrynowego.

Osobnym zagadnieniem jest ustalenie wartosci wspoétczsmnikoéw wnikania
tlenu w poszczegolnych strefach bioreaktora. Tak jak wynika z wczesniejszych
prac (13,17) moga one znaeznie rézni¢ sie miedzy sobg. Z praktycznego pun-
ktu widzenia w czasie fermentacji stwarza lo niebezpieczenstwo spadku ste-
zenia tlenu w cieczy podczas przeptywu przez rure cyrkulacyjng ponizej war-
tosci krytycznej, cho¢ Srednie wartosci kLa, obliczane dla catego aparatu me-
todg bilansowa, moga by¢ dostatecznie duze. Ustalenie udziatu kazdej ze stref
bioreaktora wiezowego w catkowitian efekcie przenikania tlenu z fazy gazowej

biotechnologia__ 3 (22) '93



46 P. Gtuszcz, T. Jamroz, H. Michalski, B. Sencio

1 doba 4 doba 7 doba

I”s. 6. Zmiany zaleznosci $Sredniego wspotczynnika wnikania tlenu od szybkosci napowie-
trzania w kolejnych fazach fermentacji.

do cieklej jest mozliwe przy zastosowaniu przytoczonej w pracy metody mo-
delowania matematycznego procesu wymiany masy w bioreaktorze. Zagad-
nienia te sg przedmiotem odrebnych badan.

Badania wykonano w ramach projektu badawezego nr 303039101, finansowanego przez
Komitet Badarh Naukowyeh.
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Engineering aspects of the A. Niger cultivation

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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