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Whnikanie tlenu w procesie biosyntezy

kwasu cytrynowego w bioreaktorach
STR o pojemnosci 7 i 15 000 dm”
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Oxygen transfer during citric acid biosynthesis in 7 and 15 000 liters
stirred tank reactors

Summary

In laboratory scale, submerged citric acid fermentation enabled to obtain
similar to the industrial bioreactor volumetric oxygen transfer rate (kta)
amounted to 240 h '. Nevertheless, such level of kLa seems not to be necessary
for the process. Bioreactors used for the production of citric acid using
Aspergillus niger W78B strain, assuring kta at the 120 h ' level in an overproduction
phase, allowed achieving the oxygen uptake rate by cells in the range
12-15 mmol dnv™ h ' and a product on substrate yield factor (Yp/s) higher then
0.8 g g . Thus, the resignation from the widespread in literature strategy of p02
maximization as an essential prerequisite for high citric acid yield, allowed ob-
taining the significant 20% improvement in the yield of product formation in the
case of molasses media and 7% on synthetic one. Therefore, it can be stated that
excessive media aeration during submerged citric acid biosynthesis is not suit-
able for yield and/or cost of product formation.

Key words:
citric acid, biosynthesis, Aspergillus niger, volumetric oxygen transfer rate,
laboratory and industrial bioreactors.

1. Wprowadzenie
Natlenianie podtozy hodowlanych w procesie biosyntezy kwa-

su cytrynowego metodg wgtebng z udziatem grzybow strzepko-
wych jest zagadnieniem istotnym, decydujgcym o efektywnosci
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tego procesu (1-5). Niedostateczna aeracja, lub nawet chwilowe przerwy w napo-
wietrzaniu, negatywnie wplywajg na wzrost grzybni i powodujg obnizenie jej aktyw-
nosci kwasotworczej (1). Uwaza sie takze, ze ograniczona szybkos¢ wnikania tlenu
jest czynnikiem ograniczajgcym szybkos¢ i wydajnos¢é nadprodukcji kwasu cytryno-
wego (2,3,6). Z tego tez powodu, wzrost rozpuszczalnosci tlenu i szybkos¢ jego
przyswajania przez drobnoustroje sg czesto utozsamiane ze wzrostem efektywno-
Sci tego procesu (2,7).

Hodowla grzybéw strzepkowych metoda wgtebnag nie jest zgodna z naturg ich
rozwoju, obserwowanego w warunkach naturalnych. Zatem utrzymanie okreslone-
go nadmiaru tlenu w Srodowisku hodowlanym jest czynnikiem istotnym takze
z punktu widzenia efektywnosci biosyntezy kwasu cytrynowego. Dotyczy to zwlasz-
cza produkcyjnych szczepOw Aspergillus niger charakteryzujgcych sie szczeg6ing
wraztiwoscig na zmiany zawartosci tlenu w podtozu. Nawet krotki czas ekspozyciji
kultury/Isperg///us niger na zmniejszone stezenie tlenu rozpuszczonego, moze spo-
wodowac nieodwracalne zmiany w szybkosSci jego przyswajania, wptywajac na spa-
dek efektywnosci nadprodukcji kwasu cytrynowego przy utrzymaniu dotychczaso-
wego tempa wzrostu biomasy (2). Przyczyn obnizenia aktywnosci kwasotworczej
upatruje sie w nieodwracalnej dezaktywacji przemian alternatywnego fancucha
oddechowego Aspergillus niger odpowiedzialnego za nadprodukcje cytrynianu,
przejawiajagcego szczegoblng wrazliwos¢é na wahania w stezeniu tlenu rozpuszczo-
nego (2,8).

Nie wszystkie doniesienia literaturowe sg zgodne z tymi tezami (9). W otrzyma-
nych wynikach badan (10) dokumentuje sie, ze maksymalizacja stezenia tlenu roz-
puszczonego w podiozach definiowanych prowadzi do nieefektywnego wzrostu zu-
zycia powietrza, a co za tym idzie, wzrostu bezposrednich kosztéw produkcyjnych.
W podiozach melasowych natomiast, wysokie natlenianie Srodowiska moze by¢
szkodliwe niosgc w efekcie znaczne obnizenie wydajnosci substratowej procesu
(11). Badania te dajg podstawe do weryfikacji wysokich wymagan dotyczacych zdol-
nosci aeracyjnej bioreaktorOw stosowanych w przemystowej produkcji kwasu cytry-
nowego, ktérych konstrukcja, jak sie uwaza, limitujac szybkos¢ wnikania tlenu ogra-
nicza wydajnos¢ i produktywnos¢ fermentacji. O przesadnej trosce o szybkos¢ wni-
kania tlenu w omawianych procesach $wiadczg takze wczesniejsze prace autorow
(12) donoszace o pozytywnych efektach zastosowania reaktorow typu air-lift o po-
jemnosci 26 m* do przemystowej produkcji kwasu cytrynowego z udziatem strzep-
kowej formy grzybni Aspergillus niger, a zatem w warunkach duzej lepkosci ptynu ho-
dowlanego.

Celem pracy bylo wykazanie niecelowosci maksymalizacji wartosci objetoscio-
wego wspotczynnika wnikania tlenu w procesie biosyntezy kwasu cytrynowego
w podtozach definiowanych, a zwlaszcza w podiozach kompleksowych z melasg
oraz okreslenie wartosci IkLa i szybkosci wnikania tlenu jakim powinien charaktery-
zowacl sie ten proces zapewniajac wysoka - na tle wynikéw literaturowych - wy-
dajno$¢ kwasu cytrynowego.
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2. Metodyka

2.1. Bioreaktory

W badaniach laboratoryjnych stosowano bioreaktor zbiornikowy z mieszadiem
(STR) Biomer 10 o pojemnosci catkowitej 7 dm” (13). W probach w skali technicznej
stosowano bioreaktor typu STR o pojemnosci 15 000 dm”. Préby te przeprowadzo-
no w jednostce pilotowej OPOK w Leopoldowie na Stowacji w ramach wspotpracy
naukowej Katedry Biotechnologii Zywnosci Akademii Ekonomicznej we Wroctawiu
z Instytutem Naukowym LIKO w Bratystawie. Charakterystyke bioreaktoréow przed-
stawiono w tabeli.

Tabela
Charakterystyka bioreaktoréw stosowanych w badaniach

Stosunek

ObJeto§c Objetos¢ Wysokosé  Srednica wysokosci S.rednlca . Typ !_lczba Mgc Rodzaj

catkowita  robocza do mieszadta mieszadla mieszadet  silnika napedu
szerokosci

clm? % cm cm - cm - szt. Kw' I/min -
7 71 40 19 21 74 Rushton 3 0,18 200-800 goérny
15 000 80 560 200 2.8 120 Rushton 3 30,50 20-120 gorny

2.2. Mikroorganizmy

W badaniach stosowano szczep Aspergillus niger W78B pochodzacy z kolekcji Ka-
tedry Biotechnologii Zywnosci Akademii Ekonomicznej we Wroctawiu.

Podtoza hodowtane po ich sterylizacji i ochtodzeniu do temperatury nizszej od
36°C, szczepiono bezposrednio zawiesing konidibw w sterylnym roztworze
(1:10 000) Tweenu 80 w takiej ilosci, by ich koncentracja wyniosta 110" cnv”. llos¢
zarodnikdbw oznaczano metodg bezposrednia w komorze Thoma.

2.2.1. Podtoze kompleksowe z melasg trzcinowag

Melase trzcinowa rozciericzono wodg wodociggowag do 13% stezenia cukrow
oznaczonych po hydrolizie kwasowej jako substancje redukujace. Do rozciefnczonej
melasy dodawano: heksacyjanozelazian (Il) potasu (K4Fe(CN)5 -3H20) - 1,0 g dm',
dwuwodorofosforan potasu (KH2PO4) - 0,2 g dm* oraz metanol (CH30OH) po stery-
lizacji podtoza w ilosci 2% objetosci. Nie stosowano korekcji wartosci pH podioza.
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2.2.2. Podioze definiowane z cukrem biatym

Stosowano podtoze definiowane o skfadzie: cukier biaty 130 g, azotan amonu
(NH4NO3) - 2 g/dm”, dwuwodorofosforan potasu (KH2PO4) - 0,2 g/dm”, siarczan
magnezu (MgS04'7H20) - 0,2 g/dm”, woda wodociggowa do objetosci | dm”. Do
ustalenia pH = 2,7 stosowano 5n kwas solny (HCI). Podtoza sterylizowano w tempe-
raturze 121°C przez 30 minut.

2.3. Metody analityczne

2.3.1. Stezenie biomasy

Plyn hodowlany w ilosci 25 cm” poddawano filtracji prézniowej. Biomase prze-
ptukiwano wodg destylowana do zaniku odczynu kwasnego i suszono w temperatu-
rze 105°C przez 24 godziny.

2.3.2. Stezenie kwasu cytrynowego

Stezenie kwasu cytrynowego oznaczano metodg kapilarnej izotachoforezy (14)
oraz metodag pirydynowg wedtug Saffrana i Denstedta z modyfikacjami (15).

2.3.3. Pomiary ciagte

Parametry p02, QO2 i kLa mierzone byly w sposo6b ciggty przez system kompute-
rowego sterowania procesami biotechnologicznymi SysLab Bio (16) wyposazony m.in.
W nastepujgce urzgdzenia (rys. 1):

1. Regulator BioReg p02 kontroler (KBZ AE, Wroctaw) z elektrodg membranowg
TU-4 (TelEko, Wroctaw), mierzacy w sposéb ciagly stezenie wzgledne tlenu rozpusz-

czonego (P02),

2. Paramagnetyczny analizator tlenu Servomex |IOOA (Servomex International
Ltd, Crowborough, East Sussex, Wielka Brytania), mierzacy w sposéb ciggly udziat
tlenu: w gazie natleniajacym (:Pg’a) * ™ gazach fermentacyjnych (cp™) oraz cisnienie
atmosferyczne Pbar-

3. Analizator Guardian 1l CO2 Monitor (Edinburg Sensors Ltd Edinburgh, Szko-
cja), mierzacy w spos6b ciggly udziat dwutlenku wegla: w gazie natleniajgcym
(P(-Q™) i w gazach fermentacyjnych ((PcoJ w zakresie 0-3%,
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4. Analizator Gascard Monitor (Edinburg Sensors Ltd Edinburgh, Szkocja), mie-
rzacy w sposob ciaglty udziat dwutlenku wegla: w gazie natleniajagcym (:Pcoja) '
zach fermentacyjnych ((Pco®) w zakresie 3-12%.

5. Regulator poziomu piany RPP (KBZ AE, Wroctaw) do pomiaru i regulacji pozio-
mu piany (F).

Objetosciowg szybkos¢ przyswajania tlenu (Qg,) obliczano z réwnania:

n -Qa" A 1 VOjA § Oc02A
So,a
"1 9ol '
Cm - objeto$¢ molowa gazu natleniajgcego (dm” molL’),
O - objetosciowa szybko$¢ napowietrzania (dm” dm'* min),
Qo, - objetosciowa szybkosC¢ przyswajania tlenu (mmol dm™ h™),

- udziat objetosciowy dwutlenku wegla w gazach fermentacyjnych.
(Pco™A ““ udziat objetosciowy dwutlenku wegla w gazie natleniajgcym,
(Pg" - udziat objetosciowy tlenu w gazach fermentacyjnych,
(Po - udziat objetosciowy tlenu w gazie natleniajgcym.

2.3.4. Objetosciowy wspotczynnik wnikania tlenu

Objetosciowy wspotczynnik wnikania tlenu (kLa) oznaczano metoda bilansowa

W oparciu na réwnaniu: d
c

N -Ct)Q02

gdzie
dc/dt - zmiany stezenia tlenu rozpuszczonego w fazie ciektej (dc) w czasie (dt).
Cy - stezenie tlenu rozpuszczonego w fazie cieklej, rownowagowe wzgledem
ci$nienia czgstkowego tlenu w fazie gazowej (g dnr?),
Cf - stezenie tlenu rozpuszczonego w fazie cieklej w czasie (t) (g dnr?).

Zakladajac, ze w czasie procesu istnieje rownowaga miedzy szybkoscig zuzywa-
nia tlenu a szybkoscig jego przenikania z pecherzykéw powietrza do fazy ciektej, to:

dc

=0
stad dt

~ Qo, -32
I<ia =
Cc -c,
kia - objetosciowy wspéiczynnik wnikania tlenu, hm®
- szybkos¢ przyswajania tlenu, mol dm* h’’,
32 - przelicznik udzialu molowego na masowy.
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Wspétczynnik kia w tym roéwnaniu jest w zasadzie wspotczynnikiem przenikania
masy. Z uwagi jednak na stabg rozpuszczalnos¢ tlenu w podtozu fermentacyjnym mozna
przyja¢, ze opory wnikania tlenu po stronie fazy gazowej sa mate i wspétczynnik przenika-
nia masy jest w przyblizeniu réwny wsp6tczynnikowi wnikania po stronie fazy ciektej.

3. Wyniki i ich omdwienie

Na rysunkach 2 i 3, przedstawiono zmiany: stezenia tlenu rozpuszczonego, szyb-
kosci jego wnikania, wartosci objetosciowego wspoétczynnika wnikania tlenu, szyb-
kosci tworzenia biomasy i szybkosci tworzenia produktu w czasie biosyntezy kwasu
cytrynowego metodg wgtebng z cukrem bialym i melasg trzcinowg w warunkach
maksymalizacji natleniania podtozy. Uzyskane warto$ci substratowej wydajnosci
produktu (Ypls) ksztattowaty sie na poziome odpowiednio 0,80 i 0,58 g g ' w stosun-
ku do zawartosci poczatkowej weglowodanéw w pozywce.

Intensywne natlenianie hodowli zapewnialo w poczagtkowej fazie procesu sto-
sunkowo tatwe utrzymanie stezenia tlenu rozpuszczonego na wysokim poziomie co
wynikato ze stosunkowo matej zawartosci grzybni w podtozu. Przyrost stezenia bio-
masy powodowat jednak wzrost lepkosci ptynu hodowlanego (17) i wzrost szybkos-
ci przyswajania tlenu (Qq') zwiekszajac w konsekwenciji trudnos$ci utrzymania wyso-
kiego stezenia p02- Duza szybko$¢ napowietrzania (Qa = 0,20-0,25 dm”™ dm' min'®)
i czestos¢ obrotoéw mieszadta (n = 700 miir’) byly przyczyna wzmozonego pienie-
nia sie brzeczki fermentacyjnej, potegowanego defragmentacjg delikatnej struktury
rozwijajacej sie grzybni. W celu minimalizacji wpltywu gaszenia piany na wartosci
poszczegdllnych parametrow procesu, a przede wszystkim na rozpuszczalnosé tle-
nu, Srodek przeciwpianowy dozowano do reaktorow z wiekszg czestotliwoscig mi-
nimalizujgc jego dawki (18). Pomimo to gaszenie piany wptywato na okresowe ob-
nizanie wartosci p02 i kla zwtaszcza w fazie akumulacji produktu (rys. 3).

W laboratoryjnym bioreaktorze STR maksymalne wartosci IkLa wyniosty 240 Ir' nie-
zaleznie od rodzaju stosowanego surowca. W przemystowym reaktorze STR, w warun-
kach hodowli A. niger w podtozach melasowych, przy zmianach szybkosci napowietrza-
nia (Qa) w zakresie 0,15-0,20 dm”™ dm* min ' i utrzymaniu czestosci obrotow watu mie-
szadla na statym, bliskim maksymalnemu poziomie n = 110 min"’, maksymalna wartos¢
I<La byta nizsza niz w reaktorach laboratoryjnych, ksztattujgc sie na poziomie zblizonym
do 200 h" (rys. 4). Pomimo to maksymalne szybkos$ci wnikania tlenu z fazy gazowej do
ciektej byty w obu typach reaktoréw podobne (Qq" 30 mmol dm'* Ir’). Przyczyng niz-
szych wartosci maksymalnych, objetosciowego wspotczynnika wnikania tlenu w reakto-
rze przemystowym mogty by¢ ograniczenia wzrostu szybkosci napowietrzania hodowli
(Qa) wskutek intensywnego pienienia sie brzeczki fermentacyjnej, stwarzajgce niebez-
pieczenstwo wydostania sie zawartosci reaktora na zewnagtrz. Uzyskane wartosci kLa
byly jednak zblizone do wartosci otrzymywanych w podtozach definiowanych z cukrem
biatym, w fermentorach przemystowych o pojemnosci 50 i 150 m” (19).
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Rys. 2. Ksztaltowanie sie stezenia tlenu rozpuszczonego (O), objetosciowego wspotczynnika wnika-
nia tlenu (*), szybkosci wnikania tlenu (—), szybkosci tworzenia biomasy (O) i szybkosci tworzenia pro-
duktu (m) w czasie biosyntezy kwasu cytrynowego metoda wgtebna z cukrem biatym w skali laboratoryj-
nej w warunkach maksymalizacji natleniania. (Qa = 0,20-0,25 dm” dm-* min *, n = 700 min ‘).

100 240 n 30 0,6 n
80 200 - 24
160 I 04
r-. 60 - 18 e
| ] E
== 120 o "0 10
E ol
40 - 12 E
80 02 011 O
20 - 40 6
0 0,0 10

Rys. 3. Ksztattowanie sie stezenia tlenu rozpuszczonego (O), objetoSciowego wspoiczynnika wnika-
nia tlenu (*), szybkosci wnikania tlenu (—) szybkosci tworzenia biomasy (OJ) i szybkosci tworzenia pro-
duktu (m) w czasie biosyntezy kwasu cytrynowego metoda wgtebna z melasa trzcinowg w skali laborato-
ryjnej w warunkach maksymalizacji natleniania. (Qa = 0,20-0,25 dm” dm-" min ', n = 700 min ).
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Rys. 4. Ksztatltowanie sie stezenia tlenu rozpuszczonego (O), objetoSciowego wspdétczynnika wnika-
nia tlenu (*), szybkosci wnikania tlenu (—), szybkosci tworzenia biomasy (O) i szybkos$ci tworzenia pro-
duktu (m) w czasie biosyntezy kwasu cytrynowego metoda wgtebng z melasa trzcinowa w skali prze-
mystowej w warunkach maksymalizacji natleniania. (Qa = 0,15-0,20, n = 110 min ).

Wraz z zaawansowaniem procesu fermentacji, wartosci kla malaly, stabilizujgc
sie w przypadku podtozy definiowanych na poziomie 100 f*. W podiozach melaso-
wych, warto$¢ wspoétczynnika kLa stopniowo obnizata sie osiaggajac na koniec proce-
su warto$¢ 140 h'k W bioreaktorze przemystowym utrzymanie podobnie wysokich
wartosci k[*a nie bylo mozliwe (rys. 4).

Abstrahujgc od rodzaju zastosowanego surowca, wyzszg wydajnos¢ kwasu cytry-
nowego uzyskano w hodowli charakteryzujacej sie gorszymi warunkami tlenowymi
Ssrodowiska. W fermentacji o wyzszej wydajnosci (Yp/s = 0,80 g g ), stezenie tlenu
rozpuszczonego rosto w fazie akumulacji kwasu cytrynowego z \6% osiggajac na ko-
niec procesu wartos¢ 70% stanu nasycenia brzeczki tlenem, przy wartosciach I<La
rzedu 100 Ir' (rys. 2). Nizsza wydajnos$¢ produktu (Yp/g = 0,58 g g ’) uzyskano nato-
miast przy statych, wysokich wartosciach: p02 ~ 70% i ki‘Ya 160 h ’ (rys. 3). Odnoto-
wano ponadto duze réznice w szybkosciach wnikania tlenu oraz ilosci tlenu przy-
swojonego przez grzybnie w trakcie obu rozpatrywanych proceséw. Wyniosty one
odpowiednio 16 i 30 mmol dnr* h” oraz 1387 i 1720 mmol dm'.

jedna z przyczyn nizszej wydajnosci kwasu cytrynowego w fermentacji w podtozu
melasowym byta wyzsza szybkos$¢ tworzenia biomasy (Qx), co ograniczato ilos¢ sub-
stratu mogacego ulec konwersji do kwasu cytrynowego. Wysokie natlenianie sprzyjato
zatem w warunkach nielimitowanego sktadu podioza melasowego, wzrostowi bioma-
sy kosztem jej aktywnosci kwasotworczej, co zaowocowato mniejsza szybkoscig two-
rzenia produktu (rys. 3). Potwierdzeniem tej tezy mogg by¢ wyniki badan przedstawio-
ne na rysunku 6, w ktérych wyzsze wartosci Qp otrzymano w warunkach limitowanego
natleniania srodowiska przy zastosowaniu tego samego rodzaju substratu.
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Przeprowadzone doswiadczenia charakteryzujg sie odmiennoscig obserwowa-
nych zaleznosci w stosunku do wnioskéw prezentowanych w doniesieniach innych
autorow sugerujacych wprost proporcjonalng korelacje pomiedzy natlenianiem $ro-
dowiska i wydajnoscig biosyntezy kwasu cytrynowego (2,5,20). Autorzy ci twierdzg
ze intensywnos¢ natleniania podtozy hodowlanych decyduje o efektywnosci nad-
produkcji kwasu cytrynowego, a czynnikiem limitujgcym tworzenie produktu sg
ograniczenia w szybkosci wnikania tlenu do komorek Asperg//it/s niger (2,20). W celu
otrzymania wysokich wydajnosci kwasu cytrynowego niezbedne jest zatem, utrzy-
manie w czasie procesu jak najwyzszego stezenia tlenu rozpuszczonego (2,21-22).

Zaleznosci te, jak sie wydaje, nie sg jednak tak oczywiste i uniwersalne. Autorzy
(23) udowodnili, ze transport tlenu z fazy gazowej do komodrek drobnoustrojéw
moze zachodzi¢ takze w warunkach zerowego stezenia tlenu rozpuszczonego, czyli
w warunkach transportu tlenu do komérek grzybni z pominieciem fazy cieklej. Za-
tem, szeroko rozpowszechniona w literaturze praktyka charakteryzowania natlenia-
nia hodowli metoda wgtebng poprzez prezentacje wartosci p02 lub wartosci para-
metréw i njest w gruncie rzeczy niewystarczajaca. Nie zawsze tez, wyzsze natle-
nianie, czy stezenie tlenu rozpuszczonego w podtozu hodowlanym prowadzi do po-
prawy efektywnosci fermentacji (11). Sygnaly o negatywnym wplywie intensywnej
aeracji srodowiska na proces biosyntezy kwasu cytrynowego ptyng takze z donie-
sien niektérych innych autoréw (23-25). Autorzy (26) sugeruja, ze przyczyna nega-
tywnego oddziatywania wyzszej szybkosci napowietrzania na aktywnos¢ kwaso-
tworcza Asperg/7/us niger jest nadmierne usuwanie dwutlenku wegla z podtoza, ule-
gajacego wigzaniu w procesie formowania cytrynianu. Intensywne natlenianie moze
by¢ tez przyczyng wzmozonej syntezy niepozadanych metabolitéw pierwotnych,
zwlaszcza kwasu glukonowego (11) lub wrecz utraty zdolno$ci kwasotwoérczej drob-
noustrojow na skutek zbyt duzej szybkosci wzrostu biomasy w poczgtkowym sta-
dium hodowli (rys. 4).

Na rysunkach 5 i 6 przedstawiono zmiany wartosci stezenia tlenu rozpuszczone-
go, objetosciowego wspdtczynnika wnikania tlenu i szybkosci wnikania tlenu w pro-
cesie biosyntezy kwasu cytrynowego w podtozach z cukrem biatym i z melasg trzci-
nowa, prowadzonych w warunkach obnizonej intensywno$ci natleniania. Uzyskane
wydajnosci (Yp/s) uksztattowaty sie na poziome odpowiednio 0,87 i 0,80 g g ' liczo-
nej w stosunku do zawartosci poczatkowej weglowodanéw w podtozu. Wyniki te
byly zatem lepsze odpowiednio o 0,07 g g ' (7%) przy stosowaniu podiozy definio-
wanych i 0 0,22 g g” (22%) w przypadku podiozy melasowych w stosunku do fer-
mentacji, w ktoérych podstawg regulacji natleniania byla jej maksymalizacja.

Istotg sterowania natlenianiem Srodowiska w czasie tych procesow byto ograni-
czenie szybkosci wnikania tlenu w pierwszej fazie hodowli poprzez stosowanie ni-
skich wartosci (0,02-0,04 dm” dnr™ miir' ) i n (300 min**) oraz stopniowy wzrost
wartosci tych parametréow (Q* = 0,02-0,10 dm” dm"* min ', n = 300-600 miir") w fa-
zie drugiej procesu przyczyniajgcy sie w ten sposob do intensyfikacji szybkosci nad-
produkcji kwasu cytrynowego. W hodowlach prowadzonych w bioreaktorach labo-
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Rys. 5. Ksztaltowanie sie stezenia tlenu rozpuszczonego (O), objetosciowego wspoétczynnika wnika-
nia tlenu (*), szybkosci wnikania tlenu (—), szybkosci tworzenia biomasy (0) i szybkosci tworzenia pro-
duktu (m) w czasie biosyntezy kwasu cytrynowego metodag wgtebna z cukrem biatym w skali laboratoryj-
nej w warunkach umiarkowanego natleniania. (Qa — 0,02-0,10 dm” dm-3 min ’, n = 300-600 min ‘).
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Rys. 6. Ksztattowanie sie stezenia tlenu rozpuszczonego (O), objetoSciowego wspoétczynnika wnika-
nia tlenu (*), szybkosci wnikania tlenu (—), szybkosci tworzenia biomasy (0) i szybkosci tworzenia pro-
duktu (m) w czasie biosyntezy kwasu cytrynowego metoda wgtebng z melasa trzcinowa w skali laborato-
ryjnej w warunkach umiarkowanego natleniania. (Qa = 0,02-0,10 dm” dm'3 min ', n = 300-600 min ).
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Rys. 7. Ksztaltowanie sie stezenia tlenu rozpuszczonego (O), objetoSciowego wspoéiczynnika wnika-
nia tlenu (*), szybkosci wnikania tlenu (—), szybkosci tworzenia biomasy (J) i szybkosci tworzenia pro-
duktu (w) w czasie biosyntezy kwasu cytrynowego metoda wgtebna z melasg trzcinowa w skali prze-
mystowej w warunkach umiarkowanego natleniania. (Qa = 0,02-0,{0, n = 40-80 min ’).

ratoryjnych maksymalne wartosci kLa ulegly obnizeniu w stosunku do wariantu
z maksymalizacja natleniania z 240 Ir™ do okoto 120 h * w przypadku podiozy defi-
niowanych i do okoto 140 +r' w fermentacji w podtozach melasowych. Modyfikacji
ulegt takze czas osiggniecia maksymalnych wartosci tego wspotczynnika przemiesz-
czajac sie z fazy poczatkowej intensywnego wzrostu grzybni do fazy intensywnej
akumulacji kwasu cytrynowego. W bioreaktorze przemystowym (rys. 7), maksymal-
ne wartosci wspoétczynnika ki"a byly jeszcze nizsze, ksztattujgc sie na poziomie
75 h” zapewniajgc wydajnos¢ kwasu cytrynowego (Yp/g) = 0,75 g g’f

Zmniejszenie intensywnosci natleniania poditozy przyczynito sie takze do okoto
50% redukcji szczytowego zapotrzebowania hodowli na tlen. Maksymalna szybko$¢
przyswajania tlenu przez drobnoustroje w fermentacji w podtozach kompleksowych
zmalata bowiem z okoto 30 do 12-15 mmol dm" Irf Poréwnujgc natomiast catko-
witg ilos¢ tlenu przyswojonego przez grzybnie w trakcie obu proceséw w hodow-
lach laboratoryjnych, stwierdzono, ze zmalaty one odpowiednio o 24% (z 1387 do
1047 mmol dm'") w przypadku procesu prowadzonego w podiozu definiowanym
i 023% (z 1720 do 1325 mmol dm') w hodowlach z udzialem melasy. W hodowli
w skali przemystowej ilos¢ przyswojonego tlenu w fermentacji z wydajnoscig
0,75 g g ' wyniosta 1075 mmol dm™".

4. WniosKi

1. Wysoka efektywnos¢ nadprodukcji kwasu cytrynowego z udziatem Aspergillus
niger wymaga rezygnacji ze strategii maksymalizacji stezenia tlenu rozpuszczonego
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w poditozu na korzysé dostosowania szybkosci wnikania tlenu do fazy rozwoju ho-
dowanych drobnoustrojéw.

2. Zbyt wysokie natlenianie srodowiska w czasie biosyntezy kwasu cytrynowego
metoda wgtebng obniza wydajnos$¢ tego procesu i zwieksza zuzycie energii na na-
powietrzanie.

- Obnizenie intensywnosci natleniania hodowli Aspergillus niger W78B

w podtozu definiowanym z cukrem biatym wptyneto na wzrost wydajnosci kwasu

cytrynowego Yp/s o okoto 7% w stosunku do proceséw, w ktdrych podstawag regu-

lacji natleniania byla jej maksymalizacja.
- Obnizenie intensywnosci natleniania hodowli Aspergillus niger W78B

w podiozu kompleksowym z melasg wptyneto na wzrost wydajnosci Yp/s o okoto

20% w stosunku do procesow, w ktérych podstawag regulacji natleniania byla jej

maksymalizacja.

3. Z przeprowadzonych badan wynika, ze w laboratoryjnych reaktorach STR
mozliwe jest uzyskanie wartosci objetosciowego wspotczynnika wnikania tlenu
(kpa) na poziomie zblizonym do wartosci charakterystycznych dla skali technicznej
(240 h-i).

4. Stwierdzono, ze bioreaktory charakteryzujace sie wartoscig wspoétczynnika
kpa w zakresie 120-140 h" zapewniajg szybkos¢ wnikania tlenu w fazie akumulaciji
kwasu cytrynowego w zakresie 12-15 mmol dm'* Ir’, pozwalajgc na uzyskanie wy-
dajnosci kwasy cytrynowego Yp/s na poziomie nie nizszym niz 0,80 g g .

5. W skali przemystowej produkcji kwasu cytrynowego w bioreaktorze charakte-
ryzujgcym sie wartoscig wspotczynnika kpa rzedu 75 h ' zapewniajacym szybko$¢
whnikania tlenu w fazie akumulacji kwasu cytrynowego na poziomie 10 mmol dm Ir’,
mozliwe jest uzyskanie wydajnosci kwasy cytrynowego Yp/s na poziomie = 0,75 g g"’.

Symbole

Cm - objetos¢ molowa gazu natleniajacego (dm” mof’)

Cs - stezenie tlenu rozpuszczonego w fazie cieklej, réwnowagowe wzgledem
ci$nienia czastkowego tlenu w fazie gazowej (g dm')

Cf - stezenie tlenu rozpuszczonego w brzeczce w czasie t (g dm')

dc/dt - zmiany stezenia tlenu rozpuszczonego w fazie ciektej dc w czasie dt

kpa - objetosciowy wspoétczynnik wnikania tlenu (h*?)

n - czesto$¢ obrotobw mieszadta (min™’)

P - produkt (g dm')

p02 - stezenie wzgledne tlenu rozpuszczonego (%)

Qa - objetosciowa szybkos¢ napowietrzania (dm” dnr® min ’)

Qq' - objetosciowa szybko$¢ przyswajania tlenu (mmoldm'™ h™)

Qx - objeto$ciowa szybkos¢ tworzenia biomasy (g dnr® h’’)

Qp - objetosciowa szybkos$¢ tworzenia produktu (g dm* h™)
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- substrat (stezenie weglowodandéw w substracie) (g dm™)

- czas (h)

- wspoiczynnik substratowej wydajnosci produktu (g g"’)

- udziat objetosciowy dwutlenku wegla w gazach fermentacyjnych

(PcojA “ udziat objetosciowy dwutlenku wegla w gazie natleniajgcym

- udziat objetosciowy tlenu w gazach fermentacyjnych

(Po™ - udziat objetosciowy tlenu w gazie natleniajacym

Pbar

- cisnienie barometryczne (hPa)
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