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Monitorowanie aktywnosci
metabolicznej A. niger w procesie
sterowania biotransformacjg glukozy
do kwasu glukonowego w systemie
on-line
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On-line monitoring of A. niger metabolic activity in biotransformation
of glucose to gluconic acid

Summary

Control parameters directly connected with metabolism of microorganism
that reflect its actual activity in gluconic acid biosynthesis can be chosen basing
on mass balance of the process. The relatively high correlation between param-
eters, normally determined via sample analysis and microorganisms' respiratory
activity, enabled on-line estimation of biomass growth, product formation, and
substrate uptake rate. The estimated parameters were continuously measured
and employed to on-line control of gluconic acid overproduction by Aspergillus
niger W78B strain. The application of the noninvasive technique for parameters
determinations allowed obtaining high effectiveness of product formation char-
acterized by the yield coefficient equals 1.0 g g ' and product formation rate
amounted to 5 g dm-3 h".

The estimation of the parameters cannot be used instead of their quantita-
tive determinations, but it gives a possibility of on-line monitoring and control
of the process.

Key words:
gluconic acid, biosynthesis, Aspergillus niger, non-invasive technique, moni-
toring.
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1.Wprowadzenie

Kwas glukonowy (GA) stosunkowo tatwo otrzymuje sie na drodze chemicznej
poprzez utlenienie glukozy, jednak zastosowanie tak otrzymanego produktu w far-
maceutyce, kosmetyce czy przetwodrstwie zywnosci budzi uzasadnione opory. Kwas
glukonowy dodawany jest do zywnosci jako antyoksydant (1), inhibitor syntezy afla-
toksyn (2), regulator poziomu stodkosci i kwasowosci (3), nosnik mikroelementéw,
np. jonéw wapniowych (4) i zelazowych (5), nosnik specyficznych waloréw senso-
rycznych zywnosci (6), a takze, np. w produkcji chleba niskoproteinowego (7). Obok
tradycyjnych aplikacji, GA i jego pochodne znajdujg nowe kierunki zastosowan wy-
nikajace z cennych wiasciwosci tych zwigzkéw, jedna ze szczegdlnych i udokumen-
towanych cech kwasu glukonowego jest zdolno$¢ do neutralizacji wolnych rodni-
kéw powstajagcych w organizmach zywych. Rodniki uszkadzajg biatka, DNA i niena-
sycone kwasy ttuszczowe wchodzace w skiad bton komérkowych. Preparaty z udzia-
tem kwasu glukonowego lub jego formy cyklicznej, glukonolaktonu, zapobiegajg
postonecznemu starzeniu sie skory, obnizajg ryzyko poparzenia stonecznego, zwie-
kszajg nawilzenie naskérka, a nawet usuwajg zmarszczki (8). Procesy biologiczne
pozwalaja takze na réwnolegte otrzymanie innego poza kwasem glukonowym waz-
nego produktu metabolizmu drobnoustrojéw, jakim jest oksydaza glukozowa
(GOD)(EG 1.1.3.4) (9). Enzym ten wykorzystywany jest w produkcji zywnosci do usu-
wania pozostatosci tlenu lub glukozy z napojéw i sproszkowanych produktow spo-
zywczych, w produkcji kultur starterowych (10), a takze jako zrddto antyseptyczne
oddziatujgcego nadtlenku wodoru w konserwacji produktéw zywno$ciowych (11-12).
Zarowno kwas glukonowy jak i oksydaza glukozowa dzialajg jako stabilizatory do-
datkéw do zywnosci, np. kwasu askorbinowego czy witaminy B]2. W inzynierii bio-
procesowej, oksydaza glukozowa stosowana jest w produkcji biosensoréw do ozna-
czania glukozy. GOD znajduje takze zastosowanie przy otrzymywaniu fruktozy z sa-
charozy (glukoza po dziataniu inwertazy jest utleniania przez GOD do kwasu gluko-
nowego i w ten sposob fatwiej moze by¢ usunieta z mieszaniny).

Kwas glukonowy otrzymywany jest gtownie z uzyciem grzybéw strzepkowych
z rodzaju Aspergillus, Penicillium, a takze bakterii z rodzaju Acetobacter, Gluconobacter
(Acetobacter suboxydans), Zymomonas i Pseudomonas (13-18), metoda wgtebng (19) lub
solid-state (20), przy czym najwieksze aktywnosci uzyskiwane sg z wykorzystaniem
drobnoustrojéw poddanych mutagenizacji (11,21).

Wigkszos¢ studiow kinetyki produkcji kwasu glukonowego dedykowanych jest
procesom z uzyciem bakterii (22), natomiast badania biosyntezy GA z uzyciem grzy-
bow rzadziej pojawiajg sie w literaturze (23). Wynika to m.in. z fatwiejszego mode-
lowania proceséw z udziatem bakterii, poniewaz zastosowanie grzybow strzepko-
wych stwarza trudnosci rozpoznania procesu na skutek braku mozliwosci ciagtych
pomiarow stezenia biomasy (24). W celu uzyskania wysokiej efektywnosci produkcji
kwasu glukonowego niezbedne sg bowiem pomiary wielu parametréw bezposred-
nich hodowli metodg bezinwazyjng i optymalizacji wyliczanych na ich podstawie pa-
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rametrow pochodnych, stanowigcych podstawe algorytmow sterowania w czasie
rzeczywistym tego procesu. Liczba parametréw pochodnych jest funkcjg liczby po-
miaréw pierwotnych, jednak tylko pomiary metoda bezinwazyjng, moga by¢ brane
pod uwage w procesach sterowania hodowlg drobnoustrojow w systemie on-line. Za-
tem brak mozliwosci ciggtego pomiaru zawartosci biomasy w podtozu w znacznym
stopniu utrudnia rozpoznanie stanu aktywnosci metabolicznej hodowanej kultury
drobnoustrojéw. Innymi trudnoSciami w monitorowaniu bioprocesu sg problemy
wynikajace z braku mozliwosci ciagtych pomiaréw szybkosci tworzenia produktu
oraz, cho¢ w mniejszym stopniu, szybkosci zuzywania substratu. Z tych wzgledéw,
szczegOlng role przypisuje sie badaniom Kinetyki procesu oraz bilansom materia-
towym i energetycznym, pozwalajagcym na estymacje wartosci waznych parametrow,
konstruowanych na podstawie ciggtych pomiaréw bezposrednich w czasie rzeczywi-
stym hodowli. Pomiary te sg substytutami parametréw oznaczanych w okresowo
pobieranych prébach, umozliwiajgc sterowanie procesem z uzyciem komputera
w systemie on-line. W takich przypadkach analiza sktadu proby stanowi element we-
ryfikujacy przyjete zatozenia konstrukcyjne parametrow pochodnych.

Celem pracy bylo zbadanie mozliwosci substytucji pomiaréw rzeczywistych do-
konywanych technika inwazyjng (wymagajacych poboru préb i analizy jej sktadu)
przez ich estymacje na podstawie mierzonych w sposob ciggly parametrow pierwot-
nych bioprocesu. Praca ta koncentruje sie na tzw. parametrach metabolicznych
Aspergillus niger i mozliwosci ich zastosowania do monitorowania i sterowania pro-
cesem biotransformacji glukozy do kwasu glukonowego w systemie on-line.

2. Metodyka

2.1. Mikroorganizmy

W badaniach stosowano szczep Aspergillus niger W78B pochodzacy z kolekcji
szczepow Katedry Biotechnologii Zywnosci Akademii Ekonomicznej we Wroctawiu.

Podtoza hodowlane po ich sterylizacji i ochtodzeniu do temperatury nizszej od
36°C, szczepiono bezposrednio zawiesing konidiow w sterylnym roztworze
(1:10 000) Tweenu 80 w takiej ilosci, by ich koncentracja wyniosta 1-10" cnr”. Licz-
be zarodnikdéw oznaczano metodg bezposrednig w komorze Thoma.

2.2. Bioreaktor
W badaniach laboratoryjnych stosowano bioreaktor zbiornikowy z mieszadtem

(STR) Microferm Fermenter MF114 (New Brunswick Scientific Co. tnc. New Bruns-
wick, New Jersey, USA) o pojemnosci catkowitej 14 dm”.
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2.3. Podtoze definiowane

Stosowano nastepujacy skfad poditoza: 200 g D-glukozy, 0,4 g (NH4)2HPO4, 0,1 g
(NH2)2CO (mocznik), 0,2 g KH2PO4, 0,2 g MgS04-7H20, woda wodociggowa do
1 dm” i roztwor HCI do ustalenia pH na poziomie 5,5. Podtoza sterylizowano w tem-
peraturze 121°C przez 30 minut. W czasie fermentacji, pH utrzymywano na statym
poziomie stosujgc 5 mol dm'" roztwdér NaOH.

2.4. Metody analityczne

2.4.1. Stezenie biomasy

Ptyn hodowlany w ilosci 25 cm” poddawano filtracji prézniowej. Biomase prze-
ptukiwano wodg destylowang do zaniku odczynu kwasnego i suszono w temperatu-
rze 105°C w czasie 24 godzin.

2.4.2. Stezenie kwasu glukonowego

Stezenie kwasu glukonowego oznaczano metoda kapilarnej izotachoforezy (25).

2.4.3. Pomiary metodg bezinwazyjng

Parametry bezposrednie mierzono w sposob ciggly przy zastosowaniu kompute-
rowego systemu sterowania procesami biotechnologicznymi SysLab Bio (26) wyposa-
zonego m.in. w nastepujgce urzgdzenia:

- Regulator BioReg p02 kontroler (KBZ AE, Wroctaw) z elektrodg membranows
TU-4 (TelEko, Wroctaw), mierzacy w sposob ciagly stezenie tlenu rozpuszczonego
(PO2).

- Paramagnetyczny analizator tlenu Servomex IIOOA (Servomex International
Ltd, Crowborough, East Sussex, Wielka Brytania), mierzacy w sposob ciaggly udziat
tlenu: w gazie natleniajgcym (iPqg'a) ' ™ gazach fermentacyjnych (cpg?) oraz cisnienie
otoczenia (Pbar)-

- Analizator Guardian 1l CO2 Monitor (Edinburg Sensors Ltd Edinburgh, Szko-
cja), mierzacy w sposob cigglty udziat dwutlenku wegla w gazie natleniajacym ((Pcoja)
i w gazach fermentacyjnych (cpco®) w zakresie 0-3%.

- Analizator Gascard Monitor (Edinburg Sensors Ltd Edinburgh, Szkocja), mie-
rzacy w sposoéb ciagty udziat dwutlenku wegla w gazie natleniajacym ((Pco’a) *
zach fermentacyjnych (pQ ) w zakresie 3-12%.
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- Regulator poziomu piany RPP (KBZ AE, Wroctaw) do pomiaru i regulacji pozio-
mu piany.

Objetosciowg szybko$¢ przyswajania tlenu (Qo,) obliczano z réwnania:

AN1QoA 1"COA
Qo, 90,a “"0, 1
1190 19c02 J

Objetosciowa szybkos$¢ wydzielania dwutlenku wegla (Q(-q ) obliczano z réwna-
nia:

_Qa 1 1702A 1 C02A
Qco, 9co, 1 9co, (2)
1190, 1”co.
Qa - objetosciowa szybko$¢ napowietrzania (Iv*),
Cm - objetos¢ molowa gazu natleniajacego (dm” mol),

- udziat objetosciowy dwutlenku wegla w gazach fermentacyjnych,
(PCO2A - udzial objetosciowy dwutlenku wegla w gazie natleniajgcym,
tPo® - udziat objetosciowy tlenu w gazach fermentacyjnych,
tPo # - udziat objetosciowy tlenu w gazie natleniajgcym.

3. Wyniki i ich oméwienie

Wiekszos$¢ parametréw stosowanych w sterowaniu bioprocesami mozna zakwa-
lifikowa¢ do tzw. parametréw Srodowiskowych (np. temperatura, pH, czesto$¢ ob-
rotébw mieszadta, szybko$¢ napowietrzania, stezenie tlenu rozpuszczonego). Para-
metry te stosowane sg w klasycznych metodach sterowania biosynteza okreslonych
metabolitéw i nie sg bezposrednio skorelowane z metabolizmem hodowanych
drobnoustrojéw. Nowsze trendy w technikach optymalizacji oparte sg natomiast na
pomiarach rzeczywistej aktywnos$ci hodowanych komérek organizmoéw zywych (27).

Parametry bezposrednio zwigzane z metabolicznym drobnoustrojow, odzwier-
ciedlajace aktualng ich aktywno$¢ moga by¢ selekcjonowane w oparciu na bilansie
masowym bioprocesu:

Substrat -I- O2 + Makroelementy -I- Mikroelementy Biomasa -I- CO2 + H20 -I- Produkt
Odnoszac to réwnanie do 6 podstawowych pierwiastkéw (wegla, wodoru, azotu,
tlenu, siarki i fosforu) i glukozy jako zrédta wegla, bilans masy procesu biotransfor-

macji glukozy do kwasu glukonowego w warunkach realizowanego tu procesu
przedstawi¢ mozna nastepujaco:
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+0. +NH; +P0J- +S0J- +CO. +H20 + C6H,207 (A)

Réwnanie to w sumaryczny sposéb ujmuje dwa gtdwne procesy zachodzgce pod-
czas biosyntezy kwasu glukonowego:
- proces syntezy biomasy

+0O. +NH; +P0™- +SOI ->C,H,N"O,S,Pf +CO. +H-0 (B)
- proces biotransformacji glukozy do kwasu glukonowego
~eNMuOe+jo, ->C,H,,0, ©

Z reakcji B i C wynika, ze wydzielanie dwutlenku wegla towarzyszy tylko proce-
sowi syntezy biomasy natomiast gaz ten nie wydziela sie w procesie transformacji
glukozy do kwasu glukonowego. Stad dla systemu ciggtej kontroli obu reakcji przy-
datna moze by¢ analiza wymiany gazowej grzybni.

Szybko$¢ asymilacji przez grzybnie tlenu ) jest sumg szybkosci przyswajania
tlenu niezbednego do podtrzymania podstawowych funkcji zyciowych i wzrostu
drobnoustrojéw (Qo”x) szybkosci przyswajania tlenu biorgcego udziat w proce-
sie biotransformacji glukozy do kwasu glukonowego (Qq"p):

Q02 ““Qojx "'QojP "

Szybkos¢ przyswajania tlenu odpowiedzialng za podtrzymanie podstawowych funkcji
zyciowych hodowanych drobnoustrojow i ich wzrostu (Qo”x) mozna okres$li¢ rownaniem:
Qco,
Qo,x [4]
RQx
Natomiast ilo$¢ tlenu odpowiedzialnego za biotransformacje glukozy do kwasu
glukonowego poprzez wyrazenie:

Qop  Qo, (5]
RQ:

W réwnaniach 4 i 5, RQx oznacza wspotczynnik oddechowy wzrostu drobno-
ustrojow. Ze stechiometrii reakcji B wynika, ze w poditozach weglowodanowych
wartos¢ RQx = 1,0. Z punktu widzenia bilansu elementarnego, uwzgledniajacego
stopnie redukcji glukozy jako substratu i powstajgcej biomasy wynika jednak, ze
wartos¢ wspoétczynnika oddechowego w procesie wzrostu drobnoustrojéw jest wyz-
sza od jednosci. Wedtug badan wihasnych (27) i doniesien innych autoréw (28) w cza-
sie fazy intensywnej syntezy biatek komdérkowych warto$¢ tego wspotczynnika ros-
nie, osiggajagc maksimum na poziomie 1,2.

W fazie akumulacji kwasu glukonowego, gdy procesy biotransformacji glukozy
i syntezy biomasy przebiegaja jednoczesnie, ogélny wspotczynnik oddechowy (RQ)
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procesu jest wynikowym odzwierciedleniem intensywnosci reakcji B i C. Ukrywana
jest zatem prawdziwa warto$¢ wspoétczynnika oddechowego wzrostu biomasy
(RQx), co sktania wielu badaczy do przyjecia zatozenia statosci RQx w czasie procesu
na poziomie = 1,0, czyli na poziomie stechiometrii reakcji oddychania tlenowego
(22,29). Inni autorzy (30) sugeruja jednak inne wartosci tego wspoétczynnika.

3.1. Estymacja stezenia produktu
Mierzac okreslong réwnaniem 5 szybko$¢ przyswajania tlenu zwigzang z tworze-

niem produktu (Qo”p)- mozliwe jest posrednie okreslenie szybkosci syntezy kwasu
glukonowego (Qp) poprzez zastosowanie hastepujgcej zaleznosci:

dP ]
0,
Qo,p dt
stad upraszczajgc, mozna przyjac:
Qop — P 17
a zatem szybkos¢ tworzenia produktu wyniesie:
Qp =Yp/oQ. 8

Opierajac sie na pomiarach wymiany gazowej grzybni, mozliwa jest estymacja
wartosci objetosciowej szybkosci tworzenia produktu (Qp):

Qp =Yp,0Q. 9]

Na podstawie ciagtych pomiaréw Q” p mozliwe jest takze okre$lenie aktualnego
stezenia kwasu glukonowego w podtozu:

Rt — ¢ | Yp/on’ dt ;io]

Na rysunku ! przedstawiono zaleznosci pomiedzy stezeniem kwasu glukonowe-
go oznaczanego metoda inwazyjng (czas pomiaru okoto Ih) i jego estymacjg opartg
na analizie wymiany gazowej Aspergillus niger (czas pomiaru ss czas rzeczywisty pro-
cesu). Dane te dowodzg dos¢ istotnej zbieznosci otrzymanych zaleznos$ci pomimo
odnotowania znacznych wahan wartosci estymowanej szybkosci tworzenia produk-
tu (rys. 2). Wahania Qp byty efektem zmian rozpuszczalnosci tlenu w podtozu i szyb-
kosci jego wnikania na skutek dozowania $rodka przeciwpianowego, majace bezpos-
redni wptyw na zmiany szybkosci tworzenia produktu (reakcja C).
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h200 J

Rys. 1. Stezenie kwasu glukonowego, wartos¢ rzeczywista (=) i estymowana (—). Wspotczynnik
przeliczeniowy ilosci przyswojonego tlenu na iloé¢ tworzonego produktu, warto$¢: teoretyczna (—--)
i rzeczywista (O).

Rys. 2. Szybko$¢ tworzenia produktu, warto$¢: rzeczywista (=) i estymowana (—).
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Wartos¢ Yplo w czasie procesu ksztattowata sie na stosunkowo wyréwnanym po-
ziomie (rys. 1) ustalajgc Srednig wartos¢ dla catego procesu na poziomie 373 g mol ’.
Rzeczywista warto$¢ Yp/o byla zatem nizsza od teoretycznej o 19 g mok’ (tab. 1), co
stanowito roznice o 4,8%.

Tabela

Wartosci statych stosowane przy estymacji stezenia substratu, biomasy i produktu

Oznaczenie J.m. Wartos¢
Yplo g mmoH 0,392
Ypls gg-1 10
Yx/o g mmoH 0,05
Yxis gg' 05
ROX - 12
nis gg'h 0,5
nio mmol g-' It 05

Zrédto; badania wiasne i dane literaturowe (22,27,31,32).

3.2. Estymacja tworzenia biomasy

Strzepkowy wzrost Aspergillus niger praktycznie uniemozliwia ciggte oznaczanie
biomasy, a tym samym wyklucza stosowanie metod sterowania bioprocesem w opar-
ciu na szybkosciach wiasciwych okreslonych parametrow. Estymacja stezenia bio-
masy i szybkosci jej wzrostu stwarza zatem szanse na optymalizacje jej aktywnosci
i zapewnienie odpowiednich proporcji pomiedzy intensywnoscig przebiegu reakcji
BiC

Po odjeciu od catkowitego strumienia asymilowanego przez grzybnie tlenu, cze-
§ci zwigzanej z syntezg kwasu glukonowego (reakcja 3), pozostata jego czes¢ stano-
wi sume szybkosci przyswajania tlenu zapewniajgcego sprawny przebieg przemiany
podstawowej drobnoustrojow (Qq'x ) ' szybkosci przyswajania tlenu odpowiedzial-
nego za przyrost biomasy (Qo"x )

QojX  QojX,, “kQojXg 1

Szybko$¢ przyswajania tlenu przemiany podstawowej (Qo,x,) mozna wyrazic¢
réwnaniem:
QoX, ~ o 12

a czes¢ asymilowanego tlenu zwigzanego z przyrostem komoérek poprzez:
Ox
dt

[13]
lub upraszczajac: " X0
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e =7 [14]

Zatem, biorac pod uwage wyrazenia 12-14, réwnanie 11 mozna zapisa¢ w postaci:

QoX ~ o ! ld‘X 115]

xlo
lub
Qo,x =X-mo - Qx [16]

Stagd objetosciowa szybko$¢ wzrostu biomasy (Qx) wyniesie:
Qx ““(QojX "X rno)Xxlo 117]

Mierzac szybkos¢ wymiany gazowej grzybni w czasie hodowli, mozliwe jest
okreslenie wartosci parametru Qq " (z réwnania 4), a zatem i estymacja szybkosci
wzrostu biomasy:

Qx =(Qox -X" ni,,)Y,,,, |18

oraz okreslenie jej zawartosci w podtozu w dowolnej chwili procesu:
[
J(Qo,x -X* ni,,)dt |19|

Na rysunku 3 przedstawiono zmiany stezenia biomasy w czasie procesu, ozna-
czone metoda inwazyjng poprzez suszenie odseparowanej od poditoza grzybni
w pobranej probie (czas oznaczenia 24 h) i metodg bezinwazyjng poprzez jej kalku-
lacje na podstawie analizy gazéw procesowych z réwnania 19 (czas oznacze-
nia « czas rzeczywisty procesu).

Estymacja stezenia biomasy pozwolita na bardziej precyzyjng orientacje w zakre-
sie ilosci biomasy w podtozu i szybkosci jej wzrostu w czasie rzeczywistym procesu
(rys. 3 i 4). Wyzszg zbieznos¢ wynikow estymowanych z rzeczywistymi uzyskiwano
w pOzniejszej fazie procesu, co wynikato ze stabilizowania sie wartosci tlenowego
wspoétczynnik przemiany podstawowej Aspergillus niger (mo) (rys. 5). Z rysunku 4 wy-
nika takze, ze metoda inwazyjna z koniecznosSci charakteryzujaca sie mniejszg cze-
stotliwoscig pomiaru, w przeciwienstwie do metody estymacji, nie ujmuje wszyst-
kich punktow charakterystycznych fazy wzrostu drobnoustrojow.
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Rys. 3. Stezenie biomasy, warto$¢ rzeczywista (A) i estymowana (—).

Rys. 4. Szybkos$¢ wzrostu biomasy, warto$¢: rzeczywista (A) i estymowana (A).
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Rys. 5. Tlenowy wsp6étczynnik przemiany podstawowej, warto$¢ rzeczywista (m) i aproksymowana (—).

Rys. 6. Szybkos$¢ wiasciwa wzrostu, warto$¢ rzeczywista (A) i estymowana (O).
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Do estymacji stezenia grzybni w podtozu wykorzystywano statg wartosc¢ tteno-
wego wspoétczynnika przemiany podstawowej (mo) (tab.), natomiast w celu badania
zmiennosSci wartosci tego wspotczynnika w czasie procesu, zastosowano réwnanie
(20) z wykorzystaniem aproksymowanych wartosci rzeczywistych stezenia biomasy.
~NA
20,

1 r
mo —-
X Y’X/O y

Estymacja stezenia grzybni i szybkosci jej wzrostu oparta na wymianie gazowej
hodowli pozwala na wyznaczanie w sposob cigglty takze wiasciwej szybkosci wzro-
stu Aspergillus niger (p) (rys. 6):

Womgx [21

3.3. Estymacja stezenia substratu

Procesy syntezy biomasy i produktu odbywajg sie kosztem zmniejszania sie za-
sobéw Zrodet wegla i energii w pozywece:

dt
Rzeczywista szybkos$¢ tych proceséw sumarycznie odzwierciedlana jest w rze-
czywistej szybkosci przyswajania substratu

Qs=- Q 23]

v Vs pls y

a zatem i w wartosci estymowanej tego parametru

Q S=- [24]
V ¥x/s Vp/s y

Po rozwinieciu w réwnaniu 24 zawartych w nim wyrazen Qp i poprzez pod-
stawienie zalezno$ci 9 i 18, widoczny jest udziat wartosci parametréw pierwotnych
i pochodnych, mierzonych w spos6b bezinwazyjny w ksztattowaniu wartosci para-
metru Qj:

(Qo,x -nio)-Yx/o Yp/o-Qop
i "TmcetA. [25]

Qs
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Na podstawie odpowiednich przeksztatcern mozliwa jest takze estymacja aktual-
nego stezenia weglowodanéw w podtozu:

|
Xo Yo J(QOX "X 1mo)dt B . Y‘p/o Q0w dt

sf =s! + + mjxn~dt  [26]

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw uzyskano stosunkowo dobrg
zbiezno$¢ oznaczen stezenia glukozy w podtozu metodg inwazyjng i bezinwazyjna
(estymowang) (rys. 7). W spos6b posredni zostata zatem potwierdzona zadowa-
lajgca precyzja pomiardéw bezposrednich i zastosowanych bezinwazyjnych metod
okreslania szybkosci tworzenia zarowno ilosci biomasy jak i ilosci powstajgcego
kwasu glukonowego (rys. | i 3). Réwnanie [26] bowiem, syntetycznie ujmuje efekt
intensywnosci i efektywnosci przebiegu dwaéch gtéwnych proceséw, odzwierciedla-
jacych badany bioproces.

Woyczerpanie sie poczatkowej puli zrodta wegla z podtoza spowodowato obnize-
nie szybkosci tworzenia produktu (Qp) (rys. 2). Ponowny wzrost wartosci tego para-
metru wynikat z wprowadzenia do podtoza dodatkowej porcji glukozy (rys. 7).
Zmiany stezenia cukru byly odzwierciedlane w mierzonej w sposéb ciggty wartosci
parametru ,,softwarowego” Qp, natomiast ze wzgledu na czestotliwo$¢ pomiaréw
dokonywanych metoda tradycyjng, nie znajdowaty odzwierciedlenia w rzeczywistej
wartosci Qp (rys. 2). Podobne ukrywanie charakterystycznych zmian wartosci po-
szczegolnych parametréw odnotowywano w przypadku i innych wielkosci, np. w po-
miarach: szybkosci wzrostu biomasy (rys. 4), wartosci tlenowego wspotczynnika
przemiany podstawowej (rys. 5), szybkosci whasciwej wzrostu biomasy (rys. 6) itd.

Znajomos¢ stezenia biomasy i jej aktywnosci w zakresie szybkoSci przyswajania
substratu i tworzenia produktu w czasie rzeczywistym procesu, umozliwiata roz-
poznanie aktualnego stanu metabolicznego hodowanych drobnoustrojéw oraz do-
stosowanie warunkoéw srodowiskowych (pH, szybkosci mieszania i napowietrza-
nia, stezenia tlenu rozpuszczonego) do wartosci optymalnych z punktu widzenia
maksymalizacji efektywnosci prowadzonego bioprocesu (33). Parametrami stano-
wigcymi dobre kryterium optymalizacyjne okazaty sie szybkosci wiasciwe przy-
swajania substratu i syntezy produktu oraz stosunek wartosci obu parametrow,
ktéry na biezaco weryfikowat efektywnos¢ realizowanych algorytmoéw sterujgcych
hodowlg poprzez wykazywanie zmian aktualnej wydajnosci substratowej przemian
(rys. 8).

W rezultacie zastosowanego systemu pomiarow, monitorowania aktywnosci me-
tabolicznej biomasy i sterowania bioprocesem uzyskano wysoka efektywno$¢ bio-
transformacji glukozy do kwasu glukonowego charakteryzowanego wspoétczynni-
kiem wydajnosci substratowej = 1,0 g g ', przy szybkosci tworzenia produktu na
poziomie 5 g dm* h’ (23).
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Rys. 7. Stezenie substratu w podtozu, warto$¢ rzeczywista (m) i estymowana (OJ).

Rys. 8. Efektywnos¢ procesu biosyntezy kwasu glukonowego. Przyktadowy parametr sterujacy pro-
cesem biotransformacji glukozy do kwasu glukonowego w systemie on-line.
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4. Whnioski

1. w wyniku badan stwierdzono istotne zalezno$ci pomiedzy rzeczywistymi
wartosciami stezenia biomasy, szybkosci jej wzrostu, aktywnosci kwasotworczej,
szybkosci tworzenia produktu, szybkosci przyswajania substratu a wartosciami tych
parametréw estymowanych w czasie rzeczywistym procesu z wykorzystaniem po-
miaréw bezposrednich szybkosci wymiany gazowej Aspergillus niger.

2. Do ciggtego monitorowania aktywnosci przemiany podstawowej i szybkosci
wzrostu biomasy duzg przydatnos$¢ wykazuje szybkos¢ wydzielania dwutlenku we-
gla przy zatozeniu stalej wartosci wspoétczynnika oddechowego RQx w fazie akumu-
lacji produktu na poziomie 1,2. Estymowang szybkos$¢ syntezy biomasy reprezentu-
je réwnanie =(Qoyx -

3. Do kontroli aktywnosci kwasotworczej Aspergillus niger moze by¢ stosowana
estymowana szybkos$¢ biotransformacji glukozy do kwasu glukonowego okreslona
réwnaniem Qp =Yp/oQo”p.

4. W rezultacie zastosowania systemu sterowania procesem opartego na bezin-
wazyjnej technice pomiaréw parametroOw procesowych, substytucji wartosci para-
metrow rzeczywistych wymagajgcych poboru préob wartoSciami estymowanymi po-
zwalajacymi na optymalizacje parametréw aktywnosci biomasy w systemie on-line,
mozliwe byto uzyskanie wysokiej efektywnosci konwersji substratu do kwasu gluko-
nowego charakteryzowanego wartosciami wspoétczynnika wydajnosci substratowej
na poziomie 1,0 g g’ i szybkosci tworzenia produktu =5 g dm™ h .

Symbole

a,b,c,d,e,f - wspdtczynniki
objeto$¢ molowa gazu (dm”~ mol”*)

h godzina

mo - tlenowy wspoiczynnik przemiany podstawowej mmol (g h-1]

ms substratowy wspoétczynnik przemiany podstawowej (g g h-M

P stezenie produktu (g dm")

P02 - stezenie tlenu rozpuszczonego {%)

ap szybkos$¢ whasciwa tworzenia produktu [aktywnos$¢ kwasotwércza] (mg g ' h™)
P. gx - Szybko$C wiasciwa wzrostu biomasy [wiasciwa szybkos¢ wzrostu] (h ')
as szybkos$¢ wiasciwa przyswajania substratu (mg g” h”’)

Qa - objetosciowa szybko$¢ napowietrzania (Ir")

QcOj “* objetosciowa szybkos¢ wydzielania dwutlenku wegla (mmol dnr™ h*)
Qo. - objetosciowa szybko$¢ przyswajania tlenu (mmol dnr™ h )

QojP “* objetoSciowa szybkos¢ przyswajania tlenu tworzenia produktu (mmol dm* h*)
Qo,x *“ objetosciowa szybko$¢ przyswajania tlenu zwigzanego ze wzrostem
i utrzymaniem aktywnos$ci biomasy (mmol dnr® Ir’)
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Qo,Xn,’

Qo,x,
Qp
Qs
Qx

RQ
RQx

Yplo 1
Ypls 1
Yxlo 1
Yx/s 1

Ocl?
9c0jA

Indeks

Monitorowanie aktywnosci metabolicznej A. niger w procesie sterowania biotransformacja glukozy

- objetosciowa szybkos$¢ przyswajania tlenu przemiany podstawowej bioma-
sy (mmol dnr”™ Ir")

- objetosciowa szybkos¢ przyswajania tlenu zwigzanego ze wzrostem bio-
masy (mmol dm* Ir")

.- objetosciowa szybkos¢ tworzenia produktu [produktywno$é] (g dm™ h™)
.- objetosciowa szybkos$¢ przyswajania substratu (g dnr™ Ir')

.- objetosciowa szybkos$¢ wzrostu biomasy (g dm'” h ")

-- wspotczynnik oddechowy

.- wspotczynnik oddechowy utrzymania aktywno$ci biomasy i jej wzrostu

- stezenie wegtowodanow w podtozu (po hydrolizie) (g dm™)

- czas procesu (h)

- stezenie biomasy (g dnr)

- wspbtczynnik proporcjonalnosci pomiedzy iloscig przyswojonego tlenu a ilo$-
cig powstajgcego produktu (g mok")

- wspoétczynnik proporcjonalnosci pomiedzy iloscig przyswojonego substra-
tu a iloscig powstajgcego produktu (g g™)

- wspoétczynnik proporcjonalnosci pomiedzy iloscig przyswojonego tlenu a ilos-
cig powstajgcej biomasy (g mok")

- wspodtczynnik proporcjonalnosci pomiedzy iloscig przyswojonego substra-
tu a iloscia powstajacej biomasy (g g )

- udziat objetosciowy dwutlenku wegla w gazach fermentacyjnych

- udziat objetosciowy dwutlenku wegla w powietrzu

- udziat objetosciowy tlenu w gazach fermentacyjnych

- udziatl objetosciowy tlenu w powietrzu

gorny E - wartosci estymowane
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