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1.Wprowadzenie

ednym z zasadniczych probleméw w procesie hodowli fermentorowej jest
Jzapewnienie dostatecznie szybkiego i rownomiernego doptywu tlenu do ko-
morek. Jest to wynikiem duzej szybkosci zuzywania tlenu przez komarki oraz
niskg jego rozpuszczalnoscig w podiozu wynoszaca 5-7 mg/l. Taka zawartosc
tlenu w podtozu moze by¢ wykorzystana przez drobnoustroje w ciagu Kilku-
dziesieciu sekund (1).

Niedobdr tlenu w mikrobiologicznych procesach tlenowych powoduje po-
wstanie warunkow limitacji tlenowej okreslanej jako stezenie krytyczne tlenu.
Dla réznych proceséw wynosi ono zwykle kilka procent stanu nasycenia
hodowli tlenem powietrza atmosferycznego. Konsekwencjg limitacji tlenowej
jest ograniczenie procesdw oddechowych drobnoustrojéw, wzrostu komorek,
co w rezultacie prowadzi do znacznego obnizenia lub braku biosyntezy pro-
duktu (2,3).

Proces hodowli fermentorowej, w ktdrym natlenianie podtoza hodowlanego
uzyskuje sie przez jego napowietrzanie i mieszanie, prowadzony jest w bio-
reaktorach wyposazonych w urzgdzenia napowietrzajagce, mieszadia oraz in-
stalacje do automatycznej regulacji wartosci pH, temperatury, odpienienia
itp. Zapewnienie wlasciwych warunkéw mieszania i napowietrzania, zwlaszcza
z uzyciem grzybow nitkowatych, stanowi szczeg6lnie trudny problem techni-
czny. Istnieje mozliwos¢ poprawy stopnia natlenienia poprzez zwiekszenie in-
tensywnosci mieszania, jednakze genemje to duze sity Scinajgce. Gtéwnym
ich zrédlem sa powstajace w cieczy mikrowiry o zmiennych wymiarach i kie-
runkach. Przy zderzeniu sie wiru z czgstka statg, np. komdrka, nastepuje
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rozproszenie energii na jej powierzchni i fizyczne uszkodzenie sciany komor-
kowej. Tego rodzaju zjawiska wystepujg gtdwnie w fermentorach z mieszad-
tami mechanicznymi, gdzie obok mikrowiréw niebezpieczne dla komoérek sg
takze dynamiczne uderzenia komoérek o elementy konstrukcji fermentora (mie-
szadlo, przegrody, czujniki) (4). Mikroorganizmy tworzace agregaty komoérkowe
(jak A. niger) sg wrazliwe na wysokie naprezenia styczne na koncach mie-
szadetl. Ponadto energia zuzywana na mieszanie i napowietrzanie stanowi zna-
czng czes¢ kosztéw procesu biosyntezy mikrobiologicznej. Stalo sie to impul-
sem do poszukiwania mniej energochtonnych rozwigzan tych proceséw. Celem
badan byta ocena przydatnosci nowego systemu automatycznego sterowania
stopniem natlenienia pozywki w procesie fermentacji glukonowej, nie stoso-
wanego w dotychczasowych rozwigzaniach konstrukcyjnych bioreaktoréw, po-
zwalajgcego na utrzymanie wzglednego stezenia rozpuszczonego tlenu (p02)
w granicach od 1 do 100% +2% przez dodatek roztworu nadtlenku wodoru.

2. Materiaty i metody badan

2.1. Organizm i podtoza hodowlane

W badaniach uzyto mutanta A. niger AM-11 pochodzacego z kolekcji Za-
ktadu Mikrobiologii Przemystowej UMCS (5).

2.2. Hodowla fermentorowa

Bioreaktor laboratoryjny (Biostat B, firmy B. Braun Biotech International
GmbH) o pojemnosci 2000 ml, po napetnieniu 1600 ml pozywki sktadajacej
sie z glukozy — 8%, ekstraktu drozdzowego — 0,5%, KNO3 — 1,0%, KH2PO4
— 0,1%, CaCOs — 2,5% (oddzielnie jalowiony) oraz po jego w}/sterylizowaniu
w autoklawie przy nadcisnieniu 0,075 MPa w ciggu 20 minut, zaszczepiano
materiatem posiewowym w postaci 48-godzinnej hodowli wytrzasanej szczepu
Aspergillus niger AM-11 w ilosci 10% w stosunku do objetosci pozywki. Ho-
dowle prowadzono w bioreaktorze przez okres 72 godzin, w temperaturze 30°C,
przy jej mieszaniu z szybkoscig obrotow mieszadta wynoszaca 300 obr/min,
oraz automatycznym dozowaniu wody utlenionej o stezeniu 20% umozliwia-
jacym utrz3mianie stalego poziomu tlenu na poziomie 30% 2%.

2.3. Kontrola stopnia natleniania podtoza

Urzadzenie do kontroli stopnia natlenienia podioza hodowlanego (rys. 1)
w bioreaktorze sktada sie z czujnika stezenia tlenu pO2, ktdory stanowi ele-
ktroda tlenowa (3), pompy perystaltycznej (10), programowanego regulatora
stezenia tlenu (8) i zbiornika nadtlenku wodoru (11). Urzadzenie to pozwala
na automatyczne utrzymanie stalego stezenia rozpuszczonego tlenu (w gra-
nicach od 1 do 100%) przez dodatek roztworu nadtlenku wodoru (18).
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Rys. 1. Schemat urzadzenia do natleniania podtoza hodowlanego: 1 — zbiornik bioreaktora,
2 — mieszadto mechaniczne, 3 — elektroda tlenowa, 4 — wzmacniacz, 5 — przetwornik ana-
logowo-cyfrowy, 6 — filtr, 7 — modut, 8 — programowany regulator stezenia tlenu, 9 — za-
silacz, 10 — pompa, 11 — zbiornik nadtlenku wodoru, 12 — przewéd doprowadzajacy nad-
tlenek wodoru.

2.4. Analityka

Aktywnos¢ oksydazy glukozowej okreslono metodga enzymatyezna, przyj-
mujge, zajej jednostke taka ilos¢ enzymu, ktéra uwalnia 1 gmol H202 z roz-
tworu glukozy w eiggu minuty na 1 ml przesgezu lub rozkiada 1 gmol H202
(w przypadku katalazy) (6). Zawartos¢ kwasu glukonowego okreslano metodg
wysokosprawnej ehromatografii eieezowej (ehromatograf cieezowy — LC-5A
produkeji ezeskiej) i wyrazano w g/l podioza. Glukoze analizowano metodag
Lloyda i Whelana (7), natomiast biatko wedlug proeedury Sehaeterle i Pol-
laeka (8). Stezenie rozpuszezonego tlenu w podiozu mierzono przy uzyeiu
elektrody Ingolda (Mettler-Toledo GmbH) i wyrazano w procentaeh wzgled-
nego nasyeenia hodowli tlenem powietrza atmosferycznego. Wydajnos¢ bio-
masy okreslano wagowo przez wysuszenie dgrzybni do statej wagi w temp.
105°C. Po zakornczeniu hodowli grzybnie dezintegrowano przy uzyciu homo-
genizatora szklanego typu Potter-Elvehjema ze szklanym trzonem obracaja-
cym sie z szybkoscig 100 obr/min; wewnatrzkomorkowa oksydaze glukozowag
i katalaze ekstrahowano ze zdezintegrowanej grzybni przy uzyciu 0,1 M bu-
foru Mc llvaine’a (pH 6,0).

3. Wyniki badan i Ich omoéwienie
Niska zawartos¢ tlenu w $srodowisku hodowlanym, szczegélnie w proce-

sach z duza gestoscig biomasy powoduje jego szybkie wykorzystanie przez
drobnoustroje. Zastgpienie powietrza czystym tlenem tylko czesciowo rozwig-
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zuje ten problem. Zwiekszenie szybkosci mieszadta powyzej 300 obr/min
powoduje uszkodzenie grzybni A. niger z uwagi na duze sity Scinajgce (9).
Mozliwos¢ niekonwencjonalnego rozwigzania tego problemu wynika ze sto-
sunkowo wysokiej aktywnosci katalazowej grzybni A. niger, ktora rozkladajac
podawany nadtlenek wodoru, dostarcza tlenu do wzrostu, syntezy enzymow
i kwasu glukonowego.

Wstepne wyniki wskazujg na znaczny wzrost stezenia tlenu w podiozu
hodowlanym w warunkach kiedy tradycyjne napowietrzanie sprezarkg (2 |
powietrza/t poditoza/min) zastgpiono automatycznym dozowaniem H202.
Najwyzszg akt}rwuos¢é wewnatrz- i zewngtrzkomorkowej oksydazy gtukozowej
(OG) uzyskano w tych warunkach odpowiednio po 36 i 48 godz. hodowli.
Aktywnos¢ wewnatrzkomorkowej katalazy uzyskata swoje najwyzsze wartosci
juz po 24 godz. hodowti, zas jej frakcji zewnatrzkomodérkowej dopiero po 48
godz. Warto przy tym odnotowacé, ze zaréwno aktywnosci wewngtrzkomor-
kowej oksydazy gtukozowej, jak i katalazy byly wyzsze od aktywnosci frakcji
zewnatrzkomoérkowych (odpowiednio 1,4 i 4,8-krotnie). Poréwnanie aktywno-
Sci wewnatrzkomaorkowej katatazy otrzymanej w warunkach natteniania nad-
tlenkiem wodoru oraz przy napowietrzaniu klasycznym wykazato ponad 5-
krotnie wyzsza aktywnos¢ tego enzymu w pierwszym przypadku. Obserwo-
wane szybkie zuzycie glukozy po 36 godz. hodowli korelowalo z najwyzszym
przyrostem kwasu glukonowego. llosci wytwarzanego w tych warunkach kwa-
su glukonowego byly stosunkowo duze i wahaly sie w granicach od 47,0 do
51,3 g/t. Oznacza to, ze byly prawie 3-krotnie wyzsze od uzyskanych metodg
tradycyjnego natieniania powietrzem atmosferycznym (tab. 1). Sucha masa
grzybni przyrastata do konca czasu hodowli i byta zblizona do uzyskanej
w warunkach klasycznego napowietrzania (tab. 1), co moze $wiadczy¢ o bra-
ku toksycznego oddziatywania nadtlenku wodoru na wzrost grzybni (9-10).
Dodawany 20% roztwor nadtlenku wodoru wptywat na rozcienczenie pozyw-
ki. Jego zuzycie wynosito 78,2 oraz 275,1 mt odpowiednio po 24 i 48 godz.
hodowli, a zatem w okresie, kiedy uzyskano najwyzsze aktywnosci katalaz}-",
OG oraz zawartos¢ kwasu glukonowego. W stosunku do wyjsciowej objetosci
podtoza (1600 mi) stanowi to jego rozcienczenie w granicach 4,5 do 17,2%.
Rozcienczenie podioza nie miato ujemnego wplywu na fermentacje. W pre-
zentacji wynikéw uwzgledniano stopien rozcienczania podtoza po kazdym
okresie hodowli.

Wiele danych literaturowych $swiadczy o korzystnym wplywie zwiekszonej
zawartosci tlenu w srodowisku hodowlanym na synteze OG (11-13). Aktyw-
nos¢ OG uzyskanej w warunkach natleniania byta 2-krotnie wyzsza w po-
rownaniu z hodowlg napowietrzang powietrzem atmosferycznym (11). Wzgled-
ne stezenie tlenu w Srodowisku hodowlanym nizsze niz 5% jest Czynnikiem
ograniczajgcym synteze tego enzymu przez A. niger (3). Jednakze w przy-
padku enzymu wytwarzanego przez P. variabile niskie stezenie tlenu (1-5%)
nie ma negatywnego wplywu na jego synteze (2).
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Tabela !
Dynamika wytwap"zania oksydazy glukozowej, katalazy oraz kwasu glukonowego
PRZEZ MUTANTA Aspergillus, niger AM 11 NA PODLOZU MINERALNYM
W WARUNKACH NIEKONWENCJONALNEGO NATLENIANIA PODLOZA*

Aktywnos¢ OG Aktjiwnos¢ KAT Sucha
Czas Kwas
. (U/ml) (U/mil) Glukoza masa
hodowli glukonowy .
(mg/ml) grzybni
(godz.) z w z w (/)
(g
12 0,2 0,6 57 54,7 66,9 51 7,2
24 0,4 1,9 11,8 86,9 58,5 12,2 8,0
36 0,7 2,9 12,2 86,4 12,3 47,0 13,0
48 2,0 2,4 18,2 82,1 0,01 51,3 15,4
60 12 2,4 9,0 68,0 0,0 45,6 20,0
72 1,2 2,3 9,1 66,8 0,0 35,7 22,4
*Z — zewnatrzkomoérkowa OG lub KAT (katalaza), W — wewnatrzkomorkowa OG lub KAT.

W ostatnim okresie wzrasta zainteresowanie zaréwno OG, jak i katalaza.
Oksydaza glukozowa znalazta dos$¢ szerokie zastosowanie w przemysle, ana-
lityce oraz w niektérych dziatach medycyny (14-16). Réwniez katalaza, moze
by¢ stosowana w przemysle spozywczym (do usuwania pozostatosci H202
wykorzystywanego do zimnej pasteryzacji mieka), tekstylnym, w medycynie
i analityce (17).

Uzyskanie tych enzymoéw jednoczesnie z kwasem glukonowym w jednym
procesie technologicznym znacznie obniza koszty zwigzane z ich wytwarza-
niem. Zastosowana niekonwencjonalna metoda natleniania podioza hodow-
lanego pozwala ponadto na obnizenie zuzycia energii niezbednej do napedu
sprezarki powietrza w klasycznym sposobie napowietrzania, unikniecie sto-
sowania kosztownej emulsji odpieniajacej oraz filtra mikrobiologicznego. W ta-
beli 2 poréwnano niektére koszty napowietrzania podtoza metoda klasyczna
i niekonwencjonalng. W zestawieniu kosztéw nie uwzgledniono ceny spre-
zarki powietrza i sterownika do regulacji stezenia tlenu w podtozu hodow-
lanym ze wzgledu na ich poréwnywalne wielkosci. Ponadto koszt podtoza
hodowlanego w obydwu przypadkach byt identyczny.
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Tabela 2
Poréwnanie niektérych kosztéw* napowietrzania metoda klasyczna
| niekonwencjonalnego sposobu natleniania podtoza hodowlanego w ciagu 24 GODZ.

Sktadniki kosztéw klasycznego sposobu napowietrzania Kc()zs;ty
cena filtra mikrobiologicznego 10,0
cena zuzytej emulsji odpieniajacej 1,0
cena zuzytej energii elektrycznej:
— do mieszania podioza (silnik 0,2 kW, praca ciagta) 1.2
— do napedu sprezarki powietrza (silnik 0,8 kW, praca cykliczna) 2,0
Razem 14,2

Skiadniki kosztéw niekonwencjonalnego sposobu natleniania

cena zuzytej wody utlenionej 0,8
cena energii elektrycznej:
— zuzytej do mieszania podtoza (silnik 0,2 kW, praca ciagta) 1,2
Razem 2.0

* cena 1 kWh = 0,24 zi, cena 1 kg H=02 = 3,0 z}, cena 100 ml emulsji odpieniajacej (Sigma)
= 44,0 zt (20 DM)

Skonstruowane urzadzenie pozwala na kontrole i automatyezne natlenia-
nie podiloza wedlug zaplanowanego wczes$niej schematu. Do korzysci wyni-
kajacych z zastosowania wymienionego sposobu napowietrzania nalezy zali-
czy¢: zwiekszenie wydajnosci biosyntezy katalazy i kwasu glukonowego,
unikniecie zakazen w wyniku wadliwego napowietrzania, niwelowanie duzych
naktaddw energetycznych na napowietrzanie. Dodatkowo obecno$¢ H202 za-
pewnia sterylnos¢ uktadu aparaturowego. W stosunku do metod klasycznych
znacznie wzrasta produkcyjnosé¢ systemu, ktéry umozliwia ponadto w}” kona-
nie Scistego bilansu tlenowego. Natlenianie wodg utleniong podtoza hodow-
tanego pozwolito na unikniecie jego pienienia i wypieniania sie oraz wysokich
kosztow emulsji odpieniajgcej. Istnieje takze mozliwos¢ adaptacji systemu
do bioremediacji zanieczyszczen zawierajgcych wysoko zredukowane substra-
ty (weglowodory), wymagajacej duzego stezenia tlenu w podiozu.

4. \Wnioski

1. Testowany sterownik do automatycznej kontroli stopnia natleniania
poditoza hodowlanego pozwala na utrzymanie wzglednego stezenia rozpusz-
czonego tlenu wedlug zaprogramowanego wczesniej schematu.

2. W wyniku zastosowania nowej metody uzyskano ponad 5-krotny przy-
rost aktywnosci wewnatrzkomorkowej katalazy oraz kwasu glukonowego (3-
krotny) w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi przy napowieti'zaniu klasy-
cznym.
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3. Natlenianie podtoza tym sposobem pozwala ponadto na uzyskanie zna-
eznych korzysei ekonomieznyeh wynikajgeych ze zmniejszenia zuzycia energii
elektiycznej na prace pompy, unikniecie stosowania kosztownej emulsji od-
pieniajgcej oraz filtrow bakteriologicznych.
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Utility of unconventional oxygenation of culture in gluconic acid fermentation
Summary

A new apparatus for controlling dissolved oxygen concentration in the culture media was
tested. Using the apparatus, the automatic dosing of hydrogen peroxide (decomposed by catalase
to oxygen and water) was possible, and a significant increase of dissolved oxygen, gluconic acid
(3-fold) and over 5-fold intracellular catalase activity were obtained in comparison with the
traditional aeration. It also minimises contamination, lowers the expenses on power consumption
of aeration, reduces foaming and, consequently, high cost of antifoam emulsion and bacterio-
logical filters.
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unconventional oxygenation, glucose oxidase, catalase, gluconic acid, Aspergillus niger.
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