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1.Wstep

procesach biosyntc25y prowadzonych metoda hodowli wgtebnej najwaz-

niejszym problemem jest zapewnienie efektywnego natleniania podioza
oraz sterylnych warunkéw przebiegu procesu. Wymagania te spetniaja naj-
lepiej cisnieniowe bioreaktoiy zbiornikowe z mieszadtem, wykonane ze stali
kwasoodpomej. Intensywnos$¢ natleniania w tych bioreaktorach zalezy gtéw-
nie od rodzaju ukladu mieszajgco-napowietrzajgcego oraz wiasciwosci fizy-
kochemicznych podioza. W bioreaktorach zbiornikowych z mieszadtem ener-
gia zuzywana jest zar6wno na mieszanie jak i napowietrzanie roztworu, a za-
tem ich konkurencyjnos¢ w stosunku do innych typow bioreaktoréw maleje
wraz ze wzrostem objetosci, ze wzgledu na szybko rosngce zuzycie energii.
Z tego wzgledu w ostatnich latach obserwuje sie intensyfikacje badan w za-
kresie konstrukcji nowych bioreaktoréw zapewniajgcych dobrg wymiane ma-
sy i ciepta przy nizszym zuzyciu energii.

Do takich bioreaktoréw nalezg m.in. bioreaktory bezmieszadtowe z natu-
ralng cyrkulacja cieczy, zwane bioreaktorami barbotazowymi, saturacyjnymi
lub air-lift. W bioreaktorach tego typu w wyniku powstatej réznicy cisnien
wystepuje cyrkulacja roztworu co zapewnia intensywng wymiane tlenu przy
stosunkowo niskim zuzyciu energii (3).

W procesach biosynte/"y kwasu cytrynowego problem dostatecznego wni-
kania tlenu do komoérek drobnoustrojow nabiera szczegdlnego znaczenia, gdyz
jego stosunkowo mata rozpuszczalnosé w podtozu jest zmniejszana dodatkowo
przez duza, rosngca w czasie procesu biosyntezy lepkos¢ podtoza fermenta-
cyjnego (4). Niewielka ilos¢ tlenu rozpuszczonego w podiozu, dostepna dla
drobnoustrojow stwarza takze wysokie wymagania w stosunku do warunkow
hydrodynamicznych w jakich prowadzony jest proces. Praktyka wykazuje bo-
wiem, ze zaktdcenia w dostarczaniu tlenu do podtoza hodowlanego wynikajace
np. z nieprawidtowego rozmieszczenia lub kata ustawienia topatek mieszadta.
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szybkosci obrotowej watu mieszadia itp. przyezyniaja sie do powstawania tzw.
,»Stref martwych” co w konsekwencji wptywa niekorzystnie na aktywno$¢ me-
taboliezng drobnoustrojow.

Z drugiej strony, prawie wszystkie bioreaktoiy, stosowane w Polsce do
biosyntezy kwasu cytrynowego, byty projektowane do innyeh celéw, gtownie
do bios}nitezy antybiotykéw, a zatem nie sa one optymalne do biosyntezy
kwasu, ze wzgledu ehoeiazby na inny rodzaj stosowanych drobnoustrojéw
oraz odmienny skiad i wiasciwosci reologiczne podtozy hodowlanych.

W trakcie naszych badan dotyczacych wdrazania opracowanej technologii
biosyntezy kwasu eytrynowego w kilku zakladaeh w kraju, przeprowadzono
réwniez oeene zainstalowanych tam bioreaktoréw pod katem ich przydatnosci
do biosyntezy kwasu. Dotye2yty one gtdwnie eharakteiystyki hydrodynamicz-
nej oraz okreslenia objetosciowego wspotezynnika wnikania tlenu (kLa) w celu
ustalenia optymalnego schematu natleniania (5, 6). W praey przedstawiono
porownanie réznych bioreaktoréw przemystowych stosowanych do biosyntezy
kwasu cytrynowego z punktu widzenia ich hydrodynamiki i wymiany masy
oraz uzyskiwanych w nich wydajnosciach i produktywnosciach biosyntezy
kwasu cytrynowego.

Charakterystyka objeto nastepujgce typy bioreaktorow:

— bioreaktory zbiornikowe z mieszadtem o poj. 10 m” (,,Biorol” Waicz),
30 m” (,,Polfa” Krakéw), 50 m” i 150 m”™ (WKC Racib6rz),

— bioreaktor zbiornikowy typu atr-lift o poj. 26 m” (,,Polfa” Krakdw).

2. Materiaty i metody badan

2.1. Pomiar czasu cyrkulacji (tc) i czasu mieszania (tm)

Do pomiam tych parametrow zastosowano pH-metr z szybkobiezna tasma
rejestracyjna firmy Radelkis, jako wskaznika uzywano stezonego kwasu siar-
kowego. Spos6b pomiaru tych parametréw prowadzono zgodnie z podang me-
todyka (6,7).

2.2. Pomiar wspétczynnika zatrzymywania gazu (Eg)

Wspotczynnik Eq obliczano przez pomiar wysokosei stupa eieczy przy roz-
nych szybkosciach napowietrzania wg podanej metodyki (6,7).

2.3. Pomiar stezenia tlenu rozpuszczonego w roztworze oraz zawartosci tlenu

w gazach odlotowych

Stezenie tlenu rozpuszczonego w podtozu w czasie biosyntezy kwasu mie-
rzono za pomocg galwanicznego czujnika tlenowego z membrang oraz urzg-
dzenia do pomiaru zwanego Oxysterem. Zawarto$¢ tlenu w gazach odlotowych
mierzono za pomocg paramagnetycznego analizatora tlenu ,,Permolyt 2.
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W oparciu o te parametry obliczono objetosciowy wspotczynnik wnikania tle-
nu (kLa), stosujac metode bilansowa. Szczegdtowe zasady pomiaru tych wiel-
kosci zob. poz. (6, 7).

3. Wyniki badan i ich omowienie

Charakterystyke konstrukcyjng badanych bioreaktoréw przedstawiono
w tab. 1. Nalezy tu zwr6cié uwage przede wszystkim na dwa parametry,
a mianowicie na: stosunek wysokosci bioreaktora do jego S$rednicy, ktory
wahat sie od 2,3:1 (30 m") do 3,5:1 (10 m") oraz na szybkos¢ obwodowg
mieszadta, ktéra byta znacznie zréznicowana, wahajac sie od 2,5 m/s dia
bioreaktora o pojemnosci 10 m” do 6,3-7,8 m/s dla bioreaktora o pojemnosci
150 m~. Zrdznicowanie to znalazto swoje odzwierciedlenie w ksztattowaniu sie
parametrow hydrodynamicznych bioreaktoréw, ktére przedstawiono w tab. 2.

Szybko$¢ cyrkulacji w bioreaktorach mieszadtowych wahata sie od okoto
30 cm/s do okoto 70 cm/s w zaleznosci od typu bioreaktora oraz szybkosci
napowietrzania. Najnizszymi szybkosciami cyrkulacji charakteryzowat sie bio-
reaktor o pojemnosci 10 m”, a najwyzszymi bioreaktor o pojemnosci 30 m~.
Natomiast czas mieszania wahat sie od okoto 60 s dla bioreaktora 10 m” do
okolo 120- 180 s dla bioreaktora 30 m”. Bioreaktory o wyzszych pojemno-
Sciach (50 m” i 150 m”) wykazywaty wartosci posrednie. Parametry te zmie-

Tabela 1
CHARAKTERYSTYKA GEOMETRYCZNA BADANYCH BIOREAKTOROW

Bioreaktor 10 m» 30 m® 50 m" 150 m» *26 m»
$rednica, m 1,7 2,6 3,0 4,0 1,8
wysokos$é, m 5,68 5,96 8,5 13,44 10,8
stos. wysokosci do 3,5:1 23:1 2.85:1 3.35:1 6:1
Srednicy
$red. mieszadta, m 0,4 0,7 1,0 1,2-1,5 —
liczba mieszadet. Q a
sztuk
obroty mieszadita, 120 120 100 100 —
min
szybkos$¢ obwod. 25 4.4 5.23 6.3-7.8 .

mieszadta, m/s

* — bioreaktor bezmieszadtowy typu air-lift (rura cyrkulacyjna kwadratowa o boku 1,25 m
i wysokosci 9,0 m)
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niaty sie wraz ze zmiang szybkosci napowietrzania. W przypadku bioreaktora
typu air-lift parametry te byly wyzsze i zmieniaty sie w zaleznosci od szybkosci
napowietrzania w granicach szybkosci cyrkulacji od 22,0 do 57,0 cm/s,
a czas mieszania od 240 do 72 s.

Tabela 2
Ksztattowanie sie niektérych parametréw hydrodynamicznych bioreaktoréw przy statych obrotach
MIESZADEA | ROZNYCH SZYBKOSCIACH NAPOWIETRZANIA

Szybkos$¢ napowietrzania (Vp) [wm]

parametr bioreaktor 0 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60
szybko$¢ 10 m» 34 36 32 31 32 45 49 34
cyrkulacji 30 m* 68 63 61 60 58 66 69 78
(Uc) 50 m? 55 47 50 55 44 51 66 —
[cm/sekj 150 m~ 42 35 42 37 55 57 48 —

*26 m~ — — 220 300 360 420 470 570
czas 10 m» 120 65 66 66 54 46 61 70
mieszania 30 m* 118 108 115 120 160 178 196 —
(tm) 50 m? 74 82 96 148 138 85 56 —
[sek] 150 m~ 92 96 90 94 72 69 68 —

*26 m~ _ — 240 180 130 110 96 72
wsp6tczynnik 10 m~ 1,2 4,5 6,2 9,0 1,1 14,7 165 18,0

zatrzymywania 30 m? 0,0 2,9 57 8,4 10,2 128 150 163

gazu (Eg) 50 m~ 0,0 1,6 3,2 6,0 9,3 13,0 14,0 —
(%1 150 m~ 1,0 125 145 17,0 18,0 190 21,0 —
*26 m~ — — 7,0 7,8 9,0 102 11,3 120

* bioreaktor typu air-lift

Wspoétczynnik zatrzymywania gazu (Eq) dla wszystkich badanych biore-
aktoréw zwiekszat sie ze wzrostem szybkosci napowietrzania od 0% do okoto
12 - 16% przy szybkosci napowietrzania 0,5 wm, jedynie w przypadku bio-
reaktora 150 m” wynosit on az 21%, co $wiadczy o jego wysokiej zdolnosci
zatrzymywania gazu.
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Objetosciowy wspotczynnik wnikania tlenu (kLa] mierzony w czasie bio-
syntezy kwasu cytrynowego w dobranych warunkach napowietrzania, zmie-
niat sie w czasie, osiagajac najwyzsze wartosci rzedu 130 - 150 w drugiej
dobie fermentacji, a nastepnie obnizat sie do okoto 60 przy korncu procesu
biosyntezy (rys. 1). Byto to spowodowane prawdopodobnie zmiang wiasciwosci
reotogicznych podioza, zwigzanych ze wzrostem grzybni Aspergillus niger,
a zwilaszcza wzrostem lepkosci ptynu hodowlanego. Odmiennie natomiast
ksztattowat sie wspoétczynnik ki"a w zaleznosci od szybkosci napowietrzania
(rys. 2). Wyniki wskazuja, ze wspotczynnik k™a mierzony w drugiej dobie
procesu wzrasta stopniowo ze wzrostem szybkosci napowietrzania do okoto
100 - 120 w zaleznosci od t}rpu i objetosci bioreaktora, a nastepnie utrzy-
muje sie na statym poziomie mimo wzrostu szybkosci napowietrzania.

Badamia te wykazaty réwniez, ze optymalne wartosci szybkosci napowie-
trzania wynosity okoto 0,3 wm dla bioreaktorow mieszadtowych oraz okoto
0,6 - 0,8 wm dla bioreaktora typu air-lift. Wynika z tego, ze stosowanie w pro-
cesie biosyntezy kwasu cytrynowego w bioreaktorach mieszadtowych szybko-
$ci napowietrzania wyzszych anizeli 0,3 - 0,4 wm nie powoduje juz zwieksze-
nia szybkosci wnikania tlenu do podioza, a zatem jest nieefekt}rwne. Nato-
miast w przypadku bioreaktoréw bezmieszadtowych typu air-lift nalezy stoso-
wac znacznie wyzsze szybko$ci napowietrzania, rzedu 0,6 - 0,8 wm co jest
zrozumiate ze wzgledu na brak mieszania mechanicznego.

Otrzymywane w poszczegoélnych bioreaktorach wydajnosci i produktywnosé
biosyntezy kwasu cytrynowego, przedstawione w tab. 3, wskazuja, ze najle-

Rys. 1. Ksztattowanie sie objetoSciowego wspétczynnika wnikania tlenu (kLa) w czasie fer-
mentacji.
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Vp [vwwm]

Rys. 2. Ksztattowanie sie objetoSciowego wspétczynnika unikania ttenu {kLa) przy réznych
s2ybkosciach napowietrzania (Vp).

psze wyniki u‘yskiwano w bioreaktorach mieszadtowych o pchemnosci 50
i 150 m”, natomiast nieco nizsze o pojemnosci 10 m” i 30 m” oraz biore-
aktorze typu air-lift. Bylo to spowodowane gorszymi warunkami wymiany ma-
sy w tych bioreaktorach wskutek badZz zbyt matych obrotéw (bioreaktor
10 m”"), badz tez z powodu braku mieszadta bioreaktor air-lift.

Tabela 3
Ksztaktowanie sie podstawowych parametréw biosyntezy kwasu cytrynowego
w BADANYCH BIOREAKTORACH

Parametry Typ bioreaktora
biosyntezy
10 30 50 150 m» 26 m~*
wydajnos¢ w sto- 85 85 90 90 80
sunku do cukru, %
produktywnosc, 0,80 0,80 1,0 1.0 0,75
kg/m'~ h

— bioreaktor typu air-lift

biotechnologia__3 (22) '93
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4. \WWnioski

1. Sposrdd badanych bioreaktorow stosowanych do biosyntezy kwasu cy-
trynowego w skali technicznej najkorzystniejszymi parametrami geometry-
cznymi (konstmkcyjnymi) charakteryzowaty sie bioreaktory mieszadtowe o po-
jemnosci 50 i 150 m~,

2. Najwiekszg szybkosScig cyrkulacji charakteryzowat sie bioreaktor bez-
mieszadtowy, a wsérdéd mieszadtowych — bioreaktor o pojemnosci 30 m”, lecz
te duze szybkosci cyrkulacji w tych bioreaktorach wcale nie gwarantowaty
im najnizszych czasO6w mieszania, a wrecz przeciwnie.

3. Najlepsze efekty pod wzgledem szybkosci wymieszania i uzyskania ho-
mogennosci Srodowiska charakteryzowane przez najnizsze czasy mieszania
uzyskiwano w bioreaktorach o pojemnosci 10 i 150 m” oraz w bioreaktorze
50 m*,

4. Najwyzszg zdolnoscig zatrzymywania gazu charakteryzowat sie biore-
aktor o pojemnosci 150 m”. Swiadczy to o wysokim rozdrobnieniu pecherzy-
kéw powietrza i dobrym napowietrzeniu podtoza fermentacyjnego w tym bio-
reaktorze.

5. Objetosciowy wspétczynnik wnikania ttenu kLa zmieniat sie w czasie
trwania fermentacji od okoto 150 do 120 h~\ osiggajgc optimum w 30 go-
dzinie fermentacji dla bioreaktoréw mieszadtowych, oraz od 125 do 60 h*“!
dla bioreaktora typu air-lift.

6. Badanie zaleznosci objetoSciowego wspotczynnika wnikania tlenu (kLa)
od szybkos$ci napowietrzania wykazato, ze optymalna szybko$¢ napowietrzania
w bioreaktorach mieszadtowych wynosi okoto 0,3 wm, a dla bioreaktora air-
lift powyzej 0,6 wm.

7. Najlepsze wyniki biosyntezy kwasu cytrynowego uzyskiwano w biore-
aktorach mieszadtowych o pojemnosci 50 i 150 m~.
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Comparative characteristic of bioreactors used for citric acid
biosynthesis in industrial scale

Summary

The mixing and mass transfer have been investigated in industrial bioreactors of capacity
10, 30, 50 and 150 m” used for citric acid fermentation. Hydrodynamic parameters were ex-
amined on water using mineral acid as a trace. VVolumetric mass transfer coefficient (kLa) was
determined by balance method. It was found that the examined bioreactors have similar
hydrodynamic parameters despite their different capacities. The differences were found in max-
imum values of kj*a (from 150 to 200 h~") which coresponded to the citric acid yield and produc-
tivity.

key words:
citric acid, bioreactors, mixing, mass transfer.
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