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1.Wprowadzenie

odowla grzybéw mikroskopowych w podtozach statych jest uzywana m.in.

w produkcji preparatdbw enzimiatycznych oraz biokonwersji surowcow
celulozowych. Technika ta posiada wiele zalet, takich jak prostota aparatury,
wysoka wydajno$¢ wytwarzania metabolitébw przez mikroorganizmy wzrasta-
jace w warunkach zblizonych do naturalnych, mozliwo$¢ wykorzystywania
surowcoéw odpadowych. Podstawowa trudnosé hodowli w tych podtozach po-
lega na utrzymaniu jednolitych warunkéw wzrostu w catym podtozu.

Podczas wzrostu mikroorganizméw wydzielane jest ciepto. Ciepto to jest
przewodzone przez state poditoze i odprowadzane do powietrza chtodzacego
poditoze. W rezultacie, w podtozu statym powstajg gradienty temperatury. Pra-
ktycznie nie jest mozliwe uzyskanie izotermicznych warunkéw wzrostu w wa-
runkach przemystowych. Z tego wzgledu badanie wplywu temperatury na
szybkos¢ wzrostu mikroorganizméw ma podstawowe znaczenie dla rozwoju
inzynierii hodowli w podtozach statych.

Przedstawiane dotychczas w literaturze modele teoretyczne opisujgce szyb-
kos$¢ priyrostu biomasy w podtozu statym dotyczyly wzrostu w warunkach
izotermicznych. Brak jest uje¢ wplywu temperatury na przebieg hodowli.
W odniesieniu do hodowli wgtebnych jedynie Elsner i in. [1] podjeli prébe
przedstawienia modelu prlyrostu biomasy w warunkach nieizotermicznych.
Zaproponowali oni model reakcji enzymatycznej limitujacej wzrost, wykorzy-
stujgcy opis ilosciowy termicznej dezaktywacji enzymow. Z uwagi na réznice
w mechanizmach wzrostu w roztworach i w statych pozywkach, model Elsnera
nie moze by¢ bezposrednio zastosowany do opisu hodowli w podiozu statym.

Celem niniejszej pracy jest analiza mozliwych modeli teoretycznych opisu-
jacych szybko$¢ wzrostu mikroorganizmoéw w podtozach statych w warunkach
nieizotermicznych oraz ich weryfikacja doswiadczalna.
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2. Model wzrostu w podtozu statym

Przedmiotem analizy bedzie uktad ze statg pozywka przerastang przez grzy-
by mikroskopowe. Substrat staty wraz z ewentualnymi dodatkami okreslany
jest mianem podtoza hodowlanego. Z kolei okre$lenie ,,ztoze hodowlane” do-
tyczy ztozonego skiadu statej pozywki i przerastajgcej jej grzybni.

Mozna przyja¢, ze szybko$¢ przyrostu biomasy grzybni jest zalezna od
masy mikroorganizméw i ilosci dostepnego substratu statego [2]

LE

Z kolei, ilos¢ dostepnego substratu mozna okresli¢ jako réznice pomiedzy
poczatkowsy iloscig substratu a tg ,,zajetg” przez grzybnie

A = Ao - Y™X @)

gdzie Yax jest wspotczynnikiem proporcjonalnosci. W rezultacie otrzymuje
sie rébwnanie na szybko$¢ przyrostu biomasy

f:k,X17 X (3)

w ktoérym, stata szybkosci przyrostu biomasy
kx = kgAo 4)

jest réwna maksymalnej wihasciwej S2ybkosci wzrostu, a X" jest najwyzsza
iloScig biomasy jaka moze wyrosng¢ w danych warunkach.
A
Xn= Q)
‘AX
Otrzymana zalezno$¢, zwana rownaniem krzywej logistycznej, byta z po-
wodzeniem stosowana do opisu Kinetyki hodowli w podtozu statym w warun-
kach zblizonych do izotermicznych [3, 4]. Warunek poczatkowy dla tego row-
nania wygodnie jest sformutowa¢ w postaci [5]

t=0 X =Xq ©

gdzie Xo' jest pozorng masg inokulum. Warunek ten pozwala wyeliminowaé
z rozwazan czas fazy adaptacji.
Mozna przyjaé, ze stata kg zalezy od temperatury zgodnie z réwnaniem
Arrheniusa
fomn

k. = k™ exp RT @
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Zalezno$¢ ta reprezentuje jedynie aktywujace dziatanie temperatury.
W modelu nalezy ponadto uwzgledni¢ dezaktdwacje termiczng mikroorgani-
zmow.

2.1. ROWNOWAGOWY MODEL DEZAKTYWACIJI TERMICZNE]

W modelu tym zatozymy wystepowanie réwnowagi pomiedzy aktywng i nie-
aktywng formg biomasy. Stata rownowagi zalezy od temperatury.

Zastosowanie tego sposobu rozumowania do hodowli w podtozu staB3rm
prowadzi do réwnania krjywej logistycznej (3), w ktorym

N = Yax (Kd + 1)

zas Ka jest statg rownowagi dezaktywacji. Zaleznos¢ statej réwnowagi od tem-
peratury przedstawia réwnanie:

as’l N F Ahgn
= exp [ exp [_éhrl’ = exp\ RT ()

gdzie ASd jest standardowa entropig dla dezaktywacji zas Ah® standardowag
entalpig dezaktywaciji.

Zgodnie z podanym modelem, wraz ze wzrostem temperatury rosnie war-
tos¢ maksymalnej wiasciwej szybkosci wzrostu, maleje natomiast wartos$¢ gra-
niczna ilosci biomasy mikroorganizméw w ztozu.

2.2, MODEL REAKCIJI LIMITUJACEJ

W modelu tym, prlyjmiemy podobnie jak Elsner i in. [1], ze Siybkos¢
przyrostu biomasy zalezy od pewnej przemiany enzymatycznej, ktérej zalez-
no$¢ od temperatury zgodna jest z rébwnaniem Arrheniusa, zatem

EE
kg = kg Cg exp RT A0

gdzie Ce jest stezeniem enzymu kontrolujgcego przebieg reakcji limitujacej.
Taka metoda opisu szybkosci przyrostu biomasy w hodowli wgtebnej zostata
zaproponowana przez Pirta [6]. Mozna przyjac, ze kluczowy enlym wystepuje
w dwoch odmianach: aktywnej i nieaktywnej — mied/*y ktérymi wystepuje
rébwnowaga zalezna od temperatury. Prowadzi to do rownania na Slybkos¢
przyrostu biomasy zgodnego z zaleznoscig kriywej logistycznej (3), przy Clym
stata slybkosci kx zalezy od temperatury

Ee’
k® exp RT
K = AliS dab
1 -h K® exp J!
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gdzie A hd jest, w t3nn pri*ypadku, entalpig przemiany formy aktywnej enzymu
w nieakt)wna.

Model ten przewiduje wystepowanie maksimum w zaleznosci statej szyb-
kosci przyrostu biomasy od temperatury.

2.3. MODEL KINETYCZNY

Przyjmiemy, ze szybkos$¢ dezaktywacji termicznej biomasy mozna opisaé
kinetyka pierwszorzedowsg

= knX 12

gdzie stata k* zalezy od temperatury zgodnie z zaleznoScig Airheniusa. Model
ten jest powszechnie stosowany do opisu $mierci termicznej mikroorganizmow
podczas sterylizaciji.

Woprowadzajgc (12) do rownan na przyrost biomasy (1), otrzymuje sie row-
nania na szybkos¢ przyrostu netto biomasy mikroorganizméw zgodne z row-
naniem krzywej logistycznej (3), w ktérym

Ed
Ao kgexp o -Khexp oo (13)

Ed'
kg exp kd exp
RT RT Ao (14)

Y
kg exp RT XA

Zarowno w tym jak i w modelu reakcji limitujgcej, stata szybkosSci kx
wykazuje réwniez maksimum w zaleznosci od temperatury.

3. Materiaty i metody

w badaniach stosowano szczep Aspergillus niger K-41/4 z kolekcji Insty-
tutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie. Do zaszcze-
piania podtoza uzywano siedmiodniowe kultury mikroorganizméw na skosach
agarowych. Zarodniki zmywano w warunkach jatowych z powierzchni skoséw
roztworem ptynu Tween 80. Prz*ygotowany roztwér inokulum dolewano do
poditoza, dokladnie mieszajac.

Mieszaning otrgb pszennych (80%) i wystodkow buraczanych, ktérego
(20%) stosowano jako podtoze hodowlane, wilgotno$¢ po sterylizacji wynosita
60 %.
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w badaniach wykorzystano zestaw kolumnowych reaktorow szklanych o
$rednicy 30 mm i wysokosci 220 mm umieszczonych w kapieli termostatuja-
cej. Kazdy reaktor posiadat indywidualne doprowadzenie nawilzonego powie-
trza. Natezenie przeptywu powietrza dla pojedynczego reaktora wynosito 6,5
dm”/h.

Stezenie dwutlenku wegla w gazach opuszczajgcych reaktory mierzono
analizatorem ULTRAMAT. Wilgotno$¢ ztoza oraz zmiany jego suchej masy
oznaczano metodg wagowa po wysuszeniu probki przez 24 godziny w tem-
peraturze 105“C.

4. Wyniki

w przeprowadzonych badaniach szybko$¢ przyrostu biomasy oznaczano
na podstawie szybkosci wydzietania dwuttenku wegla, gdzie Ycx jest pewnym
wspoétczynnikiem proporcjonalnosci zas mx jest szybkoscig przemiany podsta-

dNco.
co. gt cX gp T mX (15)

wowej. Przyjmujac, ze szybko$¢ przyrostu biomasy mikroorganizmow opisy-
wana jest krzywa logistyczng, otrzymuje sie

Jco, = kxN,,, co, X* (1 + P - X¥ (16)
gdzie
Am, CO, = ~CXA" (17)
m/\

zaS X* jest bezwymiarowym stezeniem biomasy, ktére mozna wyznaczyC
z réwnania
X+ = ! (19)
1 -x] :
L -t—-—-—exp (- ki)

gdzie
20y

Przyktadowe przebiegi szybkosci wydzietania dwutlenku wegla podczas ho-
dowli w temperaturach 28°C, 34°C, 40"C przedstawione na rys. 1. Zmiany
szybkosci wydzielania dwutlenku wegla podczas hodowli sa zgodne z réwna-
niem krzywej logistycznej. Wyniki do$wiadczeh postuzyty do wyznaczenia pa-
rametrow modelu; kx, Nm, C02' P- Liniami ciggtymi zaznaczono na rys. 1
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Rys. 1. Szybkos¢ wydzielania
dwutlenku wegla dla hodowli
w réznych temperaturach.

wyniki aproks3rmacji teo-
retycznej. Uzyskano dobrg
zgodnos¢ danych  do-
swiadczalnych z modelem
teoretyczn3mi. Sredni btad
nie przekraczat 3%.
Zalezno$¢ statej szyb-
kosci pri*ostu biomasy
kx od temperatury przed-
stawiono na rys. 2. W ba-
danym zakresie wartos¢
kx wzrasta wraz z tempe-
raturg dla temperatur po-
nizej 34 °C, po czym ma-
leje przy dalszym jej wzro-
§cie. Taki przebieg zaleznosci jest zgodny z modelem Kinetycznym dezakty-
wacji termicznej oraz z modelem reakcji limitujgcej.

Linig ciggta, przedstawiono na rys. 2 przebieg zateznosci zgodnie z mode-
lem kinetycznym dla parametrow: (kg Ao) = 45 + 100 h"\ (k® Aq) =
7,6 + 10™ h*\ Eg = 36,5 kJ/mol, Ed = 219 kJ/mol, wyznaczonych metodg
regresji nieliniowej. Sredni
btad estymacji wyniost
1,1%. Wartos¢ energii
aktywacji dla $mierci ter-
micznej mikroorganizmow
wynosi od 200 do 400
kJ/mol [7]. Wyznaczona
w doswiadczeniach war-
tos¢ 219 kJ/mol jest za-
tem zgodna z danymi lite-
raturowymi. Energia akty-
wacji wzrostu wg Wanga
i in. [8] dla wgtebnych ho-
dowli  mikroorganizmow

Rys. 2. Zalezno$¢ statej szyb-
kosci przyrostu biomasy od tem-
peratury.
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wynosi 60-80 kJ/mol. Wyznaczona w dos$wiadczeniach warto$¢ jest nieco
mniejsza.

Linig przerywang przedstawiono na rys. 2 przebieg zaleznosci zgodnie
z modelem reakcji limitujgcej dla parametrow: kx = 2,9 10" Kg = 7,2

10® h \ Ee = 46,8 kj/mol, Ah* = 220 kJ/mol, wyznaczonych metodg
regresji nieliniowej. Wzgledny blad estymacji wynidst 1,2%. Uzyskana wartos¢
entalpii dezaktywacji jest zblizona do wartosci podawanych w literaturze
przez Elsnerai in. [1] dla hodowli wgtebnej (288 kJ/mol). Wyznaczona warto$¢
energii aktywacji dla wzrostu ( 46,8 kJ/mol ) jest prawie dwa razy mniejsza
od wartosci wyznaczonej dla wzrostu bakterii Klebsiella pneumoniae na gli-
cerolu (86,5 kJ/mol] [1].

ZaleznoS¢ parametm N#, CO2 temperatury przedstawiono na rys. 3.
Wartos$¢ tego parametru jest proporcjonalna do maksymalnej ilosci biomasy.
Wyznaczone wartosci Nm, CO2 dla r6znych temperatur wahajg sie wokdt pew-
nej wartosci przecietne;j.
Mozna przyja¢, ze parametr
Nm, CO2 zalezy od tempe-
ratury, a zatem, ze réwniez
maksymalna ilo$¢ biomasy
mikroorganizmow nie ()
jest zalezna od temperatury.
Wynik ten jest zgodny z mo-
delem reakcji limitujacej.

Rys. 3. Zalezno$¢ parametru

Nm, CO2 od temperatury. .
e G—L___ 1 A— i

35 40

30
TEMPERATURA °C

5. Whioski

Przedstawiono analize wpfywu temperatury slybkosé przyrostu biomasy
w hodowli w podtozu statym. Przedyskutowano trzy mozliwe modele ujmujace
efekt termicznej dezakt)nvacji komorek: rownowagowy, reakcji limitujacej oraz
Kinetyczny. Wyprowadzono, dla nich, zaleznosci parametrow modeli od tem-
peratury. Wykazano, ze przyrost biomasy w wamnkach nieizotermicznych
moze by¢ opisywany rownaniem krzywej logistycznej. Wyniki badah wzrostu
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grzybow mikroskopowych Aspergillus niger w podiozu statym sa zgodne
z przewidywaniami reakcji limitujgcej. W modelu kinetycznym dobrze opisane
sg zmiany wartosci statej szybkosci prisyrostu biomasy (kx), za$ uzyskane
wartosci energii aktywacji dla proceséw wzrostu i dezaktywacji sg zgodne
z danymi literaturowymi dotyczacymi hodowli wgtebnej. Dane doswiadczalne
wskazuja, ze w badanym przedziale temperatur, maksymalna ilo$¢ biomasy
mikroorganizmow jest niezalezna od temperatury.

Wykaz oznaczen

A - ilo$¢ dostepnego substratu; E — energia aktywacji: A h® séan-
dardowa entalpia dezaktywacji; — stata réwnowagi dezaktywacji; f
parametr, réwnanie (9); k"j — stata szybkos$ci dezaktywacji biomasy; k —
parametr; kg — stata szybkosci: kg — parametr, réwnanie (7); kx — stata
szybkosci przyrostu biomasy w réwnaniu krzywej logistycznej, kx — parametr;
R — stata gazowa: mx — wspétczynnik szybkosci przemiany podstawowej
(podtrzymania funkcji zyciowych): Ncp2 — ilos¢ wydzielanego dwutlenku we-
gla; Njn CO2 — parametr modelu ; A Sd — standardowa entropia dezaktywacji;
T — temperatura; t — czas; X - ilo$¢ biomasy mikroorganizméw; X — bez-
wymiarowa ilo§¢ biomasy mikroorganizméw; Yax - wspbtczynnik proporcjo-
nalnosci; Ycx — wspétczynnik proporcjonalnosci; (3 - wzgledny wspotczynnik
przemiany podstawowej

Indeksy:

0 — warto$¢ poczatkowa; d — dezaktywacja; E — reakcja enzirmatyczna;
g — wazrost.
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The influence of temperature on solid state culture of Aspergillus niger

Summary

Models of temperature effects on solid state fermentation Kinetics are discussed. It was
shown that logistic curve equation describes fungi growth also in nonisothermal conditions.
Cultivation of Aspergillus niger on mixture of wheat bran and beet pulp was investigated in the
temperature range of 26 - 40 °C. Models were compared with experimental results and energy
of activation and deactivation were calculated.

key words:
growth models, solid state fermentation, Aspergillus niger.
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