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PRZEGLAD METOD HODOWLI
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STOSOWANYCH W PROCESACH BIOSYNTEZY

1. Wstep

W procesach biotechnologicznych, nazywanych w skrocie bioprocesami, wy-
twarzanie produktéw jest wynikiem przemian biochemicznych zachodzacych z
udzialem zywych komoérek drobnoustrojow, komoérek roslinnych lub zwierzgcych
badz tez aktywnych biologicznie fragmentéw komorek lub ich metabolitoéw. Biopro-
cesy maja bardzo zréznicowany charakter, moga by¢ prowadzone wieloma sposoba-
mi i wymagajq r6znych warunkéw technicznych [Bednarski, Reps 2001].

Celem bioprocesu moze by¢:

1) nagromadzanie biomasy drobnoustrojow, np.: drozdzy piekarskich, winiar-
skich, gorzelniczych, browarniczych, paszowych, bakterii, osadow czynnych;

2) otrzymywanie odpowiednich metabolitéw, np.: kwaséw organicznych, enzy-
mow, alkoholi, antybiotykdéw, aminokwasow, metanu, wodoru itp.;

3) przemiana skladnikéw podtoza na drodze biotransformacji (np. otrzymywa-
nie kwasu octowego, glukonowego), biohydrolizy (np. skrobi, celulozy, biatek), bio-
degradacji (oczyszczanie Sciekow), biolugowania (np. miedzi, uranu, siarki).

Najczgsciej stosowanym procesem biotechnologicznym jest proces tlenowej ho-
dowli drobnoustrojow (biosyntezy), w ktorym uzyskuje si¢ biomase drobnoustrojow
lub ich metabolity zawarte wewnatrz komoérek lub wydzielane przez nie do podioza
hodowlanego. Celem bioprocesu jest wytworzenie odpowiedniej ilosci dobrego ja-
kosciowo bioproduktu z korzystna wydajnoscia, ktory po sprzedazy przyniesie zysk
producentowi. Dobor odpowiedniej metody hodowli drobnoustrojow, dobra znajo-
mos$¢ optymalnej wielko$ci parametrow bioprocesowych oraz zapewnienie optymal-
nych i efektywnych warunkow jej przebiegu powinny skutkowaé niskim zuzyciem
energii, duza wydajnoscia produktu i niskim kosztem surowcow, a zatem roéwniez
niskim kosztem jednostkowym produktu.
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ul. Komandorska 118/120.
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Jest wiele kryteriow podzialu metod hodowli drobnoustrojow. W polskiej litera-
turze naukowej brak jest jednolitego systemu klasyfikacyjnego i autorzy czesto sto-
suja rozne nazwy dla tego samego rodzaju hodowli. W tej pracy zaproponowano
ujednolicenie nazewnictwa i klasyfikacji metod hodowli drobnoustrojow oraz przed-
stawiono krotka charakterystyke poszczegolnych metod hodowli.

2. Rodzaje hodowli drobnoustrojow

Ogo6lnie metody hodowli drobnoustrojow dzieli si¢ na dwie zasadnicze grupy:
hodowle tlenowe i hodowle beztlenowe [Bednarski, Fiedurek 2007; Szewczyk
1995]. Probe ujednolicenia nazewnictwa hodowli drobnoustrojow klasyfikowanych
ze wzgledu na stan fizyczny podtoza i sposob zawieszenia komoérek w podiozu
przedstawiono na rys. 1.

Metody hodowli drobnoustrojow z punktu widzenia stanu fizycznego podioza
mozna podzieli¢ na dwa zasadnicze rodzaje: hodowle w podlozach statych i hodow-
le w podtozach ciektych.

Hodowle w podlozach stalych mozna prowadzi¢ w cienkiej warstwie niemie-
szanego podloza znajdujacego si¢ na tacach lub w grubej warstwie podtoza, ale wte-
dy jest konieczne okresowe lub ciagle jego mieszanie (spulchnianie). W hodowlach
w podtozach stalych duze trudno$ci sprawia utrzymanie jednolitych warunkow
wzrostu drobnoustrojow w calej masie (objetosci) podtoza. Cieplo wytwarzane w
czasie wzrostu jest przewodzone do ztoza i do przeptywajacego przez nie powietrza,
z ktorym jest odprowadzane na zewnatrz. Z tego powodu w hodowlach prowadzo-
nych w niemieszanych ztozach warstwa podtoza powinna by¢ cienka (5-6 cm), na-
tomiast w hodowlach prowadzonych w mieszanych (spulchnianych) ztozach war-
stwa podtoza moze by¢ duzo grubsza. Konieczne jest jednak utrzymywanie w czasie
hodowli drobnoziarnistej struktury ztoza zapewniajacej ciagly przeplyw powietrza
migdzy drobinami ztoza. Taka struktura ztoza umozliwia nie tylko odpowiednie jego
natlenianie i odprowadzanie ciepta, ale znacznie zwigksza sumaryczna powierzchnig
podtoza dostgpna do wzrostu drobnoustrojow. Powietrze przeptywajace przez ztoze
powinno by¢ nasycone woda, aby utrzymac¢ w nim odpowiednia wilgotnos¢ (aktyw-
no$¢ wody). Hodowle w podtozach stalych stosowane sgq do produkcji preparatow
enzymatycznych, kwasu cytrynowego i wielu specyficznych przypraw, np. sosu so-
jowego, miso, koji [Durand i in. 1988; Gasiorek 1999; Leéniak i in. 1996].

Druga duza grupe metod hodowli drobnoustrojow, wydzielong wedtug stanu fi-
zycznego podtoza, stanowia hodowle w podlozach cieklych, ktore mozna podzieli¢
na dalsze podgrupy, przyjmujac za kryterium podzialu sposéb zawieszenia komorek
drobnoustrojow w podtozu. Sa to: hodowle powierzchniowe, hodowle wglebne i
hodowle na nosnikach (z unieruchomionymi drobnoustrojami).

Pierwotnie hodowle w podlozach ciektych byty prowadzone przede wszystkim
metodg powierzchniowg. Polega ona na hodowli drobnoustrojéw na powierzchni
cienkiej warstwy podtoza (5-10 cm) znajdujacego si¢ na tacach. Komorki drobno-



106 Jerzy Jan Pietkiewicz, Malgorzata Janczar-Smuga

Hodowle drobnoustrojow

w podtozach statych w podtozach ciektych

niemieszanych

Z mieszaniem

wglebne powierzchniowe na no$nikach
| pojedynczych
komorek
jednorodnie eruch h
rozproszonych nieruchomyc ruchomych
niejednorodnie zanurzonych
rozproszonych w podtozu
aglomeratow zraszanych
] komorek podiozem
z zatrzymywaniem
] komorek
Z zawracaniem
] komorek

Rys. 1. Podziat hodowli ze wzgledu na stan fizyczny podtoza
i sposob zawieszenia w nim komorek drobnoustrojow

Zrodto: opracowanie wilasne.

ustrojow jednokomorkowych (np. bakterii) lub wielokomorkowych (np. grzybow
strzgpkowych) rosna na catej powierzchni podloza, tworzac niezatapialny ,,kozuch”
(plechg). Komorki drobnoustrojow znajdujace si¢ w dolnej warstwie plechy zanu-
rzonej w podtozu maja lepsze warunki odzywiania si¢ niz komorki znajdujace sig na
powierzchni tej warstwy, ktore z kolei sa intensywniej natleniane. Taki niejednorod-
ny (heterogeniczny) uktad, w ktérym komorki moga by¢ niedotlenione lub niedozy-
wione, nie sprzyja wydajnej i kontrolowanej biosyntezie. Jest to bardzo prosta tech-
nicznie i technologicznie metoda hodowli, lecz ze wzglgdu na bardzo duza nie-
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jednorodno$¢ jest mato efektywna i obecnie coraz rzadziej stosowana. Metoda

powierzchniowa stosowana jest gtdéwnie do hodowli grzybow strzepkowych w celu

otrzymywania preparatow enzymatycznych (m.in. celulolitycznych, pektynolitycz-
nych, amylolitycznych) oraz do produkcji niektorych kwasow organicznych, np. cy-

trynowego, glukonowego, itakonowego [Pietkiewicz 1996; Zagrodzki i in. 1969].
W hodowlach wglebnych komorki drobnoustrojow swobodnie przemieszczaja

si¢ w catej objetosci podtoza [Rehm, Reed 1985; Pietkiewicz, Lesniak 2000]. Biorac

pod uwagge stopien rozproszenia (sposob zawieszenia) komorek i czas ich przebywa-
nia w podtozu, mozemy wyrozni¢ hodowle wglebne, w ktoérych komorki znajduja
si¢ w podtozu:

— w postaci mniej lub bardziej jednorodnie (homogenicznie) rozproszonej zawie-
siny pojedynczych komorek,

— w postaci mniej lub bardziej jednorodnie (homogenicznie) rozproszonej zawie-
siny aglomeratow komorek, np.: zespolonych ze soba wielu komorek drobno-
ustrojow jednokomorkowych lub wzajemnie splatanych strz¢pek plesni przyj-
mujacych posta¢ m.in. kuleczek lub ktaczkow,

— stale przebywaja w podtozu (sa zatrzymywane) i nie maja mozliwosci wyptywa-
nia z bioreaktora wraz z podtozem hodowlanym, poniewaz ich swobodny wy-

Hodowle drobnoustrojow

zasilana hodowla Sy :
hodowla okresowa hodowla pofciagta hodowla ciagta
okresowa
| | zokresowym powtarzana hodowla powtarzana zasilana [ [ jednostopniowa
zasilaniem okresowa hodowla okresowa
z ciaglym z okresowym . I i i
L] ash H wielostopniowa
Zasilaniem sasilaniem z ciaglym zasilaniem
ze stala szybkoscia ze stalg szybkoscia jednostrumieniowa
zasilania zasilania
z¢ zmienng ze zmienng wielostrumieniowa
szybkoscia zasilania szybkoscia zasilania

Rys. 2. Podziat hodowli drobnoustrojow ze wzgledu na stopien wypetnienia bioreaktora podtozem
na poczatku hodowli oraz ciaglos¢ zasilania

Zrodto: opracowanie wlasne.
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ptyw uniemozliwia membrana lub zjawisko sedymentacji wystepujace w gornej

strefie bioreaktora, praktycznie pozbawionej ruchow cieczy,

— swobodnie wyplywaja z bioreaktora wraz z podtozem, ale natychmiast po opusz-
czeniu bioreaktora sq oddzielane od podtoza w specjalnym separatorze, np. w
filtrze lub wirdwece, i sa zawracane do podtoza znajdujacego si¢ w bioreaktorze.
Sposrdéd metod hodowli drobnoustrojow w podtozach ciektych coraz bardziej sa

rozwijane hodowle drobnoustrojow unieruchomionych na r6znego rodzaju no$ni-

kach [Eikmeier, Rehm 1984; Gary, Sharma 1992; Rymowicz 1998]. Tego rodzaju
hodowle dzieli si¢ na:

— hodowle drobnoustrojéw unieruchomionych na ruchomych nosnikach, w kto-
rych no$nik stanowi zawiesing swobodnie przemieszczajaca si¢ w podtozu,

— hodowle drobnoustrojow unieruchomionych na nieruchomych no$nikach, w
ktorych nosnik zawierajacy unieruchomione drobnoustroje jest zanurzony w
podtozu lub jest zraszany podtozem, ktore cienka warstwa splywa po porowa-
tym (uziarnionym), przewietrzanym ztozu.

Biorac pod uwage stopien wypelnienia bioreaktora podtozem na poczatku
hodowli oraz ciaglos¢ zasilania, wyr6znia si¢ cztery podstawowe metody hodowli
(rys. 2): hodowle okresowe, zasilane hodowle okresowe, hodowle potciagte 1 ho-
dowle ciagte.

3. Hodowla okresowa

Hodowla okresowa jest najstarsza i najprostsza technologicznie metoda hodow-
li drobnoustrojow [Asenjo i in. 1996; Chmiel 1998; Moser 1985a]. W tej metodzie,
tuz przed rozpoczeciem procesu hodowli, cata objetos¢ robocza bioreaktora (ok.
75% objetosci catkowitej) jest napetniana podtozem hodowlanym, do ktérego doda-
je sig inokulum (rys. 3).

Proces hodowli jest prowadzony az do chwili wyczerpania substratu (zrodta we-
gla i energii) z podtoza lub znacznego spowolnienia szybkosci wiasciwej wzrostu
drobnoustrojow lub szybkosci wiasciwej nagromadzania pozadanych bioproduktow.
W czasie hodowli okresowej do podtoza nie doprowadza sig¢ zadnych sktadnikow
odzywczych i nie odbiera si¢ produktéw biosyntezy. Po zakonczeniu hodowli biore-
aktor jest catkowicie oprozniany, a odebrane podloze jest kierowane do dalszego
przerobu w celu oddzielenia biomasy i1 wyizolowania endogennych lub egzogen-
nych bioproduktéw. Hodowle okresowe, ze wzgledu na stopniowa zmiang sktadu
podtoza 1 warunkéw hodowli wskutek wyczerpywania si¢ sktadnikow odzywczych
i nagromadzania metabolitow, nie pozwalaja na petne wykorzystanie potencjalu me-
tabolicznego komorek. W tych hodowlach tylko przez krotki okres biosynteza prze-
biega z duza szybkos$cia, zblizona do maksymalnej. Wzrost drobnoustrojow w ho-
dowli okresowej przebiega ze zmienna szybkos$cia, przy czym maksymalna szybkos¢
wlasciwa wzrostu uzyskuje si¢ tylko w fazie wyktadniczej. A zatem w hodowli okre-
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sowej tylko w tej fazie wzrostu produkcja biomasy przebiega z najwyzsza szybko-
$cig [Krzystek, Ledakowicz 1999].

Hodowle okresowe nie stwarzaja rowniez mozliwosci efektywnego wykorzysta-
nia zdolnosci produkcyjnej bioreaktoréw, poniewaz duzo czasu zajmuje ich oproz-
nianie, mycie i przygotowywanie do nastawienia nastgpnego procesu.

Przed rozpoczgciem Vo Vi

bioprocesu wprowadza si¢ \)

cate podtoze i inokulum

Vg — objetos¢ robocza
Vi=Wp
Vp — objetos¢ poczatkowa
podioza

V.V V VY

powietrze

catkowite oproznienie
po zakonczeniu procesu

X,P S

Rys. 3. Schemat wglebnej hodowli okresowej. V| — objetos¢ podtoza wprowadzonego do bioreaktora
przed hodowla, V| — objgto$¢ inokulum, X — stezenie biomasy, S — stezenie substratu,
P — stezenie produktu

Zrédto: opracowanie wiasne.

Wady i zalety hodowli okresowych to przede wszystkim:

— prostota technologiczna,

— latwos$¢ zapewnienia jalowych warunkow przebiegu procesu,

— nieoptymalne wykorzystanie urzadzen,

— nieoptymalne wykorzystanie potencjatu metabolicznego komorek i aktywnosci
enzymow,

— W czasie wzrostu drobnoustrojow jedynie przez krotki okres sa utrzymywane
optymalne warunki procesu biosyntezy,

— niska produktywnos¢,

— ciagla zmienno$¢ warunkow stwarza wiele trudnosci w biezacej kontroli i regu-
lacji oraz automatyzacji tych procesow.
Hodowle okresowe sa powszechnie stosowane do namnazania biomasy drobno-

ustrojow oraz do produkcji pierwotnych i wtornych produktow metabolizmu [Fiech-

ter 1981].
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4. Zasilane hodowle okresowe

Rozwoj metod wglebnej hodowli, a zwtaszcza dazenie do eliminacji wad wyste-
pujacych w klasycznych hodowlach okresowych, doprowadzit do opracowania wie-
lu zmodyfikowanych metod hodowli okresowych, tzw. zasilanych hodowli okreso-
wych [Dawson i in. 1988; Enfors 1998]. W zasilanej hodowli okresowej, przed
rozpoczgciem hodowli, tylko od 40 do 60% pojemnosci bioreaktora wypehia sig
podtozem hodowlanym. Po wprowadzeniu inokulum proces hodowli prowadzi si¢
podobnie jak w metodzie okresowej. Po osiagnigciu fazy wykladniczej wzrostu lub
maksymalnej szybkosci nagromadzania pozadanego metabolitu, aby jak najdhuzej
utrzymac ten stan hodowli, rozpoczyna si¢ doprowadzanie do bioreaktora swiezego
podtoza lub tylko niektorych jego sktadnikéw (rys. 4).

Przed rozpoczgciem bioprocesu
wprowadza sig czg$¢ podtoza VoV, Vy,

i inokulum, reszt¢ podtoza )
systematycznie w czasie ; &
trwania procesu
(Vp AVR)

Vi — objgtos¢ robocza

Ve >>Vp

Vp — objetos¢ poczatkowa

Ty
ﬁw@llm

YV V V VYV

powietrze >

calkowite oproznienie
po zakonczeniu procesu

X, P, S

Rys. 4. Schemat zasilanej wgltebnej hodowli okresowej. V| — objetos¢ podtoza wprowadzonego
do bioreaktora przed hodowla, V| — objgtos$¢ inokulum, V, — objetos¢ podtoza wprowadzana
do bioreaktora w czasie jednorazowego zasilenia, X — st¢zenie biomasy, S — stgzenie substratu,
P — stezenie produktu

Zrodto: opracowanie wiasne.

Doprowadzanie substratow w czasie przebiegu procesu biosyntezy pozwala
przez dtuzszy okres utrzymywacé na optymalnym poziomie st¢zenia pozadanych
sktadnikow w podtozu i tym samym wydtuzy¢ okres wykladniczej fazy wzrostu
drobnoustrojow lub okres tworzenia produktu z maksymalng szybkos$cia. Podloze
zasilajace hodowlg moze by¢ doprowadzane do bioreaktora porcjami, w okreslo-
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nych odstgpach czasu. Tak prowadzona hodowla nazywana jest okresowo zasilang
hodowla okresow3.

Mozna takze zastosowac ciagte dozowanie podloza zasilajacego i wtedy jest ona
nazywana ciggle zasilana hodowlg okresowa, przy czym ciagte zasilanie moze by¢
prowadzone ze statg lub zmienna szybkoS$cia zasilania. Najczgsciej w ciagle zasila-
nych hodowlach okresowych stosuje si¢ wzrastajaca szybkosc¢ zasilania, poniewaz w
ten sposdb mozna utrzymywaé w podtozu state stezenie substratow, pomimo zwigk-
szajacego si¢ stezenia biomasy. W wyniku doprowadzania podtoza do hodowli na-
stgpuje stopniowe napetnianie si¢ bioreaktora. Po wypethieniu catej objgtosci robo-
czej bioreaktora przerywa si¢ zasilanie hodowli. Po zuzyciu przez drobnoustroje
sktadnikow substratu i zahamowaniu procesu biosyntezy nastepuje calkowite oproz-
nienie bioreaktora i przygotowanie go do nastawienia nastgpnej hodowli [Moser
1985b; Whitaker 1980].

W czasie procesu biosyntezy podtoze zasilajace do bioreaktora moze by¢ dopro-
wadzane:

a) porcjami — zgodnie z wczesniej opracowanym harmonogramem dozowania,
np. co godzing — bez automatycznej regulacji,

b) automatycznie — np. na podstawie pomiaru st¢zenia okreslonego sktadnika
substratu w podtozu hodowlanym (np. glukozy), tak aby jego stezenie utrzymywac
na zadanym poziomie umozliwiajacym wytwarzanie metabolitow z duza wydajno-
$cia 1 produktywnos$cia [Agrawal i in. 1989; Pietkiewicz, Lesniak 1984].

Czas trwania procesu okresowego z zasilaniem jest taki sam jak procesu okreso-
wego lub krotszy, pozwala on jednak uzyska¢ wyzsze produktywnos$ci 1 wydajnosci.

5. Hodowle polciggle

Hodowla pélciagla polega na wielokrotnym powtarzaniu hodowli okresowe;j
lub zasilanej hodowli okresowej, przy czym po zakonczeniu poprzedniego procesu
z bioreaktora odbiera sig tylko czg¢s¢ podtoza hodowlanego, czyli nie ma catkowite-
g0 oprozniania bioreaktora oraz nie wprowadza si¢ do podtoza nowego inokulum. W
bioreaktorze bowiem zawsze pozostaje czg$¢ starego podtoza zawierajecego aktyw-
na biomasg. Do hodowli poétciaglych zalicza si¢ powtarzang hodowle okresowa i
powtarzana zasilang hodowle okresowa [Eikmeier, Rehm 1987; Le$niak, Stawicki
1979; Pietkiewicz 1996].

Powtarzana hodowla okresowa poczatkowo przebiega tak samo jak hodowla
okresowa, jednak gdy stezenie substratu w podlozu znacznie obnizy si¢ i nastapi
duzy spadek szybkos$ci biosyntezy, z bioreaktora odbiera si¢ czgs¢ podtoza hodow-
lanego i w jego miejsce wprowadza jednorazowa porcje §wiezego podtoza zapew-
niajacaq wypeknienie calej objgtosci roboczej bioreaktora (rys. 5).

Taki sposob prowadzenia hodowli wgtgbnej pozwala na cykliczne (wielokrotnie
powtarzane) odtwarzanie podobnych stanéw metabolicznych wzrostu komorek
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wielokrotnie powtarzane
doprowadzanie podioza
jednorazowa porcja (Vr=Vp)

po czgSciowym oprdznieniu ; K)

bioreaktora po zakonczeniu

kolejnych hodowli

okresowych x(Vp—Vp) v bictodé rob
1 Vi - objgtosc robocza

V) — objgtos¢ poczatkowa

powietrze 9 -V V V VY

wielokrotnie powtarzane

czgsciowe oproznianie
bioreaktora po zakonczeniu

kolejnych hodowli
okresowych x(Vp—Vp)

Rys. 5. Schemat wglegbnej powtarzanej hodowli okresowe;j

Zrodto: opracowanie wilasne.

drobnoustrojow i nagromadzania metabolitow, bez konieczno$ci oprozniania catego
bioreaktora, jego mycia, sterylizacji, ponownego napetniania podtozem i nowej in-
okulacji. Powtarzana hodowla okresowa pozwala uzyskiwa¢ wyzsze szybkosci bio-
syntezy bioproduktow oraz umozliwia lepsze wykorzystanie bioreaktorow (zwigk-
szenie zdolnosci produkcyjnej) w porownaniu z hodowla okresowa [Lesniak,
Stawicki 1979]. Ten rodzaj hodowli stosowany jest przy produkcji drozdzy paszo-
wych i jest nazywany hodowla okresowo-dolewowa.

Powtarzana zasilana hodowla okresowa poczatkowo przebiega tak samo jak
zasilana hodowla okresowa. Ale kiedy juz cala objetos¢ robocza bioreaktora zosta-
nie wypehiona podtozem hodowlanym i kiedy nastapi znaczne obnizenie st¢zenia
substratu i szybkosci biosyntezy, z bioreaktora odbiera si¢ tylko czg$¢ podtoza ho-
dowlanego, czyli nie opréznia si¢ catkowicie bioreaktora.

Do pozostawionego w bioreaktorze podloza rozpoczyna si¢ doprowadzanie
swiezego podtoza. Tak jak w zasilanej hodowli okresowej podloze zasilajace moze
by¢ tu doprowadzane porcjami w okreslonych odstepach czasu, mozna réwniez sto-
sowac¢ ciagle zasilanie ze stala lub wzrastajaca szybkoscia doptywu [Moser 1985c].
Po wypetnieniu objgtosci roboczej bioreaktora i zuzyciu substratu ponownie czg-
sciowo oproznia sig bioreaktor i kontynuuje sig¢ zasilanie hodowli podtozem zasila-
jacym (rys. 6).

W wyniku takiego sposobu prowadzenia procesu zasilana hodowla okresowa
jest wielokrotnie powtarzana i w ten sposob unika si¢ catkowitego oprdznienia bio-
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wielokrotnie powtarzane
doprowadzanie podtoza w
czasie kolejnych zasilanych —+ K)
hodowli okresowych
x(Vp Vi)

- V — objgtos¢ robocza

Vp — objetos¢ poczatkowa

1]
[ —1]

|

powietrze ¥

wielokrotnie powtarzane
czgSciowe oproznianie
bioreaktora po zakonczeniu
kolejnych zasilanych hodowli
okresowych x(Vp—Vp)

Rys. 6. Schemat wgtgbnej powtarzanej zasilanej hodowli okresowej

Zrodlo: opracowanie wlasne.

reaktora, jego mycia i sterylizacji oraz ponownego szczepienia podtoza nowym ino-
kulatem, poniewaz rolg inokulum odgrywa pozostawione w bioreaktorze podloze
hodowlane zawierajace aktywng biomasg. Tak jak w zasilanej hodowli okresowej
podtoze zasilajace do bioreaktora moze by¢ doprowadzane:

a) porcjami — zgodnie z wczesniej opracowanym schematem dozowania, np. co
godzing — bez automatycznej regulacji,

b) automatycznie — np. na podstawie pomiaru stgzenia okreslonego sktadnika
substratu w podtozu hodowlanym (np. glukozy), tak aby jego st¢zenie utrzymywac
na zadanym optymalnym poziomie [Pietkiewicz, Lesniak 1984].

6. Hodowle ciggle

Najwigksze mozliwos$ci intensyfikacji bioprocesow tkwia w zastosowaniu ho-
dowli ciagltych [Pietkiewicz 2002; Wieczorek, Michalski 1976]. Hodowla ciagla
drobnoustrojow polega na nieprzerwanym prowadzeniu procesu biosyntezy przez
dtugi okres, w warunkach ciagtego doptywu podloza zasilajacego hodowlg i ciagte-
go odbioru z bioreaktora podtoza hodowlanego, przy zachowaniu statej objgtosci
przebywajacego w nim podtoza (rys. 7).

Proces hodowli ciaglej na ogot poprzedzany jest hodowla okresowa w celu na-
mnazania biomasy i doprowadzania procesu biosyntezy do wyktadniczej fazy wzro-
stu komorek lub fazy intensywnej biosyntezy pozadanego metabolitu. Po osiagnig-
ciu takiego stanu uruchamia sig ciagle zasilanie hodowli §wiezym podtozem i ciagty
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odbidr podloza hodowlanego. Charakterystyczna cecha hodowli ciaglej jest statos§¢
warunkow rozwoju drobnoustrojéw oraz jednakowy ich stan fizjologiczny. Wyz-
szo$¢ hodowli ciaglych nad hodowlami okresowymi polega na lepszym wykorzysta-
niu potencjalu metabolicznego drobnoustrojow, uzyskiwaniu duzo wyzszej szybko-
$ci biosyntezy oraz efektywniejszym wykorzystaniu zdolnosci produkcyjnej bio-
reaktoréw 1 wyzszej wydajnosci bioproduktu [Calcott, Phil 1981; Moser 1985b].

F,X,S,P

1y
13

—<4— powietrze

I

podtoze podtoze
zasilajace pompa hodowlane

Rys. 7. Schemat jednostopniowej hodowli ciaglej. F — szybko$¢ objgtosciowa doptywu podloza
zasilajacego, S — stgzenie substratu w podtozu hodowlanym, S, — steZenie substratu w podtozu
zasilajacym, X — stgzenie biomasy w podtozu hodowlanym, X — stgzenie biomasy w podtozu
zasilajacym, P — stgzenie produktu w podtozu hodowlanym, P, — stgzenie produktu w podtozu

zasilajacym, V — objgtos¢ podtoza hodowlanego w bioreaktorze

Zrédto: opracowanie wiasne.

Poza wyzsza szybko$cia biosyntezy hodowla ciagla ma nastepujace zalety:

1) przebiega w ustalonych warunkach, z pominigciem wptywu czasu na zmiany
warunkow hodowli i fizjologig komorek,

2) mozliwo$¢ regulacji stanu fizjologicznego komorek przez dobor sktadu pod-
oza zasilajacego, szybkosci zasilania i warunkéw operacyjnych hodowli,

3) mozliwos¢ prowadzenia hodowli dowolnie dlugo w ustalonych, optymalnych
warunkach,

4) proces jest bardziej efektywny, gdyz hodowla przebiega w optymalnym sta-
nie fizjologicznym komorek drobnoustrojow,

5) populacja i produkty metabolizmu sa bardziej jednorodne,

6) istnieje duza mozliwo$¢ automatycznej regulacji procesu i sterowania nim,

7) rownomierno$¢ zapotrzebowania wody i odprowadzania Sciekow,
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8) brak szczytowych obciazen energetycznych zwiazanych z przygotowaniem i
przeprowadzeniem hodowli,

9) zmniejszenie nakladow pracy na opréznianie, mycie i sterylizacje aparatury.

Pomimo tych zalet i istotnych korzysci hodowle ciagte sa rzadko stosowane w
skali przemystowej. Zwigzane jest to z trudnosciami technicznymi oraz niestatoscia
cech fizjologicznych komorek drobnoustrojoéw, do ktorych naleza:

1) degeneracja szczepoéw lub mozliwo$¢ wystgpowania niekorzystnych mutan-
tow 1 opanowywania przez nie hodowli,

2) trudnos$ci techniczne w prowadzeniu hodowli przez dlugi czas w aseptycz-
nych warunkach zabezpieczajacych je przed zakazeniami,

3) niedostatecznie szczegdlowa znajomos¢ fizjologii i morfologii zastosowa-
nych szczepéw drobnoustrojow,

4) konieczno$¢ stosowania jednorodnych surowcow,

5) trudno$ci w ciaglym dozowaniu podtoza zasilajacego, tak aby zapewnic¢ opty-
malne stezenie substratu w podtozu hodowlanym.

Hodowle ciagte sa szeroko stosowane w badaniach fizjologii, genetyki, zmien-
nosci i selekcji drobnoustrojow. Ich zastosowanie w skali przemystowej jest jednak
ograniczone do hodowli drozdzy bakterii i glonéw, gtéwnie w celu produkcji biatka
paszowego i1 oczyszczania $ciekOw oraz do biosyntezy: etanolu, niektorych kwasow
organicznych, antybiotykdéw i enzymow [Calcott, Phil 1981; Pietkiewicz 2002].

Tabela 1. Rodzaje hodowli ciaglych

Kryterium podziatu Nazwa hodowli ciaglej
Liczba stopni i sposob zasilania | Hodowla ciagta:
¢ jednostopniowa,
¢ wiclostopniowa jednostrumieniowa,
* wielostopniowa wielostrumieniowa
Swoboda przebywania biomasy | Hodowla ciagta prowadzona w uktadzie:
w bioreaktorze e otwartym,
e zamknigtym z zatrzymywaniem komorek,
e zamknietym z zawracaniem komorek
Stopien rozproszenia komorek Hodowla ciagta prowadzona w uktadzie:
(mieszanie) ¢ jednorodnym (homogenicznym),
¢ niejednorodnym (heterogenicznym)
Sposob ,,zawieszenia” komorek | Hodowla ciagla:
w podtozu ¢ powierzchniowa,
e wglebna,
¢ z unieruchomionymi komoérkami na ruchomych no$nikach,
¢ z unieruchomionymi komérkami na nieruchomych no$nikach
Sposob kontroli szybkosci Hodowla ciagta prowadzona przy:
zasilania * stalej szybkosci rozcienczania — chemostat,
¢ stalym st¢zeniu biomasy — turbidostat,
e stalym stgzeniu substratu — nutristat,
¢ stalym st¢zeniu produktu — produktstat,
e stalym stgzeniu tlenu rozpuszczonego — oksystat,
e stalym pH — pH-stat,
¢ statym stezeniu CO, — CO_-stat

Zrodlo: opracowanie wlasne.
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Jest wiele metod prowadzenia hodowli ciaglych rézniacych si¢ miedzy soba za-
stosowanymi rozwigzaniami techniczno-technologicznymi uktadéw aparaturowych
oraz sposobami prowadzenia hodowli [Lehmann 1985; Michalski, Kope¢ 1977].
Rodzaje hodowli ciaglych i ich nazwy wydzielone w zaleznosci od réznych kryte-
riow klasyfikacyjnych przedstawiono w tab. 1.

Ze wzgledu na liczbg stopni i sposob zasilania rozroznia si¢ hodowle ciagte [Mo-
ser 1985¢; Pietkiewicz 1996]:

1) jednostopniowe — proces ciagly prowadzony jest w jednym bioreaktorze
(rys. 8 Airys. 9 A, B),

2) wielostopniowe jednostrumieniowe — proces ciagly prowadzony jest w dwoch
lub wigcej bioreaktorach o rownej lub réznej objgtosci roboczej, przy czym podioze
zasilajace jest doprowadzane tylko do pierwszego bioreaktora (rys. 8 B, D irys. 9 C),

3) wielostopniowe wielostrumieniowe — proces ciagly jest prowadzony w dwoch
lub wigcej bioreaktorach o rownej lub roznej objetosci, a podloze zasilajace jest do-
prowadzane do pierwszego i nastgpnych bioreaktorow (rys. 8 C, E).

A C

|| FD ) | F ) | F ) (D

Rys. 8. Wglebne hodowle ciagte prowadzone w otwartych uktadach homogenicznych.
A — jednostopniowym, B — dwustopniowym jednostrumieniowym,
C — dwustopniowym wielostrumieniowym, D — trdjstopniowym jednostrumieniowym,
E — tréjstopniowym wielostrumieniowym

Zrédto: opracowanie wiasne.
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Ze wzgledu na swobodg przebywania biomasy w bioreaktorze mozna wyrdznié
hodowle ciagte prowadzone w uktadach [Pietkiewicz 2002; Rymowicz 1998]:

1) otwartych, w ktérych komorki drobnoustrojow swobodnie wyptywaja z bio-
reaktorow wraz z podtozem hodowlanym i nie ma ani pelnego, ani czgsciowego
zawracania komorek do bioreaktora (rys. 819),

2) zamknigtych z zatrzymywaniem komorek, w ktoérych podtoze hodowlane
wyplywajace z bioreaktora nie zawiera komorek drobnoustrojow, poniewaz komorki
sg zatrzymywane wewnatrz bioreaktora, np. przez membrang (rys. 10),

3) zamknigtych z zawracaniem komorek, w ktorych komorki drobnoustrojow
swobodnie wyptywaja z bioreaktora wraz z podtozem hodowlanym, lecz natych-
miast po opuszczeniu bioreaktora sa oddzielane od podtoza hodowlanego w specjal-
nym separatorze (np.: filtr, wir6wka) i sa catkowicie lub czg§ciowo zawracane do
podtoza hodowlanego znajdujacego si¢ w bioreaktorze (rys. 11).

Ze wzgledu na stopien rozproszenia komorek (mieszanie) mozna wyr6zni¢ ho-
dowle ciagte prowadzone w uktadach:

1) jednorodnych (homogenicznych), w ktérych proces jest prowadzony w wa-
runkach idealnego mieszania (rys. 8 irys. 11 A, B, C, D),

2) niejednorodnych (heterogenicznych), w ktérych wystepuja roznice w stgze-
niach sktadnikéw podtoza w réznych punktach bioreaktora, poniewaz nie ma mie-
szania (np. przeplyw ttokowy podtoza hodowlanego) lub zastosowano system ogra-
niczonego mieszania (rys. 9 A, Birys. 11 E, F).

A B

« N

11 @ .
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Rys. 9. Wglebne hodowle ciagte prowadzone w otwartych uktadach heterogenicznych.
A — jednostopniowym o przeptywie ttokowym, B — jednostopniowym,
C — mieszanym dwustopniowym jednostrumieniowym z homogenicznym pierwszym bioreaktorem
i heterogenicznym (o przeptywie ttokowym) drugim bioreaktorem

Zrodlo: opracowanie wlasne.
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Rys. 10. Jednostopniowe hodowle ciagte prowadzone w zamknigtych uktadach membranowych
z zatrzymywaniem komorek

Zrodto: opracowanie wiasne.

Ze wzgledu na sposob ,,zawieszenia” komorek drobnoustrojow w podlozu roz-
roznia si¢ hodowle ciagle:

1) powierzchniowe, w ktoérych komorki drobnoustrojow tworza warstwe bio-
masy rosnacej na powierzchni podtoza i stale przebywaja w bioreaktorach tacowych,
natomiast w sposob ciagly pod ta warstwa przeptywa podtoze hodowlane (rys. 12 A),

2) wglebne, w ktérych pojedyncze komorki lub aglomeraty komoérek drobno-
ustrojow sa swobodnie zawieszone (rozproszone) w catej objetosci podtoza hodow-
lanego (rys. 8, 9),

3) z unieruchomionymi komoérkami na ruchomym nosniku, w ktérych nosnik
stanowi zawiesing swobodnie zawieszona (przemieszczajaca si¢) w ciekltym podto-
zu hodowlanym (rys. 12 B, C),

4) z unieruchomionymi komoérkami na nieruchomym no$niku, w ktoérych nos-
nik jest zanurzony w podlozu, np. nieruchome wktady nosnika, nosnik otoczony
membranag (rys. 12 D) lub porowaty, o luznej strukturze nosénik ciagle zraszany pod-
tozem (rys. 12 E).

Ze wzgledu na sposob kontroli szybkosci zasilania hodowla ciagta moze by¢
prowadzona przy [Pietkiewicz 1996; Wieczorek, Michalski 1976]:

1) stalej szybkosci rozcienczania (zasada chemostatu). W procesie ciagtym pro-
wadzonym na podstawie zasady chemostatu podtoze zasilajace doprowadza si¢ do
hodowli ze statym, z gory okreslonym strumieniem objgtosci. Stezenie biomasy i
szybko$¢ wzrostu limitowane sa najczesciej stezeniem jednego sktadnika lub kilku
sktadnikow podtoza, przy rownoczesnym nadmiarze pozostatych sktadnikow, i zale-
73 od szybkosci rozcienczania;

2) stalym stgzeniu biomasy (zasada turbidostatu). W takiej hodowli state stgze-
nie biomasy jest utrzymywane przez zmniejszanie lub zwigkszanie szybkos$ci dopty-
wu podtoza zasilajacego do bioreaktora;

3) stalym stgzeniu substratu (zasada nutristatu). Szybko$¢ doptywu podtoza za-
silajacego jest regulowana automatycznie, tak aby zapewnic state stezenie substratu
w podtozu hodowlanym, np. przez pomiar st¢zenia glukozy;
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Rys. 11. Hodowle ciagle prowadzone w uktadach zamknigtych z zawracaniem komorek.
A — jednostopniowym homogenicznym, B — dwustopniowym jednostrumieniowym homogenicznym,
C — trojstopniowym jednostrumieniowym homogenicznym, D — trojstopniowym wielostrumieniowym
homogenicznym, E — jednostopniowym heterogenicznym o przeptywie ttokowym, F — jednostopniowym
heterogenicznym, G — mieszanym dwustopniowym jednostrumieniowym z homogenicznym
pierwszym bioreaktorem i heterogenicznym (o przeptywie ttokowym) drugim bioreaktorem

Zrodto: opracowanie wiasne.
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Rys. 12. Jednostopniowe hodowle ciagte z unieruchomionymi komoérkami drobnoustrojow.
A — powierzchniowa, B, C — na ruchomym nos$niku, D — na nieruchomym nosniku zanurzonym
w podtozu, E — na nieruchomym nosniku zraszanym podtozem

Zrodlo: opracowanie wlasne.
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4) statym stezeniu tlenu rozpuszczonego (zasada oksystatu);

5) statym pH (zasada pH-statu);

6) stalym stezeniu nagromadzanego produktu (zasada produktstatu),
7) statym stezeniu CO, (zasada CO,-statu) itd.

7. Podsumowanie

W tym opracowaniu zaprezentowano i oméwiono podziat metod hodowli drob-
noustrojow, biorac pod uwagg: stan fizyczny podtoza hodowlanego, sposdb rozpro-
szenia lub unieruchomienia komorek drobnoustrojow i czas ich przebywania w pod-
fozu, stopien wypetnienia bioreaktora podtozem na poczatku hodowli oraz ciagtosc¢
zasilania podtozem i sposob prowadzenia hodowli. Przedstawiono réwniez schema-
ty ideowe 1 krotka charakterystyke poszczegolnych metod hodowli. Szczegdtowa
znajomo$¢ metod hodowli oraz ich zalet i wad umozliwia wybdr lepszej metody
prowadzenia bioprocesu, gwarantujacej uzyskanie duzej szybkosci biosyntezy pro-
duktu i wysokiej efektywnosci. Wiele sposrod omowionych metod hodowli drobno-
ustrojow stosowano w procesach hodowli biomasy drozdzy piekarskich i paszowych
oraz plesni, glownie Aspergillus niger, w optymalizacji procesow biosyntezy kwa-
sOw organicznych, a zwlaszcza kwasu cytrynowego. Ta problematyka byta przed-
miotem szczegdlowych, wieloletnich badan prowadzonych, m.in. przez autorow
tego opracowania, w Instytucie Chemii i Technologii Zywnos$ci Uniwersytetu Eko-
nomicznego we Wroctawiu.
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REVIEW OF THE AEROBIC MICROORGANISMS CULTURE METHODS
APPLIED IN BIOSYNTHESIS PROCESSES

Summary

The paper presents classification of the aerobic microorganisms culture methods. The culture me-
thod is a primary parameter of a bioprocess’ efficiency. To the main criteria of this classification belong
physical state of culture medium, biomass dispersion or immobilization, method of substrate feed, vo-
lume of culture medium in bioreactor, and culture techniques. Microorganisms culture methods applied
in biomass’ biosynthesis or in production of bioproducts are characterized in this paper as well. The
ordered knowledge of bioprocess’ method enables a suitable choice of biotechnology and assures opti-
mal use of the microorganisms.
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