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I.WPROWADZENTIE

1. GENEZA PRACY

Z uwagi na coraz czestsze stosowanie w przemysSle chemicznym i w po-
krewnych bioreaktoréw zbiornikowych przepiywowych, na przyktad do otrzy-
mywania bialka paszowego, bilologicznego oczyszczania fciekéw itp. , istot-
nym zagadnieniem podczas projektowania i eksploatacji takich aparatdéw
Jest znajomodé dynamiki utleniania substratu.

Bilans masowy biomasy i substratu ograniczajgcego wzrost komérek w ida-
alnym reaktorze zbiornikowym przepiywowym opisuje nastepujgcy ukiad réwnai
rézniczkowych {(rys.1) [1,2]:

aft' « = DX + }LX (1)

S X

%‘;E - D(SO-S) - %' {2}
D, S6,X=0

D,S.X

e

P x =0

CoO

U )

Rys.1 Schemat idealnego reaktora zblornikowego przeplywowego
do bilansu masowego biomasy i substratu
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Wystgpujacg W powyiszym uktadzie réwnan szybkodé wiasSciwy wzrostu komérek

1 definiuje sie nastepujaco [(rys,2) :

. [

SRS

czas,t
Rys.2 Zmiana stefenia biomasy X w czasie t liczonym od wprowadzenia
inokulum do reaktora okresowego

1 ~ Faza spoczynkowa ; szybkos¢ wiasciwa wzrostu komérek jest
réwna zeru

2 - Faza przyspleszenia ; szybkodé wlrasSciwa wzrostu  komérek
zwirksza sie z czasem

3 - Faza wzrostu wyktadniczego ; szybkod¢ wlasciwa wzrostu ko=
mérek jest stata

4 - Faza opéZnienia j szybkos$é wlrasciwa wzrostu komérek zmniej-
sza sle z czasem

5 - Faza stacjonarna j szybkodé wtasciwa wzrostu komérek jest
réwna zeru

6 -~ Faza zamierania § szybkos¢ wlasciwa wzrostu komérek jest
ujemna

W zakresie wyktadniczego wzrostu komérek, gdzie szybkodci zmiany stezenia
biomasy (dX/dt) s wprost proporcjonalne do stezei biomasy X, wartodci
szybkosci wtadciwej wzrostu komérek u sg jednakowe (rys,2). N

W modelu priygqtym przez autoréw [3-8], wartodci u w reaktorze prze-,
prywowym byly w stanie ustalonym Scifle zwiazane ze stezeniem S substratu
ograniczajgcego wzrost komérek. W stanie nieustalonym wartosci u zalezaly
ponadto od czasu t, liczonego od wystapienia zakécenia. Wykorzystanie -
w réwnaniach (1) i (2) szczegétowych zaleznodci : g = £(S) lubp=yfs,t),
otrzymanych doswiadczalnie dla danego modelu biologicznego i sktradnika
itlenianego, 2z reguly prowadzilo do znacznych réznic miedzy wartosciami S
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i X obliczonymi oraz zmierzonymi,Nierzadko wyniki teoretyczne rdinity sig
od doswiadczalnych nawet jakofclowo., Na przyk*ad w przypadkach, w ktérych
wedug rozwigzania teoretycznego cala 1lofé substratu powimna ulec blo=-

utlenieninu, dodéwiadozalnie nie stwierdzono Jege przemiany, gdyz mnastgpilo

wymycle komérek z reaktora [8], Bywalo tez odwrotnie. Po znacznym nawet

zak¥éceniu doswiedczalnie stwierdzano wysokl stopierl przemiany substratu,

natomiast teoretycznie powinno nastgpié wymycle komérek [5,8]. Po wymyciu
komérek z reaktora steienie blomasy w zawiesinle byto réwne zeru 1 wobec

braku wzrostu bakteril na $cianach reaktora nle zachodzilo utlenianie do-
prowadzanego substratu. Rozbiezinoscl miedzy rozwiazaniami teoretycznymi
i dodwiadczalnymi wynikaja stad, Ze zardwno szozegblowa zaleznodé Um £(s),

Jak réwniez u -(p(S,t) , nie uwzgledniajs zjawiska histerezy mikrobiclo-
gicznej [4-9],

W pracy ninlejsze) proces utleniania substratu w reaktorze zbiorniko~-
wym przeptywowym w stanie nleustalonym opisano uktadem réwnad bilansu ma-
sowego tacznie z dynamioznym réwnaniem kinetycznym, okredlajgcym aktywnodé
metaboliczny komérek bakterii w stanile nieustalonym., Zaproponowane réwna~
nie kinetyczne uwzglednia zjawlsko histerezy mikroblologlczne), Aktywro4é
metaboliczng komérek bakteril w stanie nieustalonym okredlano w te] ovracy
szybkofcly wtadciwg poblerania substratu P, définiowana jako ilosd 5ub~
stratu utlenianego przez jJednostkg masy komérek w jJedncstce czasu.Z przede
gstawlonych dalej rozwazar wynika bowiem, Ze warto$é P w stanie nieustalo-
nym mozna wyznaczyé dodwiladczalnie,

2. OMOWIENIE DOTYCHCZASOWYCH BADAN SZYBKOSCI
WEASCIWET WZROSTU KOMOREK BAKTERTT

Dla regulacji jednosubstratowe), zaleznodé szybkesci wiefciws) wzroe
stu komérek u od stezenia S substratu Zrédie wegla, inhibitujqoego wzrost
mikroorganizméw, oplsujg réwnania o nastepujgce) postaci [6-10]2

M o= —-—————-z—--/'Jl max (3)
Kg +5 +8 /Ki

*

S
o P "
Kg + 8 + Sn/l(i
. Fmaxsh + ﬂS/Ki) ()

N 4
Ky + 8 + 5 /Ki
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M opax ST+ s/x}

o Cmax 2T 6)
# KS+S+S/K1 (

’umaxs ()
M= xs+5+7517xi) (4 + s/K) §

M S exp (-S/K,)

- nax
M -————————*—Ks — (8)
- Iumax )
M " - (9
14+ Kg/S + > (5/K,)
=1
pow P e (S/K) —exp (~s/xg)] (10)

Warto$ci parametréw kinetycznych Ky, K, K, Kj' n, Moo 1 B wystgpujacych
w powyzszych réwnaniach oblicza sig na podstawie wartosci M, wyznaczenych
do$wiadczalnie dla danego modelu biologicznego i sktadnika utlenianego -4l

Edwards [6] opisujac powyzszymi réwnaniami dodwiadczalne wartofei o ,
wyznaczone przez autaréw [11-15] , stwierdzit najmniejszy pas rozrzutu
punktéw w przypadim zastosowania réwnai (3) &) {5) 1 {9), Bledy funkeji
otrzymane w przypadku opisania wartosci u réwnaniami (3) (&) (5) 1 (9) malo
réinity sie od siebie, Dlatego wymienlony autor sugeruje, aby doswiadczalne.
warto$ci u opisywad tréjparametrowym réwnaniem (3}, z uwagi na najprostszg
jego budowe w poréwnaniu z zaleznosclami (4) (5) 1 (9). Graficzny obraz réw=
nania (3) przedstawiono na rys,3. Z rysunku tego wynika, Ze stala nasycenia
KS oraz stala inhibicji Ki sg réwne takiemu stezeniu S, odpowiednio w za-
kresie aktywujgcego oraz hamujgcego dziatania substratu , przy ktérym
Mmoo Mopa2e »

¥ przypadku , gdy wartoaé Ki jest tak duza, ze Ki>S , Wéwczas  za-:
leznosé (3) sprowadza sig do postaci @

A o= M max S

KS+S

(41)

zatem takie) samej, jak réwnanie Monoda opisujgce zalezno$dé M od stezenia
S substratu aktywujecego wzrost mikroorganizméw (rys.3) [1,2].
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Rys.3 Zalezno$Sé szybkoSci wiasciwej wzrostu komérek u od stgzenia
S inhibitujacego substratu regulujacego

Zastosowanie w réwnaniach (1) i (2) szczegétowej, dla danego uktadu
biologicznego i sktadnika degradowanego, postacil wzoru (3) prowadzi do
wspomnianych uprzednio rozbieznosci wynikéw teoretycznych 1 doswiadczal-
nych zaréwno ilodciowych, jak i jako$cilowych [4,8,10,16-18]. ¢

Howell i wspéipracownicy [19] stwierdzili dla przypadku osadu czynne-
go wzrastajgcego na pozywce, w ktérej Zrddiem wegla byt fenol, réznice
JakoSclowe mlgedzy rozwiazaniami teoretycznymi otrzymanymi na podstawie
réwnaii (1) (2) 1 (3) a wynikami do$wiadczalnymi, nawet dla stanu ustalonega
Ponadto po zak¥éceniach, po ktérych wediug rozwigzan teoretycznych powinno
nastapié wymycie komdérek z reaktora, doswiadczalnie stwierdzono utlenienie
praktycznie catej ilosci fenolu doprowadzonego do reaktora [19]. W celu
uzyskania lepszej zgodnos$ci rozwigzan teoretycznych z wynikami doswiad-~
czalnymi, wspomniani autorzy uwzglednili w bilansach masowych substratu
1 bilomasy réwniez mase fenolu utlenionego przez komérki rosngce na $cla-
nach reaktora, otrzymujac nastepujacy uktad réwnai [19]:

&ie:

« D(s,=S) =g plx+x) (12)

&l%

= = DX +fA(X + Xs) (13)

w.ktérym wielko$é xo oznacza mas¢ komérek na $cianach reaktora przypada-
Jaca na jednostke jego objetosci [19]. *
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Wyniki teoretyczne otrzymane na podstawie réwned (3) (12) 1 (13) byty zgod-
ne z wynikami doswiadczalnymi jedynie dla stanu ustalonego. Dla stanu
nieustalonego wystapily réZnice zardwno ilosciowe, jak 1 jakosciowe {19,
20]. Rozbieznodci wynikéw teoretycznych z dodwiadczalnymi wynikaty stad,
2e wartodci p byly zaleine nle tylko od zmieniajacego sie stezenia S, ale
réwniez od szybkoici zmian S oraz od czasu {21-25].

Powell [22]opisat wartosci M réwnaniem :

M = YQIS

w ktérym wielkoS¢ Q jest niezdefinlowanym wspSiczynnikiem aktywnosci meta-
boliczned komérek w stanie nieustalonym.

Rozwijajac teorig Powella, Chi i Howell [18]opisali utlenianie fenolu
przez Pseudomonas putida w stanie nieustalonym nastgpujgcym uktadem réwnans

2
Q,u Y Qs .
g—g = max > > (14)
KS+S+S/K CKS+S+°S./K1
o Qs(x+ x)
%—‘E « D[S ~8) - 0 (15)
o cKS+S+cSZ/K1
»
YQs(X+ X)
%_{x_ o _ . DX (16)

c Kg +5S + cSZ/Ki

w ktérym wielkos$é ¢ jest ilerazem najmniejszej 1 najwigcksze} wartosci Q
w stanie nieustalonym [18,22]. Rozwigzujgc numerycznie powyzszy uktad
réwnaii dla réznych wielkosci zakiécen, cytowani autorzy stwierdzili dobrg
2godnoi¢ rozwiazaii teoretycznych z wynikami doséwiadczalnymi ‘jedynie dla
zaktécen nie przekraczajgcych okoto 30 % wartosci parametréw w  stanie
ustalonym poprzedzajgcym zakiécenie [18]. Wynikato to z zastosowania w
réwnaniach (14} (15) 1 {16) wartosci u max® Kg 1 ¥; otrzymanych na podsta-
wie u zmierzonych w reaktorze okresowym. Ostatni uktad réwnad nie uwzgle-
dniat wigc zjawiska histerezy mikroblologicznej [9,10,18,22,25],

Autorzy prac [25-27] podkreslajs,%e szybkoScl zmiany stezed substratu
1 biomasy zaleza nle tylko od wielkosci zaktécenla, ale réwniez od szyb-
kodci rozciefczania, przy ktérej wystgpilo zakiécenle. Skokowe zwleksze-
nie szybkosci rozciefczania D lub steZenia S o’ nie przekraczajace okolo
20 ¥ wartofci D lub So w stanle ustalonym poprzedzadqcym zak¥écenie, doko-
Lane przy D< 0,8 u max’ nle powoduje nawet przej$clowego zwigkszenia S
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{rys.s 1 5) [3]. Wystapienie wigkszego zakXécenia prowadzi albo do  przej-
Sclowego zwigkszenia stezenia S lub do wymycia komérek z reaktora {rys.4
1 5} [3,27-31] . W ostatnim przypadku stezenie biomasy w zawiesinie stopnioc-
wo zmniejsza sig do zera 1 w nowym stanie ustalonym steZenie S Jest réwne
stezeniu So ; 2atem w ogéle nie zachodzi utlenianie substratu. Nalezy pod-
kredl1ié, Ze w przypadku wzrostu komérek na sScianach reaktora po wystapie-
niu nawet bardzo dusych zeklécen nie wystgpule ich wymycie z reaktora.
W takich przypadkach z reguty jednak tylko niewlelka czgi¢ irnhibitujgcego
substratu doprowadzonego do reaktora ulega utlenieniu [18].

tlh]
Rys.4 Zmiena ste2enfl substratu S 1 bilomasy X w czasie t, po zastoso-

waniu réznych wielkosci skokowego zwi¢kszenia szybkoSci roz-
cieficzania D [3]. (Pseudomonas putida - fenol, pH = 6,0 ,
T = 30°C)

Yang 1 Humphrey [3] opisali stezenia substratu i biomasy w stanie
nieustalonym ukladem réwnad (1) i (2) acznie z zaleznofcia :

o= o) + a't (17)

Wielkos$é At(o) wystepulgca w powyZszym réwnaniu oznacza szybkos$é wtasciwg
wzrostu komérek natychmiest po zakiéceniu, zad od" Jest parametrem cnarake
terystycznym dla uktadu mikroorganizmy -~ substrat. Mozna zauwazyd, 2e

wedlug ostatniego réwnanla wartosSci A zwigkszajg si¢ 1liniowo z cza-
sem i1 nie zalezg od ste¢zenim substratu w stanle nieustalonym. Ba-
dania doswiadczalne wielu autordw [9,25,32-34] wskazujg Jednak na
istnlenie $cistego zwigzku migdzy wartodciami ar i stezeniem S. 2 tego
wzgledu rozwiagzanie teoretyczne, otrzymene na podstawie réwnat (1) {2)1{17)

dla przypadkéw utleniania fenolu zaréwno przez Trichosporon cutaneum, Jak
i przez Pseudomonas putida, byly tylko Jakodciowo zgodne z wynikami  doé-
wladezalnymi, WartoScl S 1 X obliczone wediug réwned (1) (2} 1 (17) rézniry



14

si¢ bowiem od doswiadczalnych S i X nawet kilkadziesigt razy [3].

500
35
2u
<
150} 1
0-015hr 71
)
100 (C\ )$,=500- 950mg/l4
> {8 5e=500- 11002
E {C) 5,=500- 1500+~
[72]
Sor 8) 7
N
1A)
0 ,
0 1 Z 3

thhl
Rys.5 Zmiana steZen substratu S i biomasy X w czasie t, po zastosowa-~
niu réznych wielko$ci skokowego zwi¢kszenia stezenia S substra-

tu w pozywece [3]. (Trichosporon cutaneum - fenol, pH = 4 5,
= 30°C )

Chase [35] przyjat, ze szybkosS¢ przemiany substratu jest wprost pro-
porcjonalna do stezenia ,z" enzymu utleniajacego.Wartosé ,z" byta funkcia
zaréwno stezenia S, jak i czasu t. Mianowicie :

= = - AXz(s,t) (18)

Przy wielkosci S uzyto indeksu ,b" dla podkreélenia zmiany steZenia S wy-~
wolane] tylko bioutlenieniem. Wymieniony autor zalozyl ponadto, Ze w sta-
nie ustalonym w komérkach wystgpowato rdéwnowagowe stqéenie enzymu P

e i 2
écisle zwigzane ze stezeniem S* i opisatr je réwnaniem [35! :
* 3*
4 S
3 max
z, = P {(19)

Mozna zauwazyé, ze powyisze révnanle ma analogicznq postaé jak wzér (11)
okreilajgcy zaleznoéé * oa stgzenia s* substratu aktywujacego  wzrost



(<]

mikroorganizméw [1,2]. Szybkoéé zmiany stgZenia enzymu ,z" w  komérkach,
Chase [35] opisat réwnaniami @

dz 3* *

-dT - k(ze - 3) gdy z-< ze (20)
oraz

2 | gdy z >z* (21)

at e

w ktérych wielkoiC k oznacza stalg szybkoéci syntezy enzymu, Na podstawie
wazoréw (18) (19} (20) 1 (21) otrzymuje slg¢ ostatecznie nastgpujgcy uktad réw-~
nal ¢

2 x
a Sb 1 dsb ax dsb _1_ k X zmax
—.z—-x——--i-k-—-q-Y % = 0 {22)
at dt dt dt KS+S
*
gdy z<ze
oraz
! 2
N U o
at at dt at 3
x
gdy z>ze

opisujgcy zmiang steZenia substratu w czasie wywolang tylko bloutlenia-
niem. Zwigzek mipdzy szybkedcls zmlany stezenla substratu w reaktorze
(as/dt) 1 szybkodcis zmlany stgzenia substratu wywolanej bloutlenianiem
(ds,/at), Chase opisa? réwnaniem [35]:

(24)

[}
gle

i
&8



-,

i

Poniewaz wielkosci z::ax ’ K; 1s* wystepujgce w réwnaniu (22) dotyczy sta-
i ustalonego, zatem zaleznodci (19} (20} 1 (21) réwniez nie uwzgledniaig
zjawiska histerezy mikrobiologicznej [9,35]. Niestety zbyt mata liczba
do$wiadczen nie pozwala ocenié zgodnodci rozwigzai teoretycznychz wynika-
mi doswiadczalnymi cytowanego autora [35].

Wedtug Alby 1 wspéipracownikéw [36,37] ustalenie zaleznoscl szybkos-
ci zmiany stgZenia sktadnikéw wewngtrzkomérkowych, a w szczegblnodcl szyb-
koScl zmiany stezenia RNA, od parametréw hodowli moZe prowadzié do opraco-
wania ogélnych podstaw dynamiki hodowli., Sposéb wykorzystania dodwiadczal-
ne} wartosci stgzenia RNA w komérkach Azotobacter vinelandii hodowanych na
glukozie przedstawiono w pracy [38]. Stan nieustalony, wywotany dodaniem
substratu z jednoczesng zmiang hodowli ciggtel na okresowy, trwajacy do
catkowitego wyczerpania substratu, opisano ukladem réwnati [38]s

%_Jt! - ,g'(ln :&R:) X (25)
Lo (k- IGNp) X _(26)
an

;‘I:B - k‘*(NRmax- Np) (N - NRi +q) (27)

w ktérym NR oznacza stgzenie RNA, Wielkosci k1, kz. k3, kl& i 7 wystepuja-
ce W powy2szych réwnanlach s wspéiczynnikami empirycznymi, N. 1 N_ ozni-
czal)g zawarto$é RNA w komdrkach, odpowiednio w czasie t = O RiorazR° gdy
M =0, a Nﬁm Jest maksymalng wartoscig NR' Wyznaczajac wspftozynnikl k.,
Ky, kyy K 8% 1 4 metodg kolejnych przyblized, tak aby réwnania (25)(26)
1 (Z’ll(? naljlepie;) opisywaly zmierzone S, X i NR' wymienieni autorzy stwier-
dz111 Scisty zwigzek migdzy wartodcig Kk 1 szybkoicia rozciericzenia D,
Wartoséci pozostalych wspéiczynnikéw nie zalelaly cd D. Na teJ podstawie
sugeruja, 2e w hodowli ciggie) poziom kompleksu enzymatycznego utleniajg-
cego substrat jest Scifle zwigzany z szybkodciy rozcieficzania [38],Réwniez
wlasne badania nad kinetykg utleniania fenolu w r'eaktorze okresowym przez
bakterie Pseudomonas putida, wyhodowane w reaktorze zbiornikowym przeplty=-
wowym w stanie ustalonym, wykazaly istnienie Scisle]j zaleznosci miedzy
warto$ciami M max’ Ks i Ki a stezeniem 'fenolu w reaktorze Prz.plywowym
(34,39]. Stezenie fenolu na wylocie z reaktora bylo $cifle zwigzane 2z szyb-
koéclg rozciefczania, praktycznie jednak nie zalezalo od stgZenia fenolu
w pozywce [34].

W irne) pracy [40] Aiva 1 wspéipracownicy przyjmyg, na podstawie ba-
daii dodwiadezalnych przedstawionych w pracach [41-43], liniows zaleznofé u
od zawarto$cl RNA w komdérkach, opisujlgc Jgq réwneniem :
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Moo= KN =N )

w ktérym wielkodé k';)est wspélczynnlkiem proporcjonalnosci, =znaczenie NR
podano przy omawianiu zwiagzkéw (25) (26) 1 (27). Wspomniang wyzej hodowle
w stanie nieustalonym opisano tym razem réwnaniami (26) i (27) igqcznie =z
zaleznoscisg ¢

dx ?
= = k(N,-N)X
dt R Ro

stwierdzajqc dobry zgodnos$¢ rozwigzar teoretycznych z wynikemi doéwiad-~
czalnymi [38].

Young i wspétpracownicy [25,44] przyjmujac, Ze wartofé M Jest wprost
proporcjonalna do stezenia S i substratu wewngtrz komérek, opisali jego
utlenianie w stanie nieustalonym nastepujgcym uktadem réwnaf

s . D(so--s)--/‘-‘—x—-xs1 kit - (28)

at Y K + 3

-cil—‘f - pX-DX (29)

a8 _[ S ___ng] 2

at Ksixs+s r K’ (30)
gdzie t R ep-pt A R A

Wartofci parametréw K, Kgo K 1 K’ wyznaczono, dla drozdsy z gatunku Sa-
charomyces cerevisiae hodowanych na glukozte, metodg kolejnych przybliied,
tak aby rozwigzania teoretyczne najmnie} réznilty sie od wynikéw doswiad-
czalnych [44-47]. Autorzy ci stwierdzili dobrg zgodnosé S.1i X zmierzonych
oraz obliczonych wedtug réwnai (28) (29) 1 (30} jedynie dla poczatkowego ok~
resu po skokowym zwickszeniu D lub SO ; zatem w zakresie zwlgkszajgcego sig
Btgzenia S, Natomiast dla zakresu zmniejszajacego sig¢ steienla substratu,

-

2 - Bioitlenianie substratu i.nhi'bituj geegor.
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dodwiadczalne S 1 X byly wielokrotnie wieksze od obliczonych,Powyisze roz-
bieznoici wynikaly stad, ze réwnanie (30) nie ujmowato zjawiska histerezy
w zakresie zmniejszajacego sig stezenia substratu w reaktorze (rys.4 i 5),.

Koncepcje kinetycznego modelu dwu stanéw dla hodowli mieszanej przed-
stawiono w pracy[48]. Autorzy przyjeli, ze komérki w zawiesinie wystepujg
w postaci rozproszonej i w zespotach. Z tego wzgledu majg rézne warunki
wzrostu, a zwlaszcza wystgepujg réine opory transportu pozywki i tlenu, Za-
k¥adajgc ponadto, 26 proces tworzenia si¢ i rozpadania zespotéw Jest odwra-
calny, otrzymali nastgpujacy uktad réwnai [48]:

£ . p(s, - S) --}: pX, -%‘{; B o% (3)
ax
T = - UK+ pX o+ KSK - KX (32)

a
afxg = - DX, + pok, + KX - KSX, (33)

opisujgcy stgzenia S 1 X w stanie nieustalonym., WielkoSci z indeksem 1%
odnoszg sig do komérek rozproszonych w zawiesinie, a z indeksem ,2" do
tworzgcych zespoly. Wartosci parametréw K1 i K2 ckresla si¢ na podstawie
dodwiadczalnych S 1 X, tak aby wartoci S i X = X1 + X2 obliczone wedlug
réwnai (31) (32) 1 (33) najmnie) réznity sie od zmierzonych S i X  [46~48],
W przypadku hodowli na podiczu piynnym czystej kultury, kiedy populacja
wystepuje w postacl rozproszonej, autorzy [48] sugerujg rozréznienie dwéch
grup komérek, o réinych szybkosciach wtasciwych wzrostu. Cytowani autorzy
nle dokonali jednak identyfikacji modelu z uwagi na brak wynikéw doswiad-
czalnych.

Szybkos¢ zmnielszania sig¢ wartodci | bakterii Aerobacter aerogenes ,
ze wzrostem stgZenia etanolu powstajgcego w ciggtej fermentacji etanolowel
inhibitujgqcego wzrost komérek, byla przedmiotem pracy [49] . Wartosci M opi~
sano réwnaniem :

a

2
& p
'S — B Hgglt - a R (3

;;—-4-21(2%

~w ktérym wielkosé¢ K oznacza stalg czasowg, § wspétczynnik tiumienia, Py
stgzenie produktu [% obj.] , a g stata [1/% etanolu]. Nalezy dodaé,ze prawa
strona ostatniego réwnania okredla szybko$¢ wlalciwa wzrostu w stanie usta-
lonym fermentacji etanolowej [49].

Utlenianie glukozy przez Aerobacter aerogenes w stanie nieustalonyn,
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tycznymi i doéwiadczalnymi zaréwno dla stamu ustalonego,jak 1 nie-
ustalonego [19,20,52-72].

2. Wykorzystanie w réwnaniach (1) i {2) zaleznofci (3) , po uprzednim
wyznaczeniu M max’ KS i Ki na podstawie wartosci P zmierzonych dla
danego uktadu mikroorganizm - substrat w reaktorze okresowym przy
stalym stgZeniu substratu, daje dobrg zgodnoéé rozwiazai teoretycz-
nych z wynikami do$wiadczalnymi jedynie dla stanu ustalonego. Dla
stanu nieustalonego réznice sz znaczne, a nierzadko nawet jakosciowe
[3].

3. Réinice migdzy wynikami teoretycznymi i dod$wiadczalnymi w stanie nie-
ustalonym wynikajga stad, e réwnania okreilajace wartofci u dla
danego modelu biologicznego nie uyjmujg zjawiska histerezy mikrobio-
logicznej [9,25].

4, Okredlenie zalezno$ci warto$ci u nie tylko od stezenia S, ale réw-
niez od szybko$ci zmiany S i od czasu, moZe prowadzié do poprawy
zgodno$ci rozwigzai teoretycznych z wynikami dosdwiadczalnymi(3,18,22],

5. Niewygodne jest opisanie zalefnosci wartosci o od stezenia sub-
stratu w stanie nieustalonym i od czasu réwnaniem réiniczkowym obie-
ktu o ,n" pojemnodciach, na przykiad réwnaniem (34) oblektu dwupo-
Jemnoiciowego, bowiem wartoSci wystgpujgcych w nim parametréw nie sg
stale, lecz zaleza od wielkoSci zakibcenia {49,731,

6. Brak jest postaci réwnania okres$lajacego wartosci H°, po  doswiad-
czalnym wyznaczeniu wystepujacych w nim parametréw dla danego modelu
biologicznego i utlenianego substratuoraz uwzglegdniajgcego wystepowa-
nie zjawiska histerezy mikrobiologicznej. W stanie nieustalonym dla
zwigkszajacego sig stezenia substratu S wystepujsg bowiem wartosci M
mniejsze, natomiast dla S zmniejszajgcych silg wigksze wartogcl M s0d

M obliczonych wediug rgwnania wyznaczonego dla stanu ustalonego (9,
18,22,25,35],

3. CEL, METODA I ZAKRES BADAN

Z podanego wyzeJ przegladu literatury wynika, Ze aby uzyskaé zadowa-
lajgecy opis stgzen substratu S i biomasy X w stanie nileustalonym, nalezy
okre$11¢é doswiadczalne wartodci M réwnaniem uwzgle¢dniajgeym zjawisko hi-
sterezy mikrobiologicznej.

Wartodci u , dla komérek wyhodowanych w reaktorze przeptywowym przy
stgzeniu S w stanie nieustalonym, mozna wyznaczyé znang metods pomiaru
zmiany stezenia biomasy X _ w czasie, dokonujac pomiérdw X przy stezeniu -

S réwnym S [1-3,8,74]. gpisujqc doswiadczalne wartosci M » Wyznaczone
s réznych S = Sp, réwnaniem (rys.3) :

P‘Jgaxso
T ol
KS+SP+SP/K1

’

Moo=
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otrzymuje sl  Jedno rozwlazanie ; jedna wartodé P TR KS i K.. Na
podstawle wartodci M wyznaczonych w reaktorze okresowym nie mozna wiec
ustalié szczegélowej zaleznodci miedzy M max’ Ks i Ki a stgzenilem S ,
stwierdzonej doéwiadczalnie w pracach [3,34,72]. Niedogadnos$ciy powyzsze]
metody pomiaru u jest ponadto trudnoéé zaplanowania doéwiadczenia. Przy-
gotowanie pozywki o steZeniu S_ = S jest mozliwe, po uprzednim wyznacze-
niu stgzenia S w reaktorze przeptywowym. Pomiar S z réwnoczesnym pobraniem

bakterii z reaktora przeptywowego, a nastgpnie dopilero przygotowanie po-

Zywkl, znacznie wydtuza czas trwania dodwiadczenia. Wyznaczone wartosci
M moga wige odpowladac mniejszej 1loSci 1 aktywnodci enzymu
w komérkach [3,34] . Zaleznosd miedzy wartodciami M pax? KS i Ki
a Stezeniem S mozna ustalid dokonujac pomiaréw Y Jednoczednie w
kilku reaktorach okresowych , stosujagc w nich pozywke o réznych ste-
Zeniach Sp . Na podstawie . zmierzonych dla bakterii pobra=-

nych z reaktora przeptywowego przy stezeniu S otrzymuje sig odpowladajace
mu wartodci u max® KS i Ki' Wyznaczajgc wartosci P dla bakterii pobra-
nych przy réinych stezeniach 5, mozna ustalié szczegélowe zaleznoScl mig-
dzy M oy Bg 1 K a stezeniem S [3,34], Nalety zauwazy€, ze wartosci M
wyznaczone powyiszg metodg mogs byé jednak obarczone biedem systematycz-
nym. Ilod¢ enzymu, a takie jego aktywnosd moga bowiem zmieniaé sie¢ w trak-
cle doswiadczenia, w wyniku przystosowywania sle komérek do stgzenia S_,
réinego od stgienia S, Zatem zmlerzone wartosci M moga nle odpowiadaé ake:
tywnoécl komérek w reaktorze przeptywowym. Aby tego unikngé, pomiary ste=
zei X nalezaloby dokonywaé w krétkim czasie, nle przekraczajgcym kilka-
nascle sekund [34,39,44]). Pomlary X_ w tak krétkim czasle, 2z potrzebns
v Inzynierii bicchemicznej doktadnoSciy sa bardzo trudne, o 1le w ogéle
zozliwe. Objetoscl reaktoréw okresowych okredlone 'ilocis biomasy, ktérg
Jjednorazowo mozna pobrad z laboratoryjnego reaktora przepiywowego sg mate
i zwykle nie przekraczaja kilkudziesieciu mililitréw [1-3,34,3%9,74]. Syn~
tezg enzymu w komérkach, w przypadku gdy S >S, mozna zatrzymaé dodajac
do zawiesiny w reaktorach okresowych odpowiédni zwigzek chemiczny np.chlo-
ramfenikol [75]. Wtedy jJednak nie wystgpuje przyrost biomasy 1 wyznaczona
wartosd p Jest réwna zeru lub ujemna (rys.2). Z przedstawionych rozwazan
wynika wilec, 2e pomiary wartodci M dla komérek pobranych z reaktora prze-=
plywowego w stanie nieustalonym sg nadzwyczaj trudne.

Z tego wzglgdu aktywnosé metaboliczng komérek w stanie nieustalonym
okreslano w niniejsze) pracy szybkoscia wtasciwg pobierania substratu P,
ktérej wartosci mo2zna doéwiadczalnie wyznaczyd. Jak wspomniano 'uprzednio,
wielkos¢ P oznacza 1104é substratu utlenianego przez jednostke masy komé-
rek w jednostce czasu. Pomiar wartofci P sprowadza sig¢ do wyznaczenia ilo-
gcl substratu utlenionege przez okreflons mase komérek w znanym czasie .
Fodczas pomiaru warto$ci P w reaktorze okresowym nale2y w sposéb clagty do-
Frowadzaé substrat, aby jego stezenie Sp nie zmieniato sig¢ w trakcie doé-
wiadczenia. Aby otrzymaé wartosci P z wymagang v inzynierii blochemiczne]
dokzadnoscia, czas trwania doswiadczenia moze wynosié nawet kilka minut. Po
dodaniu chloramfenikolu nie zachodzl synteza enzymu w komérkach i Jego
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pozlom odpowiada stgieniu S, przy ktérym pobrano komérki z recktora prze -
plywowego [34,52]. Poniewaz w tym przypadku dokonuje sig pomiaru ilosci do~
danego substratu, a nie przyrostu biomasy jak przy wyznaczaniu wartoéci u,

dodanie do zawiesiny chloramfenikoclu nie ogranicza stosowania proponowa-

nej metody pomiaru P [34,39,75].

Celem pracy bylo opracowanie metody opisania utlenianis substratu
inhibitujgcego wzrost mikroorganizméw w przeplywowym reakiorze zblorniko-
wym w stanie nieustalonym, Przedstawione uprzednio metody opisania tego
procesu nie daja zadowalajacych wynikéw. Wystepuja bowiem wspomniane réz-
nice, miedzy stezeniami S i X otrzymanymi tymi metodami a do$wiadczalnymi
wartoéciami S i X, nie tylko ilosciowe, ale nierzadko réwniez jakosciowe,
Nadzwyczal trudne, a wydaje sie nawet niemozliwe,jest dokladne opisanie
stezen S 1 X w stanie nieustalonym dla szerokiego zakresu wielkodci zakié-
cen, Z tego wzglgdu uzyskanie potrzebne) w inZynierii biochemiczne] wie~
kszej zgodnosci rozwigzan teoretycznych otrzymanych poszukiwang metodsg
z wynikami doswiadczalnymi, niz w przypadku zastosowania poprzednich metod,
czynl proponowang metode przydatng praktycznie. W praktyce hodowle ciagta
prowadzi sie przy takich parametrach, a zwtaszcza szybko$ci rozciedczania,
aby praktycznie cata ilo$§é substratu doprowadzonego do reaktora ulegta bio=-
utlenieniu., W procesie sterowania hodowla ciagla istotne jest wiec okreé-
lenie, jJeszcze przed zakidéceniem, czy jego wystapienie spowodule jedynie
przejéciowe zwigkszenie steZenia substratu w reaktorze, czy tez doprowadzi
do wymycia komérek z reaktora. Wymienione cele osiggnicto stosujac w réw-
naniach bilansu masowego szybko$¢ wiasciwa poblerania substratu Pr.

Celem badari doéwiadczalnych bylo wyznaczenie réwnania opisujgcego za=
leznosé Pr od stezenia substratu w reaktorze i od czesu oraz uwzgle¢dniaja-
cego zjawisko histerezy mikrobiologicznej. Aby mozna byto dokonad oceny
wynikéw otrzymanych zaproponowang metods, przeprowadzono pomiary stgzenn S
i1 X w stanach nieustalonych po zastosowaniu zakIéceri podanych w tabeli 1.
Dokonywano takiego skokowego zwiekszenia szybkos$ci rozcierficzania lub sko-
kowego zwickszenia stezenia substratu w pozywce, aby w nowym stanie usta-
lonym, wystepujacym po przejsciowym zwiekszeniu sie stezenia substratu,za-
chodzilo utlenienie praktycznie cate) iloSci substratu doprowadzonego  do
reaktora.W badaniach doswiadczalnych uzyto szczepu bakterii Pseudomonas pue-

tida NCIB 10015 z National Collection of Industrial Bacteries w Londynie,
érédlem wggla byt fenol,z uwagl na mozliwo$S¢ prowadzenia dokiadnych pomia-
réw masy, ktéra ulegata utlenieniu.,Ponadto tatwo byto przygotowaé pozywke o
zgdanym stgzeniu So,uZywajqc fenolu w postaci clatra statego, Badania kine-
tyki utleniania fenolu majg te:z znaczenie praktyczne, bowiem fenol wyste-~
pujacy w Sciekach przemystowych trudno ulega degradacji i jego rozktad na
drodze mikrobiologicznej stanowi duzy problem w ochronie $rodowiska natu-
ralnego. Nalezy dodaé, Ze wprawdzie w warunkath naturalnych zastosowany
w badaniach szczep bakterii nie dziata w monokulturze i w obecnodci wyla-~
c¢znie fenolu, Jednak wyniki pracy mogg byé przydatne przy projektowaniu
bioreaktora przeptywowego do oczyszczania Scickdéw, zawierajgcych  zwiazki
chemiczne inhibitujgce wzrost mikroorgenizméw. Wartosdei P WyzZnaczono przy
PpH = 6,8 1 temperaturze BOOC, Jako optymalnych dla rozwoju Pseudononas
putida [3,8,74].
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Tabela 1

Skokowe zwiekszenie D

Skokowe zwigkszenle S o

Lp.

S D

o zmiana D [n™1] -1 Zmiana S_[mg/1]

(mg/1] (n™'] °

1 250 0,125 - 0,200 0,125 250 - 500
2 250 0,125 - 0,250 0,125 500 - 1000
3 250 0,190 - 0,400 0,190 250 - 500
4 500 0,125 - 0,200 0,190 500 - 750
5 500 0,125 - 0,250 0,260 500 = 750
6 500 0,260 - 03333 0,290 750 - 1000
7 500 0,326 - 0,400 0,452 250 - 500
8 1000 0,125 ~ 0,200
9 1000 0,125 - 0,250
10 1000 0,260 - 0,333




II. PODSTAWY TEORETYCZNE

1. BILANS MASOWY IDEALNEGO BIOREAKTORA ZBIORNIKOWEGO PRZEPLYWOWEGD

Bilans substratu S i biomasy X w stanie nieustalonym opisuje naste-
Pujgcy uktad réwnari rézniczkowych (rys.1):

ales

D(s, = 8) = P (X +X) (35)

%

- DX + YP_(X + xo) (36)

Dla stanu ustalonego %S’c' =0 1 % = 0, a ostatni uklad réwnai sprowadza
sle do postaci :

Dls, - s¥*) a P’; ® + X)) {37)

DX* Y*P’:(x*+ X)) {38)

Uktad réwnai (35) i (36) zastosowany dla przypadku braku wzrostu komdrek
na $cianach reaktora (xo = 0) upraszeza sie nastepujgco :

5 = . Dls, -s) -PX (39)

%% = - DX+ YPX {40)
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Ostatni uktad réwnai przyjmuje dla stanu ustalonego nastepujacg postad @
D{s ~-S") = PX (41)

D = YP (42)

2. SZYBKOSE WLASCIWA POBIERANTA SUBSTRATU W STANIE USTALONYM

Badania doswiadczalne kinetyki utleniania fenolu w reaktorze okreso-
wym przez bakterie Pseudomonas putida, wyhodowane w reaktorze przeplywowym
w stanie ustalonym, wykazaty dla stezen fenolu mniejszych od 100 mg/1
umiarkowans Inhibicje. Stwierdzono ponadto, Ze przy stezeniach mniejszych
0d 10 mg/1l w utlenianiu uczestniczyta jedynie pewna ilos¢ enzymu,natomiast
reszta wystepowata w postaci niezwigzanej, tworzac zapas enzymu [34,39].

Z tego wzgledu przyjeto, ze zmnielszanie slg¢ szybkodci wtasciwej pobiera-

nla substratu inhibitujgcego wzrost mikroorganizméw ze zwlekszaniem sie

stezenia S powodowane jest tworzenlem si¢ trwatego, nieaktywnego kompleksu

enzym - substrat (SES)[}&,39,76-78]. Nie definiujgec enzymu przyjmijmy go

za jednostke umowng E. Enzym E decyduje o aktywnoSci kompleksu enzymatycz-

nego, istotnego dla rozwazanego procesu utleniania. Zatézmy zatem,2e w wy=-

niku reakcji enzymu E z substratem S powstaje nietrwaty kompleks ES, ktére-
go czgié rozktadajac si¢ daje produkt Pr i wolny enzym E, a reszta blerze

udziat w reakcji z substratem, w wyniku czego powstaje wspomniany trwaty

nieaktywny kompleks SES [34,76]. Mianowicie :

E+S w—t= ES — “m E+ Pr (63)
Kk
-1
ES + S 5. SES (64)
k3

Szybkos¢ powstawania produktu opisuje réwnanie

- i) (v5)

W stanie ustalonym dla podanych wyzej reakcji mozna napisad :
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k [Ells] = k_ {E5]

oraz

ky[Es] 8] =k [sEs]

Na podstawie powyzszych réwnan otrzymuje sig :

k . [ES]
[E] = =0 (46)
x, [s]
1
oraz .
s5s] = -3 [zs]s) )
k3

I104¢ enzymu Eg» przypadajaca na jednostkg objgtosci zawiesiny, jest sumg
masy enzymu wolnego E oraz zawartego w kompleksach ES i1 SES, Zatem :

[Ec] = IE] + [ES] + [SES]

Uwzgledniajac w powyzszym réwnaniu zaleznodci (46) 1 (47) otrzymuje si¢ :

[E] = ;‘l [ES-] + [ES] + :—33[331 [S] =

1 [S' k..3
Stad
E
[ES] = [°]
k-1 + 1 + L[S]
k, [S] k
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Oznacz:_ajqc K’S‘ - k_1/ k1 oraz Kf - k-3/ 14:3 ostatnie réwnanle moZna przed-
stawié w postaci :

. (e lis]

[s]?
- +[s]+ 122
'S o

1

Wreszcle wykorzystujgce powyzsze réwnanie w zaleznosci (45) otrzymuje sie

d[pr] k, [Ec] (s] (48]

at X [s]+ 5]/

Ponlewa? wedtug réwnania (43) 1loéé produktu dPr zwigzana jest z przemiang
dS substratu, zatem:

gr | _ 8 (49)
dt dt

Ponadto wielkosé Ec mozna wyrazié nastgpujaco ¢

(E)] = N;X* (s50)

gdzie N: oznacza poziom enzymu w komérkach.
Wykorzystujac w réwnaniu (48) zwigzkl (49) 1 (50} otrzymuje sig ostatecz-
nie nastgpujgca zaleznoé¢ i

pr _ s*
p’: = ex (51)
G+ St g
gdzie 1 P - .Jd 48
r x* at
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Uzyto gérnego indeksu % przy wielkoici S* dla podkreslenia,ze dotyczy stanu
ustalonego.

W przypadku utleniania substratu aktywujgcego wzrost mikroorganizméw ,
jego reakcje z enzymem mozna przedstawié nastegpujgco {1,2]:

K K
E+S =—l= ES — 24 E 4 Pr

L

Postepujgo analogicznie jak uprzednio, otrzymuje sig nastepujgcy zwigzek @

p* . _max . (52)

gdzie : K’S‘ - —

o2

Mozna zauwazyé, Zze w przypadku, gdy Kt>3
do zaleznodci (52).

Autorzy prac [22,25,36-38,72] stwierdzili Scists zalezno$d poziomu
enzymu w komérkach od stgzenia substratu, przy ktérym hodowano mikroorga -
nizmy w reaktorze przeptywowym. Chase [35] zalezmo$é te opisat podanym
uprzednio réwnaniem (19). Wiasne badenia [34,39] wykazaly, ze istnieje
Scisty zwigzek migdzy maksymalng szybko$cig wrasdciwg poblerania substratu
p:ax e stezeniem S™ substra'bu przy ktérym hodowano bakterie,Charakter za=
leznoéci miqdzy wielkosdcig p* max © stezenlem S*, otrzymanej na podstawie war-
todol P 1 5% podanych w pracy [314], przedstawiono na rys.6. Z rysunku
tego wynika ze zaleznosé miedzy p* nax 2 stezeniem $* mozna opisaé¢  réwna-
niami o mastepujgce} postaci [6,8 34 83,8411

réwmanie (51} sprowadza sie

AS
P = (53)
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________ pY AS”
; A me- B+S*+ S“Z/C
o A2
O
x E ‘
a
II |
| |
]
| f
| |
1 |
B C s"

Rys.6 Charakter zaleZnosci migdzy maksymalna szybkodclg wtasciwg

pobierania substratu p:ax 2 stezeniem S™ subctratu [34]

k.3
. AS
Pmax = *2
B+8*+ (s¥/c)(1 + 8/0G)
s As* (1 + s%c)
P -
max 3
B + s™ + s¥/¢C
E .3 E .3
o AST exp (-s87/C)
max
B-+ 8%
x
AS
Ppax =
B+ S*+ S’P/C
4 - A
max

J=1

1+ B/S* 4 i(s*/cj)n

(54).

(55)

(56)

{58!
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p* = Alew (-s¥/B) = exp (-5/¢)] {59)

gdzie wielkoéci A,B,C,G i n sa parametrami kinetycznymi, ktérych wartosci
oblicza si¢ na podstawie doséwiadczalnych P:éx [2,6,3&,&6,83,8&].

W celu dokonania oceny przydatnoéci powyzszych réwnan do okreilania zalez-
noéci migdzy P*ax a S*, opisano tymi réwnaniami dosdwiadczalne wartosci

P:ax podane w pracy [34], obliczajac wartosci 4,B,C,C i n. Analiza war-

todci P:ax zmierzonych i obliczonych wedtug réwnai {53)- (59), po uprzed-
nim wyznaczeniu wartodci A,B,C,G i n na podstawie doswiadczalnych P:ax

i s* wykazala, 2e najmniejsze réZnice migdzy nimi wystepowaly w przypacku
zastosowania réwnania (53). Z tego wzgledu w dalszych rozwazaniach zalez~
no$é miedzy P:ax a S*'opisano tym réwnaniem.

Wprowadzajgc do réwnania (51) wzér (53) otrzymuje sig ostatecznie
nagtepujacg zaleznosc :

AS
P¥ = {60)

2 2
(B + s¥ 4 8* /C)(Kg + 8%¥ 4 ¥ /Kf)

Wartosci parametréw kinetycznych A,B,C KS i K wyznacza si¢ na podstawie
dodwiadczalnych p* , w 8poséb opisany w czqs"i doswiadczalne} niniejsze]
precy. :

Wykorzystulasc zwigzek (60} w zalesnodciach (37) 1 (38) otrzymuje sig
ostatecznie nastepujgacy ukiad réwnan :

2

* E: 3 N
57 (X + X )
pls - s¥) a = (61)
° * )EZ *x * *2 X
(B+S" +58 /C)(KS+S + S /xi)
Y*As*z(x* + X)) ’
Dx® = ) (62)

» »

(B+ s +s®/c)s +5%+s /K

Rozwigzania powyZszego uktadu réwnai dla kilku wartosci Se i Xo oraz ré2-
nych szybkosci rozciericzania D przedstawiono na rys,7-9. Obliczenia prze-
prowadzono dla procesu utleniania fenolu przez bakterie Pseudomonas putidea
przyimujac nastepujgce wartosci parametréw H A.- 3,5 mg fenolu/mg biomasy 3
B = 2,4 mg/1l ; C= 250 ug/l ; KS 1,5 mg/l 3 i = 20 mg/1,wyznaczone mna
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podstawie doéwiadczalnych P podanych w pracach [34,39].
Zaleznos$¢ migdzy steZeniami S 1 f‘ cbliczonymi wedtug réwnan (61) 1 (62)
dla S = 250 mg/l oraz )(o = 0 1 50 mg/l, a rednim czasem przebywania 0 =
= 1/D przedstawiono na rys,7. Z rysunku tego wynika, e dla XO = 0 przy
czasach przebywania € wiekszych od B k. wystgpu)e tylko jeden stan usta-
lony, ktéry jest stabilny. Odpowiada mu male stezenie S*, zatem praktycz=~
nie cala i1lo$é substratu doprowadzonego do reaktora ulega bioutlenieniu.
Gdy 8 < @<@k , wéwczas wystepule zakres wielokrotnych stanéw usta-
lonych. W zhleznosécl od stezenia substratu, przy ktérym rozpoczg¢to hodowle
ciggly, moze wystapié jeden z trzech nastgpujacych stanéw ustalonych inie-
zerowy stabilny stan ustalony SSU1, niestabilny stan ustalony NSU lub ze-
rowy stabilny stan ustalony SSU2, Niezerowy stabilny stan ustalony SSU1
odpowiada wysokiemu stopniowi przemiany substratu, zatem praktycznie cala
1108é substratu doprowadzonego do reaktora ulega utlenieniu., Zerowy sta-
bilny stan ustalony SSU2 oznacza wymycie komérek z reaktora,a wigc w ogéle
nie zachodzi utlenianie substratu. Wreszcie, gdy e < ekz, Jedynym sta-
nem ustalonym jest zerowy stabilny stan ustalony cznaczajgecy wymycie komé-
rek z reaktora. Podobne rozumowanie moZna przeprowadzié dla przypadlu, gdy
utlenianie substratu powodujg zaréwno komérki znajdujgce sig w zawiesinle,
Jak 1 rosngce na $cianach reaktora. Dla Xo >0 moZna stwierdzié mniejsze
wartosci 8;{1 , W poréwnaniu z Gm dla X = 0, powyzej ktérych wystepu-
Je tylko jeden stabilny stan ustalony, oznaczajgcy bioutlenienie praktycz-
nie calej ilosdci substratu doprowadzonego do reaktora. Podana na rys,.7
warto$é 8}'(1 wynosi 3,73 h , Jjest wigc okolo czterokrotnie mniejsza od
® - Dla 81'(2 < B < 8;{1 moze wystapié jeden z trzech nastgpujgcych
stanéw ustalonych : stabilny stan ustalony SSU41’, niestabilny stan ustalo-
ny NSU’ lub stabilny stan ustalony SSU2’, Nale2y podkre$lié, Ze w przypad-
ku, gdy mikroorganizmy rosna na icianach reaktora, nawet dla 8L @kz
nie wystgpi wymycie wszystkich komérek z reaktora. Cze$¢ z nich pozostanie
na jego Scianach powodujgc utlenianie substratu i dlatego stabilny stan
ustalony SSU2’ jest niezerowy. Dokonujgec analogicznych rozwazarn dla matego
stezenia S orez duzych X (np. S, = 50 mg/l1 1 X = 50 mg/1)
moina stwierdzié, e dla kazdego (] >0 wystepule tylko Jeden stan
ustalony, ktéry jest stabilny. %Iatwo sprawdzié, Ze ostatni przypadek
moze wystgpié réwniez dla wysokich stezen So s+ Jednak przy bardzo
duzych wartodciach X_ . Przykiadowo dla S0 = 100 mg/l wspomnia-
ny stan ustalony wystgpilby dla kazdego B >0 dopiero przy )(o = 900 mg/1l
1 wigkszych, a wigc przy wartoiciach xo trudno osiggalnych nawet w  reak-
torach laboratoryjnych [8,18,21].2 rysunkéw 7 1 8 wynika, 2e dla XO = 0
steZenie s*® substratu na wylocie z reaktora nie zale2y od stgzenla So .
natomiast dla X, >0 wartoscl s* sg $ciéle zwigzane z S, .

W praktyce bioutlenianie prowadzi sie¢ przy takich wartosciach 6 <
<8 <8 , aby mozliwie najwicksza ilo§é substratu doprowadzonego do
reaktora ulegla przemianie [21 34,39] . Istotna jest zatem znajomosé obli-
czania wartodcl Gk 3] dla X = 0 oraz @' sz , gdy x°>0.
Dzielgc przez siebie réwnania {37) 1 (38) otrzymuje siq nastqpqucq za-
leznodé
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X = Yis, -5
Wykorzystujgec powyiszy zwigzek w zaleznosci (37) uzyskuje sie réwnanie :
(s, -s*) = ¥ (Y¥(s_ - s¥) + x ]

Lewa strona powyzszego réwnania okreéla strumied substratu doprowadzanego
do reaktora, prawa za$ szybko$é jego bioutleniania. Powyisze réwnanie ta-
two rozwigzad gr aficznie wykredlajgc funkcje (rys.9) : D(So- s*) = %] (s¥)
oraz Pif [Y*(So -s®) . X, ] = £(s¥), Odciqte punktéw przecigcia sie  wy-
hreslonych linii ok ~~eolagq stezenie s* Odciqta punktu tycznosci proste]
D(S -5%) = ¢ (5% do krzywej Px[Y(S -8 )+X] = £(s*) ,zatem gay

d * 1K € : d x
LR (YRS -s)+x]}/ =< [p(s -S)]/

r ° o x % o X
as* 58, 4s® §7=s

okres§la steZenie s* - S: w niestabilnym stanie ustalonym.Graniczng wartodé
8 K1 dla XO = O,przy ktérej moze wystgpilé stabilny stan ustalony lub zero-
wy stan ustalony (rys.7 i 8),okresla odwrotnosé wspétczynnika kierunkowe-
go Prostej 1, sLyczneJ do krzywej PX[Y*(S s*)+ X°]= £(S%) w za-
kresie duzych stesen S*. Podobnie wartodd @kZ' odpowiadajacg niestabile
nemu stanowi ustalcnemu (rys,7), okreila odwrotnosé wspétczynnika kie-
runkowego prostej 2, styczne} do krzywe P*[Y*(S s*)+ X ]- £(s%)
w zakresie umiarkowanych stezerd S*(rys.7 i 9).Oznaczmy przez D, 1 Dk2 wSpél-
czynniki kierunkowe prostych odpowiednio 1 i1 2 . Proste D(S S*) -
-‘f’(S*)o nachyleniu D 1<D< majg trzy punkty wspélne z krzywg P*[Y*(S -
-3 ) + X ] - f(S’ej, odpowiada;)q wiec takim Srednim czasom przebywania
6 s Przy ktdrych moze wystgpié¢ jeden z trzech stanéw ustalonych, podanych
przy omawlaniu rys.7. Podane ra rys.9 przyktadowe wartosci D = D 1 i1 D=
= Dk2 dla So = 50 mg/1 oraz XO O wynoszg odpowlednio 0,60 i i1 0,98 h-1.
Podobnie odwrotnoéci wspétczynnikéw  kierunkowych prostych 1* 2,
stycznych do krzywe} P*[Y*(S - %) X ]= £(s*),0kre§lajs odpowiednio war-
todci G' i @kz(rys.9). Podane na rys.9 wartogci D = Dk1 1 D=0, wy-
nosza dla Xo = 25 mg/1l odpowiednic 2,00 h™ - i2,05 n? . Warto zauwaiydé,ze
dla duzych wartosci Xo, w odniesieniu do stgzenia biomasy w zawiesinie
(np. o = 50 mg/1l na rys.9) » bPrzy dowolnej szybko$ci rozcieficzania D
wystepuje tylko jeden punkt przeciecia prostej D(S -~ 5%®) . [ (s™ )z krzy-
wg P*[Y'x( - S*) + Xo]= :E(S;() Przy dow01nym 8 istnieje zatem tylko Jjeden
stabilny stan ustalony, Dla danego s* . S stan ustalony jest stabilny
gdy spelniona jest nastqpujqca nieréwnosé :

3 - Bioutlenianie substratu inhibitujgcego...



34

- § wTueAlqazad neazd o3sTupeay po *(29) T
?3.mwntcuo.;wun.ooaw:no»uono.ﬁpo .*N Asemotq T *m N}BIIEQNE URZAE psouzeTEZ  gosky

[4l® , ) 0
E . ¢ lg.lN.!'g.lﬂll ..... —. /10
° //*\ll'\\N_»
Yl
o1 I
ii
fv\\ iHsz
/ I
. I i
! i
/6W0p6=% ———————— __ __
gk 1/Bwos =X —m—mem—mm———— i
o i
/bwp =9 \ :
1/6w 001 =S _,/ i
oY+ \ _.
\\ Hev
\ i
/ -
//llo i
osH |
/ N
~7 INJ
09 z oot




35

ox wezds T q eTUBZOUSTOZOJ
A . o N e
TOs0NQAZS YoLuz9a elp [ X + fm - mv#ﬁ*& = Axm - omvn BTUBUMOI 8TuezbTMzZox ouzoTjead 6°siy

6
Buls o, oL

T 1 L

0 = %X

FIL rm_mu D T T
4602 =Ag=q —r—e—
rlL 00Z = rvMDn v —————
|-4860= g=q ————
..lL DN..O.." q ———
|4 090= Pla-q ——

17 6wQg <05 WSid=(s-%)a
1/bw gz <Ox (S)=[OX + (S-9SpAld
1/Bwgg Oy (S)3=[OX + (SOS)AiH

3



36

a a
—;{P: [r¥(s_ - 8%+ xol}/ s >;; [o(s, - s")]/s*-s: (63)

Z uwagi na skomplikowans postaé réwnania (60) tatwie) jest ocenié graficz-
nie speinienie nieréwnosci (63)(rye.9).

3. SZYBXOéé WLAéCIWA POBIERANIA SUBSTRATU W STANIE NIEUSTALONYM

VW stanie ustalonym wielko$é N;; wystepujaca w réwnaniach (s0) 1 (51)
przyjmuje warto$é niezmienng w czasie [34-39]. Po wystgpieniu zakiécenia
wartosdé Hp w stanie nieustalonym zmienia si¢ w czasie, a szybkoié el
zmiany zaleiy zaréwno od szybkoSci zmiany stg¢Zenla substratu, jak réwnlez
od czasu [10,21,22,35,56], Wyniki prac [9,72,74] wskazulg, 2e w stanie
nieustalonym aktywnosé metaboliczna komérek, liczona wedlug réwnar otrzy-
wmanych dla stamnu ustalonego, odpowlada stqzenid S dopiero po pewnym cza-
sle, liczonym od momentu wystgpienia tejZe wartosci S w resktorze. Perret
[9] sugeruje, ze aktywnoié komérek z opéinieniem postepuje za stezenienm S,
Zatem wartosci P ax’ cdpowladajqce) czasowil t liczonemu od wystapienia za-
ktécenia, moina wedlug réwnania (53) przyporzadkowaé odpowiadajgce Jed
steZenie S w przeszloéci (rys.10). Wielkosé Se oznacza wigc takie stgze-
nie S, przy ktérym wartodé P nax obliczona na podstawie réwnania (53)po za-
stosowaniu S¥ = S jest réwna dodwiadczalnej wartosci Pmax dla czasu t .
Na podstawie zmierzonej wartoéci P nax mozna wigc obliczyé wediug réwnania
(53) stezenie S e 8 nastepnie korzystajac z doswiadczalnej zalezno$ci S =
= £ (t) okresiié zastgpezy czas t = t, w ktérym stezenie S byto réwne S_
(rys 10). W dalsze} czesci niniejsze]j pracy stgzenie S odpowiadajgce za—
stepczemu czasowi tz ozZnaczeno przez Sz (rys.10) Istotny jest sposéb obe
liczania wartosci zastepczego czasu t z* 8 §cifle] okreflania stgzed S 2"V
korzystywanych do opisania szybkosdci wlaéciwej poblerania’ substratu Pr'
w czasie t. Analiza wynikéw badari doSwiadeczalnych nad dynamikg biloutlenis-
nia w reaktorze przeptywowym przedstawionych w pracach [3,5,8,18,22,72]
wskazuje, Ze zmlana aktywnoscl komérek wywolana zakléceniem wystepuje do-
plero po pewnym czasie to. Opéinienie zmiany aktywnosci  metaboliczne)
wzglgdem S, najwigksze na poczatku stanu nieustalonego, zmniejszalo sie
z czasem t i ostatecznie bylo réwne zeru w stanie ustalonym wystepujscym
po zakléceniu. Na tej podstawle zwigzek mi¢dzy zastgepczym czasem t 1 cza-
sem t opisano nastepujgcym ukladem réwnai (rys.10):

Dla tt, t =0 {64)

cdy t> t, wéwozas t,=t-t exp[-T(t-t)] (63)
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Z______,_ S=f(1)

t
Rys.10 Zmiana ste2enia S substratu w czasie t,wywotana skokowym

zwigkszeniem szybkosSci rozciericzania lub skokowym zwie-
kszeniem stgZenia substratu w pozywce [3]

Na podstawie réwnania (65) dla’ t = t, otrzymje sie t, = 0, zatem war-
todci t okreélone sg funkclg claglg. Z réwnania (65) wynika, 2e w czasie
t opoznienie wartofci P o okreélonej zaleznosciami (51} po zastosowaniu
$* a5 1 (53) po podstawieniu s* . Sgs wzgledem steZenia S jest réwne
t - tz (rys.10). .

Dla zilustrowania przedstawionego sposobu obliczania wartosci Pr ’
podano na rys.11-17 numeryczne rozwigzania uktadu réwnari:

ds
i = Dbls, -s) - P X (66)
dx
& = -DX+PXYX (67 .
P S
gdzie 3 P - —mAX_ (68)

2
K + S +S8 /Ki

AS
P - ———

max
B +S +82/C
e e

t .3
dla t<to T,=0, zatem S_=5

gly t >t wéwozas t,=t-t exp[-T{t-t)l1 s,
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Obliczer dokonano przyimujac wartofci 4,B,C KS KS i Ki = K podane
uprzednio przy omawianiu rys.7. Stezenia substratu S i biomaay XT w sta-
nie ustalonym poprzcdzajqcym zaktécenie, stanowigce warunki poczatkowe dla
uktadu réwnan (66) 1 (67), zaczerpnigto z prac [3, 34,%9], Na rys.11 przed-
stawiono rozwigzania uktadu réwnai (66) 1 (67), dla przypacku skclkowego
zwickszenia szybkosci rozciediczania D z O, 083 n~! na 0,125 nt przy réz-
nych stezeniach S o dla przyjetych T = 6 1y t, = 0,8% h. Zimiena stezed
S i X wczaslie t jest Jjakodciowo zgodna z wyntkami badan dodwiadczalnych
podanych w pracy [3). Mozna zauwazyé, 2e umiarkoware skokowe zwiekszanie
D, dokonane przy maie] wartosci D poprzedzajace) zakidcenie, powoduje Je-
dynie niewielkie przejsciowe zwiqkszenle S. Na przyktad na rys.11 po sko-
kowym zwiekszeniu D z 0,083 1~ na 0,125 h najwigksze stezenie S Jest
mniejsze od 1 mg/l. Autorzy prac [3,34,39] ttumaczg taka odpowiedZ reakto-
ra przeplywowego na skokowe zwigkszenie D wystgpowaniem w komérkach wolae-
go enzymu, ktéry wchodzl w reakcjg z substratem dodatkowo wprowadzonym po
zaktéceniu, Dotyczylo to Jednak przypadkéw, gdy mikroorganizmy hodowano
w zakresle wysokiego stopnia przemiany substratu [3,34,39]. Z tego wzgledu
réwniez w tych przypadkach, gdy komérkl potrzebujg nawet znacznego czasu
t dla dokonania syntezy dodatkowej iloscl enzymu wywolarne] zaktécenliem
(np. to = 0,25 h na rys. 12), wystepuje tylko nieznaczne przejSclowe zwle-
-kszenie sie S, Gdy jednak poziom enzymu w komérkach wzrasta po diugim
czasle to, wéwezas najwigksze stgzenie S Jest éciélﬁ zwigzane z wartodcla
to (rys.13). Na rys.13 najwyisze stgzenie S dla to = 0,5 h jest kilkadzie-
sigt razy wieksze od stgzenia ST w stanie ustalonym, poprzedzajgcym skoko-
we zwigkszenie D, Warto zauwazyé, ze po wystagpieniu najwlekszego stezenla
S nastgpule gwaltowne zmniejszanie sie S, Najmniejsza wartosé 5 mote bydé
nawet mniejsza od S (rys. 12-1%), Ostatni wniosek potwierdzajs badania nad
utlenianiem fenolu prrez Pseudomonas putida w reaktorze zblornikowym prze-
ptywowym w zakresle wysokiego stopnia przemiany fenolu [3-8]., Wystapienie
duzego zaklécenia z reguty prowadzi do wymycia komérek z reaktora (rys 14),
Zachodzi wéwczas ciage zmniejszanle sig stgzenia biomasy do zera, coO pro=
wadzi do clagtego zwlgkszania sie stezenia S az do osiggnigcla wartosci So‘
Zatem w nowym stanie ustalonym w ogéle nie zachodzi bicutlenianie substra-
tu, Przyktadowo czterokrotne skokowe zwigkszenie D na rys.i4 prowadzi do
wymycia komérek z reaktora. Mozna zauwazyé, ze stezenia S i X obliczone na
podstawie réwnan (66) (67) 1 (68) wykazuja oscylacje o znaczne) amplitu-
dzie 1 czestotliwosci (rys.15). Wprawdzie badania do$wiadczalne przedsta-
wlone w pracach [3,8,44] potwierdcily wystgpowanie w stanie nieustalonym
oscylacji steien S i X, jednak misly one mniejsze amplitudy i trwaly kré-
ced. Z rys.15 wynika, Ze zaréwno amplituda, jJak i czas trwania oscylacji
83 $ciéle zwlazane z wartodclg parametru T wystegpujacego w zaproponowanym
modslu matematycznym, Dla wigkszych wartofci T, oznaczajgcych szybsze
przystosowanie si¢ komérek do zmian S, zaréwno amplitudy oscylacji,: Jak
i vzas len trwanla sa mniejsze (rys.15). Nalezy jednak wyjasnié, ze wobec
braku badan dodwiadezalnych dotyczgcych szybkofei wiasciwej poblerania sub-
stratu P 8 takze obliczenlowe) szybkofcl wiadclwe) wzrostu komérek M
w stanie nieustalonym zaréwno vartosci t , jak réwntez wartos$ci T oszaco-
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IIT, BADANTA Do 3 WIADCZALNE

Wartodci szybkodci wiasciwej pobierania substratu wyznaczono w reak-
torach okresowych dla procesu utleniania fenolu przez bakterie Pseudomonas
putida. Bakterie hodowane w reaktorze zbiornikowym przeptywowym pobierano
w réznym czasle od wystgpienia zakécenia, uzywajac je nastepnie do pomia-
ru wartosci P_ w reaktorach okresowych. Dokonywano skokowego zwigekszenla
szybkodci rozeierczania D lub skokowego zwigkszenia steZenia substratu
W pozywce SO, po uprzednim wystapleniu stanu ustalonego przy nastepuigcych
szybkodciach rozclenczania : 0,125 ; 0,190 ; 0,260 ; 0,290 ; 0,325 ;0,369;
0,395 ; 0,452 ; 0,485 ; 0,508 1 0,521 h™|, Wielko§ci dokonanych zaktécert
podano w tabeli 1. W celu okreslenia zaleznodci miedzy parametrami P

max’
KS i K1 a steZeniem substratu, wartosci Pp wyznaczono przy nastgpujacych
stgzeniach S, i 1,2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 1 50

wg/1.

1. OPIS APARATURY DOéWIADCZALNEI

Ciggla hodowlg prowadzono w ukiadzie przedstawionym schematycznie na
rys.18. Zasadniczym elementem aparatury byt reaktor (8) o objetodci 8 1,
do ktérego w sposéb ciggty doprowadzanc ze zblornika {19) poZywke,przetia-
czang pompg (10) przez filtry blologiczne (11) 1 (12) z wktadami ,Millipo-
re filter" o Srednicy otworéw 0,45 pum. Zastosowano dwa filtry,aby w przy=-
radku zmiany wkladu filtra (11), czego dokonywano przecigtnie co trzy ty-
goednie, zapobiec zakazeniu zawiesiny w reaktorze, Stalg objgto$é zawlesiny
w reaktorze réwng 6 1 utrzymywano za pomocg U-przelewu wraz z pompg (3) ’
pracujges z potencjalnie wigkszg wydajnodcla niz pompa (10). Stala wartosé
pH utrzymywal automatyczny uktad regulacji pH (6), ktéry sktadat si¢ z pe-
hametru i z pH-elektrody zamocowane] w gérnej pokrywie reaktora oraz
z pompki-doprcwadzajgce) 0,5 n roztwédr NaOH, uruchamianej 1 wylgczane]
przetgeznikiem (5), Stalg temperature zawiesiny bakteril utrzymywe® uklad
regulacji temperatury (7), sktadajgcy sig z wgzownicy z przeplywajacq Wo-
dg chiodzges oraz z grzatki elektryczne] sprze2onej z termometrem kontak-
towym. Powietrze wyjatawlano przettaczajgc je przez filtry biologiczne(g)
t (A7) z wtékna szklanego. Produkty bioutleniemnia oraz powiletrze odprowa=-
dzena do zblornika (1}, skgd fazg gazows kierowano przez filtr biologiczny
do atmosfery. Pomiaru ilo$ci tlermu zawartego w biozawiesinie dokonywano
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tlenomierzem (14)}. Tworzeniu sie plany, zwlaszcza w poczgtkowym okresie po
przeigczeniu hodowli z okresowe] na clagia, zapobiegano wprowadzajge do
reaktora olej silikonowy za pomocg ukiadu (13). Strumied pozywki doprowa-
dzanej do reaktora mierzono biuretg (15), a powietrza rotametrem (18).
Pomiaru szybkosci wlasciwej pobierania substratu P_ dokonywano w re-
ektorach okresowych o objetosci 50 ml, umieszczonych w tazni wodnej o tem-
reraturze BOOC, do ktdérych doprowadzeno powietrze w ilosci 25 1/h,

2, MATERIALY I METODY ANALITYCZNE
Mikrecorganizmny

W Qoéwiadczeniach stosowano bakterie Pseudomonas putida, sz czep NCIB
10015 z National Coilection of Industrial Bacteries w Londynie,ktére prze=-
chowywano na pofywce agarowe} syntetycznel w temperaturze AOC. Pierwotng
hodowlg okresows przygotowywano zaszczepialge bakteriami 50 ml pozywki
o sktadzle podanym w tabeli 2, zawiera1qcnj 150 ng fenolw/1l., Hodowle inku-~
bowano przez 24 godziny w Lemperatqr e 30°C [8,18]. Nastepnie prowadzono
przez 24 godziny wtérng i:odowle okresows w temperaturze 30°C, wprowadzajgc
5 ml hodowli pierwotinej do 50 ml pozywki o zawartoscl 150 mg fenolu/1.
Wiasciwe inokulum stanowila w ten sam sposéb uzyskana trzecia hcdowla ok=
resowa, ufyta bezposrednio po fazie wykladniczego wzrostu komérek [18,74].

Poz2ywka

Podstawowy sktad pozywki podano w tabeli 2, Aby zapobiec wytrgceniu
sie CaSO4 i MgSOQ przygotowywano oddzielnie wodne roztwory poszczegélnych
sktadnikéw (tabela 2). Do polaczonych roztworéw 1,2 1 3 dodawano taka
1lo8¢é fenolu, aby Jjego stqtenie wynosito S . Nastepnie pozywke wyjatawiano
w autoklawle w temperaturze 120°C przez omolo 1 godzine [8,18,74].

Metody analityczne

Stezenie bilomasy w reaktorze przeplywowym oznaczano zardéwno metodg
fotometryczng , jak 1'pomiarem suche] masy[1,2,7h]. Aby wyeliminowaé wpiyw
flokulacji na gestosé optyczng zawiesiny komérek, prébki pobrane z reake
tora umieszczano najpierw na okoto 20 sekund w homogenizatorze, a nastep-

. nle mierzono ich gegstodci optyczne. 3te2enie fenolu mierzono fotometrycz-
nie zmodyfikowans metods 4-aminofenazonu [18,79]. Metoda pomiaru masy m,
fenolu utlenionego przez bakterie w reaktorach okresowych zalezsla od wielw
ko$ci stezenia S_. W przypadku pomiaru P_ przy stezeniach S_ mniej)szych od
15 mg/1l, wartoéci m. WyzDaczano metodyg atoméw znaczonych, stosujgec w dof-
wiadczeniach fenol z weglem 014 [80].

4 — Bioutlenianie substratu inhibitujgcego. .
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Tabela 2
Sktad pozywki
Sktadnik TI1o8¢ na 1 1 pozywki [mg] Roztwér
/NH, [ 550, 500
i« 200" %
¥ HZPOQ 00
woda destylowana : do 0,4 1
MgCl, 30
NaCi 30 2
CaCl, 20
wodz destylowana do 0,41
7
Fe013 3
woda destylowana do 0,1 1
woda dezstylowana z fenolemsE do 1 1 pozywki
be
Stg2enie fenolu W poiywce byto zmienne

Wartodci m. dla stgzed 15 mg/1 1 wigkszych wyznaczano fotometrycznie wspon-
niang juz zmodyfikowans metoda 4-aminofenazomu [79]. Nalezy wyjasnié, e
w celu wyeliminowania wptywu promieniotwérczodci na aktywno$é metaboliczng
takterii oraz z uwagi na wysoki koszt radioaktywnego fenolu, stanowil on
tylko czg3é ,r" caikowite] masy ,.Mf" fenolu, zawartego w reaktorach okre-
sowych na poczgtku doswiadczenia, Wartodci o«'" ustalano oddzielnie dla
kazdego stiqZenia Sp nastepujgco 1 zaréwno z charakterystyki aparatu sto-
2owanego do pomiaru masy L radicaktzwnego fenolu, utlenionege przez bak-
terie lgcznie z fenolem bsz atoméw C y Jak réwniez z rozwazen statys~
tycznych przsdstawionych w pracy [80] wynikato, ze bigd pomiaru L nie
przekraczat 5 % w przypadku, gdy izotop ¢l zawarty w komérkach dawal oko=-
o 300 vozpadéw/min, Odpowiadato to utienieniu 3,672«10"7 mg zastosowanego
fenolu radicaktywnego. Z druglej strony steseowano w reaktorach okresowyeh
taks masg bhakterii m, aby w trakcle do$wiadczenia trwajgcego 5 minut ule-
gio utlenieniu okolo 10 % masy fenolu Mf. Uzgsadnienie takiege postgpowa -
nia podano w dalszej czefel pracy, przy opisie pomiaréw wartesoi P . Pomia~
rum, dokonywano w prébach pobieranych z reaktorsw. okresowych co 1 minute
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zatem w plerwszym interwale cza‘su bakterie utlenizy (0,1 M ‘S/ 5) fenolu .
« tym (0,1 r MrIS) fenolu radioaktywnego. Masa (0,1 r MI./S powinna byé
réwna, jak wyzej podano, co najmnie] 3,672'_10_7 mg. Zatem :

0,1 rM
t . 3,672 . 107
5
AL M . s v
° t P p
Stad
5 « 3,672 « 10~7
r = (69)
S
0,1 Vp p

Mase bakterii By obliczano na podstawie wstgpnych wartodci P W' WyZnaczo-
nych w badaniach pomocniczych przeprowadzanych przed pomiarami ostatecz~
nych wartoéci P_. Blorgc pod uwagg fakt, Ze wstgpne wartosci Ppw mogty byé
obarczone takim blgdem, 12 obliczona masa m mogta byé niewystarczajgca do
utlenienia ckoto 10 % masy fenolu Mf, dlatego w dodwiadczeniach stosowano
dwukrotnie wiqksza 11o8¢ femolu radioaktywnego od obliczone)j wedtug  réw~
nania (69) . )

3. SPOS(')B PROWADZENIA méWIADCZEItI

¥ celu okresdlenia czasu pobierania bakterii z reaktora przeptywowego,
dla ktérych nastgpnie mierzono wartosci Pp, najpierw wyznaczono odpowiedzi
reaktora na zastosowane zakléScenia, ’

Nastgpnie dla kaZdego zaklécenia postepowano nastepujgco : powtarzano
dane zaki6cenie 1 w czasie t, liczonym od wystapienia zakXécenia i ustalo=-
nym w wyniku analizy wczednie) wyznaczonej dodwiadczalne] zaleznosci S =
- £ (t) » Pobierano z reaktora przeptywowego bakterie, ktére uiywano na=
stgpnie do pomiaru P_. Jednoczeinie po pobraniu biozawiesiny ustawiano ta-
kie paremetry hodowlg, a Scisle) taks szybkodé rozcieficzania lub takie stgs
Zzenie substratu w poiywce, jakie byty przed zakiéceniem i prowadzono  ho-
dowlg do oslggnigcia stanu ustalonego. Wéwczas ponownie dokonywano tego
samego zakiécenla 1 po pobraniu bakterii w kolejnym czasie t wyzneczano
odpowiadajgce mu wartofécl Pn' J ednoczeénj;e podobnie jak uprzednio, po po-

4




52

braniu bakterii z reaktora ustawiano takie same parametry hodowli, Jakie
byly przed zakiéceniem,

PowyZsze czynnoéci wykonywano dla wszystkich czaséw t podanych w ta-
belach 6 1 7, zamieszczonych w dalszej czgscl pracy.

Opisany wyzej tok postepowania powtarzano dla wszystkich zakidcett Wy
szczegélnionych w tabeli 1.

3.1, Wyznaczanie parametréw hodowli w stanach nieustalonych

Hodowle rozpoczynano zaszczepiajgc bakteriami okoto 5 1 potywki o ste«
zeniu fenolu 150 mg/l w reaktorze przeplywowym, Po fazie wyktadniczego
wzrostu komdrek, co wystgpowalo po okoto 12-16 godzinach liczgc od wprowa-
dzenia inokulum, rozpoczynano powclne doprowadzanie pozywki do reasktora ,
tagodnie je zwigkszajac az do osiggnigcia zalozonej szybkodc. rozcleficza—
nia D, Temperatura biozawiesiny w reakiorze pPrzeplywowyr wynosila 30°C :
0,5 C, a wartosé pH byla réwna 6,8 : 0,1. Strumied powiletrza doprowadza-
nego do reaktora wynosil okolo 2 m3/h, co zapewniato optymalns dla bakte-
rii 11o8¢ tlenu [8,74,81]. Optymalne natlenienie, z punktu widzenia wzro=
stu bakterii, ustalono doswiadczalnie, mierzac stgzenie fenolu na wylocie
z reaktora przy réinym strumieniu powietrza. Przy optymalnym natlenieniu
stezenie feholu na wylocie z reaktora byto najmniejsze,zatem szybkos¢ wtas-
¢iwa jego potierania byta najwigksza. Zakidcen dokonywano po wystgpieniu
stanu ustalonego.Przyjmowano, ze stan ustalony wystgpowal wéwczas,gdy wynik?
kolejnych pigciu pomiaréw S 1 X, dokonanych w odstgpach 5 minut, réinity
sig od siebie mniej niz o 10 %, W przypadku zmiany hodowli okresowe] na
ciaglq stan ustalony wystepowal z reguly po upiywie okoto trzech 4rednich
czaséw przebywania, liczac od ustalenia szybkodci rozcierickania [8,74] .
Warto podkreslié, Ze w stanie ustalonym nie stwierdzano oscylacji stezed
fenolu i biomasy, obserwowanych w przypadlu ciggtej hodowli na substracie
aktywujacym wzrost mikroorganizméw [10,18,50,55,60,72] . Nalezy dodaé, ze
najwigksza szybkos¢ rozcienczania D, przy ktérej prowadzono hodowle w sta-
nie ustalonym, byla tylko nieznacznie mniejsza od wartodeci D ax’ przy kté-
rej zachodzilo wymywanie bakterii z reaktora.

Po wystapieniu stanu ustalonego skokowo zwigkszano 8zybkosé rozciefie
czania, przy niezmienionym steZeniu substratu w poiywce. Ste2enia fenolu
S 1 biomasy X mierzono opisanymi uprzednio metodanmi, pobierajgc aseptycz-
nie co 2 minuty 5 ml zawiesiny [8,74,75], Pomiaréw S i X dokonywano do mo-
mentu wystaplenia stanu ustalonego, to jest do czasu, gdy wartodci dzle-
sigciu kolejnych pomiaréw S 1 X rétnity sie od sieble mniej niz o 10 % .
Opisany sposéb postgpowania powtarzano dla wszystkich przypadkéw skokowego
zwigkszenia D podanych w tabell 1. Badania powyisze przeprowaazono dla
Btg2ed ferolu w potzywce réwnych 250, 500 i 1000 mg/1.

Analogicznie wyznaczano stefenia S 1 X dla przypadkéw skokowego zwie-
kszenia stezenia S o’ dokonywanych przy niezmienionej szybkodci rozciericza=
nia, Dokonywano nastqpujqcych skokowych zmian S t 250-500, 500-750, 500-
~-1000, 750-1000 mg/1,
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uznano, ze wartodci P_ wyznaczone w przypadku, gdy stgienia S = zmniejszy~
ty si¢ do 0,9 S _, malg réznity sie od P_ otrzymanych przy Sp = const, Roz~-
rzut doswiadczalnych wartosci Dey ktérych pomiar jest bardzo trudny i wy~
maga duzej dokiadnoicl, wynosit przecigtnie kilkadziesigt procent. Z tego
wzgledu, w dalszej czeéci niniejszej pracy wartoici P_ wyznaczano W reak-
torach okresowych przy stezeniach Sp zmniejszajgcych sie co najwyie] do
0,9 S_ na koficu doiwiadczenia., Otrzymane wartosci P_ traktowane Jako odpc~
wiadajgce stezeniom Sp fenolu na poczgtku d;éwiadczenia.
Najplierw wyznaczono wstepne wartosci Ppw dla bakterii wyhodowanych
w stanie ustalonym. Wartosci te wykorzystywano nastepnie do obliczenia ta-
kiej masy m bakterii, ktéra przy pomiarach ostatecznych wartosci P*  za-
pewniata utlenienie w reaktorach okresowych okoto 10 % poczgtkowe) masy
fenolu, W tym celu wprowadzano do reaktordéw okresowych pozywkg o takie]}
objetoéci 1 stezeniu, aby po dodaniu zawlesiny zawierajgce] mtw biomasy ,
Sciéle zwigzanej ze stezenlem S , objetos¢ V_ wynosita 10 ml, a skiad by2
taki jak podany w tabeli 2 ; o stgzeniu fenolu S_. Reaktory te umiesz-
czano w tazni wodne} o temperaturze 30°C., Po wystapleniu stanu ustalonego
w reaktorze przepiywowym pobierano z niego okoto 1,5 1 blozawlesiny , do
ktére) natychmiast dodawano okoto 150 mg chloramfenikolu 1  wirowano Jg
w temperaturze 4°C. W celu wymycia fenolu cdwirowane komérki przemywanc
500 ml roztworu o sktadzle pcdanym w tabeli 3 1 ponownie wirowano w tem-
peraturze 4°c, z przeamytych komérek przygotowywano zawiesiny o sStgZeniach
1,5,10 1 20 mg biomasy na mililitr roztworu podanego w tabeli 3. Zawlesiny
umieszczano w tazni o temperaturze 4°¢ na czas dokonywonia pomiaréw P*w.
Dla danego stezenia S_ postgpowano nastepujaco : pe dodaniu masy bakterii
réwne) m?;w reaktor okIr)'esowy umieszczano w homogenizatorze na 20  sekund ,
a nastepnie w ta’ni wodnej o temperaturze 30°C, Jednoczeénie poblerajac
z niego 1,5 ml zawilesiny, ktéry natychmiast mieszano z 2 ml wody destylo=-
wanej 1 filtrowano na prééniowym filtrze poliestrowym o drednicy otwordw
0,45 um. Mase m_’;w dla danego stgZenia S_ obliczano na podstawle wartoédci
zaczerpnietych z prac [34,39]. W przypadku, gdy pomiardw wartodci P*w
dokonywano dla Sp<15 mg/1l, zatem gdy mase m?w utlenionego fenolu Wyzng-
czano metods atoméw znaczonych, bakterie na filtrze przemywano dwukrotnie
10 ml wody destylowanej, a nastgpnie filtry z komérkami umieszczano w pro-
béwkach z polietylenu [34,39,80]. Mase m;fw wyznaczano mierzac zawartosé
atoméw C1% w komérkach wedtug metody opisanej w pracy [80], Gdy pomiary P*w
prowadzono dla S >‘|5 mg/1l, wtedy mase m}s wyznaczano fotometrycznie.przg-
sacze zblerano w probéwkach, a po zakoriczenlu dogwiadczeri mierzono w nich
stezenie fenolu i obliczano mase m;ﬂ dla wszystkich S l18,34], Kolejne
préby o objetosci 1,5 ml poblerano z reaktora okresowego co 1 minute Wy~
konujac opisane wyzej czynnosci., Powyzsze czynno$ci powtarzano dla wszy-

stkich podanych uprzednio stgzel S , Na podstawle zmierzonych m}(.w obli=-
czano wartofSci P*w dla kazdego stezenia S_, w sposéb opisany szczegbiovo
¥ nastgpnym rozdziale niniejszej pracy. Wartodci Pe_fw wykorzystywano na-

stepnie do okresSlenia masy m:f bakterii uiytej do pomiaru ostatecznych war-

todel PX,
Pomiaru ostatecznych wartogcel P:;‘ dnkonywans portgpuline w taki sam
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sposéb, Jak w przypadku wyznaczaenia wstepnych wartodoci P?w. Doplero druga
zmjerzong wartodd szybkoéci pobierania fenolu przyjmowano Jako ostateczng
wartogé P®. Wynikalo to z faktu, Ze masa miw obliczcna na podstawie F* |
podanych w pracach [34,39], mogta byé za duza i przy danym stezeniu Sp
mogto ulec utlenieniu wiece) niz 10 % fenolu zawartego poczgtkowo w reak-
torze okresowym., Do pomiaru P: stosowano taks mase¢ bakterii m:, aby podob-
nie jak uprzednio przy wyznaczaniu wartosci P:w co najwyzej 10 % masy fe=-
nolu ulegto utlenieniu.

Analogicznie wyznaczano wartoSci P_ dla bakterii pobranych z reaktora
'przeplywowggo w stanie nieustalonym. Mase oy bakterii stos;wanq do pomia-
ru wstepnych wartosci Ppw obliczano na podstawie wartoéci P°, zmierzonych
wezesnie) dla stamu ustalonego poprzedzajgcego zaktbcenie. Ostateczne war-
tofcl P_ wyzneczano stosujgc mas¢ balkterii o, obliczons na podstawie od-
powiadajgcych im wstepnych wartosci P w.

Wartodci t ustalono na podstawie analizy doféwiadczalnych stezen S 1 X,
przedstawlonych na rys.23-28 oraz na rys, XVI-XXVI,

Jak podano wyzej, objetosé zawiesiny w reaktorach okresowych po doda-
niu o bilomasy wynosita 10 ml. Taka obJetoéé wynikata z najwigkszej masy
bakterii, ktérg mozna bylo jednorazowo pobraé¢ z reaktora przepiywowego przy
stezeniu fenolu w pozywce réwnym 250 mg/l. Dodwiadczalnie stwierdzono bo~-
wiem, e pobierajac mniej niz 30 ¥ blozawlesiny stan ustalony wystgpowal,
po ustawieniu tekich parametréw jak przed zakiéceniem, po okoko trzech
frednich czasach przebywania. Pobranie wigkszej ilodci blomasy znacznie wy-
diuzalo czas wystapienia stanu ustalonego, a takze zwigkszalo prawdopodo—
bilefistwo mutacji [76,78,82,83].

Stosowano blozawiesiny o réinych (podanych wyzed) ste2eniach,aby zwig-
kszyé doktadnodé pomiaru m , zwtaszoza dla stgied S sg 10 mg/1.

ObJetod¢ wody destylowanej stosowanej do filtracji zawlesiny pobrane)
z reaktoréw okresowych oraz do przemywania biomasy na filtrze, w przypadku
pomiaréw P dla S <:15 mg/1, wyznaczono oddzielnie. Aby czas filtracji
nle przekraczat kilkadzlesigt sekund, zawiesing pobrang z reaktoréw okre-
Bowych filtrowano na duzym filtrze prézniowym (o Srednicy 3 cm), z uwagi
na duze steienie bakterii, zwlaszcza w przypadiu pomiaru wartosci P dla
Sp ;;25 mg/1, Objetosé prévki réwna 1,5 ml byta jednak zbyt mala, aby po=~
kryé caty filtr, co uniemozliwiltoby s5zybks jej filtracie. Z tego wzglgcdu
biozawiesing pobrang z reaktora okresowego rozclericzano najpierw 2 ml wody
destylowanej, a nastgpnie filtrowano. W wyniku préb ustalono, 2e mniejsza
1108¢ wody nie zapewnia szybkie] filtracji prébki, wieksza natomiast wy-
fiuzata czes filtracji tak, ze iloé¢ fenolu utlenionego na filtrze w cza-
gie filtracji byta porSwnywalna z masa mf odpowiadajgca pierwszej pfébie,
trwajace) Jak podano 1 minutg [34,35]. Badania wiasne [34] wykazaty , ze
¥ przypadku filtracji trwajgcej 10 sekund ilosSé fenolu utlenionego przez
bakterie na filtrze nie przekraczata 5 % masy m, dla plerwszej préby. Po-
niewaz masa m. wzrastata dla kolejnych préb, zatem bledy pomiaru me zwig—~
zane z utlenianiem fenolu na filtrze byly mniejsze dla pozostalych czte=-
rech prév [34]. w niniejszej pracy stwierdzono, 2e w przypadku pomiaru P
dla Sp ;?25 mg/1, u2ycie do filtracji na przyktad 10 ml wody destylowane]
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prowadziYo do takiego wydtuZenia czasu filtracji prébek, 2e ilo$§é fenolu
utlenionego na filtrze stanowila nawet okolo 40 ¥ masy m, dla pierwszego
interwatu czasu.

W wyniku préb ustalono réwniez najkorzystniejszq objetosé wody stoso~
wanej do przemywania biomasy na filtrze, w przypadku pomiaru P dla
B <:15 mg/1l, Stwierdzono, Ze po dwukrotnym przemyciu blomasy na filtrze 10
ml wody destylowane) masa radioaktywnego fenolu zawartego w biomasie byla
mniejsza niz 5 % masy mfr dla plerwszego interwalu czasu.,

Chloramfenikol dodawano w celu zatrzymania syntezy enzymu w komérkach .
po pobraniu ich z reaktora przepiywowego.

Operacje fizyczne jak wirowanie, przechowywanie biomasy itp. pPrzepro-
wadzano w temperaturze 4%, w dodatkowych dodwiladczeniach nie stwierdzono
praktycznie uchwytnego zmnlejszenla sie aktywnoéci metabolicznej hakterii
utrzymywanych uprzednio w ciggn 2 godzin w temperaturze 4°C., Na przyktad
zmniejszenie sig wartosci Pp o okolo 20 %, wynikajace z przechowywanis ba-
kterii poza reaktorem przeplywowym, stwierdzono dopierc po okolo 20 godzi-
nach od pobrania zawiesiny, Nalezy dodaé, e dodwiadczalnie nie stwierdzo-
no wpiywu zmiany temperatury przechowywania bakterii z 30°C na h°c, a nae=
stepnie z 4°C na 30°C, na ich aktywnos¢ metaboliczng. Podobne wyniki uzy-
skali autorzy prac [34,39].

W celu poféwnania doktadnos$ci pomiaréw L metods fotometryczng i ato-
méw znaczonych, zmierzono réwnolegle obiema metodami kilkanedcie wartosci
L dla Sp = 15 mg/1l, Wartosci m réznily slg¢ od siebie przecistnie o okolo
15 % 3 wyznaczone jedng metods byly zaréwno wicksze, jak i mniejsze od m

zmierzonych druga metods.
Doswiadczalnie nie stwierdzono wplywu promieniotwérczodci radioaktyw-

nego fenolu na aktywnosé metaboliczng Pseudomonas putida,

f

Dla danego zakécenia wyznaczono wartodci P_ dla bakterii pobranych
z reaktora przeplywowego w kilku czasach t, pcdanych w tabelach 6 i 7 za~
mieszczonych w dalszej czesci pracy.

Tabela 3

Sk¥ad wodnego roztworu, ktérym przemywano biomasg uzywans
do pomiaru Pp

Lp. Sktadnik Zawartosé [mg/1)
1 /Nm, /.80, 500

2 KH, PO, 200

3 MgCl, 30

4 NaCl 30

5 CaCl, 20

6 FeCl3 7

7 Chloramfenikol 100

8 Woda destylowana do 1 1
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14
DOSWIADCZALNYCH

WartoSci szybkoSci wiasciwej pobierania fenolu P_ obliczono na pod=-
stawie doswiadczalnych m 0 2 wartoéci P* na podstawie m?. Do ustalenia za-
leznodci migdzy wartosciami P_ a stezeniem S fenolu w reaktorze przeptywo-
wym w stanie nieustalonym 1 S%Zeniem S_ fenolu w reaktorze okresowym wy-
korzystano rachunek wyréwnawczy, a w szczegdlnosci zmodyfikowang przez Mar-
quardta i Flechtera [84] dla zastosowanego typu réwnania metods najmniej-
szych kwadratéw [85].

1. TOSWIADCZALNE WARTOSCI SZYBRKOSCT WLASCIWES
POBIERANIA SUBSTRATU W STANIE USTALONYM

WartoSci szybkodci wtasciwej pobierania fenolu P* dla bakterii wyho~
dowanych w reaktorze przeplywowym w stanie ustalonym obliczano dzielsc
wspéiczynnik kierunkowy proste] m}‘ = a7T + b, wyznaczone] metoda najmniej-
szych kwadratéw na podstawie doswiadczalnych m}e 1 7T ,przez maseg m: bak~
terii., Zaleznosé migdzy wartosciami P: a stgzenlem S_, dla bakterii ‘wyho-
dowanych przy réinych szybkoSciach rozelericzania, przedstawiono na rys.19,
Z rysunku tego wynika, 2e dla danego S_ wartodci P~ sq zwlgzane z szybkoé-
clg rozclerfczania przy jakiej wyhodowano bakterie, a Sciflej ze stezeniem
s*. Zaleznosé migdzy wartosciami P:: a stgZeniem Sp opisano réwnaniem 3

P* - P:ax SD (70)
P K=+ 5, + si/x’i‘

obliczajac wartoici parametréw P:ax ’ K; i Kiﬁ » oddzielnle dla kazdego S),‘
na podstawle zmierzonych px, Wyniki obliczer podano w tabeli 4, Zawarte
w nlej dane wskazujg, e istnieje zwigzek miedzy wartoSciami P*ax' K; 1 K’;
a steZeniem S*. ZaleZnod¢ migdzy dodwiadczalnymi wartofciami max 2 Steze-

niem S* opisano nastepujgcym réwnaniem @
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*

* AS

P = {71)
max B + S*

2
otrzymanym na podstawle zwigzku (53) dla C>S*2. Przyjeto C>s*,  bo-
wiem wartosci P*max wyznaczono dla bakterii wyhodowanych przy matych steze~
niach S* [34]. Na podstawie wartodcl Frox 1 S* podanych w tebeli 4  obli-
czono wedtug réwnania {71} A = 2,86 mg fenolu/mg biomasy+h oraz B=2,08 mg/1.
Z tabeli 4 wynika, Ze wartosci P:ax wyznaczone do$wliadczalnie orez  obli-
czone wedtug réwnania (71), dla podanych wyzeJ wartofci A 1 B, réznig sie
od siebile przecietnie o okoto 6 %.

Wobec braku teoretycznych przestanek zalezno$é doswiadczalnych war-
tosci K;' 1 K’: od stgzenia S™ opisano réwnaniami o nastgpujgqcej postaci {47,
84-86]2

K* = of + B s%0 (72)
K .« s*'8 (73)
K = o+ p exp(y s*) (74)
K* = o exp (ps*) (75)

obliczajgc wartosei o€ , B 17, oddzielnie dla Kg i K’:, na pocstawie Kg

i K’; oraz 5™ podanych w tabeli 4. Najmniejszy rozrzut punktéw otrzymano
w przypadku zastosowania réwnania (72). Szczegbtowa postaé tego  réwnania
byta dla 0,455 mg/1 <Sx <2,1l+ ng/1l nastgpujgca 3

0,402
_ K3 = =0,207 + 0,981 S* {76)
0,91
k¥ = 4,03 + 7,63 5% ' (77)

1

Z tabell 4 wynika, ze doéwiadczalne wartofci K; i KT réznig sie¢ od obli-
czonych wedtug zaleznoSci (76} 1 (77) przecigtnie o okoto B % 1 6 %.

W celu okreélenia stezenia Xo bakterii rosngcych na écianach reaktora,
poddano analizie wartosci szybkosci wiadciwe] pobierania fenclu P* w re-
aktorze podane w tabeli 5. Obliczono je wedrug zaleznosci (70) (71’1‘(76) 1(77),
po pddstawieniu Sp = s* oraz na podstawie réwnania (41) bilansu masowego
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3. OKRESLENIE WARTOSCI ZASTEPCZEGO CZASU t’

Analizujgc wartosci Pmax' Ks i Ki podane w tabelach 6 1 7 moina
stwierdzic, wspomniane juz w rczdziale II, opéZnienie wartosci pmax
wzglgdem stg2eni S. Z tego wzgledu zgodnie z rozwazaniami przedstawlionymi
w rozdziale II, obliczono wartoSci zastgpczego stezenia fenolu Sz wediug

réwnania :

2,08 P
s, = _max (79)
2,86 ~ P

otrzymanego z przeksztalcenta zwigzku (71) 1 po zastosowaniu w nim 8¥ = g
A = 2,86 mg fenolu/mg biomasy-h oraz B = 2,08 mg/1. Obliczenia wartosci S
przeprowadzono wykorzystujac w réwnaniu (79) wyznaczone uprzednio pmax' po-
dane w tabelach 6 i 7. Wyniki obliczeh wartosci S przedstawiono w tabe~
lach 6 £ 7.

Dla danego zakiécenia nie mozna bylo ustalid Jjednoznacznej zaleznoéci
réwniez higdzy wartodciami KS i K a zastepczymi stgzeniami 5 .Nalezy pod-
kreslié, e poszukiwane réwnanie dynamiczne, okreslajace war‘to_,ci 8ZybkoS =
ci wtadciwe] pobierania substratu Pr w reaktorze przepiywowym w stante
nieustalonym, musi w szczegdélnym przypadku okreslaé réwniez wartosci P*
w stanach ustalonych przed i po zaklSceniu.

Oznaczmy przez t czas, liczony od zastosowania zaktécenia,po upty-
wie ktérego w reaktorze przeptywowym wystapil stan ustalony. Poszukiwane
réwnanie bedzie okreslad wartosci P’:,' i P'):Z' gdy speinione bgds nastepulg=
ce zwigzkil @

- = - K=K*
pla t=o0, P =P K. = Kf, 1

max1t * pr 51 i, 117
Gdy t = too wéwcezas Pmu =P oaxo KS = KSZ i Ki = Kiz .
Uzyto indeksdéw "1" i1 "2" dla podkreslenia, ze wartosci parametréw P:ax’ Ks

i KSE odnoszg sig do stanu ustalonego odpowiednio przed zakléceniem (t = O)
oraz po zakldceniu (tm = t) .Analizulgc wyznaczone uprzednio wartosci Ks
i K, mozna stwierdzid,ze dla t<t wartoscl K, i K, sg takle same,jak od-

i S i
powladajgce im KS1 i K* w stanie ustalonym poprzedzajlgcym zakldécenie.Mo2-

na réwniez zauwazyé, zei\l przypadkach,gdy stan nieustalony wywolany byl sko-
kowym zwiekszeniem D, Srednie wartosci Ko otrzymane dla t>t byly przecigt-
nie o okoio 15 % wigksze od odpowlada;jqcych im Ksz,a na;]wie;keze wartodcl
K byly okolo 1,3 razy wicksze od wartosci F* +«Podobnie,gdy stany nieuste-
lone wywolane byly skokowym zwie€kszeniem S ,srednie wartosci KS otrzymane
dle t>t byly pxzeciqtnie o okolo 25 % wie;ksze od odpowiadajgcych im I\Q,\.
Z kolei srednie wartosci Ki otrzymane dla t>t0 byty dla skokowego zZwi -
kszenia D przecigtnie o okoro 15 % wicksze od odpowiadajgcych im K?I_EZ oraz
o okoto 20 ¥ wieksze,gdy stan nieustalony wywolany by} skokowym zwigksze-
niem S .
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t S Pmax KS Ki Sz
Lp.| Rodzaj zakiécenia
(min] | [mg/1) {—@&-f-en—l“—] (mg/1] | [ng/1) | [mg/ 1]
mg biomasyeh
1 2 3 4 5 6 7 | 8
1 | D=0,125+0,200 [n~ 1 | .20 1,6 0,731 0,470 | 8,08 | 0,72
S, = 500 mg/1 25 0,97 1,56 0,631 (12,9 2,50
3 | 0,78 1,47 0,519 | 9,68 | 2,21
35 0,67 0,824 0,771 | 7,42 | 0,84
40 | 0,49 0,555 0,551 | 8,92 | 0,50
45 0,62 0,686 0,756 | 8,90 | 0,66
2 | D=0,125~0,200[n~"| 25 |22,5 1,08 0,603 | 5,46 | 1,27
S0 = 1000 mg/1 30 4,58 2,01 0,538 [10,1 4,94
35 1,04 2,44 0,613 12,4 12,2
40 3,54 2,12 0,693 13,9 5,98
45 3,38 1,05 0,314 | 9,51 | 1,21
50 | 0,63 1,29 0,424 111,6 1,71
55 1,14 1403 0,992 | 9,33 | 1,17
60 | 0,75 0,72 0,443 10,6 | 0,70
3 | D=0,125-0,200 (W™ Y| 15 0,34 0,622 0,457 | 8,25 | 0,58
S, = 250 mg/1 20 0,97 1,54 1,39 T4 | 2,43
25 0,56 0,656 0,440 12,8 | 0,65
30 0,81 0,756 0,716 |41,3 | 0,75
35 0,60 0,690 0,676 | 9,24 | 0,66
4 | D=0,125-0,250 [b™ | 20 |15,4 0,756 1,45 | 6,15 | 0,75
So = 500 mg/1 25 6,57 1,54 0,635 | 9,88 | 2,43
30 0,36 2,70 1,07 9,76 135,8
35 2,24 2,13 0,417 13,8 6,11
40 4,32 1,47 0,617 (12,7 2,21
45 1,86 1,52 0,896 10,6 2,37
50 0,87 0,994 0,696 |10,8 1,11
55 0,79 0,806 0,559 |12,1 0,82
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Tabela 6

Doswiadczalne wartosci parametréw kinetycznych dla bakterii wyhodowanych
w stanie nieustalonym wywolanym skokowym zwigkszeniem szybkosci rozcien=-
czania D, dokonanym przy niezmienionym steZeniu So fenolu w pozywce

Prax Ko | K2 S 4 T T
Doswiadcz.| Obl, wg
. wzoru(884)
LJE;EEEE_] (mg/1] | {mg/1] (mg/ 1] [n] 1 n 1
\mg biomasye«h
9 10 11 12 13 14 15
0,711 0,637 9,46 0,69 0,065 -0,849 -0,381
1,72 0,637 9,46 3,16 0,175 0,203 0,193
1,51 0,637 9,46 2,33 0,282 0,511 0,971
0,737 0,637 9,46 0,72 0,501 3,30 2,12
0,551 0,637 9,46 0,50 0,626 4,36 3,54
0,659 0,637 | 9,k6 0,62 | 0,738 6,14 5,41
0,871 0,637 | 9,46 0,91 0,064 -0,696 ~1,09
2,24 0,637 9,46 7,55 0,177 ~0,177 ~0,731
2,65 0,637 9,46 26,6 0,346 1,36 0,252
2,38 0,637 9,46 10,3 0,465 1,50 0,456
1,11 0,637 9,46 1,32 0,601 1,93 1,33
1,43 0,637 9,46 2,08 0,751 2,79 2,48
0,967 0,637 9,46 1,07 0,894 4,63 4,00
0,771 0,637 9,46 0,77 0,995 6,24 6,13
0,611 0,637 9,46 0,57 0,058 -1,73 0,758
1,25 0,637 9,46 1,62 0,155 -0, 396 1,69
0,773 0,637 9,46 0,77 0,310 1,79 2,95.
0,792 0,637 9,46 0,80 0,463 4,47 4,82
0,680 0,637 9,46 0,65 0,577 7,85 7411
0,577 0,714 | 10,7 0,53 0,063 -0,925 -0,932
1,50 0,714 | 10,7 2,3 0,133 ~0,758 -0,529
2,49 0,714 | 10,7 14,1 0,270 0,337 0,015
2,43 0,714 | 10,7 11,8 0,385 0,695 0,819
1,59 0,714 | 10,7 2,60 0,563 2,12 1,81
1,48 0,714 | 10,7 2,23 0,713 3,84 3,12
1,01 0,714 | 10,7 1,13 0,819 4,90 4,85
0,862 0,714 | 10,7 0,90 0,913 6,33 7,26

5*
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1 2 3 4 ; 5 & | 7 8
| I I
5 19=0,125-0,250(n"" | 30 | 83 3 0,853 | 0,799 | 6,51] 0,89
! S, = 1000 mg/1 40 - 126 2,77 0,879 5 3,9o§ 06,2
; 50 | 133 p2,81 ; 0,7 9,69; 218
| 6 1D=0,125-0,250[n7"] " 15 | =918 0,979 | 0,471 | £,87] 1,09
5, = 250 me/1 120 0,94 1 1,80 ' 0,556 10,5 | 3,54
{25 10,96 | 1,24 0,524 10,4 1,59
30 | 1,16 1,18 0,835 11,0 1,46
'35 0,79 0,720 | 0,613 10,2 | 0,70
tso 02 0,925 | 0,873 £1o,o 1,00
| | [ !
L7 lD=o,190-o,aoo[n"} | 20 12,8 1,15 1,07 [ smal 1,41
5, = 250 mg/1 | 30 | 1,53 2,24 0,667 !14,6 7,55
I [ 40 | 2,84 1,78 P1,57 19,86 3,44
! I 50 | 1,12 . 1,17 i 0,981 [14,5 1,44
; 60 | 1,43 L1350 | 11 1,4 0 1,84
| ! Iy
8 |D =0,260-0,333[n"") 20 | 0,49 | 1,06 1,03 !11,7 1,23
'S, =500 mg/1 25 11,37 1,5k 0,729 [1B,4 | 2,43
j 130 11,13 1 1,16 | 0,764 12,8 | 1,42
| 135 10,76 | 1,07 0,655 119,3 | 1,24
‘ 40 | 1,3 . 0,939 0,861 ;15,5 | 1,02
45 | 1,24 § 0,938 0,533 20,3 1,01
|
9 | 1=0,260-0,333[n"" | 25 | 1,43 1,25 0,828 12,0 | 1,62
5, = 1000 mg/1 35 | 1,91 j 1,84 0,802 (14,6 3,77
| 45 11,02 C1,h3 1,10  ]18,3 2,08
55 | 1,45 ‘| 1,15 1,23 14,2 1,40
10 ’D=0,320—0,h00[h.” . 20 | 1,07 Lo1,02 0,694 ‘1&,& 1,16
S, = 500 mg/1 25 10,73 | 1,69 0,782 15,3 | 3,01
30 | 1,84 | 1,24 0,834 [15,6 | 1,59
35 1,12 } 0,974 0,514 17,4 1,08
| L 4O | 1,43 [ 1,02 0,764 115,2 | 1,16
1 | . 1
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t S Pmax KS Ki sz
Lp.| Rodzaj zakXdcenia
[min}| (mg/1] | |-Dafemolu ][mg/n mg/1] | [me/1]
mg biomasy-h
1 SO=250—500[mg/1] 15 | 2,4 1,21 1,40 4,25 | 1,53
D= 0,125 b 25 | 0,54 1,29 1,07 7,48 1 1,71
35 | 0,93 1,20 1,06 7,46 | 1,51
45 | 0,76 0,807 1,18 6,30 | 0,82
2 |8, =500-1000{me/1] 25 | 7,92 0,812 0,553 | 7,47 | 0,83
b= 0,125 ! 35 | 1,58 2,12 0,639 | 8,96 | 5,98
45 | 2,21 1,93 1,04 3,08 | 4,33
55 | 2,62 1,48 0,771 | 8,24 | 2,24
65 | 1,46 0,903 0,523 | 7,31 | 0,96
3 |S, =500-750 [mg/1] 20 | 2,07 1,59 1,22 6,80 | 2,61
D = 0,190 . 25 | 0,63 2,24 1,17 9,38 | 7,55
30 | 2,34 1,87 1,23 8,78 | 3,94
35 (1,76 1,24 0,877 | 8,981 1,59
40 | 1,09 1,37 0,916 | 9,58 | 1,92
45 1,41 1,20 1,22 6,06 | 1,51
50 | 0,84 0,906 1,21 8,64 | 0,97
4 SO=25O-5OO[mg/1] 20 | 7,34 1,59 1,14 7,82 | 2,61
D - 0,190 h] 30 | 0,97 2,50 1,23 10,2 | 14,6
40 | 1,42 1,62 0,796 | 9,82 | 2,73
50 | 1,15 1,29 1,19 6,91 | 1,71
60 | 0,83 0,855 1,14 9,22 | 0,89
5 |8,=500-750(mg/1] 20 (19,4 1,81 1,98 | 5,89 | 3,59
D = 0,260 w1 30 | 5,34 2,72 1,42 | 10,3 1 41,3
40 | 1,18 2,11 1,55 | 10,2 5,88
50 | 1,64 1,81 1,81 7,311 3,59
60- | 1,21 1,24 1,11 8,48 | 1,60
6 So=750—1000[mg/1] 25 11,3 1,42 0,979 | 10,7 2,06
D = 0,290 L 35 | 2,14 2,62 1,14 | 11,0 | 23,0
45 3,13 1,31 0,854 | 16,8 1,76
55 | 1,07 1,29 1,35 8,14 | 1,71
65 | 1,36 1,23 1,30 11,3 1,57
7 |8,=250-500(me/ 1 30 | 64 1,57 1,30 | 13,7 | 2,40
D= 0,452 b1 40 | 9 2,48 1,05 |18,0 |13,7
50 | 112 2,58 0,927 | 21,3 | 15,4
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.
Doswiadezalne wartodci KS i Ki wyznaczone dla s’anu nicustalonego mato za-
3

PO . . . RIS S s . . .
tem réznirv cic od odpowiadajgcych im KS? iK w stanie ustalonym wyste -

i2 {
pujjcym w reaktorze przeplywowym po czasie t . 7 tegn wzgledu dla t > tO
. i E3 N . S T Ca -
przyj: to KS = Ky, oraz Ki = K12 obliczajac powtdrnie wartosci P%ax’ od
dzielnie dla kazdego t, wedlug réwnania :
P X S [
F = IS 1% '\80)

2%
Ksy * Sp + Sp/K12

na podstawie zmierzonych Pp. Z tabel 6 i 7 wynika, ze warlosci Pmax i P&ax
réznia sie od siebie przecietnie o kilka procent. Analiza dodwiadczalnych

wartoéci ¥ oraz T obliczonych wedtug réwnan (78) i (80) wskazule,ze za=
stosowanie réwnania {80) do opisania zmierzonych F_ nieznacznie tylko
zwinkszylo pas rozrzutu punktdéw dodwiadczalnych [85,86].0éwizadczalne war-
todci PD réznia si; bowiem przecigtnie o okoio 19 % od obliczonych wedtug
réwnania (80), a o okoto 14 % od P_ okreélonych zaleinoécia (78).

Dla wyznaczonych wartodci Péax obliczono nastgpnie wedtug rdéwnania :

’
o 2,08 Pmax (81
ol ’
4 2,86 - Pmax

odpowiadajgce im zastepcze stgzenia S;. Ostatnie réwnanie otrzymano na pod=-

stawie zaleznosci (79) podstawiajac pmax = P&ax. Obliczone wartosci S; po=
dano w tabelach 6 i 7. Wartosci zastsopczego czasu t; wyznaczano postepujac
nastepujaco : oddzielnie dla kaidego zakldécenia opisano wielomianami 5
stopnia zaleznod¢ S = f (%) , wyznaczajac na podstawie doswiadczalnych
wartosci S i t wspdiczynniki wielomianu [85,86]. Wartosci t;,odpowiadajqce
otrzymanym S;, obliczano metodsa kolejnych przyblizen podstawiajac do odpo-
wiedniego wielomianu t = té oraz S5 = S;. Obliczone wartosci t;,przedsta-
wione w tabelach 6 1 7, wykorzystano nasigpnie do wyznaczenia parametru T.

s |4
4, OKRESLENIE WARTOSCI PARAMETRU T

Wartosci T obliczanc wedtug réwnania :

t -t
kl —T—
T = 2 (82)

t -t
(o]
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i ]
5. OBLICZENIE DOSWIADCZALNYCH WARTOSCI

Z rys.20 i 21 oraz z rys,I-XV wynika, ze dla danego S_ zmiana war-
toéci P nie wystepuje natychmiast po wystapieniu zakiécenia, lecz po pew=-
nym czasie to. Analiza wartosci to podanych w tabeli 8 wskazuje, ze  byly
one scidle zwigzane z wielknscia ‘zak}dcenia Z. Wobec braku teoretycznych
£ (2) okreslono nastepujacym zwigzkiem dodwiad-

il

przestanek zaleznoid to
czalnym :

t 0,031 29495 (89)

o}

[}

waznym dla 13,7 mg/l-hS; Z$;12h mg/1.h , przedstawienym graficznie na rys.
22, Z danych w tabeli 8 oraz z rys.22 wyhika, ze dodwiadczalne wartosci
t, réznig sig od obliczonych wedtug réwnania (89) przecigtnie o okoto 12 %.
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W przypadku duzych wartosdci XO, w odniesieniu do stezenia biomasy w zawlie-
sinie, przy kazdej skoriczonej szybkoSci rozcierczania wystgpuje tylko Je-
den stabilny stan ustalony (rys.B). Zachodzi wéwczas utlenienie praktycz-
nie catej ilosci substratu doprowadzonego do reaktora, a tylko przy bardzo
duzych D przemianie ulesa cze$¢ substratu (PYS.B). Duze wartosci Xo 53 la=-
twiej osiggalne w malych reaktorach, z uwagi na wieksza taczng powlerz-
chnie 3cian bocznych i dna przypadajgeg na jednostke objetosci aparatu .
Z tego wzgledu wyniki uzyskane w matych reaktorach nalezy ostroznie przyj-
mowaé jako podstawe do powiekszania skali [3,8,18,72]. Szczegdlnie dotyczy
to hodowli mikroorganizméw na substracie aktywujacym ich wzrost, przykia-
dowo na glukozie, gdzie znaczgcy Jest w utlenianiu udzial xomdrek TO SNg-
cych na $clanach reaktora [18,21].

Wartosci parametrdw A,B,C,P KS i Ki wystepujacych w réwnaniach

’
(98) 1 (98a) wyznaczono na podst§3§e doswiadczalnych P_, otrzymanych dla
przypadku utleniania fenolu przez bakterle Pseudomonas putida. Wyznaczono
wartosci Pp,poniewaz dokonanie pomiaru szybkoscl wiasciwej pobierania sub-
stratu w reaktorze przeptywowym P byto nadzwyczaj trudne. Najpierw zmie-
rzono wartosci P_ dla bakterii wyhodowanych w reaktorze przepiywowym w sta-
nach ustalonych, wystepujacych przy szybkosciach rozcieiiczania podanych w
®*

max S i h sg zalezne od

st¢zenia S*, przy ktérym wyhodowano bakterie uzyte nastgpnle do pomiaru P*.

tabell 5. Stwierdzono, Ze otrzymane wartosci P

ZaleznoSé miedzy = ¥ i1k a stgzeniem s* opisano nastgpujacymi row-

max’ S i
naniami dos$wiadczalnymi :

2,86 s*
P = (99)
2,08 + s*
* 0402
K5 = - 0,207 + 0,981 s* {100
0,91
K’i‘ = 4,03+ 7,63 %' : (101)

waznymi dla 0,455 mg/1< S*< 2,14 mg/1.

Poréwnujac wartosci P* wyznaczone na podstawie réwnania (96), po wy-
korzystaniu w nim dOQWiQdczalnych s¥* 1 X podanych w tabeli 5 oraz obli-
czone wediug zaleznoSci (98) tgcznie ze zwigzkami (99) (100) 1 (101) (wéw-
czaz S = S*, P - p* = Kg K = * oraz S_ = S%

max max’ e 1
ze Xo = 0, Doswiadczenia potwierdzily powytszy wniosek, bowiem w przypadku
hodowli ciggle) trwajace]j krécej niz 30 dni, przy obrotach mieszadta 600

obr/min, nie zaobserwowano warstwy bakterii na Scianach reaktora,

= s¥) ustalono,

Pomiaréw wartosci PD dla stanu nieustalonego dokonywano; oddzielnie
dla kazdego zakiécenia, dla bakterii pobranych z reaktora przeptywowego
w kilku czasach t, liczac od momentu wystapienia zaktdcenia, Analiza doé-
wiadczalnych wartosci Pp wykazala, ze dla 'té;to byly one takie same ,






= £ [7,t) opisano nastepujacym rownuniem doswiadczalnym ¢

=0, 697

T o= =2,21 + 17,1 2 expl3,n6 ! - t.)] 1oz

: ETN ,

pdzie : 7 = I)(S‘J - oF)- Py X1 1104)
waznym dla 18,7 mg/l.hS£13<§1?ﬁ mg/1-h. Wielkosci D i 50 wyStypujgce

w réwnaniu (104} oznaczajg odpowiednio szybkos¢ rozcieficzania i stezenie
fenolu w pozywce po zakldceniu.

Na podstawie analizy doswiadczalnych to podanych w tabeli 2 siwier-
dzono, ze réwniez wartosci t byly Scifle zwinzane z wielkoicls =zakidcenia
Z okre$lonego réwnaniem {104} . Wovec braku teoretycznych przestanek zwigzek
micdzy t i Z opisano nastppujaca zaleinodcin doswiadczalna

0,55

t, = 0,051 207 (105)

wazna dla 18,7 mg/1.h< 7 < 124 mg/1l-h,

Z przedstawionych rozwazal wynika, ze wartosci P. dla przypadku utle-
niania fenolu przez bakterie Pseudomonas putida okreslone sg nastepujgcym
réwnaniem :

2,86 5 s
P = € {106)
i ) (kg + 5 + 57k
{2,08 + Se KS_+ S +85 /Ki
. ok Lt C-
gdzie : S = ;. Kg = K& 1 K Kf, dla t<t,
Se = Sz ! KS = K§2 i Ki = K?2 gdy t >>to

WielkoSci S 1§ Sz wystepujace w powyzszym réwnaniu oznaczajs stezenie fenolu

w reaktorze odpowiednio w czasie t 1 tz okreslonym réwnaniami (102} (103}
. . . K* * 2. . .
i (10%) . Wartoséci K§1 i 14 oraz KS2 i Ki2 okreslone sg réwnaniami (100)

i (101) po zastosowaniu w nich odpowiednio zwigzkdéw s* - Sf oraz $¥a Sg,

Doswiadczalne wartosci Sf i S; podano na rys.23-28 oraz na rys.XVl - XXVI
zamieszczonych na koricu pracy. Nalezy dodad, 2e réwnanie {106) wyznaczono
dla przypadku, gdy praktycznie cara 1lodé fenolu doprowadzonego do reaktora
ulegata utlenieniu, zatem dotyczy przemiany fenolu w zakresie pozgdanym
w praktyce [1,2].

Aby dokonad oceny przydatnosci réwnania (106) do obliczania wartosci
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i XXKITII=-XNV). Tylko w srzypadku duzych zakYdcen, dokonanych zwlaszcza
przy duzych U luo SO poprzedzajacych zakidcenie, obliczone S i X w kilku

przypadkach znacznie réinity sig od doswiadczalnych wartoséeci S i X, jednak=-
*®
* - - 2
L X przecigtnie o okoto 10 % (rys.XX=XXII i XXVI). Biorgc pod uwags trud-

noicl w uzyskaniu powtarzalno$ci wynikéw doswiadczalnych w uktadach czyn~

-~

¢ 1 wiedy obliczone o§ i Xf réznity sie od doswiadczalnych wartosei S

nych biologicznie oraz zatozenia poczynione przy wyznaczaniu réwnania (106)

moina uznad, ze réwnania (92) (93) (106) i (107) opisuja utlenianie fenolu

w reaktorze przeprywowym w stanie nieustalonym z doktadnodcia wystarczajaca

w prraktyce do przewidywania stopnia jego przemiany po zakléceniu. Warto

wspomied, Ze w przypadku uktaddw czynnych biologicznie doiwiadczalne stg=-

cenia 57 i 7 w stanie ustalonym nierzadko kilkakrotnie réznia sie

od obliczonych. W stanie nicustalonym wyniki sa czosto nawet jakosciowo réz-
ne [7,3,18].

# celu pordwnania wynikdw otrzymanych w ninieiszej pracy oraz uzyska-

K., + 5 + 52/]{i

&}

nycn weatug modeli innych autordéw, na rys,?23-28 i XVI-X(VI przedstawiono
wartnsci 51 X obliczone na podstawie rdéwnan (1) i {2) po zastosowaniu w
nich nasiepuiacych malezncdci
a/ réw-aoe Chi i Howella 18]
Hmax °
Moo= (108)

1

gdzie : Mopax = 02369 h Ko = 5,94 mg/1 Ky =227 mg/1
b/ réwnanie Yanga i Humphreya [3]

M o= 0,24 + 0,04 t {109)
Z rys.2h-25, XI¥-XX, XAII i XXV-XXVI wynika, ze rozwiazania teoretyczne
otrzymane na podstawie réwnai (1) (2) 1 {108] réznity sic jakesclowo od
wynikéw uzyskanych do$wiadczalnie. Przyktadowo na rys.24, XIX-XX, XXII i
TAV=-2AVT rogwinzanie réwnad (1) [2) 1 (108) odpowiadato wymyciu bakterii

z recktora, natomiast dodwiadczalnie stwierdzono, ze po przejsciowym zwie-
kszeniu sic steZzenia 5 zachodzilo utlenienie praktycznie catej ilodci fe-
nolu doprowadzonego do reaktora. Wystgpowaly tez sytuacje odwrotne.Na pry=
k¥ad po skokowym zwigkszeniu szybkoéci rozciedczania D 2z 0,125 hm1 na 0,250
h-1, dokonanym przy SO = 1000 mg/1l, doswiadczalnie stwierdzono wymycie bak-
terii z reaktora, natomiast rozwigzanie réwnai (1) (2) i {108} odpowiadato
utlenianiu fenolu w zakresie wysokiego stopnia jego przemiany (rys.ZS). Na=-
wel w tych przypadkach, w ktérych rozwigzania teoretyczne s3 Jako$ciowo
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Ko 1 K1 okreslone sz zaleznoéciami :

2,86 S_
Poox (119)
2,08 + S, :
3*
glzte : S = ST dla £t
S, = S, dla t >t°
oraz
s 3 *
Ky = Ky o K =Ky dla t<t (120)
3€ 3¢
Ks = Ko K = K[, dla t >t (121)
L0,b02
gdzie ¢ Ky = =-0,207 + 0,981 S {(122)
4091
K, = 4,03+7,6358 {123)
Wartosci x:' 1 K 11 otrzymuje s;Lr; stosu,jqc w réwnaniach (122)1(123)
stezenie ° sf, zas wartodci KS2 1 K¥ 12 Po podstawieniu S* sz.

WielkosS¢ S w réwnaniu {119) oznacza stgzenie fenolu wys*bqpu,jqce
w reaktorze W czasie tz okreslonym wzorem :

b
t, = t-t expl[-T (¢t - 'to)l

0,55
3% t 3 ’
gdzte :  t =0,03[n(s - s}) - F¥ x¥]

-0,697
T = =2,21 + 17,1[D(So - s:‘)- PX ox*]

o exp[3,44 (t - to)]

waznyn dla 18,7 mg/1-h{D(S - sy) - P23 <124 mg/1°h. tel-
koSei D 1 S wystgpujagce w powyzszych réwnaniach oznaczaja odpo-
wiednio szybkosc rozclericzania i1 stgzenie ferolu w pozywce po za-
k¥Sceniu,

Dla wszystkich zastosowanych zakidcerl rozwiszania teoretyczne, o~
trzymane na podstawie réwnai (112) (113} 1 [118) - (123), vyry ja~-
kosciowo zgodne z wynikami doswiadczalnymi Oznacza to, Ze otrzy-

mane na podstawie réwnan teoretycznych zakresy utleniania catej
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1losci fernolu lub wymycia bakterii z reaktora, zostaly doswiad-
czalnie potwierdzone.

Dla umiarkowanych zakidcen steczenia fernolu 5 1 biomasy X, wyzna-
czone wedtug réwnar (112} {113) 1 (118) - (123}, réinily siz od od-
powiadajacych im doswiadczalnych wartoéci 5 i1 X przeciotnie o oko-
1o 20 %. W przypadku duzych zaklécen, gdy D(S - r-‘*)- P :> 50,
réznice migdzy doswiadczalnymi oraz oblicvonyml wart0001am1 i X
byty wicksze.Jednakze i wiedy obliczcne stgZenia S? i Af,w stanie
ustalonym wystepujqcym po zakidceniu, réznity si; od doswiadczal-
nych wartosci S i XZ przecigtnie tylko o okolo 10 .i.

Biorgc pod uwage zardéwno trudnesci w uzyskaniu powtarzalno$-
ci wynikéw dofwiadczalnych w uktadach czynnych biologicznie, Jak
réwniez zaloZenia upraszczajgce przyjete przy wyznaczaniu rdéwnania
{118) mozna uznaé, ze uzyskana zgodnosd wynikéw teoretycznych
i doswiadczalnych Jest wystarczajgca dla celéw praktycznych.
Stwierdzono, ze stezenia S i X obliczone wedtug wtasnych réwnan
(112) (113) 1 [118) - (123) najmniej roéznig si¢ od doswiadczalnych
wartodci S i1 X, uzyskanych zaréwno w niniejszej pracy, jak réwnie:
podanych w pracy [3]. Wynika to z faktu, ze zalezno$é¢ (1418), wyzna-
czona na podstawie rozwazan teoretycznych i badan dos$wiadeczalnych,
uwzglednia zjawisko histerezy mikrobiologicznej.

Na podstawie analizy wartosci s¥ i x* obliczonych wediug réwnan
{116) 1 (117) dla réznych szybkoSci rozcieficzania D stwierdzono,
ze tylko przy matych wartofciach D wystepuje jeden stabilny stan
ustalony, odpowiadajacy wysokiemu stopniowi przemiany substratu n
[87] . Natomiast przy umiarkowanych D moze wystapié jeden z naste-
pujacych trzech stanéw ustalonych : stabilny - odpowiadajacy war-
tosciom 7  Dbliskim jednosci, zerowy -~ oznaczajacy wymycie bak-
terii z reaktora lub niestabilny stan ustalony. W przypadku wzro-
stu mikroorganizméw na Scianach reaktora, nawet przy bardzo duzych
wartoSciach D nie wystapi zerowy stan ustalony. Przy  wartos$ciach
Xo wielokrotnie Qiqkszych od stgzenlia biomasy w zawiesinie, utle-
nianie substratu w zakresie warto$ci 7] bliskich jednosSci zachodzi
praktycznie przy kazdej szybkosci rozcienczania.
Przeprowadzone rozwazania teoretyczne i badania do$wiadczalne po-
zwalajg zaproponowaé nastegpujacy tok obliczania st¢zen S i X;w sta-
nie nieustalonym wywolanym skokowym zwigkszenlem szybkoScl rozcieri~
czania lub skokowym zwigkszeniem st¢zenia substratu w pozywce :
a/ dla zaloZonych Di S nalezy obliczyé wedtug réwnan (116) 1 (117)
steZzenie S1 W'stanle ustalonym poprzedzajacym zak}*écenie,a na-
stepnie okresli¢ na podstawie réwnai' (122) i (123) odpowiadaja-
ce mu wartosel K, 1 Fq;. Wielkoéé Px wystepujaca w réwna-
niach (116} 1 (117) opisana jest wzorem :

2
2,86 S}

pX =
(2,08 + s¥) (K§1'+ s* 4 S*Z/K“)
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btrzymanym na podstawie zwigzkéw (118} (119) 1 (120}). Wartosci
X* i Y , odpowiadajgce zatozonym D i S a niez‘qune do obli-
czenia S1 » MoZna oszacowac na podstawie dodwiadczalnych 1
* podanych w tabeli 5.

b/ podobnie moZna obliczyé stgzenie fenolu S’; w stanie ustalonynm
wystepujacym po zakidéceniu, odpowiadajgce \yar‘tos'ciom D 1 S0
po zaktéceniu, a nastepnie analogicznie jak uprzednio wartosci
K3, 1 K.

c/ stqzenia S i X oblicza sie wedtug réwnai (112} (113} {118) (119)
(120} 1 (121) . W przypadku, gdy w wyniku catkowania otrzymuje
sig ciagle wzrastajgce stgezenie S, rdéwne stqzeniu S po czasie
t>t oznacza to, Ze wystgpienie zatozonego skokowego zwig-
kszenia D 1ub S0 spowodowatoby wymycie bakterii z reaktora. Nie
zachodzitoby wiec wéwczas utlenianie fenolu doprowadzonego do
reaktora,

Nalezy dodaé, 2e podany wyzej sposéb obliczania S 1 X w  stanie

nieustalonym dotyczy tylko tych przypadkéw, gdy utlenianie w sta-

nach ustalonych zachodzi w zakresie wartofci stopnia przemiany
fenolu bliskich jednosci.

3. OBSZAR STABIINOSCI UTLENIANIA

Jak juz wspomniano, wartosci parametréw kinetycznych wystgpujgeych
w réwnaniu (118) otrzymano na podstawie wynikéw doswiadczalnych utleniania
fernolu przez bakterie wyhodowane w reaktorze przeplywowym w stanie nieusta-
lonym , wywotanym skokowym zwiekszeniem szybkodci rozcieficzania D lub sko -
kowym zwiekszeniem stezenia S0 fenolu w pozywce, .

Stan nieustalony moze wystapié réwniez w przypadku :

- Jednoczesnego skokowego zwigkszenia lub zmniejszenia D 1 S ,

~ zwigkszenia lub zmniejszenia D, S lub jednoczeénie D 1 S w

- okreslony sposéb inny od skokowego,

- skokowego zmniejszenia D 1lub So’

- impulsowego zaktdcenia S, oznaczajgcego skokowy wzrost S wywo-
Yany wprowadzeniem do reaktora znacznej ilosci substratu w bar-
dzo krétkim czasie,

- kombinacj1i wymienionych rodzajéw zaktéced.

W praktyce istotna jest znajomoSé obszaru stabilnosci utleniania, kté-
ry stanowis te wartoSci D 4 So po zakiéceniu, ze w nowym stanie ustalonym
zachodzi utlenianie praktycznie catej ilodci substratu doprowadzonego do
reaktora; jak w stanie ustalonym przed zakiéceniem, Jak podano uprzednio,po
wystapieniu duzego skokowego zwiqkszenia D 1udb S nastgpowalo wymycie bak~
terii z reaktora i wtedy, przy braku wzrostu komérek na Scianach reaktora,
utlenianie substratu w ogéle nie zachodzito. Jezeli nawet X >0 wéwczas
tylko niewielka cz¢$¢ substratu ulegata biodegradacji.

W celu zorientowania sig co do wielkofci zakiécedt prowadzacych do Wy~
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mycia komérek z reaktora, przedstawlono na rys,29-32 numeryczne rozwigza-
nia uk¥adu réwnad {112 (113} 1 (118}~ (123) dla kilku przypadkéw skokowego
zwiekszenja D 1 'Sb" Z rys.29 wynika, ze juz umiarkowane skokowe zwieksze-
nie stgzenia fenolu w pozywce, dokonane przy duzej szybkosci rozcierczania,
prowadzi do wymycia mikroorganizméw z reaktora, Analiza stgzed S i X przed-
stawilonych na rys.30 i 31 prowadzi do wniosku, Zze nawet przy matej szybkoS-
¢l rozcieficzania mozliwe Jest tylko umiarkowarie skokowe zwiekszenie Jedno-
czeénie D 1 So, aby w stanie ustalonym wystepujgcym po zaktdéceniu zachodzi-
1o bioutlenienie praktycznie catej 1ilosci fenolu doprowadzonego do reaktora.
Warto réwniez zwrécid uwagq, ze wzglednie wiekszy wzrost S or Przy takim sa-
mym skokowym zwigkszeniu D, -jest mozliwy w przypadku mniejszego stezenia S
przed zakiéceniem, Na przykiad z rys.30 i 31 wynika, Ze po skokowym zwia-
kszeniu szybkosci rozcierczania z 0,125 nt na 0,200 h-1,- przy Jednoczesnym
dwukrotnym zwiekszeniu So z 250 mg/1 na 500 mg/l, nie wystepuje przekrocze-
nie obszaru stabilnosci utleniania, Natomiast takie samo wzglgdne zwicksze-
nie stezenia S,» ale z 500 mg/1 na 1000 mg/1 prowadzi juz do wymycia komé-
rek z reaktora. Wreszcie, przedstawione na rys.32 zalezno$ci migdzy steze-
niemi S i X a czasem t, otrzymene dla réznych wartosSci wzglednego skokowego
zwigkszenia D z jednoczesnym skokowym zwigkszeriiem S z 250 mg/1 mna 500
mg/1 wskazuja, Ze znaczgce skokowe zwigkszenie D jest mozliwe jedynie przy
matych D poprzedzajacych zaktécenie. Na przyklad po dwukrotnym zwiekszeniu
D z 0,083 n1 na 0,167 hnﬁi stgzenie S zwigksza si¢ tylko przejsciowo, Nato-
miast takie samo wzglgdne zwigkszenie D z 0,425 h™ ' na 0,250 h_1 powoduje
przekroczenie obszaru stabilnos$ci, bowiem prowadzi do wymycia mikroorganiz-
méw, Przy duzych szybkoSciach rozciericzania poprzedzajacych zaktScenie
'(np. D =0,26 ' na rys.32), nawet niewielkie zwiekszenie D (np. do 0,333
n) prowadzi do wymycia komérek.

Nalezy dodaé, #e przedstawione rozwigzania teoretyczne otrzymano dla
dowolnie dobieranych,zmian D i So’ zatem wielko$ci D i S0 byly zmiennymi
niezaleznymi, W praktyce wartosci D 1 S0 po zaktéceniu sg zmiennymi zalez-~
nymi [81] . Moze wigc wystapié takie zwickszenie D albo S0 lub réwnoczesnie
P i So, ktére przy zachowaniu pozostalych parametréw prowadziloby do nie-
pozgdanego wymycia komérek z reaktora. Mozna temu zapobiec wprowadzajgc do
reaktora biomase z innej hodowli, zmniejszajgc D po zwigkszeniu sig S0 i od-
wrotnie lub stosujgec kombinacje wymienionych sposobéw, W praktyce istotne
Jest zatem okreélenie najwyzszych wartosci D = Dk_lub S0 = Sok’ przy nie-
zmienionych warto$ciach innych parametréw, po wystgpieniu ktérych bioutle-
nianie zachodzi¢ txdzie jeszcze w zakresie wysokich wartodci stopnia prze-
miany substratu. Wartosci Dk lub S~ ok mozna obliczyé na podstawie réwnan {112)
{113) 1 [118) - (123) metods koleJnych przyblizen. Sg to jednak obliczenia
zmudne, Znacznie prostsza jest metoda podana nizej. Jak juz wspomniano,war-
todecl P ax ? odpowiadajace poziomowi enzyméw w komérkach wyhodowanych w sta-
nie ustalonym przy stezeniu s* , nie zmieniaja sig¢ w czasie t<t . Ponadto
z rys.19 wynika, ze dla danej szybkoéci rozcienczania D, a scislea zwigza-
nego z niag stezenla s* » najwyzsza wartosé . szybkosci wlasciweg pobierania
substratu F_, przecig¢tnie o. okoto 15 % wy;ksza od P¥ , wystepuje przy ste=-
zendu Sp; wielokrotnie wigkszym od stgienia s* o Latwo -sprawdzic¢, e najwyz-
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STRESZCZENIE

Stwierdzono, ze opisanie bioutleniania substratu w stanie nieustalo-
nym uktadem réwna’i bilansu masowego tacznie ze zwiszkiem kinetycznym, nie
uwzgledniajgcym zjawiska histerezy mikrobiologicznej, prowadzi nie tylko
do znacznych rozbieznodci iloSciowych miedzy rozwigzaniami teoretycznymi
a wynikami do$wiadczalnymi , ale czgsto i1 jakoSciowych., W wielu bowiem
przypadkach, w ktérych wedtug rozwigzania teoretycznego praktycznie caia
iloé¢ substratu doprowadzonego do reaktora powinna ulec przemianie, dos-
wiadczalnie w ogéle nie stwierdza si¢ utleniania, gdyz nastapito wymycie
komérek z reaktora. Wystepuja tez sytuacje odwrotne, w ktérych doswiad-
czalnie stwierdza sie bioutlenianie substratu w zakresie wartosci stopnia
jego przemiany bliskich jednosci, natomiast wediug rozwiagzania teoretycz-
nego powinno byto juz nastapi¢ wymycie bakterii z reaktora.

W pracy niniejszej bioutlenianie substratu inhibitujacego wzrost mi-
kroorganizméw opisano wyznaczonymi teoretycznie réwnaniami bilansu masowe-
go substratu i biomasy. Wykorzystano w nich szybko$¢ wtadciwg pobierania
substratu Pr, okres$lajacag 1losé substratu utlenianego w jednostce czasu
przez jednostk; masy bakterii. Zastosowanie we wspomnianych réwnaniach bi-
lansu masowego dod$wiadczalnego zwiazku okredlajacego P ktéry uwzgled-
niat zjawisko histerezy mikrobiologicznej, dalo dobrg zgodno$¢  rozwigzad
teoretycznych z wynikami doswiadczalnymi dla umiarkowanych zakiicei. Dla
duzych zaktécen uzyskano zgodno$é wystarczajaca do praktycznego przewldy-
wania zakresu stopnia przemiany substratu po zak*éceniu.

Podano metode wyznaczania obszaru stabilmoSci utleniania, ktéry sta-
nowia te wartosci szybkoSci rozcleficzania i stgZenia substratu w pozywce
po zakiéceniu, ze w nowym stanie ustalonym zachodzié¢ bedzie bioutlenianie
praktycznie catej ilodci substratu doprowadzonego do reaktora, jak w sta-
nie ustalonym poprzedzajgcym zakiécenie.

Zaproponowano kierunki przysztych badan dod$wiadczalnych,
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SUMMARY

It has been found that thedescriptionof biocoxidation in transient
state in continuous biochemical reactor by the system of an equatiops of
a mass balance of substrate and biomass together with a relationship, de~
termining a value of a specific growth rate depending on substrate concen-
tration in bioreactor ; however, not taking into account a microbiological
hysteresis, gives not only significant quantitative differences of a the=-
oretical solutions and an experimental results, but often qualitative
differences as well. In many cases in which according to theoretical so=-
lution practically all quantity of substrate supplied to reactor should be
changed but experimentally biooxidation is not confirmed becouse washout
has been reached. There are inverse cases too in which biocoxidation is
still experimentally confirmed in the range of conversion ratio value near
unity ; howerver, according to theoretical solution washout should be re-
ached before,

In this work the biooxidation of an inhibitory substrate has been de-
scribed by the theoretically derived system of an equations of a mass ba-
lance of substrate and biomass applying in these equations the specific up-
-take rate, determining an amount of biooxidated substrate per unit bio-
mass per unit time. The application in these equations of a relation, des~
cribing cepencence of a specific up-take rate on substrate concentration in
transient state in reactor and on time calculated from disturbance, which
takes into account a microbial hysteresis, gives good compatibility of a
theoretical solutions and experimental results after a moderate disturban-
ces. For a large disturbances the sufficient compatibility to a practical
prediction of a conversion rate range has been obtained.

The method of determining of a biocoxidation stability range has been
worked out. This stability range means such a range of step increase of
dilute rate or step increase of substrate concentration in nutrient medium
that after transient increase of substrate concentration in a reactor, bio-
oxidation practically of all amount of substrate supplied to reactor takes
place again, as in stable state going before disturbance.

The trends of a next experimental investigations have been proposed,
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Peswnue

KoxasaHo, uTO npogece CHMONOTHYECKOrO OKHMCHIEHMA HMCXOLHOTO BemecTBa B
GHOXMMHYECKOM peaKTope HENPepHBHOTO AeHCTBHA B HeYCTAHOBJIEHHOM COCTOAHUHM He
MOXHO npeibranurs cHcTenoft ynpaBHeHHMP naccoBOro Ganadca HMCXOILHOrO BemecTrBa
u GHOMACCH BMeCTEe C BEmMECTBOM ONpeneiNdomuM 3HaueHHe YLeJbHOM CKOpOCTH pocTa
fivepex B 3aBUCHMOCTH OT KOHIEHT panMM HMCXOZHOrO BEmMEeCTBa B PEAaKTODe. HBieHue
He3auuxaomed MUKPOOCHONOIHMYECKOHR I'McTepe3H BERET He TONBKO K 3HAUMTENbHLM
KOJNHYECTBEHHHM pa3HHMIAM MEXIY TEeOpeTHUEeCKHM PpelmeHHneM M SKCIE PHNEHTAX BHHMY
EAHHHMH, HO WacTO TOXe M K KauecTBEeHHmM. BOo MHOrMX ciyyasx B KOTOPHX NO Te-
OpETHYECKOMY PpENEeHH NMPaKTHYECKH BCE€ KOJXMUECTBO HMCXOJHOTO S[EMECTERA BBEJE—
HHOrO B peaxTop JOXEHO NpopearupoBath — HTO SKCHEPUMEHTAJIbLHO BOOGmE HE JO—
xa3aHo. BHCTYNamwT Taxmxe NPOTHBOMNOIOXHHE MOMEHTH B KOTGPHX 3KCIEPUMEHTaJN BHO
nOKa3wBaeTCH eme CHMOXOTMYECKOE€ OKMCJEHHE HCXOZHOTO BemecTEa B mpenejie 3Ha—
9eHEA CTEeNEHM €ro KOHBEPCHH NnpUCAENEHHOR K eIMHHMNE, 3aTo M0 TEeopPEeTHYECKOMY
PEWeHHD YPaBIEHHSR JOJXHO yX€ NpoM3OHTH BHMHBAHHE MHKPOOPraHH3MOB M3 pear -
TOpa.

B npemnaraemoft paGoTe IMHamMuxy CHOOKHCAEHHA HMHIMOHTOPHOTrO HCXOLHOTO
BemecTBa ONMCAHO TeopeTHuUecKHM onpefeleHnofl cucTemoff ynparaenuft MaccoEBoro
GaraHCcA& HCXOLHOrO BemecTBa M CHOMACCH, NPVMEHAA B HHX YHENBHYD CKODPOCTH MO~
TXOMEHNA HCXORMOI'O BEmeCTBa ONPEJEeNAKmYK KOJHYECTBO HMCXOLHOrQ BEILECTBa OH-
OOKHCIEHHOTO B E€JHHANEe BPEMEHH HYepea EeRHHMNY MACCH MHKPOOPraHM3MOB.
lIpEMEHEHEE B YONOMAHYTHX DKCIEPUMEHTAIBHOTO COEIMHEHUA, ONVCHBAKNELO 3aBd—
CHMOCTH YEEeXBROE CKOpOCTHM NOrJAOmMEHHA HMCXOIHOTO BEWEecTBa OT KOHL,€HT paL |
HCXOSHOTO BEKECTBa B DPEAKTOPE B HEYCTAHOBIEHHOM COCTOSHHH M OT EDEMEHM OT—
CUHTAHHOrO OT MOMEHTA meprypOanuM, KOTODOE YUHMTHBAJNIO HBIE€HHE MHKPOGHOJOrH-
yecko# rrcTepesH, OHYa NOJyreHa XOPONAA CXOAMMOCTEH TEOpETHuUECKUX pemeHHit c
9XCOEePEMEHTAXBENME DPE3YXLETATMH JJA YMEPEHEHX nébwypdaunn.nxa COABMYX nep-
Typbannft noXxyueHHadA CXOZHMOCTE OHXa JOCTATOYHA nJIA HNPAKTHUECKOTrO NTELBHIE-
HHA npegeda CTENEHA KOHBEpPCHH HCXOJHOI'O BEeRecTBa MO Lepryptauud.

HaH meTox onpereXxeHmsi oOOXacTH CTACHIBHOCTH OHOJNOTHYECKOTO OKHCIIEHRA .
37a o6XxacTh CTACHMABHOCTHR O%HAwAEeT TAaKOH npegeX cKauKooOPpas’HOTo yBeXHYEeHUHA
CKOPOCTH pasOaBNeERA HEH CKAaIX0OOPA3KOro yBeJHUEHHMA KOHUEHTPANHH HCXONHOTO
BemecTsa B MAT&HAH, UTO DOCAE IEPEXONHOrO DOCTA KOHNEHTPALMH HCXOJIHOrO Be—

mecTea B PeaxTop® eme pas nporzoffeT GHOXOrAYecXKoe OKHKCJIEHHEe NpaKTHYECKH
BRCEro KOXKIeCTB& BBENEHHOTO B PeaKTOD, K&K B YCTAHOBAEHHOM COCTOAHHH zo
neprypbanun,

MpegroxeHK HANpa&BIGHRA OCYAYNEX SXCIeDHMEHTAXBHHX McCIenoBanuft,
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