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Streszczenie. W pracy badano wlasciwosci reologiczne medium hodowlanego w trakcie syntezy
polisacharydu przez Aureobasidium pullulans, prowadzonej w bioreaktorze. Hodowlg prowadzono na
sztucznym podiozu zawierajacym sacharozg, przez 96 godzin. Zastosowano zmienne obroty mieszadta
w granicach od 200 do 1000 rpm, co pozwalalo na zréznicowanie stopnia natlenienia podtoza. Ana-
lizowano charakterystyke reologiczna medium w trakcie prowadzenia hodowli jak i przy réznych
warunkach procesu. Stwierdzono, ze medium hodowlane ma wiasciwosci cieczy niutonowskiej tylko
w pierwszej dobie po zaszczepieniu, pozniej zachowuje sig jak ciecz nieniutonowska pseudoplastyczna.
Uzyskane krzywe ptynigcia opisano rownaniem Ostwald-de-Waele'a i na ich podstawie stwierdzono staly
nieniutonowski charakter oraz zmienno$¢ konsystencji medium. Stwierdzono, Ze najwigkszy wzrost
lepkoéci pozomej nastgpuje w drugiej dobie hodowli, a intensywno$¢ mieszania wpltywa na wzrost
lepkosci pozornej. Wiasciwosci reologiczne medium hodowlanego poréwnano z wladciwosciami
reologicznymi roztwordw czystego pullulanu o odpowiadajacych stgzeniach. Na podstawie uzyskanych
wynikéw wnioskowano, ze o lepkosci pozormej medium hodowlanego decyduje glownie struktura
polimeru utworzonego przez mikroorganizmy i ich egzogenne produkty przemiany materii.

Stowa kluczowe: Aureobasidium pullulans, pullulan, wiasciwoséci reologiczne, lepkosé

pozorna, bioreaktor.

WSTEP

Wiasciwosci reologiczne surowcow, ich zmiana w trakcie procesu technolo-
gicznego czy podczas uzytkowania gotowego produktu stanowia bardzo wazny
parametr majacy wpltyw zaréwno na sam przebieg procesu technologicznego jak
i na jako$¢ i wartosci uzytkowe gotowego produktu. Ciata pltynne moga
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zachowywac sig jak ciecze niutonowskie, ktorych lepkos¢ nie zalezy od szybkosci
$cinania lub moga mie¢ charakterystyke cieczy nieniutonowskiej. W cieczy
nieniutonowskiej zmiana predkosci przeptywu lub/i zmiana wymiaru charakte-
rystycznego przeptywajacej warstwy (zmiana szybkosci $cinania) powoduje
zmiang jej wlasciwosci reologicznych [9]. Z kolei od lepkosci, lub ogdlniej od
wlasciwosci reologicznych, zaleza takie parametry jak moc zainstalowanych
pomp czy mieszadet, wymiary przewodow, rur czy dysz, ktérymi transportowany
jest surowiec ptynny czy produkt, srednice otwordw w opakowaniach jednostko-
wych, przez ktére np. wyciskany jest produkt.

Procesy biotechnologiczne prowadzone z udzialem zywych organizmoéow
zajmujg wazne miejsce w wielu dziedzinach takich, jak medycyna, produkcja
zywnosci, ochrona $rodowiska. Na skale przemyslowa wykorzystywane sa
zwlaszcza plesnie, dzieki ktdorym otrzymuje si¢ cenne enzymy, antybiotyki,
kwasy organiczne czy polisacharydy. Jednym z takich polisacharydéw jest
pullulan - wielocukier syntetyzowany przez grzyby nalezace do gatunku A.
pullulans. Jest on substancja bezbarwng, bezwonna, dajaca roztwory o duzej
lepkosci juz przy niewielkich st¢zeniach, po wyschnigciu tworzaca mocne btony.
Z tego wzgledu ma potencjalnie duze zastosowanie - zaréwno jako dodatek do
zywnosci - jak i sktadnik biodegradowalnych lub jadalnych opakowan [2].

W trakcie prowadzenia hodowli nastgpuje przyrost biomasy, a wigc wzrasta
liczba komoérek zawieszonych w podilozu. Drobnoustroje, aby mogly si¢
rozmnazac¢, zuzywaja zwiazki chemiczne wchodzace w sktad podtoza hodowla-
nego. Jednoczes$nie, wskutek przemiany materii Zywych organizméw, produko-
wane sa rozne zwiazki chemiczne, ktorych czg$¢ moze by¢ wydzielana na
zewnatrz komorki (substancje egzogenne). Tak wigc sktad podtoza ulega ciaglej
zmianie, stad nalezy si¢ spodziewaé, ze zmianie ulegaja réwniez wiasciwosci
reologiczne medium hodowlanego. Z kolei zmiany lepko$ci maja wptyw nie tylko
na procesy zwigzane z wprawianiem podtoza w ruch, ale rowniez na warunki
zwiazane z przebiegiem samego procesu. Zmiany lepkosci moga wplywaé na
zdolno$¢ rozpuszczania tlenu w podtozu, na réwnomierno$¢ rozprowadzania w
podtozu sktadnikéw niezbednych do prawidtowego prowadzenia hodowli czy na
ich dostgpnos¢ dla drobnoustrojow [4].

Wiasciwosci reologiczne medium uzaleznione sa od uzytego szczepu
drobnoustrojéw oraz warunkéw prowadzenia procesu [2,5,8] - gdyz od tego
zalezy metabolizm komorki. Dane dotyczace wiasciwosci reologicznych i ich
zmian podczas prowadzenia procesow biotechnologicznych musza byé wigc
okreslone dla konkretnego szczepu i konkretnych warunkéw.



WEASCIWOSCI REOLOGICZNE MEDIUM HODOWLANEGO 143

MATERIAL I METODYKA

Materialem uzytym do badan byt dziki szczep A. pullulans AP-3, pochodzacy
z kolekcji czystych kultur Zaktadu Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci SGGW.
Hodowla prowadzona byta na podtozu pltynnym, standardowym wg Gniewosz i wsp.
[3]. Skfad jego byt nastgpujacy: sacharoza - 6%, K,HPO, - 0,75%, NaCl - 0,15%,
(NH4),SO4 - 0,07%, MgSO, - 0,04%, ekstrakt drozdzowy (f-my Life Technologies) -
0,04%. Przed zaszczepieniem, pH podloza bylo doprowadzane do wartosci 6,5 za
pomoca kwasu solnego. Inoculum przygotowywano prowadzac hodowlg w kolbkach
umieszczonych w wytrzasarce posuwisto - zwrotnej (celem napowietrzenia podtoza),
w temperaturze 28°C, przez 48 godzin.

Hodowlg wiasciwa A. pullulans przeprowadzono w sposéb okresowy w bio-
reaktorze BIOFLO 3000 firmy New Brunswick Scientific o pojemnosci maksymalnej
zbiornika 5 dm’. Zbiornik bioreaktora, po napeieniu podiozem i zamontowaniu
uzywanych czujnikéw (elektroda tlenowa, czujnik temperatury, elektroda pH),
sterylizowany byt w temperaturze 121°C przez 25 minut. Po ostudzeniu i spolaryzo-
waniu elektrody O,, podiaczano zbiormnik do ukfadu sterujaco-kontrolnego i, po
osiagnigciu zadanej temperatury oraz skalibrowaniu elektrody tlenowej, zaszcze-
piano. Dodatek inoculum wynosit 4% objgtosciowo.

W  zbiorniku, wyposazonym w przegrody, umieszczone bylo mieszadio
turbinowe. Dodatkowo, poprzez barboter, podawane byto powietrze w ilosci 100 1 na
godzine. Uktad ten pozwalat na osiagniecie wysokiego poziomu natlenienia medium
hodowlanego. Jako zmienng niezalezna przyjgto predkos¢ mieszadta. Zastosowano
predkosei 200, 400, 600, 800 1 1000 rpm (rotations per minute - obr’ min™"). Hodowlg
prowadzono przez 96 h.

Wihasciwoscei reologiczne medium okres$lano przy uzyciu reometru Brookfield
Engineering Labs. Zastosowano wrzeciono RV SC4-21. Szybkoé¢ $cinania
zmieniano skokowo w zakresie 0 do 220 s - co 10 s™'. Probke medium hodowlanego
do oznaczen pobierano bezposrednio po zaszczepieniu oraz w odstgpach czasowych
zaleznych od zaawansowania hodowli.

Jednoczesnie w probkach tych przeprowadzano oznaczenia zawartosci pullulanu.
W tym celu oddzielano biomasg poprzez wirowanie przy obrotach 8000 rpm przez
20 minut. Do 1 czgs$ci objgtosciowej supernatantu dodawano 2 czgsci 96%
etanolu i, energicznie mieszajac, zbierano wytracony wielocukier. Po ponownym
rozpuszczeniu w goracej wodzie i powtdrzeniu procedury wytracania pullulan
suszono w temperaturze 96°C, a jego zawarto$¢ wyrazano w gramach suchej
substancji na 100 cm’ podtoza.
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Do celow porownawczych wyznaczono krzywe ptynigcia dla 1, 2, 3, 4 i 5%
wodnych roztworéw pullulanu otrzymanego w hodowlach i oczyszczonego metoda
detergentowo-toluenowa, ktérej zasada opiera sig na usunigciu barwnikéw
melaninowych 1 innych zanieczyszczen detergentem (HTAB) oraz straceniu biatek
wraz z substancjami biatkowymi 10% alkoholowym roztworem toluenu [7].

WYNIKII DYSKUSJA

Kinetykg produkeji pullulanu przez Aureobasidium pullulans w zaleznosci od
zastosowanej predkosci obrotowej mieszadla przedstawia Rys. 1. Poniewaz wzrost
predkosci obrotowej mieszadta oznacza jednoczesnie zwigkszenie intensywnosci
natleniania medium hodowlanego, zatem rysunek ten moze by¢ réwniez interpre-
towany jako korelacja pomigdzy stopniem natlenienia a iloScia wytworzonego
wielocukru (lepko$cia podtoza). Nalezy jednak pamigta¢, ze wzrost obrotow
mieszadta powoduje jednoczes$nie wzrost sit $cinajacych, dzialajacych na zywe
organizmy, co moze stwarza¢ niekorzystne warunki rozwoju.
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Rys. 1. Wplyw predkosci obrotowej mieszadta na ilos¢ wyprodukowanego pullulanu w trakcie
hodowli.

Fig. 1. Effect of agitator speed on pullulan production during fermentation.
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Najnizsze ilosci pullulanu uzyskano w hodowli, w ktorej predkos¢ obrotowa
mieszadta wynosita 200 rpm. Spowodowane bylo to faktem, ze w tych warunkach
ilos¢ tlenu rozpuszezonego w podlozu byta niewystarczajaca (w okresie intensyw-
nego wzrostu drobnoustrojow elektroda tlenowa wskazywata zerowy poziom tlenu
w podtozu). Wzrost tej predkosci do 400 rpm powodowat wyrazne zwigkszenie ilosci
pullulanu, niezaleznie od czasu trwania hodowli, i w efekcie uzyskano okoto
2,5-krotny wzrost wydajnos$ci oczekiwanego produktu przemiany materii.

Dalszy wzrost predkosci obrotowej mieszadta nie powodowat statystycznie
istotnej roznicy w ilosci wyprodukowanego pullulanu. Jednak wykreslenie
krzywych wyznaczajacych 20-to procentowe odchylenie od wartosci $redniego
plonu pullulanu uzyskanego dla wszystkich tych hodowli (Rys.l) pozwala
zauwazy¢, ze punkty odpowiadajace hodowli przy 400 rpm leza najblizej dolnej
granicy obszaru przez te krzywe wyznaczonego, a z kolei punkty dla 600 rpm -
najblizej goérnej granicy. Mozna wigc mowi¢ o tendencji wzrostu wydajnosci
pullulanu do predkosci 600 rpm i do jej obnizenia dla wyzszych predkosci. Takie
relacje mozna by tlumaczy¢ badz zbyt wysokim stezeniem tlenu w podlozu lub
stresujacym dziataniem na komorki drozdzy naprezen $cinajacych wystepujacych
przy predkosciach 800 rpm 1 wigkszych.

Na podstawie uzyskanych wynikow pomiaréw naprg¢zenia stycznego T przy
zmieniajacych si¢ szybkosciach $cinaniay wykreslono krzywe ptynigcia w trakcie
kazdej hodowli oraz dla zmieniajacych si¢ warunkow hodowli. Przyktadowy
przebieg krzywych ptynigcia przedstawia Rys. 2. Krzywe te sa dobrze aproksy-
mowane za pomoca rownania Ostwald-de-Waele'a o postaci [6]:

T=Ky" 1)

gdzie: K - wspotczynnik konsystencji, n - wyktadnik potegi.

Warto zauwazy¢, ze gdy n w réwnaniu (1) przyjmuje wartos¢ 1, wowczas
réwnanie to opisuje zachowanie si¢ cieczy niutonowskiej i K przeksztatca sig¢ we
wspotczynnik lepkosci 7. Im bardziej n odbiega od jednodci, tym bardziej
wlasciwosci danej cieczy odbiegaja od wlasciwosci cieczy niutonowskiej. Z kolei
im wyzsza warto$¢ wspotczynnika K, tym wzrost szybko$ci Scinania wywotuje
wigksze zmiany napre¢zenia stycznego.

W trakcie hodowli, niezaleznie od zastosowanej liczby obrotow mieszadta
(awigc od intensywno$ci procesu napowietrzania), warto$ci wspotczynnika K
rosty, przyjmujac najwyzsze warto$ci pomigdzy 48 a 72 godzing hodowli, co
wyraznie zwigzane jest ze wzrostem iloéci pullulanu w medium hodowlanym.
Mozna zauwazy¢ pewna tendencj¢ obnizania konsystencji medium w ostatniej
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dobie hodowli, co obrazuje przebieg krzywej ptynigcia dla podtoza w 96 godzinie
hodowli ponizej krzywej ptynigcia dla 76 godziny.
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Rys. 2. Zmiany naprgzenia stycznego w funkceji szybkosci $cinania w trakcie hodowli prowa-
dzonej przy obrotach mieszadta 600 min™,

Fig. 2. Relationship between shear stress and shear rate at agitator speed 600 rpm.

Wartosci wyktadnika potggi bezposrednio po zaszczepieniu przyjmuja
warto$¢ 1 lub blisko jednosci. Wtedy w podtozu znajduje si¢ okoto 0,08 g s.s.
pullulanu w 100 ecm® podtoza, a wigc ilo$é wynikajaca z dodawanego inoculum.
Powstate stgzenie jest wigc bardzo mate, dlatego wlasciwosci podloza sg zblizone
do cieczy niutonowskiej. Natomiast dla wszystkich innych analizowanych
punktéw pomiarowych (moze z wyjatkiem tych uzyskanych przy 200 rpm) brak
jest wyraznej korelacji pomigdzy warto$ciami wyktadnika rownania Ostwald-de-
Waele'a a iloscia wytworzonego pullulanu (Rys. 3) (a wigc i czasem hodowli), co
wskazuje na stalty, nieniutonowski charakter medium hodowlanego.

Analiza statystyczna wykazuje, ze brak jest rowniez wyraznej korelacji pomigdzy
warunkami prowadzenia procesu (zmienne napowietrzenie poprzez zmiang obrotow
mieszadta) a zmianami wartoéci wyktadnika n. Natomiast warto$ci wyktadnika 7 dla
hodowli prowadzonej przy 200 rpm leza powyzej linii wyznaczajacej obszar 20%
odchylenia od jego s$redniej wartosci uzyskanej dla wszystkich prowadzonych
hodowli (Rys. 3). Punkty odpowiadajace pozostalym hodowlom w zdecydowanej
wigkszosci zawarte s3 w tym obszarze, przy czym dla hodowli przy 400 rpm
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zgromadzone sa blizej gornej granicy, dla hodowli przy 1000 rpm - blizej dolne;j.
Istnieje wige tendencja obnizenia wartoéci wyktadnika n wraz ze wzrostem
intensywnosci mieszania. Obserwacje przebiegu hodowli wskazuja, ze hodowle
przy 800 i 1000 rpm uzyskiwaly intensywne ciemne zabarwienie wynikajace
z obecno$ci melanin juz w pierwszej dobie, podczas gdy w innych przypadkach
zmiana barwy wystgpowata wyraznie dopiero po drugiej dobie. Moze to
sugerowacé, ze produkcja tego barwnika i jego powiazania z pullulanem wplywaja
na charakter reologiczny medium.
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Rys. 3. Wartosci wykladnika n w funkcji zawartosci pullulanu przy zmiennych warunkach hodowli.
Fig. 3. Value of n coefficient in relation to pullulan content under various fermentation conditions.

Analiza powyzsza pozwala stwierdzi¢, Zze medium hodowlane wykazuje
wiasciwosci cieczy niutonowskiej tylko bezposrednio po zaszczepieniu, natomiast
pbzniej jego wlasciwosci reologiczne odpowiadaja cieczom rozrzedzanym $cinaniem.

Przeksztalcajac rownanie (1) otrzymuje si¢ wyrazenie na lepkos¢ pozorna
przy danej szybkosci $cinania:

@

ktéra pokazuje, w jakim stopniu wzrost sit $cinajgcych wptywa na konsystencje
uktadu. Cecha charakterystyczng cieczy rozrzedzanych Scinaniem jest to, ze ze
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wzrostem sit $cinajacych lepkos¢ pozorna maleje i przy duzych sitach $cinajacych
osiaga prawie stalag wartos¢. Oznacza to, ze przy duzych sitach $cinajacych ciecz
zaczyna zachowywac sig¢ jak ciecz niutonowska.

Na podstawie réwnania (2) wyznaczono lepkosci pozore medium hodowlanego
przy okreslonych szybkosciach $cinania. Przyktadowy przebieg zmian lepkosci
pozornej w zaleznosci od czasu trwania hodowli oraz od zastosowanej predkosci
$cinania przedstawia Rys. 4.
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Rys. 4. Zmiany lepkosci pozornej w funkcji szybkosci $cinania w trakcie hodowli prowadzonej
przy obrotach mieszadta 600 rpm.

Fig. 4. Changes in apparent viscosity as a function of shear rate during fermentation at agitator
speed of 600 rpm.

Najwyzsze wartosci lepkosci pozornej, niezaleznie od zastosowanej predkosci
mieszadla i czasu trwania hodowli, otrzymano dla najnizszej z zastosowanych
szybkosci $cinania, tj. dla 10 s, Lepkoé¢ pozorna malata istotnie do szybkosci
$cinania mieszczacej sig w zakresie 30+50 s'. Dalszy wzrost szybkosci $cinania
powodowat juz tylko niewielkie obnizenie lepkosci pozornej. A wigc medium
hodowlane bylo rozrzedzane $cinaniem. Najwigksza zmiang lepkosci pozornej
zaobserwowano w drugiej dobie hodowli, niezaleznie od szybkosci $cinania i od
warunkéw prowadzenia procesu. Na Rys. 4 jest to widoczne w postaci niepro-
porcjonalnego przedziatu pomigdzy krzywymi dla 24 i 48 godziny hodowli.
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Przykladowe zmiany lepkosci pozornej w zaleznosci od czasu trwania
hodowli, dla szybkoéci $cinania 10 s™', przedstawia Rys. 5. Mimo duzego rozrzutu
wynikéw warto zauwazy¢, ze wzrost predkosci obrotowej mieszadta powodowat
wzrost lepkosci pozornej medium hodowlanego z jednoczesnym pojawieniem si¢
maksimum tej warto$ci. Przy nizszych obrotach mieszadta maksymalng warto$¢
lepko$ci pozomej uzyskano w koncowym etapie hodowli. Dalszy wzrost
predkosci obrotowej mieszadta powodowat nie tylko wzrost lepko$ci pozornej,
ale rowniez wystapienie jej maksymalnej wartosci na przelomie trzeciej i czwartej
doby procesu. Pod koniec hodowli nastgpowato obnizenie lepkosci pozornej
medium hodowlanego. Wyniki te dobrze koreluja z zaleznoscia przedstawiona na
Rys. 1 i pokazuja, ze istnieje okreslona korelacja pomigdzy obrotami mieszadta
i czasem uzyskania maksymalnej ilo$ci pullulanu. Ponadto wydaje sig, ze wzrost
intensywnosci mieszania wptywa w znacznym stopniu na strukturg pullulanu, co
objawia si¢ obnizeniem lepko$ci pozornej medium pod koniec procesu.
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Rys. 5. Zmiany lepkosci pozornej w czasie hodowli przy zmiennych warunkach hodowli.
Fig. 5. Changes in apparent viscosity as a function of fermentation time under various fermentation

conditions.

Lepko$¢ pozorna medium hodowlanego bedaca miara tarcia wewngtrznego
jest zalezna, migdzy innymi, od liczby komorek, ich ksztattu, wielkosci, stopnia
agregacji, a takze ilosci i jakosci pullulanu (wysokie naprezenia $cinajace moga
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prowadzi¢ do produkcji pullulanu o krétszych tancuchach [6]) jako egzogennego
produktu przemiany materii, tworzacego warstwg $luzu na powierzchni $ciany
komorkowej. Nie ulega watpliwosci, ze najwazniejszym czynnikiem - w przypadku
A. pullulans - jest stgzenie 1 jako$¢ polisacharydu.

Dalsza interpretacja uzyskanych wynikow zostala wigc przeprowadzona
z uwzglednieniem ilosci wyprodukowanego pullulanu, na bazie lepkosci pozornej
obliczonej dla trzech szybkosci §cinania: 10, 50 i 150 s™'. Dwie pierwsze wartosci
odpowiadaja zakresom, w ktorych konsystencja medium hodowlanego silnie
zalezy od szybkosci $cinania, natomiast trzecia warto$¢ dotyczy tego zakresu,
w ktorym ciecz hodowlana zachowuje si¢ podobnie do cieczy niutonowskiej. Do
analizy wplywu stezenia polisacharydu na wilasciwosci medium wykorzystano
wyniki ze wszystkich prowadzonych hodowli.

Krzywe zaleznosci lepkosci pozomej od stezenia pullulanu - dla wybranych
szybkosci $cinania - maja charakter paraboli (Rys. 6). Wraz ze wzrostem szybkosci
$cinania, w rownaniach opisujacych te zaleznosci, rosna wartosci wyktadnika potegi
i maleja wspétczynniki proporcjonalnoéci. Swiadczy to o tym, ze im mniejsza
szybko$¢ $cinania, tym zmiany lepkosci pozomej wywotane jednostkowym
wzrostem stgzenia sa wigksze. Dowodzi to rowniez istotnego wptywu struktury,
utworzonej przez wydzielane produkty przemiany materii i komoérki drozdzy, na
lepko$¢ pozorna medium. Zniszczenie jej, przy jednoczesnym ukierunkowaniu
dhugich tancuchow biopolimeru, spowodowanych napr¢zeniami $cinajacymi wzrasta-
jacymi wraz ze wzrostem szybkosci Scinania powoduje, Ze stezenie pullulanu staje si¢
czynnikiem decydujacym o lepkosci pozornej podioza.

Dla najmniejszej z analizowanych szybkosci $cinania znaczna czg$¢ punktow
lezy poza wyznaczonym obszarem. Wzrost szybko$ci $cinania powoduje, zZe
prawie wszystkie punkty naleza do wyznaczonych obszarow. A wigc istniejg inne
czynniki - poza stgzeniem pullulanu - ktdre istotnie wptywaja na wartos¢ lepkosci
pozornej. Moga to by¢: naprgzenia $cinajace wynikajace z intensywnosci
mieszania oraz stres z nimi zwigzany, poziom natlenienia czy inne bodzce
mogace mie¢ wpltyw na kierunek lub intensywno$¢ proceséOw biochemicznych
zachodzacych w zywych organizmach.

We wszystkich prowadzonych hodowlach plon pullulanu wynosit ponizej 4g
ze 100 cm® medium, dokonano wigc poréwnawczych pomiaréw lepkosci pozornej
wodnych roztworéw oczyszczonego pullulanu zawierajacych 1, 2, 3, 4 1 5%
polisacharydu. Otrzymane wyniki pokazaly, ze roztwory te zachowywaty si¢ jak
ciecze niutonowskie, a ich lepko$ci wynosity odpowiednio 3, 6, 10, 17 i 22 mPas,
a wigc kilkudziesiat razy mniejsze niz medium hodowlanego zawierajacego
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odpowiadajaca ilo$¢ pullulanu. Dowodzi to, ze nieniutonowski charakter cieczy
nie jest spowodowany stezeniem polisacharydéw, a raczej struktura, ktora ta
materia tworzy w potaczeniu z mikroorganizmami czy zanieczyszczeniami, wsrod
ktorych najwazniejsza rolg strukturotworcza moga odgrywaé zwiazki melanino-
we. Zwiazki te sg polimerowymi pochodnymi tyrozyny o wysokiej masie
czasteczkowej i mogg tworzy¢ pozakomoérkowe polimery [1].

1000
900 - ® _szybkosé cinania 10's™
O  -szybkos¢ $cinania 50 s’ ®

800 1 A . szybkosé scinania 150 s @
5 700 | — -srednia +30%, -30% dia 10 ST o
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Rys. 6. Zmiany lepkosci pozornej w funkcji uzyskanego plonu polisacharydu przy wybranych
szybkosciach $cinania.
Fig. 6. Changes in apparent viscosity as a function of polysaccharide productivity at chosen shear rates.

WNIOSKI

e Uzyskane wyniki pozwalaja na stwierdzenie, ze medium hodowlane podczas
hodowli Aureobasidium pullulans ma charakter cieczy nieniutonowskiej juz po
pierwszej dobie. Charakterystyka ta jest praktycznie niezmienna w czasie,
zmienia si¢ natomiast konsystencja uktadu, co dobrze opisuja rownania Ostwald-
de-Waele'a dopasowane do krzywych plynigcia.

e Lepko$¢ pozorna medium hodowlanego rosnie wraz ze wzrostem liczby obrotow
mieszadta w zakresie 200 do 600 rpm, a wptyw dalszego wzrostu predkosci
obrotowej nie jest jednoznaczny. Uwzglgdniajac ilos¢ wytworzonego pullulanu,
nalezy stwierdzi¢, ze predkos¢ obrotowa mieszadta 600 rpm byta - w warunkach
prowadzenia do$wiadczen - najbardziej korzystna.
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O wartosci lepkosci pozornej, przy danej szybkosci $cinania, decyduje gltownie
struktura utworzona przez egzogenne produkty przemiany materii. Na ksztatto-
wanie tej struktury wplywa zawarto$¢ pullulanu i zwigzkéw mu towarzyszacych,
takich jak melaniny, co powoduje, ze pomiar lepko$ci pozornej moze by¢ miara
zawartosci pullulanu w podiozu. Metoda ta jest tym bardziej czula, im
zastosowane szybkosci $cinania sa mniejsze. Poniewaz jednak przy najmniejszej
z zastosowanych szybkosci uwidaczniat si¢ najbardziej wptyw innych czynnikéw
niz stezenie pullulanu, stad autorzy rekomenduja prowadzenie pomiarow
lepkosci pozornej przy szybkosci $cinania 50 s
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RHEOLOGICAL PROPERTIES OF FERMENTATION BROTH DURING
PULLULAN PRODUCTION BY AUREOBASIDIUM PULLULANS
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Abstract. Rheological properties of fermentation broth during polysaccharide biosyntesis by
Aureobasidium pullulans in bioreactor were examined. The fermentation process in synthetic broth
containing saccharose was carried out by 96 hours. Agitator speeds from 200 to 1000 rpm were
applied to obtain various cultivation conditions in the bioreactor. Rheological characteristics of the
broth during fermentation process and under various process conditions were analyzed. The
Newtonian behaviour of the broth was noted only during the first day after inoculation. Then the
broth attained the non-Newtonian pseudoplastic fluid characteristics.

The Ostwald-de-Weale equation was used to describe rheological properties of the cultivation
medium. The constant presenting the non-Newtonian behaviour of the fluid, the consistency and
apparent viscosity of the fermentation broth were calculated.

The highest apparent viscosity increase was observed during the second day of fermentation
process. Increased agitation caused increase of the apparent viscosity. Rheological properties of the
medium were compered with those of water solutions of pure pullulan at concentrations from 1 to
5%. The solutions were Newtonian and the viscosity was several times lower then the consistency
of the broth. It was found that the structure formed by biopolymers and other metabolites such as
melanins determine the apparent viscosity of cultivation medium

Keywords: Aureobasidium pullulans, pullulan, rheological properties, apparent viscosity,

bioreactor.



