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Studium technologie submersni fermentace

BOHUMIL SIKYTA, MILOS HEROLD, JAROMIR SLECHTA, JIR1 ZAJICEZK

Vyzkumny Gstav antibiotik, Roztoky u Prahy

Laboratorni tank pro submersni fermentaci

Vyvoj podminek submersni aerobni fermentace
zafind feSenim =zdkladnich otdzek v laboratornim
méfitku v bafikdch na tfepacich strojich. V nich je
mozno sledovat velky pocet faktord, urcujicich opti-
maélni podminky postupu pro laboratorni fermentaci
a zékladni faktory pro fermentaci v tanku. Koneé-
nym cilem vyvoje je vSak stanovit nejvyhodnéjsi
podminky fermentace ve velkych vyrobnich fermen-
torech. Jde tu tedy o vystiZeni optimalnich kulti-
vaénich podminek mikroorganismu ve dvou nado-
béch, které se liSi nejen svym objemem, ale hlavné
faktorem u hloubkové kultivace tak stézejni dalezi-
tosti, jako je zplsob a intensita vzdusnéni a michéani
fermentacéni pady. Kromé toho se li§i fermentace
v bafikach od postupu ve fermentac¢nim tanku i Fadou
jinych faktord, jako rozdilngm materidlem, z néhoz
jsou nadoby zhotoveny, rtznou velikosti poméru
plochy nadoby viéi objemu kapaliny, zpisobem ste-
rilace plidy, tvorbou pény a pouzitim odpéfiovacich
latek, zpisobem prekursorovani, inokulace, zachova-
nim aseptickych podminek kultivace, a nékdy i slo-
Zenim puady. Pro prevadéni podminek fermentace
z laboratorniho méfitka do provozniho se pouZiva
obvykle nékolika mezistupiit vyvoje. Prvnim z t&chto
mezistupfii jsou laboratorni fermentagni tanky,
v principu zafizené jako velké provozni fermentory.
VSechny uvedené rozdily mezi laboratornim postu-
pem na tfepacim stroji a provoznim tankem jsou i
mezi bafikami a laboratornimi tanéiky. Maly objem
laboratornich tanki zarutuje pomérné hospodarny
zpisob feSeni Fady otdzek, které by jinak musely
byt feSeny ndkladnéjsim poloprovoznim zafizenim.

Laboratorni fermentory obsahuji obvykle 5 az 30 |
pidy. Jsou popsany a uZivany nejruznéjsi konstrukce
[1, 2, 3, 4, 5]). V podstaté to mohou byt fermentory,
kde intensivni vzdudnéni nahrazuje michani [6] nebo
obracené, vysoka intensita michani riizné upravenymi
michadly nevyzaduje zafizeni pro pfivod vzduchu do
kapaliny [7, 8], nebo kone¢né fermentory kombino-
vané, které maji zarizeni pro vzdusnéni i pro micha-
ni, tedy obvykle vzdu3nici vénce a michadla. Protoze
tohoto druhu fermentoru se nejbéznéji pouzivd ve
vyrobé, je vyhodné pouzivat tohoto typu tankil i pro
zarizeni laboratorni, a je to dokonce nutné, ma-li
byt ptevod do dalSiho stupné feSen na zdkladé kon-
krétnich podklada [9].

Popis fermentaéniho tanku

Laboratorni fermentaéni tanky, popisevgné v tomto
¢lanku, jsou zhotoveny z nerezavéjici oceli AKVN.
Vlastni tank (obr. 1) je nadoba valcovitého tvaru,
celkového obsahu 20 1, plnéni obvykle 10 1. Sklada se
v podstaté ze dvou &asti — z vlastni nadoby a vika.
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Vlastni nddoba md mirné vyduté dno se zornym
sklem A probihajicim téméf po celé vySce tanku.
Sklo je upevnéno pfirubou B a t&snénim z kvalitni
elastické gumy bez textilni vloZky. Uvnitf tanku na
dné je vymeénitelné patni loZisko h¥idele michadla C,
zhotovené z nerezu nebo texgumoidu. Nahote je na-
doba zakon¢ena pfFirubou Bz, jiZz prochézeji Srouby D,
pfipinajici viko. Viko tanku E je zhotoveno z rovné
desky z nerezové oceli a je pfipevnéno na pfirubu
vlastni nadoby Sesti Srouby D a tésnym gumovym
kruhem F. Armatura je pfipevnéna na viku tanku a
sklada se z téchto ¢asti: ve stfedu vika je uloZen
kozlik G s texgumoidovym loZiskem H. Hfidel mi-
chadla I je upevnén jednak v tomto lozisku, jednak
pfi smontovédni tanku je konec hfidele, ktery pro-
chazi vikem, veden patnim loZiskem C. Konec hiidele
J je rovnéz vyménny. Hfidel michadla prochazi vi-
kem a je tésnén ucpavkovou komorou K. Ucpavkova
komora (obr. 2) je chrinéna proti vnikani kontami-
nace z vnéjsku horkym olejem v duplikdtorové misce
L1, vytdpéné parou. Tésnéni proti vnitfnimu pfetlaku
je zlepSeno druhou miskou L: s olejem, umisténou
na hrideli uvnit¥ tanku pod ucpavkou tak, Ze spodni
¢ast ucpavkového télesa je ponofena do oleje. Na
hiideli pod miskou Lz je namontovdno mechanické
odpéfiovadlo M jako dvojice protilehlych sbihavych
plo3ek, mezi nimiZ se pfi otafeni péna stlacuje a zte-
kucuje. Na spodni ¢asti hfidele je upevnéno vymé-
nitelné lopatkové michadlo N, z jehoZ ¢tyf lopatek
jsou dvé umistény kolmo na smér otéddeni, takze ka-
palinu vrhaji ke sténé tanku, a dvé Sikmo v dhlu 30°

Obr. 1 — 20 1 nerezovy laboratorni fermentaéni tank



na rovinu otageni, takZe kapalinu vrhaji $ikmo vzha-
ru. Na hornim konci hfidele je Femenice O. Vikem
prochazi vzorkovaci trubice P sahajici ke dnu tankuy,
nad vikem zahnutd v ostrém Ghlu a zakoncena uza-
viracim ventilem Q. Vrchni ¢ast trubice nad vikem je
odnimatelnd a k viku tanku je pfipevnéna matici R.
Usti vzorkovaci trubice je opatfeno zédvitem k mon-
tazi odnimatelného potrubi, spojujiciho navzajem
jednotlivé tanky. Vikem déale prochdzi trubice pro
pfivod vzduchu S, zakongena vzdudnicim véncem T,
umisténym pod michadlem. Na této trubici je upev-
néna nastavitelna zardrka U, zamezujici v kapaliné
tvorbé viru. Vzduch, pfivadény z Gstfedniho rozvodu
gumovou hadici, je sterilovdan odnimatelnym filtrem
V. Filir je konstruovan ze Zeleza a je plnén skelnou
vatou. Je upevnén na kovové trubici pfivodu vzduchu

A4

Obr. 2 — Ucpavkova komora

do tanku. Z vika je vyvedeno potrubi pro odchod
vzduchu a dva néstavce s ventily Wi, Wa, pro vstfik
inokula, oleje a pomocnych ldatek. Na potrubi pro od-
vod vzduchu je kovovy zachycovaé kapek a pény X
s kohoutem Y a mensi pojistny sklenény filtr Z, na-
plnény rovnéz skelnou vatou. Zarizeni pro pfivod a
odvod vzduchu, ochranna pouzdra na vzorkovacim
a ostatnich vstrikovacich vyvodech jscu zhotovena
z kvalitnich, elastickych, silnosténnych gumovych
trubic, snasejicich opakovanou sterilaci v autoklavu
pri zvysenych teplotach.

Pomocna zarizeni

Tanky jsou ulozeny po Ctyfech do spoleéné vodni
idzné (obr. 3), opatfené automatickym davkovanim
studené vody, oviddanym pneumatickym, tepelnym,
registraénim reguldtorem s kapilarnim teplomérem
jako ¢idlem a membrédnovym pneumatickym venti-
lem. Na panelové desce, umisténé nad lazni, jsou
pripevnény rotametry pro méfeni pritoku vzduchu,
manometry pro méfeni pretlaku vzduchu v tanku,
prislusné ventily a potrubni rozvod (vzduch, para).
Za panelem je po délce vodni lazné pfipevnéna po-
honna transmise, ulozena v texgumoidovych lozis-
kéach. Transmise je pohanéna tfifdzovym elektromo-
torem (1,5 HP) s nékolikastupfiovou Femenici pro
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ménéni otacek. Transmisi jsou klinovymi Femeny po-
hénéna michadla tankG. Polet otafek lze ménit
stuphovitd od 170 do 500 otdcek/min. s pFipadnym
pouzitim pfevodové piedlohy u elektromotoru nebo
ménénim Femenice rlzného priméru na hfideli mi-
chadla. Stlateny vzduch je wveden potrubim od
dstfedniho kompresoru centralnim filtrem, napiné-
nym skelnou vatou. Centralni filtr je spoleény pro
nékolik tank@ a jeho ukolem je vzduch pfedb&Zné
zbavit hrubé kontaminace. Naplh filtru se vyménuje
dvakrdt za rok, steriluje parou a vysu$i vzduchem,
gemuZz napomaha plast filtru s parnim vytapénim.
Z ustfedniho filtru je vzduch veden pfes regulagni
vzduchovy ventil do rotametru, odkud prichazi sni-
matelnou gumovou hadici do malych individudlnich
filtra V. Prachodem skelnou vatou, napéchovanou ve
filtrech, se vzduch steriluje. Individudlni filtry se
pred kazdym pouZitim steriluji v horkovzduiném
sterilatoru, nafe? se pod plamenem naSroubuji ha
pfivod vzduchu do tankt. Vzduch odchazi z tanka
kovovym lapafem kapek a pény. Pfetlak v tancich se
reguluje ru¢né ¢astetnym otevienim kohoutd. Na
potrubi odpadniho vzduchu za men3im pojistnym
sklenénym filtrem je zapojen manometr, ukazujici
tlak vzduchu v tanciku.

Pracovni postup pouZivany pii praci s laboratornimi
tanciky

Popsanych laboratornich fermentaénich tankd se
pouzivd ve Vyzkumném tstavu antibiotik od r. 1951.
Za tu dobu byl vypracovan technologicky postup,
ktery byl provéfen pfi vyzkumu technologie né&kolika
zakladnich antibiotik. PFitom se ukazalo nékolik velmi
dalezitych faktord. Je to zvlasté zpisob sterilace
pldy, pFeruSované michani, zamezeni vniknuti kon-
taminace, vicestupriovd fermentace, zpisob prekur-
sorovani a odpé&riovani pidy, vliv konstrukéniho ma-
terialu, podminky michdni a vzdu$néni. Na zaklade
zkuSenosti ziskanych sledovédnim a propracovanim
téchto faktori byl sestaven tento pracovni postup:

Obr. 3 — Baterie laboratornich fermentatnich tankd
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Radné umyté prazdné tanky se sestavi a s nasaze-
nymi malymi pojistnymi sklenénymi filtry se steri-
luji ve skfifiovém autokldvu 4 hodiny pfi 125°C tak,
ze vsechny ventily a kohouty na tanku jsou uzavre-
ny. Pres sklenéné filtry se vyrovnava tlak v tancich
s okolim pfi stelilaci a zvlasté po ni pfi chladnuti
tanku. Zivna pada se pfipravuje bud v oddélené na-
dobé ze surovin, proslych chemickou a hlavné& biolo-
gickou kontrolou [10] a vpusti se do tanéiku, ktery se
pak znovu steriluje v autoklivu, nebo se ptida pti-
pravi a steriluje v centrdlnim sterilatoru pady, odkud
se prepusti pomocnym rozvodnym potrubim sterilo-
vanym parou do jednotlivich tanéikl, které jsou
mezitim po sterilaci usazeny do lazné. V centralnim
sterilatoru, ktery je ponékud upraveny poloprovozni
tank, se steriluje pida za neustdlého michani, tedy
zplsobem, kterym bude sterilovdna v poloprovoznich
nebo vyrobnich tancich. Pfed uloZenim do lazné se
na tanéiky nasadi za aseptickych podminek sterilo-
vané vzduchové filtry, davkovaci lahvicky s odpéfio-
vadlem, popf. s prekursorem. Zivna ptda v tancich
se naotkuje pipetou z inokulaéni barfiky inokulem po
ovéfeni jeho sterility a produkéni schopnosti. Tané¢ik
po nasazeni do lazné predepsané teploty se zapoji
na privod a odpad vzduchu, vyreguluje se vzdusSnéni
a pretlak v tanku, do vrchni olejové misky Li se
vpusti para a zapoji se michani. Na vzorkovaci vy-
vody tanciki se nasadi ochranné gumové nasadce,
naplnéné 2procentnim vodnim roztokem fenolu.

Pii vicestupnové fermentaci, kdy se jednoho tan-
éiku pouzivd jako tanku ockovaciho, je z tohoto
tanku pfepousténo vzrostlé inokulum rozdilem tlakt
sterilniho vzduchu do dalSich tankd, a to odnimatel-
nym potrubim z nerezové oceli, pfedem sterilovanym
parou a napojenym na vzorkovaci vyvody tandiku.
Béhem kultivace jsou asepticky brany vzorky fer-
mentaéni pGdy. V nich se zjiStuje sterilita puady
ockovanim na krevni agary a do bujoni s glukosou,
zmény sloZeni zivné ptidy béhem rlstu mikroorga-
nismi a biosynthesy antibiotika.

Pida se odpéfiuje bud mechanicky, nebo chemic-
kymi odpéfiovacimi prostfedky. Mechanicka odpéfio-
vadla jsou zafizeni namontovand na hfideli nad hla-
dinou pidy (obr. 1 M). Pénéni je mozno omezit také
vypnutim michadla, sniZzenim mnozstvi vzduchu nebo
zménou pfetlaku v tanku. PferuSeni vzdusn&ni a mi-
chani ma vSak €asto nepfiznivy vliv na vytéZzek pro-
duktu, jako je tomu zvlaSté napf. pfi biosynthese
chlortetracyklinu [11]. Chemickd odpéfiovadla jsou
olej sojovy, kokosovy a jiné rostlinné oleje nebo te-
kuté frakce zivofisnych tukdu, silikonové oleje, alko-
holy a razné jejich kombinace, napt. silikonovy olej
suspendovany v sojovém oleji apod. Odpsfiovaci pro-
stredky lze pfiddvat automatickym davkovadem ovla-
danym elektromagnetickym ventilem, ale osvédéilo
se i ruéni davkovani sterilniho oleje z lahvicky, ktera
Je gumovym nastavcem spojena s pfivodem do tanku.
Péni-1i zivna pida, vpousti se olej v potfebnych dav-
kach do tanku ventilem na vstupnim, gotrubi. Vy-
hodnéjsi z obou je mechanické odpshovini, protoZe
chemicka odpéhovadla vesmés snizuji pfenos kysli-
ku do kapaliny,nékterd, jako napf. oleje a alkoholy
Jsou mikroorganismy vyuZividny jako zdroj uhliku,

mohou vSak zplUsobovat komplikace pri isolaci pro-
duktu z fermentované pady.

Vliv konstrukéniho materidlu na rust mikroorga-
nismu se zkousi vklddanim zarazek nebo kusa plechu
z rizného materialu tak, aby pomér plochy zarazky
a pomér vnitfni plochy tan¢iku k objemu fermento-
vané kapaliny byl stejny.
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Obr. 4 — Hodnoly prenosu kysliku

Hodnoty prenosu kysliku, zjiStované metodou po-
dle Coopera, Fernstroma a Millera [12] jsou uvedeny
na obr. 4. Stanoveni byla provadéna pri teploté
29 * 1°C v objemu 10 1 kapaliny. Bylo pouzito stan-
dardniho lopatkového michadla, jehoz primér se
rovnal %/5 priméru tanku a vétraciho vénce s deseti
otvory. Jak je patrno z obr. 4, je mozno dosdhnout
prenosu kysliku riznym zplsobem od 0,2 do 4,2 ml
02 na 1 ml kapaliny za hodinu, i kdyZz vétSina fer-
mentaci probiha pfi hodnotédch 2 aZ 3 ml Oz na 1 ml
za hodinu.

Diskuse

Popisovaného fermentaéniho zarizeni se pouziva jiz
sedm let pro vyzkum technologie antibiotik penicili-
nu G a V, streptomycinu, chlortetracyklinu, oxyte-
tracyklinu, erythromycinu a fungicidinu. Obsah anti-
biotik v 1 ml Ziyné pidy po ukoncené fermentaci,
provedené v popisovanych laboratornich fermento-
rech, byl nejméné stejny nebo vyssi nez ve fermen-
torech poloprovoznich nebo provoznich, takie vy-
sledky studia technologickych podminek fermentace
mohou poskytovat konkrétni podklady pro prevadéni
fermentaéni technologie do vétsiho méfitka. Udrzo-
vaci cena zarizeni je pomérné nizk4, tanky lze snadno
rozebirat, €istit a sestavovat. VSechny éasti, kromé
ucpadvkové komory, jsou vyménitelné. Pracovni
objem 10 | je dostatefny pro brani vzorkl pro ana-
lyzy béhem fermentace bez podstatné zmény objemu
a zajiStuje i dostatek materidlu pro chemickou iso-
laci produktu z fermentované pudy. V laboratornich
tancich je moZno sledovat radu experimentilnich
podminek, jako napf. zplisob inokulace, vliv kon-
strukéniho materialu, zpasob sterilace pady, sloZeni
zivné pGdy atd. Po celou dobu pouZzivdni popsanych
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laboratornich tankil neprevysil potet kontaminova-
nych Sarzi 5 % celkového poétu Sarzi.

Zaver

Je popisovana konstrukce laboratornich tankid a
postup price, ktery se osvédéil béhem sedmi let pro
vypracovéani technologie nékolika zdkladnich antibio-
tik. Tyto zkuSenosti byly béhem €asu dany k dispo-
sici 1 dal§im pracovistim pro FfeSeni obdobnych pro-
blémt.

BoiBoasr

Ounuebizaercsl RKOHCTPYREUIS JatopaTopHBIX diepMeHTepoB 1
BeiloMoraTeaLbloro obopyaosanust. Jladee onucnbiBaercs cHocos
padoTel ¢ arofi anmaparypoil, KoTopplii gaBall XOpOoLiHe PesyIhb-
TaTBl B TeYeHHH ¢eMH JeT NPH paspafoTEe TEXHOJOIHH IIPO:3-
BOJCTRA HECKOJERMX OCHOBHEIX AHTHOHOTHKOB, Kak OeHsmmIe-
HHOHAIHAE, PeHOKCHITCHIIAIINHA, CTPeIITOMANMHA, XJIODTeTpil-
IHKJIHEA, OKCHTOTPADNRINHRZ, BPHTPOMHUMHA I (QYHTHOHIHHA.
[TomydeHHBIA ONBIT NepeTaBajcAd B TEYEHHH 3TOr0 BPeMeHH TaX-
e HMHBIM HAYYHBIM H [IPOH3BOICTBEHHBLIM YYDEEISHUAM 75
pemrernd HU:LU(?}IIJ,\' BOMPOCOB.

Zusammenfassung

Es wird die Konstruktion von Laboratoriumsfermentoren
und die Hilfseinrichtungen sowie die Arbeitsweise beschrie-
ben, die sich im Laufe von 7 Jahren bei der Ausarbeitung
der Technologie einiger Antibiotika (Penicillin G, Penicillin

V, Streptomycin, Chlortetracyklin, Oxytetracyklin, Erythro-
mycin und Fungicidin) bewdhrt haben. Diese Erfahrungen
wurden im Laufe der Zeit auch anderen Arbeitssteilen
fiir die Lésung dhnlicher Probleme zur Verfiigung gestellt.
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