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Tento prispévek ma upozornit na vzajemnou wvazbu
mezi biochemickymi, mikrobiologickymi a inZenyrsky-
mi aspekty provozovani fermentaénich vyrob s védomim,
Ze odliSovani primarnich a sekunddrnich metaboliti je
ur¢itym antropomorfismem. Za sekundarni metabolity
budou povaZovany mikrobialni produkty buiiky, syntézo-
vané v nadbytku a nemajici zfetelnou tdlohu v jejich za-
kladnim metabolismu. Jednd se v neposledni fadé o anti-
biotika.

Specifi¢nost téchto biosyntéz lze spatiovat v n&kolika
oblastech, které maji dopad na moZnosti regulovat pro-
cesy:

— d&leni bunék a tvorba produktu probihaji velmi
tasto v oddé&lenych fazich,

— komplexnost médii
riistu,

neumoZiiuje primé sledovani

— rychlost riistu producenti antibiotik (vétSinou my-
celarnich mikroorganismii] neumoZiiuje rychlé odpové-
di kultury na zmény prostiedi,

— problémy s pfenosem hmoty, tepla a energie,

— monitorovani analytickych parametri a mnoZstvi

produktu miZe byt jen stdZl provdd&no on-line,

— formulace ridicich reakci procesu je diky nedosta-
tetnym znalostem mechanism@ biosyntézy nesnadna.

1. Vztah riistu myceldrnich mikroorganismi — produ-
centii antibiotik — k inZenyrskym parametriim

Mycelarni hyfy producent@ antibiotik vystavené me-
chanickému namdahdani maji délku 50 aZ 500 ym, a pri-
meér 2 aZ 10 um. Zivotni cyklus myceldrnich mikroorga-
nismii a jeho regulace je souhrnné pojedndn v préci
Betiny [1]. Zdanlivd viskozita média s obsahem 100 aZ
250 kg/m? vlhké biomasy myceldrnich forem bunék [2]
miZe dosahovat 0,1 Pa.s. Morfologie myceldarniho vldkna
je kromé& inZenyrskych parametrii determinovdna gene-
ticky, dale sloZenim média, pH média (p¥i pH 6,0 popi-
suje Pirt a Callow [3] u Pen. chrysogenum dlouhé vlak-
no, pri pH 7,4 zkrdceni vldkna) a koncentraci CO,
v aerainim plynu desetindsobné prodlouZeni lag-faze
riistu Pen. chrysogenum pfi 1% koncentraci CO;, ne-
ovlivnéni ristu Sir. erythreus pt¥i obohaceni vstupniho
plynu o 11 % CO,, ale 40 % inhibice produkce erythro-
mycinu [4].

Partikule mycelia maji v michaném systému tendenci
tvorit aglomeraty v zdvislosti na velikosti inokulace,
obsahu povrchové aktivnich latek, pevnych partikuli a
michani [5]. Peletizace je vé&tSinou nevitgny fenomen
fermentaci antibiotik vedouci k nehomogennimu riistu
a zhor3enému prestupu kysliku a Zivin k rostoucim buii-
kam producentii antibiotik, na rozdil od fermentaci ky-
seliny giberelové, itakonové, D-manitolu apod. U Pen.
chrysogenum [10] je uvadéna moZnost vzniku pelety ne-
koagulujiciho typu, kdyZ z jedné spory se formuje jedna
peleta. Pro kvantifikaci rastu plisni vyvinul Metz [7]

metodiku zahrnujici méfeni délky hlavni hyfy, celkové
délky hyfy v partikuli, jednotku rastu hyfy v partikuli
a bezrozmérnou délku hyly. Timto zplsobem miiZe byt
sledovano ovlivn&éni morfologie mycelia inZenyrskymi
podminkami kultivaci. Tanaka a et al. [8] sledovali 18
kmenl vlaknitgch mikroorganismii véetng& Penicillia a
Streptomyces z hlediska uvoliiovdni intraceluldrnich
nukleotidd a formulovali index R reprezentujici tloustku
myceldarniho vldkna nutnou k udrzeni fyziologické akti-
vity pfi mechanickém namdahdni. Martin a Mc Daniel [9]
formuluji ,,dobu zralosti“ bun&ék — t, Streptomyces vi-
ridoflavus pti fermentaci kandicinu jako €asovu prodle-
vu mezi vytvofenim nové buiiky a startem produkce.
Rychlost tvorby polyennich antibiotik je proporcionalni
rychlosti ristu v ¢, . Kratsi ¢ indikuje drivéj8i derepre-
si sekunddrniho metabolismu. Podle autori hodnoty Kp
(rychlost tvorby produktu/g suché vahy/h) a t,, mohou
byt pouZity pro piedpovéd koncentrace makrolidniho
antibiotika, pokud budou do formulace modelu zahrnuty
ddaje pro piestup hmoty.

Christner [10] pFi optimalizaci specifické rychlosti
tvorby produktu K, konstatuje, Ze nejvy3Sich hodnot
(Kp = 1,0—-21,0) je dosahovdno u syntéz, na kterych se
podili jen malé mnoZstvi enzymi v blizkosti glykolytic-
ke drahy a pro jejichZ biosyntézu je tfeba 9—20 enzymf
majicich Kp = 0,15—1,0, (K, Pen.chrysogenum BC 351 =
= 3,0.10-3, Str. griseus 3,3.10-3, Str. rimosus 1,0.10-2,
Str. aureofaciens 2,0.10—2.) PFi fenotypické optimaliza-
ci nemGZe byt geneticky determinovana K, ptrekrofena,
avsak je korelovdna se specidlni rychlosti spot¥eby sub-
stratu, v némZ lze spatfovat i moZnosti ovlivn&ni v bio-
inZenyrském pohledu.

2. Hydrodynamické chovédni mycelarnich suspenzi

Charakter tokovych vlastnosti pii fermentacich anti-
biotik je primadrn& urfen geometrii systému, ale reolo-
gické vlastnosti myceldrnich pd jsou za standardniho
uspofddani regulovdny koncentraci bun&k a fyziologic-
kym stavem mycelia. Metz [7] uvadi, Ze viskozita myce-
larni suspenze je ovlivnéna krom# jiZ uvedenych vlivii
i pom&rem délka/tloustka hyfy a jeji flexibilitou. Ji¥ p¥i
stanoveni reologickych vlastnosti se musime vyrovnat
s takovymi problémy jako je sedimentace, separace f4-
zi, nehomogenita vzork@i z rdGznych mist nddob apod.
Reologické chovédni je veétSinou nenewtonské, vedouci
k relativng nizkym viskozitdm v oblastech vysokyjch gra-
dient rychlosti v blizkosti michadla (odstfedivy efekt
— ,channeling“) a vysokym viskozitdm v oblastech niZ-
Sich gradientd rychlosti u stdny [11]. Rychlostni gra-
dient michadla souvisi nejen s homogenitou vsadky, pfe-
nosem Kkysliku (efektivni prestup O, jen v z6n& mi-
chadla, dile koalescence), ale s plisobenim t&chto fy-
zikalnich parametrli na rostouci buiiky. Je popsan dvoiji
druh poSkozeni [12], souvisejici s mechanickym posko-
zenim hyfy a naruSenim metabolismu, enzymatickych
aktivit a produkce. Jednotny reglogick§y model pro
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vSechny myceldrni suspenze neni moZno nalézt. Ne-
newtonské chovani pfi fermentaci Str. niveus je popi-
sovdno mocninovym zdkonem, u P. chrysogenum a Str.
griseus Binghamsk¢m modelem, u P. chrysogenum Cas-
sonovym modelem. Newtonské chovani je popisovdno
pfi fermentacich Str. noursei [12].

Pii zjisStovani moZnosti ovlivnéni téchto nepfiznivych
viskozitnich pomérid z hlediska pfestupu hmoty, tepla a
energie se nabizi nékolik feSeni:

— vypracovat optimdlni teplotni reZim vedeni fer-
mentace. Tento teplotni reZim z pohledu viskozity vsak
nemusi byt optimédlnim z hlediska ri@stu produkéniho
mikroorganismu a produkce vlastni. ProtoZe jak sloZeni
média, tak teplotni reZim je vétSinou pfisn& vybalanco-
vén, je praktickd moZnost aplikace tohoto zplisobu mi-
nimalni;

— regulace tlaku; zvySenim pretlaku ve fermentoru
se podle Henryho zdkona zv§¢3i rozpustnost 0,, ale také
COZ %

— ,dilution method” uvddéna Charlesem [13] spoéi-
vajici v nafed&ni obsahu fermentoru sterilni vodou nebo
roztokem Zivin v urfitém obdobi, aby nebyla chroZena
produktivita procesu;

— Slechténi produk&niho kmene, aby fyzikdln& che-
mické vlastnosti kultury byly odlisné od matefského
kmene [14];

— provozovani prikrmovych technologii, zmény ve slo-
Zeni média (podle pO;, D.O.C., respirace kultury, pH);

— pridavky nizkomolekuldrnich povrchovd aktivnich
latek [15] (adsorpce vzduchovych bublin na tyto po-
vrchové aktivni 14tky, sniZeni koalescence a zlep3eni
prenosu kysliku].

3. Vliv doddvky kysliku na biosyntézu antibiotik

Hydrodynamické podminky chovéni myceldrni suspen-
ze ve fermentoru nelze oddé&lovat od podminek aerace
[16]. Tvorba, tvar a dynamika pohybu bublin je ovliv-
néna piedeviim mérnou hmotnosti, viskozitou a po-
vrchov§m napé&tim. Biologicko-inZenyrsky problém za-
jisténi plné aerobidzy pfFi fermentacich antibiotik je sna-
ha exponovat nejv&t3i moZny povrch bubliny k diftzi,
tj. sniZit velikost bublin zvySenim pom&ru povrch/objem
a zajistit nejdel3i jeji moZnou drdhu ve fermentoru [17].
Intenzifikace biosyntézy antibiotik vysokoproduké&nimi
kmeny mikroorganismii a médii a vysokymi koncentra-
cemi substratdi souvisi pfi intenzivni aeraci s problema-
tikou pén&ni [16]. Hodnoty Kra pro danou plynovou za-
drZ jsou men$i pro zvy3ujici se koncentraci povrchové
aktivni latky, pouZivané k odp&n&ni, indukujici zvyZeni
mezifdzového rozhrani pro prenos hmoty a zménu P/V.
Zhor3i se dispergace plynu a vyskytuji se bubliny vSech
velikosti [18]. Prisp&vek velmi jemnych bublin pfenosu
hmoty je velmi zanedbatelny pro malou vzestupnou
rychlost a dlouhou dobu zdrZeni.

Ze schopnosti a snadnosti tvorby pény a z jeji stabili-
ty se vypoéitdva stupeii odp&n&ni [19].

Kromé& sloZeni a podminek pfipravy média maji na
pénivost médii vliv teplota kultivace, rozdil teplot mezi
plynnou a kapalnou f4azi, sterilace, mno#stvi vneseného
inokulaéniho materidlu a pH [20]. Povrchové napéti,
kapilarita a napé&ti meznich hodnot jsou ur&ujicimi
faktory potlatovani tvorby pé&ny.

Hodnota objemového koeficientu prestupu kysliku
— Kpa — je dileZitym parametrem pro srovnani Géin-
nosti aera¢nich systémi. Michdni mé priznivy ucinek na
rychlost pfestupu nésledkem zvy3eni Kra jemnéj$im roz-
ptylenim vzduchu a zvySenim plochy mezifdzového roz-
hrani —a, zv§$enim turbulence a zvySenim Kr, jakoZ i
prodlouZenim doby zdrZeni bublin v kapalné fazi, Za-

vislost frekvence otdCeni michadla a zdanlivé viskozity
tvofi kli€ovy vztah p¥i fermentacich antibiotik, z n&hoZ
je moZno odhadnout nejen d¢innost homogenizace
suspenze, ale i prenos hmoty a velmi €asto i vyt8Zek
antibiotika [21].

Velikost aerace ovliviiuje hodnotu Kpa aZ do kritické
hodnoty odpovidajici zahlceni michadla. Hodnota Kia
v urcitém rozmezi z4dvisi na velikosti bublin [22], ale je
ovlivnéna pfitomnosti povrchové aktivnich latek a mikro-
organismi. Jarai [23] popisuje pfi fermentacich nysta-
tinu a fumagillinu trvaly pokles hodnoty Kra v disled-
ku zvySeni viskozity média. Tato skutecnost je potvrze-
na v fadé praci [24, 25] i pro ostatni antibiotika. Z rov-
nice pro pfestup kysliku [22] vyplyvé, Ze piestup kysli-
ku je maximdlni pfi nulové D.0.C. v kapaliné, Pfi fer-
mentacich antibiotik by to znamenalo pracovat v limi-
tu kysliku, pod kritickou koncentraci kysliku pro dany
produkéni mikroorganismus. Hnaci silu pfestupu lze
zvySit aeraci wvzduchem obohacenym Kkyslikem mnebo
zvySenim tlaku pfi fermentaci, kterd je odrazem hydro-
dynamického chovani vsddky a fyziologického stavu
kultury. Hladina rozpuiténého kysliku je odli¥nd jak
pro jednotlivé fermentace antibiotik, tak riznad stadia
fermenta¢niho procesu. Jarai [23] uvadi pokles D.O.C.
pfi fermentaci fumagillinu a nystatinu mezi 24 aZ 48 h,
Virgilio a kol. [26] kriticky &as fermentace rifamycinu
mezi 50 a 80 h.

Intenzivni aerace souvisi s ventilaci CO,. Vypo&et pro
Kra CO; je obdobny jako pro O, s rozdilnosti v difusi-
vité plynd. Mdlo je zndmo o mechanismu, kterym CO,
prochdzi membrdnou buiiky. Pfedpoklddd se, Ze je to
prostd difdze [27]. Birjukov [28] popisuje vazbu pCO,
a ovlivneni respirace kultury P. chrysogenum a Str. ery-
threus.

Regulace pCO, pfi fermentacich antibiotik (podobné
jako pO,;) miZe byt provadéna regulaci RPM, VVM nebo
pietlakem. Pfimd vazba mezi pCO, v kapaling a CO, ve
vyskytu plynii nebyla popsana.

4. Design fermentori pro biosyntézu antibiotik

Klasifikace fermentori pro biosyntézu antibiotik se
v zasadé& opira o zajiSténi homogenity obsahu fermento-
rii se zietelem na axidlni a radidlni sloZky michéani. Pro
fermentace antibiotik je vétSinou pouZivan klasicky me-
chanicky michany typ fermentoru s nardZkami, mnoho-
nasobné michadlo na jedné ose, Rushtonova konfigura-
ce podle Chepos ON 691021, 69 1022, 691024, 69 1027.
Vzhledem k velkym provoznim rizikGm je v celém svéts
davana prednost standardni konfiguraci pfed jakym-
koliv experimentovanim. BohuZel plati rad&ji know-how
neZ know-why [29]. Je popisovana konfliktnost Fady po-
Zadavkl na design fermentori: zajisténi vysokého pie-
nosu hmoty na mezifdzovém rozhrani kapalina—plyn,
ale bez problému péné&ni, s dostate€nou zadrZi, ale pii
nizkém P/V. Zabranit mrtvym zéndm ve fermentoru, ale
nepoSkodit mycelium a zachovat levny a robustni
design. Mechanické michdni mé ustfedni diileZitost pri
fermentacich antibiotik. Odpov&d na zvySovani frekven-
ce otaceni michadla pri biosyntézach antibiotik je v prvé
fadé zaloZena na ekonomické rozvaze.

Vysledky z pokusii se Streptomyces indikuji [21], Ze
Fidicim parametrem rady fermentaci je vztah mezi ho-
mogenitou a stfihovym namadhdanim. NaSe zkuSenosti
jednoznacné ukazuji, Ze vystavba dokonalejsich fermen-
tanich procestt a biotechnologii vyZaduje systémovy
piistup a syntézu jak mikrobiologickych, biochemickych,
tak i inZenyrskych znalosti.
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Pouzité symboly

Ka objemovy koeficient prestupu kysliku [h-1]

!m maturation time — tzv. doba zralosti bunék,

Kv specificka rychlost tvorby produktu (g produktu/g bioma-
sy . h}

pCO, parcialni tlak kyslicniku uhliciteho v plynneé fazi ve fer-
mentoru

el parcidalni tlak kysliku v plynné fazi ve [ermentoru,

rv jednotkovy prikon [kW . m-3],

D. 0. C. koncentrace rozpusténého kysliku [mg . 1-7]

REM frekvence otaceni michadla [min-1],

v.g objemovy pritok aeraéniho vzduchu vztezeny k pracovioimu

objemu fermentoru [1. min-1}

Ettler P.: Vliv bioinZenyrskych parametri na tvorbu
sekundarnich metaboliti. Kvas. prim., 25, 1979, ¢&. 5,
s, 105—111.

Neptimd vazba riistu myceldrnich mikroorganismi —
producent(i antibiotik vyrazné odliSuje primyslové fer-
mentace antibiotik od ostatnich biotechnologii. V pfi-
spévku jsou hodnoceny otazky ristu, hydrodynamické-
ho chovani mycelarnich suspenzi, vliv dodavky kysliku
a geometrie nadoby a michadel na tvorbu sekundarnich
metaboliti.

Jrraep, Il.: Banauue OHOMHMKCHEPCKHX NapameTpoB npouec-
ca Ha oOpa3oBaHHe BTOPHUHBIX NMPOAYKTOB 00GMeHa BeUIECTB.
Ksac. npym. 25, 1979, No 5, ctp. 105—111.

Veaosus, Kakne J0J#HL OBITH CO3/1aHBLl B YCTaHOBKAX
[IPOH3BOJIAIIHX AHTHOHOTHKH [ OGecredeHHsT PasMHOMKe-
HHS MHULEJAPHBIX MHKPOOPraHH3MOB CO3]4K0UIHX AHTHOHO-
THKH, 3HAYHTEJBHO OTJHYAIOTCH OT YCJAOBHI THITHYHBIX A5
JIPYTHX OpOJMIBHBEIX IpolieccoB. B crathe paccMaTpHBAIOT-
cA npobieMbl pocTa MMKPOOPraHH3MOB, THAPOJHHAMHYEC-
KHX CBOHCTB MHUEJApHBIX CYCHEH3MH BJAHAHMS J100GaBKH
KHCI0PO/Aa, reOMeTPHH (epMeHTOB H (OPMbI MelaJoK Ha
06pa30BaHHE BTOPOYHBIX NMPOJIVKTOB OOMEHa BelLLeCTB.

Ettler P.: Effects of Bioengineering Factors Upon the
Formation of Secondary Metabolic Products. Kvas. pram.
25, 1979, No. 5, pp. 105—111.

Conditions which must be created in industrial fer-
mentation plants to ensure cultivation of mycelial
microorganisms producing antibiotics differ substantially
from those typical for conventional fermentation pro-
cesses. The article deals with the growth of mycelial
suspensions, their hydrodynamic behaviour and with
the effects of oxygen supply as well as design of fer-
menters and agitators upon the formation of secondary
metabolic products.

Ettler P.: Einfluf} der biotechnischen Parameter auf die
Bildung der sekunddren Metabolite. Kvas. priim. 25,
1979, No. 5, S. 105—111.

Die indirekte Bindung des Wachstums der myzelaren
Mikroorganismen — Produzenten der Antibiotika —
unterscheidet die industrielle Antibiotika-Fermentationen
von den iibrigen Biotechnologien. In dem Beitrag wer-
den die Probleme des Wachstums, des hydrodynami-
schen Verhaltens der myzelaren Suspensionen, der Ein-
flub der Sauerstoffzufuhr und der Geometrie der Ge-
fasse auf die Bildung der sekundidren Metabolite erdrtert.



