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Priimyslov4d v§roba mikrobidlnich enzymi je relativné
nov§m oborem. Jeji pofatky spadaji do obdobi Sedesétych
let, kdy Fada farmaceutickych zavodil, specializovanych
na v§robu antibiotik, obratila svou pozornost také na dal-
3 produkty mikrobidlnich kultivaci, pfedeviim enzymy.
Zpotéatku vyroba enzymii pouze dopliiovala vyrobu anti-
biotik, ale velmi brzy se u Fady vyrobcl stala hlavnim
produktem, a to jak hmotnym a finannim objemem, tak
i hospodafskym v§znamem.

V§roba antibiotik ve sv§ch po€atcich vychédzela z tech-
nologick§ch principii a zaFizenf klasick§ch kvasnych v§-
rob, pfedeviim droZdarenstvi. Av3ak jiZ v prib&hu Ctyfi-
cdtych a zejména v padesdtych letech byly pfi vyrobé
antibiotik pouZivdny metody a technologickd zafizeni na
daleko vy33i technické drovni. K této zmé&né& vedly pfe-
devifm nové poZadavky urtované jak charakterem pro-
dukénich mikroorganismili, tak i vlastnostmi produktu.
Podobn#& i v§roba mikrobidlnich enzymi vychédzela z tech-
nologick§ch principi a prostfedkli vyroby antibiotik a
v priibshu svého rozvoje vedla k dpravdm a zménam, kte-
ré lépe odpovidaji rozdilngm poZadavkim t&chto vyrob.
Vyroba enzymil je v porovnani s vyrobou antibiotik pFe-
deviim jesté narotn&j3i na kontrolu a Fizeni procesu.
Byla proto vyvinuta Fada specifickych sensori, regulac-
nich prvkid a méFicich systémi, které se staly nezbytnym
doplitkem fermentordt pouZivanych pro v§robu enzymil.
Citliva regulace dovoluje pln& vyuZit produkénich schop-

nosti mikroorganismu dplnou derepresi poZadovaného
enzymu, ale nemiie zvy3it produkci nad biologické
schopnosti producenta. Proto byla také vyvinuta Tada
metod selekce a genetické manipulace, od nahodnych
mutaci aZ po zdmérné zamény genid, vedoucich ke kme-
niim se zvySenou produkci poZadovaného enzymu. Labc-
ratorng dnes nejsou v¢jimkou kmeny, u nichZ je 70 i vi-
ce procent celkové proteosyntézy zaméfeno na syntézu
jediného, priimyslové vgznamného, enzymu. Tyto pro
duk&ni kmeny jsou v8ak vysoce citlivé na kultivaéni pod-
minky, a proto je jejich pouZiti nemyslitelné bez doko-
nalého fidictho a méFiciho systému.

Biosyntéza enzymil je ¥izena v bufice produkéniho mik-
roorganismu sloZitym regulaénim systémem, ktery citlivé
reaguje na sloZenf média a urfuje mnoZstvi produkce
enzymu podle okamZitych potfeb burliky tak, aby buiika
zbyteénd& nespotiebovavala Ziviny a energie pro nadbytec-
nou syntézu enzymu. Ukolem technologie pfi v§rob& pri-
myslovych enzymil je simulovat pro regulaéni systém
mikroorganismu takové podminky, které navozuji ma-
ximélni syntézu enzymu. ProtoZe pak je tvorba enzymu
uréovdna mj. celkovym mnoZstvim bunék, je soulasne
nutné v technologickém procesu vytvofit podminky do-
volujici co nejv&tsi narfist biomasy. Oba uvedené poZa-
davky jsou vzajemng& protich@dné. Je proto tfeba najit
optimdlni kompromis.

Tvorba enzymu i riist mikroorganismu jsou urovany
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dvéma zdkladnimi faktory. Prvnim z nich jsou vlastnosti
mikrorganismu urtované jeho genetickym materidlem.
Jejich ovlivnéni je pfedmétem selekce a genetické mani-
pulace (&imZ neni minéno jen genetické inZenyrstvi) a
souvisi pouze nepfimo s bioinZenyrskymi aspekty. Dru-
hym faktorem jsou vlivy souvisejici se zplisobem kulti-
vace, technickym vybavenim a podminkami a sloZenim
média, tedy vlivy, které jsou pfedmétem bioinZenyrskych
disciplin.

Zékladnimi ddaji pro optimalizaci kultivaéniho proce-
su pFi vyrob& enzymii je kinetika ristu produk&niho
mikroorganismu, kinetika spotifeby Zivin a tvorby enzy-
mu. Obvyklé postupy optimalizace kultivaénich postupt
jsou orientovany na stanoveni potateEnich optimdlnich
podminek. V Fad# pifpadd takovd optimalizace postaci,
ale v pFipad& biosyntézy enzymi lze ziskat znacné zlep-
Seni procesu, je-li optimalizace provadéna nejen jedno-
bodové v po¢atetnich podminkach, nybrZ v celém c¢aso-
vém prib&hu. Jen tak je moZno dosahnout v riistové fazi
vysoky narlist biomasy a v produkéni fazi (ktera miZe,
ale nemusi byt s produkéni fazi totoZnd) limitaci pfFi-
slusnou slozkou indikujici tvorbu enzymu, tedy co nejvys-
5i dereprese. Vliv takové mnohodobé optimalizace lze
demonstrovat na prikladu produkce celulas plisni Tri-
choderma reesei. Optimalizaci pouze po&atecnich podmi-
nek kultivace je standardngé dosahovano produkce
70 j./ml v kultiva&ni kapaling, zatimco pfi optimalizaci
celého casového priibéhu je standardn& dosahovano pro-
dukce 250 j./ml.

Pro optimalizaci priib&hu kultivace byla vyvinuta Fada
metod. Nejjednodu3sdi z nich je metoda graficka, ktera
ddva velmi dobré vysledky zejména v té&ch pripadech,
kdy tvorba enzymu neprobihd soucasné s ristem mikro-
organismu, tedy v nejb&Znéjsich pripadech jako je bio-
syntéza celulas, proteas a daldich primyslové vyznam-
nych hydrolas. Metoda spo¢iva ve s:anoveni riistové kriv-
ky a kfivky tvorby produktu za zcela konstantnich pad-
minek, tj. teploty, pH a dal3ich. M&Fi se priibéh obou
kiivek pfi riizné konstantni hodnot& optimalizovaného
parametru, napf. pfi riizné teploté, pH, koncentraci Zivin
udrZované na konstantni hodno!é metcdou exponencial-
niho pfidavku Zivin atd. Vyhodnoceni spogivd v grafic-
kém vyneseni poméru specifické ristové rychlosti a spe-
cifické rychlosti tvorby produktu proti specifické rych-
losii tvorby preduktu pii kaZdé hodnoté sledované pro-
ménné. Vysledkem je soustava hyperbol, které maji jed
nu z asymptot shodnou s horizontalou a druhou, rovno-
b&Znou s vertikalou, umis:&nou v nékterém bodé& cdpovi-
dajicim optimélni specifické riistové rychlosti. V pripa-
dé, 7e je vhodné udrZovat sledovanou proménnou na
jediné konstantni Grovni b&hem celé kultivace, jsou ver-
tik4lni asymptoty v3ech kfivek shcdné a optimélni hod-
nota prom&nné je ta, ktera omezuje nejvétsi plochu. Jest-
lize nemaji kfivky shodné asymptoty, je to dikazem, Ze
je vhodn&jsi sledovanou promé&nnou b&hem kultivace
zménit. OkamZik zmény je urfovan soufadnici asympto-
ty na horizontdle. Hodnota obsu optimélnich hodnot je
pak urtena poZadavkem, aby soufet ploch omezovanych
prislusnymi kfivkami byl maximélni. Timto postupem lze
optimalizovat v3echny proménné, tj. pH, teplotu, koncen-
traci Zivin véetnd koncentrace kysliku, a také parametry
fermentoru, tj. michani, vzdusnéni aj. Nejastéji byva
této metody pouZivano pro optimalizaci pH a teploty.

Vztah mezi specifickou riistovou rychlosti a specific-
kou rychlosti tvorby produktu pocdéava informaci piede-
v3im o represi a derepresi tvorby enzymu. PFi nizkych
specifickych rychlostech, limitaci zdrojem Zivin, je zpra-
vidla dereprese enzymu vysokd. Zdvislost méa obvykle
sigmoidni priib&h, tj. zpotatku je konstantni, ale od ur-
¢ité specifické rastové rychlosti zaCind specifickd tvor-
ba produktu klesat, prochazi inflexnim bodem a pfi vy-
sokych specifickych ristovych rychlostech je pak tvorba
enzymu z v&t3i Sasti nebo zcela reprimovéna. Nejvyssi
specifickd riistova rychlcst, pfi niZ je jesté tvorba enzy-
mu v oblasti vysoké téméP konstantni hladiny, predsta-
vuje maximdlni dosaZitelnou specifickou produkci enzy-
mu. Ve v3ech pfipadech zde jde o specificksu tvorbu
enzymu, tj. mnoZstvi enzymu vytvofené na jedno'ku bu-
n&tné hmoty. Je zfejmé, Ze pii velmi nizkych specific-
ky§ch rychlostech ristu bude produkce enzymu na jed-

notku objemu kultivaéni kapaliny nizka, i kdyZ bude
specifickd produktivita enzymu vysokd. Je pak tkolem
bioinZenyrského Feseni procesu uvést do souladu maxi-
maélni koncentraci biomasy s maximaélni derepresi tvorby
enzymu. Opét toho lze dosdhnout nékterou z metod opli-
malizace profilu koncentrace Zivin. Zamér je takovy, aby
v potéatku ristové faze dochézelo k co nejvétSimu néris-
tu biomasy, pokud je to moZné bez limitace. Tvorba en-
zymu je za téchto podminek zcela reprimovédna, U Fady
enzymi v3ak Gplnéd represe v pocéatecni fézi vede k dlou-
hé lag-fazi pfed zahajenim tvorby enzymu po nésleduji-
cim sniZeni Zivin. Proto vé&t3inou musi byt riist ¢dstecné
limitovan i v této poatecni fazi. Pozdé&ji je pak nezbytné
rychle sniZit koncentraci Zivin aZ na hodnotu vedouci
k Gplné derepresi tvorby enzymu. Optimalni okamZik té-
to zmény miiZeme snadno uréit optimalizaci profilu, rea-
lizace této zmény v3ak neni jiZ tak jednoduchd. Nejjed-
nodu33i postup, nairedéni kultivatntho média velkym
objemem média bez limitujici Ziviny, vede k souasnému
ziedéni biomasy a tedy k poklesu produkce enzymu vzta-
Zené na jednsotku objemu fermentoru. Nejvhodnéj3i pro-
to je vést ristovou féazi tak, aby bylo vytvofeno velké
mnoZstvi biomasy pfi kontinudlnim pfidavku limitujici
Ziviny a po ukondeni riastové féze pfi koncentraci bio-
masy dostate¢n& vysoké privod Zivin zastavit. Je-li kon-
centrace biomasy pro tutd operaci zvolena vhodné, je
vyerpani pfisluiné sloZky z média velmi rychlé a od-
povidd podminkdm rychlého pifechodu k limitaci. Timto
zplisobem lze cptimalizovat profil i v&tSiho po€tu Zivin.
Je v3ak t¥eba upozornit, Ze kvalitni FeSeni tak sloZitého
dkolu je témé&f nefesitelné bez pouZiti pocitace, alespoi
zptisobem off-line.

JestliZe je kultivaéni proces timto zpilisobem ve Vy-
zkumné fazi optimalizovdn, miZe byt pfeveden do vét-
sich méfitek s pouZitim obvyklych postupli ,scale-up“.
PoZadavky na charakter informaci z laboratornich po-
kusi vedly jiZ v potatku sedmdeséatych let k postupné-
mu piechodu od laboratornich kultivaci v bafikdch na
tfepatce k pouZivani malych fermentord cbjemu 05 a
1,5 litru. PouZiti t&chto miniaturnich fermentordi je totiZ
procesu v priimyslovém provedeni daleko bliZ3i a pouZiti
banék se pak omezuje pouze na Cist& biologické prace.

Pfechod od laboratorn& optimalizované kultivace je
v tomto provedeni jedncdud3i neZ pfi klasickém postupu,
vyZaduje v3ak témé&f stejné dobfe vybavené provozni fer-
mentory, pokud jde o mé&fFici a regulani techniku, jako
jsou fermentory laboratorni. Bez nadsézky lze Fici, Ze
v oblasti primyslovych enzymil je dnes na svétovém trhu
zcela neprodejny fermentor, kter§y neméa alespoii zdklad-
ni vybaveni méfici a regulacéni technikou. Ke standardni-
mu vybaveni patii mé&Feni a regulace pH a teploty, mé-
feni objemu pfivddéného vzduchu stejné jako vzduchu
odvad&ného z fermentoru a obsah kysliku a oxidu uhli-
¢itého v cbou proudech, stanoveni celkového mnoZstvi
pfiddvané alkdlie nebo kyseliny atd. Z odvozenych hod-
not byva zafazen vypolet Q,, vypocet okamZité rychlosti
tvorby bazi & kyselin, vypofet okamZité tvorby oxidu
uhli¢itého atd. Na zvlastni objedndavku dodava vét3ina
pfednich vyrobcti fermentord i automatické periodické
¢i kontinudlni vzorkovafe a Fadu analyzatorii sloZeni
kultivaini kapaliny v navaznosti na tyto vzorkovace.
V¢stupy jsou vé&tdinou kombinované, tj. displej a tiskar-
na, displej a n&ktery z typii trvalé paméti (disky, pasky),
popF. kombinace v3ech tFi vystupi.

Technické feSeni ¢idel miiZe byt riizné. V podstaté lze
Fici, Ze volba €idel je nejobtiZnéjsi soucasti primyslové-
ho projektu. Nezbytnou podminkou je moZnost dokonalé
sterilace. Idedlni je sterilace Cidel pfimo ve fermentoru
soutasné se sterilaci fermentoru. Jakykoli jiny postup lze
povaZovat pouze za nouzové Fedeni, které miiZe byt pri-
¢inou nesterilnosti celé kultivace. Je tedy podminkou,
aby ¢idla byla odolnd pFi teploté 120—140°C a tlaku,
odpovidajicimu tlaku péry pfi této teploté. VétSina Cidel
tohoto typu je dostupnd pouze na zahrani€nich trzich.
Nejvetsi potiZe jsou pfi pouZiti kyslikové elektrody, ktera
méa za uvedenych podminek nizkou Zivotnost a také ma-
lou pfesnost. Proto se v automatizovanych procesech kys-
likové elektrody pouZivad pouze pro kvalitativni méfeni a
jako havarijniho indikatoru pro pffli¥8 nizké koncentrace
kysliku. V n&kterych ptipadech se pouZivd méfeni redox
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potencidlu, jeho interpretace v3ak je prFiliS§ komplikova-
nd, protoZe je ovliviiovdn mnoha sloZkami média soucas-
né. Za nejvhodné&jsi méfeni je v tomto sméru povaZovano
stanoveni spotfeby kysliku podle diference kysliku v pfi-
vadéném a odvddéném vzduchu.

V pripadech, kdy je jako zdroj uhliku pouZivan jed-
noduchy rozpustny cukr, je stanoveni jeho koncentrace
b&hem kultivace velice snadné. Lze pouZit autoanalyzito-
ru a méfeni provadét pfi vhodném kontinudlnim vzorko-
vati velmi snadno. Tam, kde je zdroj uhliku nerozpustny,
nebo i nejednotny, jako je tomu napf. pfi produkci celu-
las nebo amylas, je situace mnohem sloZitéjsi. Nebyl do-
sud zkonstruovan analyzédtor pro tyto pfipady a je tedy
nezbytné odebirat vzorky a analyzovat je rutinnimi meto-
dami v laboratofi nebo stanovit koncentraci zdroje uhli-
ku nepfimymi metodami podle nékterych vedlejSich pro-
jevli. Pokud se provddi odb&r vzorkl a analyza klasicky-
mi metodami, musi byt voleny metody dostate&né& rychlé,
aby bylo moZno provadét velké mnoZstvi analyz a pouZit
vysledkli pro Fizeni procesu. Kromé& toho riist mikroor-
ganismu je v Ffadé pfipadli urovdn nikoliv koncentraci
téchto nerozpustnych Zivin, ale rozpustnych fragment,
vzniklych jejich hydrolyzou. Koncentrace takovych frag-
menth je ve vétSing piipadd, zejména pfi rychlém ristu,
velice nizkd a mimo meze stanoveni. Na jejich koncen-
traci lze usuzovat pouze nepfimo, napfiklad podle hod-
not, na které se sniZi maximalni specificka riistova rych-
lost mikroorganismu pii pouZiti nerozpustného zdroje
Zivin v porovndni s maximélni specifickou riistovou rych
losti téhoZ mikroorganismu v pfitomnosti nelimitujici
koncentrace rozpustnych fragmentd. PFedpoklddame-li
napfiklad, Ze vlastni Zivinou pro riist plisné Trichoderma
reesei produkujici celulasy je hydrolyzat celulosy, tj. cel
lobiosa, pak specifickd riistova rychlost pfi pouZiti mikro-
krystalické celulosy klesne v porovnédni s pouZitim cello-
biosy na 20 %, coZ pfi limitaci ristu cellobiosou odpovi-
d4 koncentraci asi 0,01 %. Souasnd v3ak je tieba Fici,
7e tento odhad koncentrace neni spolehlivy. V uvedeném
pifipadé je pfi limitaci cellobiosou za stejnych podminek
tvorba celulas pouze asi 30 % mnoZstvi produkovaného
pfi ristu na celulose. Ukazuje to pouze, Ze cellobiosa ne-
nf jedingm rozpustnym fragmentem vyuZivanym mikro-
organismem k riistu a patrn& ani hlavnim. Je-li za stej-
nych podminek pouZito limitovaného ristu v pildé
s hydrolyzdtem celulosy jako zdrojem uhliku, dosahuje
se stejné produkce celulas jako v piidé s celulosou.

Velmi v§znamnym faktorem je koncentrace biomasy.
Pokud probiha kultivace v homogennim médiu, je toto
stanoveni snadné. Biomasu lze pak stanovit podle turbi-
dity, zdénlivé viskozity atd. a pro v3echny tyto druhy
méfeni existuji automatické analyzéatory schopné praco-
vat kontinudln&. Zcela jind je situace v pripadech, kde
je pro kultivaci pouZito heterogenniho média. V takovém
pfipad# méFeni trubidity nebo zdéanlivé viskozity a dal-
8ich fyzikdlnich hodnot nedévéa vysledky, protoZe b&hem
procesu stoupd turbidita vlivem riistu mikroorganismu,
ale soudasné i klesa vlivem spotieby nerozpustnych Zivin.
V takovych pfipadech se velmi dobfe osvédCilo méfeni
rychlosti spotifeby kysliku. Automatickym méfenim rych-
losti spotfeby kysliku jsou vybaveny fermentory dodava-
né napf. firmou New Brunswick, Marubishi a jinych.
Jako soufasnd kontrola miaZe poslouZit i stanoveni di-
ference oxidu uhli¢itého na vstupu a vy¢stupu z fermento-
ru. Obé hodnoty jsou v dobré shodé s koncentraci bio-
masy. Koncentraci biomasy lze také stanovit z poklesu
pH média v téch pfipadech, kdy je zdrojem dusiku siran
amonny a kdy nedochdzi béhem riistu k tvorb& kyselin.
Siranovy ion je spotfebovavan pouze nepatrné a v di-
sledku toho klesa b&hem riistu pH média. SpotFeba amon-
nych iontdt a tim i pokles pH jsou Gmé&rné riistu mikro-
organismu. JestliZe je pH média udrZovdno na konstantni
vysi pfidavkem baze, pak celkovd spotfeba baze k urci-
tému okamZiku odpovidd mnoZstvi biomasy ve fermento-
ru. Podobné je tomu i v téch pfipadech, kdy je jako
zdroj uhliku dodavana napf. sodnd sill nékteré organicke
kyseliny. Zde lze opé&t koncentraci biomasy stanovit po-
mérné spolehlivé podle celkové spotfeby kyseliny. V obou
pfipadech je samozfejmou podminkou, aby b&hem kulti-
vace nevznikaly baze nebo kyseliny. V poslednich letech
je na trhu rovn&Z pfistroj pro poéitani bunék na zdklads

velikosti €astic. Toto zafizeni sice nemiiZe pracovat kon-
tinudlng, ale intervaly mezi jednotlivimi stanovenimi
jsou zanedbatelné v porovnédni s dobou Kkultivace a rych-
lostf zmé&n koncentrace biomasy. Zafizeni je schopno po-
dle velikosti Castic rozli§it napf. pofet bunék baktérii a
kvasinek. Koncentrace kysliku v médiu mlZe rovnéZ po-
dat informace o rilistu mikroorganismu, ale vzhledem
k tomu, co bylo o stanoveni koncentrace kysliku Fe¢enc
diive, neni tento postup spolehlivy.

V nékterych pripadech nelze pouZit pfimé detekce sle-
dované sloZky ve fermentoru, a proto je nevyhnutelny
odbér vzorku. Odbér vzorku lze feSit rovndZ automaticky
ve volitelnych Casovych intervalech a konzervovat tak,
aby stanoveni mohlo byt provedeno pozdé&ji. Velmi jed-
noduché a spolehlivé zafizeni tohoto druhu pouZiva labo-
ratof Carlsberg Res. Centra v Kodani. Zafizeni sestava
ze sady evakuovanych zkumavek, plnénych malym mnoz-
stvim roztoku siranu médnatého (0,5 ml). V pFizpilisobe-
ném infdznfm né4stavci je umist®na injekéni jehla. In-
jek&éni jehla propichne v pfedem naprogramovanych
intervalech pryZovy uzédvér vzorkovaciho otvoru ve sténé
fermentoru a podtlakem piejde €4st kapaliny z fermen
toru do zkumavky. Po vytaZeni jehly se otvor uzavie.
MnoZstvi odebiraného vzorku je tmeérné dob& napojeni
vzorkovaci zkumavky na fermentor a, samoziejmeé, také
trovni vakua. MnoZstvi vzorku se pohybuje v rozmezi
1—5 ml. V uvedené laboratofi obsluhuje jeden vzorkovac
26 laboratornich fermentori s minimalnim intervalem
odbéru vzorkii 5 minut. Siran médnaty zastavi v3echny
mikrobidlni pochody ve zkumavce a nemad vliv na sloZeni
vzorku, pokud, jde o sledované veli¢iny. Takto konzervo-
vany vzorek je staly po dostateéné dlouhou dobu k tomu,
aby byl analyzovédn laboratornim postupem, napf. auto-
matickym analyzdtorem Beckman.

Velice obtiZnou &4sti sledovéani a fizeni procesu vy§roby
enzymii je kontrola koncentrace enzymu ve fermentoru
b&hem kultivace. AZ na zcela vyjimetné piipady, kdy lze
skuteénou koncentraci produkovaného enzymu stanovit
nepfimo na zédkladé nékterfch pfimo detektovatelnych
hodnot, neexistuji pro tuto analyzu zafizeni schopné pra
covat pfimo ve fermentoru bez odbéru vzorkd. Byla viak
navrZena a je komertné dostupnéa rada analyzdtordl s au-
tomatickym kontinudlnim odb&rem vzorku jeho tdpravou
a analyzou. Typickym piikladem je postup vypracovany
a pouZivany Technickym vyzkumnym stfediskem v Hel-
sinkdch. Tento postup byl vypracovdn pro kontinudlni
stanoveni aktivity celulas a amylas ve fermentoru bg
hem kultivace, miiZe vSak byt adaptovan pro celou Fadu
dal3ich enzymi. Navic je soufasné se stanovenim enzy-
mové aktivity moZné provadsét i velmi podrobné analyzy
sloZeni kultivatniho média. Vzorek je z fermentoru ode-
birdn peristaltickym &erpadlem a veden do mikrosepara-
toru, kde se odstrani v3echny nerozpu$téné slozky. Ha-
dicka peristaltického Cerpadla je pfimo sterilovatelna a
ostatni &asti nepfijdou do styku s kapalinou ve fermen-
toru. Sterilita je tedy zajiSténa. Po separaci nerozpusté-
nych latek je pak odebran dalSim peristaltickym erpad
lem vzorek, ktery je pfimo nanesen na kolonu HPLC
chromatografu. Vzorek je nandSen v intervalech, které
odpovidaji celému cyklu HPLC chromatografie. Zde jsou
analyzovdny v¥echny rozpustné sloZky kultivatniho meé-
dia, vEetn& extraceluldrnich bilkovin. Pro kontrolu a Fi-
zenf kultivace neni ani nutné, aby v3echny sloZky byly
identifikovany. Pfesto je moZné jejich vyskyt, koncentra-
ce a profil optimalizovat podle pofadi, v jakém jsou na
zdznamu. V dalsi vétvi je pouZito autoanalyzdtoru pro
stanoveni nékterych identifikovanych sloZek, jejichZ ob-
sah je rozhodujici pro priibeh kultivace. Konefné v po-
sledni vétvi je vzorek veden pfes temperovany sloupec
obsahujici barevny substrdt enzymu (celulosu nebo $krob
s kovalentng vadzanou modfi Cibacron) a za timto sloup-
cem je méfena intenzita modrého zbarveni, které pfeslo
do roztoku hydrolyzou substratu. Citlivost stanoveni lze
v jistgch mezich Fidit koncentraci barviva v substratu.
Oba posledni stupné probihaji kontinualn&. Vysledkem je
periodické stanoveni vSech sloZek v médiu s intervalem
obvykle 15—30 minut a kontinuédlni stanoveni zaklad-
nich sloZek a enzymové aktivity., Zafizeni je spojeno
s po&itafem in-line, ktery zaznamendvd a zpracovava
ddaje analyzatoril, identifikuje vrcholy z HPLC chroma-
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grafie, kompenzuje zpoZdéni mezi jednotlivymi analyzd
tory a mezi analyzatory a fermentorem (na zdkladé Ca-
sovych rozdilil jednotlivgch analyz), statisticky vyhodno-
cuje v ka¥dém okamZiku priibéh sledovanych kfivek a
vw@ucuje data, kterd prekracuji standardni rozptyl vysled-
kit [nelinearni korelaci z p&ti pFedchézejicich bodi), pfe-
vadi méfené velitiny na jednotky aktivity a uklada vy-
sledky spolu s Sasovymi Gdaji do trvalé paméti nebo do
databanky pfipojeného velkého pocitate. Podrobné vy-
sledky méfFeni jsou pak trvale k dispozici na termindlu
velkého poéitate nebo z pFisluSngych trvalgych pameélti
mikropoéitade. Zkvalitn&ni v§zkumnych praci timto zpid-
sobem je velké a umoZiiuje zp&tn& zkvalitnit i techno-
logii primyslového procesu.

Samotné pouZiti po&itaft ve vyzkumu i v primyslové
vyrobé enzymil ma svou sloZitou historii. Na pocatku po-
&itatové éry byl pod&itad k fermentorim piipojovdn, aby
zvy3il prestiZ vyrobce fermentoru. V té dobg plnil fer-
mentor v podstatd dlohu logického obvodu, tedy zafi-
zeni podstatn& jednodussiho a levné&jSiho. Reguloval tep-
lotu, pH a n&které dalsi veli€iny, bez vyuZiti schopnosltf
potitate jako hodnotictho prvku, coZ je jeho nejdileZi-
t&j3i dloha v soutasné produkci. Pozdéji pristoupil prepo
tet dat na jednotky standardn& pouZivané a teprve v po-
slednich letech po¢ita& také hodnoti priibéh kultivace a
rozhoduje o daldim zdsahu.

Spolu s raciondlnim vyuZivanim poéitac¢d pro kultivace
se objevila zdkladni otdzka, je-li vhodné&jsi analogovy
nebo digitalni poéita&, jakou by mél mit takovy politat
pro Fizeni fermentoru kapacitu opera¢ni paméti atd. Ana-
logové poéitade pracuji rychleji a rychlost operaci prak-
ticky nezéavisi na sloZitosti algoritmu. Naproti tomu je-
jich vystupem je kfivka v danych soufadnicich a uloZeni
této kFivky do trvalé paméti neni tak jednoduché jako
uloZeni digitalnich dat. Digitdlni pof&ita naproti tomu
pracuje pomaleji, doba potfebnd ke zpracovdni dat velmi
prudce stoupd se sloZitosti algoritmu a grafické znazor
néni jakékoliv zédvislosti digitdlnim pocitacem je nepfes-
né. Optimalnim feSenim je kombinace obou druhi, kdy
pfimé méfeni a &astetné zpracovani dat se ponechdvd
analogovému poé&itati, stejn& jako grafika a dalSi zpra-
covani po piisludném prevodu, a ukladani dat provadi
digitalni po&itad. Ve skute€nosti se v3ak tato kombinace
pouZivd jen v§jimetng a v&tSinou se pracuje s digitalnim
pod&itatem, ktery ma i dal3i vghodu v niZ3i cené& a snaz-
5fm programovani. NiZ8i rychlost neni rozhodujicim
faktorem, protoZe i tak je rychlost znafné vysoka v po-
rovnani s rychlosti zmé&n ve fermentoru. Kapacita ope-
ratni paméti poc¢itate by méla byt niZsi neZ 10 kByte,
ale nemusi byt pFili¥ vysoka. Prakticky pro vSechny pfi-
pady postati 16 kByte, pPestoZe né&které firmy (napf.
New Brunswick) dodévaji fermentory vybavené poCita-
tem s opera&ni paméti vysoko pfesahujici 100 kByte. Tak

vysoka uZivatelskd pamét umoZiiuje porovnadni datz mno
ha predchézejicich kultivaci a optimalizaci procesu bé-
hem jeho prab&hu. ProtoZe vSak starSi data museji byt
v kaZdém pfipadé do paméti potitate napfed pienesena
z trvalé paméti, je stejn& vyhodné spojeni pocitate
s men3i uZivatelskou paméti s jednim nebo vice disky.
ProdlouZeni doby, které tento rozdil pfinasi, je Fadové
maximélng v desitkdch milisekund, coZ nemd vzhledem
k rychlostem d&jii ve fermentoru Zadny vliv.

Kuéera, ].: Inienyrské aspekty primyslové vyroby enzymil. Kvas
pram. 31, 1985, & 7—8, s. 185—188.

Pro optimalizaci primyslov§ch procesii vyroby enzymil je ne-
zbytna fada udaji popisujicich tento proces. Enzymovy primysl
z'skal technologické zaklady z vyroby antibiotik a pfridal k nim
nové principy, zejména v oblasti regulace a automatizace. V refe-
ratu jsou struéné popsdny metody optimalizace kultivatniho po-
stupu a metody stanoveni jednotlivgch parametrd. Je rovnéZ po-
psano zédkladni vybaveni fermentord urenych pro vyzkum i pro
pramyslovou vyrobu.

Kyuepa, H0.: HmKenephble acnekTbl NPOMbILIJIEHHOTO mpo-
u3BoacTBa depmentos. Ksac. npym. 31, 1985, Ne 7—8, etp.
185—188.

Jnsi onTHMH3aIHH NPOMBILLIEHHOTO Npolecca MPOH3BOJ-
crBa ¢epmeHToB Heo6X0AHMO GOJBINOE YHCIO JaHHBIX. dep-
MaHTHasi TNpPOMBIILICHHOCTh MNpPHHAJA  TeXHOJOrHYECKYIO
OCHOBY H3 NPOH3BOJICTBA aHTHOHOTHKOB H NpHOaBHJa K Hell
HOBBbI€ TIPHHIHINBI, NpPeJe Bcero B 06JAacCTH PeryJHpOBaHHS
H aBTOMAaTH3aUHMH. B /0Knajle BKpaTile ONHCHIBAKOTCA Me-
TOAbl ONTHMH3AaLHH KYJbTHBHPOBAHHS H METOAb Ompeje-
Jennst napamerpos. [Jlajsee onHcaHo ocHOBHOe oGOpynoBa-
Hnpe (epMEHTEPOB ISl HCCJIeN0BATEJILCKHX M TPOMBILITIEH-
HBIX IleJeil.

Kufera, J.: Engineering aspects of industrial enzyme production,
Kvas. pram. 31, 1985, No. 7—8, pp. 185—188.

A great variety of data describing the process are needed for
the optimalization of industrial enzyme production. The enzyme
industry have drown its technological background from the pro-
duction of antibiotics and adds some new principles to them,
namelly in the field of regulation and automatization. The methods
of optimalization of the cultivation process are described in the
rewiev, as well as the methods for the determination of the para-
meters needed. The basic equipment of the fermentors are
described in short for the research as well as production fer-
mentors.

Kutera, |.: Ingenieuraspekte der industriellen Enzymerzeugung.
Kvas. prim. 31, 1985, Nr. 7—8, S. 185—188.

Fiir die Optimalization der industriellen Prozesse der Erzeugung
von Enzymen ist eine Reihe die diese Prozesse beschreiben An-
gaben notwendig. Die Enzymidustrie hat die technologischen Grund-
lagen aus der Antibiotikproduktion gewonnen und zu ihnen neue
Prinzipe zugegeben, besonders auf dem Gebiet der Regulation und
Automation. In dem Vortrag werden in Kiirze die Methoden der
Optimalization des Kultivationsvorganges und die Methoden der
Bestimung der einzelnen Parameter bechrieben. Gleichzeitig wird
auch die elementare Austattung der Fermentore beschreiben, die
sowie fiir die Forschung, als auch fiir die industrielle Erzeugung

. bestimmt sind.



