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Osiagniecia i perspektywy w zakresie
kontroli procesow fermentacyjnych

Rozwd6j badan nad procesami fermentacyjnymi uzalezniony jest od postepow
miedzy innymi w nastepujacych zagadnieniach:

- konstrukcji nowych czujnikéw i urzagdzen pomiarowych,

- automatyzacji, komputeryzacji i sterowania,

- optymalizaciji.

Zdobycze w pienvszej grupie maja znaczacy wplyw na osiggniecia w obu
pozostatych. W zwigzku z tym warto zapoznac¢ sie blizej z aktualnym stanem i
przysztoscig czujnikdbw oraz urzadzen pomiarowych, ktére spetnia¢ powinny liczne
wymagania. Najwazniejsze z nich to: bezposredni kontakt czujnika ze Srodowiskiem
fermentacyjnym, jego selektywnos¢, precyzja i ciggtos¢ pomiaru, odpornos¢ na stery-
lizacje termiczna, trwato$¢ i duza powtarzalnos¢ wynikéw pomiaru, a takze krotki czas
odpowiedzi. Spetnienie wszystkich warunkéw jest bardzo trudne i inspiruje do nie-
ustannego doskonalenia rozwigzan oferowanych biotechnologom.

Parametry, ktérych pomiar ma istotne znaczenie dla kontroli proceséw fermenta-
cyjnych mozna podzieli¢ na:

- fizyczne, do ktorych zalicza sie: temperature, cisnienie, szybkos¢ obrotéw mie-
szadla, szybkos¢ przeplywu gazéw i cieczy, objetos¢, ciezar i poziom roztworu fer-
mentacyjnego oraz poziom piany,

- chemiczne, charakteryzujgce warunki srodowiskowe, pH, rH, sita jonowa, skiad
gazow odlotowych, stezenie rozpuszczonego tlenu i dwutlenku wegla, stezenie zrodia
wegla, a”“tu i innych skiadnikow roztworéw fermentacyjnych oraz

- biologiczne, $cisle zwigzane z drobnoustrojami, a ws$réd nich: koncentracja
biomasy, stezenie NAD/NADH, zawartos¢ RNA/DNA, biatka, weglowodandw i innych
sktadnikéw komorki.

1. Parametry fizyczne
a) temperatura

Do pomiaru temperatury powszechnie stosowany jest platynowy czujnik rezystan-
cyjny, rzadziej uzywa sie czujnikéw poétprzewodnikowych (termistoréw). Bardzo
doktadny pomiar zapewnia termometr kwarcowy 511 E, produkowany przez Instytut
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Tele-iRadlotechniczny w Warszawie. Jego zakres pomiarowy wynosi od 213 do 473 K,
a rozdzielczos¢ 0.0(X)1 K przy czasie przetwarzania réwnym 10 s. Wymienione czujniki
zapewniajg sygnat elektryczny i moga by¢ wyjatawiane termicznie.

b) cisnienie
Najczesciej stosowanymi urzadzeniami do pomiaru cisnienia sg diafragmy z prze-

twornikami elektrycznymi. Zakres pomiarowy tych miernikéw wynosi od 0 do 16 000
N/m2 , a czas odpowiedzi 100 ms (61).

c) szybkos$¢ obrotéw mieszadta

Sposrdd licznych rozwigzan poleca sie czujniki optyczne i magnetyczne, ktére
potaczone z odpowiednim przetwornikiem dajg sygnat elektryczny. Mocuje sie je na
obudowie bioreaktora, a doktadno$¢ pomiaru wynosi 2% catej skali.

d) szybkos¢ przeptywu gazéw

W powszechnym uzyciu sg rotametry, jednak Ich powazng wadg jest brak sygnatu
elektrycznego. Nowoscia na krajowym rynku jest statlotemperaturowy anemometr
PAL'87, opracowany w instytucie Mechaniki Gorotworu PAN w Krakowie. Umozliwia
on ciggty pomiar predkosci powietrza w przedziale od 0.1 do 30 m/s. Wyposazony jest
w automatyczng kompensacje wpltywu zmian temperatury od 273 do 333 K.

e) szybkos¢ przeptywu cieczy

Parametr ten wazny jest w procesach okresowych, gdzie szybkos$¢ doptywu
pozywki zmienia sie w czasie (procesy fed-batch). Do pomiaru duzych szybkosSci
przeptywu (skala przemystowa) stosowane sg przeptywomierze elektromagnetyczne.
Ich doktadnos¢ zalezy od wilasnosci reologicznych cieczy. Z tego powodu sg one
produkowane z przeznaczeniem do pomiaru szybkosci przepltywu Scisle okreslonego
rodzaju cieczy, na przyktad roztworu melasy. Do pomiaru matych szybkosci przeptywu
(skala laboratoryjna i poéttechniczna) uzywa sie rotametréw i réznego typu pomp,
ttoczacych zgodnie z nastawiong masowa lub objetosciowa szybkoscig przeptywu. W
przypadku pomp perystatycznych sterylizuje sie tylko przewody ttoczace, stosowanie
natomiast pomp dozujacych wymaga wyjatawiania takze catego zespotu ttoczacego.
Zaletg pomp jest mozliwos¢ ich wigczenia w uklady automatycznej regulacii.

f) objetos¢, poziom i ciezar roztworu fermentacyjnego

Objetos¢ roztworu fermentacyjnego mozna obliczy¢ droga pomiaru jego poziomu
lub ciezaru w reaktorze. Do okreslania poziomu w malej skali stuza czujniki
pojemnosciowe (61) oraz plywajace fotoczujniki (2). Doktadnos¢ pomiaru czujnikow
pojemnosciowych wynosi 2 do 4%. Ciezar odczytuje sie za pomoca wag elektronicz-
nych z automatycznym tarowaniem. Sg bardzo doktadne, ale wrazliwe na wstrzasy,
drgania i wibracje oraz drogie. Btgd pomiaru nie przekracza 1 do 2%.

g) poziom piany

Do kontroli poziomu piany stuzg czujniki przewodnosciowe. Sygnat elektryczny
pojawia sie w momencie przekroczenia przez podnoszacag sie piane okreslonego
poziomu i powoduje wdozowanie substancji gaszacej lub uruchamia mechaniczny
system jej tamania. Jednym z producentdéw urzadzen do automatycznej kontroli i
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regulacji poziomu piany jest Instytut Technologii Przemystu Chemicznego i Spozyw-
czego Akademii Ekonomicznej we Wroctawiu.

2. Parametry chemiczne

Warunki Srodowiskowe odgrywajg decydujgca role w przebiegu procesow fer-
mentacyjnych. Mozliwie doktadna charakterystyka srodowiska fermentacyjnego jest
zatem szczegOlnie wazna z punktu widzenia kontroli procesu.

a) pH

Jest to standardowy parametr w procesach fermentacyjnych, a do jego pomiaru
stosuje sie najczesciej czujniki kombinowane, obejmujgce elektrode szklang jako
wskaznikowg i chlorosrebrowg jako poréwnawczg. Pomiar pH mozna wykorzysta¢ do
sterowania doptywem pozywki (6,17).

b) rH

Podobnie jak pH, jest to parametr rutynowy. Mierzy sie go za pomoca ogniwa
skladajacego sie z elektrody platynowej jako wskaZznikowej i chlorosrebrowej lub kalo-
melowej jako poréwnawczej. Poniewaz na wynik pomiaru rH majg wpltyw wszystkie
skladniki roztworu fermentacyjnego zdolne do utleniania lub redukcji, stad jest on
mato selektywny, a wynik pomiaru bardzo trudny do interpretacji. Mimo tych
zastrzezen zmiany rH stosowano do sterowania doptywem pozywki (26,33).

c) sita jonowa

Do ciagtego pomiaru sity jonowej stosuje sie dzwonowe elektrody platynowe
mierzace przewodnictwo roztworow fermentacyjnych, jednak pomiar ten jest, podob-
nie jak rH, mato selektywny i bardzo trudny do wyjasnienia.

d) skiad gazéw odlotowych

Znajomosc¢ skladu gazéw odlotowych informuje nie tylko o typie przemiany materii
drobnoustrojéw, ale moze by¢ z powodzeniem wykorzystana takze do sterowania
doptywem pozywki. Jesli na przyktad w hodowli drozdzy piekarskich wartosé
wspotczynnika oddechowego (RQ = szybkos¢ wydzielania CO2 szybkos¢ pobierania
O2 ) przekracza 1, to oznacza, ze dominuje beztlenowa przemiana weglowodandw.
Metabolizmowi tlenowemu odpowiada natomiast RQ = 1. Te ceche RQ, zalezng od
rodzaju metabolizmu drozdzy piekarskich, wykorzystuje sie juz od dawna do
sterowania doptywem pozywki (1,68). Do pomiaru zawartosci tlenu w gazach po-
fermentacyjnych stosuje sie analizatory paramagnetyczne, na przyklad PERMOLYT
produkcji NRD. Stezenie CO2 oznacza sie natomiast analizatorami pracujacymi w
podczerwieni, na przyktad INFRALYTEM, takze produkcji NRD.

Jakosciowy przetom w oznaczaniu skladu gazéw odlotowych nastgpit z chwilg
wprowadzenia spektrometréw masowych. Urzadzenia te znalazly zastosowanie do
ciagtego i bezposredniego oznaczania sktadu gazéw. Dodatkowy podcisnieniowy
proébnik, wyposazony w niewrazliwg na sterylizacje termiczng, poOlprzepuszczaing
membrane, rozszerza ich uzycie do oznaczania skladnikéw lotnych, rozpuszczonych
w roztworach fermentacyjnych. Opublikowane dotychczas prace, w ktérych sto-
sowano spektrometry masowe (20,21,22,23,55), zapowiadaja wielkg przysztos¢ tych
urzadzen. Spetniajg one bowiem wiele wymagan stawianych systemom kontrolnym
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procesow fermentacyjnych. Wsréd najwazniejszych zalet sa: czutosé, wynoszgca 10"
mola, czas odpowiedzi krotszy od minuty oraz liniowa zalezno$¢ wskazan w funkcji
stezenia badanego skiladnika w zakresie stezenn od 10~5 do 10-' mola. Ulepszenia
wymaga membrana, poniewaz szybkos¢ przenikania przez nig niektérych lotnych
substancji rozpuszczonych w roztworze fermentacyjnym jest bardzo mata, co wydiuza
czas analizy do kilku minut.

e) stezenie rozpuszczonego tlenu i dwutlenku wegla

Obecnos¢ tlenu w roztworach fermentacyjnych jest czesto niezbedna Iub
catkowicie niepozgdana. W obydwu przypadkach konieczne staje sie oznaczanie
stezenia tlenu rozpuszczonego, gdyz tylko w tej formie jest on przyswajany przez
drobnoustroje. Czujniki do oznaczania tego parametru mozna podzieli¢ na dwie
grupy: potencjometryczne i amperometryczne (polarograficzne lub typu Clarka). Z
wyjatkiem metody polarograficznej wiasciwie mierzg one cisnienie czgstkowe tlenu w
roztworze. Jesli wzig¢ pod uwage zmieniajaca sie rozpuszczalnosé tlenu w roztworze
fermentacyjnym zaleznie od jego skfadu chemicznego oraz zmienng w czasie charak-
terystyke czujnika tlenowego, to ilosciowa interpretacja jego wskazan staje sie bardzo
problematyczna. Na ogo6t wskazania te informuja jedynie o warunkach tlenowych w
bioreaktorze. Nie przeszkadza to jednak w ich wykorzystaniu do sterowania doptywem
pozywki (25,27,47).

W przysztosci konkurencyjne moga okazac sie spektrometry masowe oraz czujniki
fluorymetryczne (50), ktére nie zuzywajg tlenu w czasie pomiaru i sg trwalsze
mechanicznie od czujnikédw stosowanych dotychczas (40).

Oznaczanie CO2 rozpuszczonego w roztworze fermentacyjnym nie jest tak pow-
szechne jak rozpuszczonego tlenu, ale wazne w procesach $cisle beztlenowych.
Wiadomo przeciez, ze nadmierne stezenie CO2 hamuje przemiane materii drobno-
ustrojow. Obserwuje sie nawet stany przesycenia CO2 w roztworach fermentacyjnych
(4). Zasada dziatania tych czujnikéw polega na przenikaniu CO2 , a Scislej jonéw
HCO3 , przez membrane do roztworu Na2CO03 zmieniajgc jego pH. Zmiana ta jest
nastepnie rejestrowana czujnikiem pH. Wady czujnikébw CO2 sg zbiezne z wczesniej
przedstawionymi elektrodami tlenowymi i nalezy spodziewa¢ sie nowych rozwigzan w
tym zakresie. Na przyktad mozna tu z powodzeniem zastosowac spektrometry
masowe (55).

f) stezenie zrodta wegla, azotu i innych skladnikéw roztworu fermentacyjnego

Doktadny i bezposredni pomiar stezenia zrodta wegla w roztworze fermentacyj-
nym jest wcigz problemem trudnym do rozwigzania. Z koniecznosci wiec stosuje sie
metody posrednie. Pobiera sie probe z bioreaktora i dokonuje oznaczenia jedng ze
znanych metod. Rozwdj tych sposobdéw zmierza do automatyzacji pobierania prob,
przeprowadzenia analizy i przekazywania wynikéw pomiaru do centralnego systemu
zbierania danych. Przyktadem moze by¢ wykorzystanie wysokocisnieniowej chroma-
tografii cieczowej do oznaczania zawartosci etanolu w roztworze fermentacyjnym
Candida non/egensis i sterowaniu jego doptywem do bioreaktora (45). Stosowane sg
takze chromatografy gazowe (52), automatyczne analizatory sprzezone z automatycz-
nymi prébnikami (16) i inne rozwigzania. Ich wada jest dtugi czas analizy, dochodzacy
czesto do 15 minut. Nie przeszkadza to w procesach okresowych (batch) i ciggtych.
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ale jest nie do przyjecia w ukladach z nadazng regulacja doptywu Zrédia wegla
(procesy fed-batch).

Trudne jest nie tylko bezposrednie oznaczanie zawartosci zrodet wegla, ale i
pozostatych sktadnikéw roztworéw fermentacyjnych. Tu takze dominujg metody
posrednie. Wiasnosci reologiczne, zaban”Vienie, obecnos$¢ skladnikéw przeszka-
dzajacych, pH i wiele innych cech utrudniajg opracowanie szybkich, selektywnych i
precyzyjnych metod analitycznych.

Jednag z drég przezwyciezenia tych trudnosci jest konstruowanie czujnikéw, w
ktorych wykorzystuje sie enzymy (49) i cate komorki drobnoustrojow (36). Wsrod
metod analitycznych robig one blyskawiczng kariere, wypierajac sposoby tradycyjne.
Wynika to z ich wysokiej selektywnosci bez wzgledu na cechy fizyczne, a takze
oznaczania skladnikébw wystepujacych w zakresie stezen typowych dla proceséw
fermentacyjnych, a wiec od nmoli/dm”~ do mmoli/dm”~ . Ponadto tak mozna dobrac i
spreparowac¢ enzymy, ¢zy cate komorki drobnoustrojow, by w potaczeniu z czujnikiem
elektrochemicznym dawaly elektrode, ktérej sygnat elektryczny bedzie proporcjonalny
do stezenia badanego skifadnika. Sg wreszcie tatwe do sporzadzenia we wilasnym
zakresie.

Zasady dziatania dwdch réznych czujnikbw enzymatycznych do oznaczania glu-
kozy przedstawiono schematycznie narys. 1 i 2.

W pierwszym przy-
padku unieruchomiona
oksydaza glukozowa
katalizuje utlenianie glu-
kozy do kwasu glu-
konowego z wydzie-
leniem nadtlenku wodoru,
ktéry jest nastepnie
oznaczany ilosciowo za
pomoca czujnika
tlenowego.

(rysunek 2. na stronie 37)

Mozliwosci wykorzystania enzymow do konstrukcji czujnikbw biologicznych
réznigcych sie sposobem pomiardw jest oczywiscie znacznie wiecej.

Moga to by¢ enzymatyczne spektrometry masowe, enzymatyczne spektrofoto-
metry, enzymatyczne tranzystory i inne (14). Prace nad doskonaleniem czujnikéw
biologicznych weciaz trwaja. Zmierzaja one w kierunku konstrukcji czujnikéw mogacych
znalez¢ zastosowanie do ciggtego i bezposredniego pomiaru. Jedng z trudnosci, jakg
nalezy pokonac¢, jest otrzymanie membran odpornych na sterylizacje termiczng i
umozliwiajagcych kalibrowanie czujnikéw biologicznych bezposrednio w bioreaktorze.



Biotechnologia 1 (3) ' 89 37

termistor 2

W drugim
rozwigzaniu wykorzy-
stuje sig pomiar ilosci unieruchomiona
ciepta wytworzonego w izomeraza glukozowa
procesie izometryzacji
glukozy przez unieru-
chomiong izomaraze 1-aznia wodna
glukozowsa.

wzmacniacz

termistor 1

Rys. 2. Schemat enzymatycznego termistora do oznaczania
glukozy.

Przepuszczalnos¢ przysztosciowych bton nie powinna zaleze¢ od starzenia i zatykania
w takim stopniu jak obecnie. Sygnalizowane sa proby stosowania membran dializa-
cyjnych (11,44) i niewrazliwych na dziatanie wysokiej temperatury (10). Praktykowane
zazwyczaj potgodzinne dziatanie temperatury 403 K (sterylizacja) nieodwracalnie in-
aktywuje enzymy. Podejmowane sga w zwigzku z tym wielokierunkowe badania nad
popravya ich termostabilnosci. Polegajg one na stosowaniu enzymoéw pochodzacych z
drobnoustrojow termofilnych, aktywnych w temperaturach przekraczajacych 358 K.
Niektore bakterie rodzaju Bacillus, Thermomicrobium Q,7Sj Tbermus6obxze rozwijaja sie
bowiem w takich warunkach, a rodzaj Pyrodlctum”V3a.\Sp zywotnos¢ nawet w tem-
peraturze rownej 313 K (59).

Obiecujacym kierunkiem jest modyfikacja technik unieruchamiania enzymow pro-
wadzgca do podwyzszenia ich termostabilnosci (34,35). By¢ moze takze i syntetyczne
polimery, bedace analogami enzymoéw (69), przybliza mozliwos¢ stosowania czuj-
nikéw biologicznych do bezposredniej kontroli proceséw fermentacyjnych.

Rownolegle rozwijane sg prace nad czujnikami jonoselektywnymi. Z literatury firmy
ORION, znanego producenta tych czujnikbw wynika, ze dysponuje ona juz kilku-
dziesiecioma ich modelami. Rosnie takze zainteresowanie wykorzystaniem tych czuj-
nikdw do kontroli i sterowania procesami fermentacyjnymi (31). Jako przyktady moga
postuzy¢ prace nad oznaczaniem i sterowaniem stezenia azotu amonowego w
hodowli drozdzy Saccba/vn?ycas carcil/lslaa {24,37) i bakterii £scbarlcb/a coli{38,60).
Podobne badania przeprowadzono z azotanami w procesie wzrostu Corynobactenum
glutanicum (39) i wptywem cynku na przyrost biomasy Saccharomyces cerevislae
(62).

Szersze wykorzystanie czujnikéw jonoselektywnych do kontroli proceséw fermen-
tacyjnych wymaga rozwigzania wielu probleméw. Nalezy poprawi¢ ich wybiérczos¢ w
obecnosci jonéw przeszkadzajacych, dostosowac zakres pH, w ktérych one pracuja,
do warunkéw typowych w bloreaktorach, jak réwniez opracowac¢ konstrukcje dajace
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sie sterylizowac termicznie.

Stwierdzona w 1954 r. zalezno$¢ miedzy elektrycznymi wiasciwosciami potprze-
wodnikéw bazujacych na tlenkach metali i stezeniem gazdéw (19) zaowocowata opra-
cowaniem czujnikdw do ilosciowego oznaczania substancji lotnych: alkoholi, estréw,
ketonow itp. llustracjg tej techniki analitycznej moze by¢ czujnik do ciagtego ozna-
czania zawartosci etanolu w zakresie od 0.1 do 6% objetosciowych (32). Jego kon-
strukcyjng nowinka byta membrana silikonowa pozwalajaca na bezposredni pomiar
etanolu w roztworze fermentacyjnym. Podobny czujnik wykorzystano do kontro-
lowania ciagtej biosyntezy etanolu trwajgcej dwa miesigce (66) oraz w mikrokompu-
terowym systemie sterowania doptywem melasy w hodowli drozdzy piekarskich
oferowanym przez firme ARGE Biotechnologie.

Przysztosciowg metoda kompleksowej analizy skltadu roztworu fermentacyjnego
jest spektroskopia w podczerw'ieni z przeksztalcaniem wynikdéw za pomocag szybkich
transformacji Fouriera Mozliwosci tej metody pokazano na przyktadzie jednoczes-
nego oznaczania stezenia glukozy, etanolu i gliceryny w czasie hodowli drozdzy
Saccharomyces cerevisiae (2). Analize zawartosci substratu (glukozy) i produktow
(etanolu i gliceryny) prowadzono w obecnosci wszystkich pozostatych sktadnikow
wilacznie z komérkami drozdzy. Okazato sie, ze na wynik nie miata istotnego wptywu
ani obecnos¢ 26 skiadnikéw podtoza ani niewielka iloS¢ biomasy. Blad wzgledny
oznaczenia wynosit od kilku do kilkudziesieciu procent. Dalsze prace nad skréceniem
czasu analizy oraz doskonaleniem statystycznej obrobki danych zapewni, zdaniem
autorow, wielka przysztos¢ tej metodzie.

3. Parametry biologiczne

Coraz wiecej uwagi bedzie sie poswiecac ciggtej analizie materiatu biologicznego
w procesach fermentacyjnych. Wynika to zaréwno z potrzeb poznawczych jak i prak-
tycznych. Stale wzrasta zapotrzebowanie na produkty metabolizmu wtérnego, ktdrego
genetycznych jak i srodowiskowych uwarunkowan ciggle w petni nie znamy. Jeszcze
wiecej biatych plam widnieje na mapach przemiany materii komoérek zmodyfi-
kowanych genetycznie. Takze koniecznos¢ automatyzacji proceséw fermentacyjnych,
i wiele innych czynnikéw, decyduje o potrzebie Sledzenia tych proceséw na poziomie
komorki. Tu bowiem mozna otrzymac najszybciej wiarygodne informacje o ich prze-
biegu i nastepnie stosownie sterowac¢ warunkami srodowiskowymi.

a) stezenie biomasy

Jest to podstawowy parametr wiekszosci procesdéw fermentacyjnych - i to
zarowno w produkcji metabolitéw pierwotnych jak i wtérnych, wazny juz od momentu
inokulacji. Stanowi podstawe sterowania procesem, a takze jego modelowania.

Istotne znaczenie stezenia biomasy wymaga precyzyjnych i szybkich metod jego
oznaczania. Dotychczasowa praktyka wykazuje, ze opracowanie techniki spetniajgce;j
te postulaty jest bardzo trudne. Odmienne cechy fizyczne i chemiczne strzepkow
grzybni, komoérek drozdzy czy bakterii, inna wielkos¢, ksztaltt i sktad chemiczny
komoérek tych samych drobnoustrojéw w zaleznosci od stanu fizjologicznego czy
wieku, rézne warunki srodowiskowe itd., utrudniajg znalezienie uniwersalnej metody.
Istnieje w zwigzku z tym szereg sposobdw majacych specyficzne zastosowanie. Naj-
bardziej popularne sg metody optyczne: spektrofotometryczne i nefelometryczne.
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Wykorzystano je w konstrukcji czujnika biomasy odpornego na sterylizacje termiczng
(51) oraz urzadzen do ciggtego pomiaru i regulacji koncentracji biomasy (63,71).
Jednak mozliwosci pomiarowe tych rozwigzan siegajg tylko granicy 5 do 10 gsm/dm”.
Dwukrotnie wyzsze stezenie biomasy mozna oznaczy¢ czujnikiem fluorometrycznym
(5), mierzacym zawarto$¢ dinukleotydu nikotynaminoadeninowego (NADH) w
komoérkach. Pamieta¢ jednak nalezy, ze przyjete w tej zasadzie pomiaru zatozenie
statej zawartosci NADH w komorkach drozdzy w praktyce nigdy nie jest spetnione.

Jeszcze inny sposob polega na ciggtym liczeniu pojedynczych komoérek przez
urzadzenie zwane Coulterem (41). Zawodzi on jednak, gdy roztwor jest zabarwiony
lub gdy znajdujg sie w nim nierozpuszczone, state sktadniki.

Bezposrednie metody pomiaru koncentracji komorek ustepuja posrednim, w
ktérych parametr ten jest estymowany za pomoca komputera na podstawie ze-
stawionego w sposob ciagly bilansu materiatowego (12,70). Catkowita automatyzacja
pomiaru i doktadne, szybkie wyniki wyrdzniajg te metody wsréd dotychczas opra-
cowanych.

b) poziom NAD/NADH

Wiele substancji organicznych fluoryzuje w konsekwencji wzbudzenia Swiattem
widzialnym lub lezacym blisko zakresu ultrafioletu. Zjawisko to coraz powszechniej
wykorzystywane jest w biotechnologii do iloSciowego oznaczania zwigzkéw organicz-
nych (57).

Mozliwos¢ pomiaru NADH w komdrkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae tg
droga pokazano w 1970 r. (18). Nastepnie, skonstruowano czujnik, ktdry umieszczony
w fermentorze dat sposobno$¢ pomiaru bezposredniego (5). Ciagte Sledzenie zmian
w poziomie NADH staneto otworem. Dzieki temu praktycznie potwierdzono role NADH
jako wskaznika komoérkowego potencjatu redoks. Wykorzystano jako podstawe
oznaczania koncentracji drozdzy (70) i bakterii (43) oraz do sterowania doptywem
pozywki w hodowli drozdzy paszowych (53) i piekarskich (46). Nowsze badania
sugeruja koniecznos¢ uwzglednienia w interpretacji wskazan czujnikéw NADH wptywu
stezenia tlenu rozpuszczonego, zrodta wegla i biomasy (3). Komdérkowy potencjat
redoks, reprezentowany przez NADH, ma wiec podobnie mato specyficzny charakter,
jak srodowiskowy. Jest to istotne z punktu widzenia wykorzystania NADH w ukfadach
sterowania doptywem pozywki i przy optymalizacji proceséw fermentacyjnych.
Dostepnos¢ czujnikébw NADH na rynkach zachodnich sprawia, ze stajg sie one stan-
dardowym wyposazeniem bioreaktoréw.

c) zawartos¢ ATP/ADP/AMP

W odréznieniu od NADH ciggly pomiar zawartosci adenozynotrifosforanu w
komodrkach drobnoustrojow nie jest jeszcze mozliwy. Dokonuje sie tego w sposob
posredni wykorzystujac zjawisko bioluminescencji (29). W procedurze oznaczania ATP
istotng role odgrywa sposéb pobierania préby wymagajacy btyskawicznego zaha-
mowania zmian w zawartosci ATP. Wykazano bowiem, ze cala ilos¢ zgromadzonego
ATP jest zuzywana przez komoérke w ciggu jednej sekundy, jesli nie jest on jed-
noczes$nie odzyskiwany (9,15). Obok oznaczenia ATP istnieje mozliwos¢ posredniego
pomiaru adenozynodifosforanu i adenozynomonofosforanu (28,56).
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d) inne sktadniki komorki

Konstrukcja laserowego fluorymetru przeptywowego spowodowata wielki postep
w analizie komoérek drobnoustrojow. Urzadzenie, ktérego cena siega od 100 000 do
200 000 dolaréw (58), zapewnia ciggta, niestychanie precyzyjng analize pojedynczych
komoérek z szybkoscig dochodzacg do 10 000 komérek na sekunde. Umozliwia jed-
noczesny optyczny pomiar wielkosci komorek, iloS¢ rozproszonego i zaabsor-
bowanego Swiatta oraz ich fluorescencje. Zasade jego dziatania przedstawiono sche-
matycznie na rys. 3 (54).

czujniki fluorescencyjne

Rys.3. Schemat laserowego fluorymetru przeptywowego.

Komérki sa hydrodynamicznie kierowane do kapilary i ustawiane w kolejnosci
jedna za druga. Prostopadle do przeplywajgcego strumienia uszeregowanych
komérek pada wigzka promieni laserowych, ktérej Srednica moze by¢ regulowana.
Musi by¢ jednak ona mniejsza od $rednicy analizowanych komodrek. Wielkos¢ ich
powinna zawiera¢ sie w przedziale od 2 do 200 mikrometrow. Zaabsorbowane i
rozproszone sSwiatto jest rejestrowane przez fotodiody. W zaleznosci od skladnika
komorki, jaki ma by¢ oznaczony, na przyktad DNA, RNA, biatko itd., komorki barwi sie
odpowiednim banA/nikiem fluorescencyjnym przed wprowadzeniem do fluorymetru. Te
z kolei sg wzbudzane promieniami laserowymi i fluoryzujg. Fluorescencja jest roz-
szczepiana na wigzke czerwong i zielong, ktdre rejestrowane sg oddzielnymi fotodio-
dami.

Mozliwosci tej techniki analitycznej sa rezlegte (54). Pozwala ona szacowac
rozktad populacji drobnoustrojéw wedtug wielkosci i wieku, wykrywac i ustala¢ roz-
miary zakazen, czy precyzyjnie oznacza¢ chemiczny sklad komoérek. Jej zastosowanie
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wykracza oczywiscie poza procesy fermentacyjne (13) i ma ogromne perspektywy.

Dokonany przeglad metod kontroli proceséw fermentacyjnych nie wyczerpuje
catego problemu, ktéoremu poswieca sie sporo miejsca w literaturze naukowej
(7,42,48,61,67). Celem opracowania byto zapoznanie z metodami stosowanymi dzisiaj
i zarysowania wizji ich przysztosci, w ktérej dominowac¢ beda doskonalsze wersje
niektérych opisanych metod i zupetnie nowe, jeszcze dzisiaj nie znane. Cechowac je
bedzie wielofunkcyjnos¢ i przesytanie wielkiej ilosci danych, przetwarzanie ktérych
bedzie mozliwe tylko za pomocg ultraszybkiej techniki cyfrowej.
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