Povrchova kultivace v plastikovjch vacich a moinosti jejiho pramyslového vyuiiti
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Kultivace aerobnich mikroorganismii na hladiné ka-
palného média je nejstarsim, a dodnes laboratorn& nej-
b&Zn&j5im zplsobem mnoZeni mikroorganismii. Také prv
ni antibotikum — penicillin, bylo pilivodn& vyrabéno
staciondrni kultivaci na hlading kapalné Zivné pldy.
Principem technologie, kterou se v Anglii vyrdbgl peni-
cilin aZ do roku 1946, byla jen mechanizovana labora-
torni préce, ktera umoZiiovala provad#t sterilné sériové
kultivace na b#Zicich pésech v n&kolika stech tisicich
lahvich na mléko.

Hlavni prekaZkou primyslového vyuZiti stacionarni
kultivace mikroorganismii zistal aZ dodnes problém za-
jisténi sterility velkych ploch substratu.

Faktor kontaminace se tak stal nepiekonatelnou pfe-
kaZkou, ktera znemoZnila priimyslovou pfipravu mikro-
bidlnich metabolitd povrchovou kultivaci. Bezprostfed-
nim ddsledkem této skute&nosti, vynucenym predevsim
ekonomickymi dfivody, byl rychly vyvoj do té doby ne-
zndmé metody kultivace submerzni v michanych a vzdus-

nénych sterilnich fermentorech. V souvislosti s precho-
dem od staciondrni na submerzni zpiisob kultivace bylc
tfeba vyFesit nové otdzky konzervovani primyslovych
mikroorganismii, jejich 3lechténi, problematiku ristu,
mnoZeni, pfijmu Zivin a prenosu kysliku, aby bylo moZ-
no optimalng vyuZivat novych a pro mikrcorganismy po
ndkud nepfirozenych podminek, danych submerzni tech-
nologif. Submerzni kultivace mikroorganismii se tak sta-
la snad prvnim piikladem zésadniho ovlivnéni biologic-
kych véd potfebami primyslu a cbchodu a na dlouha
l6ta nasmércvala mikrobiologii, ktera vyistila v boufli-
vy rozvoj fermentaéni biotechnologie. Pfirozeng&, Zes tim
ustoupil do pozadi zdjem o dal3i vyvoj metod staci-nar-
ni kullivace. Je pr to moZno s velkou pravdép dobnosii
dedukovat, e by nedo3lo k tak rychlému rizvoji tech-
nologie submerzni kultivace, kdyby byly v dané dobé
existovaly pfedpoklady pro priimyslovou realizaci asep-
tické kultivace stacionarni.

Pro renesanci stacionarni kultivace mikroorganismi
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nas inspir_val tkol fermentani pfipravy peptidovych néa-
melovych alkaloidii. Hlavnim divodem, ktery nés pfrivedl
k tomuto rozhodnuti, je zvlastni postaveni nZmelovych
alkaloidii mezi primyslové pr>dukovanymi mikrobidlni-
mi metabolity, jako jsou napf. amin-kyseliny neb> anti-
biolika. Je obecn& znadmo, Ze divoké kmeny mikroorganis-
mi, izolované z prirody, neprodukuji zpravidla in vitro
Zadané substance bud viibec, nebo jen vyjimetné& v nepa-
irném mnoZstvi. Primyslovému vyuZiti takovych kmeni
musi vidy pfedchézet ndro&néd prédce Slechténi a optima-
lizace technologického postupu, vedouci ke zvy3eni pro-
dukce aZ o né&kolik Fadd, coZ teprve umoZiiuje primyslo-
vou pfFipravu za ekonomickych parametri. V primyslu
tak pracujeme zpravidla s vysoce vyslechténymi pro-
dukénimi kmeny, které jsou co do produkce Zddaného
metabolitu, ale i obecn& svymi schopnosimi riistu a
mnoZeni odkédzdny vzhledem ke svému zmé&n&nému ge-
notypu na danou technologii. Kdybychom se je pokusili
vrétit zp&t do podminek pfFirody, z nichZ byly plivodné
odvozeny, pfrestaly by existovat. Naproti tomu peptidové
némelové alkaloidy patii i v pfirodé mezi tzv. excesivni
metabolity, produkované i divokymi kmeny vZdy a &asto
i v pfekvapivé velkych kvantech. Tak napf. sklerocia
plané rostouci na klasech trdvy druhu Molinia coerulea
obsahuji a% 1,5 % alkaloidi v su$ing biomasy. Druhym
pro nasi argumentaci zdvaZnym faktorem je hromadé&ni
peptidovych namelovych alkaloidi v buiikdch producen-
ta, na rozdil od submerzni fermentaéni piipravy vét3iny
ostatnich mikrobidlnich metabolitli, které jsou produku-
jicimi buiikami zpravidla vylutovany do produkéni phdy.
V piipadé peptidovych namelovych alkaloidd zlstdva
tedy, bez ohledu na pouZitou technologii kultlivace, pfi-
rozenym limitem produkce hmotnost narcstlé biomasy,
vztaZend na jednotku objemu produkéni pldy. Zatimco
v pripadé submerzni kultivace aerobnich mikroorganis-
mi startuje produkce sekunddrniho metabolitu aZ po
ukonéeni balancovaného riistu, dochéazi pfi stacionérni
kultivaci obecn&, a potvrdili jsme to experimentélné i pro
piipad peptidovych nédmelovych alkaloidi, k biosyntéze
paralené se zvétSujici s hmotnosti biomasy (obr. 1,2).

Na rozdil od vegetativnich hyf mikroorganismii, pro-
dukujicich v submerznich michanych a vzdu3né&nych kul-
turdch excesivni metabolity, jsou némelové alkaloidy
produktem sekunddrniho metabolismu vysoce diferenco-
vanych, tlustosténnych, vodou relativng chudych sklero-
ciovych bunék. Stejné je tomu i pfi ristu divokych kme-
nli na jejich pFirozeném stanovisti, na klasu hostitelské
rostliny.

V submerzni kultufe je moZno p&stovat v pripad& pro-
dukénich kmenl druhu Claviceps purpurea jen sfacelio-
vé hyly, které v3ak peptidové namelové alkaloidy ne-
syntézuji. V intenzivné michanych a vzduSnénych fer-
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Obr. 1. Rist a biosyntéza penicilinu v prib&hu submerz-
ni kultivace [podle: Gailey et .al.,, 1949)

mentorech nikdy k diferenciaci produkce schopnych
sklerociovfch bun&k nedoch&zi. Submerzni technologie
fermentacni pfipravy peptidovych ndmelovych alkaloidd,
tak jak byla vypracovdna n&kterymi autory, Fe3i tento
problém pouZitim mutantnich kmend, které ztratily
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Obr. 2. Rust a biosyntéza alkaloidil v prubdhu povrchove
kultivace

schopnost sfaceliového prodluZovaciho riistu a kultivaci
bunék, morfologicky pripominajicich skute¢né sklerocio-
vé buifiky, a to za podminek neobvykle nizké aerace. Pro-
dukéni kmeny vySlechténé s timto cilem ztraceji pfiro-
zen& schopnost v§voje v parazitni kultufe a zpravidla
rovnéZ nevytvareji konidie, jejichZ diferenciace je vaza-
na na pfedchozi riist sfacelie.

Z hlediska fyziologie vyZivy spatfujeme hlavni roz
dil mezi submerznim a staciondrnim myceliem v pfijiméa-
ni a transportu Zivin v&etn& kysliku. Zatimco v podmin-
kédch submerzni vzdu$néné a michané kultury pfijim4 ho-
mogenni nepolarizované mycelium z plidy rozpusténé Zi-
viny a Kkyslik celym aktivnim povrchem buné&k, vyriisté
ve stacionarni kultufe polarizovand kolonie, pFijimajic{
spodni stranou Ziviny rozpust&né v pldé a svrchni stra-
nou vzdu3ny kyslik. Alkaloidy produkujici sklerocicvé
mycelium pfirista smérem doli do Zivné pidy. Kyslik,
resorbovany ze vzduchu do cytosolu nejsvrchn#jsi vrst-
vy vzdudnych bung&k, musi byt proto transportovdn smé-
rem doli do dé&licich se a rostoucich bunék sklerocia.
V priibehu mnohaletého 3lechténi se ndm podafilo vy-
selektovat vysokoprodukéni kmeny, schopné vytvaret
v povrchové kultufe aZ 10 % suché sklerociové biomasy
s obsahem alkaloidili, vysoce pfrevy3ujici obsah v droze.
ziskdvané polni produkci ndmele. Jak jsme predpoklada-
li, neztratily tyto kmeny schopnost parazitovat a na hos-
titelské rostling diferencuji v morfologicky normélni
sklerocia (obr. 3).

Zvlastnfho vyznamu nabyvd povrchovd kultivace pii
piipravé spor vldknitych mikroorganismii, pouZivanych
jako startovniho materidlu pro €asto vicestupiiové tech-
nologické postupy. Pro konidie druhu Claviceps purpurea
to plati dvakrat: SlouZi totiZ nejen a) k pFipravé inoku-
la pro fermentaéni produkci namelovych alkaloidd, ale
i b) jako infek&ni ofkovaci latka pFi polni produkci na-
mele.

Podobn& jako Claviceps vytvalfi vdtdina vlaknitych
mikroorganismi, vyuZivanych ve fermenta&nim primyslu,
vegetativiii spéry, které se odSkrcuji z konci konidiofor,
vyriistajicich ze svrchni vrstvy staciondrnfho vzdu¥ného
mycelia. V submerzni kultufe k diferenciaci konidiogene-
ze zpravidla nedochdzi a misto konidif, vznikajicich en-
teroblasticky (jako je tomu napf. u rodd Aspergillus, Pe-
nicillium, Neurospora, Sordaria, Sclerotinia) se vegeta-
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tivni hyfy v priib&hu stadrnuti rozpadaji za vzniku blasto-
arthrokonidii. Fyziologickd aktivita takovych submerz-
nich spér je ve srovnani se vzduSnymi konidiemi vyraz-
né sniZena, coZ je moZno jednoduSe dokumentovat mimo
jiné napf. podstatn& rychlejsi ztratou kli¢ivosti v pri-
béhu jejich uchovavéani, ale €asto i sniZenou schopnosti
ristu a produkce Zddaného metabolitu. Proto se vychozi
sporovy materidl produkénich kmenid vldknitych mikro-
organismli uZivany pro pfipravu submerzniho vegetativ-
niho inokula pfipravuje vyhradné v laboratornim méfitku
stacionarni kultivaci, a to i v téch pfipadech, kdy by
bylo moZno rychleji a pohodln&ji nakultivovat velké
mnoZstvi spér v kultufe submerzni. Malé mnoZstvi spor
postauje pak jen k pfipravé malého objemu inokula
v baiikdch na tFepacim stroji € v malych pfedoCkova-
cich fermentorech. Pro ofkovéani produkéniho stupné ve
velkoobjemovych fermentorech je proto nutno propagovat
nediferencované vegetativni hyfy postupnym pomnoZova-
nim submerzni kultivaci v Fadé ofkovacich tankl po-
stupné& vzristajici velikosti. Ekonomika submerznich fer-
mentaénich vy§rob je s rozvojem technického pokroku
stdle zavislejdf na vzristajicich objemech fermentori, vy-
Zadujicich k zaofkovani velké objemy inokula. MnoZeni
vegetativniho inokula pasédZovénim je vZdy vice €i méng
spojeno se vznikem nehomogeni buné&fné populace a de
generaci produk&niho kmene, nehledé na zvySené néro-
ky na aparaturu a vzristajici riziko kontaminace. Nadtc
byva tasto hlavni pFifinou potiZi pii prfevodu vy¢sledki
z laboratornfho méfitka do vyrobnich fermentoril.

U vét3iny fermenta¢nich vyrob mikrobidlnich metabo-
liti se uplatiiuje vztah mezi mnoZstvim bun&k producen-
ta, schopnych v produkéni fazi kultivace biosyntetizovat
Zadany produkt a produktivitou fermentace. Proto je za-
sadnim problémem technologie submerznich fermentac-
nich vyrob pokud moZno rychlé namnoZeni co nejvétsiho
poétu bun&k v prvnich hodindch kultivace produkéniho
stupn& vyroby. V pfipadé inokula, tvofeného nediferen-
covanymi vldkny apikdln& rostoucimi, jsou jeho G€innou
sloZzkou pfedev3im nejmlad3i buiiky rostoucich konci
vldken a jejich v&tvi, zatimco star3i, jiZ nerostouci buii-
ky, vzdalengjdi od apexu, v podminkdch balancovaného
rlistu rychle odumiraji, vakuolizuji a autolyzuji. Tzv.
»velmi dobfe" narostlé inokulum, tvoFfené makroskopicky
homogenni hustou suspenzi vldken, je proto vidy smési
bunék fyziologicky vice ¢i méné& aktivnich s builikami
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Obr. 3. Pribéh 3lechténi produkénich kmenii Claviceps
purpurea pro povrchovou fermentaéni pFipravu
ndmelovych alkaloidil

Obr. 4. Detail prumyslového zafFizeni pro povrchovou
kultivaci mikroorganismi. Kultivaéni vaky jsou
zakldddny k inkubaci do regdli a po inkubaci

vykldddny ke zpracovdni
programovangm zakladadem.

automatizovangm a

inaktivnimi. Tyto nepfiznivé diisledky pistupného stéar-
nuti ¢4as!i populace mnoZenych bunék jsou nadto zpra-
vidla doprovazeny i degenerativhimi zménami, k nimiZ
dochézi vZdy v priib&hu opakovaného pasaZovani vegeta-
tivnich vldken produkénich kment, at uZ jde o degene-
raci na trovni zmé&n fyziologickych neb> na tirovni zmén
genetické informace. Naproti tomu .mladé vegetativni
mycelium, pfipravené synchronnim vykli¢enim spér, pred-
stavuje homocgenni populaci fyziologicky maximélné ak-
tivnich bunék.

Prvnim pfipadem, kdy se podatilo povrchovou kultiva-
ci ve spoluprédci s n. p. Galena vyiesit a primyslové rea-
lizovat piipravu velkého mnoZstvi spér, jsou konidie pro-
duk&énich kmend druhu Claviceps purpurea. Z plochy
1 m? se timto postupem ziskava aZ 104 konidif, jejichZ
kli¢ivost ptevysuje 90 %.

V primyslovém méfitku byla povrchova kultivace rea-
lizovdna v plastikovych vacich o rozmérech 1,2 X 2,4 m.
Vaky se pFipravuji pfiénymi svary z PE-f6lie a plni pfe-
dem vysterilovanou, zchlazenou a inokulovanou piidou.
Naplnéné kultivaéni vaky se inkubuji v regalech a
vzdusni privodem sterilniho vzduchu nad hladinu média
(obr. 4).

Zvlasiniho vyznamu nabyvd v soufasné dobé proble-
matika pfipravy velkého mnoZstvi fyziologicky vysoce
aktivnich sp6r v téch piipadech, kdy jsou spbry findlnim
stupn&m kultivace. Tak je tomu napf. pfi vyrob& bioin-
sekticidii na b4azi entomofdgnich hub, jimiZ se snaZime
nahradit vZdy vice ¢i méné& toxické insekticidy chemic-
ké. Prvnim, v soucasné dobé& jiZ poloprovozné pfipravo-
vanym mykoinsekticidnim prepardtem, je BOVEROL-
Spofa. Jde o pFipravek, jehoZ aktivni €éasti jsou vzdudné
konidie druhu Beauveria bassiana v mnoZstvi minimélngé
10! . g-1, Boverol je urfen k biologickému boji proti riiz-
nému 3kodlivému hmyzu, pfedeviim mandelince bram-
borové, zavije¢i kukufiénému, mife zelné aj.

Kybal, ].: Povrchovéd kultivace v plastikovych vacich a moZnosti
jejiho primyslového vyuZiti. Kvas. prim. 31, 1985, & 7—8, s. 177—
180.

Je popsdn priimyslové vyuZitelny postup povrchové kultivace
vldknitych hub za sterilnich podminek. Povrchova kultivace v plas-
tikovfch vac'ch je vhodnd pro biosyntézu némelovych alkaloidi
a k produkci velkého mnoZstvi spor, slouZicich k pfipravé ino-
kula & jako aktivni slozka mykoinsekticidi.

Kunbaa, $1.: TosepxHocTHOE KYJbTHBHpPOBaHHE B NJjacTma-
COBBLIX GaAKaX M BO3MOMKHOCTH €ro NpOMbILIJEHHOTO HCMOJb-
sosanna. Ksac. npym. 31, 1985, Ne 7—8, crp. 177—180.

OnHcaH MeTOA NPOMBILLIEHHOrO HCMOJb30BAHHA TNOBEpX-
HOCTHOf KYJAbTHBALHH BOJOKHHCTBIX TPHGOB B CTEPHBHBIX
YCAOBHSX.
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TMoBepxHOCTHAS KYJIbTHBALHS B TOJHITHIEHOBBIX MeEIIKax
MOJKeT HCMOJb30BaThCA JJsi GHOCHHTe3a aJKaJOHAOB CIO-
DHHBH W A4S TNPOAYKUHH GOJBIIOrO KOJHYECTBA CHOP,
HCTOJb3YeMBIX JJISi NPHIOTOBJEHHsi HHOKYJATa HJH B Ka-
yecTBe AKTHBHOrO KOMIOHEHTAa MHKOHHCEKTHILHOB.

Kybal, J.: Surface cultivation in plastic ta3s and their possible
utilization on industrial level. Kvas. pram, 31, 1985, No. 7—8, pp.
177—180. 5

Industrially acceptable device for stationary surface cultivation
of filamentous fungi under sterile conditions is described. Surface
cultivation in plastic cushions in especialy advantageous for the

biosynthesis of ergot alkaloids and for the production of spores
in large quantities, used for imoculation or as active agents of
mykoinsekticides.

Kybal, ].: Die Oberflichenkultivation in Plastiksiicken und Miglich-
keiten jhrer industrieller Ausniitzung. Kvas. pram. 31, 1985, Nr.
7—8, S. 177—180.

Es ist ein industriell verwendbares Verfahren fiir die Oberfldchen-
kultur der Fadenpilze unter sterilen Bedingungen beschrieben. Die
Oberfldchenkultur in Plastikbeuteln eignet sich fiir die Biosynthese
der Mutterkornalkaloide, wie auch fiir die Produktion groBer
Menge von Sporen, die zur Bereitung des Inokulums oder als
aktives Bestandteil der Mykoinsektizide dienen.



