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Ovod

Jednou ze =zékladnich tloh procesniho inZengrstvi
mikrobiologickych technologii je vypracovani exaktnich
metcd pro prevod t&chto technologii do vétStho meéfitka
a déale i zplsobl jejich automatizovaného Fizeni. PTi zvét-
Sovani reaktori pro reakce plyn—kapalina v chemickych
technologiich je kladen hlavni diraz na hydrodynamiku
zafizeni [1], tzn. dobu homogenizace, mezifdzovy prenos
hmoty a tepla, rychlostni pole atd., pfitom se mlEky
pfedpokladd, Ze mechanismus lokdlni kinetiky reakce,
ani hodnoty rychlostnich souéiniteld v kapalné fazi sz
s rozdilnou hydrodynamikou nemé#ni. KdyZ je tento pfi-

stup uZit pro mikrobiologické procesy a pfi zvétSovdni
neni respektovdna fyziologie riistu a produkce, ktera je
zéavisld na hydrodynamice, nemusime byt pfi pfevodu do
vét§iho méfitka Gspésni [2]. PFi ndvrhu optimélniho fi-
zeni pomoci metod vyvinutfch pro chemické reaktory,
miiZeme proces pieregulovat i tehdy, nerespektujeme-li
¢asovou hierarchii vzniku fyziologické aktivity, jako je
tomu napf. pfi produkci sekundarnich metabolitd.

V na3i praci jsme se na pfikladu kultivace C. utilis po-
kusili analyzovat pfechodové stavy v kontinualni kultufe
préavé z hlediska vztahu fyziologickych zmé&n a podminex
navozenych neidealitami v michani, popf. regulatnim za
sahem.
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V kontinuélni kultivaci lze v ustaleném stavu dlouho-
dob& dosdhnout definovaného fyziologického stavu kul-
tury mikroorganismii. Spojime-li kontinudlni Kkultivaci
s vhodn& programovanym Fidicim poéitatem, 1ze v labo-
ratornich podminkédch experimentdln& simulovat a de-
tailn& studovat vliv nehomogenit v mich4nf nebo vliv re-
gulaini poruchy na fyziologii riistu. V na3i praci jsme
uZili experimentdlni uspofadéni, které umoZnilo st¥idat
Ziveni a hladovéni Fizenfm pFitoku substrdtu. P¥i p&néni
dochdzi ve fermentoru k vyflotovdni vé&titho mnoZstvi
biomasy do pény, kde velmi rychle nastane substratovy
limit a znatn& se pFibrzdi rychlost riistu. Z p&ny je bio-
masa postupn& Gfinkem michdnf zp&tn& dispergovana do
substrdtem bohaté kapalné fdze. Po uréité dob& zdrZeni
biomasy v kapaliné je tato opst vyflotovdna do p&ny a
situace se opakuje. V kontinualni kultivaci 1ze tento p¥i-
pad imitovat cyklovanim v piitoku Zivin. Doba, po kterou
je pumpa zapnuta, simuluje situaci, v niZ je organismus
v promichévané kapaliné a nehladovi. Doba, po kterou je
pumpa vypnuta, simuluje stav hladovéni organismu v pé-
né.

Material a metody

PFi studiu byla uZita kvasinka Candida utilis A49 ze
sbirky Mikrobiologického tstavu CSAV. Ke kultivaci bylo
uZito minerdlnfho média a laboratorniho fermentoru
LF-2 [3]. Metody stanoveni koncentrace su3iny, obsahu
RNK a bilkovin v su$ing a metody pro stanoveni morfo-
logického obrazu bun&fné populace jsou uvedeny jinde
[3]. Rizeni pumpy bylo zprostfedkovano pomoci mikro-
potitate SAPI-1 (Tesla Liberec) a software, vyvinutého
v Mikrobiologickém tstavu CSAV. PF¥i experimentech byla
zfedovaci rychlost D nastavena na hodnotu D = 0.2 h-1.
PouZili jsme nésledujictho fasového schématu cyklovani
mezi Zivenim a hladovénim: 30:15; 30:30; 30:60; 30:120-
30:180, kde prvni &islo udava dobu vypnutf pumpy, druhé
jeji zapnuti v minutach.

Vysledky a diskuse

Ke sledovédni zmén ve fyziologickém stavu kultury, po-
drobené vné&j¥im zdsahiim do riistu pomoci limitace sub-
stratem, jsme uZili jako markerd fyziologického stavu
vedle morfologick§ch parametrd (rozmérd bunsk, frek-
vence puceni, distribuce relativniho véku) také markerii
biochemickych (obsah proteinii a RNK v su3ing).
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Obr. 1. Pribéh zdvislosti obsahu RNK (()) a bilkovin
(®) v sudiné na specifické riastové rychlosti

u [h—1) pro ustdleny stav v kontinudlni kultivaci
a exponencidlni jdzi ve vsddkové kultivaci.

Na obr. 1 je vynesena zavislost obsahu bilkovin a RNK
proti rlistové rychlosti. Data byla ziskdna jednak v pod-
minkach ustdleného stavu v kontinudlni kultivaci, jednak
ve vsadkové kultivaci v blizkosti exponencidlni féaze
riistu. Zavislosti majf znamy, pro vétsinu kvasinek typic-
ky, linearni priibsh. Chceme-1i hodnotit vliv pFerufované-
ho Ziveni pFi nehomogennim michani na fyziologii riistu,

je uZitetné zavést pojem pozorované specifické rychlosti
ristu, definované takto:

pm = (tp pp + tk px] / (tp + tx)

Tato rychlost je sloZena z rychlosti riistu v michané &as-
ti vsadky (ux), ve které je stfedni doba zdrZeni organis-
mu tkx a z rychlosti riistu v péné& (up < ux) s dobou pro-
dleni (tp). Pro naSe experimentdlni uspofddani, které
imitovalo vliv nehomogenit v tanku na fyziologii riistu
jé um dédna vztahem mezi zifedovaci rychlosti D, dobou
preruSeni ¢s a dobou cyklu tc mezi dvEma po sob& nésle-
dujicimi cykly hladovéni. Pfedpoklddand rychlost ristu
v péné je nulova. Vztah pro vypocet um je pak definovan
takto:
pm = D (tc —ts) / tc

Na obr. 2 je zndzornéna experimentadlné zjist&na zavis-
lost obou zvolengch biochemick§ch markeri fyziologické-
ho stavu na pozorované specifické rychlosti ristu um.
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Obr. 2. Pribéh zdvislosti obsahu RNK (()) a bilkovin
(®) v suliné na efektivni riistové rychlosti
um (R~-1) v cyklované kontinudlni kultivaci se
zFed'ovacit rychlosti D = 0,2 (h—1).

Z obrazku je patrno, Ze zdvislost obsahu RNK na efek-
tivni rychlosti ristu se neméni a je totoZnd s prib&hem
zavislosti RNK v ustdleném stavu (obr. 1). Zavislost ob-
sahu bilkovin v suSiné se vSak vyrazné zmé&nila. Vy335i
frekvence cyklovani vede ke zvySeni obsahu bilkovin.

Na obr. 3 jsou vyneseny hodnoty ziskané vyhodnoce-
nim morfologickych markeri fyziologického stavu Kkul-
tury. Stfedni objem buiiky je podobn& jako stfedni po-
vrch buiiky prakticky nezéavisly na poruchdch v Ziveni,
pouze v podminkédch silného hladovéni (um < 0.05h-1)
jsme nachéazeli mensi buiiky, coZ je ostatn® v sou-
ladu s daty, ziskanymi v kontinudlni kultufe C. uti-
lis v ustdleném stavu [4]. Vliv periodického stFiddni Zi-
veni a hladovéni se na morfologickych markerech fyzio-
logického stavu vyrazn& neprojevil, zajimavy je pouze
pomér mezi puéicimi a nepucicimi buiikami. Cetnost pu-
¢eni s rostouci um stoupd, pouze v podminkdch hluboké-
ho substratového limitu, kdy klesd stfedni objem buiiky,
dochézi k mirnému zvy3eni intenzity pufeni, ktera zfej-
mé souvisi se zintenzivnénim pochodii, které pFipravuji
bun&&nou populaci na pfeZiti v podminkdch hladovéni.

Ve druhé Casti pokusl, provddénych v popsaném expe-
rimentdlnim uspofadéni, jsme se zaméfili na studium vli-
vu regulaéni poruchy ve vztahu k fyziologii ristu. Na
obr. 4a—e jsou vyneseny experimentalni vysledky ziska-
né detailnéjdi ¢asovou analyzou morfologickych a bio-
chemickych markerii fyziologického stavu mikrobni po-
pulace. Na obr. 4a je znazorn&n &asovy priibsh pfitoko-
vani, vtetn& simulované piilhodinové poruchy v piitoku
Zivin. Na obr. 4b je znézornén prib&h koncentrace sui.ny
a z bilance vypoctené riistové rychlosti u. Priib&h rych-
losti rstu v prvni pililhoding byl odhadnut podle zmén
v koncentraci rozpusténého kysliku. Z obrdazku je patr-
no, Ze uinek poruchy v Ziveni se projevi v dal$im ristu
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asi po pllhodinovém prodleni. V této dobé se ve fermen-
toru akumuluje nespotfebovavany substrat, ktery je v dal-
& fazi rdstu spotfebovavan rychlosti ristu vEt3i neZ zie-
dovaci rychlost D. Na obr. 4c je vynesena zavislost ob-
sahu RNK a bilkovin v suling. Porucha v #iveni ma za
néasledek pokles obsahu RNK a bilkovin v sudiné. Pri
spusténi Ziveni nastdva opét vzestup obou kftivek, ale
Gasova prodleva mezi zastavenim a obnovenim tvorby
bilkovin a RNK je u bilkovin asi o polovinu krat3i nez
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Obr. 3. Zdvislost stFedniho objemu buiiky V (@) (mm?3),
stfedniho mérného povrchu a () (mm~-1) a &et-
nosti puteni ([J) (%) na efektivni riistové rych-
losti um (h—1) v cyklované kontinudlni kultivaci
se ziedovact rychlosti D = 0,2 (h—1).

u RNK. Pri pFechodovych dgjich musi tedy nutné
dochazet k ¢asovému rozpojeni kiivek obsahu RNK
a bilkovin v =zavislosti na ménici se riistové rych-
losti . Obsah RNK totiZ celkem t&snd kopiruje zménu
v riistové rychlosti, zatimco syntéza bilkovin ji mirné
piedbihd. Rozdilnymi tasovymi prodlevami v biosyntéze
bilkovin a RNK lze vysvétlit i pozorovanou akumulaci
bilkovin v cyklované kontinualni kultivaci, jak je zna-
zornéno na obr. 2. Je zajimavé, Ze k akumulaci bilkovin
néasledkem substratového stresu dochdzi dfive nez k vze-
stupu kfivky suliny a mnoZstvi bflkovin v biomase, jak
plyne z obr. 4d, tésné koreluje se zvySenym vyskytem
pu&icich bungk, i kdyZ celkovy stfedni m&rny povrch bu-
nék ma tendenci spide klesat. To je zfeim& dano také
tim, Ze velikost bun&k se zvétSuje se zvy3ujici se riisto-
vou rychlosti, jak bylo pro C. utilis zjisténo dfive [4].
Podobny vztah mezi Cetnosti pufeni a substratovym stre-
sem v kontinudlni kultivaci pro kvasinku Lodderomyces
elongisporus publikoval Heinritz et al. [5]. Vliv perio-
dického reZimu Ziveni na zvy3eni obsahu proteinti u bak-
térii popsal rovn&Z Pickett et al. |6], takZe naSe nalezy,
i kdyZ v nskolika bodech ptekvapujict, jsou ve shodé se
znamymi pracemi a maji obecn&jsi platnost.

Na obr. 4e je znézorn&n pozorovany priilbéh ve zmé-
néch distribuce relativntho véku populace kvasinek, tedy
Fetnosti matefskych bun&k s jednou, dvéma i tfemi jz-
vami po oddéleni pupence a bezjizevnych bunék dcefi-
n§ch. Nésledkem poruchy v #iveni stoupne v populaci
potet bungk matefskych. Po odeznéni poruchy se tento
trend udrZi u vicejizevnych bungk a dcefiné buiiky,
které nejhiife snesly substratovy stres, se po jistou dobu
nedsli, takZe Eetnost matefFskych bundk s jednou jizvou
v populaci klesne. Na etnosti matefsk§ch bunék se dvé-
ma jizvami se porucha v ¥iveni projevi aZ za hodinu po
spusténi pritoku, coZ odpovida stfedni dobé zdrZeni buii-
ky v morfologickém stadiu matefské buiiky [4] a u bu-
nék se tfemi jizvami je pokles v tetnosti posunut o dvoj-
nasobek této doby, coZ je v souladu s dfive publikovanym
modelem morfologické diferenciace kvasni¢né populace
(71

V§sledky ziskané v této studii ukazuji, Ze nésledek
stresu, vyvolaného limitact substrdtem, kterd byla na-
vozena bud regula®ni poruchou nebo nehomogenitou
vsadky, se projevi nejvice v syntéze bilkovin. Z analyzy
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Obr. 4. Odezva fyziologického stavu kultury C. utilis na
regulaéni poruchu v pritoku #ivin. a) priubéh po-
ruchy %iveni (—) v &ase, b) pribéh koncentrace
susing () g/l a specifické riistové rychlosti
u (h-1) (plnd &dra —), ¢) pribeh obsahu bilko-
vin (@) a RNK () v susing, d] priibdh zdvis-
losti specifického povrchu bunék () a &etnos-
ti puteni (@) po regulatni porule e) distribuce
relativniho véku (()) — dcefiné buinky, (@).
(C1), (M) mateFské buitky s jednou, dvéma a tie-
mi jizvami po pufeni.

chovani populace plyne, Ze stfedni specificky objem a
povrch bunék je ovlivnén jen extremnimi podminkami
hladovéni, pFi€emZ pfi hladovéni je nejvice stresovédna
nejmlad3i ¢ast populace, ktera si s sebou tento nésledek
nese i v dal¥im vyvoji, kdy na riistové rychlosti, i obsa-
hu RNK a bilkovin jiZ pozorujeme odezné&ni poruchy, kte-
r4 substrdtovy stres zpiisobila. Pochopeni zmén ve fyzio-
logii rlistu z hlediska inZenyrského davé tak zcela novy
pohled na problematiku Fizeni, optimalizaci technologii
a prevod technologie do viétdtho meéritka.

Literatura

[1] MARCULEVIC, N. A, PROTODJAKONOV, 1. O, ROMANKOV, P. G.:
Teor. Osnovy Chim. Technol. 18, 1984, s. 3.

[2] VARDAR, F.: Process Biochem. 18, 5, 1983, s. 21.

[3] VRANA, D.: Biotech. Bioeng. 18, 1976, s. 297.

[4] VRANA, D., VOTRUBA, |.: Wiss. Zeit. E. Moritz-Arndt Universitat
Greifswald. Math. Naturwiss. Reihe 29, 3, 1980, s. 9

[5] HEINRITZ, B., ROGGE, G., STICHEL, E., BLEY, TH.: Acta Bio-
technol, 2, 1983, s. 125.

[8] PICKETT, A. M., TOPIWALA, H. H., BAZIN, M. ].:
chem. 14, 11, 1980, s. 10.

|7] VOTRUBA, ]., VRANA, D.: Mathematical metod of morphological
differentation in a yeast population Vv Continuous cultivation
of microorganisms s. 31 (editofi B. SIKYTA, Z. FENCL a V. PO-
LACEK), Mikrobiologicky ustav CSAV, Praha, 1980.

Process Bio-



KVASNY PROMYSL
rot. 31/1985 — ¢islo 7—8

1. biotechnologické dny — Bratislava

191

Vrana, D, - Votruba, J., - Havlik, I. - Sobotka, M.: Fyziologicko-
inzenyrskd analyjza prechodovych stavii v kontinualni kultufe
candida utilis, Kvas. prim. 31, 1985, €. 7—8, s. 188—191.

K simulaci regulaéni poruchy a vlivu neidealit v michéni na zmé-
ny fyziologického stavu kultury byla uZita cyklovana kontinualni
kultivace Candida utilis. Bylo zji§téno, 2e pfechodné hladovéni
mikroorganismu na substrat nejvice ovlivni syntézu bilkovin. Stred-
ni objem a povrch bunék nebyl periodickym pFeruSovanim Ziveni
ovlivnén. Simulovand regulaini porucha se nejdéle projevuje ve
zméné vékového sloZeni mikrobni populace.

Bpaua, J1.. Borpy6a, M., Tasauk, H., Co6orka, M.: Huxe-
HEPHO-(DM3HONOTHYECKHii aHAJH3 TePeXOJHbIX COCTOSHMIL
B KOHTHHyaJdbHOR KyasType Candida utilis. Kpac. npym.
31, 1985, Ne 7—8, cTp. 188—191.

Jlns HMMHTAaUUH BJIHSHHA TNPOILECCOB HEH/IeaJbHOTO me-
peMeIIHBAHHSi M TNepepuiBa B jo6aBKe CHpsi Ha (H3HOJO-
rHYeCKOe COCTOSHHE MHKPOOPraHM3MoB Oblja II0Jb30BaHA
HenpephiBHAs KyJAbTypa Apoxckefi Candida utilis. Buiro
BICTAHOBJIEHO, YTO NMEPHOAHYECKOe roJofanHe no cyberpary
uMeer camoe GoJbloe BiMsHHE Ha GHOcuHTe3 Geaka. Ha-
oGopor mepHoamyeckass noGaBka cyGcrpara He TNposBHAA
Gosbllioe BreYaTJeHHe Ha cpefHHii o6bemM H INOBEPXHOCThH
ka1eTOK. IMMHTHPOBAHHBIA NMepepuB B YNpasJeHHH NOGABKH

cybetpata HeoOXoammoe BpeMs BO3MOXKHO Haluai0aaTh
B BO3DACTHON CTPYKType MHKPOGHOH NOMyJISLHH.

vrand, D. - Votruba, J. - Havlik, 1. - Sobotka, M.: Engineering-
-physiological analysis of transient states in continuous culture
of Candida utilis. Kvas. priim, 31, 1985, No. 7—8, pp. 188—191.

The cyclic continuous culture of Candida utilis was used for
a simulation of feeding disturbances and nonideal miking on phy-
siological state of microbial culture. It was found that by the
transient substrate limitation in cyclic continuous culture the
protein content in biomass was mostly influenced. Mean volume and
surface of cells have not been changed by cyclic substrate feeding
strategy. The starvation caused by stopping in substrate feed has
the long-term effect on the relative age distribution of the popu-
lation.

Vrand, D, - Votruba, J. - Havlik, ]. - Sobotka, M.: Engineering-
physiologische Analyse der Ubergangszustinde in kontinuierlicher
Kultur von Candida utilis. Kvas. prim. 31, 1985, Nr. 7—8, S. 188—
191.

Zur simulation der Regulationsstérung und den EinfluBes der
nicht idealen Riihrung auf den physiologischen Zustand der Hefe-
kultur wurde eine zyklierte kontinuirliche Kultur der Candida
utilis benutzt. Es wurde fesgestellt, daf durch voriibergehendes
Hungern vor allem die EiweiBstoffesynthese beeiflusst wird. Das
durchschnittliche Volumen sowie die Zelloberfliche wurde durch
den periodischen Abbruch des Néahrstoffzuflusses nicht gedndert. Die
si nulierte Regulationsstérung wird am lingsten in der Arderung
der Altersstruktur der Hefepopulation beobachtet.



