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Ndzev objevu: Zivislost rychlesti metebolickych pcchedd
mikroorganismd na hustot® suspenze :

Predm¥ t objevu:

Zdkonitost, spo&ivajici ve vztahu mezi rychlosti meta-
bolickych pochodl mikroorganismi (bakterii Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Streé:t:o'myces gyranaticolor,
kvasinek Saccharomyces cerevisiae, Rhodotofula glutinis, Loddereo-
myces elongisporus, Candida utilis, Endomyces magnusii) jako je

spotfeba kysliku, anaerobni tvorba oxidu uhli%itého a pfendselo-



la

vy transport monosacharidid, disacharidd, aminokyselin a iontd H+,

a hustotou suspenze, vyjddien& rovnici

a
v=V ‘
(a + Km)(l +‘i/Ki)

kde

v = rychlost zkoumaného pochedu (vyjddfend napf. v milimolech
l4tky za minutu na gram su8iny),

v = maximdlni rychlost zkoumaného pochodu (v téchZe jednotkdch
jako v),

a = koncentrace substrdtu (napf. O cukru, atp., vyi4dfend napf.

2I
v milimolech na Iitr),

K,, = konstanta polovi&ni saturace (md rozméry koncentrace)

"
i = hustota suspenze, na niZ je primo zdvisld koncentrace oxidu
uhlicitého v mimobuné&&ném roztoku (vyjddfend bud v gramech
suSiny na litr nebo v milimolech €O, na 1iex),

k¢ = inhibi&ni konstanta (v té&chZe jednotkdch jako i)



1b

P¥edm&tem zkoum&ni, které vedlo k déle uvedenému objevu, byl
vliv hustoty suspenze mikroorganismi, jednak prokaryontnich jed-
nak eukaryontnich, na intenzitu jejich metabolickich.pochodﬁ, ja-
ko je dychdni, kvaSeni a membrdnovy transport.

Aékoliv pfi sledovdni téchto pochodl, at v rostoucich ale
zejména nerostoucich bufikdch, je hodnota hustoty suspehze zcela
nutnym ddajem - rychlost vSech vy$e uvedenych pochodl se musi
vztahovat na mnoZstvi bunék, jejich sudinu nebo obsah bilkovin, ne-
byla zdvislosti této rychlosti na hustot& suspenze vénovdna nikde
systematickd pozornost. Pokud se vyskytly v literatufe rizné ddaje
o rychlosti daného procesu, pfifina nebyla nikdy definovdna jako
vliv.huétoty sﬁséenze, ale rozdily byly'pfipisovény "riznym fyzio-
logickym podminkdm" nebo "odliSnostem v pouZitém kmeni mikroorganis-
mu.’

Zkoumdni metabolickych pochodd mikroorganismi, at Warburgovou
manometrickou inetodou (napfX. Umbreit W. W. a kol., Manometric Tech-
niques, Burgess Minneapolis,K 1957) nebo metodami specifickymi pro
stanoveni uréitjch énzymovich reakci (napf. Pascual C. a Kotyk A.,
Analyt. Biochem. 123: 201-204, 1982) nebo metodami membr&nocvého

transportu pomoci radioaktivn& zna&enych l4tek (nap¥. Hordk J. a

kol., Biochim. Biophys. Acta 649: 436-440, 198l1) se provddi pfi



hustotdch buné&né suspenze, odpovidajicich 1 - 5 mg suiiny na
ml. V tomto oboru hustot suspenze se intenzita méni mdlo, roz-
dily eventudlné pozorované jsou prifitdny rozptylu experimen-
tdlnich hodnot. Ve vét$iné praci se hustota-suspenze ani neudd-
vé. _
| PYi nékéerfch metod&ch,.jako je mé&fent spoffeby kyéliku
Clarkovou specifickou elektrodou, se v3ak pracuje se suspenzemi
zfed&né&jsimi, b&%n& 0.1 mg sudiny na ml. Pri tdchto a nixéich
koncentracich bun&k byla pozorovdna fddové vy3i{ specifickd rych-
lost spotieby kysliku neZ pri koncentracich b&Zné& v jinych meto-
ddch pouZivanych. |

v préci zde predklddané bylo provedeno systematické studium
zdvislosti na hustoté suspenze v piipadé té&chto fyziologickych
pochodl: (1) dychdni, tedy spotfeba kysliku, (2) kvaSeni, tedy
anaerobni produkce oxidu uhli¢itého, (3) membrdnovy trwnsport,
pasivni i aktivni, cukrd, aminckyselin a né&kterych kationtd.
Zkoumdny byly suspenze bakterii Escherichia coli, Bacillus subti-
lis, Bacillhs"megaterium, akﬁinomycety Streptomyces gfanaticolor,
a kyasinek Saccharomyces cerevisiae, Rhodctorula glut%n;s, Endo-
myces magnusii, Candida utilis, a Lodderomyces elongisgorus.

Ve vSech pfipadech zde uvddénych byla nalezena ne;ativni
zdvislost intenzity metabolickych pochodd na hustoté suspenze, a
to zejména vyrazné v oboru mezi 0,02 a 0,2 mg suSiny na ml. PIi-
klady této zdvislosti pro typicky pripad dichéni,'ﬁedy spotieby
kysliku, jsou uvedeny pro bakterie v obr. 1, pro aktincmycetu
v obr. 2 a pro kvasinky v obr. 3. Ve vSech p¥ipadech v p¥itom-
nosti 10 mM D-glukosy jako substrdtu.

Vyneseni intenzity spotfeby kysliku v zdvislosti na hustoté



suspenze pIi ruznych parcidlnich tlacich kysliku (a tedy i
jeho koncentracich v roztoku) podle Dixona (Dixon M., Bio-
chem. J. 55: 170-176, 1953) uk&zalo, %e ide o nekompetitivn{
inhibici "hhstotou sﬁspenze" a Ze, bez ohledu na féktor, kte;

ry inhibici na holekulérni drovni plisobi, miZeme rychlost meta-

bolického pochodu vyjddfit rovnici

a
v=V >
(a + k )1 + i/k.)
m 2 ¥

kde

v = rychlost vyjddfené nap¥. v milimolech l4tky za mia na mg

suSiny,

v = maximdlni rychlost dosaZitelnd p¥i plném nasyceni systému
substrdtem (v téchZe jednotkdch jako v)

K, = konstanta polovi&ni saturace (v jednotk#ch koncentruce),

i = koncentrace inhibi&niho faktoru, v daném pfipadé€ "hustota
suspenze" (napf. v milimolech nebo gramech na lit:),

K; = inhibi&n{ konstanta (v t&chZe jednotkdch jako i}

V piipadé endogenniho dychdni bunék Saccharomyces cerevi-
siae je zddnlivd maximdlni rychlost dychdni p¥i vysokych husto-
tdch suspenze o t¥i matematické fédy'niiéi nez v extrémné zie-
dé&nych suspenzich.

Podobny charakter nekompetitivni inhibice hustotou suspen-
ze (tedy sniiehibmaximélni rychlosti zkouméného procesu) byl
nalezen v pffpadé transportu cukrid a aminokyselin v ruznych dru-

z{ich mikroorganismi.




Pokusy, jimiZ byl prokdzdn vliv hustoty suspenze na
fyziologické procesy v mik;oorganisﬁech, byly provddény ty-
picky takto.

1. Méreni spotreby kysliku

Bylo pouZito kyslikové elektrody Clarkova typu, vyrobe-
né na Katedfe fyziologie PIXF UK, kterd md m;*orédne nizkou
vlastn{ spotfebu kysliku a zanedbatelny drift. I p¥i nejniZ-

Eich spotfebdch kysliku experimentflné& stanovenych bvla suma
téchto technickych faktorl men$i neZ 10% a byla od namé&fené
spotfeby kysliku odectena. |

Nddobka s elektrodou obsahovala destilovanou vodu nebo
vhodny pufr, pripadé 'substrdt a oteviena byla temperovdna na
30 °c za intenzivnfho michdnf a¥ do nasyceni atmosferickym
kyslikem (20 minut). Pak byla komirka uzav¥ena sklenénou za-
brouSenou zdtkou, v niZ byla centrdlni kapildra pro p¥iddni{
suspenze, eventudlné dalSich substanci, o prim&€ru 0.5 mm. Zapiso-
vaé-sledujici hodnoty naméfené elektrodcu ukazoval tehdy nulo-
vou spotfebu kysliku i b&hem nékolika minut.

Pak byla kapildrou priddna pfedem vytemperovand suspenze
bakterif{ nebo kvasinek v mnoZstvi 10% celkového objemu, a zazna-
mendvdna smérnice klesajfci kEfivky zaplsujici koncentraci kysli-
ku v nddobce. A¢koliv byla vZidy méfena pocéteéni rychlost toku, u
elektrody se navodily de facto staciondrni podminky c¢dpovidaji-
c{ rdznym koncentracim bunék. .

2. M&f¥en{ membrinového transportu
Suspenze kvasinky Rhodotorula glutinis vyrostlé na syntetic-

kém médiu do staciondrni f4ze byla p¥ipravena ve 1,8 ml destilo-



vané vody v Erlenmeyerov& nddobce do prislusné hustoty a in-
kubovdna na reciproké tfepadce ve vodni 14zni p¥i 30 Oz, s
frekvenci{ 1,2 Hz a s amplitudou 5 cm. Po 10 min bylo piid&no

0,2 ml roztoku 6-deoxy-D-glukosy univerzilné& zna&ené izotopem

3. Po 1, 2, 3, 4, 5 a 60 min byly odebrdny 0,2-ml vzorky, fil-
trovdny pfes membrdnovy filtr Synpor 5 (prim&r pdrd O,€ um),
filtr promyt 2 ml ledové destilované vody a pfenesen dv toluen-
ethanolové scintilaéni smési a v ni m&¥ena radioaktivita ve scin-
tilaénim spektrémetru.

(6-Deoxy-D-glukosa pouzivd typického glukosového prendiede, ale

neni v kvasinkdch metabolizovédna).

Takovd inkubace a mé¥eni byly provedeny (a) pfi koncentra-
cich 6—deoxy-D-glukosy 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 a 0,8 mM a () pfi
hustotdch suspenze p¥ibliZné& (avSak pfesné) 20, 40, 6G, 80, 10O,
500 pg sufiny v 1 ml. 2 po&dteénich rychlosti vstupu pii riznych
koncentracich 6- deoxy p= glukosy byly vypotteny klnetické kon-
stanty transportu, Km a v (viz rovnice vyse) a 231§ténu, Ze husto-
tou susbenze je postiZena predeviim maximdlni rychlosi, kterd pIi
nejni%8{ pouZité hustoté suspenze je v priméru 25,6 nmol min~1
(mg su§iny)-l, zatfmco p¥i nejvy88{ hustot& suspenze je 3,2 nmol
min—l(mg sudiny)~
3. Méreni produkce ut

Sklen&nd temperovand komirka obsahovala,lo'ml suspenze kva-
sinky Lodderomyces e}ongisporgF pfi 30 °c. po nf ponoiznd kombi-
novand kalomelovd a sklen&nd elektroda (Radiometer) zaznamendvala

elektrické napéti a tyto hodnoty, po p¥islu$né konverz:, byly

registrovdny na zapiscvali jako pH. Po p¥iddn{ 1 ml 10% roztoku



glukosy se plivodni pH okolo 5,5 prudce sniZilo b&hem 3-3 min

na hodnoty mezi 3,5 a 4,0. PotdteCni rychlost této zménry uddva-
la po.pfisluéném pfepo&tu na koncentrace nt rychlost produkce
iontd HY kvaéink;mi. (Pro kontrolu byla.tu méfena i tzv. titradé-
ni acidita - mnoistvi‘roztoku NaOH o zndmé koncentraci potfebné
k pfevedeni pH supernatantu 5 min po p¥iddn{ glukosy na plvodni
hodnotu pfed priddnim glukosy.) P¥i hodnoté suspenzé 0,05 mg
suSiny v 1 ml byla produkce_H+ 28 mmol za min na 1 g saSiny, pfi

hustoté& 2 mg sufiny v 1 ml pouze 1,8 mmol za min na 1 3 su¥iny.

V pokusech o definici molekuldrnf podstatv inhibujiciiho
faktoru bylo zjisSténo, Ze (1) jde o ldtku vyluéovanou 4o vodného
prostfed{ bunék, (2) je to ldtka bez rozdilu plsobici ra ktery-
koli.ze zkoumanych mikroorganismi, (3) ldtku lze odstranit z f;l—
trdtu (nebo supernatantu) suspenze povafenim nebo intenzivnim

r 4

tfepdnim, (4) inhibi&ni Ud¢inek 1l4tky lze odstranit inkubaci sus-
pénze spblu se zelenou sladkovodni Fasou. |

VSechna tato zjisténi naznaduji, Ze tu jde o rozpudtény
oxid uhli&ity. Tato domnénka byla alespon kvalitativné potvrzena
pfiddvdnim vody nasycené oxidem uhliéitim k velmi ¥fdké suspenzi

kvasinek, coZ vedlo jak k inhibici dychdni tak inhibici membrdno-

vého transportu.

i

Zji%ténd zdvislost mezi rychlosti mgtabolickich p-chodd a
hustotou suspenze mikrborganismﬁ, kterd mi charakter zskonitosti,

md vyznam jak teoreticky (a) tak prakticky (b).



a. Skute€nost, Ze oxid uhli€ity jako kone&ny produki meta-
bolismu v&tZiny uhlfikatych slou&enin m& negativn{ efekt na z4-
kladni Zivotni pochody mikroorganismi (ve VY§§fCh organisméch
to nebylo zkouméno, ale lze to extrapolaci predpoklédat), je
objev zcela zdsadniho vyznamu pro pochopeni staciondrniho stavu,'
ktery obecné v pfirodé existuje. Nclze yylouéit, Ze tento efekt
md i vyznam globdlni{ pfi udrZovdni stabilnfho objemu hiomasy na '
zemi a tim i mnoZstvi oxidu uhli&itého v atmosféfe.

‘b. Toho, #e hustota mikrobni suspenze se cdrdzZi v koncentragi
oxidu uhliéitého‘v roztoku, lze vyuZit pfi nékterych speciélnich
vyrobdch v potravind¥ském a farmaceutickém prumyslu, xidy s mgnéi-
mi ndklady na Ziviny lze dosdhnout téhoZ efektu jako v normé&, bo-
kud je ze systému in situ odstranovdn oxid uhli&ity.

Vyuziti ve spolelenské préxi je prozatfim testovdno pokusné
v aredlu Biologickych udstavi CSAV v Praze - Kré&i. Jae zvldsté-o
mozZnosti tzv. kokultivace (v_rﬁstovich podminkdch) neno koinkuba-
ce (§ nérﬁstovych-podminkéch) néktéiého druhu kvésinek/ napfl
Saccharomyces cerevisiae nebo Candida utilis, spolu se zelenqu )
fasou, napf¥. rodu Vaucheria. Rasa odnimd in situ oxid uhliéiti,
¢imZ se zvySuje metabolickd aktivita kvazni&nych bunék. O.tomto
zviééni se dd pfedpoklddat, Ze bude mit i sekunddrn{,, zcela prak-
tické ﬁéiﬁky na produkci metabolitd hospodd¥ského vyznamu.
| "Naopak lze uvaZovat o tom, Ze zvf§enim-kohcent£ace co, v
roztoku lze potladit nékteré primdrni procesy a tim pcsilit pro- -

dukén{ pochody sekunddrn{ (napf. nékterd antibiotika).
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