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Frantisek Kapralek:

Zaikonitosti v pribéhu submersni kultivace Eremothecium
ashbyi.
Oddsleni obecné mikrobiologie, biologické fakulta Karlovy university, Praha

Kvasinka Eremothectum ashbyi G uill. [Crebrothecium ashbyi (Guill.)
Rout.] je v sou¢asné dobé pfedmétem intensivniho studia jak se strany
mikrobiologu, tak i kvasnych technologi. Divodem k tomu je jeji schopnost
produkovat mimofadnéd mnozZstvi riboflavinu, ktery je poZadovan farmaceu-
tickym i potravinafskym primyslem. P¥i tom se tento mikroorganismus jevi
z nékolika mélo jinych mikroorganismi s toutéz schopnosti, pro tovarni vy-
robu jako nejvhodnéjsi. Dnes je fermenta¢éni vyroba riboflavinu zavedena
v celé fadé statt, a mnozstvi takto ziskaného riboflavinu dosahuje znaéné
vySe, jak o tom svédéi tdaje, které uvadi Beesch a Shull (1955).
Podle nich bylo v roce 1953 vyrobeno 266 000 liber riboflavinu proti 236 000 li-
ber v roce 1952 a 245 000 liber v roce 1951. V téchto datech neni obsaZen
riboflavin produkovany pro uéely krmné, jehoz bylo vyrobeno jisté nékolikrat
vice, nebot na jeho vyrobé pracovalo 8 tovaren proti 3, které vyrabéji ribo-
flavin éisty (Perlman a Kroll 1954). Jiz tyto zfejmé neuplné tddaje
svédéi o vyznamu Eremothecium ashbyi pro kvasny pramysl.

Pichled literatury

Eremothecium ashbyi isoloval po prvé jako parasita bavinikovych tobolek v Sudanu anglicky
fytopatholog R. E. Massey, a podrobnd je po strance morfologické a systematické prostu-
doval Guilliermond (1936), ktery je také takto pojmenoval (1935). V novéjsi dobé je
Routien (1949) pfejmenoval na Crebrothecium ashbyi. Guilliermond se spolupracov-
niky (1935) u ného té% jako prvy popsal produkei Zlutého pigmentu flavinového charakteru,
ktery pozdsji po fadd podrobnych studii, identifikovala R.a ffy (1938) jako riboflavin. Pfes
soutasny a pozddjsi rozmach ve studiu tohoto mikroorganismu chybi v literatufe jakékoliv
zminka o jeho ekologii, & dokonce jakékoliv zprava o jeho nové isolaci z pfirody. Neni bez zajima-
vosti, %e se nepodafila ani kultivace Eremothecium ashbyi pfimo na bavinikovych tobolkéch é&i
na jejich vodném vyluhu, jak uvddi Dikanskaja (1954). Je zftejmé, Ze v celém svété poui-
vané kmeny pochézeji z pivodné isolovaného kmene, udrzovaného uméle ve sbirkédch rtznych
stata.

Zakladni kameny ke studiu fysiologie KEremothecium ashbyi poloZil svymi pracemi
Schopfer (1944 a j.). Tézisté jeho a velké vétdiny nésledujicich praci spotiva ve studiu
vyzivy, piipadnd ve zjitovani mechanismu synthesy molekuly riboflavinu. V tomto sméru bylo
sneseno jiz mnoho experimentalnich udaju, obsazenych v piehlednych éldncich Dikanské
(1950)a Dyra a Munka (1954).

Relativnd malé pozornost byla vénovéna sledovéni zékonitosti ve zménéch probihajicich
béhem fermentace Eremothecium ashbyi, prestoZe znalost pribéhu fermentaéniho procesu nédm
v praxi vedle kontroly spravnosti vedeni fermentace davé i moZnost cilevédomych zésahii do ni
a kromd toho mohou zjisténé zavislosti do znadné miry pomoci ve vysvétleni vlastnich principi
tvorby riboflavinu, a pfispét tak k theoretickému vysvétleni pfiéiny tohoto neobvyklého a nefysio-
logického jevu.

Redenim této otdzky se u Eremothecium ashbyi zabyvala pouze Dikanskaja (1954),
kter4 sledovala celou fadu fysiologickych, morfologickych i cytologickych zmén v pribshu rastu
kultury, péstované viak za staciondrnich podminek. Na zéklad® svych vysledkii rozeznava ve
staciondrn® péstované kultute 4 féze, z nich% prvni je charakterisovéna pfibyvénim myecelia,
celkového i uvolnéného riboflavinu, vysokou respira¢ni aktivitou a piitomnosti cytochromd,
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druhé dalim pfibyvanim mycelia a intensity synthesy a uvolilovéni riboflavinu jednotkou
biomasy, se sou¢asnym poklesem respira¢ni aktivity a zmizenim cytochromu. Ve tieti fézi se
mnozstvi suSiny stdvé konstantnim, a intensita synthesy i uvoliovéani riboflavinu klesé, stejné
jako respiraéni aktivita. Ve &tvrté fazi probihd kiivka mnozZstvi mycelia kfivolace, a s tim souvisi
i kiivolaky prabéh ostatnich kiivek.

Ponékud vice je o prubshu submersni fermentace zndamo u jiné kvasinky synthetisujici
riboflavin, Ashbya gossypii. Tento mikroorganismus je druhu KEremothecium ashbyi po strance
fysiologické, morfologické i systematické tak blizky, Ze oba byvaji ndkdy povaZovény za jeden
druh, Mickelson (1950) zjistil, Ze béhem prvnich 72 hodin je rychle vyuzita glukosa, a sou-
béznd klesa pH ze 6,8na 4,2. Pii tom se zvolna zvétiuje mnozstvi vznikajiciho ethanolu a kyseliny
octové. Po vyterpani glukosy zadiné synthesa riboflavinu, a pH zvolna stoupé az k hodnotd 8,3;
ethanolu a kyseliny octové ubyvé. Ke stejnym zavislostem v pritbdhu asimilace glukosy, tvorby
riboflavinu a hodnot pH dospéli Tann er a spolupracovnici (1949), a v poloprovoznim méiitku
Pfeifer sespolupracovniky (1950). V grafech vsech téchto praci véak chybéji udaje o mnozstvi
myecelia, a i podrobnéj$i tidaje o ostatnich zménach, nebot priubéh fermentace je jimi sledovin
jako vedlejsi otdzka. Prace zaméfena vyhradnd k podrobnéjsimu sledovani prabshu submersni
fermentace Ashbya gossypii neni z literatury znéama.

Ukolem této prace bylo stanovit zédkonitosti v pribshu fermentace Eremothecium ashbyi
za submersnich podminek, a porovnat je s vysledky ziskanymi Dik ansk ou za stacionarnich
podminek, a Mickelsonem, Tannerem a Pfeiferem s Ashbya gossypii za
submersnich podminek.

Material a methody

Pouzity kmen Eremothecium ashbyi byl ze sbirky Mikrobiologického tustavu biologické
fakulty Karlovy university. Béhem experimentalni prace byl udrZovéan jednak v piskovych kon-
servach zpusobem obvyklym pii konservaci aktinomycet a plisni, jednak lyofilisaci. Piskové
konservy se nam osvédéily az do stafi 7 mésict. Stardi konservy nerostly po vyoékovani viechny,
a po 10 mésicich nenastal rist viitbec. V souhlase s vysledky Ho&talkovymi (1955) je nutno
povaZovat tento zptsob pro Eremothecium ashbyi za nespolehlivy. Uspésndjsi byla lyofilisace
vysporulované kultury v prostfedi 5%, roztoku maltosy v seru (Ho &t 41ek 1955).

Zivné pada pouzitd ve viech pripadech byla tohoto sloZeni:

glukosa 10g
pepton 10g
kvasni¢ny extrakt 1 g
dest. voda ad 1000 ml

V piipads pevné pudy byla pfidana 2 9, agaru. Reakce byla upravena na pH 6,7 a% 6,8 pied
sterilisaci, kterd byla provadéna v autoklavu pfi 1 atm po dobu 30 min.

V prvnich pokusech byla kultivace provadéna ve 3 a% 4 paralelnich 500 ml varnych baiikéch
s rovnym dnem s 50 ml Zivné pudy na reciprokém tiepacim stroji o délece kyvu 9,5 cm a rychlosti
96 kyva za minutu, pfi teploté 28 °C -+ 2°. Pozddji jsme piikroéili ke kultivaci v jediné 10litrové
varné barice s rovnym dnem a 2000 ml Zivné pudy na reciproké tfepadce sesnizenym poétem kyvi
na 75/min a zkracenou délkou kyvu na 4 em. Toto sniZeni bylo nutné proto, aby kapalina v né obé
vykonévala pohyb obdobny pohybu v 500 ml baiikéch 8 50 ml ptdy na standardni tfepadce.
V danych ¢asovych intervalech jsme asepticky odebirali vzorek pro analysy; po skonéeni pokusu
¢inil obsah barky asi 1000 ml, tedy polovinu vychoziho mnoZstvi Zivné pudy. Aby byla zinten-
sivnéna vyména plyna pii relativn® mensim povrchu kapaliny a uZ&im praméru hrdla proti
kultivaci v 500 ml baikéch, byl nad kapalinu piivadén maly proud sterilniho vzduchu —
(cca 90 mi/min) vibraénim motorkem. Tento zpasob kultivace se nam osvédéil jak po strance
pracovni tspornosti, tak i po strdnce presnosti a spravnosti analys lépe, nez methoda odbéru
nékolika paralelnich banék v danych ¢asovych intervalech.

Inokulum pro prvni pokusy na 500 ml bankach vychézelo z piskovych konserv, pro pokusy
na 10 litrové bance z lyofilisatia. V obou ptipadech byly konservy vyoékovény na sikmy agar
uvedené zivné pudy, a to tak, Ze v prvnim pfipadé byla ¢4st pisku na agar vysypéna, ve druhém
lyofilisit suspendovén v kapce Zivného media a tato suspense nanesena na sikmy agar klitkou.
Po 4 az 5denni inkubaci p¥i 28 °C byla kli¢kou naotkovéna 500 ml varnd banka s 50 ml Zivné pudy
a inkubovéna 3 dny na standardni tfepaéce. Ta pak slouZila jako inokulum pro vlastni pokus;
inokulum bylo 19%,.

Glukosa byla stanovovana Schoorlovou methodou (Tomiéek 1949), sudina po dvojné-
sobném promyti mycelia destilovanou vodou sufenim pifi 105 °C do konstantni vahy. Reakce
prostiedi byla zjidfovana elektronkovym pH-metrem Philips chinhydronovou a antimonovou
elektrodou proti nasycené kalomelové elektrods. Riboflavin byl stanovovdn jednak celkovy,
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t. j. v myceliu i v mediu, a jednak uvolnény, t. j. v mediu zbaveném mycelia centrifugaci, V prvnim
piipads byl vzorek kysele hydrolysovin v autokldvu. Mnozstvi riboflavinu védzaného v myceliu
bylo uréeno rozdilem obou hodnot. Stanoveni bylo provédéno v prostiedi 0,1 M fosfatového
pufru pH 6,8 na Pulfrichov® fotometru fluorometrickou methodou uvéddénou Asatiani (1953),
s drobnymi technickymi modifikacemi.Tato methoda byla kontrolovéana methodou polarografickou
(Ho&talek 1955). Polarograficky ziskané vysledky byly pravideln& o 4 a% 8 9, vy&si. Chyba
methody pfi peclivé préaci zkuSeného pracovnika ¢inila maximélnd -+ 89, zpravidla v8ak méné.
Aktivita katalasy byla stanovovéna jodometrickou methodou (Avi-Dor a Yaniv 1952,
Sumner 1941). Promyté .suspense mycelia byla pfidéna do bariky s 50 ml 0,01 N H,0,
v 0,015 M fosfatovém pufru pH 6,8 pfedem vychlazené na 0 °C. Po 3, 6, 9 a 20 minutach bylo
odebirdno po b ml této suspense a jodometricky stanoven zbyly peroxyd. Mnozstvi rozloZzeného
H,0, bylo piepot¢teno na 1 mg sufiny, a pro jednotlivé odbéry vypottena reakéni konstanta podle
vZOree
2,3 a
kKi= 3 log P

(Brestkin a Ivanova 1955), kde t = ¢as ve vtefinach od zadétku reakce, a = vychozi
mnoZstvi H,0, a x = mnozstvi H,0, rozloZzené za dobu t. Z jednotlivych konstant byla graficky
extrapolovdna hodnota k, pro ¢as t, (Sumner 1941). Respira¢ni aktivita byla sledovéna
na Warburgové piistroji v atmosféte vzduchu pii 28°C (Kleinzeller, Malek, Vrba
1954). Substriatem byla 0,02 M glukosa a promyté mycelium bylo supendovéno v takovém
fosfatovém pufru pH 6,8, aby vyslednd koncentrace pufru po piiliti substrétu byla 0,1 M.

Vysledky

Vysledky ziskané na 500 ml batikdch i na 10litrové batice davaly kiivky
se zcela obdobnym charakterem priabéhu. V této praci predkladame vysledky
jednoho z pokust na 10litrové tiepaci batice shrnuté do tabulky 1. a zndzor-
néné na obrazcich 1 az 7.
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Obr. 1. Zavislost pH a mnoZstvi susiny a glukosy na staii kultury.

Zejména z obr. 4, kde je graficky zndzornén piiristek sufiny, vizaného
a uvolnéného riboflavinu (derivace ptisluSnych kiivek) a ktery tedy vyjadiuje
intensitu tii zékladnich procestt pii fermentaci probihajicich, totiZz intensitu
riustu, synthesy riboflavinu a jeho uvoliiovani do media, je ziejmé, Ze cely
prubéh fermentace mizeme rozdélit na étyti odlisné charakteristické faze.
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Obr. 2. Zavislost obsahu celkového, uvolnéného a vézaného riboflavinu na stafi kultury.

V prvni fazi, kterou je mozno nazvat fazi rastu, je dominujicim procesem
rust kvasinky. V celé fazi je mozno odligit dvé obdobi. Délitkem mezi nimi je
vrchol kiivky piirtstku susiny (obr. 4). V prvnim obdobi se proces rustu ne-
ustale zrychluje; zcela soubéiné s tim probihé neustale se zrychlujici pokles
hladiny glukosy, kterad neni v tomto obdobi ke stavbé biomasy ¢i k respiraci
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Obr. 3. Zavislost obsahu riboflavinu v jednotce mycelia, aktivity katalasy, endogenni respirace
a respirace na glukose na staf kultury.
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PRIRUSTEK VAZANEHO RIBOFLAVINU
PRIRUSTEK UVOLNENBHO RIBOFLAVINU

Obr. 4. Zavislost prirtstku suiny, vézaného a uvolnéného riboflavinu na stafi kultury.

vyuZivina zcela, nybrz je ¢asteéné preméiiovdna na organické kyseliny (ze-
jména kyselinu octovou, jak bylo orienta¢né zjisténo), které pusobi soubéiny
dosti znaény pokles pH. Respira¢ni aktivita mycelia je znaéné vysoka, akti-
vita katalasy nulova. Ve druhém obdobi faze ristu dochédzi vlivem podstat-
ného snizeni hladiny cukru k obratu kiivky ptirtstku, t. j. k stdle podstatnéj-
§imu zvoltiovani intensity rastu, pfi ¢emz jako zdroj uhliku jsou vyuZivany
i diive vytvotené organické kyseliny. To mé za nésledek obrat kiivky pH
k alkalické strané. Respira¢ni aktivita na glukose zvolna klesa, zatim co endo-
genni respiradni aktivita mé vzestupny charakter, coz ziejmé souvisi s hroma-
dénim bunéénych zasobnich litek, a objevuje se téZ slabé aktivita katalasy.
Produkce riboflavinu je prakticky nulova; slabé vzestupny charakter kiivky
celkového riboflavinu je v této fazi zpusoben doznivajici produkei vegetativ-
nich bunék inokula. Visualni vzhled kultury odpovidd uvedenému popisu:
mycelia pfibyva nejprve zvolna, pak se stoupajici intensitou a ve 27 hodiné
je mycelium jemné vlo¢kovité, husté a naprosto bilé. Sedimentace pti centri-
gaci je pozvolnd, a sediment nadechrany, velmi snadno roztfepatelny. Mikro-
skopicky je kultura charakterisovdna (obr. 5) neptitomnosti spor a dlouhymi,
bilymi a tihlymi vlakny, bohaté se vétvicimi. Faze konéi iplnym vy &erpanim
glukosy, navratem kiivky pH na vychozi hodnotu a vyvrcholenim mnoZstvi
mycelia. Mikroskopicky je mozno pozorovat tloustnuti nékterych bunék,
z nichz pozdéji vznikaji sporangia. Kultura je pfipravena ke sporulaci.

Druhé faze, faze synthesy riboflavinu, zaéina sporulaci. Jiz béhem sporu-
lace, a zejména po ni, zadind strmé stoupat kiivka obsahu celkového a vaza-
ného riboflavinu, coZ svédéi o intensivni synthese riboflavinu uvnit¥ bunék.
Uvolilovéni riboflavinu do media je nepatrné. MnozZstvi mycelia za¢ina vlivem na-
stupujici autolysy zvolna klesat, alkalisace media pomalu postupuje. Respira¢ni
aktivita na glukose pokraduje v poklesu, a také endogenni respiratni aktivita
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Tab. 1. Fysiologické zm&ny v rostouci kultufe Eremothecium ashbyi

Cas Riboflavin y/ml Vazany . Qo
Glukosa Susina vl T Aktivita 2
malid pH mg/ml v 1 mg susiny katalasy “
dny | hod. celkovy |uvolnény | vézany y/mg k. 10 endogenni glukosa
0 0 10,0 6,7 — - - = = _ _ _
|
16 7,9 5,4 1,90 5,9 ] - = == 0 20,1 73,5
1 28 0,0 6,5 3,87 11 | - — - 8 22,1 65,5
46 - 6,8 4,17 97,3 ’ 12,0 85,3 20,5 32 11,6 37,3
2 64 — 7,0 3,67 140,8 : 22,0 118,8 33,1 56 11,1 21,9
4 96 o 7,2 287 | 152,5 i 50,0 102,5 35,7 78 6,9 9,5
112 — 7,3 2,20 149,0 86,4 62,6 28,4 68 5,7 75|
6 160 — 7,3 1,39 160,6 E 150,5 10,1 7,3 41 — —
7 | 184 — 7,2 1,12 - | - - - 32 - -
8 | 208 - 710 | 097 | 1688 | 1539 4,9 5,0 26 _ _




Obr.” 5. Mikroskopicky obraz
24 hodin staré kultury.

Obr. 6. Mikroskopicky obraz
36 hodin staré kultury.

Obr. 7. Mikroskopicky obraz
6 dni staré kultury.
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zalind klesat. Nahly pokles kiivky endogenni respirace v obdobi sporulace
miZe souviset s poklesem obsahu dostupnych zasobnich litek v myceliu, které
se stanou nedostupnymi svym ptevedenim do vytvofenych spor. Aktivita ka-
talasy neustdle stoupéa. Visudlné je zahijeni synthesy riboflavinu dobfe patrné,
nebof dosud bilé mycelium se velmi rychle stivé kanarkové Zlutym. V tomto
obdobi se téZz objevuje intensivni &istd viné, pfipominajici vini razového
oleje. Sedimentace pfi centrifugaci se stivé stdle snadnéjsi a rychlejsi, a sedi-
ment stdle nesnadnéji roztiepatelny. Mikroskopicky jsou v obdobi sporulace
dobie patrna jak sporangia naplnénd mnoZstvim rohli¢kovitych spor, tak i spo-
rangia praskajici ¢i praskla a také volné v mediu se vyskytujici rohlitkovité
spory (obr. 6). Mycelium dosud bilé, §tihlé a dlouhé se stava zlutym, tlust8im
a kratsim.

Tato faze piechazi plynule ve fazi t¥eti, v niZ je dominujicim procesem
uvoliiovani riboflavinu z mycelia do prostiedi. Soubézné s tim klesd mnozstvi
riboflavinu vazaného v myceliu. Kiivka celkového obsahu riboflavinu si ucho-
vavéa svuj vzestupny charakter, svédéici o stale jesté probihajici tvorbé nového
riboflavinu v myceliu, oviem se stale se zmensujici intensitou. Autolysa se
prohlubuje a alkalisace media se zvolna zastavuje. Aktivita katalasy v tomto
obdobi vrcholi. To je ve ziejmé korelaci s vrcholenim kiivky znézoriiujici
obsah vazaného riboflavinu v jednotce mycelia, a vyplyva z toho tésna fysio-
logickéa souvislost obou procesi (obr. 3). Je téZ patrno, Ze uvoliiovani ribo-
flavinu neni zptisobeno jen autolysou, nybrz Ze je to proces aktivni, nebot je
provazen poklesem obsahu vazaného riboflavinu obsaZeného v jednotce my-
celia. Visualné je kultura temné oranzova, homogennéjsi a jeji viiné se stava
méné intensivni a méné Cistou. Mikroskopicky pozorujeme stile méné vliken,
ktera jsou stale kratdi a intensivné Zlutd. Kromé toho jsou patrné prazdné
blany bunééné, spory a bunéény detritus (obr. 7).

Kolem sedmého dne prechazi kultura zvolna a plynule do posledni faze
charakterisované tim, Ze viechny fysiologické procesy se zvoliiuji a zastavuji.

Diskuse

Z uvedeného je ziejmé, Ze prubsh submersni fermentace Eremothecium
ashbyi se dosti podstatné lisi od prabéhu fermentace stacionarni, popsaného
Dikanskou (1954), a to nejen tim, %e vechny procesy probihaji rychleji,
ale i tim, Ze Dik anskaja nezjistila ve svych pokusech éasovou posloup-
nost a relativni oddélenost t¥i hlavnich procesi, totiz ristu, synthesy a uvol-
fiovani. Podle jejich vysledkti probih4 intensita synthesy i uvoliiovani prak-
ticky soubézné, a lisi se pouze svou kvantitou pii neustale stoupajicim a pozdéji
konstantnim mnoZstvim biomasy. Dalsi bliz§i srovnini je nesnadné, nebot
Dikanskaja neuvddi hodnoty pH a hodnoty mnozZstvi cukru.

Za to je viak mozno konstatovat principialni shodu nagich vysledku s vy-
sledky Mickelsonovymi (1950), Pfeiferovymi (1950)a T an-
nerovymi (1949) ziskanymi s Ashbya gossypii za submersnich podminek
jeji kultivace. Tito autofi v8ak neuvadéji mnozstvi biomasy, a neodliéuji ani
vazany riboflavin od uvolnéného. Je tedy blizsi analysa a porovnani vysledka
opét nemozné, nicméné shoda v prubéhu kiivek pH, celkového obsahu ribo-
flavinu a glukosy je zfejma.

Neustaly pokles respira¢ni aktivity se stafim kultury pozorovala jak
Dikanskaja, taki Mickelson zcela ve shodé s nasimi vysledky.
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Souvislost sporulace s pribéhem fermentace neni dosud v literatufe popsana,
stejnd tak jako aktivita katalasy a jeji vztah k synthese riboflavinu u Ere-
mothecium ashbys.

Z ostatnich autort, ktefi v jinych souvislostech uvadéji tdaje majici
vztah ke studované otédzce je mozno uvést vysledky Wickerhamovy
(1946), ktery ptfi sledovdani vlivu aerace na produkci riboflavinu u Ashbya
gossypii stanovoval pH a celkovy riboflavin 4., 6., a 8. den po naodkovani.
Pri dostatetné aeraci ziskal vysledky zmén hodnot pH a riboflavinu shodné
8 vysledky naSimi i vySe uvedenych autori.

V praci ziskané vysledky i dosavadni literarni idaje davaji moZnost pted-
loZit jako pracovni hypothesu uréity vyklad fysiologického mechanismu tvorby
riboflavinu v kultute Eremothecium ashby:i pfi submersnim péstovani na kom-
plexni plnohodnotné padé. Je ziejmé, %e az do sporulace, tedy do okamziku
zahajeni synthesy, kultura energicky roste a vyuziva piitomny cukr. Respi-
race pri tom probiha pies cytochromovy systém, jehoZ piitomnost u Eremo-
thecium ashbyi dokézala Dikanskaja (1954), a u Ashbya gossypii
Mickelson (1950) 100 9% inhibici respirace mladé kultury kyanidem.
V pozdéjsim obdobi, po vyterpani glukosy, respira¢ni aktivita na glukose
zna¢né poklesne, a mizi té% cytochromovy systém (Dikanskaja 1954).
Prii tom se v8ak soudasné objevuje aktivita katalasy a riboflavin. Tento zjev
Ize vysvétlit tim, Ze po vylerpani glukosy je kultura nucena vyuZivat k ener-
getickému zisku jiny substrat, kterym jsou zfejmé aminokyseliny. Jejich oxy-
dativni deaminaci pii tom provadéji oxydasy aminokyselin, jejichZz koen-
zymen je flavin-adenin-dinukleotid, a jejichz ¢innost ve funkeci terminalniho
oxydéasového systému reagujiciho p¥imo s kyslikem je zakonité spjata s ¢in-
nosti katalasy, kterd odbouravé vznikajici peroxyd vodiku (Kleinzeller
1955). Prima souvislost aktivity katalasy s obsahem riboflavinu v myceliu
Eremothecium ashby: je ziejma z obr. 3. Je pravdépodobné, Ze se staiim
kultury stoupajici aktivita proteas (Dikanskaja 1954) souvisi nejen
s autolysou, ale i s timto obratem v metabolismu. Deaminasami uvolnény
amoniak pusobi pfi tom alkalisaci prostfedi nad vychozi hodnotu pH 6,8.
Tento vyklad podporuje i zjisténi Shoichi Shimizu a spolupracovnikia
(1952), ktefi papirovou chromatografii nalezli v myceliu Eremothecium ashbyi
nejen riboflavin, ale i jeho estery, hlavné flavin-adenin-dinukleotid, zatim co
v kultivaénim mediu byl nalezen pouze riboflavin. K témuz vysledku dospél
i Starka (1955), ktery chromatograficky a elektroforesou na papife nalezl
v homogendtu mycelia Eremothecium ashbyi nejen riboflavin, ale i riboflavin-
fosfat (FMN) a flavin-adenin-dinukleotid (FAD). Pfi tom z hodnoceni podle
intensity fluorescence jednotlivych skvrn bylo ziejmé, Ze nejvice bylo pii-
tomno FAD. Ve filtratu kultury byl nalezen jen riboflavin.

Podle uvedeného je mozno soudit, Ze primarné vytvarenym flavinem je
FAD, vznikajici jako koenzym aerobnich deaminas. Ten je teprve pozdéji pii
vyluéovéni z buitiky degradovén pres FMN na prosty riboflavin, vyskytujici
se v mediu. P¥imé vysvétleni otazky, proé se tvoii enormni, nefysiologicks
mnozstvi riboflavinu je nutno hledat v geneticky fixované poruse bud enzy-
matického systému katalysujiciho tvorbu FAD, nebo v nemoZnosti spojeni
FAD s apofermentem, ¢i v labilité tohoto spojeni. Nazor, Ze produkce enorm-
niho mnozstvi riboflavinu je dusledek pathologické poruchy, vyslovili téz jini
autofi (Dikanskaja 1954). Vlivem této poruchy se organismus dostava
do trvajiciho neharmonického vztahu s vnéj§im prostiedim, které nuti fysio-
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logicky mechanismus buiiky ke kompensaci, t. j. k neustalé nové synthese
flavinu.

Tento nazor dopliuji a podporuji vysledky ziskané Dikanskou
(1954) pii srovnani fysiologie produkujiciho kmene Eremothecium ashbyi s ne-
produkujicim. Zatim co nepozorovala rozdily v procesech rastu a autolysy,
nalezla podstatné nizsi, témét neméiitelnou proteolytickou aktivitu u nepro-
dukujici kultury proti produkujici. Naopak, respira¢ni aktivita neprodukéniho
kmene byla ponékud vyssi, nez produkéniho, pti ¢emz rozdil u mladych kultur
nepatrny se stafim neustale zvétSoval. Rovnéz cytochromovy systém byl
u neaktivniho kmene podstatné vice vyvinut nez u produktivniho. Tyto vy-
sledky privedly autorku k vyvodu, Ze tvorba riboflavinu u produkujiciho
kmene souvisi se zménami v riznych enzymatickych systémech.

Pokud lze povazovat mechanismus enormni produkece riboflavinu u od-
lisnych druh@ mikroorganismii za stejny nebo obdobny, a nékteii autofi jsou
na zakladé ¢etnych fakt tohoto minéni (Dikanska ja 1950), souvisi tento
nazor s hypothesou, kterou vyslovil Hickey (1945) ve snaze vylozit inhi-
bi¢ni uéinek i extrémné nizkych koncentraci zeleza (1y/ml) na tvorbu ribo-
flavinu u Clostridium acetobutylicum. Uvadi, Ze tento zjev lze vysvétlit pritom-
nosti alternujicich systémi prenasedt vodiku, z nichZ jeden obsahuje Zelezo.
Pokud je tento systém pro organismus dostupny., produkce riboflavinu je
minimalni. Jakmile v8ak mikroorganismus vlivem neptitomnosti Zeleza ztraci
moznost pouZivat tohoto systému, je nucen zintensiviiovat svij flavoprotei-
dovy systém.

Toto vysvétleni tidinku Zeleza neni vSak pfesvédéivé, nebot neni jasné,
jaky zelezo obsahujici systém Hick ey mini, uvadi-li sam, ze pro Clostri-
dium jako typického anaeroba je charakteristickda neptfitomnost cytochromii,
cytochromoxydasy, katalasy i peroxydasy. Zustava také nejasnym, pro¢ na-
prosté odstranéni zeleza z media ma negativni Gc¢inek jak na riast tak na
synthesu (Dikanskaja 1950), a dale pro¢ i u celé fady jinych mikro-
organismi s obéma respira¢nimi systémy nevede odstranéni Zeleza k enormni
produkei riboflavinu. Kromé toho neni moZno takto vysvétlit produkei ribo-
flavinu u ostatnich mikroorganismt nevykazujicich tuto extrémni citlivost na
zelezo, jako je Hremothecium ashbyi a Ashbya gossypit. Jejich citlivost vaéi
zelezu je fadové stejna jako viech ostatnich mikroorganismu.

Spravnéjsi je zfejmé nazor Levitonav (1946), ktery ve svych po-
drobnych pokusech s Clostridium acetobutylicum zjistil, ze inhibiéni udinek
zeleza lze vyvazit, pfidame-li ke kultufe preparat katalasy. Na zakladé svych
experimentu dospél k ndzoru, Ze Zelezo nepusobi inhibi¢né na vlastni tvorbu
riboflavinu, nybrz spolu s H,0, vznikajicim ¢innosti flavinovych oxydas pua-
sobi rozklad jiz vytvoieného riboflavinu. Tomuto rozkladu lze zabranit bud
odstranénim zeleza, nebo rozloZenim peroxydu katalasou.

Levitonuv nazor je ve ziejmé shodé s pfedlozenym vykladem fysio-
logického mechanismu tvorby riboflavinu, a na jeho zakladé lze doplnit, Ze
citlivost ¢i necitlivost producentt riboflavinu na extrémné malé mnozstvi ze-
leza v mediu je dina piitomnosti ¢i neptitomnosti katalasy v jejich bunkach.

Souhrn

Byly studovany zakonitosti v pribéhu submersni fermentace Eremothe-
cium ashbyr na glukoso-peptonové pudé s kvasniénym extraktem. Na zakladé
ziskanych vysledki jsou v pribéhu fermentace odliseny ¢tyii faze.
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Prvni faze je charakterisovdna intensivnim ristem biomasy, rychlym vy-
uzivanim glukosy spojenym s poklesem pH. Faze konéi vylerpanim cukri,
navratem pH na vychozi hodnotu a vyvrcholenim suiny. Aktivita katalasy
je nulova, respiraéni aktivita znaéna.

Druhé faze za¢ina sporulaci kultury a je charakterisovana intensivni syn-
thesou riboflavinu. Vétsina vytvoreného riboflavinu je pii tom vazana na my-
celium. Mnozstvi biomasy vlivem nastupujici autolysy klesa, pH zvolna stoupé.
Respira¢ni aktivita klesa, aktivita katalasy se zvétsuje.

Treti faze je charakterisovana aktivnim uvoliiovanim riboflavinu z my-
celia do media. Autolysa se prohlubuje, aktivita katalasy vrcholi.

Ve ctvrté fazi se vSechny fysiologické procesy zvoliiuji a zastavuji.

Byla prokazana tésna souvislost mezi aktivitou katalasy a obsahem ribo-
flavinu v myceliu.

Je diskutovan fysiologicky mechanismus tvorby riboflavinu a vysloven
nazor, ze produkece enormniho mnozstvi riboflavinu je zptisobena piechodem
od eytochromového terminalniho respiraéniho typu k typu flavoproteidovému,
provazenému vsak pathologickou poruchou éinnosti flavinovych oxydas.

Doslo: 15. I1. 1956.
Adresa autorova: Dr F. Kapralek, Praha 2, Vini¢na 5.
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®. Hanpaaexk:

3aKOHOMEPHOCTH B XOJ[® IOTPYKEHHOr0 €H0CO0a KYIbTHBANIT
Eremothecium ashbyi

Nsy4anucy 3aKOHOMEPHOCTH B XOfie HorpyskenHoit fepmentrauun Eremothecium ashbyi
Ha TJII0KO30-IeNTOHOBO Cpefle ¢ [ pOKeBhM dKCTpaKToM. Ha ocHoBanmu oGHApYKEHHBIX
AAHHBIX B Xofe fepMeHTAlMU Pa3Inyaanch & ¢assl.

ITepBasa ¢asza xapakTepumayercsi WHTEHCHUBHEIM HapacTaHueM 6MOMAcChHl, DHEPIMUHBIM
HCMOJIL30BAHNEM INIIOKO3HI, CONPOBOIaeMbM NoHmxenuem p H. @aza okanunpaercs nspacxo-
JBIBAHUEM TJII0K03BI, Bo3Bpanienem pH Ha HCXOMHYI0 BEIMUMHY M TOCTUKEHHEM MaKCHMaJlb-
HOTO Beca MULJINA. AKTUBHOCTb KATAJIA3bl OTCYTCTBYeT, NHTEHCUBHOCTD AbIXaHusa OOybiias.

Bropasa ¢asa nmaunnaerca cnopoo6pasoBaHfeM M XapaKTepU3yeTcA WHTeHCHBHLIM CHH-
tezoM pubodnauna. BoapmmucTBo cosgannoro pubodiasuHa B 9TO BpeMs CBHA3AHO C MH-
neaneM. HoamdecTBo GuoMaccel BCIEJCTBMM HACTYIJIEHMsA aBTOIM3a cHmKaercsa, pH mesn-
JIEHHO NOjiHNMAaeTCA . VIHTeHCHBHOCTD JIBIXQHUSA NAJA€T, AKTUBHOCTD KATAJIa3bl yBeINYMBACTCH .

Tperea (asza XapaKTepusyeTcsi AKTUBHBIM BhleleHueM puOo(QIaBuHA U3 MULENNA
B Cpejly. ABTOJIM3 HAapacraer, M aKTUBHOCTb KATAJIA3bl HAMGOJIbIIAA.

B uerBeproit paze Bce Pusmosioruyeckue Npomecch BaMeIIAIOTCA U NPEeKpalialoTcs.

JlokasaHa NPOYHAA CBA3b MEMK/Y AKTUBHOCTBIO KATAJA3Ll ¥ CoflepkanueM pubodiaBuna
B MHIIEJINH.

JuckyTupoBaH (uanoornueckuii Mexanusm obpasoBanusa pnGofIaBuHa U BHICKA3AHO
MHeHMe, uTO 0ofpa3zoBaHue Ype3BHUYANHOro KoJMyecTBa puGOQPIABUHA BHIBLIBAETCA Hepe-
XOI0M OT LUTOXPOMHOTO TEPMHHAJIBHOIO JHXATeJbHOr0 TUNA K THIY (IaBONpOTEHIHOMY,
COTMPOBOKICHHOMY, OJHAKO, IATAJOIMYECKNM HApyIeHNeM JeATeIbHOCTH (IIaBHIIbHBIX
OKCHJIA3.

F. Kapralek:
Phases in the submerged growth of Eremothecium ashbyi

Regular phenomena in the course of submerged fermentation of Eremothecium ashbyi on
glucose-peptone nutrient medium with yeast extract have been investigated. On the base of
results obtained we can distinguish 4 phases of the fermentation.

The first phase is characterized by extensive growth of the mycelium, rapid utilization of
glucose and a parallel drop in pH. The phase ends when glucose is exhausted, the pH returns to
the initial level and the dry weight of mycelium reaches the maximum. Catalase activity is low,
respiration activity high.

The second phase begins with the sporulation and is marked by extensive synthesis of the
riboflavin. The majority of riboflavin formed is bound in the mycelium. Along with the beginning
of autolyse the weight of mycelium decreases and pH begins to rise. Respiration activity weakens,
the catalase activity has on the other hand an increasing tendency.

The third phase is characterized by releasing of the riboflavin from mycelium in medium.
Autolyse becomes more extensive, and catalase activity reaches the peak.

In the fourth phase all physiological processes attenuate and end.

Evidence is presented which indicates the relation between catalase activity and riboflavin
contents of mycelium.

A physiological mechanism of riboflavin formation is discussed, and the hypothesis pro-
nounced claiming that production of enormous quantity of riboflavin is caused by shift of the
cytochrome type of terminal respiration to the flavoprotein one which is accompanied, however,
with pathological disorder in flavine-oxidase action.
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