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Wzrost kultury mikroorganizmów
w warunkach inhibicji

Wstêp

Procesy biologiczne, chemiczne i fizyczne opisaæ mo¿na
równaniami ró¿niczkowymi. Proces wzrostu kultury mikroor-
ganizmów opisuje tzw. krzywa logistyczna okreœlona równa-
niem [1]:
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gdzie a oraz b s¹ sta³ymi charakteryzuj¹cymi dan¹ kulturê
mikroorganizmów.

Równanie (1) jest równaniem ró¿niczkowym, pierwszego
rzêdu, o zmiennych rozdzielonych. Jego rozwi¹zanie ma po-
staæ:
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gdzie
N(t) – iloœæ komórek (lub gêstoœæ optyczna) kultury

mikroorganizmów po czasie t,
N0 – iloœæ komórek (lub gêstoœæ optyczna) kultury

w chwili startu,
K = b/a – parametry charakteryzuj¹ce kulturê,

t – czas [h].

Z równania (2) widaæ, ¿e wraz ze wzrostem czasu t, N d¹¿y
do K oraz dla t = 0 mamy N(0) = No. Wzór (2) przedstawia
wzrost kultury mikroorganizmów w bioreaktorze o dzia³aniu
okresowym (batch reactor) w warunkach normalnych, tzn.
bez inhibicji wzrostu.

W warunkach inhibicji parametry K oraz b, bêd¹ zale¿eæ od
rodzaju (gatunku) mikroorganizmów oraz rodzaju inhibitora.

Celem pracy jest zbadanie wzrostu bakterii Vibrio harveji
(szczep B392) w warunkach inhibicji – dla ró¿nych dawek in-
hibitora wzrostu: azydku sodu oraz z domieszk¹ EtOH.

Materia³y i metody

Bakterie Vibrio harveyi (szczep B392) hodowano w po¿yw-
ce o sk³adzie: 10 g tryptonu, 3 g ekstraktu dro¿d¿owego, 30 g
NaCl, 1 ml glicerolu na 1000 ml wody destylowanej.

Hodowlê nocn¹ odm³adzano w œwie¿ej po¿ywce w stosunku
1:100 i nastêpnie hodowano z wytrz¹saniem do OD = 0.1 (dla

d³ugoœci fali 620 nm). Nastêpnie, po dodaniu odpowiedniej
dawki inhibitora, rejestrowano wzrost (w warunkach wytrz¹-
sania) kultury bakteryjnej, poprzez pomiar OD, do jej maksy-
malnego wzrostu (czas rzêdu 540 min). Kultura bakteryjna
bez inhibitora, stanowi³a tzw. kulturê kontroln¹.

Wyniki wzrostu by³y œrednimi z wzrostu 3 jednakowych
kultur.

Symulowano wzrost kultur programem komputerowym ba-
zuj¹cym na zale¿noœci (2). Poprzez dobór odpowiednich war-
toœci K oraz b dopasowywano krzyw¹ z symulacji do krzywej
eksperymentalnej. Uzyskane K(I) wykorzystywano do wyzna-
czenia toksycznoœci, zgodnie z jej definicj¹ (gdy chodzi o bio-
masê koñcow¹):
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Dawka – efekt toksyczny dla pojedynczego inhibitora

Problem dawka – efekt toksyczny inhibitora jest szczegól-
nym przypadkiem problemu toksycznoœæ mieszaniny chemi-
kaliów (Toxicity of Chemical Mixtures). W pracy [2] pokaza-
no, ¿e ze wzglêdu na to, ¿e roztwór z pojedynczym inhibito-
rem jest, w gruncie rzeczy mieszanin¹ (stê¿enie 10 mg/l, to
np., mieszanina 8 mg/l i 2 mg/l); ogólna zale¿noœæ na dawka –
efekt toksyczny mieszaniny (z dowoln¹ iloœci¹ inhibitorów)
upraszcza siê do zale¿noœci dawka – efekt toksyczny charakte-
ryzuj¹cej roztwór z pojedynczym inhibitorem. W niniejszej
pracy, w przypadku pojedynczego inhibitora, wykorzystano
zale¿noœæ dawka – efekt toksyczny [2–4]:
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gdzie T jest toksycznoœci¹, a � oraz I0 parametrami ekspe-
rymentalnymi.

Zale¿noœæ (4) mo¿na przekszta³ciæ do postaci:
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z której, po obustronnym zlogarytmowaniu, uzyskuje siê:
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Ze wzoru (5b) drog¹ regresji liniowej ³atwo wyznaczyæ A
oraz B, sk¹d uzyskuje siê natychmiastowo: � oraz I0.

Toksycznoœæ addytywn¹ dla mieszaniny dwu inhibitorów
mo¿na obliczyæ z zale¿noœci (4):
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Gdy zmierzona toksycznoœæ mieszaniny jest wiêksza od ad-
dytywnej, to mieszanina jest synergistyczn¹, a gdy jest mniej-
sza, to jest mieszanin¹ antagonistyczn¹.

Wyniki i dyskusja

Wyniki zaprezentowano na rys. 1 i 2. Przy sporz¹dzaniu
wykresów przedstawionych na rys. 2, wykorzystano zale¿-
noœæ (4). Jak widaæ z rys. 1, wzrost kultury bakteryjnej, w bio-
reaktorze o dzia³aniu okresowym (batch reaktor), spe³nia sa-
tysfakcjonuj¹co zale¿noœæ (2) – w przypadku hodowli mikro-
organizmów trudno spodziewaæ siê idealnej zgodnoœci, gdy¿
ka¿dy wzrost jest praktycznie, nieco ró¿ny dlatego, ¿e inoku-
lum nigdy nie jest takie samo.

Przedstawione krzywe ci¹g³e uzyskiwano, drog¹ symulacji
komputerowej, poprzez dobór wartoœci parametrów K oraz b
(patrz zale¿noœæ (2)) tak, aby rozbie¿noœæ pomiêdzy symulo-
wan¹ krzyw¹ wzrostu, a wynikami pomiarowymi (punkty)
by³a minimalna.

Z uzyskanych maksymalnych OD dla danych dawek inhibi-
tora wzrostu (azydku sodu) otrzymano zale¿noœci toksycz-
noœci od dawek\stê¿enia azydku sodu (Rys. 2).

W koñcu, z zale¿noœci (3), by³o mo¿liwym wykreœlenie zale-
¿noœci maksymalnej wartoœci OD kultury w funkcji stêzenia
azydku sodu w po¿ywce.

Tablica 1
Wartoœci parametrów K oraz b (wg zale¿noœci (2), dla których

uzyskano krzywe z rys. 1)

Azydek sodu [Mm] K b

– 1.55 0.015

0.2 1.45 0.013

0.4 1.35 0.010

0.8 1.10 0.0085

1.6 0.85 0.0065

Z krzywych na rys. 2, wynika, ¿e dla bakterii Vibrio harveyi
(szczep B392) azydek sodu jest bardziej toksyczny ni¿ alkohol
etylowy – krzywa toksycznoœci jest przesuniêta w stronê ni¿-
szych stê¿eñ. Ponadto krzywa (3) jest przesuniêta w stronê
wy¿szych stê¿eñ w stosunku do krzywej addytywnej, co
œwiadczy o antagonizmie tej mieszaniny.

Wyniki pomiarów toksycznoœci dla pojedynczych inhibito-
rów i ich mieszanin zebrano w tablicy 2

Tablica 2
Wyniki toksycznoœci dla pojedynczych inhibitorów

i ich dwu mieszanin dla bakterii Vibrio harveyi (szczep B392)

Azydek sodu [mM] EtOH [%] Tadd Tpom

0,8 – – 0,179

1,6 – – 0,334

– 0,625 – 0,241

– 1,25 – 0,797

0,8 0,625 0,399 0,211

1,6 1,25 0,815 0,491

Wnioski

W pracy zaprezentowano procedurê, pozwalaj¹c¹ na uzyski-
wanie wykresu wzrostu bakterii w funkcji koncentracji inhi-
bitora. Uzyskanie takiej zale¿noœci pozwala przewidywaæ
wzrost, czy efekt wyeliminowania bakterii, w warunkach da-
nej koncentracji inhibitora.
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Rys. 1. Krzywe wzrostu kultur mikroorganizmów Vibrio harveyi

(szczep B392) w po¿ywce oraz w warunkach inhibicji (po¿ywka
plus azydek sodu oraz mieszanina azydku sodu z alkoholem

etylowym)

Rys. 2. Krzywe dawka – toksycznoœæ dla bakterii Vibrio harveyi

(szczep B392) dla azydku sodu (1), alkoholu etylowego (2), miesza-
niny NaN3 _EtOH (3), a dla porównania zamieszczono krzyw¹ ad-
dytywn¹ mieszaniny (4). Procedurê wykreœlania ww. krzywych

opisano w pracach [2–4]
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Pozwala te¿ ró¿nicowaæ poszczególne inhibitory pod wzglê-
dem efektywnoœci ich potencjalnego zastosowania.

Ponadto w pracy wykorzystano teoriê Grabowskiego tok-
sycznoœci mieszaniny toksyn [2–4] do analizy i wykreœlenia
zale¿noœci: dawka – efekt toksyczny, dla badanej mieszaniny:
azydek sodu – alkohol etylowy. Uzyskane wyniki s¹ dalsz¹
weryfikacj¹ wspomnianej teorii.

Wartoœæ K maleje liniowo w funkcji koncentracji azydku
sodu, a wartoœæ b maleje ekspotencjalnie (Tablica 1).

Z tablicy 2 wynika, ¿e mieszanina azydku sodu i alkoholu
etylowego w przypadku bakterii Vibrio harveyi B392 jest an-
tagonistyczna, gdy¿ toksycznoœæ pomiarowa Tpom jest mniej-
sza od toksycznoœci addytywnej Tadd.

Dla azydku sodu wartoœci parametrów krzywej toksyczno-
œci otrzymano: Io = 1,478 mM, � = 0,717. Wartoœæ � < 1 œwiad-
czy, ¿e enzymy komórkowe tworz¹ uporz¹dkowan¹ struk-
turê.

Jeœli przyj¹æ, ¿e alkohol etylowy nie jest typowym inhibito-
rem wzrostu, to mo¿na podejrzewaæ, ¿e mamy tu do czynienia
z tzw. potentiation – które polega na tym, ¿e zwi¹zek nie
bêd¹cy inhibitorem mo¿e wp³ywaæ na efekt toksycznoœci, gdy
znajdzie siê razem z inhibitorem.

Zgodnie z definicj¹, efekt toksycznoœci mieszaniny jest
funkcj¹ koncentracji inhibitorów sk³adowych[2]. St¹d pe³n¹
informacjê o charakterze oddzia³ywania (antagonizm czy sy-
nergizm) mo¿na uzyskaæ po zmierzeniu toksycznoœci miesza-

niny z ró¿nymi stê¿eniami sk³adowych inhibitorów. Roztwory
z inhibitorami lub mieszaninami kilku inhibitorów stanowi¹
podstawê chemoterapii, np. przy zwalczaniu tkanki rakowej.
Mieszanina inhibitorów, aby by³a efektywna i pozbawiona
efektów ubocznych, a takim efektem ubocznym jest np. wypa-
danie w³osów u pacjenta poddanego chemoterapii na raka
musi byæ odpowiednio dobrana: odpowiednie inhibitory i ich
odpowiednie dawki. Badanie (pomiar) pojedynczych inhibito-
rów jest niezbêdne dla wnioskowaniu o efekcie mieszaniny
[2–4].

Wyniki pracy wskazuj¹ na perspektywy stosowania mie-
szanin inhibitorów do regulacji i modyfikowania szlaków me-
tabolicznych celem ich optymalizacji, co jest istotne dla nauk
biologicznych.
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Efektywnoœæ bioreaktora membranowego
dla procesów z inhibicj¹

Wstêp

Bioreaktor membranowy jest urz¹dzeniem integruj¹cym
przemianê biochemiczn¹ (mikrobiologiczn¹) z separacj¹
membranow¹. Wobec du¿ego zainteresowania tym rozwi¹za-
niem aparaturowym zasadne staje siê pytanie o szeroko rozu-
mian¹ efektywnoœæ bioreaktora membranowego. W przypad-
ku zastosowania jako biokatalizatora komórek mikroorga-
nizmów efektywnoœæ tak¹ mo¿na wyraziæ przez produktyw-
noœæ biomasy albo produktu. G³ównym celem niniejszej pracy
jest okreœlenie wp³ywu jaki ma na jego wartoœæ rodzaj kinety-
ki oraz zastosowanie separacji membranowej. Omawiane za-
le¿noœci kinetyczne podzielono na trzy grupy: proste – spro-
wadzaj¹ce siê do równania Monoda, z inhibicj¹ substratem
oraz inhibicj¹ produktem. Szczególnie dwie ostatnie grupy s¹
warte rozwa¿enia, jako ¿e praktycznie nie ma uk³adu mikro-
biologicznego wolnego od zjawisk inhibicji.

Mikrobiologiczny bioreaktor membranowy

Do rozwa¿añ wybrano model bioreaktora membranowego
sformu³owany w pracy [1]. G³ównym parametrem tego mode-
lu jest wspó³czynnik podzia³u strumieni Ø, który wygodnie
jest powi¹zaæ ze wspó³czynnikiem podzia³u çi w postaci funk-
cji podzia³u strumieni f(Ø, çi):
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Jednym z g³ównych efektów zastosowanego w bioreaktorze
wêz³a separacji jest zagêszczenie biokatalizatora proporcjo-
nalne do wspó³czynnika podzia³u Ø. Funkcja podzia³u f(Ø,çi)
charakteryzuje wp³yw wêz³a separacji na stê¿enia pozo-
sta³ych sk³adników.
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