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Wzrost kultury mikroorganizmow
w warunkach inhibicji

Wstep

Procesy biologiczne, chemiczne i fizyczne opisa¢ mozna
réwnaniami rézniczkowymi. Proces wzrostu kultury mikroor-
ganizmow opisuje tzw. krzywa logistyczna okreslona rowna-
niem [1]:
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gdzie a oraz b sa statymi charakteryzujacymi dang kulture
mikroorganizmoéw.

Réwnanie (1) jest réownaniem rézniczkowym, pierwszego

rzedu, o zmiennych rozdzielonych. Jego rozwigzanie ma po-
staé:
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gdzie
N(t) — ilos¢ komérek (lub gestoséé optyczna) kultury
mikroorganizméw po czasie t,
N, — ilo§¢ komérek (lub gestosé optyczna) kultury
w chwili startu,
K =bla — parametry charakteryzujace kulture,
t — czas [h].

Z réwnania (2) widad, ze wraz ze wzrostem czasu ¢, N dazy
do K oraz dla t = 0 mamy N(0) = N,. Wzér (2) przedstawia
wzrost kultury mikroorganizméw w bioreaktorze o dzialaniu
okresowym (batch reactor) w warunkach normalnych, tzn.
bez inhibicji wzrostu.

W warunkach inhibicji parametry K oraz b, beda zaleze¢ od
rodzaju (gatunku) mikroorganizmoéw oraz rodzaju inhibitora.

Celem pracy jest zbadanie wzrostu bakterii Vibrio harveji
(szczep B392) w warunkach inhibicji — dla réznych dawek in-
hibitora wzrostu: azydku sodu oraz z domieszka EtOH.

Materialy i metody

Bakterie Vibrio harveyi (szczep B392) hodowano w pozyw-
ce o sktadzie: 10 g tryptonu, 3 g ekstraktu drozdzowego, 30 g
NaCl, 1 ml glicerolu na 1000 ml wody destylowane;.

Hodowle nocna odmtadzano w éwiezej pozywce w stosunku
1:100 1 nastepnie hodowano z wytrzasaniem do OD = 0.1 (dla

dtugosci fali 620 nm). Nastepnie, po dodaniu odpowiedniej
dawki inhibitora, rejestrowano wzrost (w warunkach wytrza-
sania) kultury bakteryjnej, poprzez pomiar OD, do jej maksy-
malnego wzrostu (czas rzedu 540 min). Kultura bakteryjna
bez inhibitora, stanowita tzw. kulture kontrolna.

Wyniki wzrostu byly Srednimi z wzrostu 3 jednakowych
kultur.

Symulowano wzrost kultur programem komputerowym ba-
zujacym na zaleznoéci (2). Poprzez dob6r odpowiednich war-
toSci K oraz b dopasowywano krzywa z symulacji do krzywej
eksperymentalnej. Uzyskane K(I) wykorzystywano do wyzna-
czenia toksycznosci, zgodnie z jej definicja (gdy chodzi o bio-
mase koncowa):

_ OD(0) - OD(I)
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Dawka - efekt toksyczny dla pojedynczego inhibitora

Problem dawka — efekt toksyczny inhibitora jest szczeg6l-
nym przypadkiem problemu toksycznosé mieszaniny chemi-
kaliow (Toxicity of Chemical Mixtures). W pracy [2] pokaza-
no, ze ze wzgledu na to, ze roztwér z pojedynczym inhibito-
rem jest, w gruncie rzeczy mieszaning (stezenie 10 mg/l, to
np., mieszanina 8 mg/l i 2 mg/l); ogélna zalezno$¢ na dawka —
efekt toksyczny mieszaniny (z dowolna iloScig inhibitoréw)
upraszcza sie do zalezno$ci dawka — efekt toksyczny charakte-
ryzujacej roztwor z pojedynczym inhibitorem. W niniejszej
pracy, w przypadku pojedynczego inhibitora, wykorzystano
zalezno$¢ dawka — efekt toksyczny [2—4]:
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gdzie T jest toksycznoécia, a x oraz I, parametrami ekspe-
rymentalnymi.
Zalezno$¢ (4) mozna przeksztatci¢ do postaci:
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z ktoérej, po obustronnym zlogarytmowaniu, uzyskuje sie:



Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2009, 48, 3, 46-48

Nr 3/2009

INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA

Str. 47

T 1
==logl-logl 5b
7= logI-logl, (5b)

lo
gl

Ze wzoru (5b) droga regresji liniowej tatwo wyznaczy¢ A
oraz B, skad uzyskuje sie natychmiastowo: k oraz I,,.
Toksyczno$¢ addytywna, dla mieszaniny dwu inhibitoréw
mozna obliczy¢ z zaleznosci (4):
T, + T, 21T,

Bowa=—"7_qpp 6)
1-2

Gdy zmierzona toksyczno$é mieszaniny jest wieksza od ad-
dytywnej, to mieszanina jest synergistyczna, a gdy jest mniej-
sza, to jest mieszaning antagonistyczna.

Wyniki i dyskusja

Wyniki zaprezentowano na rys. 11 2. Przy sporzadzaniu
wykreséw przedstawionych na rys. 2, wykorzystano zalez-
no$¢ (4). Jak widac z rys. 1, wzrost kultury bakteryjnej, w bio-
reaktorze o dzialaniu okresowym (batch reaktor), spelnia sa-
tysfakcjonujaco zaleznosé (2) — w przypadku hodowli mikro-
organizmoéw trudno spodziewaé sie idealnej zgodnosci, gdyz
kazdy wzrost jest praktycznie, nieco rézny dlatego, ze inoku-
lum nigdy nie jest takie samo.

Przedstawione krzywe ciggle uzyskiwano, droga symulacji
komputerowej, poprzez dobér wartoéci parametréw K oraz b
(patrz zaleznoéé (2)) tak, aby rozbiezno§é pomiedzy symulo-
wang krzywa wzrostu, a wynikami pomiarowymi (punkty)
byla minimalna.

Z uzyskanych maksymalnych OD dla danych dawek inhibi-
tora wzrostu (azydku sodu) otrzymano zalezno$ci toksycz-
nos$ci od dawek\stezenia azydku sodu (Rys. 2).
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Rys. 1. Krzywe wzrostu kultur mikroorganizméw Vibrio harveyi
(szczep B392) w pozywce oraz w warunkach inhibicji (pozywka
plus azydek sodu oraz mieszanina azydku sodu z alkoholem
etylowym)
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Rys. 2. Krzywe dawka — toksycznosé dla bakterii Vibrio harveyi

(szczep B392) dla azydku sodu (1), alkoholu etylowego (2), miesza-

niny NaN3 _EtOH (3), a dla poréwnania zamieszczono krzywa ad-

dytywna mieszaniny (4). Procedure wykre§lania ww. krzywych
opisano w pracach [2-4]

W koncu, z zaleznoéci (3), byto mozliwym wykres§lenie zale-
zno$ci maksymalnej wartosci OD kultury w funkeji stezenia
azydku sodu w pozywece.

Tablica 1
Wartoéci parametréow K oraz b (wg zaleznoS$ci (2), dla ktérych
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, ze dla bakterii Vibrio harveyi
(szczep B392) azydek sodu jest bardziej toksyczny niz alkohol
etylowy — krzywa toksyczno$ci jest przesunieta w strone niz-
szych stezen. Ponadto krzywa (3) jest przesunieta w strone
wyzszych stezen w stosunku do krzywej addytywnej, co
$wiadczy o antagonizmie tej mieszaniny.

Wyniki pomiaréw toksyczno$ci dla pojedynczych inhibito-
réw 1ich mieszanin zebrano w tablicy 2

Tablica 2

Wyniki toksycznosci dla pojedynczych inhibitorow
iich dwu mieszanin dla bakterii Vibrio harveyi (szczep B392)

Azydek sodu [mM] EtOH [%] Tdd Toom
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

Whioski

W pracy zaprezentowano procedure, pozwalajaca na uzyski-
wanie wykresu wzrostu bakterii w funkcji koncentracji inhi-
bitora. Uzyskanie takiej zaleznosci pozwala przewidywac
wzrost, czy efekt wyeliminowania bakterii, w warunkach da-
nej koncentracji inhibitora.
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Pozwala tez réznicowac poszczegélne inhibitory pod wzgle-
dem efektywnosci ich potencjalnego zastosowania.

Ponadto w pracy wykorzystano teorie Grabowskiego tok-
syczno$ci mieszaniny toksyn [2—4] do analizy 1 wykreslenia
zalezno$ci: dawka — efekt toksyczny, dla badanej mieszaniny:
azydek sodu — alkohol etylowy. Uzyskane wyniki sa dalsza
weryfikacja wspomnianej teorii.

Wartoé¢ K maleje liniowo w funkcji koncentracji azydku
sodu, a warto$¢ b maleje ekspotencjalnie (Tablica 1).

7 tablicy 2 wynika, ze mieszanina azydku sodu i alkoholu
etylowego w przypadku bakterii Vibrio harveyi B392 jest an-
tagonistyczna, gdyz toksycznoéé pomiarowa T, jest mniej-
sza od toksycznosci addytywnej T, 4.

Dla azydku sodu warto$ci parametréow krzywej toksyczno-
$ci otrzymano: Io = 1,478 mM, ¥ = 0,717. Wartos¢ k < 1 Swiad-
czy, ze enzymy komoérkowe tworza uporzadkowana struk-
ture.

Jesli przyjaé, ze alkohol etylowy nie jest typowym inhibito-
rem wzrostu, to mozna podejrzewaé, ze mamy tu do czynienia
z tzw. potentiation — ktére polega na tym, ze zwiazek nie
bedacy inhibitorem moze wpltywaé na efekt toksycznoéci, gdy
znajdzie sie razem z inhibitorem.

Zgodnie z definicja, efekt toksyczno$ci mieszaniny jest
funkcja koncentracji inhibitoréw skladowych[2]. Stad pelna
informacje o charakterze oddzialywania (antagonizm czy sy-
nergizm) mozna uzyskaé¢ po zmierzeniu toksycznos$ci miesza-

niny z ré6znymi stezeniami sktadowych inhibitoréw. Roztwory
z inhibitorami lub mieszaninami kilku inhibitoréw stanowig
podstawe chemoterapii, np. przy zwalczaniu tkanki rakowej.
Mieszanina inhibitoréw, aby byla efektywna i pozbawiona
efektow ubocznych, a takim efektem ubocznym jest np. wypa-
danie wloséw u pacjenta poddanego chemoterapii na raka
musi byé¢ odpowiednio dobrana: odpowiednie inhibitory i ich
odpowiednie dawki. Badanie (pomiar) pojedynczych inhibito-
réw jest niezbedne dla wnioskowaniu o efekcie mieszaniny
[2—-4].

Wyniki pracy wskazuja na perspektywy stosowania mie-
szanin inhibitoréw do regulacji i modyfikowania szlakéw me-
tabolicznych celem ich optymalizacji, co jest istotne dla nauk
biologicznych.
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