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Abstract

CERMAK J., RYCHTERA M., NECHVILE P., NAHLIK J., MELZOCH K., SINDELAR J., VOVS{K J., VOTRUBA J. (2000):
Influence of the specific growth rate on formation of sterols in yeast Saccharomyces cerevisiae during fed-batch cultivation.
Czech J. Food Sci., 18: 110-114.

Ergosterol 1s a major sterol in yeast cells. Intermediates of ergosterol biosynthesis or products of ergosterol biotransformation
occur in cells too. Sterols mainly form components of cell membranes. Fluidity of membranes is affected by sterols. The amount
of sterols in cells can be influenced above all by cultivation conditions and by the yeast genotype. Specific growth rate is an
important factor which affects the amount of sterols present in yeast cells. We carried out a series of 24-hour cultivations to find
out the impact of specific growth rate on sterol biosynthesis. Inflow of synthetic medium to the bioreactor was controlled by
means of a profile of carbon dioxide concentration in the outlet gases. This profile was acquired by simulation according to a
mathematical model of cuitivation. Profile of carbon dioxide concentration corresponded to a precalculated profile of specific
growth rate. Cultivation was divided into two phases with different growth rate values. A constant value of the specific growth
rate was maintained in the 1°' phase. The specific growth rate value decreased by controlling the inflow in the 2" phase (beginning
at 12" hour of cultivation). Other cultivations were carried out using so-called physiological control which consisted in determin-
ing the immediate physiological state (e.g., RQ) and the choice of control strategy according to the metabolic state. Selected
contro! strategy ensures an immediate action (inflow of the medium). If the specific growth rate decreased in the 1% phase, the
amount of total sterols in yeast dry biomass increased (to 2.7% in yeast dry biomass). But the purity of ergosterol decreased

(amount of sterol contaminants increased up to 23.3% in the sterol fraction). If a constant value of respiratory quotient was
maintained (at about 1.1), the amount of total sterols in yeast dry biomass and the purity of ergosterol were constant. If the value

of respiratory quotient was changed in the growth and final phase of cultivation, the amount of total sterols in yeast dry biomass
increased (to 2.83% 1n yeast dry biomass). However, the purity of ergosterol decreased (amount of sterol contaminants increased
up to 21.2% in sterol fraction).
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Nejvice zastoupenym sterolem v kvasinkovych bufikach je ergosterol, dale se vyskytuji i meziprodukty biosyntézy ergosterolu
nebo produkty jeho rozkladu. Hlavnim mistem vyskytu sterolll jsou bunééné membrany, jejichZ fluiditu steroly ovliviuji.
MnozZstvi sterolli v kvasinkovych buiikéch lze ovlivnit podminkami kultivace a genotypem kvasinek. Jeden z dilezitych faktoru
ovlivitujicich mnozstvi sterolti v kvasinkovych bufikach je mérna riistova rychlost. Pf1 studiu vlivu mérné rychlosti ristu jsme
provedli fadu 24hodinovych kultivaci. Pfitok syntetického média do bioreaktoru byl fizen na zakladé profilu koncentrace oxidu

* Ukol byl fesen jako soudést projektu EU Copernicus ERP-CIPA-CT94-0205 za soudasné podpory MSMT CR (projekty & OK
95088, OK 163 a OK 241).
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uhli¢itého v plynech odchazejicich z bioreaktoru. Ten byl ziskan pomoci simulace podle matematického modelu kultivace. Profil
koncentrace oxidu uhli¢itého odpovidal pfedem navrzenému profilu mérné rychlosti ristu. Kultivace byla v tomto pfipadé
rozdélena na dvé faze s rozdilnou ristovou rychlosti. V prvni fazi byla udrZovana konstantni hodnota riistové rychlosti, ve druhé
fazi (zaginajici ve 12. hodiné kultivace) dochéazelo fizenim pfitoku k plynulému poklesu mérné rychlosti riistu. Dalsi kultivace
byly provadény pomoci tzv. fyziologického fizeni, které spo€iva v uréovani okamzitého fyziologického stavu kultury (metabolického
stavu) a volby ridici strategie podle tohoto stavu a podle faze, v niz se proces momentainé nachazi. Vybrana fidici strategie pak
vypocitava okamZité akéni zasahy (v naSem ptipadé pfitok Zivin). Pokud dochazi ke sniZzeni mérné ristové rychlosti v prvni fazi,
|ze pozorovat narlist mnoZstvi sterolli v suSiné bunék (az do 2,7 % sterolli v suSin€ bunék). S timto naristem souvisi 1 pokles
Cistoty ergosterolu (obsah kontaminujicich steroll dosahl az 23,3% ve sterolovem podilu). Jestlize byla zachovana konstantni
hodnota RQ (okolo 1,1), nemenilo se mnozstvi sterolii v suSin€ bunék ani Cistota ergosterolu. Pii zméné hodnoty RQ v rustové
a v koncove fazi kultivace doslo ke vzrustu mnozstvi steroli1 v susiné bunck az do 2,83 %, ale zaroven klesla ¢istota ergosterolu
(obsah kontaminujicich sterolii dosahl aZz 21,2 % ve sterolovém podilu).

Kli¢ova slova: steroly; Saccharomyces cerevisiae; vliv na ristovou rychlost; ptitokovana vsadkova kultivace; fizeni pfitoku

Mikrobialni biomasa je bohatym zdrojem cennych latek,
lem ergosterol, ktery lze po 1zolaci z kvasnicné biomasy
pouzit pro vyrobu vitaminu D, (VANDAME 1989; VEDLI-
CHOVA et al, 1998).

Steroly se vyskytuji jednak jako volné steroly, jednak
jako estery mastnych kyselin. Obé formy mohou volné
prechazet jedna ve druhou. Volné steroly maji vliv na funk-
ce membran. Estery mohou byt meziprodukty biosyntézy
steroli nebo sterolovou rezervou (RATLEDGE & EVANS
1989).

Faktorem ovlivaujicim akumulaci ergosterolu v kvasin-
kovych butikach je povazovana mérna rustova rychlost.
Pr1 poklesu mérné rastoveé rychlosti dochazi k vyssi tvor-
bé steroli (ARNEZEDER & HAMPEL 1990), cozZ je prova-
zeno poklesem podilu ergosterolu ve sterolové frakci.
Zaroven se viak zvySuje mnozstvi 24(28)-dehydroergoste-
rolu (prekurzor ergosterolu) (BEHALOVA et al. 1994). Kro-
mé 24 (28)-dehydroergosterolu se hromadi i jiné prekurzory
ergosteroloveé biosyntézy.

S velikosti rastove rychlosti souvisi 1 faze rustu bunék.
Nejvice ergosterolu se tvofi na konci lag faze (BAILEY &
PARKS 1975). K vySsi tvorbé steroli €asto dochazi na konci
exponencialni faze a ve fazi stacionarni. Pfitom jsou stero-
ly esterifikovany mastnymi kyselinami a ukladany do lipi-
dickeé frakce (BEHALOVA et al. 1994; BAILEY & PARKS
1975).

Vedle rustove rychlosti ovliviiuji tvorbu sterolt u kva-
sinek 1 vySSi pomér mezi uhlikem a dusikem v médiu (NO-
VOTNY et al. 1992; CERMAK 1996), ptitomnost ethanolu
v médiu (CASEY & INGLEDEW 1986) a kysliku (RATLEDGE
& EVANS 1989; CASEY & INGLEDEW 1986) a dalsi.

Cilem naSi prace bylo oveérit chovani sterolu pf1 zméne
rustove rychlosti. Soucasti feSeni bylo 1 ovérovani a uprava
matematického modelu. Dale byl z fyziologickych para-
metru sledovan respiracni kvocient jako odezva na zménu
vnéjSich podminek kultivace.

MATERIALY A METODY

Mikroorganismus: Saccharomyces cerevisiae D7 (sbir-
ka mikroorganismu ustavu kvasné chemie a bioinZzenyr-

stvi VSCHT Praha). Zasobni kultura byla uchovéavéna na
Sikmém sladinovém agaru pi1 teploté asi 5 °C.

Inokulacni médium: Inokula¢ni meédium obsahovalo
tyto slozky (v g/l): glukosa — 20,00, kvasniény autolyzat
(Imuna n. p. Saridské Michalany) — 5,00, (NH 2,5909,— 5,00,
KH,PO,—-0,60, MgSO,.7H,0 - 1,02 a CaCl,.6H,0—-0,10.

Produkcéni médium I Produkéni meédium se skladalo ze
dvou roztokid (A a B), které se pfed kultivaci smichaly
v pom¢éru 1 : 1. Roztok A obsahoval 500 g glukosy v 1 litru.
Slozeni roztoku B (v g/l): kvasni¢ny autolyzat — 62,5,
(NH,),50, - 15,6, KH, PO, - 7,5, MgS0O,.7TH,0 - 6,30
a CaCl,.6H,0-2,5.

Produkcni médium II: Médium bylo stejné jako pro
kultivace €. 1 a 2 s tim rozdilem, Ze vSechny koncentrace
byly poloviéni.

Inokulum: Bylo tvoreno kvasinkami narostlymi za 24 h
ve 100 ml inokula¢niho média na rotacéni tfepacce pfi tep-
loté 30 °C (frekvence tiepani 90 min ', polomér rotaéniho
pohybu 4 cm), Poté byly kvasinky odstfedény, promyty
destilovanou vodou a pouzity jako husta suspenze k za-
ockovani produk¢éniho média.

Bioreaktor a vybaveni: Bioreaktor NEW-MBR (Svy-
carsko) ma pracovni objem 5 | (celkovy objemje 71) aje
vybaven §estilopatkovym nasobnym turbinovym micha-
dlem a Etyfmi narazkami. Vzduch je privadén pies filtr (Sar-
torius MIDISART 2000) a do bioreaktoru je vhanén pres
aeracni vénec.,

Soucasti bioreaktoru je ridici panel IMCS 2000 (MBR-
Bioreactor), z néhoz jsou regulovany hodnoty teploty
(udrzovana duplikatorem s topnou spiralou a privodem
chladici vody), pH (udrzovano pomoci 10% NaOH a 10%
H,S0,), frekvence otaCeni michadla a pfitok odpénovaci-
ho prostiedku. K panelu je pfipojena pH elektroda (In-
gold) a konduktometricka sonda (MBR-Bioreactor).
Konduktometricka sonda reguluje hladinu kapaliny na za-
klad€ vodivosti.

Regulace oxidu uhli¢itého a fyziologické tizeni byly
realizovany fidicim systémem Biogenes (UPRT VSCHT
Praha). Fyziologické fizeni spoéiva v tzv. matici Sesti me-
tabolickych stavi (oxidaéni rust na glukose, oxida¢né-re-
dukéni rist na glukose, hraniéni stav mezi oxidaénim
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a oxida¢né-redukénim riistem na glukose, oxida¢ni riist na
ethanolu, oxidaéni riist na glukose 1 ethanolu soucasné,
hladovéni).

Analytické metody: Steroly byly analyzovany metodou
HPLC nakolon€ s reverzni fazi C18 (250 x 4 mm). Pfed ana-
lyzou pfedchazela tfithodinova hydrolyza bunék (k odstre-
déne biomase pfidany 3 ml vody a 3 g KOH a za mimého
varu buiiky hydrolyzovany), extrakce diethyletherem,
odpafeni extrakcniho Cinidla a rozpusténi v mobilni fazi
(methanol a voda v poméru 95 ; 5). Porovnanim ploch piku
vzorki a ploch piku standardu ergosterolu byl vypocten
obsah sterolil v susin€ bunék (Synthesia Pardubice 1990).

Glukosa a ethanol byly stanoveny v supernatantu vzor-
ku pomoci HPLC nakoloné s ionexem OSTION 0800 v H"
cyklu. Jako mobilni faze zde byla pouZita H SO,
(¢=0,005 mol/l) (ONDROUSEK & BASAROVA 1986). V¥po-
¢et koncentrace glukosy a ethanolu byl proveden podob-
né jako u steroli.

Odsttedéna (10 min pfi frekvenci 3 000 min™) a jednou
promyta biomasa z 5 ml odebraného vzorku byla pouZita
ke stanoveni suSiny (vazkove a vyjadiena v g/l).

Koncentrace oxidu uhli¢itého v plynech odchazejicich
z bioreaktoru byla sledovana pomoci pfistroje Servomex
1400 (méfi koncentraci na zaklade absorpce infracervené-
ho zéareni) a koncentrace kysliku pfistrojem Servomex 1100
(méfi na zdkladé jeho paramagnetickych vilastnosti, oba
pristroje Servomex, U. K.)

Podminky kultivace: Doba kultivace byla 24 h pf1 tep-
lot& 30 °C, frekvenci otadeni michadla 600 min™, prittoku
vzduchu 3 I/min a hodnoté pH 5,00.

Program PSIc: Simulacni program PSlc byl pouZit
k simulaci kultivace podie matematického modelu. Jde
o blokove orientovany program, v némz kazdy blok reali-
zuje urcitou funkci. Program PSIc je vhodny pro simulaci
modeli tvofenych soustavou diferencialnich rovnic a je
vytvoien v jazyce C++ a pracuje pod operacnim systé-
mem DOS (MELZOCH er al. 1998).
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Obr. 1. Porovnani skute¢ného a simulovaného prubéhu oxidu
uhli¢itého a profil asového priibéhu pfitokovaného média pfi
kultivaci 3 — Comparison of the actual and simulated profile of
carbon dioxide concentration and the profile of the time con-
centration of inflow medium at cultivation 3
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Matematicky model pro sledovani ristu kvasinek: Mo-
del byl vytvofen na zdklad€ diferencidlnich rovnic popi-
sujicich hlavni vztahy mezi parametry kultivace (spotfeba
glukosy, rist biomasy, tvorba ethanolu, spotieba kysli-
ku, tvorba oxidu uhli¢itého, pfitok media do bioreaktoru,
tvorba sterolil a ergosterolu) (VOTRUBA et al. 1986; BE-
HALOVA ef al. 1986; RYCHTERA et al. 1998a, b). Model
dale umoziuje vypocitat mérmou ristovou rychlost, re-
spiraéni kvocient a rychlost tvorby ethanolu.

V modelu byl nejprve simulovan prub¢h kultivace, Na
zékladé pfedpokladaného profilu mérné rychlosti ristu
byl vypotten profil CO, a profil Ziveni. Podle profilu CO,
byla kultivace fizena. )

VYSLEDKY A DISKUSE

U kultivaci 1-3 byl sledovan vliv riistové rychlosti na
tvorbu sterolt v kvasinkovych buiikach, kdy nastavena
hodnota ristové rychlosti nebo jeji pokles byl udrzovan
pomoci profilu koncentrace oxidu uhli¢itého v plynech
odchézejicich z bioreaktoru. Tento profil byl udrZovan PID
regulatorem urcujicim pritok media do bioreaktoru (obr. 1).
Urdeni charakteristického prub¢hu koncentrace oxidu
uhli¢itého pfi pritokované kultivact pfedchazelo nékolik
mé¥eni d¥ive provadénych na naSem pracovisti (CERMAK
1996; PAULOVA 1995).

Profil koncentrace oxidu uhli¢itého v plynech odchazeji-
cich z bioreaktoru byl ziskan pomoci simulace matematic-
kého modelu kultivace s pfedem nastavenymi parametry.
Kultivace byly rozdéleny na dve faze. Faze 1 (0. aZ 12. h)je
rustovou fazi (konstantni hodnota pu). Faze 2 (12.-24. h)
je realizovéana pii plynule klesajici hodnot€ p a jde o fazi
zpomaleného rustu.

Hodnoty mémé rustové rychlosti, koncentrace suSiny
na pocatku, ve 12. hodin€ a na konci kultivace a k tomu
pfislu§né mnoZstvi sterolii v susiné bunék a Cistota er-
gosterolu jsou uvedeny v tab. 1.
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Tab. 1. Srovnani mnoZzstvi steroli v susin€ buné€k pfi riiznych riistovych rychlostech — Comparison of sterol amounts in cell dry

biomass at different growth rates cultivation

Susina [g/1] Celkoveé mnozstvi sterolil Cistota ergosterolu
Kultivace! B [h7] v sufing bungk’ [% hm. v su$ing]* (% ve sterolovém podilu)’
vi.fizi' o[ 10.h 12.h 24.h 0.h 12.h 24.h 0.h 10h 12.h 24.h
1 0,125 1,17 441 569 10,25 037 0,55 1,06 93,05 9353 9329 91,59
2 0,150 1,34 524 7,00 13,10 033 1,13 1,00 89,71 91,42 91,99 92,70
3 0,075 1,34 3,04 338 626 098 1,89 2,70 97,30 86,60 8543 76,71

'cultivation; %in the 1% phase; *dry biomass (g/l); *otal sterol amount in cell dry biomass (% weight in dry biomass): Sergosterol purity

(% in sterol fraction)

Celkem byly provedeny tf1 24hod. kultivace. S vyjimkou
kultivace 2 dochazi k vyraznéjSimu naristu mnoZstvi ste-
rolll v susiné bunék ve druhé fazi. Pti kultivaci 2 se ve
drub¢ fazi mnoZstvi sterolil v suSin€ bun€k v podstaté
ustalilo na hodnot€ okolo 0,9 % hm (obr. 2). Tento jev
patrn€ souvisi s vy§si mémou ristovou rychlosti. Nej-
vyS$3i narist mnoZstvi sterollt v susiné bunék byl zazna-
menan u kultivace 3 (tab. 1, obr. 2).

Vysoka tvorba sterolt v susiné bunék je zpuisobena
pomalej$im ristem (nizka mérna riistova rychlost) v prvni
tazi kultivace a je zcela v souladu s vysledky, které ziskali
ARNEZEDER a HAMPEL (1990). Vysoky obsah sterolii viak
souvisi s poklesem Cistoty ergosterolu. Z tab. 1 plyne, Ze
ergosterol ma vyssi Cistotu, pokud je mnoZstvi steroli
v susin€ bunck mensi.

Protoze dochazelo k velkym tbytktim média z bioreak-
toru pi1 odbéru vzorku, bylo nutné pro kultivace 3—6 pou-
Zit zfed€né)$i meédium — médium 11,

Vv tyziologického fizeni na tvorbu sterolli v kvasinko-
vych butikach byl sledovan u kultivaci 4-6.

Hodnoty respiracniho kvocientu, tj. poméru mezi obje-
movym mnozstvim oxidu uhhi¢itého, ktery byl vyprodu-
kovan za uréitou dobu, a objemovym mnoZstvim kysliku,
ktery byl za tuto dobu spotfebovan, jsou patrné na obr. 3.
Tento parametr byl vybran jako jedno z duleZitych kritérii
fyziologického stavu kvasinek Saccharomyces cerevisiae.

System pro danou kultivaci byl schopen rozlisSit Sest
ruznych metabolickych stavii: oxidacni rist na glukose,
oxidacné-redukéni rist na glukose, hraniéni stav mezi oxi-

Htime: Zcultivation

Obr. 3. Priibéh respira¢niho kvocientu (RQ) pfi kultivacich

4—6 — The values of respiration quotient (RQ) at cultivations
4-6

dacnim a oxidacné-redukénim ristem na glukose, oxidad-
ni rist na ethanolu, oxidacni rist na glukose i ethanolu
soucasn¢ a hladovéni. Kultivace byla rozd&lena do tfi fazi:
pocatecni (0.—1. h), ristova (do 18. h) a koncova faze.
V pocatecni £z bylo médium pfitokovéano ruéné. V riisto-
vé tazi bylo provadéno fizeni pfitoku podle fyziologické-
ho stavu kultury (fyziologicke tizeni). V této fazi doslo
v podstaté k udrzeni témét konstantni hodnoty respirac-
niho kvocientu (obr. 3). Pfitokovani média bylo v ristové
tazi uskutecnéno pomoci zmén ve smérnici profilu oxidu
uhlicitého. Profil oxidu uhli¢itého byl ménén z diivodu
zachovani téméf konstantni hodnoty respiraéniho kvo-
cientu. V koncove fazi byl pfitok média zastaven. V této
faz1 doslo pfi kultivaci 4 a 5 k poklesu respiraéniho kvo-
cientu a k naristu sterolii v susiné bunék (obr. 3 a 4).

Z obr. 2 a 4 je patrng, Ze oba zpusoby fizeni se vyznacuji
podobnymi vlastnostmi, tj. pracuje se pii nizsich rychlos-
tech rustu. U tyziologického fizeni neslo o hodnoty kon-
stantni, ale o zmé&ny v ristovych rychlostech (za 1 hod)
0,01az 0,14 phi kultivaci 4, 0,01-0,11 pfi kultivaci 5 a 0,01 a7
0,12 pf1 kultivaci 6. Zméeny v obsahu sterohi jsou zvlast
velké piikultivaci 4 (0,42 a 3,35% sterolti v susiné bunck).

Z uvedenych vysledki vyplyva, Ze z hlediska mnozstvi
a Cistoty ergosterolu je zpiisob vedeni kultivace pri nizké
specificke ristoveé rychlosti v prvni fazi nejvhodnéjsi.
Kulttvaci by bylo vhodné vést maximaln€ 10 hodin. V tom-
to Case je v susSin€ bunék jiz nad 1,5 % hm ergosterolu
a jeho Cistota je okolo 90 %. MnozZstvi biomasy je vsak
v tomto Case jeste piilis nizké, a proto by zkraceni kultiva-
cena 10 hodin nebylo vyhodné (tab. 1 a 2).
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Obr. 4. Porovnani mnozstvi sterold v susiné bunék pii kulti-
vacich 4-6 — Comparison of sterol amounts in cell dry biomass
at cultivations 4—6
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Tab. 2. Srovnani mnoZstvi steroll v susiné bun€k pfi riznych pribézich respiraéniho kvocientu (viz obr. 3) — Comparison of
sterol amounts in cell dry biomass at different values of respiration quotient (Fig. 3)

Celkové mnozstvi

sterolll v susiné Cistota ergosterolu

¥tk ¥1- (0 weo oyt 0/ . 1.4
T8 Susina”“ (g/1) bunék (% hm. v susiné)” (% ve sterolovém podilu) RQ
0.h 10,h 12.h 24, h 0.h 24. h 0. h 10,h 12.h 24 h 0.0h 12.h 24.h
4 1,20 2,02 2,96 5,78 0,81 2,83 90,86 88,11 87,56 78,78 0,00 1,19 0,19
4,14 7,56 8,56 13,42 1,06 2,70 .l  TL38 713l 6625 0,00 1,03 0,56
4,54 7,60 8,44 12,34 1,19 1,44 94,58 86,81 81,40 64,15 0,00 1,04 1,07

leultivation; *dry biomass; *total sterol amount in cell dry biomass (% weight in dry biomass); “ergosterol purity (% in sterol fraction)

Zaver

Vysledky ziskané pri feSeni této problematiky ukazuji
na dosti vyznamné chovani sterolt jako odpovéd na zme-
ny meérne rustove rychlosti bunék produkéniho mikroor-
ganismu. Zménami pritoku Zivaého média je moZno rist
buné€k a produkci steroli ovlivnit a to predevSim v riistové
fazi kultury. V této fazi se ukazuje hledany vliv snizeni
rustove rychlosti na tvorbu steroli. Snizeni obsahu neza-
doucich sterolti pfispiva v8ak spise vyssi rychlost ristu,
pfi niZ je ale niZ8i celkovy obsah sterolhi v buiikach.
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