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(54) Zplsob stenoveni metabolické ektivity kvasnidnych bunék metabolizujicich glukozu

Vyndlez se tykd zplisobu stanoveni me-
tabolické ektivity kvasnidnych bunék meta-
bolizujicich glukozu. Podstate je v tom,
Ze intenzita metabolickfch pochodl se sta-
- novi pomoci tzv. acidifikadni schopnosti
AS ze zmén kyselosti vnéjiiho média bo
suspendovéni bun&€k v destilovené vodd
e po p¥iddni glukozy k suspenzi. Vyhodou
je, %e se pomoci jedroduchého a snadno re-
~ produkovatelného postupu, t.j. pouhého
odedteni kyselosti suspenze za popsanych
podminek, stenovi krsétkodobé.i dlouhodobé
zm&ny metabolické aktivity bun&k. Lze tak
stanovit vliv ristovych podminek, sklado~
védnf, lyofilizace, inhibitord, mutagend,
atd., na metabolickou aktivitu kvasinek
me tabolizujicich glukozu. Postup je velmi
jednoduchy, vyZeduje pouze standardni la-
boratorn{ vybeveni a mi%e byt rutinné pro-
véddén i nezafkolenymi pracovniky. Poddvd
okamZitou informaci o metabolickém stavu
kultury. '
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Vynélez se tfké jednoduchého zplsobu stanoveni metebolické aktivity, pop¥. stupnd
autolyzy kvasni&nych bunék metabolizujicich glukozu.

PY¥i prdci s kvasinkami jak v laboratornim, tek v primyslovém m&¥itku (lihovarnicky,
dro¥dérensky, pivovarsky primysl atd.) je t¥ebe Casto stanovit metabolicky stav pokusnych
nebo produkdnich kmend. Pro stanoveni se pouZivd Fady metod, (nap¥. A.Kleinzeller, J.Mdlek,
R.Vrba:Manometrické metody a jejich pouiti v biologii a biochemii, Stdtni zdravotnické ne-
kladatelstvi, Praha 1954), kvesné schopnésti (viz nep¥. J.Dyr, V.Grégr, A.Seiler: Lihovar-
stvi I, SNTL, Praha 1964) a delZich, které jsou pomérné pracné a ;dlouhavé a nepodavaji
vidy celkovy obraz intenzity Zivotnich pochodd v bunkdch.

Vynédlez umo¥nuje doplnit, pop¥. nahradit tyto tradidni testy rychlym a jednoduchym
stanovenim metabolické sktivity bundk. Jeho podstatou je, Ze 3x promyté bunky se suspendu-
ji p¥i 25-30 % ve vodd o pH 6 & poté, po 5~10 min se p¥#idd glukéza do kone&né koncentrace
0,5-1,0 % a po dal8ich 10 min se odeSte pH suspenze na pH-metru, nale? zji3tény rozdil me-
zi poddtednim & kone&nym pH je tzv. acidifikelni schopnost AS, kterd je p¥imou mérou me ta-
bolické aktivity bundk., Metoda je pouZitelnd pro rizné druhy kvasinek me tabolizujicich
glukézu, nap¥. peka¥ské kvasinky (Seccharomyces cerevisiae), pivovarské kvasinky (Saccha~
romyces uvarum) a dalSi.
studium zmén metebolické ektivity navozenych dlouhod&bjm aerobnim hladovénim ukdzalo, Ze
bunky bohaté na zdroje energie okyseluji vnéjsi prost¥edi, zatimco bunky energeticky chudé
‘(nap#. nésledkem stdrnuti za nep¥iznivych podminek) vnéjsi prost¥edi alkalizuji. Alkaliza-
ce p¥itom stoupd & s postupujicim ochuzovdnim, pop¥. s postupujici sutolyzon bunék. Teto
spontdnni zméne kyselosti prostiedi po suspendovdni je popisovdna kiivkou charakteristic-
kou pro dany druh, kmen, hustotu suspenze a pokusné podminky. '

Podobnou charakteristickou velidinou je i dalsi zména kyselosti suspenze, kterd na-
stédvéd po p¥iddni glukozy k suspenzi. U energeticky bohatych bundk je tato glukézou vyvola~-
né zméne kyselosti nii%i, vzristd s postupujicim hladovénim, & u bundk siln& ochuzenyeh
(nap¥. po cca 80 hodindch aerobniho hledovén{ peka¥skych kvasinek v destilovend vod&) opét
klesd.

Soudet obou hodnot byl nazvén acodifikedni schopnosti AS; jeji hodnota linedrn& klesd
s postupujicim hladovénim bundk., Tato linedrni zdvislost slou¥i jako referendni graf pro
deny kmen & ziské se zplsobem popsanym v p¥ikledu 1. Zmény acidifika&ni schopnosti jsou
doprovézeny zménami v intenzit® respiradnich pochodld v buﬁkéch, v obsshu makroergickych
slouSenin (edenosintrifosfét, ddle jen ATP) a v intenzité glykoiytickjch (fermentativnich)
pochodd (viz M.A,Jimenéz, K.Sigler, L.S.Herrers, AKotyk:Biologie 35, 167-171, 1980 - pomo-
of acidifikedni schopnosti lze dokonce testovat kvasni¥né mutanty blokovené v glykoljze).
Zmény AS tedy odrdZeji citlivé a vSestrannd zmény metabolické aktivity bunék.

Stenoveni AS vyzaduje pouze standardni laboratorni vypaveni (pH-metr, sklenénou a kas
lomélovou elektrodu, vodni 14zen temperovenou na 25 - 30%C, laboratorni magnetickou michad-
ku) a chemikdlie (destilovand voda, glukoza).

Ne p¥iloZeném vykresu jsou, ne obr.l a 2 zndzornény grafy popisujici stanoveni metabo-

lické aktivity kvasnidnfch bundk kmene Sacchraromyces cerevisiae K podle vyndlezu., Na vodo-
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rovné ose jmou v obou pFipadech naneseny hédiny hledovéni uvedenych kvasniénjch bunéké ne
svislé ose na obr.l jsou naneseny zmény pH pozorované b&hem této doby hladovéni & u obr.2
je na levé svislé ose obsah ATP a na pravé svislé ose rychlost dychdni bundk. Na obr.l je
popsdn vliv doby hladovdni na intenzitu spontdnni acidifikece (kiivka a), glukozou induko-
vené ecidifikece (k¥ivka b) e celkovou acidifikadni schopnost (p¥imky I, II). Symboly
o, o, o up¥imek I & II jsou hodnoty ziskané ve t¥ech rlznych pokusech., Na obr.2 je po-
psdn vliv doby hladovéni na rychlost spot¥eby kysliku bunkemi (hod., nmol 0, min'l(mg susi-
ny)'l) a obsah ATP (hod., nmel ATP (mg suéiny’l) v kvasinkdch Sacchreomyces cerevisiae K.

Déle je uveden p¥iklad zplisobu stanoveni metabolické aktivity kvasinek metabolizuji-
cich glukozu podle vyndlezu.
P¥ikled

Kvasinky (suené, lisované nebo sediment bunék ziskany cantrifugaci kvasniéné suspen-
ze) se promyji 3 x centrifugaci v destilované vodé p¥i 2000 - 3000 ndsobku gravitadniho
zrychleni, aby se odstranily zbytky médie 1 souddsti lysovenych bunék z mezibunédného a pe=-
riplesmatického prostoru, a resuspenduji se v 10 ml destilované vody, jejiZ teplote je udr-
#ovéna na 30 °C pomoci vodni lézné e jejiZ kyselost je nastavena ne podédtedni pH = 6,0
pomoci HC1 nebo NeOH; ve vodé je ponorend sklenénd a kalomelovd elektroda, pFipojend k
pH=me tru. Optimdlni hustota suspenze je 15 = 20 g suché vihy b&nék na litr a suspenze je
neustdle michdna megnetickou michadkou. Po 10 min se k suspenszi p#idé roztok D-glukozy do
konedné koncentrace 0,5 - 1,0 % (obvykle 0,2 ml 40 % glukozy na 10 ml); po daldich 10 min
se odelte hodnots pH., Rozdil

/6,0 = pH . c= AS/ (1)

Okyseleni (sniZeni pH) suspenze se p¥itom bere jako kladnd zména pH, alkalizace (zvySeni
pH) jako zdpornd zména pH.

Postup je mo¥no opakovat pro bunky hladovéjici merobn& (suspendované ve vodé za michd-
ni na t¥epadce) rdznou dobu. Vynesenim hodnot AS proti dobé hladov&ni v hodindch se ziskd
p¥imka popsand rovaiei 2,

/ AS = A - Bt/ (2)

'kde A je poSdtedni hodnota AS mé¥end u bunék bezprost¥edn& po ristu, B je koeficient popi=

sujici pokles AS s Gasem, t je doba hladovéni v hodindch. Koeficienty A a B jsou charakte-
ristické pro dany druh, kmen & pokusné ﬂodminky, stejné jako hodnote AS, Pro laboratorni
kmen Saccharameces cerevisiae K md rovnice (2) tvar (viz obr.l, p#imka I)
/ AS = 2,47 - 0,029 t / (3)
KdyZ AS dosdhne kodﬁoty blizké nule, Ubytek metabolické aktivity se zrychli a AS se
#1d{ rovnici 4 (p¥imka I1I)
/ AS = 4,81 - 0,062 t / (4)
, (Stanoveno metodou nejmensich &tvercl).
Bunky tohoto kmene, jejich¥ AS je v rozmezi 2,5 a%¥ 1,0 jsou v uspokojivém.metabolic-
kém steavu, Buﬁky 8 AS menSim neZ nula jsou silné autolyzovdny nebo jinek pod3kozeny a je-
jich metebolickéd aktivita je mizivd,

Postup popseny v p¥ikladu miZe slouZit pro ¥adu dalSich stanoveni:
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a) Srovndni AS studované suspenze bezprostFedné po odd&leni ristového média s referendni

AS standaerdni suspenze miZe demonstrovat vliv kultivednich podminek na metabolickou aktivi-
tu.

b) Srovnéni Sesového fektoru B v rovnici (2), vypo&teného nap¥. jako rozdil AS {poddtedni)~
- AS (po 2P hod..hladovéni) s obdobnou referendni hodnotou stenderdn{ suspenze ‘demonstruje
dlouhodoby vliv kultivednich podminek, rychlost poklesu metabolické aktivity se stdrnutim
kultury. i

¢) Opakované stanoveni AS nep¥. U sulenych kvesinek v riznfch intérvalech po suspendovéni
v destilovené vodd ukazuje rychlost zotavovdni bunék i okem#ik, kdy bunky doséhly plné me-
tabolické aktivity (poddtedni varist a nédslednéd stabilizace AS). Dobu mezi suspendoyénim

- bunék e p¥iddnim glukozy je v tomto p¥ipad® moZno zkrdtit na 5 minut.

d) Srovnani koeficientu A nebo koeficientu B z.roinice (2) u bunék vystavenfch nap¥. vlivu
inhibitord, iéfeni, mutegend atd., s odpovidejicimi hodnoteml pro standardn{ intaktni bun-
ky ukazuje stupen podkozeni Zivotnich procesi,

e) Kontrolni stenoveni AS (koeficientu A nebo B) provéddé&né v deldich intervelech u téZe
kultury, pouZivané nap¥. dlouhodobé pro primyslové uSely, poskytne prvni informeci o pPi-

padnfch zménéch v kultufe.

PREDMET VYNAKALEZU
Zpisob stanoveni metabolické aktivity kvasnidnych bunék metabolizujicich glukozu,
vyznadeny tim, Ze bunky promyté t¥ikrdt v destilované vodé se suqunduji p¥i 25 °C a
30 °C v destilované vodd o pH 6 a poté po 5 ai 10 minutéch se pridd glukéza do konedné
koncentrace 0,5 a# 1,0 % & po daldich 10 minutdch se odedte pH suspenze ne pH-metru, na-
ges zji¥tén¥ rozdil mezi poddtednim a xonednym pH je tzv. acidifikadni schopnost AS, kterd

je p¥imou mérou metabolické aktivity bunék.

1 vykres
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