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Ovod

V literatufe bylo doposud publikovédno méalo vysledkd
tykajicich se zmé&n fyziologického a energetického stavu
populace kvasinkovych bun&k v prib&hu hladovini na
zdroj uhlfku v prostiedi vodné suspenze. V piipad& pe-
katského droZdi se hladovéni v nepfitomnosti Zivin pro-
vadi a sleduje hlavné ve form#& liberek lisovaného pe-
kafského droZdi [1—4].

Tato prace je zaméfena na sledovédni zmén respiraénf{
aktivity a intraceluldrnich hladin adeninnukleotidf a
pyruvdtu v prib&hu hladovéni populace kvasinek Can-
dida utilis ve vodné suspenzi. Ziskané vysledky by mély
poslouZit k upfesnéni moZnosti skladovani kKvasnitného
mléka pfi vyrob& krmné biomasy a pfi uchovavani ino-
kula.

Material a metody e

PFi experimentech bylo pouZito kvasinky Candida uti-
lis &. 136 ze sbirky katedry kvasné chemie a bioinZenyr-

stvi VSCHT v Praze. Tento kmen byl adaptovdn na etha-

nol jako jediny zdroj uhliku a energie. Postup pfFipravy
inokula a sloZeni kultivaéntho meédia bylo popséno

v predchozi praci [5]. Buiiky byly ziskany jednorazovou
Kultivaci provadénou pfFi teploté 30°C, pH 4.6 s pods-
te€ni koncentraci ethanolu 20 g.1-1. Po dosaZen{ sta-
cionarni faze rfistu byly buiiky odstifed&ny, dvakrat pro-
myty a resuspendovdny v 50 mmol citrat-fosfatového
pufru o pH 4.6. Hladovéni probihalo pFi 4°C pfi kon-
centraci bunék 8 g.1-L Spotieba kysliku buiikami byla
mérfena kyslikovou elektrodou Pt—Ag/AgCl krytou po-
lypropylenovou membranou tloustky 12 um pFi 30°C pii-
pojenou k analyzdtoru rozpudténého kysliku Oxymetr
(VD CSAV Praha). Signal byl registrovén zapisovaZem
typu OH-814/1 (Radelkis, Madarsko). Zpracov&ni bun&k
pro stanoveni intraceluldrni koncentrace pyruvéatu, ATP,
ADP a AMP bylo provedeno postupem popsanym Dole-
Zalem a Kaprdlkem [6]. Koncentrace ATP byla stanove-
na ATP testem UV [(Boehringer, Mannheim, Kat. &.
123897). Koncentrace ADP, AMP a pyruvatu byly uréeny
ADP/AMP testem UV (Boehringer, Mannheim, Kat. &.
123820).

Vysledky a diskuse

Obrazek 1 ukazuje zmény v hodnotdch endogenni res-
pirace (g®o,) a exogenni spotFeby kysliku (go,) na
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Obr. 1. Zmény endogenni (1) a exogenni [2) resoirace
bunék v pribéhu hladovént
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Obr. 2. Zmény intraceluldrnich koncentraci ATP (1), ADP
(2], AMP (3] a pyruvdtu (4) v prabshu hladovéni

disimilaci 100 mg ethanolu.1-1, Na po&&tku hladov&ni
byla hodnota endogennt respirace nizk4 v diisledku malé
aktivity endogennfho metabolismu podminéné pfitomnos-
tf vnéjstho zdroje energie v priabshu kultivace bundk.
Ihned po zafatku hladovéni dochazl k vyuZivan! Zivin
nahromadénych uvnitf bunék, coZ dokumentuje prudky
pokles hladiny pyruvatu (obr. 2). Ji¥ asi po 24 h hlado-
vénf doch4dzf k vyraznému vzristu endogenn! respirace.
Tento vzriist g%0, znamené pofdtek utilizace makromo-
lekuldrnich rezervnich latek (prevaZné glykogen).

V prib&hu hladovéni se méni téZ schopnost bundk oxi-

dovat pfidany ethanol. Z obr. I je patrné, Ze tasov§ pri-
béh zmén exogenn! respirace je pribliZné zrcadlovym
obrazem zmén endogenni respirace. Po 9 dnech hladovs-
ni se ménf fyziologickd charakteristika bundéné popu-
lace. Schopnost bun&k oxidovat exogenni ethanol postup-
né klesd, ale naopak vzrista aktivita endogenntho
metabolismu, tzn. rychlost disimilace vlastnich z&sob-
nich latek. Zajimavé je zjisténi, Ze s ristem aktivity
endogenniho metabolismu vzrostla i prakticky na dvoj-
nasobek postupn# hodnota intraceluldrniho obsahu pyru-
vatu (obr. 2). Pokles schopnosti vyuXivanf exogenniho
zdroje energie v priib8hu hladovéni potvrzuje zjist&ni
Strange (7], kter§y pFi hladovéni bakteri4lni populace
pozoroval postupnou ztrdtu schopnosti syntézovat in-
duktivnf enzymy. Bez ohledu na pFedchozi adaptaci bu-
nék na ethanol jako jediny zdroj uhliku a energie pro
rist, ztratily buiiky tuto schopnost asi po 15 dnech hla-
dovéni, kdy hodnoty endogenni respirace dosdhly hodnot
vys3ich neZ byly hodnoty qo,. Tento fakt tedy potvrzuje,
Ze vysoké hodnoty endogennf respirace potlauji oxidaci
exogenniho ethanolu. Podobné vysledky s bakterialni po-
pulaci zjistili i Ribbons a Dawes [8].

Obrdzek 2 ukazuje zmdny intraceluldrni koncentrace
ATP, ADP, AMP a pyruvatu. BEhem prvnich 9 dnii hlado-
véni zfistala hladina ATP piiblizn& konstantni. Podobny
priib2h vykazovala i koncentrace AMP, Naopak v kon-
centracich ADP a pyruvétu se v této dob® objevily urdité
oscilace. V priib&hu dalitho hladov&ni do%lo k postup-
nému poklesu hladiny ATP, co? dobfe souhlasi s vysled-
ky pozorovangymi u baktérii [9]. Pokles ATP byl dopro-
vdzen soufasnym vzristem koncentraci ADP a AMP.
Porovndn{ jednotlivfch priibdhéi na obr. 2 ukazuje, Z¥e
zfejm& existuje urfitd souvislost mezi intraceluldrnimi
hladinami nukleotidii a pyruvdtu v pritb&hu hladovéni
bunék.
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Obr. 3. Zmény energetického ndboje (1), poméru ATP/ADP
(2] a celkového obsahu adeninnukleotidd (3) v pribshu
hladovéni

Pro lep3f ilustraci zmé&n energetického stavu bundéné
populace jsou na obr. 3 vyneseny vypoltené velidiny
z naméfenych hladin adeninnukleotidi. Je to jednak
hodnota energetického naboje [10] vypoétend ze vztahu

ATP + 1/2 ADP
" ATP + ADP + AMP’

déale pomér ATP/ADP a celkovd suma Koncentraci viech
nukleotiddi ¥ A = ATP + ADP + AMP, Z prithéhu hodnot
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energetického ndboje je zfejmé, Z¥e ztrdta schopnosti
bunék tvofit kolonie byla pfi nizkych teplotach mald a
ginila asi 0,8 % po 18 dnech hladovéni. Pokles energe-
tického naboje pod hednotu 0,8 byl pozorovan teprve po
11 dnech hladovéni. Pomér ATP/ADP, charakterizujici jak
aktivitu katabolickych tak i anabolickych drah, byl také
témé&F konstantni b&hem prvnich 11 dni hladovéni. Dal-
51 hladovénl pak vedlo k poklesu poméru ATP/ADP, coZ
ukazuje na vzriist katabolické aktivity bunécné populace
[11]. Potvrdil to i vzrst koncentrace pyruvatu (obr. 2).
Celkovy obsah adeninnukleotidi ¥ A charakterizuje za-
sobu fosfdtu a energie v bund&né populaci. PrestoZe po-
kles schopnosti bunék tvobit kolonie byl i po 18 dnech
hladovéni velmi maly, charakterizuje pokles obsahu ade-
ninnukleotiddi, pozorovany po 9 dnech hladovéni, zmény
katabolické aktivity plynouci ze zmén fyziologického
stavu bunééné populace.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze pri uchovavani kvasnif-
ného mléka pfi vhodné hodnoté pH média a nizké teplo-
t& neztrdaci bshem 9 dnf skladovan{ buiiky Candida uti-
lis nejen na Zivotaschopnosti, aviak neméni se pfili§ ani
jejich schopnost utilizovat pridany ethanol jako zdroj
energie.
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Byly sledovdny zmény katabolické aktivity exogenniho
a endogenniho metabolismu spolu se zm®&nami intracelu-
larni koncentrace adeninnukleotidi a pyruvdtu v prii-
béhu dlouhodobého hladovéni pii nfzké teplots.
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Hecaenopamncs naMeHenns kataGoJnuecKoll aKTHBHOCTH
SK30TeHHOTO M 3HIOreHHOr0 MeTafomH3Ma BMecTe ¢ H3Me-
HEHHAMH BHYTPHIELTIONAPHOMA KOHIEHTPALHH 3 IeHHHEYKIIEO-
THI0B H NHPYBATa B TeUEHNE JOJATOBPCMEHHOr0 NPOroJO/a-
HUA TIPH HH3KO[ TeMmeparype.
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‘'of Candida utilis During Long-Term Starvation. Kvas.

prim. 30, 1984, No. 10, pp. 225—227.

Changes in catabolic activity of exogenous and endo-
genous metabolism were studied with respect to chan-
ges in the intracellular level of adenin nucleotides and
pyruvate during long-term yeast starvation at low tem-
perature.

Péaca, ].: Anderungen der Respirations-Aktivitdt und des
energetischen Zustandes der Zellenpopulation von Can-
dida utilis in Verlauf langdauernder Humgerung. Kvas.
priim. 30, 1984, No. 10, S. 225—227.

Es wurden die Anderungen der katabolischen Aktivi-
tdt des exogenen und endogenen Metabolismus zusam-
men mit den Anderungen der intrazellularen Konzentra-
tion der Adeninnukleotide und des Pyruvats im Verlauf
langdauernder Hungerung bei niedriger Temperatur ver-
folgt.



