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WPLYW pH NA ZDOLNOSC WIAZANIA MAGNEZU
PRZEZ DROZDZE PASZOWE CANDIDA UTILIS
ATCC 9950 PODCZAS HODOWLI WGLEBNEJ

Stanistaw Blazejak, Wanda Duszkiewicz-Reinhard,
Matgorzata Gniewosz, Monika Chojnacka

Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. Badano wptyw pH $rodowiska hodowlanego na zdolno$¢ trwatego wiazania

jondéw magnezu przez komorki drozdzy paszowych Candida utilis ATCC 9950. Jedno-

czesnie okre§lono wpltyw kwasowosci czynnej podtoza wzbogaconego w magnez na plon

biomasy komoérkowej. W tym celu pH podlozy YPD ustalono na poziomach 5,0; 6,0; 7,0
oraz suplementowano jonami Mg®” w dawce 1,25 g/dm’ na poczatku 48-godzinnej ho-
dowli wglebnej. Stwierdzono korzystny wptyw wyzszego pH podtoza na zawarto$¢ ma-

gnezu w komorkach drozdzy i plon biomasy. Najwigcej magnezu (4,26 mg/g; ) zawieraly
drozdze po 48 godzinach hodowli na podtozu o pH 7,0, natomiast najwyzszy plon bioma-

sy w warunkach do$wiadczenia (15,51 g,,/dm®) uzyskano réwniez z tego podtoza, ale po
24 godzinach. Kwasowo$¢ czynna byla tym czynnikiem $rodowiska, ktory decydowat o

zdolnosci drozdzy do trwalego wiazania magnezu, poprzez regulowanie jego dostgpnosci

do zewngtrznych struktur $ciany komorkowej

Stowa kluczowe: Candida utilis, pH, magnez, biokumulacja

WPROWADZENIE

Zdolno$¢ drozdzy do wiazania kationow obecnych w s$rodowisku hodowlanym
stwarza mozliwos$¢ otrzymywania naturalnych bioplekséow tych mikroelementow, ktore
sa deficytowe w diecie ludzi i zwierzat. Specyficzna struktura zewngtrznej warstwy
sciany komoérkowej bogatej w mannoproteiny sprzyja sorpcji katindow w ilosciach czg-
sto przekraczajacych zapotrzebowanie fizjologiczne drozdzy. Zaadsorbowane kationy
ulegaja wewnatrzkomoérkowej bioakumulacji w oraganellach komérkowych tak, aby
w wypadku niedoboru istotnego dla metabolizmu komoérkowego kationu moc szybko
uzupehié jego brak [Klimiuk i Lebkowska 2004, Liu i in. 2002, Graschopf i in. 2001,

Lipke i Ovalle 1998, MacDiarmid i Gardner 1998].
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Magnez jest biopierwiastkiem kluczowym dla prawidlowego funkcjonowania roz-
nych szlakow metabolicznych u organizméw eukariotycznych poprzez aktywacje prze-
szto 300 enzymoéw, stabilizacje blon cytoplazmytcznych, mitochondridw, rybosoméw
i kwasow nukleinowych [Birch i Walker 2000, Walker 1994]. Jednak coraz powszech-
niejszy niedobor tego pierwiastka w organizmie cztowieka, siggajacy nawet 80% popu-
lacji, czgsto wymaga suplementacji farmakologicznej. Podawanie magnezu w postaci
preparatow soli organicznych lub nieorganicznych okazuje si¢ mato skuteczne ze
wzgledu na niska przyswajalnos¢ takich form tego kationu, wynikajaca z trudnosci
w przekraczaniu bariery dwuwarstwy lipidowej btony cytoplazmatycznej. Stad alterna-
tywnym rozwigzaniem staje si¢ ograniczanie niedoboru magnezu przez wprowadzenie
do diety biomasy drozdzowej wzbogaconej jonami Mg”" lub preparatu biatkowo-mine-
ralnego uzyskanego z drozdzy wzbogaconych w ten kation. Magnez podany w postaci
biopleksu, w przeciwienstwie do kationu Mg®*, jest dobrze przyswajalny, poniewaz
w potaczeniu z biatkami bez trudu przekracza hydrofobowe btony komoérkowe [Marda-
rowicz 1997, Vandergrift 1991].

Sorpcja jonow Mg*" przez drozdze, a w rezultacie pozniejsze wewnatrzkomoérkowe
gromadzenie magnezu w formie biopleksow, zalezy od szeregu czynnikéw Srodowi-
skowych. Szczegolna rola przypada kwasowosci czynnej podioza hodowlanego, ktora
warunkuje ten niewymagajacy wydatku energetycznego komorki pierwszy etap wiaza-
nia kationéw z drozdzami [Goksungur i in. 2005, Gadd 2004, Staba i Dlugonski 2002].

Jony [H'] i [OH'] odgrywaja istotna role w bezposredniej regulacji procesoéw meta-
bolicznych, a przede wszystkim decyduja o kierunku i szybkosci reakcji enzymatycz-
nych. Nadmierne stezenie jonéw [H'] lub [OH] w cytozolu hamuje szereg przemian,
powoduje zaktdcenie rownowagi migdzy wytwarzaniem a zuzywaniem ATP w komorce
oraz spadek syntezy biatka z jednostki zuzytego wegla.

Optymalne pH s$rodowiska dla wzrostu wigkszo$ci rodzajow drozdzy miesci sig
w zakresie pH 4,0-5,0. Badania prowadzone przez Thomasa [1980] wykazaly, ze szyb-
ko$¢ wzrostu drozdzy Candida utilis jest optymalna pomigdzy pH 3,5-5,0. Ponizej war-
tosci pH 3,5 wydtuzat si¢ czas generacji, a w $rodowisku o pH 2,5 wzrost komorek
ulegat prawie catkowitemu zahamowaniu.

Kwasowos¢ czynna podtoza hodowlanego jest podstawowym czynnikiem reguluja-
cym chemisorpcje kationéw przez komorki drozdzy. Obecno$¢ w $cianie komdrkowej
komplekséw bialkowo-weglowodanowych zawierajacych grupy funkcyjne (m.in.: fos-
foranowe, hydroksylowe, karboksylowe, aminowe) nadaje im ujemny tadunek, przez co
sprzyja wigzaniu jonow metali na powierzchni drozdzy [Klimiuk i Lebkowska 2004,
Park i in. 2003, Tuszynski i Pasternakiewicz 2000].

Niskie pH podtoza hodowlanego powoduje zwigkszenie zawarto§ci wolnych jonow
metali w $rodowisku ale jednoczesnie sprawia, ze kationy [H'] zaczynaja wspotzawod-
niczy¢ z kationami metali o miejsce adsorpcji na powierzchni komorki [Tuszynski
i Pasternakiewicz 1999]. W konsekwencji ilo$¢ pobieranych ze §rodowiska jonéw meta-
li jest wynikiem konkurencji pomigdzy kationami [H'] a kationami metali.

Gdy pH jest neutralne lub lekko alkaliczne dzieki mniejszemu stezeniu jondéw [H']
w podlozu, wolne pary elektronowe ligandow Sciany komorkowej drozdzy tatwiej two-
rza wigzania koordynacyjne z jonami metali niz w §rodowisku kwasnym. Wptywa to na
zwigkszenie zdolnosci komorek drozdzy do pobierania kationéw metali z podtoza ho-
dowlanego. Jednak nadmierny wzrost pH $rodowiska hodowlanego sprzyja tworzeniu
anionéw, m.in. w wyniku reakcji dysocjacji zwiazkéw chemicznych znajdujacych sig

Acta Sci. Pol.



Wplyw pH na zdolnos¢ wiqzania magnezu ... 49

w podlozu. Powstate aniony maja zdolno$¢ przylaczania kationow metali i tworzenia
nierozpuszczalnych zwiazkoéw [Tuszynski 1 Pasternakiewicz 1999]. W tym wypadku
obecnos¢ znacznych ilosci grup anionowych w $rodowisku utrudnia wiazanie jonow
metali z ligandami $ciany komdrkowe;.

Wysokie warto$ci pH srodowiska hodowlanego prowadza na ogot do wytracania
znacznych iloéci nierozpuszczalnych osadéow wodorotlenkow i tlenkow metali oraz
tworzenia jonow hydroksymetalicznych o charakterze slabych kwaséow, zdolnych do
potaczen kompleksowych z metalami [Tuszynski i Pasternakiewicz 1999]. W rezultacie
powoduje to znaczne zmniejszenie zdolno$ci wiazania joné6w metali przez komorki
drozdzy [Park i in. 2003, Brady i Duncan 1994].

Wedlug Jonesa i Greenfielda [1984] szczegdlne ostabienie zdolnosci komoérek droz-
dzy do pobierania i wigzania dwuwartosciowych kationow metali pojawia si¢ wtedy,
gdy wartosci pH spadaja ponizej 5,0. Obserwacje te potwierdzili rowniez Brady i Dun-
can [1994], wskazujac jednoczesnie, ze maksymalna biosorpcja jondw metali w komor-
kach wigkszo$ci gatunkéw drozdzy wystepuje wtedy, gdy pH miesci si¢ w zakresie 5,0-
-9,0, a odstgpstwo od tych wartosci w ktorakolwiek ze stron prowadzi zwykle do gwat-
townego spadku sorpcji.

Celem badan bylo okreslenie zdolnosci komorek drozdzy paszowych Candida utilis
ATCC 9950 do trwatego wiazania magnezu w zaleznos$ci od pH podtoza hodowlanego
wzbogaconego w ten pierwiastek podczas 48-godzinnej hodowli wglebnej. Warunkiem
praktycznego wykorzystania drozdzy wzbogaconych w magnez jako potencjalnego
zrddla tego pierwiastka jest uzyskanie odpowiednio duzego plonu biomasy komoérko-
wej, ktory powinien by¢ przynajmniej taki sam jak w hodowlach na standardowym
podtozu YPD o pH 5,0.

Zakres przeprowadzonych badan obejmowat nastgpujace zagadnienia:

— wpltyw pH podloza doswiadczalnego wzbogaconego w jony Mg®* na zawarto$é tego
pierwiastka w biomasie komorkowej drozdzy C. utilis w warunkach hodowli wglebne;j,

— wplyw pH podloza doswiadczalnego wzbogaconego w jony Mg”" na plon biomasy
komérkowej drozdzy paszowych.

MATERIAL I METODY

Material biologiczny

W badaniach zastosowano szczep drozdzy paszowych Candida utilis ATCC 9950
pochodzacy z kolekcji czystych kultur Zaktadu Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno-
$ci SGGW.

Podloza mikrobiologiczne

— podtoza kontrolne — ptynna pozywka YPD [Robinson 2000],

— podtoza doswiadczalne — ptynna pozywka YPD wzbogacona jonami Mg”" pocho-
dzacymi z soli MgCl,-6H,0 cz.d.a. (POCH) w takiej ilosci, aby zawarto$é jonow Mg
wynosita 1,25 g/dm’.

Do przechowywania szczepu drozdzy oraz przygotowania materiatu do zaszczepie-
nia inoculum zastosowano state podtoze YPD z 2-procentowym agarem.

Technologia Alimentaria 4(2) 2005
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Wszystkie podloza przygotowano na wodzie dejonizowanej oraz sterylizowano
w autoklawie w temperaturze 121°C przez 20 min.

Ustalanie pH podlozy mikrobiologicznych

Kwasowos$¢ czynna podlozy kontrolnych i do$wiadczalnych ustalono uzywajac
0,1M HCI lub 0,1M NaOH tak, aby w poszczegdlnych hodowlach wynosita odpowied-
nio: 5,0, 6,0 1 7,0. Stezenie jonéw wodorowych oznaczano za pomoca pehametru (Con-
best CP-501, Polska). Ustawiajac pH podlozy wzigto pod uwage jego nieznaczny spa-
dek podczas procesu sterylizacji, dlatego tez uwzgledniono poprawke pH wynoszaca
+0,2 jednostki.

Przygotowanie inoculum

Inoculum drozdzy Candida utilis przygotowano na ptynnym podtozu YPD w objeto-
$ci 80 cm’. Namnazanie drozdzy prowadzono w temp. 28°C na wstrzasarce posuwisto-
zwrotnej o czgstotliwosci 200 cykli/min (E. Biithler SM-30 Control, Niemcy) do uzy-
skania gestosci optycznej (OD) rownej 2,00, co w warunkach do$wiadczenia trwato
srednio 20-22 h. Po osiaggnigciu wymaganego OD, biomas¢ drozdzy odwirowywano
w warunkach sterylnych (ok. 1500 x g, 10 min, wirowka Eppendorf 5804 R, Niemcy),
ptukano woda dejonizowana, ponownie wirowano, po czym zawieszono w 80 cm’ ja-
towej wody dejonizowanej w celu przygotowania matki drozdzowej o pH neutralnym.
Inoculum o pH 7,0 stanowito material wyjsciowy, ktory w ilosci 10% (v/v) wprowadza-
no do podtozy kontrolnych i do§wiadczalnych w danej serii badan.

Hodowla drozdzy Candida utilis na podlozach kontrolnych i do§wiadczalnych

Kolby ptaskodenne zawierajace po 90 cm® podioza kontrolnego (bez dodatku ma-
gnezu) lub doswiadczalnego (wzbogaconego w magnez) o okreslonym pH, tj. 5,0, 6,0
lub 7,0 szczepiono 10 cm® inoculum. Hodowle prowadzono przez 48 h w temp. 28°C na
wstrzasarce posuwisto-zwrotnej o czgstotliwosci 200 cykli/min (E. Biithler SM-30 Con-
trol, Niemcy) Podczas hodowli kontrolowano plon biomasy komoérkowej drozdzy oraz
zawarto$¢ magnezu w komorkach C. utilis. Oznaczenia wykonywano bezposednio po
wprowadzeniu inoculum (T0) oraz po 24 (T24) 1 48 (T48) godzinach procesu.

Oznaczanie gesto$ci optycznej (OD)

Wykonywano celem szybkiego oszacowania liczby komoérek drozdzy w materiale
przeznaczonym do zaszczepienia podtozy hodowlanych w kolejnych seriach doswiad-
czen. Metoda polegata na pomiarze absorbancji probki inoculum w zakresie $wiatta
widzialnego. Pomiary OD przeprowadzano na spektrofotometrze (Spectronic 20 Gene-
sys, USA) przy dlugosci fali 600 nm [Pasternakiewicz i Tuszynski 1997].

Oznaczenie plonu biomasy komérkowej drozdzy

Plon biomasy komodrkowej drozdzy oznaczano metoda suszenia po odwirowaniu
probek z poszczegolnych hodowli (ok. 1500 x g, 10 min, wirbwka MPW-340, Polska).
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Wynik podawano w gramach suchej substancji drozdzy na decymetr sze$cienny hodow-
li [g,/dm’].

Oznaczanie zawarto§ci magnezu w biomasie komorkowej drozdzy metoda absorp-
cyjnej spektrofotometrii atomowej (ASA)

Odwirowane, 2-krotnie przeptukane woda dejonizowana, wysuszone i zwazone
probki biomasy drozdzy z poszczegélnych hodowli mineralizowano w mieszaninie
kwas6éw azotowego i nadchlorowego (BUCHI Digestion Unit K-435, Niemcy). W tak
przygotowanych probkach oznaczano zawarto§¢ magnezu metoda ASA (spektrofoto-
metr Schimadzu AA-660, Japonia). Absorbancj¢ mierzono przy dlugosci fali rownej
285,2 nm [Eksperymentalna chemia... 1995]. Wyniki podawano w mg Mg*" na gram
suchej substancji biomasy drozdzy [mg Mg**/g, .

Analiza statystyczna

Wyniki oznaczen uzyskane w 7 seriach doswiadczen (kazda w 3 powtorzeniach)
poddano analizie statystycznej za pomoca programu komputerowego Statgraphics Plus
wersja 5.1. Przeprowadzono analizg wariancji oraz test Duncana dla poziomu istotnosci
a = 0,05. Najmniejsze istotne réznice (NIR) migdzy porownywanymi Srednimi warto-
$ciami plondéw biomasy i zawarto$ci magnezu w komoérkach drozdzy z hodowli na pod-
tozach o zréznicowanym pH przedstawiono w tabelach 2 i 4.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Niniejsza praca stanowi kontynuacja zagadnien badawczych realizowanych w Za-
ktadzie Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci SGGW [Blazejak i in. 2003, Blazejak
i Duszkiewicz-Reinhard 2004]. Okreslono wpltyw réznych wartosci pH $rodowiska
hodowlanego wzbogaconego w magnez na zdolno$¢ wiazania tego kationu przez ko-
morki drozdzy Candida utilis oraz na wzrost drozdzy, czego wyrazem byl plon biomasy
komoérkowej. Przyjete w badaniach poziomy stezenia jonéw [H'] w podtozach hodow-
lanych wynikaly z doniesien literaturowych, ktore sugeruja optymalne wiazanie jonow
Mg*" przez komoérki drozdzy w zakresie pH 5,0-7,0 [Park i in. 2003, Brady i Duncan
1994].

Do badan nad wiazaniem magnezu w warunkach hodowli wglgbnej zastosowano
podtoze YPD, o statym sktadzie z tatwo przyswajalnym zréodlem wegla, ktore gwarantu-
je optymalny wzrost drozdzy [Blackwell i in. 1997]. Podtoze wzbogacono w jony Mg
w dawce 1,25 g/dm’, w postaci MgClLx6H,0. Wybér takiego zrodta magnezu wynikat
z jego dostepnosci, dobrej rozpuszczalnosci, braku toksyczno$ci wobec drozdzy w sto-
sowanym stgzeniu oraz wynikow wczesniejszych prac nad wiazaniem tego kationu
przez drozdze paszowe [Blazejak i in. 2003, Rees i Stewart 1997].

Aby zapewni¢ porownywalno$¢ wynikow z kolejnych serii badan, hodowlg inocu-
lum na ptynnym podtozu YPD prowadzono do uzyskania okreslonej i statej wartosci
gestosci optycznej (OD = 2,00). Postgpowanie takie gwarantowato wprowadzenie do
podtozy hodowlanych podobnej liczby komodrek drozdzy w poszczegdlnych seriach
doswiadczen.

Technologia Alimentaria 4(2) 2005



52 S. Blazejak ...

Oznaczenie zawarto$ci magnezu przeprowadzono w wysuszonych probkach bioma-
sy drozdzy ptukanej 2-krotnie po odwirowaniu woda dejonizowana. W ten sposob usu-
wano tg czg$¢ jonow Mg, ktore nie zwiazaly si¢ z komorkami, lecz jedynie luzno zaad-
sorbowaty na powierzchni §ciany komérkowej lub tez znajdowaty si¢ w przestrzeniach
migdzykomorkowych biomasy drozdzowej. Zmiany zawarto$ci magnezu w komoérkach
drozdzy, w zaleznosci od pH podioza i czasu prowadzenia hodowli, zamieszczono
w tabeli 1.

Tabela 1. Wplyw pH podloza doswiadczalnego wzbogaconego w magnez na zawartos¢ tego
pierwiastka w biomasie C.utilis podczas 48-godzinnej hodowli wglebnej (wartosci $rednie z 7
serii, n =21)

Table 1. Influence of pH experimental medium enriched with magnesium on the contents of this
element in C. utilis biomass during cultivation in dynamic conditions (average value with 7 series,
n=21)

Zawarto$¢ magnezu w biomasie, mg Mg*'/g s.s.

Czas hodowli T I
Content of magnesium in biomass, mg Mg /g d.w.

Cultivation time
h

pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0
TO 0,92+0,10a* 0,86+0,08a 0,95+0,11a
T24 2,88+0,14b 3,34+0,17d 3,16+0,16¢
T48 3,76+0,22¢ 4,20 +£0,25f 4,26+0,28f

*Ten sam indeks literowy oznacza brak istotnej roznicy.
*The same marks lack of significant difference superscript.

Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej stwierdzono, ze po 24 i 48 go-
dzinach hodowli zastosowane warto$ci pH podilozy doswiadczalnych miaty istotny
wplyw na zdolno$¢ drozdzy paszowych C. utilis do wiazania jonéw Mg”’, znajdujacych
si¢ w §rodowisku (tab. 1).

W czasie TO, czyli na poczatku hodowli, uzyskane wyniki zawarto$ci magnezu
w biomasie komorkowej nie r6znity sig istotnie (tab. 1). Oznaczato to, ze pH podtoza
nie mialo wptywu na poczatkowa zdolno§¢ komoérek drozdzy do biosorpcji magnezu
z podloza hodowlanego. Najwigcej magnezu zwiazanego z komodrkami (0,95 mg
Mg**/g,) zawierata biomasa otrzymana z podtoza doswiadczalnego o pH 7,0.

Uzyskane wyniki zawarto$ci magnezu w biomasie z hodowli doswiadczalnych
w czasie TO (tab. 1) byly zblizone do wartosci otrzymanych z hodowli na podlozach
kontrolnych bez dodatkowego zrddla tego pierwiastka (tab. 3). Na ogoét najwigeej ma-
gnezu w biomasie powinno gromadzi¢ si¢ bezposrednio po wprowadzeniu komorek
drozdzy do podlozy doswiadczalnych. Zwiazane jest to z duzym zapotrzebowaniem
drozdzy na ten pierwiastek w logarytmicznej fazie wzrostu, ktory jest niezbednym
czynnikiem do namnazania komoérek. Magnez wptywa na aktywno$¢ enzymatyczna,
a w konsekwencji na metabolizm komoérkowy, dlatego odgrywa decydujaca rolg
w kontroli procesu wzrostu drozdzy [Rees i Stewart 1997]. W warunkach doswiadcze-
nia logarytmiczna faza wzrostu drozdzy powinna rozpoczyna¢ si¢ bezposrednio po
wprowadzeniu 10% (v/v) inoculum do podtozy hodowlanych.

Otrzymane rezultaty w TO moga $wiadczy¢ o oslabionej aktywnosci drozdzy oraz
o0 wystapieniu przed logarytmiczng faza wzrostu adaptacyjnej fazy zastoju (lag-fazy).
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Woystapienie i czas trwania lag-fazy zalezy od hodowli uzytej jako inoculum, zwtaszcza
jej wieku, sktadu oraz stopnia dopasowania do nowego poditoza hodowlanego. Komorki
drozdzy syntetyzuja w tym czasie RNA, rybosomy, enzymy i inne zwiazki w celu przy-
stosowania si¢ do nowych warunkéw Srodowiska.

W realizowanym doswiadczeniu inoculum i podtoza hodowlane przygotowano na
bazie ptynnej pozywki YPD, dlatego drozdze nie powinny potrzebowac czasu na adap-
tacj¢ do nowych warunkow. Jednak przed wprowadzeniem inoculum do podlozy ho-
dowlanych, namnozona podczas 24-godzinnej hodowli biomas¢ komdrkowa odwirowa-
no i przemyto woda dejonizowang oraz zawieszono w okreslonej objgtosci wody dejo-
nizowanej celem uzyskania matki drozdzowej o neutralnym pH. Komoérki drozdzy po
wprowadzeniu do wody dejonizowanej zostaly pozbawione sktadnikow pokarmowych,
a zatem nagla zmiana ci$nienia osmotycznego mogta doprowadzi¢ do zaktdcenia cyklu
komorkowego oraz wystapienia lag-fazy po ich przeniesieniu do podtozy kontrolnych
i doswiadczalnych. Prawdopodobnie dlatego w TO nie odnotowano wzmozonego wia-
zania jonoéw Mg*" przez komorki drozdzy, co wystepuje w wypadku szczepienia podto-
zy hodowlanych inoculum nieprzemywanym [Btazejak i in. 2003].

W czasie T24 (po zakonczeniu fazy logarytmicznej) zastosowane wartosci pH pod-
lozy doswiadczalnych wptywaly istotnie na zawarto§¢ magnezu w biomasie komoérko-
wej (tab. 2). Najwigcej magnezu zwiazanego z z drozdzami (3,34 mg Mg**/g,) uzy-
skano z podtoza o pH 6,0. Na otrzymane wyniki korzystnie mogto wplyna¢ zmniejsze-
nie zawartos$ci wolnych kationdw w srodowisku (w poréwnaniu ze standardowym pod-
tozem YPD o pH 5,0), zdolnych do konkurowania z jonami Mg”" o wiazanie z liganda-
mi obecnymi w $cianie komorkowej drozdzy. Dodatkowo, wraz ze wzrostm pH o jed-
nostke, 10-krotnemu zmniejszeniu uleglo stezenie kationéw [H'], co ograniczyto kon-
kurencje pomiedzy jonami Mg®* i [H'].

Table 2. Wplyw pH podtoza do§wiadczalnego wzbogaconego w magnez na plon biomasy C.utilis
podczas 48-godzinnej hodowli wglebne j (wartosci srednie z 7 serii, n = 21)

Table 2. Influence of pH experimental medium enriched with magnesium on the yield of C. utilis
biomass during cultivation in dynamic conditions (average value with 7 series, n = 21)

Plon biomasy, g s.s./dm’

Czas hodowli . ) s
Yield of biomass, g d.w./dm

Cultivation time
h

pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0
TO 1,95+0,23a* 1,89+0,22a 2,30+0,28a
T24 13,93+0,54b 14,37+0,52bc 15,51+0,72¢
T48 13,84+0,57b 15,48+0,66¢ 15,09+0,67¢

*Ten sam indeks literowy oznacza brak istotnej roznicy.
*The same marks lack of significant difference superscript.

Wyzsza warto$¢ pH podtoza w hodowlach 24-godzinnych mogta spowodowaé wy-
tracanie nierozpuszczalnych zwiazkéw, w tym wodorotlenkéw, tlenkow i jonow hy-
droksymetalicznych zdolnych do potaczen kompleksowych z magnezem. W efekcie
w biomasie komorkowej otrzymanej z podtoza o pH 7,0 stwierdzono istotnie mniejsza
zawarto$¢ magnezu w poréwnaniu z biomasa z podtoza o pH 6,0 (tab. 1).
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Uzyskane rezultaty po 48-godzinnej hodowli wykazaty, Ze najwigcej magnezu zwia-
zanego z komérkami drozdzy (4,26 mg Mg**/g,) otrzymano z hodowli o pH 7,0 (tab. 1).
Przyjete poziomy kwasowosci czynnej podtozy doswiadczalnych, wyzsze niz w stan-
dardowym podtozu YPD o pH 5,0, wplywaly istotnie na poprawg efektywnos$ci wiaza-
nia magnezu z komorkami badanego szczepu drozdzy. Nie stwierdzono natomiast istot-
nej réznicy w zdolnos$ci biosorpcji magnezu przez drozdze paszowe z hodowli na pod-
tozach o pH 6,0 i 7,0. Warto rowniez podkresli¢, ze po 48 godzinach hodowli nie odno-
towano uwalniania magnezu z komorek do podloza. Wedtug Walkera i Duffusa [1980]
zjawisko takie moze by¢ wywotane procesami autolizy lub uruchomieniem mechani-
zmoéw obronnych komodrek zapobiegajacych nadmiernej bioakumulacji magnezu
w komorkach i niekorzystnemu oddziatywaniu jego wysokiego stezenia. W warunkach
doswiadczenia komorki drozdzy w fazie wzrostu stacjonarnego nadal wigzaty jony
magnezu i przypuszczalnie gromadzity ich nadmiar w postaci wewnatrzkomérkowych
biopleksow.

Jak podaja Blackwell i in. [1995] biosorpcja kationow magnezu jest zdeterminowa-
na aktywnos$cia zyciowa drozdzy, ktdra podczas hodowli mozna wyrazi¢ plonem bio-
masy. Ten wskaznik zywotno$ci drozdzy kontrolowano rownolegle z zawartoscia ma-
gnezu w komorkach C. utilis podczas 48-godzinnej hodowli na podtozach kontrolnych
i doswiadczalnych o zréznicowanym pH. Zmiany wielko$ci plonu biomasy komorko-
wej w zaleznosci od pH podloza w czasie prowadzenia hodowli wglebnej przedstawio-
no w tabeli 2. Przyjete w dos§wiadczeniu wyzsze poziomy kwasowos$ci czynnej podtozy
(pH 6,0 1 7,0) wptywaly korzystnie na uzyskany plon biomasy komérkowej w porow-
naniu z plonem z podtoza o pH 5,0.

W czasie T24 najwyzszy plon biomasy (15,51 g,/dm’) osiagnigto na podtozu o pH
7,0. Wprawdzie byt on istotnie wigkszy niz z hodowli na podtozu o pH 5,0, jednak nie
roznit sig statystycznie od plonu z podtoza o pH 6,0 (tab. 2).

Po dwoéch dobach hodowli (T48) najkorzystniejszy plon biomasy (15,48 g,/dm’)
uzyskano z podtoza o pH 6,0. (tab. 2). Analiza statystyczna potwierdzita istotny wptyw
zastosowanej wartosci pH podtoza na ilo$¢ uzyskanej biomasy. Oznaczato to, ze $rodo-
wisko lekko kwasne (pH 6,0), w czasie T48, korzystnie oddziatywalo na wzrost drozdzy
paszowych C. utilis.

Plony biomasy w T48 z hodowli na podtozu o pH 5,0 i 7,0 byly nizsze niz w T24 dla
tych samych warto$ci pH (tab. 2). Swiadczy to o spowolnieniu tempa wzrostu drozdzy
w drugiej dobie hodowli oraz pojawiajacej si¢ destrukcji komérek w wyniku procesow
autolizy. Nie bez znaczenia pozostaje to, ze w rodowisku o pH 7,0 mogly wytracac si¢
staborozpuszalne wodorotlenki, przez co ograniczona zostata dostgpnos¢ kationow Mg
do komorek drozdzy, prowadzaca w konsekwencji do ostabienia ich wzrostu.

Uzyskane wyniki pomiaré6w plonu biomasy komorkowej drozdzy paszowych w T48
sugeruja, ze podwyzszenie pH podtoza wzbogaconego w jony Mg** do wartosci 6,0-7,0
korzystnie wptyneto na plon drozdzy C. utilis w poréwnaniu z plonem biomasy komor-
kowej otrzymanym z analogicznych hodowli na standardowym podtozu YPD o pH 5,0
(tab. 2).

Tuszynski i Pasternakiewicz [1999], badajac oddziatywanie m.in. jonéw Mg*" na
wzrost drozdzy w zalezno$ci od pH $rodowiska, zaobserwowali na podiozach synte-
tycznych o pH 5,5 gwaltowny spadek wydajnosci drozdzy, w poréwnaniu z ich wzro-
stem, gdy pH wynosito 3,5 i 4,5. Mozna sadzi¢, ze na otrzymany rezultat negatywnie
wplynelo zastosowane stezenie jonéow Mg®" (50 mM, tj. 1,2 g/dm®), poniewaz przy

Acta Sci. Pol.



Wplyw pH na zdolnos¢ wiqzania magnezu ... 55

mniejszej ilosci magnezu w podtozu (1-5 mM, tj. 0,024-0,12 g/dm®) wzrost pH $rodo-
wiska powodowat zwigkszenie plonu biomasy. Ress i Stewart [1997] ustalili, Ze mini-
malne zapotrzebowanie drozdzy na magnez wynosi 1,7 mM (0,041 g/dm’). Wedhg
Walkera i Maynarda [1996] optymalne st¢zenie magnezu dla prawidlowego wzrostu
drozdzy ksztattuje sie w granicach 10-20 mM (0,24-0,48 g/dm’), za$ catkowite zahamo-
wanie wzrostu nastepuje dopiero po dodaniu 25 g magnezu na 1 dm® podtoza (ok. 1 M).

W niniejszej pracy, w stezeniu jondw Mg>" w podtozu wynoszacym 1,25 g/dm’ nie
zaobserwowano znacznego spadku plonu biomasy komdrkowej przy wzroscie pH $ro-
dowiska (tab. 2) co $wiadczy o tym, ze zastosowana dawka magnezu w podiozu YPD
nie miala inhibicyjnego wpltywu na wzrost drozdzy paszowych w badanym zakresie
kwasowosci czynnej. Niewykluczone, ze wyzsze warto$ci pH podtoza doswiadczalnego
w pewien sposob chronia komoérki drozdzy, ograniczajac dostgpnos¢ magnezu poprzez
wytracanie wodorotlenku o stabej rozpuszczalnosci.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze kwasowos¢ podloza wptywata na
ilo§¢ otrzymywanej biomasy, poprzez regulowanie dostgpnosci magnezu w srodowisku
hodowlanym. Magnez z kolei, poprzez aktywacjg polimerazy DNA, mogt odgrywaé de-
cydujaca rolg w namnazaniu komoérek drozdzy, a tym samym wptywat na plon. Potwier-
dzeniem tego pogladu bylo uzyskanie po T24 i T48 wyzszego plonu biomasy komorko-
wej z podlozy doswiadczalnych wzbogaconych w jony Mg (tab. 2) niz z podtozy kon-
trolnych (bez suplementacji chlorkiem magnezu) w tym samym czasie hodowli (tab. 3).

Tabela 3. Wplyw pH podtoza kontrolnego (bez dodatku magnezu) na plon biomasy i zawartos$¢
magnezu w biomasie C. utilis podczas 48 godzinnej hodowli wglgbnej

Table 3. Influence of pH control mediums (without magnesium) on the yield of biomass and
contents of this elements in C. utilis cells during cultivation in dynamic conditions

Czas hodowli Zawarto$¢ magnezu w biomasie, mg Mg*/g s.s. Plon biomasy, g s.s./dm’
Cultivation time  Content of magnesium in biomass mg Mg*/g d.w. Yield of biomass, g d.w./dm’
h pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0
TO 0,89 0,92 0,88 1,94 1,85 2,14
T24 1,10 1,12 0,98 11,24 11,37 10,86
T48 1,05 1,02 0,88 11,94 12,55 11,19
WNIOSKI

Na podstawie otrzymanych wynikéw badan sformutowano nastepujace stwierdzenia
i wnioski:

1. Poziom kwasowosci czynnej podtoza w badanym zakresie pH 5,0-7,0 wptywat na
poprawe zdolnosci drozdzy paszowych Candida utilis ATCC 9950 do wigzania jonow
Mg**, znajdujacych sie w $rodowisku hodowlanym wzbogaconym w ten pierwiastek
w dawce 1,25 g/dm’.

2. Najwigcej magnezu zwiazanego z komérkami drozdzy, tj. 4,26 mg Mg?>*/g, ., uzy-
skano po 48-godzinnej hodowli na podtozu do§wiadczalnym o pH 7,0.
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3. W warunkach do$wiadczenia stosunkowo najwyzszy plon biomasy komorkowej,
tj. 15,51 g,./dm’, osiagnigto po 24-godzinnej hodowli na podtozu do$wiadczalnym
opH 7,0.

4. Wzrost pH podtoza hodowlanego do wartosci 6,0 jest wystarczajacy zardbwno do
istotnego zwigkszenia zawartoSci magnezu w komodrkach drozdzy paszowych, jak
i uzyskania wigkszego plonu biomasy niz z hodowli na standardowym podtozu YPD
o pH 5,0.
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INFLUENCE OF THE pH FACTOR OF THE CULTURE MEDIUM ENRICHED
WITH MAGNESIUM IONS ON THE ABILITY OF BINDING THIS ELEMENT
BY THE YEAST CANDIDA UTILIS ATCC 9950 IN DYNAMIC CONDITIONS

Abstract. The research concerned the influence of the pH of the culture medium on the
ability of binding magnesium ions, by the cells of Candia utilis ATCC 9950. In the same
time, the influence of the active acidity of the culture medium enriched with magnesium
on the cell biomass yield. For this purpose, pH of the YPD culture medium has been set
on the 5.0, 6.0 and 7.0 and enriched in a constant dose of magnesium, namely 1.25 g/dm’
in the beginning of the 48 hours culture in dynamic condition. The biggest amounts of
magnesium binding with the cells (4.26 mg/g d.w.) were present in the cells on the culture
medium which pH factor was 7.0 after 48 hours. The biggest biomass yield in the experi-
mental conditions (15.51 g d.w./dm®) was received after 24-hours culture, also on a neu-
tral pH medium. It is possible that the active acidity was the factor of the environment
which determined the ability of binding magnesium from the medium by regulating its
accessibility for the outer structures of the yeast cells.
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