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Streszczenie. Badano lokalizacj¢ magnezu w komoérkach drozdzy paszowych Candida

utilis ATCC 9950 hodowanych na podtozach doswiadczalnych wzbogaconych o ten jon w
stezeniach 1,25 g Mg*"/dm’ lub 2,0 g Mg®'/dm® w postaci soli chlorkowej. Wyznaczono,
jaka czg§¢ magnezu zwiazanego z drozdzami podczas 48-godzinnej hodowli wglebnej
ulegta wewnatrzkomorkowej bioakumulacji, a jaka pozostawata w $cianie komorkowe;.

Jednoczeénie badano wpltyw zastosowanych dawek magnezu w podtozach hodowlanych
na syntezg biatek przez szczep C. utilis. Wzbogacenie podtoza hodowlanego w magnez

spowodowato trzykrotny wzrost zawarto$ci tego pierwiastka w biomasie komorkowej
drozdzy w poréwnaniu z biomasa z hodowli kontrolnej na standardowym podtozu YPD.

W $cianie komorkowej drozdzy z 24-godzinnej hodowli do§wiadczalnej znajdowato sig

80% catkowitej puli jonow Mg®" zwiazanych z komorkami. Po dwoch dobach hodowli
weglebnej drozdzy na podlozach doswiadczalnych procentowy udzial jonow Mg>* w écia-

nie komérkowej stanowit okoto 60% catkowitej zawarto$ci magnezu zwiazanego z ko-
morkami. Wzbogacenie magnezem podtozy YPD spowodowato 14-20-procentowy (w za-
leznosci od dawki jonéw i czasu hodowli) wzrost zawartosci biatka ogolnego w biomasie
komorkowej w porownaniu z hodowla kontrolna (bez dodatku magnezu). Réwnoczesne

zwickszenie zawartosci biatka i jonéow Mg®* w komérkach drozdzy moze sugerowaé po-
wstawanie bioplekséw magnezu.

Stowa kluczowe: magnez, Candida utilis, drozdze, biopleksy, metalobiatka

WSTEP

Wraz z rozwojem dietetyki i nauk o Zywieniu zwierzat coraz wigcej uwagi zwraca
si¢ na poprawne zbilansowanie sktadnikow diety, w tym biopierwiastkow niezbednych
do prawidlowego funkcjonowania organizméw zywych. Magnez, cynk, mangan, selen,
miedz, chrom czy zelazo, czgsto jako koenzymy, reguluja przebiegiem metabolizmu
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komorkowego. W ostatnich latach coraz czgséciej stwierdza si¢ objawy niedoboru ma-
gnezu u ludzi i zwierzat, co zwrdcito uwagg na drozdze, ktére moga by¢ zrodlem nie
tylko cennego w diecie biatka, lecz takze deficytowych biopierwiastkow. Drozdze po-
trafia wigza¢ ze Srodowiska jony metali, a nastgpnie trwale wlaczaé je w swoje struktury
komorkowe. W ten sposob moze dochodzi¢ do powstawania trwatych kompleksow z
biatkami okreslanych jako biopleksy lub metalobiatka [Liu i in. 2002, Spears 1996].
Dotychczasowe badania [Swiatkiewicz i Korelski 1998, Vandergrift 1991] wykazaly, ze
takie formy potaczenia magnezu z biatkami sa znacznie lepiej przyswajalne przez orga-
nizmy ludzkie i zwierzgce niz preparaty mineralne tego pierwiastka. Wzbogacona w
magnez biomasa komorkowa drozdzy paszowych Candida utilis, ktora charakteryzuje
wysoka zawarto$¢ biatka o zbilansowanym skladzie aminokwasowym moze stanowic
interesujaca alternatywe wobec suplementacji farmakologicznej stosowanej w niedobo-
rze tego kationu.

Celem podjetych badan bylo okreslenie rozmieszczenia magnezu w komorkach
drozdzy paszowych Candida utilis ATCC 9950, hodowanych metoda wglebna na pod-
tozach doswiadczalnych, wzbogaconych w ten pierwiastek w postaci soli chlorkowe;.
Wyznaczono, jaka czg$¢ magnezu zwiazanego przez komoérki drozdzy ulegla we-
wnatrzkomorkowej bioakumulacji, a jaka pozostata w $cianie komoérkowej oraz jaki
wplyw na to wigzanie miat czas hodowli. Zbadano takze wptyw magnezu dodawanego
do podlozy doswiadczalnych na syntez¢ biatek przez badany szczep drozdzy paszo-
wych. Zakres przeprowadzonych badan obejmowatl nastepujace zagadnienia:

— okreslenie wptywu dodatku magnezu do podilozy hodowlanych na plon biomasy
badanych drozdzy paszowych,

— dezintegracj¢ komoérek drozdzy za pomoca ciektego azotu,

— oznaczenie zawarto$ci magnezu i biatka ogdlnego w komorkach oraz $cianie ko-
morkowej drozdzy.

MATERIAL I METODYKA PRACY

Material biologiczny

Do badan wykorzystano szczep drozdzy paszowych Candida utilis ATCC 9950 po-
chodzacy z kolekcji czystych kultur Zaktadu Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci
SGGW.

Drozdze przechowywano w temperaturze +4°C na podtozu statym YPD (skosy)
[Robinson i in. 2000].

Podloza mikrobiologiczne

e Podloze kontrolne

Jako podtoze kontrolne do hodowli wglebnej drozdzy zastosowano plynna pozywke
YPD. Jest to standardowe podloze wzrostowe o nastgpujacym skladzie: 2% glukozy,
2% peptonu i 1% ekstraktu drozdzowego [Robinson i in. 2000].
e Podloze doswiadczalne

Jako podtoze doswiadczalne do hodowli wglebnej drozdzy zastosowano ptynna po-
zywke YPD wzbogacong w jony Mg*". Magnez dodawano do podtoza w postaci soli
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MgCl,x6H,0 w takiej ilosci, aby zawartos¢ tego jonu wynosita odpowiednio 1,25
g/dm’ lub 2,0 g/dm’.
e Podloze YPD z 2-procentowym agarem

Podtoze stosowano do przechowywania drozdzy na skosach.

Przygotowanie inoculum

Inoculum przygotowywano przez zaszczepienie ptynnego podloza YPD 24-
godzinng czysta kulturg drozdzy C. utilis. Hodowle prowadzono w temperaturze +28°C
na wytrzasarce posuwisto-zwrotnej SM -30 Control (Buechler, Niemcy) o amplitudzie
drgan 200 cykli/min do momentu uzyskania wartosci OD rownej 2,00. Czas hodowli
wynosit srednio od 20 do 22 godzin.

Przyjete parametry hodowli stworzyly optymalne warunki dla wzrostu drozdzy.
Uzyskane inoculum stanowilo wyjsciowy materiat do zaszczepienia ptynnych podtozy
kontrolnych oraz doswiadczalnych w dane;j serii badan.

Hodowla drozdzy na podlozu kontrolnym i do$§wiadczalnym

Podtoza kontrolne i do§wiadczalne szczepiono inoculum w ilosci 10% (v/v). Ho-
dowle prowadzono zachowujac takie same parametry, jakie zastosowano przygotowujac
inoculum (28°C, 200 cykli/min). W 0, 24 i 48 godzinie hodowli wglgbnej pobierano
probki, ktére stanowily materiat do dalszych badan, obejmujacych oznaczenie plonu
biomasy komodrkowej, zawarto$ci magnezu oraz azotu ogdlnego w biomasie i w $cianie
komorkowej C. utilis.

Pomiar gestoSci optycznej

Gestos¢ optyczna (OD) jest wskaznikiem aktualnej liczby komorek znajdujacych sig
w hodowli. W kazdej serii doswiadczen hodowle inoculum prowadzono do momentu
uzyskania tej samej wartosci OD (rownej 2,00). Dzigki temu liczba komoérek drozdzy
wprowadzanych z inoculum do podtozy kontrolnych i do§wiadczalnych w kazdej serii
badan byta na jednakowym poziomie.

Pomiary ggstosci optycznej wykonywano za pomoca spektrofotometru (Spectronic
20 Genesys, USA) przy dhugosci fali 600 nm.

Oznaczenie plonu biomasy komoérkowej drozdzy

W 0, 24 i1 48 godzinie hodowli pobierano probki z podtozy kontrolnych i do§wiad-
czalnych do zwazonych gilz i wirowano przez 10 minut przy 4000 obr/min (Centrifuge
MPW-365, Polska). Pltyn znad osadu (supernatant) zlewano, a odwirowang biomasg
suszono w temperaturze +80°C (suszarka SML 32/250 Zelmed, Polska) do uzyskania
statej masy. Wyniki plonu biomasy podawano w przeliczeniu na 1 dm’ podioza (g s.s./
dm’®) [Pasternakiewicz i Tuszynski 1997].
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Przygotowanie biomasy komoérkowej do oznaczania zawartoS$ci biatka i magnezu

Z 24- oraz 48-godzinnej hodowli drozdzy na podtozu kontrolnym lub doswiadczal-
nym pobierano probki do zwazonej gilzy wirowniczej. Zawiesing komorek drozdzy
wirowano przez 10 minut przy predkosci 4000 obr/min, po czym plyn znad osadu (su-
pernatant) odrzucano. W celu doktadnego usunigcia pozostatosci podtoza hodowlanego
odwirowang biomas¢ komorkowsa ptukano woda dejonizowang i ponownie wirowano,
po czym suszono w temperaturze +80°C do uzyskania stalej masy. Wysuszone osady
poddawano mineralizacji w aparacie do spalan (Biichi Digestion Unit K-435, Niemcy).

Po mineralizacji biomasy komorkowej oznaczano w niej zawarto§¢ magnezu oraz
biatka ogolnego.

Mechaniczna dezintegracja komorek drozdzy za pomoca cieklego azotu

Mechaniczng dezintegracj¢ komorek drozdzy za pomoca cieklego azotu zastosowa-
no w celu oddzielenia $cian komoérkowych od cytozolu. Dzigki temu mozliwe bylo
oznaczenie zawarto§ci magnezu i biatka w $cianie komorkowej oraz obliczenie ich
zawarto$ci w protoplascie.

Z 24- oraz 48-godzinnej hodowli drozdzy na podtozu kontrolnym lub do$§wiadczal-
nym pobierano probki do zwazonej gilzy wirowniczej. Dalej postgpowano tak, jak w
wypadku przygotowania biomasy komoérkowej do oznaczenia biatka i magnezu, ale z
pominigciem ostatniego etapu, tj. suszenia komorek drozdzy. Odwirowana biomasg
przenoszono do mozdzierza ceramicznego, traktowano cieklym azotem (temperatura
—196°C) i rozcierano. Ciekly azot dolewano kilkakrotnie celem skutecznej dezintegracji
komorek drozdzy. Roztarta biomasg przenoszono, poptukujac woda dejonizowang, do
zwazonych gilz i wirowano przez 10 minut przy predkosci 4000 obr/min, po czym su-
pernatant odrzucano. Otrzymany osad zawierajacy fragmenty $cian komoérkowych
przemywano woda dejonizowana, ponownie wirowano i suszono w temperaturze +80°C
do uzyskania statej masy. Wysuszone osady poddawano mineralizacji w aparacie do
spalan (Biichi Digestion Unit K-435, Niemcy). Po mineralizacji w probkach zawieraja-
cych fragmenty $cian komoérkowych oznaczano zawarto$¢ magnezu i biatka ogdlnego.

Zar6wno zawarto$¢ magnezu, jak i biatka w $cianie komoérkowej wyrazano w mili-
gramach w przeliczeniu na 1 g suchej substancji komoérek drozdzy (mg biatka lub mg
magnezu/g s.s.). W zwiazku z tym wczesniej okreslono procentowy udzial $ciany ko-
morkowej w suchej substancji drozdzy C. utilis ATCC 9950 przyjmujac zatozenie, ze
masa odwirowanych fragmentdw po roztarciu probki biomasy drozdzy w cieklym azo-
cie stanowita §ciane komoérkowa.

Oznaczenie zawartos$ci magnezu w biomasie komoérkowej drozdzy oraz w Scianach
komdrkowych metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej (ASA)

Celem oznaczenia bylo ustalenie zawartosci magnezu w komorkach drozdzy oraz w
$cianie komorkowej (otrzymanej w warunkach dezintegracji drozdzy ciektym azotem),
a nastgpnie na tej podstawie obliczenia zawartosci tego pierwiastka w protoplastach.
Oznaczenia zawarto$ci magnezu prowadzono w wysuszonej biomasie lub fragmentach
$cian komorkowych drozdzy.
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Procedura postgpowania obejmowata dwa etapy: mineralizacj¢ probek oraz ozna-
czanie zawarto$ci magnezu metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowe;.
e Mineralizacja

Wysuszong i zwazona biomas¢ komoérek drozdzy lub wysuszone i zwazone frag-
menty $cian komoérkowych przenoszono do gilz i spalano w temperaturze 600°C, w
mieszaninie kwasu azotowego i kwasu nadchlorowego (Biichi Digestion Unit K-435,
Niemcy).

e Oznaczanie zawartoSci magnezu metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej

(ASA)

Oznaczanie zawarto§ci magnezu w przygotowanych probkach wykonano metoda
absorpcyjnej spektrometrii atomowej w Zaktadzie Analiz Fizyko-Chemicznych SGGW.

Metoda ASA jest metoda analityczna, ktora wykorzystuje zjawisko absorpcji pro-
mieniowania elektromagnetycznego charakterystycznego dla danego pierwiastka. Wiel-
kos$¢ absorpcji tego promieniowania przez wolne atomy oznaczanego pierwiastka jest
miarg jego st¢zenia w badanej probce [Brytka i in. 1995].

Oznaczanie zawarto§ci magnezu metoda ASA przeprowadzano na spektrometrze
absorpcyjnym (Shimadzu AA-660, Japonia) przy dtugosci fali 285 nm. Wyniki podano
w przeliczeniu na 1 gram suchej substancji drozdzy.

W celu obliczenia zawartosci magnezu w protoplastach drozdzy zalozono, ze r6zni-
ca pomigdzy zawarto$cia magnezu w biomasie komorkowej drozdzy, a zawartoscia w
$cianach komoérkowych (wyodrebnionych metoda mechanicznej dezintegracji komorek
cieklym azotem) oznaczata magnez znajdujacy si¢ w protoplastach.

Oznaczenie azotu ogélnego w biomasie i w §cianie komdérkowej drozdzy

Oznaczenie azotu ogdlnego w biomasie i Scianach komorkowych wykonano metoda
Kjeldahla [PN-75/A-04018]. Przebiegato ono w trzech etapach, ktore kolejno obejmo-
waly: mineralizacj¢ probek w stgzonym kwasie siarkowym, destylacj¢ amoniaku z para
wodna i miareczkowanie kwasem solnym.

Zawartos¢ azotu w analizowanych probkach przeliczano na zawarto$¢ biatka ogo6l-
nego (zastosowano przelicznik 6,25).

Analiza statystyczna

Badano istotno$¢ wptywu dodatku magnezu do podtoza hodowlanego w dawkach
1,25 g Mg*"/dm’ lub 2,0 g Mg”"/dm”® na zawarto$é tego pierwiastka oraz biatka ogdtem
w catych komorkach, a takze $cianie komorkowej drozdzy paszowych Candida utilis
ATCC 9950. Okreslono réwniez istotnos¢ wptywu zastosowanych dawek magnezu na
plon biomasy komoérkowej badanych drozdzy. Przeprowadzono dwuczynnikowa analize
wariancji oraz test Tukeya dla poziomu istotnosci o wynoszacego 0,05. Uzyskane wy-
niki poddano analizie statystycznej za pomoca programu Statgraphics Plus wersja 4.1.

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Badania przeprowadzone w Zaktadzie Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci
SGGW, dotyczace wplywu réznych parametréw hodowli na wzrost drozdzy o zwigk-
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szonej zawartoSci magnezu, wykazaly, ze najwyzszy plon biomasy komorkowej uzy-
skiwano w hodowlach wgtebnych, gdy jony Mg”>* dodawano do podtozy YPD w postaci
soli chlorkowej (MgCl,x6H,0) w najwigkszym z zastosowanych stezen, tj. 1,25 g
Mg*/dm® [Blazejak i in. 2002]. Poniewaz do tej pory nie podejmowano prob zwiaza-
nych z wprowadzaniem wyzszych dawek magnezu do podtozy do§wiadczalnych, posta-
nowiono sprawdzi¢ jak wplywa dodatek magnezu w ilosci 2,0 g Mg**/dm® na plon bio-
masy i zawartos¢ magnezu w komorkach drozdzy.

Wplyw jonéw magnezu na plon biomasy komérkowej drozdzy C. utilis

Magnez, jako aktywator polimerazy DNA odpowiedzialnej za replikacj¢ materiatu
genetycznego, jest niezbedny dla wzrostu i prawidtowego funkcjonowania komorek
drozdzy [Walker 1994, Hughes i Poole 1991]. Oznaczenie plonu biomasy komodrkowej
podczas hodowli wglebnej drozdzy C. utilis ATCC 9950, na podiozach doswiadczal-
nych wzbogaconych w jony Mg*" w dawkach 1,25 g Mg*"/dm’ lub 2,0 g Mg**/dm’ i na
podtozu kontrolnym bez dodatku tego pierwiastka, wykonano bezposrednio po wpro-
wadzeniu inoculum do podtozy — w 0 godzinie hodowli oraz w 24 i 48 godzinie hodowli.

W tabeli 1 przedstawiono pordwnanie plonu biomasy komérkowej uzyskanej z ho-
dowli drozdzy C. utilis ATCC 9950 na podlozach doswiadczalnych wzbogacanych w
magnez oraz podtozu kontrolnym bez dodatku tego pierwiastka. We wszystkich hodow-
lach do 48 godziny obserwowano wzrost plonu biomasy komorkowej, przy czym w
pierwszej dobie hodowli przyrost ten byt najwigkszy. Na kontrolnym podtozu YPD,
bezposrednio po wprowadzeniu inoculum, plon biomasy wynosit 1,94 g s.s./dm’, a w 24
godzinie hodowli osiagnal wartos¢ 14,71 g s.s./dm’. Na podlozu do$wiadczalnym
wzbogacanym w magnez w ilosci 1,25 g Mg”/dm® warto§é ta wzrosta w czasie 24
godzin hodowli z 1,99 g s.s./dm’ do 15,60 g s.s./dm’ (tab. 1).

Tabela 1. Plon biomasy komoérkowej drozdzy C. utilis z hodowli na podlozach kontrolnych i
doswiadczalnych wzbogaconych w MgCl,x6H,0, g s.s./dm’

Table 1. Yield of C. utilis biomass during cultivation in the control and experimental media en-
riched with MgCLx6H,0, g d.w./dm’

Czas hodowli, h

Cultivation time, h YPD (kontrolne — control) ~ YPD+1,25 g Mg*"/dm’ YPD+2,00 g Mg*/dm®
0 1,94a 1,99a 1,99a
24 14,71b 15,60c 15,61c
48 14,82b 15,75¢ 15,73¢

Ten sam indeks literowy oznacza brak istotnej roznicy.
Means with the same letter did not differ significantly.

Znaczacy wzrost plonu biomasy komoérkowej, uzyskiwany w pierwszej dobie ho-
dowli zwiazany byt z fazowa kinetyka wzrostu drozdzy. Na podstawie wczesniejszych
prac [Blazejak i in. 2003] ustalono, ze log-faza podczas hodowli drozdzy C. utilis na
kontrolnym podtozu YPD i na podtozach doswiadczalnych rozpoczyna si¢ migdzy 0,
a 1 godzina, a jej zakonczenie nastgpuje w przyblizeniu w 24 godzinie hodowli. Po
uptywie logarytmicznej fazy wzrostu drozdze przechodza w kolejna, stacjonarna faze,
podczas ktorej nastgpuje znaczne ostabienie dynamiki ich wzrostu. Ttumaczy to istotny
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przyrost plonu biomasy komoérkowej migdzy 0 a 24 godzing hodowli, kiedy komorki
znajdowaty si¢ w logarytmicznej fazie wzrostu oraz zahamowanie wzrostu w kolejnej
dobie hodowli, kiedy komorki przeszty w fazg stacjonarng. Plony biomasy komorkowej
z podtoza kontrolnego i podtozy doswiadczalnych po dwoch dobach hodowli nie r6zni-
ly sig istotnie od tych, ktore otrzymywano po 24 godzinach prowadzenia hodowli.

W 0 godzinie hodowli — bezposrednio po wprowadzeniu inoculum — plony ze
wszystkich podlozy byly podobne, a przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata
istotnych réznic pomigdzy nimi (tab. 1).

Plony biomasy po 24 i 48 godzinach hodowli na podilozach doswiadczalnych
(wzbogaconych w magnez zaréwno w ilosci 1,25 g, jak i 2,0 g Mg*"/dm?®) byly istotnie
wyzsze od uzyskanych z podtoza kontrolnego, bez dodatku jonow Mg** (tab. 1). Naj-
wiekszy plon biomasy komoérkowej, wynoszacy 15,75 g s.s./dm’, osiagnigto w 48 go-
dzinie hodowli na podfozu wzbogacanym w magnez w ilosci 1,25 g Mg*'/dm’ (tab. 1).

Plony biomasy komorkowej drozdzy C. utilis z obu hodowli na podtozach doswiad-
czalnych, wzbogacanych w jony Mg”* w dawkach 1,25 g Mg*"/dm’ i 2,00 g Mg*"/dm’
uzyskane podczas 24- i 48-godzinnej hodowli nie ro6znily sig istotnie (tab. 1). Z podtoza
dos$wiadczalnego wzbogaconego magnezem w ilosci 1,25 g Mg*/dm® w 24 godzinie
hodowli plon biomasy wynosit érednio 15,60 g s.s./dm’, a z podioza doswiadczalnego
zawierajacego wyzszy dodatek jonow Mg®" — 15,61 g s.s./dm’. W 48 godzinie hodowli
srednie wartosci plonéw biomasy uzyskanych z tych podtozy réwniez byly podobne
i wynosily odpowiednio 15,75 oraz 15, 73 g s.s./dm’ (tab. 1).

Zastosowane w badaniach dodatki magnezu do podlozy do§wiadczalnych (1,25 lub
2,00 g Mg*/dm’) wptynely istotnie na zwigkszenie plonu biomasy komérkowej droz-
dzy C. utilis wobec hodowli na podlozu kontrolnym (bez dodatku tego pierwiastka).
Walker i Maynard [1996], badajac wplyw jonéw Mg®* na hodowle drozdzy S. cerevi-
siae, takze obserwowali wzrost wydajnosci biomasy komorkowej, powodowany zwigk-
szeniem stgzenia magnezu w podtozu hodowlanym. Stwierdzili jednak, ze najwyzsza
wydajno$é biomasy osiagano przy stezeniu magnezu ok. 0,0024 g Mg**/dm® podtoza, a
wyzsze dawki tego pierwiastka w §rodowisku nie powodowaly juz dalszego jej wzrostu.
Warto zaznaczy¢, iz do§wiadczenia Walkera i Maynarda [1996] prowadzono przy ni-
skich stezeniach magnezu w podtozu (maksymalnie 0,072 g Mg”"/dm®) w poréwnaniu z
dawkami zastosowanymi w tej pracy. Nie mozna zatem wykluczy¢ mozliwosci, ze
gdyby autorzy wprowadzili wigkszy dodatek tego jonu do podtozy hodowlanych (po-
réownywalny do zastosowanych w niniejszej pracy: 1,25 lub 2,0 g Mg*"/dm’® podtoza)
wowczas wzrost wydajnosci biomasy komorkowej drozdzy bytby wigkszy. Z drugiej
jednak strony nalezy pamigtac, ze w obu pracach zastosowano nie tylko rdzne szczepy,
ale i gatunki drozdzy, a jak podkreslaja Rees i Stewart [1997] zdolno$¢ biosorpcji ma-
gnezu przez drozdze z podloza hodowlanego jest ich cecha indywidualna i charaktery-
styczna dla danego szczepu.

Oznaczenie zawartoS$ci magnezu w biomasie oraz $cianie komorkowej drozdzy
C. utilis

W tej czeSci pracy podjeto probe okreslenia w jakim stopniu magnez dodawany do
podtozy doswiadczalnych zostat zwiazany ze strukturami §ciany komoérkowej drozdzy,
a w jakim ulegl wewnatrzkomorkowej bioakumulacji.
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Zawarto$¢ magnezu w $cianie komérkowej wyrazano w miligramach jonow Mg*"
w przeliczeniu na 1 g suchej substancji (catych komoérek) drozdzy (mg Mg**/g s.s.), co
wymagalo wczesniejszego okreslenia procentowego udzialu $ciany komoérkowej w
drozdzach. Na podstawie przeprowadzonych badan ustalono, ze §$ciana komorkowa
C. utilis ATCC 9950 stanowita ok. 30% suchej substancji komorek. Dane literaturowe
[Orlean 1997, Lipke i Ovalle 1998, Chaffin i in. 1998] wskazuja, ze procentowy udziat
sciany komorkowej w suchej substancji drozdzy wynosi 15-30%. Wartosci te wyzna-
czaja granice $redniej zawartosci Sciany komorkowej w komorkach drozdzy, charakte-
rystycznej dla wigkszo$ci gatunkow, niemniej jednak dla niektdrych szczepdéw moga
wybiegaé¢ poza podany zakres.

Na podstawie otrzymanych wynikéw (tab. 2) mozna stwierdzi¢, iz dodatek magnezu
do podtozy do$wiadczalnych powodowat kilkakrotny wzrost zawartosci jonéow Mg*" w
biomasie drozdzy w stosunku do komorek C. utilis hodowanych na podtozu kontrol-
nym. Po 24-godzinnej hodowli wglgbnej na podlozu kontrolnym komorki drozdzy
zwiazaly érednio 1,81 mg Mg*'/g s.s., podczas gdy w tym samym czasie na podiozu
do$wiadczalnym wzbogaconym w jony Mg>* w ilosci 1,25 g/dm® zawarto$é magnezu w
komoérkach wynosita 5,47 mg Mg?'/g s.s. Warto$¢ ta nie roznila sig istotnie od tej, ktora
stwierdzono w komodrkach drozdzy hodowanych na podlozach zawierajacych 2,0 g
Mg**/dm’.

Tabela 2. Zawarto§¢ magnezu w komorkach drozdzy C. utilis z hodowli na podtozach kontrol-
nych i do§wiadczalnych wzbogaconych w MgCl,x6H,0, mg Mg/g s.s.

Table 2. Magnesium contents in C. utilis biomass during cultivation in the control and experimen-
tal media enriched with MgCl,x6H,0, mg Mg**/g d.w.

Czas hodowli, h

2413 2493
Cultivation time, h YPD (kontrolne — control) YPD+1,25 g Mg™ /dm YPD+2,00 g Mg~ /dm
24 1,81a 5,47d 5,65d
48 2,07b 4,83c 4,80c

Ten sam indeks literowy oznacza brak istotnej roznicy.
Means with the same letter did not differ significantly.

Dhtuzszy czas hodowli (48 h) powodowat istotne obnizenie zawartosci magnezu
w komorkach drozdzy z podtozy doswiadczalnych, podczas gdy komorki drozdzy
z kontrolnego podtoza YPD wykazywaly istotnie wyzsza zawarto$¢ tego pierwiastka niz
z hodowli 24-godzinne;j.

Podobne tendencje zmian zawarto$ci magnezu obserwowano w $cianie komorkowe;j
drozdzy (tab. 3) z ta jednak réznica, ze dodatek jonow Mg®* do podloza doswiadczalne-
go w dawce 2,0 g/dm’® wplynat istotnie na zwickszenie zawartosci tego pierwiastka po
24 godzinach hodowli wgl¢bne;j.

W komoérkach drozdzy otrzymanych po 24 godzinach hodowli na podlozach do-
$wiadczalnych wigkszo§¢ magnezu zostala zwiazana ze $ciang komoérkowa (tab. 4). W
drozdzach z podloza do$wiadczalnego wzbogacanego jonami Mg*" w ilosci 1,25 g
Mg”**/dm?® zawarto$¢ magnezu w $cianie komorkowej stanowita 80% catkowitej zawar-
tosci tego jonu w komodrce. W komorkach C. utilis z podtoza doswiadczalnego wzboga-
canego jonami Mg®" w dawce 2,00 g Mg*"/dm® 82% magnezu zwiazanego z komorka
znajdowato sie w Scianie komorkowej. Jony Mg®* zlokalizowane w protoplastach sta-
nowily jedynie 20 i 18% komoérkowej puli tego pierwiastka w komodrkach drozdzy.
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Tabela 3. Zawarto$¢ magnezu w $cianie komorkowej drozdzy C. utilis z hodowli na podtozach
kontrolnych i do§wiadczalnych wzbogaconych w MgCl,-6H,0, mg Mg/g s.s.

Table 3. Magnesium contents in the cell wall of C. utilis cells during cultiv ation in the control
and experimental media enriched with MgCl,-6H,0, mg Mg*'/g d.w.

Czas hodowli, h 24/ 1.3 24,13
Cultivation time, h YPD (kontrolne — control) YPD+1,25 g Mg™ /dm YPD+2,00 g Mg”'/dm
24 1,02a 4,37d 4,64¢
48 1,23b 2,98¢c 2,88¢

Ten sam indeks literowy oznacza brak istotnej roznicy.
Means with the same letter did not differ significantly.

Tabela 4. Poréwnanie zawarto$ci magnezu w komorkach, protoplastach i w $cianie komorkowej
drozdzy C. utilis z hodowli na podlozach kontrolnych i doswiadczalnych wzbogaconych w
MgCl,x6H,0, mg Mg2+/g S.S.

Table 4. Comparision of magnesium contents in the yeast biomass, cell wall and protoplast of C.
utilis cells during cultivation in the control and experimental media enriched with MgCl,x6H,0,
mg Mg*/g d.w.

Procentowa zawarto$¢
magnezu, %

Biomasa ‘.

Czas komérko- Sciana Percentage contents

Podtoze hodowli, h wa komorko-  Proto- of magnesium, %

Medium Cultivation Yeats wa plast
time, h bi Wall cell sciana
10mass komoérkowa protoplast
wall cell

YPD (kontrolne — control) 24 1,81 1,02 0,79 56 44
48 2,07 1,23 0,84 59 41

YPD+1,25 g Mg*/dm’ 24 5,47 437 1,10 80 20
48 4,83 2,98 1,85 62 38

YPD+2,00 g Mg*/dm’ 24 5,65 4,64 1,01 82 18
48 4,80 2,88 1,92 60 40

Bardziej rownomierny rozktad magnezu odnotowano w komorkach C. utilis z ho-
dowli na podtozu kontrolnym, w ktorych zawartos$¢ tego pierwiastka w $cianie komor-
kowej stanowila 56% catkowitej ilo§ci magnezu zwiazanego z drozdzami (tab. 4).

Pomimo ze komorki drozdzy z 24-godzinnej hodowli na podiozu doswiadczalnym
wzbogacanym w jony Mg*" w ilosci 1,25 g Mg®'/dm® zwiazaly trzy razy wiecej magne-
zu (5,47 mg/g s.s.) niz komorki z podtoza kontrolnego (1,81 mg/g s.s.), to tylko 20%
catkowitej ilo$ci tego pierwiastka zwigzanego z biomasa ulegato wewnatrzkomoérkowej
bioakumulacji (1,10 mg/g s.s.). Byto to zaledwie o 40% wigcej w poréwnaniu z komor-
kami drozdzy z podtoza kontrolnego, ktore w protoplastach zawieraty 0,79 mg Mg*'/g
s.s. (tab. 4).

Podobne rezultaty otrzymano dla podtozy do§wiadczalnych wzbogacanych w wyz-
sza dawke magnezu — 2,00 g Mg®'/dm’ (tab. 4). Komérki z tego podtoza rowniez zwia-
zaly w przyblizeniu trzy razy wigcej jonow Mg®" niz drozdze z podtoza kontrolnego,
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lecz tylko 18% calkowitej iloéci tego pierwiastka znalazto si¢ w protoplastach (tj. 1,01
mg/g s.s. w stosunku do 5,65 mg/g s.s.), czyli 0 28% wigcej niz w komorkach drozdzy z
hodowli kontrolnej (0,79 mg/g s.s).

W komorkach drozdzy otrzymanych z 48-godzinnej hodowli na podtozu doswiad-
czalnym (tab. 4) wzbogaconym jonami Mg”" w ilosci 1,25 g/dm® magnez zlokalizowany
w $cianie komorkowej stanowit 62% catkowitej zawartosci tego pierwiastka w komor-
kach C. utilis (tj. 2,98 mg/g s.s. w stosunku do 4,83 mg/g s.s.). W komodrkach z hodowli
doswiadczalnej zawierajacej wyzszy dodatek jonéw Mg, zawarto$¢ magnezu w §cia-
nie byla zblizona i wynosita 60% catkowitej ilosci tego pierwiastka w drozdzach
(4. 2,88 mg/g s.s. w stosunku do 4,80 mg/g s.s.).

W komorkach drozdzy otrzymanych po tym samym czasie hodowli z kontrolnego
podtoza YPD 1,23 mg Mg*"/g s.s. znalazlo si¢ w $cianie komérkowej, co stanowito
59% ogolnej zawarto$ci magnezu zwigzanego z komodrkami C. utilis, ktéra wynosita
2,07 mg/g s.s. (tab. 4). Procentowy rozktad catkowitej puli magnezu w komoérkach
drozdzy z 48-godzinnej hodowli na podtozu kontrolnym i podiozach do§wiadczalnych
pozostawal na wyréwnanym poziomie.

Poréwnujac procentowy rozktad catkowitej puli magnezu w komorkach po 24- i 48-
-godzinnych hodowlach okazato sig, ze jedynie drozdze otrzymane z kontrolnego pod-
toza YPD charakteryzowaty si¢ podobnym rozktadem tego pierwiastka w obu dobach
hodowli. W wypadku drozdzy otrzymanych z podtozy do§wiadczalnych czg§¢é magnezu
zwiazanego w pierwszej dobie na powierzchni $ciany komoérkowej drozdzy w dobie
kolejnej ulegta przetransportowaniu do wngtrza komoérek. W rezultacie, po 48 godzi-
nach hodowli stwierdzono zwigkszenie procentowego udziatu jonéw Mg*" w protopla-
stach tych drozdzy, mimo istotnego spadku catkowitej zawarto§ci magnezu w komor-
kach w stosunku do hodowli 24-godzinnej (tab. 2 i 3).

Uzyskane wyniki sa zblizone do wczesniejszych rezultatdéw prac [Blazejak i in.
2002], ktore wykazaty, ze zawartos¢ magnezu w biomasie komérkowej drozdzy piwo-
warskich otrzymanej z podlozy do$wiadczalnych wzbogaconych w jony Mg®* byta
prawie 3-krotnie wyzsza niz z hodowli na podtozach bez dodatku magnezu.

Zhang i in. [1997] badali wptyw réznych dawek jonow Mg*" dodawanych do podto-
zy hodowlanych na pobieranie tego pierwiastka przez drozdze Schizosaccharomyces
pombe. Jako zrodto magnezu stosowali sol siarczanowa dodawang do podioza hodow-
lanego w $rodku logarytmicznej fazy wzrostu drozdzy. Po zastosowaniu dawki magne-
zu 1,97 mM (0,047 g/dm®), poziom tego pierwiastka w komorkach S. pombe wzrastat
trzykrotnie w stosunku do drozdzy hodowanych na podiozu kontrolnym bez dodatko-
wego zrodta jonéow Mg>". Po obnizeniu stezenia magnezu do poziomu 0,06 mM
(0,0014 g/dm’) przez ponad pét godziny nie obserwowano zmniejszenia zawartosci
magnezu w komoérkach. Wyniki tych badan doprowadzity autoréw do sformutowania
whniosku, iz drozdze mozliwie jak najdtuzej usituja utrzymaé staty poziom zawartosci
magnezu w komoérkach, nawet w sytuacji niskiego stezenia jonéow Mg*" w srodowisku.
Réwnoczesnie stwierdzono, ze wraz ze wzrostem stezenia jonow Mg®" w podiozu
zwigksza si¢ jego zawarto$¢ w komorkach drozdzy.

Badania przeprowadzone w niniejszej pracy potwierdzaja te obserwacje, wskazujac
jednoczesnie, ze zawartos¢ magnezu w drozdzach C. utilis moze wzrasta¢ jedynie do
pewnego stalego poziomu, niezaleznego od zwigkszania stezenia jonu Mg>* w $rodowi-
sku hodowlanym. Wydaje si¢, ze dodatek magnezu do podlozy doswiadczalnych w
dawce 1,25 g Mg*"/dm’ jest tym progowym stezeniem, powyzej ktorego nie nastepuje
juz istotne wzbogacanie komorek drozdzy paszowych C. utilis w magnez.
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Zdolno$¢ drozdzy do wewnatrzkomorkowego gromadzenia magnezu stwarza w
przysztosci szansg na wykorzystanie ich biomasy jako naturalnego nos$nika biopleksow
magnezu w uzupetnianiu niedoboru tego biopierwiastka w diecie ludzi i zwierzat. Prze-
prowadzone badania wskazaly, Ze mozliwe jest znaczace wzbogacenie drozdzy w ma-
gnez. Najwyzsza zawarto$¢ magnezu w protoplastach drozdzy, wynoszaca 1,92 mg
Mg**/g s.s. otrzymano w 48 godzinie hodowli na podtozu wzbogacanym w jony Mg** w
ilosci 2,00 g/dm’ (tab. 4). Chociaz zawarto$¢ magnezu w protoplastach drozdzy z pod-
tozy do$wiadczalnych, wzbogacanych w jony Mg®*, byta wyzsza w stosunku do uzy-
skanej na podtozu kontrolnym, to jednak wewnatrzkomorkowa bioakumulacja tego
pierwiastka przebiegala najefektywniej na podlozu kontrolnym. Jednym ze sposobow
poprawy efektywnosci mogloby by¢ wprowadzenie do podloza do§wiadczalnego wzbo-
gaconego w magnez okreslonej ilosci biomasy komorkowej, znajdujacej si¢ w srodku
logarytmicznej fazy wzrostu. Wedtug Blackwella i in. [1995] proces bioakumulacji
pierwiastkow jest uzalezniony od zywotnosci drozdzy. Komorki w logarytmicznej fazie
wzrostu charakteryzuja si¢ duza powierzchnia catkowita, dzigki czemu najsprawniej
wiaza magnez i inne pierwiastki z podtoza. Poza r6znymi modyfikacjami metod hodow-
li, skutecznym rozwiazaniem moze by¢ zastosowanie metod inzynierii genetycznej.
Indukcja wzmozonej ekspresji genow drozdzy, ktorych produkty odpowiedzialne sa za
transport magnezu do wngtrza komorki pozwolitaby na skonstruowanie szczepu zdol-
nego do wiazania i bioakumulacji znacznych iloSci magnezu ze Srodowiska zewngtrz-
nego [Graschopf'i in. 2001, Bui i in. 1999].

Wplyw magnezu w podlozu hodowlanym na zawarto$¢ biatka w komérkach
C. utilis

Zwigkszone stezenie jonow Mg”>" w §rodowisku moze indukowaé ekspresje genow
odpowiedzialnych za produkcj¢ biatek. [MacDiarmid i Gardner 1998]. W tej czgsci
badan podjgto probe okreslenia, czy zastosowane st¢zenia magnezu w podiozach do-
$wiadczalnych wywieraty taki wptyw na komorki drozdzy paszowych C. utilis.

Badano zawarto$¢ biatka og6lnego w $cianie oraz biomasie komérkowej drozdzy w
24 i 48 godzinie hodowli na podtozach kontrolnym oraz do§wiadczalnych. Pordwnanie
zawartosci biatka w biomasie, $cianie komdrkowej i protoplastach drozdzy C. utilis z
hodowli na tych podtozach zamieszczono w tabelach 5-7.

Stwierdzono, ze drozdze z 24-godzinnej hodowli na podtozach doswiadczalnych
wzbogaconych w magnez w ilosci 1,25 lub 2,00 g Mg®"/dm® wykazywaty istotnie wigk-
sza zawarto$¢ biatka ogoélnego niz drozdze z hodowli na podtozu kontrolnym (tab. 5).
W drozdzach z hodowli dos§wiadczalnych srednie zawartosci biatka byly po 24 godzi-
nach najwyzsze i wynosity odpowiednio 63,7 oraz 65,3 g/100 g s.s. W tym samym
przedziale czasowym biomasa komorkowa z podloza kontrolnego zawierala 54,4 g
biatka/g s.s., a wigc 17-20% mnie;j.

Wedlug danych literaturowych drozdze paszowe moga zawiera¢ 46-65% biatka
[Mardarowicz 1997]. Przeprowadzone badania wskazuja, ze zawarto$¢ biatka ogolnego
w komorkach drozdzy C. utilis nie odbiegata od podanego zakresu, przy czym w wa-
runkach hodowli na podtozach wzbogacanych w magnez byta ona istotnie wyzsza niz z
hodowli na podtozu bez dodatkowego zrodta jonoéw Mg

Dhtuzszy czas hodowli (48 h) wptynat na istotne obnizenie zawartosci biatka w bio-
masie komorkowej z podtozy doswiadczalnych. Odnotowany spadek zawartosci biatka
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w drugiej dobie hodowli nie dotyczyt biomasy otrzymanej z kontrolnego podtoza YPD,
gdzie porownanie $redniej zawartosci biatka po 24 i1 48 godzinach nie wykazalo istot-
nych roznic (tab. 5).

Tabela 5. Zawarto$¢ biatka ogoélnego w komoérkach drozdzy C. utilis z hodowli na podtozach
kontrolnych i do§wiadczalnych wzbogaconych w MgCl,-6H,0, g/100 g s.s.

Table 5. Contents of the total protein in C. utilis biomass during cultivation in the control and
experimental media enriched with MgCl,-6H,0, g/100 g s.s.

Czas hodowli, h

2+ 3 2+ 3

Cultivation time, h YPD (kontrolne — control) YPD+1,25 g Mg™ /dm YPD+2,00 g Mg”'/dm
24 54,4a 63,7¢c 65,3¢
48 52,4a 59,6b 60,4b

Ten sam indeks literowy oznacza brak istotnej roznicy.
Means with the same letter did not differ significantly.

Taki sam kierunek zmian zawarto$ci biatka stwierdzono w $cianach wyodrgbnio-
nych z biomasy komoérkowej po hodowli drozdzy C. utilis na podtozach kontrolnych
i dos§wiadczalnych (tab. 6).

Tabela 6. Zawarto$¢ biatka ogolnego w $cianie komdrkowej drozdzy C. utilis ATCC z hodowli na
podtozach kontrolnych i do§wiadczalnych wzbogaconych w MgCl,x6H,0, g/100 g s.s.

Table 6. Contents of the total protein in the cell wall of C. utilis cells during cultivation in the
control and experimental media enriched with MgCl,x6H,0, g/100 g s.s.

Czas hodowli, h

2+ 3 2+ 3

Cultivation time, h YPD (kontrolne — control) YPD+1,25 g Mg~ /dm YPD+2,00 g Mg™'/dm
24 6,4a 8,5¢ 8,9¢
48 6,1a 7,4b 7,6b

Ten sam indeks literowy oznacza brak istotnej roznicy.
Means with the same letter did not differ significantly.

Drozdze po 24 i 48 godzinach hodowli na podtozu kontrolnym oraz podtozach do-
$wiadczalnych charakteryzowaly si¢ zréznicowana zawartoscia biatka, jednak procen-
towy rozktad tego sktadnika w $cianie komorkowej i protoplascie wykazywal znaczne
podobienstwo (tab. 7).

W biomasie komorkowej drozdzy z hodowli na podtozu do§wiadczalnym wzboga-
conym w magnez w stezeniu 1,25 g Mg”/dm’ 87% ogolnej zawartosci biatka
znajdowato si¢ w protoplastach, natomiast w $cianie 13%. W drozdzach z podioza
do$wiadczalnego z wigkszym dodatkiem magnezu (2,0 g Mg*"/dm®) wartosci te
wynosily odpowiednio 86 i 14%. Z kolei w komorkach otrzymanych z podiloza
kontrolnego protoplasty zawieralty 88% ogolnej ilosci biatka zgromadzonego w
drozdzach, a $ciany 12% (tab. 7).

Po 48 godzinach hodowli drozdzy zaréwno na podtozu kontrolnym jak i do$wiad-
czalnych procentowy rozktad catkowitej puli biatka w komoérkach byt zblizony do tego,
jaki uksztattowat si¢ w hodowli 24-godzinnej (tab. 7).
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Tabela 7. Porownanie zawarto$ci biatka ogélnego w komorkach, protoplastach i w $cianie ko-
morkowej drozdzy C. utilis z hodowli na podtozach kontrolnych i doswiadczalnych wzbogaco-
nych w MgCl,x6H,0, g/100 g s.s.

Table 7. Comparision of the total protein contents otein in the yeast biomass, cell wall and proto-
plast in C. utilis cells during cultivation in the control and experimental media enriched with
MgCl,x6H,0, g/100 g s.s.

Procentowa zawarto$§¢
magnezu, %

Biomasa 6 .

Czas Komérko- Sciana Percentage contents

Podtoze hodowli, h wa komorko-  Proto- of magnesium, %

Medium Cultivation Veat wa plast
time, h bi cats Wall cell sciana
1omass komorkowa protoplast
wall cell

YPD (kontrolne — control) 24 54,4 6,4 48,0 12 88
48 52,4 6,1 46,3 12 88

YPD+1,25 g Mg*/dm® 24 63,7 8,5 55,2 13 87
48 59,6 7,4 52,2 12 88

YPD+2,00 g Mg*/dm® 24 65,3 8,9 56,4 14 86
48 60,4 7,6 52,8 13 87

Zastosowane dawki magnezu w podlozach doswiadczalnych nie wptyngtly znaczaco
na zmiang procentowego udziatu biatka w §cianach komoérkowych i protoplastach w
poréwnaniu z hodowla kontrolna.

Lipke i Ovalle [1998] podaja, ze procentowa zawarto§¢ mannoprotein w $cianie ko-
morkowej wynosi 40%. Udzial weglowodandw w mannanoproteinach miesci si¢ w
przedziale 50-90% [Van der Vaart i in. 1995]. W zawiazku z tym procentowa zawarto$¢
biatka w $cianie komoérkowej, w przeliczeniu na sucha substancj¢ drozdzy (uwzglednia-
jac jej 30-procentowy udziat w suchej substancji w komoérkach C. utilis), powinna wy-
nosi¢ ok. 6%. W warunkach do$wiadczenia warto$¢ ta wahata sie w zakresie 12-14%
(tab. 7),co moze §wiadczy¢ o zwigkszonej syntezie tego zwiazku na podlozach zawiera-
jacych jony Mg®*, badz szczegdlnych whasciwosciach badanego szczepu drozdzy pa-
szowych. Nalezy jednak pamigtaé, ze na otrzymane wyniki mogl wptywaé sposob wy-
odrgbniania fragmentéw $cian komoérkowych drozdzy w temperaturze cieklego azotu.

Na podstawie rezultatow przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, iz dodatek
magnezu do podlozy hodowlanych w ilociach 1,25 lub 2,00 g Mg*/dm’ istotnie
zwigkszyt ogdlna aktywnos$¢ aparatu syntetyzujacego biatka w komoérkach C. wtilis.
Wyniki badan, a zwlaszcza zwigkszona sorpcja jonéw Mg®* z podlozy doswiadczalnych
przy réwnoczesnym wzro$cie zawartos$ci biatka w protoplastach, sktaniaja do przyjecia
hipotezy o mozliwosci powstawania wewnatrzkomorkowych biopleksow magnezu
w komorkach drozdzy paszowych C. utilis ATCC 9950.
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PODSUMOWANIE

Wyniki przeprowadzonych do§wiadczen pozwolity na sformutowanie nast¢pujacych
stwierdzen i wnioskow:

1. Badany szczep drozdzy paszowych C. utilis ATCC 9950 mozna wzbogaci¢ w
magnez podczas hodowli wglebnej na podtozach z dodatkiem soli tego pierwiastka w
postaci MgCl,x6H,0.

2. Biomasa drozdzy otrzymana po logarytmicznej fazie wzrostu z hodowli na podto-
zach zawierajacych jony Mg”>" wykazata znacznie wiecej tego pierwiastka w $cianie
komorkowej niz w protoplastach.

3. W fazie stacjonarnego wzrostu C. utilis, na podtozach dos§wiadczalnych rozktad
komoérkowej puli magnezu migdzy $ciany komorkowe a protoplasty stawat si¢ bardziej
roéwnomierny i po 48 godzinach hodowli byt podobny jak w biomasie drozdzy z podto-
za kontrolnego.

4. Dodatek magnezu do podlozy do$wiadczalnych korzystnie wptynat na ogdlna
syntezg biatek i plon biomasy komorkowej C. utilis w poréwnaniu z hodowla kontrolna
na standardowej pozywce YPD.

5. Dodatek jonéw Mg”" do podtoza YPD w ilosci 1,25 g/dm® byt tym stezeniem pro-
gowym, powyzej ktorego nie stwierdzono istotnego wzrostu zawarto§ci magnezu i biat-
ka w komorkach drozdzy C. utilis.

6. Rownoczesny wzrost zawarto$ci magnezu oraz biatka w protoplastach drozdzy
C. utilis ATCC 9950 z hodowli doswiadczalnych moze sprzyjaé powstawaniu bioplek-
sOw magnezu z biatkami.
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LOCALISE OF MAGNESIUM IN THE CELLS OF FEED’S YEAST
CANDIDA UTILIS ATCC 9950 SUPPLEMENTED WITH THIS ELEMENT

Abstract. The study aimed at determining which part of magnesium bound with feed’s
yeast C. utilis ATCC 9950 during batch culture in control (YPD) and experimental me-
dium (YPD with the addition of magnesium) remains in the cell wall and which under-
goes intracellular bioaccumulation. The experimental mediums were supplemented with
the amount of MgCl,x6H,0 providing 1.25 g/dm® or 2.0 g/dm® content of Mg*" ions.
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Moreover determinated addition of magnesium ions into experimental mediums on the to-
tal protein contents in the yeast biomass. The cultures were run for 48 hours at 28°C in a
reciprocating shaker which provided aerobic conditions of the process. The application of
mechanical disintegration of the yeast cells (at a temperature of liquid nitrogen) enabled
determination of the contents of magnesium and total protein in both cell walls and proto-
plasts. The yeast biomass from YPD medium (enriched with magnesium) contained about
tree times more magnesium then from control medium. Average 80% magnesium was lo-
calised in the cell walls, but only 20% in protoplasts. After 48-hour cultivation average
60% magnesium ions were in the cell walls and 40% in the yeast protoplasts. The addition
of Mg®" ions to the experimental media evoked a significant (evan 20%) increase in the
total protein content in the yeast biomass compared to the control medium culture.
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