BROMAT. CHEM. TOKSYKOL. — XLV, 2012, 3, str. 466471

Lidia Stasiak-Rozanska, Stanistaw Blazejak

OCENA SKUTECZNOSCI WIAZANIA MAGNEZU PRZEZ BIOMASE
Candida utilis ATCC 9950 ORAZ SCIANY KOMORKOWE TYCH
DROZDZY

Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydziat Nauk o Zywnosci,
Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnosci,
dr hab. S. Blazejak, prof. SGGW

Porownano zdolnos¢ wiqzania magnezu przez biomase oraz Sciany
komorkowe oddzielone od cytosolu komorek drozdzy paszowych Candida utilis.
Wiqzanie Mg** nastgpowato podczas inkubacji w podtozach kontrolnych (YPD)
lub doswiadczalnych (wodny roztwor MgSO, x 7H20 o stezeniu Mg*™ 1,25 g/L).
Najwyzsza zawartos¢ magnezu, zwiqzana z biomasq po 24 godzinach inkubacji
w roztworze soli tego pierwiastka wynosita 6,13 mg/g s.s. W tych samych
warunkach sciany komérowe C. utilis zwiqzaly 5,03 mg Mg/g s.s.
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Magnez (Mg) jest pierwiastkiem, ktéry odgrywa kluczowa rolg w wielu pro-
cesach biochemicznych, zachodzacych w organizmach ludzi, zwierzat, a takze
w komorkach drobnoustrojow. Pierwiastek ten aktywuje ponad 300 réznych en-
zymow, ktore uczestnicza m.in. w transkrypcji biatek, budowaniu struktury kwaséw
nukleinowych 1 chromosomoéw oraz transporcie mikroelementow przez blony
komorkowe (1,2). Magnez bierze takze udzialw procesie syntezy oraz rozpadu
zwiazkow makroenergetycznych, szczegdlnie adenozynotrifosforanu (ATP), akty-
wuje enzymy metabolizmu lipidéw, uczestniczy rowniez w bilansowaniu rownowa-
gi mineralnej organizmu (2, 3).

Spozycie magnezu u oséb dorostych powinno ksztattowac si¢ na poziomie
300 — 400 mg Mg?"/dobg. Zalecane jest aby dawka ta byla wigksza w zywieniu
dzieci i mlodziezy, a takze osob aktywnych fizycznie i kobiet w ciazy (4).

Niedobor magnezu w organizmie czlowieka moze mie¢ powazne konsekwencje.
Przy braku tego sktadnika mineralnego najwigksze zaburzenia obserwuje si¢ w pracy
mozgu, serca oraz migsni. Dieta uboga w magnez moze prowadzi¢ do nadcisnienia
tetniczego, miazdzycy, arytmii lub choroby niedokrwiennej serca (4, 5, 6).

Bogatym zrédlem magnezu sa rosliny straczkowe (fasola, groch tuskany) oraz
niektére owoce morza (krewetki, malze, ostrygi) (1). W Polsce magnez dostarczany
jest w diecie najczesciej wraz z produktami zbozowymi, ziemniakami oraz mlekiem
i jego przetworami (3). Przyswajalno§¢ magnezu wraz z pozywieniem przez orga-
nizm ludzki jest niewielka i w zalezno$ci od rodzaju spozywanych produktow moze
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wynosi¢ 13 —46% (7), dlatego osobom z niedoborem tego pierwiastka czgsto zaleca
si¢ suplementowanie, ktore rowniez nie zawsze jest w stanie pokry¢ cate dzienne za-
potrzebowanie na magnez. Pewnym rozwiazaniem probleméw zwiazanych z niska
przyswajalnoscia sktadnikow mineralnych moze by¢ przyjmowanie preparatéw
zawierajacych biopleksy, zwane réwniez metalobiatkami. Biopleksy obecne w
biomasie drozdzy powstaja w wyniku wigzania okreslonych jonow przez biatka,
wystepujace w §cianie komdrkowej tej grupy mikroorganizmow (8). W poréwnaniu
do zrdédel nieorganicznych biopleksy sa mniej toksyczne i lepiej przyswajalne przez
organizm. Dodatkowo wykazuja stabilno$¢ w szerokim zakresie kwasowosci czyn-
nej srodowiska, co jest szczegdlnie wazne z uwagi na r6zne wartosci pH panujace w
poszczegdlnych odcinkach przewodu pokarmowego (8).

Do produkeji preparatéw bogatych w biopleksy wykorzystuje si¢ obecnie drozdze
z gatunku Candida utilis. Biomasa tych drobnoustrojow jest cennym sktadnikiem
pasz w zywieniu zwierzat, a po usunieciu kwasow nukleinowych moze stanowic
warto$ciowy element w zywieniu ludzi (9).

Magnez wiazany jest przez drozdze w procesie dwuetapowym. Pierwszy znich ma
charakter chemisorpcyjny i polega na wiazaniu jonow Mg** ze $ciana komorkowa, a
w szczeg6lnosci z grupami funkcyjnymi obdarzonymi ujemnym tadunkiem. Faza ta
nie wymaga nakladu energii i nie zalezy od metabolizmu komorki (10). Drugi etap,
okres$lany jako wewnatrzkomorkowa bioakumulacja, dotyczy aktywnego transportu
jondw magnezu przez btong cytoplazmatyczna do wnetrza komorki i zalezy od tem-
peratury oraz aktywnosci zyciowej komoérek drozdzy (11).

Celem pracy byto porownanie zdolnosci naturalnego wigzania jond6w magnezu
z podloza kontrolnego YPD oraz z roztworu soli MgSO, x 7H,O przez biomasg
komorkowa C. utilis ATCC 9950 oraz $ciany komorkowe martwych komorek tych
drozdzy.

MATERIAL I METODY

Szczep drozdzy paszowych Candida utilis ATCC 9950 pochodzil z Amerykanskiej
Kolekcji Czystych Kultur.

Zdolno$¢ wiazania magnezu przez biomas¢ lub $ciany komorkowe drozdzy z
gatunku C. utilis badano w podtozach kontrolnych YPD, o sktadzie: glukoza 20 g/L;
pepton 20 g/L, ekstrakt drozdzowy 10 g/L oraz w podtozach doswiadczalnych, ktore
stanowit wodny roztwor MgSO, x 7H,O o stezeniu Mg* 1,25 g/L.

Przygotowanie biomasy C. utilis: 100 cm® podtoza YPD szczepiono czysta
kultura drozdzy i hodowano w temperaturze 28°C do momentu osiagni¢cia gestosci
optycznej rownej 2,0 (A = 600 nm). Uzyskana biomas¢ wirowano (10 min, 3500
obr/min), plukano i zawieszano w 10 cm’® jatowej wody dejonizowanej, po czym w
cato$ci przenoszono do podtoza kontrolnego lub doswiadczalnego, ktorych objgtose
wynosita po 90 cm®.

W celu sprawdzenia zdolno$ci wigzania magnezu wylacznie przez $ciany
komoérkowe C. utilis przeprowadzono dezintegracj¢ komorek w procesie laczacym
metody termiczne z fizycznymi. W pierwszej kolejnosci przeptukana i odwirowana
biomase¢ drozdzy zamrazano w temperaturze -20°C na okres 90 dni. Po tym czasie
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rozmrozone komorki poddawano sonikacji (180 W, 20 kHz, 30 min), ponownie
zamrazano (-20°C, 20 godz.) i sonikowano (180 W, 20 kHz, 30 min). Udziat
zdezintegrowanych komorek drozdzy w zawiesinie wynosit 40%. Zdezintegrowane
i przeplukane woda komorki wirowano (10 min, 3500 obr/min), zawieszano w
10 cm?® jalowej wody destylowanej i przenoszono do podloza kontrolnego lub
doswiadczalnego o objgtosci 90 cm® kazde. Biomasg oraz $ciany komorkowe
inkubowano w kolbach na wytrzasarkach o ruchu rotacyjnym w temperaturze 28°C.

Doswiadczenie prowadzono w 2 rownolegtych seriach, w kazdej serii oznaczano
3 probki, kazde oznaczenie powtarzano 3 razy. Zawarto$¢ magnezu w probkach
oznaczano bezposrednio po wprowadzeniu biomasy lub $cian komérkowych do
podiozy oraz po czasie 0,5; 2,0; 4,0; 6,0 1 24 godziny. Probki mineralizowano w
mieszaninie 5 cm® 65% HNO, z 2 cm® 70% HCIO, w temperaturze 600°C, w aparacie
do spalan (Biichi Digestion Unit K-435). Zawarto$¢ magnezu oznaczano metoda
ICP — AES (atomowa spektrometria emisyjna z plazma wzbudzona indukcyjnie).
Probki analizowano przy trzech dtugosciach linii emisyjnych (279,0 nm, 280,2 nm,
285,2 nm), kazdy pomiar wykonywano w trzech powtdérzeniach. Otrzymane wyniki
przeliczano na mg Mg*'/g s.s. Analiz¢ statystyczng wynikow opracowano przy
zastosowaniu programu Statgraphics Plus 4.1. Wieloczynnikowa analiz¢ wariancji
przeprowadzono z wykorzyst-niem testu Tukey a przy poziomie istotnosci a = 0,05.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W pierwszym etapie porownano stgzenie magnezu zwiazanego przez biomase
oraz $ciany komorkowe drozdzy C. utilis podczas inkubacji w podtozu kontrolnym
YPD. Na ryc. 1. przedstawiono wyniki pomiaru zawarto$ci magnezu zarowno w
biomasie jak i w §cianach komorkowych, ktore otrzymano po dezintegracji komorek
C. utilis.

W czasie t = 0 zawarto$¢ magnezu w biomasie drozdzy C. utilis z podtoza
kontrolnego wynosita 1,39 mg/g s.s., a w $cianie komorkowej 1,02 mg/g s.s.
Podobne warto$ci utrzymywaty si¢ w czasie t = 0,5 godziny (1,36 mg/g s.s. w
biomasie oraz 0,97 mg/g s.s. w $cianach komoérkowych) oraz t = 2 godziny (1,36
mg/g s.s. w biomasie oraz 1,00 mg/g s.s.w $cianach komoérkowych). Zawartos¢
magnezu w biomasie drozdzy C. utilis nie uleglta zwigkszeniu do konca trwania
inkubacji (ryc. 1). Udzial magnezu zwiazanego ze $cianami komoérkowymi drozdzy
zwigkszyt si¢ po uptywie 4 oraz 6 godzin inkubacji i wynosil odpowiednio 1,04
oraz 1,09 mg Mg/ g s.s. Po zakonczeniu procesu (24 godziny) zaobserwowano
obnizenie zawartosci magnezu w $cianach komorkowych C. utilis w poréwnaniu
z zawarto$cia tego pierwiastka oznaczona we wczesniejszych godzinach inkubacji
(ryc. 1).

Jak podaje Kordialik-Bogacka (12) martwa biomasa drobnoustrojéow mozne
biernie wigza¢ jony metali za pomoca réznych mechanizmoéow fizykochemicznych.
Biosorpcja kationé6w przez biomas¢ drobnoustrojow zalezy przede wszystkim od
struktury ich §ciany komorkowej. Oddzielenie Sciany komdrkowej od pozostatych
elementéw komorki, zwigksza dostgpno$¢ magnezu do ujemnie natladowanych grup



Nr3 Skuteczno$¢ wigzania magnezu przez biomasg Candida utilis 469
funkcyjnych i wolnych par elektronowych, co w konsekwencji moze utatwi¢ chemi-
sorpcje kationow (12).
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Ryc.1. Zawarto$¢ magnezu w biomasie oraz §cianach komorkowych drozdzy C. utilis z kontrolnego
podtoza YPD

Fig. 1. Magnesium content in the biomass and the cell walls of yeast C. utilis from the control YPD me-
dium

Celem kolejnego etapu doswiadczenia bylo poroéwnanie zdolno$ci wiazania
magnezu przez biomasg oraz $ciany komorkowe drozdzy C. utilis z roztworu soli
MgSO, x 7H,0. Na ryc. 2 przedstawiono wyniki pomiaru zawarto$ci magnezu w
biomasie i $cianach komérkowych w podczas 24-godzinnej inkubacji.

Zawarto$¢ magnezu w biomasie C. utilis w czasie t = 0 wynosita 5,33 mg/g s.s.
Po 6 godzinach inkubacji w roztworze soli magnezu nastapit wzrost zawartosci Mg
w biomasie (6,11 mg/g s.s.) i na tym poziomie utrzymywat si¢ do konca trwania
procesu. Mozna przypuszczaé, ze najwigksza ilos¢ magnezu zostata zwiazana
przez biomasg¢ w pierwszych 6 godzinach inkubacji i dalsze jej przedluzanie nie
wplywalo na biosorpcje Mg* z komorkami drozdzy (ryc. 2). Wiazanie magnezu
przez $ciang komorkowa C. utilis wzrastato systematycznie przez caly okres
trwania do$wiadczenia (ryc. 2). Po 24 godzinach osiagn¢lo maksymalna warto$¢
5,03 mg/g s.s.

Przez pierwszych kilka minut kontaktu biomasy drozdzy z jonami metalami
nastepuje szybkie i niezalezne od metabolizmu wiazanie ich ze $ciana komorkowa.
Etap ten zachodzi zarowno w komorkach zywych jak i martwych. Dalsza bioaku-
mulacja jonow metali, ktéra pozwala na pobranie wigkszej dawki jonow zachodzi
wylacznie w zywych komorkach drozdzy (9, 13).
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Ryc. 2. Zawartos¢ magnezu w biomasie oraz $cianach komorkowych drozdzy C. utilis z roztworu soli
MgSO, x 7H,0.

Fig. 2. Magnesium content in the biomass and the cell walls of yeast C. utilis from a solution of MgSO,
x 7H,0.

Liiwsp. (14) badali wigzanie cynku przez zywe i martwe komorki Streptomyces
ciscaucasicus szczep CCNWHX 72-14 i wykazali, ze martwa biomasa zwiazala
wigcej cynku (54 mg/g) w pordwnaniu z zywymi komoérkami (40 mg/g). W bada-
niach tych wykazano réowniez, ze grupy funkcyjne §ciany komoérkowej martwych
komorek S. ciscaucasicus byty bardziej zaangazowane w wiazanie cynku niz te,
ktore wystepowaty w komodrkach zywych.Na podstawie badan Li i wsp. (14) oraz
prezentowanych w niniejszej pracy mozna przypuszczac, ze im wyzszy stopien dez-
integracji komorek tym wiazanie jondw metali przez sciang komodrkowa jest wyzsze.

Analiza otrzymanych wynikéw pozwala sadzié, ze zdolno$¢ wiazania magnezu
zalezy od udziatu zdezintegrowanych komorek C. utilis w zawiesinie. Prawdopodob-
nie wraz ze zwigkszeniem stopnia dezintegracji, zwigkszeniu uleglby udziat §cian
komérkowych oddzielonych od cytosolu i w konsekwencji zawartos¢ magnezu w
biopleksach bytaby wyzsza.

WNIOSKI

1. Biomasa drozdzy C. utilis ATTC 9950 i $ciany komoérkowe uzyskane w
procesie sonikacji wykazaly zdolno$¢ naturalnego wigzania magnezu z roztworu
MgSO,x 7TH,O o stezeniu 1,25 g Mg/dm’.

2. Wiazanie magnezu przez biomasg¢ komorkowa drozdzy C. utilis z roztworu
soli MgSO, x 7H,0 byto ponad 5-krotnie wigksze (wynosito 6,13 mg Mg*/gs.s.) w
poréwnaniu z wiazaniem magnezu z podtoza kontrolnego YPD - 1,16 mg Mg*"/g s.s.
po tym samym czasie hodowli.
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3. Najwyzsza zawarto$¢ magnezu w biomasie oraz $cianach komorkowych stwi-
erdzono po 24 godzinach hodowli w roztworze MgSO, x 7H20 Biomasa drozdzy
zawierala 6,13, natomiast $ciany komérkowe 5,03 mg Mg*'/g s.s..

4. Otrzymywanie preparatow bogatych w biopleksy mozna czgSciowo usprawnié
poprzez zastapienie zywych komorek drozdzy ich $cianami komorkowymi, a
podlozy mikrobiologicznych — roztworami soli magnezu.

L. Stasiak—Roézanska, S. Blazejak

EVALUATION OF THE EFFECTIVENESS OF MAGNESIUM BINDING BY BIOMASS OF
CANDIDA UTILIS ATCC 9950 AND THE CELL WALLS OBTAINED FROM THESE YEAST

Summary

The aim of this study was a comparison of magnesium binding capacity of the biomass and the cell walls
(separated from the cytosol) of cells of Candida utilis yeast. The binding of Mg?* followed during incuba-
tion in control media (YPD) and experimental (aqueous solution of MgSO, x 7H,0). The highest content
of magnesium, bound by the biomass was 6,13 mg/g dw after 24 hours of incubation in the salt solution of
this element. In the same time cell walls of C. utilis bound 5,03 mg Mg/ g dw.
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