Stanoveni nukleovych kyselin v kvasinkach
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S prvuimi informacemi o Skodlivosti nukleovych kyse-
lin kvasinek, pouZivanych k nédhradé& bilkovinného de-
ficitu v lidské vyZivd [1, 2], byl vzbuzen zdjem o stano-
veni nukleovych kyselin z tohoto hlediska. Za 3kodlivost
nukleovych kyselin jsou odpovédny nukleové bdaze, a
proto maji pro stanoveni vyznam jak kyselina ribo-
nukleova, tak i kyselina dezoxyribonukleovd a jejich
Stépy. Tim je soutasn& zGZen vyb&r vhodné metody z hle-
diska vyZivy, protoZe metoda musi indikovat nukleové
béze.

JiZ v Sedesdtych létech skonéil v§voj metod na stano-
veni nukleovych kyselin v biologickém materidlu a
Vv praxi se pouZivaji dnes jiZ klasické metody Schmidio-
va-Thanhauserova (3], Schneiderova |4] a Ogurova-Ro-
senové [5]. Prvni dvé metody byly vypracovdany pro Zi-
vo&iSny materidl, tfeti pro materidl rostlinny, vSechny
potom pro stanoveni kyseliny ribonukleové a dezoxyribo-
nukleoveé, tak jak to vyZadoval tehdejSi zdjem védy
o vysvétleni tlohy obou kyselin v mechanismu dadic-
nosti. ObyZejné se nejdfive odstrafiuji nukleotidy, potom
interferujici latky (cukry, fosfaty, fosfolipidy) a nakonec
se specifickfmi ¢inidly stanovi riboza a desoxyrib6za
[4], nebo se RNK a DNK odd&li na zdklad® rozpustnosti
v chladné kyselin& chloristé [5], nebo v horkém louhu
[3] a v takto odd&lenych extraktech se stanovi fosfor
[3] nebo adsorpce v UV svétle [5]. Tyto tFi zédkladni
metody byly Casto modifikovany. Byly mé&n&ny zpisoby
odstranéni interferujicich l4tek, zplisoby déleni DNK a

RNK, zplisoby stanoveni cukerné sloZky a vinové délky
pri spektrofotometrickém méfeni nukleovych bédzi. Na
druhé strané je zajimavé, Ze téchto tfi metod vypraco-
vangch pro Zivo€iSny a rostlinny materidl, se stdle po-
uZiva i pro stanoveni v mikroorganismech, tasto bez
jakékoli dpravy v kompletnim, ¢asové a pracovné né-
rotném sledu ¢&isticich operaci. Napfiklad je3t& v roce
1972 potravinafskd sekce IUPAC doporuduje Schmidtovu-
-Thanhauserova metodu, véetné& odstran&ni nukleotida,
déleni RNK a DNK, se spektrofotometrickym urdenim
RNK a kolorimetrickym méfenim DNK.

Pro stanoveni nukleovych kyselin v kvasinkdch urde-
nych pro lidskou v§Zivu je nejvhodn&jsi spektrofoto-
metricke stanoveni v UV oblasti, bez odstranéni 3t&pi
nukleovych kyselin a déleni RNK a DNK. Takto zjedno-
duSend metoda se pouZivd zejména v pracich zabyvaji-
cich se sniZenim nukleovych kyselin v droZdi [6—9]. Je
samozrejmeé, Ze se neaplikuji &istici operace doporudo-
vané pro jiny materidl a jinou metodu. Casto je disku-
tovéna vhodnd vinovd délka mé&feni. Maximalni absorpce
RNK je 260 aZ 263 nm a Fada autorii mé&F pFi této vino-
vé délce obé& nukleové kyseliny [6, 7, 9—11]. Maxima&lni
absorpce DNK je pfi 268 nm. Dalsi obtiZe zpiisobuje pfi-
tomnost latek absorbujicich v této oblasti (hlavné& bilko-
viny a jejich St&py]), zvlasté kdyZ nejsou vhodng& vole-
ny podminky extrakce nukleov§ch kyselin. Z tohoto
hlediska md nejvhodnéjsi podminky metoda Ogurova-Ro-
seno»é [5], pfi které se extrahuje horkou kyselinou
chloristou.
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Vlivu interferujicich l&tek je moZno se vyhnout mé-
fenim pfi dvou vlnovych délkdch. Tento zpiisob je b&%Zny
ve spektrofotometrii, diileZity v3ak je vyb&r druhé vino-
-vé délky. Za prvni se oby&ejné& voli vlnovd délka maxima
absorpce. Tsanep a Markov [12] zvolili za druhou vino-
vou délku tu, pfi které maji St&py bilkovin stejnou
absorpei jako pFi prvni vinové délce. RNK mé&ri pfi 260
nm a 286 nm a DNK pfi 268 a 284 nm (plati pro Zivo-
¢iSny material). Spirin [13] vypracoval spektrofoto-
metrickou metodu pro urfeni souctu obou nukleovych
kyselin. Zjistil, Ze absorp&ni kfivky obou kyselin maji
podobnou diferenci (0,19) v extinkci, vztaZené na 1 ug
fosforu nukleovych kyselin pro 270 a 290 nm. Lze tedy
koncentraci sumy nukleovych kyselin (v ug fosforu) vy-
pofitat délenim rozdilu extinkci &islem 0,19. Po vyné-
sobeni ¢&islem 10,3 (z primérného obsahu fosforu
v nukleovych kyselindch) se zjisti vdhové mnoZstvi
nukleovych kyselin.

V této praci jsme se zaméfili na zjednoduSeni dosud
pouZivané metody ke stanoveni nukleovych Kkyselin.

Material a metody

Pfi prové&fovani zpfisobu stanoveni nukleovych kyselin
jsme pracovali s kvasinkami ziskanymi laboratornim
nebo priimyslovym zpiisobem fermentaci na syntetickém
lihu, n-alkdnech a plynovém oleji. Extrakéni pokusy se
provadély v 10 ml centrifuganich kyvetdch s roz-
poustédly analytické ¢&istoty. Odstfedéni probihalo na
laboratorni odstfedivce ,Chirana“ 10 minut p¥ 3000 ot/
/min.

Me&feni nukleov§ch kyselin vychdzi z prdce Spirina
[13]. Po dvojnédsobné extrakci kvasniéného sedimentu
0,5 N HC104; 20 minut pfi 90 °C se supernatanty sliji, do-
plni na ur¢ity objem stejnou kyselinou a méfi se absorpce
pFi 270 a 290 nm proti 0,5 N HCIO,; (spektrofotometr
VSU-P, Zeiss Jena].

Vysledky a diskuse

Byla proméfena absorp&ni spektra zdkladnich petro-
chemickych surovin pro vyrobu krmného drozdi. V{§sled-
ky potvrdily, Ze jakykoli prakticky moZny zbytek z&-
kladnich surovin ve vyrobeném droZdi nemiZe prokaza-
teln& ovlivnit stanoveni nukleovych kyselin.

Déle byl provéFen vliv riznych C¢isticich operaci do-
porucovanych u tfi zdkladnich metod stanoveni nukleo-
vych kyselin. Jako vzorek bylo vzato suSené krmné
droZdi vyrobené na plynovém oleji. Vysledky jsou uve-
deny v labulce 1.

Tabulka 1
% nukleovych
Operace Extrakce 3 gysgﬁny
1 acetonem 422
2 + 9% etanolem 4,17
! + etanolem — éterem 3:1 4,18
4 + metanolem — chloroformem 3:1 4,12
5 + etanolem — éterem 3:1 4,08
6 + éterem 4,09
T + 0,25 N HClO, za chladu 3,43
8 + 0,25 N HClO; za chladu 3,34
Tabulka 2
% nukleovych
Operace kyselin
jednoduché extrakce 0,5 N HCIG; pri 90 °C 6,20
dvojndsobna extrakce 0,5 N HClO4 pFi 80 °C 8,90
jednoduché extrakce doplnéna promytim 8,73

Z tabulky 1 vyplyva, Ze rozdily v obsahu nukleovych
kyselin po jednotliv§ch &isticich operacich nepfesahuji
pfesnost metody. Bylo také zjist8no, Ze néktera roz-
poustédla (napf. aceton p. a. Lachema] obsahuji ur€ité
mnoZstvi UV absorbujicich latek, které bez dostatetného
ndsledujiciho promyti zvySovaly obsah nukleovych kyse-
lin. Uvedené poznatky byly potvrzeny na riiznych kme-
nech kvasinek, p&stovanych na rfiznych petrochemickych
surovindch. Cistici operace je proto moZno povaZovat za
zbytetné, coZ je v souladu s poznatky Sokurové [14] a
Tsaneva [12], ziskanymi jinou metodou na materialu
jiného piivodu. SniZeni obsahu nukleovych kyselin po
sedmé a osmé operaci odpovidd obsahu nukleotidi.
JelikoZ jsou tyto sloufeniny jako Skodlivé 1atky v droZdi
stejné vyznamné jako nukleové kyseliny, je nutno je za-
hrnout do stanoveni. Proto i extrakce 0,25 N HCID} je
nutno vypustit.

Dale byla provéfena nezbytnost doporufované dvojné-
sobné extrakce 0,5 N HC1O, p¥i 90°C. Jak vyplyvad z ta-
bulky 2, je jednordzovd extrakce 0,5 N HClO,, dopln&na
pouhym promytim stejnou kyselinou, rovnocennd dvoj-
néasobné extrakci za zvySené teploty. Jedind extrakce je
tedy dostaujici, druhd plni pouze tdlohu promyti kvas-
ni&ného sedimentu od zbytkli UV absorbujicich latek.

obr. 1

DileZitym faktorem rozhodujicim o pfesnosti spektro-
fotometrické metody je standard. V nalem pfipad& je
dostupnym standardem kyselina ribonukleova €istd (La-
chema Brno). Obsahuje 9,01 % fosforu, 90,6 % suSiny a
15,9 % dusikatych latek. Kf¥ivka jeji absorpce v UV &sti
spektra, vyjaddiend na 1 ug fosforu v 1 ml v kyveté& 1 cm,
je uvedena na obrdzku 1 — k¥ivka A. Shoduje se ve ve-
likosti maxima s obdobnou ktivkou podle Spirina [13],
ze které uvedeny autor vypofital rozdil extinkci pfi
270 a 290 nm pfipadajici na 1 ug fosforu v kyvet& 1 cm.
Tento tGdaj (0,19) se pon&kud 1i3f od naSeho méFeni,
aviak diference je v mezich pfesnosti metody. Pro vy-
pocet je tedy moZno pouZit Spirinova vztahu. Obsah
fosforu v3ak autor uvadi 9,7 %, coZ se ji¥ zna&né 1iSi
od naSeho rozboru standardu, a proto povaZujeme za
sprdavndjsi brat do vypoftu rozdil extinkci pFepolteny
nikoli na 1 ug fosforu, ale na 1 mg RNK v 1 ml. Kfivka
takto pPepottend je uvedena na obrazku — kf¥ivka B.
Potom se koncentrace nukleovych kyselin vypocitd takto:

% nukleov§ch kyselin =M
16,3.n
kde
AD je rozdil extinkci pfi 270 a 290 nm,
F — TFedéni,
n  — navaZka kvasni¢né suSiny v mg,

16,3 — rozdil extinkci pF¥ipadajicich na 1 mg RNK (,,pfe-
potitaci faktor®).
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Zcela spréavné by bylo provést stejné méfeni i pro
kvasnifnou DNK. Tento preparat neni k dispozici, ale
pfesto je moZno stanoveni soutu nukleovych kyselin
povaZovat za dostatené& pFesné, protoZe se k¥ivky
absorpce obou kyselin v oblasti 270—290 nm velmi mélo
1i81 [13]. Navic je pomé&r DNK:RNK v kvasinkdch
obvykle okolo 1:10, takZe by eventudlni rozdil absorpé-
nich vlastnosti DNK pfepocitaci faktor neovlivnil.

Na z&kladé& provedenych zkouSek bylo moZno navrh-
nout tento postup stanoveni nukleovych kyselin v kva-
sinkdch: Do centrifuga¢ni kyvety 10 ml se navaZi 100 aZ
150 mg kvasniné suSiny (pfi prdci se suspenzi se na-
pipetuje odpovidajici mnoZstvi, odstfedi se a supernatant
se odleje), pfida se 5 ml 0,5 N HCIO,, diikladné& se pro-
michd ty€inkou a vloZi se na 20 minut do vodni l4zn#&
90 °C. VloZenou ty€inkou se ob&as zamichd. Potom se od-
stfedi, supernatant se slije do odmé&rné baiiky 250 ml.
Na sediment se pfidd dalSich 5 ml 0,5 § HCl0, a po-
stup se opakuje, popf. se jen dikladné& promichd a od-
stfedi. Spojené supernatanty v odm&rné bafice se doplni
po znalku 0,5 N HCIO; . M&fi se v kyvet& 1 cm pfi 270 a
290 nm proti 0,5 N HC10,. Obsah nukleovych kyselin se
vypotitd podle uvedeného vzorce. Dv8 soub&%nd stanove-
ni se nesmi lifit vice neZ o 5 % rel. Stanoveni trva piil-
druhé hodiny. Doporufuje se p¥ekontrolovat v podmin-
kach vlastni laboratofe pifepofditaci faktor takto: NavaZi
se okolo 10 mg ¢isté kyseliny ribonukleové [Lachema)
do zkumavky, pfidd se 5 ml 0,5 y HClO,, promichd se
ty€inkou a vloZi do vodni 14zn& 90 °C na 20 minut. Ob&as
se tyfinkou zamichd. Poté se cel§ obsah zkumavky
spldchne do odmé&rné baiiky 250 ml {je dokonale &ir§)
a doplni se 0,5 N HC10, . M&#1 se stejn& jako pfi vlastnim
stanoveni.

g T AD .25 .10%
Prepocitaci faktor = ———
n.v
kde
n je navaZka standardu v mg,
v — su$ina standardu v %.
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Rut, M.: Stanoveni nukleovych Kkyselin v kvasinkach.
Kvas. prim. 19, 1973, &. 6, s. 131—133.

Byla zjednoduSena spektrofotometrickd metoda stano-
veni nukleovych kyselin v kvasinkdch, hodnotici kvasin-
ky pouZivané v lidské vyZivé. Casové a pracovnd narod-
né &istici operace doporufované v klasickych metodéch
[odstranéni fosfatli, lipiddi, nukleotidi) jsou zbyte&né.
Metoda byla provéfena na kvasinkdch péstovanych na
riznych petrochemickych surovinach, je rychld a déava
pfesné a spolehlivé v{sledky.

Pyr, M.: OnpepejeHne HYKJIEHHOBBIX KHMCAOT B APOXIKAX,
Ksac. mpym. 19, 1973, Ne 6, 131—133.

OnuceiBaeTcst HOBBHIH, CYIIECTBEHHO VIPOIUICHHBIH, CIIeK-
TPOGOTOMETPHYECKHIT METOJ ONpele]eHHs HYKJIEHHOBBIX
KHCJIOT B JIPOXK/KaX, IPHMEHSEMBIX NI/ H3TOTOBJEHHS MpPO-
aykros, Kpafine cioxHble H TpyLoeMKHe 10 ouHcTKe (yzaa-
genue ¢ochaToB, JHMHIOB, HYKJIEOTHA0B HTA.), HeOGXOdH-
Mble NpH OPHMeHeHHH OOLIYHBIX METOIOB, OTmanaioT. Merox
HpOBepPANCH NMOCPeJCTBOM AaHAJMH3a IPOKIKeH, KYJTHBHPO-
BAHHEIX Ha pasHBIX HedTeXHMHUeCcKHX npoavkrax. Hoswoiid
MEeTO/l 3KOHOMHT MHOTO BpEMEHH, NpHYEM JaeT BecbMa TOY-
HBIE H JOCTOBEDHBEIE Pe3ybTaTHL

Rut, M.: Determination of Nucleic Aeids in Yeast. Kvas.
prim. 19, 1973, No. 6, 131—133.

The article deals with a simplified spectrophotometric
method which has been developed for the determination
of nucleic acids in yeast used in food products. The
method has many advantages since complex, time and
labour consuming separating operations (removal of
phosphates, lipides and nucleotides) required by con-
ventional methods are eliminated. The method was
verified on yeast cultivated in petrochemical substrates.
It takes little time is reliable and gives accurate
results.

Rut, M.: Bestimmung der Nukleinsiiuren in Hefen. Kvas.
prim. 19, 1973, Nr. 6, 131—133.

Die Arbeit berichtet {iber die Vereinfachung der
spektrophotometrischen Methode zur Bestimmung der
Nukleinsduren in Hefen, die zur Bewertung der Hefe
fiir Menschenerndhrung angewendet wird. Die zeitrau-
bende und miihsame Reinigungsoperationen, welche bei
den klassischen Methoden empfohlen werden (Besei-
tigung der Phosphate, Lipide und Nukleotide) sind bei
der vereinfachten Methode iiberfliissig. Die Methode
wurde auf Hefen getestet, die auf verschiedenen petro-
chemischen Rohstoffen kultiviert wurden. Sie ist schnell
und bietet genaue und verldssliche Ergebnisse.



