Zmeény metabolismu glukosy pri hladovéni pekairského drozdi
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1. OVoD

V piredchozim ¢ldnku [1] byl sledovédn vztah mezi
degradaci rezervnich polysacharidl, preZivanim bunék
a akumulaci ethanolu a acetdtu v médiu v prib&hu ae-
robniho hladovéni pekafského droZdi. Tato prace je po-
kratovdnim pfedchozi studie a je zamé&fFena na sledovani
zmén ve schopnosti bunék disimilovat pfidanou glukosu
a konvertovat ji na metabolické produkty v prib&hu
aerobniho hladovéni pekafského droZdi.

2. MATERIALY A METODY

2.1 Mikroerganismus a podminky hladovéni

K pokusiim bylo pouZito expediéni lisované pekaiské
droZdi z n. p. Labena, zdvodu 01 v Krasném Bfezné.
Cerstvé lisované droZdi bylo resuspendovéno ve fyziolo-
gickém roztoku (9 g NaCl v 1 litru redestilované vody).
Pocéate¢ni hodnota pH fyziologického roztoku byla pHg
44.

Hladovéni buné&&né suspenze se provadélo za aerob-
nich podminek v michané a vétrané nadob& opatifené
zpétnym chladi¢éem, aby se zabrénilo odparu vody. Po-
catetni koncentrace bunééné sudiny byla zvolena 100 g.
.1-1. Pro urychleni degrada&nich procesii bylo hladovéni
provadéno pii zvySené teplot® 35°C. Postupné lyze bu-
ndk v priibéhu pokusu piisobila znaéné p&néni a proto
se k suspenzi pfiddvalo 0,05 ml.1-! odpéiiovaciho cleje
Struktol J633 (Schill-Seilacher, Hamburg, NSR) ihned na
potatku hladovéni. Rychlost dodadvky kysliku byla na-
stavena stejn& jako v pfedchozi préci [1].

2.2 Priprava bunék pro testovani

V priibghu hladovéni se odebiraly vzorky o objemu
35 ml. Suspenze kvasinek se odstifedila pfi 7000 g po
dobu 2 min pfi 2°C a dvakrédt se promyla fyziologickym
roztokem. Promyté buiiky byly resuspendovédny ve fy-
ziologickém roztoku s hodnotou pH 5,5. Tato suspenze
byla pfevedena do aerované a michané sklen&éné nédoby
opatfené chladifem, kombinovanou pH elektrodou a
vzorkovacim zafizenim. Po vytemperovédni suspenze na
35°C byl pfiddn roztok glukosy tak, aby vyslednd kon-
centrace &inila 200 mmol.1-1. Po pFidavku glukosy byly
v uréitych intervalech odebirdny vzorky po 1 ml. Vzorky
byly rychle ochlazeny a odstfedovény pfi 8000 g po do-
bu 30 s. Supernatant byl pouZit pro stanoveni glukosy,
ethanolu a acetdtu. Po dal3im promyti byly buiiky re-

suspendovany ve fyziologickém roztoku a bylo provede-
no méfeni rychlosti respirace [1].

2.3 Analytické metody

Koncentrace glukosy byla stanovena pomoci glukoso-
oxiddzy a peroxiddzy metodou popsanou Bergmeyerem a
Berntem [2]. Ethanol a kyselina octova byly stanoveny
metodou plynové chromatografie [3].

Koncentrace sudiny biomasy byla stanovena gravi-
metricky. Odebrané vzorky se odstfedily a po dvojnéasob-
ném promyti v destilované vodé& se su$ily 1 h pii 70 °C
a 2,5 h pii 105 °C.

2.4 MéFeni pH

Méreni pH bylo provddéno pH-metrem typu PHA 5
(Vyvojové dilny CSAV, Praha). K registraci byl pouZit
zapisova¢ typu TZ 21S (Laboratorni pfistroje, Praha).
Casové zavislosti zmény pH média byly pouZity k vyhod-
noceni celkového rozdilu mezi pofateéni a konetnou
hodnotou pH média, pofdtetni a maximélni rychlosti
acidifikace média. Postup a zpilisob vyhodnocovéni je
uveden v predchozi préci [4].

KaZdy pokus hladovéni byl tfikrat opakovédn a uvede-
né vysledky jsou primérnymi hodnotami v3ech stano-
veni.

3. VYSLEDKY A DISKUSE

Metabolické zmé#&ny probihajici v pekarském droZdi
byly testovdny ve stejnych intervalech jako v pfedchozi
praci [1], kde byla sledovdna degradece glykogenu,
zmény v po&tu bunék schopnych tvofit kolonie a bunéé-
na lyze, Mé&feni byla provadéna: na pofédtku hladovéni,
ve 28. h, tj. ve fazi rychlého fibytku anaerobn& degra-
dovatelného glykogenu [5] a v 54. h, tj. po vyZerpéni
anaerobng degradovatelného glykogenu, kdy ztrata
schopnosti bun&k tvofit kolonie byla jesté velmi mala
a v 96. h, tj. pfed Gplngm vyderpanim glykogenu, kdy
dochézelo k velmi rychlé ztrat® schopnosti buné&k tvofit
kolonie a velmi rychlé lyzi buné&k.

3.1 Charakteristika iibytku glukesy a produkce ethanolu
a kyseliny octové

Na obr. 1 jsou uvedeny priib&hy dbytku glukosy sus-
penzi kvasinek rfizng dlouhou dobu hladovénych ve fy-
ziologickém roztoku za aerobnich podminek. Ve v3ech
sledovangch piipadech byl dbytek glukosy z média ihned
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po jejim ptidani velmi rychly. U bun&k hladovénych 28 h
se objevila po poc¢ateénim rvchlém abytku glukosy stag-
nace, trvajici asi od 5. do 10. min po pfidavku glukosy.
Tato stagnace v Gbytku glukosy z média je ziejmé vy-
sledkem dosaZeni urcité rovnovaZné koncentrace glukosy
v buiikdch plynouci z poméru rychlosti dbytku glukosy
z média a rychlosti jeji disimilace v metabolick§ch dra-
hach. Podobné chovéani bylo pozorovano jiZ v pfedchozi
praci [6]. Naopak buiiky hladov&né deldi dobu vykazo-
valy stejnomérny odbér glukosy z média — bez zmin&né
stagnace. Na zakladé predpokladu, Ze glukosa vstupuje
do bunék Saccharomyces cerevisiae usnadn&nou difuzi
(7—10) 1ze spojity pokles koncentrace glukosy z média
pfi¢ist zvy3ené rychlosti disimilace glukosy. Uvedené
vysvétleni potvrzuje vysledek Watsona [11], %e pro udr-
Zeni urCité rychlosti abytku glukosy je potfeba v pfitom-
nosti NaCl vy33i koncentrace glukosy v médiu. B&hem
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Obr. 1. Casovy pribéh abytku glukosy po rizné dobé
hladovéni bunék. (A) 0 h, (B) 28 h, [C) 54 h, [D}

96 h.

hladovéni bunék ve fyziologickém roztoku dochézelo ta-
ké k 1yzi bun&k [1]. JelikoZ pFidavek glukosy k hlado-
véjicim buiikdm byl vZdy konstantni (v§slednd koncen-
trace €inila 200 mmol.1~1) vzristala koncentrace glu-
kosy vztaZena na jednotkovou hmatnost bundk v priibéhu
hladovéni. Nicmén& ani zv§3end rychlost dbytku gluko-
sy [obr. 4] plynouci z jeji vy33i koncentrace nepiesahla
rychlost disimilace glukosy u buné&k vystavenych delsi-
mu hladovéni. Dalsim dikazem vlivu NaCl na rychlost
dbytku glukosy je porovnéni t&chto vysledkii s vysledky
publikovanymi v predchozi studii [6]. Zatimco v médiu
bez NaCl, bez ohledu na pfitomnost nebo nepfitomnost
K+ iontli, dochazelo ke stagnaci v priib&hu dbytku glu-
kosy z média kolem 2. min po pfidavku, v pFitomnosti
NaCl se tento interval prodlouZil na 5. min.

Rychly dbytek glukosy trvajici prvnich asi 20 aZ 30
min byl vystfiddn Gbytkem zna®n& zpomalenym. Vysled-
ky na obr. 1 ukazuji, Ze s vy§jimkou bun&k hladov&nych
96 h lze Fici, Ze ¢im déle jsou buiiky hladovény, tim vét-
Siho dbytku glukosy z média vztaZeného na jednotkovou
hmotnost bun&k lze dos&dhnout. Naopak v3ak celkové
mnoZstvi glukosy utilizované buiikami klesd s rostouci
dobou hladovéni.

Na obr. 2 jsou uvedeny &asové priibshy tvorby etha-
nolu, P¥idavek glukosy k aerobn& hladov&n§m buiikdm
vede k vyznamné tvorbé ethanolu. S ohledem na mno%-
stvi pfidané glukosy (200 mmol.1-1) dochézelo k tvor-
b& ethanolu v diisledku Crabtreeho efektu [12—14]. Cim
déle byly buiiky aerobné& hladov&ny, tim men3i mnoZstvi
ethanolu se objevilo v médiu, piestoZe naopak tvorba

ethanolu vztaZend na jednotkovou hmotnost bunék vzriis-
tala. Vysvétleni tohoto jevu zfejm#& souvisi s riastem
koncentrace glukosy na jednotkové mnoZstvi bunék, ke
kterému dochézi v disledku lyze bun&k. Je tFeba vzit

Obr. 2. Casovy priabéh tvorby ethanolu po prtdavku glu-
kosy po ridzné dobé hladovéni bunék. [A) 0 h,
(B) 28 h, (C) 54 h, (D] 96 h.

v Gvahu i vyrazn&jsi vliv glukosy na metabolismus bu-
nék adaptovanych na proces aerobni respirace. Podobné&
zvySend produkce ethanolu byla pozorovéna u rostou-
cich bunék v neustdleném (transientnim) stavu jakoZto
odezva na zvySenou koncentraci glukosy v pfitoku Ziv-
ného média [15, 16].

Faze rychlené tvorby ethanolu z p¥idané glukosy kon-
Cila po asi 20 aZ 30 min. Podle Polakise a Bartleye [17)]
je ukonteni tvorby ethanolu podmin&no zmé&nou pomé&ru
NADH/NAD+ plynouci z nedostateéné aktivity respirad-
niho fetézce. Tento pfedpoklad potvrzuji kfivky tvorby
acetdtu [obr. 3). Lze ofekavat i zv§3enou tvorbu glyce-
rolu, zvlasté v piitomnosti NaCl [11], Maximé&lni kon-
centrace glycerolu byla skuteéng& v médiu dosaZena
30 min po pfidéni glukosy k buiitkdm hladov&nym aerob-
né 3 h [6], coZ je v souhlase s body zlomu na kfivkéch
tvorby ethanolu ziskanych s buiikami, které byly hlado-
vény po dobu krat3i neZ 96 h [obr. 2).
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Obr. 3. Casovy pribéh tvorby acetdtu po pFidavku glu-
kosy po ridzné dobé hladovéni bunék. (A) 0 h,
(B) 28 h, (C) 54 h, (D) 96 h.
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Dal3im divodem pro ukon&eni tvorby ethanolu by
mohl b§t neddvno zjistény inhibi¢ni G¢inek ethanolu na
transport glukosy do bun&k [18]. Porovnéme-li doby,
kdy do3lo k bodu zlomu na kFivkdch abytku glukosy
(obr. 1) s body zlomu na kfFivkdch tvorby ethanolu
[obr. 2] je patrné, Ze k poklesu dbytku glukosy do3lo
dfive neZ k poklesu tvorby ethanolu. Velikosti koncen-
trace ethanolu v médiu v ¢ase, kdy dochazi k bodu zlo-
mu na kFivkdch tibytku glukosy ukazuji, Ze ethanol po-
¢ind inhibovat tbytek glukosy jiZ pii niZsich koncen-
tracich, jsou-li buiiky hladovény déle. Toto zjidténi sou-
hlasi s pozorovdnim Dayea et al. [19], Ze ethanol ma
vy$8i inhibiéni G€inek na nerostouci buiiky Saccharomy-
ces cerevisiae neZ na populaci rostoucich bunék.

Zcela odlidna zavislost tvorby ethanolu byla zjisténa
u bun&k hladov&ngch 96 h. I pfes relativné vysoky uby-
tek glukosy z média v prvnich 5 min po pfidavku byla
tvorba ethanolu nizkd. Rychla produkce kyseliny octové
(obr. 3) b&hem tohoto &asového intervalu je dikazem
toho, Ze nejprve buiiky metabolizuji glukosu hlavné na
acetat a teprve po 5 min zafne pievaZovat tvcrba etha-
nolu. Na rozdil od bun&k hladovénych krat3i dobu, pro-
jevila se inhibice tibytku glukosy u bun&k hladovénych
96 h jiz pFi koncentraci ethanolu v médiu 50 mmol . 1-1
Kromé& toho nepfesdhla maximélni kcncentrace ethanolu
v médiu ani po pfFidavku glukosy mnoZstvi 125 mmol.
.1-1, zatimco v pfipadé bungk hladovénych krat5i dobu
byly zjistény koncentrace ethanolu v rozsahu 170 aZ
230 mmol. 1-1. Jak zjistili Maitra a Estabrook [20] je pfi
niZ$ich koncentracich ethanolu vétsi spotieba kysliku na
oxidaci ethanolu na acetdt. Vysledkem pak je velmi rych-
14 tvorba acetatu, ke které dochézi ihned po zahajeni
disimilace glukosy. V prib&hu této oxidace jsou H+*
ionty vylu€ovdny do média a naopak Na* ionty vstupuji
z média do bundk [21]. To je pFifinou, proé béhem prv-
nich 5 min po pifdavku glukosy dosdhne acidifikace
média 85 % celkové hodnoty. .

Vliv doby hladov&ni za aerobnich podminek se pro-
jevil zvgSenim tvorby acetdtu z pfidané glukosy. Vysled-
ky provedenych experimentii bohuZel nemohou dat pro-
zatim odpov&d, zda doba hladovéni ovliviiuje vlastni
tvorbu acetdtu nebo zda se jednd o ztratu schopnosti
dal3f disimilace acetdtu buiikami [22, 23],

3.2 Vliv doby hladovéni na rychlost dbytku glukosy a
tvorbu produktu

Na obr. 4 jsou uvedeny zmény rychlosti Gbytku glu-
kosy a tvorby ethanclu a acetdtu buiikami hladovénymi
riiznd dlouhou dobu. Podateéni rychlost dbytku gluko-
sy (v,) zlistane konstantni b&hem prvnich 28 h hlado-
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Obr. 4. Poédteéni [prdzdné symboly) a pramérné (plné
symboly) rychlosti abytku glukosy (1, 2], pro-
dukce ethanolu (3, 4) a acetdtu (5, 6] po rizné
dobé hladovéni.

véni. Pofatecni rychlost tvorby ethanolu v tomto inter-
valu vyrazn#& vzrostla, PoCate&ni rychlost dbytku gluko-
sy vzrostla teprve b&hem dalsiho hladovéni. Po 96 h
hladovéni poklesla pocéate¢ni rychlost tvorby ethanolu
pod hodnotu zjiSténou na poddtku hladovéni. Takeé
v pfipadé& tubytku glukosy doslo k ur€itému poklesu.
Pocate€ni rychlosti tvorby acetatu trvale vzriistaly s do-
bou hladovéni. '

Primérné rychlosti (v) byly vypoéteny ze v3ech hed-
not intervalu méfeni trvajictho 80 min. Prb&hy téchto
rychlosti jsou odli¥né od prib&hli po¢ateCnich rychlosti.
Rychlost dbytku glukosy vzriistala s dobou hladovéni bu-
nék aZ do 50. h. Rychlost jak tvorby ethanolu, tak kyse-
liny octové trvale vzriistala v priibéhu hladovéni. Z vy-
sledki je dale patrné, Ze pocatetni rychlosti jsou ve
srovndni s hodnotami primérnych rychlosti jak pro aby-
tek substratu, tak pro tvorbu produktii vy$3i. S vyjimkou
tvorby ethanolu bufikami hladovénymi 96 h lze Fici, Ze
s ristem doby hladovéni roste i rozdil mezi hodnotami
vy a v. Rychlosti Gibytku glukosy vykazuji hodnoty. kte-
ré jsou v dobrém souhlase s literdrnimi adaji [24].
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Obr. 5. Rychlosti abytku glukosy (1), ubytku ethanolu
[2) a produkce acetdtu (3) vyhodnocené z inter-
valu od 40. do 80. min po pridavku glukosy po
riizné dobé hladovéni.

Rychlost tvorby ethanolu z glukosy vztaZeng na 1 g
bun&né suliny vypo&tend z intervalu prvnich 10 min
po pFidavku glukosy byla porovndna s vysledky nedév-
no publikovanymi Israelstamem [25]. K tomuto porovna-
ni byl pouZit pomér

EtOH
Glu *

Zji5ténd hodnota tohoto pomé&ru byla témeéi &tvFikrat
men3i neZ hodnota uvedend Israelstamem [25]. Pfitina
je pravd&podobn# v odlidné rychlosti abytku glukosy zpii-
sobené nepfitomnosti K+ a Mg?+ iontd (26,27) a na-
opak pritomnosti Nat iontli. Pfitomnost € naopak ne-
piitomnost uréitych iontdi souvisi se zvy§Senou tvorbou
organickych kyselin, které jsou spojeny s nezbytnou re-
gulaci pom#ru NAD+/NADH v buiikdch [11]. Naopak
vy33i koncentrace ethanolu zjisténé v této studii jsou
diisledkem vy33i pouZité koncentrace glukosy [28—30].

Linedrni &4sti zévislosti dbytku glukosy, tbytku etha-
nolu a tvorby acetdtu zjiSténé mezi 40. aZ 80. min po
pFidavku glukosy byly také pouZity k vypo&tu rychlos-
ti, aby se dosdhlo podrobn&jiiho vyhodnoceni sledova-
nych dé&ji. V tomto €asovém intervalu vykazovaly v3ech-
ny sledované veliiny linedrni priibEh bez ohledu na
délku hladovéni bundk [obr. 1—3). Vysledky t&chto rych-
losti jsou uvedeny na obr. 5. Zjevny pokles rychlosti
dbytku glukosy byl pozorovéan jiZ po 28 h hladovéni. Dal-
% hladovéni v3ak jiZ tuto rychlost neovlivnilo. Rychlost
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abytku ethanolu vzriistala od 54. h hladovéni. Negativni
hodnota ziskana v 96. h hladovéni je diikazem zmény
metabolismu glukosy plynouci z trvalé tvorby ethanolu
po pfidavku glukosy. Naopak z4vislost rychlosti tvorby
kyseliny octové na dob& hladovéni, vypo&tena timto
zpiisobem, mé priibh podobn§ zavislostem vy a v = fit)
{obr. 4).

3.3 Rychlosti acidifikace média

Na obr. 6 jsou uvedeny zmény extracelularni hodnoty
pH a hodnoty po&atedni a maximalni rychlosti acidifi-
kace média po pfidavku glukosy k suspenzi bun&k. Uve-
dené rychlosti acidifikace jsou méfitkem toku protonii
z bunék do okolniho média. BEhem prvnich 54 h hlado-
véni Cinila hodnota ApH dvé jednotky bez ohledu na
vzriist ARy a ARm. Porovnanim téchto vysledki ziskanych
pfi hladovéni ve fyziologickém roztoku s vysledky z pred-
chozi prdce [6] je zfejmé, %e pFitomnost Na+ jontd zpi-
sobuje nejen dosaZeni vy33ftho mnoZstvi vylu€ovanych
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Obr. 6. Zmény extraceluldrni hodnoty pH (1), poédtedni
(2] a maximdlni (3) rychlosti acidifikace média
v pribéhu hladovéni.

protoni (ApH bylo v destilované vod& 1,3 a v pFitom-
nosti K+ jontd 16), ale také mnohem rychlejdi acidifi-
kace média. V pfitomnosti Na+ iontd byla acidifikace
ukonfena do 20 min, v destilované vodé pak trvala
50 min a v pfitomnosti K+ iontii dokonce 65 min. Tyto
vysledky potvrzuji zjisténi Norkranse a Kylina [21)
o Gfinku Nat jontl na acidifikaci média vyvolanou pii-
davkem glukosy.

Hodnoty AR, byly vypoéteny z poklesu pH v priib&hu
prvni minuty po pFidavku glukosy. NiZ3i hodnoty AR,
ve srovnani s hodnotami ARm jsou ziejm& zpiisobeny &a-
sovym zpoZdénim, které vyplyvd z transportu glukosy
na aktivni mista glykolytickych enzymi lckalizovanych
v cytosolu. Maximalni rychlost acidifikace byla pozoro-
vana b&hem prvnich 10 min po pFidavku glukosy, Tato
hodnota je v dobré korelaci s Gasovou zavislosti tvorby
kyseliny octové na obr. 3. Konstantni hodnoty pH mé-
dia, kterych se dosdhlo 20 min po pf¥idavku glukosy
ukazuji, Ze neménny pomér (H+in)/(H+ouw) o ktery
buiiky usiluji, miZe byt dosaZen a déle je pak udrZovan
systémem, kter§ reguluje tok protondi z bun&k, co?
ovliviiuje extraceluldrni hodnotu pH. Kromé& toho zde
hraje roli i dereprese respirainich enzymi, jakmile kon-
centrace glukosy poklesne pod asi 50 mmol.1-! (po-
stupné eliminace Crabtreeho efektu) [30].

Podcbn& jako tvorba kyseliny octové [obr. 4), takeé
hodnoty AR, a ARm vzristaji s prodluZujicf se dobou
hladov&ni. Odlisnost byla pozorovéna pouze u bun&k hla-
dovéngch 96 h, kdy rychlost acidifikace poklesla. Tato
odlidnost stejn& jako kvantitativnd nizs{ rychlost ARpy

ve srovnéni s rychlostmi tvorby kyseliny octové uvede-
né v obr. 4 jsou zfejmé disledkem poklesu vymény
Na+ — H+* jontd pfes plasmatickou membréanu [31].
Zmény vlastnosti membréany vyvolané vzriistajici koncen-
traci ethanolu [18, 32] mohou ovlivnit schopnost buné&k
regulovat extraceluldrni hodnotu pH. V této souvislosti
je vhodné uvést neddvno publikovanou hypotézu [33],
Ze nékteré protony pienesené pies cytoplasmatickou
membrénu se mohou hromadit v blizkém okoli bungk a
zplisobit zde vy33i (nerovnovédZnou) koncentraci proto-
nii ve srovnéni s koncentraci v ostatnim kapalném mé-
diu — energizovany stav membrény, jak uvadi Hamil-
ton [34].

3.4 Hmotova bilance konverze glukosy

Pro lep3i ilustraci odezvy metabolismu hladovéjicich
bunék na pridavek glukosy byla vyhodnocena té% hmo-
tové bilance za predpokladu, Ze glukosa je preménova-
na p-uze na ethanol, kyselinu octovou, vodu a oxid uhli-
City. Hodnota S vynesena na obr. 7 charakterizuje mo-
larni mnoZstvi triosy vytvofené z disimilované glukosy,
ktera nebyla konvertovdna na ethanol, resp. na acetat.

Na po¢atku hladovéni, kdy rezervni polysacharidy ne-
jsou jest& Stépeny, je pfidand glukosa disimilovana pie-
VaZné na ethanol fobr. 2 a 3). Béhem prvnich 5 min po
pridani glukosy je ubytek glukosy buiikami vyssi nez
odpovidd mnoZstvi vytvofeného ethanolu a acet&tu. Po-
kles hodnoty S mezi 5. a 10. min vyplyva ze stagnace
Gbytku glukosy (obr. 1) a je v§razny proto, Ze rychlost
tvorby ethanolu ziistdvd v tomto Gasovém intervalu kon-
stantni /obr. 2). Dal3i pokles hodnoty S po 20 min je
diisledkem inhibice dbytku glukosy [obr. 1). Po 30 min
hodnoty S trvale rostou, coZ vyplyva ze zastaveni tverby
ethanolu a malé tvorby kyseliny octové.

Rezervni polysacharidy v buiikdch jsou v priib&hu
aerobniho hladovéni degradovdny t&mi katabolickymi
cestami, které dovoluji dosdhnout maximé&lni G&innosti
uvoliiovani energie. JelikoZ pekafské droZdi je dopra-
vovano ve formé& lisovanych liberek, kde prevazuji
anaerobni podminky, je tfeba uréitého €asového inter-
valu pro adaptaci bun&k na proces aerobnf respirace.
Tuto adaptaci vyZadujici energii dokazuje pokles v ob-
sahu glykogenu a trehalosy prezentovany v pfedchozi
studii [1]. Negativni hodnoty S zji§t&né u vyhladové-
Igych bunék b&hem prvnich 20 min po pfidavku glukosy
jsou dokladem toho, Ze ethanol a acetat vznikaji nejen
z pridané glukosy, nybr¥ také degradaci rezervnich
polysacharidd v disledku represe respirafnich enzymi
[35]. Negativni hodnota S je také dilkazem toho, Z%e
i pfes vysokou rychlost Gbytku glukosy vyuZivané k tvor-
b& energie, potiebuji buiiky ur&itou dobu na zastaveni,
resp. sniZeni rychlosti degradace vlastnich rezervnich
latek. Délka tohoto intervalu je zFejmé& zé&vislda na ener-

T 20 40 60 &0
—¢ [min]

Obr. 7. MnoZstvi triosy vytvoFené z disimilované gluko-
sy, kterd nebyla pFeménéna na ethanol nebo ace-
tdt po ruzné dobé hladovéni bunék. (A) 0 h, [B)
28 h, [C) 54 h, (D) 96 h.
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getickém stavu bun&k [36], na koncentraci pridané glu-
kosy a na mnoZstvi vytvoreného ethanolu. Grba et al.
[37] zjistili, Ze ptidavek glukosy o velikosti 110 mmol.
.1-1 k suspenzi nerostoucich bun&k vede k vyraznému
vzriistu intracelularniho mnoZstvi ATP po dobu asi
20 min po pfiddni glukosy. Podobné chovani zjistili
i Ball a Atkinson [38], Chapman et al. [39], Leps a En-
sign [40]. Cim déle byly buiiky hladovény, tim méné ne-
gativni hodnoty S vyplyvaly z hmotové bilance. Vysvét-
leni této skutetnosti plyne ze zvy3ené rychlosti Gbytku
glukosy a z dfivéj§tho zpomalovani degradace rezerv-
nich latek [41].

Body zlomu na S-kfivkdch pozorované u rizné dlouho
hladov&nych bun&k jsou v dobré korelaci s body zlomu
na ktivkach tbytku glukosy (obr. 1) a tvorby ethanolu
(obr. 2). Rostouci trend asi od 30. min po pfidavku glu-
kosy vykazovaly S-kfivky u &erstvého droZdi i u bunek
hladovéngch 28 h a 54 h. Pro vysvétleni tohoto chovéni
je nezbytné vzit v tvahu i dbytek ethanclu, ke kterému
v tomto intervalu dochézi. Jak prokazali Rickard a Ho-
gan [42], ani pfitomnost v médiu nezabrénila inhibici
procesu aerobni respirace, kterd byla zplisobena vyso-
kou koncentraci glukosy. Je zajimavé, Ze podle téchto
autori byla pfi koncentraci glukosy 104 mmol.1-! in-
hibice respirace kolem 20 %. Pokles koncentrace etha-
nolu po 30. min po pfidavku glukosy (obr. 2/ je tedy
dokladem toho, Ze pFi niZSich koncentracich glukosy
v médiu (pod 50 mmol.1-1) jsou buiiky schopny oxido-
vat pfitomny ethanol. Kvantitativni porovnani spotieby
ethanolu [obr. 2] s tvorbou kyseliny octové [obr. 3] spo-
In s v§3e zmingnou konstantni hodnotou pH média do-
kazuje, e ethanol je hlavnim dilem bufikami za téchto
podminek totdln& disimilovdn na H,0 a CO;. Mensi
mnoZstvi degradované glukosy asi po 30. min dovoluji
predpokladat, Ze na rozdil od vysledkd Grby et al [37]
ztréci hladovéné buiiky postupné schopnost vytvafet si
rezervni polysacharidy z pfidané glukosy. Jedna se
zfejm& o jiZ zmindnou represi glukosou. Tento pfedpo-
klad je v souhlase s vysledky Haarasilty a Oury [43] a
Maitry a Lobo [44] a potvrzuje jej i celkov§ vzriist hod-
not S-kfivek v buiikdch hladov&nych po dobu krat3i neZ
96 h. S-kfivka ziskana s buiikami hladov&nymi po dobu
96 h mé zcela odliny prib&h. Tyto buiiky jsou ve srov-
nani s buiikami hladov&nymi krat3i dobu jiZ zcela fyzio-
logicky odli¥né, jak je patrné z akumulace findlnich
metabolick§ch produktl [obr. 2 a 3). Pokles hodnot S po
30 min lze vysvétlit inhibici transportu glukosy do bu-
ndk v disledku zvy3ené citlivosti na ethanol. Negativni
hodnoty S, zjisténé 80 min po piidavku glukosy, jsou
zFejm& disledkem zrychleného odumirdni bunék vyvola-
ného pfidavkem zdroje energie. Tento jev popsal u bak-
terii Strange [45].

3.5 Zmény v endogenni respiraci

Pro roziiFeni znalosti o zm&nédch katabolické aktivity
endogennfho metabolismu v priitb&hu aerobniho hlado-
véni, byly sledovdny zm&ny g®o, v zévislosti na pfidav-
ku glukosy. Vysledky jsou uvedeny na obr. 8. Krivky
g°o, maji podobny charakter pro buiiky ze vSech stadit
hladovéni. Po pfidavku glukosy hodnota gfo, vzriista.
Tento vzriist miiZze byt disledkem tvorby ethanolu ze
zdrojii uhliku v buiice pFitomngch [obr. 2). Rickard a
Hogan [48] prokézali, Ze pfidavek ethanolu do média
obsahujiciho glukosu vede ke vzriistu spotfeby kysliku
plynouci z aktivace glyoxaldtového cyklu. Maximalni
vzriist spotfeby kysliku byl zjistén v rozsahu koncentra-
ci glukosy a ethanolu odpovidajicf hodnotdm pouZitym
v této praci. Krom& toho Thomas a Rose [18] nedavno
prokézali, Ze intraceluldarnf koncentrace ethanolu je asi
p&tindsobkem koncentrace ethanolu v médiu. V tom pfi-
pad® i pfes fa4dné promyti bunZk pfed jejich pouZitim
pro mé&feni respirace, hodnoty g°o, nariistaly tak dlouho,
dokud vzriistala i koncentrace ethanolu v médiu ([obr.
2). Pokles g¢o, po 30 min je zfejm& disledkem poklesu
rychlosti degradace rezervnich latek buiiky. To je pod-
mindno zvy3enim energetického potencidlu v buiikdch
plynoucim z procesu disimilace glukosy. Uvedené vy-
sledky potvrzuji hodnoty ziskané pfimym mé&fenim zmén
intraceluldrni hladiny ATP [37].

Krom& t&inku hladovéni na zme&ny g®o, je téZ tfeba

brat v dvahu Géinek doby expozice bun&k na pfidanou
glukosu. Oba zmin&né efekty ovliviiuji vySku piku, je-
jich Easovou polohu i vyslednou hodnotu g®o;. Zmény

}
l
|
|

L-w/“"v-lz—{v—l—v-‘-—v-

| |

0 20 &0 60 80 700
—=t [min]

Obr. 8. Casovy pritbh endogenni respirace po pridavku
glukosy po riizné dobé hladovéni bunék. (A] 0 h,
[B) 28 h, [C) 54 h, [D) 96 h.
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Obr. 9. Zmény endogenni respirace v prib&hu hladovéni.
(1) pFed pridavkem glukosy, [(2) maximdlni hod-
nota po pridavku glukosy, (3] kone¥nd hodnota
po ukondeni spotFeby glukosy.
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téchtc parametrii js.u uvedeny na obr. 9 v z4vislosti na
dobé hiadovéni. Po startu hladovéni za aerobnich pod-
minek adaptuji buiiky své respiraéni enzymy, coZz se
projevi vzriistem g°o,. Poloha pikii na &asové ose odpo-
vida dobg, kdy se v médiu dosahuje maximalnf koncen-
trace ethanolu. S ristem doby hladovéni vyska piki
q°0o; klesad. MiZe to byt zplisobeno ztratou schopnosti
transportu glukosy do bun&k. Podobn#& z4vislcst hodnot
pikii (maximélnich hodnot) i kone¢ngch hodnot g¢o,
klesa s prodluZujici se dobou hladovéni. Nizké h *dnsty
9“0z po 96 h hladovéni jsou pak diikazem jak nizké ka-
tabolické aktivity degradace rezervnich latek procesem
aerobni respirace, tak i v§razn& sniZené schopncsti bu-
nék utilizovat pfidanou gluk su s cflem ziskani energie
pro ucely sebezachovy.

PouZité symboly

Ac — koncentrace kyseliny octové v médiu (mmol .
J871)

AR; — pocatetni rychlost acidifikace média (#mol .
.8-1.min-1)

ARm — maximdlni rychlost acidifikace média [umol .
.8 1. min-1)

Glu — koncentrace glukosy v médiu (mmol . g-1)

ApH — rozdil mezi pofateéni a kone&nou hodnotou pH
média po pfidavku glukosy (—)
g°0; — endogenni respirace (mmol.g-1.h-1)
— pomér charakterizujici mnoZstvi vytvcfeného
ethanolu na mnoZsivi disimilované glukosy
(mmol . mmol-1)

S — mnoZstvi triosy vztaZené na jednotkové mn-%-
stvi bunék (mmol.g-1)

t- — ¢€as (h; min)

v — rychlost vyhodnocenéa z intervalu od 40. do 80.
) min po pridavku glukosy (umol.g-!.min-1)

v — priimérné rychlost (gmol.g-1.min-1)

vy — potatetni rychlost (mmol . g1, min-1)
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Péca, ]J.: Zmény metabolismu glukosy pfi hladovéni pe-
karského droZdi. Kvas. pram. 31, 1985, &. 10, s. 236—242.

Byly sledovany zmény v rychl-sti dbytku glukosy a
tvorby ethanolu a acetatu, acidifikace média vyvolané
pridavkem glukosy a endogenni respirace v prib&hu
aerobniho hladovéni pekafského droZdi. Uvedend mé-
feni byla provadéna s Eerstvym lisovanym expedi&nim
droZdim a dale s populaci bun&k aerobng hladovénych
28, 54 a 96 h ve fyziologickém roztoku pfi teploté 35°C.
S vyjimkou hladovéni po dobu 96 h v&tfina sledovanych
parametrii vykazovala vzriist hodnoty s rcstouci dobou
hladovéni, Prechodn§ vzriist hodnoty endogenni respi-
race pozorovany po pfidavku glukosy s dobou hladov&n{
klesal. U populace bunék hladovn&ngch 96 h byla zjisté-
na zména kinetiky tvorby ethanolu, prudky vzrist tvor-
by kyseliny octové a naopak vyrazné redukce rychlosti
acidifikace média i endogenniho metabolismu.

NMaua, fl.: Hamenenns mera6oausMa TraOKO3bI np mporo-
JopanuH xaeGoneKkapuuix Apoxcked. Keac. npym. 31, 1985,
Ne 10, cTp. 236—242.

Hcenenosannch mamenenns ckopocts YOHITKa TIJIIOKO3bI
H 06pa3oBanHs STaHONA H aleraTa, auMAHGHKALHH cpens,
BLI3BAHHOHA N0GABKOM IJIIOKO3H H SHIOreHHO pecnHpanux
B TeueHHe aSpOGHOro MPOroJIOAaHHs X/eGONeKapHHX APOXK-
Kef. TIpHBeeHHBle H3MePEHHS NPOBOMHJHCH C CBEKHMH
NPECCOBAHHLIMH JNIPOXKKAaMH H Jajee ¢ HabOPOM KJeTOK
nocse aspoGHoro nmporosonannus 28, 54 u 96 u B (H3HO.IO-
THYECKOM pacTBope mpH Temnepatype 35°C. 3a Hckmoue-
HHEM BpeMeHH nporononanus 96 u GoabwwHCTBO mapa-
METPOB MOKA3bBAJIO MOBLILIEHHE BEJHYHHB € PACTYILHM
BpemeHem nporosojanus. [lepexomumi pocT BeaHYHHBI
SHJIOFeHHOH pecnHpalHH, HaGMONAOUMCS noche N06aBKH
IJIIOKO3Bl C BpPEMEHEM NpPOroJofiaHHs majaan. B cayuae kie-
TOK, roJIONalOMHX B TedeHHe 96 4 GHJIO YCTAHOBJNEHO H3-
MEHEHHE KHHETHKH OGPa3sOBAaHHA 3TaHOJA, DPesKHii pocT
BO3HHKHOBEHHsS YKCYCHOW KHC/IOTH H, HaoG60pOT, BHIpa3H-
TEJIbHOE YMEHbIUEHHE CKOPOCTH AaUHAH(DHKALHH cpeaw
H 3HJOM€HHOro MeTaboJH3Ma.

Péca, ].: Changes of Glucose Metabolism During Starva-
tion of Baker's Yeast. Kvas. prim. 31, 1985, No. 10, pp.
236—242.

The kinetics and extent of glucose uptake, ethanol
and acetate production, glucose-induced medium acidi-
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fication and endogenous respiration were studied in ba-
ker’s yeast starved aerobically for 0, 28, 54 and 96 h in
salt solution (9 g per litre NaCl) at 35 °C. Except for the
last interval, prolonged starvation brought about an over-
all increase in most parameters. The transient increase
in endogenous respiration cbserved after glucose addi-
tion was lowered with proceeding starvation. A 96 h
starvation brought about a change in the kinetics of
ethanol production, sharp increase in acetate production
and a strong reduction of both the extent and the ratz
of glucose-induced acidification and of endogenous me-
tabolism.

Paca, .. Anderungen des Glukosemetabolismus bei dem
Hungern der Backhefe. Kvas, prim. 31, 1985, Nr. 10,
S. 236—242.

Es wurden die Anderungen in der Geschwindigkeit
der Glukoseabnahme und Athanol- und Azetatbildung

verfolgt, sowie auch die Azidifikation des Mediums, die
durch Glukosezugabe hervorgerufen wurde und weiter
die endogene Respiration im Verlauf der aercben Hun-
gerung von Backhefe. Die erwdhnten Messungen wurden
mit frischer gepreBter Expeditionshefe durchgefiihrt
und weiter mit Population von Zellen, die 28, 54 und 96
Stunden in physiologischer Losung bei der Temperatur
von 35°C aerob hungerten. Mit Ausnahme der 96 stn-
diger Hungerung wies die Mehrzahl der verfolgten Pa-
rameter mit Verldngerung der Hungerungsdauer einen
Wertanstieg auf. Der voriibergehende Anstieg der Werte
der endcgenen Respiration, der nach der Glukosezugabe
becbachtet wurde, nahm mit der Dauer der Hungerung
ab. Bei der Zellenpopulation, die 96 Stunden hungerte,
wurde eine Verdnderung der Kinetik der Athanolbildung,
ein steiler Anstieg der Essigsdurebildung und eine mar-
kante Reduktion der Azidifikationsgeschwindigkeit des
Mediums sowie auch des endogenen Metabolismus fest-
gestellt.



