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Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (D-glukosa-6-fos-
fat NAD(P) oxidoreduktasa E.C.1.1.1.49) je en-
zym, ktery se pouZivd v klinické biochemii ke sta-
noveni glukosy [1—3]. Kmeny Saccharomyces a
Candida jsou v literatufe Casto citovany jako intra-
celularni producenti tohoto enzymu [4, 5]. Proto
jsme vénovali pozornost nékterym zastupcim té&ch-
to rodii, které jsou pouZivdny jako primyslové
kmeny v pivovarech, droZddrndch a pfi vyrobé
krmného droZdi. Vezmeme-li v tvahu, Ze v CSFR
se vyrabi ro¢n& pfibliZzné 24 miliébnd hl piva, pFi-
¢emZ se vyprodukuje asi 300 tun sudiny odpadni
biomasy, pfiprava biologicky aktivnich latek z to-
hoto materidlu by meéla zna&ny ekonomicky vy-
znam, a to tim spise, Ze vétSina enzymi pro analy-
tické ucely je dovédZena z valutové oblasti.

LITERARNI PREHLED

Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (G-6-PDH] se vy-
skytuje v buiikdch prakticky v3ech mikroorganis-
mi. V pentosovém cyklu, nékdy oznatovaném jako
hexosomonofosfatovy zkrat, ktery je vedle glyko-
lysy a nasledujiciho citrdtového cyklu hlavnim re-
akénim mechanismem odbourdavani sacharidii, se
G-6-PDH zicastiiuje pfemény hexos v pentosy [6].

Aktivita G-6-PDH je u riiznych mikroorganismi
rozdilnd. U kvasinek je aktivita tohoto enzymu ve-
smés vysSsi za aerobnich podminek neZ v anaerob-
nim prostfedi [7, 8]. Naopak u bakterii rodu
Escherichia coli nebyla proké&zana limitace aktivi-
ty kyslikem [9]). Dale se zjistilo, Ze specifickd ak-

tivita G-6-PDH pfi aerobnim ristu kvasinek Saccha-
romyces cerevisiae je na riznych zdrojich uhliku
stejnd, coZ potvrzuje, Ze syntéza uvedeného enzy-
mu neni pravdépodobn& indukovédna ani reprimo-
véna glukosou.

Z dosavadnich vyzkumi vyplyvd, Ze ucast pen-
tosového cyklu, jehoZ soucasti je i G-6-PDH, na
energetickém metabolismu je u rdznych druhd
mikroorganismi rozdilnd a ve znaéné mife zévisla

na komplexnosti sloZzeni fermentatniho média
[10, 11].
G-6-PDH kvasinek mé relativni molekulovou

hmotnost 102 000—128 000 [12, 13, 14]. Optimélni
pH pro ¢innost tohoto enzymu je 9,2. Enzym méa
ve své molekule osm SH-skupin, z nichZ dvé reagu-
ji pfimo, CtyFi dalsi reaguji aZ po zméné terciarni
struktury proteinu [15]. Enzym je vysoce specific-
ky pro glukosa-6-fosfat, podstatné pomaleji reaguji
galaktosa-6-fosfat, 2-deoxy-glukosa-6-fosfat a glu-
kosamin-6-fosfat [16].

V pivovarskych kvasinkadch byla G-6-PDH zji5té&-
na v extraktu kvasnic Warburgem a Christianem
[17] a oznafena jako mezienzym. V téZe dobé se
jejim studiem zabgval i Cori a Lipmann [18]. Reiff
[19] popisuje nejvyssi aktivitu G-6-PDH v pocéatec-
nim stadiu kvaSeni mladiny, tj. v dob& aerobniho
odbourdvani cukrli. Kornberg [20] stanovil tento
enzym v riznych kmenech pivovarskych kvasinek
a izoloval jej frakcionaci bilkovinného podilu bio-
masy.

Heyse a Piendl [21] studovali vliv sloZeni mla-
diny na aktivitu enzymi@ vybranych kmeni spod-
nich pivovarskych kvasinek. Zjistili, Ze v koncent-
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rovanych mladindch s 13,7 % a s 19,8 % extraktu
dochéazi k represi aktivity G-6-PDH .pfi poklesu ex-
traktu asi 0,1 g na 100 ml fermentatniho média.
Maximalni aktivita byla zaznamenana po utilizaci
asi 3 g extraktu na 100 ml. Po zkva3eni 6 g extrak-
tu na 100 ml nastavda rapidni pokles aktivity.
U 12,1 % mladin se aktivita zvySuje od pocCéatku
fermentace do doby utilizace 3 g na 100 ml exirak-
tu, aktivita je celkové vy33i neZ u koncentrovangj-
gich mladin a po dosaZeni maxima je pokles nej-
prve pozvolngjsi a ke konci kvaSeni nahle strmy.
U niZeprocentnich mladin miZe byt inhibice akti-
vity zplisobena jiz lehce zvySenym obsahem sacha-
ridi, aminokyselin a kovovgch iontf, pfifemZ
v mladindch s vysckym obsahem extraktu se jiZ
tato inhibice neprojevi.

Vliv sloZeni mladiny na aktivitu G-6-PDH, ktera
je kliovym enzymem pentosového cyklu [21], je
v uréitych smérech podobny jako u kliCového en-
zymu glykolysy, tj. fosfofruktokinasy (ATP: D-glu-
konat-6-fosfotransferasa, EC.2.7.1.11.). U obou en-
. zymit pFi fermentaci mladin s vysokym obsahem
extraktu se zjistila represe aktivity v prvych fa-
zich kvaseni. U G-6-PDH se pfi zkvaSovéni mladin
s riiznym obsahem extraktu zjistila maximalni ak-
tivita vzdy pfi poklesu extraktu o 3 g na 100 ml
fermentovaného média, coZ ukazuje, Ze rychlost
syntézy, resp. aktivace tohoto enzymu neni ovliv-
néna koncentraci substrdtu, ale aktivita byla jed-
noznatné vyssi v hlavnich fazich fermentace v kva-
sinkdch z 12% mladin v porovnani s kvasinkami
z 13% a 20% mladin. Na rozdil od toho aktivita
fostofruktokinasy v kvasinkach z 12% mladiny do-
sdhla maxima rovn&Z pfi poklesu o 3 g na 100 ml,
ale u koncentrovan&jsich mladin aZ pFi poklesu
0 5 g na 100 ml. Pfitom vliv koncentrace mladiny
na celkovou vysi aktivity nebyl jednoznacny.

7 kratkého prehledu literarnich ddaji vyplyva,
%e na aktivitu G-6-PDH v pivovarskych kvasinkach,
stejné jako na daldi enzymy, mé vliv velké mnoz-
stvi faktorfl. Nejvyznamné&jsi se zdd byt sloZeni a
koncentrace zkvasované mladiny a vlastnosti po-
uzitého kmene kvasinek.

MATERIAL A METODY
Mikroorganismy

Saccharomyces uvarum (pivovarské kvasinky) byly
odebrdny z vgroby 12% sv&tlého piva. Ciselné
oznadeni kvasniénych kmenfl je podle sbirky VOPS
Praha.

Kmen ¢ 9 — stfednghlubokoprokvadujici kmen,
vzorky odebrdny v pivovaru A z propagacni sta-
nice. SloZeni sypani na véarky: 90 % slad, 10 %
sacharosa.

Kmen & 7 — stFfedndhlubokoprokvasujici kmen,
vzorky odebrany v pivovaru B — odpad ze spilky
po desadtém nasazeni. SloZeni sypani na varky:
100 % slad.

Kmen & 96 — hlubokoprokvasujici kmen, vzorky
odebrdany v pivovaru B — odpadni kvasnice ze
spilky po 3estém nasazeni. SloZeni sypani na var-
ky: 100 % slad.

Kmen & 2 — stfednéhlubokoprokvasujici aZz hlu-

bokoprokvasujici kmen, vzorky odebrdny v pivo-
varu C ze spilky po prvnim nebo druhém nasazeni.
SloZeni sypani na véarky: 82 % slad, 18 % sacha-
rosa.

Saccharomyces cerevisiae (pekafské drozZdi): byly
pouZity vzorky 3 druht — vzorek lisovaného droz-
di odebrany ve vyrob&, vzorek suSeného droZdi,
vzorek drozZdi z obchodni sité.

Candida utilis: z vyroby krmného droZdi v Paskové.

Candida lipolytica: pramyslovy kmen ze sbirky
VOPP Praha.

Sudina mikrobidlnich bunék byla stanovena gravi-
metricky.

Extrakce bunééného obhsahu: buiiky byly dezinteg-
rovany opakovanym zmrazenim (4krat) nebo dvoj-
nasobnou dezintegraci na X-lisu (firma Biox, Svéd-
sko). Dezintegrovana biomasa byla pak extraho-
vana fosfatovym tlumivym roztokem 0,1 mol.1-!
pH 7,6 v mnoZstvi 2 ml na 1 g biomasy. Po 15mi-
nutovém michdni byla suspenze odstfedéna pfi
frekvenci otacek 7000 min—

Stanoveni aktiv_ity glukosa-6-fosfatdehydrogenasy

G 6-PDH byla stanovena v buné&étném extraktu na
zakladé reakce, jejiz prib&h katalyzuje:
glukosa-6-fosfat + NADP+ _ G-fosfoglukonat +
+ NADPH + H*

Zmény absorbance pfi 340 nm zplsobené v priibé-
hu reakce redukci NADP* se promé&iuji spektrofoto-,
metricky. Reakéni sm#&s ma toto sloZeni: 2,6 ml
0,1 mol.1-! triethanolaminového pufru pH 7.6;
0,2 ml 0,1 mol.1~1 roztoku MgCly; 0,1 ml 11 mmol.
.1-1 roztoku NADP+:; 0,1 ml 35 mmol.1-! roztoku
glukosa-6-fosfatu. K promichané reak¢ni smeési se
prida 0,1 ml extraktu. V minutovych intervalech
se meéFi absorbance vzorku pifi 340 nm. Aktivita
G-6-PDH se pak vypocte ze vztahu [22]

3 X AA
: X1,0X001

kde U je aktivita G-6-PDH v jednotkdch na 1 ml
¢ — konstanta 6,22;
AA — aritmeticky pramér rozdilu absorbanci
za 1 min.

K metodd stanoveni aktivity G-6-PDH. je tfeba
dodat, e s popsanym stanovenim miiZe interfero-
vat aktivita B-fosfoglukonédtdehydrogenasy (6-fos-
fo-D-glukonéat: NADP oxidoreduktasa, E.C.1.1.1.44.).
ktera katalyzuje pfeménu 6-fosfoglukondtu na ri-
buloso-5-fosfdt a bezprostfedné navazuje na C€in-
nost G-6-PDH. Podle informaci v literatufe [21] je
priibdh aktivity 6-fosfoglukonatdehydrogenasy bé-
hem fermentace v pivovarskych kvasinkach ovliv-
fiovén stejnymi faktory i stejnou mé&rou, jako u G-
-6-PDH. Proto lze pfedpoklddat, Ze vysledky budou
zatiZeny stejnou chybou. Krom#& toho je do reakCni
smési pFidavan substrat pouze pro G-6-PDH, tedy
glukosa-6-fosfét, ktery je teprve v pribéhu reakce
pfems#iiovdn na 6 fosfoglukonat. Nelze proto pred-
pokladat, Ze by se v podatecnich fazich reakce,
kdy je aktivita méfena, druhy enzym uplatnil vy-
znamnou mérou.

U = 1 U = 16,6 nkat
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VYSLEDKY A DISKUSE

Aktivita G 6-PDH ve vSech testovanych vzorcich
Saccharomyces cerevisiae byla pomérné& nizka a
pohybovala se v rozmezi 0,5—2,1 Ug~! biomasy.
Ponékud vy35i aktivita byla naméfena u biomasy
Candida utilis z produkce krmnych kvasinek (asi
45 Ug~! biomasy). Nejvyssi aktiviti prokazovala
odpadni biomasa ziskand z pivovarfi, avSak name-
rené hodnoty se v jednotlivgch vzorcich pivovar-
skych kvasinek znac¢né ligily (0,17—21,2 Ug-!
biomasy).

Tabulka 1 ukazuje hodnoty aktivity G-6 PDH na-

Tab. 1. Aktivita G-6-PDH [NADP) v extrak!ech z biomasy
ziskané pri pruamyslové vyrobé

Vzorek Aktivita G-6-PDH (Ug-! biomasy)
pivovarské kvasnice (Saccharomyces uvarum):
pivovar A 35 — 85
pivovar B 15,0 — 21,2
pivovar C 1,5 — 39
pivovar D 6,9 — 134
pivovar E 0

pivovar F 0,17 — 0,49
krmné kvasnice (Candida utilis):

primyslovd biomasa 4,6

sbirkovy kmen 0

Candida lipolytica:

primyslovy kmen ze sbirky 0

pekarské kvasnice (Saccharomyces cerevisiae):
cerstvé z vyroby 09 — 21
z obchodni sité 0,5

susené z vyroby 0

méfené v extraktu biomasy po dezintegraci bunék
opakovanym zmrazovanim.

V dalsi praci jsme se zaméfili na tFi pivovary
s vysokou produkci odpadni biomasy, které se na-
vzdjem liSi technologii vyroby piva, pouZivanymi
kmeny a sloZenim mladiny. Biomasa z téchto pi-
vovarli byla dezintegrovdna dvojim zpiisobem, a to
opakovanym zmrazovdnim a na X-lisu. Vy¢sledky
shruuje tab. 2.

Tab. 2. Aktivita G-6-PDH (NADP) v extraktech z bioma-
sy vyprodukované ve 3 rizngch pivovarech

s ! Aktivita G—6—PDH
§ U.g ! sufin U.g ! bundk
Pivovar miadiny Kmen i.l (U.¢e y) (U.g r )
x | m | x | m
| |
A | 909 slad 9 945 | 231 | 235 | 82
| 100, sach. . |
1000, slad 7 | 1251 833 | 31,2 | 209
1009, slad 96 1443 71,2 36,1 17,5
i 829, slad’ 2 46,4 15,6 11,6 39
| 189, sach. 1
C | 829 slad 2 30,1 | 126 5 3.1
| 189, sach. | 2.
Poznamka:

m dezintegrace opakovanym mrazenim
x dezintegrace na X-lisu
u km=ne €. 2 je oznafen pofet nasazeni (1X a 2X)

Porovnanim vysledkfi stanoveni aktivity G-6-PDH
v extraktech ziskanych po dezintegraci bunék dvé-
ma riznymi zplisoby jsme dosli k jednozna¢nému
zavéru, Ze zplsob dezintegrace ma zasadni vliv na
mnoZstvi uvolnéné aktivity do extraktu. Této otédz-

ce je proto nezbytné pfi porovnavani vysledki vé-
novat patficnou pozornost. ]

Z vysledk uvedenych v tab. 2 déale vidime, Ze
riizné kmeny vykdazaly sice rozdilné hodnoty akti-
vity G-6-PDH, ale druh kmene se pFi posuzovani
variability vysledk@i nezda byt dominantnim fak-
torem. To lze dokumentovat vysledky aktivity zjis-
téné v pivovaru B u kmenti €. 7 a €. 96. Ackoliv
kmen ¢. 7 je stfedn&hlubokoprokvasujici a kmen
€. 96 hlubokoprokvasujici, aktivity byly v obou pfi-
padech vysoké a navzdjem se priliS nelisily. Ob-
dobné technoiogické vlastnosti jako kmen €. 96 ma
i kmen €. 2 pouZivany v zdvodé C a pfitom jeho
aktivita G-6-PDH oproti kmenu ¢. 96 je asi tFeti-
nova.

Nejvyrazné&jSi vliv na aktivitu G-6-PDH v pivo-
varskych Kkvasnicich se zd4d mit sloZeni mladiny,
kterd je pFislusSnymi kmeny fermentovédna. Mladi-
ny zdvodu A a B se 1i1 od mladin zdvodu C pfede-
vSim stupném nédhrady sladu sacharosou (pivovar A
— 100 % sladu, pivovar B — 90 % sladu, 10 % sa-
charosy, pivovar C — 82 % sladu, 18 % sacharosy].
Piva ze zavodu A a B jsou méné prokvaSena neZli
piva ze zdvodu C (pivovar A: 59—64 % skute&né
prokvaseni, pivovar B: 56—58 % skute¢né prokva-
Seni, pivovar C: 64—67 % skutetné prokvaSeni).
Z vysledkl v tab. 2 je patrno, Ze aktivita G-6-PDH
je vyrazné niZsi u vzorkd z pivovaru C, tzn. z fer-
mentace s mladinou bohatou na jednoduché sacha-
ridy a s niZsi hladinou vysokomolekuldrnich poly-
sacharidli, polyfenoli a hotfkych chmelovych latek.

Ur€ity vliv na aktivitu diskutovaného enzymu mé
pravd&podobné& i technologicka féze, ze které byly
kvasnice odebrany. Z provedenych analyz lze pFfed-
pokladat tendence sniZeni aktivity s poftem pfe-
de3lého nasazeni Kkvasnic do vyrobniho procesu
(viz pivovar C kmen €. 2 nasazeny 1Kkrat a 2Krat).

V literatufe [21] se udAdv4, Ze maximalni aktivita
G-6 PDH je v 12% mladindch dosaZena tfeti aZ
c¢tvrty den kvaSeni. Po zkvaSeni vice neZ dvou tfe-
tin extraktu nastdvd rapidni pokles aktivity G-6-
PDH. V na3i praci jsme v3ak nalezli pom&rn& vy-
sokcu aktivitu i v Kkvasnicich sbiranych po hlav
nim kva3eni. Domnivdme se, Ze po sebrdni kvasnic
a jejich propréni studenou wvodou, kterd je nasy-
cena kyslikem, dochézi pfevodem kvasinek do
aerobniho prostfedi k stimulaci aktivity G-6 PDH.

ZAVER

Ze studovanych primyslovych kmen Saccharo-
myces a Candida se jako nejlep$i producenti G-6-
-PDH osvéd&ily pivovarské kvasinky.

Na aktivitu G-6-PDH v kvasnicich ma vliv fada
faktorli, z nichZ jako nejdiileZitéjsi se ukdazalo slo-
Zeni mladiny, tj. zkvaSeného média, dalS$im v po-
Fadi je pouZity kmen Kkvasinek a posléze i pocet
nasazeni dané biomasy v pFedchozich cyklech do
vyroby.

Pomeérné vysokd aktivita studovaného enzymu
byla zjisténa i v odpadnich pivovarskych kvasni-
cich (30—125 Ug~! susiny biomasy). Ackoliv je
b&hem zavérefnych fazi hlavniho kva$eni popiso-
van radikalni pokles [21] aktivity G-6-PDH, pfe-
vodem sbiranych kvasnic se zbytky piva do aerob-
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niho prost¥edi propiraci studené vody dojde zfej-
mé ke zpétné stimulaci aktivity tohoto enzymu.
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V riznych priimyslovych kmenech kvasinek byla sta-
novena aktivita glukosa-6-fosfatdehydrogenasy (dale
G-6-PDH). Nejlepsim zdrojem tohoto enzymu z testova-
nych mikroorganismi byly pivovarské kvasnice. Biomasa
z riznych pivovarii se v3ak v aktivité G-6-PDH znacné
lidila. Vy8e enzymové aktivity byla zdvisla na technolo-
gickém procesu, na sloZeni mladiny a na pouZitém pro-
dukénim kmenu.

Kpanosa, B. - Bacapx, II. - Jlemneposa, K.: MukpoGHalb.
Has TPOLYKUHs TlloKo3a-6-pocarnernaporenass., Ksac.
npym., 37, 1991, Ne 1, cTp. 1—4.

B pasHbIX NPOMBIVIEHHLIX IITaMMaX JPOKKeil Gbiia onpe
JlesleHa aKTHBHOCTL IUIIOKO3a-6-(ocdarnernaporenass (aa-
Jgee G-6-PDH). Hauayuminm HCTOYHHKOM 3TOro SH3NMa H3
HeesIe/lyeMBIX MHKPOOPraHH3MoB GblIH HBOBAapPeHHBIE NPOK-
xH., Buomacca u3 pasHbBIX NHBOBAPEHHBIX 3aBOJA0OB OIHAKO
no akTHBHOCTH G-6-PDH 3HAuMTeJbHO OTJHYaJacb APYr OT
apyra. Besanuynna sH3HMHOM aKTHBHOCTH 3aBHceJa OT TeX-
HOJIOPHYECKOTO NpOlEecca, coctaBa OXMEJEHHOro cycja H OT
NPHMEHEHHOro MTaMMa.

Kralova, B. - Basaf, P. - Demnerova, K. Microbial Pro-
duction of Glucose'6-Phosphate Dehydrogenase. Kvas.
priim., 37, 1991, No. 1, pp. 1—4.

The activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase
(G-6-PDH) was determined in various industrial strains
of yeasts. From microorganisms tested the best resource
of this enzyme was brewing yeast. However, the activity
of G-6-PDH varied in yeasts from different breweries.
The enzyme activity was dependent on the technology
used, on the wort composition and the production strain.

Kralova, B. - Basa¥, P. - Demnerova, K. Mikrobiale Pro-
duktion der Glukose-6-Phosphatdehydrogenase. Kvas.
prim., 37, 1991, Nr. 1, S. 1—4. :

In verschiedenen industriellen Hefestimmen wurde
die Aktivitdt der Glukose-6-Phosphatdehydrogenase (wei-
ter G-6-PDH) bestimmt. Als beste Quelle dieses Enzyms
hat sich die Bierhefe gezeigt. Die aus verchiedenen
Brauereien stammende Hefe wies jedoch betrdchtliche
Unterschiede in der G-8-PDH-Aktivitat auf. Die Hohe der
Enzymaktivitdit hing von dem technologischen ProzeB,
von der Zusammensetzung der Wiirze und von dem an-
gewandten Produktionsstamm ab.



