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Stanoveni nukleovych kyselin v krmném droZdi
vyrobeném z uhlovodikovych substrati

MILADA SESTAKOVA, Mikrobiologické odd.

Pfes nemalou dlohu, jiZ maji nukleové kyseliny
[NK]) v metabolismu bilkovin a lipidfi, se jen oje-
dinéle sleduje jejich produkce v kvasinkdch kulti-
vovanych na uhlovodikovych médiich [6, 11, 14]. Je
to zplsobeno — kromé& zdlouhavych metod stanove-
ni — i specifickymi obtiZemi stanoveni, které zpi-
sobuje asimilovany substrdt a jeho metabolity, vy-
skytujici se uvnit¥ a na povrchu bunék. Proti vhod-
nosti pouZiti kaZdé ze tfi klasickych metod [9, 10,
11] pro stanoveni NK v kvasinkdch lze vznést po-
dobné namitky, jaké jsou pro jejich pouZiti na bio-
logicky materidl pFehledn& shrnuty a zhodnoceny
v referdatech Hutchisona a Munroa [7] a Markhama
[8]. Metod& Schmidt-Thannhauserové [10] a Ogur-
-Rosenové [9] lze vytknout netiplné, obti¥né a ne-
spolehlivé rozdéleni frakci RNK a DNK a zdlouha-
vost provedeni. Metoda podle Schneidera [11] je
pro mnoho autorit pfitaZlivd tim, Ze extrahuje obé&
NK soudasné& a pak stanovi jednotlivé kyseliny ba-
revnymi reakcemi s vice & méné specifickymi Ei-
nidly, nebo se stanovi celkové mnoZstvi NK spektro-
fotometricky. Plvodni postup této metody byl mno-
hokrét modifikovdn a pouZit 1 pro stanoveni NK
v kvasinkdch [12].

Cilem této prdce bylo vypracovat spolehlivy pra-
covni postup pro stanoveni NK v tak obtiZné& analy-
zovatelném materidlu, jakym jsou kvasinky kulti-
vované na uhlovodikovych médiich. VyzkouSela jsem
né&kolik modifikaci Schneiderovy metody [5, 13], po-
skytujici rychle pomé&rn& redlné vysledky. Na z&-
kladé& téchto pokusli jsem vypracovala koneény po-
stup.

NavrZeny zpiisoh stanoveni nukleovich kyselin

Pracovni postup spoCivd v pfipravé extraktu NK
z kvasinek, v ndsledném spektrofotometrickém sta-
noveni celkového mnoZstvi NK a v kolorimetrickém
stanoveni kyseliny ribonukleové [RNK) a kyseliny
dezoxyribonukleové [DNK].

Priprava extraktu NK

Princip metody

Z kvasniné hmoty se nejdfive odstrani interfe-
rujici latky: lipidy etrakci organickymi rozpoustédly
a latky rozpustné v kyselém prostfedi (napf. nuk-
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leosidy, fosforetnany) extrakci zFed&nou kyselinou
chloristou za studena. Ob& NK se pak extrahuji sou-
C¢asné horkou kyselinou chloristou.

Chemickad ¢inidla

. aceton, p. a.,

. 96% etanol, &isty,

. éter, farmaceuticky,

smés etanol : éter (3:1),

smés metanol, p. a.: chloroform, p. a. [(3:1),
0,25 N kyselina chlorista, p. a.,

. 0,50 N kyselina chlorist4, p. a.

N Ul W e

Pomicky

1. centrifuga&ni sklen&né zkumavky na 10 ml,

2. vodni l4zefi teploty 0, 70 a 90 °C,

3. stojanek na zkumavky do vodni laznd,

4. sklenéné tyCinky, & = 3 mm, d = 150 mm,

5. stolni laboratorni odstfedivka (s vyhodou zn.
Chirana na 8 zkumavek),

6. odmérné baiiky obsahu 25 ml a 50 ml.

Postup préce

Do centrifugatni zkumavky se navaZi presn& 100
aZ 150 g sudiny kvasinek a po pfiddni 5 ml acetonu
a promichani tyCinkou se kvasinky odstfeduji 10
minut pfi 3000 ot/min. Supernatant se vyfadi. Ke
zbytku ve zkumavce se pfida 5 ml 96% alkoholu,
suspenze kvasinek se rozmichd a odstfeduje se 5
minut p#i 3000 ot/min. VSachna dalsi odstfedéni se
provedou stejnym zpilisobem. Po odliti roztoku se
do zkumavky pfFidaji 3 ml smési etanol : éter (3:1)
a po zamichdni roztoku ty&finkou se sm&s vafi 3 mi-
nuty pii 70 °C ve vodni ldzni. Po odstfedéni a vyfa-
zeni supernatantu se zbytek ve zkumavce stejnym
zplisobem extrahuje smési metanol : chloroform
[3:1) a potom etanol : éter (3:1). Nakonec se zby-
tek ve zkumavce extrahuje 5 ml éteru za chladu a
zkumavka se potom odstFedi a extrakt se opét vy-
fadi. Po vychlazeni zkumavky (v ledové l4zni) se
sediment dvakrdt extrahuje 5 ml 0,25 N HCI0Os po
dobu 20 minut pf¥i teplotd 0 aZ 4°C, za obfasného
michdni tyfinkou. Po vychlazeni plastd odstiedova-
cich kyvet na 0°C se obsah zkumavky odstfedi a
extrakty se vyFadi. K sedimentu ve zkumavce se
pfid4d 5 ml 0,5 N HCIOs a kvasinky se extrahuji za
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obtasného michénf na vodni ldzni teploty 90°C po
dobu 20 minut. Po odstfed&ni se supernatant pfeve-
de do 50 ml odmé&rné baiiky a kvasinky se znovu
extrahuji 5 ml 0,5N HCIO; po dobu 20 minut. Po
odstfedéni se extrakt op#t kvantitativng pTevede
do odmé&rné baiiky a spojené extrakty se po vytem-
perovani pFi 20°C doplni 0,5N HCIO: po znalku
(roztok I). Z tohoto roztoku se odpipetuje 5 ml do
25 ml odm#&rné baiiky a doplnf se po znaCku 0,5N
NC10s (roztok II). Roztok I se poufije pro stanoveni
DNK, roztok II pro stanoveni celkového mnoZstvi
NK spektrofotometricky a pro stanoveni RNK.

Spektrofotomerické stanoveni NK

Metoda je zaloZena na postupu podle Spirina [13]
a pro vypotet NK je poufito jim navrZeného vzorce.

Princip metody

V gistém extraktu NK (viz roztok II) se zjisti ab-
sorbance p¥i dvou vinovych délkdch a podle uvede-
ného vzorce se vypofte obsah NK v analyzovaném
vzorku.

Chemickd €¢inidla

1. extrakt NK (roztok II),
2. 0,5 N kyselina chlorista.

Pomicky

1. univerzdlni spektrofotometr VSU—1 [firma
Karl Zeiss, Jena, NDR],

2. kyvety z kiemenného skla tloudtky vrstvy d =
= 10 mm.

Postup préce

Pri vinovych délkdch 270 a 290 nm zm&Fi velikost
absorhanci roztoku II v kfemennych kyvetdch proti
roztoku 0,5 N HCI1O..

Vypofet celkového obsahu NK

Procenticky obsah NK v su3in& kvasinek se vy-
pocitd podle vzorce

1355 . A

NK [% sug. kvas.] = =

kde n je navdazka su3enych kvasinek vyjadfend v mg,
A = Ay — Azqq — rozdil absorbanci roztoku II, zjisté-
nych pii vinovych délkdch 270 a 290 nm.

Kolorimetrické metody RNK a DNK

Princip metod

V extraktech NK (viz roztok I a II) sé stanovi
obsah DNK na zdklad®& reakce s difenylaminem
podle Burtona [2] a obsah RNK na zakladé reakce
s orcinem podle Ceriottiho [3]. Absorbance barev-
nych roztokd se mé&Fl pFi vinovych délkdch 595 nm
Pro DNK (filtr Sso) a 675 nm pro RNK (filtr Sees).
Z kalibragnich kfivek, sestrojenych za pouZiti stan-

dardnich prepardtii RNK a DNK, se zjisti obsah pfi-
slusné kyseliny v pg/ml ma&feného roztoku.

A. Stanoveni RNK

Chemicka €inidla
1. chlorid médnaty (CuCl:. 2 H:0, p. a.],

kyselina chlorovodikova konec., p.a. (R = 1,19],

. orcin (fa Merck, Darmstadt NSR],

. standardni preparét kvasniéné RNK,

roztoky hydrolyzované kvasniéné RNK v 0,6 N

HCIO: (90°C, 20 minut), v rozmezi koncentraci

5 aZ 50 pg RNK/ml,

6. roztok 0,004 M CuCl;. 2 H;0 v konc. HCI,

7. orcinové &inidlo: 200 mg orcinu se rozpusti
v konec. HCl; k tomu se pFfidd 10 ml roztoku
0,004 M CuCl: a roztok se doplni konc. HCI na
100 ml. Cinidlo se uchovdva ve tm& a za chla-
du. Lze skladovat asi 2 tydny.

8. extrakt NK (roztok II),

9. 0,50 N kyselina chlorista.

o e oD

Pomicky

1. vodni lazefi teploty 100 °C,

2. sklen&éné zkumavky & = 15 mm, d = 170 mimn,
se sklen&nou zdtkou s vodnim chladidem,

3. Pulfrichiiv kolorimetr, filtr Ses,

4. sklendné kyvety tloudtky vrstvy d = 10 mm.

Postup préce

5 ml roztoku II se ve zkumavce siln& proifepe
s 5 ml orcinového &inidla. Zkumavka zakrytéd skle-
nénou chladici zdtkou se ponofi do vrouci ldzné na
dobu 40 minut a potom do chladici 14zné teploty
0 a% 4°C na 30 minut. Vychlazeny roztok se necha
stdt ve tm& pii laboratorni teplot& asi 20 aZ 24 ho-
diny. Roztok se potom pfelije do centrifugaéni zku-
mavky a odstfeduje se 10 minut pFi 3000 ot/min.
Ciry roztok se odlije do jiné zkumavky, po vytem-
perovdni se zm&Fi .jeho absorbance za pouZiti filtru
Ses na Pulfrichové kolorimetru v kyvetdch tlou3tky
10 mm. M&¥ se protl blanku pPipravenému s 05N
HCI10: stejnym zplsobem.

Pozndmka: Zelend barva roztoku, charakteristickd pro
reakci RNK s orcinem, je stdld i po 48 hodindch sténi
roztoku od doby reakce.

Vypodet obsahu RNK ve vzorku

7 kalibra&ni kifivky pro RNK se odeCte obsah RNK
v ug/ml roztoku II. Procenticky obsah RNK v kvas-
ni¢né sudind se vypocitd podle vzorce

a. 25000

RNK [% v sus. kvas.] = =
kde a je obsah RNK vyjddfeny v ug/ml ms&feného roztoku
I1. odeéteny z kalibracni kfivky,

n — navéZka vzorku [ug].
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B. Stanoveni DNK
Chemickd €inidla

1. ledové kyselina octova, p. a.,

2. kyselina sirova, konc., p. a.,

3. acetaldehyd, €isty, ferstvé predestilovany p¥l
21 °C,

4. difenylamin, rekrystalovany,

5. standardni prepardt DNK (z teleciho brzliku],

6. roztoky hydrolyzované DNK v 0,5N HCIO4
[90°C, 2 X 20 minut) v rozmezi koncentraci
5 aZ 50 ug DNK/ml,

7. vodny roztok acetaldehydu: do 50 ml odmér-
né bafiky s trochou destilované vody se od-
pipetuje 0,1 ml Gerstvé pFedestilovaného acet-
aldehydu a doplni se destilovanou vodou po
znadku. Baiika se uzavie zdtkou. Roztok se
p¥ipravuje vZdy tésné pfed pouZitim,

8. difenylaminové &inidlo: 1,5 g difenylaminu se
rozpusti ve 100 ml ledové kyseliny octové
s 1,5 ml H;50.. Cinidlo se uchovdva ve tmé a
za chladu. Je stabilni asi 2 tydny. V den, kdy
ma byt &inidlo pouZito, pfidd se k 20 ml &i-
nidla 0,1 ml vodného roztoku acetaldehydu
{16 mg/m1l),

9. extrakt NK [roztok 1),

10. roztok 0,5 N HClOs.

Pomicky

1. zkumavky, @ = 15 mm, d = 170 mm, se skle-
nénou chladici zatkou,

2. termostat s teplotou 30 °C,
"3, Pulfrichfiv kolorimetr, filtr Sso,
4, sklen&né kyvety tloudtky vrstvy d = 10 mm.

Postup préace

Ke 2 ml roztoku I se do zkumavky p¥idaji 4 ml di-
fenylaminového &inidla. Po dfikladném protfepéant
se zkumavka, uzaviena zdtkou, umisti na 20 hodin
do termostatu s teplotou 30 °C. Vzniklé modré zbar-
veni se po vytemperovdni vzorku p¥i 20 °C maii
v kyvetach tlouStky 10 mm na Pulfrichové kolori-
metru s filtrem Sse. M&F se proti blanku, pFiprave-
nému stejnym zplsohem s 0,5N HClOs. Vznikle

zbarveni je stdlé nejméné& po dobu 24 hodin.

Vypotet ohsahu DNK ve vzorku

Z kalibra&ni kFivky pro DNK se odefte obsah
DNK v pg/ml roztoku I. Procenticky obsah DNK
kvasnitné suiiny se vypoditd podle vzorce

b . 5000
DNK [% v sud. kvas.] = — -~

n

kde b je odefteny obsah DNK roztoku I, vyjadfeny
v pg/ml,
n — navaika vzorku v ug.

Schéma stanoveni nukleovych kyselin

100-—150 mg sus. kvas.
-5 ml acetonu,

|
|
|

»: odstFedéni 10 min, 3000 ot/min

sediment
. L 5 ml 96% etanoluy,
I F— odstfedéni 5 minut, 3000 ot/min (stejnym
| zplisghem se wodstfeduje ve viech dalsich
i Gkonech)

sediment

| + 3 ml smési etanol:éter (3:1), 3 min,

var pfi 70 “C a odstredént

sediment

3 ml smési metanol: chloroform (3:1), 3

; min. var pfi 70 “C a odstfedéni ’

! sediment

+ 3 ml smési etanol:éter (3:1), 3 min,

var pfi 70 °C a odstiedéni

sediment

-+ 5 ml éteru, promichéni a odstfed&ni

sediment ’

| ochlazeny na 0 a% 4°C a pii této teplotd

extrakee s 5 ml 0,23 N HC104 20 min, potom

odstifedéni za chladu

. sediment

| jestd jedna stejnd extrakce

sediment

¥ + 5 ml 0,5N HCIO,;, 20 minut extrakce pii
90 °C a odstifedéni

T ¥
supernatant pievést sediment je¥té jednou
;>d0 50 m] odmé&rné batiky extrahovan stejnym zpil-

supernatant vyradit
T

| sobem
- ¥ |
~ f‘ supernatant pfipojen ¥
21 |3k predchozimu extrakt ; sadi
5| & predchozimu exiraktu a sediment vytadit
& ‘ potom je roztok doplnén
0,5 N HCi0, po znalku
| 5 ml roztoku I do 25 ml odmér-
v ~ 7 né baiiky a dopln&ni 0,5 N HCI0,
po znadku
¥

po reakci s dife- roztok II
nylaminovym - y Y
nidlem  kolori-  gpektrofotomet- po reakci
metrické stano- rické stanoveni s preinovym
veni DNK celkoviého ginidlem koloTi-

metrické stano-
veni RNK

mnaozstvi NK

Experimentalni £ast

Vypracovdni zplsobu CiSténi kvasinek z uhlovodi-=
kovijch substrdti pro extrakei NK

Vychézela jsem z metody podle Ogura a Roseno-
vé [9], kteFi pFed vlastni extrakci NK extrahuji po-
stupn& anorganické a organické fosforetnany, lipi-
dy, nukleosidy a nukleotidy. Jejich postup jsem
hned na zatatku rozdifila o predfazené odstfedo-
vani sm&si suchych kvasinek nebo jejich vodné sus-
penze s pétindsobnym mnoZstvim acetonu (v/v) &
extrakci lipidd jsem upravila na trojnasobnou ex-
trakci kvasinek vaficimi sm#&smi rozpoustédel (eta-
nol-éter), metanol-chloroform, etanol-éter) a zdvé-
reénou extrakci éterem za chladu. Dokonalost 015~
téni kvasinek od lipidi jsem sledovala chromatO-

P
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grafii extraktl na tenké vrstvé se silikagelem G,
pii 30minutovém vzestupném vyvijeni v soustavé
permléter: éter: kyselina octovd = 80:10:1 a de-
tekci posttikem 50% HzS0s a zahfatim na 180 °C.

piivodni postup, ktery poskyt]l maximélné dosaZi-
telné otisténi kvasinek, byl tento:

Uprava vzorki: 100 mg suchych kvasinek nebo je-
jich vodna suspenze se promichad s 3ndsobnym aZ
spasobnym mnoZstvim acetonu (v/v) a odstFeduje
se 10 minut pfi 3000 ot/min. Supernatant se vyfadi;
sediment se pii 0 aZ 4 °C promichd s 5 ml 96% eta-
nolu a odstfeduje se 5 minut pFi 3000 ot/min. Su-
pernatant se vytadi.

Extrakce anorganickjch a organickich fosfored-
‘nanid: Sediment se p¥l teploté 0 aZ 4 °C dvakrat ex-
trahuje 5 ml 70% etanolu s 0,10 HClOs a potom
jednou s 5 ml 70% etanolu. Tyto a v3echny dalst
extrakce jsou nasledovdny centrifugaci 5 minut pii
3000 ot/min s vyFazenim supernatantf.

Extrakcee lipidii: Sediment se postupng extrahuje:
3 ml smési etanol: éter (3:1), 3 minuty p¥i 70°C,
3 ml smési metanol: chloroform (3:1), 3 minuty pri
705G,
3 ml smési etanol: éter (3:1), 3 minuty p¥ 70 °C,
5 ml éteru pfi laboratorni teploté.

Extrakce nukleotidii a nukleosidd (pfi 0 aZ 5°C):
sediment se extrahuje 20 minut 5 ml 0,2 N kyseliny
chloristé; postup s centrifugaci se jeSté jednou opa-
kuje. Pro kontrolni stanoveni obsahu nukleosidi a
nukleotidil se extrakty spoji a po doplnéni 0,2N
HCIOs 25 ml se v kFemennych kyvetach, tloudtky
10 mm, m#Fi absorbance p¥i vinové délce 270 a
230 nm na univerzdlnim spektrofotometru VSU—1
[K. Zeiss, Jena]).

Priklad pokusnych vysledkt je tabulce 1.

Tabulka 1

Celkovy obsah NK, nukleosidi a nukleotidd v suSiné su-
Sendho krmného drozdi ziskandho kultivaci kvasinky Can-
dida lipolytica, kmen 4—1, na rdznjeh najtovgch sub-
strdtech. Extrakce NK 05N HCIO, dvakrdt 20 minut pFi
90°C. Spektrojotometrické stanoveni metodou rozdild 2
absorbanci, Praméry se 2 aZ 3 stanoveni

o Nukleové ‘ Nukleotidy
e kyseliny a nukleosidy
vzorku I e A J R Bptpemdd
| 94 v kvasniéné sufiné
|
- ‘ 1,82 0,16
2 ! 1,76 012
: 3,28 0,09
4 I 2,71 0.08
5 1 1,86 | ~0%08
|

Nukleosidy a nukleotidy v suienych vzorcich
krmného droZdi netvoFily nikdy vice neZ 10 % cel-
kového obsahu NK. Absorpéni spektra v3ech extrak-

tii v rozmezi 220 aZ 340 nm byla rovn&Z zméfena
na registradnim spekirofotometru Beckman DB.
Vzhledem k tomu, Ze tvar absorpénich spekter
v rozmezI vinovych délek 220 aZ 340 nm nebyl zce-
la charakteristicky pro pfitomnost nukleosidf a nu-
kleotiddl (zFejmé& zne&isténi interferujicimi latkami),
jsou tyto tdaje jen p¥FibliZné.

Dalsi tpravou jsem popsany zdlouhavy &istici po-
stup zkratila: Latky rozpustné v kyselém vodném
prostfedi se extrahuji soucasné dvojndsobnou 20mi-
nutovou extrakci pii 0 aZ 5°C, pii zvy3eni koncen-
trace kyseliny chloristé na 0,25 N. Extrakce 70%
etanolem s 0,1 % kyseliny chloristé a Sistym 70%
etanolem hyly vypustény. Oba gistici postupy (pi-
vodni a zkraceny) jsem srovnala ma 10 vzorcich
krmného droZdi. Obsah NK byl stanoven vypracova-
nou spektrofotometrickou metodou, popsanou v &as-
ti B. Vysledky jsou v fabulce 2.

Rozdil mezi Sisticimi postupy nepfesahoval 10 %,
tedy velikost chyby paralelniho stanovenl. PIi viech
dalZ¥ich stanovenich NK jsem pouZivala zkrdceny
¢istici postup.

Tabulka 2

Obsah NK v krmném drofdi z uhlovodikovifjch substrdti
stanovenyj za poufiti piwodniho a zkrdceného gisticiho
postupu. Extrakce NK 0,5N HCIO, dvakrdt 20 minut pFi

90 °C. Spekirofotometrické stanoveni metodou rozdilil
dvou absorbanct. Praméry ze dvou stanoveni
} 9/ NK v kvasniéné susiné
e e Rozdil
Cs tuvodni | zkraceny v{}"sledkﬁ
e P aetici | ey [% na hod.
postup postup pav. post.]
1 ! 1,47 { 1.61 — 9,6
2 3,41 3,45 — 1,2
3 | 3,33 3.36 — 0,9
4 | 3,03 ' 3,04 —0,3
5 | 1,80 | 1,77 . 1,7
6 | 1,88 | 1.83 | 2,7
7 3,20 { 3,07 4,1
8 3,87 1 3,70 4.4
9 4,25 ‘ 4,00 5.9
10 3,73 1 3,36 ‘ 9,9

Extrakce nukleovijch kyselin

PFi hleddni optimalni extrakce NK jsem vySla
z metody Spirina [13], ktery pouZivd 20minutovou
hydrolyzu 0,5 N kyselinou chloristou na vrouci vod-
ni lazni. Metoda byla navrZena jako vhodnd pro
rychlé sériové stanoveni NK a vyzkouSena 1 pro
dro¥di. Nizkd koncentrace kyseliny chloristé sniZu-
je moZnost §tépeni napf. bilkovin a extrakce jejich
degradaénich produktfl. Hydrolyza p¥i 100 °C je v3ak
piili§ drastickd a kromé& nizké koncentrace kyseliny
chloristé je tedy prosp@$né zvolit niZ8i extrakcni
teplotu; obvykle se doporuguje 70 a 90°C [7]. Pii
hleddni nejvhodné&jiiho postupu pro sudené droZdi
z uhlovodikovych substrdtd jsem vyzkouSela extrak-
ce NK 0,5 N HCIOs pFi teplotdch 100, 90, 80 a 70 °G
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a pocet potfebnych opakovani extrakci vzorkili pro
optiméalni extrakei NK. Extrakce byla sledovédna jed-
nak stanovenim absorpcénich spekter extraktfi v roz-
mezi vilnovych délek 220 a¥% 340 nm a jednak vy-
poCtem obsahu NK (viz dale). Vysledky jsou uve-
deny v tabulce 3.

Tabulka 3

Vliiv extrakéni teploty a poCtu opakovanich extrakci na
vysledky stanoveni NK v krmném droZdi vyrobeném
z uhlovodikié naftovijeh frakcl. Spektrotofometrickd me-
toda stanoveni NK. Priimérné hodnoty ze 2 af 4 stanoveni
[% NK v sufiné kvas.]

i Poéet opakovanych extrakei vzorku
Teplota | 0,5 N HClo,
ex{.:%lice . ) po dobu 20 minut -
1 o2 |3 1 5
100 — 3,04 = - s
90 3,20 3,30 3,30 — —
80 — | 2,84 - = -
70 | = ‘ 2,71 3,10 3,30 3.32

Z tabulky vyplyva, Ze pfi 100°C nastdvd bud
hlubsi Stépeni NK, nebo maji v&tsi vliv interferujici
latky, nebot 1 absorp&ni kifivky extraktl vykdazaly
ptitomnost vétiiho mnoZstvi nef€istot. Optimalni je
dvojnisobnd extrakce pii 90°C, jeZ nejrychleji po-
skytuje prakticky maximdlné extrahovatelné mnoZ-
stvi NK. Spektrdlni absorpéni k¥ivky ziskané p¥i 90,
80 a 70 °C neprokézaly vyznaénych rozdild mezi ex-
trakty.

Spektrofotometrickd metoda stanoveni celkového
obsahu NK v extraktech

Pro ov&feni pfesnosti metody byly vzaty pfesné
navaZky standardnich prepardti RNK [Yeasts RNK,
fa Sigma, St. Louis, USA) a DNK (Calf thymus DNK,
fa Calbiochem, T.os Angeles, Cal. USA]) a po 20minu-
tové hydrolyze pfi 90 °C v 0,5 N HCIOs byly zméfe-
ny jejich absorpéni kfivky v rozmezi 220 aZ 340
nm a absorbance pfi vinovych délkach 270 a 290
nm. Stanoveny obsah NK je porovndn s navaZkou
vzorku v tabulce 4.

PFesnost stanoveni RNK se pohybovala v rozmezi
95.5 a¥ 100 % a stanoveni DNK od 87,4 do 93,8 %.
Na zdkladé uvedenych vysledkl by bylo moZno tuto
metodu doporuéit pro stanoveni celkového mnoZ-
stvi NK v kvasinkach, kde je obvykly pomér RNK :
:DNK (10 :1) p¥iznivy pro pFesny vypocet NK. Pro-
véFenim metody na Fad& vzorkdt krmného droZdi
z naftovych substrétt v laboratornim i poloprovoz-
nim maFitku byly ziskdny reprodukovatelné vysled-
ky; rozdil dvou paralelnich stanoveni nepiesahoval
5 04. Potvrdila se nespolehlivost spektrofotometric-
kych metod, které pouZivaji k vypocftu NK hodnoty
absorbanci extraktl ziskané m&fenim pouze pFi jed-
né vinové délce v ultrafialové oblasti spektra [1].
I kdyZ byly jednotlivé absorbance paralelnich vzor-
kit dasto 0dli3né, byly rozdily absorbanci pfi 270 a
.290 nm shodné.

Kolorimetrické metody pro stanoveni RNK a DNEK

V tychZ extraktech NK, které byly prom&¥eny
spektrofotometricky, byly kolorimetricky stanoveny
jednotlivé ob& kyseliny. Kalibrac¢ni kiivky pro RNK
i DNK v rozmezich koncentraci 5 aZ 50 pg/ml maly
tvar pfimky prochézejici pofatkem. Vzhledem k niz-
kému obsahu DNK v kvasinkédch jsem cht&la pouZit
citlivdjdi modifikaci podle Gilese a Myerse [4]. P#
pouZiti této modifkiace jsem viak pozorovala tvorbu
bilé sraZeniny po pFidavku difenylaminového &inid-
la k extrakt@im s 0,5 N HCl04 (podle autordi je de-
statefnd Kkoncentrace HCl0: 10 %). Na rozdil od
spolehlivého stanoveni DNK standardni difenylami-
novou metodou se pii stanoveni RNK s orcinovym
Ginidlem vyskytly obtiZe: Roztok se zbarvuje zeleno-
-hned& misto zelend a po jeho ochlazeni vypadédva
hn&dofernd sraZenina, dobfe rozpustnd v izoamyl-
alkoholu za vzniku intenzivné fialového zbarveni.
SraZenina zvy3uje absorbanci vzorku a zplsobuje
tak chybné vypotteni obsahu RNK, vy33tho neZ ve
skuteénosti. Proto bylo do metodiky zafazeno di-
kladné ochlazeni vzorku v ledové 14zni (30 minut)
s nésledujicim 20hodinovym stanim pi#i laboratorni
teploté a odstfed#ni sraZeniny 10 minut p¥i 3000 ot
v min. Zkou3ela jsem stanovit obsah RNK i v extrak-
tech ziskanych StyFndsobnou extrakci p¥i 70 °C, pfi-
tem¥ se sice tvoFilo mén& sraZeniny, avi3ak ani
v tomto pF¥ipadé nebylo sniZeni podstatné. V kvasin-
kdch kultivovanych na glukdze nebyla sraZenina
pozorovéna a rovnéZz v roztocich standardnich pre-
paratii RNK k této interferenci nedochézelo. Priib&h
vypaddvani sraZeniny jsem sledovala v nékolika
extraktech rtiznych vzorkd kolorimetrickym meéfe-
nim obsahu RNK pfi odst¥ed&ni sraeniny ihned po
reakci s orcinem a po 20hodinovém a 40hodinovém
stani vzorkd ve tmé.

Tabulka 4

Presnost spektrofotometrického stanoveni NK na stan-
dardnich prepardtech kvasniéné RNK a DNK z teleciho
brzliku

| wavdike Nalezeno NK Chyba 3
Standard | I;?:?Z]l{f’ — g, | stanoven
Hgim [,ug/rn]] l /0 3 [%]
| ]
w | 10,0 ‘ 100,0 0,0
20 | 191 959 4.1
RNK .25 238 | 957 | 4,3
30 87 | %0 | 4,0
40 81 | 955 | 4,5
\ ; !
| 5 467 | 93,8 6,2
| 100 . 910 | 9.0 | 9,0
DNK I 13,30 | 889 | 11,1
20 | 17,60 | 88,2 11,8
30 | 26,20 | 87,4 | 12,6

1
|
1
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Na zaklads vysledkil uvedenych v tabulce 5 do-
poruéuji pro ziskdni spravnych hodnot 20hodinové
stdni rozioku po prob&hnuti orcinové reakce a od-
stfed&ni srazeniny pfed kolorimetrickym méfenim.

Tabulka 5

Viip stani barevngjch roztokd RNK na vyludovdni interfe-
rujicich ldtek v extraktech z krmného droZdi z naftovych

médit
Vzorky drozdi % RNK v kvasn. susiné
z riiznych i == E{)i T ﬁ ”””
naftovych ‘h“dk | 20hodinovém| 40hodinovém
médii po reakel stani g B
! ]
1 267 | 2,58 ! 2,53
2 2,36 2,09 ‘ 2,09
3 2,41 210 | 9,11
1 1,78 1,63 | 1.65
5 4,12 1,06 \ 4,07
| \
| i

grovndni spekirofotometrického a kolorimetrického
stanoveni NK

Spektrofotometrické stanoveni NK a kolorimetric-
ké stanoveni RNK a DNK byly promé&feny na Fadé
yzorkil suSeného krmného droZdi i Cerstvé odsepa-
rovanych kvasinek Candida lipolytica z kultivanich
médii s riznymi naftovymi frakcemi. Ve vSech pti-
padech byly spektrofotometrickou metodou ziskdny
vy$8i hodnoty, neZ byl soucet RNK a DNK, ur¢enych
metodami kolorimetrickymi. Divodem tohoto roz-
dilu je z¥ejm& pritomnost ldtek ahsorbujicich v ul-
trafialové oblasti zdfeni, jejichZ interferenci pfi
spektrofotometrickém stanoveni nelze zcela vylou-
#it ani metodou rozdilii absorbanci. Hodnoty celko-
vého obsahu NK stanovené spektrofotometrickou
metodou a metodami kolorimetrickymi viak byly

Tabulka 6

Obsah celkovijech mno#stvi NK, RNK a DNK uréentch
spektrofotometrickou a kolorimetrickou metodou v krm-
ném drozdi z uhlovodikovgjch substrdti. Hodnoty jsou
praméry dvou af étyF paralelnich stanoveni

"y NK
Strucna ’ 3 s K
charakteristika Yo ¥ kvas. 51_1_5_._1 R[gfh Dlz('k
= T — 70 /0
asnsmuﬂ:; :,lrtl:iho sg :t]:;o- lizgg.i- vkv.sud.]| v kv.sud.]
Cisté‘smés 1 2,84 2,49 1,97 0,52
parafing 2| 434 3,74 3,25 | 0,49
Parafinicky 1| 6,10 5,29 4,68 0,61
gdd 2| 6,83 4,78 4,12 0,66
3| 591 3,80 3,32 0,48
4! 559 4,56 4,11 0,45
b B ! | N N
Rizné 1 473 | 436 | 390 | 046
destilaéni 2 5.13 l 4,87 4,30 0,57
frakce 3| 397 | 316 2,67 | 0,49
nafty[tzv. 4| 314 | 298 | 236 | 062
plynové 50 3,66 | 3,00 241 | 0,59
oleje] 6| 234 1 2,33 | 1,78 L 0,55

pF pribéZném sledovani u dané kultivace navza-
jem tumérné, coZ dokazuje vhodnost spektrofoto-
metrické metody pro sledovéani relativnich hodnot
NK v kvasinkach. Za sprdvné absolutni hodnoty je
moZné povazovat mnoZstvi NK, RNK, DNK stano-
vend kolorimetrickymi metodami. Vysledky nékte-
r¢ch vzorkil droZdi z kvasinky C. lipolytica, kmen
4—1, ukazuje tabulka 6. '

Obsah DNK je u v$ech vzorkll praktficky stejny,
v rozmezi 0,45 a# 0,66 % DNK v kvasniCné susiné.
Obsah RNK se pohybuje od 1,78 do 4,68 % v kvas.
suding. Absolutni hodnoty celkového obsahu NK
(stanovené jako soufet RNK a DNK] se pohybovaly
u uvedenych vzorkid od 2,33 do 5,29 % na kvasnic-
nou susinu.

Souhrn

Jsou popsédny dva zpfisoby stanoveni NK v krm-
ném droZdi ziskaném kultivaci kvasinek C. lipoly-
tica na riznych uhlovodikovych substrdtech v mi-
nerdlnim médiu.

Byl vypracovan optimdlni postup CiSténi analy-
zovanych vzorkl kvasinek (zaloZeny na modifikaci
postupu podle Ogura a Rosenové) a rychlé extrakce
NK, zaloZeny na modifikaci Schneiderovy metody.
V roztocich ziskan§ch extrakci 0,5N HC104 pEl 90 °C
se stanovuje celkovy obsah NK a oddélené mnoZ-
stvi RNK a DNK. Vypotet celkového mnoZstvi NK
je zaloZen na spektrofotometrickém stanoveni roz-
dilu absorbanci (pFl 270 a 290 mm), pfi pouZiti
vzorce podle Spirina. Kolorimetrické stanoveni RNK
je zaloZeno na barevné reakcl s orcinem v modifi-
kaci podle Ceriottiho a DNK na barevné reakci
s difenylaminem podle Buriona. . i ~

Metody byly zhodnoceny na standardech a desit-
kach vzorkd krmného droZdi z naftovych substrati.
Viechny metody poskytuji u paralelnich vzorkil
reprodukovatelné vysledky pii pfesnostl 5 0. Sta-
noven! RNK ruii tvorba hnédoferné sraZeminy pfi
reakci s orsinem, je¥ je nuino nechat kvantitativné
vylou¢it stdnim a pied kolorimetrickym méFenim
roztoku sraZeninu odstranit odstfedénim. Obsahy
NK urcené spektrofotometrickou metodou nelze po-
va¥ovat ve viech piipadech za absolutni hodnoty,
nebot byly Sasto, vy33{ neZ soucet NK urfeny me-
todami kolorimetrickymi, coZ je moZné vysvétlit
pritomnosti interferujicich latek specificky absorbu-
jicich v ultrafialové oblasti.

Spektrofotometrické metody je vyhodné pouZit ke
kontrolnimu méfeni a ke sledovéani relativnich zmén
obsahu NK v kvasinkéch; kolorimetrickych metod
k pfesnému stanoveni NK a zastoupeni jednotlivych

kyselin.

Lektoroval Jan K&%¥

Literatura

[1] ARPAI, ]., LONGAUERQVA, D, LESKOVA, Z., TOMISOVA, ].:
Kvas. prim., 12, 1666 : 10.

(2] BURTON, K.: Biochem. [., 62, 1958 : 315.

[3] CERIOTTI, G.: ]. Biol. Chem., 214, 1655 :58.

[4] GILES, K. W, MYERS, A.: Nature, 208, 1955 : 93.

(5] HAROLD, E. M., ZIPORIN, %Z. Z.. Biochim. Biophys. Acta, 28,
1858 : 482.

[6] HUMPHREY, A.: Chem. Canada, 20, 1968 : 28.

[7] HUTCHISON, W. C., MUNRO, H. N.: Analyst, 86, 1961 : 768,




238

Kvasny Primys]
rog. 15 (1969) — ¢, 10—11

[8] MARKHAM, R.: in PAECH, K., TRACEY, M. V. [ed.:-
Methods of Plant Analysis. Vaol. IV 1955 : 246.

[3] OGUR, M., ROSEN, G.: Arch. Biochem., 25, 1950 : 282.

[10] SCHMIDT, G., THANNHAUSER, S. J.:
1945 - 83.

[11] SCHNEIDER, W. C.: .

Biol. Chem., 161, 1945 : 293.

14] TAKEDA, I.:
Biol. Chem., 161, (4] i

13465.

Modern [12] SOKUROVA, E. N.; Biochimija 32, 1987 : 1134,
[13] SPIRIN, A. S.: Biochimija, 23, 1958 : 658.

chem. Ind. Lid.: Growth Yeast Cells with High
Ribonucleic Acid Content, Neth. Appl. & 612 422 [CL €. 12 §)
3. III. 1887, Japan Appl. 2. !

XI. 1835 — cit. podle ca: g7
b

DETERMINATION OF NUCLEIC
ACIDS IN FODDER YEAST GROWN
ON HYDROCARBON SUBSTRATES

The article deals with two methods
which can be applied for the deter-
mination of nucleic acids in fodder
yeast grown on hydrocarbon sub-
strates. The strain used for experi-
ments was C, lipolytica graown in
a mineral medium. The spectra-
graphic method can be reconmended
for routine inspection, as well as
for following relative changes mn the
percentage of nucleic acids in yeast,
whereas colorimetric methods should
be used for accurate analysa2s and
identification of various acids pre-
sent in the yeast.

OIMPEJEJIEHHUE HYKJIEMHOBBIX
KHMCJIOT B KOPMOBBIX
JAPONOKAX, ITOJIVUEHHBIX M3
YIJIEBOJJOPOIHBIX CYBCTPA-
TOB

B craTee cpaBHMBAwWOTCH I1Ba Meroza
onpeiesieHde HYKJIEHHOBBIX  KHCIOT
B KODMOBBIX JPOMGKAX, MOJYYEHHBIX
pasmuoxenneM nposkxefi C. lipolytica
B Pa3HBIX YIVIEBOZOPOLHBIX cyfcTpa-
Tax H MHMHepaabHO# cpere. Cnekrpo-
rpacdHIecKHli MeTOL MOMKHO pPEeKOMEeH-
10BaTh AJ KOHTPOJNBHHIX H3MepeHHH
H ass HabJalodeHHsA 3a H3MEHeHWsMH
COJMEPXKAaHHA  HYKJeHHOBHIX  KHCJOT
B IpOXKXax Boolule, B TO BpeMs Kak
KOJIODMMeTpHYeCKHH  MeTon  MOXKeT
CAYKHTE 174 6GoJee TOYHOrO OmIpene-
JeHH COJepXXaHHs HYK/JIeHHOBBIX KHC-
JOT H AJA HX H,HBHTHCI}HK&{RHH.

BESTIMMUNG DER NUKLEINSAU-
REN IN DER FUTTERHEFE, DIE AUS
KOHLENHYDRATE-HALTIGEN : SUB-
STRATEN ERZEUGT WURDEN .

Es werden zwei Methoden® dep
Nukleinsdurenbestimmung in  den
Futterhefen beschrieben, die mittels
Kultivierung der Hefen C. lipolytica
auf verschiedenen Kohlenhydrate-
Substraten in einem Mineralmedinm
produziert wurden; es handelt s;‘%
um die spektrographische und di
kolorimetrische Methode. Die spek-
trophotometrische Methoden eignen
sich vorteilhaft zu Kontrollbestim-
mungen und zur Verfolgung der re-
lativen Anderungen des Nukleins#u-
rengehaltes in Hefen; die kolori-
metrischen Methoden werden fiir die
genaue Bestimmung der Nukleinsdu-
ren und Vertretung der einzelnen
Sduren empfohlen.
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