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Kyselina benzoova ako substrat pre rast kvasiniek
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Stuhrn. Prezentuju sa poznatky o vplyve kyseliny benzoovej na metabolizmus 10 kmetiov
kvasiniek rodov Rhodosponidium, Rhodotorula a Saitoella. Koncentrdcie kyseliny ben-
zoovej 5,0 g1 (40 mmol.I'") pri pH 5,5 inhibuju respirdciu a rast tudovanych kvasiniek.
Pri koncentracidch 1,0 g.l"1 (8 mmol.I'") a pH 5,5 v pritomnosti zdroja dusika v aerébnych
podmienkach kvasinky vyuZivaju kyselinu benzoowii ako zdroj uhlika a energie, pricom
krivka spotreby kyseliny benzoovej sleduje tvar rastovej krivky. Vysledky poukazuji
na moZnost vyskytu kvasiniek rezistentych voci posobeniu tejto konzervaénej litky a ich
rozmnoZovaniu v aerébnych podmienkach.

Pouzivanie kyseliny benzoovej ako konzerva¢ného prostriedku v po-
travinarstve ma dlhodobu tradiciu. Vdaka svojim antibakteridlnym
a antifungdlnym uc¢inkom nasla Siroké uplatnenie pri konzervovani na-
pojov, dzemov a dalSich potravindrskych vyrobkov kyslého charakteru
[1]. VSeobecne je akceptovany nazor, Ze mechanizmus antimikrobidl-
neho ucinku spociva v prenikani kyseliny benzoovej v nedisociovane;j
forme cez cytoplazmovi membrénu a zniZovani intraceluldrneho pH,
¢o m4 za nésledok inhibiciu metabolickych procesov a rozmnozovania
buniek [2]. Citlivost roznych mikroorganizmov na inhibi¢ny ucéinok
kyseliny benzoovej je rozna a suvisi so zloZzenim a morfoldgiou cyto-
plazmovej membrany ako i schopnostou vyrovnavat nepriaznivé zmeny
vnitrobunkového pH [3,4].
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Warth [5] zistil, Ze Zygosaccharomyces bailii vykazuje vyraznd meta-
bolickd aktivitu aj pri koncentracidch kyseliny benzoovej 4 mmol.l*
(0,5g.1") v médiu pH=3,5. Kvasinka Z. bailii rastla v pritomnosti
kyseliny benzoovej a akumulovala ju v intraceluldrnom priestore vo vac-
Sich koncentracidch ako by sa predpokladalo na zéklade rovnovéh
protonizovanej a neprotonizovanej formy v prostredi a v intracelular-
nom pH. Z toho sa usudzuje, Ze okrem transportu kyseliny benzoove;
v neprotonizovanej forme je potrebné brat do tivahy aj moZnost tcasti
aniénovej permeability v transportnom mechanizme. Podla novsich
poznatkov [5] boli zisten€ pripady, Ze sa kyselina benzoova akumulovala
v bunkdch a sposobovala vyrazny pokles hladiny ATP, pricom nedoslo
k vyraznejSiemu poklesu hladiny intracelularneho pH. Z toho vyplyva,
ze inhibi¢ny ucinok bol spdsobeny vyCerpanim zdrojov energie, teda
ATP a nie zmenou intraceluldrneho pH. Ini autori pripisuju inhibi¢ny
iéinok kyseliny benzoovej inhibicii fosfofruktokindzy ako klicového
enzymu metabolizmu spdsobeny zniZenim intracelularneho pH [6].

Pri uvedenych Stididch sa nebrala do uvahy skutoCnost, Ze kyselina
benzoova rovnako ako dalSie latky zo skupiny aromdtov su degradované
a asimilované pomerne Sirokym spektrom baktérii, vldknitych hib
a kvasiniek [7]. Takdto metabolickd premena kyseliny benzoovej,
pri ktorej vznikaju medziprodukty so zniZenym alebo Ziadnym inhibic-
nym dcinkom sa bude podielat na zvySovani rezistencie kvasiniek proti
inhibi¢nému posobeniu kyseliny benzoovej a za optimalnych podmie-
nok koncentracie a pH. Kyselina benzoova moze byt jednym zo substra-
tov pre rozmnoZzovanie buniek. V naSej préici sme sledovali tcinok
kyseliny benzoovej na 10 vybranych kvasiniek z rodov Rhodotorula,
Rhodosporidium a Saitoella. 1de o kvasinky syntetizujice karotenoidy,
ktorych rodové vlastnost je dobra schopnost vyuzivat uhlovodiky ako
jediny zdroj uhlika a vyznacujuice sa schopnostou syntézy lipidov. Ako
kritérium sme zvolili vplyv na intenzitu respirdcie vo zvolenej oblasti pH
a koncentracie kyseliny benzoovej v pritomnosti a v nepritomnosti dal-
Sieho zdroja uhlika a energie. MOZu nastat v principe tri pripady. Ak
latka neovplyviuje intenzitu endogénnej respirécie, neuplatiuje sa in-
hibiény ani stimulac¢ny efekt. Ak sa pozoruje inhibicia je nutné ju pripisat
Studovanej latke. Stimuldcia respirdcie poukazuje na vyuZivanie Kyseli-
ny benzoovej ako utilizovatelného substratu.
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Material a metédy

Studované kvasinky Rhodosporidium, Rhodotorula a Saitoella st uve-
dené v tab.1. Kmene boli uchovdvané na sladinovom agare resp. na Cza-
pek-Doxovom agare s pridavkom 0,5 % kvasni¢ného autolyzétu pri4 °C
pod parafinom a preockovavané v 3-mesacnych intervaloch.

K pokusom sa pouZzivali kultiry kvasiniek vyrasten€ do logaritmickej
fazy rastu za aerdcie v bankdch na trepacke pri 28 °Cv polosyntetickom
médiu zloZenia (g.I'!): (NH4)28046,0, KH2PO4 1,0, KCI 0,5, FeSO40,01,
MgS0,40,5, kvasni¢ny autolyzat 5,0, glukéza 30, pH = 5,5. Po 24 hodi-
néach kultivicie sa bunky oddelili odstredenim, premyli sa fyziologickym
roztokom a rozsuspendovali v minerdlnom médiu pH 5,5 na hustotu
susiny bunkovej hmoty 1-1,5 g.I"'. Pri Standartizécii sa vychddzalo z ka-
libranych zévislosti susina vs. absorbancia pri 620 nm.

Intenzita respirdcie’sazistovala meranim spotreby kyslika suspenziou
kvasiniek Warburgovou manometrickou technikou [8], s pouZzitim Stan-
dardnych 20 ml nddobiek s plnenim: absorbér KOH 4 mol.I', hlavny
priestor 3,0 ml suspenzie kvasiniek obsahujici kyselinu benzoovu 8,0 -
40 mmol.I"!. Hodnota pH sa upravovala pridavkom vypoéitaného mnoz-
stva roztoku NaOH.

Rast kultiry bol sledovany turbidimetricky pri 620 nm a prepocitany
podla kalibracnych zavislosti susina vs. absorbancia.

Spotreba kyseliny benzoovej bola merana na zéklade poklesu absor-
bancie absorbéného maxima 268 nm n-hexdnovych extraktov kultivac-
ného média zbaveného bunkovej hmoty odstredenim a okyselenych
s kys. fosfore¢nou na pH 1,0 [9].

Vysledky a diskusia

V predchéddzajicom $tidiu venovanom inhibi¢nému ucinku Kys. ben-
zoovej sme zistili, Ze medzi kvasinkami patriacimi do rodov: Candida
(5), Hansenula (2), Hypopichia (2), Trichosporon (3), Saitoella (1), Rho-
dotorula (6) a Rhodosporidium (3) (Cisla v zatvorkach - pocet Studova-
nych kmefiov) najvyssiu rezistenciu alebo schopnost rdst v pritomnosti
kyseliny benzoovej vykazovali kvasinky patrice do rodov Rhodospori-
dium, Rhodotorula a Saitoella [10]. Z tejto skupiny sme pre dalSie
$tidium vybrali 9 zbierkovych kmenov a izolat ziskany zo zeminy zne-
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Tabulka 1. Vplyv koncentrdcie kyseliny benzoovej na respirdciu kvasiniek.
Minerdlne médium pH 5,5 bez dalsieho zdroja uhlika.?
Table 1. Effect of benzoic acid concentration on yeast respiration.
Mineral medium pH 5,5 without other source of carbona.?

KONTROLA? RESPIRACNA AKTIVITA®
Q(02) [% kontroly]
KULTURA'! kyselina benzoovi
(uibh'mr?] | 8 mmoll® | 12 mmoll™" | 40 mmol.l™

R.gracilis CCY 20-8-9 384 118 60 0
Rh.tondoides CCY 62-2-4 | 293 105 35 0
R.nubra CCY 20-7-2 i 226 ) 100 23 0
Rh.diobovatum CCY 62-5-2 334 112 60 0
S.complicata CCY 8-1-1 280 114 43 0
Rh.sphaerocarpum CCY 62-3-8 323 113 41 0
R.glutinis CCY '.’0-2; 12 1 334 113 43 0
R.glutinis RIVE 14-1-1 300 118 50 0
R.glutinis® 385 150 92 0
R.aurantiaca CCY 20-9-1 296 118 33 0

a - ZloZenia média [g.l'l]: (NH4)25804 6,0, KH2PO4 13,8, KC1 0,5, MgSO4 0,5, FeSO4 0,01,
b - Izoldt ziskany v tejto prdaci nahromadovacou kultiviciou zo zeminy znedistenej ropnymi
uhlovodikmi.

1 - Culture, 2 - Control, 3 - Respiratory activity [% of control], Benzoic acid, a - medium
composition [g.1™]: (NH4)2504 6,0, KH2PO4 13,8, KC10,5, MgS040,5, FeSO40,01., b - isolation
yeald obtained in this work by accumulating cultivation from soil polluted by crude oil
hydrocarbons.

cistenej ropnymi produktami nahromadovacou kultiviciou na pode
s benzoatom ako zdrojom uhlika. Pri systematickom uréenf sa ukézalo,
Ze opatide o druh Rhodotorula glutinis. Zistili sme, Ze Kyselina benzoov4
40 mmol.I'' (5,0 g.I"") pri pH 5,5 spdsobuje tiplni inhibiciu endogénnej
respirdcie a respiracie na glukdze vsetkych studovanych kmenov kvasi-
niek (tab.1.). Koncentréacia 12 mmol.I (1,5 g.I"!) pri pH §,5 sposobovala
Ciasto¢nu inhibiciu respirdcie, pricom pri tejto koncentracii je mozné
pozorovat rozdiely v citlivosti r6znych kvasiniek. Pri koncentracii
8 mmol.I" (1 g.I'!) kyselina benzoova vyvoldvala stimuldciu endogénnej
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respirdcie (s vynimkou R. rubra), o by bolo mozné vysvetlit bud stimu-
laénym u¢inkom inhibitora pri nizkej koncentracii alebo vyuzitim latky
ako zdroja uhlika a energie. Paralelné pokusy so sledovanim rastu
na médiu rovnakého zloZenia ukdzali, Ze Studovan€ kvasinky st schopné
rast na benzoatovych podach, priom spotreba benzoatu je proporcio-
néalna ku ndrastu bunkovej hmoty (obr.1.). Z uvedeného pokusu vyplyva,
ze kvasinky syntetizujlice karotenoidné pigmenty majui enzymy, ktoré
Stiepia aromatické jadro a tym zniZuju inhibi¢ny ucinok kyseliny benzo-
ovej.

% vysledkov v tab.l. je zrejmé, Ze zvySovanie rychlosti respirdcie
kvasiniek vplyvom kyseliny benzoovejza danych podmienok (8 mmol.I",
pH = 5,5) stipa v poradi: Rhodotorula rubra CCY 20-7-2, Rhodospori-
dium toruloides CCY 62-2-4, Rhodosporidium diobovatum CCY 62-5-2,
Rhodosporidium sphaerocarpum CCY 62-3-8, Rhodotorula glutinis
CCY 20-2-12, Rhodotorula gracilis CCY 20-8-9, Saitoella complicata
CCY 8-1-1, Rhodotorula glutinis RIV 14-1-1, Rhodotorula aurantiaca
CCY 20-9-1 a Rhodotorula glutinis (1zolat).

Sd zndme kvasinky, ktoré su proti pdsobeniu kyseliny benzoovej
znadne rezistenté. Warth [5] opisuje Zygosaccharomyces bailli, ktora
vykazovala vyrazni metabolickd aktivitu pri koncentracii 4 mmol.I"
(0,5 g.I"") kyseliny benzoovej pri pH=3,5, pri koncentracii 10 mmol.1!

Obr.1. Rast Rhodotorula glutinis a
spotreba kyseliny benzoovej pri kul-
tivdcii v kvapalnom médiu pH 5,5 za
aerdcie pri 28 °C. Syntetické min-
erdlne médium [g.1"]: (NH4)2504 6,0,
KH;PO4 1, KCI 0,5, MgSO4 0,5,
FeSO4 0,01,

..13

Fig.1. Rhodotorula glutinis growth
and benzoic acid consumption during
cultivation in liquid medium pH 5,5,
and aeration at 28 °C. Synthetic min-
eral medium [g.l'l]: (NH4)2S04 6,0,
KH2PO4 1, KC1 0,5, MgSO4 0,5,
FeSO4 0,01.

1-Benzoicacid, 2-Time, 3 - Cell mass.
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1,25 g.I'") pri tom istom pH sa pozoroval uz vyrazny inhibi¢ny dcinok.
Do akej miery je mozné zniZit citlivost kvasinky na kyselinu benzoovi
napr. pasazovanim vo vhodnych médiach alebo pridavkom dalsich sub-
stratov nie je zname. Je vSak velmi pravdepodobné, Ze sa takyto efekt
dd dosiahnut bud na principe zvySenia metabolickej rychlosti odbiira-
vania kyseliny benzoovej v bunke (vyuZivanie kyseliny benzoovej ako
substratu) alebo ovplyvnenim zloZenia a vlastnosti cytoplazmaticke;
membrény. K takémuto predpokladu ovpréaviiuje analdgia zo zvysova-
nia rezistencie kvasiniek na zvySenu koncentraciu etanolu, ktord sa d4
dosiahnut napr. zmenou vlipidovom zloZeni membrén alebo pridavkom
ochranych latok do kultivaéného média [11].

Z nasich vysledkov vyplyva, Ze kvasinky syntetizujice karotenoidy
maju zvySenu rezistenciu voci Kyseline benzoovej a su schopné degra-
dovat kyselinu benzoowi, ¢o sa prejavuje rastom kultiry a dbytkom
kyseliny benzoovej z kuitivacnych médii. Uvedené kvasinky si ubikvot-
n€ a mohli by sa pomnozovat v potravindch konzervovanych kyselinou
benzoovou v pripade, Ze by nastali podmienky pre utilizdciu kyseliny
benzoovej (teplota, pH). KedZe v praxi sa kyselina benzoova pouziva
v koncentracidch (1-2 g.kg!), je dolezité sledovat hodnoty extraceluldr-
neho pH. Prvé vysledky naSich pokusov naznacujui, Ze posun pH
do mierne alkalickych oblasti podstatne zniZuje inhibi¢ny uc¢inok kyse-
liny benzoovej, ktord sa ako jediny zdroj uhlika stdva vhodnym substr4-
tom pre kvasinky patriace do viacerych rodov (nepublikované déta).

Z hladiska vyuzZivania kyseliny benzoovej ako konzervac¢ného ¢inidla
i z hladiska teoretického Stidia je pozoruhodné zistenie, Ze koncentrad-
né rozmedzie, kedy sa kyselina benzoovd meni z latky inhibi¢ného
charakteru na latku uplatiiujicu sa ako substrat pre rast niektorych
kvasiniek, je pomerne uzke, priblizne v rozsahu jedného dekadického
poriadku. V oblasti hodnét IDsg sa kyselina benzoova sprava ako sub-
strat s inhibi¢nymi vlastnostami umoznujuci rast kvasiniek, ¢im sa su-
Casne zniZuje aj konzervacny efekt.
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Benzoic acid as a substrate for a growth of yeast

Summary

Knowledge about an influence benzoic acid has on metabolism of 10 strains of yeasts
of Rhodosporidium, Rhodotonda and Saitoella genes are presented. Concentration of benzoic
acid of 5.0 g.l'l (40 mmol.I'!) at pH 5.5 inhibit a respiration and growth of studied yeasts.
At the concentrations of 1.0 g.l'l (8 mmol.I'Y) and pH 5.5 in the presence of Nz resource and
under aerobic conditions, yeasts use benzoic acid as a source of carbon and energy. As a result
of it a curve for the consumption of benzoic acid has an ascending trend. The results achieved
point out the possibilities for existence of yeasts resistant again the effects of such preservative
and prove their propagation under aerobic conditions.
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