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Kyselina benzoovd ako substrdt pre rast kvasiniek

JOZEF AI TG I.ISTiN - DRAI-IOMIRA MUNCNEROVA
- ELENA STAVIXOVA. EVA GIBTAKOVA

Sf h rn. Prezeutujd sa poznatkl o vplyve kyseliry benzoovej na metabolizmus l0 kmeriov
kvasirriek rodov Ntodospo.idiun4 Nrcdot<tnila a Saitoella. Konceutr6cie kyseliny ben-
zoovej -5,0 g.t t1+O mrnol.l-r) pri pH -5,5 inhibujti respiri{ciu a rast Studovanych kvasiniek.
Pri koncentriicirich 1,0 g.l-' (8 mmol.l ') a pFI 5,5 v pritomnosti zdroja dusika v aerdbnych
podmienliaclr kvasinlry vnrZfvaj{ kyselinu benzoovri ako zdroj uhli}ia a energie, pridom
krivka spotreby kyseliny benzo<'rvej sleduje tvar rastovej krivhy. Vlsledky poukazujf
na moZnost vyskyttr kvasiniek rezistentyclr vodi p6sobenir.r tejto konzewadnej Litky a ich
rozmnoZovartiu v ae r6bnyclt podmieriliaclr.

PouZfvanie kyseliny benzc'rovej ako konzervadndho prostriedku v po-
travindrstve md dlhodobri tradfciu. Vdaka svojim antibakteridlnym
a antitungrilnym ridinkom naila 5irok6 uplatnenie pri konzervovanf nii-
pojov, dZemov a dal3fch potravindrskych vyrobkov kysldho charakteru

[1]. V5eobecne je akceptovany n{zctr, Ze mechanizmus antimikrobir{l-
neho ridinku spodfva v prenikanf kyseliny benzoovej v nedisociovanej
forme cez cytoplazmoni membrdnu a znilovanf intracelulilrneho pH,
do md za ndsledok inhibfciu rnetabolickych procesov a rozmnoZovania
buniek [2]. Citlivosf r6znych mikroorganizmov na inhibidny fdinok
kyseliny benzoovej je r6zna a srjvisf so zloZenfm a morfbl6giou cyto-
plazmovej membri{ny ako i schopnostbu vyrovn6vaf nepriaznivd zmeny
vndtrobunkovdho pH [3,41.
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Warth [5] zistil, 2e Zygosaccharomyces bailii vykazuje vyraznti meta-
bolickd aktivitu aj pri koncentrdci6ch kyseliny benzoovej 4 mmol.l-r
(0,5 g.l-t) v mddiu pH=3,5. Kvasinka Z. bailii rdstla v prftomnosti
kyseliny benzoovej a akumulovala ju v intraceluldrnom priestore vo vdd-

Sfch koncentrricidch ako by sa predpokladalo na zdklade rovnovdh
protonizovanej a neprotonizovanej tbrmy v prostredf a v intracelulSr-
nom pH. Z toho sa usudzuje, Ze okrem transportu kyseliny benzoovej
v neprotonizovanej tbrme je potrebnd brat do rivahy aj moZnost fdasti
aniSnovej permeability v transportnom mechanizme- Podla novSfch

poznatkov [5] boli zistend pripady, Ze sa kyselina benzoovii akumulovala
v bunkrich a spdsobovala vlrazny pokles hladiny ATP, pridom nedoSlo
k vyraznejSiemu poklesu hladiny intraceluliirneho pH.Z toho vyplyva,

Ze inhibidny ridinok bol sp6sobeny vyderpanfm zdrojov energie, teda
ATP a nie zmenou intraceluldrneho pH. Inf autori pripisujri inhibidny
ridinok kyseliny benzotrvej inhibfcii tbsfbfruktokinazy ako kl'ridovdho
enzymu metabolizrnu sp6sobeny znfr.enim intraceluliirneho pII [61.

Pri uvedenych Stddidch sa nebrala do fvahy skutodnost', Ze kyselina
benzoov6 rovnako ako daliie ldtky zo skupiny aromdtov sti degradovand
a asimilovand pomerne Sirokym spektrom bakt6rif, vklknitych hrib
a kvasiniek [71. Thkdto metabolickd premena kyseliny benzoovej,
priktrrrej rznikajf medziprodukty so znfr.enym alebo Ziadnym inhibid-
nfm fdinkom sa bude podielat na zvySovanf rezistencie kvasiniek proti
inhibidndmu pdsobeniu kyseliny benzoovej a za optimdlnych podmie-
nok koncentr6cie a pH.Kyselina benzoovd m6Ze byt jednym zo substrii-
tov pre rozmnoZovanie buniek. V naiej prrici sme sledovali fdinok
kyseliny benzcrcrvej na l0 vybranych kvasiniek z rodov Rhodotorula,
Rfutdospoidium a Saitoella. Ide o kvasinky syntetizujfce karotenoidy,
ktorych rodovd vlastnosf je dobrd schopnosf vyttZfvat uhlbvodfty ako
jediny zdroj uhlfta a vy-znadujdce sa schopnostou syntdzy lipidov. Ako
kritdrium sme zvolilivplyv na intenzitu respirdcievo zvolenej oblasti pH
a koncentrricie kyseliny benzot-rvej v prftomnosti a v neprftomnosti d'al'-

Sieho zdroia uhlfta a energie. MtiZu nastat v princfpe tri prfpady. Ak
lrttka neovplyviluje intenzitu endogrinnej respiri{cie, neuplatfiuje sa in-
hihidnf ani stimuladny etekt. Ak sa pozt'rruje inhibfcia je nutn6 ju pripisaf
Studovanej k{tke. Stimuk{cia respiriicie poukazuje na vyuZfvanie kyseli-
ny benzoovej ako u t i I izc'rvatelh tiho su bstriitu.
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Materidl a met6dy

Studovan6 kvasinky Rh odospoidium, Rhodotorula a Saitoella sf uve-
den6 v tab.1. Kmene boli uchovdvand na sladinovom agare resp. na Cza-
pek-Doxovom agare sprfdavkom 0,5 7o kvasnidndho autolyzdtu pri4 "C
pod paraffnom a preodkov6vand v 3-mesadnych intervaloch.

K pokusom sa pouZfvali kultriry kvasiniek vyrasten6 do logaritmickej
fiizy rastu za aer{cie v bankdch na trepadke pri 28 'C v polosyntetickom
m6diu zlolenia(g.l-t )r (NH+)zSOa 6,0, KH2POa 1,0, KCI 0,5, FeSOa0,01,

MgSOt 0,5, kvasnidny autolyziit 5,0, gluk6za 30, pH = 5,5. Po 24 hodi-
ndch kultivdcie sa bunky oddelili odstredenfm, premyli sa fyziologickym
roztokom a rozsuspendovali v minerdlnom m6diu pH 5,5 na hustotu
su5iny bunkovej hmoty 1-1,5 g.l-r. Pri Standartizdcii sa rychildzalo zka-
libradnych zdvislostf su3ina vs. absorbancia pri 620 nm.

In tenzita respi ri{ci e'sa z istovala m eranfm spo treby kyslika suspenziou
kvasiniek Warburgovou manometrickou technikou [8], s pouZitfm Stan-

dardnych 20 ml nr{dobiek s plnenfm: absorb6r KOH 4 mol.l-r, hlavny
priestor 3,0 ml suspenzie kvasiniek obsahujdci kyselinu benzoovf 8,0 -

40 mmol.l-1. Hodnota pH sa upravovala prfdavkom vypodftan6ho mnoZ-
stva roztoku NaOH.

Rast kultfry bol sledovany turbidimetlicky pri 620 nm a prepodftany
podla kalibradnych zdvislostf suiina vs. absorbancia.

Spotreba kyseliny benzoovej bola merandnazdklade poklesu absor-

bancie absorbdn6ho maxima 268 nm n-hexr{novych extraktov kultivad-
ndho m6dia zbavendho hunkovej hmoty odstredenfm a okyselenych
s kys. tbstorednou na pH 1,0 [9].

Vfsledky a diskusia

V predchddzajricom Stddiu venovanom inhibidndmu fdinku kys. ben-
zoovej sme zistili, i,e medzi kvasinkami patriacimi do rodov: Candida
(5), Hanserula (2), Hypopichia (2),Tiichosporon (3),Saitoella (1), Rho-
dobrula (6) a Rhodosltoidium (3) (dfsla v zdwork{ch - podet Studova-
nych kmeiov) najvy53iu rezistenciu alebo schopnost r6sf v prftomnosti
kyseliny benzoovej vykazovali kvasinky patrice do rodov Rhodospoi-
dium, Nndotorula a Saitoella 1101. Z tejto skupiny sme pre dhl5ie

Stridium vybrali 9 zbierkovych kmeiov a izolit zfskany zo zeminy zne-
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KTILTI.iRAI

KONTROIA2
o(o,

ResprnaeNA arcrtvrta3
[% kontroly]

kpelina beuzoov{

Ipl.h'lml-rl 8 mmol.l-l l2 mmol.l-l 40 mmol.l-l

R.gracilis CCY 20-8-9 384 ll8 60 0

Nt.toruloides ('(Y 62-2-4 293 105 3-s 0

R.nbra ('(Y 20-7-2 226 tm 23 0

Nt.diobovatunr ('CY 62-5-2 331 tL2 60 0

S.cotrtlilicata ('CY 8- l- I 280 l14 43 0

N r.s pl n e roca 4trun (l(Y 62-3-ti 33 l13 4l 0

R.ghtinis C(Y 20-2-12 334 n3 43 0

R.ghtinis RIVE 14-l-l 3m ll8 -50 0

R.glurinist' 38.5 ls0 92 0

R. aurantiaca CCY 20-9- I 296 l18 -t-t 0

a - Zloaeria mddia [g.l'l]: (N]Ia)2SO16,0, KHzPOa 13,8, KCI e5, MgSOI Q5, FeSOa e01.,
b - Izoldt ziskany v tejto prdci nahrcmad'ovacou kultiviiciou zo zeminy znedistenej ropnymi
tuhlbvodilimi.
l - Culture, 2 - (bntrol, 3 - Respiratory activity [To of coutrol], Benzoic acid, a - medium
composition [g.l-tl: (NH4)zSoa 6,(i, xgzpoa rls, xt'r o,s, rragsoio,s, FeSor e01., b - isotation
yeald obtained in this work by accumulating cultivation from soil polluled by crude oil
hydrocarbons.

Ta bu Ik a I . Vplyv konceutrdcie kyseliny benzoovej na respir6cirr kvasiniek.
Minerrilne mddium pH 5,5 bez dhlSieho zdroja uhlilia.u

Table l. Effect ofbenzoicacid concentration onyeast respiration.
Mineral medium pH 5,5 witlrout otlrer source of carbona.o

distenej ropnymi produktami nahromadbvacou kultiviiciou na p6de
s benzodtom ako zdrojom uhlika. Pri systematickom urdenf sa ukdzalo,
Ze opiit' ide o druh Rhodotorula glutinis. Zistili sme, ze kyselina benzoovd
40 mmol.l-t (5,0 g.l-t) pri pFI5,5 spdsobuje riplnri inhibfciu endogdnnej
respirdcie a respirdcie na gluk6ze v5etkych Studovanych kmeiov kvasi-
niek (tab.1.). Koncentrdcia 12 mmol.l-r (1,5 g.l-t) pri pH 5,5 sp6sobovala
diastodnf inhibfciu respirdcie, pridom pri tejto koncentrdcii je mozn6
pozorovaf rozdiely v citlivosti r6znych kvasiniek. Pri koncentrilcii
8 mmol.l-r (1 g.l-t) kyselina benzoovd vyvolivala stimuldciu endogdnnej
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Lne_' :a respiriiciu kvasiniek.
:r: z:r.ita ultlf]ia.u
i':. -': \east respiration.
g'.t::..= rrf carbona.t

R.LiPIRACNA RTITVNA3
[? kontroly]

iirselirra benzoovd

KC i. lfgSOa 05, FeSOr Q01.,r:- :- z:minv znedistenej ropnymi

r':::_.. Bctrzoic acid, a - medium
':a{ ): .i. FeSOa00l.,b-isolation
: ::'- :..i1 polluted by crude oil

iq-; kultiveiciou na p6de
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ll mmol.l'l

respirdcie (s vynimkou R. rubra), do by bolo moZnd vysvetlif bud stimu-
ladnym ridinkom inhibftora pri nizkej koncentriicii alebo vyuZitfm ldtky
ako zdroja uhlfka a energie. Paraleln6 pokusy so sledovanfm rastu
na mddiu rovnakdho zloi.eniaukinali,Ze Studovand kvasinky sri schopnd
r6sf na henzoiitovych p6dach, pridom spotreba benzodtu je proporcio-
niilna ku ndrastu bunkovej hmoty (obr.1.). Zuvedendho pokusu vyplyva,
Ze kvasinky syntetizujrice karotenoidnd pigmenty maji enz'fmy, ktor6
Stiepia aromatickd jadro a tym znilu}d inhibidny ridinok kyseliny benzo-
ovej.

Z vysledkov v tab.l. je zrejm6,2e zvylovanie rychlosti respiriicie
kvasiniek vplyvom kyseliny benzc'rc'rvej za danych podmienok (8 mmol.l-1,

pH = 5,5) stfpa v poradf: Rhodotorula rubra CCY 20-7'2, Rhodospoi-
dium toruloides CCY 62'2'4, Ntodrtspoidium diobot'atum CCY 62-5-2,

Rhodospoidium sphaerocarytum CCY 62-3-8, Rhodotorula glutinis
CCY 20-2-72, Rhodotorula gracilis CCY 20-8-9, Saitoella complicata
CCY 8-1-1, Rhodotorula glutirtis RIV 14-1-1,, Rhodotorula aurantiaca
CCY 20-9- | a Rhodotorula gltttinrs' (Izolit).

Sf zni{me kvasinky, ktor6 sri proti p6sobeniu kyseliny benzoovej

znadne rezistentd. Warth [5] opisuje Zygosaccharomyces bailli, ktor6
vykazovala vyraznri metabolickri aktivitu pri koncentrdcii 4 mmol.l-l

1il,S g.t-t) kyseliny benzc'rovej pri pH=3,5, pri koncentrdcii 10 mmol.l-l

Obr.l. Rasl Nrcdotonila glulinis a

spotreba kyseliny benzoovej pri kul-
tivricii v kvapalnom mddiu pH 5,5 za

aerdcie pri 28 "C..Syntetickd min-
eriilne mddium [g.f 

rl: (Nru)2SOa 6,0,
KI{zPOa I, KCI 0,5, MgSOa 0,5,
FeSOn 0,01.

Fig.l. Rltodolorula glulittis growth
and benzoic acid consumption during
cultivatit'rn in liquid medium pH 5,5,
and aeration at 28 "Cl. Synthetic min-
eral medium [g.Itl: (NH4)zSOl 6,0,
KHzPOT I, K('l 0,5, MgSOa 0,5,
FeSOa Q0l.
I - Benzoicacid, 2 -Time, 3 - Cell mass.

-CD

a!
o
E
E
{!
ot
5

@

-
- 0.6o
{!
oo
N5 o.r
co
!

0.0

9-s



..i.i g.l't) pri tom istoni pH sapozoroval uLvfrazn! inhibidnyridinok.
Do akej miery je moZnd znftit citlivosf kvasinky na kyselinu benzoorni
napr. pasdZovanfm vo vhodnych mddi:ich alebo prfdavkom dal5fch sub-
striitov nie je zndme. Je viak velmi pravdepodobnd, Ze sa takyto efekt
dri dosiahnuf bud'na princfpe zvyienia metabolickej rychlosti odbfra-
vania kyseliny benzoovej v bunke (vyuZfvanie kyseliny benzoovej ako
substrritu) alebo ovplyvnenim zlolenia a vlastnosti cytoplazmatickej
membrdny. K takdmuto predpokladu ovprdvfruje analdgia zo zvy5ova-
nia rezistencie kvasiniek na zvyienf koncentrdciu etanolu, ktorii sa dd
dosiahnut napr. zmenou v lipidovom zloZenf membriin alebo prfdavkom
ochranych ldtok do kultivadndho mddia [111.

Z na!;ich vysledkov vyplyva, Ze kvasinky syntetizujfce karotenoidy
majri zvyienri rezistenciu vodi kyseline benzoovej a sd schopnd degra-
dovaf kyselinu henzoorni, do sa prejavuje rastom kultriry a ribytkom
kyseliny benzoovej z'kurtivadnych mddii. Uvedend kvasinky sri ubikvot-
nd a mohli by sa pomnoZovat v potravindch konzervovanych kyselinou
benzoc'rvc'ru v prfpade, Le by nastali podmienky pre utilizdciu kyseliny
benzoovej (teplota, pH). KedZe v praxi sa kyselina benzoovd pouZfva
v koncentrilci6ch ( I -2 g.kg-t ), je d6leZit6 sledovat hodnory extraceluldr-
neho pH. Prv6 vysledky nalich pokusov naznadujf, Ze posun pH
do mierne alkalickych oblastf podstatne zniluje inhibidny ridinok kyse-
liny benzoovej, ktorii sa ako jediny zdroj uhlika stdva vhodnym substrii-
tom pre kvasinky patriace do viacerych rodov (nepublikovand drita).

Z hladiska vyuZfvania kyseliny benzoovej ako konzervadndho dinidla
i z hladiska teoretickdho Stridia je pozoruhodnd zistenie, Ze koncentrad-
nd rozmedzie, kedy sa kyselina benzoovd menf z l:itky inhibidndho
charakteru na ldtku uplatiujdcu sa ako substriit pre rast niektorych
kvasiniek, je pomerne izke, pribliZne v rozsahu jedndho dekadickdho
poriadku. V oblasti hodndt IDso sa kyselina benzoovd sprdva ako sub-
strdt s inhibidnymi vlastnostami umoZfiujrici rast kvasiniek, dfm sa sri-
dasne zniLuje aj konzervadny etbkt.
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Benzoic ecid rs a subslrrte for r growth of yerst

Summary

Klowledge about an irrfluence benzoic acid has on metabolism of l0 strains of yeasts

of Ntorlospoiditun, Nr>dotonrla and Saitoella genes are presented. Concentratiotl of benzoic

acid of S.it g.t-t (40 mmol.l-l) al pH -5.5 inlribit a respiralion and growth of studied yeasts.

At the cgncintraiions of 1.0 g.l-l (8 mmol.l-I) and pH 5.5 in the preseltce of N2 resource and

tunder aerobic conditions, yeasts use benzt'ric acid as a sottrce of carbon and energ/. As a result

of it a curve for the consumption of benzoic acid lras an ascending trend. The results achieved

point out the possibilities for existerrce of yeasts resistattt again the effects of suclt presewative

ind prove their propagation under aerobic conditions.
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