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1ZVLECEK

Celokupni krom v kvasni biomasi ni dober pokazatelj koli¢ine organsko vezanega oz. biolosko
aktivnega kroma. Namen Studije je bil preizkusiti razlicne reagente za ekstrakcijo organsko
vezanega kroma iz kvasnih celic in protoplastov ter optimizirati parametre ekstrakcije.
Kvasovke Candida intermedia ZIM 156 smo namnozevali 12 oz. 22 ur pri 28 °C v kemijsko
definiranem gojiséu z dodanim 1 mM CrCl; oz. Na,Cr,0; (20 uM Cr®*). Izprane kvasne celice
smo suspendirali v reagentih za ekstrakcijo (0,05 M EDTA, 0,7 M CH3;COONa, 0,1 M NHj3, 0,1
M Na4P,07:10H,0) ter suspenzije inkubirali pri 28 °C. Optimizirali smo ¢as ekstrakcije,
meSanje med ekstrakcijo in koncentracijo suspenzije kvasovk v EDTA. Iz dela kvasnih celic
smo pripravili protoplaste in iz njih ekstrahirali krom. Vsebnosti kroma v ekstraktih,
celokupnega kroma v kvasni biomasi in kroma v protoplastih smo dolo€ili z atomsko
absorpcijsko spektroskopijo. Na podlagi dobljenih rezultatov smo kot najprimernejsi reagent za
ekstrakcijo izbrali EDTA, najugodnejSi ¢as ekstrakcije 21 ur, pri E¢emer stresanje ni potrebno. 1z
rezultatov je tudi razvidno, da se z EDTA iz kvasnih celic ekstrahira pribliZno enak delez kroma
kot iz protoplastov, kar velja za obe uporabljeni kromovi spojini v gojiS¢u. Ne moremo pa
zakljuciti, ali je bil krom, ekstrahiran iz protoplastov, intracelularnega izvora ali je bil vezan v
celienih membranah. Zato bi bilo potrebno v nadaljnjih raziskavah natanneje dolociti lastnosti
ekstraktov z EDTA, predvsem identificirati spojine, na katere je vezan krom.
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ABSTRACT
EXTRACTION OF CHROMIUM FROM YEAST BIOMASS

Total chromium in yeast biomass does not indicate well the amount of organically bound or
biologically active chromium. The study presented in this paper investigated different reagents
for extraction of organically bound chromium from yeast cells and yeast protoplasts and
different parameters of extraction procedure. Yeasts Candida intermedia ZIM 156 were
cultivated for 12 or 22 hours at 28 °C in chemically defined medium containing 1mM CrCl; or
Na,Cr,0; (20 uM Cr®"). Washed yeast cells were resuspended in appropriate reagents for
extraction (0.05 M EDTA, 0.7 M CH;COONa, 0.1 M NH;, 0.1 M Na,P.0;-10H.0) and
suspensions were incubated at 28 °C. Extraction time, mixing conditions and concentration of
yeast suspension in EDTA were optimized. An aliquot of yeast cells was used to prepare
protoplasts from which chromium was extracted. Chromium content in extracts, in yeast
biomass and in protoplasts was analysed by atomic absorption spectrometry. On the basis of
our results EDTA was chosen as the most appropriate reagent for extraction, optimal
extraction time was 21 hours without shaking. Furthermore, the results obtained for both
chromium compounds showed, that the amounts of extracted chromium from yeast cells and
from protoplasts were approximately the same. Nevertheless, we can not conclude, whether
chromium, which was extracted from yeast protoplasts originated from cell interior or from
yeast cell membranes. In further research exact properties of EDTA extracts should be
determined and chromium compounds in the extracts should be identified.

Key words: yeasts, chromium, extraction

1 uvoD

Krom je pomemben za normalen potek metabolizma ogljikovih hidratov in lipidov.
Primeren dnevni vnos (»Adequate Intake«) kroma za odrasle ljudi je od 20 do 35
pg, odvisno od spola, starosti in posebnih fizioloskih stanj (nosecnost, dojenje)
(Institute of Medicine, Food and Nutrition Board, 2001). Mnoge raziskave potekajo
v smeri dokoné¢ne identifikacije biolosko aktivne oblike kroma in iskanja tako
naravnih kot sinteticnih kromovih kompleksov, ki bi bili varni in ucinkoviti kot
prehranski dodatek. (Andersson s sod, 2007; Jain s sod., 2007; Liu, 2007; Shoeib in
Mester, 2007).

S kromom obogatena kvasna biomasa vsebuje »biostabilizirane« in netoksi¢ne
oblike kroma, zato lahko predstavlja dober naraven vir kroma za prehranske
aplikacije (Kaszycki s sod., 2004). Kljub Stevilnim poskusom izolacije in
karakterizacije (Shoeib in Mester, 2007), pa natanc¢na struktura (narava) omenjenih
oblik kroma v kvasnih celicah $e vedno ni dolo¢ena. Po drugi strani pa skusajo
avtorji ovrednotiti koli¢ino t.i. biolosko aktivnega oz. organsko vezanega kroma v
kvasni biomasi z uporabo razli¢nih metod ekstrakcije kroma iz kvasnih celic, pri
¢emer uporabljajo razli¢ne reagente, npr. NH4OH, etanol. Vsebnost celokupnega
akumuliranega kroma namre¢ ni dober pokazatelj koliine biolosko aktivnega
kroma v kvasni biomasi. (Toepfer s sod., 1973; Anderson s sod., 1978; Demirci in
Pometto, 2000; Kaszycki s sod., 2004)

Kljub temu pa definicija "organsko vezanega kroma" v kvasnih celicah ni povsem
pojasnjena.
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Z uporabo razli¢nih reagentov za ekstrakcijo kroma iz kvasnih celic in protoplastov
ter optimizacijo parametrov ekstrakcije smo skusali izbrati najprimernej$i reagent
za ekstrakcijo biolosko aktivne oblike kroma iz kvasnih celic.

Reagente za ekstrakcijo smo izbrali na osnovi izsledkov nekaterih raziskav, pri
katerih je §lo bodisi za ekstrakcijo kroma iz zemlje oz. odpadnega blata (Kozuh s
sod., 1994; Mila¢i¢ in Stupar, 1995; Ure, 1996; Lombardi in Garcia Jr., 2002;
Tarvainen in Kallio, 2002; Jean, 2007) ali pa za ekstrakcijo kroma iz mikrobne
biomase (Toepfer s sod., 1973; Anderson s sod., 1978; Demirci in Pometto, 2000;
Kaszycki s sod., 2004)

2 MATERIALI IN METODE

Priprava s kromom obogatene kvasne biomase

V raziskavi smo uporabili kvasovko Candida intermedia ZIM 156 iz Zbirke industrijskih
mikroorganizmov na BiotehniSki fakulteti v Ljubljani. Tri dni staro kulturo kvasovk smo prenesli
z agarja v kemijsko definirano gojis§¢e z vrednostjo pH 4 (Pa$ s sod., 2004), tako da smo
dosegli za¢etno opti€éno gostoto (A = 650 nm) kvasne suspenzije okrog 0,25. Sledilo je
aerobno namnozevanje kvasovk (200 min™', 28 °C) do pozne eksponentne faze rasti (opti¢na
gostota okrog 1,8 pri A = 650 nm).

Tako pripravljen inokulum (6 vol%) smo uporabili za pripravo s kromom obogatene kvasne
biomase. NamnoZevanje kvasovk je potekalo 22 ur v kemijsko definiranem gojis€u, ki je
vsebovalo 1 mM CrCls (28 °C, 200 min™").

Po zakljuéeni kultivaciji smo brozge centrifugirali (5 minut, 4000 min™") in kvasne celice trikrat
izprali z 0,015 M fosfatnim pufrom (pH = 4).

Koli¢ino celokupnega kroma v kvasni biomasi smo dolo€ili s suSenjem izpranih kvasnih celic
pri temperaturi 105 °C do konstante mase in razgradnjo suhe biomase z dodatkom 65 % HNO;
(1 ml / 20 mg ss) ter s segrevanjem 30 minut pri temperaturi 140 °C. Po razgradnji kvasne
biomase in ohladitvi na sobno temperaturo smo vzorce razredgili z bidestilirano vodo in dologili
vsebnost kroma. Za ta namen smo uporabili bodisi plamensko atomsko absorpcijsko
spektroskopijo (PAAS) ali pa elektrotermi¢no atomsko absorpcijsko spektroskopijo (ETAAS).
Tehniko smo izbrali glede na koncentracijo kroma v vzorcu — za koncentracijske nivoje ug ml™
smo uporabili PAAS, za koncentracijske nivoje ng ml” pa ETAAS.

PreizkuSanje reagentov za ekstrakcijo

Za preizkuSanje posameznih reagentov za ekstrakcijo in za optimiziranje koncentracije
kvasovk v reagentu za ekstrakcijo smo uporabili s kromom obogateno kvasno biomaso, ki smo
jo namnozili v popolnoma neodvisnih kultivacijah (opisano zgoraj). Izprane kvasne celice smo
suspendirali v reagentu za ekstrakcijo ter suspenzije inkubirali pri temperaturi 28 °C.

Uporabili smo naslednje reagente:

- 0,05 M vodna razt. EDTA (Kompleksal lll; C1oH14N2Na,Og-2H,0), pH = 7,
- 0,7 M vodna razt. CH;COONa, pH = 5,

- 0,1 M vodna razt. NH3 pH = 10,

- 0,1 M vodna razt. Na,P,07 (Na;P,07:10H,0), pH = 11.

V postopku ekstrakcije smo optimizirali:

- ¢as ekstrakcije (vzoréenje med inkubacijo),

- meSanje med ekstrakcijo (polovica vzorcev se je stresala (200 min'1), druga polovica pa ne),
- koncentracijo suspenzije kvasovk v EDTA (5, 10 in 15 % suspenzija).



242 Acta agriculturae Slovenica, 91 - 1, maj 2008

Po dologenih &asih ekstrakcije smo vzorce centrifugirali (5 minut, 4000 min™) in v
supernatantih dologili koli¢ino kroma (z AAS), ki se je ekstrahiral iz kvasnih celic.

Ekstrakcija kroma iz kvasnih celic in protoplastov z 0,05 M EDTA

Po prej opisanem postopku smo pripravili s kromom obogateno kvasno biomaso, pri ¢emer
smo kot vir kroma v gojiS¢u uporabili dve kromovi spojini: 1 mM CrCl; v katerem je
oksidacijsko stanje kroma +3 in NayCr,O; kot Cr6+-spojino s koncentracijo kroma 20 uM.
Aerobna submerzna kultivacija kvasovk v gojis€u z dodanima kromovima spojinama je
potekala 12 ur (do pozne eksponentne faze rasti). Z vsako od kromovih spojin smo izvedli tri
neodvisne kultivacije.

Izprane kvasne celice smo razdelili na tri dele:

- iz dela celic smo z EDTA ekstrahirali krom in dologili njegovo vsebnost v ekstraktih,

- iz drugega dela kvasnih celic smo po postopku, opisanem v Pa$ s sod. (2004) pripravili
protoplaste kvasnih celic, in iz njih ekstrahirali krom. Postopek ekstrakcije in dolocitve
koli¢ine ekstrahiranega kroma je bil enak kot za cele kvasne celice, le da smo v primeru
protoplastov namesto vodne razt. EDTA uporabili EDTA v 0,6 M KCI.

- tretji del celic smo uporabili za dolocitev vsebnosti celokupnega kroma v kvasnih celicah (po
prej opisanem postopku).

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Izbor reagenta za ekstrakcijo in optimizacija parametrov ekstrakcije
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Slika 1:  Delezi z EDTA ekstrahiranega kroma od celokupnega kroma v kvasnih
celicah (konc. celokupnega kroma je 40,0 pg/g mokre biomase) v
odvisnosti od Casa ekstrakcije in stresanja (—— brez stresanja, ------ s
stresanjem)

Figure 1. EDTA extractable chromium (as percentage of total accumulated
chromium in yeast cells; total chromium concentration was 40.0 pg/g
wet biomass) vs. extraction time and shaking pattern (—— no shaking, -
----- shaking)
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Slika 2:

Figure 2.
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Delezi z NH; ekstrahiranega kroma od celokupnega kroma v kvasnih
celicah (konc. celokupnega kroma je 50,0 pg/g mokre biomase) v
odvisnosti od ¢asa ekstrakcije in stresanja (—— brez stresanja, ------ s
stresanjem)

NH; extractable chromium (as percentage of total accumulated
chromium in yeast cells; total chromium concentration was 50.0 pg/g
wet biomass) vs. extraction time and shaking pattern (—— no shaking, -
----- shaking)
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Slika 3:  Delezi z CH3;COONa ekstrahiranega kroma od celokupnega kroma v
kvasnih celicah (konc. celokupnega kroma je 28,2 pg/g mokre biomase)
v odvisnosti od ¢asa ekstrakcije in stresanja ( brez stresanja, ------ s
stresanjem)

Figure 3. CH;COONa extractable chromium (as percentage of total accumulated
chromium in yeast cells; total chromium concentration was 28.2 pg/g
wet biomass) vs. extraction time and shaking pattern (—— no shaking, -
————— shaking)
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Slika4: Delezi z Na,P,O; ekstrahiranega kroma od celokupnega kroma v
kvasnih celicah (konc. celokupnega kroma je 29,9 ng/g mokre biomase)
v odvisnosti od ¢asa ekstrakcije in stresanja ( brez stresanja, ------ s
stresanjem)

Figure 4. Na,P,0; extractable chromium (as percentage of total accumulated
chromium in yeast cells; total chromium concentration was 29.9 ug/g
wet biomass) vs. extraction time and shaking pattern (—— no shaking, -
----- shaking)

Na Slikah 1-4 so prikazani rezultati ekstrakcije kroma iz kvasnih celic z razlicnimi
reagenti za ekstrakcijo po 22-urni kultivaciji kvasovk v gojis¢u z 1 mM CrCls.

Iz rezultatov je razvidno, da ima Cas ekstrakcije najmanjsi vpliv na koli¢ino
ekstrahiranega kroma iz kvasnih celic, ¢e kot reagent za ekstrakcijo uporabimo
EDTA ali CH3COONa (Sliki 1 in 3), medtem ko se koli¢ina ekstrahiranega kroma
pri ekstrakciji z NH; ali NayP,0O; s ¢asom ekstrakcije povecuje (Sliki 2 in 4). V
zadnjih dveh primerih se po 24 urah iz kvasnih celic ekstrahira ves akumulirani
krom, kar lahko pripiSemo poskodbam kvasnih celic zaradi uporabljenih reagentov
(eden od moznih vzrokov bi lahko bila visoka vrednost pH).

V literaturi najdemo podatke o primerjavi ekstrakcije kroma iz kvasovk z 0,1 M
NH4OH in 50 % vodno razt. etanola, ki je pokazala, da se je z NH,OH sicer
ekstrahiralo ve¢ kroma iz kvasovk, vendar pa je bil le majhen delez povezan z
biolosko aktivnostjo. Tako naj bi se kot boljSe merilo za koli¢ino organsko
vezanega kroma v kvasovkah izkazala ekstrakcija z etanolom, saj je koli¢ina kroma
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v ekstraktih odgovarjala bioloski aktivnosti kroma. NH4,OH in etanol povzrocita
spremembo permeabilnosti celicnih membran. (Toepfer s sod., 1973; Anderson s
sod., 1978; Demirci in Pometto, 2000)

Alkalni Na,P,0; se uporablja predvsem za ekstrakcijo organskih snovi iz
odpadnega blata, pri cemer pa se lahko del kovin odcepi od organskih snovi in
nastanejo topni kompleksi kovine in pirofosfata. (Lombardi in Garcia Jr., 2002)

Iz Slik 1-4 je prav tako razvidno, da je koliina ekstrahiranega kroma iz kvasnih
celic v primeru vseh uporabljenih ekstrahentov vecja, ¢e vzorce stresamo, kar bi
lahko pripisali mehanskim poskodbam kvasnih celic. Najmanj$i vpliv stresanja
vzorcev opazimo v primeru ekstrakcije z EDTA in CH;COONa (Sliki 1 in 3).

Na osnovi dobljenih rezultatov smo kot najprimerne;jsi reagent za ekstrakcijo izbrali
EDTA, najugodnejsi ¢as ekstrakcije 21 ur, pri cemer stresanje ni potrebno.
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Slika 5:  Vpliv koncentracije kvasne suspenzije v EDTA in stresanja na koli¢ino
ekstrahiranega kroma iz kvasnih celic (konc. celokupnega kroma je 31,2
ng/g mokre biomase)

Figure 5. Effect of concentration of yeast suspension in EDTA and shaking
pattern on the amount of extracted chromium from yeast cells (total
chromium concentration was 31.2 pg/g wet biomass)
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Rezultati proucevanja vpliva koncentracije kvasne suspenzije na koli¢ino
ekstrahiranega kroma kazejo (Slika 5), da razli¢ne koncentracije kvasne biomase v
EDTA (5 %, 10 % in 15 % suspenzija) ob istih pogojih ekstrakcije ne vplivajo na
koli¢ino ekstrahiranega kroma iz kvasovk. Presezek EDTA je ocitno dovolj velik,
saj mora biti za doseganje optimalne ekstrakcije koncentracija liganda vecja od
koncentracije kovine (Jean s sod., 2007). Tako smo za nadaljnje poskuse izbrali
najnizjo preizkuseno koncentracijo suspenzije kvasovk v EDTA, t.j. 5 %.

Podobno ugotavljajo drugi avtorji: pri ekstrakciji Pb, Cd in Cu z EDTA iz
sedimentov koncentracija suspenzije ni imela vpliva na koli¢ino ekstrahirane
kovine (Fangueiro s sod., 2002). Za ekstrakcijo Cr®" iz zemlje pa so uporabili 10 %
suspenzijo v 0,05 M EDTA (Grabarczyk, 2006).

Ekstrakcija kroma iz kvasnih celic in protoplastov z EDTA

Ker smo zeleli ugotoviti, iz katerega dela celic izvira ekstrahirani krom, smo z
EDTA ekstrahirali krom tako iz kvasnih celic kot iz protoplastov.

Preglednica 1 prikazuje deleze z EDTA ekstrahiranega kroma iz kvasnih celic in
protoplastov od celokupnega akumuliranega kroma v kvasnih celicah po
kultivacijah kvasovk v gojiséu z 1 mM CrCl; in 20 pM Cr®" (Na,Cr,05).

Preglednica 1: Delezi z EDTA ekstrahiranega kroma iz kvasnih celic in
protoplastov od celokupnega akumuliranega kroma po treh
(Na,Cr,07)

Table 1: EDTA extractable chromium from yeast cells and protoplasts (as
percentage of total accumulated chromium in yeast cells) after three
independent cultivations in media containing 1 mM CrCl; or 20 pM

Cr®" (Na,Cr,05)
konc. Crv delez z EDTA konc. Crv delez z EDTA
Cr spojina kyasni' ekstrahiranegg protoplastih ekstrahirapega
biomasi kroma iz kvasnih (ng/g ss) kroma iz
(ng/g ss) celic (%) protoplastov (%)
502,8+£9,8 15,2 354,5+£27,9 9,3
CrCls | 56954205 11,4 4250+ 14,0 73
430,4+35,2 15,6 393,3 +28,4 15,8
18,7£3,5 17,4 14,6 £2,5 15,5
Na(n07 | 169103 18,7 113+2,0 19,1
12,4+ 0,6 21,9 8,7+0,5 23,6
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Delezi ekstrahiranega kroma iz kvasovk, ki smo jih namnozevali v prisotnosti 1
mM CrCl;, se gibljejo od 11,4 do 15,6 % (pregl. 1). Ker se omenjene vrednosti
ujemajo z delezi kroma, ekstrahiranega iz protoplastov (9,3 do 15,8 %), bi lahko
sklepali, da se je z EDTA ekstrahiral iz kvasnih celic tisti del kroma, ki je bil vezan
v protoplastih, ne v celi¢nih stenah. Podobne ugotovitve kot za CrCl; veljajo tudi za
Cr"-spojino, t.j. Na,Cr,0; (pregl. 1). Z EDTA se iz kvasnih celic ekstrahira
priblizno enak delez kroma (17,4 do 21,9 %) kot iz protoplastov (15,5 do 23,6 %).

Pri tem ne moremo zakljuciti, ali je bil krom, ekstrahiran iz protoplastov,
intracelularnega izvora ali je bil vezan v celicnih membranah. Nekateri avtorji
namre¢ poro¢ajo, da se Cr’* pri transportu v kvasne celice zadrZijo v membranski
strukturi (Belagyi s sod., 1999). Rezultati novejsih raziskav pa nakazujejo, da so
proteini, ki veZejo krom v kvasnih celicah prisotni tako v celi¢ni steni kot v citosolu
oz. v notranjih celi¢nih strukturah (Shoeib in Mester, 2007)

Po drugi strani pa, ¢e primerjamo deleze z EDTA ekstrahiranega kroma iz kvasnih
celic z delezi akumuliranega kroma v celi¢nih stenah (rezultati prikazani v Pas s
sod., 2004), opazimo, da so tudi te vrednosti primerljive. EDTA je mocan ligand za
oblikovanje kompleksov s kovinami - stabilnostna konstanta (Ky;) za oblikovanje
kompleksov EDTA s Cr'" zna$a 24,0, kar je visoka vrednost v primerjavi s
stabilnostnimi konstantami za komplekse EDTA z nekaterimi drugimi kovinami
(Mendham, 2000), zato obstaja velika verjetnost, da EDTA pri stiku s kvasno celico
izluzi na povrsino celi¢nih sten kvasovk vezane kovinske ione. (Blackwell s sod.,
1999; Sun s sod., 2001) Znano je tudi, da EDTA povzroci izlo¢anje kalcijevih
ionov iz celiénih sten in tako poveca njihovo permeabilnost. (Gadd, 1990;
Beveridge s sod., 1997) Nekateri avtorji so EDTA uporabili za izpiranje kvasnih
celic oz. za ekstrakcijo kovin, kot sta Ni in Cr iz celi¢nih sten kvasovk (Kambe-
Honjoh s sod., 1997; Blackwell s sod., 1999).

Ce celovito pogledamo rezultate ekstrakcije kroma iz kvasne biomase z razli¢nimi
reagenti za ekstrakcijo, lahko povzamemo, da je med vsemi uporabljenimi reagenti
najprimernej$i EDTA in ga kot takega predlagamo za uporabo v tovrstnih metodah
dela. Kljub temu pa bi bilo potrebno v nadaljnjih raziskavah dolociti lastnosti
ekstraktov z EDTA, predvsem identificirati spojine, na katere je vezan krom, saj
nimamo dokaza, ali EDTA v resnici le permeabilizira celi¢no steno in veze krom,
ki se je nahajal v celi¢nih stenah kvasnih celic ali prehaja v notranjost kvasnih celic.
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