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В роботі показано, що рівень життєздатності та окисного пошкодження білків у  дріжджів 
Засскаготусез сегеуізіае відрізняється при їхньому рості на фруктозі та глюкозі. Знайдено тісний 
кореляційний зв’язок між активністю каталази та супероксиддисмутази за дії стресу, індукованого 
пероксидом водню. Висловлене припущення про вищу інтенсивність окисних процесів у  дріжджів, вирощених на 
фруктозі, порівняно з клітинами, які росли на глюкозі.
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Вступ
В останні роки тривають дискусії щодо доцільності застосування фруктози як замінника сахарози і 

глюкози. Дієта такого типу рекомендується людям з гіперглікеміями, серцево-судинними захворюваннями, 
ожирінням та діабетом обох типів. Подібно до глюкози фруктоза є шестивуглецевим моносахаридом і 
багатим на енергію субстратом [6, 15]. Проте особливості будови молекули фруктози забезпечують її вищу 
реакційну здатність. Існують дані щодо здатності фруктози до неферметативного глікозилювання білків чи 
ліпідів, тобто неспецифічного процесу, що порушує функціонування біомолекул і супроводжується утворенням 
невластивих клітині продуктів АОЕз (асіуапсесі §1исаііоп епсі-ргобисіз) [1, 3, 5, 8]. Як наслідок, можливі 
порушення деяких метаболічних шляхів [5, 15].

Клітини мікроскопічних еукаріотів характеризуються показниками, які дають уявлення про перебіг 
основних процесів, що забезпечують життєздатність. Серед них здатність до поділу та стан антиоксидантної 
системи, яка вказує на інтенсивність окисних процесів у клітині. Антиоксидантна система дріжджів 5. сегеуізіае 
представлена рядом ферментів, що детоксикують активовані форми кисню (АФК). АФК є продуктами 
нормального аеробного метаболізму, а також можуть утворюватися в клітині внаслідок дії зовнішніх факторів 
[18]. Ізоферменти супероксиддисмутази (СОД) та каталази контролюють рівень супероксид-аніоніону та 
пероксиду водню, захищаючи тим самим молекули клітин, зокрема ДНК, білки, ліпіди, від окисної модифікації 
[7, 10, 12-14, 18]. Метою роботи було порівняти особливості росту дріжджів Засскаготусез сегетзіае на 
глюкозі та фруктозі, як можливих джерелах енергії та вуглецю, а також особливості їх антиоксидантного 
захисту.

Матеріали і методи
В роботі використовували штам Засскаготусез сегеуізіае УРН250 (дикий тип, МАТа ІргІ-А1, кізЗ-А200, 

Іуз2-А1, асіе2-І0], игаЗ-52 Іеи2-А1), люб’язно наданий Ог. У. Іпоие (К іотський університет, Японія). Дріжджі 
вирощували за умов аерації при 28°С у середовищі, яке містило 2% і 4% глюкози або фруктози, 2% 
ферментативного пептону та 1% дріжджового екстракту. Для дослідів дріжджі відбирали на 24, 72 та 120 год 
культивування. Відповідь на дію стресу, індукованого пероксидом водню, вивчали на ранній експоненційній 
фазі росту дріжджів (14 год).

Життєздатність клітин оцінювали, використовуючи загальноприйнятий підхід визначення кількості 
колоній-утворюючих одиниць на агаризованому живильному середовищі [19]. Кількість мертвих клітин 
визначали за допомогою барвника метиленового синього [16]. Для цього суспензію клітин дріжджів 
витримували з 1% розчином барвника у співвідношенні 4:1 протягом 7 хв, після чого кількість клітин, що 
набували синього кольору, підраховували в камері Горяєва.
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Активність ферментів визначали спектрофотометричним методом на спектрофотометрах СФ-46 і Зрекої 
211. Активність СОД оцінювали за ступенем інгібування в реакції окислення кверцетину супероксид-аніоном 
при 406 нм в суміші, яка містила ЗО мМ Тріс-НСІ буферу (рН 9,0), 0,5 мМ ЕБТА, 0,8 мМ ТЕМЕД, 50 мкМ 
кверцетину [11, 12]. Активність каталази визначали при довжині хвилі 240 нм у пробі, що містила 10 мМ Н20 2, 
0,5 мМ ЕДТА, 50 мМ калій-фосфатного буферу (рН 7,0). Для розрахунків використовували коефіцієнт 
молярного поглинання пероксиду водню 39,4 М'1 см"1 [11, 12]. Кількість карбонільних груп білків визначали за 
їх взаємодією з 2,4-динітрофенілгідразином [9]. Утворені гідразони реєстрували спектрофотометричним 
методом при довженні хвилі 370 нм. Концентрацію карбонільних груп білків розраховували, використовуючи 
коефіцієнт молярної екстинкції 22x10'’ М ' см 1. Концентрацію білка визначали за методом Бредфорда з 
використанням кумасі яскраво-синього 0-250 [2].

Результати і обговорення
Першим етапом експерименту була оптимізація умов. З цією метою було вивчено ріст дріжджів 5. 

сегеуізіае на 2% чи 4% глюкозі та фруктозі. З Рис. 1 видно, що культури дріжджів переходили у стаціонарну 
фазу росту на 24 год культивування, незалежно від типу та концентрації моносахариду.

При визначені рівня життєздатності клітин було показано, що кількість колоній-утворюючих одиниць 
дріжджів, які росли в середовищі з 2% глюкозою чи фруктозою, була вищою порівняно з ростом на 4% глюкозі 
та фруктозі (Рис. 2).

На Рис. З представлена залежність кількості мертвих клітин дріжджів від часу культивування. Цей 
показник був вищим в культурах, що росли на фруктозі, порівняно з глюкозою і на 168 год становив близько 
25% загальної кількості клітин. Слід зауважити, що незалежно від умов культивування кількість колоній на 
агаризованому середовищі в дослідних культурах була нижчою (Рис. 2), ніж кількість живих клітин (Рис. 3). 
Отже, не всі живі клітини зберігали здатність до поділу за даних умов.

Для оцінки ступеня окисного пошкодження білків протягом росту культур дріжджів визначали рівень 
карбонільних груп білків [9]. Дані представлені на Рис. 4. Зауважимо, що концентрація карбонільних груп 
білків зростала з часом росту дріжджів як на глюкозі, так і на фруктозі. Проте при вирощуванні на фруктозі, 
незалежно від доби росту та концентрації, цей показник був приблизно в 1,3-2,4 рази вищим, ніж при рості на 
глюкозі. Отримані результати можуть свідчити про вищу інтенсивність окислення білків при культивуванні 
дріжджів на фруктозі.

До першої лінії антиоксидантного захисту відносять ферменти СОД та каталазу, роль яких, полягає в 
детоксикації АФК [4, 7, 14, 18]. З Рис. 5 видно, що активність каталази в клітинах штаму УРН250 зростала 
протягом росту у всіх досліджуваних культурах. Проте її абсолютні значення залежали від концентрації цукру. 
Нижчі величини активності каталази за концентрації 4% можна пояснити регуляторними механізмами 
катаболітної репресії, що спостерігаються за умов високого вмісту вуглеводів у середовищі культивування [4].

Слід зазначити, що між концентрацією карбонільних груп білків та активністю каталази виявлені 
кореляційні зв’язки (К2 = 0,56 і 0,43 на 2% глюкозі і фруктозі, та К2 = 0,72 і 0,63 на 4% глюкозі і фруктозі 
відповідно). На відміну від цього, подібної залежності між активністю супероксиддисмутази та рівнем 
карбонільних груп білків не знайдено (дані не представлено).

Як бачимо, ріст на фруктозі, зумовлює вищий рівень загибелі клітин дріжджів Засскаготусез сегеуізіае, 
що супроводжується зростанням вмісту карбонільних груп білків, незалежно від часу росту та її концентрації. 
Збільшення рівня окислених білків, а також зростання каталазної активності може свідчити про вищу 
інтенсивність окисних процесів в клітинах дріжджів, вирощених на фруктозі за даних умов.

В зв’язку з цим, було цікаво дослідити рівень виживання клітин цітаму УРН250 за умов стресу, 
індукованого пероксидом ? водню сублетальних концентрацій. Для цього [ використовували культури на 
експоненційній фазі росту, коли дріжджі є найчутливішими до дії оксидативного стресу [17].

З Рис. 6 видно, ц|о в ранній експоненційній фазі росту рівень виживання дріжджів 5. сегеуізіае 
знижувався зі зростання концентрації пероксиду водню і падав приблизно до 6% за концентрації Н20 2 10 мМ.

Наступним етапом^було вивчення впдийу окдидативнопб стресу, індукованого пероксидом водню, на 
активність антиоксидантних ферментів у дріжджів, вирощених н | глюцрзі і фруктозі. Результати представлені 
на Рис. 7. Активність каталази в дріжджах, Що росли на глюкозі та'фруктозі, різним чином залежала від 
концентрації пероксиду водню. За дії 0,5 мМ Н20 2 активність каталази в клітинах, вирощених на глюкозі, 
зросла в 1,8 рази, а в клітинах, які росли на фруктозі, не змінилась порівняно з контролем. В той же час 1 мМ 
Н20 2 призводив до зростання активності ферменту в 1,8 разів у клітинах, вирощених на фруктозі, але не 
змінював її в клітинах дріжджів, що росли на глюкозі.

На Рис. 8 представлена залежність активності СОД від концентрації пероксиду водню. З нього видно, 
що за концентрації пероксиду водню 0,5 мМ активність СОД зросла у 1,8 рази в клітинах, вирощених як на 
глюкозі, так і на фруктозі. Подальше збільшення кількості Н20 2 до 1 мМ призвело до зниження активності СОД 
приблизно до вихідних величин в клітинах дріжджів, які культивували на глюкозі. Тоді як, в культурах, 
вирощених на фруктозі, 1 мМ Н20 2 спричинив подальше зростання активності ферменту у 2,7 рази. За 
концентрацій пероксиду водню 10 мМ СОД активності не виявлено.

Можемо припустити, що подібні ефекти є характерними при вирощуванні на фруктозі, внаслідок вищої 
інтенсивності окисних процесів. Клітини адаптуються до росту в умовах м’якого стресу, викликаного 
особливостями метаболізму фруктози, її вищою реакційною здатністю.
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В дослідженнях, проведених в нашій лабораторії раніше [17], було висловлене припущення про можливий 
взаємозв’язок каталази та СОД за дії пероксиду водню. Цікаво, що в представленій роботі також виявлено 
тісний кореляційний зв'язок між активностями каталази та СОД за умов стресу у дріжджів вирощених як на 
глюкозі так і на фруктозі (Рис. 9 і 10).

Час, годи ни

- 0 -  глю коза 2% - о -  ф р уктоза  2% - о -  глю коза 4% - 6 -  ф р уктоза  4%

Рисунок 1. Криві росту дріжджів б1, сегеутае на глюкозі та фруктозі.

24 96 168

Час, години

І  глюкоза 2% □  фруктоза 2% І  глюкоза 4% і  фруктоза 4%
Рисунок 2. Рівень виживання дріжджів 5. сег&шае, вирощених на глюкозі та фруктозі.
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24 96 168

Час, години

І  глюкоза 2% 0  фруктоза 2% І  глюкоза 4% 1  фруктоза 4%

Рисунок 3. Кількість мертвих клітин в культурах дріжджів 5. сегеуізіае при рості на глюкозі та фруктозі.

ЗО І

1 2 3 4 5 6

1 д  (2%) 3 д  (2%) 5 д  (2%) 1 Д (4%) 3 д  (4%) 5 д  (4%)

■глюкоза □ фруктоза

Рисунок 4. Концентрація карбонільних груп білків в клітинах 5. сегеуіхіае протягом росту на глюкозі 
та фруктозі.

35



160 ,

1 2 3 4 5 6
1 Д (2%) 3 д (2%) 5 д (2%) 1 д (4%) Зд(4% ) 5д(4% )

■глюкоза □ фруктоза

Рисунок 5. Активність каталази в клітинах дріжджів 5. сегеуїзіае протягом росту на глюкозі та фруктозі.

0 0,5 1 2,5 5 10

Концентрація п ер ок си д у  вод н ю , мМ

■ гл ю к о з а  0  ф руктоза

Рисунок 6. Рівень виживання клітин дріжджів 5. сегеутае, вирощених на 2% глюкозі та фруктозі, за дії 
різних концентрацій пероксиду водню в середині експоненційної фази росту культур.
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О 0,5 1 10

Концентрація пероксиду водню, мМ

■глю коза 0  фруктоза

Рисунок 7. Активність каталази клітин дріжджів 5. сегеуіхіае, вирощених на 2% глюкозі та фруктозі, за 
дії різних концентрацій пероксиду водню в середині експоненційної фази росту культур.

120

0 0,5 1 10

Концентрація п ер ок си д у  водн ю , мМ

■ гл ю к о з а  □  ф руктоза

Рисунок 8. Активність супероксиддисмутази клітин дріжджів 5. сегеуіхіае, вирощених на 2% глюкозі та 
фруктозі, за дії різних концентрацій пероксиду водню в середині експоненційної фази росту культур.
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Активність каталази, Од/мг білка

5

0 1 2 З 4 5
Активність каталази, Од/мг білка ■

Рисунок 9. Кореляція між активністями каталази і СОД дріжджів 5. сегеуініае вирощених на 2% 
глюкозі (А) та фруктозі (Б), за дії різних концентрацій пероксиду водню протягом ЗО хв.

В подальшому планується продовжити порівняння особливостей виживання та антиоксидантного 
захисту вирощуванні клітин дріжджів 5. сегечівіае на глюкозі та фруктозі, в умовах стресу на різних стадіях 
стаціонарної фази росту.

Висновки
1. Збільшення активності каталази та концентрації карбонільних груп білків в клітинах дріжджів 5. 

сегеуізіае зі збільшенням часу культивування може свідчити про розвиток оксидативного стресу. В той 
же час ріст на фруктозі зумовлює вищий вміст карбонільних груп білків порівняно з культивуванням 
на глюкозі, що може вказувати на вищу інтенсивність окисних процесів у клітинах, вирощених на 
фруктозі.
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2. Відповідь дріжджів В. сегеуізіае на стрес, індукований пероксидом водню, залежить від джерела
вуглеводів у середовищі культивування.

3. Незалежно від типу моносахариду існує функціональна взаємодія між ферментами каталазою та
супероксиддисмутазою в клітинах дріжджів 5. сегеуізіае, за умов стресу, спричиненого пероксидом 
водню.

Подяки
Автори висловлюють щиру подяку науковому керівнику к.б.н. Семчишин Г. М.
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