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w drozdzach Rodothorula rubra

The effect of pulsed electric field on selenium incorporation in the yeast Rodothorula rubra

ABSTRACT. The shaker culture of Rodothorula rubra yeast was exposed to a pulsed electric field.
The highest incorporation of selenium into the cells was observed at an electric field strength of
1.5 kV/cm, a 1Hz frequency, a pulse witdh of 1ms and for 15 min. Ofter 16 hours PEF exposure of
culture on 15 pg/ml, the highest concentration selenium in the cells was observed. Selenium was
determined by means of AAS technique.
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W uktadach biologicznych zastosowanie pulsacyjnego pola elektrycznego
(PEF) obejmuje indukcjg¢ biochemicznych i fizjologicznych reakcji w komor-
kach, tkankach i w catym organizmie [Fiedurek i in. 2000]. Elektroporacja jest
zastosowaniem transmembranowych pulséw elektrycznych do indukowania
mikroskopowych poréw w biomembranach. Takie pory sa powszechnie nazy-
wane elektroporami. Ich obecnos$¢ utatwia wprowadzenie molekut, jondw i
wody przez membrang do innych struktur komoérkowych. Elektropory sa lokali-
zowane przewaznie na powierzchni komorek, ktore sa najblizej elektrod.

Jesli puls pola elektrycznego ma odpowiednio dobrane parametry, wtedy
elektroporowane komorki moga powraca¢ do normalnego stanu i dalej spetniaé
zyciowe funkcje. Poniewaz mechanizm elektroporacji nie jest dobrze wyja-
$niony, postgp w sterowaniu dla szczegétowych zastosowan ma zazwyczaj cha-
rakter empiryczny przez dobor parametrow pulsu (amplitudy, czasu trwania,
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zakresu oddziatywania). Czas dziatania impulsow jest bardzo krotki, okoto jed-
nej mikrosekundy. Czas ponownego uszczelnienia wynosi okoto jednej minuty.
Stan przepuszczalnosci bton dla makroczasteczek po elektroporacji moze utrzy-
mywac si¢ przez kilka minut do kilkunastu godzin w zaleznosci od rodzaju ko-
morek, natgzenia pola elektrycznego, czasu trwania impulsu, temperatury i
sktadu chemicznego srodowiska. Elektropory najcz¢sciej sa indukowane przy
roznej amplitudzie i czasie trwania pulsoéw, zazwyczaj powyzej dolnego progu
wrazliwosci odpowiednio dla wrazliwych i opornych komorek. Liczba por i
$rednica efektywnych porow wzrasta z amplituda i czasem trwania impulsu.
Jezeli $rednica poru i calkowita powierzchnia por sa zbyt duze dla komérek,
zeby podlegaty naprawie przez jakie$ spontaniczne biologiczne procesy, efekt
uszkodzenia komorki jest nieodwracalny. Przerwanie ciaglosci blony zachodzi
wtedy, gdy potencjat blonowy w wyniku przylozonego napigcia przekroczy 0,5—
1,0V

[T. Grahl, Markl. 1996. Appl. Microbiol. Biotechnol. 45, 148—157]. Wartos¢ ta
zalezy od rodzaju i rozmiaréw komorki, natezenia pola elektrycznego, czasu
trwania impulsu. Pole elektryczne uszkadza btong komoérkowa, kiedy jego nate-
zenie wynosi od kilkuset do kilkunastu tysiecy V cm’ [Jayamar i in. 1992].
Optymalny czas trwania impulsu i natezenia pola wyznaczane sa eksperymen-
talnie dla kazdego typu komorek.

Elekroporacja stata si¢ bardzo popularna od lat osiemdziesiatych, poniewaz
znaleziono wyjatkowo praktyczny sposob wprowadzania srodkéw farmaceu-
tycznych, DNA lub innych molekut do komorek [Serpersu, Tsong 1984; Pra-
sanna, Panda 1997]. Wyniki badan z péznych lat osiemdziesiatych i wczesnych
dziewigcédziesiatych pokazaty, ze w pewnych eksperymentalnych warunkach
i parametrach pulséw elektrycznych moga by¢ one zdolne powodowaé ruch
wielu wigcej molekut na jednostkg czasu niz prosta dyfuzja [Dimitrov, Sowers
1990]. Wydawalo si¢ celowe podjecie badan wykorzystujacych elektroporacjg
do wzbogacania drozdzy Rodothorularubra w selen.

METODY

Do badan uzyto drozdzy Rodothorula rubra (RR), pochodzacych z kolekcji
Katedry Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego i Przechowalnictwa AR
w Lublinie. Podtoze ptynne podstawowe stosowane w hodowlach miato nastg-
pujacy sktad (g/dm3): glukoza (70), NH4Cl (7,5), KH2PO4 (2,5), MgCl> 6H20
(2,0), Na2SO0s4 (2,0), ekstrakt drozdzowy (YE) (5) oraz 40 ml brzeczki niechmie-
lone;j. Sterylizacj¢ przeprowadzano w autoklawie pod ci$nieniem 0,5 atmosfery
w temperaturze 113°C okoto 20 minut.
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Inokulum  plynne. Drozdze RR kilkakrotnie pasazowano na skosy aga-
rowe i hodowano w cieplarce o temperaturze 30°C przez dwie doby. Nastepnie
przygotowywano inokulum plynne. Komoérkami z jednego skosu szczepiono
150 ml sterylnej pozywki w kolbach Erlenmayera. Hodowle prowadzono na
wytrzasarce z taznia wodna przez 24 godzin w temperaturze 30°C, amplitudzie
4 1 szybkosci 220 obr./min. Po zakonczonej hodowli, odwirowywano biomasg
komorek kilkakrotnie, po kazdym kolejnym wirowaniu wprowadzano nowa
porcje wody sterylnej. Biomasg komorek z trzech kolb Erlenmayera rozprowa-
dzano kazdorazowo w 300 ml wody sterylnej. Tak przygotowane inoculum stu-
zyto do szczepienia programowanych hodowli wstrzasanych.

Hodowle  wstrzasane. Hodowle wstrzasane prowadzono w kolbach stoz-
kowych o pojemnosci 500 cm’, zawierajacych po 100 em’ pozywki, ktora
szczepiono 10 ml zawiesing komorek drozdzy RR. Zawartos$¢ kolb wstrzasano
przez 72 godziny w temperaturze 30°C na wytrzasarce rotacyjnej. Po zakoncze-
niu hodowli grzybnig¢ odwirowywano.

Preparaty drozdzowe. Preparaty otrzymywano z biomasy komorek, od-
mytej od metabolitow i pozostatosci sktadnikow pozywki, ktora nastepnie su-
szono w liofilizatorze firmy Labconco (Model 64132, Kansas City, MO, USA).

Mineralizacja komorek. Odwazano 100 mg zliofilizowanych drozdzy
selenowych do szklanej gilzy, dodawano 5 ml mieszaniny HNOs — HCIOs
(3+1 v/v) i pozostawiano na noc. Nastgpnego dnia probk¢ ogrzewano w bloku
grzejnym w temp. 50°C przez 1 godz., w temp. 70°C przez 6 godz. i w temp.
125°C przez 12 godzin. Po ochtodzeniu koficowy roztwér do oznaczen metoda
elektrotermicznej atomowej spektrometrii absorpcyjnej (ETAAS) przenoszono
do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml. Oznaczanie selenu wykonywano z wy-
korzystaniem kuwety grafitowej w aparacie Spectra AA-880 firmy Varian.

Elektroporacja ~ komoérek  RR. Przy zoptymalizowanym sktadzie po-
zywki, wartosci pH 5,2, ustalonej zawartosci seleninu sodu, dobranym czasie
ekspozycji PEF na zawiesiny komorek prowadzono hodowle wstrzasane wedtug
omoéwionych zasad i wezesniej ustalonych parametrach PEF: czgstotliwos¢ pola
1 Hz, napigciu 1500 V i czasie trwania pulsu, 1 ms.

Obiektami w tych doswiadczeniach byty: K1 — hodowla kontrolna, bez se-
lenu w pozywce bez stosowania PEF; K2 — hodowla kontrolna z cala dawka
selenu w pozywce o okreslonym stezeniu, dodana do pozywki przed rozpocze-
ciem hodowli, bez uzycia PEF; 3 —hodowla do ktorej selen dodawano w pigciu
porcjach w odstepach czasowych, pierwsza porcje przed rozpoczeciem hodowli,
nastepne po 8, 12, 16, 20 godzinach, prébe traktowano PEF po 8 godzinach od
rozpoczecia hodowli; 4 — hodowla, do ktorej selen dodawano w pigciu porcjach
w odstgpach czasowych jak wyzej, probeg traktowano PEF po 12 godzinach;
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5 — hodowla, do ktorej selen dodawano w pigciu porcjach w odstgpach czaso-
wych jak wyzej, probe traktowano PEF po 16 godzinach; 6 — hodowla, do ktorej
selen dodawano w pigciu porcjach w odstgpach czasowych jak wyzej, probe
traktowano PEF po 20 godzinach; K4 — hodowla kontrolna, do ktorej selen do-
dawano w pigciu porcjach w odstgpach czasowych jak wyzej, probe traktowano
PEF po 8, 12, 16, 20 godzinach hodowli.

Wedlug podanego schematu przeprowadzano do$wiadczenia majace na celu
ustalenie optymalnego okresu hodowli, po ktérym traktowano PEF komorki
drozdzy. Zastosowano 15-minutowy czas traktowania komorek PEF oraz przy-
jete wezesniej stezenie selenu w pozywcee (4 ug/ml) [wyniki niepublikowane].
Dodatkowym obiektem w tym do§wiadczeniu byta: hodowla kontrolna (K3)
z cala dawka selenu o okreslonym stezeniu, dodana do pozywki przed rozpoczg-
ciem hodowli i traktowana PEF po 16 godzinach namnazania komorek.

Dobér  parametru czasu traktowania komorek R.  rubra PEF.
W tym celu przeprowadzono szereg niezaleznych hodowli, do ktérych doda-
wano cata dawke selenu o stezeniu 4 pg/ml pozywki przed rozpoczgciem ho-
dowli. Komorki drozdzy traktowano PEF w czasie 5, 10, 15 i 20 minut po usta-
lonym wczesniej okresie hodowli. Na podstawie uzyskanych wynikéw okre-
slono optymalny czas traktowania R. rubra PEF.

Ustalenie optymalnego st¢zenia selenu w pozywce. W tym celu
przeprowadzono hodowle o ustalonym wcze$niej okresie hodowli oraz czasie
traktowania PEF komorek drozdzy. Zastosowano nastepujace stezenia selenu w
pozywce (ng/ml): 1,2,3,4,5,6,8,10, 12, 14, 16, 18. Na podstawie uzyskanych
wynikow okreslono optymalne stgzenie selenu w pozywce. Hodowle oraz ana-
lizy chemiczne wykonano w sze$ciu powtorzeniach.

WYNIKI

Hodowle wstrzasane R. rubra traktowano PEF po 8, 12, 16 1 20 godzinach
namnazania komorek (ryc. 1). W przyjetych warunkach hodowli, maksymalne
nagromadzanie selenu w drozdzach, ok. 32 pg/g s. s., stwierdzono po traktowa-
niu 16-godzinnej hodowli PEF. Odnotowano ok. 113% wzrost zawartos$ci selenu
w stosunku do traktowania komorek PEF po 8 godzinach. W komarkach, ktore
traktowano PEF po 12 lub 20 godzinach, odnotowano stosunkowo niewielkie
nagromadzanie selenu (od 16 pg/gs.s. do 21,8 pg/g s.s.).

W celu pehiejszego zobrazowania wptywu PEF na nagromadzanie selenu
w drozdzach prowadzono jednoczesnie hodowle kontrolne (ryc. 2). Cata dawke
selenu (K3) dodawano do pozywki przed rozpoczgciem hodowli, a nastgpnie
16-godzinna hodowlg traktowano PEF. Zaobserwowano, ze akumulacja selenu



Wplyw pulsacyjnego pola elektrycznego na akumulacj¢ selenu w drozdzach ...

w w
o [3)]
|
1

i

N
a

30,30

N
o

218
19,58 T

-
o

17,3

1T 18,1
16,2

Se (ug/g s.s.)
Se (ug/g d.m.)

-
o

13,8

a

12 16 20 (h)

2057

Rycina 1. Wplyw okresu hodowli po 8, 12, 16 i 20 godz. traktowania PEF na akumulacjg selenu

w komorkach

Figure 1. The effect of culturing duration following the PEF treatment for 8, 12, 16 and 20 h
on selenium incorporation in cells
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Rycina 2. Zakres stgzenia selenu w komorkach (hodowle kontrolne)
Figure 2. The range of selenium concentration in cells (control cultures)

w komorkach wystgpuje w podobnym zakresie jak po okresowym wnoszeniu do
pozywki catej dawki selenu i traktowaniu 16-godzinnej hodowli PEF. Hodowla
kontrolna (K4), w ktorej komorki czterokrotnie traktowano PEF, po 8, 12, 16
i 20 godzinach w czasie 36 godzinnej hodowli, zawarto$¢ selenu wynosita ok.
25 pg/g s.s. Byla tylko o ok. 17% wyzsza w stosunku do akumulacji w komor-
kach pozyskiwanych z hodowli (K2) bez uzycia PEF.
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Rycina 3. Ste¢zenie selenu w R. rubra w zalezno$ci od czasu dziatania PEF
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Figure 3. Relationship of selenium concentration in R. rubra and PEF treatment duration
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Rycina 4. Wplyw stgzenia selenu w pozywce na jego akumulacje w komorkach drozdzy
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Figure 4. The effect of selenium concentration in the medium on its incorporation in the cells

W kolejnym zadaniu badawczym ustalano czas dziatania PEF po 16 godzi-

nach namnazania drozdzy (ryc. 3). Poprzez dobor tego parametru dazono do
podwyzszenia zawartosci selenu w biomasie komoérek. W przeprowadzonych
hodowlach czas dziatania PEF wynosit: 5, 10, 15 i 20 minut. Po 10-minutowej
ekspozycji PEF uzyskano najwyzsze nagromadzenie selenu (ok. 50 pg/g s.s.)
w komorkach. Byto ono wyzsze o ok. 25% lub 400% w stosunku do 5 i 20-mi-
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nutowego traktowania hodowli PEF. Optymalizacja czasu dziatania PEF wpty-
neta na ok. 56% wzrost zawartosci selenu w komorkach w stosunku do wstep-
nych doswiadczen.

Dotychczasowehodowle R. rubra prowadzono przy stezeniu selenu 4 pg/ml
pozywki. Analizujac wyniki z innych dos§wiadczen nad akumulacja selenu
w drozdzach S. cerevisiae bez stosowania PEF w czasie hodowli [Podgorska,
Achremowicz 1996], mozna byto przypuszczaé, ze przy ustalonych parametrach
dziatania PEF niezbedne jest zoptymalizowanie st¢zenia selenu w pozywece.
W kolejnych do§wiadczeniach hodowlanych stosowano stezenia: 1, 2, 3, 4, 5, 6,
8,10, 12, 14, 16, 18 pg/ml pozywki (ryc. 4). Zawarto$¢ selenu przy st¢zeniach
od 1 pg/ml do 12 pg/ml miata niewielki wplyw na nagromadzanie selenu
w biomasie komoérek. Znaczacy wplyw stezenia selenu w pozywce odnotowano
w gornym zakresie od 14 pg/ml do 18 pg/ml. Przy optymalnej jego zawartosci
(15 pg/ml) odnotowano maksymalng akumulacjg selenu w komorkach R. rubra,
ok. 72 pug/g s.s.

WNIOSKI

1. Zaprezentowane wyniki badan nad akumulacja selenu w komorkach R. ru-
bra wykazaty znaczacq odporno$¢ tego gatunku drozdzy na akumulacje selenu.

2. Ekspozycja hodowli R. rubra pulsacyjnym polem elektrycznym miata
istotny wptyw na akumulacj¢ selenu w komorkach.
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