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ТМЕЗВС, содержащие высшие алифатические йг-Ш'йрты фракции C10-Cig
и Gy-Cjg. •
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О ПРИРОДЕ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ И БИОХИМИЧЕСКИХ 
‘ ИЗМЕНЕНИЙ У ИММОБИЛИЗОВАННЫХ ДРОЖЖЕЙ

The physiological and biochemical changes Of yeasts Saecharo- 
myces eerevisiae and Klueveromyees sp. after immobilization by 
means of entrapping "la alginate and adsorption oil fibre surface 
were investigated. The mechanizm of realization of these changes is 
suggested. - ' .

По мере все боле© щирбко'го использования иммёбШШзёй&ййМХ 
клеток микроорганизмов становится очевидным* что йрёЦёёё йММёбЙ- 
лизацяи, даже в случаях применения инертных длй ййё¥йй рёЯёёй- 
тов, влияет на ее биохимию й физиологию.

Было замечено, например, что присоединение йЛё¥ёМ й ТёёрДбй 
поверхности часто сопровождается развитием необычный МёрфвДШчй- 
ческих форм [1]. У дрожжей, иммобилизованных на поверхнёСТй зйё- 
л&тина, возрастало содержание внутриклеточных полйсййарйДёй й 
развивалась полиплоидия [2]. В некоторых случаях отдеЛёййМё ё¥ йё- 
сителя и ресуснендярованкые клетки демонстрируют ¥ё“й?ё бёёйё¥М{ 
что и иммобилизованные [3]. Практически всегда после йММёбйЛйёй- 
тгаи изменяется кинетика метаболических процессов. Для дрожжей, 
иммобилизованных включением в альгинат, наблюдалось снижение 
внутриклеточного pH примерно на 0,2 единицы, что свидетельствует, 
по мнению авторов, о возрастании проницаемости клеточной мем
браны для протонов. Такой эффект может непосредственно влиять на 
активность гликояитических ферментов, увеличивая скорость фер
ментации [4].

Однако четких представлений о механизме воздействия 'иммо
билизации на биохимию и физиологию иммобилизованной культуры 
дрожжей в настоящее время нет.
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Целью наших исследований являлось выяснение последствий 
иммобилизации дрожжей адсорбцией на химическом волокне и 
включением в гель альгината кальция на уровне изменения метабо
лических процессов.

Исследовали дрожжи Saccharomyces cerevisiae Y 1334 и 
Klueveromyces sp.G8 из коллекции культур кафедры биотехнологии и 
органического синтеза. Исследования проводили в ходе 48-часового 
периодического культивирования на синтетической среде Ридер с 
единственным источником углерода - глюкозой. Иммобилизацию 
др жжей в геле альгината кальция осуществляли по методйкі [5]. 
Для иммобилизации адсорбцией использовали окрашенное полиэфир
ное волокно. Контролировали изменение концентрации глюкозы ре
акцией с динитросалициловой кислотой и этанола методом ГЖ Х, 
численность клеточной популяции по оптической плотности щ т ' Я 
=700 нм и параллельным высевом на чашках Петри с сусло-агаром. 
Соотношение белков и нуклеиновых кислот в клеточных экстрактах 
определяли, по методу Варбурга-Христиана [в]. Активность^ алкоголь- 
дегидрогеназы измеряли по модифицированному методу [7]. /

Кривая изменения оптической плотности суспензии S.eerevisiae 
имеет два пологих участка, что свидетельствует о диауксйчеекбм ха
рактере питания микроорганизмов. Действительно, на (рис. 1) кривых

' -  , ' • *  -

потребления глюкозы и образования этанола видно, что время истог 
щения глюкозы в среде соответствует времени достижения Макси
мальной концентрации этилового спирта. В этот период в к атк ах  
инициируется синтез специфических ферментов, позволяющих* Ис
пользовать в качестве источника углерода этанол, концентрация ко
торого начинает уменьшаться.

У дрожжей поток атомов углерода по гашкелитаческому нуги на 
уровне пнрувата раздваивается: частично это вещество превращается 
в ацетальдегид и затем в этанол, а другая его часть поступает в цикл 
трикарбон^вых кислот. Вид Saccharomyces cerevisiae принадлежит к 
ферментирующим дрожжам, на дыхание которых в аэробных усло
виях потребляется менее 10% катаболизируемой глк5коз1л. Гликолиз, 
в ходе которого при расщеплении 1 моля глюкозы, синтезируются 2 
моля АТФ, - основной метаболический процесс для этого вида. В то 
время как Klueveromyces зр. • "дышащие" дрожжи,, запасающие 
энергию также в цикле трикарбоновых кислот и в дыхательной цепи 
(38 молей АТФ). Понятно, что обеспечение энергией в равных коли-X

98

\



90

чествах ь'втрабўет. от S.cerevisiaa -более быстрого потребления суб
страта и, соответственно, высокой скорости синтаза белков гликоли-
тического пути. - '

Рнс.1. Кинетические кривые процессов ферментации глюкозы 
дрожками в суспензии:
{------) Saecharomyces cerevisiae; *
(-------) Klueveromyces sp,;

о концентрация этанола; v 
• концентрация глюкозы;
« удельная активность алкогольдегидрогеназы;
д * оптическая плотность при Я=7О0нм.

В последующих рисунках обозначения те же.

Эти закономерности подтвердились в наших экспериментах. 
Различия в поведении "дышащих™ н ферментирующих дрожжей в 
суспензии были незначительными (рис. 1)' и проявились в более высо
кой скорости образования биомассы при меньшей скорости потребле
ния глюкозы у дрожжей Klueveromyces sp! Кроме того, было заме-v*-
чено, что в смеси нуклеиновых кислот и белков, экстрагируемых из 
клеток S. cerevisiae, процентное содержание нуклеиновых кислот в те
чение двух суток снижалось от 20 до 9%, в то время как в экстрактах 
из дрожжей Klueveromyces sp. оно оставалось постоянным на уровне 
6-8%. Удельная активность алкогольдегидрогеназы - заключительного 
фермента гяиколитического пути - на протяжении первых суток не 
изменялась, а затем снижалась по мере физиологического старения 
культур, причем у ферментирующих культур этот показатель был 
примерно в 3 раза выше, чем у "дышащих”.
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При включении в гель альгината кальция жизнеспособными 
оставалось около 25*30% клеток, взятых для иммобилизации. Кине
тика потребления глюкозы и образования спирта у иммобилизован
ных культур резко отличалась от поведения клеток в суспензии 
(рис.2). У дрожжей S.cerevisiae выход этанола остался прежним, од
нако скорость образования спирта резко возросла, а дрожжи 
Klueveromyces sp. образовывали спирт в меньших количествах. В 
таблице приведены значения удельных скоростей потребления глю
козы и образования этанола в расчете на одну клетку, подтверж
дающие эти наблюдения.

Рис.2. Кинетические кривые процессов ферментации глюкозы 
дрожжами, иммобилизованными в геле альгината каль
ция

Столь разный отклик биологических объектов в ответ на одина
ковое химическое воздействие дает возможность высказать предполо
жение о природе биохимических изменений в клетках после иммоби
лизации. По-видимому, кратковременная щелочная обработка 
дрожжей в процессе формирования гелевой матрицы приводит к
снижению уровня внутриклеточной АТФ. Причиной этого явления♦

- могут быть конформационные изменения мембранных АТФ-синтетаз. 
Известно, что избыточный АДФ активирует ключевой фермент гли- 
колнтического пу и - фосфофруктокиназу.- Стремясь восполнить энер
гетические потери, дрожжи S.cerevisiae резко увеличивают поток 
глюкозы по этому пути до этанола. В то же время Klueveromyces sp. 
увеличивают скорость дыхательных процессов - их основной путь по
лучения энергии; при этом происходит перераспределение потока пи-
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рувата: большая его часть направляется в цикл трикарбоновых кис
лот, меньшая - преобразуется в этанол.

Кинетические параметры ферментации глюкозы дрожжами

Макси- Конвер- Удельные скорости
Вид

дрож
жей

Состояние
клеток

мальная 
концентра
ция этано
ла, %об.

сия глю
козы в 
этанол,

%

потребления
глюкозы,

мкг/кл.-ч-Ю6

образования
спирта,

мг/кл.-ч-Ю9

S. се- Суспензия 0,78 76,32 58,6 9,9
revi-
siae Иммобили

зованные в 
альгинате 0,76 74,36 71,3 204,7

• Адсорбиро
ванные на 
волокне 0,64 62,62 593,7 203,0

Klue- Суспензия 0,56 54,79 47,6 -

vero-
myces
sp.

Иммобили
зованные в 
альгинате 0,10 9,78 50,5

Адсорбиро
ванные на 
волокне 0,12 11,74 6,9

и,

Рис.З. Кинетические кривые процессов ферментации глюкозы 
дрожжами, адсорбированными на волокне

В случае дрожжей, адсорбированных на волокне, изменения в 
кинетике метаболических процессов (рис.З) объясняются тем, что в
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иммобилизации участвовали клетки поздней стационарной фазы, по
требляющие этанол. В течение первых суток культивирования спирт 
продолжал оставаться источником углерода для клеток, и лишь затем 
начинали действовать ферменты гликолитического пути, расщеп
ляющие глюкозу.

Анализ кинетических параметров ферментации, приведенных в 
таблице, показывает, что при иммобилизации дрожжей на волокне 
удельная скорость потребления глюкозы единичной клеткой у 
S.cerevisiae увеличивается, а у Klueveromyces sp. уменьшается,.*в то 
время как при включении в альгинат эти значения оста тся на 
уровне удельных скоростей для клеток в суспензии.

Таким образом, на основании вышеизложенного можно заклю
чить, что независимо от способа иммобилизации (включение в гель 
альгината кальция или адсорбция на химическом волокне) су
ществует единый механизм физиолого-биохимической адаптации 
дрожжей к воздействию иммобилизации. Разная направленность его 
проявления, вероятнее всего, определяется изменением проницае
мости цитоплазматических мембран и соотношением АТФ/АДФ.
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