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На основании сравнения дыхательных коэффициентов и активности ферментов дрожжей Saccharo- 
myces cerevisiae и Kluyveromyces sp., культивируемых в свободном и иммобилизованном на акрило
нитриловом волокне состояниях, сделан вывод об изменении метаболизма под влиянием иммобили
зации, выражающемся в активации Основного для данного типа клеток метаболического пути.

В ряде работ отмечается изменение физиоло
гических и биохимических параметров клеток 
микроорганизмов после переведения их в иммо
билизованное состояние [1, 2]. В частности, у 
иммобилизованных дрожжей наблюдается возра
стание скорости сбраживания субстрата [3], ско
рости роста [4-6], возникновение клеток необыч
ной морфологической формы [7, 8]. Эти явления 
могут вызываться изменением микроокружения 
клеток при иммобилизации [9, 10], а также други
ми причинами [5, 11]. Очевидно, понимание про
цессов, протекающих в иммобилизованных клет
ках, способствовало бы созданию теоретической 
базы для решения проблемы избирательного би
осинтеза определенных веществ посредством им
мобилизации продуцентов на определенном носи
теле.

Цель работы -  определение способности куль
тур дрожжей разного возраста адаптироваться к 
новым условиям культивирования, возникающим 
при переведении клеток в иммобилизованное со
стояние, а также выявление направленности сдви
гов метаболизма в иммобилизованных клетках.

МЕТОДИКА
Этанолпродуцирующие дрожжи Saccharomy- 

ccs cerevisiae Y1334 из коллекции ГНИИ генети
ки и селекции промышленных микроорганизмов 
(Москва) и Kluyveromyces sp. 8G из коллекции ка
федры биотехнологий и биоэкологии Белорус
ского государственного технологического уни
верситета выращивали в конических колбах объ
емом 250 мл при постоянной аэрации и 
температуре 30°С. Среда культивирования содер
жала следующие минеральные компоненты (г/л): 
(NH4)2S04 -  3.0; MgS04 -  0.7; NaCl -  0.5, Ca(N03)2 -  
0.4; KH2P04 -  1.0; K2HP04 -  0.1 и глюкозу -  20, 
pH 4.2-4.4.

Для исследований выбраны штаммы этанол- 
н редуцирующих дрожжей. Вид S. cerevisiae харак
теризуется бродильным типом метаболизма и от

сутствием эффекта Пастера. При культивирова
нии в жидкой среде S. cerevisiae первоначально 
сбраживает глюкозу, а затем потребляет этанол. 
Для дрожжей рода Kluyveromyces основным мета
болическим путем, в ходе которого происходит 
синтез АТФ, является дыхание, лишь около 10% 
глюкозы превращаются в этанол [12].

Иммобилизацию проводили на полиакрилони
трильном волокне нитрон производства Новопо
лоцкого ПО “Полимир” (Республика Беларусь), 
модифицированном путем окрашивания катион
ными красителями -  золотисто-желтым 2К 
(1.195%) и красным 2С (0.912%).

Для иммобилизации использовали культуры 
микроорганизмов в различных физиологических 
состояниях: после 1 ч культивирования в суспен
зии (начало логарифмической фазы роста); 6 ч 
(середина логарифмической фазы); 24 ч (стацио
нарная фаза роста); 48 ч (поздняя стационарная 
фаза и переход к фазе отмирания клеток).

Иммобилизацию на 1 г во л Окна проводили в 
конических колбах объемом 250 мл при 30°С в 
среде культивирования с перемешиванием при 
60 об/мин в течение 24 ч.

Иммобилизованные дрожжи переносили в 
колбы со свежей средой, и осуществляли фермен
тацию при 180 мин-1 и 30°С в течение 24 ч. Кон
центрацию глюкозы измеряли по Миллеру [13]. 
Состав сред ферментации определяли методом 
ГЖХ на хроматографе “Автохром” (Москва) с 
колонкой (длина - 2  м, диаметр -  2 мм) с непо
движной фазой 15% Carbowax 1500 на хроматоне 
N-AW 0.125-0.160 мм при температуре колонки 
70°С. Количество поглощаемого клетками кис
лорода регистрировали полярографическим ме
тодом [14] на полярографе РА2 (Чехословакия). 
Количество выделяемого клетками углекислого 
газа рассчитывали по уравнению Хендерсона- 
Хассельбалха [15] с использованием измеряемой 
по методу [16] величины диссоциации угольной 
кислоты (измерение проводили с помощью ионо- 
мера И-130 с электродом ЭСЛ-43-07, снабжен-
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Рис. 1. Изменение оптической плотности дрожжевых суспензий в ходе иммобилизации: а -  S. cerevisiae; б -  Kluyvero- 
myces sp. Культуру клеток выращивали до иммобилизации в течение: 1 ч (7); 6 ч (2); 24 ч (5); 48 ч (4).

ным проницаемой для С 02 тефлоновой мембра
ной). О размножении дрожжей судили по резуль
татам учета колоний, образованных на чашках 
Петри с сусло-агаром после высева из суспензий 
до иммобилизации и по окончании процесса фер
ментации. ' *

Электрофоретическую подвижность (ЭФП) 
клеток измеряли до и после иммобилизации ме-

Рио. 2. Потребление глюкозы иммобилизованными 
дрожжами в ходе ферментации: а -  S. cerevisiae; б — 
Kluyveromyces sp. Культуру клеток выращивали до им
мобилизации м течение: I ч (7); б ч (2); 24 ч (5); 48 ч (4).

тодом микроэлектрофореза [17] в электрическом 
поле с постоянной разностью потенциалов 50 В.

По окончании процесса ферментации клетки 
либо разрушали по методу [18] и определяли ак
тивность цитоплазматической алкогольдегидро- 
геназы [14], либо выделяли из клеток митохонд
рии [14] и измеряли активность оксидоредуктаз 
митохондрий при добавлении в реакционную 
смесь искусственных акцепторов электронов гек- 
сацианоферрата (ГЦФ) или 2,6-дихлорфенолин- 
дофенола (ДХФИФ) и кофакторов НАДН или 
НАДФН [19]. Ферментативные реакции проводи
ли в термостатируемой кювете с мешалкой при 
непрерывной регистрации изменения оптической 
плотности на спектрофотометре Specord М-40 
(“Carl Zeiss”, Германия). В таблицах представле
ны средние значения ферментативных активнос
тей, полученные в результате 3-5 измерений.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Начальный участок снижения оптической 

плотности клеточных суспензий в ходе иммоби
лизации (рис. 1), вероятно, соответствует процес
су насыщения центров связывания на волокне- 
носителе клетками дрожжей. Затем скорость 
роста микроорганизмов опережала скорость им
мобилизации, и оптическая плотность суспензий 
возрастала, причем наиболее высокая скорость 
роста и размножения отмечена у 1-часовой куль
туры Kluyveromyces sp.

В течение последующей ферментации иммо
билизованных клеток зафиксирован ряд отличий 
в поведении 1-часовых культур обоих видов 
дрожжей. Для них характерны наиболее высокие
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Тиблица 1. Изменение параметров дрожжевых культур в различных фазах роста в процессе иммобилизации на 
икрилонитриловом волокне

Вид
дрожжей

Время культиви
рования до 

иммобилизации, ч

Скорость 
потребления 

глюкозы, мг/мл ч

Концентрация клеток 
в среде, хЮ"'7 кл/мл ЭФП клеток , см мкм/В с

До фер- 
ментации

После
ферментации

До иммо
билизации

После иммо
билизации

S. cerevisiae 1 4.4 1.57 7.60 0.64 0.31
6 2.7 2.48 2.60 0.62 ■0.33

24 0.9 3.02 0.82 0.47 0.26
48 0.6 0.69 0.21 0.19 0.12

Kluyveromy- 1 5.6 4.29 6.32 0.31 0.83
C C S  sp. 6 3.6 10.53 7.86 0.37 0.43

24 1.3 4.66 4.09 0.10 0.69
48 0.3 5.14 1.66 0.10 0.43

скорости потребления субстрата (рис. 2), а также му стрессовому воздействию, а именно, переведе- 
значительное увеличение содержания клеток в нию их в иммобилизованное состояние, 
иммобилизованной системе (табл. 1). В средах Клеткам более позднего возраста, вероятно, 
ферментации 24- и 48-часовых культур дрожжей необходим длительный промежуток времени для 
обоих видов не обнаружено присутствия этанола. синтеза ферментов-адаптогенов. О сложности 
Эти данные свидетельствуют о том, что клетки в преодоления стрессового воздействия иммобили- 
начале логарифмической фазы роста обладают зации клетками 48-часовых культур свидетельст- 
наилучшей способностью адаптироваться к пере- вует образование на чашках Петри, засеянных 
ведению в иммобилизованное состояние. Очевид- этими микроорганизмами из среды ферментации, 
но, что при переносе клеток с поверхности твер- колоний аномальной формы: у S. cerevisiae появ- 
дой питательной среды в жидкую происходит лялись колонии с неровными краями, а у Kluyvero- 
процесс адаптации микроорганизмов к новым ус- myces sp. -  с выростами.
ловиям культивирования (в первую очередь, к из- Для характеристики направленности метабо- 
менению вида и содержания субстрата). При этом дизма двух видов дрожжей использовали величи- 
в клетке синтезируется набор ферментов, котб- иу дыхательного коэффициента (RQ), рассчиты- 
рый, по-видимому, через 1 ч культивирования ■ ваемую как отношение количества выделенного 
представлен белками в необходимом количестве клетками С 02 к количеству поглощенного кисло- 
и в активной форме, что дает возможность клет- рода. Из литературы известно, что при величине 
кам этого возраста лучше адаптироваться к ново- • RQ > 1 в клетках преобладает процесс брожения;

ч ч

Рис. 3. Изменение дыхательного коэффициента у суспендированных (а) и иммобилизованных (б) дрожжей в ходе фер
ментации: 7 -  S. cerevisiae; 2 -  Kluyveromyces sp.
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Таблица 2. Изменение активности ферментов дрожжей при иммобилизации на акрилонитриловом волокне

Удельная активность, Е/мг
Вид дрожжей Алкогольде- Оксидоредуктазы митохондрий

гидрогеназа НАДН: ГЦФ НАДФН: ГЦФ НАДН: ДХФИФ НАДФН:ДХФИФ
S. cerevisiae 

до иммобилизации
0.32 0.020 0.020 0.260 0.300

»
после иммобилизации

0.50 0.005 0.013 0.027 0.012
. >

Kluyveromyces sp. 
до иммобилизации

0.60 0 0 0.023 0.010

после иммобилизации 0.04 0.032 0.018 0.032 0.021

что также подтверждается анализом фермента
тивной активности (табл. 2).

Биоспецифичность влияния иммобилизации 
на клетки, т.е. различный метаболический от
клик разных биологических объектов на одина
ковое воздействие, подтверждается данными ис
следования электрофоретической подвижности 
клеток до и после иммобилизации. Очевидно, по
мещенная при проведении микроэлектрофореза 
в электрическое поле клетка в результате поля
ризации превращается в несимметричный по за
ряду диполь. Таким образом, изменение ЭФП 
клеток свидетельствует об изменении суммарно
го отрицательного заряда, формируемого содер
жимым клетки, что отражает изменение клеточ
ного состава в ходе метаболических процессов. 
Разная направленность метаболических откли
ков дрожжей двух видов, зарегистрированная на
ми, проявляется в том, что при иммобилизации 
ЭФП клеток S. cerevisiae снижалась, a Kluyveromy
ces sp. -  возрастала (табл. 1).

Таким образом, при сравнении поведения сус
пендированных и иммобилизованных клеток ста
новится очевидным перераспределение потоков 
субстратов по метаболическим путям, происходя
щее в клетках после иммобилизации. Вероятно, 
подобные метаболические сдвиги представляют 
собой отклики клеток на возросшую потребность 
в синтезе молекул АТФ, пул которых, по-видимо- 
му, существенно расходуется в процессах адапта
ции к иммобилизованному состоянию (например, 
на синтез ферментов-адаптогенов). По нашему 
мнению, регулятором активации основного для 
данного вида дрожжей метаболического пути по
сле иммобилизации является соотношение 
[АТФ]/[АДФ] в клетке.

Хроматографический анализ сред фермента
ции также отражает изменения метаболизма кле
ток после иммобилизации. В частности, для им
мобилизованных S. cerevisiae характерно появле
ние в среде на 3 м часу ферментации вещества, не
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при RQ < 0.6 происходит потребление этанола; 
эндогенный метаболизм и окислительное фосфо
рилирование наблюдается при значениях RQ 0.7-0.8 
и 0.9-1.0 соответственно [20].

Наши результаты, полученные при культиви
ровании клеток в суспензии (рис. За), подтверж
дают данные [12] о том, что у ферментирующих 
дрожжей S. cerevisiae в этих условиях преоблада
ет бродильный тип метаболизма, а для Kluyvero- 
myces sp. характерны процессы окислительного 
фосфорилирования. После переведения клеток в 
иммобилизованное состояние наблюдались сдви
ги метаболизма (рис. 36), выражающиеся в увели
чении производительности основного для данно
го типа клеток метаболического пути и снижении 
активности сопряженных путей. Этот вывод под
тверждает результаты, полученные в ходе анали
за активности клеточных ферментов (табл. 2). 
Так, у иммобилизованных клеток S. cerevisiae 
удельная активность алкогольдегидрогеназы воз
растала, в то время как оксидоредуктазных фер
ментов митохондрий -  снижалась. В иммобилизо
ванных клетках Kluyveromyces sp., напротив, ин
тенсифицировались процессы дыхания (рис. 36),

2

(а) (б)

О 1 мин 0 ‘ 1 мин

Рис. 4. Хроматограммы сред ферментации Kluyvero
myces sp.: а -  клетки в суспензии; б -  иммобилизован
ные клетки. I -  сложный эфир; 2 -  этанол.
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обнаруживаемого в средах с суспендированными 
дрожжами. Предварительный хроматографичес
кий анализ, осуществленный методом присадок, 
позволяет предположить, что этим веществом 
может быть этилацетат либо близкий по химиче
ской структуре сложный эфир. При культивиро- 
нпиии свободных клеток Kluyveromyces sp. в сре
дах определяется вещество (также предположи
тельно сложный эфир), синтез которого 
продолжался в течение первых 10 ч ферментации 
при количественном выходе по отношению к 
спирту 1:5.  После переведения клеток в иммоби
лизованное состояние указанное выше количест- 
кеиное соотношение изменялось на 1 : 3 (рис. 4).

Наблюдаемые изменения состава сред фер
ментации подтверждают наличие метаболичес
ких сдвигов в клетках после иммобилизации.
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Effects of Immobilization on Yeast Metabolism
I. V. Kuz’micheva, V. V. Plotnikova, N. V. Grits, and V. N. Leont’ev

Belarussian State Technological University, Minsk, 220630 Belarus

Respiratory quotients and enzyme activity were determined in yeast cultures of Saccharomyces cerevisiae and 
Kluyveromyces sp.,both suspended and immobilized on acrylonitryl fibers. Immobilization induced changes in 
the cell metabolism resulting in activation of the basic metabolic pathway of the given type of yeast cells.
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