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TJ V 0 D

I RAZHATRANJE LITERATURNIK PODATAKA

Kvasci medju ko.je spada vrsta Sajccjiarop^ces___cerevisiae 
su miksotrofni mikroorganizmi koji mogu da koriste šećere i čitav
niz drugih organskih jedinjenja kao izvor energije i ugljenika* 
Odavno je poznato da Saccharomyces cerevisiae ima sposobnost da 
asimiluje jedinjenja sa dva ugljenikova atoma i da ih koriste u 
svom metabolizmu kao izvor energije i ugljenika0 Medju ova jedi- 
njenja sa dva ugljenikova atoma spadaju: acetat, acetaldehid, eta- 
nol, glicin, glioksilna kiselina i glikolna kiselina (LINDNER i 
CZISER, 1912 ; PERPIER, 1910).

U toku aerobnog rasta na glukozi SWANS0N i CLIFTON 
(1948) su pokazali da kada je podloga sadržala 10 g po litru glu- 
koze dolazi do stvaranja etanola0 Ovo je podstaklo mnoge istraži- 
vače da ispituju rast kvasca Saccharomyces cerevisiae na glukoz-i 
pod aerobnim uslovima0 MONOD (1942) je dokazao da rast kvasca Sa- 
ccharomyces cerevisiae u aerisanoj glukoznoj podlozi treba posma- 
trati kao glukozno - etanolni dioksi-rasto U toku ovoga rasta glu- 
koza se najpre metabolizira preko ENP puta do etanola i ta faza 
se naziva prva faza eksponencijalnog rasta, Za vreme ove "fermen- 
tativne" faze rasta, ćelije kvasca imaju veliku brzinu rasta koja 
ukazuje na veliku proizvodnju energije0 Tako su MAX0N i JOHNSON 
(1955) objavili podatke o generacionom vremenu od 1,7 časova,dok 
su BECK i VON NETENBURG (1963) objavili rezultate za brzinu rasta 
od 0,42 h  ̂ što odgovara vrednosti od 1,6 časova za vreme udvos- 
tručavanja«, Druga faza rasta na glukoznoj podlozi počinje kada je 
glukoza u hranljivoj podlozi potpuno utrošena, Ova faza je odvoje- 
na od prve "fermentativne" faze jednom prilično uočljivom "lag;i 
fazom« U toku ove druge faze, brzina rasta ćelija je manja nego 
u prvoj fazi rasta* MAX0N i JOHNSON (1953) su dali rezultate o 
generacionom vremenu za vreme ove faze od 8,5 časova, a BECK i 
VON MEYENBURG (1968) su pronašli kraće vreme u svojim kulturama, 
koje iznosi oko 5 časova«, U industrijskoj proizvodnji pekarskog



kvasca, pri intenzivnom stvaranjn etanola, generaciono vreme 
iznosi 3 - časa, dok n podlogama u kojima nije bilo etanola 
ovo vreme iznosi 5 ~ 6 časova (BUTSCHEE i KAUTZEAil, 1962) 0

Ovi izneti pcdaci .jasno ističu da se u toku rasta 
kvasca Sa_ccharoinjce_s cerevisiae na glukoznoj podlosi uvek stvara 
odredjena količina ctanola. Rast kvasca je potpuno aeroban, nema 
stvaranja etanola, ako je koncentracija glukoze u podlozi 13 ~
20 mg/1 (EEUEITBERGER, 1972) 0 Postavlja se pitanje, ako je etanol 
prisutan u toku rasta kvasca Saccbaromjces cerevisiae, kako 6e 
njegova koncentracija uticati na ćeliju koja ga je stvorila, u 
prisustvu glukoze, koju nije mogla da celokupnu iskoristi za 
stvaranje biomase«, Ovo pitanje staro je koliko i proizvodnja 
kvasca«

U klasičnim udžbenicima proizvodnje pekarskog kvasca 
iz melase propisuje se da se matični kvasac proizvodi tako, da 
koncentracija stvorenog etanola ne bude veća od 3,0 volo% (MEKE- 
KER - DELBRUCK (1908); EOTH (1929) MACHER (1936)« Ta koncentra- 
cija se smatrala graničnom za dalje umnožavanje kvasca i još je 
i danas postulat u klasičnoj industrijskoj proizvodnji, gde se 
koristi kao radni mikroorganizam Saccharomyces cerevisiaeo

K0N0VAL0V (1962) je izvršio oglede kontinualne fermen- 
tacije pomoću kvasca Saccbaromyces cerevisiae i pokazao da se 
ovaj radni mikroorganizam razmnožava i kod koncentracije etanola 
od 7,0 vol. % o On je dalje pokazao da brzina razmnožavanja kvasca 
ne zavisi od koncentracije etanola nego od brzine dovoda komine0

U tehnologiji proizvodnje pekarskog kvasca postoji 
postupak po DE-LOFRE-u (1962). Ovaj postupak se sastoji iz dva 
dela. U prvom delu matični kvasac, usled neznatne aeracije, stva- 
ra velike količine etanola koji se u stadijumu dobijanja prodaj- 
nog kvasca asimiluje pomoću kvasnih ćelija zajedno sa šećerom 
iz melase.

Iako se znalo da kvasac može da asimiluje etanol i da 
ga uključuje u svoje metaboličke puteve, dugo nije bio poznat me~ 
hanizam koji omogućuje izgradnju ćelijskih jedinjenja iz etanola. 
Medju prvima to su pokušali da objasne WIELAND i THUNBERG (1920) 
pretpostavljajući da postoji mogućnost sinteze ćilibarne kiseline

-  2  -
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direktnim dehidrogenacionim kuplovanjem ava molekula sirćetne 
kiseline.

Hedjutim, diskusije o postojanju ovoga najjednostav- 
nijeg mehanizma sinteze ni do danas nisu okončane0 U prilog pos- 
tojanja ovog mehanizma idu ogledi koje su izveli SEAHAIT i DELUA- 
SCHKE (1955)« Njima je pošlo za rukom da ekstraktima "Tetrahimena 
pyroformis" izvedu reverzihilnu sintezu ćilihame kiseline iz dva 
molekula acetil-CoA0 Napredak enzimologije je dokazao da za naj~ 
veći deo hiohemije ne egzistira reakcija direktnog spajanja dva- 
ju molekula sirćetne kiseline koja dovodi do stvaranja nekog od 
članova ciklusa trikarhonskih kiselina, a prema tome, i do sin- 
teze helančevina i ugljenih hidrata u ćelijama mikroorganizama0

II HEIiAITIZAH RASTA KVASCA SACCHAROMICES CEREVISIAE
NA ETANOLU

KOLNBERG i KKEBS (1957) su dokazali da postoji modi- 
fikovani put ciklusa limunske kiseline tzv» glioksilatni put0 
Ovim otkrićem dat je dokaz da se acetat ugradjuje, ne samo kao 
acetil CoA pomoću "kondenzacionih enzima" u ciklus limunske kise- 
line, nego da postoji mehanizam koji omogućava sintezu supstanci 
koje ulaze u sastav ćelijskog materijala0 Postojanje glioksilat- 
nog ciklusa (koji je u krajnjem hilansu odgovara postulatu WIEL- 
AND-a i THUBERGA) dokazano je najpre izclovanjem oha enzima: izo- 
citrat lijaze i malat sintetaze kod radova Pseudomonas-sp«, E„ 
coli i Penicillium-sp0 Padovima koje su ohjavili OLSON (1959); 
DARON i GUNSALUS (1962) i DIXON i KORNBERG (1962) dokazano je 
da glioksilatni put postoji i u kvasnim ćelijama«,

Prohlemom iskorišćenja etanola u naučnom smislu havili 
su se DONTCHHEPF i sar» (1958). Njihova istraživanja su pokazala 
da se etanol, kada stoji na raspolaganju kvasnim ćelijama kao 
jedini izvor ugljenika u minimalnim koncentracijama, troši hez os- 
tatka na disanjc, dok se kod većih koncentracija oksidiše nepot- 
puno« Oni su smatrali da ovaj supstrat služi samo kao energetska 
supstanca, a ne i kao izvor ugljenika za ćelijski sastav«

MILHARD i AUBERG (1955) su proučavali mehanizam asi- 
milacije etanola upotrehom markiranog etanola sa - ^\l0 Rezultati

„ 3  -
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koje su dobili, pokazali su da se metaboliziranjem markiranog 
etanola dobijaju najpre intermedijeri ciklusa limunske kiseline0 
Smatrali su da je za razjašnjenje sinteze ćelijskog sadržaja po- 
trebno postojanje potpune reverzije Embden-Mejerhofovog puta, to 
jest postojanje karboksilacije acetaldehida u jedinjenje sa tri 
ugljenikova atoma tj. pirogroždjanu kiselinu« Dalje su, ispiti- 
vanjem vremenske zavisnosti prenošenja radioaktiviteta, dokaza- 
li da se nakon stvaranja intermedijera ciklusa limunske kiseli- 
ne stvaraju amino kiseline« Nakon isteka jednog do dva časa, po- 
javila se radioaktivnost i na pojedinim članovima Embden-Meyer~ 
hor-ovog puta sve do rezervne materije trehaloze« Autori su,da- 
lje, utvrdili raspored aktivnosti na karakterističnim članovima 
metabolizma kvasca: trehalozi, pirogroždjanoj kiselini i proiz- 
vodima koji se iz nje dobijaju, na primer na alaninu«, Što se tiče 
rasporeda aktivnosti, došli su do zaključka da je za pirogroždja- 
nu kiselinu ta aktivnost sledeća:

+++GH,- ++C0 - +COOH 

(3) (2) (1)

Znak "+M treba slikovito da prikaže intenzitet radioaktivnosti 
na datom ugljenikovom atomu«, Ova raspodela aktivnosti objašnje- 
na je od strane autora tako, da najpre dolazi do homogenog ras- 
poredjivanja markacije (++) na ugljenikovim atomima 1 ^(Z)
ugradnjom supstrata u ciklus limunske kiseline i obrnutim tokom 
Wood-Werkmanove reakcije, jer kod ugradnje uz pomoć "condensing- 
enzyme" nakon jednog obrta ciklusa, drugi i treći ugljenikov 
atom se ugradjuju u oksal sirćetnu kiselinu i, prema tome, drugi 
i treći ugljenikov atom u pirogroždjanoj kiselini moraju biti 
podjednako markirani. Autori smatraju da pojava malog aktivite- 
ta na pivom ugljenikovom atomu i daleko najjačeg intenziteta na 
trećem ugljenikovom atomu pirogroždjane kiseline predstavlja do- 
kaz direktne reverzije glikolize, pri čemu se slaba aktivnost 
na prvom ugljenikovom atomu objašnjava ugradnjom (aktivnog) C0o 
koji je oslobodjen procesom disanja«,

Na osnovi šema reakcija prikazanih na slici 1 , koja
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služi za 130106 razumevanje pomeranja ugljenika, pokazano j e da
pored obeležavanja na d27ugom i trećem ugloenikovom atomu piro-
groždjane kiseline, putem TGA ciklusa, mora doći do pojačanog
obeležavanja u položaju trećeg ugljenikovog atoma delovanjem
glioksilatnog ciklusa« Razlog ovoga je u tome što kod nastaoanja

14-malata iz glioksilata i acetil-CoA (iz 2- C- etanola) markirano 
mesto predstavlja metil grupu malata i, prema tome, metil grupu 
oksalsirćetne kiseline, Iz oksalacetata se, dekarboksilacijom, 
može dobiti fosfoenol piruvat obeležen na trećem ugljenikovom 
atomu, pri čemu ništa više ne stoji na putu ponovnoj izgradnji 
rezervnih materija kvasca-trehalozi i glikogenu - iz jedinjenja 
sa tri ugljenikova atoma putem reverzivnih reakcija Embden-Mejer- 
hof-ovog puta.

Ponovnim ulaskom oksalacetata u TCA ciklus dolazi do 
pojave sukcinata, oksalacetata i piruvata obeleženih na karbok- 
silnoj grupi, pri čemu sadržaj izotopa postaje relativno mali 
pošto se on ugradjuje tek u daljem toku reakcije (nakon 2 cik- 
lusa), a u medjuvremenu dolazi do razblaživanja izotopa.

Prema tome, raspodela aktivnosti kod piruvata ne pred- 
stavlja specifičnost ni za reverziju glikolize, ni za sintezu 
glioksilatnog ciklusao Zbog toga se, uz pomoć etanola markiranog 
na drugom ugljenikovom atomu, teško može dobiti direktan dokaz 
glioksilatnog ciklusa Min vivo” i bez izmene fiziološke ravnote- 
že, jer se korišćenje supstrata odvija i preko TCA ciklusa tako, 
da svi članovi ciklusa postaju markiranio Pored toga, obrt cik- 
lusa traje nekoliko delića sekunde, tako da se odgovor na pita- 
nje da li, na primer, sukcinat ili malat nastaju preko TCA cik- 
lusa ili preko glioksilatnog ciklusa, ne može dati.
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Slika 1: Vesa 2GA ciklusa, glioksilatnog ciklusa i
glikolize (DRSV/S i E2SSL2R, 1967).

DKSWS i HSSSLSR (1967) su apotreL1Java 1 i etanol lcoji 
Je oLeležen na prvom ugljenikovom atomu, etanol oLeležen na 
drugom ugljenikovom atomu, etanol koji je Cbeležen na oLa ug- 
ljenikova atoma i ugljen-dioksid sa oLeleženim ugljenikovim 
atonon. Rezultate ugradnje ovako oLeleženih. supstrata isnećemo 
u narednih nekoliko slika. ITa slici 2 prikazani su resultati 
Lroja otlcuca^a rastvornih sastojaka ćelija irvasca i disan^en 
oslohodoenog ugljenikovog atoma (u obliicu ugljen-dioksida) kod 
ugradnoe etanola obeleženog na prvom ugljenikovom atomu (o— o) 
i etanola ooeleženog na drugom ugljenikovom atomu
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(x— x) u kvascu Saccharoingces cerevisiae ko<ji prethodno
usga.jan na hranljivoj podlozi koja je sadržala glulcosu.

30

O  E T A N O L -1 -^ C  

X E T A N 0 L - 2 - ^ C

60 90 120
VR EM E [m in  ]

Slika 2: 3roš otlcucaja rastvornih sastojaka ćeli^a kvasca i
ugljen-diolcsida, dobi^en ugrađnjom etanola obeleže-
nog na prvom ugljenikovom atomu (o o) i ugradn*'on
etanola oheleženog na drugoa ugljenikovon atonu 
(x x) pomoću kvasca Saccharomyces cerevisiae.

Iz rezultata datih na slici 2 može se videti da je 
hroj otlcucača rastvorljivih sastojaka kvasca, sa ugradjenim 
etanolom, markiranim na drugom ugljenikovom atomu, približno 
dva puta veći nego što je bro^ sastojaka ćelija kada je upo- 
trehljen etanol obeležen na prvom ugljenikovom atomu. Objaš- 
njenje za ovu pojavu je u tome, da se disanjem oslobadja dva 
puta više C0 9 sa markiranim prvim ugljenikovim atonom, nego 
sa markiranim drugim ugljenikovim atomon.

Ohjašnjenje za različitu ugradnju pojedinih uglje-
nikovih atoma etanola moguće je samo ugradnjom preko TCA cik-
lusa, Jer se samo disan^em preko ovog ciklusa atom Ĉ -.̂  lakše

 ̂ 'rzdvaja u obliku CO^ nego atom če r 5 ako bi atom C r n.\ tel
nakon ’̂ednog obrta ciklusa došao u položaj oksalćilibarne i 
aifa-ketoglutarne kiseline, potrebno Je da dodje do dekarbok-



— o —

si3.acio'c. ^ačnije iskazano: aton C koji ne ugradjen u tolra
'dof: delovan.ia ne-( 1)sintese u liniunsloi kaselinu is etanola 

trije liisunske kiseline, koju oe opisao OG-S'IOb (194-8), u toku 
drupor; obrta ciklusa TCA trosi se na disanje sa 100,8, dok se 

tek koa trećeg obrta oslobadja sa ^O'/o (šena prika-
o

a <j on o ( 2)

c\
zana na slici I). Kako se povećava broj obrtaja TCA ciklusa, 
tako se povećava verovatnoća da se uglćenikovi atorri etanol^ 
puten ravnotežnili reakcija, transaminacijana ili novin aninaci- 
Jarna ketokiselina nadju u "pooI:!-u aminokiselina ili da se pre- 
i:o ¥ood-V/erkmanove reakcije nad^u u Enbden-Keyerliof-ovon pu'tu 
i na tao način da se pomoću poznatili metaboličkiii puteva, ...a- 
dču u sastavnim delovima kvasne ćeiije.

Grafičkin prikazom može se učiniti Jasničom ncusagla-
sasto.iaka icvasca i COsenosu aorasaa aicurvnos'u; 2 purem prea-

tavlčanja koeficičenta aktivnosti sastočaka kvasca (aktivnost 
2C0o slika p).

VREME [m in ]

O  ETANOL -  J ■ U ,

X  E TA N O L- 2 - u  C

Slika p: Odnos uplćenikovih atoma ugradjenih u sastavne delove
lcvasne ćelije i oslobodčenih disanjem (C09)

Specijalno visoka vrednost ovop koeficienta na počet* 
ku opleaa, objašnjava se reakcijana izmene članova ciklusa i 
Mpool!I-a anino kiselina. Velika zaliha plutaminske kiseline, 
asparaginske kiseline i proizvoda koji iz njih nastavju, usied 
malih zaliha alfa-keto glutarne kiseline i oksal sirćetne l:i-



- 9 -

seline, smanjuju specifičnu aktivnost ovih po.jodin.ih kisolina 
u tolil-roj meri, da oslobodjena ugl^ena kiselina, u svakon slu 
ča-’u, ima nalu specificnu aktivnost. fek nakon povećanča opoc 
čne alitivnosti anino kiselina, povećava se i specifična aktiv 
nost oslobodjenog ugljen-dioksida.

I'Takon proračuna potedinih. proka, dobi^en j’e prccon- 
tualni udeo pojedinih supstanci iz razmene materija u ukupno"

I Z Laktivnostr kod ugradnje etanola -1- C u funkcijr vremena. 
Grafički prikas ovih rezultata dat je na slici 4.

VREME [m 'm  ]

Slika 4: Raspodela aktivnosti na po^edine proizvode raznene. 1 zl\ raaterrja kod ugradnje etanol -1-“ 'C u - kvascu
1. Limunska kiselina, 2- cilibarna kiselina,
9- glutaminska kiselina, 4- asparaginska kiselina 

trehaloza.

Ugradnja (na ovom mestu etilalkohola markiranog na 
C^  ̂ i kod C^p) nema nikakvih principije’lnih razlika) se odvi 
ja preko intermedijera TCA ciklusa, Jer se primarno pojavl^’uj' 
markirana limunska kiselina, ćiliharna kiselina, fumarna kise-

1Z.Llina i Jabucna kiselina. Istovremeno se pretežni dco 'C pre- 
nosi na "pool" amino kiselina, koje mogu nastati procesom trai 
aminaciče iz keto kiselina. ITasuprot tome, asparaginska kise-
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lina, kao stakilni proisvocl koji nastaje is oksal-sirćetne 
kiseline, markira se snatno sporije, što je dokas da se u£- 
radnja aktiviteta u ciklus odi^rava preko alfa-ketoglutarne 
kiseline, dakle, preko acetil-GoA (glioksilatni ciklus). Kon- 
oinovanjem o^leda sa različito markiranim supstratima, može 
se doći do salcljučka o upotrebi "uniformno" markiranog eta- 
nola.

I'Ta slici 5 data Je odgovarajuća predstava raspodele 
aktivnosti- etanola na četiri frakcije (supstrat, disanjen do- 
bijen C0p, rastvoreni sastojci ćelije -E i proteinska frakci- 
d'a -P).

\

Slika 5- Bilansiranje raspodele aktivnosti kod u^radnje 
"unifonnno" narkiranog etanola u kvascu. 
(markirana oba ugljenikova atoma)

DREV/S i HESSLEH (1967) su dalje ispitivali iskoriš- 
ćenje etanola u prisustvu glukose, kao drugos inaktivnog sup- 
strata (slika 6). Alco se uporedi porast aktiviteta sa rezul- 
tatina aatin na slici 2 , zapaža se opadanje specifične aktiv- 
nosti, ier u toku ovog ogleda dolazi do razblaživanja markira- 
nog etanola, etanolom koji se javlja u toku vrenja iz glulcose.
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O  E T A N 0 L - 1 - U C 

X E T A N 0 L - 2 - U C

Slika 6 : Aktivitet rastvomih sastojaka ćelije i COp kod
inkorporacije etanol 
u prisustvu glukose
inkorporacije etanola markiranog na i

U đrugom nizu ogleda ispitana Je zavisnost asimi- 
laci~'e etanola od koncentracije glukoze. l'Ta slici 7 prika- 
zan Je intenzitet zračenja sastojaka ćelije u zavisnosti od 
koncentracije glukoze nakon vremena inkorporacije od 10 mi- 
nuta. Ugradjivan je n\miformnou markirani etanol.

GLUKOZA [ m M / l ]

olika 7 : Ugrađnja aktiviteta etanola -1,2 -^'rC u sastojlce 7arasne 
ćeli^e u zavisnosti od koncentracije inaktivne r;lukoze
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Ispitivana je asimilacija etanola ponoću Saccharo;■ 
nrrces corovisiae u prisustvu hidrolizata kazeinao Hidrolizat 
lcazeina predstavlja veliki višak anino kiselina« U prisustva 
velikog viška aiaino kiselina dobijaju se rezultati k.o,1i co 
znatno razlilopiu od rezultata dobi.ienih u ogledima čiji su 
rezultati dati na sli.ci L  Iz rezultata datih na slici 1 vidi 
se, da je odnos C - atona utrešenih na ugradn.ju u sastcjko ćo- 
lije u odncsu na trošenje disanjem je 2 :1 ; kod ovih ogleda sa 
hidrolizatom kazeina utvrdjene su razlike aktivnosti u ugljen- 
dioksidu od 1,2 : 1 i odgovarajuće tome aktivnosti sastojaka će- 
lija od l:l,2 o Druga prinetna razlika se zapaža u odnosu koe- 
ficienta aktiviteta ugradjenog u ćelijski sadržaj i aktivite- 
ta oslobodjenog u obliku ugljen-dioksida disanjemo

Znači, da se u prisustvu kazeina, znatno više etanola 
oslobadja kao’ CO^ nego u oglcdima gde nije dodavan kazein0

U tabeli 1 dati su koeficienti: aktivitet sastojaka 
ćelija/ aktivitet CO^ u toku asimilacije etanola kvascem uz 
prisustvo viška anino kiselina)« Kod toga je zbir zracenja og- 
leda izvedenih sa i ^) markiranin etanolom služio kao
osnova, tako da se vrednosti u tabeli 1 mogu posmatrati kao 
vrednosti za lluniformno" obeleženi etanolo

Tabela 10

Aktivitet sastojaka ćelija 
u C0 2

kvasca prema aktivitetu

Vreme merenja min. 10 20 30 40

Etanol~l,2“1ZfC 17,4 12,8 9,9 5,2
Etanol-1,2-^0 i 
2% hidrolizat ka- 
zeina 1,85 1,83 1,80 1,80



- 13 -

Kako se iz vrednosti, datih u taheli 1 vidi, u slu-»
čaju kada se u supstratu nalaze "uniforiano" markiran etanol i
2% hidrolizat kazeina, odnos aktiviteta sastojaka ćelija kvas-* 
ca i CO^ je mnogo niži nego kada se u supstratu nalazi samo 
"uniforano" markirani etanoh

Da t>i se razjasnila ova odstupanja može se pretpos- 
taviti da se uz dodatak viška amino kiselina re akcije izmene 
kooirna se puni rezervoar amino kiselina iz ciklusa TCA slahe, 
jer se ne odvode intermedijeri koji služe za dobijanje amino 
kiselina tako, da dolazi do ujednačenja razlika upotrebe uglje- 
nika i do povećanja udela ugljenika etanola, koje se pojavlju- 
je kao ugljen-dioksid oslobodjen disanjemo

Iz rezultata koje su dobili opisanim ogledima DKEWS 
i HESSLE.R (1967) zakljucili su, da u kvasnim ćelijama, kada 
se uzgajaju na etanolu, funkcioniše glioksilatni ciklus ali 
su želeli da to nedvosmisleno dokažu, pa su zbog toga izvrši- 
li i seriju ogleda sa ugradnjom markiranog ugljen-dioksida
( C O^). Glavna ugradnja ^CO^ u intermedioerna jedinjenja
ide preko Wood”Werkman-ove reakcijeo Ovom reakcijom se oksal- 
sirćetna kiselina markira u položaju "4" i uspostavlja se rav- 
noteža oksalsirćetna kiselina^=^ jabučna kiselina ^==^ fumar- 
na kiselina takodje u položaju M4 " 0

U ciklusu trikarbonskih kiselina oba se ova marki- 
rana ugljenikova atoma ("4" i "6" slika 1) na osnovu enzimske, 
aktivne asimilacije limunske kiseline sve do sukcinil CoA, 
izdvajaju kao CO^- Isto važi i za reverziju glikolize prema 
MILHAUD-u (1955)o Rod pretpostavkom da je reakcija ćilibarna 
kiselina - fumarna kiselina pod fiziološkim uslovima irever- 
zibilna - što važi za Krebsov ciklus (LEUTHARDT, 1961), jedi- 
ni član ciklusa koji ne može biti markiran je ćilibarna kise-
lina0 Ako ćilibarna kiselina odmah na početku rada sa etano-14 .lom i CO^ kao supstratima postane markirana, ovo tada pred-
stavlja nepobitan dokaz cepanja izocitronske kiseline markira-
ne u položa^ima "4" i "6" na glikosilat -1-^C i ćilibarnu ki- 14selinu-1,4- C, U toloi ogleda mogla bi se «još jedino preko 
ciklusa pentoza fosfata pojaviti aktivnost, ali se ova sekun- 
dama reakcija može lako razlikovati od primame na početku
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ogleda na osnovu uvodjenja obeležavanja medjuproisvoda reak-
cija« Na slici 8 dati su resultati raspodele aktiviteta na

14-pojedrne prdrsvode razmene materi^a kod ugradnje 'OOp, u 
lcvascu, uz etanol kao supstrat.

Slika 8: Haspodela aktiviteta na pojedine proizvode rasmene
14-*materija kod ugradnje CO^ kod pekarskog kvasca 

uz etanol kao substrat
1 - limunska kiselina, 2- ćilibama kiselina,
3- glutaminska kiseline, 4- asparaginska kise- 

lina i 5“ arginin.

ITa slici 8 vidi se da se već na početlcu ogleda može 
\ dokazati znatno markiranje ćilibame kiseline, što je jasan 

dokaz egzistencije glioksilatnog ciklusa kod kvasca koji je 
adaptiran na etanol kao izvor ugljenika. Početno intenzivno 
funlccionisanje V/ood-V/erlonanove reakcije počinje nakon 10 do 
20 minuta da "izgladnjava" jer se, razumljivo, moraju is re- 
zervnih. materija pribaviti di i trikarbonske kiseline sa po- 
novno otpočinjanje ciklusa linunske kiseline i glioksilatnog 
ciklusa. U tolcu rasta Icvasnih ćelija preko glioksilatnog cik- 
lusa V7ood-V/erkman-ova reakcija se potislcuje viskom dikarbon- 
skih kiselina suprotnom realccijom dekarboksilacije, žto omo- 
gućava sintezu rezervnih sunstanci trehaloze i glikogena.
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Dalji dolcaa sinteze do'bija se, kada se lcvasac saji na glukozi
us nrisustvo etanola a dodaje se podlozi još i narkirani 1 /’dioksid (“ CO^) . Ugljena Iciselina stvorena procc-son vrenja i. 
"ln::ose razUlazuje specifičnu aktivnost (kriva 1) aii se i 
j.nrlcos torza zanaža stalni porast aktivnosti.

30 60 30 120
VREME fm in ]

Slilca 9: Aktivnost ćelijskih. supstanci kod ugradnj'e
sa glukozom kao supstratom (1) i sa etanolo: 
kao supstratom (2).

14COo

Pored toga, što su utvrdili put asimilacije etanola 
kao izvora ugljenikovih. atoma i energije za lcvasne ćelijc, 
DPJDV/S i HESSLPP (1967) su u svooim eksperimentima, sa etano- 
lom koji nije markiran, ispitivali sistematski uslove rasta 
koji su neopliodni kod ocene etanola kao izvora ugljenika. Oni 
su varirali sledece parametre: koncentraciju supstrata-etano- 
la, koncentraciju ćelija, pH i aeraciju, da Ui mogli utvrditi 
ekonomski našpovoljnije uslove leultivacije lcvasca. Pored toga. 
izvršiii su utvrdjivanje toksičnosti etanola na lr/asne ćelije 
manometrijskim praćenjem razmene materija. Da Ui utvrdili po- 
datke o toku razmnožavanča kvasca Saccliaromyces cerevisiae na 
etanolu kao izvoru ugljenika, ogledi su izvod^eni uz mućkanje 
u tikvicama po Erlenmaver-u od 1 litra uz dodatak etanola u 
koncentracijama od 0 , 5 do 10 vol. % sve do potpunog utroška 
etanola. Rezultati koii su dotijeni pod ovim uslovima dati 
su na slici 10 . Uporedjenja radi, prva kriva pokazuje priraš- 
taj količine kvasca u kranlšivoj podlozi sa glukozom, pod
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idontičnim uslovima, svo do trenutka iscrpljenja glukose« 
kasuprot rasmnošavanju u hranljivoj podlosi sa glukczom, ko- 
ja nakon kratkotrajne "lag" faze poČinje strogo logaritamski 
očigledno je da kvasac u supstratu sa etanolom nije u stanju 
da jedinjenja sa dva ugljenikova atoma ugradjuje u odgovara- 
jućoj količini u svoje sastojke i da ih time koristi za raz- 
mnozavanje. Tek nakon 6 - 8  sati dolazi do izgradnje - sin- 
teze enzimskih sistema koji omogućuju sintezu vižik jedinje- 
nja iz etanola. ICako se vidi na slici 10 , brzina rasta i po 
četak razmnožavanja voorna israzito zavise od koncentracije 
etanola: kod najmanjih koncentracija etanola i kod potpune ' 
adaptacije pri kraju svakog ogleda, dostignuta je brzina raz 
množavanja kao kod Im/asca razmnožavanor; na glukozi.

VREHE [h  ]

Slika 1 0: Priraštaj količine lcvasca kultivacijom pri raznim
koncentracijama etanola kao izvora ugljenika.

Pored koncentracije etanola, koncentracija ćelija 
na početlm Icultivacije takodje utiče, na brzinu razmnožavanjc 
ćelija kvasca. ICod svih ostalih konstantnih parametara Iculti- 
vacije, povećavanjem količine matiČnog kvasca povećava se fal 
tor razmnožavanja kvasca (dobijeni kvasac/matični kvasac) u 
datim ogledima.
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ITa slici 11 prikasano jc casovno rasnnosavanje Icvasca ':oi 
Icultivacije uz nućkanje, >od rasnili gustina 'r/asca i kod I:c 
stantnog pH od olco S« Da bi se u ovin jednostavnin ogledi r. 
održala i priblišno konstantna koncentraci ja etanola, (. • 
se kod velikih. koncentracija ćelija ovaj parametar brsc 
nja) Icvasac je sasejan u potrebnim koncentracijama u hranlj 
vu podlogu. sa 2,7 etanola i zatim kultivisan dva sata.

ITakon ove nove adaptacije, i nakon utvrdjivanja i 
korekcije gubitaka supstrata, moglo se isvršiti merenjo kol 
čine kvasca u funlcciji vremena u trajanju od jednop oasa.

Slika 1 1: Priraštaj količine kvašca u iunkciji 
konc entra c i ,1 e ć c 1 i .1 a

ICcd etanola kao supstrata, slično kao i kod rada 
sa glukoson kao supstratom, pll - obiast u kojoj se rast i 
rasmena materija kvasca Saccharomyces cerevisiae odbija 
optimalno, nije veoma usko ograničena.

ITa slici 12 prikazan je niz ogleda sa rasnin pll 
vrednostima u oblasti 2 , 5 do 6 ,5 čemu u ovoj oblasti p:
raštaj količine kvasca sa izuzetkom malog optimuma na pll Lr 
ostaje praktično konstanta.
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1 2: Brzina razmnožavan.ia u zavisnosti ocl nl

Ba or se utvrarla zavisnost orzme rasra uvasca ocl 
pH supstrata, u nizu ogleda rad^eno je sa lculturama uz mu6':a- 
n^e sa lconcentracijom lcvasca od 1 g suve materije po litru 
u 2,6 hranljivom rastvoru sa etanolom. Pocetal: merenja priras- 
taja količine kvasca oio je pet sati nakon pocetka lcultivaci- 
Če, što če ODeztediivalo punu adaptaciju na datu vređnost pH.

Ispitivanje utica~]a aeracije pe pokazalo da se sa 
povećančem količine vazduha dolazi clo smančenja orsine rasmno- 
šavanja, kao i clo znatnog smanienja sveolcupnog iskorisćenja. 
Gvo očigledno potiče zbog guoitka egzogenog acetaldeliida kod 
povećanili orzina strujanja vazduka. Količina acetaidehiđa koši 
se izvodi iz hranljive podloge povećava se sa protokom vasđuha

Da oi ispitali uticaj 'različitih koncentraci^a eta- 
nola na disan^e kvasnih ćelija Saccharomyces cerevisiae, DPBL.'B 

i HP3SLBR (1967) su merili intenzitet đisanja V/arourg-ovom 
tehnikom. Iz datih rezultata (slika 15) vidi se da se na^veća 
količina izd.vojenog ugl^en-dioksida dooija kada će koncentra- 
ci^a etanola heskonačno mala. Kako raste količina etanola u 
hranljivoč podlozi tako se smanču^e količina stvorenog ugljen- 
dioksida da oi dostigla vrednost nula, kada Je koncentraciča
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etanola 8,0 vol. % (kriva 1 na slici 13)- Kriva 2 prikasujo 
ođgovarajući utrošak kiseonika. Kako sc vidi na slici, isgle- 
da da potrošnja kiseonika nanje zavisi od koncentracije eta- 
nola jer ona potpuno iščezava kod konccntracije od oko 13 vol 
/  etanola. Iz utroška kiseonika i količine stvorenop ugljon- 
dioksida, raošo sc izračunati rcspiratorni koeficient koji sc 
dobija iz jednačine potpune oksidacije (jednačina 1) preko 
koje se za datu količinu razvijenog ugljen-dioksida moše iz- 
računati količina koja je potrebna za disanje do krajnjili 
proizvoda (kriva 3 na slici 1 3)-

C2H rCH + 30o = 2C02 + H20 = 0,66 jednačina (1)

ETANOL [VOL V , ]

Slika 13: Disanje ćelija kvasca u zavisnosti od koncentraci-
je etanola kao supstrata; kriva 1- razvijena koli- 
čina CO^; kriva 2- utrošena količina 0C; 3“ teorij- 
ska količina 0o potrebnog sa potpunu oksidaciju do 
CCc,; šrafirana površina - utrošak 0 o na oksidaciju 
do acetaldehida.

U tolcu ogleda čiji su resultati dati na slici 10, 
vidi se da potpuno sagorevanje preraa jednaoini 1 zaostaje usled 
nedostatka mogućnosti ugradnje etanola na početku adaptacije. 
Preostala količina utrošenog kiseonika koja se nalazi is raz- 
like krivih 2 i 3 na slici 1 3, predstavlja, prena tone, koli- 
činu kiseonika utrošenu za oksiđaciju ao egzogenog acetal-



- 2.0 -

dehida, i prena tome, ona predstavlja kriterijuin za ocenu 
viška nastalog acetaldehida. Kod najmanje koncentracije eta~ 
nola ne dolazi do stvaranja acetaldehida u višku i na taj na- 
čin odvija se potpuna oksidacija (RQ = 0,66). Na slici 13 pri- 
kazano Je slikovito ponašanje ćelija kvasca u pcdlogama sa 
etanolom. Kod malih koncentracija etanola (0,2 vol.%) sav se 
etanol troši bez ostatka na disanje, hez pojave egzogenog ace~ 
taldehida: koeficient respiraci.ie ima teorijsloi vrednost 0 ,65 . 
Polaganije opadanje vrednosti RQ počiva na postupnoj adaptaci- 
ji, prema tome na korišćenju etanola za sintezu ćelijskih sup- 
stanci, a mogu se u idealnim uslovima predstaviti bruto for- 
mulom prema jednačini 2 .

202H50H + 302 = 3 (CHp0) + C02 + 3H?0 jednačina 2 

vrednost RQ =0,33

Iz datih rezultata vidi se da što Je viša koncen- 
tracija etanola to je niža vrednost RQ i zbog relativno većeg 
utroška za proi&vodnju acetaldehida. Sa porastom koncentra- 
cije acetaldehida i istovremenim opadanjem koncentracije eta- 
nola, pomera se upotreba kiseonika od oksidacije do acet-al- 
dehida ka potpunoj oksidaciji do COp sve dok se nakon uspos- 
tavljanja ravnotežnog stanja ne dostigne teorijska vrednost 
RQ *= 0,66. Kod većih koncentracija etanola ovo ravnotežno 
stan,je uspostavlja se kasnije. Dalje se može zaključiti da 
etanol u svakoj koncentraciji pokazuje neko odredjeno toksič- 
no dejstvo. Porastom koncentracije etanola u supstratu razme- 
na materije opada i kod koncentracije od oko 8,0 vol. %, sa- 
gorevanje disanjem do CO^ približava se nuli. Podnošljivost 
kvasca za etanol leži negde u granicama od 16 - 17 vol. %.
Sve do ove koncentracije - koja predstavlja graničnu vrednost 
za bilo kakve oksidativne promene supstrata, kvasac može raz- 
gradjivati etanol do prvog stepena oksidacije, do acetaalde- 
hida koga ne može da upotrebi u sintezi.

Ova se oksidacija prema DREWS-u i sar., (1967) može 
smatrati kao sigurnosni ventil pomoću koga kvasac kod velikih 
koncentracija može izazvati smanjenje koncentracije etanola*
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U otvorenor. aerisanom sistemu aerobne loaltivacije 'zvasca Sa- 
cckarorrrc cs c erevisiae posto j i, đakle, moguonost, da uslod 
velikc isparljivosti acet-aldeliida (taoka lcljučanja 2.1 ,0°G) 
ne rnože doći do uspostavljanja ravnoteže ovili dva.ju supstrata 
(etanola i acetaldehida), pa ćelije nogu izazvati smanjenje 
koncentracije supstrata do povoljnijih lconcentracija etanola. 
ITakon dostizanja pranicc od oko 8 vol. / etanola u pođlozi 
nože otpočeti nomalna razmena matorija u Irvasnim ćelijana.

VREME fm in]

Slika 14: Pronene respiratornog koeficienta kod kvasnih 
ćelija S ac cIiaronyc e s c e r evi s i ae za razne kcn- 
centracije etanola kao supstrata.

iCod koncentracije etanola od 0 ,2 vol. ',7 i 0 ,8 vol. 
/ j dolazi do opadanja vrednosti RQ jer dolazi do sinteze pra- 
divniii supstanci ćelije. Uzlazne krive PQ vrednosti, oez izu 
zetka, znače proizvodnju acetaldehida u višlm, đok silazne 
krive predstavljaju adaptaciju na optimalno korišćenje sup- 
strata.

Ih llT R A  i SSTRilBpLOOK (1907 a) ispitivali su metabo-
lizam lcvasca Saccharommes cerevisiae u tolcu oksidacije eta-   —  _ _ t _ _ _ T t

nola. U svom .radu ispitivali su redukciju piridin mikleotića 
i korišćenje kiseonika u toku oksidacije etanola pomoću Irras- 
ca. Bezultati koje su dobili pokazuju da u tolcu oksidativne
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asimilacije etanola dolazi do smanjenja sadržaja redukovanih 
piridin nukleotida u kvasnim 6elijama0 Iz rezultata merenja 
količine stvorenog ugljen-dioksida zapaža se da u prisustvu 
etanola dolazi do usporenog disanja kvasnih ćelija. Autori su 
takodje odredjivali stvaranje acetaldehida iz etanola i utvrdili 
da se acetaldehid stvara već nakon 5 minuta od početka asimila- 
cije etanola. Ovako hrzo stvaranje acetaldehida sugerira da se 
70% kiseonika koji se utroši na oksidaciju utroši na stvaranje 
acetaldehida, a da se samo 30% utroši na oksidaciju etanola do 
acetata.

U svom drugom radu MAITRA i ESTRABROOK (1967 b) ispi- 
tivali su ulogu NAD+ i neorganskog fosfora u kontroli disanja 
u toku oksidacije etanola pomoću kvasca Saccharomjces cerevisiaee 
Utvrdili su da inhibicija respiracije kod kvasca nastupa nakon 
40 sekundi od dodatka etanola. Smatrali su da je inhihicija res- 
piracije nastupila zbog nekorišćenja ADP-a u ćelijama. Dodatkom 
glukoze u podlogu i neorganskog fosfata, uspeli su da poboljša- 
ju respiraciju, bez obzira na prisustvo etanola. Ovo navodi na 
zaključak, da koncentracije etanola od 1 ,2 mM nije u stanju da 
ireverzibilno inhibira respiraciju kvasnih ćelija.

Da bi utvrdili na koji način se može izvesti oksida- 
cija acetaldehida pomoću kvasnih ćelija, HAITRA i ESTRABROOK 
(1967 c) su postavili oglede sa različitim koncentracijama ace- 
taldehida. Koncentracija od 0 ,1 1 mM acetaldehida izazvala je 
smanjenje intenziteta respiracije kvasnih ćelija na polovinu, 
a veće koncentracije acetaldehida izazivale su ireverzibilnu 
inhibiciju respiracije.

JANKI i sar. (1971) su ispitivali različite vrste kvasa- 
ca roda Saccharomyces i to Sacch. oviformic, Sacchocarlsberge-
fl-ls i Sacch«, cerevisiae o kledju navedenim lcvascima najbolje isko- 
rišćenje etanola pokazao je pivarski kvasac, slabije iskorišće- 
nje etanola pokazao je vinski kvasac, a najslabije iskorišćenje 
etanola je dobijeno pomoću pekarskog kvasca. U toku rasta na glu- 
kozi svaki od ovih kvasaca pokazivao je dioksirast koji je već 
ranije opisan kod kvasca Saccharomyces cerevisiae.
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SMAINL i ALI (1971) su pokušali da objasne zbog čega 
jedni kvasci mogu da stvaraju, podnose i asimiluju velike koli- 
čine etanola a drugi ne«, Njihovo mišljenje «je da je alkohoina 
toleranca genetski kontrolisan sistem0 Segregacijom haploidaih 
vrsta od diploiđnih i ukrštanjem različitih komtinacija izmedju 
visoko rezistentnih vrsta i niskorezistentnih vrsta dohijen je 
najverovatnije poligenetski sistem. Autori, takodje, smatraju 
da je u toku ogleda došlo i do interakcije gena ili modifikaci- 
je gena što je omogućilo dobijanje soja koji je bio vrlo tole- 
rantan na velike količine etanola u hranljivoj podlozi«

Do sada je izneta problematika (i njeno rešavanje) 
asimilacije etanola pomoću kvasnih ćelija Saccharomyces cere- 
visiao

III HJTEVT KOJINA NASTAJU SASTAVNI DELOVI ĆELIJA KVASCA
SACCHASOfgCES CEHEVISIAE IZ ETANOLA

1. Energetske p>otrebe mikroorganizama

Jedan od prvih radova koji se bavio prob]ematikom 
energetike mikrobnog rasta je rad MONODA (19̂ -2) 0 On je dao os- 
novne jednačine rasta koje su kasnije poslužile ostalim istra- 
živačima ko<ji su se bavili problematikom rasta i energetikom 
mikrobnog rasta0 U vreme kada se počela izučavati energetika 
mikrobnog rasta nisu bili poznati biohemijski mehanizmi preno- 
sa energije i detalji sinteze makromolekula (SENEZ, 1962)o 
BAUCHOP i ELSDEN (1960) su p m d  jasno opisali rast raznih mik- 
roorganizama uključujući i Saccharomyces cerevisiae putem ener- 
gije koja nastaje u reakcijama oslobadjanja energije tokom pro- 
cesa rasta. Radom pod anaerobnim uslovima u delimično definisa- 
noj podlozi u kojoj je kao supstrat upotrebljavana glukoza (kao 
praktično jedini izvor ugljenika), oni su došli do rezultata da 
nastajanje 100 g suve materije kvasca odgovara 9>5 molova ATP-a 
nastalog kod fermentacije glukoze (koeficient prinosa =
10,5 g suve materije/ mol nastalog ATP-a u metabolizmu koji 
oslobadja energiju)• U ovoj podlozi ćelije imaju najveći deo
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neophodnili monomera na raspoloženju, i utrošak energije može se 
najvećim delom smatrati kao energija potrehna za polimerizaciju 
monomera0

GUNSALUS i SCHUSTER (1961) su izracunali teorijsku 
potrošnju ATP-a za polimerizaciju, pretpostavljajući stvaranje 
polimera bakterijskih ćclija iz ami.no kiselina, purinskih i pi- 
rimidinskih baza, sirćetne kiseline i heksoze0 Oni su našli da 
teorijski po svakom molu ATP-a može nastati 33,3 g ćelijske ma- 
se, to jest, za 100 g novo nastalih ćelija potrebno je 3 ,0 mola 
ATP-a. Slični se proračuni mogu postaviti sa vrednostima koje 
daje LEHNINGER (1971) za biosintetski kapacitet bakterijskih 
ćelija. Na ovaj način se dobija vrednost od 1,9 molova ATP-a/100 g 
suve materije. Primenju.jući LEHNINGER-ove principe proraČuna u 
svojim radovima FUKUI i HIRATA (1968) su dali vrednost 1,56 mo~ 
lova ATP-a potrebnih za nastajanje 100 g ćelija Agrobacterium 
tumefaciens-a iz raspoloživih prekursora. Slično je THAUER
(1968) izračunao vrednost od 2,3 mola ATP-a/ 100 g materija 
bakterijskih ćelija.

Za kvasac ovakav proračun dao je NORLSTROM (1967)*
Sastav kvasca koji je služio kao osnova za njegov proračun dat 
je u daljem tekstu u tabeli 2. NORDSTROM je izveo proračune pre- 
ma principima GUNSALUS-a i SCHUSTER-a (1961) i našao da je kod 
nastajanja polimera, za 100 g kvasca od monomera potrebno ukup- 
no 2,36 molova ATP~a. Prema svemu ovome, vrednosti za energiju 
potrebnu za nastajanje 100 g materija ćelija mikroorganizama 
(s.m.) od monomera kreću sc izmedju 1,56 i 3,75 molova ATP-a. 
Razlog ovoga delom leži u različitlm sastavima ćelija, a delom 
i u metodama proračuna. Svi ovi rezultati jako odstupaju od ek- 
sperimentalno dobijene vrednosti (9,5 molova ATP-a/100 g suve 
materije ćelija), što ukazuje da potrebna energija za nastaja- 
nje ćelijskog materijala iz formiranih monomera iznosi samo 
15 - 40% od ukupne količine energije potrebne za rast.

Prema STOUTHAMERU (1973), odnos izmedju formiranog 
ATP-a i formiranog ćelijskog materijala može se proučavati na 
dva načina. Prvi način sastoji se u eksperimentalnom utvrdjiva- 
nju formiranog ćelijskog materijala u toku razgradnje izvesne
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količine supstrata« Ako je pri tome poznato koliko se formira 
ATP-a prilikom razgradnje ove utrošene količine supstrata, tada 
se može računati vrednost Y^p. Po drugom postupku, kao osnova 
se uzimaju makromolekulska jedinjenja koja ulaze u sastav ćelij- 
skog materijala, i izračunava se koja je količina ATP-a potreb- 
na da se utroši da bi se ti makromolekuli sintetizovali iz mo~ 
nomerao Računajući po drugom principu GUNSALES i SCHUSTER (1962) 
izračunali su da je potrebno 0,03 6 molova ATP-a za formiranje 
ćelijskog materijala iz prethodno pripremljenih monomera. POR- 
REST i WALKER (1971) korigovali su ovu vrednost na 0,036 g mo- 
lova ATP-a po gramu formiranog ćelijskog materijala iz prethod- 
no pripremljenih monomera. Manja vrednost za Y^rpp koju su dobili 
GUNSALES, SCHUSTER (1962) je zbog toga, što su oni smatrali da 
<je za ugradjivanje jedne amino kiseline u protein potrebno 3 mo- 
la ATP-a, dok su FORREST i WALKER (1971) utvrdili da <je potrebno 
5 molova ATP-a da se ugradi jedna amino kiselina u proteinski 
lanac.

Velika razlika koja nastaje izmedju eksperimentalno 
dobijenih vrednosti za Y^rpp i teorijski izračunatih vrednosti, 
nastaje, prema STOUTHAMER-u (1973)> zbog toga što nije uzeto u 
obzir da je mikroorganizmima potrebna odredjena količina energi- 
je za održanje. Na ovu činjenicu ukazali su, takodje, i PIRT 
(1965) i VAN UT)EN (1969)- Zbog toga je definisan nov termin Y ^ p  
koji predstavlga količinu proizvedene suve materije mikroorga- 
nizma po g molu ATP-a nakon korekcije vrednosti ATP-a za energi- 
ju koja je potrebna za održavanje mikroorganizma. Medjutim, do 
sada ima samo vrlo malo odredjenih vrednosti za . Vrednosti

• • HISOCdobijene za Y ^ p  se razlikuju od vrednosti koje se dobijaju iz- 
racunavanjem. Imajući ovo u vidu STROUTHAMER (1973) izražava 
mogućnost da je ova vrednost Y ^ p  biološka konstatna, i da raz- 
like za vrednost Y ^ p  za različite mikroorganizme nastaju zbog 
različitog koeficienta energije potrebne za održanje i različi- 
tih specifičnih brzina rasta. STROUTHAMER (1973), dalje, smatra 
da postoji bezbroj grešaka u prethodnim teorijskim izračunava- 
njima. Te greške su po njemu činjene u sledećem:
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a) nije se računalo trošenje ATP~a za proces transpor- 
ta jer se skoro svi hranljivi sastojci uzimaju u 
ćeliju iz spoljašnje sredine pomoću aktivnog traiv- 
sporta (proračuni utroška ATP-a za procese trans- 
porta ocenjeni su na sledećo vrednosti: 0 , 5 molova 
ATP-a potrebno je da se asimiluje 1 g jon kalijuna 
ili amonijum jon; 1 mol ATP-a potreban Je da se asi- 
miluje 1 moi fosfata, amino kiseline, acetata, ma-
lata itdo);

b) u ranijim proračunima nije uzimano u obzir da je 
potrebno utrošiti odredjenu količinu ATP-a za po- 
limerizacione reakcije koje se odigravaju u tolcu
sinteze ćelijskih makromolekula0 Na primer, potreb- 
no <je prema STOUTHAMEE.U (1973) 4- mola ATP-a da se 
utroši da se jedna amino kiselina ugradi u protein;

c) kada se do sada izračunavala količina potrebnog ATP-a 
za sintezu monomera iz glukoze poznatim biosintets- 
kim putevima, nije uziman u obzir ATP koji se stva- 
ra prilikom razgradnje glukoze;

d) do sada se nije uračunavala potrošnja ATP-a za for- 
rairanje NADPEp od NADHp proccson fosforilacije0

2o Energetske potrebe ćelija kvasca

Da bismo mogli sagledati koliko je potrebno energije 
za metabolizam kvasnih ćelija, potrebno je znati koliko se troši 
energije za: formiranoe polimera iz monomera; izvršenje transpor- 
ta hranljivih sastojaka, energije održanja i druge energetske 
potrebe0 Prvo ćemo dati u tabeli 2 pregled prosečnog sastava 
ćelija kvasca Sa_ccharomyces cerevisiae prema literaturnim poda- 
cima (OURA, 1972)•
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Sastav pekarskog kvasca

Tabela 2

KoEipomenta
Grylls
(1961)

Hordstrom
(1967)

Harrison
(1967)

Suornalaineii 
(1998) Oura 
i Suomalai- 
nen (196?) 
Oura

Ugljeni hidrati 37 35 46 39,1
Proteini 4o,5 48 38,4 39,o
Nukleinske
kiseline 8,5 3 8,2 10,8

Neutralni lipidi - - - 2,5
Glicerolni fos- 
folipidi 2 5 2 4,5
Poli fosfati ~ 3 - -

Amonijak 0 ,8 - 0,85 -

Pepeo 1 1,2 6 4,55 4,1

Neke od. prikazanih količina izračunate su na osnovu 
elementarnih podataka0 Sadrža^ pepela obračunat je tako, da 
dopunjuje razlileu do lOO'/o^ Vrednosti u tabeli 2 su date u pro~ 
centima na suvu materi<juQ

Proračuni koji 6e biti izvedeni u tabeli 3 (u daljen 
tekstu) zasnivaju se na podacima prema poslednjoj koionio

Na slici 15 prikazane su reakcije glukoneogeneze iz 
etanola0 U ovom putu mogu se videti kljuČne kompomente od ko~ 
jib mogu da nastanu pojedini nonomeri, Ove komponente su: glu~ 
koza, glukoza-l-P, 3-P-"Slicerat, FEP, piruvat, acetil ~CoA, ok- 
salacetat, 2-oksoglutarat i glicerol koji predstavljaju prekur- 
sore. Na slici 16 mogu se pratiti reakcije koje dovode do obra- 
zovanja monomora od kojih je izgradjena ćelijska masa kvasca 
od glukoze. Na šemi se može videti na koji način iz glukoze 
mogu nastati pojedine amino kiseline, a isto tako se može sag~
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ledati veza prekursora polisaharida i kompomenata masti sa 
metaholitima glukozeD

Za ovaj rad interesantno je navesti reakcije koje vode
- od etanola do preirursora
- reakcije od prelcursora do monomera.

3- Opšti principi

Treba naglasiti da će se u daljem tekstu umesto kise- 
lina uzeti nazivi soli kiselina; tako acetat i sukcinat označa- 
vaju sirćetnu i ćilibarnu kiselinu i slično za druge kiseline0 
Korišćene su takodje skradenice koje je preporučio "Biochemi- 
cal Journal!10 Kod prikaza j'ednačina reakcija, puna strelica 
znači direktnu reakciju, a dve strelice zbirnu reakciju mnogih 
reakcija0
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„ Upotre~b 1 j.e_ne skraćenic e

AICAR - 5 ~ phosphoryUosyl~5"iniidazole-”Car‘boxamide
AKP - adenozin moncfosfat
ADP - adonosin difosfat
Ai'P - adenozin trifosfat
FAD - flavin adenin dinukleotid
GMP - gv anoz innonof o sf at
IMP - imidin monofosfat
UliP - uridin monofosfat
CPM - citidinmonofosfat
PEP—  fosfoenol piruvat
PRPP - - 5-’fosforihozil pirofesfat
KDH - malat dehidrogenaze
ICL - izo-citrat lijaza
ADH - alkohol hedidrogenaza

5o Reakcitje od etanola - supstrata do prekurs_ora

2 etanola + 2NAD 2 Acetaldehida + 2NADH2

2 acetaldehida + 2NAD + H^O 2 acetata + NADH2

2 acetata + 2 HS»CoA + 2ATP 2 Acetil-S0CoA + 2AKP + 2 PP^

2 etanola + 2 HSoCoA + 2ATP +
4- NAD + 2H20 2 acetil-SoCoA + 2AMP + 

2PP. + 4 NADH0

2 Acetil-SoCoA + 2 NAD + 2FAD + 
+ 3H20 — Oksalacetat+2HSoCoA + 

+ 2NADH- + PADH,2

2 Etanola + 2ATP + 6 NAD + 
+ PAD + 5 H^O Oksalacetat + 2AMP +

Oksalacetat

PP. + 6 NADH0 + FADH0C- l-

2

l - 2

Piruvat + CO



2 Etanola + 2ATP + 6 NAD + 
+ FAD + 5H20

Piruvat + ATP

2 Etanola + 3ATP + 6 NAD + 
+ FAD + 5H20

PEP + E^O

piruvat + 2AMP + 2PP̂ . + 
+ 6NADH0 + FADH^ +C0o

cL ćL c.

PEP + ADP

PEP + ADP + 2AT1P + 2PP.i
+ 6NADH2 + FADHp + C0p

3-P" glicerat

2 Etanola + 3ATP + 6NAD + 
+ FAD + 6H20

3-P- glicerat + NADH,

3-P- glicerat + ADP + 2AMP 
+ 2P:
+ CO.
+ 2PP. + 6NADH0 + FADH0 + 1 2 2

gliceraldehid-3"P +NAD + 
+ h 2o

2 Etanol + 3ATP + 5NAD +
+ FAD + 5H20

2 etanola + 3ATP + 5 NAD + 
+ FAD + 5H20

glicerinaldehid - 3 -P 
1/2 fruktoza -di-P + 1/2 H^O
1/2 glukoza -6-P + 1/2 H^O —

glicerinaldehid-3~P +
+ ADP + 2AHP + 2PP. +1
+ 3 NADHg + FADH^ + C02

glicerinaldehid-3-P- +ADP+ 
+ 2AMP + 2PP± + 3 NADHp +
+ FADHp + C0?
1/2 fruktoza-di-P
** 1/2 glukoza-6-P +1/2 P^
1/2 glukoze + 1/2 P.

2 etanola + 3ATP + 5NAD + 
+ FAD + 6H20 1/2 glukoze + ADP + 2AMP + 

+ P± + 2PP± + 5NADH2 +
+fadh2 + co2



etanol + HSoCoA + ATP +
+ 2NAD + I-IpO

Acetil-SoCoA + oksalacetat +
+ h20

Citrat + NAD

2 etanola + 2ATP + 6NAD + 
+ FAD + 5Ho0

Acetil-SoCoA + AI-IP + PP.+
+ 2NADH,

3 etanola + 3ATP + 9NAD + 
+ FAD + 5H20

2 etanola + 3ATP + 5 NAD + 
+ 5 ‘1 /2 H20

2

Citrat + HSoCoA
2- oksoglutarat + NADE0+ 
+ C0„

oksalacetat + AI1P +2PP^+ 
+ 6NADH2 + FADH^

2-oksoglutarat + 3AMP +
+ 3ff± + 9 nadh2 +fadh2+
+ CO^

1/2 glukoza -1-F + ilDF + 
+ 2AMF + 1/2 P. + 2FP. +l l
+ NADH2 + FADHp + C02

Ovim nizom jednačina pokazano je kako se iz etanola 
može dobiti glukoza0

6° Nastananje polisaliarida od etanola

Usvojeno je da jednačine predstavljaju nastajanje po- 
lisaharida kvasca, koji imaju opštu fomulu (C6HioCS^n:
n glukoza -1-P + nUTP — — -— ^ n UDP - glukoza + nPP^ 

n UDP - glukoza .— > ^C6H10°3^n + UI)P

n glukoza-l-P + n U T P  —  —  (CcH.inOc;) + nUDF + nPP.b 1U 3 n l
Ako se kao supstrat koristi etanol nastajanje polisaharida od-
vijaće se prema sledećim reakcijama:



4 n etanola + 6n ATP +
10 n NAD + 2 n PAD + 11 n H^O - n glukoza~l~P+

+ 2n ADP + 4 n AHP +
+ 10 n NADHp 2nPADHp+ 
+ nP. + n C0ol 2

n glukoza-l-P + n UTP (C.KnnO,)6 10 5 + n UDP + nPP,

4 n etanola + 6n ATP + nUTP +
+ 10 nNAD + 2n FAD + 11 nHpO v ̂6^10^5^11 T 'r

+ n UDP + AnAKP +
+ 10 nNADH + 2n FADHp+
+ nP. + 2nPP. + nG0Ool l 2

(Ĉ H-, n0,) + 2nADP +

7 ina iz etanola kao supstrata_

Jednačina ko.ja sledi predstavlja zUirnu formulu za 
dobijanje 100 g proteina kvasca iz etanola kao jedinog izvora 
ugljenika:

2931 etanola + 146 HS0CoA + 7 gliceraldehid-3-P + 3=310 ATP + 
+ 8542 NAD + 1265 FAD + 7236 H^O --- -  —  56,6 g glukoze +

nastajanje pojedinih komponenata kvasne ćelije0 U prvih pet ruh«* 
rika date su jednačine nastajanja 100 g ugljenih hidrata iz eta~ 
nola, 100 g proteina iz etanola, 100 g ENA iz etanola, 100 g 
neutralnih lipida i 100 g fosfolipida0 ITakon toga sledi potreba 
etanola da se stvori 39,1 g ugljenih hidrata, 39 g proteina,
10,8 g RITA, 2,5 g neutralnih lipida i 4,5 fosfolipida koliko je 
nadjeno da prosečno sadrži cvih jedinjenja 100 g suve materije

140 3~P-Glycerat + 132 PEP 
+424 Pyruvat + 146 Acetyl-SoCoA 
+ 209 oxalacetata + 255 2~oxo

glutarat + 379 ADP + 2931 AKP 
+ 113 P± + 2931 PP± + 8542 NADE 
+ 1265 FADH0 + 1057 C0o

čL cL

U tabeli 3 date su kompletno izračunate jednačine za



TABELA 3

OPŠTE REAKdJE OD ETANOLA DO FORMIRANJA GLAVN'.H SASTOJAKA PEKAJiSKOG KVASCA

E tO H * Form* N H j ^H^SO^* A TP * GTP * UTP*CTP ♦ NAD* n a d p * n a d p h 2 * FAD * h 2 o ~*-JEDINJENJE * Form *A D P * GDP * UDP *A H P * c r:p  ♦ P, * P P j* n a d h 2 * NADP*NA DPH2 * FA D112 * c o 2 * h 2o

2167 — —  —  3701 — 617 — 67 68 —  — 1234 6735
lOOg

ugljcmh
hidrata

— 1234 -  617 2467 — 610 3034 6168 — —  1234 1234 —

2931 — 1205 14 5022 934 -  - 8722 -  1692 1265 7195 lOOg
proteina

43 938 934 - 4004 — 1872 4034 8722 1692 —  1265 1374 —

1872 146 1135 — 5522 73 -  — 5304 531 — 936 6200 lOOg
R NA

— 3336 73 - 2166 - 2341 2569 5304 — 531 936 935 -

3223 — —  -  5927 -  -  — 6446 -  4874 130 3743
lOOg

neutralmh
hpida

- 2704 -  — 3223 - 2704 3223 6446 4074 130 130 -

2873 — 98 — 5188 -  -  125 5641 — 4013 308 3710 lOOg
P -hp ida

- 2315 — 2873 125 2109 2999 5641 4013 -  303 303  -

96 5 — -  1447 -  241 - 2412 -  — 482 2653
31.9 g 

ugtjemh 
hidrata

— 482 -  241 965 - 241 1206 2412 — -  482 482 -

1112 — 470 6 1957 364 -  - 3399 -  65 9 493 2804 39.0g
proteina 17 366 364  - 1591 - 729 1591 3399 659 -  493 5 36 -

202 16 122 -  596 8  -  - 572 57 — 101 636
10.8 g

RNA
— 370 8 — 236 - 253 277 5 72 - 57 101 101 -

81 — -  — 148 -  -  — 161 — 122 3 94
2.5 g

neutralnih
lipida

— 63 -  - 81 - 68 01 161 122 -  3 3 -

129 - 4 -  233 — 6 254 — 181 14 167
4.5g

P - lipida
— 104 — — 129 6 99 135 254 181 —  14 14 —

I
VN
vn
!



36 -

Treba pomenuti đa se promene energetski vaznih. jedi"- 
njenja datih u tabeli 3 , odnose saino na formiranje primarnih 
struktura polinerao

U tabeii 4 prikazane su energetske pronene kojo se 
dešavaju u toku sinteze ćelinskop sadržaja kvasca iz različitih 
glavnih jedinjenja formiranih iz gTukozo i otr;io.b?a

kvasca (tabela 2 četvrta kolona) <,

Tabela 4
r

Energctsko promene (izražene u molovima ATP-a) u toku sinteze 
100 g svake od glavnih komponenata i 100 g suve materije kvasca

Komponenta
Formiranje iz 
glukoze

Eormiranje iz 
etanola

mola ATP~a/loo g mola ATP-a/loo g 
Ićomponente komponente

Ugljeni hidrati - 1,23 + 7,28
Proteini - 1,95 + 5,72
Ribonukleinske kiseline oC'r“H + 5,08
Neutralni lipidi + 2,01 - 5,92
Glicerol fosfatidi + 0,04 - 4,63
Kvasac - 1,18 + 5,26
Polimerizacija - 2,3 6 « 2,36

Kako se iz tabele A vidi ~ za stvaranje - sintezu 
100 g suve materija kvasca iz glukoze kao supstrata potrebno je 
1,18 molova ATP~a, dok je za sintezu loo g suve materije iz eta- 
nola kao supstrata potrebno da stoji na raspolaganju 3»26 molova 
ATP~a0
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Medjutim, ove vrednosti su samo tcorijske, izračunate 
iz jednačina materijalnog i energetskog kilarisao Ako bi se iz 
ovih vrednosti izračunao Y ^ p  za kvasac Saccharomyces cerevisiae 
dobila bi se vrednost Y^^p = 19,01 g suve matcrije lcvasca po g 
molu ATP-a, ako se kao supstrat koristi etanol,

Vrednosti ko,ie Ja dobio VON MEYENBURG (1969) sa oksi-- 
dativni rast kvasca Sacch.aroir,;~ces cerevisiae na etanolu kao je-- 
dinom izvoru ugljenika za Y . = 6,8 - 7 ? 2 g suve materijo/g mo-
lu ATP-a„ Njegovi rezultati pokazuju da je etanol manje efikasan 
izvor ugljenika nego što je glukoza, jer je za Y^^p na glukozi 
dobio vrednost od Y^^p = 12« Razlog tome <je, prema VON MEYENGUR- 
GU (1969), što je, verovatno, potrebno više energi^e za put glu~ 
koneogeneze iz etanola0 Dalje smatra da je potrebno aktivirati 
svaku molekulu etanola uz učešće ATP-a posle oksidaci«je etanola 
do acetata i pre ulaska u TCA ciklus putem sporednog glioksilat- 
nog netaboličkog puta0 VON I1EYENBURG (1969) smatra da je u ovom 
slučaju upotrebe etanola kao izvora ugljenika tri puta veći 
"gubitak energije" za aktivaciju supstrata, nego kada se kao 
izvor ugljenika upotrebljava glukoza«

Istim problemom ispirivanja efikasnosti različitih 
supstrata bavila se LUGANAS (1973) i dosla je do rezultata za 
Y^tp upotrebom etanola kao izvora energije i uglfjenika za kva- 
sac Saccharom,yces cerevisiae Y ^ p  = 4,0 g suve materije 3rva~ 
sac po g molu ATP-a, dok je za kvasac uzgajan na glukozi pod 
aerobnim uslovima, dobila vrednosti za Y ^ p  = 7 , 5 ~ 12 g suve 
materije lcvasac pc g molu ATP-a (što je zavisilo od starosti 
lculture lcvasca) »

HERNANDES i JOHNSON (1967) uzgajali su kvasac Can- 
dida utilis, pod aerobnim uslovima, na etanolu i acetatu, i 
iskorišćenje kiseonika je bilo niše nego kada je ovaj kvasac 
uzgajan na glukozi kao izvoru ugljenikac Najvišu vrednost koju 
su dobili za pod pretpostavkom da ^e P/0 = 3, Oo bila
Yatp = 3* Oni su protumačili ovako nisku vrednost za Y^pp kao 
posledicu toga da je prilikom upotrebe ovih supstrata potrebno 
mnogo više energije nego što se dobija potreba izračunata iz 
poznatih puteva biosinteze0



Prema STOUTHAKER-u i BETTEMLUJSSEIU-u (1973) smatra 
se da je energija potrebna za održanje jednog mikroorganizma 
karakteristicna za taj mikrooi'ganizamo Prema VON I'iETEIiBUEG-u
(1969) energija potrebna za održanje kod kvasca Saccbarorrrco3 
cerevisiae iznosi 1,57 m mola iYTP-a po g suve materije i času0 
IIAPRISON (1967; 1969) je definisao ovu energiju za irvasac koji 
se uzgaja aerobno kao 0,1 g šećera/g SoiHo/h, dok je VAN UDEN 
(1971) ovu energiju definisao kao specifičnu brzinu održanja 
koja ima vrednost 0,012  ̂ za Saccharomyces_ cerevisiaee

9• Energija potrebna za druge svrhe

Pokazalo se da je razlika vrednosti eksperinentalno 
utvrdjenih za Y ^ p  i vrednosti koje se dobijaju izračunavanjem 
^ATP mo^e objasniti činjenicom da je energija potrebna ćeliji 
i za druge svrhe osim za stvaranje nove ćelijske maseo Ako se 
uzmu u obzir potrebe energije za procese transporta supstrata 
i energije potrebne za održanje života, još uvek se dobije ve- 
lika razlika. Ova razlika u potrebi energije može se objasniti 
kao potreba ćelije za organizovanje struktura unutar ćelija i 
čini se da je za ove potrebe potrebno utrošiti veliki deo ener- 
gije (OURA, 1972)o

IV ZAVISNOST ENERGETSKIH POTREBA EIKROBNIH ĆELIJA
OD IZVORA UGUENIKA

STOUTHAHER (1973) se bavio izučavanjem (izmedju os- 
talog) i problema energetskih promena do kojih dolazi u toku 
rasta mikroorganizama na supstratima kao što su na primer: 
laktat, malat i acetat. Za naša istrašivanja interesantni su 
zaključci do kojih je došao u vezi uzgajanja ćelija na acetatu. 
Da bi se jedan supstrat izučavao potrebno je poznavati puteve 
njegovog metaboliziranja. Kako se etanol asimiluje na taj na- 
čin što se oksidiše preko acetaldehida do acetata, značajno je
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navcsti zaključke koje je izneo STOUTIIAIIER za prinerm acetata 
kao izvora energije i ugljenikovih atoma za mikrobnu ćeliou« 
Formiranje jednog mola dikarbonske kiseline sa četiri uglje- 
nikova atoma odvija se iz dve moleirule acetil-CoA za šta je 
potrebno da se utroši 4 mola ATP~a,i to dva moia za transport 
acetata u m. 6eliju,i dva nola za prevodjenje acetata u acetil- 
CoA. Rezultate izračunavanja £'TOIJTRAiRIR-a (1973) dajemo u ta- 
beli 3 °

Tabela 5

Utrošak ATP-a za formiranje mikrobne ćelije iz lak-- 
tata, malata, acetata i neorganskih soii

Makromolekule JUtrošeni ATP (molax_ 10_ 
Laktat Malat

Polisaharidi:
G -6-P formiranje 61
polimerizacija 10
Proteini:
formiranje amino kiselina 148 
polimerizacija 191
Lipidi 27
KNA
formiranje nukleozidmonofosf.62 
polimerizacija 9
DNA
formiranje deoksi nulvleozid 
fosfata 14
polimerizacija 2
"tumover" mRNA 14

41
10

94
191
23

47
9

11
2
14

82
10

236
191
30

78
9

17
2

14

Ukupno: 538 444 689
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Utrošak ATP--a za procese 
transporta:
Izvor ugljenika 148 148 254
Amonijum joni 42 42 42
Kalijumovi joni 2 2 cl

Fosf at 8 8 8

Uloipni utrošak ATP-a 738 644 995
max  ̂ 10 o 000

^ATP ukupno utrošeni ATP 13,4 13,4 1 0,

Kako se iz izračunatih vrednosti, datih. u tabeli 5 
vidi, potrebno je mnogo više utrošiti ATP-a da se formira ćelij 
ski materijal iz laktata, a slično je potrebno i za formiranje 
ćelij skog materijala iz acetata i laktata« Za glukozu je, naime 
STOUTHATIER (1973) izračunao da je po gramu suve materije potreb 
no utrositi 347,1 x 10 mola ATP~a» Imajući ovo u vidu autor 
je zaključio da, izmedju ostalog, ova razlika u utrošku ATP~a 
potiče od potrebe laktata, malata i acetata da btidu transpor- 
tovani u ćeli.ju i da se pri tome troši velika količine energije 
Hedjutim, da bi. se znale potrebne količine utroška ATP~a za 
procese transporta, potrebno je da se znaju još mnogi podaci«, 
Kada ti podaci budu poznati moći će da se izvrši korekcija iz~ 
računatih vrednosti datih u tabeli 5 o

STOUTHAMER (1973) j© izračunavao vrednosti za P/ 0 za 
razlicite supstrate koji stoje na raspolaganju mikrobnoj ćeli- 
ji kao izvor energije i ugljenika0 U respiratornom lancu su 
prisutna tri mesta fosforilacije: to su mesta za oksidaciju 
NAD-H^, ali za oksidaciju malata i sukcinata postoje samo dva 
mesta za oksidaciju0 U toku oksidacije glukoze radi uporedje- 
nja, oksidiše se više NADH^ nego u toku oksidacije intermedije- 
ra ciklusa trikarbonskih kiselina0 To znači da će odnos P/0 za 
oksidaciju glukoze biti viši nego za oksidaciju intermedijera 
ciklusa trikarbonskih kiselina0 Treba još jednom naglasiti, da 
je potrebno količinu utroška ATP~a za transport jedinjenja u 
ćeliju oduzeti od količine stvorenog ATP-a oksidativnom fosfo--
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rilacijonio Prilikom upotreke acetata kao izvora ugl'jenika, po-- 
tretno je, takodje, oduzeti kolicinu ATP-a koja je potrebna 
da prevede acetat u acetil-CoAo Imajući sve ovo u vidu, ulcup- 
na količina proizvedenog ATP~a predpostavljac'ući puno eiierget- 
sko vezivanje na svakora mestu fosforilacije i deleci ovu vred- 
nost sa vezivanjem kiseonika, dobifja sc P/0 za giukozu: a500, 
za raalat P/0 = ?,50, za sukcinat P/0 = 2,43 a 2a acetat P/0 = 
2,25« HEHNANDEZ i J0HNS02T (1967) su u svoiae radu dali intere- 
santnu zavisnost izmedju brzine rasta, uslova rasta i vrednos- 
ti Yo za kvasac Candida utiliso Njihovi rezultati dati su u 
tabeli 60

Tabela 6

Uticaj brzine rasta i uslova rasta na vrednost Yo 
kod Candida utilis

Uslovi rasta Yo
g ćelija/g atomu 0 (iT1)

Glukoza 2 1,1 0,30
Glukoza + amino kiseline 21,4 0,68
Acetat 11,2 0 ,3 0
Acetat + amino kiseline 13,0 0,43
Etanol co 0 ,2 0
Etanol + amino kiseline 14,4 0,38

Znajući sve ove okolnosti koje utiču na parametre 
rasta prilikom njihovog izračunavanja, moraju se svi navedeni 
uticaji uzeti u razmatranjeo
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V ZAVISNOST AKTIVNOSTI ENZIMA KVASCA OD USLOVA RASTA

1 o Elekat p;lukoze na aktivnost enzina kvssca

Mehanizam koji kontroliše tip metabolizma u kvasnim 
ćelijana nasiva oe Pastcrov efekat (OURA, 1972)» Pasterov efe- 
kat se objašnjava na nelvliko različitih nacina«, SOLC, CANCEKO
i DELA PUEI'TTE (1971) su objavili da je Pasterov efekat uslov-
ljen prisustvon kiseonika u hranljivoj podlozi u kojoj se uz» 
gaja kvasaCo Medjutim, OURA (1972) je dokazao, da su istraživanja 
povezana sa ovim efektom dobijena sa ćelijama kvasaca koji se 
ne razmnožavaju (nije neophodan kiseonik) <>

U toku aerobne razgradnje šećera (glukoze, veliki 
deo hemijske energije se troši na eliminaciju etanola iz ćeli- 
je, ili drugih nizprodukata). Očigledno je da bi ćelija, uko- 
liko bi mogla da oksidiše glukozu do ugljen-dioksida i vode, 
stvarala znatno više energije po jedinici utrošenog šećerao 
Posledica toga je, da kad god je moguća oksidacija, ćelija ko- 
risti glukozu manjom brzinom nego pod anaerobnim uslovima0 Ovo 
smanjenje brzine iskorišćenja glukoze je najosnovniji i vrlo 
složen problem regulacije metabolizma, koji se uopšte naziva 
"Pasterov efekat'h Nasuprot potpunog razumevanja svrho Paste- 
rovog efekta, dugo se nije postiglo razumevanje ove pojave^

Da bi se mogao razuneti Pasterov efekat, potrebno je 
znati da postoji negativni Pasterov efekat ("Crabtree" - ofekat; 
1929)«> Do pojave ovoga efekta dolazi pod aerobnim uslovima kada 
se u hranljivoj podlozi nalaze velike koncentracije glukoze0 
Pod tim uslovima, metabolizam ćelija kvasca je anaeroban, i od~ 
vija se najvećim delom preko neoksidativnog formiranja etanola.

Ako je koncentracija glukoze veća od 1%, kod vrsta 
Saccharomyces, Pasterov efekat nije više efikasan« Čak i u pri~ 
sustvu vazduha degradacija glukoze, kod povećanih koncentracija 
ide skoro potpuno putem alkoholne fermentacije. Neke vrste Sa_cc- 
haro,myces razgradjuju glukozu glikolitskim putem do etanola, a 
zatim se adaptiraju na aerobnu asimilaciju etanola«, Ovaj efekat 
povećane koncentracije glukoze na kvasac naziva se "negativni
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Pasterov efekat" ili "Crabtree efekat"o
"Crabtree efekat" kod kjasca izgleda da je u kore- 

laciji sa inhibicijom terminalne oksidacije i restrikcijom sin- 
teze citohroma0 U prisustvu povećanih koncentracija glukoze 
normalne mitohondrijalne strukture polagano iščezavaju, a na- 
ročito unutrašnje membrane i kriste* Nakon što aerobni ineta-- 
bolizam smeni anaerobnu fermentaciju, degenerisane mitohondri-- 
je dobijaju ponovo normalnu strukturu0 Bvaki gubitak strukture 
mitohondrija ćelije, ima posledicu u metabolizmu, što zajedno 
sa delimičnim gubitkom citohroma, može biti razjašnjenje za 
"Crabtree - efekat"„ Od velikog broja ispitivanih kvasaca, oko 
polovina je pokazivala "Crabtree efekat", medju kojima većina 
pripada rodu Saccharomjces, Ovaj efekat važi za glukozu i za 
fruktozu, ali je mnogo manje izrazit kod manoze i galaktoze 
na koji kvasci rastu sporije0

Najprihvatljivije objašnjenje za Pasterov efekat dao 
je SOLS i sar., (1971) bazirajući svoja objašnjenja "na trećoj 
dimenziji" enzimologije, odnosno razjašnjenju mehanizma speci- 
fične regulacije enzimske aktivnosti, heterotrofnim alosterič- 
nih efekata koji uključuju povezivanje izvesnih metabolita za 
ključne enzime na mestima različitim od aktivnog centra (ili 
centara). Pored toga, posebno kod kvasaca, potpunc razumevanje 
ne bi bilo moguće bez razjašnjenja, koje je postignuto u pos- 
lednjoj deceniji, da je kataliziran (aktivni) transport kroz 
ćelijsku membranu prvi korak u iskorišćenju najvećeg broja mak~ 
romolekula u ishrani ćelije, što može biti ključni podatak.

Pasterov efekat se danas može objasniti kao posledi- 
ca regulatornog mehanizma, koji uključuje različite ključne 
enzime metabolizma glukoze0 Preko ovog mehanizma moguće je 
precizno i momentalno prilagodjavanje brzine korišćenja gluko- 
ze metaboličkim potrebama ćelije za energijom i ugljenikovim 
atomima« Za razumevanje regulacije metabolizma u celom siste- 
mu odlučujuća je činjenica da se dug put razgradnje glukoze 
uglavnom sastoji od dva osnovna pravca u anaerobiozi i tri u 
aerobiozio Ovi putevi su sledeći:

j
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1 . od ekstracelulame glukoze do glukoza -6-P;
2 . od glukoza -6-P do ATP-a i nuzprođukata ugljen 

u anaerobiozi ili do ATP-a i citrata u aerobio
3- od citrata ao više ATP-a, C0o i vode.

Sva_ci oa ovih. Lietaboličkih. puteva može biti kontr 
lisan alostcričnin "feed back” mehanizmora koji dcluje, bilo 
na prvu reakciju u ciklusu, ili na prvu ireverzioilnu reakci 
ju u svakom od ovih puteva. Pasterov efekat uključuje u sebc 
integrisanu seriju "feed back" mehanizama koji deluju jeđan 
na drugog (SOLS, 1967)-

GLUCOSE

ETHANOL♦ co2

Slika 17: Alosterična "foed back" regulacija metabolizma
glukoze u Irvascu i Pasterov efekat-

Kitohondrijsko cepanje ciklusa TCA i izvesnih meta 
bolita je, talcodje, prikazano na slici 17 "-" označava inlii- 
biciju a "+" označava aktivaciju. Specifični regulatomi ne- 
hanizam, koji je ulcljučen u Pasterov efekat u pekarskom kvas- 
cu,sastojr se od sledećih regulatomih stupnjeva i regulator- 
nih metabolizama:
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lo "Feed 'back” kontrola izocitrat dehidrogenaze ko- 
ja zavisi od NAh-a, prvi je ireverzibilni stLipanj 
u putu oksidacije citrata u TCA ciklusu, njenon 
zavisnošću u aktivnosti u fiziološkim uslovima 
od alosterične aktivacije AilP-a (HARHAWEY i ATKIN- 
SON, 1963)-
Kada je nivo energije u ćeliji visok - sa vrlo 
malim količnikom AHP/ATP, smanjenje aktivnosti 
izocitratdehidrogenaze omogućuje povećanje kon- 
centracije citrata u ćeliji i njeno korišćenje za 
stvaranje rezervnih masti ili povećanje "feed back" 
inhibicije prenosnim putevima, kao što sledi,

2 «. "feed back" inhibicija fosfo frukto kinaze, prvog 
ireverzibilnog stupnja u normalnom putu glukolize 
od flukoze - 6 fosfata, fiziološkim produktima 
ovog metaboličnog puta; ATP-om u anaerobiczi,
ATP-on i citraton u aerobiozi (SALAS i sar0,l965)« 
Alosterična kontrola ATP-om je pojačana vrlo ja- 
kim efektom alosterične aktivacije AJiP-a (SALAS 
i sarOJ 1968)o Inhibicija fosfofruktokinaze pove- 
ćava koncentraciju glukoza-6-P i na taj način 
pospešuje stvaranje polisaharidnih rezervi i "feed 
back" inhibiciju prethodnih puteva kao što sledi;

3- Alosterična "feed back" inhibicija kataliziranog 
transporta flukoze (heksoza) kroz ćelijsku mem- 
branu, prvi je korak u putu od ekstracelulame 
glukoze do glukoza - 6 -P (put fosfolilacije glu- 
koze), ovim produktom navedenog puta (SOLS, 1967; 
HERELIA i sar., 1968, ADAM I KOTYK, 1969)«

Varijacije unutar ovog glavnog okvira za objašnjenje 
Pasterovog efekta mogu se razjasniti dvema karakteristikama po 
kojina se tkiva ši'votinja razlikuku od kvasaca. Te karakteristi- 
ke su:

a) mitohondrijska izocitratdehidrogenaza u tkivima 
životinja se aktivira ADP-om pre nego sa AMP-om,
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b) "feed back" kontrola puta fosforilacije glukoze 
u najvećem iDroju životinjskih tkiva odigrava se 
na nivou prvog ireverzikilnog stupnja, heksokina- 
ze, ko,ja je u životin.jskin tkivima osetljiva na 
alosteričnu inlii'biciju glukoza -6-P (SOLS, 1968)»

U aerohiozi je najveći deo piruvata usmcren ka pot** 
punoj oksidaciji preko acetil~*CoA0 Do skretanja dolazi uz sma- 
njenje stepena potrošnje glukoze- Očigledna pronena količine 
stvorenog ugljen-dioksida se povezuje sa fundamentalnim smanje- 
njem stepena degradacije glukoze«

Represivni efekat glukoze ne zaustavlja se sano na 
enzimatskon nivou nego, takodje, utiče i na strukturu ćelije 
delujući represivno na forniranje mitohondrija (ROODYN i V/ILKIE, 
1968; LINNAUE i HALSAM, 1970; SCHATZ, 1970) 0 Pored toga, glukoza 
vrši represiju na forniranje mitohondrijalne DNA(BLEEG i sar., 
1972; NAGLEI i LINITANE, 1972) i pronitohondirjalnu sintezu pro- 
teina (GROOT, ROUSLIN i SCHATZ, 1972).

Promene koje se dešavaju u aktivnostima enzina TCA 
ciklusa kada jedan fakultativni nikroorganizan, kao što je kva- 
sac, hiva adaptiran na aerohnu fomu metaholizma su već dohro 
potvrdjene0 Značajno povećanje aktivnosti dokazano je, na pri™ 
ner, na enzimima koji vrše kondenzaciju citrata u izocitrat de-* 
hidrogenazi, koja je povezana sa NAD-om, funarazi, malat dehidro- 
genazi i glutanat dehidrogenazi, koja je takodjc povesana sa 
NAD~on (POLAKIS i BARTIT 1965; WITT, KRONAU i IIOLZER 1966,'
GOTS, 1967; CHAMPAN i BA/RTLEY, 1968; BECK i VON 3HEYENBURG, 1968) < 
Ovo povećanje aktivnosti navedenih enziria pokazuje, da za vreme 
prve fase eksponencijalnog rasta najveći broj enzima TCA ciklusa 
do nivoa 2-keto glutarata je prilično aktivno, dok ostali enzini 
ovog ciklusa nisu prisutni (POLAKIS i BARTLEY, 1965)« Ovo se 
slaže sa anaholičkom prirodon ovog ciklusa i ukazuje da se on 
u ovon slučaju, pre svega, koristi za stvaranje intemedijernih 
jedinjenja za sintetske procese (NURMIMEIT I SUOHALAINEN, 1968).

Kada se kultura kvasca adaptira na aerohni metaholi- 
zam, dolazi do pojave aktivnosti enzina glioksilatnog puta (po-- 
prečnog metaholičkog puta (POLAKIS i BARTEY, 1965; WITT i sar.,
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1966 a;GOS, 1967; BECK i VON MEYENBURG, 1968; CHAPMAN i BARTEY, 
1968), što ukazuje da ovaj put služi za regeneraciju oksal-ace- 
tata i spreman je da dalje funkcionišeo

Pretpostavlja se da su glikolitski enzimi kvasca kon- 
stitutivno prirode, uglaTOom sa visokom aktivnošću i da po- 
kazuju male varijacije u aktivnosti, sa promenama u okolnoj 
sredini, u odnosu na respiratorne enzime* Medjutim, pokazalo se 
da aktivnost ovih enzima zavisi u izvesnoj meri od količine glu- 
koze i brzine glikolize0

Interesantno je proučavanje aktivnosti enzima alkohol 
dehidrogenazeo Alkohol dehidrogenaza prema HEICK-u (1972) igra 
centralnu ulogu u metabolizmu kvasca. Proizvodnja etanola, kraj- 
njeg proizvoda glikolize, zavisi od prisustva aktivnosti ovoga 
enzima, slično kao i korišćenje etanola kao izvora energije i 
ugljenika za rast.

U pekarskom Irvascu postoje najmanje tri izo enzima 
alkohol dehidrogenaze koje zavese od nikotin adenin dinukleotida» 
Alkoholdehidrogenaza I je prisutna u toku eksponencijalne faze 
rasta na glukozi. Tokom dugog rasta na glukozi, ili tokom rasta 
na etanolu, pojavljuje se aktivnost drugoga enzima alkohol de~ 
hidrogenaze II, Oba ova navedena enzima su ekstra mitohondrijal~ 
na, Alkohol dehidrogenaza III sreće se u mitohondrijama, kako 
u ćelijama koje rastu na glukozi, tako i u ćelijama koje rastu 
na etanolu (HEICK i sar», 1969 • HEICK (1972) je ispitivao u- 
ticaj nedostatka respiracije na aktivnost alkohol dehidrogenaze 
kod pekarskog kvasca. Autor je dobijao respiratome deficiente 
reverzibilno (dodavanjem hroranfenikola u hranljivu podlogu) i 
uslovljene mutacijom izazvanom pomoću akriflavina. Ove ćelije 
sa nedostatkom respiracije, kao izvora ugljenika za rast, nisu 
mogle da koriste etanolo Znači, došlo je do inaktivacije alko- 
hol dehidrogenaze II, Pored toga što su ovi antibiotici negativ- 
no delovali na alkohol dehidrogenazu II, smanjili su aktivnost 
i izocitrat lijazi, enzimu glioksilatnog ciklusa. Nakon izvrše- 
nih eksperimenata, HEICK je zaključio, da se ni jedna od dehi- 
drogenaza etanola koje zavise od NAD ne mogu posmatrati kao kon- 
stitutivni enzimi kod kvasca Saccharomyces cerevisiae. Dalje je
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zaključio, da faktori, koji utiču na aktivnost alkohol dehidro- 
genaze II, utiču i na aktivnost izocitrat-lijaze.

YOTOSUYANAGI (1962) je zapazio da tokom rasta na glu~ 
kozi dolazi do razvitka mitohondrija u ćelijama pekarskog kvas- 
ca pre nego što nastupi sekundarna faza rasta na nakupljenom 
etanoluo Rezultati HEIOK-a (1972) ukazuju da do formiranja alko- 
hol dehidrogenaze II i izocitrat lijaze dolazi tek nakon što 
kvasac stekne sposobnost respiracije. Ovo obavezno .razvijanje 
izvesnih mitohondirjalnih funkci.ja pre pojave sistema glukone- 
ogenaze, takodje je pretpostavljenc i na osnovu rada koga su 
objavili SZABO i AVERS (1969)-

Znaci da aktivnost alkohol dehidrogenaze II i izoci- 
trat lijaze znatno varira zavisno od stanja razvitka mitohondrija

Izvestan broj drugih radova MAITRA i LABO, 1971; HOMM*- 
ES, 1966) ukazuju da alkohol dehidrogenaza u kvascu biva reprc— 
sirana glukozom.

2o Efekat kiseonika na aktivnost enzima kvasca

Teško je oceniti stepen do koga prisustvo kiseonika, 
ili odsustvo glukoze utiče na indukciju respiratornih enzima.

CHAPMAN i BARTLEY (1968) su ispitivali efekat kiseo- 
nika na glikolitsku adaptaciju. Oni su zasejali kvasac i uzga-- 
jali ga aerobno i anaerobno sa visokom koncentracijom glukozec 
Pri ovakvim uslovima ogleda, deo enzima TCA ciklusa i glioksi* 
latnog metaboličkog puta pokazivao je sličnu aktivnost. Najvo- 
će razlike su pronadjene u aktivnosti enzima koji su najbliže 
povezani sa sistemom za transport eloktronao Glukoza, čak i pri 
visokim koncentracijama (30%), nije u stanju da blokira formira- 
nje citohroma u potpunosti (REILLY i SHERMAN, 1965)

Kiseonik nije uključen u stvarne reakcije TCA cik-- 
lusa ili u druge reakcije koje su opisane0 Vodonik koji se uklanja 
iz intermedijernih proizvoda na nivou dehidrogenaza u ovom proce- 
su se prenosi na molelcularni kiseonik putem respiratornih nosača, 
flavoprotoina, hinona i citohroma.



SIONIMSKI (1953) je otjavio, da kada so Gaccl:aroniyces
cerevisiae nzgaja pod striktr.o anaero'bnim uslovina, tada nerna
znatnu respiratornu aktivnost i nedostalu nu citohromi aa,,3’b, i c c Normalan sistem respiratornih enz.iina se sintetiše ka-■ 
da .kvasac hiva aerobno kultivisano

Prenia TOT-u i DAMSSCHK-u (1957) postoji odredoena 
koncentracija kiseonika u hranljivoj podlozi iznad koje ne do~ 
lazi do povoćanja respiratorne aktivnosti« BROWIT i JOHHSON (1971) 
su objavili podatke da je ta granica 1 , 5 - 5 mikromola kiseonika, 
a prema drugim autorima TERUI, KAOTO i SASE (1960), brzina res~ 
piracije je skoro zasićena pri koncentraciji od 1 mikromola rast-- 
vorljivog kiseonika po litru hranljive podlogec

Citohromni pignonti, porfirinska jedinjenja sa gvož- 
djem, srodna hemoglobinu, koja je otkrio KEILIN (1925) 1 dac im 
rmena, predstavljaju esencijalne članove niza respiratornih en- 
zima0 Na slici 13 prikazana su citohromna jedinjenga sa gvoždrjem 
iz citohroma a, b i c i hemina iz hemoglobinao
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R R

(O (d)

Slika 18: (a), (b) i (c) su porfirinslva Jedinjen^'a sa pvož- 
djem iz citohrona a, b i c; (d) ĵe poriirin sa 
ipvoždj'en iz henina hemoglobina.

(1958).
Struktnru porfirina citolirona isuitao rje TIILGIISÎ

I\Ta osnovu radova KEILIN-a i S U iT E R Ii (1953) i 
CL (1952) poznato Je, da se u tolcu 'biološke oksidacije vodo 
nik transforniše duž lanca respiratornih jedinjenja na sle- 
deći način:
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Vodonik supstrata 
non - vitamin Q —

NAD'
—  .citohroro b

citohron a^ — *

f lavoprotein — *- ( — ubihi-
citohron c — cito- 

kiseonik, uz nastajanje vod.e
Učešće citohroma b i njegova tačna lokacija 303 uvek 

su u pitanjUo Dehidrogenaza prenosi vodonik na NAD+o Flavoprote- 
in prihvata vodonik od NADH^ i u dve faze prenosi elektrone na 
citohrome, pri čemu se istovremeno oslobadja vodoniČni jonc Opšti 
put od citohrona do kiseonika može se predstaviti na sledeći na~ 
čin:

citohron b Fe+++

i tcit-ohrom b Fe++

citohrom c Fe

citohrom c Fe

-j—++

++

citohrom a Fe

citolirora a Fe

+ + +

++

citohrom a^ Fe

citohrom a7 Fe

+++

++

Prenos elektrona omogućuje promena valetnosti central* 
nog atoma gvoždja - porfirina citohroma0 Kinetika respiratornih 
enzima i specifična uloga koju igraju metaloflavoproteini, por- 
firinska jedinjenja, hinoni, tokoferoli i metali, kod prenosa 
vodonika, i kod reakcije fosforilacije, 30Š uvek su predmet mno- 
gih istraživanja. U toku ovoga rada odabrali smo citohrome kao 
članove respiratomih enzima, jer je poznato da pokazuju jake 
apsorpcione linije u vidljivom delu spektra, što omogućuje da 
se promene citohromnih jedinjenja prate kod celih ćelija kvasca 
upotrebom spektrofotometra»



Tabela 7

S p : ktri c itohrona Imasca

Autori kvasac
Prethodni Temperatura 
tretman ispitivanja

Apsorpcione
trake

kvasca taTasna du- 
žina nn

KEILIN
(1953) pekarski bez sobna 6o3, 565, 

55o, 523

SLONIMSKI
(1953) pekarski bez sobna

603,563-564- 
55o-551,532 

_ £ 2 1 __________________________________

SLONIMSKI
(1953)

pekarski
mutant

anaerob * 
kultivac o

sobna 58o, 54-9-55o, 
52o

SLONinSKI
(1953) pekarski anaerobna 

kultivacija sobna 58o, 557-559 
55o

LINDENMAYER 
i ESTABROOK pekarski 
(1958)

anaercbni
rast - 1 7 0 ° c

557,5 551

LIlH)EimAYER 
I ESTABROOK pekarski

anaerobni 
rast i 
aeracija -  1 7 0 ° c

6o5, 56o, 
551, 54-9, 
525

CHAIX i HEY- 
MAN-BL/dTCHFT 
(1959) pekarski

anaerobni 
rast i sa- 
kupljanje 
u eksponen- 
cioalnoj 
fazi

-  i 7 0 ° c

54-7,5; 
558, 552

CHAIX i 
HETILHT- 
BLANCHET

pekarski
anaerobni 
rast i sa~ 
kupl^anje na 
kraju rasta

-  1 7 0 ° c

63o, 585, 
574,5

CHAIX i
HEXHHT-
BLALTCHET

pekarski
kao prethodni 
ali nekoliko 
minuta aera- 
cije

-  1 7 0 ° c

6 0 5, 565, 552, 550

Kako se iz tabele vidi, pod anaerobnim uslovima nema 
a^ na 603 mi a apsorpciona traka ovog citohroma pojavljuje se
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već i'akon nekoliko minuta aeracije što pokazuje tok sintese 
tog jedinjonja pod aerotnim uslovimao

HEMTESSY (1962) je postavio sledeću radnu hipotezu 
puta sinteze citohrona u kvasnim ćelijama:

(i)
Pirogroždjana
kiselina

+
glicin

A alfa-amino-beta- 
keto adipinska 
kiselina

B d - am. ino 1 e vu~ 
linska kiselina

Protoporf irin 
IX

D "nedinjenje 583 m "  
(mioglobin ?)

E anaerobioza G

citohrom b-
jedinjenje
5A9 nn

H

"citohrom a1

citohrom b 
citohrom a

citohrom a-
mesto 
mutacije

citohrom
c

ili alternativno:

D citohrom
bn

E

anaerobioza
| jedinjenje 

 --- — — i 549 nm
mutacije \

"jedinjenje \ \
53 5n"

- (mioglo- 
bin?)

citc- '
hrom
a-,

citoliron
c

cito- 
— ► hrom 

a

citO'
hron
a3

citohrom
b
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Mutacije mogu dovesti do blokiranja enzima na mestu 
F kod biosinteze citohroma aa^ koga nema u respiratomim mu- 
tantima« U prilog ovoj pretpostavci ide i Čin^jenica, da se lcod 
respiratornih mutanata posle neprekidne kultivacije u prisustvu 
vazduha, može detektovati prisustvo citohroma h, što ukazuje da 
odsustvo citohroma h kod respiratornih nutanata može titi posie-- 
dica male količine vezanog kiseonika izazvane očruck.'om citohro--
ma aa-. op

Pekarski lcvasac nože rasti i razmnožavati se i pod 
uslovima potpune anaerohioze, pri čemu mu je rast ograničen ras-- 
položivim količinama ATP-a, i može sasvim prestati ako količina 
ATP-a nije dovoljna za obezhedjenje energije potrebne za realcci- 
je metabolizma, Ovo ograničenje energije raspoložive (u vidu 
ATP-a) može biti zamenjeno drugim izvorima energijeD STIER i sar 
(1950, a i b) su u svojim ogledima pokazali da alco je u podlozi 
prisutan ergosterin ili neka masna kiselina (kao na primer ole*- 
inska lciselina) • ANDREASAR i STIER (1953) i ANDREASAIT i STIER 
(1954-) i AITDREASAIT i STIER (1956) su pokazali da pekarski kvasac 
uzgajan na podlogama sa ergosterinom i kvasnim ekstraktom može 
rasti približno istom brzinom u odsustvu kiseonika kao i u aeri- 
sanoj podlozi*
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Polazeći od Klasičniii postulata tehnologije proizvod-* 
nje pekarskog kvasca da sc ne sme prekoračiti koncentracija eta- 
nola od 3 vol« % u toku proizvodnje matičnog kvasca, i znajući 
do kojih rezuitata je došao DREWS i HESSLER (1967)? želeli smo 
u ovom radu da ispitano do kakvili promena dolazi u kvasnin ćeli- 
jama kada se uzgajaju na etanolu kao jedinom izvoru ugljenika*
Tu zavisnost srno ispitali postepenim povećavanjem koncentracije 
etanola u hranljivoj podlozi, u kojoj smo uzgajali pekarski kva- 
sac Saccharomyces cerevisiae pod aerobnim uslovimac U našim ra*- 
nijim istraživanjima utvrdili smo (KH/iJOVAI\T, Pejin 1972) da se 
etanol direktno dodat u hranljivu podlogu (egzogeni) daleko teže 
asimiluje pomoću ćelija kvasca (enzimske aktivnosti su niže, in- 
tenzitet disanja je smanjen) nego etanol koga su stvorile same 
ćelije pod anaerohnim uslovima iz glukozec

Da bismo utvrdili kako povećanje količine stvorenog 
etanola utiče na metabolizam kvasnih ćelija, kada one koriste 
taj etanol kao izvor ugljenika i energije, izvršili sno u toku 
ogleda sledeća odredjivanja:
- u toku anaerobne faze pojedinih ogleda stvorene su odredjene kon • 

centracije etanola koje su nam u aerobnim uslovima služile kao 
izvor ugljenika za kvasne ćelije,

- u toku aerobne faze ogleda uzimali smo uzorke kvasca i vršili 
smo sledeće analize:
a) odredjivali smo metaboličlru aktivnost intaktnih kvasnili ćeli- 

ja na glukozi i etanolu kao supstratu l/arburgovom tehnikom 
(UNBERT, 1970)o Ovo odrcdjivanje imalo je za cilj da nam po™ 
kaže koji metabolički put preovladjuje u kvasnim ćelijama0

b) Pored toga, odredjivali smo sadržaj citohroma (respiratornih 
pigmenata) da bismo utvrdili zavisnost njihovog sadržaja od 
različitih koncentracija etanola koji se koristi kao izvor 
ugljenika i energije za lcvasne ćelije,

c) da bismo konkretno mogli da utvrdimo da li je intenzitet đe~ 
lovanja enzima glioksilatnog ciklusa podložan uticaju kon~ 
centracije etanola u hranljivoj podlozi, odredjivali smo u 
toku aerobne faze ogleda specifičnu aktivnost izocitrat lija- 
ze enzima koji razgradjuje izocitrato Produkt ove razgradnje,
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glioksilat služi kao baza malat sintetazi da uz prisustvo 
acetil-CoA i glioksilata sintetiše malat koji je intormedi** 
jer TCA ciklusao
Da bismo utvrdili da li povećanje koncentracije etanola u 

hranljivoj podlozi utiče na aktivnost enzim a TGA c iklusa, od*- 
redjivali smo u tolcu svih ogieda(aerobne faze) specifičnu ak- 
tivnost malat dehiđrogenaze. Znaoući. da alkohol dehidrogcnaza 
ima tri izoenzima (HEIK, 1971) postavili smo, iz medju osta- 
log, sebi zadatak da ispitamo kako zavisi specifična aktiv- 
nost ovoga enzima od koncentracije etanola u polaznoj hranlji- 
voj podlozi, jer ovaj enzim treba da u toku anaerobne faze 
ogleda stvori odredjene količine etanola, a zatim da ga u to- 
ku aerobne faze ogleda uputi u metaboličke puteve preko ace- 
til-CoA koji se ugradjuje preko malat sintetaze u malat (in- 
termedijer TCA ciklusa)o

U toku rada došli smo do rezultata da se sa povećanjem 
koncentracije etanola u polaznoj hranljivoj podlozi smanjuje res- 
piratorna aktivnost int&ktnih ćelija /metabolička aktivnost (na 
glukozi i etanolu) i sadržaj citohroma/ što se ogleda u smanjenju 
sposobnosti lcvasnih ćelija da proizvode ugljen-dioksid iz glukoze 
i sposobnost da vezuju kiseonik« Pored toga smanjene su specifič- 
ne aktivnosti izocitrat lijaze, alkohol dehidrogenaze i malat de- 
hidrogenaze« Najmanje smanjenje je utvrdjeno kod enzima alkohol 
dehidrogenaze, što je i razumljivo, s obzirom na činjenicu da se 
aktivnošću ovoga enzima i stvorila visoka koncentracija etanola. 
Možemo, dalcle, zaključiti da je primenom etanola u visokim koncen- 
tracijama (oko 1 1 ,5 volo %) došlo do kompletnog poremećaja u meta- 
bolizmu kvasnih ćelijaQ Zbog toga smo, u drugom delu ovoga rada, 
želeći da na neki način ublažimo inhibiciju visokih koncentracija 
etanola, proučili skoro svu nama dostupnu literaturu o specifičnom 
ponašanju Irvasca Saccharomjces cerevisiae, pa smo pronašli i neke 
rezultate ogleda koje je izvršio HERING (1967)«

HERING (1967) je, naime, dokazao svojim radom da kada 
je 6% rastvor kazeina inkubiran na 57°C uz dodatak 1 ml pljuvačke 
(pH sredine je ^ie 7*0) i nakon 24- časa, pri datim uslovima, kazein 
se dejstvom proteolitskih enzima pljuvačke razgradio i kao rezultat 
razgradnje odredjena je koncentracija nastalog tirozina (pomoću
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Foiin testa)o Pored toga, u paralelne probe postavljene su sa 
dodatkom rastvoru kazeina po 1 ml acetona (u drugu probu), a u 
treću probu u rastvor kazeina dodato je 1 ml rastvora tripsina., 
Aceton u drugoj probi i tripsin u trećoj probi dodati su kao ak~ 
tivatori proteolitskih enzimaD Nakon isteka 24- časa, odredjen je 
sadržaj tirozina u sve tri probe0 U uzorku u kome jc dodata sano 
pljuvačka kao izvor proteolitskih enzima oslobodjeno je 1703 +.
152 gana tirozina, u drugoj probi (gde je uz pljuvačku dodan ace~ 
ton) oslobodjcno je 2121 _+ 137 gama tirozina, a u trećoj probi 
(gde je pored pljuvačke dodan tripsin) oslobodjeno je 2128 + 206 
p.;ama tirozina0 Kako se vidi iz iznetih rezultata IIERING-a, aceton 
ima značajan efekat u smislu aktivacije proteolitskih enzima« Ovaj 
efekat je vrlo sličan efektu dodavanja tripsina0

Još veće interesovanje o primeni acetona kao jednog ak~ 
tivatora u smislu proteolize ili nekog drugog efekta izazvale su 
konstatacije nadjene u knjizi izdatoj od BARNE (1972)«» BARNA je 
eksperimentalno dokazao da aceton pogodno davan čoveku uništava 
umnožavanje normalnih ćelija (manje), a maligne - blastonske ćeli- 
je potpuno rastvarao Odgovarajući potvrclni rezultati dobijeni su 
i kod primene acetona na životinje (GAVEZ, 1973 lično saopštenje)o 
BARNA (1972) je ovo razaranje ćelija pripisao delovanju acetona 
na važni lipoproteidni kompleks svih ćelija, a GAVEZ (1973) <je taj 
efekat acetona tumačio aktiviranjem celog komplcksa disanja.

Uzevši sve ovo o acetonu u obzir i znajući:
- da se stvara u -dioksi obiiku u glikolitskom ciklusu,
~ da se pojavljuje u glukoneogenezi (tehničko dobijanje glicerina),
~ da može odgovarajućim nehanizmima (direktno dodat kao^supstrat) 

da se metabolizira u pirogroždjanu kiselinu ili u sirćetnu kise~ 
linu i mravlju kiselinu

mi smo u ovom radu želeli da ispitamo, da li će, možda, aceton
aktivirati i enzime disanja ćelija kvasca koje rastu na visokim
koncentracijama etanola0 Da bismo to utvrdili, postavili smo ceo
niz ogleda u kojima smo kvasac Saccharomyces cerevisiae pod aerob--
nim uslovima uzgajali u hranljivoj podlozi u kojoj je pod anaerob-
nim uslovima stvorio odredjene količine etanola0 Na početku aerob-
ne faze, kada smo dodavali potrebne količine hranljivih soli, vi--
tamina i biosa, dodavali smo i različite količine acetona.
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M A T E R I J A L  I H E T O D E  R A D A

A o Radni milcro organi zan

U svim eksperirnentiraa npotrebljavan je kvasac Gacc-• 
haroiryces cerevisiaeo Čista I-oiltiira uzeta je iz jedne faUrike 
pekarskog kvasca, a fabrika je dobila o\m čistu kulturu iz zUir- 
ke Instituta za istraživanja "Mautner-Markoff" iz Beča0 Čista 
kultura čuvana je na sladnom agaru, a pre početka eksperimenta, 
uzgajana je na podlozi koja je korišćena u daljim eksperimenti- 
mao

Dobijanje matičnog kvasca

Kultura kvasca je umnožena do potrebne količine za 
ogled pod aerobnim uslovima na podlozi koja je korišćena u ek- 
sperimentima. Svi eksperimenti su vodjeni pod sterilnim uslovi- 
ma, a kvasna kultura nakon završenog ogleda upotrebljavana je 
kao matična kultura za drugi ogledo Na ovaj način, kvasac se 
postepeno adaptirao na sve veće koncentracije etanola. Nakon 
završenog ogleda, da bi se obezbedilo da se u sledeći ogled u- 
nose samo žive ćelije, lcultura je pod sterilnim uslovima zase- 
javana u odredjenom razredjenju na petri ploče i 4-8 časova in~ 
kubirana na 30°C. Sa ploča su pod sterilnim uslovima prenošene 
kolonije u hranljivu tečnu podlogu i tako dobijeni kvasac je 
služio kao matiČni kvasac za sledeći ogled.

Bo Hranljiva podloga

Prilikom odabiranja podloge vodili smo računa da upo~ 
trebimo hranljivu podlogu koja obezbedjuje minimum svih neophod- 
nih faktora za rast i razmnožavanje kvasca. Pregledom literature 
koja je proučavala sastav pekarskog kvasca, izračunate su potre- 
be za fosforom i azotom, a izvršenim analizama pepela kvasca,
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izrač'unato su potrete za mineralnim eleaentima (WHITE, 195^; 
BAHTTLEI, 1960), I sto tako, izvršena odredjivanja sadržaja po- 
jedinih vitamina n lrvasnim ćelijama (¥HITE, 1954-; KERAI'TEN, 1962) 
dal su potrebe za vitaninima= U tabeli 8, dat je pregled nekih 
hranljivili podloga koje su opisane u literaturi i korišćene za 
uzgajanje kvasca, do sada=

U istoj tabeli su količine neorganskih soli i fakto- 
ra rasta dati tako da su dovoljne za dobijanje 100 g kvasca. Po- 
red ovih soli i faktora rasta za 100 g kvasca, potrebno je 200 g 
glukoze (OURA, 1972)» Na ovaj način dozirane količine faktora 
rasta su bliske procentualnom sastavu suve materija kvasca. Iz 
navedenih vrednosti (tabela 8) se vidi da i sastav hranljivih 
podloga varira u prilično širokim granicama* Tako, na primer, 
sadržaj azota se kreće od 2 - 47 g/1, gvoždja 0,83 do 372 mg/1, 
bakar od 10 do 21 mg= U nekim podlogama potpuno je izostavljen 
.kalcijum, mangan i cink za koje se smatra da su neophodni 
(OURA, 1972)=



Tabela 8
Elementi i vitamini kod nekoliko podloga koje se koriste za uzgoj kvasaca

Olson i Wiker- Maxon White Mc 0 Murr- Pichter Kaut- Von Rikard i sarD
Joimson hamova i John- (1934) ough and 1968 zmann Mey$n 1969 c podloga
(1949) (1951) son Rose Media (1969) Burg za kvasac sa
standar0 (1953) (1967) Bhodo+ (1969a) malim i vis.
podloga asparag O sadrzajem

C -- nešećeri g 24 _ 4 ,9 8 . — 3,5 — 6,6 240 - 13,5
N neorganski g 14,6 21 14,6 3,22 8,5 8,2 6,75 11,4 46,6 - 2,58
N organski M 10,6 - - “ - 3,2 — 1,9 68 - 3,79
P 11 33 4 , 5 5 33,2 1,32 2,73 2,64 1,16 2,45 103 - 5,7
K 1,15 5,8 1,15 6.9390 3,45 1,00 3,04 3,09 117 - 6,5Mg mg 494 990 490 395 296 137 354- 2030 - 113
Na 3 0 ,7 9 5,34 0,98 -- - 59 - 153 - 0,85
Ca - 590 - 137 183 122 360 79 267 - 14,8
Fe M 3 0,83 3,00 3,04 0,41 31 7,6 12,3 372 - 2 1 ,7
Cu 0 ,5 0 0,20 0,49 0,01 0,10 7,9 0,76 1,82 21 - 1,20
Zn 8,0 1,82 8,0 0,31 - 1 ,5 1 9,8 107 - 6,0
Mn - 2,6 — - 1,49 - 0 , 5 2 102 - 5,7
B mg - 1,75 - - - - 380 - 3500 - 194
I - 1,5 - - - - 3,8 - —

Ni — - - - - 3,8 -- -

M c - 1590 — — - - -- - -

Co — — — - - - 3,9 - 20 - 1,10
A1 — - — — — - 380 - -

Sr0 M — - — - — - 380 - -

Thiamin (HCl)mg 80 8,0 88 0,76 4,00 40 100 3,33 - 0,19
PilDoflavine M — 4,0 — 0,38 — 0,04 — 0,11 6 ,7 - 0,37Piridoxine(HCl) • 20 8,0 24 3,73 4,00 10 - 22 8,3 - 0,46
Nicotinska k /£, M ... 8,0 - 19 8,0 0,80 - 2,15 133 - 7,4
P-aminob.kiSo M — 4,0 — 1,14 — — — - -

Polna kiselo M — 0,04 — — — — -

Biotin M 0,40 0,04 0,4 0,04 0,04 1—1r>
O 0,15 0,72 0 , 3 3 - 0 ,0 2

Pontoteinet M 10 8,0 10 1,89 4,0 20 30 11 17 - & 93Inozitol M 200 40 200 19C 40 403 608 438 300 -
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Podloga koju 
sledeći sastav:

Glul:. sa

ara^)2so^ f
H.PO^ (85%)
KCl
NaCl
CaCl2* H20 
Mg Cl2 * 6 H20 
Fe S0^(NH4)2S04 6H20
MnS0Z|_»H20
CuSO * 5Ho04 2
Zn S0^*7 H^O 
CoSO^ -7 h2o 
Na^MoO^* 2H20
h 5b o 2
KJ
NiS0^>6H20 
Thiamin HCl 
Pyridoxine °HC1 
Nikotinska kiselina 
D- biotin 
Ca- D- Pantoteinat 
meso - inositol 
kvaščev ekstrat 
KH2P04

smc koristili u ovome radu, imala ,je

varirala je od ogleda do ogle" 
da i njena vrednost data je 
u toku svakog ogleda

12,0 g/1
1.6 nl/1
0 , 1 2 g/ 1  

0,06 g/ 1  

0,09 b/i 
0 ,5 2 g/ 1

0,055 s/1 
3,8 mg/1 
0,5 ml/1
2.3 fig/ 1

2.3 Ug/1
3.3 p-g/1
7.5 Pg/1
1.7 pg/1
2.5 fig/1
5 . 0 mg/ 1

6 . 2 5 mg/1
5 . 0 mg/ 1  

0 ,1 2 5 mg/ 1

6 .2 5 ng/ 1  

125,0 mg/ 1  

0,75 g/1
1.5 s/1
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Uslovi kultivaci.je

Ogledi su vršeni na konstantnoj temperaturi 30°C pri 
pH od 4,2 do 4,6o Korekcija pH je vršena dodavanjem 10% rastrora 
amonijaka0 Ukupna zapremina hranljive podloge bila je 5 litara= 
Progenerator u kome su izvodjeni oglodi ima ugradjenu mešalicu 
sa loOOO obrta u minutUo Mešalica je takve konstrukcije da se 
kroz nju uduvava sterilan vazdub što omogućava bolje rastvara- 
nje vazduha u hranljivoj podlozi- Pre početka ogleda progene- 
rator je pripremljen tako da se obezbedi sterilan rad. U pripre- 
mljen progenerator ulivana je podloga koja je sadržala odredjenu 
koiičinu sl-ujcoeo, hranljivih soli, faktora rasta i matični krasa^. 
Bez uvodjenja vazduha, iz glukoz-© s« s'trvr̂arial#. od-radnona količina 
etanola koja je naznačena na pocetku aerobne faze svakog ogleda» 
Kada je u podlozi stvorena željena količina etanola, uključivan 
je kompresor i dodate su odredjene količine hranljivih soli i 
vitamina, koji su potrebni kvascu u toku aerobne faze ogleda0 
Na ovaj način, pod anaerobnim uslovima, stvoreni etanol služio 
je u aerobnoj fazi ogleda kao izvor ugljenika i energije0 Izvo- 
djenje obe faze ogleda u istom progeneratoru imalo je za cilj 
i da obezbedi sterilne uslove rada, Količina dovedenog vazduha 
80 1/1,h je dovoljno da obezbedi pravilnu progeneraciju kvasca.

Co ANALITIČKE HETODE 

Glukoza i etanol

Sadržaj glukoze odredjivan je po metodi BERTRANA (1964), 
a sadržaj etanola metodom pomoću piknometra» Procentualni gubici 
etanola, uzrokovani intenzivnim provetravanjem hranljivog medi- 
.juma, odredjeni su na taj način, što je izlazeži gas prolazio u 
toku 1 časa kroz 100 ml vode, koja se nalazila u boci smeŠtenoj 
u ledenom kupatilu« Nakon isteka ovog vremena odredjivan je sa- 
držaj alkohola u ovom rastvoru pomoću piknometra«
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Meta'boličke aktivnosti. intalitnih. ć^iija kvasca odre— 
djivana je uol)iča.nenoH War‘burg~ovon telmikom0

Suspcnzija koja je unošena u reakcione posude sadrža- 
la je 10 mg svežeg kvasca u 2,3 ial 0,02 Ii citrat/fosfatnom puferu 
na pH = 4,5 (Nc Iluaine, 1921) koji je sadržao 2,3 ^g glukoze0 
Temperatura odredjivanja je bila 30°Co Aktivnost kvasca u oksi- 
daciju etanola, odredjivana je merenjem iskorišćenja kiseonika 
od strane 20 mg svožeg kvasca u 0,025 M rastvo2?u etanola koji 
je napravljen u 0,02 M citrat/fosfatnom puferu pH = 4,5« Meta- 
bolička aktivnost naacetonu kao supstratu, odredjivana je u 
0 ,0 2 5 M citrat/fosfatnom puferu koji je sadržao 0,001 ml ace~ 
tona po ml i 10 mg svežeg kvasca po ml*

Svi rezultati su izraČunati u mililitrima gasa lccji 
se oslobadja, ili troši, u toku 30 minuta po 10 g suve materije 
kvasca.

Metabo1icka aktivngst

Sadržaj citobroma

Sadržaj citohroma u intaktnim ćelijama kvasca odredji- 
van je metodom koju su predložili i razradili OURA. i SUOMALAIHEN 
(I970)o Metoda se sastoji u sledećem: 1 g kvasca suspenduje se 
u 0,02 M fosfatnom puferu (pH 5*6) koji je sadržao 0,01 M KCl na 
litru i 0,04% MgSO^. Kvasac se, zatim, redukuje dodavanjem male 
količine čvrstog natrijum ditionata u suspenziju. Nakon 15 minu- 
ta suspenzija je filtrirana na "Pyrex~glass ” filtru No 4 (koji 
ne propušta kvasne ćelije)• Dobijena ćelijska pasta preneta je 
u kivetu sa optičkim putem od 0,1 cm0 Držač uzorka u spektrofo- 
tometru treba da je podešen što je moguće bliže fotomultiplika- 
toru. Kao referenca za apsorpciju upotrebljena je odredjena ko- 
ličina transparentnog papira koji je utisnut izmedju stakala 
druge kivete koja služi kao slepa proba. Apsorpcioni spektar 
uzorka kvasca odredjen je podešavanjem pisaca na 0 pri talasnoj 
dužini od 650 milimikrona i snima se spektar od 650 talasne du- 
žine do 400 milimikrona. Sadržaj citohroma u kvascu se izračuna-
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va umanoivanoein vrednosti ukupne apsorpcije za vrednost apsorp- 
cije nespecifičnog porekla kod apsorpcione trake koja se posmatra

E - Eb = Ec = e c x d x C
gde ce:
e - noralni ekstinkcioni kc ficiont sa citohron
d - optički put kivete u cn
C - koncentracija citohroma, mola/litru lrvasca„

U odredjivanju sadržaja citohroma u intaktnoj ćeliji
lcvasca upotrebl«javali smo molarne ekstincione koeficiente koje
su za odredjivanje sadržaja citohroma predložili autori metode0 
Sadržaj citohroma aaz (citohrom c oksidaze) izračunavali smo iz 
očitane razlike u visini i molarnog ekstincionog koeficienta 
"^mn” - 18,8 na talasnoj dužini 60^ nm (alfa traka) i sa molar- 
nim ekstincionim koeficientom od = 100 za talasnu dužinu
od 444 - 445 nm (gama traka)« Za odredjivanje citohroma h koris- 
tili smo apsorpcione trake na 560 nm i 552 nm« Molarni apsorpci- 
oni koeficijent za talasnu dužinu 560 nm =20,8, a na ta*~
lasnoj dužini 552 "e^" = 1599«» Citohrom c odredjivali smo na 
trakama koje se nalaze 520 nm gde je molami ekstrincioni koe- 
ficijent "e^" = 17,0 i na apsorpcionoj traci na 550 nm gde je 
molarni ekstincioni koeficijent 11 = 2 7,8„ Nakon izračunava-
nja sadržaja pojedinih citohroma, izraČunavane su vrednosti za 
pojedine citohrome izražene u molovima 11a litar kvasca sa 25% 
suve materije.

PArA <l-ilv3n3Q suve materije

Sadržaj suve materije u progeneratoru je odredjivan 
na sledeći način: 10 ml uzorka suspenzije iz progeneratora pro- 
filtrirali smo preko guča sa azbestom, isprali smo dva puta sa 
po 10 ml destilovane vode i sušili guč sa uzorkom na 105°C 12 
časova.
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Određjivanje enzinskih aktivnosti

Odredjivanje enzimskih aktivnosti vrseno je u dezin- 
tegratu koji ,je dohijen razgradnjom kvasnih ćelija pomoću kvarc- 
nog peska na 0°Co Razaranje ćelija je vršeno pod sledećim uslc— 
vima: 5 6 kvasca iz procesa (ispranih u puferu) stavljano je u 
hladni tarionik i trljano 10 rainuta sa 6 g kvarcnog peskaD Do-- 
hijena pasta prenešena je kvantitativno pomoću 3 x 5 ml pufera 
(0,02 M Na- fosfatni pufer pH = 7,5; POLAKIS i BAPTEY, 1965) u 
kivetu i centrifugiranjem u toku 10 minuta na 2o000 ohrtaja/min 
odvojen je kvarcni pesak i nerazorene ćelije od dezintegrata* 
Dezintegrat je dekantiran i zasićen do 80% zasićenosti sa 
(NH^^SO^. Istaloženi proteini su centrigugisanjem (na 0°C; na 
12o000 ohrta); odvojeni i ponovo rastvoreni u istoj količini 
pufera (15 ml). Ovako dohijeni rastvor proteina korišćen je za 
ođredjivanje enzimskih aktivnosti pod uslovima datim u taheli 
9° Količina proteina u dezintegratu odi'edjivana je metodom po 
L0WRY-a,(1951) •

Odredjivanje rastvorljivog kiseonika u progoneratoru

Da hismo mogli utvrditi koja količina rastvorljivog 
kiseonika se nalazi u hranljivoj podlozi, pre početka izvodjenja 
ogleda izvršili smo odredjivanje rastvorljivog kiseonika po me- 
todi COOP-ER-a i MILLEE-a (1944)«,



Tabela 9

Odredoivanje enzimskih aktivnosti optičkim metodama

Enzim Puf er Drugi
dodaci Substrat Reakcija

inicirana
Merenje vršeno 
na talasnoj du- 
žini nm i molar- 
ni ekstincioni 
koeficienti

Literatura

Alkohol
dehidro-
genaza

Natrijum 
pirofosfat- 
ni pufer 
pH = 7,4 
(75 mll)

NAD+(0,iV nM) 
semi karba- 
zid 75 mM, 
glicin 21 mM, 
kvasni dezin- 
tegrat

Etanol
1,3 M

Kvasni de- 
zintegrat

340 nm 
6,22.10^

Holzer i 
sar»(1954)

Malat
dehidro-
genaza

Kalijum fos~ 
fatni pufer 
pH =6,8 
(50 mM)

NADH^
(0, Iml-i) 
kvasni de- 
zintegrat

Oxal ace- 
tat
(0,23 mM)

Oxalacetat 340 nm 
6,22.105

Ochoa (1955)

Izocitrat
lijaza

Kalijum 
fosfatni 
puf er 
pH = 6,8 
(100 mM)

Mg++(50 mM) 
phenil nyd- 
razin 3»5 niM, cistein 2 mM, 
kvasni dezin- 
tegrat

Ls-izocit- 
rat 1,67 
mM

Ls-izocit-
rat

324 nm 
1,7-104

Dixon i 
Koknberg
(1959)
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Izračimavanje Y ^ p

U tolru svih ogleda kao kriterijum da se povećava ko* 
ličina lrvasca u progeneratoru služilo nam je ođredjivan.je suve 
materije. Iz rezultata sadržaja suve materije u progeneratoru 
može se izračunati jedan veoma važan podatak a to je p koji 
karakteriše svaki hranljivi supstrato IzraČunavanje vrednosti 
^ATP vrši3-i ST1° Preina postuplra koga primenjuje LUGANAS (1972):

X2,TP = ATP T (e - 1)
’grama s»mo kvasca 
po molu ATP-a

mola ATP gde je jwpp ________
g x min

T = generaciono vreme, poznat je odnos T = (WHITE, 1954)
poznato je da je ATP = 0,740 m mola/g kv», mine

Ovaj jednostavni način izračunavanja omogućuje, da se, 
kada je poznato generaciono vreme radnog mikroorganizma, može 
oceniti efikasnost upotrebe hranljive podloge0
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R E Z U L T A T I  I D I S K U S I J A
P O S T I G N U T I E  R E Z U L T A T A

Jedan od glavnih ciljeva ovoga rada je oio da ispita- 
mo na koji način deluje etanol na ćelije Irvasca kojo ga stvara.ju, 
Pored toga, interesovalo nas je, sa kojom ofikasnošću se anaerob- 
no stvoreni etanol rnože asimilovcti pornoću kvasnili ćclija pod ae- 
robnim uslovima« Svi resultati dati u ovom radu prodstavljaju sred* 
nju vrednost triju odredjivanja svakoga pokazatelja0 Da bismo mog- 
li uporediti vrednosti dobijene u toku jednog ogleda sa vrednosti- 
ma dobijenim u toku drugog ogleda za svaki ogled izračunali smo 
srednju vrednost svih pokazatelja koji su odredjivani u toleu toga 
ogledao Tako izračunate srednje vrednosti date su na kraju svake 
tabele« Da bismo mogli izvršiti uporedjenja kako deluje etanol 
na kvasne ćelije, prvo smo čistu kulturu kvasca Saccharomyces 
cerevisiae razmnožili do potrebnih količina za ogled, na podlozi 
opisanoj ranije Kvaeac smo, zatim, zasejali na hranljivu podlogu 
koja je sadržala glukosu kao izvor ugljenika uz ostale potrebne 
hranljive soli i biose. Rezultati koje smo dobili u toku ogleda 
uzgajanja kvasca na podlozi sa glukozom dati su u tabeli 10*

Tabela 10
Razmnožavanje kvasca Saccharomyces cerevisiae na hran- 
ljivoj podlozi sa glukozom i metabolička aktivnost 
toga kvasca na glukozi i etanolu kao supstratu

Vre- Suva 
me mate-

Glu-
koza

Iletabilička aktivnost 1
- nO/10 g- 3PV ..

Specifična aktivnost 
I0J./mg proteina

h ri ja g/loo na glukozi na etanolu
g/100
ml

ml % 0 2 % 2 v 0 % 2
ADH ICL KDH

o 0 ,7 1 1 1,35 372,77 3o2,o9 22,ol 48,57 1,97 0,88 783,01
2 1,780 0,22

1 ,22*
584,46 319,12 21,7o 45,32 1,72 0,95 1549,32

4 2,973 0,270 541,79 302,75 2o,o5 3o,75 1,53 0,73 1408,56
Srednja
vrednost 4-99,67 307,98 21,25 41,55 1,74 0,85 1246,96
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x - nakon dva časa sadržaj glukoze se snanjio u hranljivoj pod- 
lozi pa je zbog toga dodan sterilan rastvor glukoze (odre- 
djene koncentracioe i zapremine da bi koncentracija glukoze 
bila približno konsta-tna u toku ispitivanja rasta kvasca 
na hranljivoj podlozi sa glulcozom«
Eoličina vazduha, koja ĵe uvodjena Je iznosila (80 1/1,h).

Iz vredn.osti koncentracije suve naterije u toku ogle- 
da u hranljivoj podlozi koja sadrži glukozu (kao izvor ugljenika 
i energije) datih u tabeli 1 0, izračunali smo vreme udvostručenja 
biomase0 Vreme udvostručenja za ove uslove iznosi 79 minuta. Kada 
smo uvrstili ovu vrednost u formulu za izračunavanje Y ^ p , dobili 
smo vrednost za ovu konstantu Y ^ p  = 9,94 g lcvasca (s.m.) se stvo- 
ri po molu ATP-a. Ovaj rezultat se slaže sa rezultatima koje su 
dobili za kvasac LUGAITAS, (1972); TIAUKELI i LIE, (1971); HOHMAN- 
ČIKOVA i sarc, (1969) i OURA (1972).

U tabeli 11 i na slici 19 dati su rezultati sadržaja 
citohroma u intaktnim kvasnim ćelijama uzgajanim pod uslovima 
opisanim u tabeli 10. Ovi rezultati dobijeni su u ogledu kod ko« 
ga je kvasac uzgajan na hranljivoj podlozi sa glukozom«
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Tabela 11

Sadržaj citohrcma u intalctnim kvasnim ćelijama 
uzgajanim na glukozi pbd aerebnin Uslovina

Vreme C i t o h r 0 m i x 10^ mola/1
.u.

Talasna du- 
žina nm

aa,
605 ^444 55O

b
520

c
560 552

Ukupni

! 0 2,84 2,49 4,46 5,08 '+,27 5,51 20,64
2 2,85 2,56 4,41 5,10 4,20 5,49 20,59

’ Srednja 2,35 2,42 4,40 5,07 4,25 5,50 20,51
vrednost

5,25 7 ,49 7,75
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gJŽ___

TALASNA DUŽINA { n m ]

Slika 19- Spel:tar citohroma intalctnih ćelija kvasca uscavanik
u hranljivoj podlosi sa glukozom us aeraciou 80 1/1 ,h
Ako posmatramo vređnosti sa netaholiČloi aktivnost 

ćelija kvasca na glulcozi (taoela 10), treoa istaći, da ovaJ 
kvasac ima znatnu spsohnost da stvara ugljen-dioksiđ (fernen- 
tira glukozu), sto inu je, najverovatnije, renetska karakteris- 
tika (OURA, 1972). Pored toga, iz vrednosti datih u taoeli 10, 
nože se videti da ovaj lcvasac ima sposobnost da metaUolisira 
etanol, ali ova sposobnost je daleko man.ja od sposobnosti da 
fermentira i respiriše glukozu. Interesantno je posnatrati 
vrednosti sa enzimatsku aktivnost dezintearata kvasnih ćelir’a 
(tabela 10). Cve vrednosti nam jasno govore, da je u toku ae- 
robnog uzjrajanja kvasnih ćelija na glulcozi aktivnost ensima 
UOA ciklusa znatno veća (malat dehidrogenaza) od aktivnosti 
KE-IP netaboličkog puta (mala aktivnost alkohol dehidropenase) <, 
Speciiična aktivnost alkohol dehidrogenaze u toku ogleda osta- 
je pri'olišno konstantna. Specifična aktivnost izocitrat lijasi 
(ensima glioksilatnog metaboličkog puta) je snatno niža i cd 
aktivnosti alkoliol dehidrogonase, što ukasuje da jo ovaj mota- 
bolički put potisnut od strane TCA ciklusa kada
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se lcvasac uzgaja na glukozi pod aerobnin uslovima«
U tabeli 11 i na slici 19 dati su rezultati sadrža- 

ja citohroma u intaktnim kvasnim ćelijama, pod uslovina uzgaja- 
nja na glukozi, u aerobnim uslovima« Sadržaj pojedinih citohroma 
aa^, b i c, kao i ukupni sadržaj citoliroma dat je u molovima 
z 10 ®/litru kvasca sa 25% suve materijeo Iz datih vrednosti se 
vidi da se sadržaj citohroma u toku ogleda ne menja znatno. Sa-- 
držaj citoliroma j e  nešto viši od sadržaja citohroma u ćelijama 
kvasca odredjivanih od strane OURA i SUONALAHTEN-a (1971). Ova 
nastala razlika u sadržaju citohroma može se pripisati količini 
rastvorljivog kiseonika jer je dokazano da on, veoma mnogo, uti- 
če na sintezu citohroma (OUEA, 1972).

U narednom ogledu želeli smo da ispitamo kako će se
uzgajanje kvasca, u hranljivoj podlozi koja sadrži etanol, od-
raziti na pokazatelje koje smo odredjivali pod uslovima uzgaja- 
nja na glukozi. U toku fermentativne faze ogleda stvorilo se 1,34- 
vol. % etanola.

Rezultate koje smo dobili u toku ovog ogleda dali smo
u tabeli 12 i 13 i na slikama 19 i 2 0.
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Tabela 12

Uzgajanje irvasca Saccharomvces cerevisiae na hranljivoj 
voj podlozi koja je sadržala l,3y+ volo % etanola pod 
aerobnim uslovima

-tr o - i M e t a b o l i c k a  aktivnost Specificna aktivnost
° ITS S -  S r  -■-V'JP-B S&-JS.:  proteina

h rija vol» Na glukozi Na etanolu AUH ICL IIDH
S/J00 0 /° ĈOg ^2 °̂°2 °̂2

oa 0,,54 - - - -
obX 0,,72 1,,54 571, 5o od-<r*d"coi—i 23, 92 66,,93 15, 51 1,99 981, 39
1 1,,29 o,,66 581, 5o 324,48 9o, 18 67,,5o 15, 91 3,72 lAC\JCO 16
2 1 ,,55 0 ,,12 499, 5o 33o,42 82, 17 78,,9o 1 0,34 4,05 719, 67

Prosek 550, 83 279,76 65,42 71,,17 13, 92 3,25 842,07

31 vNapomena: 0 - početak anaerobne faze ogleda u tolcu koje se iz
2 ,5  g/ 1 0 0 ml glukoze stvorilo za 3 časa 1,34 voh 
% etanola

0 - početak aerobne faze ogleda u toku koje je u hran-
l,jivoj podlogu uduvavan sterilan vazduh (pomoću 
laboratorijskog kompresora) u količini od 80 li- 
tara/l,h,

x - na početku aerobne faze ogleda dodato je u kominu 
i 0 , 7 5 g/ 1  asparaginske kiselineo

Iz vrednosti sadržaja suve materije (tabela 12) izra- 
čunato je vreme potrebno da se suva materija udvostruči» Vreme 
potrebno da se suva materija udvostruči iznosi 80 minuta. Ako se 
ova vrednost uvrsti u formulu za YATP dobija se vrednost za Y/jrpp 
9,82. Ova vrednost je neznatno manja od vrednosti dobijene za 
kvasne ćelije uzgajane na glukozi (^ATp = 9,94; tabela 10).

Kada uporedimo vrednosti date u tabeli 12 za metabo- 
ličku aktivnost kvasnih ćelija na glukozi sa vrednostima datim
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u ta'bcli 1 0, (uslovi za kvasac uzgajan na hranljivoj podlozi 
sa glukozom), zapažamo da ove vrednosti znatno odstupaju0 Znat- 
na ,je razlika sposobnosti kvasnih ćelija da stvaraju ugljen-di- 
oksid na glukozi« U taheli 12 prosečna vrednost za sposobnost 
stvaranja ugljen-dioksida iznosi 550,83 ml CO^ / 1 0 g SM kvasca, 
30*o U tabeli 10 prosečna vrednost iznosi 4-99,67 ml C0o/10 g SM 
kVo, 3 0*. Na osnovu ovoga, moglo bi se pretpostaviti da je došlo 
do izvesnih promena u enzimskom sadržaju lcvasca, jer kvasac, us- 
gajan na višoj koncentraciji glukoze od 1%, ima veću fermentativ- 
nu sposobnost, jer stvara etanoh Ova sposobnost se zadržava i 
tokom uzgajanja na etanolu, iako su aerobni uslovi uzgajanjao Ovo 
se može objasnisti i sposobnošću adaptacije kvasnih ćelijao Kvas- 
ne ćelije nisu izgubile svoju sposobnost fermentacije u toku ae- 
robnog uzgajanja i zbog toga što je asimilacija ove male koliČi- 
ne etanola (1,34- vol. %) trajala relativno kratko vreme - oko 
dva časa.

Ako uporedimo vrednosti utroška kiseonika, nema bit- 
nih razlika izmedju prosečnih vrednosti datih u tabeli 10 i ta~ 
beli 12. Uporedjujući vrednosti metaboličke aktivnosti kvasnih 
ćelija na etanolu kao supstratu u navedene dve tabele zapaziće- 
mo da postoji razlika. Razlika .je u tome, što kvasac, uzgajan 
na podlozi sa 1,34- vol. % etanola, ima veću sposobnost da, me~ 
tabolizirajući etanol, stvori ugljen-dioksid. U tabeli 12 pro- 
sečna vrednost sposobnosti stvaranja ugljen-dioksida (na etano- 
lu kao supstratu) iznosi 65,4-2 ml CO^/IO g SM kv., 30’ dok u 
tabeli lo prosečna vrednost je 21,25 ml CO^/IO g SM kv. 30’.
Ovo povećanje sposobnosti može se, najverovatnije, pripisati 
sintetizovanju adaptivnih enzima glioksilatnog ciklusa (izo- 
citrat lijaze i malat sintetaze) koji imaju sposobnost da ubr- 
zaju metaboliziranje etanola kao supstrata. Da je ova pretpos- 
tavka tačna, može se potvrditi i povećanom specifičnom aktiv- 
nošću izocitrat lijaze (ICL) u dezintegratu kvasnih ćelija, 
koje su uzgajane u podlozi sa 1,34- vol. %„ Specifična aktivnost 
ovoga enzima, u toku ovoga ogleda, je za oko tri puta veća (ta~ 
bela 12) nego u dezintegratu kvasnih ćelija uzgajanih na gluko- 
zi (tabela 10). Treba još istaći, da se prosečne vrednosti utroška 
kiseonika pomoću kvasnih ćelija na etanolu kao supstratu,
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kuju od. prosečnih vrednosti utroška kiseonika ćelija koje rastu 
na glukozi (tabela 10)• Ćelije koje rastu u podlozi sa etanolom 
imaju oko dva puta veće prosečne vrednosti utroška kiseonika,

U tabeli 13 i na slikama 19 i 20 dati su rezultati 
sadržaja citohroma u intaktnim kvasnim ćelijama uzgajanim pod 
uslovima opisanim u tabeli 1 2•

Tabela 13

Sadržaj citohroma u lcvasnim ćelijama koje su 
uzgajane na podlozi sa 1,34 vol. % etanola

Vreme

^Talasna du- 
žina nm

C i t o h r o m * ------er --i x 10 mola/ 1

aa7
605 444

b
550 520

c
560 532

Ukupni

0

1
2

2.89 
2,92
2.90

1,76
2,31
2,53

4,33
4,29
4,21

3,23
3,26
3 ,2 2

4,28 3,58
4.30 3,57
4.31 3,57

20,07
20,65
20,54

Srednja
vrednost 2,90 2,13 

5,05
4,27 3,23 

7,50
4,29 3,37 

7,66
20,42

Kada uporedimo vrednosti sadržaja citohroma datih u 
tabeli 13 sa vrednostima sadržaja citohroma datim u tabeli 1 1, 
možemo zaključiti, da se vrednosti sadržaja pojedinih citohro- 
ma ne razlikuju bitno,

Uopšte uzevši., uporedjujući rezultate iz tabele 10 sa 
rezultatima iz tabele 1 2,i rezultate tabele 11 sa rezultatima 
tabele 1 3, možemo reći, da ne dolazi do bitnijih promena u kvas- 
nim ćelijama kada se uzgajaju na podlozi koja sadrži 1,34 vol,% 
etanola,

U narednom ogledu povećali smo koncentraciju etanola 
u hranljivoj podlozi na taj način, što smo u toku anaerobne fa~ 

rgleda povećali sadržaj glukoze u hranljivoj podlozi, U toku 
anaerobne faze ogleda, stvorilo se u podlozi 3>36 vol, % etanola,
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a rezultati koje smo dobili u aerobnom delu ogleda, dati su u 
tabeli 14, tabeli 15 i na slici 21,

Tabela 14

Razmnožavanje kvasca Saccharomyces cerevisiae u pod-
lozi koja je sađržala 5,56 V O l e  % etanola

Vre-
me

Suva
mate-

Etanol Metabolička aktivnost 
vol• ml/10 go,SM, 3 0’

Specifična 
aktivnosth n j a

s/ioo
ml

% ^ 0 2 % 2 % o 2 Qo2
l o J e

ABE
/mg proteina 

ICL MDH

0a 0,58 - - — - - -

0,76 3,36 4-68,59 128,66 64,72 69,91 31,95 2,62 537,17
2 1,83 2,04 653,20 165,12 66,27 73,90 38,41 8,26 662,15
4 2,21 0,98 72o,55 174,12 70,15 95,22 42,16 10,18 766,18
6 2,36 0,16 76o,75 168,17 69,3o 78,15 39,17 11,15 673,18
Srednja
vrednost 650,72 159,02 67,61 79,29 37,92 9,86 659,67

9. v0 - pocetak anaerobne faze ogleda u toku koje se iz 6,5 g/100 ml
glukoze stvorilo u toku 6 časova 3*36 vol. % etanola

0 - početak aerobne faze ogleda u toku koje je u branljivu pod-
logu uduvavan sterilan vazduh u količini od 80 1/1,h, 

x - na početku aerobne faze ogleđa u hranljivu pođlogu su dodati 
svi dodaci potrebni za pravilno razmnožavanje kvasca'i 0,75 
g/1 asparaginske kiseline*

Iz vrednosti porasta suve materije (tabela 14) izra- 
čunali smo vreme potrebno za udvostručenje suve materije. Dobili 
smo vrednost od 85,39 minuta. Ovo vreme je duže za 5,39 minuta od 
vremena potrebnog za udvostručavanje biomase ćelija koje su koris*- 
tile etanol iz hranljive podloge u koncentraciji od 1,34 vol. % 0 

Za ovu vrednost udvostručenja biomase izračunali smo vrednost
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^A.TP = 9»20o ^va vre(i!:L0S‘t nešto niža od dobijene vrednosti za 
kvasne ćelije koje su se razmnožavale na 1,34 vol. % etanola* 
Medjutim, ova vrednost nije znatno manja tako da se ne može sma~ 
trati da je došlo do nekih. uspore-nih procesa u kvasnim ćelioama. 
Sledeća kolona predstavlja koncentraciju etanola koja stalno 
opada kako raste koncentracija biomase u progeneratoruo Metabo*- 
lička aktivnost intaktnih kvasnih ćelija u tolcu ovog ogleda ne 
razlikuje se bitno od vrednosti koje su dobijene u toku uzgaja™ 
nja kvasnih ćelija na podlozi koja je sadržala 1,34 vol« % eta- 
nola (tabela 12). Vrednosti specifičnih aktivnosti malat dehidro- 
genaze ne razlikuju se bitno od vrednosti datih u tabeli 12. Zna- 
čajno je jedino istaći, da se specifična aktivnost alkohol dehi- 
drogenaze povećava, što se može objasniti povećanjem koncentra- 
cije etanola u hranljivoj podlozio Ova povećana aktivnost alko- 
hol dehidrogenaze, utvrdjena je nakon završetka anaerobne faze 
ogleda i ostala skoro konstantna u toku aerobne faze ogleda*
Ova podjednaka aktivnost ovog enzima može se protumačiti pozna- 
tom činjenicom da postoje tri izoenzima ovog vrlo važnog enzima 
u metabolizmu kvasnih ćelija SCHIMPPESSEL, 1968; FOLWER i sar., 
1972)« Paralelno sa povećanjem aktivnosti alkohol dehidrogenaze, 
povećava se tokom ovog ogleda i specifična aktivnost 
izocitrat lijazeo Povećanje aktivnosti ovog ključnog enzima ne™ 
ophodnog za uključivanje etanola u metabolizam kvasnih ćelija, 
dokaz je delovanja glioksilatnog ciklusa u celini (WAHG i sar,, 
1953)o

Kako utiče koncentracija etanola od 3,36 vol0 % na sa- 
držaj citohroma u intaktnim kvasnim ćelijama može se videti i iz 
rezultata datih u tabeli 15 i na slici 20.
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SadržaJ citoliroma u intaktnim kvasnim ćelijama uzga- 
janim na hranljivoj podlozi sa 5,56 volo % etanola

Tabela 15

ivreme 
h j r C i t 0 h r 0 m i y- 1 0 y mola/1 *

V'nPalasna du- 
žina mn 60 5

aa75 444
b

55o 52o
c

56o 552
Ukupni

0 2,74 1,55 4, o2 4, o2 4,95 4,9o 22,16
2 2,82 2 ,00 5,97 4,11 4,62 4,76 22,24
4 2,81 2,11 5,89 4,o5 4,49 4,81 22,16
6 2,8o 2, lo 5,91 4 ,00 4,56 4,87 22, o4

- Srednja 
vrednost

2,79
4,72

1,95 4,04
8,

4,04
08

4,60
9

4,85
,45

-----— r

2 2 ,1 5

Iz datih rezultata, zapaža se, da je nakon S eriaenta-
tivne faze ogleda u kojoj se stvorio etanol iz glukoze u ćelija- 
ma kvasca sadržaj citohroma aa^ smanjen na gama traci (444 nm)» 
Ovakvo smanjenje citohroma aa^ na gama traci zapazili smo i u 
toku prvog ogleda sa koncentracijom etanola cd 1,54- vol* % . U 
toku aerohne faze ogleda dolazi do povećanja sadržaja citohroma 
aa^o Kako se iz datih rezultata može predpostaviti, ovaj cito- 
hrom aa^ je najviše zavisan od koncentracije kiseonika u hran™ 
ljivoj podlozio Ako uporedimo rezultate sadržaja citohroma date 
u tabeli 15 sa rezultatima datim u tabeli 1 5, vidimo da sa uz- 
gajanjem kvasca na hranljivoj podlozi sa 5,56 vol. % etanola 
dolazi do izvesnog povećanja sadržaja citohroma0 Povećanje se 
zapaža kod citohroma b i to dela na beta traci (560 nm), isto 
tako, zapaža se povećanje citohroma c na beta traci (552 nm)» 
Povećanje sadržaja citohroma u kvasnim ćelijama koje rastu u 
prisustvu etanola, zapazili su i OURA i SUOHALAINEN (1970)o U 
toku ogleda, kako se iz rezultata datih u tabeli 15 može videti,



Slilca 21: Spektar citohroma intaktnih ćelioa lcvasca
jizgajanili u hranlj:ivoo podlozi sa 3,36 vol 
°/o etanola uz aeraci ja 80 1/1,h

ni^e došlo ao oitnih prornena sadržaja citohroma, što se odra- 
zilo i na konstantnost ulcupnih citohroma u intaktnim kvasniu 
ćelijama.

Ako rezimiramo rezultate date u tahelama 12, 13, 
i 13, možemo konstatovati da koncentracija etanola 1,3Z'- i 3?32 
vol. % u hranljivim podlopama, ne daju dokaza o inhihitornom 
de^stvu etanola na kvasne ćelije, Jer se odredjivani pokaza-

uozitelji ne razlikuju bitno od onih koji su dooijeni na g 
kao supstratu. Zhog toga smo u narednom orledu povećali kou- 
centraciju glukoze u iermentativnoj fazi ogleda, kako hismo 
dooili veću koncentraciju etanola u hranl^ivo^ podlozi.

trarism i ttancp



Rezultati ko.je smo dobili dati su u tabelama 16 i 17 i aa sli~ 
kama 22 i 2 3°

U tabeli 16 dati su rezultati metaboličkc aktivnosti 
Irvasca i enzimske aktivnosti dezintegrata kvasnih ćelija uzga-- 
janih u hranljivoj podlozi sa volo % etanola.

Tabela 16

~  8 1  -

Uzgajanje kvasca S_accharomyces cerevis_iae na hranljivoj 
podlozi koja je sadržala 4,56 vol. % etanola pod aerob- 
nim uslovima

Vre-
me

■ Suva 
mate-

Eta- 
~ nol Metabolicka aktivnost Epecifična aktivnost 

al/10 g Sli kv., 30’ I.J./ng proteinah n o a
6/100
ml

vol,
% ’ na glukozi

% o 2 % 2

na etanolu 
%  02 % 2

ADH ICL MDH

0a 0,42 — — — ... —
0bX 0,68 4,56 455,28 127,77 34,17 199,45 36,53 lo, 18 695,03
2 1,58 3,95 435,o3 134,17 39,76 178,16 37,76 9,78 633,o6
4 1,77 2,58 5o9,38 loo,37 38,73 165,63 34,72 11,76 526,78
6 2,17 1,76 449,67 125,93 4o,23 157,39 39,94 lo, 18 825,3o
8 2,29 l,o9 526,85 137,o7 42,86 153,42 34,35 12, 33 556,72

11 2,74 0,06 426,85 167,16 4o, 46 154,17 42,19 lo,45 587,17

Srednja
vrednost 467,17 132,08 39,37 168,03 37,08 10,78 637,34

21 v0 - početak anaerobne faze ogleda u toku koje se iz 7»15 g/100
ml glu!:ozc stvorilo u toku 6 časova 4,56 voh % etanola,

0 - početak aerobne faze ogleda u toku koje je u hranljivu pod~
logu uduvavan sterilan vazduh u količini od 80 1/1, h» Po~ 
red toga dodato je 0,75 g/1 asparaginske kiseline i potreb- 
ne koliČine hranljivih soli i biosa za pravilno razmnoža-- 
vanje kvasca u toku aerobnog dela ogleda0

Prvo što se može zapaziti, kada se izračuna vreme po~ 
trebno da se udvostruči biomasa kvasca, da vrednost koja se dobije
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90,66 minuta, predstavlja vrednost >:ot1 a 33 veća od vrcdnosti 
date u ranijim ogledima0 Povećange ove vrednosti snaoi da .30 
potrebno da prodje više vremena da se udvostruči biorasa kada 
0e u podlozi prisutno višo etanola0 Kada smo ovu vrednost ** 
vremena udvostrucenja biomase, uvrstili za izračunavanje vred- 
nost p dobili smo vrednost = 8,67° Ako uporedk' o ovu
vrednost sa vrednošću dobijenu za kavasc koji je usajajan na pod-- 
lozi koja je sadržala 3,36 vol» % etanola, zapazićemo da je doš- 
lo do smanjenja količine stvorenog kvasca u toku procesa po mo- 
lu ATP~-a0 Ovo smanjenje vrednosti ukazuje, da u ovom pro-
cesu uzgajanja k\rasca na hranljivoj podlozi ko.ja je sadršala 
A,56 volo % etanola, dolazi do usporavanja razmnožavanja kvas*- 
ca, što može biti uzrokovano prisustvom etanola u podlozic Ako 
posmatramo vrednosti koje se dobijaju za metaboličku aktivuost 
11a glukozi, zapazićemo da je u proseku došlo do smanjenja spo- 
sobnosti kvasnih ćelija da proizvode ugljen-dioksid iz glukczoo 
Isto tako se dobijaju niže prosečne vrednosti utroška kiseonika 
iz glukozec Sve ovo govori, da već pri ovoj koncentraciji eta- 
nola od h,56 vol„ % etanola dolazi do izvesnog malcg negativnog 
uticaja na sposobnost respiracije. Sto se tiče sposobnosti in* • 
taktnih ćelija da metaboliziraju etanol (metabolička aktivnost 
na etanolu), zapaža se, da ne dolazi ni do kakvog povećanja spo~ 
sobnosti respiracije etanola sa povećanjem sadržaja etanola u 
hranljivoj podlczi u kojoj je uzgajan kvasaCo

U dezintegratu kvasnih ćelija, kako se iz rezultata 
datih u tabeli 16 vidi, ne dolazi do povećanja specifične aktiv- 
nosti malat dehidrogenaze, alkohol dehidrogenaze i izocitrat li- 
jaze, enzima koji nam daju informaciju o intenzitetu i brzini 
delovanja ovih triju glavnih puteva ugradnje etanoia0

U toku ovog ogleda odredjivali smo i sadržaj citohro- 
ma, kako pojedinačnih: aa^, b i c tako i ukupnog sadržaja cito- 
hrona, Hezultati koje smo dobili dati su u tabeli 17 i na sli- 
kama 21 i 22«
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SadržaJ citohroma u intaktnin ćelijana kvasca Sacciiaro- 
myces cerevisiae uzgaJanog u pođlozi sa 4,56 voi. % 

etanola pod aerobnim uslovina

Tabela 17

Vrcme
h C i c o h r o m i *10 ^ mola/l

Talasna du~ 
žina nr:

aa
605 z" 444-

b
550 520

c
560 532

Ukupni

0 1,9^ 1,49 4,18 3,42 4,72 4,45 21,20
2 2,55 2,05 3,97 5,25 4,57 4,51 21,70
4 3,02 2, oo 3,86 3,29 4,48 4,34 21,59
6 2,98 2,46 3,75 3,45 4,5o 4,29 21,53
8 3,00 2,43 3,19 5,35 4,57 4 20,86

11 2,87 2,40 3,2o 5,25 4,44 4,26 20,42

Sređnja 2,72 2,13 3,69 3,33 4,50 4,36 21,21
- vrcdnost 4,85 • 7,02 8,86 .

Kako se iz datih rezultata vidi, na početku aerobne 
faze citohrom aa^ (na gama traci (4A4- nm) ima znatno nižu vred- 
nost nego u prethodnom ogledu, ali se već nakon dva časa aera- 
cije sadržaj citohroma aa^ povećao i dostigao vrednost koja nije 
niže od vrednosti u prethodnom ogledu«, Iz ovih rezultata možemo 
videti, da u toku uzgajanja kvasca u podlozi sa 4-, 56 vol* % 

etanola, nema značajnih promena u sadržaju citohroma.o
U narednom ogledu povećali smo sadržaj glukoze u ana- 

erobnom delu ogleda, i dobili podlogu koja je sadržala 6,33 vol« 
% etanola* Nakon dostizanja ovog sadržaja alkohola, počeli smo 
sa uduvavanjem sterilnog vazduha uz dodatak potrebnih količina 
hranljivih soli, biosa i asparaginske kiseline«

U tabelama 18 i 19 i na slici 23 dati su rezultati 
koje smo dobili u toku ovog ogleda.
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Slika 23 : Spektar citohroma intaktnih ćelija lcvasca 
uzgajanih u hranljivoj podlozi sa 4,36 vol. ,3 
etanola, uz aeraciju 80 1/1 ,h
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Kazmnožavanje kvasca Sac_charojnyces cerevisiae 
u podlozi koja Je sadržala 6,33 vol. % etano- 
la pod aerobnim uslovima

Tabela 18

Yre-* Suva Eta- Metabolicka aktivnost Specifična aktivnost 
me 
h

oa 0,30 - - - - -
ob 0,48 8, 33 441, 4o 12o,00 13,11 12o.,76 55,88 13,,lo 672, 16
3 1,28 5,34 436, 12 127, 16 18,19 124,,17 43,18 16,,19 717, 16
5 1,31 5,2o 398, 16 141, 78 24,16 15o,,45 4o, 56 15,,3o 658, 19
7 1,63 4, lo 418, 56 llo, 34 24,16 176,,97 43,17 14,,13 567, 8?
9 1,83 5,75 387, 64 198, 17 3o,18 235,,85 28,3o 12,,lo 54o, 16
11 1,93 3, 00 456, 87 145, 17 32,16 254,,16 3o, 8o lo,,5o 678, 16
13 2,17 2, 34 476, 13 15o, 45 3o,67 156,,78 31,45 13,,45 599, 78
13 2,36 1,45 367, 89 lo8, 34 26,16 167,,86 3o, 89 14,,14 634, 22
21 5,48 0, 14 432, 86 146, 75 19,76 145,,16 27,89 12,,51 598, 76
Sređnja
vrednost 423, 96 138, 68 24,28 l7o,,78 36,90 13,,48 629, 60

3 v0 - početak anaerobne faze u toku koje se iz lo,98 g/100 ml
glukoze stvorilo 6,33 voL % etanola 

0 - početak aerobne faze ogleda u toku koje je u hranljivu pod~
logu uduvan sterilan vazduh u količini od 80 1/1, h.

Iz rezultata porasta suve materije, datih u tabeli 18, 
izračunali smo vreme potrebno za udvostručenje biomase kvasca.
Ovo vreme udvostručenja iznosi 106,66 minuta. Vrednost Y ^ p  = 
7,36o Kako se vidi, ova vrednost Yppp je manja nego u prethodnom 
ogledu (tabela 16), što znači da je potrebno da se utroši više 
energije da bi se stvorila odredjena količina biomase.

Metabolička aktivnost na glukozi se bitno menja u od~ 
nosu na vrednosti za metaboličku aktivnost dobijene u prethodnom

mate- nol
g/100 KlulMzi na etanolu
ml

IoJo/mg proteina 
ADH ICL MDH
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oglodu (tabGla 16)» Iz rezultata datih u tabeli 18, vidi se da 
su kvasne ćelije sposobne da koriste etanol u svojin metabolio- 
kim putevima jer se stvara znatna količina ugljen-dioksida, a 
takod.je, se troši i znatna količina kiseonika sco ukazuje da ne 
dolazi do nekih hitnih snanjenja aktivncsti enzima koji upuouju 
etanol u metaholizan Tvasnih ć e l i j a . o  Specifiona aktd.vnost nalat 
dehidrogenazo u dezintegratu je znatna u poredjonju sa pretliod-’ 
nin ogledom (tahela 16) i ne pckazuje neko hitno smanjenje spe- 
cifične aktivnostio Kod rezultata spec-ifične aktivnosti alkohol 
dehidrogenaze zapaža se povećanje, u odnosu na prethodni ogled 
(tahela 16), Ovo povećanje se može ohjasniti povećanim potreha- 
na kvasnih ćelija - da sintetizuje enzime koji će stvarati ota- 
nol u podlozi u kojoj ima više glukoze (u toku fermentativnog 
dela ogleda) o U toku aerohne faze ogleda, nije došlo do smanjc--- 
nja specifične aktivnosti ovog enzima koji ima višestruku ulogu 
u metaholizmu kvasnih ćelijaQ Isto tako, specifična aktivnost 
izocitrat lijaze je povećana u poredjenju sa rezultatima datim 
u taheli 16. Ovo malo povećanje specifične aktivnosti izocitrat 
lijaze je razumljivo, jer je povećana aktivnost ovog enzima dokaz 
metaholiziranja etanola poznatim metaholickim putevima u kvasnim 
čelijama«

Kako utiče ova koncentracija etanola u hranljivoj pod- 
lozi na sadržaj citohrona može se videti u taheli 19 i na slici 
20.



Tabela 19

Sadržaj citohroma u intaktnir1 kTrasnim ćelijama Sacc-
haromyces cerevisiae uzga,janog u nranljivcj podlozi
koja je sadržala 6,33 VO1 0 c/o etanola pod aerobnim

uslovir

Vreme
h C i t 0 h r 0 m i *105 mola/1

Talasna du~
žina aa,

605 0 444
b

550 520 560
c

532
Ulcupni

0 1,59 0,80 2,69 2,35 2,4o 2,87 12,7o
3 2,38 1,80 3,25 3,52 3,84 3,57 18,36
5 2,89 2,ol 3,18 3,25 4,14 4,0 5 19,38
9 2,56 2,oo 3,17 3,23 4, 2o 4,19 19,23
13 2,34 2,16 3,17 3,34 4,17 4,o5 19,32
21 2,32 2,15 3,13 3,42 4, 2o 4,18 19,42

Srednja 2,32 1,82 3,10 3,18 3,82 3,81 18,10
vrednost , 4,14 6,28 7,63

Povecana koncentracija glukoze u anaerobnoj fazi 03- 
leda najverovatnije sprečava formiranje citohroma, tako da se na 
početku aerobne faze u kvasnim ćelijama nalazi znatno smanjen sa- 
držaj citoliroma u odnosu na dobijeni sačLržaj citohroma u prethod- 
nom ogledu (tabela 17)» Naročito smanjenje je u sadržaju citohro- 
ma aa^, čiji je sadržaj u toku ovog ogleda u nultom času 2,39  
mola • 10"/l,dok je u prethodnom ogledu, nakon fermentativne fa-*cze, sadržaj citohroma aa^ bio 4,43 mola«10 /l»Sto se tiče sadr- 
žaja citohroma b i citohroma c u toku ovoga ogleda njihov 
sadržaj je smanjen na početku aerobne faze 0gledao Nakon tri 
časa aeracije, sadržaj citohroma aa^ se povećao, što znači da su 
ga ćelije u toku ova tri časa sintetizovale, ali koncentracija 
ovog citohroma u toku aerobnog dela ogleda nije dostigla sadržaj 
koji je imao u toku prethodnog ogleda (tabela 17)« Tokom čitave 
aerobne faze ogleda ne dolazi do znatnijeg povećanja sadržaja
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Sliica 24- : Spektar citoiiroma intaktnih ćelija kvasca
uzgajanih u hranljivoj poalozi sa 6,33 voi. 
etanola uz aeraciju 8o 1/1,h

citohroma aa^ na gama traci ( 4-4-4- nm ) . Nesposobnost ćeli;a 
ća sintetizuju ovaj deo citohroma aa~ Je, najverovatnije, uslo- 
vljena negativnim delovanjem etanola u podlozi. SadržaJ citoh- 
roma b <je, takodje, u toku čitave aerobne faze ogleda niži 
nego u predlogodnom ogledu ( tabela 17 ). Interesatno je da 
i sadržaj citohroma c ne dostiže sadržaj koji je imao u pred- 
hodnom ogledu ( tabela 1? ). lz ovako dobijenih rezultata mo- 
že se predpostaviti, da povećanje sadržaja etanola ( koji slu- 
zi kao izvor energije i ugljenika ) ao koncentracije 5 .,33
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vol0 % negativno utice na sintezu citohroma u kvasnim ćelijama} 
jer se njihov sadržaj smanjujeo Naročito se smanjuje sadržaj 
citohroma aa^«

Kako će se još veća koncentracija etanola odraziti 
na nabrojane paramatre, u narednom ogledu u fermentativnoj fazi 
povećali smo još više koncentraciju glukoze i dohili u podlozi
7,94- vol, % etanolac Dobijeni rezultati dati su u tabeli 20 i 21 
i na slici 2 5.

Iz rezultata datih u tabeli 30, zapaža se,da je na 
početku aerobne faze ogleda razmnožavanje kvasca usporeno« Iz 
vrednosti povećanja biomase izračunali smo vreme udvostručava-- 
nja za kvasne ćelije pod ovim uslovima, i ono iznosi 170 minuta« 
Za ovu vrednost vremena udvostručenja izračunali smo = 4-, 65«

Ovo usporavanje rasta sigurno je uzrokovano inhibitor- 
nim delovanjem etanola na kvasne ćelije i, takodje, vremenom ko~ 
je je potrebno da se iz etanola stvore intermedijeri, neophodni 
za izgradnju biomase (FIECHTEK i M0R} 1970)«

Rezultati metaboličke aktivnosti, na glukozi kao sup~ 
stratu, pokazuju da je sposobnost stvaranja ugljen-dioksida sma- 
njena za oko 25% (u proseku) u odnosu na prethodni ogled (tabela 
18)« Treba još istaći, uporedjujući vrednosti utroška kiseonika, 
da su vrednosti za utrošak kiseonika u tabeli 20 znatno niže od 
vrednosti datih u tabeli 18«

Ovi rezultati metaboličke aktivnosti pokazuju da ova 
koncentracija etanola u hranljivoj podlozi inhibira disanje kvas- 
nih ćelija, što je u saglasnosti sa rezultatima koje su dobili 
DREVS i HESSLER (1967). Razlika u rezultatima koje smo dobili mi, 
i rezultatima koje su dobili navedeni autori, je u tome, što su 
oni našli da pri ovoj koncentraciji od 8 vol. % nema nikakvog 
disanja, odnosno oslobadjanja ugljen-dioksida i utroška kiseonika.

Naši rezultati pokazu^u da ćelija kvasca ima sposobnost 
da diše pri ovoj koncentraciji etanola, ali je intenzitet disanja 
znatno smanjen ako se uporedi sa intenzitetom disanja na glukozi, 
ili manjim koncentracijama etanola. Mogućnost disanja kvasnih će~ 
lioa očuvana je najverovatnije procesom adaptacije koji je kod
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Tabela 20

Razmnožavanje kvasca Sacch.arom.yces cerevisiae u podlo- 
zi koja je sadržala 7,94 vol* % etanola, pod aerobnim 
uslovima

Vre-
me
h

Suva Eta- 
mate- nol 
rija vol,
g/100 %
ml

Metabolička aktivnost 
ml/10 g SM kVo, 30’

' na glukozi na etanolu

Specifična aktivnost 
I.J./ng proteina
ADH ICL MDH1^COg % q c o2 2

oa 0,35 — — — _ __ —

obX 0,68 7,94- 213,37 36,68 12,21 42,98 38,21 lo,18 2o6,86
2 1,0? 2 ,0 8 273,18 46,3o 12,18 56,lo 36,83 12,o8 4o3,66
4 1,76 6,25 353,19 5o,2o 17,3o 6o,17 35,42 14,17 472,2o
6 1,98 5,56 342,28 6o ,15 18,15 55,4-3 32,17 15,64 45o,53

10 2, lo 5,oo 295,17 67,43 17,89 4 4 ,1 7 31,23 13,87 396,43
20 2,48 5,76 324,56 72,17 19,8o 87,13 35,14 11,45 35o,34
24 2,73 2,16 295,17 76,15 2o, 18 92,16 31,17 14,13 394,80
28 2,99 1,87 299,9o 98,17 26,17 96,19 25,71 12,16 3o5,2o
38 3,24 o, 2o 237,18 97,58 28,91 91,98 2o,45 11,18 345,67
Srednja
vrednost 292,66 67,20 19,19 69,59 31,81 12,76 369,52

nas primenjen. Pored toga, mi smo kao supstrat koristili etanol 
koga su stvorile same ćelije, tako da su se u toku stvaranja 
nnavikle" na ovako visoku koncentraciju etanola. Što se tiče 
sposobnosti kvasnih ćelija da asimiluju etanol kao supstrat, za~ 
paža se, takodje, smanjenje sposobnosti asimilacije kiseonika na 
vrednosti koje su oko polovine (u proseku) niže nego vrednosti 
koje su dobijene za kvasne ćelije koje su uzete kao uzorci iz 
hranljive podloge koja je sadržala 6,33 vol. % etanola. Paralel- 
no sa smanjenjem sposobnosti disanja, smanjena je i aktivnost 
malat dehidrogenaze enzima TCA ciklusa, koji je povezan sa lan- 
cem disanja, kako je to prikazano na metaboličkoj šemi poveza- 
nosti metaboličkih puteva koji se odigravaju istovremeno u kvas- 
nim ćelijama, Specifična aktivnost alkohol dehidrogenaze ,je znat«
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na i manje se sraanjuje nego aktivnost malat dehidrogenaze. Ovo 
pokazuje da je alkohol dehidrogenaza aktivna, i to, najverovat- 
nije, njen izoenzim (II) koji ima sposohnost da oksidiše etanol 
do acetaldehida. Pri ovoj koncentraciji etanola u hranljivoj 
podlozi dolazi do povećane mogućnosti guhitaka acetaldehida koji 
ima nisku tačku ključanja. U toku ovog ogleda smanjena je i spe- 
cifična aktivnost izocitrat lijaze, enzima koji direktno uklju- 
čuje acetil-CoA (metaholit etanola) u TCA ciklus. Ovo smanjcnje 
aktivnosti razumljivo je, jer dolazi i do smanjenja aktivnosti 
malat đehidrogenaze enzima TCA ciklusa koji dohija intermedijerc 
delovanjem glioksilatnog ciklusa.

U taheli 21 dati su rezultati sadršaja citohroma u 
intaktnim kvasnim ćelijama koje su uzgajane pod uslovima opisa- 
nim u taheli 20.

Tahela 21

Sadržaj citohroma u intaktnim kvasnim ćelijama, uzgajanim 
u hranldivoj podlozi koja je sadržala 7>94- vol. % etanola, 
pod aerohnim uslovina

Vreme C i t o h 5r o m l xlO nola/1
— I1(

I
Talasna du~ 
žina nra 605 4̂44-

h
530 520 1 ! °

o

532 Ukupni

0 1,62 0,82 2,8o 2,32 2,57 2,87 13, oo
2 1,86 1,4-0 3,59 2,94- 3,36 3, o2 16,17
4- 2,27 2, oo 3,72 2,99 3,13 3,16 17,27
10 2,3o 2, ol 3,56 2,86 3,14 3,2o 17, o7
20 2,26 1,99 3,38 2,72 3,o9 3,25 16,69
28 2,18 2,19 3,35 3,92 3,11 3,27 18, o2
38 2,22 2,18 3,27 3,86 3,12 3,19 18, o2

Srednja 2,10 1,79 3,38 3,08 3,07 3,13 16,60
- vrednoct 3,89 6,46 6, 20
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Rezultati sadrzaja citohrona u nultom co.su, odnosno, 
nal:on zavrsetka anaerobne faze ogleda, pokazuju niže vrednosti 
neso u predhodnom ogledu ( tabela 19 ). Kao i u prednodnom o; - 
j.edu, ( taoela 19 ) najviše se smanjuje sadržaj* citoliroma aa- 
— oO i na alid. i na gar.ia oraĉ . ( ooo nm i ddd- nm j  a hedjuuiu, 
aeraci^om'se povećao sadržaj citohroma u kvasnim ćelijama, ali 
vrednosti do kojih se povećao sadržaj citoliroma, nisu dostiple 
vrednosti sadržaja citohroma date u ranijim opledima ( tabela 
17, 19 ). Al:o se sadržaj citohroma iz ove tabele uporedi sa

e
io

r  duS/na 
C05.444 
550. 520 
5CJ.532

1ALASNA OUilNA

Slika 23 : Spektar citohroma intaktnih ćelija kvasca
uzgajanih u hranljivoj podlozi sa 7,94- vol. r/o 

etanola uz aeraciju So 1/1,h
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sadržajem citohroma u kvasnim ćelijama koje su uzgajane na glu~ 
kozi pod aerobnim uslovima (tabela 11), može se zaključiti da je 
sadržaj citohroma u kvasnim ćelijama uzgajanim na podlozi sa
7,94- vol. % etanola u proseku znatno niži, što ima za posledicu 
smanjeni intenzitet disanja ovih ćeli«ja - što se vidi iz rezul- 
tata datih u tabeli 20.

U narednom ogledu povećali smo koncentraciju glukoze 
u anaerobnoj fazi ogleda i dobili još veći sadržaj etanola u 
hranljivoj podlozi. U toku fermentacije u podlozi se stvorilo 
10,56 vol. % etanola. Rezultati, koje smo dobili u toku aerob- 
nog uzgajanja kvasca na podlozi sa 10,56 voL % etanola, dati 
su u tabelama 22 i 25 i na slikama 2 5, 26 i 2 7-

Tabela 22

Razmnožavanje kvasca Saccharomyces cerevisiae na hraniji- 
voj podlozi sa 10,56 vol. % etanola, pod aerobnim uslovima

Vre'
me

- Suva 
mate-

Eta-
nol

Metabolička aktivnost 
ml/10 g SM kv., 30’

Specifična aktivnost
/ tti rr t* a ■v*> oh rija

g/100
inl

vol.
0/ na glukozi na etanolu

1 od o/Hg prOuGlLLc.
v°

% 2 ^co2 X)2
ADH ICL MDH

oa 0,29 — - - - - — - -
obX 0,630 lo,56 1 5 7,oo 25,17 17,18 16,57 54,17 lo,2o 365,17
2 0,725 9,72 156,17 36,17 18,15 2o, 18 5o,46 11,12 332,18
4 0,755 8,32 145,67 37,16 16,15 19,18 48,17 9,o7 41o,l7
6 0,855 7,95 138,17 35,17 18,76 2o,15 34,15 11,25 386,19
8 0,865 7,22 125,77 29,13 17,67 17,56 24,56 9,8o 298,67

18 1,325 6,5o 118,45 26,14 19,98 21,89 23,98 12,9o 245,78
20 1,412 5,67 24o,87 25,67 2o,18 22,76 19,25 ll,7o 198,76
22 1,532 4,99 256,27 34,98 21,45 19,34 18,76 13,72 167,76
26 1,727 4,32 3o5,98 26,16 16,45 28,76 2o,96 9,5o 171,34
36 2,37o 1,76 276,56 34,32 16,57 3o,57 25,78 7,6o 197,54
38 3,25o 1,55 187,97 4o,17 2o,78 4o,67 25,67 6,7o 187,67
40 3,59 1,25 2o3,56 34,23 19,78 37,87 24,56 9,8o 134,76
42 3,73 0,85 155,87 23,97 2o,67 39,76 2o, 16 8,7o 156,78
44 4,o3 0,17 189,43 18,7o 2o,45 18,9o 14,56 lo,7o loo,67
Sr.vredn. 189,84 30,51 18,73 25,31 28,94 10,19 238,87
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o0 - početak anaerobne faze u toku koje se iz 20,70 g/100 ml
glukoze stvorilo 10,56 vol. % etanola,

0 - početak aerobne faze ogleda u toku koje je u hranljivu pod-
logu uduvavan sterilan vazduh u količini od 80 1/1, h

x - na početku aerobne faze ogleda u hranljivu podlogu je doda- 
to rastvora potrebnih količina hranljivih soli, biosa i 
°>75 g/1 asparaginske kiseline.

Kako se iz rezultata datih u tabeli 22 vidi, razmno- 
žavanje kvasca na podlozi koja sadrži ovako visoku koncentraci- 
ju etanola znatno je usporeno, i vreme udvostručenja je vrlo 
dugo0 Iz porasta biomase kvasca izračunali smo vreme udvostruča™ 
vanja koje .iznosi 984,37 minuta. Za vrednost ovoga vremena udvo- 
stručavanja, kad se izračuna vređnost za Y^TP’ se vred-
nost = 0,79° Kako se iz ovoga rezultata vidi, ova koncen-
tracija vlastitog metabolita smeta razmnožavanju samih ćelijao 
Ovako slabo razmnožavanje je posledica fiziološkog stanja ćeli- 
ja levasca koje, kako se iz rezultata metaboličkih aktivnosti na 
glukozi kao supstratu i etanolu kao supstratu vidi, ima ■ sna- 
njenu sposobnost respiracijeo Ovako smanjena aktivnost enzima 
respiracije ima posledicu. i na enzimatskim aktivnostima enzima 
koje smo odredjivali» Aktivnost malat dehidrogenaze je još više 
smanjena tako da dostiže oko des. t puta uanju vracbiost od vrod- 
nosti koje . imaju kvasne ćelije uzgajane na glukozi. Aktiv-
nost alkohol dehidrogenaze se nije tako drastično smanjila što 
dokazuje da je to enzim čija aktivnost ne može da se smanji o- 
vako visokim koncentracijama ovog metabolita EilP metaboličkog pu- 
ta. Izocitrat lijaza, donekle, prati smanjenje specifične aktiv- 
tivnosti malat dehidrogenaze, što je u skladu sa brzinom odvija- 
nja TCA metaboličkog puta u kvasnim ćelijama0 Kako ovako visoka 
koncentracija etanola utiČe na sadržaj citohroma u intaktnim 
kvasnim ćelijama, može se videti u rezultatima datim u tabeli 
23, i na slikama 26 i 2 7°
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Sadržaj citohroraa u intaktrim ćelijama kvasca 
uzgajanim u podlozi 10,56 voh % etanola, pod 
aerobnim uslovima

Tabela 23

Vreme
h

^Talasn a du- 
ži::a m

C i t o h r o m i x105 mola/3

aaz605 ^ 444 550
b

520 560
c

532 Ukupni

0 1,18 0,76 2,03 2,67 2,43 1,98 11,05
2 1,69 1,18 2,46 3,ol 2,56 2,34 13,24
6 2,08 2,08 2,55 3,23 2,46 2,52 14,92
18 2,11 2,o5 2,36 3,o7 2,55 2,63 14,77

; 26 2,18 2,o3 2, 4o 3,11 2,64 2,6o 14,99 !
36 2,2o 2, ol 2,43 3,o9 2,32 2,59 14,64
42 2 ,2 5 2,16 2,37 3,11 2,29 2,5**- 14, 7o
44 00 

|i
CM 

jJ

2,15 2,36 3,16 2,32 2,55 14,72

Srednja 1,98 1,80 2,36 3,04 2,44 2,44 14,13
vrednost 3, 78 5,40 4, 88

Kako se iz rezultata datih u tabeli 23 vidi, sadržaj 
citohroma se sa povećanjem koncentracije etanola u hranljivoj 
podlozi mnogo smanjuje kada se uporedi sa ranije odredjivanim 
sadržajem citohroma u ćelijama kvasca uzgajanim na manjim koncen- 
tracijama etanola, NaroČito se mnogo smanjuje sadržaj citohroma 
aa^ koga ima najmanje od svih triju poznatih citohroma u kvasnim 
ćelijama* Manji sadržaj citohroma je u skladu sa smanjenim inten- 
zitetom disanja što je konstatovano nakon razmatranja rezultata 
datih u tabeli 220

Si.anjonjc citohrona aa-* Sa povoćanjczi ctanola' u podlo- 
7i i snanjenje ihtćnzitcta disanjcn sugerira da otanol nožc delo- 

h'_ kao da izaziva anaerobiozu.
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U tabelama 24 i 29 dati su rezultati dobijeni uzgaja- 
njem kvasca na hranljivoj podlozi koja je sadržala 11,93 v o h  % 

etanola, pod aerobnim uslovima«,

Tabela 24

Razmnožavanje kvasca Saccharomjces, cerevisiae 
u hranljivoj podlozi sa 11,98 vol, % etanola, 
poa aerobnim uslovima

Vre-
me

Suva
mate-

Eta-
nol

Hetabolička 
ml/10 k  SH aktivnost Specifična aktivnost 

kv-, 3 0 ’ T T ---h n o a
g/100
ml

vol, n ,0/ na glukozi na etanolu
J - 0  U  a /  iU^ l/C JLJU.O. 
ATO TPT TVTTTTT

" «C02 Q q 2 s

0 a 0,573 — — - — - — — —
°x 0 , 5 7 4 1 1 ,58 112,18 37,83 13,89 10 ,3 2 35,16 9,15 167,32
2 0,875 lo, 67 135,19 27,76 18,32 19,45 37,87 8,50 178,43
4 0,990 9,67 145,23 3o, 75 15,37 19,15 23,17 8,30 132,96

14 l,13o 8,55 13o,23 31,86 16,98 18,2o 24,34 7,80 14o,34
20 1,285 7,38 161,45 27,15 12,3o 19,75 25,68 7,30 123,46
22 l,31o 6,56 178,56 29,83 lo,35 18,2o 29,5o 8,70 167,19
24 l,33o 5,32 189,4o 26,17 15,16 17,35 2 1 ,76 lo,3o 186,13
32 1,678 3,99 19o,32 2 8,56 18,3o 2o,67 2o,oo 9,7o 13o,25
34 1,732 3,2o 176,19 25,65 17,63 17,3o 28,17 8,9o 128,38
36 l,75o 2,75 2oo,4-6 29,15 19,2o 24,87 25,7o 9,9o 148,19
46 1,999 1,98 2o3,18 3o,45 21,87 28,96 2o,34 lo,lo 198,45
48 2,o3o 1,45 197,86 29,34 2o,56 3o, 48 27,5o 11,12 176,34
50 2,167 1,23 2o5,4o 32,86 19,4o 28,18 26,4o 9,34 168,34
62 2,852 0,32 156,32 3o, 16 2o,38 19,19 28,96 8,56 148,93
Srednja
vrednost 170,14 2 9,82 17,12 20,91 26,75 9,11 153,89

0. v*0 - početak anaerobne faze ogleda u toku koje se iz 21,8 g/100
ml glukoze stvorilo 11,98 vol, % etanola;

0L - početak aerobne faze ogleda u toku koje je u hranljivu pod- 
logu uduvan sterilan vazduh u količini od 80 1/1, h,
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x - na početku. aerobne faze ogleda u hranljivu podlogu dodate 
su potrehne količine hranljivih soli, biosa i 0,75 g/1 as~ 
paraginske kiseline«

Iz vrednosti sadržaja suve materije, datih u tabeli 
24, izračunali smo vreme udvostručenja suve materije i ono iz~ 
nosi za ove uslove 11028,8 minuta» Za ovu vrednost udvostruče- 
nja Y^mp = 0,76o Ovaj rezultat pokazuje da ova koncentracija 
etanola izrazito negativno utiče na metabolizam lcvasnih ćelijao 
Vrednosti QCq u tabeli 24 znatno su niže nego u ranijim ogle- 
dima (tabela ?8, 20), što je posledica negativnog delovanja ova- 
ko visokih koncentracija etanola na enzime EHP metaboličkog puta. 
Pored toga, i vrednosti Qq , koje daju informaciju o sposobnosti 
asimilaci.je kiseonika, zna?no su niže nego u tabelama 18 i 20„
Iako su ove vrednosti znatno manje nego u prethodnim ogledima 
(sa nižim koncentracijama etanola), ćelije ipak, nisu sasvim 
izgubile sposobnost da stvaraju ugljen-dioksid, kako iz glukoze 
tako i iz etanola kao supstrata, i sposobnost da asimiluju kise- 
oniko Naime, do sada u literaturi, (DREWS i HESSLEP, 1967), nije 
poznato da su kvasne ćelije sposobne da rastu na ovako visokim 
koncentracijama etanola. Sposobnost ćelija da dišu i metaboli" 
ziraju etanol i glukozu su, najverovatnije, posledica postepene 
adaptacije ćelija kvasca koje stvaraju postepeno etanol i na njega 
sc privikavajUo Rezultati specifičnih aktivnosti enzima su 
neznatno niži od rezultata datih u tabeli 22. Od svih ispitiva- 
nih enzimskih aktivnosti, najmanje promene se primećuju kod spe~ 
cifične aktivnosti alkohol dehidrogenaze, što može biti dokaz da 
ovaj enzim nije osetljiv na ovako visoke koncentracije etanola. 
Prosečna vrcdnost specifične aktivnosti izecitrat lijaze (9,11
I.J/mg protcina) prcdstavlja nižu vrcdnost d proscčno vrcdnosti 
dobijonc u toleu ogleda čiji su rozultati dati u'tabeli 22 
(10,19 I.J/ng proteina).

U tabeli 25 i slici 28 dati su rezultati sadržaja ci- 
tohroma u intaktnim kvasnim ćelijama uzgajanim u hranljivoj pod- 
lozi, pod uslovima opisanim u tabeli 24.

Kako se iz rezultata sadržaja citohroma (tabela 2 5) 
vidi, sadržaj citohroma u intaktnim ćelijama je niži nego u pret-
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hodnom ogledu (tabela 23)» Posmatrajući ove rezultate, može se 
zapaziti, da u toku aerobnog dela ogleda ne dolazi do povećan^a 
sadržaja eitohroma tako, da Je ukupni sadržaj citohroma znatno 
niži u toku čitavog ogledao Ove vrednosti sadržaja citohroma 
u skladu su sa rezultatima disanja kvasnih ćelija, kako na glu~ 
kozif tako i na etanolu kao supstratu (tabela 24-)«,

Tabela 25

Sadrsaj citohroma u intalctnim ćelijama kvasca 
uzgajanog u podlozi sa 11,53 v oh % etanola

-— ..— — --—-Vreme
--------

C i t o h r o s i x 10  ̂mola/1
tfalasna du- 
žina nm 605 ^444 550

b
520 560

c
532 Ukupni

0 1,09 0,6o 2,2o 1,76 2,2o l,7o 9,55 '
4- 2,12 0,78 2,2o 1,96 2,6o 1,87 11,81
20 2,lo 1,00 2,2o l,9o 2,7o 2,8o h-* ro o 00 o

i  32 2,13 1,01 2,21 1,91 2, 6o 2,85 12,85
4-6 2, lo 1,05 2,2o l,9o 2,5o 2,9o 12,47
62 2, lo 1,04- 2,2o l,9o 2,4o 2,86 12,55

S.rednja J vrednost
1,94

2,
0,91

85
2,20 1,89 

4,09
2,50 2,43 

4,93
12,17

Nakon izvršenih ogleda i analize dobijenih rezultata 
donekle smo u stanju da okarakterišemo etanol kao izvor uglje- 
nika i cnergije za kvasne ćelijeo Jedan od osnovnih pokazatelja 
koji će nam poslužiti u ovon ocenjivanou je količina potrebnog 
etanola za dobijanje 100 g suve materije kvasca« Ove vrednosti 
za različite koncentracije etanola izračunate su iz rezultata 
utrošenog etanola i količine dobijene suve materije u toku ogle- 
da. Vrednosti koje smo dobili ovakvim izračunavanjem date su u 
tabeli 26.

Pored utrošene kcličine etanola za 100 g suve mate- 
rije kvasca, injberesantno je x>osmafcrati kako zavise vrednosti
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Slilca 28: Spelctar citoiiroma intaktnih ćeli^a kvasea
uzgajanih u liranljivoj podlozi sa 11,58 
vol. % etanola, uz aeraciju 80 1/1,h.

lr mp od koncentracije etanola u hranljivoj podlozi. 8a bi 
ta zavisnost hila pregledna, u taheli 25 date su vrednosti 
Y „ nrp doh i a ene z a svaki ogled.

ICako se iz ovili vređnosti vidi lr-np veona mnogo 
zavisi od koncentracije etanola u hranljivog podlozi. Sa 
nize koncentracije etanola 1,34- vol. / i 3,35 voi. /, ova 
vrednost ne odsirapa znatno od vrednosti dohijene na glukozi 
kao izvoru energije i ugljenika (9,9zl-g/molu AiP-a, tahela 
10). Sa porastom koncentracije etanola opada vrednost 

tako, da za kon-■y
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Tabela 26

Zavisnost Y ^ p  od koncentracije etanola u hranljivoj podlozi 
za kvasne ćelije koje su uzgajane na etanolu kao supstratu

Etanol u
hranljivoj
podlozi
V O l o  °/o

y atp
Potrebno 
etanola g/loo g 
suve materije 
kvasca

Iskorišćenje % 
od teorrijskog 
iskorišćenja

1,34 9,83 155,90 90,48
3,36 9,20 155,20 89,34
4,56 8,67 163,64 85,H
6,35 7,36 170,00 81,91
7,94 4-, 65 191,82 72,59

10,56 0,80 348,28 57,11
11,58 0,76 401,24 54,70

centraciju etanola od 7,94 v o h  % Y ^ p  = 4,65 što predstavlja 
polovinu vrednosti dohijene za glukozu kao supstrato Za koncen- 
tracije etanola 10,56 volo % i 11,58 volQ % dobijaju se vredno- 
sti koje su manje od 1.

Pored navedene zavisnosti Y ^ p  od koncentracije eta- 
nola u hranljivoj podlozi treba razmotriti i vrednosti potrebnog 
etanola (g) za loo g suve materije kvasca. TJ našim eksperimentima 
količine potrebnog etanola jako zavise od koncentracije etanola 
u hranljivim podlogama* Tako je u hranljivoj podlozi sa 1,34 voL 
% etanola potrebno za loo g kvasca (sOirio) 153,90 g etanola., Kako 
se povećavala količina etanola u hranljivoj podlozi tako se i 
ova vrednost potrebne količine etanola za loo g kvasca (s.m.) 
povećavala i za koncentraciju etanola od 11,58 voL % za loo g 
kvasca (s0m 0) bilo je potrebno 4ol,24 g etanola0 Iskorišćenje eta- 
nola {°/o  u odnosu na teorijsko iskorišćenje) izračunato je na osno- 
vu toga što se zna da je za loo g s0m 0 kvasca potrebno teorijski 
utrošiti 139,26 g etanola (WHITE, 1954)« Kako se iz rezultata vi- 
di iskorišćenje veoma mnogo zavisi od koncentracije etanola u pod- 
lozio Ove veće vrednosti utroška etanola uzrokovane su
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najverovatnije guticima koji nastaju usled isparavanja, jer je 
posnato da acetaldehid, prvi intermedijer u koga se prevodi eta- 
nol (u slučaju glukoneog©-.neze), kl,juča na 21°C, a ogledi su 
izvodjeni na 30°C jer je to optimalna temperatura za rast kvasca 
Saccharomyces cerevisiaeo Pored toga, hranljiva podloga se aeri- 
še kako hi se omogućilo aerohno razmnožavanje»

Uzrok smanjenja vrednosti sa porastom koncentra-
cije etanola u hranljivoj podlozi može se najverovatnije tražiti 
i u potrehi energije za transport etanola u kvasnu ćelijUo Kako 
je već u pregledu literature dato, do sada ne postoje tačne vred- 
nosti utroška ATP-a potrebnih za asimilaciju pojedinih izvora ug- 
ljenika za kvasne ćelije0 STOUTHAMER i BETTENIIAUSSEN (1973) su 
pretpostavili da je za transport jednog mola acetata potrehno 
utrošiti 1 mol energijom hogatog veza ATP-a» Kada se hude tačno 
znalo koje su količine energije potrehne za procese transporta, 
moći će se izvršiti odredjene korekcije i za vrednosti koje
su date u ovom radu,

Kako zavise metaholičke aktivnosti kvasca od koncentra- 
ci3e etanola u hranljivoj podlozi,može se videti iz vrednosti 
datih u taheli 27* One predstavljaju srednje vrednosti koje su 
dohijene u tolcu ogleda«.' Svaki oglcd ponavijan ’tri puta."’-

Iz rezultata datih u taheli 27 se vidi da se sa pove- 
ćanjem sadržaja šećera, u fermentativnoj fazi ogleda, dolazi do 
izvesnog povećanja sposohnosti kvasnih ćelija da stvaraju ugljen- 
dioksid na glukozi kao supstratu. To povećanje se odnosi na ogle- 
de sa koncentracijom etanola od 1,34- vol. % i 3,36 vol. % etanolaa 
Poredjenje sposohnosti kvasnih ćelija da stvaraju ugljen-dioksid 
vršeno je sa sposobnošću kvasnih ćelija da stvaraju ugljen-diok- 
sid kada su uzgajane na glukoznoj hranljivoj podlozio Koncentra- 
cija glukoze (u toku ogleda na glukozi) je hila 1,28 g/100 ml 
(tahela 10). U toku ogleda sa koncentracijom etanola od 4-, 56 vol.
% (tahela 16) ova fermentativna sposobnost kvasnih ćelija se sma- 
njuje, ali ne znatno, u odnosu na kvasne ćelije koje su uzgajane 
na glukozi (tahela 10). Sa povećanjem koncentracije etanola u 
hranljivoj podlozi smanjuje se sposobnost kvasnih ćelija da stva- 
raju ugljen-dioksid iz glukoze kao supstrata. Pri koncentraciji
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Tabela 27

Zavisnost meta'boličke akbivnosti intaktnih kvasnih 
ćelija Saccharomyces cerevisiae od supstrata i od 
koncentracije etanola kao supstrata

M e t a b o l i č k a  a k t  
ml/10 g SM kvasca, 30’

i v n o s t

na glukozi na etanolu
% 2 ^C02 Qo2

Hranljiva podloga sa 
glukozom koncentraci- 
je 1,22 % 499,67 3o7,98 21,25 41,55
podloga
etanola

sa 1,34 volo °/c
55o ,83 279,76 65,7o 71,17

podloga
etanola

sa 3,36 volc °/c
65o,71 159,ol 67,61 79,29

podloga
etanola

sa 4,56 volo °/c
467,18 132,o7 39,37 168,o3

podloga
etanola

sa 6,33 volo %

423,95 138,68 24,28 17o,73
podloga
etanola

sa 7,94 volo %
292,66 67,2o 19,19 69,59

podloga
etanola

sa 10,56 volo % 189,84 3o,51 18,73 25,31
podloga
etanola

sa 11,58 volo % 17o,14 29,82 17,12 2o,91

etanola 11, 58 volo % (tabela 24) sposobnost ćelija kvasca da
stvaraju ugljen-dioksid iz glukoze je smanjena za 2,94 puta, dok 
se sposobnost ćelija da asimiluju kiseonik smanjila mnogo više 
za oko 10 puta0 Razlog ovako nesrazmernom smanjenju je, najve- 
rovatnije, u tome što je fermentativna sposobnost kvasnih ćeli™ 
ja konstitutivna osobina (OURA, 1972)*

Kako zavisi metabolička aktivnost kvasnih ćelija na 
glukozi kao supstratu, od koncentracije etanola u hranljivoj
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podlozi na kojoj su uzgajane ćelije, može se videti na slici 
29o Smanjenje sposobnosti kvasnih ćelija da troše kiseonik sa 
povećanjem koncentracije etanola predstavlja na izvestan način 
dokaz inhibicije disanja kvasnih ćelija sa povećanjem koncentra- 
cije etanola0 Smanjenje sposobnosti asimilacije kiseionika je 
proporcionalno sa povećanjem koncentracije etanola u hranljivoj 
podlozio

Metabolička aktivnost ćelija kvasca na etanolu kao 
supstratu ukazuje na to koliko su kvasne ćelije sposobne da 
metabolizirajući etanol stvore ugljen-dioksid, reakcijama opi- 
sanim ranijee Kvasne ćelije koje su uzgajane na glukozi posedu- 
ju izvesnu sposobnost da stvaraju ugljen-dioksid iz etanola, kao 
supstrata, što je dokaz istovremenog delovanja glioksilatnog 
metaboličkog puta, EMP metaboličkog puta i TCA ciklusa. Kako se 
povećava koncentracija etanola u hranljivom supstratu, povećava 
se i sposobnost kvasnih ćelija da stvaraju ugljen-dioksid iz 
etanola, a takodje i sposobnost da troše kiseonik. To je dokaz 
adaptacije kvasnih ćelija na etanol kao izvor energije i uglje- 
nikaD Ovo povećanje prestaje kada koncentracija etanola predje 
3 ,36 vol. % da bi, pri koncentraciji od 6 ,3 3 vol. %, sposobnost 
lcvasnih ćelija da stvaraju ugljen-dioksid iz etanola bila na ni- 
vou ćelija koje se uzgajaju na glukozi. Ostale vrednosti sposob- 
nosti stvaranja ugljen-dioksida iz etanola opadaju sa povećanjen 
koncentracije etanola u hranljivom supstratu, ali ne znatnijc, 
tako da i pri koncentraciji od 11,58 vol. %, kvasne ćelije ima- 
311 sposobnost da stvore 1 7 ,1 2 mililitara ugljen-dioksida u toku 
pola sata pomoću 10 g kvasnih ćelija. Sposobnost lcvasca da asi- 
miluje kiseonik, iz etanola kao supstrata, raste sa koncentra- 
cijom etanola u hranljivoj podlozi. Medjutim, tu sposobnost ne 
prati sposobnost za stvaranjem ugljen-dioksida što ukazuje na 
to, da dolazi do izvesne disproporcije izmedju stvorenog acetal- 
dehida iz etanola i acetaldehida koji je ukloučen u metaboličke 
putcve. Ovu pojavu objasnili su DREWS i HESSLER (1967)« Oni sma- 
traju da je relativno mala sposobnost stvaranja ugljen-dioksida 
iz etanola, uz istovremeni veliki utrošak kiseonika, posledica 
stvaranja acetaldehida koji negativno utiče na kvasne ćelioe.
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Ovako velike razlike mogu se primetiti pri koncentraciji etano- 
la od 4,56 vol. % i 6,33 vol. %. Sa daljim povećanjem etanola 
u hranloivoj podlozi, Irvasne ćelije dišu usporenije i na etano- 
lu i na glukozi, što pokazuje da cve koncentracije etanola ne- • 
povoljno utiču na respiratorne enzime, o čemu će još hiti reči 
u daljem izlaganju.

Vrednosti za pojedine specifične enzimske aktivnosti, 
predstavljaju srednje vrednosti, dohijene iz vrednosti koje su 
odredjene u toku uzgajanja kvasca na podlogama sa različitira 
sadržaoem etanola.

Kako se iz vrednosti datih u taheli 28 vidi, rezulta- 
ti enzimskih aktivnosti u kvasnim ćelijama uzgajanim na glukozi 
(koncentracije 1,22 °/o) pokazuju da se istovremeno odigravaju EMP 
metaholički put (aktivnost alkohol dehidrogenaze), glioksilatni 
put (aktivnost izocitrat lijaze) i TCA ciklus (aktivnost malat 
dehidrogenaze je vrlo veliko).Ako uporedimo specifične aktivno- 
sti ovih enzima medjusobno, vidimo da se najintenzivnije odvija 
TCA ciklus, dok se znatno sporije odvija EMP metabolički put, 
a glioksilatni put se odvija najmanje. Ovi rezultati se slažu 
sa rezultatima koje su dobili POLAKIS i BAPTLEY (1965)', WITT, 
KRONAU i HOLZER (1966); GOTS (196?),' CHAMPAU i BARTLEY (1968),* 
BECK i VON MEYENBURG (1968)', IIAIN, FENCL i PROKOP (1969).

Kada su kvasne ćelije uzgajane na podlozi sa 1,34 vol. 
% etanola povećana je aktivnost alkohol dehidrogenaze. Ovo pove-- 
ćanje je logično, jer je povećana koncentracija glukoze u anae- 
robnoj fazi ogleda. Specifična aktivnost alkohol dehidrogenaze 
u toku ovoga ogleda veća je za oko 8 puta,što je posledica adap- 
tivnosti kvasnih ćelija, koje sintetizuju više enzima kada se 
uzgaja u hranljivoj podlozi sa koncentracijom glukoze većom od 
2 ,0%.

U toku ogleda, kod koga je na početku aerobne faze 
koncentracija etanola bila 3,35 vol. %, povećava se i aktivnost 
alkohol dehidrogenaze u odnosu na ćelije uzgajane na podlozi sa 
1,34 volo % etanola. U toku aerobnog dela ogleda specifična ak- 
tivnost alkohol dehidrogenaze ostaje visoka, što se može objas- 
niti složenim sastavom ovog enzima. Medjutim, povećanje specifi-
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'Tabela 28

Zavisnost specifične akti\mosti alkohol dehidrogenaze, izocitrat 
lijaze i nalat dehidrogenaze od koncentracije etanola na početku 
aerohne faze 0gledao

Podloga Specifična aktivnost 
IoJo/mg proteina

APH ICL MDH

Hranljiva podloga sa 
glukozom koncentraci- 
je 1,22 g/100 ml 1,74- 0,85 124-6,95
Hranljiva podloga sa 
etanolom koncentraci- 
je 1,34 volc% 13,95 3,92 84-2,07
Hranljiva podloga sa 
etanolom koncentracije 
3,3^ vol0 % 37,92 9,85 659,67
Hranljiva podloga sa 
etanolom koncentraci- 
je zt-,56 volo % 37,08 10,78 637,34-
Ilranljiva podloga sa 
etanolom koncentraci- 
je 6,36 volo % 36,90 13,4-8 629,60
Hranljiva podloga sa 
7,9H volo % etanola 31,81 12,76 369,52
Podloga sa 10,56 vol. 
% etanola 28,94- 10,19 238,87
Podloga sa 11,53 volo 
% etanola 26,76 9,11 153,89
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čne aktivnosti alkohol dehidrogenaze nije paralelno sa povećanjem 
glukoze u toku anaerobne faze ogleda, Kada je koncentracija glu- 
koze prešla 15% (tabela 20), specifična aktivnost alkohol dehi- 
drogenaze se nije više povećavalao Razlog ovome je, najverovat- 
nije, u tome što oksidativni izoenzim alkohol dehidrogenaze biva 
represiran glukozom što su zapazili i opisali SCHIHPFESSEL, 1968) 
i E0LWER i sar., (1972).

Drugi važan enzim za ugradjivanje etanola, kao izvo-- 
ra ugljenika, je izocitrat lijazao Kako se iz rezultata datih u 
tabeli 28 vidi, sa porastom sadržaja alkohola u hranljivim pod- 
logama raste i specifična aktivnost ovoga enzima0 Povećanje spe- 
cifične aktivnosti izocitrat lijaze dokaz je inteLnzivnioeS delo- 
vanja glioksilatnog ciklusa0 Ovo povećanje specifične aktivnosti 
izocitrat lijaze zapaža se do koncentracije etanola od 7994 volo 
% u podlozio Kada je koncentracija etanola, u hranljivoj podlozi 
bila 10,56 volo % došlo je do smanjerija specifične aktivnosti 
izocitrat lijaze, što pokazuje da se sa povećanjem koncentracije 
etanola povećava i negativan uticaj etanola na specifičnu aktiv- 
nost ovog enzima.,

Kako se može videti iz vrednosti datih u tabeli 28 spe- 
cifična aktivnost malat dehidrogenaze zavisi od koncentracije eta- 
nola u hranljivoj podlozio Sa porastom koncentracije etanola opada 
aktivnost ovoga enzima na vrednost manju za oko polovinu od vred- 
nosti dobijene za uzgajanje na glukozi kod koncentracije od 6,58 
volo % 0 Sa daljim povećanjem sadržaja etanola specifična aktivnost 
malat dehidrogenaze pada intenzivnije da bi pri koncentraciji eta- 
nola od 11,58 vol» % imala vrednost za oko deset puta manju od 
vrednosti koju je imala pri uzga«janju kvasca na podlozi sa gluko- 
zom« Ovo smanjenje može se objasniti smanjenjem intenziteta disa- 
nja što smo zaključili nakon razmatranja rezultata datih u tabeli
27.

U tabeli 29 dati su rezultati koji predstavljaju sred- 
nje vrednosti sadržaja citohroma u kvasnim ćelijama koje su uzga- 
jane na podlogama sa različitim koncentracijama etanola (stvore- 
nih pomoću kvasnih ćelija pod anaerobnim uslovima od različitih 
količina glukoze)«
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Tabela 29

Zavisnost sadržaja citohroma u kvasnim ćelijama od koncentracije 
etanola koji je služio ćelijama kao izvor energije i ugljenika 
pod aerobnim uslovima«

Podloga C i t 0 h 
Citohrom aa^

_  .  . . . .  . 5
r 0 m i x 
Citohrom b

10  ̂mola/ 1  
Citohrom c Ukupni

Hranljiva podloga sa 
glukozom koncentraci- 
je 1,22 g/ 1 3,25 7,49 7,73 2o,51
Hranljiva podloga sa 
etanolom lconcentraci- 
je 1,34 vol.% 3»o3 7,5o 7,86 2o,42
Hranljiva podloga sa 
etanolom koncentraci- 
je 3 ? 36 volo % 4,72 8,08 9,43 22,15
Hranljiva podloga sa 
etanolom koncentraci- 
je 4,36 volo % 4,85 7 ,o2 8, 80 21,21

Hranljiva podloga sa 
etanolom koncentraci- 
je 6,36 vol.% 4,14 6,28 7,63 18, lo
Kranljiva podloga sa 
7,94 vol.% etanola 3,89 6,46 6,2o 16,60

Hranljiva podloga sa 
lo,36 vol.% etanola 3,78 5,4o 4,88 14,13
Hranljiva podloga sa 
11,38 vol0% etanola 2,85 4,o9 4,93 11,87

Smanjenje pojedinih 
citohroma 1,84 1,83 1,56 1,72

Kalco se iz prosečnih vrednosti (tabela 29) vidi, sadr- 
žaj citohroma u intaktnim ćelijama vrlo mnogo zavisi od koncen- 
tracije etanola u hranljivoj podlozi, Ako posmatramo vrednosti 
ukupnog sadržaja citohroma aa^ zapazićemo da se sadržaj ovoga 
citohroma (koji direktno prenosi vodonik na kiseonik) smanjuje 
sa povećanjem koncentracije etanola za 1,84 puta« Isto tako i
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sadržaj citohroma h se smanjuje za oko 1,83 puta, dok se sadr- 
žaj citohroma c smanjuje samo za oko 1,56 puta* Iz ovih odnosa 
smanjenja sadržaja pojedinih citohroma možemo zaključiti da se 
najnanje smanjuje citohrom c«

Ukupni sadržaj citohroma u lcvasnih ćelijama uzgajanim 
u podlozi sa 11,58 vol* % etanola smanjuje se za 1 ,7 2 puta, što 
predstavlja razlog smanjenja intenziteta disanja kvasnih ćelija 
(tahela 2 7)»

Iz iznetih rezultata se može videti da se sa poveća-- 
njem koncentracije etanola smanjuje sadršaj citohroma u ćelija- 
ma što ima za posledicu smanjenje intenziteta disanja. Smanjenje 
intenziteta disanja uzrokuje smanjenje metaholičke aktivnosti 
uopšte, što se takodje vidi u rezultatima specifičnih enzimskih 
aktivnosti: alkohol dehidrogenaze, izocitrat lijaze i malat de- 
hidrogenaze (tahela 28).

Ako se još jednom osvrnemo na rezultate date za vred- 
nosti možemo zaključiti da uzgajanje kvasca u hranljivim
podlogama sa većom koncentracijom etanola od 8,0 voh % nije 
ekonomično,jer se sa povcćanjem koncentracije etanola jako sma- 
njuje vrednost ^rpp, čak ispod vrednosti koje su nadjene u lite-- 
raturio Nagli pad vrednosti prouzrokovan je, kako smo iz
rezultata videli, smanjenjem metaholičke aktivnosti, kako na 

) glukozi, tako i na etanolu kao supstratu« Najveće promene nas~
\ taju u sadržaju citohroma čiji se sadržaj naglo smanjuje kada 
3 se koncentracija otanola poveća iznad 7 »9d vol. % 0

Iz svega napred navedenog vidimo da je glavna i naj~ 
đ hitnija razlika u osohinama kvasnih ćelija uzgajanim na etanolu 
x i ćeiija koje se uzgaja^ju na glulvozi ta, - da sa porastom sađr- 
>,š žaja etanola u podlozi opada sposohnost disanja i sadržaj cito- 
i d  hroma0 Ovo smanjenje intenziteta disanja ima za posledicu malo 
3X iskorišćenje sirovine (etanola) i zhog toga je etanol nepovoljan 
3sza uzgajanje kvasca u podlogama koje sadrže više od 7 ,9 -̂ vol. % 

j-oetanola0 Zhog toga, kao i zhog u zadatku postavljenih razloga, 
ocpočeli smo da u već ustaljene oglede dodajemo aceton.

Da hismo ispitali na koji način aceton deluje na ćeli- 
90e kvasca koje imaju smanjenu sposohnost disanja i smanjeni sadr-
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žaj citohrona, dodavali sno u naredna tri ogleda razlioite ko- 
ličine acetona na početku aerohne faze zajedno sa potrebnim ko- 
ličinama hranljivih soli i vitamina0

U taheli 30 dati su rezultati koji su dobijeni kada 
je u hranljivu podlogu dodato 0 , 2 5 nil acctona/1 hranljive pod- 
loge.

Od dobijenih rezultata najinteresantnije je posma- 
trati kako deluje dodatak acetona na sposobnost disanja kvasnih 
ćelijao Iz rezultata sadržaja suve naterije noženo zaključiti 
da se postiže bolje iskorišćenje u odnosu na etanol jer se do- 
bija više suve materije nego što je dobijeno u toku ogleda či- 
ji su rezultati dati u tabeli 240

Vrlo je interesantno, da kvasne ćelije u toku ovog 
ogleda (tabela 30) imaju veću sposobnost disanja kako na gluko- 
zi tako i na etanolu kao supstratu, što se jasno može videti 
iz rezultata metaboličke aktivnosti intaktnih ćelija (tabela 30).

Rezultati metaboličke aktivnosti razlikuju se od re~ 
zultata datih u tabeli 24 po sposobnosti kvasnih ćelija da tro~ 
še kiseoniko Pored toga, postoji razlika u količini stvorenog 
ugljen-dioksida iz etanola kao supstrata«, Ćelije koje su uzga- 
jane uz dodatak acetona imaju znatno veću sposobnost obrazova- 
nja ugljen-dioksida iz etanola0

Kako zavisi sadržaj citohroma u intaktnim ćelijama 
od dodatka acetona, može se videti iz rezultata datih u tabeli 
31 i slikama 31? 32 i 330

Iz rezultata datih u tabeli 31 se vidi da dolazi do 
povećanja sadržaja citohroma u odnosu na ogled u kome nije do- 
davan aceton, a čiji su rezultati dati u tabeli 25- Zapaža se 
(tabela 30) da se povećava sadržaj citohroma aa^ što se može po- 
vezati sa povećanjem sposobnosti disanja kvasnih ćelija naročito 
na etanolu kao supstratu.



Raznnožavanje lcvasca Saccharoinyces cerevisiae u hranljivoj podlozi koja sadrži 11,60 voh % etanola uz dodatak 0, 2 ^  mX a^etona/1 Ttru TiranTjive podloge

►

Tabela 50

Vreme Suva Etanol Hetabolička aktivnost
, mate- vol»% ..j — , ____ ... elL/1Q ,.SM kvasca, 50’

rija ha~'~gTukozi ha etanolu
e / i o o  ^,0 $

Specifična enzimatska aktivnost 
—  IoJo/mg proteina

ml CO, ADH IGL MDH

oa 0,526 -- - -- - - — _

0,615 11,6o 142,62 62,64 46,86 46,84 25,17 8,28 186,28
• 2 0,762 11, lo 123,11 111,88 12o, '44 13o,56 24,96 8,93 192,19

Li 0,955 lo,5o 17o,81 125,32 129,3o 145,35 28,19 lo,72 243,59
6 0,999 9,4o 166,00 133,76 13o,96 14o,28 29,36 14,26 245,31

16 1,585 8,25 196,25 156,7o 128,32 139,17 3o,18 15,28 244,73
18 1,42o 7,65 2 05,17 132,18 133,18 135,29 31,19 15,13 235,29
24 1,598 6,25 276,25 145,19 128,17 129,35 32,16 16,28 248,72
54 1,998 5,65 35o,73 16o,36 14o,26 133,97 31,38 18,24 251,38
38 2,116 2,76 345,18 17o,15 12o,44 14o,17 32,17 16,27 25o,26
42 2,455 1,68 375,26 173,19 132,15 135,68 33,94 17,26 252,93
46 2,658 1,25 276,9o 165,19 127,19 137,95 32,99 18,28 253,92
56 5,58o 0,68 346,8o 176,9o 118,95 143,17 33,76 17,25 260,73
58 5,56o 0,22 36o,80 138,76 13o,36 152,18 34,68 16,37 276,18
Sredo
vredo . 256,61 134,79 1 22,05 131,53 30,65 14,84 241,65

ŠI
I



Oa - početak anaerobrie faze u toku koje se iz 22,5 g/100 nl hran- 
ljive podloge glukoze - koja je dodavana postepeno kako se 
i fementirala do etanola i ugljen-dioksida - ova fernenta- 
tivna faza ogleda trajala je oko 18 časova0

*v*O^ - nakon završene fernentativne faze ogleda - kada je stvoreno 
u hranljivoj podlozi etanola koliko sno želeli otpočelo se 
sa uduvavanjen sterilnog vazduha u količini od 801/1, h.

x - na početku aerobne faze ogleda u hranljivu podlogu je uz
dodatak hranljivih soli, biosa, acetona 0 , 2 5 ml/1 dodano i 
0,5 g/1 asparaginske kiseline0

Tabela 51

Sadržaj citohrona u intaktnin kvasnin ćelijana kada se 
kvasac uzgaja na hranljivoj podlozi koja sadrži 11,60 vol0 
% etanola uz dodatak 0 , 2 5 ml acetona po litru hranljive 
podloge

- 116 -

Vrene \

^^Talasna du- 
žina nn

C i t o h r o m i x 10^ mola/1
a a z

, 605 p 444 550
b

520 560
c

532 Ukupni

0 l,o5 0,63 2,31 2,5o 2,2o 2,37 11,06
2 1,55 0,95 2,42 2,5o 2,25 2,43 12, lo
4 2,o5 1, lo / 2,53 2,63 2,5o 3,oo 13,78
16 2,12 l,lo 2,7o 2,75 2,69 3,45 14,81
34 2,15 1,11 2,9o 2,7o 2,7o 3,62 15,16
46 2,15 1,13 2,9o 2,7o 2,7o 3,7o 15,28

Srednja 1,84 1,00 2,62 2,63 2 ,5 0 3,09 13,68
vrednost 2, 84 5,25 5, 59

Da bisno ispitali da li povećanje dodatka acetona no- 
že izazvati povećanje intenziteta disanja i sadržaja citohrona u 
intaktnim ćelijana dodavali sno u narednon ogledu 0,75 nl acetona 

5 po litru hranljive podloge.,
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Slika 31 *• Spektar citohrorna intaktnih ćelija Inrasca
uzgajanih u hranljivoj podlozi sa 1 1,6 0  v o l .  J 
otanola uz dodatak 0 , 2 3 ml / 1 acetona, uz ae- 
raciju 80 1 /l,h
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Sliica 53 : Spektar citohroma intaktnih. ćelija kvasca
■uzsaj'anih. u hranljivoj podlozi sa 11,60 vol. c/o 

etanola uz dodatak 0 ,2 5 ml/i acetona, uz 
aeracij’u 80 1 / 1 ,h
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U toku ovog ogleda odredjivali smo i metaboličku ak- 
tivnost kvasnih ćelija u puferu koji je sadržao odredjenu koli- 
činu acetona da hismo utvrdili da li ćelije mogu da koriste ace- 
ton kao izvor ugljenika i da li ga uključuju u svoje metaboiičke 
puteve. Proučavanjem literature iz podataka utvrdili smo da 
niko do sada nije ispitivao i potvrdio da kvasac Saccharomvces 
cerevisiae može da koristi aceton kao izvor energije i ugljenika 
u svom metaholizmUo Rezultati koje smo dobili pod navedenim us~ 
lovima dati su u tabeli 32 i 33 i slikama 34, 359 36, 37? 38,
39 i 40„

Iz rezultata datih u tabeli 32 se vidi da se sposob- 
nost kvasnih ćelija da metaboliziraju glukozu razlikuje u tome 
od prethodnog ogleda (tabela 30), što se povećavaju vrednosti 
za utrošak kiseonika« Prosečna vrednost utroška kiseonika u ta- 
beli 32 iznosi 206,02 ml/10 g SM, 30’, dok prosečna vrednost za 
utrošak kiseonika data u tabeli 30 iznosi 134,79 ml/10 g SM kv., 
30’o Ako uporedimo ove dve prosečne vrednosti možemo predposta- 
viti da dodati aceton ima sposobnost da aktivira respiratorne 
enzime kao što ima sposobnost da 'aktivira proteolitske enzime 
( H E R I N C t , 1967) o Što se tiče vrednosti za metaboličku aktivnost 
ćelija na etanolu kao supstratu, ne zapažaju se znatne razlike 
u odnosu na prethodni ogled (tabela 30)• Medjutim, interesantno 
je videti rezultate metaboličkih aktivnosti na acetonu kao sup- 
stratu« Kako se iz rezultata vidi, aceton se može vrlo dobro me- 
tabolizirati pomoću kvasnih ćelija0 Kvasne ćelije imaju veliku 
sposobnost da stvaraju ugljen-dioksid iz acetona kao supstrata, 
jer je dobijena prosečna vrednost od 123,32 ml/10 g SM kv., 30’.



'I'IEII! Bi
Raziiinožavanoe kvasca Saccharomjces cerevisiae u hranlhivoj podlozi koja je sadržala 11,5o vol. 
%  etanola (stvorenog *pomocu kvasnTh ’celTJa) uz dodatak acetona u količini od 0,75 ml/1 hran- 
ljivc podloge i 0,5 g/1 asparaginske kiseline

Vre-
me

* Suva 
mate-

Eta-
’nol M e t a h 0 1 i č k 

ml/ 1 0 g» SM
a a k t i v 
k v o ,  3 0’

n 0 s ■t Specifična aktivnost 
I.J./mg proteinah n j a volo na glukozi 

0/o QC02 % 2

na etanolu 
^C02 ^0 2

na acetonu na acetonu + 
Qn Onn asparag.kis.

2 2 ^co2 % 2
ADH ICL MDH

oa 0,350 - - - - - - - — - - —
0? 0,590 11,50 189,34 lo2, 05 55,21 71,76 54,93 58,96 62,55 93,39 27,52 8,29 178,26
2 0,953 10,27 193,36 126,13 76,51 83,18 52,62 lo9,12 53,15 65,49 3c,27 11,36 192,18
Zj. 1,025 10,05 2o8,56 145,17 loo,36 111,01 I0 8 , 36 118,36 74,66 lol,66 32,45 14,28 253,76
6 1,136 9,74- 2 3 8 , 3o 176,13 99,28 142,68 115,19 13o,26 125,19 148,52 33,74 16,39 245,29
16 1,662 8,06 238,9o 2o5,17 96,58 128,17 12o,36 135,19 13o,28 15o,29 35,28 2o, 36 252,96
20 1,736 7,36 275,3o 238,17 lo8,17 155,19 138,52 129,18 145,18 175,18 34,17 21,29 264,29
24 1,893 6,03 2 6 8 , 3 8 248,66 12o,53 152,56 148,76 136,95 13o,19 163,56 35,28 2o,8o 259,27
28 1,995 5,26 272,25 236,17 127,62 .150,77 171,13 175,88 14o,27 15o,19 36,33 22,18 26o,31
38 2,4o 3,45 252,18 24o,51 Ho,73 125,19 152,16 169,29 136,17 165,19 37,17 26,36 265,28
42 2,735 2,76 296,15 239,62 12o,17 14-0,27 148,17 172,19 135,19 17o,56 35,27 25,27 27o,29
46 2,938 1,27 243,19 243,76 13o,17 14-6,28 155,28 179,8o 126,72 18o,15 34,13 23,18 3o2,19
30 3,245 0,32 236,88 24o,58 126,18 159,4-5 16o,19 185,26 128,19 195,17 35,26 24,19 3ol,34
54 3,582 0,19 246,43 2o6,o2 lo7,66 125,52 128,52 145,81 13o,17 187,15 36,28 25,36 297,56
Sred
vred

. O

. o 246,43 206,02 107,66 125,52 128,52 145,81 116,76 15o,ll 34,07 19,94 257,15

121



- 122 -

Oa- početak anaerobnog dela ogleda u toku koga se iz glukoze 
koncentracije 22,5 g/100 nl hranljive podloge, ova faza 
trajala je 13 časova

0 - početak aerobne faze ogleda u toku koje je uduvavan steri- 
lan vazduh u količini od 80 1/1, h, 

x - na početku aerobne faze ogleda dodano je u hranljivu podlo- 
gu pored hranljivih soli, biosa, 0,5 g/asparaginske kise- 
line/1 i 0,75 ial acetona/lc

Kvasne ćelije imaju sposobnost i da troše kiseonik, 
kada je supstrat* aceton, i prosečna vrednost utroška kiseonika 
iznosi 145 ml 0^/10 g SI1 kv«, 50’• Ako se vrednosti Qqq podelc 
sa Qq dobija se poznati odnos RQ ko,ji za aceton (pod uilovima 
naših^ogleda) iznosi RQ = 0,88» Pored ovih triju netaboličkih 
aktivnosti ispitali smo i metaboličlcu aktivnost na acetonu uz 
dodatak asparaginske kiseline0 Asparaginsku kiselinu smo doda- 
li zbog toga, jer je poznato njeno pozitivno delovanje na brzi- 

[ nu razmnožavanja kvasca (FICHTER i VON MEYENBURG, 1966). Medju- 
r . tim, vrednosti dobijene za mataboličku aktivnost uz dodatak as- 
l paraginske kiseline ne razlikuju se bitno od vrednosti dobijene 
s • za metaboličku aktivnost na acetonu» Razlog ovoga je, najverovat- 
i nije, u tome što je ovo vreme odredjivanja (50 minuta) kratko da 

bi moglo doći do nekog vidnijeg uticaja asparaginske kiseline na 
m matabolizam kvasca«

Kako povećana količina dodatog acetona utiče na sadr- 
š žaj citohroma u intaktnim ćelijama kvasca može se videti u tabe- 
I li 35o

Nakon završene fermentativne faze ogieda sadržaj cito- 
id hroma u intaktnim ćelijama je približno isti kao i u prethodnom 
§o ogledu (tabela 51)- U toku aerobne faze ogleda sadržaj citohroma 
ja se povećao u toku 24 časa na 14,20 mola x 10^/10 Ovo povećanje 
sasadržaja citohroma se nastavlja tokom ogleda i dostiže vrednost 
bood 15,50 x 10 mola/lo Ako se ovaj sadržaj citohroma uporedi sa 
easadržajem citohroma dobijenim u toku ogleda sa manjim dodatkom 
onacetona (tabela 51), vidi se da se sa povećanjen dodatka acetona
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u hranljivu podlogu no može povećati sadržaj citohromaoI
Tabela 33

Sadržaj citohroma u intaktnim ćelijama kvasca uzgajanog 
na hranljivoj podlozi sa 11,30 vol« % etanola uz dodatak 
0 , 7 3 ml acetona/ 1  i 0 , 3 g/ 1  asparaginske kiseline

Vreme
h C i t o h j? c m i mola x 105/ 1

a-cijLasna du- 
žina nn 605

aau
;444 550

b
520 560

c
532 Ukupni

0 0,97 0,72 2,18 2,05 2,00 2,10 10,02
2 l,lo 0,99 2 ,3 8 2,25 2 ,3 8 2,56 11,66
4 1,23 1,07 2,39 2,40 2,48 2,86 12,43

' • 6 1,55 1,09 2,48 2,50 2,65 2,98 13,25
: ' 24 2,09 1,20 2,62 2,49 2,72 3,08 14,20

42 2 ,20 1,21 2,80 2,60 2,70 3,26 14,77
50 2,19 1,20 3,05 2,62 2,72 3,49 15,27
54 2,20 1,20 2,95 2,65 2,72 3,58 15,30

Srednja 2.20 1,20 2,95 2,65 2,72 3,58 15,30
vrednost 3,40 5,60 6, 30

Iz rezultata datih u tabeli 33 se vidi da se sadržaj 
citohroma ne razlikuje bitno, ako se uporedi sa sadržajem citohro™ 
ma u intaktnim kvasnim ćelijama koje su uzgajane u hranljivoj 
podlozi sa 1 1,50 vol« % etanola u kojoj je dodano 0 , 2 5 ml aceto- 
na/lo

Da bismo ispitali uticaj dodatka voćih količina aceto- 
na u narednom ogledu dodali smo 1 ,2 5 nl acetona/lo Rezultati koje 
smo dobili u toku ovog ogleda dati su u tabeli 34- i 35 i slikama 
41, 42, 43, 44 i 45o

Iz rezultata datih u tabeli 34 i iz izračunatih pro- 
sečnih vrednosti sposohnosti kvasnih ćelija da stvaraju ugljen- 
dioksid iz glukoze kao supstrata iznosi 255»36 ml/10 g SM kv»,30’o
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Slika 3 4  : Spektar citohroma intaktnih ćelija irvasca
uzgajanih u hranljivoj podlozi sa 11,60 vol. / 
etanola uz dodatalc 0 ,7 5 ml acetona / 1 , uz 
aeraciju 80 1/1 ,h
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Slika 35 Spekar citohroma intaktnih ćeiija kvasca 
uzgadanih u hranljivoj podlozi sa 11,So vol. )S 
etanola uz dodatalc 0,75 ml acetona /l, uz aera< 
cijn 80 1/1,h
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Slika 36: Spektar citohroma intaktnih ćelija kvasca
uzgajanih u hranljivoj pođlozi sa 1 1 ,5o vol. 3 
etanola uz dodatak 0 ,7 3 ml acetoma/ 1  , uz aera- 
ciju 8o 1/1 ,h
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Slika 37 : Spektar citoliroma intaktnih ćelija kvasca
uzgajanih u hranljivoj podlozi sa 1 1,60 vol. >j 
etanola uz dodatak 0 ,7 5 ml acetona/1 , uz ae- 
raciju 80 1/1 ,h
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Slilca 38 : Spektar citohroma intaktnih ćelija kvasca
uzgaa'anih u hranljivoj podlozi sa 11,60 vol. /  
etanola uz dodatak 0,75 ml acetona/1, uz ae- 
racio'u 80 1/1,h
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Slika 39 : Spektar citokroma intaktnih ćelija kvasca
uzgajanih. u hranljivo'i podlozi sa ll9oo vol. 
etanola uz đođatak 0,73 n:l / 1 acetona , uz 
aeraciju So 1/1,h

tra
n

s
m

ittn
n

c
e



-  i 3 o  -

6

10

20

40

60

80

100%

Slika 40 : Spektar citohroma intaktnih ćelija lcvasca
uzgajanih u hranljivoj podlozi sa 11,So vol. /  
etanola uz dodatak 0,75 / 1 acetona, uz
aeraciju 8o 1/1,h
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Ova prosečna vrednost ne razlikuje se bitno od srednje vrednosti 
za sposobnost stvaranja ugljen-dioksida od 24-6,4-3, koja je dobi“ 
jena pod usloviraa kada je u hranljivu podlogu dodano 0,75 nil/1 
acetona0 Nepostojanje razlike metabiličke aktivnosti u sposob- 
nosti da se stvori ugljen-dioksid iz glukoze pokazuje da se ne 
menja ništa bitno u aktivnosti enzima EMP metaboličkog puta0 Ako 
posmatramo srednje vrednosti sposobnosti lrvasnih ćelija da asi~ 
miluju kiseonik, ona se povećava u odnosu na prethodni ogled sa 
manjom dodatom količinom acetona (0,75 ml/1), i iznosi 13,92 
ml/10 g SM, 30’c Ovo povećanje sposobnosti utroška kiseonika je 
najverovatnije uslovljeno d.odatkom veće količine acetona u hran- 
ljivu podlogUc

Iz rezultata mctaboličke aktivnosti na etanolu kao 
supstratu, vidi se da se sposobnost stvaranja ugljen-dioksida 
povećava za 60,69 mlo Isto ta'ko, povećava se i sposobnost asi- 
milacije kiseonika pomoću kvasnih ćelija0 Ovo povećanje utroška 
kiseonika je nanje nego što je sposobnost obrazovanja ugljen-di- 
oksida i iznosi samo 10 ml„ Ovo pokazuje da ovo povećanje meta- 
boličke aktivnosti nije sinhrono jer se znatnije povećavaju ak- 
tivnosti EMP metaboličkog puta, a manje se aktiviraju respira- 
torni enzimi, dodatkom veće količine acetona u hranljivu podlogu«, 
Sto se tičo metaboličke aktivnosti na acetonu kao supstratu, i 
acetonu sa dodatkom asparaginske kiseline, vrednosti su nešto 
niže nego u prethodnom 0gleduo Uzrok toga smanjenja može biti 
možda u tome, što povećana količina dodatog acetona (1 ,2 5 ml/1) 
oštećuje neke enzime koji učestvuju u ugradnji acetona u metabo- 
ličke puteve kvasnog metabolizma0

Kako utiče dodatak veće količine acetona (1,25 ml/1) 
na sadržaj citohroma u intaktnim ćelijama može se videti iz vred- 
nosti datih u tabeli 35 i slikama Al, 4-2, 4-3, 44- i A5o

Iz rezultata datih u tabeli 35, se vidi da sadržaj 
citohroma u intaktnim ćelijama raste u toku ogleda sa dodatom 
većom količinom acetona (1,25 ml/1)0 Vrednosti do kojih raste 
sadržaj pojedinih citohroma ne razlikuju se bitno od vrednosti 
sadržaja citohroma koje su dobijene u prethodnom ogledu sa dodat- 
kom 0,75 ml/1 acetona.



Razmnožavanoe kvasca Saccharomvces cerevisiae u hranljivoo podlozi koja je sadržala 
11,46 volo % etanola uzHdodatak mT/l-~a"cetona i 0,J g/1 asparaginske kiseline

Tabela 34

Vre-
me

Suva
mate-

Eta- 
■ nol

Metabilička < 
miyio aktivnost kv0, 3 0’ Specifična aktivnost

h rija
g/100
ml

vol.
%

Na glukozi

^COg % 2

na etanolu

^co2

na ace' 

^C02

tonu

% 2

na acetonu+'" 
asparckisel.
QC02 %

I . J./m« 

ADE

5 proteina 

ICL MDH
a0 0,321 - - - - - - - — — — —

0T 0,730 11,46 2o2,81 111,33 loo,37 lo5,76 4-9,92 64,38 54,98 72,lo - - -
oc. 0,822 lo,56 241,14 156,23 145,28 12o,73 89,73 61,o5 96,87 99,76 28,17 9,25 196,32
4 0,854 9,99 257,42 2o6,32 176,92 139,26 lo2,3® 79,28 99,17 lol,2o 29,96 12,26 2o5,27
6 1,345 8,73 245,27 227,16 139,73 15o,28 95,19 lo2,73 loo,76 lo3,2o 32,18 18,24 245,26

16 1,995 6,21 252,18 253,76 148,26 149,76 llo,28 lo4,17 lol,25 loo, 00 34,28 19,25 263,26
20 2,36o 4,8o 263,19 236,39 143,17 15o,26 lo3,?5 loo,26 95,28 99,76 36,27 2o,29 245,25
24 2,456 2,28 245,27 169,19 195,16 138,96 99,17 lo2,38 lol,25 lo3,2o 37,19 22,73 267,26
30 3,054 1,36 231,18 198,17 199,37 142,19 lo5,32 1o7,45 lo3,72 lo5,2o 35,62 21,86 252,19
40 3,245 0,92 243,19 226,36 195,18 113,19 loo,32 loo,27 97,63 98,7o 35,28 22,34 25o,37
44 3,521 0,62 275,18 276,18 21o,17 176,28 96,73 lo3,26 loo,26 lo5,7o 36,24 23,17 297,36
46 3,650 0,13 352,18 358,24 198,25 148,59 lo8,86 lo6,37 lo5,38 lo8,2o 34,76 2o,32 3o2,2?
Srednja
vrednost 255,36 219,94 168,35 135,57 96,50 93,78 96,05 99,72 30,97 18,05 229,53
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U narednoj seriji ogleda hteli smo da ispitamo,kako 
će povećanje količine dovedenog vazduha uticati na pokazatelje 
koje smo do sada ispitivalio Količina vazduha, koja je uduvava- 
na u toku naredna četiri ogleda, bila je 180 1/1, h„

Tabela 35

Sadržaj citohroma u intaktnim kvasnim ćelijama, uzgaja- 
nim u hranljivoj podlozi koja je sadržala 11,46 v oh % 

etanola uz dodatak 1 ,2 5 mi/1 acetona, pod aerobnim us- 
lovima (aeracija 80 1/1, h vazduha).

-  133 -

Vreme
h C i t o h r o m i oi—iX y mola/1 kvasca

ralasna du- aa75 b c
z m a  nn 605 444 550 520 560 532 Ukupni

0 0,85 0,57 2,20 2,28 1,96 2,20 10,06
2 1,10 0,82 2,38 2,34- 2,38 2,75 11,77
4 1,15 0,93 2,50 2,75 2,65 2,82 12,82

24 2,28 1,10 2,99 2,82 2,91 3,4-8 15,58
30 2,30 1,15 2,86 2,90 2,90 3,52 15,01
40 2,29 1,17 3,05 2,91 2,90 3,57 15,89

kDqr•̂i 2,30 1,70 3,07 2,86 2,90 3,56 16,39

Srednja 2,30 1,70 3,07 2,86 2,90 3,56 16,39
vrednost

___ __
00' 5,93 6,46

Rezultati koje smo dobili sa većim količinama vazduha, 
bez dodatka acetona dati su u tabeli 36 i 37«
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Slika 4-1 : Spelctar citohrona intaktnih ćelija kvasca
uzgajanih. u hranljivoj podlozi sa 11,-06 vola J 
etanola uz dodatak 1 ,2 5 ml/1 acetona, uz aeraciju 
80 1/1 ,h
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Slika 4-2 Spektar citohroma intaktnih ćelija kvasca 
uzgajanih u hranljivoj podlozi sa 11,46 voi. / 
etanola uz dodatak 1 ,2 3 ml acetona/1, uz aerac: 
j u  8 0  1 / 1 , h
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Slika 4̂-3 : Spektao? citohroma intalcfcn.ih ćelija kvasca
uasajanih u hranljivoj podlozi sa 11,46 vol. / 
etanola uz dodatak 1,25 ml / 1 acetona, uz aera- 
ciju 8o 1 / 1 , h
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Slika 44: Spektar citokroma intaktnih ćelija larasca
uzgajanih u hranljivoj podlozi sa 11,46 vol. 
etsnola uz sodatak 1 ,2 5 nil / 1 acetona, uz 
aeraciju 8o 1 / 1, h
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Slika 45 : Spektar citohroma intaktnih celij'a kvasca
uzgajanih u hranljivoj podlozi sa 11,46 vol. >S 

etanola uz dodatak 1 ,2 5 ml / 1 acetona uz ae~ 
racio'u 8o 1 / l,h
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Raznaožavanje kvasca Saccharomyces cerevisiae, uzgajanog pod 
aerobnim uslovima (180/1/1 i h), u podlozi sa 11,52 vol» % 

etanola, uz dodatak 0,5 g/1 asparaginske kiseline

- 139 -

Tabela 36

Vreme Suva Eta~ Metabolička aktivnost Specifična aktivnost
h mate- nol ml/10 g SM, 30’ x t / , .riia vol - - ->■ ̂  ■ ■ — —  IoJo/mg protema

c/ °na glukozi na etanolu

oa 0, 297 - - - - - - -
obX 0, 673 11, 52 155, 52 55, 18 17«.25 15,.26 24, 52 9, 21 168, 17
2 0, 732 9, 25 15o, 26 64, 15 18,.72 15,,29 25, 58 lo, 56 172, 58
4 0, 992 7,97 14o, 28 7o, 26 19,.76 16,,58 24, 19 11, 22 18o, 76
14 1,076 6,05 14o,58 72, 85 2o,.58 18,,76 25, 92 11, 89 186, 54
18 1,396 4, 25 156, 78 75, 28 25,.56 55,,29 27, 96 15, 67 258, 4-5
28 1.632 3,2o 158, 55 77, 52 25,,86 55,,54 27, o2 15, 88 242, 58
52 1.973 1,05 155, 96 75, 96 27,,19 28, 16 28, 96 15, 26 257, 55
56 2,2o3 0, 15 156, 78 76, 19 29,,99 4*3,19 26, 87 12, 26 255, 26

Srednoa
vrednost 146, 79 70, 59 25, 06 25, 71 26, 52 11, 97 207, 65

0. ✓0 - anaerobna faza stvaranja etanola pomoću matičnog k\rasca,
trajala je 13 časova u toku koje se iz 22,5 g/100 ml glu~
koze stvorilo 11,52 vol» % etanola

0 - početak aerobne faze ogleda
x - na početku aerobne faze ogleda dodavane su u hranljivu pod- 

logu pod sterilnim uslovima hranljive soli, vitamini i 0,5 
g/litru asparaginske kiselineo

Kako se iz datih rezultata vidi, pri uslovima inten- 
zivniie aeracioe, dobijaju se vrednosti koje se znatno razlikuju 
od onih koje su dobijene pod uslovima manje intenzivne aeracije 
(tabela 21)- Jedna od razlika koje se mogu zapaziti je smanjenje 
sposobnosti ćelija kvasca da stvaraju ugljen-dioksid (146,79 ml). 
Dalje se može videti da je sposobnost kvasnih ćelija da asimiluju
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kiseonik povećana za oko 2 puta, u odnosu na rezultate date u 
tabeli 24„ Interesantno je da je povećana meta'bolička aktivnost 
na etanolu, kao supstratu, jer se stvara više ugljen-dioksida i 
asimiluje više kiseonika. Sto se tiče rezultata enzimskih aktiv- 
nosti, svih triju ispitivanih enzima, zapaža se povećanje speci- 
fičnih aktivnosti, ali to povećanje nije toliko da bi moglo da~ 
ti zadovoljavajuće rezultate«

U toku ovoga ogleda odredjivali smo i sadržaj cito- 
hroma i rezultati koje smo dobili dati su u tabeli 37 i na sli- 
kama 46, 47 i 48«

Tabela 37

Sadržaj citohroma u intaktnim ćelijama lrvasca, uzgajanog pod 
aerobnim uslovima (180 1/1, h) u podlozi sa 11,32 vol. % 

etanola, uz dodatak 0,5 g/1 asparaginske kiseline

Vreme
h

>^Talasna du~ 
ž incu-nm

C i t o h r o m i x 10^ mola/I
aa^605 ^ 444 550

b
520 560

c
532 Ukupni

0 0,99 0,61 2,23 1,92 2,18 1,73 9,66
2 1,22 0,76 2,31 1,92 2,21 1,93 11,35
4 1,99 0,98 2,33 1,97 2,34 2,18 11,75
14 2,2o l,o7 2,34 2,18 2,40 2,20 12,39
28 2,21 1 ,1 7 2,40 2,22 2,41 2,25 12,66

Srodnja 2.21 1,17 2,40 2,22 2,41 2,25 12,66
vrednost 3,38 4 1 ,62 4 , 66

Ako uporedimo rezultate sadržaja citohroma (date u 
tabeli 37) dobijene pod uslovima intenzivnije aeracije, sa re- 
zultatima sadržaja citohroma pri slabijoj aeraciji (tabela 25), 
zapazićemo da nema bitnijih razlika koje bi ukazale da se u će- 
lijama nalazi znatno veći sadržaj citohroma pri uslovima inten- 
zivnije aeracije..
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Slika 46: Spekar citohrorna intaktnih. ćelija lcvasca
uzsajanih u hranljivoj podiozi sa 11,52 vol. °/o 

etanola uz aeraciju 18o 1/1,h
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Slika 47 : Spektar citohroma intaktnih ćelij'a kvasca
uzgajanih u hranljivoj podlozi sa 11,52 vol. / 
etanola uz aeraciju ISo l/l,h
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Slika 48 : Spektar citohroma intaktnih ćelija kvasca
uzgaj'anih u hranlo'ivoj podlozi sa 11,52 vol. /  

etanola uz aeraciju 18o 1/1,h
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Kako intenzivnigom aeracijom nismo dobili rezultate 
koji ukazuju da dolazi do znatnijih poboljšanja i ubrzanja meta- 
boličkih procesa u kvasnoj ćeliji, u naredna tri ogleda, pod us- 
lovima intenzivije aeraci.je, dodavali smo u podlogu tri različi" 
te koncentracije acetona, da bismo utvrdili da li će, možda, ovak- 
vi uslovi izvodjenja ogleda dati povoljnije rezultate, i dati nam 
informaciju da li se uspešno može uzgajati kvasac i na visokim 
koncentracijama etanola u podlozic

Rezultati, koje smo dobili kada smo u hranljivu pod~ 
logu dodavali 0 , 2 5 acetona/1, uz intenzivniju aeraciju dati 
su u tabeli 38 i 39« Kako se iz dobijenih rezultata vidi, pri 
uslovima intenzivnije aeracije dolazi do znatnog povećanja sposob- 
nosti disanja kvasnih ćelija i na glukozi i na etanolu0 Ovo pove- 
ćanje se uočava ako se uporede vrednosti date u tabeli 31 sa 
vrednostima datim u tabeli 39* što se tiče enzimskih aktivnosti, 
zapaža se povećanje u specifičnoj aktivnosti svih triju enzima, 
a sadržaj citohroma se povećava u odnosu na srednje vrednosti, 
date u tabeli 32» Ovo povećanje sadržaja citohroma pokazuje da 
se povećava intenzitet disanja u aktivnosti enzima disanja, što 
se uklapa u povećane specifične aktivnosti triju odredjivanih en- 
zima (alkohol dehidrogenaze enzima ENP metaboličkog puta, izoci-- 
trat lijaze enzima glioksilatnog poprečnog puta i malat dehidro- 
genaze enzima TCA ciklusaQ



Tabela 38
Raznmožavanje kvasca Saccharomyces cerevisiae na podlozi lcoja je sadržala 11,68 vol» % 

etanola, pod aerohnim uslovima, uz dodatak 0 , 2 5 ml/1 acetona i 0,5 g/1 asparaginske kiseline

Vre-* Suva Etanol
me

Metabolička aktivnost
mate- vol« %

Specifična aktivnost
h rija na glukozi na etanolu na acetonu jl prorema

g/loo
ml ^co2 q c o2 % 2 % 2

ADH ICL NDH

0a 0,4-25 - - - - - — — — — _

0bX 0,696 11,68 241,4-0 181,65 lo6,4-o lo9,73 132,59 128,67 3o,72 7,32 179,26
2 0,823 lo,lo 211,45 173,63 lo9,76 113,95 117,16 125,37 32,56 lo,35 205,36
4- 0,937 8,74- 185,93 228,17 llo,38 128,73 136,95 136,27 33,76 13,38 246,39
6 1,34-2 6,32 199,96 236,18 185,72 21o,38 145,83 14o,83 34,29 14,29 328,56
16 1,673 4,27 228,17 252,93 196,37 186,96 128,73 14-2,28 35,65 25,38 339,42
20 1,893 2,36 237,18 24o,76 199,86 2o5,19 126,73 137,26 59,42 26,45 425,37
24- 2,536 1,03 252,19 239,82 176,25 228,19 126,73 135,34 4o,28 25,76 4o7,29
28 2,84-2 0,18 26o,18 24-1,72 185,12 232,18 143,86 14o,56 42,75 24,29 4o3,52

Srednja
vrednost 227,05 223,98 158,73 176,91 132,32 135,83 36,18 18,40 316,89
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0 - početak anaerobne faze u toku koje se iz 22,8 g glukoze po
100 nl hranljive podloge stvorilo u toku 19 časova 11,68 vol« 
% etanola

V

0 - početak aerohne faze u toku koje se u hranloivu podlogu udu- 
vavao sterilan vazduh u količini od 180 litara po litru hran- 
ljive podloge

x - na početku aerobne faze u hranljivu podlogu sa 11,68 vol« % 
etanola dodati su pod sterilnim uslovina rastvori koji su 
sadržali odredjene količine hranljivih soli, vitalnih sup- 
stanci, 0 , 2 5 ml acetona po litru hranljive podloge i 0 , 5  
g/litru asparaginske kiseline.

Pored odredjivanja, čiji su rezultati dati u tabeli 
5 8, odredjivali snio u toku ovoga ogleda i sadržaj citohroma u in~ 
taktnim kvasnim ćelijama i dobili rezultate ko?ji su dati u tabeli 
59 i slikama 49, 50 i 51»

Tabela 59

Sadržaj citohroma u intalctnim kvasnim ćelijama, uzgajanim u hran- 
ljivoj podlozi sa 11,68 vol. % etanola, 0 , 2 5 ml/ 1  acetona i in- 
tenzivnijoj aeraciji (180 1/1 , h)•

Vreme
h

^^Talasna du-
• ž ina nn

C i t o h r o m i x 105 mola/ 1

aa,
605 ^444 550

b
520 560

c
532 Ukupni

0 0,85 0,52 2,25 2,48 2,35 2,2o 10,56
2 1,28 0,99 2,90 2,70 2,38 2 ,30 12,25

’' 4 1,99 1,28 3,28 2,99 3,55 2,38 15,41
6 2,20 1,55 4,00 5,27 3,90 2,40 17,32
16 2,59 1,60 4,50 3,53 4,50 2,87 19,00
20 2,55 1,61 4,50 3,50 4,50 2,88 18,98
28 2,40 1,60 4,50 3,50 4,50 2,88 18,98

Sredn.ja 2,40 1,60 4,50 3,50 4,30 2,88 18,98

vrednost 4,00 7, 80 7,18
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Slika 49: Spelcaz* citohroma intalccnih ćelija kvasca
uzgajanih u hranljivoj poalozi sa 11,68 vol. 
etanola, uz dodatak 0 ,2 5 ml / 1 acetona, uz 
aeraciju 18o 1/1,h



Slika po : Spektar citohroraa intalctnib. ćelija kvasca
uzgaoanih u hranljivoa poalozi sa 11,68 vol. i 
etanola, uz dodatak C,25 nl / 1 acetona, uz 
aeracio’u 18o 1/1,h

transrnittance
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Slika 51 : Spsktar citohroma intaktnih ćelia'a kvasca
uzsaj'anim u hranloivoj podlozi sa 11,68 vol. P 
etanola uz dodatak 0 ,2 5 ml / 1 acetona, uz aerac_ju 
l8o 1 / 1, h
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Kako se iz rezultata datih u tabeli 39 može videti, 
sadržaj citohroma u kvasnim ćelijama se povećava ali ne dostiže 
sadržaj citohroma u ćelijama kada se uzgajaju na glukozi (tabe-- 
la ll)o

U tabeli 40 dati su rezultati koji su dobijeni doda- 
vanjem u hranljivu podlogu 0,75 ml/1 acetona pod uslovima inten- 
zivnije aeracije«, Iz datih rezultata se vidi da kvasne ćelije 
uzgajane pod ovim uslovima imaju veću sposobnost da fermentisu 
i respirišu glukozu, što je utvrdjeno odredjivanjem metabolićke 
aktivnosti na glukozi., Ovo povećanje fermentativne aktivnosti 
može biti uzrokovano intenzivnijom glukoneogenezom zbog prisustva

Vacetona u podlozio Sto se tiče metaboličke aktivnosti na etanolu, 
povećava se sposobnost kvasnih ćelija da stvaraju ugljen-dioksid, 
a takodje i sposobnost kvasnih ćelija da asimiliraju kiseoniko 
Povećani intenzitet stvaranja ugljen-*dioksida, i povećani utro- 
šak kiseonika, mogu se objasniti ubrzanjem metabolizma kvasnih 
ćelija, što je potvrdjeno povećanim specifičnim enzimskim aktiv-

Vnostima odredjivanih triju enzimao Sto se tiče sposobnosti kvas- 
nih ćelija da asimilišu aceton, (pri intenzivnijoj aeraciji), 
utvrdjeno je da pri ovim uslovima ćelije imâ ju veću sposobnost 
da asimiliraju kiseonik,što se takodje, može objasniti ubrzanjem 
metabolizma u ćelijama0

U tabeli 41 i na slikama 52, 53, 54 i 551 dati su re~ 
zultati sadržaja citohroma u intaktnim kvasnim ćelijama kada su 
uzgajane pod uslovima opisanim u tabeli 400 Ako uporedimo rezul- 
tate sadržaja citohroma, koje smo dobili pri intenzivnijoj aera- 
ciji, možemo videti da se sadržaj citohroma povećava.

U tabeli 42 i 43 i na slikama 56, 57, 58, 59 i 60 dati 
su rezultati koji su dobijeni kada se u hranljivu podlogu dodalo
1,25 ml/1 acetona. Ogled je izvodjen pod uslovima intenzivnije 
aeracije«



Tabela 4-0 „

Razmnožavanje kvasca Saccharomyces cerevisiae na podlozi koja je sadržala 11,56 vol. % 

etanola, 0 , 7 5 ml/ 1  acetona i 0 , 5 g asparaginske kiseline

Vre-
me
li

Suva
mate-
rija
g/100
ml

Etanol
vol0% .]

M e t a h o 1 " ' nl/10 g
aa glukozi

i č k a a k j • SM,•kvasca, j
na etanolu

v n o s t l 

na acetonu
Specifična aktivnost 

IoJ./mg proteina
ADH ICL MDHco2 % 2 Qc°2 2 °co2 Q o2

0a 0,34-6 - - - - - - - - - - -
0bX 0,628 11,56 4-37,06 llo,23 86, 8o 96,84 71,88 9o,25 3o,96 6,36 159,26
2 0,921 9,27 352,75 114,9o 9o,75 llo,o7 124,92 lo8,23 38,76 lo,o3 256,72
4- l,23o 8,o3 452,61 429,35 147,24 17o,48 151,93 153,84 4-o,29 13,28 272,86
6 1,512 6,52 28o,75 255,91 164,95 191,22 215,48 186,79 42,52 18,76 299,73
16 2,136 2,36 298,77 376,18 195,36 21o,76 21o,76 22o,61 43,76 23,78 339,46
2o 2,825 1,27 375,29 369,37 2o8,79 229,38 2o8,76 21o,8o 45,82 25,39 358,26
26 2,996 0,16 276,33 295,82 24o,25 25o,68 2oo,28 2oo,99 46,93 27,86 373,92

Srednja
vrednost 353,36 278,82 162,02 179,92 169,44 167,35 41,29 17,92 294,31

3. v0 ~ početak anaerobne faze u toku koje se iz 22,5 g/loo ml komine stvorilo 11,56 vol« %

etanola u tolcu 19 časova;
0 - početak aerobne faze u toku koje se u hranljivu podlogu uduvavao sterilan vazduh u

količini od 180 litara po litru hranljive podloge;
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x - na početku aerobne faze u hranloivu podlogu koja je sadržala 
navedenu količinu etanola dodati su rastvori koji su sadržali 
odredjene količine hranljivih materija, vitalnih supstanci, 
acetona 0,75 ml po litru hranljive podloge i 0,5 g po litru 
asparaginske kiseline

Tabela 41

Sadržaj citohroma u intaktnim kvasnim ćelijama, uzgajanim na 
hranljivoj podlozi, koja je sadržala 11,56 voh % etanola, uz
dodatak 0,75 ml/1 acetona, uz aeraciju od 180 1/h

Vreme C i t o h r o m i x 10  ̂mola/1

'Tfalasna du~ 
žina nn 605

aa,
^444 550

b
520 560

c
532 Ukupni

0 0,75 0,53 00HOJ 2,38 2,30 2,20 10,34-
2 1,37 0,99 2,38 2,67 2,99 2,38 12,73
4 1,95 1,00 3,28 2,95 3,29 2,41 14,88
16 2,26 1,35 4,05 3,27 4,06 2,59 17,58
20 2,30 1,40 4,10 3,38 4,10 2,68 17,96
26 2,35 1,4-5 4,20 3,50 4-, 25 2,76 18,51

Srednja 2,55 1,45 4,20 3,50 4,25 2,76 18,51
vrednost 3,70 7,70 7,01
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Slika 52 : Spektar citohroma intaktnih ćelija kvasca
uzgao'anih u liranljivoj poalozi sa 11,52 vol 
etanola, uz dodatak 0,75 ml / 1 acetona, uz 
aeraciju 18o 1/1, h.

'JO
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Siika 53: Spektar citohroma intalctnih ćelij'a kvasca
uzgao'anih u hranljivoo podlozi sa 11,52 voi. >3 
etanola, uz dodatak 0,75 ml / 1 acetona , 
uz aeraciju 13o 1 / 1 , h

transm
ittance
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Slilca 54 : Spelcfcar citohroma intalctnih ćelija lcvasca
uzsajanih u hranljivoj podlozi sa 11,52 vol. >5 
etanola, uz đodatak 0,75 ml acetona/1, uz ae- 
raciju 18o 1/1,h

tra
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Slika 55 : Spektar citohroma intaktnih ćelija lcvasca
uzgajanih u hranljivoj podlozi sa 11,52 vol. 
c/o  etanola, uz dodatak 0,75 rnl acetona/1, uz 
aeraciju lSo 1/1,h

transm
ittance



Tabela 42

Razmnožavanje kvasca Saccharomyces cerevisiae u hranljivoj podlozi koja je sadržala 11,45 
volo % etanola, uz dodatak 1,25 ml/1 acetona i 0,5 g/1 asparaginske kiseline uz aeraciju 
od 180/1/h

Vrene Suva Eta~ Metabolička aktivnost Specifična aktivnost
v, nate- nol . „ . _M_ nl/10 g c SM, 509__  .. r     IoJo/mg proteina

-rri -in i r A  ^ T1 »  C ’ l VI A f  A n  n l  n  ia »-» a  a11 rija vol 0 na glukozi na etanolu na acetonug/loo
ml % q c o2 °2 % o 2 °2

0---
2 v 0

2
ADH ICL HDH

oa 0,574 — - — — — — —
°x 0,756 11,45 516,lo 144,29 lo4,21 150,27 130,97 112,99 29,82 6,32 145,18
2 0,996 lo, 03 475,57 165,85 144,78 159,36 112,00 117,26 32,46 13,46 236,72
4 1,120 8,26 517,76 19o,o5 159,36 1—' vO 'O v>

i 00 16o ,06 17o,85 34,29 18,53 24o,86
6 1,560 6,29 376,57 124,42 187,22 2o2,47 172,35 128,75 36,75 2o,75 246,38
16 2,47o 3,75 572,8o 148,55 17o,78 192,8o 148,76 142,89 37,85 24,39 252,96
20 2,527 1,27 547,52 197,38 16o,29 179,36 15o ,22 159,65 34,74 27,38 343,8o
26 5,004 0,12 567,28 199,67 159,5o 19o,43 165,27 172,18 33,28 24,73 339,75
Srednja
vrednost 367,66 166,88 155,16 181,72 148,52 161,06 34,17 19,36 257,95

157
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Sadržaj citohroma u intaktnim kvasnim ćelijama, uzgajanim na 
podlozi koja je sadržala 11,45 vol. % etanola uz dodatak 1,25 
ml/1 acetona i 0,5 g/1 asparaginske kiseline uz aeraciju od 
180 1/h vazduha

Tabela 43

Vreme C i t o h. r 6o m i x 10^ mola/1

’̂Talasna du- 
žina Dii aa^

605 ^ 444 550
h

520 560
c

532 Ukupni

0 0,77 0,4-6 2,19 2,10 2 ,3 0 2,03 9,85
2 0,99 0,73 2,37 2,50 2,65 2,26 13,14
4 1,75 1,02 2,52 2,60 2,99 2,26 13,04
6 2,00 1,30 3,00 2,75 3,26 2,26 14,50

* 16 2,28 1,49 4,15 3,50 4,20 2,65 18,27
20 2 ,3 0 1,40 4,18 3,50 4,23 2,68 18,39
26 2 ,3 0 1,50 4,20 3,50 4,25 2,70 18,45

Srednja 1,77 1,17 3,23 2,92 3,ZU 2,40 14,90
vrednost 2,94 6, 15 5,81
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Slika 56 : Spektar citohroma intaktnih ćelija lcvasca
uzgajanih u hranlj ivoj podlozi sa 11,Z.L5 vol. /j 

etanola uz dodatak 1,25 nl acetona /I uz aera- 
ciju ISo 1/1,h

transmittance
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Slika 57- Spelc’car citohroma intaktnih ćelija lc/asca
uzgajanih u hranljivoj podlozi s% ll,z{-5 vol. t 
etanola uz dodatak 1 ,2 5 ml acetona /I uz aeraciju 
lSo 1/1,h
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Slika 58: Spektar citolirorna intalrtnih ćelija ic'/o.sca
uzgajanih u hranljivoj podlozi sa 11,45 v o l .  i 

etanola uz dodatak 1 ,2 5 ml acetona / 1 , u z  aeraciju 
18o 1/1,h

tra
n

s
m
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n
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Siika 59: Spektar citohroma intaktnih ćelija kvasca
uzgajanih u hranloivoj podlozi sa 11,45 vol. / 
etanola uz dodatalc 1,25 rol acetona/1, uz -
18o 1/1,h
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Slika 6 0: Spelctar citohroma intaktnih ćelija lcvasca
uzgajanih u hranljivoj podlozi sa 11,4-5 v o l . v i  

etanola uz dodatalc 1 ,2 5 ml acetona/1 , uz aeraciju 
18o 1/1,h

tra
n

s
m

itta
n

c
e



- 164 -

Da bismo mogli pregledno da sagledamo kako utiče do- 
datak acetona na navedene pokazatelje koje smo odredjivali u to- 
ku ogleda, u tabeli 44 dati su rezultati koji pokazuju kako za- 
visi metabolička aktivnost od količine dodavanja acetona u hran- 
Ijivu podlogUo

Tabela 44

Zavisnost metabolicke aktivnosti kvasnih ćelija na glukozi i 
etanolu od količine dodatog acetona i aeracije

Tabela Dodato acetona Aeracija Metaboličke aktivnosti
broj ml/1 1/1, h ----- ----------------------

25 - • 80
31 0,25 80
33 0,75 80
35 1,25 80
37 - 180
39 0,25 180
41 0,75 180
43 1,25 180

Na glukozi Na etanolu
% 0 2 % 2 % 0 2 %

17o, 14 29, 82 17, 12 2o, 19
256, 61 134, 79 122, 05 131, 53
246, 43 206, 02 lo7 , 66 125, 52
255, 36 219, 94 168, 35 135, 57
146, 79 7o, 39 23, 06 25, 71a-O

l
O

J o5 225, 98 158, 73 176, 91
353, 36 273, 82 162, o2 179, 92
367, 6 6 166, 8 8 155, 16 181, 72

Rezultati dati u ovoj tabeli jasno pokazuju da se res-- 
piratorna aktivnost kvasnih ćelija i^ovećava i na glukozi i na eta 
nolu kao supstratu«. Pored toga, povećava se i sposobnost kvasnih 
ćelija da stvaraju ugljen-dioksid na oba navedena supstrata* Ovo 
ukazuje da dolazi do promene celolaipnog metabolizma ćelija, koji 
uključuje TCA ciklus, lanac disanja i EMP put3 Povećanje sposob-- 
nosti kvasnih ćelija da stvaraju ugljen-dioksid, najverovatnije, 
je posledica alctivacije enzima EKP metaboličkog puta koji služi, 
u ovom znači da se dobija vise suve materije kvasca po utrošenom 
molu ATP-ao Isto tako i aeracija uz dodatak acetona poboljšava 
ovaj odnos, tako da se dodatkom 1,25 ml/1 acetona i intenzivnijom
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aeracioom dobija vrednost za = 1,93 što predstavlja veću
vrednost za 2,54 puta od vrednosti, koja se dohija bez dodatka 
acetona i sa smanjenom aeracijomo Isto tako se i utrošak etano- 
la kao supstrata za jednu te istu količinu kvasca smanjuje kada 
se u hranljivu podlogu dodaje acetono

Ako na isti način uporedimo rezultate ostalih odredji- 
vanja dobijenih uz uslove dodavanja acetona sa rezultatima dohi- 
jenim bez dodavanja acetona dobijamo rezultate koji su dati u ta- 
belama 45 i 46»

Rezultati dati u tim tabelama jasno ukazuju na to da 
se respiratorna aktivnost kvasnih ćelija povećava kako na glukozi 
tako i na etanolu kao supstratu0 Pored toga, povećava se i sposob* 
nost kvasnih ćolija da stvaraju ugljen-dioksid iz glukoze i cta- 
nola kao supstiata0 Ovo ukazuje da dolazi do promene celokupnog 
metabolizina lovasnih ćelija koji ukloučuje u sebe TCA ciklus, la- 
nac disanja i EMP metabolički put0 Povećana sposobnost kvasnih 
ćelija da stvaraju ugljen-dioksid najverovatnije je posledica 
aktivacije enzima EMP metaboličkog puta koji služi u ovom sluča- 
ju za glukoneogenezu jer je utvrdjeno da Je EMP metabolički put 
reverzibilan0 Da je ova predpostavka tačna govore i podaci (tabe- 
la koji se odnose na rezultate količine stvorenog ugljen~di~ 
oksida iz glulcoze i etanola pri intenzivnijoj aeracijio

Povećana sposobnost Irvasnih ćelija, uz dodatak acetona 
i intenzivnije aeracije, da troše kiseonik iz glukoze i etanola 
kao supstrata posledica su intenzivnijeg funkcionisanja enzima 
TCA ciklusa a takodje i lanca disanjao
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povećava sa dodatkom acetona i uz intenzivniju aeraciju, ali se 
ne povećava sa tolikim intenzitetom kao ranije nabrojana dva dru~ 
ga enzima« Razlog ovoga bi mogao biti u tome da ovaj enzim je 
najmanje podložan delovanju spoljašnjih faktora što Je donekle 
potvrdjeno i eksperimentima koje je izveo JANKI i sar0 (1971), 
Autori su utvrdili da izoenzim alkohol dehidrogenaze koji upućuje 
etanol u metaboličke puteve ne gubi znatno svoju aktivnost i na~ 
kon tretmana na 62°C u tolrn 1 časaQ

U prilog iznetih zaključaka u vezi povećanih sposob- 
nosti kvasnih ćelija da stvaraju ugljen-dioksid iz navedenih 
supstrata i povećana sposobnost da troše kiseonik, idu i rezul- 
tati dati u tabeli 460 U toj tabeli dati su rezultati sadržaja 
citohroma u intaktnim kvasnim ćelijama, koje su uzgajane na hran- 
loivoj podlozi sa dodatkom acetona. Dati rezultati jasno govore, 
da se sadržaj citohroma povećava sa količinom dodatog acetona, 
što predstavlja, po našem mišljenju, samo posledicu povećanja 
metabiličke aktivnosti kvasnih ćelija uopšte0
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Zavisnost sadržaoa citohroma u intaktnim ćelijama kvasca Sacc- 
haromyaes cerevisiae od aeracije količina dodatog acetona u 
hranljivoj podlozi

Tabela 46

c=Tahela aceton aeracija  Citohromi x  10 mola/1
troj ml/1 1/vazdooha ‘ aa^ b c Ukupni

1, h ^

26 - 80 2,85 4,o9 4,93 12,17
32 0,25 80 2,84 5,25 5,59 13,68
34 0,75 80 3,40 5,60 6,30 15,3o
36 1,25 80 4,00 5,93 6,46 16,39
38 180 Vjsl N* v>l 00 4,66 4,65 12,66
40 0,25 180 4,00 7,80 7,18 18,98
42 0,75 180 3,70 7,7o 7,ol 18,51
44 1,25 180 3,3o 7,7o 6,95 18,45

Iz ovih rezultata zapaža se da je sadržaj citohroma 
aa^ veći pri intenzivnijoj aeraciji hranljive podloge« Ovaj ci*- 
tohrom je najosetljiviji na promenu koncentracije kiseonika u 
podlozi, što je potvrdjeno radovima SINGER-a i sarQ, (1966) i 
ogledima koje su izveli 0UR4 i SUOMALAINEN (1970). Zapaženo je 
da je ovaj citolirom najosetljiviji na koncentraciju kiseonika i 
represiju glukozom ako se uporedi sa osetljivošću citohroma b 
i c (RICKAJRD, MOSS, PHILIPS i MOK, 1971)«.

MOSS i sar0, (1971) su, takodje, pokazali da se sadr- 
žaj citohroma aa^ povećava sa povećanom količinom kiseonika u 
podlozio RICKARU, MOSS i GANEZ (1971) su zapazili da su sva tri 
tipa citohroma imala maksimum kada se kvasac uzgaja pri niskim 
koncentracijama glukoze, sa minimalnom aeracijom0 Dalje su ovi 
autori zapazili da se sva tri tipa citohroma smanjuju sa pove- 
ćanjem sadržaja glukoze0

U tabeli 47 dati su rezultati konstante dobijene
u toku ogleda pri kojima je u hranljivu podlogu dodavan acetons
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Tabela 47

Zavisnost Ŷ rpp» količine potrebnog etanola za 100 g suve mate- 
rije lcvasca i iskorišćenja od količine dodatog acetona i aeracije

Etanol 
u hran- 
ljivoj 
podlozi 
vol o %

Dodato
acetona
ml/1

Količina 
vazduha 
1/1, h y a t p

Potrehan 
etanol g 
za loo g 
SM kvasca

Iskorišćenje 
% od teorijskog 
iskorišćenja

11,56 - 80 0,76 4ol,24 34,77
11, 6o 0,25 80 1,05 313,14 44r46
11,5o 0,75 80 1,22 3o5,48 45,58
11,46 1,25 80 1,42 3o5,22 45,62
11,52 - 180 0,87 39o,74 35,64
11,68 0,25 180 1,15 284,25 48,99
11,56 0,75 180 1,57 265,00 52,15
11,48 1,25 180 1,93 262,66 53,01

Kako se iz rezultata datih u taheli 47 vidi dodatak 
acetona u hranljivu podlogu ina pozitivan uticaj na sva tri iz~ 
računata tehnološka pokazateloa«, Dodatkom acctona dohija se višc 
suve materije kvasca po utrošenom nolu ATP-a. Ovaj odnos poholj- 
šava i intenzivnija aeracija (180 1/1,h) tako da se sa dodatkom
1,25 ml/1 acetona dohija vrednost za 1,93 što predstavlja
vrednost veću za 2,54 puta od vrednosti koja se dohija hez dodat- 
ka acetona sa slahijon aeracijomo Sa dodatkom acetona, uz uslove 
intenzivnije aeracije poholjšava se odnos potrehne količine eta~ 
nola za loo g s.n. kvasca« Tako je, uz dodatak 1,25 ml acetona 
(pri intenzivnijoo aeraciji) utrošcno za loo g s.a. Irvasca 
:.:anjo 138,58 g etanola (4ol,24 - 262,66). Iskorišćenje (%
od teorijskog iskorišćenja) izračunato je na osnovu toga što je 
poznato da je teorijski potrehno utrošiti za loo g suve materije 
kvasca 139,26 g etanola (WHITE, 1954). Kako se iz datih rezultata 
vidi sa dodatkom acetona 1 ,2 5 ml/1 (uz intenzivniju aeraciju) pos- 
tiže se vcćc iskorišćenje etanola kao sirovine za 18,24%.
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Iz dobijenih. .rezultata i iznete diskusije mogu se
izvesti sledeći zaključci:

lo Klasične tehnološke postavke, da se kod progeneracije pekar- 
skog kvasca Saccharomyces cerevisiae mora početi anaerobnom 
fazom do stvaranja oko 3,0 vol0 % etanola, zadržavaju se 
još i danas iako je KONOVALOV (1962) dokazao da se kvasac 
normalno razmnožava kod koncentracije etanola od oko 7,0 
vol„ °/o0

2 a Postavljanjom Pasteur-ovog efekta (KEYEPH0F, 1936) i kasnijim 
ispitivanjem CRABTPEE-a i drugih napred pomenutih istraživaČa, 
dokazana je multikauaalnost uzroka aerdbnog i anaerobnog vida 
metabolizma kvasca»

3o Već ranije smo došli do zaključka da se kvasac razmnožava i 
u hranljivoj podlozi koja sadrži 11,60 voL % etanola sa uma- 
njenim iskorišćenjem0 Ti zaključci su nas naveli da izvršimo 
analizu celog niza fizioloških promena koje nastaju u kvasnim 
ćelijama kada im se kao izvor ugljenika daju razne koncentra- 
cije etanola0
Da bismo ispitali te promene odredjivali smo: metaboličku ak- 
tivnost intaktnih kvasnih ćelija (tehnikom Warburg-a); enzi- 
matske aktivnosti alkohol dehidrogenaze, izocitrat lijaze i 
malat dehidrogenaze - glavnih enzima koji upućuju etanol u 
metabolizam kvasca - i sadržaj citohroma, radi ispitivanja 
aktivnosti lanca disanjao

LY0 Ispitujući zavisnost fizioloških karakteristika kvasnih ćeli- 
ja od koncentracije etanola u hranloivoj podlozi, došli smo 
do zaključka, da se sa povećanjem koncentracije etanola sma- 
njuje metabolička aktivnost kvasnih ćelija0 Takodje se sma- 
njuju i enzimske kativnosti u dezintegratu kvasnih ćelija,



a i sadržaj citohroma u intaktnim kvasnim ćelijama (što uJca- 
zuje da je aktivnost enzima lanca disanja smanjena).

5o Uzimajući u ohzir negativno delovanje etanola u koncentraci- 
jama većim od 8 vol. %, za industrijeke svrhe ne može se pre- 
poručiti uzgajanje pekarskog kvasca u podlogama sa većim sa- 
držajem etanola od 8 vol, % 0

60 Utvrdili smo da se smanjena metaholička aktivnost (zhog pove- 
ćane koncentracije etanola) može poholjšati dodavanjem aceto- 
na, jer aceton, kao dohar organski rastvarač najverovatnije 
oslohadja aktivne centre pojedinih enzima, tako da je celo- 
kupni metaholizam u kvasnim ćelijama uhrzan.

7» Optimalna doza dodavanja acetona, pod uslovima izvedenih og- 
leda, je 1 ,2 5 ml/1.

80 Ovim radom nije ohuhvaćeno ispitivanje uzroka pozitivnog de~ 
lovanja acetona na metaholizam kvasnih ćelija*
Dohijeni rezultati daju veliku mogućnost daljim istraživanji- 
ma primene acetona u tehnologiji proizvodnje kvasca i medicini.
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