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Az élesztdk szénhidratjainak szétvalasztasa
¢s dtesoportosulasuk vizsgalata a nemzedék-
valtakozissal kapesolathan
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Magyar Tudominyos dkadémia Genetikai Intézete és dgrokémiai Kutats Intézet
Biokémiai Osztdlya, Budapest

Ismeretes, hogy az élesatdsejtek szénhidrattartalma meglehetésen ingadozd,
és szarazanyagra vonatkoztatva 20—50%, kozott valtakozhat. Az ingadozas fdoka
abban rejlik, hogy a szénhidrattartalom nagymértékben fiigg attél, milyen termé-
szetes vagy ilizemi kérnyezetben és milyen mddon éli életét az éleszts. A levegtz-
tetéses (aerob) életméd folyaman inkabb a sejt éléanyaga, a fehérjék gyarapodnak,
az erjesztéses (anaerob) életmdd inkdbb a szénhidratok sejten beliili felhalmozésa-
nak kedvez.

Ma mar ismerjiik az élesztdsejthen nagyobb mennyiségben fellelhetd vala-
mennyi szénhidratot. E szénhidratok kutatdsa Errera [2] ama felfedezésével
kezd8dik, hogy az éleszt8sejtben jelent§s mennyiségii glikogén talalhats. Tulajdon-
képpen azonban a kiilonféle szénhidratokra vonatkozé ellentmondé adat kozitt
csak az utdbbi két évtized kutatésai alapjan tudunk tédjékozddni. A zavarokat féleg
az okozta, hogy a kiilonbsz§ kutaték kiilonbbz6 médon elszaporitott eltérd fajiu,
s6t mas nemzetségbe sorolt élesztket analiziltak és sem ezt, sem egymas ered-
ményeit nem vették figyelembe; az eljarasmédok sem voltak tokéletesek s a
szénhidratok teljes szétkiilonitése ecsak a legutébbi id6kben sikeriilt.

Iy pl. Nicker son [16] még 1949-ben is az 8sszes hidrolizalhaté szén-
hidrat mellett esak a glikogént méri kiilén s a gyarapodasukbél vagy esokkenésiik-
bdl kivetkeztet a szénhidratok valtozasaira.

Az élesztok szénhidratjai €s szerkezetiik

Mai ismercteink szerint az élesztisejtekben a kovetkezd szénhidratok for-
dulnak el6 jelentdsebb mennyiségben : Trehaléz (mikéz). Ezt a diszaharidat
Koch [9] majd Tanret [22] taldltak meg az

éleszt?’ben. Meunyisége kb. a szdrazanyag 10%-4ra n- (‘[, 0 sk
tehetd. |
Manndn (élesstégumi). Az élesztsejt egyik H-C-OH H-C-Orr

s A . cyat |
legstabilisabban megmaradé poliszaharidaja, mert  HO-C-H O IH0-C-H 0
éheztetéskor mennyisége nem cstkken bizonyos |

szint ald. Erjedéskor mennyisége ingadozik s a & O
plazmaban is és a sejtfallal kapcsolathan is ki- ey Hef=—=
mutathatdé. Azt, hogy az é18 sejtben is mint man- CH,OH CIT,01T
nin fordul el6 — és nem a kezelés hatdsira kelet- 500 (1 a Glucosido
kezett mitermék Stockhausen é Sil- [1,5]—1—Glucose [1,5])

bereisen [20, 21] dontétték el. Szerkezetét
Haworth, Heath éPeat [6] és veliik szinte egyidében Hassid,
Joslyn é McCready [5] allapitottdk meg.
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Az élesztd mannan d-mannopiranozid részekbgl van felépitve,
glikozidkstések a 4. sz. C atomhoz kapcsolédnak, mint a cellulézban,
az amilopektin és a glikogén — mar eligazé szerkezetd.
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Az élesstd manndn jellemsd szerkezeti részlete

: i L d-mannéz, az éleszté manndn
Hidrolizdlve d-mannést szolgdltat,

hidrolizis terméke

Glikogén. Errera méar emlitett felfedezése wtén jéideig csak citolégiai
tton, festési eljarassal mutattak ki. Az &lesztgk életfolyamataiban val szerepére
itt nem térhetiink ki. Ling, Nanji é Paton [13] szerint két formaban
taldlhaté : mint kénnyen oldhaté, kinnyen mobilizélhaté, plazmaval kapesolat-
tos rész és mint nehezen oldhaté, sejtfallal is kapesolatban 4ll6 alkots vegyiilet.

A glikogén [1]. Felsi sorban a féléne, alséban as oldallincok eligazdsa és végsidése lgthatd

Glukdn (»hemicelluléz«, éleszideellulés ). A mannan és glikogén mellett a
sejtfal f6-szénhidratja. (Természetesen e szénhidratok mellett a sejtfalban fehér-
jék és mis vegyiiletkomplexumok is vannak.) A glukan kiilonvalasztasit, Gssze-
tételének megallapitasat Zechmeister é Téth [25, 26] végezték el.
Eredményeiket Somogyi[19] és Haehn [4] szerint azéta tsbben igazoltak.
A glukéan vizben nem oldédé poliszaharid, melynek jellegzetes kizbeess lebontasi

terméke egy cellobiézhoz hasonlé diszaharid.” [tt a glukdézmolekuldk 1,3 beta
kitésben kapesolédnak egymashoz,



Az élesztlk szénhidratjainak fenti felsoro-
lis szerinti értelmezése lényegében Ne u-
berg [15] 6ta hasznédlatos, tehat mintegy 10 {
éves. Igy érthetd, hogy szétvilasztasuk csak a
legutébbi idékben tértént meg. & B-C-0 | ¥ B=L-0H
H

0
I I
Hangstlyoznunk kell azt is, hogy az L-——(E—H 0 |—~—([‘— g L
»élesztfke« szémhidratjainak a fenti felsoroldsa H—{—0H T-C—0H
csak a Saccharomyces és a Torulopsis nemuzet- | |
5 o P 11 H-C H-C
ségekbe tartozé fajokra érvényes, a t5bbi nem- i |
zetségnél egyesek hianyoznak vagy mas szén- CH,0H CILOH
hidratok jelenhetnek meg. A glukdn jellemzi szerkezeti részlete

Kisérleti anyag és médszerek

A wvizsgdlt élessték

Vizsgialataink sordn a kovetkezd élesztéket hasznaltuk : 1. Budafoki Szesz-
és Elesztégyar sitbipari élesztdjét, 2. az Erjedésipari Vallalat siitdipari élesztdjét
és ennek az in. 1'V-es anya-élesztGjét, 3. a Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus
boréleszts Balatonfiired 2 torzsét, melyet fiziologiailag és genetikailag is meglehetd-
sen ismeriink. A siit8ipari élesztSket gydrtasbol vals kikerilésiik utén vizsgaltuk,
a Balatonfiired 2 boréleszt8t razégépen magunk szaporitottuk el, inkabh anaerob,
mint aerob koriilmények kozstt, 209, cukrot tartalmazé mustban. Mihelyt a kizeg-
bél a cukor elfogyott, az éleszt6t centrifugaltuk, steril desztillalt vizzel tobbszor
alaposan dtmostuk. Természetesen atmostuk a siitGipari élesztéket is.

A borélesztSket a vizsgilatok folyamén vegetativ sejt 4llapotukban ugyaniigy
vizsgaltuk, mint a siitSipari éleszttket. A vegetativ sejteket azonban tomeges sporaz-
tatésha vontuk be [17] és a spéraztatott tomeget analizaltuk.

Spérdztatds

A tdmeges spérdztatds menete az elébbi hivatkozas alatt megtallhats —
itt esak a legsziikségesebb mozzanatokat és az azéta tortént médositasokat ismer-
tetjik, )

Ha egy éleszt6tomeget tomeges sporazésra akarunk birni, annak elsg feltétele,
hogy tépkozegétdl mennél alaposabban kimossuk. Ezt steril desztillalt vizzel,
djabban steril foszfat, vagy biftalat pufferral végezziik, Altalaban hiromszori mo-
sdst és ugyanannyi centrifugilast alkalmazunk, o

Elékészitiink 8—10 db 21-es {§z8lombikot a spéraztatishoz. Négybevezetéses
gamidugéval és a levegd be- és kivezetéséhez, a beoltashoz és mintakivételhez
szitkséges fiveg- és vatta-armaturaval latjuk el Sket és a szokasos natriumacetit-
glukézos (0,149, acetat, 0,049, glukéz) spéraztats folyadékot éntjiik bele. Az edé-
nyeket kiilon-kilon megtisltve és sterilezve sorba kapesoljuk és szivas, vagy nyomis
segitségével erfs levegfaramot hajtunk at rajtuk.

A leveg6aramot ledllitva olyan szuszpenziéval oltjuk be a lombikot, hogy a
bennlevé egy liter kozeg 1 ml-ében kb. 20 milli6 sejt legyen szuszpendalva.

A levegbaram erbteljes volta azért fontos, hogy a fejlédott CO,-t kitizze,
keverjen, é hogy a sejtek nemesak a vizben elnyelt levegével, hanem a levegébubo-
rékokkal kozvetleniil is érintkezhessenck.
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Spérazis altaliban 24 6éra milva jelentkezik a jol és kozepesen spérazo
torzseknél 48 éra milva a maximumot elér.

A spoérdzisi szdzalék megallapitisa utan az élesztéspora (aszkusz) tomeget
dsszemossuk, alaposan kimosva frakciomalas ald vonhatjuk.

Tirzsoldat  Leszitése

A centrifugilt és j6l elkevert élesztEbgl 5 gr-ot 100-as mérblombikban KH,PO,
oldatban szuszpendéljuk és jelig feltoltjik (33,5 gr KH,PO,/500 ml deszt.
viz.).

Szarazanyag meghatarozasra a térzsoldatbsl 10 ml-t, az élesztébél 0,5 gr-ot
mériink be és infralimpéval besziritjule.

Osszes szénhidrée meghatdrozdsa

A torzsoldatbél 10 ml-t 500 ml-re higitunk, hogy a szuszpenzié 1 ml-ben 1
mg éleszté legyen. Ebb&l 1 ml-t bérs=zilikit kémesébe pipettazunk antronozas
céljabél és jégszekrénybe helyezziik.

A szénhidrdtok frakciondldsa

a) Sejtenkiviili cukor elkiilonitése. A térzsoldathél 10 ml-t 15 ml-es kénikus
centrifugacsébe pipettazunk és 15 percigg WIFUG szogeentrifugin ilepitjiik. Két-
szer 5—5 ml foszfitoldattal dtmossuk &s centrifugaljuk, 25 ml-es méréhengerbe
vsszegydjtve dekantaljuk és foszfatoldattal 25 ml-ig feltoltjiik.

b) A trehaléz elkiilonitése. A centrifugacsében visszamaradt még él6 éleszts-
anyagra 3 ml 109-0s triklérecetsavat pipettézunk, iiveghot segitségével gondosan
szuszpendaljuk. 1—2 perc utédn 50 ml-es iivegdugés mérshengerbe ontjik, és viz-
zel tobbszér kimossuk a cstvek tartalmat. Feltolijik, hogy a végsd térfogat 50
ml legyen. Ezt a hig triklorecetsavas oldatst 4llni hagyjuk, kiézben tobbszor
megrazzuk és 15 perc elteltével 10—10 ml szuszpenziét pipettdzunk ki beléle,
a centrifugacsévekbe. Ezeket 10 percig centrifugéljuk és mérGhengerbe dekantil-
juk. Mennyiségét feljegyezzilk, mert a kévetkez kétszeri kimosasra és centrifuga-
lasra csak annyi mosévizet hasznilhatunk, hogy az eredeti térfogatot kétszeresére
toltsiik fel.

A triklérecetsav hexozfoszfitokat és aminésavakat pl. triptofant is kiold
a sejtekbél, de ezek mennyisége olyan kicsi, hogy elhanyagolhatd. Vizsgalataink
sordn ez a frakeié6 mutatott legnagyobb ingadozast.

¢) A ligban oldéds glikogén és manndn elkiilonitése. A trehaléz elkiilonitése
utén a centrifugacsében kapott maradékra 1 ml 30%-0s KOH oldatot éntiink és a
csoveket fémkosarba téve forrdsban lev§ vizfiirdén fél éraig fGzzitk. Lehiitjiik,
15 percig centrifugaljuk és 20 ml-es mérShengerbe dekantéljuk.

A maradékot 2 ml vizzel kétszer Atmossuk, centrifugaljuk és a kapott mosé-
vizeket az el6bbi méréhengerbe sntjiik. Feltsltjiik 20 ml-re és alaposan folkeverjiik.

Ebbdl az oldathdl fogjuk késébb levalasztani a mannant.

d) A savban oldéds glikogén elkiilonitése. A centrifugaesében lev8 maradék
fétomege a glikogén nehezebben oldéds, a sejtfallal kapesolatos része. Elkiilonitése
céljabol 2 ml 2 n HySO,-ben szétrizzuk a maradékot és 15 percig 100 C°-o0s vizben
f6zziik. Hitjiik, 10 percig centrifugéljuk és 15 ml-es méréhengerbe dekantaljulk,
A maradékot vizzel ismételten dtmossuk és a mosdvizekkel 15 ml-re feltoltjiik.
Ez a frakeié iilepedik a legnehezebben és dekantéldskor erre kell legjobban iigyelni.
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¢) A glukdn felolddsa. A centrifugacsében maradg anyag a glukéan, a sejtfal
legellenéllébb poliszaharidja. A glukanbél igen finom szuszpenziot kell készite-
niink, hogy jol pipettdzhassuk. 2 rész tomény H,SO, és 1 vész viz elegyét adjuk
. hozza cseppenként jégfiirdében, vagy hideg vizben, hiitve, keverés kizben. Mihelyt
a glukan feloldédott, hideg vizzel felontjiik. A kapott tejszerli szuszpenziét mérd-
hengerbe atmossuk és 15 ml-re feltoltjiik. Ha barnulas (elszenesedés) mutatkozik,
az anyag nem hasznalhaté. Hogy ext elkeriiljiik, figyelni kell az oldadast, és a kén-
savat ovatosan kell hozzdjuttatni.

f) A manndn levdlasztdsa. 20 ml-nyi kalilugos glikogén 4 mannan frakeiéhél
5 ml-t centrifugacs6be pipettdzunk és 2 ml1:1 ardnyban elegyitett Fehling oldat-
tal keverjitk. Forré vizfiirdén tartjuk rdzogatas kézben mindaddig, mig a mannén-
réz  komplex pelyhes csapadék alakjaban ki nem valik, Ekkor lehiitjitk és 10
percig allni hagyjuk. Ennek letelte utan centrifugaljuk. A feliiliiszét eldobjuk és az
iiledéket 0,1 n NaOH-val kétszer mossuk és centrifugaljuk.

A maradékot (mannin) 1—2 csepp 10 n H,SO,-ban feloldjuk, és 10 ml-es
méréhengerbe atmossuk. A mannozza hidrolizélt cukrot a tobbi frakcidhoz hason-
l6an glukézra vonatkoztatva hatdrozzuk meg. A ligban oldédé glikogén mennyi-
ségét a ¢) és f) frakeis kiilonbsége adja.

A fent kozilt frakciondldsi eljarast a kovetkezd vazlat szemlélteti :

Eleszti szuszpenzis

centrifugalds

Feliiliszé Maradék 109/, TCA
centrifugdlas

Sejten kiviili
cukor

y

0 -
Trehaléz | 30%, 08 KOH
centrifugélds

v

Glikogén

2 n H,50,
centrifugilds

Mannin ‘

v

,I, H,S0,
Glikogén Glukén

Fehling
centrifugdlas

Mannan

I
Y
H,S0,

Mannoz

Megjegyzésel a frakciondldssal kapcsolatban

A frakcionalasokat kiilon e célra kalibrilt edényzettel és a metodikai el-
irasok szigort betartdsaval vittilk véghez a siitGipari és borélesztéknél egyarant.



230 PPAZONYI-MARKUSNE : Elesztok szénhidrétjai

JelentGsebb valtoztatasokra lett szitkség akkor, amikor a spéras anyag
szénhidritjainak frakecionalasat végeztiik, Tsmételt vizsgalat-sorozataink azt mutat-
tik, hogy a spérds anyagnil tartésabb an kell alkalmazni a triklérecetsavas Liol-
dast és az utolsd lépésben a glukén szuszpendalasakor Trevelyan és Harrison méd-
szerével ellentétben éppen akkor érjiik el alegjobb eredményt, ha a spérafal anyagot
forré kénsav és viz keverékében oldjuk és forrs savas vizzel toltjitk fel. Kevés
gyakorlat utin sikeriilt teljesen szenesedésmentes, j6l szuszpendalt glukanfrak-
ci6t kapnunk.

A kozolt frakcionalissal szembery a régebbi eljarasokban elhanyagoltik a
trehalézt és csak a forré kalilugos kezel ést alkalmaztak. Még olyan jé6 médszerben

is mint a Good, Kramer, Somo gyi[3] a kalildg altal kioldott anyagot
tekintették glikogénnek.

A szénhidrat frakciék mennyiségének meghatarozisa

A szénhidratok meghatérozésira az antron reagenst hasznaltuk sok elénye
miatt., Az antronozis menetét és el8nyeit egyikiink egy korabbi dolgozatban
[14] részletesen ismertette, ezért ezzel itt nem foglalkozunk. Annyit jegyziink csak
meg, hogy 90%-0s kénsavoldattal készftett 0,29-0s antronoldatot készitettiink.
A frakei6bél 1 —1 ml-t véve hozzdadtunk 1,5 ml deszt. vizet és 5 m] antron reagenst.
10 percig 100 fokos vizfiirdGben tartva a kifejlédstt szint Pulfrich-fotométer S 61
szilirjén mértilk. Minden vizsgalathoz Liilon glukéz standardot készitettiink.
Eleinte trehaléz és mannéz standardot is hasznaltunk, de amikor tskéletes egyezést
littunk minden esetben, ezeket elhagytuk.

A wvizsgdlatok eredmérvyei siitdipari élesztékin

A siit6ipari éleszt8kon végzett, mintegy 20 mérés atlagértékeit az 1. tablazat-
ban tiintetjiik fel.

Az bsszehasonlithatésig megkonnyitése kedvéért az elss két oszlopban kézol-
jik Trevelyan és Harrison altal az angol siit8ipari élesztén mért eredményeket.
Az elsd oszlopban a kozonséges foszfatpufferben tartott angol siitGipari éleszt§
szénhidritspektruma szerepel ; a masodik oszlop ugyanennek az élesziének a
képét adja, eldzbleg azonban 30 fokon 2 6raig rézattak olyan szuszpenziéban, ahol
az élesztd 10 milligrammjara 2 mg glukézt adagoltak. E két t4blazatbél tshbek
koztt lathatd az, hogy egy taplalt éleszténél kisebb mértékben né a mannin é&s
trehaléz mennyisége, de tobb, mint kétszeresére szaporodik a sejthen raktarozott
glikogén.

Ha az elsé oszlopot ésszehasonlitjuk a 3., 4. és 5.-el akkor azonnal szembe-
tinik a magyar siit8ipari élesztfk szénhidratszegénysége. Kiilonssen feltiing az
Erjedésipari Villalat anyaganil, hol is a szarazanyagnak, csak 21,6%,-a a szén-
hidrét, az angol éleszt§ 32,4%-4val szemben. Altaldban 1/;—1/ résszel kevesebb
a magyar élesztdk szénhidrat tartalma. Az egyes frakeidk is kevesebbek, kiilsnosen,
a trehal6zé. Nem egy frakeié (a glikogén) kis mennyisége oka tehit a kevesebb
pssz-szénhidrat tartalomnak.

Sajnos az angol szerzék nem kézolnek adatokat az altaluk vizsgélt élesztd
fehérje és zsirszerd anyagairdl és igy a két orszag gyartmanyainak sszehasonlitisa
csupén szénhidratok alapjin nem redlis. — Ismerjilk azonban Henneber g [7]
altal megdllapitott és azéta tobbek altal megerGsitett (Schonfeld [18],
B aetsle [1]) osszefiiggést az élesztbk glikogén — illetsleg szénhidrat — tartalma



AGROKEMIA ES TALAJTAN Tom. 4 (1955) No. 3. 231

és fehérjetartalma koézdtt. Eszerint, ha a tenyésztés iranyitasival fokozzuk a
szénhidrattartalmat : csokken a fehérjemennyiség, s forditva is 4ll ez a tétel.

Valdszind ezek szerint, hogy a magyar siitdipari éleszts, ha szénhidratban
szegényebb is, mint az angol, fehérjében gazdagabb. Az eltérés okat nem ismerjiik.
Kézrejatszhat itt a technolégidban levd eltérés, vagy az, hogy ott cukorniddmelaszon,
nalunk pedig répamelaszon szaporitjak az élesztét. Mindenesetre érdekes lenne a
fehérjedisabb és a szénhidratban gazdagabb éleszték kozt az eltarthatésaghan
mutatkozé esetleges kiilonbséget megvizsgalni.

1, tdbldzat

Az angol és a magyar siitipari élesztok szénhidritjainak sszehasonlitasa. 10 mg nedves élesztfhen
talalt szénhidrat (y) és a szarazanyagra (2,5—2,8 mg-ra) szémitott szénhidrat %

o | @ | ® @ J @)
vae]yanpgiéll;zigmn =ar Budafokj Erjedésipari Villalat
pékélesztd

" IV. sz. anya- 7

- éheztetett téplale ‘ tlesatdje ’ pékélesztdje

| 3% 4 : e :

s |§% |, | .5 P @z g s |4 3. é g
L IR Sl M S Bt TR EN LT E
25 | FRE| 55 | FEL) gE | BT g3 | BET| o3 | ¥
E4 | R¥E| ZF | 383 35 | 2¥S ZE | sf:3) 3X | af:
Sejtenkiviili cukor .... 8 0,0 50 2,0 5 0,0 3 0,0 10 0,3
Trebalot v oo s on 230 9,2 | 246 9,8 | 180 7,0 | 150 5,3 180 6,0
Manndn.............. 190 7,6 224 8,9 148 5,8 168 6,0 160 5,6
Glikogén ............ 175 7,0 385 | 15,5 | 190 7.4 | 180 6,3 | 140 4.6
Glukn ......ooovnnn. 160 | 64| 174 | 69| 130 | 51| 19| 67| 110| 3.6
Frakcidk dsszege ..... 763 | 30,2 | 1079 | 43,1 653 ' 25,3 691 ’ 24,3 600 | 20,1
Mért odsszes szénhidrat 810 | 32,4 | 1178 | 47,1 - 710 | 28,4 710 | 25,0 650 | 21,6

Egyiittesen, ill. kiilon
mért szénhidritok

kiilonbsége (hidny) . 47 2.2 99 | 4,0 57 3,1 | 19 0,7 50 1,5

Tapasztalataink és az eredmények azt mutatjak, hogy az antron reakcigval
kevés anyagon igen pontos eredmények érhetdk el, alkalmazésa pedig finom és ér-
zékeny. Kevés médositissal — megitélésiink szerint — e médszer alkalmasnak mu-
tatkozik mas mikroszervezetek szénhidratjainak frakcion4lasara és mérésére is. Ter-
mészetesen el§zbleg azilletd szervezet szénhidratjainak mingségi feltarasa sziikséges.

A vizsgdlatok eredményei boréleszién

Amikor az élesztbsejt — természetes élete soran, vagy kiilonleges kisérleti
feltételek kozott kiilsg és bels6 okok miatt — vegetativ életmédjat besziinteti, plaz-
majaban mélyrehaté valtozasok jatszédnak le.

A plazma, amint azt a legtébb megfigyels egybehangzéan lefrja, elveszti
vakuolumos, nagyszemesés, erGsen fénytors, jellegzetes szerkezetét és sziirkés-
opéakka valtozik. Tudjuk, hogy ezidé alatt folyik le a sejt belsejében a szamesok-
kent§ magosztddés : a redulkcié. A diploid vegetativ sejthél, haploid kromoszéma-
szami spora lesz. Kialakulnak a haploid kromoszémaszamot tartalmazd spéra-
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magok s az eredeti Sejt plazméja kb. ann_yi részre osztédik, ahény Spéramag kép-
zddott. Az esetek legnagyobb részében 5 sporaszam igen ingadozé, kiilsé-belss
tényez0k hatdrozzdk meg és leginkabb 1, 273 vagy 4 lehet. A spéramagok kéré,
mint esomésodasi kozpontok koré a spérak plazmai vastag sparafalat képeznek a
boréleszt8k esetében. Nem kétSégGS, hOgY a folyamatok igen sok energiét igényel_
nek s jelentds anyagelhasznalédassal jarmak, '

Ma mar tisztazott dolog, hogy akkor sporazik jél az élesztd, ha sporazasihoz
a ki‘)zegbe mllllméhh szénhidrat tépanyagot .adunk_ Egy’ olyan Szuszpenziﬁhgz, mely
mililiterenként hisz millié sejtet tartalmaz, altaldban 0,04%, glukézt és 0,149
vizmentes natriumacetitot szoktak advni. Ha tshbet adunk, az éleszté plazma-
gyarapitésba fog és sarjadzani kezd, ha nexn adunk semmit, nem sporazik. Ezek
utdn felvetddhet az a kérdés, hogy honnan veszi a sejt — a beadott kevés szén-
hidratot is tekintetbe véve — azt a sok energiat, ami a sporazdshoz szﬁkséges?
A kézegbe adott szénhidritokat — eldzetes vizsgalataink alapjdn — a sejtek par
ora alatt beépitik, vagy ellégzik, viszont g2 spordzds végbemeneteléhez még a
legtjabb és leggyorsabb médszerrel is 24 6ra szitkséges.

Kutatasaink most kozélt szakasza, egy része vizsgélatsorozatunknak, annak
tisztdzdsira, hogyan hasznilja fel az élesatdsejt a sporazas folyamén a kérnyezet-
bgl kapott szénhidratokat és mi torténik a sejt helsejében levé anyagokkal.

Kohl[10], Henneberg[8], Lindner [12], Zikes [27] megfigyel-
ték, hogy sporizés el6tt a vegetativ sejtek glikogén tartalma megnévekszik. Miutan
ezt kivetSleg azt észlelték, hogy az egész sejttartalom homogenizalédik s a glikogén-
festési, reakciéjuk erSsen gyongiil, ebb6l arra kiovetkestettek, hogy a glikogénnek
fontos szerepe van a spérazaskor.

Amikor a nemzedékvaltakozissal kapesolatos kisérleteinkhez hozzafogtunk,
magunk is azzal a munkahipotézissel dolgoztunk, hogy a glikogén mint kénnyen
mobilizilhaté szénhidrat valészintileg az az energiatartalék, amit az élesztd ennél
a folyamatnal kiaknaz. E gondolatmenet kivetkeztében a sporazas utdn a gliko-
gén és iltaldban a szénhidrat mennyiség erdsebb csokkenését vartuk.

Dolgozatunk els§ részében ismertetett médszerrel meghatdroztuk az elsza-
poritott »Balatonfiired 2« boréleszt§ szénhidratbsszetételét. Az anyagot azutin
spéraztattuk és a spératomeget ismét analizaltuk. A spéraztatas 70, egyes esetek-
ben 90%-ban sikeriilt és az eltéré jellegli anyag kezelésénél a felmeriilt nehézségeket
is sikeriilt lekiizdeniink.

A mintegy 20 méréshél a 2. tablizaton két jellegzetes példat kozlink, Az
els két rovatban rdzatassal elszaporitott vegetativ sejtek szénhidratssszetétele
lithat6, a harmadik és negyedik rovatban ugyanezen éleszték spéraztatott tome-
gének 1009-0s spérazésra korrigalt adatai szerepelnek.

A két tablazat adatait dsszevetve az feltdng, hogy a razatassal szaporitott
boréleszt6k mennyivel gazdagabbak szénhidritokban, mint a siit8ipari rokonaik.

Még feltiinébb az 1, 2 illetve a 3, 4 rovatok osszehasonlitasdbol az, hogy a
spords anyag szénhidritjainak mennyisége jelentésen megniovekedett. Az sszes
mérések atlagértékét szarazanyagszazalékra szdmitva a 3. tablazat mutatja.

Tulajdonképpen munkahipotézisiink értelmében egyediil a spérafalat alkots
glukdn mennyiségének megnovekedése volt a varhats, emellett azonban erésen nétt
a trehaldz, a mannin mennyisége is, mig a glikogéntartalom valtozatlan maradt.

A masodik tablazat 6tidik oszlopa a kizardlag erjesztéssel szaporitott »Balaton-
fiired 2« borélesztd szénhidratisszetételét mutatja. Ha e razatas nélkiili — kizdré-
lag anaerob eljdrdssal szaporitott — boréleszt6t hasonlitjuk ssze a levegdztetett
siitfipari élesztd szénhidratjaival (v. 6. az 1. tablazat 3, 4, 5 rovatit a 2. tablazat
5 rovatdval) lathatjuk, hogy az erjesztéses tton el6allitott élesztftomeg szénhid-
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rattartalma a szdrazanyag 45%-4t teszi, szemben a siitGipari éleszté 25—309%-0s
ardnydval. Ezt a killonbséget a tenyésztésmédokkal még széjjelebb is htizhattuk

volna, de nem ez volt a cél. Az erjesztéssel el8allitott tomeghen a £6 kiilénbség a
glikogénben mutatkozott, ami két-hdromszorosa a pékéleszténél talalt %-ardnynak,

2. tabldzat

A »Balatonfiired 2« jelzésti boréleszts szénhidrat §sszetétele sporaztatott &s vegetativ alakban 10 mg
€lesztbre, illetdleg 2,3—2.8 mg szirazanyagra szimitva

0 @ ® | ® )
stgz;g::ittr’:f;nl Bii:;:f;ﬁ-s:al Bf, spérdztatott | BI, spéréztatott Bf;z:;i;;z:‘?:ﬁﬂ
Saabidritok i3 43 yE it 42
g 8% | &, |3% | g, | 8% | & |d% | oy |90
B o] 82 232 A g .o gj e | §™ o
sf 0 FIU) of | EGL| of | BT o3 | pEY) 3 | v
£5 | 233 | @2 1392 24 | 298| 55 |q¥E. 3F | 9%
| . T ‘| T :
Seiterlifitll enkor oo 5 f 00 o 00| 0 | 00 " 50 00| o o0
Trehaléz .......o.o..o.. | 200 7,70 164 | 6,8 310, 10,7 | 130 | 5.0 | 220 | 8.7
Mannén. .....o.ooovvnss 244 | 94 | 184 | 76| 272 99| 200 96| 180 1.0
Glikogén ........... .| 420 | 16,2 | 340 | 14,2 | 412 | 142 | 380 | 17,5 | 509 | 19.8
Glukén ............ | 180 69| 207 85| 306! 10,6 | 275 | 14.2 | 146 | 51
Frakeisk sszege...... | 1049 | 40,2 \ 895 | 37,1 | 1300 | 45,4 " 990 \ 46,3 | 1055 ‘ 41,2
P | (Wi
Mért Osszes szénhidrat | 1125 | 43,3 950 | 39,5 | 1500 | 51,8 | 1025 ‘ 48,0 | 1150 | 45,0
Egyiittesen, ill. kiilén }
mért szénhidriatok
kiillénbsége (hidny) 76 | 3,1 55 | 2,4 | 200 6,4 35 1,7 95 | 3,8

3. tabldzat

A vegetaliv és sporaztatott éleszték szénhidrit frakeiéi 9, atlaginak sszehasonlitisa 2.5 mg sziraz-
anyagtartalomra szdmitva

Szhzalék-dtlaginak Gsszehnsonlitisa
Szénhidritok
Vegetativ tomeg I Spérdzott Lomeg

Sejtenkiviili ecukor ............... ; 0,0 , 0,0
Teehaliz svovpvmupempasremas 1.3 8,4
Manndn. .; o vvves R e 1.5 | 9,6
GHEOZAN 5 oi v on wvmapis s suie 15,0 15,0
Clitk sy vy v sty s i 7.8 12,6
Frakcidk Gaszege........ovvvvnnns 37,6 45,6
Mért Osszes szénbidrat ........... 40 ‘ 50

MR, caionanmnsmmm st 2.4 4,4

Amikor ezt a vegetativ sejttdmeget sporaztattuk kideriilt, hogy esak 15—209-
ban spérdzik. A magas glikogéntartalom tehat nemcsak a vegetativ sejt fiziolégiai
viselkedésében idéz el6 w»alvast«, mikédéscsskkenést (Lindegren, [117),
hanem valgszintileg a spérazast is lecsokkenti.
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Miutdn Kohl, Henneberg, Lindner €s Zikes a glikogén kimutatasira nem annak
mérését, hanem jédjédkaliumos festésem alapulé becslését alkalmaztak, érthets,
hogy tévedésbe eshettek. A plazma és a benne 1évé cseppek homogenizalédasa egész
természetesen a glikogénfestés erejének csokkenését vonta maga utdn. Csak ter-
mészetes, hogy ebbdl a glikogénmennyis€g fogyasira kivetkestettek,

A kisérleteinkbél és méréseinkbél e gyébként a glikogén szerepének fontossdga
valéban kideriilt, de nem dgy, ahogy ré&gebben gondoltak, hanem olyan értelem-
ben, hogy ha nagyobb mennyiségben van jelen, akkor valészintileg gitol. Hogy
mennyi az optimélis mennyisége, tovabb4, hogy a normalisnal kisebb mennyiség
hitriltat-e, ezekre nézve nines elegendd kisérleti adatunk.

Megemlitjiilk, hogy a nemzedékvaltozassal kapesolatban nemcsak a szén-
hidratok sorsat figyeljitk a diploid és haploid generaciéban, hanem a fehérjék és
zsirnemi és zsfrszerll anyagokét is. Elegend§ vizsgélati tényiink egyelGre e téren
még nincs.

Osszctomlalas

Magyar siitbipari élesztbk és egy boréleszts szénhidratosszetételét és szén-
hidratjainak valtozasait vizsgaltuk. A s=zénkidratokat Trev el van é Har-
rison [23, 24] médszerével szétvalasztottuk és a frakciékat antron reagens
segitségével glukézra vonatkoztatva megmértiik. A frakeionalas soran a vegetativ
sejteknél is, a spérds anyagnal is trehalGz, mannén, glikogén és glukan frakcidkat
kaptunk s ezeket a Markusn é [14] Altal mar leirt médon antronoztuk.

A vizsgélatok sordn a magyar siitéipari éleszt6k szénhidrat tartalmat viszony-
lag alacsonynak taldltuk. Nemesak a glikogén, hanem a trehaléz, mannin és a
glukin mennyisége is alacsony.

A megvizsgalt »Balatonfiired 2« nagyrészben anaerob médon szaporitott bor-
élesztd vegetativ sejttdmegének is megmértiik szénhidrat tartalmat, Ezutan a
tomeget dtspoéraztattuk és a sporatomeget is analizaltuk.

A vegetativ sejttomeg és a spératomeg szénhidrattartalménak osszehason-
litasabél az deriilt ki, hogy a spératomeg szénhidrattartalma magasabb, mint a
vegetativ sejteké. Megniovekszik kisebb mértékben a trehalss, nagyobb mérték-
ben a mannén és glukan mennyisége s valtozatlan marad a glikogéné.

A glikogénben disitott (kb 209, glikogéntartalmd) vegetativ sejttdmeg spora-
zasi ardnya feltiind mértékben lecsskken.

A mérési eredményekbdl és a kisérletekbél az kovetkeztethetd, hogy a gliko-
génnek nincs olyan fontos szerepe a spérazaskor, amilyet régebben tulajdonitottak
s ha nagyobb mennyiségben van jelen — valdsziniileg gatls hatdsi.

Az alkalmazott frakcional4si és antronozisi médszer igen érzékeny, gyors és
kevés valtoztatassal mas mikroszervezetek vizsgalatéra is kiterjeszthetd.

Erkezett : 1955. mdjus 12,
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H3YUEHHWE PA3JNEJIEHHMA [M TEPECPYINWPOBKHM 'VTJIEBOLOB OPOMIKEN B
CBA3K C YEPEOOBAHMEM TOKOJTEHWH

B. Masonn u I'. Mapxkyur -+

HuernryTt Iedernrn Axkagemiy Hayk Benrpnn u Hayuno-Hceneposartenncruit Hucrutyr Arpo-
xumun, Oraen Buoxuman, Bynanemr (Benrpus)

Peswome

Hzyuann coctaB M U3MEHEHHE YrneBoaos Benperckux XneGonexkapHeIx DpOROKeH W OaHOM
BHHHOH Apoxotm. YT7epofisr Obin pasaciensl mo metony Trevelyan & Harrison [23, 24], a
dpaKiHi HBMEPUIH NPH NOMOLM PEAreHTa aHTPOH B NEPECY €T¢ Ha TII0K03y. B xone hpaxunornpo-
BAHUS IT ¥ BErETATHBHBIX KJIETOK M Y CIOP NOJIYUHIH (PPAKLHME TPEXAn0sa, MAHAHA, TVIMKOTEHA H
TJII0KAHA, KOTOPHIE aHTPOHHPOBaNKM NO onucanuomy Mapryuins [14] crocoGy.

B HceiaenoBaHMAX HALUIM CPABHMTENLHO HHM3KOE CONEPIYKAHHE YIJIEBOJOB B BEHIEPCKHX
xnefonexapupx Apoyoknx. Copeprkanne He TOMLKO TMHKOICHA HO M TPEX0Ji03a, MaHaHA M IJIH-
KaHa Op110 Hu3KUM. ONPELENRAN CORCPIKAHHE YIICBOAOB BETCTATHBHOM KIETOUHONH MAccH uay-
qaeMOTO HAMY H BbIPACLUEHHOTO TJIABHBIM 00Pa30M B dHA3POTHBIX Y C/IOBUAX LWITAMMA BUHHOH PO MKMH
sBanatongiopen 2¢. IT0TOM BBHYAMIH BETETATHBHBIE KIETKH 00Pa30BATH CHOPH M AHAJIH3H-
POBAIH Maccy cnop.

[px CPABHEHMM COAEPSKAHMST YITIEBOJOB B MACCE BEr€TATUBHBIX KJIETOK H CHOD BbIACHH-
JI0Ch, UTO CHOPBLL COAEPIKAT GOJILIIE YTJIEBOJOB, YeM BETeTATHBHBIE KIETKH, COJCpIKaHME TpexXa-
JI03a B MEHbILCH Mepe,COAepyKAHHE MAHAHA M I'MTIOKaHa B 0OMbwiel mMepe yBENHUMBAETCS, d CO-
JleprKaHMe TIMKOTeHA 0CTACTCS HEUM3MEHHBIM.

BLiXon crmop y MACC BETETATHBHBIX KJCTOK 000TaIICHHBIX IIMKOTeHOM (oKomo 209,
FIIIKOFEHA) CHIIZKAETCA 3aMETHRIM 00paszom. M3 pesynbTaToB USMCPEHMS OMNBITOB MOYKHO JI€IaTh
TAKOH BBIBOA, YTO IVIMKOIEH HE HIPAET TAKYH BA’KHYIO PONb NPU PASMHOIKEHHH CIIOP, KOTOpas
Gbiia CMy TIPHIIHCAHA M €CINT IPUCYTCTBYET B OOJIBUIEM KOIMYECTBE, HABEPHO HMMECT TOPMO3A-
mee feiicTsue,

TpumenseMblii ¢n0co0 (PAKLHPOBAHIS W AHTPOHHPOBAHHSA 0YEHb UYBCTBHTCIBHBI 1
OBICTPLIH 1 € HEDOTBIIHM H3MCHEHHEM MOMCT OBbITh HCII0NBL30BAH JAsH3YUCHHIT IPYTHX MHKPOOpra-
HH3MOB.

Tada. I. CpaBHEHHC YIJIEBOJOB AHIMHMHCKHX M BCHMePCKHMX XJICOOTIEKAPHBIX MpOMOHCH.
Haiigennpiif yrieson B 10 Mr cbhipoit Aposcru (p) # yriueBog B 9 nepecyére Ha CyXoe BEIECTBO
(2,5 -2,8 mr) (1) Trevelyan u Harrison anrnuiickue Xneformexapble JPOMOKH FOMOAIOLIEE.
(2) Te >xe, ropmueuHble. (3) XaeOoNeKapHLe APOXHOKH 0T Bymadox. (4) Martounbie apo s
MNe 1V, TIpeanpusatusa Bpognnpuofi Tlpomeiwicnnoctu. (5) XneGonekapHue Apoydory Bpomuis-
HO# TTPOMBIIIIEHHOCTH.
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Taga. 2. CocTap yricRO0B BHHHOH Ip0>¥owar »Banatondiopen 2¢ B (bopMe BereraTHBHEIX
KIETOK Wi crop. B mepecuére na 10 mr coipoit IPoxoKH 1M 2,3—2,8 Mr cyXoe BewecTEo. B Ne
(1) © (2) paspeleHHBIC TIPH (10MOIU B30ATTHIBAKET 51 ; (3) 1 (4) mpw paasesennu criop; (5) passenen-
HBIC LPH OPOIKEHIH,

Taba. 3. Cpasmenne cpennero % Gpaxkuuil yriaesog0s BEreTATHBHLIX 1t CITOPO- 06PA30BABIIHX
ApOxGKeH B mepecuéTe na 2,5 Mr. CyXoro BemecrBa,

Separation of the Carbohydrates of Yeast and Examination of their Rearrangement
in Connection with the A lternation of Generations

B. PAZONYT and Mrs. L. MARKUS

Institute for Genetics of the Hungarian Academy of Sciences, and Biochemical
Department of the Agrochemical Rese arch Instituce, Budapest (Hungary)

Sumrmrary

The composition of and changes in the caxrbohydrates of a wine yeast and of yeast used in
the Hungarian baking industry were subjected to examination. After separating the carbohydrates
with the method of Trevelyan and Harrison [23, 24], the fractions were assayed with reference to
glucose by means of the anthrone reagent. Both in the vegetative and the sporulated substance
the fractionation yielded trehalose, mannan,glycogen and glucan which fractions were then treated
with anthrone in the manner as described by L. Markus [14].

The Hungarian bakers’ yeasts were found to he relatively poor in carbohydrates, containing
but small quantities not only of glvecogen but of trehalose, mannan and glucan as well.

The vegetative cell mass of the wine yeast »Balatonfiired 2«, mostly propagated anaerohi-
cally, was also tested for carbohydrates. The mass was then allowed to undergo sporulation, and the
spore mass likewise analysed.

On comparing them, the spore mass was found to be richer in carbohydrates than the vege-
tative cell mass. It contained somewhat more trehalose, considerably more mannan and glucan,
while the glycogen remained unchanged.

On enriching the vegetative cell mass with glycogen (to about 209% glycogen in the dry subs-
tance) a marked drop in the rate of sporulations was observed.

The resuits obtained from the measurements and tests seem to justify the conclusion that
glycogen has a lesser role to play in sporulation than was generally believed until recently, and that
if present in greater amounts it probably exercises an inhibitory effect.

The method of fractionation and treating with anthrone as adopted in the present experiments
was found to be very sensitive, quick and, with a slight modification, suitable for the examination
of other microorganisms as well.

Table 1. Comparison of the carbohydrates of yeasts used in the British and Hungarian baking
industries, respectively. Carbohydrates found in moist yeast (#g/10mg) and in (2,5 to 2,8 mg of) dry
substance (in percent), respectively. (1) Trevelyan and Harrison’s British baking yeast, starved,
(2) the same, nourished. (3) Baking yeast from Budafok (near Budapest). (4) Mother yeast No. IV
of the Undertaking for Fermentation Products. (5) Baking yeast of the Undertaking for Fermen-
tation Products.

Table 2. Carbohydrate content of sporulated and vegetative »Balatonfired 2« wine yeast.,
Carbohydrate found in 10 mg. of moist yeast (in ug), and in (2,3 to 2,8 mg. of) dry substance (in
percent), respectively. (1) and (2) multiplied by shaking ; (3) and (4) sporulated 3 (5) multiplied by
fermentation.

Table 3. Comparison of average percentage of carbohydrate fractions of vegetative and sporu-
lated yeasts, referred to 2,5 mg of dry substance,





