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Aa élő sejt az élet fenntartásához, anyagcseréjéhez és sza— 

X>orodásáhos szükséges energiát a benne és környezetében le­

játszódó kémiai átalakulásokból fedezi. A sejt, miközben 

életfontosságú anyagait felépiti, illetve a tápanyagokat 

lebontja, munkát végez és szabadenergiája megváltozik. 

Különösen jól tanulmányozható a sejtek szabadenergia vi­

szonya mikroszervezetek tenyészeteiben, ahol a környezet 

nem más, mint a sejtektől elkülöníthető, kémiailag definiál­

ható és összetételében tetszés szerint változtatható táp­

oldat, s Így a sejt-tapóidat komplexum termodinamikailag 

izolált rendszerként fogható fel. Miután a tenyészetekben 

a kémiai folyamatok gyakorlatilag atmoszferikus nyomáson 

játszódnak le, alkalmazható rájuk az izobár folyamatokra 

megállapított termodinamikai függvényt

AG AH - TAS

ahol G a szabadenergia változást, vagy termodinamikus po- 

tendált, II a hő tartalmat, 8 az entrópiát jelenti. ¡ivei a 

• tenyészetekben végbemenő kémiai változások végeredményben 

oxido-redukci s folyamatokra vezethetők vissza, ezért a 

szabadenergia változás mértéke az elektromtriásan mérhető 

redoxpotondúl /HP/• Lnnék állandó pH mellett észlelt ér­

tékét a termodinamikailag levezetett alábbi egyenlet fejezi 
ki:

B - Eo ♦ 1OB -^r
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ahol Eq a rendszer oxidált és redukált alakjának azonos kon- 

centrációja esetén mért potenciáltg ox és red pedig 

az oxidált, illetve redukált alak koncentrációját jelen­
ti. ’ ,

A baktérium tenyészetekben észlelt RP jellemzően követi a 

baktérium növekedési fázisait, azonban a tenyészetekben ki­

fejlődő HP szükségszerű eredetének megértéséhez ismernünk 

kell a tenyészetben lejátszódó onyagcserefolyamatok mecha­

nizmusát.

Ismeretes, hogy a friss táptalajra oltott baktériumok sza­

porodási folyamatában az aktív szaporodási fázist egy úgy­

nevezett lag /nyugalmi/ fázis előzi meg. E periódusban a 

sejt szánban nincs gyarapodás, vagy csak igen minimális, Az 

a táptalaj ugyanis, amelybe a frissen oltott tenyészet ke- 

rül, túlságosan oxidáló hatású ahhoz, hogy a sejtek növe­

kedése és szaporodása megkezdődjék. A baktériumnak bizonyos 

méx*tékben meg kell változtatnia környezetét, hogy normális 

anyagcseréje meginduljon. De nemcsak környezetét kell meg­

változtatnia, hanem saját enzimjeinek is alkal. lazkodniok 

kell a megváltozott körülményekhez. Ebben a szakban törté­

nik meg a fermantrendszerek átcsoportosítása, esetleg újak 

építése. A táptalaj redox viszonyait figyelembevéve, e je­

lenség magyarázata a következő: a táptalaj BP-je nem felel 

meg a tenyészet BPMjptinumánakj azonos összetételű táptala­
jok esetén az KF a különböző mértékben oldott oxigéntől 
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függ» S mivel a táptalaj redox-kapacitűsa csekély» ezért az 

jelentősen különböző lehet» A tenyészetek, azonban a táptalaj 

csekély redoxkapaoitását kimritik és az BB-t számukra ked­

vező szintre állítják be»

Amikor a baktériumtenyészet az HB-viszonyokat már alkalmas-
*

sá tette anyagcseréje számára, akkor indul meg az aktív 

szaporodási szakasz, az úgynevezett logaritmikus fázis» 

Ilyenkor a baktériumok száma mértani haladvány szerint nő» 

A gyors növekedéshez és anyagcserefolyamatokhoz energiára 

van szükség. Mihez legegyszerűbb energiaforrás a tápanyagok 

oxidúlása. A tápanyagok elégetése igen sok lépésben törté­

nik, s ennek keresztülviteléhez igen sok enzim pontosan de­

finiált körülmények közötti működése szükséges» A redox- 

szintet eszerint befolyásolják mindazok az enzimek, amelyek 

a tenyészetben működnek.

A növekedés logaritmikus fázisát egy stacionárius, majd 

csökkenő szakasz követi» A szaporodás egyre kisebb mértékű, 

a sejt pusztulásnak indul» E két folyamat egyideig egyen­

súlyban van, majd az autolizis sebessége túlnő a szapoi’o- 

dási sebességen és az élő sejtek száma egyre csökken. Ez 

azonban csupán statisztikai kép, de arra nem ad fel világo­

sit ást, hogy a sejtben mi történik. Sok esetben számunkra 

igen érdekes anyagcseretermékek képződése éppen ebben a 

szakaszban játszódik le. A táptalajszürlet kémiai össze­

tétele ebben a szakaszban jelentősen megváltozik, s felte­

tető, hogy egyes sejtenzimek még akkor is aktivan működnek,
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amikor a sejt struktúrája felbomlott./l/ A stacionárius 

szakaszban az KB-t kialakító tényezők a következők!

1/ a levegő lassan bediffundal a tápoldatba*
2/ egyes ektoenzimek, s az anyagcsere folyamán képződött 

raetabolitok megváltoztatják a tápold^t kémiai összeté­

telét*
J

5/ az elektródok felületére tapadt sejtek és metabolitok

a potenoiálértékben eltolódást okoznak»

B tényezők eredőjeként a potenciál emelkedik.

Az HP időbeli lefolyását jelző úgynevezett redozgörba fi­

gyelembevételével a tenyészet életműködése során háromféle 

szakaszt különböztethetünk meg. Az első szakaszt, amelyet 

a fokozott táptalaj felhasználás és a tenyészet növekedése 

jellemez* növekedési fázisnak* a második szakaszt, amely­

ben a métábólltok termelése a legintenzivebb* termelési 

fázisnak nevezhetjük. A harmadik fázisban* amikor az HP 

állandóvá válik, a tenyészetben látszólagos egyensúlyi álla 

pót áll be* azonban e szakaszban a netabolitok lebontása 

fokozottabb» válik. Az HP tehát a növekedési fázisban csök­

ken* a termelési fázisban emelkedik* a haruadik* az HP 

szempontjából egyensúlyi fázisban állandó vagy csökken.

E megállapításokból azt a következtetést vonhatjuk le* 

hogy ha valamely anyagot mikrobiológiai utón termelünk* 

a hozam, illetve a tenyészet kihasználása annál gazdaságo­

sabb, minél rövidebb a növekedési fázis és azonos termelé­

si viszonyok mellett minél hosszabb a termelési fázis. A 



növekedési fázis ideje az optimális táptalaj alkalmazása 

mellett növekedési faktorok bevitelével csökkenthető, mig 

a tenaelés meghosszabbítására a tenyészet KP-jót megvál­

toztató tényezők alkalmazása nyújt lehetőséget /2/.

Hangsúlyozni kell, hogy a redox egyenletek levezetése azon 

a feltevésen alapul, hogy a rendszer egyensúlyban van. Kér­

dés, hogy élő szervezeteknél hogyan értelmezhető az egyen­

súlyi állapot. Legfeljebb olyan nyugalmi állapotról beszél­

hetünk, amelyben a sejt és a tápoldat komponensei között 

dinamikus egyensúly ¿11 fenh.

Ahhoz, hogy különböző redoxrendszereknek a tenyészet KP- - 

Jére kifejtett hatását áttekintsük, utalni kell a redox- 

kapucltús fogalmára. A puffer rendszerekkel analóg módon 

egy'redoxrendsser potenciálja kizárólag a komponensek ará­

nyától függ, a redoxkapacitás viszont csakis a komponen­

sek abszolút mennyiségének függvénye, tőinél nagyobb vala­

mely rendszer redoxkapacitása, annál nagyobb annak az oxi­

dáló vagy redukáló anyagnak a mennyisége, amely a rendszer 

RB-Jét egységnyi értékkel megváltoztatja.

Ha egy bakteriumtenyészetbe a sejt anyagcserétől idegen re- 

doxrendszer kerül, akkor az a tenyészet RB-Jét különféle 

módon befolyásolhatja. A változás létrehozásában lényeges 

és döntő szerepe van mind a tenyészet, mind a hozzáadott 

rendszer redcxkapacitásának és redoxszintjének.



ITeltóteleshető, hogy a tenyészethez adott redoxrendszer 

olyan kis mennyiségű« hogy a tenyészet redoxkapacitúsut 

nem meríti ki, s Így annak RP-jét sem befolyásolja lénye­

gesen. Ha az idegen rendszer redox szintje távol esik a 

tenyészet redqx szintjétől, akkor gátolhatja a tenyészet 

anyagcseréjének oxidációs, vagy redukciós folyamatait az­

által, hogy előbb ő maga oxidálódik vagy redukálódik. Az 

idegen rendszer redox szintjétől, illetve redox kapacitá­

sától függ, hogy milyen irányban tolódik el a tenyészet 

RP-je. Ha a tenyészet redox kapacitása olyan nagy, hogy 

más redoxrendszrrt teljesen redukál vagy oxidál, vagyis 

kipuffei'ol, akkor a potenciál kiegyensúlyozódik és lénye­

ges potenciál váltzást nem észlelünk.

A mérés utján kapott RP-érték jellemző a tápoldat és a sej­

tek között végbemenő anyagcserére, valamint a tenyészet ós 

az esetleg hozzáadott idegen redoxrendszer közötti kölcsön­

hatásra. LÜután a tenyészetben számos oxido-redukciós fo­

lyamat játszódik le, a mórt RP-érték ezeknek eredőjét fe­

jezi ki, s a tenyészetről egy általános képet ad.
•

Az RB-taéxések alkalmazása igen elterjedt a biológiai rend­

szerek vizsgálatában, mivel e kényelmes és gyors^módszer 

segítségével mindig biztosan lehet következtetni a rend­

szer állapotára. Ldkroszervezetek tenyészeteiben mert re- 

dox görbe hasznos felvilágosítást nyújt a fejlődési fázi- 

Bok Időtartamáról, s a képződött anyagcseretermékek mennyi­

ségi viszonyáról.
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B dolgozatban leírt vizsgálatok célja annak felderítése 

volt, hogy lehetséges-e bizonyos mikroorganizmusok anyag­

cseréjében - a sejthez kapcsolt rcdox rendszerek alkalma- 

zásával - irányítható változtatásokat létrehozni* A kérdés 

eldöntéséhez különösen a kísérleti anyagok könnyű hozzáfér­

hetősége és a kísérleti eredmények jó reprodukálhatósága 
szempontjából az ólosztő-hemin komplexum bizonyult légül-

- kairasabbnak*

Hemih típusa vegyületek biológiai fontossága az irodaloii*- 

ból már régóta ismert. Biológiai jelentőségükre e Ki szőr

ürossbergor /3/ mutatott rá, aki megfigyelte, hogy a heiain 

számos mikroorganizmus növekedéséhez elengedhetetlenül 

szükséges. Később Davis /4/ kimutatta, hogy a Haemophilus 

lnfluensae bacilus növekedéséhez két faktorra van szükség, 

amelyet Thjötta />/ javaslatára Á óg Z faktorunk neveztek.

Az X faktorról kiderült, hogy s hemoglobinban fordul elő 

ée vastartalmú származékának alakjában, aiaely heminnek bi­

zonyult, ookkal hatásosabb mint a hemoglobin. Lwoff /&/
*

kutatásai szerint a honin fontos szerepet Játszik bizonyos 

baktériumok tápanyag szükségleteiben és egyes tripanosomák 

növekedéséhez is elengedhetetlenül szükséges. A hemin vas­

atomja autoxidábilis és a vas vegyértékváltozása következ­
tében képes az oxigén át vitait katalizálni. Kulin és geyer 

/?/ megkísérelték, hogy számos biológiailag fontos anyag 

oxidációját hominnel katalizálják. Ez sikerült is telített 

zsírsavak, karotin tipusu pollen festékek és ergosterln ese-
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tóbon, A szénhidrátok oxidációját a honin nem befolyásolja, 

G hogy a szervezet Mndezeket mégis képes oxidálni, iftihn 

véleménye szerint úgy magyarázható, hogy a sejtek a szén­

hidrátokat egy előkészítő lépésben telítetlen kötésűvé ala­

kítják, és Így teszik hozzáférhetővé a hemin által katali­

zált oxidációnak. h feltevés helyességének bizonyítására 

kimutatták, hogy a piroszőlősav, amely alkalikus miliőbon 

onolos alakban van jelen, oxigént vess fel, 0 ezt a reakci- . 
ót a hemin gyorsítja * Kulin véleménye szerint tehát a kata- / 

litikuG hatás kifejtéséhez telítetlen kötésekre van szük­
ség. arburg /&/ a hemin katalitikus hatásút mag nélküli 

eritrocitékon vizsgálta. .¡ivei bennük csak a glíkdizls fo­
lyamatai játszódnak le, így a felületük az oxidációra nincs 

teljesen kihasználva, tehát itt a legvalószínűbb volt u hemin- 

oxidációt katalizáló hatása. Azt találta, hogy egyes - a klo­

rofill lebontása folytán nyert, s Ő általa piroheminnok, és 

zöld heminnek nevezett - hemin tipusu anyagok a vörös vér­

testek légzését húszszorosra is képesek fokozni. A katalízis 

a maga nemében felületi, mert narkotikumokkal gátolható. A 

gátlás ezánmonoxid hatására is létrejön. l.iutún a hemin a 

bonno lévő vas vegyérték változása folytán képes oxidált és 

redukált alakban jelen lenni, egyes vasporfirin származékok 

éppen e tulajdonságuk miatt igen fontos szerepet játszanak 

a mikroorganizmusok oxidációs folyamataiban mint oxigén át­
vivő ferraentek.

kísérleteim első részében oxidációs katalizátorként klór-
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hemint használtam. Ez a vegyület azonban vízben nőm, csak 

alkalikue közegben oldódik. E kísérletek eredményei nem egy­

értelműek* o ez a molekula nagyfokú asszociációjának tulaj­

donítható. A vi zöldé kony c-hominnel /9/ nyert légzési okozó 

és Rg csökkentő hatás azonban még egyes anyagcsere termé­

kek mennyiségi megváltozását is okozza. Későbbi vizsgála­

taimban olyan RP csökkentő anyagokkal kísérleteztem* arao- . 

lyek egyszerűbb szerkezetűek, könnyen hozzáférhetőek ős 

tartós HP csökkenést okoznak.

Először diphenyl-disulfid-dicarbonsavat és más disulfid 

vegyületekot próbáltam ki* de ezek tartós KP csökkenést 

nem okoztak, legfelelőbbnek mutatkozott a tioglikolsav, 

amely az élesztőtenyéözetek RP-jét hosszú időig tartja ala­

csony szinten* sőt azt is megfigyeltem* hogy ergosterin tor 

melését is fokozza. Éppen ezért tokintettel az ergosterin
í

nagy gyógyszeripari jelentőségére, érdemesnek láttam a 

tiof^likolsavnak az élesztősejtek anyagcseréjére gyakorolt 

hatását behatóan vizsgálni.

Az élesztő lipoid és sterin anyagcseréjével először Holdon 

/lo/ foglalkozott behatóan, ü főleg a tenyésztési körülmé­

nyek ós az ergosterin tartalom között állapított meg össze­

függéseket. E vizsgálatok főként azért érdekesek* mert ki­

derült, hogy a sterin anyagcsere fokozásával az ci'gosterin«
nincs egyenes arányban. Ila a sejtekben a sterin szintézis 

igen intenzív /a száraz anyag tartalom néhány százaléka/, 

a kisérő sterinok mennyisége a keletkezett ergostox‘inJiez
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viszonyítva aránytalanul magas. A kísérő sterinek felhalmo­

zódása az ergosterinnek tiszta állapotban való izolálását 

meíjneheziti, éppen ezért felvetődhet az a kérdés» hogy az 

ergosterin termelésre való tekintettel hol van az a határ» 

amolyan felül a sterin termelést már nem érdemes tovább 

fokozni? Neuberg /ll/ vizsgálatai szerint az élesztő er­

gosterin tartalma a sejtek oxidációs tevékenységétől függ. 

Bzt a megállapítást Tausson /12/ és. Zorkoczy /!£/ azzal a 

gyakorlati megfigyeléssel egészítették ki» hogy az anaerob 

élesztőkből kivonható ergosterin mennyisége utólagos leve­

gőztetéssel megnövelhető, aguigan ós Balkor /14/ a tápta­

lajba vitt különféle substrutumok hatását vizsgálták és 

megállapították, hogy a nátriuiaacetút csekély, az ascorbin- 

sav jelentős mértékben fokozza a sterintermelést. A hidro- 

lizúlt élesztő-glikogént hatástalannak találták, aminosav- 

keverékkel pedig, vagy tirozinnal gátlást észleltek. Bennett 

/15/ az élesztő ergosterin tartalmát nem toxikus oxidáló 
ágensekkel /perszulfát, peroxid, peracetát, metilénkék, 

indigók;inain/ növelte, amelyeket erősen levegőzott asszimi­

lálható nitrogént nem tartalmazó táptalajban készült tenyé­

szetekben alkalmazott.

A c-hcminnol végzett vizsgálatok azt mutatták, hogy az az 

élesztő légzését jelentősen befolyásolja, c mivel az ergo- 

storin—termelés a sejtek oxidációs tevékenységétől függ, 

várható volt, hogy az élesztő ergosterin tartalma e honin­
ké szitmény hatására cmélkedik. Hutterer /16/ vizsgálatai
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szerint levegőzött éleszti) tenyészetekben c-hemin hatásúra 

az ergosterin tartalom hat árás inkubáció után az eredeti­

nek kétszeresére növekedett.

Kísérleti eredmények

1/ Az első kisérletsorozatban megvizsgáltam, ho^y a o-homin 

milyen módon befolyásolja az élesztő szuszpenzió légzését* 

Az élesztő-honin rendszer oxigén fogyasztását összehasonlít­

va ogy ugyanolyan körülmények között lévő* de c-homint non 

tartalmazó élesztő szuszpenzióval, azt találtam, hogy a ho­
nin az élesztő légzését az első óra eltelte után majdnem 

tízszeresre emeli. /!• útivá/

2/ íz élesztő-hemin arány megváltoztatása a légzés sebessé­

gének megváltozását vonja maga után. Ha az élesztős hemln 

arány 1 : 0,006, akkor már az első órában ló-szeresre emel­

kedik az oxigén fogyás. Ha oz az arány 1 : o,oo3-ra csökken, 
a légzési okozás még mindig kimutatható. /2. ábra/ 

3/ Az élesztő légzése heminnel csak korlátolt ideig fokozható, 

hnnek magyarázatára megpróbál taxa feleletet Kapni arra, hogy 

milyen kapcsolat jön létre az élesztő és hemin között. A 

kísérlet alatt meghatároztam az élesztő által megkötött ho- 

©in mennyiségét és a kötődés körülményeit. megállapítottam, 
&ogy a kötés létrejötte számára a neutrális miliő a kodve- 

ső, mert savanyu közegben a heoin kvantitative lehasad. A 

kötés az idő függvénye is, mert 36 óra múlva a megkötődött 

homin mennyisége lényegesen lecsökken és az élesztőről le-



1. ábra

Az élesztő légzésének változása ö-he.iin hatására

1» Az élesztő endogén légzése«
2/ ab élesztő légzése 75^o-heoi» hatására.
/Élesztő koncentrációi 0,012 g szárazanyag/? «1 tenyészet./
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Különböző koncontrációáu élesztőtenyészetek légzése
c—hsain hatáséra

\

F

ni
l.a.

l.b.

2« a»

2.b.

?.b.

al

¿.z élesztő endogén légzése /0,00d g szárazanyag/?tenyészet/

Légzésváltozás 75 f e-heain hatására. 
Az élesztő endogén légzése /0»012 g szárazanyag/?

tenyészet/
Légzésváltozás 75 o-heain hozzáadására
Az élesztő endogén légzése /0,02á g szárazanyag/? al 

tenyészet/
Légsésváltozás 75 c-heaia hozsáedáaár a.
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hasadt hemin az oldatban mutatható ki.

pH » 7 pH i 4 36 óra múlva %

374,5 - 9o 26
368 - 79 22

4/ A következőkben vizsgálataimat abban az irányban terjesz­

tettem k?, h<% ~_y az 61eszt4>—hemlnf—komplexum légzésé hogyan 

befolyásolható! inhibitorokul milyen mértékben gátolható, 

illetve a honin mennyire képes a gátlást reverzibilissé 

tenni. . zirúnyban végzett gátlúei kísérleteim felvilágosi- 

tűst adnak arra vonutkozólag, hogy az élcsztő-iicmin-komp- 

lexum hölgyen viszonyuk az oxidációs lementekhez. /Légző— 

ferment, cltokróm C/ E kérdés tisztázása céljából az élesz­

tő légzését cianiddal gátoltam. Ha ugyanis a gátlást» Qi^ly 

a légzőferment megbénítása miatt jött létro, a c—liemin ül­

tül képezett uj koxi?>lexumi:al fel lehet függeszteni, akitor 
a kötéb légzőfeiwnt típusúnak fogható fel.

í x KjsfljjgS

E kísérletben először megállapítottam azt a kaliumcinnid“ 

mennyiséget, amely a fölhasznált tenyészetben a légzőfenient 

működését éppen gátolta. Ilyen gátolt élesztőhöz hemint ad- / 

Va /min/? a káliumcianidot, mind a c—hemint a kísérlet elején 

adtam az élesztőhöz/ a tenyészet oxigénfogyasztása nem foko­

zódott és csak a harmadik óra elteltével emelkedett az endo­

gén légzés értéke fölé, amikor a káliumcianid gátló hatása 
már megszűnt. /3» ábra/



5* ábra

-Vesztő-e- .omin konplex.ua lépésváltozása káliu'aCianid
hatására

1» az élesztő endogén légzése*
2. 10~5 Mól KCN-dal gátolt élesztő légzése

3* 10*5 iíol KCN-dal történt gátlás + 75 f c-heain 
hozzáadása utáni légzés

á. xlesztő-c-hemin komplexum légzése
/lesztŐ koncentráció 6,6 mg szárazanyag/^ ®1 tenyészet
XCK koncentrációi 10*"^ Utol*

Oxigén fogyásiaa^/3 ml tenyészet*/

konplex.ua


I
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Ebnojódecetsavval végzett vizsgálataim azt mutatták, hogy 

a gátlás c-heminnel felfüggeszthető, sőt az endogénlérzés­

hez viszonyítva nagymértékű fokozást tapasztalta: • ábra/ 

A monojódocetsav az állati szövotbon és az élesztőben is a 

szénhidrát lebontásban szereplő triosefoszfátdehidraset 

gátolja /17/. A mérgezés következtében a txiosefoszf átdehid- 

rase substratjának a 3 foszfoglicerinaldehid ós az ezzel 

egyensúlyban lévő fruktose difoszfát pangásának ítéli bekö­

vetkezni» A kibérlet alapján valószínűnek látszik, hogy az 

élesztő valamely fehérjéjének c-herainnel alkotott komplexuma 

a trioBofoszfátdehidraset képes helyettesíteni.

5/ A légzési kísérletekkel paralell megvizsgáltam, hogy c- 

heiain hatására az élesztő szuszpenzió milyen RP-változást 

nzenved. Általában azt tapasztaltam, hogy a légzési kisér- 

letoknél alkalmazott koncentrációk és élesztő: hemin arányok 

mellett az KP-ben következetesen loo-15o mV esés következett 
be» KZ a 2x»dox Csökkenés a légzés intenzitásának növokedésé- 

vcl a legszorosabb összefüggésben van, s tartóssága a hozzá­

adott heminmennyiségtől függ. Amikor az élesztő szuezponzió 

potenciája hirtelen leesett és a heminkoncentrációtól függő­

en bizonyos ideig alacsony szinten is maradt, ugyanakkor ér­
te el a c—honin légzésfokozó hatásának maximumát. A potenciák 

emelkedő fázisában a légzés csökkenni kezdett e azonos idő 

múlva ért el mindkettő egy-egy konstans értékűt, amely a 

kiindulási érték közelében van, szexiben ennél néhány mV—tál 

alacsonyabb, illetvo a légzésben ennél magasabb.
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Éleszt ő-c-henin komplexum légzésváltosása
monojodecetsav hatására

1. Az élesztő endogén légzése
2. 10”- Mól MJE-val gátolt élesztő légzése

3. Az élesztő-c-henin komplexum légzése
4. 10”5 Mól MJE-val történt gátlás ♦ 75 y* c-heain

hozzáadása utáni légzés.
/Élesztő koncentrációt 6,6 mg szárazanyag/3 ml te- 

_ tenyészet/
í/iJE koncentrációt 10”-5 Mól

Oxigén fogyást al tenyészet.



Az élesztő által megkötött teain mennyiségét ,annak lehaoa- 

dúsát és egyidejűleg az Rí? változást vizsgálva» megállapí­

tottam, hogy az KP emelkedés együttjár a hsain lehasadású- 

val. az élesztősejt a számra idegen redox rendszerrel 

szemben redox pufi érként viselkedik» Hz a redox pufferhatás 

azonban korlátzott* Ha ugyanis növekvő mennyiségben adago­
lunk az élesztőhöz c-temint, a légzésnek» illetve az Rp- 

nok eredeti értékre való csökkenése, illetve emolkodése 

később következik te /£• ábra/» x

A gátlás! kísérletek redőse eredményei is egybehangzóak a 

légzési görbékkel* A káliumcianiddal gátolt élesztő légzé­

sét a honin nem volt képes felfüggeszteni, csak amikor a 

Itúliumciunid gátló hatása már megszűnt. Ugyanilyen körül­

mények és viszonyok között a káliumcianiduul gátolt élesz­

tőhöz Kémiát adva, a ¿jellemző redox csökkenés som követke­

zik be* ■ bből nyilvánvaló tehát, hogy az a feltevés, amely 

szerint a tejainaok az élesztő valamely fehérjéjével alko-
% /

tott kompiexuma esetleg helyettesíteni tudja a káliuméin- 
óiddal gátolt legzőferaent szerepét, - nem helytálló, 

A nonojódecctsavas gátlásnak a c-t eiainnel való felfüggesz­
tése nemcsak légzési okozásban, hanem az RB-nok gátlás nél­

küli körülmények között tapasztalt szintre való lecsökke­

nd «ében is kifejezésre jut /6. ábra/,

6/ A c-heninnel kapcsolatban Burkán és ¿tohales feltételez­

ték, hogy az esetleg a citoícrom C he min komponense lenne. 

Kromatográfiás eljárással kísérelték meg a tisztításút, de
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f
5. ábra

,U élesztő légzésének és RP-Jének változása különböző
mennyiségű c—he sin hozzáadása után

1. Légzésváltozás 25fo-hemin/3 ml élesztő tenyészet

l.a. RP változás " * rt « w

2. Légzésváltozás looy h w

2.a* HP változás * n «• w

3. Légzésváltozás 2oo^ tt n n

5.a. IW változás " ” n tt M

élesztő koncentráció 6f6 ag szárazanyag/^ ml tenyészet



6• ábra
Éleszt--c-hemin komplexum RP változása káliumcianid 

és laonojodecetsav hatására

1. íz élesztő RP változása c-hemin hatására
2. ic"^ ■'•’ol KCK-dal gátolt élesztő RP változása

c—he iáin hatosára
5. 10~5 ’ol MJE-val gátolt élesztő RP változása 

c-hemin hatására
4. Az élesztő szőriét RP változása c-hemin hatására 
/A használt élesztő tenyészet szárazanyag tartalma 
és a hozzáadott c-hemin mennyiség megfelel a 3. és
4. ábrán megadott viszonyoknak./



ezzel-a módszerrel nem tudták biztonsággal eldönteni a két 

anyag azonos, illetve különböző voltát- ifegvizsgálva a elto­

lnom C-nck az élesztő szuszpenzióra kifejtett hatásút, azt 

találtam, hogy légzése nem változik lényegesen, viszont az 

RP-ben nagyi okú emelkedés jön létre a c-heminnel létreho­

zott redox csökkenéssel szemben* Ez a különbség tehát vi­

lágosan bizonyltja, hogy két különböző anyagról van szó. 

A citokrom C-élesztő rendszer RP-je az élesztő-heminrendr- 

szcnel ellentétben hosszú ideig állandó marad, ami azt 

bizonyltja, hogy a sejt a számára tostazonos porfirin- 

rendszerrel szemben nőm fejt ki redox puffer hatást./?, ábra/ 
/ r . \

7/ Az eddigi vizsgálatok alapján kiderült, hogy a o-hemin 

olyan módon fejti ki hatását, hogy a sejtekhez kapcsolódik. 

Ez a kapcsolódás azonban csak átmeneti, a c-hemin a sejtek­

ről újra leválik, s a tenyészet eredeti RP-je ismét helyre­

áll. Eszerint a sejtekben végbemenő sterin szintézis a te­

nyészet alacsony RP-jéhez kötött folyamat és feltételezhe­

tő, hogy a táptalajba vitt RP-csökkentő anyagokkal a sterin- 

szintézis fokozható. A bevezetésben már említett tioglikol- 

sav bizonyult e célra legmegfelelőbbnek.

Kísérleteimben azonos körülmények között tenyésztett élesztŐ- 
kulturákhoz változó mennyiségű tioglikolsavat adtam, s mór-

’ tem az Rí—változást és a keletkezett ergosterin mennyisé­

gét. A tioglikolsavat általában az ötödik napon adtam a te­

nyészethez, amikor a jellegzetes növekedési göx'be állandó 

értéket vett fel, s közelítőleg minden tenyészet iá?—értéke 

azonoo volt. Az egyes tenyészetek RP-értékoi beoltáskor
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/ 7» áfcra

i éleotő tíP változása c-heala és citokrsa e 
hatáséi!»

1* ¿3. r
g* loo y citokroa c '*

/¿lasztő koiiceíxtráció £»t6 3g ssâj?a»aaÿa^Z5 al 
tenyészet/
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egymástól igen, eltérőek. Lnnék oka, hogy a táptalajnalc is 

van egy bizonyos RP-Je, amely nagymértékben függ az elnyelt 

oxigén mennyiségétől. A szaporodó sejtek azonban kimeritik 

a táptalaj redox kapacitását és a tenyósáéö ötödik napján 

az összes tenyészet RF-Je azonos szintre áll be.

Tioglikolbav hatágúra a tenyészetek RB-Je kb 2oo uV-tal 

csökken. Í z a csökkent RP már igen csekély mennyiségű /lo 

garama/rl tény szét/ tioglikoleav hatásúra napokig állandó

A 8. ábrán a különböző'mén tioglikolsav-

hatásúra kialakuló RT-görbék láthatók, a táblázat pedig a
naliid •

tioglikolsav bevitelei követe 

teri ¡elést mutatja, négy nap

napon

múlva
bekövetkező ergosterin

vett mintákban az ergo-

stei’in tartalom nem változik, teliét a termelés iaár az első
napon elérte a maximumot.

ílosztőtonyéözetek ergORtcrintavtal.mí'.nak változása 
különböző mennyiségű tioglikolsav hatásúra

Sor­
szám

Tioglikolsav
mg/loo ml
tenyészet

Élesztő
sz.ar^yag 
g/loo ml 
tenyészet

argostorintartalom I.rgosterin
saQrP.?. az élesztő 

sz. anyaijára 
számítval.nap 4. nap

1- 0 0,52 0,8 0,9 0,28

2> 5 0,51 1,0 0,96 0,55

5« 5o 0,54 1.56 1.55 1 0,4o

4. 100 0,295 1,6 1,68 0,55
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8» ábra

-1 észt 5 tenyészet fejének változása timilikolsav 
hatására

1. Kontrol tenyészet
2. 0,05 ag TGS/ml tenyészet hatására bekövetkező 

BP változás
5* 0»5P ag TGS/ol tenyészet hatására bekövetkező 

RJ? változás
4« l,ou iag IGS/al tenyészet hatásúra bekövetkező

KF változás
/á wgaőott TGS-értéksk azonos sódon készült tenyé­
szetek 1 iA-ére vonatkoznak« A görbéhez felrajzolt 
sávok a «egfelelő ergosterin-tartalaat szemléltetik, 
az élesztő szárazanyagán szájai tott %-ban kifejezve, 
a KíS-el történt sczelés utáni 1«, illetve 4* napon«/



A kísérletekben alkalmazott metodika tárgyalása

Kísérleteimben először a budapesti Szesz- és Élesztőgyár- 

tól kapott III. generációjú élesztővel dolgoztam. Az álta­

lában hasznúit élesztő szuszpenziót ebből úgy készítettem, 

hogy 2 g-ot lemérve fiziológiás sóoldatban szuszpendál- 

tam, majd lecentrifugáltam, h műveletet megismételve az 

esetleges szennyezéseket eltávolítottam. Az átmosott élesz­

tőt ezután pH: 7 foszfát pufferral loo ml-re egészítettem 

ki. Az ilyen módon és mindig frissen készített élesztő 

szunzpenziót használtam fel a légzési és redox vizsgála­

tokban. Az élesztő szuszpenzió koncentrációját nefelocié tőr­

rel állítottam be. Különböző töménységű, illetve higitásu 

élesztő szuszpenziókat készítve, amelynek szárazanyag tar­

talmát külön-külön meghatároztam, standard görbét vettem 

fel. Ennek alapján a koncentráció beállítás könnyen és 

gyorsan történt. így ismeretlen koncentrációjú szuszpenzió 
szárazanyag tartalmát a mért áteresztőképesség alapján rög­

tön le lehetett olvasni.

A későbbiekben, főként az ergosterin anyagcsere vizsgálatok­
nál felső erjedésü Saccharomyces cerevisiae törzs néhány 

napos tenyészetét használtan, amelyet a következő táptala­
jon tenyésztettem:

glucose 10,0 g MaCl 1,0

pepton l.o % o,8
2,0 « ^gso4 o,25

/NK4/2so4 1,0 * CaCl^ o,15
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let szerint a szereplő anyag oxidált ée redukált alakjának 

arányútól i‘w> A normál h2 elektródra mint standardra vo­

natkoztatott elektród potenciál értéke a következő ©gye»* 

lettel íejozhető ki*

E » EQ + x°s-^n

Ebből nyilvánvaló, hogy a redox potenciál E függ 1^-tólj 

©mely a rendszornex állandója, és vizsgált anyag oxidált 

és .redukált alakjának arányától« .’.linói magasabb az oxidált 

alak koncentrációja« annál magasabb éa annál alacsonyabb, 

illetve negatívabb, minél több a redukált alak» konstans 

érté te akkor, ha az ox » red , vagyis, ha a rendszer 

5>o %-ban von oxidálva, éppen E-vel egyenlő« 

hangsúlyozni kell, hogy E az intenzitásnak és nem a ¡tapad«* 

búsnak a mértéke« ivói I. értéke csak az anyag oxidált és 

indukált alakjának arányától függ, és nem az abszolút mny— 

nyisé; ;ektől, ezért nem ad felvilágosítást a rendszer re dny 

kapacitásáról és független, a kiegyenlítő hatástól. Különö­

sen fontos ez biológiai rendszereknél, amelyek közül sok­

nak jól definiált elektród potenciálja van, de nincs ki­

egyensúlyozva. A rendszer rodox kapacitása a jelenlevő oxi­

dált és redukált konponeasek abszolút mennyiségéinek függ­

vénye* Egységnyi redox kapacitású rendszernek célszerű-azt 

az oldatot venni, amelynek >•litere egy egyenértéksulynyi 

redukáló vagy oxidáló szert képes oxidálni vagy redukálni« 

Ennek megfelelően több komponensü redox rendszer redox kapa­



oltásának értőbe az HP szinttől függően változhat. Általa-
«

nooon a következő képlettől számíthatjuk lei:

nált vizsgálandó oldat ml-ét jelenti.

Ha egy redox rendszeren balül a [h*] változik, akkor az 

ion egyensúly megváltoztatásával az oxidációs ás. redukciós 

komponensek mennyiségében is eltolódás következhet be. kz

parciális nyomásának és a [H*] *aak figyelembevétel ével. 

Az rll kifejezés bevezetésével, - amely a pH analógiájára 

a xendszerrel egyensúlyban lévő Ft, gáz porciálio nyomásá­

nak negatív logaritmusa, - a HP értéket kifejező egyenlet 

egyszerű összefüggést állapit meg az E, rH és pli között

B •» o,o3 /rH-2pH/

ebből rH értékét kifejezve«

A pH hatása a redox potenciálra változó és különböző más-más 

pli intervallumban. Annak ellenére, hogy ez a hatás komplex, 

nem szükségszerűen nagy, s a pH-kénti differencia hibahatá- 

ron belül esik, ha biológiai rendszerekkel dolgozunk.

A potenciál méréseket egy kálóméi elektróddal ozembekapcijolt 
sima Ft elektródon végeztem, etrohm-féle titriszkóppal.



k kísérleti viszonyokat a légzés vizsgálat oitnál alkalmazott 

viszonyokhoz hasonlóan állítottam be, b ezért nyitott rend­

szerrel dolgoztam, s levegőzteténről mágneses keverővei 

gondoskodtam *

A steril Icörulmények között tenyésztett élesztő osetén vat­

tadugó segítségével építettem be az elektródokat a tenyó-
/18/

szét be. rrc a célra a Kovács-Jatkovics által leírt elek­

tród megoldás volt a legalkalmasabb. E módszernél a halo­

méi elektród agar hidját olyan üvegcső helyettesíti, amely­

nek egyik végébe ¡názatlan porcellán lenes van beforraszt­

va, o e fölé 2 % afear-agar tartalmú, hidegexi telített K01- 

oldatot rétege etem. Az így elkészített üvegcső a haloméi 

elektród* befogadására szolgál. halaméi elektród botalaku, 

s igy mérés alkalmával az agar csőbe könnyen beleilleBzt- 

hető. Az így összeállított elektródnál a porccllún mint 

diagragma szereivel a telített KCl-os agar és a mérendő táp­

talaj között. A porcellán diairágná megakadályozza a fer­
tőző mikroorganizmusok táptalajba kerülését és a sterili­

zálásnál viszkózussá váló KCl-os agar táptalajba jutásét. 

A botalakura kiképezett elektródot csak a mérés idején 

visszük a mérendő rendszerbe, és a mérésen kívül telitett 
KCl-oldatban tartjuk.

A mérések reprodukálhatósága szempontjából fokozott gond­

dal kell a Pt elektródokat is előkészíteni. Kielégítő ered­

ményeket kaptam, ha a Pt-elektródokat forró kénsavban tar­

tottam egy óra hosszat ée azután kétszer desztillált viz-



zol lemosva 24 óra honosat kétszer desztillált vízben, áll

ni hagytam«

C-bemin előállítás

A c-horain oldat készítéséhez defibrinált inarhavért hasz 
náltan, amelyet centrlfugálással különítettem el a szórnia-» 

tóle A vörösvértGsteköt két alkalommal 0,85 % iaCl-oldat-

tal riontam, majd annyi víz hozzáadásával hemolizűltam, 

hogy a végtérfogat a kiindulásinak ötszöröse legyen. 5oo ml 

1j5 hígításul naxhavér oldathoz 5oo »1 o,8 % sósavban oldott 

—
 ---

---
---

--
.--

---
---

---
--

1 g pepszint adtom. Az enziiuatikus lebontás elősegítésére
24 órára, 37°~os termosztátba helyozteua. A c-heroin levá­

lasztása éteres kezeléssel történt. A normál heroin ugyanis 

az éteres fázisban ibolya színnel oldódott, a vizes fázis 

barna szinü, s a fázis határon denaturálódott fehérje le- 

bomlási termékek váltak ki. A különválasztott vizes fázis 

éteres mosását addig folytattam, amíg az éteres fázis szín* 

telén maradt* A vizes fázis - megszabadítva az oldott éter­

tol én a kivált normál heroin csapadéktól - ulkalikus reduk- 

©ló és piridin hozzáadása után a szerzők által megadott he- 

mociiXTwaogen spektrumot adta, jellemző maximumául 549 és 52o- 

m/v-nál, amely lényegesón különbözik a normál heroin heiuokro- 

mogen spektrumútól• A c-heroin tisztítása Brookmn ai.rrínium- 

oxidon történt*

Letanol 1 5 % piridin elessyel, raajd piridinriel oluáltam a 

szennyezésefost, a c-hemint 2 N amraoniumhidroxiddal oldot-
taia le* X.

/
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Vas meghat óro zés

A o-hemin oldat koncentrációjút a benne lévő vas megható- 

rozó.sávcl állapítottam meg. őrre a célra Joster Se • .döll/19/ 

¡.tódszerét használtan fel, anely a ferri ion o^ienantrulin 

létrehozott szinreakclójának kolorimetriás méxósén alax>- 

szik. Standard oldatként pontos bcméréasel készült o,l mg 

íerri ion/ml tartalmú ferrianmmszulíút oldatot használ- 

taia# A standard görbe készítéséhez ebből az oldatból 2o, 

4o, 6o, 80, és loo gamma ferri iont tartalmazó mennyisége- 

két mértem bo ogy-egy 5o ml-es lombikba, s esetenként 3o ®1 

desztillált vizet és 1 iái lo %-08 hidroxilaidinklórhidi’átot 

adtam hozzá. 15 percnyi állás után lo ml o.25 %-os o-pho- 

nantrolin oldatot mértem bele, s 25 %-os natriumciti’úttal 

a pH-t 3»5-re állítottam. Desztillált vízzel 5o ml-re ki- 

ep£ szítva, összeráztnm és 3o percnyi állás után mértom.

'ontrollként a használt reagensek ugyanolyan arányú olda­

ta szolgált a fen-i-oldat nélkül. t

- jTulfricb fotométerrel lo mm-es küvettában S 5° szűrővel*
mértem#

a hemin oldat koncentrációjának meghatározása a vas-tax'talom 

alapján a vas atomnak ferri ionná történő oxidáldsóval, il­

letve a he min molekula elroncsoló sóval történt. A hemin ol­

dat aliquot részéhez, amely o,ol5 - 0,060 mg vasat tartal­

maz, o,5 ml 3c os hidrogenhiperoxid-oldatot adtan. .Ala­

pos összekeverés után legalább 3 óra hosszáig állt, majd 

lo percig tartó 9o°-os melegítés /a fölösleges Hy>2 elbán- 
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tása céljából/ és lehűtés után 1 ml 1:15 higitúsu HCl-al 
ismét lo percig 9o°-ra melegítettem. Lehűlés után o,2 ml 

5o 7*-os am oniumacet.it hozzáadásával puff erőit oldat—al- 
kalmös a standard görbe készítésnél leirt szinreakció lét** 

i'eho zatálára •

krgostorin meghatározás

Az ergosterinnek az élesztő sejtekből való kiszabadítása 

hidrolízissel történt. A tioglikolsavval kezelt és a kant— 

rolte lyúszetből egyidőbcn vett mintákat centrifugáltam 

és az élesztő üledéket 5 % KOH-ot tartalmazó alkohol és

• víz 1:1 arányú ©legyébe szuszpcndáltam, majd 4—5 órán ke­

resztül visszafolyó hűtővel ellátott lombikban forró víz­

fürdőn hevítettem. A hidrolizátumot azután háromszor 5o ml 

benzollal extraháltam, Az cxtraktumot N HaOB-dal, hiß kén- 

«swel, majd desztillált vízzel többször átmostam, végül 

kiizzitott nátriumszulfcttal megszorítottan. A száraz ol­

datot vákuumban bepároítam., s a maradékot széntetraklórád­

ban oldottam. Ha a minta ergooterin tartalma magas volt, 

akkor a széntetrakloridos törzsoldat aliquot részét hasz­

náltam méréshez. Az ergosterin mennyiségének kvantitatív 

meghatározása a Lleberraani>-Buchard-f éle sziureakció alap­

ján Puli'rich-féle fotométerrel történt. A standard görbe 

kásáit üstéhez o,3 mg/xnl ezéntetrakloridos ergouterin törzs­

oldatot használtam, s ebből lo-Go gamma mennyiségeket tar­

talmazó térfogatokat 3 ml—re egészítettem ki széntetra- 

kloriddal, 2 ml ecetsavanhldrid és o,l ml cc kénsav hozzá— 

oniumacet.it


adása után alaposan összerúztau> majd lo perc eltelte után 

a zöld szín intenzitását S 66-os szűrővel mértem* /la is­

meretlen ?nintn rieghatározúsa teljesen azonos körülmények 

között történt*
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csí'zefofslaláe

Vizsgálataim célja annak a megállapítása volt, hogyan lehet 

egy mikívszervezet tenyészetének anyagcseréjét az KP-t meg­

változtató tényezőkkel befolyásolni. Kísérleteim első ré­

szében luegál lapítottam, hogy a vas-porfirin rendszerek kö­

zül a c-heíriin az élesztő endogén légzését jelentősen fo­

kozza, s közbon a tenyészet RP-je erősen csökken. Ez a 

csökkenés párhuzamos a légzés növekedésével, minimális ér­

té ke a maximális légzésnél következik be, majd annak csök­

kenése után ismét megközelíti eredeti értékét.

i továbbiakban végzett gátlás! kísérletek arra engedtek 

következtetni, hogy az általam modellként használt élesztő 

c-hamin komplexumban a c-hemin a triosefoszfátdehidraset 

helyettesíti, Az élesztő a számára idegen hemint spontán 

ensiciadaptáció folytén a kapcsolódós megszüntetésével el­

távolítja, és a kezdetben, megváltozott RP-t helyreállítja•

A citokrom ö az élesztőtenyészetben tartós Rí? emelkedést 

létesít. A sejt.a száméra nem idegen anyag jelenlétében nem 

fejt ki redox puffer hatást.

Az e;litett elvi kérdések tisztázása után cólom főleg az 

volt, hogy az élesztő ergostorin termelését megnöveljem, 

és felderítsem a redox görbe és a tenyészet ergosterin 

termelése közötti összefüggéseket. regállapitottam, hogy 

az Rí? tartás megváltoztatására csak olyan anyagok alkal­

masok, amelyek redox kapacitása megközelíti a tonyésze—
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