Streszczenie

Przedmiotem moich badan bylo okreslenie wptywu, jaki na intensywno$¢ procesu
fermentacji alkoholowej wywiera¢ moga trzy czynniki srodowiskowe: temperatura otoczenia,
stezenie substratu niezbednego do przebiegu reakcji oraz odczyn pH roztworu. Jako organizm
modelowy wykorzystalem liofilizowane drozdze piekarnicze (Saccharomyces cerevisiae).
Po przeprowadzeniu serii eksperymentow doszedtem do wniosku, iz kazdy z wymienionych
czynnikOw wywiera istotny wplyw na badany proces, za$§ charakter owego wptywu
w znacznym stopniu zalezy od nat¢zenia danego czynnika w $rodowisku. Ostatecznie
stwierdzilem, ze W przypadku drozdzy pickarniczych, fermentacja zachodzi najintensywniej
w temperaturze 45°C, przy 6%-owym stezeniu substratu oraz pH pozywki zblizonym do 5.

Wstep

Aby rosng¢ i prawidlowo funkcjonowac, kazdy organizm musi korzysta¢ z energii zawarte;j
w czasteczkach zwigzkow organicznych, ktéore powstaly podczas fotosyntezy badz
chemosyntezy lub zostaly pobrane z zewnatrz. Gtownym procesem metabolicznym, ktory
umozliwia pozyskanie owej energii, jest oddychanie komorkowe, mogace mie¢ charakter
tlenowy badz beztlenowy®. Drozdze piekarnicze sg organizmami zdolnymi do przeprowadzania
jednego z typow oddychania beztlenowego - fermentacji alkoholowej, jednakze w obecnosSci
tlenu mogg prowadzi¢ duzo bardziej efektywne oddychanie tlenowe. Zawierajg one komplet
enzymow tancucha glikolizy oraz zasadnicze enzymy dla fermentacji alkoholowej®. W czasie
fermentacji, otrzymany podczas glikolizy pirogronian zostaje przeksztalcony w aldehyd
octowy, a nastgpnie W etanol, przy czym w drugl ]] reakcji zachodzi niezb¢dna do podtrzymania
glikolizy reoksydacja NADH + H* do NAD' B!, Ow cykl reakcji katalizuja dwa enzymy -
- dekarboksylaza pirogronianowa oraz dehydrogenaza alkoholowa.

W czasie kazdego eksperymentu, zmiana w nat¢zeniu danego czynnika Srodowiskowego
wywierata wymierny wplyw na aktywnos¢ wspomnianych enzymow, a tym samym na przebieg
wyzej opisanych reakcji chemicznych. Moim gtownym celem bylo wykazanie, w jaki sposob
kazdy z badanych czynnikow moze wplyna¢ na reakcj¢ katalizowang enzymatycznie,
co pozwolitoby wyciggna¢ wnioski na temat sposobu funkcjonowania enzymow - biatkowych
biokatalizatorow, zwigkszajacych szybko$¢ reakcji biochemicznych na drodze specyficznej
aktywacji substratu’. Wiedza na ten temat umozliwia bowiem zrozumienie, jak ogromny wplyw
na funkcjonowanie kazdego organizmu moze mie¢ pojedyncza, niekiedy nawet krotkotrwata
zmiana warunkow otoczenia.

Materialy i metody

Zmiany w intensywnos$ci procesu fermentacji

alkoholowej  obserwowalem z  wykorzystaniem lz:gs:svo Jgfzr;g;
drozdzy piekarniczych Saccharomyces cerevisiaé ' s,omada Grzyby wiasciwe
(tabela 1.). Podczas kazdego z 74 eksperymentow, Podgromada Workowce
przeprowadzonych wdniach 21062014 r-17.082014r., | Klasa Drozdzaki
wykorzystywatem po 2,5 g organizmoéw w formie | Rzad Drozdzowce
liofilizowanej (,,Drozdze instant" Dr. Oetkera | Rodzina Drozdzowate
zakupione w sklepie spozywczym). Wybdr drozdzy | Rodzaj Drozdze

w takiej, a nie innej formie nie byl przypadkowy - | Gatunek Drozdze piekarnicze

- wykorzystanie drozdzy $wiezych byloby obcigzone Tab. 1. Systematyka wykorzystanego gatunku’"
ryzykiem wystgpienia zmian w zywotnosci badanych organizméw. Aby jeszcze bardziej
ujednolici¢ kazdg z prob badawczych, mieszatem ze sobg zawarto$¢ pigciu paczek drozdzy,
a nastepnie przechowywatem je w zacienionym pomieszczeniu w temperaturze pokojowej.
Odwazong z wykorzystaniem wagi laboratoryjnej o doktadnosci 0,01 g ilo$¢ organizméw



wsypywatem do kolby stozkowej o pojemnosci 150 ml. Nastepnie, do zlewki o pojemnosci
250 ml wlewalem maksymalng ilo$¢ wody o temperaturze 30°C, ktéra kontrolowatem
z wykorzystaniem termometru laboratoryjnego rtgciowego oraz akwaryjnego. Po wykonaniu
powyzszych czynno$ci, nast¢pne czesci przygotowania eksperymentu roéznily si¢ w zaleznosci
od badanego kryterium.

W czasie badan nad wplywem temperatury, rownolegle z przygotowaniem drozdzy
do osobnej zlewki o pojemnosci 11 wlewalem maksymalng ilos¢ wody o temperaturze
z przedzialu 0-60°C, ktora réwniez kontrolowalem z wykorzystaniem termometru
laboratoryjnego rtgciowego oraz akwaryjnego. W wodzie znajdujacej si¢ w mniejszej zlewce,
za kazdym razem rozpuszczalem natomiast 10 g biatego cukru spozywczego
(wyprodukowanego przez Zwigzek Cukrowni Polskich w Toruniu), otrzymujac tym samym
4%-owy roztwor stanowigcy pozywke dla badanych organizméw. Za pomocg strzykawki
do cewnikowania o pojemnosci 60 ml, pobieralem 100 ml roztworu, ktéry wstrzykiwalem
do kolby stozkowej. Po uprzednim zatkaniu kolby gumowym korkiem, zawarto$¢ intensywnie
mieszatem az do uzyskania jednorodnej mieszaniny. Po wymieszaniu, gumowy korek
zamieniatem na drugi, przez ktory przeciggnatem plastikowy waz o $rednicy 2 mm i dtugosci
30 cm. W ten sposob zabezpieczong zlewke wkladatem do akwarium o pojemnosci 1,51,
ktorego gorng cze$¢ zabezpieczytem tasma izolacyjnag, co pozwolito na utrzymanie kolby
W pozycji stojacej po dolaniu wody. Zabezpieczywszy naczynie, do akwarium wlewatem
zawarto$¢ wigkszej zlewki, ktorg natychmiast po opréznieniu catkowicie napeliatem wodag
o temperaturze 20°C. Temperatur¢ wody w zlewce oraz w tazni wodnej kontrolowalem
Z Wykorzystaniem uprzednio wspomnianych miernikow. Aby zabezpieczy¢ uklad przed
ogrzaniem badz ochtodzeniem, korzystatlem z kostek lodu lub wrzacej wody, dodawanych
po uprzednim wypompowaniu z akwarium za pomocg strzykawki takiej ilosci ptynu,
jakg zamierzalem wprowadzi¢. Drugi Kkoniec weza
przechodzacego przez Srodek korka umieszczatem
w litrowej zlewce wypetlione; woda. Aby upewnié sig,
1z waz bedzie za kazdym razem napigty w takim samym
stopniu, na blacie stolu umiescitem wykonane z tasmy
1zolacyjnej kontury podstaw obu naczyn, co umozliwito mi
stawianie ich w tym samym miejscu. Co wiecej, Z tego
samego materialu wykonalem oznaczenia, umozliwiajace 7 IS _
zaczepienie drewnianej tapy laboratoryjnej w tym samym = V i i
miejscu oraz pozwalajagce na zanurzenie weza do takiej : o
samej glebokosci (fotografia 1.).

Zmiany w metodologii przy badaniu wplywu stezenia substratu oraz odczynu pH
dotyczyly pozywki przygotowywanej w mniejszej zlewce. W pierwszym przypadku,
regulowana bylta ilo$¢ rozpuszczanego cukru w przedziale 5-35 g (roztwor 2-14%; ponownie
wykorzystana zostata waga laboratoryjna). Badajac wptyw odczynu pH, zmianie podlegato
natomiast pH pozywki w przedziale od 3 do 9, co kontrolowalem z wykorzystaniem
uniwersalnych papierkéw wskaznikowych. Aby uzyska¢ oczekiwang przeze mnie wartos¢ pH,
do roztworu dodawatem 10%-0wy roztwor octu spirytusowego (producent: Wytwornia Octu
I Musztardy w Parczewie) lub sody oczyszczonej (produkcja: Gellwe; paczkowana
w Zabierzowie). Kazdy z eksperymentow trwal tacznie 80 minut. Po 30 minutach
od rozpoczgcia do$wiadczenia, wykonywatem pierwszy, trwajacy 5 minut pomiar ilosci
wydzielonych przez S. cerevisiae pecherzykow CO,, mozliwych do zaobserwowania w litrowej
zlewce. Po dziesigciu minutach, pigciominutowy pomiar zostawal powtoérzony, CO W sumie
daje nam cztery 5-minutowe pomiary oddzielonel0-minutowymi przerwami.

Fot. 1. Zestaw doswiadczalny



Wykres 1. Przyktadowy wykres obrazujacy Po zakonczeniu eksperymentu, mierzona

wyniki badan nad wptywem byla takze zmiana poziomu roztworu
s temperatury otoczenia wyskosci 10°C w kolbie oraz zmiana odczynu pH
‘; 5 na intensywnos¢ badanego procesu roztworu (niestety, ze wzgledu
{;"E 10 Prébal0. | ng ograniczony wymiar mojej pracy,
58 8 2 Préball. | wyniki pomiardow z zakresu dwoch
gé 6 o ——préba12. | Ostatnich kryteridow _doste;pne F:] jedynie
S 4 3’?,../ —rednia W przygotowanej  przeze  mnie
s & 2 dokumentacji  laboratoryjnej). Kazde
T & 9 do$wiadczenie powtarzatem trzykrotnie,
é s Pomiar | Pomiar Il Pomiar Il Pomiar IV za kazdym razem opracowujac wyniki
= Pomiar w formie zestawienia umozliwiajacego

poOzniejsze obliczenie Sredniej wartosci
otrzymanych wynikow (wykres 1.), podawanej w ilosci pgcherzykow CO, wydzielonych
przez S. cerevisiae w przeciggu 1 minuty pomiaru.

Wyniki
Temperatura otoczenia
Czas trwania badan- 21.06.2014r. Wykres 2. Wptyw temperatury otoczenia [°C]
-30.07.2014 r. na intensywnosc¢ procesu fermentacji alkoholowej
Tlo$¢ eksperymentdw - 40 przeprowadzanej przez Saccharomyces cerevisiae
Tabela 2. przedstawia usrednione | _ @ 100
wartoSci  wynikow  pomiarow | £ & 90
poszczegolnych prob z dokfad- | 273  so
noscig do jednego miejsca | [N 3 7o
po przecinku. Natychmiast mozna | 3 ¢,
zauwazy¢, iz fermentacja nie | S % 50
zachodzi zaréwno przy tempe- gg 40
raturze nizszej lub rownej 5°C, < o
L s . . NS 30
jak i rownej 60°C. W przedziale o2
10-40°C, intensywno$¢ badanego | § € 20
procesu wzrasta, by przy 45°C | < g 10
osiggna¢ warto$¢ maksymalng. @ =2 T; 0

W owym przedziale tempera-
turowym wida¢ ponadto, iz inten- Temperatura otoczenia [°C]

sywno$¢ fermentacji alkoholowej

wzrasta wraz z uplywem czasu. Przy 50°C wlasno$¢ ta ulega zaburzeniu, za$ intensywnos$¢
zaczyna male¢. W przedostatniej kolumnie (55°C) dostrzegalna jest juz wyrazna tendencja
spadkowa. Wykres 2. pozwala na latwiejsza interpretacje wynikow tabeli. Czerwona strzatka
wskazuje optymalng wartos¢ temperatury, zaobserwowang na podstawie usrednionej wartosci
wynikow czwartego z pomiarow.

Mm'. 0°C 5°C 10°C | 15°C | 20°C | 25°C | 30°C | 35°C 40°C | 45°C 50°C @ 55°C
pomiaru

35 min 0 0 0,67 |1,67 |3,8 353 |39 394 635 724 78,2 |418
50 min 0 0 1 2,27 8,9 394 424 |453 | 71,7 [ 79,6 755 274
65 min 0 0 14 3,87 |13,6 |412 439 |50 76,6 | 88 88 20,6
80 min 0 0 1,73 553 169 430 448 |600 |789 1925 @792 | 17,

Tab. 2. Usrednione wyniki pomiarow ilosci wydzielonych pecherzykéw CO, w okreslonej temperaturze




Wykres 3. Wptyw stezenia substratu [%] na intensywnos¢ procesu
fermentacji alkoholowejprzeprowadzanej
przez Saccharomyces cerevisiae
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Dyskusja

Zamieszczone na poprzednich stronach wyniki wskazuja, iz kazdy z wybranych przeze mnie
czynnikOw w znaczacy sposob wplywa na intensywnos¢ badanego procesu metabolicznego.
Jednym z podstawowych warunkoéw, ktorych spelnienie jest niezb¢dne do przebiegu fermen-
tacji alkoholowej, jest dostarczenie organizmom okreslonej porcji energii, W tym przypadku
energii cieplnej, pobieranej z otoczenia. W rzeczywistosci, wszystkie reakcje chemiczne,
zarOwno egzo-, jak i endoergiczne, posiadaja bowiem energetyczng bariere, zwang energia
aktywacji®, ktorej przekroczenie warunkuje mozliwos¢ ich zajécia. Warto zauwazyé, iz owa
wymagana ilo$¢ energii jest znacznie obnizana przez enzymy, dzigki czemu mozliwe jest
wielokrotne przyspieszenie proceséw metabolicznych®. Zahamowanie wydzielania CO, przez
drozdze piekarnicze umieszczone w temperaturze mniejszej lub rownej 5°C jest zatem
zwigzane z faktem, iz takowa temperatura nie zaspokaja calkowicie zapotrzebowania
organizméw na energie¢ termiczng, niezbedng do przeprowadzenia reakcji.
Rozpoczynajacy si¢ przy 10°C wzrost intensywnosci badanego procesu jest
natomiast spowodowany wzrostem energii Kinetycznej czasteczek substratu.
45°C jest dla fermentacji przeprowadzanej przez S. cerevisiae temperaturg
optymalna, aczkolwick jest to jednocze$nie temperatura graniczna,
ktorej przekroczenie moze by¢ dla organizmu fatalne w skutkach.
Dalsze podnoszenie temperatury powoduje bowiem stopniowg denaturacje
enzyméw oddechowych, co jest widoczne poczatkowo w zaburzeniu Wzrostu
intensywnoS$ci wraz z uplywem czasu, a nastgpnie w stopniowym hamowaniu
badanego procesu. Wystepujace pod wpltywem zbyt wysokiej temperatury
zmiany w strukturze 1 aktywnosci enzymow skutkuja zas$ catkowita,
Fot. 2. Wplyw nieodwracalng utrata zdolnoéci do katalizowania reakcji chemicznych®.
temperatury na Przy 60°C denaturacji ulega catos¢ enzymoéw, co uniemozliwia zaj$cie
fermentujace fermentacji nawet po schlodzeniu uktadu. W przypadku nazbyt niskiej

organizmy temperatury mozliwe jest natomiast wznowienie fermentacji po dostarczeniu

odpowiedniej iloSci energii termicznej (fotografia 2.).

Analizujagc wplyw drugiego z badanych
'0.2ynnikéw, JuZ na WSt@Pie warto ZauwaZyFS, na intensywnos¢ procesu fermentacji
1z w kontekS$cie omawianych przeze mnie alkoholowej przeprowadzane] przez
doswiadczen, termin ,st¢zenie substratu" Saccharomyces cerevisiae
stanowi znaczne uproszczenie - substratem

Wykres 5. Wptyw stezenia substratu [%]
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w szeregu reakcji chemicznych. Zgodnie
z wykresem 5., fermentacja zachodzi najbardziej intensywnie przy 6%-owym stezeniu
substratu, gdy enzymy wykazujg stan maksymalnego wysycenia.



Teoretycznie, dalsze zwigkszanie stezenia nie powinno powodowa¢ zmian W intensywnosci
przebiegu reakcji''. Uzyskane przeze mnie wyniki jednakze wskazuja, iz stopniowy wzrost
stezenia sacharozy w pozywce zaczyna hamowac fermentacje, co sprawia, ze ksztatt wykresu
w znaczacy sposob odbiega od ksztattu krzywej Michaelisa, powszechnie wykorzystywanej
w opisie wplywu stezenia substratu na szybko$¢ reakcji katalizowanych enzymatycznie.
W wigkszosci podrgcznikoOw szkolnych oraz akademickich nie sposob jest sie¢ doszukaé
jakichkolwiek informacji na temat hipotetycznego hamujacego wplywu nadmiaru substratu
na intensywnos$¢ procesow metabolicznych w przypadku, gdy nie jest on substancjg szkodliwa.
Mimo tego, udato mi si¢ dotrze¢ do publikacji, wskazujacych, iz przyczyng owej anomalii
moze by¢ wzajemne ,,przeszkadzanie' sobie czastek substratu w dostepie do centrow
aktywnych enzymoéw” °. Weryfikacja owej tezy wymagalaby jednakze przeprowadzenia
znacznej ilosci prob dodatkowych, na co niestety nie pozwolity mi $cisle okreslone
ramy czasowe.

W przypadku pH roztworu, czynnik $rodowiskowy bezposrednio wpltywa na mozliwosé
tworzenia kompleksu enzym-substrat poprzez regulowanie sil elektrostatycznych taczacych
obie czasteczki (uklad E-S powstaje tatwiej, za$ reakcja przebiega szybciej)?. Zmiany tadunku
oddziatujg na wigzania jonowe, odpowiedzialne za trzecio- i czwartorzgdowsa strukture enzymu
katalizujacego reakcje, co prowadzi do zmiany konformacji i aktywno$ci bialka®.
Wyniki jednoznacznie wskazuja, iz pH=5 (uzyskane przez dodawanie 2 ml octu do 250 ml
pozywki) stwarza najbardziej optymalne warunki do przebiegu fermentacji. Wartos¢ pH
roztworu rowna 7 (pozywka bez dodatkowych odczynnikow) lub 9 (uzyskana po dodaniu 5 g
sody oczyszczonej do 250 ml roztworu) na badany proces metaboliczny wptywa hamujaco,
czego dowodem jest spadek ilosci wydzielanych pecherzykow CO, o ponad potowg.
W swietle zawartych powyzej informacji, mozna zatem przypuszczaC, iz wytworzony
przez odczyn obojetny lub lekko zasadowy rozktad tadunkoéw elektrycznych wplywa
na przestrzenne utozenie czgsteczek enzymow w taki sposob, ze przylaczenie si¢ substratu
staje si¢ duzo trudniejsze. Najwigksze zahamowanie badanego procesu przy pH=3 jest
natomiast zwigzane z denaturacjg enzymow przez nazbyt kwasne srodowisko - tak znaczne
zakwaszenie pozywki wymagato wykorzystania az 14 ml roztworu octu na 250 ml wody.

Powyzsze wyniki moga zosta¢ wykorzystane migedzy innymi w przemysle piekarniczym,
bowiem zapewnienie drozdzom odpowiednich warunkow pozwala na efektywne wykorzystanie
tych organizmow, skutkujace poprawg jakosci produkowanego pieczywa.
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