Wptyw pH, chlorku sodu i stezenia substratow na proces fermentacji alkoholowej drozdzy (Saccharomyces cerevisiae).
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Streszczenie
Celem mojej pracy badawcze] bylo okreslenie wplywu, jaki na intensywnos¢ procesu
fermentacji alkoholowe] wywiera¢ moga trzy czynniki biologiczne: stezenie sSubstratu-
obligatoryjnego dla zachodzenia oddychania beztlenowego, stezenie NaCl oraz pH roztworul.
Jako organizm modelowy wykorzystalem drozdze piekarnicze (Saccharomyces cerevisiae) w
formie liofilizowanej. Postawitem teze, ze czynniki biologiczne bedg wpltywaé zardéwno na
biokatalizatory jak I procesy metaboliczne drozdzy. Badalem organizm metoda laboratoryjng w
stalej temperaturze 28 stopni Celsjusza, z wykorzystaniem wody z jonizatora. Podczas jednego
doswiadczenia mierzylem tylko jedna wartos¢ danej zmiennej. Po przeprowadzeniu
wszystkich doswiadczen, przeanalizowaniu wynikéw | opracowaniu literatury stwierdzitem, ze
w przypadku drozdzy piekamiczych, proces oddychania beztlenowego zachodzi
najintensywniej przy 13-to procentowym stezeniu substratu, zerowym stezeniu procentowym
NaCl oraz pH pozywki wynoszacego okolo 7. Graniczne wartosci czynnikow hamujg
wydajnos¢ procesu W znacznym stopniu (niskie jak 1 wysokie stezenie substratu oraz wysokie
stezenie chlorku sodu). lub nawet hamujg proces fermentacji w 100% (przy pH réwnym 3).
Wstep
Kazdy organizm potrzebuje do zycia energii uwalnianej ze zwiazkow organicznych,
ktore powstaty W procesie fotosyntezy lub chemosyntezy. Gtownym szlakiem metabolicznym,
pozwalajagcym na uzyskanie energii, jest oddychanie tlenowe lub beztlenowe. Saccharomyces
cerevisiae posiadajg zdolnos¢ do przeprowadzania oddychania beztlenowego- fermentacji
alkoholowej, lecz przy obecnosci tlenu sa zdolne do przeprowadzania oddychania tlenowego,
ktorego efektywnos¢ energetyczna jest 19 razy wyzsza(Aleksander Chmiel, 1994+ ). Drozdze
piekamicze posiadaja zestaw enzymow Szklaku glikolizy 1 enzymy niezbedne dla procesu
fermentacji alkoholowej. WAtworzony w procesie glikolizy, pirogronian jest przeksztalcany
w etanal oraz jest wydzielany dwutlenek wegla za pomoca enzymu- dekarboksylazy
pirogronianowej. W drugim etapie etanal jest redukowany do etanolu, a NADH utleniany do
NAD+ przy udziale drugiego enzymu- dehydrogenazy alkoholowej.(Biochemia Krotkie
wyklady). W czasle kazdej proby, zmiana natezenia danego czynnika wywierata wplyw na
aktywnos¢ procesow metabolicznych badanego organizmu, a w nastepstwie na efektywnos¢
szlakow chemicznych opisanych wyzej. Moim zalozeniem, bylo wykazanie jak kazdy z
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Nad koncem weza, w drugim akwarium, znajdowat sie cylinder miarowy, obrocony do gory
dnem, o pojemnosci 250 cm3 z naniesiong miarg 0 doktadnosci 2 cm3. Ilos¢ gazu, ktorym byt
dwutlenek wegla swiadczyla 0 efektywnosci zachodzenia procesu fermentaci alkoholowey.
Pierwszy pomiar wykonywalem po 25 minutach, nastepne pomiary byly wykonywatem co 10
minut, a ostatnim byt pomiar po 65 minutach. Zaobserwowane vvynlkl wprowadzalem do
elektronicznego  zeszytu laboratoryjnego. Dla
wybranych prob, pH zacieru mierzylem zaroéwno
przed jak 1 po doswiadczeniu, za pomocy
elektronicznego pH-metru z doktadnoscia do 0,1
(zakupionego przez intemet i skalibrowanego dzicki
dostarczonym roztworom o znanym pH). WAniki z
tych pomiaru sa dostepne W dzienniku.

Po zakonczeniu kazdej préby naczynia
osuszatem, | nastepnic wykorzystywatem powtornie.

| Foto. 1. Aparatura Badawcza L

Iaboratoryjne myltem, dokladnie
Kazda probe dla danej
wartosci czynnika powtarzatem odpowiednio 5 razy kiedy badatem wplyw
stezenia substratu 1 4 razy dla wptywu pH i1 stezenia NaCl. Nastepnie zestawialem
ze sobg poszczegolne wyniki co umozliwialo mi obliczenie $redniej wartoSci
liczby cm3 1 odchylen standardowych, podawanych w liczbie cm3 po okreslonym

uptywie czasu.

Wyniki
Stezenie substratu

Czas trwania badan: 20.11.2016r.-10.12.2016 r. Ilos¢ prob —55

Tabela 2. zawiera usrednione wartosci wynikow pomiardw poszczegolnych doswiadczen z
doktadnoscia do jednego miejsca po przecinku. Z przedstawionych danych jednoznacznie wynika,
ze fermentacja alkoholowa najintensywniej zachodzi przy stezeniu substratu réwnym 13%.
Najwickszy wzrost wydajnosci mozna zaobserwowaé pomiedzy stezeniem 1% a 3% (prawie
trzykrotny wzrost liczby dm? gazu w 65 minucie). Rzecza, ktdra mnie zainteresowata, byt spadek
wydajnosci reakcji dla wyzszych stezen substratu po osiggnieciu wartosci optimum (dla Cp=13%).
Najwickszy spadek odnotowalem pomiedzy stezeniem rownym 13% a 15%. Dla nastepnych
wartosci stezenia CUKru, wydajnos$¢ obnazata si¢ W mniejszym stopniu. VWAnIki te, rozbiegaly si¢ z
moim poczatkowym zalozeniem (po wysyceniu wszystkich enzymow, wydajnos¢ powinna
utrzymywagc si¢ na statym poziomie).

czynnikow wplywa na aktywnos¢ biokatalizatorow(Lubert Styer 2000) 1 ukazanie jak stres
srodowiskowy negatywnie wplywa na procesy zyciowe (W. Grajek). Poznana wiedza pozwoli
na zrozumienie, jak wielki wptyw na funkcjonowanie badanego organizmu moze mie¢ dany

czynnik. Saccharomyces cerevisiae sa dobrze poznanym organizm lecz nigdzie nie udato mi

sic znalez¢ Informacji na temat stczenia, przy jakim proces fermentacji zachodzi

najefektywniej. Bedac na wakacjach we Wloszech po raz pierwszy jadtem chleb bez soli. Byt

on bardziej puszysty 1 delikatniejszy niz polski chleb wyrabiany z uzyciem soli. Ta informacja

sktonita mnie do zbadania wplywu chlorku sodu na proces fermentacji alkoholowej. Drugim

powodem zachecajacym do zbadania tego procesu byla akwarystyka. Nawozenie
dwutlenkiem wegla poprawia wzrost roslin, a domowy sposob z Wykorzystanie fermentacji

Cp

Sachrozy | 1o | 306 | 5% | 7% | 9% | 11% | 13% | 15% | 17% | 19% | 21%
Minuta

Pomiaru
25 0| 8 | 63 |104|114 | 124|146 | 198 | 222 | 226 | 22
35 |11,8| 34 (286 | 468 | 52 | 582 | 54 | 566 | 56,6 | 56,8 | 56,8
45 (286 588 | 804 | 88,8 [100,6|102.4]100,8| 98,2 | 94 | 944 | 94,2
55 |41,8/102.4(130,2| 130 |1402| 146 |1484|140,6|140,8| 137 |136,4
65 |57.2|167,8|172,4|176,8|186,4|190,3|194,2|184.8|180,4|179,2| 178

alkoholowej jest $wietng alternatywa dla drogich zestawow akwarystycznych przeznaczonych
do rozpuszczania dwutlenku wegla.. Dobranie odpowiednich wartosci badanych czynnikow
pozwoli znaczaco skroci¢ €zas ,rosniecia’” clasta, ktora to informacja bedzie przydatna, w
czasach kiedy jest moda na zdrowe odzywianie 1 ludzie coraz czesciej decydujg sie na
wlasnorecznie Wypiekane pieczywo, jak rowniez pozwoli na wyprodukowanie wigkszej ilosci
dwutlenku wegla w tym samym czasle, czego skutkiem bedzie wydajniejsze rozpuszczanie
dwutlenku wegla w akwarium 1 efektywniejszy wzrost roslin akwariowych.

Materialy i metody
Wplyw czynnikow na proce fermentacji

alkoholowe]  badatem z  wykorzystaniem Grzyby

drozdzy piekamiczych, (Tabela 1) Podczas Grzyby wtasciwe

kazdej z 96 prob przeprowadzonych w dniach Workowce

20.11.2016r.-02.01.201 7r,, wykorzystywalem Drozdzaki

PO 20 Organizmow liofilizowanych Drozdzakowce

(,Drozdze instant" Dr. Oetkera zakupionych w Drozdzakowate

hurtowni  spozywczej ,,Selgros” w  Lublinie. Drozdze

Wybdr organizméw pod taka postacia pozwolit Sacchar?myces
cerevisiae

na ograniczenie zmianach W  Zywotnosci
organizméw. Zawartoé¢ z 45 opakowan Tab.1 Systematyka (Szweykowska A)
wyspalem do pojemnika, ktory podczas przechowywania znajdowat sie W suchym, zacienionym
miejscu, W temperaturze pokojowej 1 byt szczelnie zamkniety. Odpowiednig ilos¢ drozdzy
odwazalem na wadze laboratoryjnej (zakupionej w intemecie, ktorej dokladnos¢ zostata
sprawdzona odwaznikami jubilerskimi) z dokladnoscig do 0.01 g I przenostem do zlewki o
pojemnosci  256ml. Do produkcji  wszystkich zacierbw byla wykorzystywana woda
,,Naleczowianka™ (sklad mineralny dostepny w dokumentacji i na stronie producenta), ktorg
przelewalem do sloika, ktory szczelnie zamykatem | umieszczalem w akwarium, aby jej
temperatura wynosita 28°C. Wybdr wody 0 znanym sktadzie mineralnym byt nieprzypadkowy.
Prowadzac dochodzenie badawcze natchnalem si¢ na wiele prac, ktorych autorzy udowadniaja
plyw okreslonych pierwiastkow na proces fermentacji. Dla doswiadczen W ktdrych zmienng byt
stezenie CUkru I chlorku sodu, nie zmienialem wartos¢ pH | wynosita 7,4. Dla doswiadczen
dotyczacych wplywu pH na intensywno$¢ fermentacji alkoholowej zasadowe pH wody
otrzymywatem Z uzyciem jonizatora wody, a kwasowe pH otrzymywatem poprzez dodawanie
10% octu spirytusowego do zlewki z woda (wyprodukowanego przez "OCTIM" Wytwormia Octu
| Musztardy Sp. z 0.0. w Olsztynku) za pomoca pipety I kontrolowalem pH przy pomocy pH-
metru wlozonego do zlewki. Zakres pH dla te] proby zmiennej wynosit 3-9. Przygotowanie
zacleru roznito sie¢ W zaleznosci od badanej zmiennej. Pierwszym badanym czynnikiem byto
stezenie substratu. Odwazalem odpowiednig ilos¢ cukru spozywczego, 1-21 gramow, (cukier
krysztat bialy wyprodukowany przez ,Lidl Polskie sklepy spozywcze sp. z 0.0 w
Jankowicach)nastepnie przesypywaltem ja do probowki. Nastepnie na wadze ustawiatem zlewke 0
pojemnosci 100ml, wagg tarowalem | wlewatem wodg za pomoca pipety. Liczbe graméw wody
dobieratem tak aby masa wody wraz z cukrem wynosita 100 graméw. Nastepnie do zlewki
dodawatem 29 drozdzy | mieszalem roztwdr do czasu rozpuszczenia si¢ cukru I drozdzy.
Nastepnie powstaly zacier byt przelewany do kolby. Proby badajace wpltyw ph i stezenia NaCl
odbywaly z uzyciem 13% roztworu sacharozy. Podczas tworzenia zacierow z NaCl, byla
odwazana odpowiednia masa soli, z zakresu 0,025-4g, (s6l kamienna niejodowana ,,0'Sole”
paczkowana przez GENOS, Wizesnia), a ilos¢ wody byta pomniejszana 0 odwazong ilos¢ soli tak
aby masa roztworu utrzymywata si¢ na statym poziomie 100 gramow. Aparatura badawcza
(Fot. 1.) skiadata si¢ z 2 akwariow. Plerwsze akwarium o pojemnosci 201 byto wypetione woda w
okoto 60%. Temperatura wody dla wszystkich doswiadczen wynosita 28°C | byta utrzymywana
dzicki grzalce akwarystyczne] wyposazonej W termostat 0 doktadnosci 0,25°C (Tetra HT 75 0
mocy 75W). Temperature mierzylem za pomocg termometru rteciowego, termometru
akwaryjnego oraz termometru cyfrowego. Aby zapewni¢ réwnomiermy rozklad temperatury wody
w catym akwarium, korzystalem z filtra przeptywowego. Kolba 0 pojemnosci 0,5 dm3, do
ktorej byt wprowadzany zacier o masie 100g(otrzymywanie zacieru zostato opisane
powyzej) wraz z 2 gramami drozdzy byta umieszczana w tazni wodnej (pierwsze
akwarium). Kolba byta zamykana gumowym korkiem z otworem przez ktory
przechodzit waz PVC o dtugosci 100 cm 1 srednicy 0,6 cm. Jego ujscie znajdowato
sic W drugim 40l akwarium, gdzie byt docigzony kamieniem aby zapobiec jego
przypadkowemu poruszeniu .

Tab. 2. Usrednione wyniki pomiarow liczby cm3 CO, przy okreslonym stezeniu substratu
Odczyn pH zacieru

Czas trwania badan - 10.12.2016r.-20.12.2016 r. Tlos¢ prob — 20

VWykres 1. zawiera usrednione wartosci wynikow badan nad wplywem odczynu pH wraz z
naniesionym srednim odchyleniem standardowym, dla danego pH. Z opracowanych wynikow
wywnioskowatem, ze proces fermentacji najintensywniej zachodzi dla pH=7,(przy tej wartosci pH
| stezeniu CUkru wynoszacego 13% otrzymatem najwigee) gazu ze wszystkich prob trzech
czynnikéw biologicznych). Najnizsze badane pH (0 wartosci 3) uniemozliwia zachodzenie proces
fermentacji alkoholowej. Odczyn zasadowy hamuje badany proces w podobnym stopniu jak
odczyn lekko kwasowy (ph=5).
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Wykres 2. zawiera usrednione wartosci wynikow badan nad wplywem odczynu pH wraz z
naniesionym srednim odchyleniem standardowym, dla danego stezenia chlorku sodu. Przy
kazdym stezeniu chlorku sodu (oprocz wartosci 0%) otrzymywaltem mniejsza liczbe cm3  niz dla
proby kontrolnej. Na postawie wynikéw zaobserwowalem, ze kazde z badanych stezen wptywa
hamujaco na proces fermentac)i alkoholowej. Najmniejszg wydajnos¢ odnotowatem dla stezenia
NaCl rownego 4%, a najwickszy spadek intensywnosci badanego procesu pomigdzy wartosciami
2% a 4% (dwukrotny wzrost stezenia, skutkowat prawie dwukrotnym obnizeniem wydajnosct).

Wykres 2. Wpltyw stezenia Nacl [%] na intensywnos¢ procesu fermentacji
alkoholowej przeprowadzanej przez Saccharomyces cerevisiae
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Dyskusja

Zamieszczone powyze) Wyniki wskazuja, 1z kazdy z wybranych przeze mnie czynnikéw
W znaczacy sposob wplywa na wydanos¢ zachodzenia badanego procesu metabolicznego.
Drozdze podczas przeprowadzanego doswiadczenie, do oddychania wykorzystujg cukier
dostarczony w pozywce (sacharozg). Warto zaznaczy¢, iz termin |, stezenie substratu’” Stanowi
pewne uproszczenie. Substratem reakcji glikolizy (pierwszego etapu fermentacji alkoholowej) nie
jest sacharoza, lecz D-glukoza. Drozdze wykorzystuja rowniez D-fruktoze, prowadzy jej
fosforylacje za pomoca heksokinazy | wiaczaja ja do glikolizy (D.Hames) .

Opiekun: mgr Barbara Zielinska

Aby uzyska¢ substrat (D-glukoze) 1 (D-fruktoze) z owego dwucukru,
drozdze przeprowadzaja reakcje hydrolizy sacharozy na D-glukoze 1 D-fruktoze.
Jest ona katalizowana przez osobny enzym — inwertaze (fruktohydrolaze B-D-
fruktofuranozydow) (Aafia Aslam). Wazrostowi stezenia substratu w przedziale
1-13% towarzyszy wzrost wydajnosci fermentacji alkoholowej. Zaleznos¢ ta jest
spowodowana wicksza iloscia czasteczek substratu, ktory moze zwigzaé sie
Z enzymami, a W nastepstwie wzig¢ udziat W szeregu reakcji chemicznych. Badany
proces zachodzi najintensywniej przy stezeniu rownym 13%, gdyz w tych
warunkach dochodzi do stanu maksymalnego wysycenia. Zgodnie z krzywa
Michaelisa dalsze zwigkszanie st¢zenia nie powinno powodowaé zmiany
wydajnosci  zachodzenia procesu (Bukala, 2007). W wynikach, ktore
opracowalem, zauwazylem, ze ze wzrost stezenia sacharozy (powyzej 13%),
powoduje spadek intensywnosci fermentacji alkoholowej. Zaobserwowana
zalezno$¢ jest niezgodna z krzywa Michaelisa, powszechnie uzywanej W opisach
wplywu stezenia substratu na szybkos¢ reakcji katalizowanych enzymatycznie. W
podrecznikach szkolnych nie znalaztem  wiadomosci na temat na temat
hamujagcego  wplywu nadmiaru  substratu  na  intensywno$¢  procesow
metabolicznych. Przeszukujac strony internetowe natrafitem na publikacje w ktorej
jest opisana Inhibicja substratowa, jednym enzymow, ktory ulega inhibicji
podanego rodzaju jest dehydrogenaza alkoholowa ( Michael C. Reed, 2010).
Zaklada ona ze enzym posiada dwa miejsca W ktorych moze przylaczy¢ sie
czasteczka substrat (centrum aktywne 1 centrum allosteryczne . Podczas matego
stezenia Substratu dochodzi do polaczenia czasteczki tylko z jednym miejscem
| utworzenia kompleksu E-S i powstaniu E+P (wolny enzym i produkt) po reakgji.
Podczas zwickszania stezenia substratu W roztworze pojawia si¢ wigcej czasteczek,
ktore moga polaczy¢ sic z miejscem allosterczynym. Powstaje enzym S-E-S.
Przylaczenie 2 czasteczki substratu powoduje spadek szybkosci reakcji, a po zajsciu
reakcji zostaje uwolniony E+P+S (wolny enzym, zdolny do wigzania kolejnych
czasteczek substratu, produkt I czasteczka substratu). W nastepstwie dochodzi do
Zmniejszenia wydajnosci dziatania dehydrogenaza alkoholowa czego skutkiem
jest gromadzenia si¢ aldehydu octowego w komorce, ktory to  jest dla niej
szkodliwy (K. Kumanski)

Kazdy enzym ma optymalng wartos¢ pH przy ktore) dzata
najefektywniej. Proces fermentacji alkoholowej jest szlakiem metabolicznym w
ktorym bierze udziat wiele enzymoéw 0 rdznej wartosci pH. Wywnioskowalem, ze
badany proces zachodzi najintensywniej przy pH rownym 7. Male odchylenia
wartosci pH (pH=5 19) od wartosci optymalnej wywotuja zmiany jonizacji grup w
migjscach aktywnych enzymow (D. Hames). Utrudnia to przylaczenie czasteczek
substratu. Wyjasnia to, dlaczego zaobserwowatem spadek wydajnosci reakcji dla
tych wartosci. Wicksze odchylenia od optimum prowadza do zaktdcen stabych
odzialywan niekowalencyjnych, utrzymujacych przestrzenng strukture biatka (D.
Hames), a wiec do jego denaturacji co ma miejsce dla wartosci pH réwnej 3. Dla te]
wartosci stezenia jonéw wodorowych proces fermentacji nie zachodzi. Przed
rozpoczeciem procesu pH roztworu wynosto 3, po zakonczeniu doswiadczenia
zmierzone ph wyniosto okolo 3,5. Wskazywato to na przenikanie jonéw
wodorowych z roztworu, do komoérek drozdzy. Szkodliwe dziatanie kwasu
octowego wynika nie tylko ze wzrostu stezenia jonow wodorowych wokot
komorki, ale takze wskutek wnikania tych kwasow do wnetrza komorki 1 ich
wewnatrzkomorkowej dysocjac)i (Wlodzimierz Grajek). Przed rozpoczgciem
procesu pH roztworu wynostto 3, po zakonczeniu doswiadczenia zmierzone ph
wyniosto okolo 35. Wskazywalo to na przenikanie jonow wodorowych
Z roztworu, do komoérek drozdzy. Uwalniane na tej drodze jony wodorowe musza
by¢ szybko usunicte z wnetrza komoérki przez pompy protonowe, co wymaga
duzych nakladéw energil. Przy stezeniu kwasu octowego na poziomie 80 mM
moze nawet dojs¢ do zaprogramowanej smierci komoérek (Wlodzimierz Grajek).
Przed rozpoczeciem procesu pH roztworu wynosito 3, po zakonczeniu
doswiadczenia zmierzona wartos¢ wynosita okolo 35. Wskazywalo to na
usuniecie jondw wodorowych z roztworu, I ich przenikanie do komorek drozdzy.
Podczas badania wptywu NaCl na proces fermentacji pominglem stezenie
kationéw sodu I anionow chlorkowych, poniewaz ich stezenie W uzytej wodzie jest
znikome. Whaz ze wzrostem stezenia NaCl rosnie ci$nienie 0Smotyczne roztworul.
Powoduje to odptywanie wody z drozdzy, czego skutkiem jest wystgpienie Stresu
osmotyczny. Reakcja drozdzy na wzrost cisnienia zewnatrz komorkowego, jest
synteza glicerolu I jego czesciowa akumulacja, czego skutkiem jest wzrost cisnienia
osmotycznego 1 zapobieganie dalszemu odptywowi wody. (Wlodzimierz Grajek,
2008). Wraz z geometrycznym wzrostem stezenia NaCl zaobserwowalem spadek
wydajnosci procesu fermentacji. Drozdze, aby zapobiec lizie sa zmuszone do
wykorzystywania energii na produkcje substancji. Czynnik biologiczny w catym
badanym zakresie wptywa negatywnie I jego usuniecie lub ograniczenie wplynie
na wzrost intensywnosci procesu fermentacji.

Przeprowadzenie opisanej pracy badawcze] umozliwito zrozumienie procesu
fermentacji alkoholowej. Jego wyniki postuza mi do produkcji zacierow 0 lepsze]
wydajnosci, co pozwoli na dostarczanie wigkszej ilosci CO, do akwaridw.
Statystyczny Polak zjada okoto 52 kg chleba rocznie (dane z GUS-u, 2012r.).
Srednia zawarto$é soli w chlebie wynosi 1,69/100g (dziecisawazne.pl). Brak
uzywania Soli do wypiekéw chleba, pozwoli na ograniczenie jej spozywania 0 8,64
kg w skali rocznej. Bedzie to miec¢ zbawienny wplyw na zdrowie (Jerzy Gluszek),
jak rowniez podniesie walory smakowe pieczywa.
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