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Streszczenie: Badano mozliwo$é wiazania jonow Mg przez szczep drozdzy piwowar-
skich Saccharomyces cerevisiae Nr 1. Hodowle drozdzy prowadzono na podtozu YPD
wzbogaconym w sole magnezu MgSO,4-7H,0 lub MgCl,-6H,0, metoda stacjonarng (bez
napowietrzania). Sole dodawano w takiej ilo$ci, aby udzial czystego pierwiastka w podto-
zu wynosit 0,25 g/dm®, 0,50 g/dm® lub 1,25 g/dm’. Podloze YPD wzbogacano w jony
Mg*" na poczatku hodowli lub pod koniec fazy logarytmicznego wzrostu drozdzy. Celem
oceny trwatosci zwiazania jonow Mg?* z komérkami drozdzy piwowarskich zawarto$é
magnezu oznaczano w odwirowanej biomasie drozdzy przemywanych i nie przemywa-
nych woda dejonizowana. Badany szczep wykazatl zdolno$¢ trwalego wiazania jonow
Mg?* z podlozy doswiadczalnych. Dodatek MgCly-6H,O sprzyjal wiazaniu magnezu z
podioza YPD przez drozdze piwowarskie oraz pozwalal uzyska¢ nieco wyzsze plony
biomasy (dla dawek jonow Mg?* 0,50 g/dm’ i 1,25 g/dm’), niz z podlozy doswiadczal-
nych z dodatkiem soli MgSO, 7H,0. Najwigcej magnezu trwale zwigzanego z biomasa
komérkowa (15,20 mg Mg**/dm’ podtoza) otrzymano po 24-godzinnej hodowli z dodat-
kiem soli chlorkowej w iloéci 1,25 g Mg?*/dm® podtoza.

Stowa kluczowe: biopierwiastki, metalobiatka, biopleksy, magnez, Saccharomyces ce-
revisiae

WSTEP

Wraz z rozwojem cywilizacji obserwuje si¢ wzrost zainteresowania spoteczenstw
zdrowiem 1 bezpieczna dla niego zywnoS$cia. Prawidlowe zbilansowanie sktadnikow
diety nabiera szczegdlnego znaczenia w dobie postgpu technologicznego, ktory dokonu-
je si¢ w przetworstwie zywnos$ci. Bardzo czgsto zywno$¢ o wysokim stopniu przetwo-
rzenia zubozona jest o wiele cennych sktadnikoéw, w tym czgsto o zwiazki mineralne.
Potrzeba suplementacji diety ludzi i zwierzat w mikroelementy skierowata uwage na
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drobnoustroje, a szczegdlnie pewne gatunki drozdzy, ktére moga stanowi¢ uzupetniaja-
ce zrodto deficytowych pierwiastkow i witamin. Powszechnie uznawane za organizmy
bezpieczne sa tatwe w hodowli i umozliwiaja uzyskanie wysokiego plonu biomasy
komorkowej w stosunkowo krotkim czasie.

Drozdze Saccharomyces cerevisiae, dzigki charakterystycznej strukturze $ciany ko-
moérkowej zawierajacej m.in. mannanoproteiny, chetnie wiaza na swej powierzchni
dwuwartosciowe jony metali [Lipke i Ovalle 1998, Lo i in. 1999]. Sprzyja temu obec-
no$¢ wolnych grup fosforanowych, karboksylowych, aminowych, i wodorosiarczko-
wych wystepujacych w fosfomannanach i biatkach powierzchniowych komorek droz-
dzy. Zaadsorbowane kationy moga zosta¢ przeniesione do wngtrza komorki przez spe-
cyficzne biatka transportowe, kodowane przez geny grupy ALR, co w konsekwencji
prowadzi do bioakumulacji metalu w drozdzach [MacDiarmid i Gardner 1998].

W ostatnich latach zwrécono uwagg na metalobiatka, zwane rowniez biopleksami
[Mardarowicz 1997, Swiatkiewicz i Korelski 1998]. Zaliczane sa do nich liczne biatka
wiazace tak wazne dla prawidtowego funkcjonowania organizmu biopierwiastki, jak
magnez, cynk, chrom, selen, miedz, czy zelazo. Jedna z drog pozyskiwania biopleksow
do ewentualnego uzupetniania niedoborow biopierwiastkow w diecie jest wiazanie tych
mikroelementéw ze strukturami komorkowymi drozdzy.

Biopierwiastkiem o szczegdlnym znaczeniu dla funkcjonowania organizméw zy-
wych jest magnez. Wykazuje wielokierunkowa aktywno$¢ biologiczna zwiazang z ak-
tywacja licznych enzymoéw, udzialem w syntezie biatek, kwaséw nukleinowych, meta-
bolizmie lipidow oraz termoregulacji [Birch i Walker 2000].

W Polsce zjawisko niedoboru magnezu w organizmie dotyczy przeszto 50% popula-
cji. Zalecane dzienne spozycie magnezu dla cztowieka wynosi 300-370 mg, co przy
okoto 40-procentowym wykorzystaniu z diety uzasadnia celowos¢ produkeji zywnoS$ci
wzbogaconej w ten biopierwiastek [Brzozowska 1998].

Biopierwiastki podawane w postaci metalobialek (biopleksow) sa lepiej przyswajal-
ne przez organizm w pordwnaniu z preparatami farmaceutycznymi przygotowanymi na
bazie organicznych lub nieorganicznych soli tych pierwiastkow [Krejpcio i in. 1999,
Olegdzka 1999]. Produkty spozywcze (np. wyroby piekarskie) otrzymane z udzialem
drozdzy wzbogaconych w magnez lub preparaty drozdzowe zawierajace biopleksy
magnezowe moglyby stanowi¢ w przysztosci dodatkowe zrodto tego pierwiastka przy
jego deficycie w diecie ludzi i zwierzat.

Jak podaja Jones i Greenfield [1984] optymalne stgzenie magnezu w podtozu po-
trzebne do wzrostu komorek S. cerevisiae wynosi 50-100 mg Mg”"/dm’. Obecno$é w
srodowisku jonéw Mg®" stymuluje i wydtuza zywotnos¢ drozdzy poprzez stabilizacje
blony cytoplazmatycznej, bton mitochondrialnych, rybosoméw oraz utrzymanie wia-
sciwej struktury chromosoméw [Walker 1994, Walker i Birch 1996, Pasternak 1999].
Pierwiastek ten moze chroni¢ komoérki drozdzy przed stresem wywotanym wysokim
stezeniem etanolu, wysoka temperatura i ciSnieniem osmotycznym. Niewielkie ilosci
etanolu, ktore powstaja w poczatkowych fazach fermentacji pobudzaja wchtanianie
magnezu w wyniku wzrostu przepuszczalnosci blony cytoplazmatycznej. Wyzsze ste-
zenia etanolu, powstajace w dalszych fazach fermentacji, dziataja toksycznie i hamuja
wzrost komoérek [Walker i Birch 1996]. Najwigksza biosorpcje jonéow Mg** z podtoza
obserwujemy zwykle w pierwszym okresie hodowli drozdzy, po czym nastgpuje wol-
niejsze wiazanie pierwiastka ze strukturami wewnatrzkomokowymi. W po6zniejszych
etapach hodowli, wraz z postgpujacym procesem starzenia si¢ i obumierania komorek,
mozna zauwazy¢ ponowne uwalnianie tych jonéw do srodowiska [Brady i Duncan 1994].
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Celem pracy bylo zbadanie mozliwosci naturalnego wiazania magnezu przez ko-
morki drozdzy piwowarskich Saccharomyces cerevisiae w zaleznosci od st¢zenia jonow
Mg?" w podtozu i rodzaju zastosowanej soli w warunkach hodowli stacjonarne;.

Zakres badan obejmowat:

— okreslenie wptywu rodzaju soli magnezu i jej stgzenia w podtozu na plon biomasy
drozdzy piwowarskich S. cerevisiae Nr 1,

— okreslenie zdolnosci wiazania jonéw Mg”" przez drozdze piwowarskie S. cerevi-
siae Nr 1 w zaleznosci od dodanej soli i jej dawki, a takze ustalenie najlepszego,
z punktu widzenia ilo$ci wigzanego magnezu z komorkami, momentu wprowadzenia
badanych soli do podtoza hodowlanego w warunkach do§wiadczenia.

MATERIAL I METODYKA PRACY

Material biologiczny

W niniejszej pracy zastosowano szczep drozdzy piwowarskich Saccharomyces ce-
revisiae Nr 1 pochodzacy z kolekcji czystych kultur Instytutu Biotechnologii Przemystu
Rolno-Spozywczego w Warszawie. Drozdze przechowywano na skosach brzeczkowych
w temperaturze 4°C i co 4 tygodnie przeszczepiano na $wieze skosy.

Inoculum przygotowano szczepiac materialem ze skosu plynne podtoze YPD. Ho-
dowle prowadzono przez 24 godziny w temperaturze 28°C na wstrzasarce ROSI 1000
(Thermolyne, USA) przy 200 rpm. Uzyskane inoculum stanowito wyjsciowy materiat
do zaszczepienia ptynnych podtozy kontrolnych i doswiadczalnych w danej serii badan.

Podloza mikrobiologiczne

Brzeczka z agarem [Burbianka i Pliszka 1983] stuzyta do przechowywania drozdzy
S. cerevisiae Nr 1.

Podloze YPD z 2-procentowym agarem [Suizu i in. 1994, Blackwell i in. 1997]
stosowano do liczenia drozdzy metoda plytkowa w czasie wzrostu badanego szczepu S.
cerevisiae Nr 1 na podtozu kontrolnym.

Jako podloze kontrolne do hodowli stacjonarnej drozdzy stosowano ptynne podioze
YPD.

Jako podloza doswiadczalne zastosowano ptynne podtoza YPD wzbogacone w jo-
ny Mg®" pochodzace z dwoch zwiazkow: MgCl,6H,0 lub MgSO, 7H,O. Przyijeto trzy
poziomy dodatku soli magnezu tak, aby zawarto$¢ magnezu w podlozach wynosita
0,25 g/dm’, 0,50 g/dm’ i 1,25 g/dm’.

Hodowla drozdzy na podlozach kontrolnych i do§wiadczalnych wzbogaconych
W jony magnezu

Celem wzbogacenia w magnez komoérek drozdzy piwowarskich S. cerevisiae zasto-
sowano dwa warianty hodowli na ptynnych podtozach doswiadczalnych:

Wariant I — magnez dodawano do podloza YPD w postaci soli MgCl,'6H,O lub
MgSO,4-7H,0 na poczatku hodowli. Wariant ten oznaczono jako t = 0.
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Wariant II — magnez dodawano do podtoza YPD w postaci soli MgCl,-6H,0 lub
MgSO,47H,0 pod koniec fazy logarytmicznego wzrostu drozdzy. Wariant ten oznaczo-
no jako t =24.

Hodowle drozdzy na podtozach doswiadczalnych prowadzono metoda stacjonarna
(bez napowietrzania) w temperaturze 28°C przez 48 godzin. Rownolegle przeprowa-
dzono hodowle badanego szczepu drozdzy na podtozu kontrolnym YPD (bez dodatku
magnezu). Wykonano co najmniej trzy serie badan obejmujace kazdy z wymienionych
wariantow hodowli. W trakcie do§wiadczenia kontrolowano plon biomasy komorek
drozdzy oraz zawarto$¢ magnezu w biomasie komoérkowej. Oznaczenia przeprowadza-
no w 0, 24 i 48 godzinie hodowli dla wariantu I, a dla wariantu II w 24 i 48 godzinie
hodowli, poniewaz na poczatku hodowli w wariancie II plon biomasy i zawarto$¢ ma-
gnezu w biomasie byly takie same jak w hodowli na podtozu kontrolnym (sole magnezu
w wariancie II dodawano do ptynnych podtozy YPD dopiero po 24 godzinach, tj. pod
koniec fazy wzrostu logarytmicznego).

CZESC ANALITYCZNA

Oznaczenie liczby komorek drozdzy

Liczbe komorek drozdzy oznaczano podczas wzrostu populacji szczepu piwowar-
skiego S. cerevisiae Nr 1 na podtozu kontrolnym YPD. Badano wzrost drozdzy w trak-
cie 72-godzinnej hodowli stacjonarnej. Liczb¢ komoérek drozdzy okreslano metoda
ptytkowa, posiewajac wglebnie na podloze YPD z 2-procentowym agarem po 1 cm’
z trzech kolejnych rozcienczen dziesigtnych [Burbianka i Pliszka 1983].

Oznaczenie gestosci optycznej (OD)

Oznaczenie ggstosci optycznej wykonywano w celu ustalenia orientacyjnej liczby
komoérek drozdzy w inoculum i podtozach hodowlanych. Pomiary OD przeprowadzono
na spektrofotometrze (Spectronic 20 Genesys, USA) przy dtugosci fali 600 nm w czasie
hodowli stacjonarnej na podtozu kontrolnym YPD [Pasternakiewicz i Tuszynski 1997].

Oznaczenie plonu biomasy komorkowej drozdzy

Plon biomasy komoérkowej oznaczano poprzez pobranie do zwazonej gilzy 8 cm’
ptynu pohodowlanego i odwirowanie przez 10 minut przy 3500 obr./min (wiréwka
MPW-365, Polska). Ptyn znad osadu zlewano, a biomas¢ komorkowa wazono. Mokry
osad suszono wstgpnie w temperaturze 60°C przez 2 godziny, po czym dosuszano w
temperaturze 105°C do uzyskania stalej masy. Wynik podawano w gramach suchej
substancji na decymetr sze$cienny (g s.s. na dm’) podtoza.

Oznaczenie zawartoS$ci magnezu w biomasie komérkowej drozdzy metoda absorp-
cyjnej spektrofotometrii atomowej (ASA)

Zawartos¢ magnezu w biomasie komérkowej drozdzy oznaczano po 0, 24 i 48 go-
dzinach prowadzenia hodowli na podtozach kontrolnych i do§wiadczalnych. Odwiro-
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wang, wysuszona i zwazona biomasg drozdzowsa z poszczegdlnych hodowli minerali-
zowano spalajac w mieszaninie kwasow azotowego i nadchlorowego. W tak przygoto-
wanych probkach okreslano zawarto$¢ magnezu metoda ASA (spektrofotometr Schima-
zu AA660, Japonia) [Brytka i in. 1995]. Absorbancj¢ mierzono przy dhugosci fali row-
nej 285,2 nm. Otrzymane wyniki wyrazono w miligramach Mg*" na gram suchej sub-
stancji biomasy drozdzy.

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, ktora przeprowadzono za pomoca
pakietu statystycznego Statgraphics Plus wersja 4.1. Badano istotno$¢ wptywu réznych
dawek jondw Mg*" w podtozach na plon biomasy oraz zawarto$¢ magnezu w biomasie
komorkowej drozdzy. Przeprowadzono analize¢ wariancji, testem Tukey’a dla spraw-
dzenia istotnosci réznic (alfa = 0,05) wartosci srednich. Wyniki analizy statystycznej
zamieszczono w tabelach 2-8.

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Wzrost drozdzy piwowarskich S. cerevisiae Nr 1 na podlozu kontrolnym YPD

Celem tego etapu pracy byto okreslenie przyblizonego czasu zakonczenia fazy loga-
rytmicznego wzrostu drozdzy piwowarskich S. cerevisiae Nr 1 na podtozu kontrolnym
YPD w hodowli stacjonarnej (bez napowietrzania). Podtoze szczepiono 24-godzinnym
inoculum w ilo$ci 10% (v/v), po czym oznaczano liczbg komodrek w czasie 72-godzinnej
hodowli. Aby zagwarantowa¢ wprowadzenie do podtozy mozliwie jednakowej liczby
komorek drozdzy hodowlg inoculum na ptynnym podtozu YPD prowadzono do uzyska-
nia $cisle okre§lonej wartosci gestosci optycznej wynoszacej 2,00 (zwykle po 24 godzi-
nach hodowli wglebnej).

Z danych literaturowych [Blackwell i in. 1995] wyraznie wynika, ze wiazanie jonow
metali przez drozdze wiaze si¢ z ich aktywnoscia zyciowa, a zatem z faza wzrostu ko-
morek. Z tego powodu w dalszej czgéci badan réwnolegle do serii, w ktorych magnez
wprowadzano do podtoza do§wiadczalnego YPD na poczatku hodowli (wariant I, t = 0)
wykonano serie, w ktorych podtoze hodowlane wzbogacano w jony Mg”" wowczas, gdy
liczba komorek drozdzy byta najwigksza (wariant II, t = 24). Teoretycznie wiadomo, ze
taki moment pojawia si¢ na koncu logarytmicznej fazy wzrostu.

W tabeli 1 pokazano zmiany liczby komodrek drozdzy piwowarskich i gestosci
optycznej podloza kontrolnego YPD zaszczepionego 24-godzinnym inoculum w czasie
72-godzinnej hodowli stacjonarnej. Najwicksza liczbe komoérek wynoszaca 2,5-10°
jtk/em® odnotowano po 24 godzinach hodowli. Po tym czasie wzrost drozdzy stawat sig
coraz stabszy i po 30 godzinach stabilizowat si¢ na poziomie 1,3-10% jtk/em’, az do
momentu zakonczenia hodowli. Podobnie przebiegaly zmiany gestosci optycznej, ktorej
maksymalng warto$¢ (1,39) stwierdzono takze w 24 godzinie hodowli. W kolejnych
godzinach OD ulegato nieznacznemu spadkowi, po czym utrzymywalo si¢ na jednako-
wym poziomie (1,3) do konca doswiadczenia. Uzyskane wyniki potwierdzity przyjete
weczesniej zatozenie okreslajace w przyblizeniu zakonczenie fazy wzrostu logarytmiczne-
go szczepu piwowarskiego S. cerevisiae Nr 1 w okoto 24 godzinie hodowli stacjonarne;.
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Tabela 1. Zmiany liczby komoérek drozdzy piwowarskich S. cerevisiae oraz ggsto$ci optycznej
(OD) podtoza pohodowlanego w kolejnych godzinach hodowli stacjonarnej na standardowej
pozywce YPD

Table 1. Changes in the cfu of S. cerevisiae cells and optical density (OD) during cultivation
(without aeration) in the control medium YPD

Czas hodowli, h Liczba komérek, jtk/cm’ Ggstos¢ optyczna, OD
Cultivation time, h Cells, cfu Optical density, OD
0 1,0-10 0,46
2 1,3-107 0,58
4 1,9-10 0,86
6 5,0-10 1,13
24 2,5-10° 1,39
30 1,2:10 1,36
48 1,3-10% 1,30
72 1,3-10 1,30

Wplyw jonéw magnezu na plon biomasy komdrkowej drozdzy S. cerevisiae Nr 1

W tej cze$ci badan oceniano, w jaki sposob jony Mg**, pochodzace z dwéch roz-
nych soli, wptywaly na wielko$¢ uzyskanego plonu biomasy komoérkowej drozdzy pi-
wowarskich. Przeprowadzono analizg statystyczna okre$lajaca, czy zastosowane dawki
magnezu wptywaly istotnie na przyrost biomasy. Uzyskane wyniki w I i II wariancie
hodowli przedstawiono w tabelach 2-4.

Tabela 2. Plon biomasy komoérkowej drozdzy piwowarskich S. cerevisiae podczas hodowli sta-
cjonarnej na podtozu kontrolnym i do§wiadczalnym wzbogaconym w MgCl,-6H,O (wariant I, t = 0)
Table 2. Yield of S. cerevisiae biomass during the cultivation (without aeration) in the control and
experimental media enriched with MgCl,-6H,0 (variant I, t = 0)

Czas hodowli, h
Cultivation time, h

Rodzaj podtoza

Medium type 0 24 48
plon biomasy, g s.s./dm’
yield of biomass, g of d.w./dm’
YPD (kontrolne — control) 1,29a* 2,60b 2,96bc
YPD + 0,25 g Mg*/dm’ 1,12a 3,12bc 3,07bc
YPD + 0,50 g Mg*"/dm’ 1,15a 4,20d 3,21c
YPD + 1,25 g Mg*"/dm’ 1,25a 3,81d 3,21c

*Te same litery oznaczajq brak istotnej réznicy.
*Means with the same letter did not differ significantly.

Najwyzsze plony biomasy komérkowej drozdzy z podlozy doswiadczalnych wzboga-
conych w jony Mg®" wedtug wariantu I (niezaleznie od zastosowanej soli) stwierdzono
w 24 godzinie hodowli (tab. 2-3). W warunkach hodowli metoda stacjonarng (bez napo-
wietrzania) drozdze intensywnie rozmnazaly si¢ do momentu wyczerpania zapasow tlenu
w podlozu. Nalezy sadzié, ze po 24 godzinach hodowli na skutek coraz bardziej ograni-
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czonego dostepu tlenu i wzrastajacego stgzenia etanolu komorki drozdzy zaczynaly ob-
umiera¢. Wyrazem tych zmian §rodowiskowych bylo obnizenie plonu biomasy komoérko-
wej po 48 godzinach (tab. 2-3). Poréwnanie plonéw biomasy z podtozy kontrolnych i
do$wiadczalnych sugeruje, ze dodatek Mg®* powodowat szybsze namnozenie biomasy,
chociaz obserwowane roznice nie zawsze byly statystycznie istotne.

Najwigkszy plon biomasy uzyskano po 24 godzinach hodowli z podtozy doswiadczal-
nych zawierajacych 0,50 g jonéow Mg*"/dm’. Wynosit on odpowiednio 4,20 g s.s./dm’
podtoza dla soli MgCl, (tab. 2) i 3,60 g s.s./dm’ podtoza dla soli MgSO, (tab. 3). W obu
wypadkach otrzymana ilo$¢ biomasy komorkowej z podtozy doswiadczalnych byla istot-
nie wigksza niz ta, ktdra uzyskano z podtoza kontrolnego. Ze wzgledu na wyzsze plony
biomasy z podlozy zawierajacych MgCl, niz MgSO, (dla dawek jonow Mg** 0,50 g/dm’ i
1,25 g/dm®) wariant IT hodowli ograniczono jedynie do soli chlorkowej.

Tabela 3. Plon biomasy komoérkowej drozdzy piwowarskich S. cerevisiae podczas hodowli stacjo-
narnej na podtozu kontrolnym i do§wiadczalnym wzbogaconym w MgSO,7H,O (wariant I, t = 0)
Table 3. Yield of S. cerevisiae biomass during the cultivation (without aeration) in the control and
experimental media enriched with MgSO,-7H,0 (variant I, t = 0)

Czas hodowli, h
Cultivation time, h

Rodzaj podtoza

Medium type 0 24 48
plon biomasy, g s.s./dm’
yield of biomass, g of d.w./dm’
YPD (kontrolne — control) 1,15a* 2,72b 3,05b
YPD + 0,25 g Mg*"/dm’ 1,182 3,25bc 2,89b
YPD + 0,50 g Mg*"/dm’ 1,24a 3,60c 2,97b
YPD + 1,25 g Mg*"/dm’ 1,182 3,19b 3,16b

*Te same litery oznaczaja brak istotnej roznicy.
*Means with the same letter did not differ significantly.

Tabela 4. Plon biomasy komodrkowej drozdzy piwowarskich S. cerevisiae podczas hodowli stacjo-
narnej na podtozu kontrolnym i do§wiadczalnym wzbogaconym w MgCly-6H,O (wariant II, t = 24)
Table 4. Yield of S. cerevisiae biomass during the cultivation (without aeration) in the control and
experimental media enriched with MgCl,-6H,0 (variant II, t = 24)

Czas hodowli, h
Cultivation time, h

Rodzaj podtoza

Medium type 24 48
plon biomasy, g s.s./dm’
yield of biomass, g of d.w./dm’
YPD (kontrolne — control) 3,19a* 3,37a
YPD + 0,25 g Mg*"/dm’ 3,34a 3,15a
YPD + 0,50 g Mg*"/dm’ 3,31a 3,23a
YPD + 1,25 g Mg*"/dm’ 3,33a 3,33a

*Te same litery oznaczaja brak istotnej roznicy.
*Means with the same letter did not differ significantly.
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Podczas hodowli drozdzy na podtozu YPD z dodatkiem MgCl, wprowadzonym po
24 godzinach wedtug wariantu II (tab. 4), a wigc po zakonczeniu fazy wzrostu logaryt-
micznego, uzyskane plony biomasy komoérkowej nie odbiegaty w sposéb istotny od
ilosci biomasy drozdzy piwowarskich z podtoza kontrolnego.

Podsumowujac t¢ czgs$¢ badan mozna stwierdzi¢, Zze zastosowanie wariantu I polega-
jacego na dodatku jonow Mg®" w postaci soli chlorkowej na poczatku hodowli stacjo-
narnej dawalo lepsze rezultaty niz wariantu II. Jednoczes$nie nalezy podkresli¢, ze zasto-
sowanie w obu wariantach hodowli wzrastajacego stezenia jondow Mg*" w podlozach
doswiadczalnych (0,25; 0,50; 1,25 g/dm3) nie powodowato zahamowania wzrostu bada-
nego szczepu drozdzy w stosunku do hodowli na podtozu kontrolnym.

Podobne wyniki uzyskali Pasternakiewicz i Tuszynski [1997], ktorzy stwierdzili, ze
dodatek magnezu do brzeczki hodowlanej w ilosci 0,1-1,2 g Mg*/dm’® podtoza nie
powodowat obnizenia plonu biomasy w poréwnaniu z biomasg drozdzy hodowanych na
brzeczce bez dodatkowego zrodta tego pierwiastka. Wyniki do§wiadczen otrzymane w
tej czgsci badan sa rowniez zbiezne z doniesieniami innych autorow [Rees i Steward
1997, 1999, Soral-Smietana i in. 1999], ktorzy podaja, ze toksyczna dawka magnezu dla
drozdzy jest wysoka i catkowite zahamowanie wzrostu nastgpuje przy zawartosci okoto
25 g Mg*/dm’ podtoza. Zastosowane w niniejszej pracy stezenia jonéw magnezu mie-
scity si¢ w przedziale optymalnym dla wzrostu szczepu piwowarskiego drozdzy
S. cerevisiae Nr 1, co stwarzalo szans¢ uzyskania w dalszej czg$ci badan trwatego zwia-
zania magnezu z komoérkami i jednoczesne utrzymanie wysokiego plonu biomasy.

Badanie zdolnoS$ci wigzania magnezu przez komérki drozdzy S. cerevisae z podlozy
kontrolnych i do§wiadczalnych

Wiazanie jonéw metali, w tym Mg?*, z komérkami drozdzy ma w poczatkowej fazie
tego procesu charakter sorpcji, uwarunkowanej struktura $ciany komorkowej i w zasa-
dzie niezaleznej od metabolizmu. W przeciwienstwie do tego etapu wlaczenie zaadsor-
bowanego magnezu w wewnatrzkomorkowe biopleksy wymaga aktywnego transportu
przebiegajacego z udzialem biatkowych przenosnikéw [MacDiarmid i Gardner 1998].

Przeprowadzone badania mialy na celu sprawdzenie zdolnosci wiazania magnezu
przez badany szczep drozdzy piwowarskich w zaleznosci od dawki jonu i rodzaju soli
magnezu wprowadzonej do podloza do§wiadczalnego.

Zawartos¢ magnezu w biomasie komérkowej drozdzy hodowanych metoda stacjo-
narng na podfozu kontrolnym i podtozach do§wiadczalnych oznaczano w wariancie |
bezposrednio po ich dodaniu oraz po 24 i 48 godzinach, natomiast w wariancie II po 24
148 godzinach.

Do okreslenia trwatoSci zwiazania tego pierwiastka ze strukturami komoérkowymi
drozdzy réwnolegle prowadzono proby, w ktorych biomasg przed oznaczeniem w niej
zawarto$ci magnezu dwukrotnie przemywano woda dejonizowana. Woda, majaca cha-
rakter dipolowy, miata za zadanie usunigcie tej czgsci jonow magnezu, ktore nie wnik-
ngly do wngtrza komorki na drodze aktywnego transportu, lecz jedynie luzno zaadsor-
bowaly si¢ na $cianie komorkowej drozdzy lub tez znajdowaty si¢ w przestrzeniach
mi¢dzykomoérkowych biomasy drozdzowe;.

Uzyskane rezultaty, po opracowaniu statystycznym, przedstawiono w tabelach 5-7.
Wyniki badan wskazuja na znaczne réznice zawarto$ci magnezu w biomasie przemy-
wanej 1 nie przemywanej woda dejonizowana. Sklania to do przyjecia hipotezy, iz tylko
czg$¢ magnezu w warunkach doswiadczenia byta aktywnie transportowana do wnetrza
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komoérek i wiazana z ich strukturami, natomiast pozostate jony Mg*" podlegaty jedynie
adsorpcji na powierzchni $ciany komoérkowej drozdzy. Im wigcej magnezu znajdowato
si¢ w podtozu doswiadczalnym, tym wigksza jego ilo$¢ ulegata luznemu potaczeniu ze
sciana komorkowa (np. w nie przemywanej biomasie z podtoza doswiadczalnego z
dodatkiem 1,25 g Mg®'/dm® w formie soli chlorkowej zawarto$¢ magnezu byta przeszto
5 razy wigksza niz z podfoza kontrolnego i wynosita odpowiednio 16,55 mg Mg*'/g s.s.
i 2,91 mg Mg*'/g s.s.). Zwiazanie jonow Mg*" z biomasa komérkowa byto jednak na
tyle nietrwate, iz w wyniku dwukrotnego przemycia woda dejonizowana magnez odla-
czat si¢ od komorek i przechodzit do podtoza. Jego zawartos¢ w przemywanej biomasie
komorkowej (w hodowli na podtozu doswiadczalnym wzbogaconym w 1,25 g Mg*"/dm’
w postaci chlorku) spadta do poziomu 6,99 mg Mg*'/g s.s., co wobec poczatkowej za-
warto$ci wynoszacej 16,55 mg Mg®'/g s.s. stanowito zaledwie 42% (tab. 5).

Tabela 5. Zawarto§¢ magnezu w biomasie komoérkowej drozdzy piwowarskich S. cerevisiae
podczas hodowli stacjonarnej na podtozu kontrolnym i do$wiadczalnym wzbogaconym w
MgCl,-6H,0 (wariant I, t = 0)

Table 5. Yield of S. cerevisiae biomass during the cultivation (without aeration) in the control and
experimental media enriched with MgCl,-6H,0 (variant I, t = 0)

Czas hodowli, h
Cultivation time, h

Rodzaj podioza 0 24 48 0 24 48
Medium type biomasa bez przemywania biomasa z przemywaniem
mg Mg*/g s.s. mg Mg*/g s.s.
biomass without washing biomass with washing
mg Mg*'/g of d.w. mg Mg*/g of d.w.
YPD (kontrolne — control) 2,91AB* 2,73AB 2,68A 291a* 2,73a 2,68a
YPD + 0,25 g Mg*"/dm’ 6,96C 523ABC  3,99AB 5,38ab 5,08ab 3,48a
YPD + 0,50 g Mg*"/dm’ 12,49DE 7,67C 5,64BC 6,73bc 5,22abc 3,35a
YPD + 1,25 g Mg*"/dm’ 16,55F 15,01EF 10,64D 6,99¢ 5,28abc 3,92b

*Te same litery oznaczaja brak istotnej réznicy.
*Means with the same letter did not differ significantly.

Celem pracy byto uzyskanie drozdzy, ktore zwiazatyby magnez w sposob trwaty,
zatem szczegolna uwage poswigcono zawartosci magnezu w komorkach drozdzy prze-
mywanych woda dejonizowana (po odwirowaniu biomasy z hodowli na podtozach
kontrolnych i doswiadczalnych). Wyniki zawartosci magnezu w drozdzach nie prze-
mywanych traktowano jako dane pomocnicze, bowiem dotyczyly magnezu luzno zwia-
zanego ze strukturami komérkowymi S. cerevisiae. Taki sposob powiazania magnezu z
komorkami nie stwarzal szansy na utworzenie trwatych polaczen z biatkami okresla-
nych jako biopleksy albo metalobiatka. Wobec tego omowienie wynikoéw przedstawio-
nych ponizej dotyczy zawartosci magnezu w biomasie przemywane;j.

W wariancie I hodowli stacjonarnej (tab. 5-6) zaobserwowano, ze na ogét najwigcej
magnezu w biomasie gromadzito si¢ bezposrednio po wprowadzeniu komorek drozdzy
do podtozy doswiadczalnych. W warunkach doswiadczenia logarytmiczna faza wzrostu
drozdzy piwowarskich rozpoczynata si¢ bezposrednio po wprowadzeniu 10% (v/v)
inoculum. Moze to oznaczaC, ze drozdze w fazie logarytmicznego wzrostu maja duze
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zapotrzebowanie na magnez, za§ w fazach opdznionego wzrostu i stacjonarnej komorki
uwalniaja cze$¢ tego pierwiastka do podtoza. Szybkie wchlanianie magnezu w fazie
logarytmicznego wzrostu spowodowane jest zywotno$ciag komorek, ktoére intensywnie
paczkuja. Na tym etapie niezbednym czynnikiem dla namnazajacych si¢ drozdzy jest
obecno$é w srodowisku jonow Mg®" [Walker i Duffus 1980, Walker 1994, Blackwell
i1in. 1995]. Pierwiastek ten uczestniczy w syntezie DNA [Cameron i Smith 1989] akty-
wujac polimerazg DNA, ktora jest enzymem odpowiedzialnym za proces replikacji
materiatu genetycznego.

Tabela 6. Zawarto§¢ magnezu w biomasie komoérkowej drozdzy piwowarskich S. cerevisiae
podczas hodowli stacjonarnej na podlozu kontrolnym i doswiadczalnym wzbogaconym w
MgSO, 7H,0 (wariant I, t = 0)

Table 6. Yield of S. cerevisiae biomass during the cultivation (without aeration) in the control and
experimental media enriched with MgSO,-7H,0 (variant [, t = 0)

Czas hodowli, h
Cultivation time, h

Rodzaj podtoza 0 24 48 0 24 48
Medium type biomasa bez przemywania biomasa z przemywaniem
mg Mg*'/g s.s. mg Mg*'/g s.s.
biomass without washing biomass with washing
mg Mg>/g of d.w. mg Mg*/g of d.w.
YPD (kontrolne — control) 3,10A* 2,51A 2,84A 3,10ab* 2,51a 2,84ab
YPD + 0,25 g Mg*"/dm’ 5,13AB 4,12AB 3,29A 3,19ab 3,78ab 2,70ab
YPD + 0,50 g Mg*"/dm’ 10,54D 6,48BC 4,91AB 5,63¢ 3,55ab 2,74ab
YPD + 1,25 g Mg*"/dm’ 15,19E 10,05D 9,28CD 4,61bc 4,15bc 3,08ab

*Te same litery oznaczajq brak istotnej réznicy.
*Means with the same letter did not differ significantly.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono znaczacy wplyw zastosowa-
nych dawek soli magnezu w podlozu doswiadczalnym na jego zwigzanie z biomasa
komorkowa.

W metodzie stacjonarnej (zrodto MgCl,) najwigcej trwale zwigzanego magnezu —
6,99 mg Mg*'/g s.s. — otrzymano w I wariancie hodowli po zastosowaniu dawki 1,25
g/dm’ (tab. 5). Zawarto$¢ Mg®" w biomasie komérkowej z hodowli na tym podtozu byta
istotnie wyzsza niz z hodowli kontrolnej i doswiadczalnej wzbogaconej] w 0,25 g
Mg*/dm’®. Tlo§¢ magnezu trwale zwiazanego z komoérkami drozdzy (6,99 mg Mg*'/g
s.s.) blisko 2,5-krotnie przewyzszata wynik jaki uzyskano dla biomasy z hodowli na
podtozu kontrolnym (2,91 mg Mg**/g s.s.).

W metodzie stacjonarnej (zrodto MgSO,) najwigeej trwale zwiazanego magnezu —
5,63 mg Mg*/g s.s. — otrzymano z hodowli, w ktorej zastosowano dawke 0,5 g
Mg**/dm?® (tab. 6). Podobnie jak w wypadku soli chlorkowej ilo§¢ jonow Mg*" trwale
zwiazanych z komorkami drozdzy byla istotnie wyzsza niz w biomasie z hodowli na
podtozu kontrolnym oraz doswiadczalnym, wzbogaconym w 0,25 g Mg*'/dm’. Zawar-
to$¢ magnezu w biomasie z podtoza kontrolnego (3,10 mg Mg®'/g s.s.) byta prawie
2-krotnie nizsza w poréwnaniu z biomasa komodrkowa z podloza doswiadczalnego z
dodatkiem 0,5 g Mg**/dm® ktéra wynosita 5,63 mg Mg*'/g s.s.
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Tuszynski i Pasternakiewicz [2000] podaja, ze zawartos¢ magnezu w biomasie po
40 godzinach hodowli wglebnej na podtozu zawierajacym 20 mM jondw Mg (4j. ok.
0,5 g Mg”"/dm®) wynosita ok. 2 mg/g s.s. W niniejszej pracy, po zastosowaniu tej samej
dawki magnezu po 48 godzinach hodowli stacjonarnej otrzymano nieco wyzsze wyniki.
Stosujac jako zrodto magnezu so1 MgCl, uzyskano 3,35 mg Mg*'/g s.s. (tab. 5), za$ dla
drugiej soli (MgSO,) uzyskano 2,74 mg Mg®'/g s.s. biomasy drozdzy (tab. 6). Roznice
te mogly wyniknaé z zastosowania w badaniach przez wymienionych autorow wgleb-
nej, a nie stacjonarnej metody hodowli, innego zrédta magnezu (MgNOs) lub innego
podtoza doswiadczalnego (brzeczka piwna).

Ilo$¢ magnezu trwale zwigzanego z biomasa komorkowa ze wszystkich hodowli na
podtozach doswiadczalnych wzbogaconych w sol chlorkowa byta wigksza niz z hodow-
li w ktérych magnez dodano w formie siarczanu (tab. 5-6). Dla dawki 1,25 g Mg*"/dm’
w postaci MgCl, uzyskano 6,99 mg Mg**/g s.s. biomasy drozdzy, podczas gdy dla ana-
logicznej hodowli z MgSO, zaledwie 4,10 mg Mg*'/g s.s.

W zwiazku z tym w wariancie II hodowli (dodatek magnezu do podtoza doswiad-
czalnego YPD pod koniec fazy wzrostu logarytmicznego drozdzy) odstapiono od sto-
sowania MgSO, jako Zrodla magnezu.

Celem prowadzenia kolejnych hodowli na podtozach do§wiadczalnych byto spraw-
dzenie, czy dodatek magnezu pod koniec fazy logarytmicznego wzrostu wptynie na
efektywno$¢ jego zwiazania z komérkami drozdzy (tab. 7). Biorac pod uwage magnez
trwale zwiazany ze strukturami drozdzy, najwigcej tego pierwiastka gromadzito si¢ w
biomasie komérkowej po 48 godzinach hodowli dla dawki 0,5 g Mg”"/dm® podtoza
do$wiadczalnego. Uzyskany wynik, 3,48 mg Mg”'/g s.s., byl istotnie wigkszy od zawar-
to$ci magnezu w biomasie z hodowli kontrolnej. Podobnie dawka, 1,25 g Mg*"/dm’,
wplywala istotnie na ilo§¢ magnezu w biomasie przemywanej w stosunku do proby
kontrolnej. Jednocze$nie nalezy zaznaczy¢, ze stwierdzone roznice pomig¢dzy zawarto-
$cia magnezu w biomasie z podtozy do$wiadczalnych zawierajacych 0,5 g Mg®'/dm’
oraz 1,25 g Mg*'/dm® nie nalezaty do istotnych.

Tabela 7. Zawarto$§¢ magnezu w biomasie komoérkowej drozdzy piwowarskich S. cerevisiae
podczas hodowli stacjonarnej na podtozu kontrolnym i do$wiadczalnym wzbogaconym w
MgCl,6H,0 (wariant II, t = 24)

Table 7. Yield of S. cerevisiae biomass during the cultivation (without aeration) in the control and
experimental media enriched with MgCl,-6H,0 (variant II, t = 24)

Czas hodowli, h
Cultivation time, h

Rodzaj podtoza 24 48 24 48
Medium type biomasa bez przemywania biomasa z przemywaniem
mg Mg*/g s.s. mg Mg*'/g s.s.
biomass without washing biomass with washing
mg Mg*'/g of d.w. mg Mg*'/g of d.w.
YPD (kontrolne — control) 1,69A* 1,76 A 1,69a* 1,76a
YPD + 0,25 g Mg*"/dm’ 4,43BC 3,94B 2,52bc 2,43ab
YPD + 0,50 g Mg*"/dm’ 7,83D 5,87C 2,92bc 3,48¢
YPD + 1,25 g Mg*"/dm’ 12,62E 13,12E 3,19¢ 2,82bc

*Te same litery oznaczaja brak istotnej réznicy.
*Means with the same letter did not differ significantly.
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Proby wzbogacenia w magnez biomasy komoérkowej drozdzy piwowarskich reali-
zowane wedtug wariantu I hodowli stacjonarnej nie spowodowaty trwalego zwiazania
z komoérkami wigkszej ilosci jonow Mg”" z podtozy do$wiadczalnych niz w wariancie I.

Uzyskane rezultaty potwierdzaja, ze magnez potrzebny jest drozdzom do wzrostu
szczegolnie w poczatkowych godzinach prowadzenia hodowli. Wraz z uptywem czasu,
po zakonczeniu fazy logarytmicznego wzrostu, cz¢$¢ magnezu moze by¢ uwalniana z
komoérek do podloza, prawdopodobnie w wyniku postepujacych procesow autolizy lub
tez pewnych mechanizmoéw obronnych drozdzy, ktére maja zapobiec ich nadmiernemu
wysyceniu magnezem. Wydaje si¢, iz w warunkach do$§wiadczenia maksymalne, moz-
liwe do uzyskania wysycenie magnezem biomasy komorek drozdzy piwowarskich
S. cerevisiae Nr 1 wynosito ok. 7 mg Mg*'/g s.s.

Podstawowym zamierzeniem pracy, co podkreslano wczesniej, byto trwate wzboga-
cenie komorek drozdzy piwowarskich w magnez przy jednoczesnym utrzymaniu wyso-
kiego plonu biomasy, porownywalnego z hodowla na standardowym podiozu YPD.
Praktyczne zastosowanie biomasy komorkowej drozdzy piwowarskich jako potencjal-
nego zrodta biopleksow wymaga bowiem réwnoczesnego spetnienia tych dwoch wa-
runkéw. Wydaje sig, iz dobrym wskaznikiem taczacym zaré6wno magnez zwiazany z
komorkami drozdzy, jak i plon biomasy moze by¢ ich iloczyn. W tabeli 8 przedstawio-
no zawarto$¢ magnezu zwiazanego z komorkami drozdzy piwowarskich S. cerevisiae
Nr 1 w 1 dm’® podtoza kontrolnego i podlozy doswiadczalnych wzbogaconych w s6l
chlorkowa wedlug wariantu I. W tym wariancie hodowli stacjonarnej odnotowano naj-
wyzszy plon biomasy i najwigksza ilo$é jonéow Mg*" zwiazanych trwale z komérkami
drozdzy (tab. 2 1 5). Podobnie jak wczesniejsze wyniki, interpretacji poddano tylko te,
ktore pochodzity z hodowli otrzymanych po przemyciu drozdzy woda dejonizowana.
Najlepszy rezultat, tj. 15,20 mg Mg”"/dm’ podtoza stwierdzono po 24-godzinnej hodow-
li z najwyzszym (1,25 g/dm®) dodatkiem magnezu w postaci MgCl,. Wynik ten byt istot-
nie wyzszy od tego, jaki uzyskano z hodowli na podtozu kontrolnym, jednak nie réznit si¢
statystycznie od wynikéw z hodowli na pozostatych podtozach doswiadczalnych.

Tabela 8. Zawarto§¢ magnezu zwiazanego z komodrkami drozdzy piwowarskich S. cerevisiae
podczas hodowli stacjonarnej w 1 dm® podtoza kontrolnego i podiozy doswiadczalnych wzboga-
conych w MgCl,-6H,0 (wariant I, t = 0)

Table 8. Yield of S. cerevisiae biomass during the cultivation (without aeration) in the control and
experimental media enriched with MgCl,-6H,0 (variant I, t = 0)

Czas hodowli, h
Cultivation time, h

Rodzaj podtoza 0 24 48 0 24 48
Medium type biomasa bez przemywania biomasa z przemywaniem
mg Mg*'/g s.s. mg Mg*/g s.s.
biomass without washing biomass with washing
mg Mg*'/g of d.w. mg Mg*'/g of d.w.
YPD (kontrolne — control) 3,70A%* 7,10AB 7,90ABC 3,70a* 7,10abd 7,90abd
YPD + 0,25 g Mg*"/dm’ 7,80ABC 16,30BCD 12,30ABCD  4,40ab 14,80c 9,40bd
YPD + 0,50 g Mg*"/dm’ 14,40BCD  32,20E 18,10CD 5,00ab 14,80c 9,40bd
YPD + 1,25 g Mg*"/dm’ 20,70D 57,19F 34,20E 4,10a 15,20c 11,00cd

*Te same litery oznaczaja brak istotnej réznicy.
*Means with the same letter did not differ significantly.
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Podsumowujac warto zwrocié uwage na to, ze wiazanie jonow Mg?" zawartych w
podtozach doswiadczalnych z komdrkami drozdzy nastgpowato prawie natychmiast po
wprowadzeniu inoculum 1 osiagato wtedy warto$¢ maksymalng (czas od momentu za-
szczepienia podlozy do odwirowania biomasy potrzebnej do oznaczenia zwartosci Mg
wynosit okoto 10 minut). W trakcie prowadzenia hodowli stacjonarnych na podiozach
kontrolnych i doswiadczalnych wedlug wariantu I stwierdzano wzrost plonu biomasy
(dynamiczny przez 24 godziny, czyli do zakonczenia fazy logarytmicznej) oraz syste-
matyczny spadek zawarto$ci magnezu w komorkach drozdzy. Mozna przypuszczac, iz
dobrym rozwiazaniem byloby wprowadzenie do podtozy doswiadczalnych znacznie
wigkszej liczby komorek, np. w postaci gestwy drozdzowej, co nie wymagaloby czasu
potrzebnego do namnozenia biomasy.

WNIOSKI

Uzyskane wyniki badan moga by¢ podstawa do sformulowania nastgpujacych
stwierdzen i wnioskow:

1. Drozdze piwowarskie S. cerevisiae Nr 1 wykazaly zdolno$¢ trwatego i szybkiego
wiazania jondow Mg®" z podtozy do$wiadczalnych wzbogaconych w ten pierwiastek
(w postaci chlorku lub siarczanu) w warunkach hodowli stacjonarne;.

2. Najwigcej magnezu trwale zwiagzanego z biomasa komorkowa drozdzy piwowar-
skich S. cerevisiae Nr 1, 15,20 mg Mg*'/dm’, uzyskano z 24-godzinnej hodowli na
podtozu do$wiadczalnym z dodatkiem 1,25 g Mg*'/dm’® w formie soli chlorkowe;.

3. Zastosowane dawki magnezu w podtozach doswiadczalnych, 0,25, 0,501 1,25 g
Mg**/dm’, nie wplyngly na obnizenie plonu biomasy komorkowej S. cerevisae Nr 1
w porownaniu z hodowla na standardowym podtozu YPD.

4. Uzyskane wyniki badan sugeruja mozliwos¢ zwigkszenia efektywnosci wiazania
magnezu z komorkami drozdzy piwowarskich poprzez zwigkszenie dawki magnezu
w podtozach doswiadczalnych oraz zastosowanie wigkszej ilosci inoculum.
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THE STUDY OF SACCHAROMYCES CEREVISIAE BREWERY YEAST
STRAIN CAPACITY OF BINDING WITH MAGNESIUM IN STATIONARY
CONDITIONS

Abstract: In the research, the No. 1 Sacharomyces cerevisiae brewery yeast strain capac-
ity to bind the Mg®" ions was studied. The yeast was cultivated in stationary conditions in
the YPD medium enriched with the MgSO4-7H,0 or MgCl,-6H,O magnesium salts. The
salts were being added in such an amount, to make the sheer element content in the me-
dium amount to 0.25 g/dm®; 0.5 g/dm® or 1.25 g/dm’. The YPD medium was enriched
with magnesium ions at the beginning of the cultivation or in the end of the logarithmic
phase of yeast growth. In order to evaluate the stability of bonds of Mg”" ions with brew-
ery yeast cells, the magnesium content was evaluated in the centrifuged yeast biomass that
had and had not been washed with deionized water. The studied strain proved its capacity
of permanent bonds with magnesium ions originating from the experimental media.
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MgCl,6H,0 added to the cultivation, favoured the binding of magnesium form the YPD
medium by the brewery yeast and allowed obtaining slightly higher biomass yield than
from experimental media with MgSO,-7H,0 salt added. The largest number of biomass
and magnesium that had bound with it (15.20 Mg**/dm® of medium) was obtained after
24-hour cultivation with chloric salt added in the amount of 1.25 g¢ Mg*"/dm”® of medium.
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