ZYWNOSC 4(37), 2003

ANNA RACZYNSKA-CABAJ, EDYTA LIPINSKA, EUGENIUSZ SOBCZAK

WPLYW JONOW MAGNEZU NA WZROST DROZDZY
PIEKARSKICH SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Streszczenie

Sprawdzono wptyw dodatku MgSO, 7 H,0 na wydajnos¢ biomasy komérkowej drozdzy piekarskich.
Zbadano réwniez zdolno$¢ wigzania magnezu przez drozdze podczas hodowli na podlozu YPG i w wa-
runkach przemystowych. W skali przemystowej ustalono, ze celowe jest zwigkszanie dodatku magnezu w
poszczegdlnych propagacjach. W hodowli laboratoryjnej plon biomasy uzyskany z podloza kontrolnego
byl istotnie mniejszy od plonéw z hodowli do§wiadczalnych wzbogaconych w magnez (stgzenie Mg i
0,05;0310,5¢g Mng'-dm‘3 podioza). Zaobserwowano, ze wzrost zawarto$ci magnezu w podtozu powo-
dowat zwigkszenie iloéci tego pierwiastka w biomasie komérkowej drozdzy piekarskich.

Stowa kluczowe: Saccharomyces cerevisiae, biopierwiastki, magnez, bioakumulacja.

Wprowadzenie

W drozdzownictwie powszechne jest wzbogacanie podioza hodowlanego solami
magnezu. Niewielkie iloéci magnezu znajduja sie w podstawowych surowcach stoso-
wanych w procesie produkcyjnym, czyli w melasie i wodzie technologiczne;j. Niestety
melasa zawiera niewystarczajace dla drozdzy ilosci tego pierwiastka. Zawarty w niej
magnez wystepuje na poziomie ok. 0,01-0,06% s.s. [8]. Woda technologiczna zawiera
rowniez male ilosci magnezu tj. od 5 do 60 mg-dm™ [12]. Niedobér tego pierwiastka
uzupelniany jest glownie przez dodatek siarczanu magnezu lub innych soli magnezo-
wych.

W komorce drozdzy magnez moze wystgpowac w dwoéch formach: wolnej i
zwiazanej. Ta ostatnia przewaza i moze by¢ dodatkowo zréznicowana na magnez
zwiazany z biatkami, roznymi anionami lub w kompleksach z ATP [7]. Magnez zwia-
zany jest dla komérek drozdzy nieosiagalny w procesach fizjologicznych i bioche-
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micznych, dlatego tylko forma wolnego magnezu jest odpowiedzialna za kontrolg
zaleznych od tego pierwiastka proceséw wewnatrzkomorkowych. Tylko 0,5-5,0%
catej puli wewnatrzkomérkowego magnezu stanowi forme¢ wolna — zjonizowana. Jak
podaje Pasternak [13], st¢zenie wolnego magnezu w komoérce wynosi od 0,2 do 1,0
mM. Najwigksze ilo$ci wolnego magnezu sa zlokalizowane w wakuolach, z ktorych
zostaje on uwalniany, gdy komérka wyczerpie z podtoza jego zapasy [2].

Transport magnezu z podtoza do komoérki drozdzowej jest dwuetapowy. Pierwsza
faza, metabolicznie niezalezna, polega na wiazaniu jonow Mg przez $ciane komor-
kowa, druga za$, energetycznie zalezna, polega na przemieszczaniu sig kationdw tego
pierwiastka przez btong cytoplazmatyczna [5, 21]. Wedtug Chena 1 Tinga [4] za wia-
zanie jondéw magnezu w Scianie komorkowej odpowiedzialne sa grupy karboksylowe,
hydroksylowe i fosforanowe.

Dostepno$¢ magnezu wptywa na podzialy komérkowe drozdzy, ich wielko$¢ oraz
szybko$§¢ wzrostu. Stwierdzono, ze pierwiastek ten dodany w odpowiednich ilosciach
do podtoza hodowlanego przyczynia si¢ m.in. do skrocenia lag fazy i podnosi plon
biomasy komérkowej drozdzy [6, 14]. Dlatego celem pracy byto sprawdzenie wplywu
magnezu na wydajno$¢ drozdzy piekarskich oraz na ilo$¢ tego pierwiastka zwigzanego
z biomasa komdrkowa uzyskang z hodowli przemystowe;j i laboratoryjne;j.

Material i metody badan

W pracy wykorzystano przemyslowe drozdze piekarskie (szczep nr 2200), po-
chodzace z Mazowieckiej Wytworni Drozdzy Piekarskich w Jozefowie k. Btlonia.
Szczep namnazano na ptynnym podtozu YPG [18] przez 24 h w temp. 28°C na wy-
trzasarce (SM-30 Control, Edmund Biihler) o 200 rpm.

Hodowle kontrolne w skali laboratoryjnej prowadzono w modelowym podiozu
YPG, natomiast hodowle do§wiadczalne w podlozu YPG wzbogaconym w magnez (w
postaci MgSO,-7H,0) tak, aby koficowe stgzenie tego pierwiastka w podtozach wyno-
sito ok. 0,03 1 0,05 g Mg>™ dm™. Wybor takich stezen byt podyktowany powszechnym
ich stosowaniem w skali przemystowej. Zastosowano rowniez stgzenia dziesigciokrot-
nie wigksze tj. 0,3 g1 0,5 g Mg** dm™. Hodowle prowadzono metoda wgtebna, w kol-
bach ptaskodennych o pojemnosci 200 cm® po wprowadzeniu 80 cm” podtoza, w temp.
28°C przez 72 h na wytrzasarce o 200 rpm.

W pracy zamieszczono réwniez wyniki dotyczace hodowli drozdzy piekarskich w
skali przemystowej. W tym przypadku podtoze hodowlane stanowila brzeczka mela-
sowa wzbogacona w azot, fosfor i magnez wedhig przyjgtego przez zaktad schematu
technologicznego.

Zawarto$¢ magnezu w podtozach kontrolnych i do§wiadczalnych, wodzie techno-
logicznej oraz biomasie komoérkowej drozdzy badano metoda absorpcyjnej spektrofo-
tometrii atomowej (ASA) [3] przy A = 285,2 nm. Oznaczenie zawarto$ci magnezu w
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biomasie komdrkowej drozdzy, po uprzednim jej zmineralizowaniu, wykonywano w
6., 24., 48. i 72. h hodowli. Mineralizacjg probek wykonano w kolbach Kjeldahla z
uzyciem stezonego HNO;, HCIO, i 10% roztworu HCI.

Oznaczenia zawarto$ci magnezu w wodzie technologicznej wykonywano bezpo-
srednio w probkach, bez koniecznosci ich odpowiedniego przygotowania.

Plon biomasy badano po jej odwirowaniu przy 3000 rpm przez 10 min (MPW
365, Mechanika Precyzyjna, Polska). Oznaczenie zawartosci s.s. w uzyskanej biomasie
komoérkowej drozdzy wykonano przy uzyciu wagosuszarki (Radwag, typ WPS 30 s) w
zatozonych parametrach suszenia tj.: temp. 105°C do momentu uzyskania stalej masy.
Badania wykonano w trzech powtorzeniach.

Wyniki badan poddano analizie statystycznej testem Tukey'a (o = 0,05) w pro-
gramie Statgraphics Plus wersja 4.1. Badano istotno$¢ wpltywu zastosowanych w pracy
stezeh magnezu na plon biomasy oraz zawarto$é Mg”" w biomasie komérkowej droz-
dzy.

Wyniki i dyskusja

Badanie plonu biomasy komorkowej drozdzy oraz zawartego w niej magnezu po
hodowli w skali przemyslowej

Badania rozpoczgto od sprawdzenia w skali przemystowe) zalezno$ci miedzy za-
warto$cig magnezu w podtozu hodowlanym a uzyskanym plonem biomasy komorko-
wej drozdzy. Podloze hodowlane stanowita brzeczka melasowa wzbogacona
MgS0,4-7H,0. Zrodiem magnezu oprocz melasy i soli magnezowej byta réwniez woda
technologiczna. Ze wzglgdu na to, ze poszczegdlne etapy produkcji, zaczynajac od
malego propagatora, a konczac na generacji handlowej, roznity si¢ ilo$cia zuzytej me-
lasy i wody technologicznej oraz dawka dodanego siarczanu magnezu, koficowe steze-
nie tego pierwiastka w podlozu hodowlanym zawierato si¢ w granicach 0,02-0,07
gdm™ [tab. 1].

Warunki hodowli w poszczegodlnych etapach produkceji sa bardzo zréznicowane,
szczegolnie jezeli chodzi o stopient napowietrzenia podtoza. To wlasnie stgzenie tlenu
rozpuszczonego w podlozu w gldwnej mierze decyduje o stopniu namnozenia biomasy
komodrkowej drozdzy piekarskich [10, 16]. Znalazlo to potwierdzenie w tej czgSci do-
$wiadczenia, gdyz najmniejsza wydajno$¢ biomasy uzyskano w malym propagatorze,
w ktorym praktycznie prowadzona byla hodowla stacjonarna (bez napowietrzania),
natomiast najwieksza w generacji handlowej, w ktorej intensywno$¢ napowietrzania
ksztaltowata si¢ na poziomie ok. 3000-5000 m*h’. Ze wzgledu na tak zréznicowane
warunki hodowli wptyw magnezu na wydajno$¢ biomasy komorkowej byt trudny do
okreslenia.
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Tabela 1

Plon biomasy i zawarto$¢ magnezu w biomasie komorkowej drozdzy hodowanych w warunkach przemy-

stowych.

Yield of yeast biomass and content of magnesium in the yeast biomass cultivated in industrial scale.

Zawarto$¢ magnezu Zawarto$¢ magnezu
. w podtozu Plon biomasy w biomasie
Generacja . . . L.
. Content of magnesium Yield of biomass Content of magnesium in
Generation . . L .
in medium [gs.s. dm™] the biomasses
[g dm™] [mg Mg gs.s.]
Maly propagator 0,07 80a 432 A
Small propagator
Duzy propagator 0,05 12,58 b 1,66 B
Big propagator
Generacja AB 0,04 15,59 b 1,19C
AB generation
Generacja zarqdowa @ 0,03 40.96 ¢ 0.98 D
I generation
Generac;la handlowa 0,02 45544 093 E
Commercial generation

a, b, ...A, B — wartosci $rednie z tym samym indeksem literowym nie rdznig sig statystycznie istotnie.
a, b, ...A.B — mean values with the same superscrips letter are not significantly different.

Drozdze piekarskie Saccharomyces cerevisiae nr 2200 hodowane w skali prze-
mystowej wiazaly magnez na istotnie réznym poziomie. Stwierdzono, Ze najwigcej
_ magnezu zawieraly drozdze pochodzace z matego propagatora tj. 1,66 mgg’'s.s. (ste-
zenie w podtozu 0,07 gdm™), natomiast najmniej drozdze pochodzace z generacji za-
rodowej i handlowej tj. 0,98 i 0,93 mgg’'s.s, (stgzenie w podiozu 0,03 i 0,02 gdm™).
Mozna przypuszczaé, ze zjawisko to bylo w duzym stopniu zwiazane z wydajnoscia
procesu namnazania biomasy komoérkowej. Najmniejsza ilo$é biomasy przy jednocze-
snym najwigkszym st¢Zeniu magnezu w podtozu odnotowano w matym propagatorze.
Przyczynito si¢ to do zwiazania najwigkszej ilosci Mg przez badane drozdze. W mia-
r¢ uzyskiwania coraz wigkszego plonu biomasy w kolejnych propagacjach, ilos¢ do-
stepnego, a tym samym zwiazanego przez drozdze Mg”" byta coraz mniejsza. Biorac
powyzsze pod uwage nasuwa si¢ wniosek, ze w celu uzyskania wigkszego stezenia
magnezu w drozdzach handlowych nalezatoby odpowiednio zwiekszyé dawke Mg®* w
poszczegodlnych propagacjach.
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Badanie plonu biomasy komorkowej drozdzy oraz zawartego w niej magnezu po
hodowli na podtozach kontrolnym i doswiadczalnych w skali laboratoryjnej

W celu yjednolicenia warunkéw hodowli drozdzy piekarskich zastosowano mo-
delowe podloze YPG o niezmiennym skladzie chemicznym. Ilo§¢ magnezu w tym
podtozu utrzymuje si¢ na statym poziomie ok. 0,03 gdm™. Z danych literaturowych
wynika, Ze minimalne zapotrzebowanie na magnez rosnacych komérek wynosi ok.
0,02 gdm™ [11]. Zastosowane podloze zawieralo wiec wystarczajacg ilos¢ magnezu do
hodowli drozdzy, jednak warto$¢ ta byla mniejsza od optymalnej. Jak podaje Walker
[21], optymalny do wzrostu drozdzy poziom tego pierwiastka ksztattuje si¢ w prze-
dziale 0,05-0;1 gdm™ i jest to warto§¢ charakterystyczna dla poszczegodlnych szcze-
pow.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze plon biomasy uzyskany z
podtoza kontrolnego byt istotnie mniejszy od wydajnosci hodowli na podtozach wzbo-
gaconych w magnez [tab. 2]. Jest to zgodne z danymi literaturowymi, gdyz jak podaja
Tuszynski i1 Pasternakiewicz [19], dodatek magnezu do podtoza hodowlanego w zakre-
sie 0,024-0,48 g'dm™ pozytywnie wplywa na zwiekszenie przyrostu biomasy komor-
kowej drozdzy.

Tabela 2

Plon biomasy drozdzy piekarskich hodowanych na podtozach: kontrolnym i do§wiadczalnych.
Yield of bakery yeast biomasses cultivated in control and experimental conditions.

Plon biomasy [g s.s. - dm ]/ Yield of yeast biomasses [g s.s. ' gm ]

Rodzaj podioza Czas hodowli [h] / Time of cultivation [h]

Kind of medium 6244872
0,03 g Mg** - dm
0 03(20;’;;21“_211 _3 2,56 a 11,61 b 12,1 be 10,94 b

(control)

0,05 g Mg dm 3,11a 12,47 ¢ 13,01d 12,46 ¢
0,28 g Mg® dm 323a 14,51 ¢ 14,6 ¢ 11,57b
0,53 g Mg - dm > 339a 15,10 f 15,63 f 11,58 b

a, b — wartosci $rednie z tym samym indeksem literowym nie roznig sig statystycznie istotnie.
a, b — mean values with the same superscrips letter are not significantly different.

Wzrost wydajnosci drozdzy w procesie namnazania biomasy komérkowej obser-
wowano do 48 h zardwno w przypadku podtoza kontrolnego, jak i podlozy wzbogaco-
nych w magnez. Dodatkowo nalezy podkresli¢, ze zastosowane w pracy stgzenia ma-
gnezu nie spowodowaly zahamowania wzrostu badanych drozdzy.
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Wedtug Jonesa i Greenfielda [9] oraz Reesa i Stewarta [14], catkowite zahamo-
wanie wzrostu drozdzy nastepuje dopiero przy stgZeniu magnezu na poziomie ok. 25
g'dm'3, a wiec dawce pigcdziesiat razy wigkszej.

Jak podaja Saltukoglu i Slaughter [17], komorki drozdzy podczas wzrostu wiaza
stale iloSci magnezu. Poréwnujac wyniki dotyczace hodowli kontrolnych 1 wzbogaco-
nych magnezem stwierdzono, ze ilo§¢ magnezu wigzanego przez biomasg komorkowa
drozdzy byta tym wigksza, im wigksza dawke tego pierwiastka zastosowano do suple-
mentacji podtoza (tab. 3). We wszystkich rodzajach hodowli (kontrolna 1 doswiadczal-
ne) stwierdzono istotne rdéznice w zawartosci magnezu w uzyskanej biomasie komor-
kowej, bez wzgledu na czas trwania procesu namnazania. Wzrost zawarto$ci magnezu
w biomasie komorkowej drozdzy, niezaleznie od stgzenia tego pierwiastka w podtozu,
wystepowat do 48. h hodowli. Po tym czasie zaobserwowano uwalnianie magnezu do
podioza. Podobne zjawisko opisali Tuszynski i Pasternakiewicz [20], wedtug ktérych
najwieksza biosorpcja magnezu miata miejsce w pierwszych fazach hodowli biomasy.
W miarg uplywu czasu wraz z postgpujacym procesem starzenia si¢ 1 obumierania
komorek, drozdze uwalnialy magnez do podtoza.

Tabela 3

Zawarto$¢ magnezu w biomasie drozdzy piekarskich hodowanych na podtozach: kontrolnym i do$wiad-
czalnych.
Content of magnesium in yeast biomasses cultivated in control and experimental conditions.

Zawarto$¢ magnezu w biomasie [mg Mg®' - g”'s.s.]

Rodzaj podioza Content of magnesium in the biomass [mg Mg”* - g''s.s]
Kind of medium Czas hodowli [h] / Time of cultivation [h]
6 24 48 72
2+ . -3
Oi 33ggI\/INg[g2+ dg:n 30;22::;:;:) 0,45a 0,96 b 0.97 b 0,92 b
0,05 g Mg® - dm 1,20 d 1,38 ¢ 1,43 ¢ 1,37 ¢
0,28 g Mg**  dm 1,32¢ 1,70 e 1,77e 1,69 b
0,53 g Mg® dm 2,35f 2,48 g 2,68h 2,511

a, b — wartoéci $rednie z tym samym indeksem literowym nie rdznig sig statystycznie istotnie,
a, b — mean values with the same superscrips letter are not significantly different.

Wydaje sig, ze wzrost zawarto$ci magnezu w biomasie komorkowej drozdzy
mogt by¢ spowodowany m.in. warunkami hodowli. Pobor jonéw magnezu, podobnie
jak 1 innych sktadnikow pokarmowych, jest doktadnie regulowany w zaleznosci od
zmieniajacych sie warunkow srodowiska hodowlanego tj: temperatury, pH oraz obec-
nosci innych jonéw metali [1]. Najlepsza bioakumulacja tego pierwiastka nastgpuje w
temp. 25-30°C i przy pH 4,5-7,5 [1, 19]. Stosujac takie parametry, najwigksza zawar-
to$¢ magnezu w biomasie komérkowej drozdzy (2,68 mgg’'s.s) stwierdzono po 48 h
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hodowli na podtozu doswiadczalnym zawierajacym ok. 0,5 g magnezu w 1 dm®. War-
tos¢ ta byla prawie 3-krotnie wieksza niz w biomasie uzyskanej z podtoza kontrolnego.
Jak podaja Rose i Harrison [15], drozdze zawieraja, w przeliczeniu na sucha substan-
cje, 03 mg Mg(Il)-g"'s.s. Mozna wiec stwierdzi¢, ze badany szczep drozdzy piekar-
skich nr 2200 charakteryzowat si¢ mala poczatkowa zawartoscia tego pierwiastka w
biomasie, jednak w miarg uptywu czasu hodowli uzyskane wartosci byty bliskie poda-
nym przez Rose i Harrisona [15].

Whioski

[11 W zwiazku ze wzrostem plonu biomasy w kolejnych etapach produkcji konieczne
wydaje sig¢ zwigkszenie dodatku magnezu w poszczegdlnych propagacjach, celem
uzyskania odpowiedniego stgzenia tego pierwiastka w komorkach drozdzy han-
dlowych.

[2] Stwierdzono, ze wydajno$¢ hodowli drozdzy w skali laboratoryjnej w podlozu
kontrolnym byta istotnie mniejsza od wydajnoéci hodowli z podlozy wzbogaco-
nych w magnez, przy stezeniach 0,05; 0,3 10,5 g Mg®-dm™ podioza. Badany
szczep drozdzy piekarskich nr 2200 wiazat magnez zaleznie od zawarto$ci tego
pierwiastka w podlozu hodowlanym.

[3] Najwigksza zawarto$¢ magnezu tj. 2,68 mg-g” s.s. stwierdzono w biomasie droz-
dzy po 48 h hodowli w podiozu do§wiadczalnym zawierajacym 0,5 g Mg*"-dm™.
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INFLUENCE OF MAGNESIUM IONS ON THE GROWTH OF BAKER’S YEAST
SACCHAROMYCES CEREVISIAE IN THE LABORATORY AND INDUSTRIAL SCALE

Summary

The influence of addition of MgSO,-7H,0 on biomass yield of Saccharomyces cerevisiae was evalu-
ated in this study. Capacities of binding magnesium ions by S. cerevisiae yeast during cultivation on the
YPG-medium (laboratory) and in the industrial scale were analyzed. It was stated that in the industrial
conditions the higher amount of magnesium in the respective propagation is required. In the laboratory
conditions the yield of yeast cultivated on the experimental media enriched with different amount (0,05,
0,3 and 0,5 gdm™) of magnesium ions was also significantly higher than the yield from YPD — control
medium. Growing concentration of magnesium ions in the experimental media caused the increasing of
magnesium content in the yeast biomass.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, bio-elements, magnesium, bioaccumulation.



