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Cwiczenie 5

Temat: Metabolizm drobnoustrojow

Metabolizm obejmuje 0godt przemian chemicznych zachodzacych w komoérce drobnoustrojow,
dzigki ktorym dochodzi do wzrostu komoérek oraz ich rozmnazania. Reakcje te sa
katalizowane przez enzymy, a do ich przeprowadzenia niezbedna jest energia i okreslone

zwiazki chemiczne stanowigce tzw. Substancje odzywcze.
Metabolizm obejmuje:

v anabolizm - reakcje biosyntezy substancji prostych i ztozonych,

v' katabolizm — reakcje prowadzagce do rozkladu zwigzkéw nieorganicznych
i organicznych, ktore dostarczajg prekursorow do biosyntezy sktadnikow oraz niezbedna
do przemian energig,

v' amfibolizm - szlaki metaboliczne, w ktorych zachodzg procesy dysymilacyjne
dostarczajace energii lub produktéw posrednich bezposrednio wiaczanych w drogi

anaboliczne (np. szlak glikolityczny, cykl Krebsa)

Sposob odzywiania si¢ drobnoustrojow okre$laja trzy elementy: Zrodla wegla, elektronow

i protonow 0raz energii.

Drobnoustroje korzystajg z dwoch zrodet energii: energii stonecznej — fototrofy oraz energii

chemicznej — chemotrofy.
Ze wzgledu na prowadzony sposob odzywiania drobnoustroje dzielimy na:

v autotrofy — wykorzystujag dwutlenek wegla przeksztalcany w reakcjach redukcji do
zwiazkéw organicznych. Zrodlem elektrondw i protonéw dla tych drobnoustrojéw sa
zwiazki nieorganiczne (litotrofy) lub organiczne (organotrofy),

v heterotrofy — wykorzystuja organiczne formy wegla, dzielg si¢ na prototrofy:
drobnoustroje zdolne do wzrostu na podlozach zawierajacych jeden prosty zwigzek
organiczny i zestaw soli mineralnych (np. Escherichia coli, mikroflora naturalnych
srodowisk ubogich w substancje odzywcze) oraz auskotrofy: wymagaja do wzrostu
podtéz o bogatym i ztozonym skladzie substancji odzywczych (np. bakterie fermentacji

mlekowej, mikroflora chorobotworcza)
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Oddychanie

Proces biologicznego utleniania substratu oddechowego, polegajacy na odiaczeniu od niego
protondéw i elektronow, ktore przenoszone sa na akceptor. W czasie procesu wyzwala si¢
energia, ktorg komoérka moze magazynowaé w postaci ATP. Przeno$nikami protonow
i elektrondow sg enzymy i koenzymy, a szereg kolejnych przeno$nikow elektrondw nazywa si¢

lancuchem oddechowym.

Drobnoustroje r6znig si¢ dtugoscig tancucha oddechowego, a zwigzane z tym sg rozne typy

oddychania:

v oddychanie tlenowe (utlenianie biologiczne, w ktorym ostatecznym akceptorem
elektronow 1 protondw jest tlen atmosferyczny),

v"oddychanie beztlenowe (utlenianie biologiczne, w ktorym ostatecznym akceptorem
elektronow i protonow jest zwigzek nieorganiczny — np. oddychanie azotanowe; redukcja
azotanoéw; oddychanie siarczanowe; dysymilacyjne redukcja siarczanow),

v" fermentacja (proces utleniania biologicznego zachodzacy w warunkach beztlenowych,

w ktorym ostatecznym akceptorem protondw i elektronow jest zwigzek organiczny).
Fermentacje

Gléwnym substratem oddechowym w procesach fermentacji s3 weglowodany, ktore
przeksztatcane sa w roznych cyklach (np. glikolitycznym, pentozo-fosforanowym, fruktozo-6-

fosforanowym), z wydzielaniem r6znych produktow koncowych.

Niektore drobnoustroje prowadzg niepelne utlenianie substratu oddechowego w warunkach
tlenowych w cyklu kw. glukonowego, ktorego produktem koncowym sg kwasy organiczne.

Przemiany te nazywane sg tzw. fermentacjami (octowa, cytrynowa).

W  technologii zywno$ci najwicksze zastosowanie ma proces fermentacji mlekowej
(prowadzonej przez paciorkowce oraz paleczki fermentacji mlekowej); propionowej oraz
alkoholowej. Szkodliwymi procesami fermentacyjnymi w przetworstwie spozywczym sg
fermentacja mrowkowa — prowadzona przez pateczki grupy coli oraz fermentacja mastowa,
ktorg przeprowadzajg beztlenowe laseczki przetrwalnikujgce Clostridium sp. (z tzw. grupy

sacharolitycznej).
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Redukcja azotanow (oddychanie beztlenowe)

W procesie tym azotany wykorzystywane sg przez drobnoustroje jako akceptory protonow

1 elektronow. Redukcja azotanéw przebiega w dwoch szlakach wg ponizszych schematow:
Szlak asymilacyjny (odzywianie)
NO; — NO; — NO — NH,OH — NH;3 (Micrococcus sp., Bacillus sp., gr. coli...)

Przemiana ta (zbialczanie azotanéw) wykorzystywana jest przez drobnoustroje do budowy

wiasnych bialek komorkowych.
Szlak dysymilacyjny (oddychanie)
NO; — NO; — NO — N,O — N, (Micrococcus sp., Pseudomonas sp., Spirillum sp. ...)

Ten proces w srodowisku naturalnym prowadzi do strat azotu w glebie, a w zywno$ci moze

by¢ przyczyng wad produktow.

Pierwszy etap redukcji azotanow (denitryfikacja cze$ciowa) wykorzystywany jest

w przemysle migsnym, w procesie peklowania.
Rozklad bialek i aminokwasow

Zdolno$¢ wykorzystania przez drobnoustroje bialek jako Zrédla azotu jest bardzo
zréznicowana. Wstepna hydrolize biatka przeprowadzaja tylko te drobnoustroje, ktore
wytwarzaja enzymy proteolityczne — proteazy. Proteazy nie wykazuja swoistosci
substratowej, tzn. sg zdolne do hydrolizy réznych biatek. Wsrod enzymow hydrolizujgcych
biatko wyr6znia si¢: endopeptydazy/proteinazy (hydrolizujg biatko z wytworzeniem poli-
i oligopeptydow) i egzopeptydazy (odszczepiaja pojedyncze aminokwasy od koncow
tancucha peptydowego, ktore nastgpnie sg wlgczane bezposrednio do biosyntezy biatek lub sg
rozktadane w reakcjach deaminacji, dekarboksylacji lub transaminacji).

Nie wszystkie mikroorganizmy, ktérych enzymy hydrolizuja biatka do peptydéw prowadza
kolejne etapy rozktadu, az do powstania produktéw koncowych (tzw. gnilny rozklad bialek).
Niektore mikroorganizmy natomiast prowadza rozklad poszczegdlnych aminokwasoéw, nie
posiadajac zdolnosci do hydrolizy biatek.

Deaminacja jest procesem odtgczenia grupy NH, odbywajacym si¢ w roznych warunkach (np.

deaminacja oksydacyjna, redukcyjna, typu Sticklanda — typowa dla Clostridium sp.),
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a produktami koncowymi sg m. in. ketokwasy, kwasy nasycone i nienasycone, amoniak,
dwutlenek wegla.
Dekarboksylacja zachodzi w warunkach beztlenowych i prowadzi do powstania amin
biogennych (histamina, serotonina, kadaweryna, putrescyna, alanina) i dwutlenku wegla.
Transaminacja polega na przeniesieniu grupy aminowej z aminokwasu na ketokwas,
w wyniku czego powstaje nowy aminokwas 1 nowy ketokwas. Niektoére drobnoustroje mogag
przeksztalca¢ aminokwasy zarowno na drodze deaminacji, jak i dekarboksylacji — np.
Escherichia coli przeksztatcajgca indol w skatol lub indol.
Mikroflora prowadzaca przemiany bialek nazywana jest mikroflorg proteolityczng, a naleza
do niej m.in. Gram-ujemne pateczki Pseudomonas sp., Proteus sp.; Gram-dodatnie laseczki
tlenowe: Bacillus subtilis, Bacillus circulans, Bacillus licheniformis oraz beztlenowe
Clostridium sporogenes, Clostridium putrefaciens, Clostridium histolyticum (tzw. Kklostridia

grupy proteolitycznej).

Wstepna hydroliza biatek prowadzona przez wyselekcjonowane drobnoustroje lub ich
enzymy (tzw. nadtrawienie biatka) w produkcji zywnosci jest procesem Kkorzystnym,
wplywajacym pozytywnie na smak, zapach oraz konsystencje produktu, a takze
zwigkszajacym strawnos$¢ i przyswajalnosc.

Gnilny rozktad bialek (rozktad biatek do produktow koncowych) w zywnosci jest
niepozadany ze wzgledu na wystgpowanie nieprzyjemnego zapachu, a takze ze wzgledu na

bezpieczenstwo spozycia (mozliwos¢ kumulacji amin biogennych).
Thuszcze jako substrat oddechowy

Thuszcze (estry glicerolu i kwasow tluszczowych) moga by¢ hydrolizowane przez enzymy
zewnatrzkomorkowe drobnoustrojow (lipazy) do glicerolu i wolnych kwasow ttuszczowych.
Glicerol jest nastepnie metabolizowany na drodze glikolizy, a kwasy tluszczowe sg
rozktadane np. w procesie 3-oksydacji. Produkty obu przemian sg kolejno wiaczane do cyklu
Krebsa. Produkty przemian thuszczow czesto s3a przyczyna wad smaku produktow
spozywczych (posmak estrowy, posmak mydlasty, posmak jetki) oraz zapachu.
Mikroorganizmy wykorzystujace thuszcze jako substrat oddechowy nazywane sg
lipolitycznymi i naleza do nich m. in. niektére gatunki Pseudomonas sp., Bacillus sp.

i Clostridium sp.
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Cze$¢ praktyczna — ¢wiczenie 5

Zdolno$¢ drobnoustrojow do prowadzenia poszczegoélnych przemian zwigzkdéw wegla i azotu

jest cechg diagnostyczna.

Celem ¢wiczen z tego zakresu tematycznego jest okreslenie zdolno$ci wybranych szczepow
pochodzacych z kolekcji kultur Katedry Mikrobiologii Przemyslowej i Zywnosci do

prowadzenia: fermentacji réznych substratow, redukcji azotanéw oraz gnilnego rozktadu

biatek.

1. Okreslenie sposobu metabolizowania glukozy
Obserwacja hodowli prowadzonych w warunkach tlenowych i beztlenowych na pozywce
Hugh-Leifsona nastepujacych szczepow:

e Bacillus cereus,

e Escherichia coli,

e Clostridium tyrobutyricum

Na podstawie wzrostu i objawow rozktadu substratu (zmiana barwy pozywki, produkcja CO,)

podac¢ sposob metabolizowania glukozy (utlenianie, fermentacja) przez badane szczepy.

. Wyglad hodowli Sposob
Szczep Wygl%d. hodowli warunki metabolizowania
warunki tienowe beztlenowe glukozy

Bacillus cereus
Escherichia coli

Clostridium tyrobutyricum

2. Okreslenie zdolnosci szczepow do wykorzystywania réznych substratow w procesie

fermentacji: alkoholowej, mlekowej, propionowej, mréwkowej i mastowej
Obserwacja hodowli szczepow:

e Saccharomyces cerevisiae
e Lactococcus lactis ssp. lactis
o Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

e Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris
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e Propionibacterium freudenreichii ssp. Shermanie
e Escherichia coli

e Clostridium tyrobutyricum

W pozywce peptonowej z purpurg bromokrezolowag i rurka Dirhama oraz substratami:

glukoza (G), galaktoza (GAL), sacharozg (S), laktoza (L) i mleczanem wapnia (ML).

Na podstawie wzrostu i objawow fermentacji (zmiana barwy, produkcja CO,, skrzep) ocenic¢

zdolno$¢ badanych szczepow do rozktadu poszczegdlnych substratow.

Szczep Rozklad substratu Hodowla Rodzaj
(kwas/gaz) na mleku prowadzonej
G GAL S L ML fermentacji

Saccharomyces cerevisiae

Lactococcus lactis ssp.
lactis

Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus
Leuconostoc mesenteroides
SSp. cremoris
Propionibacterium
freudenreichii ssp.
shermanii

Escherichia coli

Clostridium tyrobutyricum

3. Okreslenie synergistycznego oddzialywania Lactococcus lactis ssp. lactis oraz

Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris

Wykona¢ probe V-P z hodowli wspolnej szczepéw na mleku — wyjasni¢ na czym polega

synergistyczne oddzialywanie w tym przypadku.

4. OKkreslenie zdolno$ci wybranych szczep6w do metabolizowania zwiazkéw azotowych
Materiat stanowig hodowle nast¢pujacych szczepoéw (kazde stanowisko bada 1 szczep):

e Bacillus subtilis
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Escherichia coli
Micrococcus roseus
Pseudomonas fluorescens
Proteus vulgaris

Candida lipolytica

Wykona¢ posiewy badanego szczepu do nastepujacych podtoz:

pozywka z KNOs i rurkg Dlirhama — celem okreslenia zdolnos$ci do metabolizowania
azotanow (V), posiew za pomoca ezy;

podtoze z mlekiem odtluszczonym — celem okreslenia zdolnosci do hydrolizy kazeiny,
posiew izolacyjny;

stupek zelatynowy — celem okre$lenia zdolno$ci do hydrolizy (uptynniania) zelatyny,
posiew metoda ktuta;

pozywka peptonowa z tryptofanem — celem okreslenia zdolno$ci rozkladu tryptofanu

do indolu, posiew za pomocg ezy.

Inkubacje¢ prowadzi¢ w warunkach tlenowych w temperaturze 30°C.

Odczyt wynikow (na ¢wiczeniu 6)

1. Zdolnosé szczepu do metabolizowania azotanu (V) oceni¢ na podstawie:

obecnosci azotanu (III) — do weglebienia ptytki porcelanowej wprowadzi¢ 2-3 krople

odczynnika Griessa (roztwor kwasu sulfanilowego i a-naftyloaminy w kwasie
octowym) 1 jalowg pipeta doda¢ 2-3 krople hodowli badanego szczepu; w obecnosci
azotanu (IIT) mieszanina zabarwi si¢ na kolor r6zowy, czerwony lub bordowy,

obecnos¢ produktéw gazowych — produkty te zbierajg si¢ w rurce Diirhama.

2. Zdolnos$¢ szczepu do hydrolizy bialek oceni¢ na podstawie:

e wystgpienia stref przejasnienia wokot kolonii na agarze z mlekiem,

e rozrzedzenia zelatyny.

3. Zdolnos¢ szczepu do rozkladu tryptofanu oceni¢ na podstawie obecnosci indolu:

do hodowli na pozywce z tryptofanem doda¢ kilka kropli odczynnika Kovacsa —

czerwona obraczka na powierzchni §wiadczy o obecnos$ci indolu.
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Wyniki zestawi¢ w tabeli

Metabolizowanie NO3°
obecnos¢ obecnos¢ Hydroliza  Hydroliza Rozklad
NO, produktow kazeiny zelatyny  tryptofanu
gazowych

Szczep

Bacillus subtilis
Escherichia coli

Micrococcus
roseus
Pseudomonas
fluorescens
Proteus vulgaris

Candida
lipolytica




