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Cwiczenie B40: Wptyw temperatury na intensywnos
oddychania komdrkowego w drozdzach

Tabela 1. Zaleznos¢ szybkosci zuzycia tlenu od temperatury.

Warunki Temperatura | Poczagtkowe | Koricowe Czas (s) Zmiana Intensywnos¢
wody (°C) stezenie stezenie stezenia oddychania
tlenu (mg/l) | tlenu tlenu komorkowego
(mg/1) (mg/1) (ng/(1*s)

Woda o

temperaturze

pokojowej

Woda ciepta

Woda zimna

Tabela 2. Zmiany stezenia tlenu w czasie.

Czas Os 20s 40s 60s 80s 100s 120s

Stezenie tlenu (ml/1)

Woda o
temperaturze
pokojowej

Woda ciepta

Woda zimna




Stanowisko pomiarowe (opis do zdjecia ponizej):
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Komputer z interfejsem.

Drozdze typu instant 7g

Czujnik tlenu rozpuszczonego PASCO

Termometr elektroniczny

Zlewka o pojemnosci 400 ml na zawiesine drozdzy

Zlewka o pojemnosci 400 ml na wode zimna

Zlewka o pojemnosci 400 ml na wode o temperaturze pokojowej
Zlewka o pojemnosci 400 ml na wode ciepta

Zlewka o pojemnosci 1 | na brudng wode

. Butelka tryskawka

. Cylinder miarowy

. Styropianowy pojemnik na lod
. Ptyta grzejna

. Bagietka do mieszania




Wstep teoretyczny

Kazdy organizm zywy potrzebuje energii uzytecznej biologicznie (w postaci ATP) do prawidtowego
funkcjonowania i wzrostu. Energia ta moze by¢ wytwarzana z udziatem tlenu w mitochondriach lub bez
udziatu tlenu, np., w procesie fermentacji. Organizmy zywe mogg wykorzystywac rdézne zwigzki
organiczne do wytwarzania energii, z ktorych najwazniejsze to weglowodany (najtatwiej dostepne
zrédto energii), ttuszcze (gtéwny materiat zapasowy u zwierzat) oraz biatka (wykorzystywane w ostatniej
kolejnosci).

Oddychanie wewnatrzkomdérkowe mozemy podzieli¢ na kilka etapow:

1.

Glikoliza, ktéra zachodzi w cytoplazmie. Podczas tego procesu glukoza zostaje utleniona do
pirogronianu (rys. 1). Zyskiem energetycznym sg 2 czgsteczki ATP. Powstajgce podczas glikolizy
ATP jest efektem przenoszenia reszty fosforanowej z substratu na ADP i nosi nazwe fosforylacji
substratowej. Glikoliza moze zachodzi¢ w warunkach beztlenowych.

Reakcja pomostowa zachodzgaca w macierzy mitochondrialnej. Podczas reakcji pomostowej
nastepuje oksydacyjna dekarboksylacja pirogronianu. Pirogronian ulega degradacji i fgczy sie z
koenzymem A tworzac acetylo-CoA. Podczas tej przemiany uwalnia sie dwutlenek wegla.

Cykl Krebsa, inaczej cykl kwasu cytrynowego lub cykl kwaséw tréjkarboksylowych, zachodzacy
W macierzy mitochondrialnej. Podczas szeregu przemian w tym procesie powstaje NADH i
FADH, niezbedne do fosforylacji oksydacyjnej. Podczas cyklu Krebsa zachodzi réowniez
fosforylacja substratowa, podczas ktérej wytwarzany jest GTP. Grupa acetylowa z acetylo-CoA
jest degradowana do dwutlenku wegla.

Fosforylacja oksydacyjna, zachodzgca w wewnetrznej btonie mitochondrialnej, w ktérej NADH
i FADH; sg wykorzystywane do syntezy ATP. Wodor z tych zwigzkdéw tworzy gradient protonéw
w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej. ATP powstaje w wyniku ruchu protonéw
zgodnie z ich gradientem stezenia. Jednocze$nie wzdtuz faiicucha przenoszone sg elektrony.
Koncowym akceptorem wodoru jest tlen.
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Rys. 1. Schemat glikolizy. W pierwszym etapie glukoza ulega fosforylacji przez heksokinaze zuzywajac 1 czgsteczke
ATP (adenozynotréjfosforan). Powstata czgsteczka glukozo-6-fosforanu jest przeksztatcana do fruktozo-6-fosforanu
przez izomeraze heksozofosforanowg, a nastepnie fosforylowana do fruktoza-1,6-bisfosforanu z uzyciem kolejnej
czasteczki ATP. Powstaty fruktoza-1,6-bisfosforan jest rozktadany na dwie czasteczki aldehydu 3-
fosfoglicerynowego. Aldehyd 3-fosfoglicerynowy zostaje ufosforylowany i utleniony do 1,3-bisfosfoglicerynianu z
wytworzeniem czgsteczki NADH. Przeksztatcenie do 3-fosfoglicerynianu powoduje wytworzenie czasteczki ATP.
Kolejna czasteczka ATP zostaje wytworzona na ostatnim etapie glikolizy- wytworzeniu pirogronianu.
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Rys. 3. Fosforylacja oksydacyjna. Powstate w cyklu Krebsa zredukowane nukleotydy NADH i
FADH,; mogg zosta¢ utlenione na kompleksach enzymatycznych wchodzgcych w sktad taricucha
oddechowego znajdujgcego sie w wewnetrznej btonie mitochondrialnej. W wyniku fosforylacji
oksydacyjnej powstaje gradient elektrochemiczny, ktéry stuzy do syntezy ATP. W efekcie utleniania
NADH i FADH; protony z matriks mitochondrialnej przenoszone sg do przestrzeni miedzybtonowej22,
Energia zgromadzona w postaci gradientu stezen protondw i réznicy potencjatu, okreslana nazwa
potencjatu elektrochemicznego, wykorzystana jest do wytwarzania ATP.

Kompleks | nazywany jest dehydrogenazg NADH. Podczas utleniania NADH protony z matriks
mitochondrialnej przenoszone sg do przestrzeni miedzybtonowej. Przejsciu dwdch elektronéw z NADH
na ubichinon towarzyszy przeniesienie czterech protonédw z matriks do przestrzeni miedzybtonowej.

Kompleks Il to jeden z enzymdw cyklu Krebsa — dehydrogenaza bursztynianowa zawierajgca kilka
centréw zelazo-siarkowych oraz dinukleotyd flawinoadeninowy. Elektrony ze zredukowanego
FADH, podobnie jak w przypadku kompleksu | przekazywane sg za posrednictwem centréw zelazo-
siarkowych. Kompleks Il nie jest biatkiem transbtfonowym i nie posiada zdolnosci do przenoszenia
protondw przez wewnetrzng btone.

Zredukowany na kompleksie | lub Il ubichinon przemieszcza sie w btonie mitochondrialnej
do kompleksu Il taricucha oddechowego nazywanego kompleksem bci. Na kompleksie Il zachodzi cykl
Q, w wyniku ktérego dodatkowe protony przemieszczane sg z matriks do przestrzeni miedzybtonowej.
Elektrony ze zredukowanego ubichinonu przenoszone sg na cytochrom c — niewielkie hydrofilowe
biatko znajdujgce sie po stronie przestrzeni miedzybtonowej, ktére po zredukowaniu na kompleksie IlI
przenosi elektrony na kompleks IV.

Kompleks IV to oksydaza cytochromowa, ktdra obiera elektrony od cytochromu c i przekazuje je na
czasteczke 0O,. Kompleks IV przenosi protony do przestrzeni miedzybtonowej z matriks
mitochondrialnej. Réwnoczes$nie powstaje czgsteczka H,0.

W wyniku przenoszenia elektronéw pomiedzy kompleksami I-IV jony H* przenoszone sg z matriks
mitochondrialnej do przestrzeni miedzybtonowej. Zgromadzong w tej postaci energie wykorzystuje
kompleks V czyli syntaza ATP. Syntaza ATP sktada sie z podjednostki Fo stanowigcej kanat jonowy oraz
podjednostki F; znajdujgcej sie po stronie matriks przytaczajgcej do czagsteczki ADP fosforan
nieorganiczny, wykorzystujgc energie potencjatu elektrochemicznego. Wytworzenie jednej czgsteczki
ATP wymaga przejscia do matriks 3,33 protonéw.

Czujnik tlenu rozpuszczonego

Do oceny szybkosci oddychania komérkowego wykorzystuje sie pomiary stezenia tlenu rozpuszczonego,
prowadzone w czasie. Na podstawie zmian stezenia tlenu mozna oznaczy¢ szybkos¢ zuzycia tlenu, a co
za tym idzie, oceni¢ szybkos$¢ oddychania komdrkowego. Do oceny zmian stezenia tlenu wykorzystuje
sie czujniki tlenu rozpuszczonego. Czujniki te mozna podzieli¢ na dwa rodzaje: elektrochemiczne i
optyczne.


https://pl.wikipedia.org/wiki/Oddychanie_kom%C3%B3rkowe#cite_note-Schultz-2001-20

Podczas wykonywania tego ¢wiczenia wykorzystywany bedzie czujnik optyczny tlenu rozpuszczonego.
Optyczne czujniki tlenu rozpuszczonego (nazywane luminescencyjnymi) mierzg stezenie tlenu
rozpuszczonego w oparciu o wygaszanie luminescencji w obecnosci tlenu. Czujniki te zbudowane s3 z
diod elektroluminescencyjnych, barwnika luminescencyjnego oraz fotodetektora. Metoda pomiaru
opiera sie na fizycznym zjawisku luminescencji. Luminescencja to emitowanie swiatta przez luminofory
wskutek oddziatywania impulsu swietlnego. Podczas pracy czujnika, impuls Swietlny jest wysytany przez
diode LED, ktéra umieszczona jest w obudowie czujnika. Wskutek dziatania impulsu swietlnego
luminofor emituje $wiatfo czerwone. Intensywnos¢ tej emisji zalezy od stezenia tlenu rozpuszczonego.
W celu ustalenia stezenia tlenu obliczany jest czas emisji $wiatta czerwonego.

Celem c¢wiczenia jest pordwnanie intensywnosci oddychania komdrkowego Saccharomyces cerevisiae
w réznych warunkach temperaturowych z uzyciem optycznego czujnika tlenu rozpuszczonego.

Przebieg doswiadczenia:

Przygotowanie stanowiska i odczynnikéw:
1. Wiacz zasilanie stanowiska przekrecajac czerwone pokretto pod blatem w prawg strone, a nastepnie
przekrecajac kluczyk. Na listwie powinna zaswiecic sie zielona dioda.

2. Wtacz komputer i uruchom program zbierajgcy dane ,,B40_Respiration in yeast” znajdujacy sie da
pulpicie komputera.

3. Wiacz interfejs znajdujacy sie obok komputera (guzik powinien zaswiecic sie na niebiesko).

4. Wtacz czujnik tlenu rozpuszczonego przyciskiem znajdujgcym sie na biatej czesci obudowy czujnika.
5. Upewnij sie, ze pomiar stezenia DO, z czujnika tlenu rozpuszczonego jest zaznaczony wraz z
pomiarem temperatury.

6. Oznacz cztery zlewki o pojemnosci 400 ml: temperatura ,Pokojowa”, ,Chtodna”, ,Ciepta” i
,Drozdze”.

7. Dodaj 200 ml wody destylowanej o temperaturze pokojowej do kazdej zlewki o pojemnosci 400 ml.
8. Napetnij styropianowy pojemnik do 1/3 jej objetosci lodem i wodg. Umies¢ ,Chtodng” zlewke w tazni
lodowej, tak aby cate 200 ml wody destylowanej wewnatrz chtodnej zlewki stykato sie z lodem, ale nie
pozwodl, aby woda z lodem z zewnatrz dostata sie do zlewki.

9. Umiesc¢ ,,Cieptg” zlewke na ptycie grzejnej. Wtacz ptyte grzejng na niskie ustawienie. Aby wtgczy¢
ptyte grzejng przetgcz przetgczniki tak jak pokazano na obudowie ptyty. Wrzué mieszadto magnetyczne
i wtdz termometr elektroniczny. Poczekaj az woda nagrzeje sie do temperatury okoto 35°C.

10. Do zlewki ,Drozdze” dodaj 7g drozdzy suszonych instant i wymieszaj do utworzenia jednorodnej
zawiesiny.

11. Zdejmij gumowa nasadke z czujnika tlenu rozpuszczonego (DO,). Unikaj
dotykania dolnej czesci czujnika.

Wykonanie pomiarow:

1. Umies¢ koncéwke termometru elektronicznego w wodzie w zlewce o
temperaturze pokojowej. Gdy odczyt ustabilizuje sie, zapisz temperature wody w
tabeli 1. Wyjmij termometr, optucz na duzg zlewka i odtdz go na bok.

2. Przytrzymaj sonde DO, w zlewce z wodg o temperaturze pokojowej, jak
pokazano na rysunku 4. Nie pozwdl, aby sonda zetkneta sie ze zlewka i utrzymuj
metalowa cze$¢ na koricu sondy catkowicie zanurzong. Nie dopus¢ do zamoczenia
obudowy czujnika.

3. Delikatnie mieszaj wode sondg DO, przez 30 sekund.

4. Wymieszaj zawiesine aktywowanych drozdzy bagietka. Odmierz 50 ml zawiesiny ~ Rys. 4. Czujnik stezenia
za pomoca cylindra miarowego i wlej ja do zlewki o temperaturze pokojowej. ~ tlenu  zanurzony —w

I o . A _ urz : i
Delikatnie zamieszaj (czujnik DO2 caty czas powinien znajdowac sie w badanej - Zl'e wrez. 2
lewce) metalowa czescia.

z .




5. Na komputerze, w zaktadce ,,Room temperature”, wybierz START, aby rozpoczg¢ zbieranie danych.
Zapisz poczatkowe stezenie DO, w tabeli 1. Kontynuuj mieszanie i zapisywanie danych przez 2 minuty
(120 sekund).
6. Zatrzymaj zbieranie danych przyciskiem STOP. Zapisz poczatkowe oraz koncowe stezenie DO; i
doktadny czas, jaki uptynat w Tabeli 1.
7. Przeptucz czujnik DO; nad duzg zlewka i odtéz go na bok.
8. Z tabeli w komputerze wybierz 7 odczytow stezenia tlenu, co 20s, i zapisz je w tabeli 2.
9. Powtdrz kroki 1-8 z ,Cieptg” zlewka, przetaczajac karte w programie zbierajgcym dane za pomoca
strzatki na karte ,Warm”. Pozostaw zlewke na ptycie grzejnej podczas wykonywania procedury.
10. Wytacz ptyte grzejng zaraz po wykonaniu pomiardw, postepujgc wedtug wskazéwek na obudowie
ptyty w odwrotnej kolejnosci.
11. Powtodrz kroki 1-8 z ,,Zimng” zlewka, przetaczajac karte w programie zbierajgcym dane za pomocg
strzatki na karte ,,Cool”. Pozostaw zlewke na lodzie podczas wykonywania procedury.
12. Zatéz gumowa nasadke na sonde DO..
13. Uzyj nastepujacego réwnania, aby obliczy¢ zmiane DO, dla kazdego przebiegu; zapisz wynik w tabeli
1.

Zmiana DO; = Koricowa DO; - Poczatkowa DO,
14. Za pomocg ponizszego rdwnania oblicz tempo zuzycia tlenu przez drozdze i zapisz wynik w tabeli 1.
Pamietaj o zamianie jednostek!

Szybkos$¢ zuzycia DO, = Zmiana DO, + Czas



Analiza danych:

1.W celu analizy danych przedstaw dane z tabeli 2 na wykresie c(t) wykorzystujgc papier milimetrowy
ponizej. Pamietaj o odpowiednim dobraniu skali.

2. Nanie$ btad pomiarowy stezenia tlenu, ktéry wynosi 0,5mg/ml.

3. Réznice miedzy wykresami w réznych warunkach temperaturowych przedyskutuj we wnioskach.

Pytania dodatkowe do dyskusji we wnioskach:

1. W ktérej temperaturze poziom DO, spadat najszybciej? Co to wskazuje na potrzeby
Srodowiskowe drozdzy? Poprzyj swojg odpowiedz danymi.

2. Dlaczego zuzycie tlenu jest dobrg miarg szybkosci oddychania u drozdzy? Dotgcz opis, w jaki
sposob czasteczki tlenu sg zuzywane i jaki produkt powstaje podczas oddychania komorkowego.

3. Jedli tlen nie jest obecny, oddychanie moze nadal zachodzi¢. Jak nazywa sie ten proces? Jakie
dodatkowe produkty korncowe sg wytwarzane?

4. Wyjasnij rdinice w ilosci energii wytwarzanej w procesie oddychania tlenowego i

beztlenowego.
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