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Poznan

1. Wstep

roces przemystowej produkcji etanolu i badania w tym zakresie sg pro-

wadzone od dziesiecioleci. Mimo to nie wszystkie mechanizmy regulacyjne

tego procesu zostalty w petni wyjasnione. Jednym z takich zagadnien, rzu-
tujacych na efektywnos$¢ procesu fermentacji, jest ograniczona tolerancja
komorek drozdzowych na duze stezenie etanolu i wysokie ciSnienie osmoty-
czne w brzeczkach fermentacyjnych. Cecha ta uniemozliwia w praktyce pro-
wadzenie fermentacji w brzeczkach o stezeniu powyzej 25 - 30% cukru, co
w duzym stopniu ogranicza produktywnos$¢ kadzi fermentacyjnych.

Pierwszymi badaczami, ktérzy zwrdcili uwage na to zagadnienie, byli Ha-
yashida i wsp. (9). Stwierdzili oni, ze odpornos¢ drozdzy na wysokie stezenie
etanolu moze wzrosngé, jezeli w fazie rozwoju kultury wprowadza sie do po-
zywki specjalne dodatki. Wskazali, ze dodajgc do pozywki proteolipid wyizo-
lowany z grzyba Aspergillus oryzae, mozliwe jest osiggniecie 20% (v/v) ste-
zenia etanolu w brzeczkach odfermentowanych przez drozdze Saccharomyces
cerevisiae Hansen, S. uuarum (carlsbergensis) i szczepy drozdzy stosowane
w produkcji sake. Od tego czasu znacznie wzrosto zainteresowanie tg pro-
blematyka i ukazato sie szereg interesujagcych publikacji.

2. Wpltyw etanolu na komorki drozdzowe

Gromadzenie sie w pozywce etanolu bedacego produktem metabolizmu
drozdzy uznac nalezy za czynnik stresowy. Niekorzystne dziatanie etanolu na
komorke drozdzowa objawia sie przede wszystkim ograniczeniem wzrostu
i przezywalnosci komorek oraz obnizeniem szybkosci fermentacji w miare
wzrostu stezenia etanolu. Dla szczepoéw gorzelniczych drozdzy Saccharomyces
cerevisiae silne hamowanie wzrostu wystepuje przy 8% stezeniu etanolu.
D'Amore (3) podaje, ze $mieré¢ 50% komoérek w populacji drozdzy piwnych
typu lagfer wystepuje przy stezeniu 11% (w/v) etanolu, podczas gdy dla droz-
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dzy typu ale podobny efekt wystepuje dopiero pniy 13% (w/vj stezeniu eta-
nolu. Przy 15% (w/v) stezeniu obserwowano Smier¢ wszystkich komoérek obu
typéw drozdzy. Szybkos$¢ fermentacji jest hamowana w mniejszym stopniu
niz wzrost komoérek i jej wyrazne zwolnienie zaznacza sie dopiero przy zna-
cznym stezeniu etanolu. U drozdzy sake wykazano zupelne zahamowanie
wzrostu przy stezeniu 12% (w/v), podczas gdy szybkos$¢ fermentacji wynosita
jeszcze 25% szybkosci stwierdzanej w fermentacji kontrolnej. Obserwowano
rowniez, ze etanol przyspiesza Smieré¢ termiczng drozdzy.

Etanol wykazuje dziatanie inhibujgce zaréwno wéwczas, gdy jest produ-
kowany przez komoérke, jak i wtedy, gdy jest dodawany z zewnatrz. Nieko-
rzystny wptyw etanolu przejawia sie m.in. inhibicjg niektérych enzymoéw zwig-
zanych z glikolizag i produkcjg etanolu, hamowaniem transportu cukréw
i aminokwaséw, zaktéceniem przeptywu protonéw oraz zmianami w budowie
i ptynnosci bton, co powoduje zakibécenia w wymianie masy z otoczeniem.
SzczegOllnie istotne sg zakitécenia w funkcjonowaniu pompy protonowej” (18).
Ta ostatnia jest motorem transportu wielu substancji do komorki i petni
wazng role w wymianie masy zwigzanej z fermentacjg etanolowa. Wysokie
stezenie etanolu silnie ostabia gradient protonéw po obu stronach btony, co
wywotuje niespeci3rficzny wzrost przepuszczalnosci btony i inhibicje aktywnosci
ATP-azy regulujacej przeptyw protonéw. Rosa i Sa-Correia (22) stwierdzity,
ze aktywnos¢ tej ATP-azy zalezy w duzej mierze od stezenia etanolu i w okre-
Slonym zakresie stezen moze by¢ aktywowana lub inhibowana. Enzymy bio-
race udziat w reakcjach glikolizy i tworzenia etanolu sg stosunkowo odporne
na jego dziatanie. Ich denaturacja pod wpfywem etanolu wystepuje przy ste-
zeniach znacznie przewyzszajacych stezenia tego zwigzku wystepujace w brze-
czkach odfermentowanych.

R6znorodnosc technik pomiarowych utrudnia sformutowanie Scistej definicji
tolerancji drozdzy na etanol. Najlepsza aktualnie metoda okresla odpornosc
komérek na etanol na podstawie ilosci etanolu wytworzonego podczas fermen-
tacji cukréw, poniewaz hamowanie zdolnosci fermentacyjnych jest najdoktad-
niejszym i najbardziej kompleksow3nn wskaznikiem tolerancji na etanol (4).

3. Mechanizm tolerancji drozdzy na etanol

Jedna z najszerzej udokumentowanych hipotez tolerancji drozdzy na etanol
jest teoria niszczenia btony plazmatycznej. Wedtug tej teorii pod wptywem
etanolu zachodzi niszczenie organizacji molekularnej i zmiany w przepusz-
czalnosci bton. Zaktada sie wystepowanie trzech rodzajow oddziatywan eta-
nolu na komorki: (1) bezposrednich interakcji etanolu ze sktadnikami biony,
(2) interakcji z woda i (3) efektu dielektrycznego (12).

Wprowadzenie polarnej czasteczki etanolu do hydrofobowej warstwy btony
podwyzsza $rednig polamos¢ catego regionu. W ten sposéb ulatwiona zostaje
penetracja w gigb blony kolejnych czgstek polarnych, tj. wody i etanolu.
Przy duzej koncentracji etanolu w komoérce i jego szybkiej sekrecji nastepuje
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wym3Twanie frakcji lipidowej z btony plazmatycznej. Wymywanie lipidow jest tym
wieksze, im krétsze sg tancuchy kwaséw ttuszczowych we frakcji i im wyzszy
jest stopien ich nasycenia. Jednoczes$nie etanol taczac sie z woda zmniejsza
uwodnienie fosfotipidéw i biatek btonowych. W ten sposéb zostaja ostabione
oddziatywania hydrofobowe w obrebie Srodkowej warstwy btony, co w efekcie
zaktéca funkcje btony jako selektywnej bariery w transporcie masy na linii ko-
morka-srodowisko zewnetrzne. Pierwszym widocznym efektem wysokiego steze-
nia etanolu jest zmniejszanie grubosci bton, zas koncow3drm autoliza komorek.

Obok transportu etanolu poprzez obszary hydrofobowe btony plazmatycz-
nej mozliwa jest takze sekrecja etanolu przez obszary hydrofilne. W}rnika to
z amfipatycznej budowy czasteczki etanolu, ktdra zawiera alifatyczng grupe
hydrofobowa oraz hydrofilowag grupe hydroksylowg. Dzieki obecnosci grupy
OH w czasteczce etanol moze przenikac tez przez kanaliki hydrofilowe w ob-
rebie biatek btonowych oraz przez warstwy fosfolipidowe w miejscach wyste-
powania nienasyconych kwasow ttuszczowych. Wystepowanie duzej itosci nie-
nasyconych wigzan zwieksza potaruos¢ btony i znacznie ulatwia przemiesz-
czanie sie etanotu. Odbywa sie to w takim przypadku przy znacznie mniej-
szych zaburzeniach w naturainej strukturze btony. Mozna zatem stwierdzic,
ze obecnos$¢ nienasyconych kwasow ttuszczowych i steroli stabilizuje stru-
kture bton biologicznych i chroni ja przed niszczagcym dziataniem etanotu
(4, 12, 15). Prace publikowane w ostatnich latach wskazujg jednoznacznie
na kluczowag role bton biologicznych w tolerancji komérek na etanol (1, 4).
Odpornos¢ komoérek na etanol wzrasta wraz ze wzrostem diugosci tancuchéw
kwaséw ttuszczowych oraz ze wzrostem udziatu steroli i nienasyconych kwa-
s6w ttuszczowych w btonie komadrkowej.

4. Budowa bton biologicznych i rola frakcji fosfolipidowe)

Podstawowg strukture bton plazmatycznych stanowi ukiad lipidowo-biat-
kowo-wodny, ze znaczng iloscig weglowodanéw zwigzanych z czgsteczkami
biatek (gtikoproteidy) i lipidow (glikolipidy) (14, 21).

Jednym z najlepszych modeli struktury btony jest tzw. model ptynnej mo-
zaiki. Zgodnie z nim zasadniczg czes¢ btony stanowi podwojna warstwa lipi-
dow, ktérych czasteczki hydrofobowe sg zwrécone do srodka btony, a hydro-
filowe do wnetrza i na zewnatrz komorki. W warstwie lipidow tkwig biatka
poprzeczne tzw. tunelowe oraz ektobiatka, na zewnatrz zaabsorbowane sa
biatka powierzchniowe, a od strony wewnetrznej komoérki znajduja sie endo-
biatka. Pomiedzy tymi drobinami zlokalizowane sg taricuchy otigosacharydo-
we. Struktura warstwy biatkowo-lipidowej nie jest regutarua; zaréwno biatka,
jak i fosfolipidy moga zmienia¢ swe potozenie w obrebie btony (14, 21). Ob-
szary hydrofobowe bton biologicznych sa zbudowane z fosfolipidow, sfingoli-
pidéw i steroli. R6znorodnos¢ acylogliceroli wynika z ogromnej liczby kwaséw
tluszczowych wchodzacych w ich sktad. Réznig sie one dilugoscia taricucha
weglowodorowego, rozmieszczeniem, liczbg i izomerig podwoéjnych wigzan.
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Fosfolipidy odgrywajg szczeg6lng role w strukturze bton biologicznyeh,
a pod wzgledem iloseiowym sg gtéwnym skiadnikiem, stanowige okoto 60%
frakeji lipidowej. Podstawowe miejsce zajmujg fosfatydyloeholiny i fosfatydy-
loetanoloaminy. Lokalizaeja fosfolipidéw w btonie jest scisle okreslona. W war-
stwie wewnetrznej wystepuja fosfolipidy aminowe, a w zewnetrznej — eholi-
nowe. tancuehy alifatyezne fosfolipidow aminowyeh sg bardziej nasycone niz
eholinowych, a ich grupy polarne sa natadowane ujemnie. Zapewnia to asy-
metrie uktadu molekularnego btony komaérkowej, zaréwno we frakcji lipidowej
jak i biatkowej. Lokalizaeja amfipatycznyeh czasteezek glikolipidéw wyltgeznie
W zewnetrznej warstwie btony pogiebia te asymetrie.

Zawartosc lipidow w btonach, ich skiad, lokalizacja oraz stosunek lipidow
nasyconyeh do nienasyconyeh sg rézne w zaleznosei od komorki, rodzaju
blony i warunkéw zewnetrznych. U Saccharomyces cereuisiae wyr6zniono
33 rozne kwasy ttuszezowe (8 - 26 atoméw C). Najwazniejszym wsréd nich
kwasem nienasyconym jest kwas oleinowy.

Ptynna struktura btony jest wynikiem przeehodzenia lipidéw ze stanu ptyn-
nego w staly ezyhi kiystatiezny. Zaehodzi to w okrestonej temperaturze tzw.
przejseia fazowego. Biorge pod uwage fakt, ze frakeja tipidowa sklada sie
z mieszaniny wietu rodzajoéw tipidéw o réznej temperaturze przejscia fazowego,
€0 zapewnia réwnowage fazowa w btonie, gdyz jedne czagsteezki tipidowe moga
by¢ w stanie przejscia fazowego, inne zas nie. Btona stanowi zatem miesza-
nine obszaréw ptynnyeh i statyeh. Ruehy tarieuehéw weglowodorowyeh zalezg
od ieh dtugosei, ilosci wigzan nienasyconych oraz rodzaju czastek polamyeh.
Im wigeej jest wigzan nienasyeonych, tym taneuehy kwaséw ttuszezowyeh sg
bardziej ruchliwe i mniej upakowane. Stosunek iloSciowy wigzah nasyconych
do nienasyconych lipidéw btonowych w réznych organizmach zalezy od wa-
runkéw termieznych i poehodzenia genetycznego. Utrzymanie stanu wiasciwej
ptynnosei bton biotogieznyeh jest konieczne dla funkcjonowania kazdego or-
ganizmu. Tylko odpowiednia ptynnos$¢ btony zapewnia prawidtowosé wszy-
stkieh proeesow dyfuzyjnyeh, zachodzaeyeh w jej obrebie.

Na ptynnos¢ frakeji tipidowej wptywa skiad jakosciowy fosfolipidow oraz
obecnos¢ cholesterolu i niektérych kationéw, a takze warunki srodowiskowe,
jak temperatura, pH i sita jonowa. Cholesterol i zymosterol stabilizujg ptyn-
nos¢ frakeji lipidowej btony biologicznej. Jest ezasteezkg amfipatyezna, ktéra
usztywnia gorne rejony hydrofobowe fosfolipidow przez swag eze$¢ steroidowa,
rozluznia natomiast dolne strefy hydrofobowe dzieki obeenosei bocznego, bar-
dziej ruehliwego taneucha weglowodorowego. Del Castillo Agudo (6) badajae
rasy drozdzy S.cerevisiae wykazujgee rozng toleraneje na obecnos¢ etanolu
w pozywee stwierdzit, ze rasy wytrzymujgee stezenie etanotu do 12% (v/v)
zawierajg znaeznie wieeej ergosterolu niz rasy wytrzymujaee do 4 - 8% (v/v)
etanotu.

Wysokie stezenie etanolu w $rodowisku wywotuje u drozdzy meehanizmy
adaptaeyjne polegajgee miedzy innymi na zmianaeh sktadu chemieznego bto-
ny plazmatyeznej poprzez zwiekszenie stosunku kwasOw ttuszezowyeh niena-
syeonyeh do nasyeonych.
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Ilos¢ nienasyconych wigzan i ptynnos¢ bton sg w znacznym zakresie wa-
runkowane genetycznie. Z drugiej strony cechy te zalezg wyraznie od warun-
kéw hodowli drozdzy.

5. Czynniki Srodowiskowe wptywajace na tolerancje drozdzy
na etanol

5.1. Temperatura

Wraz ze wzrostem temperatury brzeczki, ale tylko do temperatury optymalnej
dla fermentacji, rosnie szybkos¢ produkcji etanolu, czego konsekwencjg jest
wzrost stezenia etanolu wewnatrz komoérek drozdzy. JednoczesSnie w wyzszej
temperaturze obserwuje sie zjawisko zwiekszania zawartosci nasyconych kwasow
ttuszczowych w btonie komérkowej, kosztem kwaséw nienasyconych. Towar/szy
temu zmniejszenie udziatu fosfotipidéw we frakcji tipidowej btony. Zmiany w za-
wartosci nasyconych i nienasyconych kwaséw ttuszczowych maja na cetu regu-
lacje Sredniej temperatury krzepniecia lipidow, co w efekcie prowadzi do utrzy-
mania ptynnosci i integralnosci bton komoérkowych. Im wiekszy stopien nasy-
cenia kwasow tluszczowych, tym mniejsza jest ptynnos¢ btony ptazmatycznej.
W ten sposéb komoérka regutuje optymalng dta siebie ptynnos¢ bton w zaleznosci
od temperatury i wilgotnosci otoczenia. Ponadto u drozdzy wraz ze wzrostem
temperatury hodowli obserwuje sie synteze biatek szoku termicznego, co zwie-
ksza o0g6ing termotolerancje komoérek. Podwyzszenie temperatury fermentacji wy-
wotuje zatem dwa przeciwstawne efekty; z jednej strony przyspiesza szybkos¢
fermentacji, z drugiej za$ ostabia odpornos¢ bton na wysokie stezenia etanolu.
Szkodliwe dziatanie wysokiej temperatury fermentacji moze by¢ ztagodzone po-
przez stosowanie bardzo bogatych pozywek.

5.2. Skiad chemiczny pozywki

Odpornos¢ drozdzy na etanol mozna regulowaé poprzez stosowanie réznych
dodatkéw do pozywek. Taki korzystny wptyw wywierajg dodane do poditoza kwa-
sy tluszczowe, sterole, biatka i witaminy. Dodatek kwaséw ttuszczowych o wy-
sokim udziale podwodjnych wigzan wywotuje *ekszenie ptynnosci bton i dziata
korzystnie na przezywatno$¢ drozdzy. Whudowanie tych sktadnikéw w btone
rekompensuje straty lipidow wyptukiwanych podczas wydzielania etanotu.

Dodajac w warunkach beztlenowych nienasycone kwasy ttuszczowe, wpro-
wadzamy do hodowli egzogenny materiat budulcowy do syntezy btony. Droz-
dze sa zdolne do syntezy tych kwasoéw tylko w warunkach tlenowych, nato-
miast przy niedostatecznej ilosci tlenu synteza ta jest znikoma. Korzystne
jest wiec dodawanie odpowiednich lipidow podczas beztlenowej fermentacji
etanolowej, poniewaz umozliwia to komodrce zwiekszenie powierzchni blon
i jednoczesnie podnosi odporno$¢ drozdzy na wysokie stezenie etanolu po-
przez regulowanie sktadu kwaséw ttuszczowych (19, 24).
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5.3. Cisnienie osmotyczne

Wysokie cisnienie osmotyczne, bedace wynikiem duzego stezenia nisko-
czasteczkowych substancji w poZwvce, hamuje wzrost drozdzy. Minimalna
aktywnos$¢ wody dla wzrostu komaérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae wy-
nosi 0,83.

Podczas badania wpfywu cisnienia osmotycznego na produkcje etanolu
przez drozdze S. carlsbergensis stwierdzono, ze ze wzrostem cisnienia osmo-
tycznego w pozywce maleje przezywalnosé¢ komoérek i stabnie ich aktywnos$é
fermentacyjna (3, 17). D'’Amore i in. (5) obserwowali zwolnienie pr*yrostu
biomasy komérkowej, zmniejszenie przezywalnosci komoérek i spadek wydaj-
nosci fermentacji. Autorzy wykazali przy tirm jednoznacznie, ze nie jest to
spowodowane ani represja kataboliczng, ani t*w. ,,efektem glukozowym?”, lecz
wytacznie efektem zwigzanym ze wzrostem cisnienia osmotycznego.

Reakcjg komoérki na rosnace cisnienie osmotyczne w osrodku zewnetrznym
jest gromadzenie niskoczasteczkowych zwigzkéw polarnych, przede wszystkim
etanolu i glicerolu, dzieki czemu wzrasta cisnienie osmotyczne wewnatrz ko-
morki (17). Jednak, gdy zewnetrzne ciSnienie osmotyczne jest bardzo wysokie,
zakumulowana ilo$¢ etanolu wewnatrzkomoérkowego moze by¢ zabdjcza dla
komorki.

Wyniki badan Guerzoni i in. (8) wskazujg, ze wzrost cisnienia osmotycz-
nego w $rodowisku hodowlanym w}woluje u drozdzy tendencje do zwiekszania
stosunku nasyconych kwaséw tluszczowych do nienasyconych. Hilge-Rot-
mann i Rehm (11) stwierdzili, ze komoérki immobilizowane, rosnace w tym
samym podtozu co komérki wolne, majg od nich znacznie wyzszg zawartosé
nasyconych kwaséw ttuszczowych. Autor/sy ci ttumaczg ten fakt specyficznymi
warunkami panujacymi w kulkach nosnika, przede wsl:ystkim podwyzszonym
cisnieniem osmotycznym.

Z punktu technologicznego ostabienie odpornosci komoérek na etanol pod
wplywem wysokiego cisnienia osmotycznego nalezy uznac¢ za czynnik nieko-
rzystny. Srodkiem zaradczym moze by¢ zastosowanie bardzo bogatych pozy-
wek, szczegllnie w organiczne zrodia azotu, jak pepton, czy ekstrakt drozdzo-
wy. Korzystne dziatanie ma takze dodatek jonbw magnezowych i wapniowych.

5.4, Tlen

Drozdze S. cerevisiae zaliczane sg do wzglednych beztlenowcow. Obecnosc
rozpuszczonego tlenu w pozywece jest niezbedna do syntezy wielu skiadnikéw
komérkowych, w tym nienasyconych kwasoéw ttuszczowych i ergosterolu. Brak
tlenu w pozywce prowadzi do zmniejszenia udziatu nienasyconych kwaséw
ttluszczowych i spadku produkcji etanolu. Silne natlenienie i bogaty skiad
pozywek sg niezbedne dla prawidtowej syntezy kwaséw ttuszczowych.

Ograniczone natlenianie brzeczek fermentacyjnych jest prowadzone gtow-
nie w fazie namnazania komoérek (zafermentowanie). Zrédtem rozpuszczonego
tlenu jest takze Swieza brzeczka fermentacyjna. W procesach fermentacji okre-
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sowej, ktdre sg szeroko stosowane w praktyee, natlenieniu poddaje sie kulture
inokulaeyjna. W proeesaeh ciggtych ograniczone napowietrzanie brzeczek fer-
mentacyjnych wptywa korzystnie na przebieg fermentacji i podnosi odpornosé
komodrek na szkodliwe dziatanie etanolu (23).

Gil i in. (7) stwierdzili, ze obecnos¢ tlenu w brzeczce powoduje duze zmiany
w skiadzie podstawowych lipidow btony cytoplazmatycznej, w tym nienasy-
conych kwasow tluszczowych i steroli. Zdaniem autoréw zmiany we frakcji
thluszczowej moga petnic¢ role regulujaca dla uktadu NAD/NADH w czasie in-
tens3dwnej produkcji etanolu poprzez zmiany stosunku kwaséw nasyconych
do nienasyconych i ergosterolu do dihydroergosterolu. Interesujgce jest to,
ze zmiany te sa obserwowane tylko w komdrkach rosngcych w zawiesinie.
W komoérkach immobilizowanych tlen ma znacznie mniejszy wpltyw na skiad
frakcji lipidowej bton.

6. Metody zwiekszania odpornos$ci drozdzy na etanol

Giéwng metoda poprawiania odpornosci drozdzy na szkodliwe dziatanie
etanolu jest zwiekszenie zawartosci nienasyconych kwaséw ttuszczowych
i steroli w btonie plazmatycznej komérek. Mozna to osiagha¢ dwoma sposo-
bami:

— poprzez prowadzenie etapu zafermentowania brzeczek cukrowych przy
ich napowietrzaniu, oraz

— poprzez egzogenny dodatek zrédta nienasyconych kwasow ttuszczowych
do brzeczki fermentacyjnej.

Pierwsza z wymienionych metod prowadzi jednak do nadmiernego namna-
zania komoérek drozdzowych, co powoduje straty cukréw na tworzenie bio-
masy komoérkowej i moze pogorszy¢ wyniki ekonomiczne zakladu. Stosowana
jednak pod scistg kontrolg moze by¢ wykorzystana szczegdlnie w gorzelniach
stosujacych technike dwupotokows, polegajgca na hodowli drozdzy i prowa-
dzeniu procesu fermentacji w dwéch oddzielnych strumieniach brzeczki. W li-
teraturze jest mato doniesien na temat wpfywu natleniania pozywek na tole-
rancje komoérek na etanol. W wiekszosci prac autorzy zajmujg sie natlenia-
niem brzeczek fermentacyjnych i biorg pod uwage przede wszystkim proces
namnazania biomasy komorkowej i wptyw tlenu na aktywnos¢ fermentacyjng
drozdzy.

W ostatnich latach 2Jwracano uwage przede wszystkim na mozliwos¢ po-
lepszania tolerancji etanolowej drozdzy przez bezposredni dodatek substancji
lipidowych do brzeczek fermentacyjnych. Wsréd dodawanych substancji na-
lezy wymieni¢ kwas oleinowy i linolenowy. Tween 80, bedacy zrédtem kwasu
oleinowego, monooleine, ergosterol, kompleksy proteinowo-fosfolipidowe, ma-
ke sojows i albumine. Dodatki te mozna wprowadza¢ pojedynczo lub w postaci
mieszanin.

Do najciekawszych prac w tym zakresie nalezy zaliczyé badania prowa-
dzone przez Hayashide i in. (9,10,16) nad fermentacjg etanolowa typu sake
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przy uzyciu drozdzy S. cerevisiae i S. uuarum. Badacze ci wykazali, ze wpro-
wadzenie do brzeczki cukrowej kompleksu zawierajgeego Tween 80, ergosterol
i albumine powoduje zwiekszenie koricowego stezenia etanolu z 17,2% do
19% (wl/v), przy jednoczesnym skrdoceniu czasu fermentacji z 30 do 25 dni.
Wozrost termotolerancji uzyskano tez przy dodatku monooleinianu glicerolu
oraz lipoprotein wyizolowanych z grzybni Aspergillus oryzae. Lipoproteiny za-
wieraty duze ilosci fosfolipidéw i steroli.

Korzystny wptyw dodatku substancji lipidowych na przebieg fermentacji
laktozy przez drozdze Kluyveromyces fragilis zostat stwierdzony przez Jans-
senasa i in. (13). Autorzy ci wprowadzili do poz}rwki mieszanine ergosterolu,
Tweenu 80 i kwasu linolowego, uzyskujac 30% skrocenie czasu fermentacji.

Wozrost koricowego stezenia etanolu w odfermentowanej brzeczce osiagnieto
w W3miku dodatku maki sojowej. Viegas i in. (25) poprzez wprowadzenie 2%
dodatku maki sojowej do brzeczki cukrowej stwierdzili podwyzszenie konco-
wego stezenia etanolu po 48 godzinach fermentacji z 8% do ok. 12,5% (v/v).
Podobny efekt obserwowali Damiano i Wang (2) w fermentacji ciggtej z re-
cyrkulacjg drozdzy. Dodatek 2% maki sojowej zwiekszyt szybkos¢ fermentacji
alkoholowej i pozwolit na ok. 20% wzrost produktdwvnosci fermentora.

Stosowanie dodatku substancji ttuszczowych dla polepszenia przebiegu
procesu fermentaeji etanolowej znane jest tez w tragdyeyjnym polskim gorzel-
nietwie rolniczym. Polegato ono na czesciowym zastepowaniu stodu jeczmien-
nego stodem owsianym, bogatym w substancje ttuszczowe. Gtownym celem
takiego postepowania byto wzbogacanie pozywki oraz zapobieganie wystepo-
wania pienistosci zacieru, bez uswiadamiania sobie roli jakg wprowadzone
substancje odgrywaja przy zwiekszaniu stabilnosci struktur komoérkowych
drozdzy w obecnosci etanolu.

7. Wnioski

Odpornos$¢ drozdzy na wysokie stezenia etanolu jest zwigzana z jakoscia
lipidéw btonowych. Wzrost zawartosci nienasyconych kwaséw ttuszczowych
i steroli we frakeji lipidowej polepsza tolerancje komérek na etanol. Do ezyn-
nikéw ostabiajgcych odpornosc¢ drozdzy na etanol nalezy zaliczy¢ wysoka tem-
perature fermentacji i wysokie cisnienie osmotyczne w pozywce, sprzyjajgce
zwiekszaniu stopnia nasycenia kwaséw tluszczowych.

Naturalna tolerancja drozdzy na etanol moze by¢ poprawiona metodami
technologieznymi poprzez prowadzenie procesu fermentacji w warunkach ko-
rzystnych dla zwiekszania udziatu nienasyconych kwaséw ttuszczowych we
frakcji lipidowej bton. Osigga sie to przez dodatek substaneji ttuszczowych
zawierajagcych nienasycone kwasy tluszczowe. Alternatywnym rozwigzaniem
moze by¢ stymulacja naturalnej synstezy nienasyconych kwasow ttuszczo-
wych przez drozdze poprzez umiarkowane natlenianie pozywki.
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Role of plasma membrane in ethanol tolerance of yeasts

Summary

Tolerance of yeast to high ethanol concentration depends on cell membrane lipid composition.
High contents of unsaturated fatty acids and sterols increase the cell structure stability and
viability as well as the fermentation aetivity of yeasts. The cultivation of microorganisms at
elevated temperatures and high osmotic pressure increase the lipid saturation degree and as
a consequence the cell sensibility to stress.

Natural tolerance of yeasts to ethanol can be improved by technological means. It can be
done by supplementation of fermentation broth with a source of unsaturated lipids, and, alter-
natively, by medium aeration to stimulate lipid biosynthesis.

key words:
ethanol tolerance, plasma membrane, yeast, fermentation.
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