Tolerance kvasinkové buinky k ethanolu

663.13
6635

RNDr. VLADIMIR JIRKU, CSc., Vysoka $kola chemickotechnologicka, katedra kvasné chemie a bioinZenyrstvi, Praha

Klitova slova: kvasinky, buika, ethanol, inhibice, tolerance k ethanolu, teréovd struktura, hraniéni koncentrace,
fermentativni aktivita, biologicka [cytoplazmatickd) membrdna, osmoticky tlak, integrita membrdny, genetickd de-

terminace, teplota

Pivovarstvi, vinaistvi, vyroba saké a lihovarstvi obecné
patii k primyslovym odvetvim s nesmirné dlouhym vy§vo-
jem. Spoleénym prvkem tohoto vyvoje neni jen produkce
ethanolu kvasinkami rodu Saccharomyces, ale i proble-
matika tolerance kvasinkové buiky kK tomuto produktu
je)i metabolické aktivity. Mlzeme vsak rPici, Ze teprve od
druhé poloviny minulého stoleti jsou ziskdvdny exaktni
poznatky vedouci Kk nézoru, Ze tolerance (aktudlni citli-
vost) kvasinkové bunky k ethanolu je vysledkem celé
rady faktord. Jejich detailni poznani se nyni chépe jako
zékladni podminka cilenych manipulaci a kroki, které
by optimalizovaly tuto primyslové vyznamnou vlasinosi
kvasinkové buiiky.

Otazky spojené s pojmem ,tolerance k ethanolu“ se
tykaji fyziologické podstaty této vlastnosti, jeji genetické
determinace a regulace, mechanismu exKkrece ethanolu
a tertovych struktur a procesi, na kterych je realizovan
toxicky a inhibiéni G¢inek ethanolu. Pfiblizné do po-
loviny 70. let bylo moZno feSeni téchto otdzek dokumen-
tovat pouze dil¢imi pohledy nevelkého poétu publikaci.
Vyrazné zvy3eni védeckého zadjmu o tuto problematiku
stimulovala aZ energeticka krize, pfesné&ji snaha o na-
hrazeni fosilnich paliv produkty zaloZenymi na ethano-
lu. Spoleénym jmenovatelem soucasného zajmu je nad-
produkce ethanolu, v jejimZ re3Seni je otdzka citlivosti
producenta zékladni.

1. Zakladni metodické aspekty

Stanoveni ethanolové tolerance bunétné populace pro-
ducenta je nej¢astéji zaloZeno na urfeni koncentrace
ethanolu, pri které dochazi k dplné inhibici rastu a
reprodukce producenta v definovanych podminkach
wbatch® Kkultivace. Tento zplsob byl v komparativnich
studiich tolerance pravdépodobné poprvé pouZit koncem
50. let [1] a jeho podstatou je zachovani schopnosti riistu
buné&tné populace v 10 ml definovaného média s obsa-
hem 1 az 14 obj. Yo ethanolu. Nejvy33i koncentrace etha-
nolu neovliviiujici riist a reprodukci po daném intervalu
kontaktu bunék s ethanolem je oznacovdna jako hrani¢ni
koncentrace ethanolové tolerance. Na zdkladé tohoto
piistupu byly kvasinkové kmeny déleny do tfech katego-
rii: mdlo tolerantni (3 aZ 6 obj. %); stfedn& tolerantni
(6 aZ 10 obj. %) a vysoce tolerantni (10 aZ 13 obj. %].

Aplikace této metody nebraly deldi dobu v tvahu vhiv
vypafovéni ethanolu a daldi faktory ovliviiujici pfesnost
stanoveni [2]. Potencidlni nepfesnosti jiz odstranuje
matoda zavedena v roce 1975 [3], jejiz podstatou je do-
sazeni naristu 10° bunék .ml-! a to v prostfedi defi-
novaného média s ethanolem, pfi teploté 20 °C a vychozi
inokulaci 50 az 100 buiikami.ml~!. V roce 1980 Rose [4]
definuje toleranci k ethanolu na zakladé koncentrace,
kterd pravé inhibuje rlst a reprodukci testovaného kme-
ne. Podstatné je, Ze tato metoda jiz zahrnuje vliv fakto-
rii, které ethanolovou toleranci ovliviiuji, tj. vliv teploty,
vypafovani ethanolu, koncentraci substrat, zastoupeni
nutri¢né vyznamnych sloZek a zpuasob pfipravy inokula
testované bunééné populace. Variace této kategorie me-
tod se dale tykaly organizace a uspofddédni experimentu
[5—7].

Jiny zpusob stanoveni tolerance k ethanolu je porov-
nani fermentativni aktivity kultury inkubované v pritom-

nosti a nepritomnosti ethanolu [8—10]. Obecnou nevyho-
dou téchto metod je skute¢nost, Ze nevyjadiuji toleranci
k ethanolu v absolutnich koncentracich.

Zpusob, ktery je zaloZen na stanoveni reprodukéni
schopnosti populace vystavené a nevystavené udc¢inku
ethanolu [2, 3, 11], umoZiuje piresné sledovat ethanolo-
vou toleranci na pozadi vlivu nutri¢nich faktori a pod-
m.nek kultivace. zachovani reprodukéni schopnosti miZe
byt rovnéz pouzito jako selekéni tlak v pripadé izolace
mutanti se zvySenou toleranci k ethanolu [12]. Sa-
mostatnou kategorii jsou metody definujici toleranci
k ethanolu jako maximdlni moZnou produkci ethanolu
testovanou buné&énou populaci [13, 14].

Je ziejmé, Ze tolerance kvasinkovych bunék k etha-
nolu, definovana absolutni koncentraci ethanolu, ktera
jesté neovliviiuje urc¢itou charakteristiku testované bu-
necneé populace, bude urcena vlastni citlivosti této cha-
rakteristiky k ethanolu. Jinymi slovy, stanoveni ethano-
lové tolerance zaloiené pouze na jediné metodé muZe
vést ke zKreslenym zavérum, a to zvlasté pri konfrontaci
s Gdaji ziskanymi jinou metodou. Divodem je jednak
komplexni charakter toxického a¢inku ethanolu a jeho
riizna odezva ve sledovanych vlastnostech buiiky, jednak
vliv podminek, pri kterych dochadzi ke kontaktu buiiky
s ethanolem.

2. Mechanismus toxického d¢inku ethanolu

TerZovou strukturou buiiky, se kterou je bezprostiedné
spojovan toxicky (inhibi¢ni) Géinek ethanolu, je jeji bio-
log.cka, cytoplazmaticka membrdana. Vyvoj poznatki
v tomio sméru vychédzel jednak ze samostatného studia
biologické membrény (stavba, sloZeni, vztah struktury a
funkce) a studia jeji dlohy v bun&&nych procesech, jed-
nak z poznatki, Ze citlivost buitky k ethanolu je ovliv-
néna hladinou a zastoupenim lipidd, které jsou soudéasti
membréany. V soutasné dobé je k dispozici dostatek infor-
maci, které citlivost k ethanolu konfrontuji s hladinou
steroli a nenasycenych mastnych kyselin. Z hlediska
praktické aplikace téchto poznatkl je kliCovym aspektem
dané otdzky zejména vliv dodavky kysliku a to vzhledem
k tomu, Ze biosyntéza urcité ¢asti lipidové sloZky mem-
brany je kyslikem regulovédna [15—25]. Studium membra-
novych lipida zaroven ukdzalo i moZné adaptadni zmény,
které podmifiuji vyvoj ur€ité rezistence membrany v di-
sledku dlouhodobého kontaktu buiiky s ethanolem [26].

Z hlediska mechanismu G¢inku lze shrnout, ¥e ethanol
sniZuje integritu membréany, a to zeslabenim a likvidaci
hydrofobnich a Van der Vaalsovych interakci [27]. V této
souvislosti Dombek a Ingram [28] neddavno prokézali,
Ze ethanol zvy3uje fluiditu membrdny v jejich povrcho-
vych vrstviach. Z hlediska dlohy lipidové slozky jsou pro
praktickou aplikaci v§znamné poznatky o stimulaci re-
zistence kvasinkové bunky k ethanolu pritomnosti dodané
fosfolip:dové frakce bunék Aspergillus oryzae [29]. Vztah
slozeni cytoplazmatické membrany a jeji citlivosti k etha-
nolu ukazuje na zavislost ethanolové tolerance na cel-
kové fyziologii a biochemii buiiky. Z hlediska zndamgych
zdvislosti je tedy moZno shrnout, Ze citlivost k ethanolu
miZe byt obecné ovlivnéna v3emi faktory a vlivy kulti-
vace, které celkovou fyziologii a biochemii buiiky uréuji.
V praxi to znamend, Ze potencidlné pouZitelné primyslo-
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vé substrdty jsou z hlediska provoznich kultivaci produ-
centi ethanolu rizné vhodné.

3. Vliv osmotického tlaku a teploty

Vysoké koncentrace substratii mohou inhibovat rist a
fermentativni aktivitu kvasinkové populace v disledku
vysokého osmotického tlaku [30] i v disledku vysokych
hladin ethanolu, které jsou v téchto podminkach rychle
dosaZeny. K substrdtové inhibici ristu dochézi viak casto
v koncentracich, které jest& neinhibuji fermentativni
aktivitu [31]. SouCasné FeSeni tohoto problému spoéiva
v cilené piipravé osmotolerantnich kvasinkov§ch kme-
nd [32].

V pripadé vlivu teploty existuje dlouho empiricka zku-
Senost, Ze pritomnost ethanolu méni vyrazné zavislost
riistové charakteristiky kvasinkové builtky a jeji fermen-
tativni aktivity na teploté. Podobné jako v pripadé vlivu
osmotického tlaku, vysvétluje se interakce teploty s etha-
nolovou toleranci a produkci ethanolu zvy3enou akumu-
laci intracelularniho ethanolu pfi vy3Sich teplotach
[33, 34]. Predpokladem této akumulace je indukované
zastaveni exportu ethanolu pravdépodobné v disledku
ur¢itych zmén transportnich mechanisméi membrany. Po-
sledni prdce v3ak ukazuji, Ze pfi vy33ich teplotach je
touto ,termosenzitivni“ terovou strukturou pro ethanol
piedevdim membrénovy komplex mitochondrii [35, 36].
SniZeni tolerance k ethanolu pii vy33ich teplotach lze
ramcové vysvétlit tim, Ze interakce ethanolu s lipidovou
slozkou membrany nasobi citlivost membrédny k teploté
a opacné.

4. Genetika ethanolové tolerance

Otazky tohoto sméru mohou vychazet ze zjisténi, Ze
v definovanych podminkédch se rizné kvasinkové kmeny
1isi schopnosti tolerovat urcitou koncentraci ethanolu.
Na druhé strané populace ur€itého kmene se v defino-
vanych podminkach vyznacuje pomérn& pfesng repro-
dukovateinou schopnosti toxicky u¢inek ethanolu tole-
rovat [37]. Vzhledem ke komplexnimu charakteru inhi-
bi¢niho t¢inku ethanolu je ziejmé, Ze tolerance k etha-
nolu, jako fenomén, je geneticky determinovana, a to
polygenové [38]. Haploidni potomstvo odvozené od
diploidnich kmenii rodu Saccharomyces vykazuje rozdily
v ethanolové toleranci ve srovnani s diploidnim kme-
nem, pfi¢emz hodnoty tolerance haploidniho kmene nikdy
neptesahuji hodnoty diploidniho rodi¢ovského kmene.
Tato skutetnost prirozené ztéZuje pripravu a izolaci mu-
tantl s vysokou toleranci k ethanolu [39]. Daldi kompli-
kaci v tomto sméru je vlastni mutagenni G&inek ethano-
lu [40]. Soucasné vysledky ukazuji, Ze optimdalni pii-
prava tolerantnich kmenti bude moZna cestou buné&ného
inZenyrstvi [41], které umoZiiuje kombinace i daldich
vhodnych vlastnosti producentii ethanolu. Pro selekci mu-
tantd a hybridnich kmeni jsou vhodné podminky konti-
nualni kultivace [39]. V roce 1983 byl identifikovdn
moZny geneticky marker ethanolové tolerance (mutace
pep. 4.3). Mutace tohoto lokusu podmifiuji membrénové
zmény, které jsou podstatou sniZeni citlivosti k ethano-
lu [42].

Uvedeny piehled je orientovdn na shrnuti literdarnich
odkazii, které se tykaji pouze zakladnich otdzek a po-
znatkii zminéné problematiky. V piehledu nejsou shrnuty
poznatky z oblasti extraceluldrniho transportu ethanolu,
méfeni intraceluldrnich hladin ethanolu a predeviim pro-
blematika strategie a reorganizace technologii, smérujici
ke sniZeni toxického a¢inku ethanolu.
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Jirkii, V.:Tolerance kvasinkové buiiky k ethanolu. Kvas.
prim. 33, 1987, ¢. 4, s. 106—108.

SouCasné chédpani podstaty tolerance buiky k etha-
nolu je zaloZeno na informacich ziskan§ch biologickymi
a biochemickymi studiemi v€etn& priimyslové empirické
zkuSenosti. V této souvislosti se vénuje pozornost testo-
vani a definovani ethanolové tolerance, mechanismu inhi-
biéniho G€inku ethanolu, vlivu osmotického tlaku a
teploty a genetice ethanolové tolerance.

Hupky, B.: OTHowenHe IPOKIKEBONl KIETKH K 3TaHony.
Kgac. npym. 33, 1987, Ne 4, crp. 106—108.

CoBpeMeHHOe MOHHMaHHe CYULHOCTH TOJEPAHTHOCTH KJETKH
B OTHOIIEHHH K 3TaHOJAY OCHOBAHO HAa CBeICHHAX, MOJYYeH-
HBIX TIPH OGHOJOrHYECKOM H OHOXHMHYECKOM HCCJAeA0BaHHH,
BKJIIOYAsT SMNHPHYECKHH ONLIT NPOMBILIJCHHOCTH. B cBsA3M
C TeM BHHMaHHE Y/eJeHO NPOBeJCHHIO HCMBLITAHHS H onpe-
JleJIeHHsT 3TaHOJIbHON TOJEePAHTHOCTH, MEeXaHH3MOM HHIHOH-
pviollero AeficTBHA  3TaHOJa, BJIHAHHK OCMOTHUYECKOTO
JlaBJIeHHsI H TeMNepaTypsl H reHeTHKe TOJepPaHTHOCTH B OTHO-
WeHHH K 3TaHOJy.
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Jirkia, V.: Ethanol Tolerance of Yzasi Cell. Kvas. prim.
33, 1987. No. 4, pp. 106—108.

The present understanding cf the essence of ethanol
tolerance in cell is based on the information obtained
from biological and biochemical studies, including in-
dustrial empirical experience. In this connection, our
attention is paid to the assaying and defining of etha-
nol tolerance, mechanism of ethanol toxicity, influence
of osmotic pressure and temperature and to the gene-
tics of ethanol tolerance.

Jirkdi, V.: Toleranz der Hefezelle gegeniiber Athanol.
Kvas. priim. 23, 1987, Nr. 4, S. 106—108.

Dis gegenwdirtige Auffassung der Toleranz der Hefe-
zelle gegeniiber Athanol basiert auf Informationen, die
durch biologische und biochemische Studien gewonnen
bzw. durch industrielle empirische Erfahrung gesammelt
wurden. In diesem Zusammenhang wird dem Testen und
der Definition der Athanoltoleranz, den Mechanismen
der Inhibitionswirkung des Athanols, dem EinfluB des
osmotischen Drucks und der Temperatur und der Gene-
tik der ZAthanoltoleranz Aufmerksamkeit gewidmet.



