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Úvoo

Frítomnosť etanolu a zvýšená teplota spó s obujú
Zmenu fyzikálnochemických vlastností kultivačné.
ho prostredia kvasiniek. Keďže primárnym mies-
tom vplyvu obidvoch faktorov je cytoplazmatická
membrána' kvasinky reagujú na zmenené vonkaj-
šie podmienky najmá prestavbou membránových
lipidov [1, 2]. Etano| znižuje funkčnosť hydrofób-
nej vrstvy membrány ako bariéry a zvyšuje perme-
abilitu membrány. Efekt tejto zvýšenej permeabi-
lity membrány bunky čiastočne kompenzujú zváč-
šením priemernej dlžky acylových reť'azcov mem-
bránových fosfolipidov, čím sa zvýši hrubka hy-
drofóbnej vrstvy a obnoví sa esenciálna bariérová
funkcia membrány [3]. Zvýšená etanoltolerancia
a produkcia etanolu býva v kvasinkách často spo-
jená so zvýšenou nenasýtenosťou mastných kyse-
lín a prítomnosťou sterolov v membráne [4,5].

Etanol ako produkt fermentácie kvasiniek pÓ-
sobí na bunku už vo fyziologicky produkovaných
koncentráciách, a to v troch hlavných smeroch:
ovplyvňuje rast, viabilitu a fermentačnú schop-
nosť kvasiniek. V bunke zasahuje rózne štruktúry:
hydrofóbne proteíny cytoplazmatickej a mito-
chondriálnej membrány, hydrofilné rozpustné
proteíny' membrány róznych bunkových partikúl
- |yzozómov, vakuol, jadra a endoplazmatické
retikulum [6]. Jednotlivé enzýmy, zúčastňujúce sa
na metabolických procesoch v bunke, ako napr.
glykolytické, respiračné; transljortné' prípadne ly-
polytické enzýmy, majú rÓznu senzitivitu na eta-
nol [7- 1l] .

Rozsah etanoltolerancie a termotolerancie kva-
siniek je daný vonkajšími podmienkami prostre-
dia, najmá zdrojom uhlíka a dusíka, prítomnosťou
aditívnych látok, spÓsobom vedenia proceSu
a pod. Za rovnakých podmienok však móžeme zi-
stiť u rÓznych kmeňov rÓznu etanol- a termotole-
ranciu, teda tieto vlastnosti sú do určitej miery aj
geneticky determinované.

V práci Sme testovali toleranciu voči etanolu
a teplote za definovaných podmienok u 18 kme-
ňov kvasiniek Saccharomyces cerevisiae - pekár-
skych, liehovarníckych a vinárskych. Sledovali
sme špecifické rastové rýchlosti a maximálne kon-
centrácie biomasy pri kombinovanom vplyve eta-
nolu a teploty a fermentačné parametre fermentá-
cie ovplyvnené teplotou v rozsahu 30 až 43 "C,

MATERIAL A METODY

Kmene mikroorganizmov
V experimentoch sme použili 18 kmeňov kvasi-

niek Saccharomyces cerevisiae (zoznam testova-
ných kmeňov je uvedený v tabulke 1). Kultúry
boli udržiavané na šikmých agaroch so sladino-
vým extraktom (Imuna, Šarišské Michaťany) pri
4 'C.

Tabuťka I. Maximálne špecifické rastové rýchlosti kva-
siniek Saccharomyces cerevisiae kultivova-
ných 70h pri 28"C aeróbne v médiu s prí-
davkom 0;3;6;9; 12 a 15 % obi.  etanolu

Kmeň

maximálna šoecifická rastová rÝchloď lh_l

lDr'koncentrácia etanolu l% obi'l

0 3 6 9 12 15
pekánke a liehovarnícke kmene

OOSFRH
ccv 21-4.26
Pz 90
Pk 17
Pz 172
Alltech
OHF
LH02/2
Km 22
LHF 2-5
CCY 21.4-11
I 120

0'01 ó7
0,0202
0,018
0,0174
0,0173
0,01ó4
0,022
0,0209
0,017
0,0i91
0,0r 89
0,0175

0,0321
0,0523
0,0458
0,038
0,0399
0,0395
0,0395
0,0523
0'03ó5
0,0405
0,0492
0,0395

0'0l5ó
0,0232
0,024
0,0195
0'02ó5
0'01ó7
0,0179
0,0266
0,0249
0,021ó
0,0204
0,0248

0,0184
0,023
0,0233
0,0215
0,0218
0,019
0,0214
0,0201
0,021ó
0,02
0,0202
0,019ó

0,0155
0,015
0,0104
0,0102
0,0082
0'007ó
0,0102
0,0078
0,0043
0,005
0,0018
- 0,001

0,0008
0,0008
* 0,0002
0,00005
0,0002
0,0002
0,0007
0,0007
0,0001
0,0001
0,001
0,0003

12,95
1) L)
1) /.

I 1,87
r 1,82
|t,14
I 1,25
ll,2
I 1,01
10,63
10,42

vinánke kmene

RIVE V 10.13.6
RIVE V 1O-13.5
RIVE V 10.25.10
RIVE V 10.35.39
RIVE V 15.1.41ó
RMV 10-35-8

0,0 193
0,0193
0,0218
0,0195
0,0187
0,0199

0,039
0,551
0,0385
0,0525
0,0438
0,0451

0,0188
0'019ó
0,0211
0,0178
0,0185
0,0191

0,021 8
0,0194
0,0226
0,0214
0,01 94
0,021 1

0,0211
0,01 18
0,0083
0,0057
0,0043
0,0029

0,0002
0,001
0,0004
0,0005
0,0004
0,0007

l3,ó
l )  {/

l  l '3ó
I 1,13
t0,9
l0,l

l koncenttácia etanolu spósobujúca 50 % inhibíciu maximálnej špecifickej rastovej
tých1osti

Kultivačné médiá
Na inokuláciu. kultiváciu a fermentáciu bolo

použité médium so zložením [g/l]: (NH.)zSo+, 5;
kvasničný alto|yzát, 3 ; KH2Poa, 2; MgSoa.7H2o,
I; CaCl2,0, l;  NaCl, 0,1. Hodnota pH bola upra-
vená na 5,8' Ako zdroj uhlíka bola použitá glukó.
za v koncentrácii:
. pre inokulaěné médium 20 g/|
. pre kultivačné médium 40 g/|
. pre fermentačné médium I25 g/|
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Do kultivačného média bol pridaný etanol v kon-
centrácii 0; 3; 6; 9:, |2 a 15 % obj. Fermentačné
médium bolo pripravené v tlmivom roztoku s pH
5,8 so zloženim 0,2 mol/| Na2HPoa a 0,2 mol/|
NaH2POo.

Kultivačné podmienky
Meranie rastových rýchlostí kvasiniek v prítom-

nosti etanolu prebiehalo v skúmavkách s Kapsel-
bergovými uzávermi na trepačke pri 28 oC počas
70 h s prídavkom etanolu 0;3;6; 9: |2 a 15 % obj.
v l0 ml kultivačného média.

Meranie termotolerancie kvasiniek prebiehalo
v skúmavkách s Durhamovou skúmavkou staticky
pri 35 a 40 .C počas 24, resp.48 h v 5 ml kultivač-
ného média.

Priebeh fermentácie kvasiniek pri vyššej teplote
bol sledovaný vo flašiach s kvasných uzáverom
v 400 ml fermentačného média, staticky pri teplo-
te 30; 33: 37 ; 40 a 43 "C.

Vo všetkých prípadoch bolo na inokuláciu do
kultivačného' resp. fermentačného média použité
l0% obj. inokula kultivovaného 48 h aeróbne pri
28 "C.

Analytické metódy
Rast buniek pri meraní rastových rýchlostí bol

hodnotený nefelometricky na Langeho kolorime-
tri. Koncentrácia biomasy počas kultivácie pri
zvýšenej teplote bola stanovená po scentrifugova-
ní sterilne odobratej vzorky a premytí suspenzie
buniek vo fyziologickom roztoku meraním nára-
stu optickej hustoty pri 620 nm [l2]. Sušina bun-
kovej hmoty bola stanovená sušením do konštant-
nej hmotnosti pri 105 "C. Prírastok biomasy bol
vypočítaný ako rozdiel koncentrácie sušiny bu-
niek na začtatkl a na konci kultivácie.

Viabilita buniek bola stanovená po vitálnom
farbení buniek metylénovou modrou a vyjadrená
ako 0Á živých buniek z celkového počtu zisteného
poěítaním v Biirkerovej komÓrke.

Etanol bol stanovený plynovou chromatogra-
fiou. Glukóza bola stanovená spektrofotometric-
ky pomocou 3,5-dinitrosalícylovej kyseliny.

Výpočet maximálnej špecifickej rastovej rýchlosti
Maximálna špecifická rastová qýchlosť (p-"")

bola vypočítaná fitovaním lineárnej časti rastovej
krivky zistenej meraním optickej hustoty kultúry
počas kultivácie [13]'

Výpočet hodnót ID',
Koncentrácia etanolu spósobujúca 500/o inhibí-

ciu p-"^ oproti [.u* Vo vzorke bez prítomnosti eta-
nolu bola stanovená z krivky toxicity, ktorá pred.
stavuje závislosť F-u" od logaritmu koncentrácie
pridaného etanolu.

VÝSLEDKY A DISKUSIA

1. Vplyv etanolu na rastovú 4ýchlosť kvasiniek
Posúdenie rastu kvasiniek v prítomnosti róznej

Tabulka 2. Prírastok biomasy kvasiniek kultivovaných
anaeróbne pr i  35.C 24h a pr i  40"C 48h
s prídavkom etanolu 0; 6 a l0 % obj.

Testované kmene
Saccharomyces

cerevisiae

PRÍRASTOK BIoMASY lgll|
bez prídavku

etanolu
s prídavkom

etanolu

35 'C 40'c 35 "C/
6% obj

40 "c/
lO%obj

CCY 2T-4-71
ccy 21-4-26

?5n
.096

0,443
0,'n6

0,986
0,840

-o 1))
0,13 8

Pz 172
Pz 90
Pk 17
Krfl 22
OOSFRH
I r20
LH 02/2
OHF
Alltech
LHF 2-5

334
160
105
93',1
022
001
114
105
090
069

0,531
0,572
0,476
0,466
o 1)4
0,480
0,404
0,390
0,432
0.329

0,7 54
0,'709
o sqq
0,669
0,547
0,508
0,695
0,565
0,452
o {?5

-o
-0,
-0,
-0,
-0
-o
-0
-0,
-o
-0.

)36
90
64
,51
.3 t

ts2
t24
t73
t85
147

R
R
R
R
R
R

VEV
vEv
vEv
VEV
VEV
vEv

0-35-39
0- I 3-5
0-35-8
0- l  3-6
0-25- I 0
5-t-416

1,052
1,03 1
0,911
0,8 10
0,672
0,484

0,446
0,351
0,382
0,358
0,1 33
0,1 03

0,826
I,028
0,597
0,731
0,403
0,394

-0,
-0,
-o
-0

-o

44
08
19
02

t3

koncentrácie externe pridaného etanolu patri
medzi najjednoduchšie a najviac použivané metó-
dy stanovenia etanoltolerancie. Túto metódu Sme
použili pri skriningu 18 kmeňov kvasiniek a z na-
meraných rastových kriviek sme vypočítali maxi-
málnu rastovú rýchlosť F.u* ? hodnotu ID5o. vý-
sledky sú uvedené v tabuťke 1, pričom kvasinky sú
v nej zoradené podťa klesajúcich hodnót [D'o.
Medzi kvasinky s najváčšou etanoltoleranciou, te-
da s hodnotou ID56 nad |2,4 % obj, etanolu, znáš-
ho súboru kvasiniek patrili 3 pekárske a liehovar-
nícke kmene, 1 zbierkový kmeň a 2 vinárske kme-
ne. Stimulačný účinok etanolu na rastovú rýchlosť
bol pozorovaný do koncentrácie 60Á obj. etanolu,
u dobre etanoltolerantných kmeňov až do 9 o/o obi'
(tab. I).

2. Vplyv teploty na rast kvasiniek
V snahe zohťadniť poŽiadavku praxe na etano-

lovú fermentáciu pri vyššej teplote Sme Sa v ďal-
šom štúdiu zaoberali vplyvom teploty na etanolto-
leranciu nášho súboru kvasiniek Saccharomyces
cerevisiae. Zvýšenie teploty má podstatný vplyv na
všetky životné funkcie buniek' Pre štádium pro-
dukcie etanolu sú obyčajne optimálne teploty o 5
až |0"C vyššie ako pre štádium rastu buniek tl0].
Lee a kol. ||4]wádzaji, že mezoťtlné kmene Sac-
charomyces cerevisiae majú optimálnu teplotu pre
rast 35 "C a pre fermentáciu 40.C. Samotné zvý-
šenie teploty z 35 na 40 "C sa u nami testovaných
kvasiniek prejavilo na raste poklesom prírastku
sušiny biomasy v priemere o 60 0Á (tab. 2). V prí-
tomnosti etanolu sa optimálna teplota rastu znižu-
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je Il5]' čo potvrdili aj naše výsledky. Pridanie eta-
nolu v koncentrácii 6 % obj. pri teplote 35 "C ma-
lo za následok asi 35 % pokles prírastku biomasy
oproti kultivácii bez prídavku etanolu pri 35 .C

(tab. 2). Pri kultivačnej teplote 28 "C pósobil eta-
nol v koncentrácii 6 % obj' stimulačne na rast kva-
siniek, ako to bolo vyššie uvedené Qlodťa tab. 1).
Porovnaním kultivácií pri28 "C a 35 "C s rÓznymi
koncentráciami externe pridaného etanolu (tab. 1
a 2) sme zistili, Že pri vyššej teplote je inhibičný
účinok etanolu na rast kvasiniek výraznejší. Na-
príklad u kmeňa Saccharomyces cereyisiae LH
02/2 zvýšenie teploty z 28 na 35 "C posunulo hra-
nicu tolerancie k etanolu pri 35 %-nom zniženi
koncentrácie biomasy z pribl'ižne 10 % obj. etano-
lu na 6 % obj. Kombinácia extrémnych podmie-
nok 40 "C a 10 % obj. etanolu spÓsobila pokles
koncentrácie biomasy u všetkých kvasiniek. Sa-
mostatné pÓsobenie oboch stresových faktorov
ovplyvnilo rast V podstatne menšej miere. Napr.
pre spomínaný kmeň Saccharomyces cerevisiae LH
02/2 bo|a inhibícia rastu teplotou 40 "C v porov-
naní s teplotou 35 .C v oboch prípadoch bez eta.
nolu 63 %o-ná a inhibícia rastu pridaním l0 % obj.
etanolu oproti rastu bez etanolu pri kultivačnej
teplote 28 "C bola 20 %.

3. Vplyv teploty na fermentáciu kvasiniek
Zvýšenie fermentačnej teploty pÓsobí na jed-

notlivé fermentačné parametre v róznom rozsahu.
Sledovaním priebehu fermentácie glukózy kvasin-
kou Saccharomyces cerevisiae LH 02/2 pri teplo-
tách 30; 33;3,7;40 a 43 oC sme zist i l i ,  že vplyvom
zvýšenej fermentačnej teploty dochádza k pred-
časnému ukončeniu fermentačnej aktivity' čo ve-
die k neúplnej fermentácii substrátl a v koneč-
nom dÓsledku k nižším výťažkom etanolu (tab.3).
So vzrastom teploty nastáva aj pokles viability bu-
niek, najmá v neskorších štádiách fermentácie.
Strata viability súvisí predovšetkým s kombinova-
ným vplyvom vyššej teploty a toxických efektov
etanolu v dósledku váčšej akumulácie intracelu-
lárneho etanolu pri vyšších teplotách [10]'

Ak si všimneme ovplyvnenie jednotlivých fer-

Tabulka 3. Fermentačné parametťe po 74 h anaeróbnej
kultivócii Saccharomyces cerevisiae LH
02/2 pr i  30:33:37;40 a 43'C.

Obrázok 1. Vplyv teploty na fermentačné parametre po
74 h anaeróbnej kultivácii Saccharomyces cereyisiae LH
02/2 pr i  30; 33; 37 : 40 a 43 "C.

100% etanol' resp. biomasa : koncentrácia etanolu,
resp. biomasy pri 30'C,
l00% glukóza : úplná spotreba glukózy

mentačných parametrov teplotou v percentuál-
nom vyjadrení na obr. l, zistíme, že fermentačná
aktivita sa aj pri 43 "C udrža|a na zhruba 50 %
úrovni, podobne ako spotreba glukózy. Váčší po-
kles spÓsobený teplotou bol pozorovaný na viabi-
lite kvasiniek - pri teplote 43 "C bola viabilita
35 %. Najviac bol teplotou inhibovaný rast kvasi-
niek, už pri teplote 37 .C dosahova| Iba 43 0/o
z prírastku pri kultivačnej teplote 30 oC, pri vyš-
ších teplotách to bolo iba 6-8 %.

DÓležitosť týchto poznatkov pre priemyselné
fermentácie je ztejmá. Pri váčšine procesných tep-
lót v čase inokulácie, keď ešte etanol nie je prí-
tomný, rýchlosť rastu kvasiniek mnohonásobne
prevyšuje rýchlosť ich odumierania. Avšak s po-
stupnou akumuláciou etanolu sa znižuje optimál.
na a maximálna teplota pre rast a rozdiel medzi
rýchlosťou rastu a odumierania sa zmenšuje. Na.
koniec mÓže nahromadené množstvo etanolu spó-
sobiť, že rýchlosť odumierania prevýši rastovú
rýchlosť a fermentácia sa zastaví. Fermentácia je
teda závis|á na teplotnom režime, ktorý sa odlišu-
je jednak podl'a kmeňa aj podl'a akumulácie eta-
nolu.
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le/rl'

Yp6fo/o!2 glukóza
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le/11'
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ÍVo]
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JJ

JI

40
43

lRq
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?, q{

3 l , l
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R51
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Lektorovala Ing. Ida Hollerová

Ciesarová, Z._Šmogrovičová, D.: Vplyv etanolu
a teploty na rast kvasiniek. Kvas. prům., 42, 1996,
č. 4. s.  |29-|32.

V práci boli sledované zmeny rastových rýchlo-
stí l8 kmeňov kvasiniek Saccharomyces cerevisiae
po pridaní extracelulárneho etanolu, resp. zmeny
rastu kvasiniek počas fermentácie pri zvýšenej
teplote. Kombinovaný vplyv etanolu (6 % obj.)
a teploty (35 .C) má za následok asi 60% zniženie
prírastku biomasy. Naproti tomu Samotný etanol
v koncentrácii 6-9 0Á ob| pri teplote 28 "C má na
rastovú rýchlosť kvasiniek stimulačný efekt, takti-
ež aj mierne zvýšenie teploty (na j3 až j5 .C)
v počiatočných štádiách fermentácie pozitívne ov-
plyvňuje rýchlosť rastu a produkcie etanolu.

Ciesarová, Z. _ Šmogrovičová, D.: The Influence
of Ethanol and Temperature on Yeast Growth.
Kvas. prům., 42, 1996, No. 4, pp. |29-|32.

Changes of growth rate of 18 Saccharomyces
cerevisiae yeast strains after extracellular ethanol
addition and after fermentation under increased
temperature respectively were studied. Combined
effect of ethanol (6%v/v) and temperature
(35'C) resulted in 600/o decrease of biomass ac-
quisition. On the other hand, ethanol only in con-
centration 6-9% v/v at 28'C stimulated yeast
growth rate. Small increase of temperature (from

28 "C to 33-35 'C) in earlier growth phases posi-
tively affected growth rate and ethanol produc-
tion.

Ciesarová, Z. - Šmogrovičová, D.: Einfluss des
Áthanols und der Temperatur auf das Hefewach.
stum. Kvas. prům. 42, |996, Nr. 4, s. |29-|32.

In der Arbeit wurden die Ánderungen der
Wachstumsgeschwindigkeiten bei t8 Stámmen
der Hefen Saccharomyces cerevisiae nach Zugabe
Von extrazellularem Áthanol. bzw. die Ánderun-
gen des Hefewachstums wáhrend der Fermenta-
tion bei erhÓhter Temperatur verfolgt. Der Kom-
binierte Einfluss von Áthanol (6 Vol. %) und
Temperatur (35 "C) hat zur Folge eine cca 60t/o
Senkung des Hefemassezuwachses. Áthanol sel-
ber hat dagegen in der Konzentration 6-9 Vol. %
bei der Temperatur von 28 "C einen Stimulation-
seffekt auf die Wachstumsgeschwindigkeit der
Hefen, sowie auch eine mas-qige TemperaturerhÓ-
hung (auf 33 bis 35 'C) in den Anfangsstadien der
Fermentation einen positiven Einfluss auf die
Wachstumsgeschwindigkeit und die Áthanolpro-
duktion aufweist.

I{uecapona, 3. - llluorponuqoBa, A.: BaraqHue
3TaHoJIa I| TeMneparypbl Ha pocT Apoxcxceň. Kgac.
npyM.,42, 1996, NQ 4, crp. 129-1i2.

B pa6ore uccneAoBanr4cb rz3MeHeHr4rr cKopoc-
reň pocra l8 turanarvloa 4poxxeň Saccharomyces
cerevisiae [ocJre npu6arreHus oKcrpaqenJrronap-
Ho|o 3TaHoJIa) IjIIlj xe I43MeHeHI,IÍ pocTa ApoX-
xeň s TeqeHue QeprreHraqvll4 npr nosr,Ir[eHHož
TeMneparype. Kolr6rzHr,rpoBaHHoe BrnrrHrze 3Ta-
Hora (6 % o6sena.) 14 TeMrreparyprr (35 oC) srr-
3brBaer oKono 60 % nonuxeHue rpupocra 6no-
Maccbr. Hao6opor caM 3TaHoJr B KoHueHTparluu
6 -9 %o o6seM. rrpr,r reMrreparype 28 oC Ha cropocrl
pocTa oKa3I,IBaeT cTuMynquuorrHrtň eQQexr, rar-
xe r.r yMepeHHoe noBbrrrreHrre reMlreparypu (ao
33-35 oC) r HauaJIbHbIX crarvr.x QeptreHraquu
rroJroxureJrbHo BJrr4fleT Ha cKopocTb pocra Iz ilpo-
AyKrlran 3TaHoJIa.

Náš rozhovor
DozVUKY z BRAU NÚRNBERG

Kooperace jako pomoc k přežití

lnterview ,,Kvasného průmys|u,, s prezidentem kooperační spoleěnosti soukromých pivovarů
,,Brau Ring,, panem Manfredem Gebhardt-Eulerem (ve stánku spoIečnosti na rnýstavě)

|D Pane prezidente, náš časopis vycházív zemi, která má právě tak starou a silnou pivovarskou tra-
dici jako Německo; malé a střední pivovary stejně tak jako u Vás se snaží obstát v tvrdé konkurenci,
ale protože k privatizaci pivovarů došlo poměrně nedávno, myšlenka kooperace dosud nezapustila
tak pevné kořeny jako u Vás' Proto chceme našim čtenářům přinést interview právě s Vámi' l když


