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UvoD

Pritomnost etanolu a zvy$ena teplota spdsobuji
zmenu fyzikalnochemickych vlastnosti kultivaéné-
ho prostredia kvasiniek. KedZe primarnym mies-
tom vplyvu obidvoch faktorov je cytoplazmaticka
membrana, kvasinky reagujii na zmenené vonkaj-
Sie podmienky najmi prestavbou membranovych
lipidov [I, 2]. Etanol zniZuje funkénost hydrofob-
nej vrstvy membrany ako bariéry a zvySuje perme-
abilitu membrany. Efekt tejto zvySenej permeabi-
lity membrany bunky ¢iastoéne kompenzuju zvic-
Senim priemernej dizky acylovych refazcov mem-
branovych fosfolipidov, éim sa zvy$i hribka hy-
drofébnej vrstvy a obnovi sa esencialna bariérova
funkcia membrany [3]. ZvySena etanoltolerancia
a produkecia etanolu byva v kvasinkach ¢asto spo-
jena so zvysenou nenasytenostou mastnych kyse-
lin a pritomnostou sterolov v membrane [4, 5].

Etanol ako produkt fermentacie kvasiniek po-
sobi na bunku uz vo fyziologicky produkovanych
koncentraciach, a to v troch hlavnych smeroch:
ovplyviiuje rast, viabilitu a fermenta¢ni schop-
nosf kvasiniek. V bunke zasahuje rozne Struktury:
hydrofébne proteiny cytoplazmatickej a mito-
chondrialnej membrany, hydrofilné rozpustné
proteiny, membrany réznych bunkovych partikil
— lyzozémov, vakuol, jadra a endoplazmatické
retikulum [6]. Jednotlivé enzymy, zGéastiiujice sa
na metabolickych procesoch v bunke, ako napr.
glykolytické, respira¢né; transportné, pripadne ly-
polytické enzymy, maji réznu senzitivitu na eta-
nol [7—11].

Rozsah etanoltolerancie a termotolerancie kva-
siniek je dany vonkaj$imi podmienkami prostre-
dia, najmi zdrojom uhlika a dusika, pritomnostou
aditivnych latok, spésobom vedenia procesu
a pod. Za rovnakych podmienok vsak mozeme zi-
stif u réznych kmenov réoznu etanol- a termotole-
ranciu, teda tieto vlastnosti su do urcitej miery aj
geneticky determinované.

V préaci sme testovali toleranciu voéi etanolu
a teplote za definovanych podmienok u 18 kme-
nov kvasiniek Saccharomyces cerevisiae — pekar-
skych, liehovarnickych a vinarskych. Sledovali
sme Specifické rastové rychlosti a maximalne kon-
centracie biomasy pri kombinovanom vplyve eta-
nolu a teploty a fermentaéné parametre fermenta-
cie ovplyvnené teplotou v rozsahu 30 az 43 °C.

MATERIAL A METODY

Kmene mikroorganizmov

V experimentoch sme pouzili 18 kmenov kvasi-
niek Saccharomyces cerevisiae (zoznam testova-
nych kmenov je uvedeny v tabulke 1). Kultary
boli udrziavané na Sikmych agaroch so sladino-
vym extraktom (Imuna, Sarisské Michalany) pri
4°C.

Tabulka I. Maximdlne specifické rastové rychlosti kva-
siniek Saccharomyces cerevisiae kultivova-
nych 70 h pri 28°C aerébne v médiu s pri-
davkom 0; 3; 6; 9; 12 a 15 % obj. etanolu

maximalna $pecifickd rastov rychlost [h~')
Kmen koncentrécia etanolu % obj] 1Dy
o AT
pekarske a lichovarnicke kmene

OOSFRH 00167 | 0,0321 | 0,0156 | 0,0184 | 0.0155 | 0,0008 (1337

CCY 21426 10,0202 | 0,0523 | 0,0232 {0,023 | 0,015 ]0,0008 1295

Pz 90 0,018 |0,0458 0,024 |0,0233 [ 0,0104 —0,000212,42

Pk 17 00174 {0,038 | 00195 | 0,0215 [ 0,0102 |0,00005 (12,4

Pz 172 0,0173 10,0399 | 0,026 | 0,0218 | 0,0082 | 0,0002 |11,87

Alltech 0,0164 | 0,0395 | 0,0167 | 0,019 | 0,0076 |0,0002 |11.82

OHF 0,022 [0,0395 |0,0179 {0,0214 | 0,0102 |0,0007 |11,74

LH 02/2 0,0209 | 0,0523 | 0,0266 | 0,0201 | 0,0078 | 0,0007 [11,25

Km 22 0.017 [0,0365 |0,0249 {0.0216 | 0,0043 | 0,0001 |112

LHF 25 0.0191 f0,0405 [ 0,026 0,02 [ 0,005 |0,0001 1101

CCY 21471 [ 0,0189 | 0,0492 [ 0,0204 10,0202 | 0.0018 | 0,001 (10,63

1120 0.0175 | 0,0395 [ 0,0248 | 0,019 |=0.001 |0,0003 |10.42

vinarske kmene

RIVE V 10-13-6 [ 0,0193 {0,039 [0,0188 [0,0218 [ 0,0217| 00002 [I36

RIVE V 10-13-5 [0,0193 0,551 [0,0196 00194 [ 00118 | 0001 [12,54

RIVE V 10-25-10{ 0,0218 [0,0385 {0,021 |0,0226 { 0,0083 | 00004 |I1,36

RIVE V 10-35-39] 0,0195 | 0,025 [0.0178 | 0,0214 | 0,0057 [ 0,0005 [11,13

RIVE V 15-1-416{ 0,0187 [ 0,0438 [ 0,0185 | 0,0194 [ 0,0043] 0,0004 [109

RIVE V 10-35-8 [ 0.0199 | 0,0451 [ 0,0191 [0,0211 | 00029 0,0007 {10,7

" koncentracia etanolu sposobujtica 50 % inhibiciu maximélnej Specifickej rastove]
richlosti

Kultivaéné média

Na inokulaciu, kultivaciu a fermentaciu bolo
pouzité médium so zlozenim [g/1]: (NH,),SO,, 5;
kvasni¢ny autolyzat, 3; KH,PO,, 2; MgS0O,.7H,0,
1; CaCl,, 0,1; NaCl, 0,1. Hodnota pH bola upra-
vena na 5,8. Ako zdroj uhlika bola pouzita gluko-
za v koncentracii:
- pre inokulaéné médium 20 g/1
« pre kultiva¢né médium 40 g/1
- pre fermenta¢né médium 125 g/1
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Do kultivaéného média bol pridany etanol v kon-
centracii 0; 3; 6; 9; 12 a 15 % obj. Fermenta¢né
médium bolo pripravené v tlmivom roztoku s pH
5,8 so zlozenim 0,2 mol/l Na,HPO, a 0,2 mol/I
NaH,PO.,.

Kultiva¢né podmienky

Meranie rastovych rychlosti kvasiniek v pritom-
nosti etanolu prebiehalo v skimavkach s Kapsel-
bergovymi uzavermi na trepacke pri 28 °C podas
70 h s pridavkom etanolu 0; 3;6;9; 12 a 15 % obj.
v 10 ml kultivaéného média.

Meranie termotolerancie kvasiniek prebiehalo
v skiimavkach s Durhamovou skiimavkou staticky
pri 35 a 40 °C pocas 24, resp. 48 h v 5 ml kultivac-
ného média.

Priebeh fermentacie kvasiniek pri vy$sej teplote
bol sledovany vo flasiach s kvasnych uzaverom
v 400 ml fermenta¢ného média, staticky pri teplo-
te 30; 33; 37; 40 a 43 °C.

Vo vsetkych pripadoch bolo na inokulaciu do
kultivaéného, resp. fermentaéného média pouzité
10% obj. inokula kultivovaného 48 h aerdbne pri
28 °C.

Analytické metody

Rast buniek pri merani rastovych rychlosti bol
hodnoteny nefelometricky na Langeho kolorime-
tri. Koncentracia biomasy pocas kultivacie pri
zvy$enej teplote bola stanovena po scentrifugova-
ni sterilne odobratej vzorky a premyti suspenzie
buniek vo fyziologickom roztoku meranim nara-
stu optickej hustoty pri 620 nm [12]. Susina bun-
kovej hmoty bola stanovena suSenim do konStant-
nej hmotnosti pri 105 °C. Prirastok biomasy bol
vypoditany ako rozdiel koncentracie suSiny bu-
niek na zaciatku a na konci kultivacie.

Viabilita buniek bola stanovena po vitdlnom
farbeni buniek metylénovou modrou a vyjadrena
ako % Zivych buniek z celkového poctu zisteného
pocitanim v Biirkerovej komorke.

Etanol bol stanoveny plynovou chromatogra-
fiou. Glukoza bola stanovena spektrofotometric-
ky pomocou 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny.

Vypocet maximalnej specifickej rastovej rychlosti

Maximalna Specificka rastova rychlost (W)
bola vypoéitana fitovanim linearnej ¢asti rastovej
krivky zistenej meranim optickej hustoty kultary
pocas kultivacie [13].

Vypocet hodnét 1Dy,

Koncentracia etanolu sposobujica 50% inhibi-
ciu ., oproti W, vo vzorke bez pritomnosti eta-
nolu bola stanovena z krivky toxicity, ktora pred-
stavuje zavislost U, od logaritmu koncentracie
pridaného etanolu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

1. Vplyv etanolu na rastovii rychlost kvasiniek
Posudenie rastu kvasiniek v pritomnosti roznej

Tabulka 2. Prirastok biomasy kvasiniek kultivovanych
anaerdbne pri 35°C 24 h a pri 40°C 48 h
s pridavkom etanolu 0; 6 a 10 % obj.

PRIRASTOK BIOMASY Ig/1]

Testované kmene| bez pridavku s pridavkom
Saccharomyces etanolu etanolu

Cereyiige 35°C | 40°C |35°C/ | 40°C/
6% obj | 10%obj
CCY 21-4-71 1,250 | 0,443 | 0,98 | -0,122
CCY 21-4-26 1,096 | 0716 | 0,840 | —0,138
Pz 172 1,334 | 0,531 | 0,754 | 0,036
Pz 90 1,160 | 0,572 | 0709 | —0,190
Pk 17 1,105 | 0,476 | 0,599 | —0,164
Km 22 0937 | 0,466 | 0,669 | —0,151
OOSFRH 1,022 | 0324 | 0547 | 0,137
1120 1,001 | 0,480 | 0508 | —0,152
LH 02/2 1,114 | 0,404 | 0,695 | —0,124
OHF 1,105 | 0,390 | 0,565 | -0,173
Alltech 1,000 | 0432 | 0452 | -0,185
LHF 2-5 1,069 | 0,329 | 0,525 | —0,147
RIVE V 10-35-39] 1,052 | 0.446 | 0.826 | 0,144
RIVE V 10-13-5 | 1,031 | 0351 | 1,028 | 0,108
RIVE V 10-35-8 | 0917 | 0,382 | 0,597 | —0,119
RIVE V 10-13-6 | 0,810 | 0358 | 0,731 | —0,102
RIVE V 10-25-10] 0,672 | 0,133 | 0,403 0
RIVE V 15-1-416| 0,484 | 0,103 | 0394 | —0,073

koncentracie externe pridaného etanolu patri
medzi najjednoduchsie a najviac pouzivané meto-
dy stanovenia etanoltolerancie. Tito metédu sme
pouzili pri skriningu 18 kmenov kvasiniek a z na-
meranych rastovych kriviek sme vypoéitali maxi-
malnu rastovi rychlost .., a hodnotu IDs;. Vy-
sledky st uvedené v tabulke I, pricom kvasinky st
v nej zoradené podla klesajucich hodndt 1Ds,.
Medzi kvasinky s najvdcsou etanoltoleranciou, te-
da s hodnotou 1Dy, nad 12.4 % obj. etanolu, z nas-
ho suboru kvasiniek patrili 3 pekarske a liehovar-
nicke kmene, 1 zbierkovy kmen a 2 vinarske kme-
ne. Stimula¢ny uéinok etanolu na rastovu rychlosf
bol pozorovany do koncentracie 6 % obj. etanolu,
u dobre etanoltolerantnych kmenov az do 9 % obj.
(tab. I).

2. Vplyv teploty na rast kvasiniek

V snahe zohl'adnif poziadavku praxe na etano-
lovi fermentaciu pri vyssej teplote sme sa v d’al-
§om §tadiu zaoberali vplyvom teploty na etanolto-
leranciu nasho suboru kvasiniek Saccharomyces
cerevisiae. Zvysenie teploty ma podstatny vplyv na
vsetky zivotné funkcie buniek. Pre stadium pro-
dukcie etanolu st oby¢ajne optimalne teploty o 5
az 10 °C vyssie ako pre stadium rastu buniek [10].
Lee a kol. [14] uvadzaji, ze mezofilné kmene Sac-
charomyces cerevisiae maji optimalnu teplotu pre
rast 35 °C a pre fermentaciu 40 °C. Samotné zvy-
Senie teploty z 35 na 40 °C sa u nami testovanych
kvasiniek prejavilo na raste poklesom prirastku
susiny biomasy v priemere o 60 % (tab. 2). V pri-
tomnosti etanolu sa optimalna teplota rastu znizu-
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je [15], éo potvrdili aj nase vysledky. Pridanie eta-

nolu v koncentracii 6 % obj. pri teplote 35 °C ma-
" lo za nasledok asi 35 % pokles prirastku biomasy
oproti kultivacii bez pridavku etanolu pri 35 °C
(tab. 2). Pri kultiva¢nej teplote 28 °C pdsobil eta-
nol v koncentracii 6 % obj. stimulaéne na rast kva-
siniek, ako to bolo vyssie uvedené (podla tab. 1).
Porovnanim kultivacii pri 28 °C a 35 °C s r6znymi
koncentraciami externe pridaného etanolu (tab. 1
a 2) sme zistili, ze pri vyssej teplote je inhibi¢ny
uc¢inok etanolu na rast kvasiniek vyraznejsi. Na-
priklad u kmena Saccharomyces cerevisiae LH
02/2 zvysenie teploty z 28 na 35 °C posunulo hra-
nicu tolerancie k etanolu pri 35 %-nom znizeni
koncentracie biomasy z priblizne 10 % obj. etano-
lu na 6% obj. Kombinacia extrémnych podmie-
nok 40°C a 10% obj. etanolu spdsobila pokles
koncentracie biomasy u vsetkych kvasiniek. Sa-
mostatné posobenie oboch stresovych faktorov
ovplyvnilo rast v podstatne menSej miere. Napr.
pre spominany kmen Saccharomyces cerevisiae LH
02/2 bola inhibicia rastu teplotou 40 °C v porov-
nani s teplotou 35 °C v oboch pripadoch bez eta-
nolu 63 %-na a inhibicia rastu pridanim 10 % obj.
etanolu oproti rastu bez etanolu pri kultivaénej
teplote 28 °C bola 20 %.

3. Vplyv teploty na fermentaciu kvasiniek

ZvySenie fermentacnej teploty pdsobi na jed-
notlivé fermentaéné parametre v roznom rozsahu.
Sledovanim priebehu fermentacie glukozy kvasin-
kou Saccharomyces cerevisiae LH 02/2 pri teplo-
tach 30; 33; 37; 40 a 43 °C sme zistili, Ze vplyvom
zvySenej fermentacnej teploty dochadza k pred-
¢asnému ukonceniu fermentaénej aktivity, ¢o ve-
die k nelplnej fermentacii substratu a v konec-
nom désledku k niz§im vyfazkom etanolu (tab. 3).
So vzrastom teploty nastava aj pokles viability bu-
niek, najmid v neskorSich Stadiach fermentacie.
Strata viability savisi predovietkym s kombinova-
nym vplyvom vysSej teploty a toxickych efektov
etanolu v dosledku vidcsej akumulacie intracelu-
larneho etanolu pri vyssich teplotach [10].

Ak si vS§imneme ovplyvnenie jednotlivych fer-

Tabulka 3. Fermentacné parametre po 74 h anaerébnej

kultivacii  Saccharomyces cerevisiae LH
0272 pri 30; 33; 37; 40 a 43°C.
teplota | etanol |Yp,g[%]* |gluk6za [biomasa |viabilita
°C] | [g/1) [g/11 | [g/1Ff (%]
30 38,9 32,95 6,36 2,09 95
33 38,43 31,1 6,77 1.7 95
37 36,66 30,41 8,53 0,91 49
40 20,65 16,95 51,35 0,17 41
43 19,7 16,17 54,8 0,14 35

! koncentracia naprodukovaného etanolu [g/]]
* vytazok etanolu na glukozu

* koncentracia zostatkovej glukozy [g/1]

* prirastok susiny biomasy [g/]

Obrazok 1. Vplyv teploty na fermentacné parametre po
74 h anaerdbnej kultivacii Saccharomyces cerevisiae LH
02/2 pri 30; 33; 37: 40 a 43 °C.

100

etanol
glukdza
Blomass . bilita

100% etanol, resp. biomasa = koncentracia etanolu,
resp. biomasy pri 30 °C,

100% glukdéza = aplna spotreba glukoézy

mentaénych parametrov teplotou v percentual-
nom vyjadreni na obr. I, zistime, ze fermentac¢na
aktivita sa aj pri 43 °C udrzala na zhruba 50 %
urovni, podobne ako spotreba glukoézy. Vicsi po-
kles sposobeny teplotou bol pozorovany na viabi-
lite kvasiniek — pri teplote 43 °C bola viabilita
35 %. Najviac bol teplotou inhibovany rast kvasi-
niek, uz pri teplote 37 °C dosahoval iba 43 %
z prirastku pri kultivaénej teplote 30 °C, pri vys-
Sich teplotach to bolo iba 6—8 %.

Délezitost tychto poznatkov pre priemyselné
fermentacie je zrejma. Pri vic¢Sine procesnych tep-
1ot v case inokulacie, ked’ este etanol nie je pri-
tomny, rychlost rastu kvasiniek mnohonasobne
prevySuje rychlost ich odumierania. Aviak s po-
stupnou akumuléaciou etanolu sa zniZzuje optimal-
na a maximalna teplota pre rast a rozdiel medzi
rychlosfou rastu a odumierania sa zmens$uje. Na-
koniec mdze nahromadené mnozstvo etanolu spo-
sobif, Ze rychlost odumierania prevysi rastovi
rychlost a fermentécia sa zastavi. Fermentacia je
teda zavisla na teplotnom rezime, ktory sa odlisu-
je jednak podl'a kmena aj podl'a akumulacie eta-
nolu.
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Ciesarova, Z.—Smogrovi¢ova, D.: Vplyv etanolu

a teploty na rast kvasiniek. Kvas. prim., 42, 1996,

¢. 4,s. 129—132.

V praci boli sledované zmeny rastovych rychlo-
sti 18 kmeriov kvasiniek Saccharomyces cerevisiae
po pridani extracelularneho etanolu, resp. zmeny
rastu kvasiniek pocas fermentacie pri zvySenej
teplote. Kombinovany vplyv etanolu (6 % obj.)
a teploty (35 °C) mé za nasledok asi 60% znizenie
prirastku biomasy. Naproti tomu samotny etanol
v koncentracii 6—9 % obj. pri teplote 28 °C ma na
rastovu rychlost kvasiniek stimulaény efekt, takti-
ez aj mierne zvysenie teploty (na 33 az 35 °C)
v pociato¢nych Stadiach fermentacie pozitivne ov-
plyviiuje rychlost rastu a produkcie etanolu.

Ciesarova, Z. — Smogrovi¢ova, D.: The Influence
of Ethanol and Temperature on Yeast Growth.
Kvas. prum., 42, 1996, No. 4, pp. 129—132.
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 60 % 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

Nas rozhovor

DOZVUKY Z BRAU NURNBERG

Kooperace jako pomoc k preziti

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

Ciesarova, Z. — Smogrovic¢ova, D.: Einfluss des
Athanols und der Temperatur auf das Hefewach-
stum. Kvas. prim. 42, 1996, Nr. 4, S. 129—132.

In der Arbeit wurden die Anderungen der
Wachstumsgeschwindigkeiten bei 18 Stimmen
der Hefen Saccharomyces cerevisiae nach Zugabe
von extrazellularem Athanol, bzw. die Anderun-
gen des Hefewachstums wihrend der Fermenta-
tion bei erhdhter Temperatur verfolgt. Der Kom-
binierte Einfluss von Athanol (6 Vol. %) und
Temperatur (35 °C) hat zur Folge eine cca 60 %
Senkung des Hefemassezuwachses. Athanol 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 missige Temperaturerho-
hung (auf 33 bis 35 °C) in den Anfangsstadien der
Fermentation einen positiven Einfluss auf die
Wachstumsgeschwindigkeit und die Athanolpro-
duktion aufweist.

Ilnecapora, 3. — Illimorposuuosa, /I.: Bansuue
3TAHOJIA W TeMNepaTypbl HA pocT Jpoxkeri. Kpac.
apym., 42, 1996, Na 4, ctp. 129—132.

B pabote ucciienoBaniuch M3MEHEHHS CKOPOC-
Teit pocta |18 wramMoB aposkcken Saccharomyces
cerevisiae nocine npubapieHns 3KCTpaLenroap-
HOrO 3TaHO;a, MIIM Ke U3MEHEHUs pocTa ApPOK-
kel B TeueHue (epMeHTaUUH MPH MOBLILLIEHHOI
TemnepaTtype. KoMOnHHpOBaHHOE BIHMsHHE 3Ta-
Hona (6% obbem.) n Temnepartypbl (35 °C) Bbl-
3biBaeT okoso 60 Y% noumkenue npupocra Guo-
Maccel. HaobopoT caMm 3TaHOJ B KOHLEHTpaLUU
6—9% 06nem. npu remnepatype 28 °C Ha CKOPOCTh
poOCTa 0Ka3bIBAeT CTUMYJISLMOHHBIN 3Q(eKT, Tak-
K€ M YMEpPEeHHOE IOBBbILIEHHE TeMIepaTypsl (10
33—35°C) B Ha4albHbIX CTAAMsIX (epMeHTaLUU
MOJIOKUTENILHO BIIUSET Ha CKOPOCTH POCTa U MPO-
JYKUHW 3TAHOTIA.

Interview , Kvasného primyslu’’ s prezidentem kooperaéni spoleénosti soukromych pivovart
.Brau Ring’’ panem Manfredem Gebhardt-Eulerem (ve stanku spole¢nosti na vystavé)

@ Pane prezidente, nds casopis vychazi v zemi, ktera ma praveé tak starou a silnou pivovarskou tra-
dici jako Néemecko, malé a stfedni pivovary stejné tak jako u Vas se snaZi obstat v tvrde konkurenci,
ale protoZe k privatizaci pivovard doslo pomérné nedavno, myslenka kooperace dosud nezapustila
tak pevné koreny jako u Vas. Proto chceme nasim ¢tenarum prinést interview pravé s Vami. | kdyz



