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1. Wstep

iomasa roslinna — obfite, tatwo odnawialne i tanie zrédlo weglowodanow

— stanowi cenny surowiec do produkcji m. in. etanolu. Podstawowym

problemem ekonomicznej optacalnosci tego procesu jest wydajna fermentac
ksylozy, pentozy stanowigcej gtéwny skiadnik hemiceluloz, ktéra ulega asy-
milacji i fermentacji mikrobiologicznej znacznie trudniej niz glukoza (1).
WsSréd drobnoustrojow posiadajacych te zdolnos$¢é wyrdzniaja sie drozdze Pi-
chia stipitis, Candida shehatae i Pachysolen tannophilus (1,2). Jednakze
w mieszaninach cukrow odpowiadajgcych skladem hydrolizatom ligninoce-
lutozowym nastepuje sekwencyjna asymilacja cukroéw przez wymienione droz-
dze, w ktorej heksozy sg preferencyjnie fermentowane przed D-ksylozg (2,3).
Taki schemat fermentacji wynika gtéwnie ze zjawiska glukozowej represji
katabolicznej, stad ksyloza wykorzystywana jest dopiero, wtedy gdy w podiozu
pozostaje niewiele glukozy (4,5). Dlatego, jak sie wydaje, korzystne jest mo-
zliwie szybkie odfermentowanie glukozy przez drozdze Saccharomyces cerevi-
siae, a do fermentacji pentoz nalezy uzy¢ odpowiednich drozdzy fermentuja-
cych te cukry.

Jednym z rozwigzan zwiekszenia wydajnosci procesu i skrécenia czasu
fermentacji jest wykorzystanie wspolnej hodowli drozdzy Saccharomyces ce-
revisiae z drozdzami fermentujgcymi glukoze i ksyloze, np. P. stipitis (1,6,7).
O mozliwosci prowadzenia tego procesu i jego efektywnosci decyduje kilka
warunkoéw. Po pierwsze, zastosowane drozdze nie mogg oddzialdrwaé na siebie
antagonistycznie, w t}mi nie moga wytwarzac¢ toksyn killerowych (8). Po dru-
gie, proces wymaga utrzymywania pewnej niewielkiej ilosci tlenu w podiozu.
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co wpltywa na zwiekszenie efektywnosci fermentacyjnej drozdzy wykorzystu-
jaeych ksyloze. Aby unikng¢ nadmiernego namnazania sie biomasy S. cere-
visiae w warunkaeh natleniania, dobre efekty daje zastosowanie ich mutan-
tow uposledzonych oddechowo. Po trzecie, poziom glukozy w podtozu ho-
dowlanym powinien szybko ulee obnizeniu, aby umozliwi¢ wykorzystanie
ksylozy. Stosowanie drozdzy S. cerevisiae z defektem oddechowym, ale o wy-
sokiej zdolnosei fermentowania glukozy, winno sprzyja¢ wydajnej fermentaeji
ksylozy przez P. stipitis (9), i co rébwnie wazne, nie prowadzi do dominaciji
S. cerevisiae i eliminacji P. stipitis z hodowli (4).

2. Materialy i metody

2.1. Szczepy, podioza

Drozdze gorzelnicze S. cerevisiae o symbolach V30 i Ja(a) i drozdze fer-
mentujgee ksyloze P. stipitis CCY 39501 poehodzily z kolekeji KTPRSIP.
Szezepy drozdzy przeehowywano na skosaeh brzeezkowyeh lub YPG w 4°C.

Stosowane podioza:

— YPG do mutagenizacji (g/l): wyeiag drozdzowy 10,0, pepton 10,0, glu-
koza 20,0, bromek etydyny 10 pg/ml;

— do selekcji mutantéw: YP + glicerol 20,0;

— do badania zdolnosei fermentacyjnych mutantéw (g/l): glukoza 50,0,
wycigg drozdzowy 3,0, (NH4)2S04 3,0, MgS04 x 7H20 1,1, KH2PO4 2,0, mi-
kroelementy wg Mandels-Weber 10 ml/I (10);

— do oznaezania aktywnosci killerowej (g/l): wyciag drozdzowy 3,0, Bac-
to-trypton 5,0, glukoza 10,0, wyciag stodowy 3,0, kwas cytrynowy 10,5, agar
20,0 i biekit metylenowy 0,03;

— inokulacyjne (g/l): wyeigg drozdzowy 3,0, wyciag stodowy 3,0,
(NH4)2S04 5,0, glukoza lub ksyloza 20,0;

— fermentacyjne (g/l): wyciag drozdzowy 3,0, wyciag stodowy 3,0,
(NH4)2S04 5,0, mieszanina modelowa cukrow — glukoza 35,0, ksyloza 15,0.

2.2. Metody

2.2.1. Mutagenizacja i selekcja mutantow

Drozdze gorzelnicze V30 oraz Ja(a) z odmiodzonych hodowli na skosach
brzeczkowych zaszczepiono na podioze YPG z dodatkiem bromku etydyny
w ilosei 10 pg/ml. Hodowle stacjonarne prowadzono w eiemnosci w termo-
stacie o temp. 28°C. Po 48 h hodowle odwirowano (wéwczas w podiozu oz-
naczono nieAvielka zawartos¢ cukru), a uzyskana biomasg zaszczepiono Swie-
ze podioze YPG z bromkiem etydyny. Hodowle prowadzono w tyeh samyeh
warunkaeh przez 24 h (réwniez do zuzycia glukozy), po czym przeniesiono
powtdérnie w opisany sposéb do Swiezej pozywki YPG z bromkiem etydyny.
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Po kolejnej dobie inkubacji drozdze rozcieniczono w ptynie fizjologicznym
i przeszczepiono na agarowe podioze YPG w celu uzyskania pojedynczych
kolonii. Po 2 dobach inkubacji wyroste kolonie przeszczepiono na podtoze
YP z glieerolem, aby potwierdzi¢ ich defekt oddechowy. Kolonie uzyskanych
mutantéw oddechowych rozwijaly sie na YPG, natomiast nie wykazywaly
wzrostu na podtozu z glicerolem.

2.2.2. Poréwnanie zdolnosci fermentacyjnych szczepéw macierzystych
I mutantow

W tym celu przygotowano jednodniowe inokula szczepéw macierzystych
Jaf{a) i V30 oraz wyselekcjonowanych mutantéw w ten sposoéb, ze do podtoza
do badania zdolnosci fermentacyjnej mutantéw wprowadzono komaorki droz-
dzy ze skoséw brzeczkowych lub YPG i namnozono na wytrzgsarce Centro-
mat R przy 200 rpm, w 28°C. Tak przygotowanym inokulum w ilosci 1%
zaszczepiono 100 ml w/w podioza fermentacyjnego w kolbach o objetosci
500 ml. Hodowle prowadzono w warunkach wgtebnych przy 200 rpm, w 28°C
przez 3 doby. Co 24 h oznaczano ilos¢ etanolu i glukozy w plynach poho-
dowlanych oraz stopien przyrostu biomasy komodrkowej.

2.2.3. Zgodnoso6 szczepdw drozdzy S. cerevisiae i ich mutantéw oraz
P. sfipifis (wytwarzanie toksyn killerowych)

Zgodno$¢ drozdzy S. cerevisiae V30 i Ja(a) oraz wybranych mutantéw
sprawdzono na podiozu do oznaczania aktywnosci kitterowej z btekitem me-
tylenowym jako wskaznik zywotnosci komoérek. Szczepy S. cerevisiae i mu-
tanty rozprowadzano na w/w podiozu agarowym, aby uzyskac¢ jednolity
wzrost, natomiast P. stipitis szezepiono w postaci rysy. Wykonano roéwniez
ukitad odwrotny w eetu sprawdzenia aktywnosci kitlerowej S. cerevisiae. Po
inkubacji ptytek w 28°C przez 3 doby, sprawdzono efekt dziatania drobno-
ustrojow zakladajac, ze potencjalny producent toksyny kilterowej, rosnacy
w postaci linii, bylby otoczony strefg zahamowania wzrostu komoérek wra-
zliwych, ograniczong strefg komérek martwych, barwigcych sie na niebiesko
btekitem metylenowym (8).

2.2.4. Réwnoczesna fermentacja glukozy i ksylozy do etanolu
przez mieszane hodowle drozdzy P, st/p/t/ls CCY 39501
z jednym ze szczepOw drozdzy S. cerevisiae V30 | Ja(a)
lub ich wybranymi mutantami oddechowymi V30140, V30Ili24, Jallo,

Jall25
Badane drozdze ze skosow brzeczkowych lub YPG zaszczepiono na podioze
inokulacyjne w itosei 10 ml i inkubowano 24 h w 28'C na wytrzgsaree

Centromat R przy 150 rpm. Tak uzyskane inokula zawieraly okoto 4-6 x 10"

komoérek/mt. Podloza fermentacyjne w ilosci 150 ml w kolbach o objetosci
500 ml szczepiono przygotowanymi hodowlami inokulum w ilosci 2% obje-
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tosciowych (1% S. cereuisiae + 1% P. stipitis). Hodowle fermentacyjne wgtebne
prowadzono na wytrzgsarce Centromat R firmy B. Braun Biotech Interna-
tional przy 150 rpm, aby umozliwi¢ niewielkie natlenianie, w temp. 28°C
przez 6 dni. Prébki analizowano co 24 h.

2.2.5. Metody analityczne

Przyrost biomasy oznaczono w nastepujacy sposob: odwirowano 10 ml
hodowli biomasy, przemywano wodg destylowana, a nastepnie suszono
w temp. 104°C do statej masy. Przy analizie aktywnosci fermentacyjnej mu-
tantdw oddechowych oznaczano przyrost biomasy na podstawie gestosci op-
tycznej przy ?i=550 nm.

Zawartos¢ glukozy w ptynach fermentacyjnych szczepoéw Ja(a) i V30 i ich
mutantdw oddechowych oznaczano metodg opisang przez Millera z kwasem
3,5-dwunitrosalicylowym (11).

Zawartos¢ glukozy, ksylozy i ksylitolu w prébach fermentacyjnych ozna-
czano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Rozdziat
prowadzono na kolumnie firmy Tessek (Czechy) wypetnionej nosnikiem Sep-
haron-NH2 o dtugosci 250 mm oraz wykorzystano detektor refraktometryczny
RIl. Faze ruchomg stanowit acetonitryl i woda w stosunku 80:20.

Zawartos¢ etanolu oznaczano metoda chemiczng Kellermanna (12).

3. Wyniki

w wyniku mutagenizacji drozdzy gorzelniczych S. cereuisiae Ja(a) i V30
wyselekcjonowano 8 mutantéw Ja(a) oraz 11 mutantow V30. W poréwnaniu
ze szczepami wyjsciowymi charakteryzowaty sie one wolniejszymi przyrostami
biomasy i zuzyciem glukozy zwiaszcza w pierwszej dobie inkubaciji (szczepy
wyjsciowe juz po pierwszej dobie wykorzystalty prawie w catosci glukoze,
podczas gdy mutanty po dwéch dobach) oraz wolniejsza produkcja etanolu.
Najwieksze stezenia etanolu w pozywce odnotowano po dwoéch lub trzech
dobach hodowli.

W badaniach zgodnosci szczepdéw i aktywnosci killerowej dowiedziono, ze
analizowane drozdze S. cereuisiae i P. siipits nie wytwarzaly czynnikéw Kil-
lerowych, czyli dawaty mozliwos¢ dowolnego tgczenia ich w prowadzeniu
wspolnej hodowli i tgcznej fermentacji glukozy i ksylozy.

3.1. Fermentacja mieszaniny glukozy i ksylozy przez drozdze macierzyste
S. cerevisioe V30 i Ja(a) i P. stipitis w warunkach hodowli wgtebnej

Do fermentacji wykorzystano podioze zawierajace mieszanine glukozy
i ksylozy w stosunku zblizonym do skladu hydrolizatow ligninocetutozowych,
a zatem 3,5% glukozy i 1,5% ksylozy, w ktdbrym szczepy macierzyste S. ce-
reuisiae V30 i Ja(a) szybko asymilowaly glukoze, gdyz po 48 h nie wykryto
obecnosci tego cukm w podiozu pohodowlanym. Natomiast P. stipitis w mi-
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nimalnym stopniu zuzyta ksyloze w polaczeniu ze szczepem S. cerevisiae
V30, a tgeznie z S. cerevisiae Ja(a) wykorzystata okoto 0,5% uzytej pentozy.
Podczas wspoélnych hodowli drozdzy gorzelniczych Ja{a) z P. stipitis po dwdch
dobach fermentacji uzyskano ok. 2% v/v etanolu, eo stanowito maksymalng
wydajnosé, dochodzacg do 57,7% w stosunku do wydajnosci teoretycznej
w przeliezeniu na sume cukrow. W ciggu nastepnych dni ilos¢ etanolu su-
keesywnie sie zmniejszata, prawdopodobnie na skutek reasymitacji etanolu
jako zrodia wegta w miejsce glukozy, ktdéra zostata zuzyta, tub wskutek cze-
Seiowego jego utlenienia. W drugiej dobie hodowla osiggneta faze stacjonarng
wzrostu.

W przypadku réwnoczesnej hodowli drozdzy S. cerevisiae V30 i P. stipitis
najwieksze stezenie etanolu odnotowano dopiero po 96 h hodowli — 2,26%
v/v. Osiggnieto wowczgs maksymalng wydajnos¢ procesu rowng 55,9%, cho-
ciaz komorki osiggnety stacjonarna faze wzrostu po 48 h inkubacji. Dokladne
dane przedstawione sg w tgbetach 1,2,3.

3.2. Fermentacja mieszaniny glukozy | ksylozy przez uposledzony
oddechowo mutant S. cerevisiae V30 lub mutant drozdzy Ja(a)
wraz z P. stipitis w warunkach hodowli wgtebnej

W hodowlach S. cerevisiae Jail6 lub Jall25 z P. stipitis catkowite zuzycie
glukozy nastgpito po 48 h, po czym drozdze rozpoczely utylizacje ksylozy,
ktora po szesciu oraz pieciu dobach ulegta ealkowitej asymilacji. Podczas
hodowli P. stipitis z mutantem oddechowym V3011124 ubytek cukrow ksztai-
towal sie podobnie, natomiast gorszy efekt uzyskano z uzyciem mutanta
V30140, ktéry wykorzystywat glukoze wolniej niz pozostale mutanty. W zwigz-
ku z tym proces wydtuzyl sie w ezasie i po szesciu dobach pozostato jeszcze
okoto 0,5% nie wykorzystanej przez P. stipitis ksylozy (tab. 1). Etanol wy-
twarzany przez kultury mieszane drozdzy Jall6 lub Jall25 i P. stipitis pojawit
sie w maksymalnych stezeniach odpowiednio po 72 i 96 h. Osiggnieto wow-
czas maksymalne wydajnosei etanolu wynoszagee odpowiednio 54,7% i 53,6-
50,5%. W kolejnyeh dwoéch dobach jego stezenie obnizyto sie prawdopodobnie
na skutek reasymitacji, gdyz w koncowej fazie hodowli stanowit jedyne zrédio
wegla, lub na skutek czeseiowego utlenienia. Prz}a'osty biomasy w hodowlaeh
P. stipitis zarébwno z mutantami Ja(a), jak i V30 byly najwyzsze po 48 h.
W ciggu kolejnych dni hodowli nieco sie zmniejszyly, ale ilos¢ biomasy ko-
morkowej sukeesywnie wzrastata do piatej doby, osiggajac w tych hodowlach
wyzsze wartosci w porodwnaniu z hodowlami z udziatem szezepdw maeierzys-
tych (tab. 2 i 3).
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TABEIA |
Zawartosé cukréw w podtozu pohodowij\nym w poszczegdélnych dobach hodowli (%)

99

Zawartos¢ cukréw (%) w podtozu po okreslonym czasie hodowli

Szczepy 1 doba 2 doba
ksyl.  gluk. ksyl. gluk.
a)
K stipitis 15 1,58 148 O
16
A 15 2,41 1,5 0,17
stipitis
125
- 15 2,85 15 0,12
stipitis
A 15 0,5 1,48 0,09
stipitis
140
- 15 3,05 1,5 0,8
stipitis
124
| stipiti 1,5 2,85 15 0,19
stipitis
ksyl. — ksyloza, gluk. — glukoza

3 doba
ksyl.  gluk.
141 0
096 0
087 0
138 0,07
15 0,18
0,99 0,04
Tabela 2

4
ksyl.

1,33

0,54

0,31

1,37

1,32

0,52

doba
gluk.

0

0,01

0,03

0,02

5 doba
ksyl.  gluk.
1,31 0
0,25 0
0,05 0
1,37 0
1,04 0
0,03 0

6 doba
ksyl.  gluk.
0,99 0
0,04 0
0 0
1,36 0
0,55 0
0 0

Zawartosé etanolu w podtozu pohodowlanym w poszczegélnych dobach hodowli (% v/v)

Szczepy

Ja(a) + P. stipitis
Jall6 + P. stipitis
Jall25 + P. stipitis
V30 + P. stipitis
V;30l40 + P. stipitis

V3olllza + P. stipitis

Przyrost biomasy w poszczegélnych dobach hodowli (mg suchej MASY/mi)

Szczepy

Ja(a) + P. stipitis
Jallé + P. stipitis
Jall25 + P. stipitis
V30 + P. stipitis
V3o0la0 + P. stipitis

V3olll2za + P. stipitis

Zawartos¢ etanolu (% v/v) w podiozu w okrestonym czasie hodowli

1 doba
1,75
1,13
0,91
0,80
0,84
0,65

2 doba 3 doba 4 doba
2,00 1,90 1,71
1,60 2,04 1,75
1,46 2,00 2,04
1,50 1,82 2,26
1,42 1,79 2,37
1,71 1,93 1,75

Tabeiai 3

5 doba
1,64
1,53
1,97
2,15
2,26
1,75

6 doba
1,53
1,97
1,60
2,19
2,04
1,75

llo$¢ suchej masy (mg/ml) w okreslonym czasie hodowli
1 doba

3,4
18
2,5
3,7
2,0

1,71

2 doba
3,5
3,5
3,7
3,9
3,8
3,7

3 doba 4 doba
31 33
41 4,6
3,8 3,6
3,7 3,5
4,2 4,7
4.4 4,3

biotechnologia

5 doba 6 doba
3,3 3,3
5,8 5,5
4,3 3,6
3,6 3,3
54 51
5,2 49
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W kulturze mieszanej mutanta V30140 z P. stipitis, ktdry wolniej zuzywat
glukoze, najwyzsze stezenie etanolu osiggnieto po 96 h — 2,37% v/v (wy-
dajnos¢ maksymalna 58,66%) i ilos¢ ta nieznacznie obnizyla sie podczas
dwdch kolejnych dob hodowli. Nieco mniejsze stezenie etanolu zaobserwo-
wano w hodowli P. stipitis — mutant V3011124, gdyz nie przekraczato ono
2% po 72 h inkubacji, po czym nieznacznie spadito (tab. 2).

W zadnej kombinacji hodowlanej nie odnotowano wydzielania ksylitotu,
ktéry mogiby by¢é produktem ubocznym prowadzonej fermentacii.

4. Dyskusja

Obserwujgc proces fermentacji prowadzony przez oba niezmutowane
szczepy S. cerevisiae wraz z P. stipitis mozna zauwazy¢ szybkg asymilacje
glukozy przy niewielkim wykorzystaniu ksytozy. Maksymalne wydajnosci eta-
nolu stwierdzono po 2 dobach fermentacji z udziatem Ja(a) (57,7%), i dopiero
po 4 dobach z udzialtem V30 (55,93%). Te niska wydajnos¢ fermentacyjnag
moze ttumaczy¢ zwiekszony przyrost biomasy zwigzany z faktem, ze hodowle
prowadzono w warunkach czesciowego natleniania. Majac na uwadze niskie
wykorzystanie ksylozy wynoszace 34% dla hodowli S. cerevisiae Ja(a) + P. sti-
pitis i tylko blisko 3% dla V30 + P. stipitis, przy 100% zuzyciu glukozy,
nalezy stwierdzi¢, ze w tych uktadach etanol pochodzit gtéwnie z fermentaciji
glukozy. Niska wydajnos¢ fermentacyjna P. stipitis w potaczeniu z drozdzami
gorzelniczymi mogta by¢ spowodowana m. in.

1) hamujacym wptywem etanolu wydzielanego do podtoza przez S. cere-
visiae w pierwszych dobach hodowli, gdyz zgodnie z innym badaniem P. sti-
pitis charakteryzuje sie znacznie wieksza wrazliwoscia na wyzsze stezenia
etanolu niz S. cerevisiae (1,4);

2) szybkim zuzyciem sktadnikdw odzywczych przez aktywne drozdze S. ce-
revisiae, co uniemozliwito wzrost P. stipitis (4);

3) wytwarzaniem zwigzkéw chemicznych, ktérych nie analizowano iloScio-
wo, a ktoére powstajg podczas hodowli, np. glicerol lub octan (13);

4) warunkami beztlenowymi, wskutek szybkiego katabolizmu glukozy
przez S. cerevisiae, gdyz jak wykazali Laplace i wsp. (4) podczas hodowli
tych drobnoustrojéw, aktywnie rosnacych i fermentujacych preznosé¢ tlenu
spada w podtozu do zera.

Aby zatem sprosta¢ wymaganiom tlenowym drozdzy fermentujgcych ksy-
loze pojawila sie idea pozyskania mutantdw drozdzy S. cerevisiae z defektem
w metabolizmie tlenowym. Znane jest mutagenne dziatlanie bromku etydyny
na mitochondrialny DNA, odpowiedzialny za synteze m. in. enzymoéw oddy-
chania tlenowego wigcznie z oksydatywna fosforylacja (14). W tym ukladzie
jako glowne szlaki kataboliczne pozostajg zatem przemiany beztlenowe
u zmutowanych S. cerevisiae, a obecny w poditozu tlen moze by¢ wykorzy-
stany przez P. stipitis. Hodowle z udzialem mutantéw oddechowych S. cere-
visiae Ja(a) i V30 potwierdzity te zalozenia. P. stipitis podczas wspdlnych
hodowli z mutantem oddechowym w duzo wdekszym stopniu wykorzystywata
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ksyloze z podtoza, co wskazuje na dogodniejsze warunki do jej rozwoju w po-
rownaniu z poprzednio omowionym uktadem hodowlanym. W tym przypadku
zapewniono lepszy dostep tlenu w podiozu dla Pichii stipitis, co zaowoeowato
wiekszym wzrostem biomasy komoérkowej po drugiej dobie inkubacji. Nalezy
podkresli¢, ze w hodowlaeh P. stipitis z macierzystymi S. cerevisiae po dwoéch
dobach fermentacji nie obserwowano przyrostu biomasy. Mozna zatem sa-
dzi¢, ze w obeenosci mutantow oddechowych nastgpit lepszy rozwdéj drozdzy
fermentujgeyeh ksyloze, gdyz mialy one korzystniejsze warunki tlenowe do
asymilaeji glukozy. Choeiaz podezas konkurencji pomiedzy drozdzami o glu-
koze jako zrédio wegla S. cerevisiae znacznie szybciej wykorzystywaly uzytg
heksoze niz drozdze z rodzaju Pichia czy Candida, to nie zmniejszylo to jej
hamujgcego efektu na pobieranie i wykorzystywanie ksylozy, nawet w ko-
rzystnych dla tego procesu warunkach tlenowych (4). Udowodniono, ze glu-
koza silnie hamowata przyswajanie ksylozy przez drozdze fermentujgee ksy-
loze w mieszaninie cukréw, a wielkos¢ represji zalezata od wzglednyeh pro-
porcji obu weglowodandéw i sposobu hodowli drozdzy. Tego typu zaehowanie
okresla sie jako tzw. zaehowanie diauksyczne drozdzy P. stipitis czyli se-
kwencyjne wykorzystanie heksoz i pentoz (13). W prowadzonym dos$wiadcze-
niu spadek zawartosei glukozy do ok. 0,1% umozliwit szybka asymilacje
ksylozy. Z kolei w pracaeh Grootjena i wsp. (13) odnotowano, ze przy ste-
zeniu glukozy w podtozu réwnym 0,23% ciagle jeszeze inhibowany byt proees
przyswojenia stosowanej pentozy, podobne dane odnosnie do represyjnego
dziatania glukozy w stezeniu powyzej 0,2% podat Panehal i wsp. (15). Wy-
korzystanie zaréwno glukozy jak i ksylozy przez mikroorganizmy fermentu-
jaee ksyloze /"wigzane jest z metabolicznym dziataniem glukozy na transport
i indukeje enzymoéw wigezonyeh w metabolizm ksylozy (4). Z rozwazan tyeh
wynika, ze do fermentacji ksylozy konieczne jest szybkie obnizenie stezenia
glukozy w podiozu, aby pozostala jej niewielka ilos¢ 0,2-0,1%, ktdra nie
dziala juz represyjnie na proces asymilaeji ksylozy.

W wyniku wspdlnyeh hodowli z uzyciem mutantéw oddechowych drozdzy
S. cerevisiae i P. stiptis zarébwno glukoza jak i ksyloza zostaly wykorzystane
eatkowieie lub prawie eatkowicie. Uzyskane wydajnosci etanolu rzedu ok.
50-60% sa stosunkowo niskie, ale dalsze prace, w szczegodlnosci optymali-
zacja ilosci wprowadzanego do hodowli tlenu, winna umozliwi¢ przeprowa-
dzenie procesu z wyzszg wydajnoseig. Mozna réwniez oezekiwac¢ skréeenia
czasu fermentacji. Ponadto wazne znaezenie dla przebiegu procesu ma od-
ezyn podioza. W prowadzonej hodowli poczagtkowe pH wynosito ok. 5 i nie
byto ono pézniej kontrolowane. Nalezatoby zatem réwniez okresli¢ optymalnag
wartos¢ pH podioza, aby podnies¢ wydajnos¢ i szybkos¢ prowadzonej fer-
mentaeji. Inne mozliwosei intensyfikacji procesu to wykorzystywanie w pro-
cesie fermentaeji immobilizowanyeh komoérek drozdzy (16) lub prowadzenie
hodowli w seryjnyeh bioreaktorach (17).
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Using respiratory deficient mutants of Saccharomyces cerevisiae to glucose
and xylose cofermentation with Pichio stipitis

Summary

One of the main problems limiting the economic production of ethanol from lignocellulosic
biomass is D-xylose fermentation. In a medium containing glucose and xylose, it is preferable
to achieve conversion with glucose fermenting yeast like S. cerevisiae and xylose fermenting
yeast like P. stipitis. In order to resolve this problem, it is better to use respiratory deficient
mutants. In this research, respiratory deficient mutant strains S. cerevisiae V30 and Ja(a) were
obtained and their ability to ferment glucose in coculture with P. stipitis was investigated. A
higher xylose conversion was observed in P. stipitis cultivation with these mutants because of
better oxygen conditions than in the culture with native S. cerevisiae. A degree of assimilated
xylose did not efficiently increased ethanol yields but on the other hand it increased the pro-
duction of yeast biomass. Process conditions in relation to the fermentative performances using
different strains combinations are discussed.
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