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Summary

The development of ethanol fermentation process brings numerous envi-
ronmental stresses influenced by the survival and metabolism of industrial mi-
croorganisms. Saccharomyces cerevisiae strains have evolved to survive constant
fluctuation in their external surroundings by special adaptation systems. These
adaptation mechanisms involve reorganization of genomic expression by activa-
tion of transcriptional factors under stress conditions and production of suit-
able metabolites increased by cell survival. This review is focused on the metab-
olism and genetic response of cells to diverse environmental changes, especially
to heat, osmotic, ethanol, oxidative, toxic and other physic-chemical stresses.
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1. Wstep

Rozw¢j technologii produkcji bioetanolu, jaki nastgpit w os-
tatnich latach, doprowadzit do znacznej intensyfikacji proceséw
hydrolizy surowcow weglowodanowych oraz fermentacji etanolo-
wej. Zmiany te wptynely na pogorszenie warunkéw srodowisko-
wych, w ktérych przebiega wzrost i metabolizm komorek droz-
dzowych. Do najistotniejszych zmian determinujgcych funkcjono-
wanie drobnoustrojow w fermentacjach przemystowych naleza:
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1) podwyzszenie temperatury zacierbw poddawanych fermentacji w zwigzku
z prowadzeniem Jednoczesnej hydrolizy polisacharydéw skrobiowych i fermentaciji
etanolowej, czego skutkiem jest stres temperaturowy,

2) zwiekszenie cisnienia osmotycznego w wyniku stosowania gestych zacierow,
czesto powyzej 25% wag./obj. suchej substancji, oraz recyrkulacji frakcji ciekitej wy-
waru, co prowadzi do kumulacji zawartych w niej soli mineralnych, a to, obok wyso-
kiego stezenia cukrow w zacierze, generuje stres osmotyczny,

3) zwiekszenia stezenia etanolu, nawet do 15% obj., wskutek stosowania gestych
zacierow, co pogtebia stres osmotyczny i dodatkowo naktada sie na stres wywotany
obecnoscig inhibitorow wzrostu komorek,

4) zwiekszenie stezenia toksycznych zwigzkéw chemicznych, bedacych inhibito-
rami wzrostu komérek drozdzowych, w wyniku ich kumulacji w recyrkulowanym
wywarze,

5) zwiekszenie stezenia metabolitdw wykazujacych dziatanie utleniajgce, co ge-
neruje stres tlenowy,

6) mozliwos¢ wystgpienia stresu spowodowanego niedoborem niektorych sktad-
nikdw pokarmowych, wskutek prowadzenia intensywnej fermentacji przy podwyz-
szonej gestosci populacji komorek drozdzowych w fermentowanym zacierze,

7) zagrozenie komorek uszkodzeniami mechanicznymi wskutek narazenia na
bezposredni kontakt z ruchomymi elementami urzadzen technologicznych, jak mie-
szadla, pompy i wiréwki, generujacymi duze sity $cinania i tym samym wywotu-
jacymi silny stres mechaniczny.

Wymienione utrudnienia prowadzg w praktyce do wystgpienia stresu wieloczyn-
nikowego, w ktérym nakfadajg sie na siebie jednoczesnie wszystkie stresy jedno-
czynnikowe. Moze to mie¢ bardzo negatywny wpltyw na wyniki fermentacji i bez
watpienia komorki drozdzowe sg najbardziej wrazliwym ogniwem w catym procesie
przemystowej produkcji bioetanolu.

Wiekszos¢ czynnikéw stresowych jest pochodzenia egzogennego, tzn. dziata
z zewnatrz komorki, jak stres cieplny, czesSciowo stres osmotyczny, stres cisnienio-
wy, stres mechaniczny i stres pH. Pewna cze$¢ z tych stresow dziata bezposrednio
z duzg intensywnoscig na powierzchnie komorki, jak stres mechaniczny i ci$nienio-
wy, natomiast cze$¢ z nich dziata w sposéb ztozony, jak stres osmotyczny, powodo-
wany akumulacjg metabolitow komorkowych, ponadto stres powodowany obecnos-
cig inhibitoréw, a nawet czesciowo stres osmotyczny, wynikajacy z duzego stezenia
metabolitbw wewnatrzkomérkowych.

Poznanie mechanizméw odpowiedzi komérki na wystgpienie poszczegolnych
stresow i ich interakcje krzyzowe moze ufatwi€ takie kierowanie przebiegiem fer-
mentacji, aby zredukowa¢ do minimum negatywne skutki stresOw i tym samym
usprawni¢ przebieg procesu fermentacji. Zwykle reakcja komérki na wystapienie
czynnikéw stresowych jest wielokierunkowa i objawia sie istotnymi zmianami meta-
bolicznymi (tab.).
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Tabela
Odpowiedz metaboliczna komérek drozdzowych na stres Srodowiskowy
Stres Odpowiedz metaboliczna

termiczny synteza biatek szoku cieplnego Hspl04 i Hsp70, synteza trehalozy, zwiekszenie stopnia nienasycenia kwa-
sow tluszczowych w btonach, uaktywnienie H+-ATPazy

osmotyczny synteza glicerolu i trehalozy

oksydacyjny synteza glutationu, tioredoksyny i glutaredoksyny, synteza manganozaleznej dysmutazy nadtlenkowej
i katalazy

etanolowy synteza biatek szoku cieplnego (HsplO4, Hsp70, Hsp 30, Hsp26)

toksyczny syntaza y-glutamylo-cysteinowa, dysmutaza ponadtlenkowa

Drozdze S. cerevisiae ciggle nalezg do gtéwnych drobnoustrojow wykorzystywa-
nych na catym Swiecie do przemystowej produkcji bioetanolu zaréwno z surowcow
skrobiowych, jak i surowcéw celulozowych. Mikroorganizmy te sg takze przedmio-
tem modyfikacji genetycznych rozszerzajacych ich zdolnosci do fermentacji pentoz
i hydrolizy polimeréw roslinnych.

W ostatnich latach zwraca sie coraz wiekszg uwage na dobd6r drobnoustrojéw
przemystowych wykazujacych duzg odporno$¢ na niekorzystne warunki Srodowi-
skowe. jest to jedno z gtdwnych zagadnien biotechnologii przemystowej, ktére
musi by¢ szybko rozwigzane. W biezacej literaturze naukowej mozna znalez¢ wiele
publikacji poswieconych wyjasnianiu metabolicznych i molekularnych podstaw od-
powiedzi komérek na wystgpienie poszczegoblnych streséw Srodowiskowych. Wiek-
szos$¢ tego typu badan odnosi sie do stresow wywotanych w warunkach laboratoryj-
nych, natomiast do rzadkosci nalezg prace dotyczace proceséw fermentacji prowa-
dzonych w warunkach przemystowych. Zrozumienie zaleznosci miedzy realnymi
warunkami fermentacji przemystowe]j a funkcjonowaniem drobnoustrojéw, jest klu-
czem do whasciwego doboru odpowiednich szczepdw i sprawnego kierowania prze-
biegiem procesu fermentacji.

2. Stres cieplny

Postep technologiczny w przemystowe] produkcji bioetanolu wymusit prowa-
dzenie procesu fermentacji w maksymalnie wysokiej temperaturze, tylko nieznacz-
nie nizszej od temperatury subletalnej. Wynika to z wymagan, jakie stawia proces
jednoczesnej hydrolizy enzymatycznej skrobi i fermentacji, prowadzonych w jed-
nym zbiorniku, jak dotad brak jest handlowych preparatow enzyméw amylolitycz-
nych, ktérych optima temperaturowe sg zblizone do wymagah temperaturowych
drozdzy. Wiekszos¢ enzymoéw stosowanych w gorzelnictwie ma optima w granicach
55-95°C, a zatem na poziomie catkowicie letalnym dla wszystkich stosowanych ras
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drozdzy gorzelniczych. W tej sytuacji probuje sie znalez¢ szczepy drozdzy odzna-
czajacych sie mozliwie wysokag termotolerancjg tak, aby temperatura fermentac;ji
zblizata sie do zakresu efektywnego dziatania enzymoéw, jak dotad udato sie prze-
sung¢ temperature fermentacji z 30-32°C do temperatury 35-37°C. Przyktadowo, ta-
kie warunki temperaturowe wytrzymujg niektére rasy drozdzy gorzelniczych
Socchoromyces cerevisiae, jak Ethanol Red i Red Star francuskiej firmy Lesaffre, czy
polskie rasy: D2 lub As4. Wedtug Zrodet literaturowych drozdze z S. cerevisiae wy-
trzymuja temperature do ok, 41°C, natomiast w temperaturze 42°C nastepuje za-
trzymanie ich rozmnazania, a w temperaturze 43°C ich Smier¢ (35). Stosowanie tem-
peratury zacieréw powyzej 35°C oznacza, ze przez caly czas procesu przemystowej
fermentacji komorki drozdzy sa narazone na permanentny stres temperaturowy.

W przypadku wystgpienia gwattownej zmiany temperatury dochodzi do szoku
temperaturowego. W takich warunkach ustajg podziaty komorek, a cykl komérkowy
zatrzymuje sie w fazie Gl, na etapie regulatorowym Start, co objawia sie nagroma-
dzeniem w pozywce komorek niepaczkujacych. W takich warunkach dochodzi do
gwattownego, krétkotrwatego wzrostu poziomu mRNA w komérkach, ktory potem
ulega szybko degradaciji, a takze zmiany ptynnosci bton, zmian w profilu i ilosci syn-
tetyzowanych biatek oraz zmian ultrastrukturalnych (33).

2.1. Zmiany w Monach

Stres cieplny nie ma silnego wptywu na ksztatt komoérki, a zmiany dotyczg gtow-
nie wiasciwosci mechanicznych btony (31). Ogoélnie wraz ze wzrostem temperatury
rosnie ptynnos¢ membran. Moze to prowadzi¢ do dezintegracji dwuwarstwy fosfoli-
pidowej i w konsekwencji do $mierci komoérki. W przypadku chtodzenia komérek
widoczny jest z kolei wzrost sztywnosci bton komérkowych (21). Ponadto na pla-
stycznos¢ Sciany komérkowej pewien wplyw majg Hspl2p, tworzone w szoku ciepl-
nym. Karreman i in. wykazali, ze biatko to usztywnia Sciane S. cerevisiae (24).

Pod wplywem stresu termicznego, a takze stresu etanolowego, wyraznie zmie-
nia sie skltad kwasow ttuszczowych w btonach biologicznych. Objawia sie to przede
wszystkim zwiekszeniem stopnia nasycenia kwasow tluszczowych i steroli btono-
wych. W ten sposéb mikroorganizm ogranicza nadmierng ptynnos¢ bton i zapobiega
ich rozrywaniu (51). U S. cerevisiae zwiekszeniu nasycenia lipidéw btonowych towa-
rzyszy wzrost syntezy biatek szoku termicznego (6). W badaniach prowadzonych
przez Swana i Watsona wskazano, ze drozdze pozbawione gendw syntezy ergoste-
rolu (ergi) byty znacznie bardziej wrazliwe na stresy (52). Indukcja syntezy ergoste-
rolu i biatek szoku termicznego w odpowiedzi na stres cieplny wyraznie zwiekszyta
tolerancje komoérek na ten czynnik. Wykazano takze, ze dodatek ergosterolu do
pozywki zwieksza poziom sterolu w komdrkach i zwigksza ich tolerancje na oba ro-
dzaje szokow.
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2.2. Trehaloza

Jednym z gtébwnych metabolitéw drozdzy gromadzonych w komoérce w sytu-
acjach stresowych Jest trehaloza. jest to cukier zbudowany z dwéch czasteczek
glukozy (1-a-D-glukopiranozylo-l ,1-a-D-glukopiranozyd), o wtasciwosciach nieredu-
kujgcych. Trehaloza jest kumulowana w komérkach eksponowanych na stres zwia-
zany z Szokiem termicznym, zamrazaniem, odwadnianiem i kontaktem komarek
z etanolem. W trakcie fermentacji etanolowej jej ilos¢ w komdérce moze nawet
przekracza¢ 100 mg/g s.m. i jest dodatnio skorelowana z tolerancjg danego szcze-
pu na etanol (34). W jej syntezie bierze udziat syntaza trehalozo-6-fosforanowa
oraz fosfataza trehalozo-6-fosforanowa, kodowana przez cztery geny. Pierwszy
z tych enzymow jest regulowany przez mechanizm aktywacji i represji katabolicz-
nej. W obecnosci glukozy trehaloza nie jest syntetyzowana, jednak jej synteza
uruchamia sie przy wysokim cisnieniu osmotycznym w pozywce. W metabolizm
trehalozy zaangazowane sg z kolei dwa enzymy: cytozolowa neutralna trehalaza,
kodowana przez gen NTH1, i kwasna trehalaza, gromadzona w wakuolach, kodo-
wana przez gen ATH1. Duzy wplyw na stezenie wewnagtrzkomorkowej trehalozy
ma aktywnos$¢ neutralnej trehalazy, enzymu rozkladajacego ten disacharyd. Na
podstawie wielu danych wskazuje sie, ze komoérki drozdzy dgzac do zachowania
wysokiego poziomu trehalozy, niezbednego do utrzymania termotolerancii,
zmniejszaja aktywnos$¢ trehalazy (54).

Produkcja trehalozy nasila sie juz w temperaturze 30°C i ro$nie wraz ze wzro-
stem temperatury. W szczegétowych badaniach wykazano, ze synteza trehalozy
oscyluje w rytmie zmian temperatury i jednoczes$nie w rytmie presji oksydacyjnej
(56). Przy wzroscie temperatury od 30 do 42°C zawarto$¢ trehalozy w komorce
wzrasta kilkadziesigt razy, cho¢ przy wydtuzeniu czasu inkubacji komoérek w tej
temperaturze zawartos¢ tego disacharydu zmniejsza sie. Wykazano, ze poziom te-
go cukru jest szczepozalezny (54), co sugeruje, ze produkcja trehalozy moze by¢
uzyta jako kryterium selekcyjne przy wyborze stresoodpornych szczepéw przemy-
stowych. Warto jednak podkresli¢, ze wysoka akumulacja trehalozy nie jest wystar-
czajaca, aby zapewni¢ dobrg tolerancje na wysoka temperature. Warunkiem ko-
niecznym, obok kumulacji trehalozy, jest, jak sie wydaje, kumulacja biatek szoku
cieplnego (2). Istniejg takze dane wskazujgce, ze geny, ktére kodujg dwie podjed-
nostki syntazy trehalozo-6-fosofranowej, nalezg do biatek szoku cieplnego.

Gtéwna rola trehalozy, jak sie wydaje, polega na ochronie stabilno$ci uwodnio-
nych zwigzkéw chemicznych oraz na uszczelnianiu bton, co zapobiega utracie elek-
trolitow i rozpuszczalnych sktadnikéw komorkowych. Trehaloza chroni takze lipidy
przed utlenianiem. Przez dtugie lata byla uwazana za substancje zapasowa. We
wspotczesnie prowadzonych badaniach wykazano jednak, ze jest to jedna z gtow-
nych substancji ochronnych w sytuacjach stresu srodowiskowego. Cukier ten odgry-
wa wazng role nie tylko w utrzymaniu odpowiedniej struktury bton biologicznych,
ale petni takze ochronng role w stosunku do biatek, stabilizujgc wigzania wodorowe
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przy wzroscie temperatury, stad trehaloza jest zaliczana do tzw, zgodnych (kompa-
tybilnych) czasteczek (ang. compatible solutes).

Synteza trehalozy ulega wyraznej intensyfikacji pod wptywem stresu cieplnego
oraz w nieco mniejszym zakresie, przy rosngcym cisnieniu osmotycznym w pozyw-
ce, Komorki drozdzowe dysponujg takze dwoma systemami transportowymi do
przemieszczania czgsteczki trehalozy przez btone cytoplazmatyczna, w tym H"™-sym-
portem kontrolowanym przez geny MAL (50).

Obok trehalozy w komorkach S. cerevisiae gromadzi sie tez glicerol i w niewiel-
kich ilosciach ergosterol, a takze glikogen, stanowigcy substancje zapasowag komo-
rek.

2.3. Biatka szoku cieplnego

jedna z najlepiej poznanych reakcji komoérek na wystgpienie szoku cieplnego
jest synteza tzw. bialek szoku cieplnego (hsp, ang. heat-shock protein), znanych takze
pod nazwa chaperonéw, czyli biatlek opiekunczych. Zostaty one odkryte w trakcie
studiow nad reakcjg komorek na gwattowng zmiane temperatury hodowli r6znych
organizméw zywych, w tym u drozdzy. Okazalo sie, ze biatka te sg produkowane
réwniez w innych rodzajach streséw. Biatka szoku cieplnego sa ewolucyjnie konser-
watywne, o wysokiej homologii sekwencji aminokwasowych. Odgrywajg one wazng
role w formowaniu i stabilizowaniu struktury innych biatek komérkowych. W czasie
translacji wigzg sie one z tworzonym peptydem tworzac kompleks chaperon-poli-
peptyd. W sensie biochemicznym funkcjonuja one jako powolne ATP-azy. Utrzymuja
one kompleks z polipeptydem w miejscu katalitycznym tak dilugo, az ADP, znaj-
dujacy sie w tym miejscu, nie zostanie zamieniony na ATP. W tym momencie naste-
puje uwolnienie polipeptydu. Dzieki wysokiemu powinowactwu ADP-chaperonéw
do niesfaldowanych taricuchoéw polipeptydowych unika sie platania taricuchow i ich
wzajemnych, niekontrolowanych interakcji. Nastepnie chaperony pomagaja poli-
peptydom w odpowiednim pofaldowaniu struktury trzeciorzedowej, zgodnie z re-
gutami termodynamiki, zapewniajgc maksymalng stabilnos¢ nowym czgsteczkom
biatkowym. Po zakonczeniu formowania natywnych biatek rozpoczyna sie ich opie-
kuncza rola polegajaca na zapobieganiu denaturacji i wtérnej agregacji biatek pod
wptywem warunkéw stresowych. Wykazano, ze w komoérkach wraz ze wzrostem
temperatury hodowli ro$nie stezenie biatek szoku cieplnego. Zjawisko to wystepuje
we wszystkich rodzajach organizmdw prokariotycznych i eukariotycznych.

U drozdzy wystepuje kilka klas biatek szoku cieplnego, w tym najbardziej znane
Hsp70 i HsplO4 oraz Hsp 82, Hsp78, Hsp 30 i Hsp26. Czes¢ z tych biatek jest synte-
tyzowana zawsze, niezaleznie od warunkéw srodowiskowych, a niektore z nich tyl-
ko pod wplywem stresu. Z termotolerancjg drozdzy jest zwigzane gtéwnie biatko
Hsp104, oraz w mniejszym zakresie Hsp70 (13,33). jednakze Hsp70 dziala, jak sie
wydaje, przede wszystkim przy umiarkowanym nasileniu stresu temperaturowego.
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podczas gdy HsplO4 jest niezbedne do naprawy uszkodzen biatek wynikajgcych
z dziatania wyzszych temperatur, a szczegolnie przy dezagregacji bialek. Po dez-
agregacji oba typy hsp, tj. Hsp70 i HsplO4, moga prowadzi¢ dalej proces kontrolo-
wanego fatdowania biatek.

Wiele wskazuje, ze biatko Hsp 104 jest gidbwnym chaperonem w systemie obron-
nym komérek drozdzowych. Odpowiada ono za blokowanie, dezagregacje i roz-
puszczanie biatek, prawidtowe fatdowanie biatek i reaktywacje splicingu mRNA po
inaktywacji cieplnej. Nalezy zaznaczy¢, ze biatko HsplO4 jest niezbedne, a jedno-
czesnie wystarczajace, do zapewnienia przezywalnosci komoérek eksponowanych na
temperatury subletalne (29,47). Brak tego biatka powoduje utrate toterancji etano-
lowej, tolerancji cieplnej i tolerancji na etanol indukowanej przez szok temperatu-
rowy (33). W temperaturze 40°C syntetyzowane sg zaréwno Hsp 104, jak i Hsp70.
Komorki zawierajgce te biatka przezywaly nawet temperature letalng 52°C, choc¢ zy-
wotnos¢ komoérek ulegta obnizeniu (54).

Gwattowny wzrost temperatury hodowli, z wyjatkiem biatek szoku cieplnego,
hamuje catkowicie synteze wiekszosci biatlek komérkowych. Utrudnia to przejscie
komorek z fazy G1 cyklu komérkowego do fazy S i tym samym hamuje rozmnazanie
komorek. W poczatkowych etapach procesu fermentacji, gdy gestos¢ populacji ko-
morek jest niska, odbija sie to wyraznie na szybkosci i wydajnosci produkcji etano-
lu, jednak przy duzej koncentracji komoérek drozdzowych nie ma to tak destrukcyj-
nego znaczenia. Nalezy jednak podkresli¢, ze w przypadku fermentacji etanolowej
mamy do czynienia z permanentnym stresem cieplnym, a nie z szokiem termicz-
nym.

3. Stres osmotyczny

Intensyfikacja procesu fermentacji wymaga stosowania gestych zacieréw gorzel-
niczych. W ostatniej dekadzie rozwinieto technologie znang pod nazwag VHG (ang.
Very High Gravity), w ktorej stosuje sie zaciery zawierajgce nawet do 30-40% suchej
substancji (12,45,56). Takie postepowanie przynosi szereg korzysci. Po pierwsze,
znacznie zmniejsza zuzycie wody technologicznej, a po drugie wskutek uzyskania
wyzszych stezen etanolu, nawet powyzej 15% w/v, mozliwa jest redukcja kosztéw
destylacji etanolu. Niestety, stosowanie wysokiego stezenia substratu pocigga za
sobg wystgpienie wysokiego cisnienia osmotycznego w zacierach (12,20). W celu
zmniejszenia stresu osmotycznego wprowadzono nowe rozwigzania technologicz-
ne. Polegajg one na stosowaniu dwustopniowej hydrolizy skrobi lub na stosowaniu
procesu jednoczesnej hydrolizy skrobi i fermentacji etanolowej. W ten sposéb
w takcie procesu fermentacji stezenie glukozy i maltozy utrzymywane jest na rela-
tywnie niskim poziomie, rzedu 1-5%, gdyz uwalniane cukry sg natychmiast wykorzy-
stywane przez drozdze, co eliminuje inhibicje przez substrat. W tych warunkach
gtbwnym czynnikiem generujacym stres osmotyczny jest etanol, kumulujacy sie
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w zacierze odfermentowanym. Nalezy pamieta¢, ze etanol, majgcy nizsza mase
czasteczkowa od glukozy i maltozy, silniej zwieksza cisnienie osmotyczne niz wy-
mienione cukry. Prowadzone sg proby zmniejszenia ciSnienia osmotycznego gene-
rowanego przez etanol. Opieraja sie one gtéwnie na ciaglym usuwaniu etanolu z fer-
mentujacego zacieru w trakcie procesu fermentacji. W tym kontekscie mozna wska-
za¢ préby wprowadzania nowych rozwigzan technologicznych, jak fermentacje
w warunkach destylacji prézniowej, czy ciggla perwaporacje etanolu, jednak sg to
technologie drogie i, jak dotad, nie znalazly one masowego zastosowania w przemysle.

Trzecim istotnym czynnikiem generujacym stres osmotyczny, obok cukréw i eta-
nolu, sg sole mineralne. Wprowadzenie do praktyki produkcyjnej recyrkulacji frakciji
ciektej wywaru gorzelniczego oznacza w praktyce ciggta kumulacje w zacierach soli
mineralnych oraz niskoczasteczkowych, nielotnych metabolitow drozdzowych. Bio-
rac pod uwage fakt, ze wywar moze by¢ recyrkulowany wielokrotnie, czynnik ten
nalezy traktowac¢ bardzo powaznie. Préby demineralizacji recyrkulowanych wywa-
row nie wyszly dotad poza badania pilotazowe.

3.1. Zmiany w strukturze komorki

Btona cytoplazmatyczna jest pierwszg powierzchnig kontaktu komoérki ze srodo-
wiskiem zewnetrznym, stad w obecnosci czynnika stresujacego mozna zaobserwo-
wac szereg zmian w jej strukturze. Wiekszos$¢ streséw zwigzanych z fermentacjag
etanolowg prowadzi do wzrostu przepuszczalnosci btony cytoplazmatycznej i po-
woduje zmiany w skiadzie lipidow i biatek btonowych (4). Wynikiem tych zmian sa
zaktécenia w funkcjonowaniu btony. Jedng z gtéwnych funkcji bton biologicznych
jest kontrola transportu sktadnikéw odzywczych do komérki i wyprowadzaniu
z nich wytworzonych metabolitéw. Uszkodzenia w strukturze dwuwarstwowej bto-
ny fosfolipidowej oraz czesciowa denaturacja biatek btonowych sg szczegoélnie wi-
doczne w trakcie wystgpienia diugotrwatego szoku termicznego. Wynikiem tego
jest utrata, przynajmniej czesciowa, kontroli nad wymiang masy i wyciek elektroli-
téw. Dobrym miernikiem zmian w obrebie btony cytoplazmatycznej drozdzy moga
by¢ modyfikacje w strukturze frakcji lipidowej plazmalemmy (49).

W wiekszosci przypadkéw komdrka ogranicza dziatanie stresu przez zmniejsze-
nie powierzchni, na jakg ten stres oddzialuje. Reakcja ta jest najbardziej widoczna
w stresie osmotycznym, gdy w pierwszej fazie odpowiedzi komoérkowej zachodzi
pasywna osmoregulacja przez wyrzucenie wody w celu zageszczenia sktadnikéw cy-
toplazmy. Szybkos¢ redukcji objetosci komoérki i jej zakres mogg mie¢ negatywny
wplyw na zywotnos¢ komodrek (11). W wyniku szoku osmotycznego komodrka
umieszczona w roztworze sorbitolu o cisnieniu 5,6 MPa redukuje swojg objetos¢
0 55-65°0 juz po jednej minucie inkubacji (49). Zakres redukcji objetosci komérek
zalezy w duzym stopniu od fazy wzrostu kultury drozdzy i jest wiekszy w fazie loga-
rytmicznej, niz w fazie stacjonarnej. Wielu autoréw sugeruje Scisty zwigzek miedzy
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Smiercig komoérek a zbyt daleko posunietym zmniejszeniem objetosci komoérek
(49,55).

Pod wplywem stresu osmotycznego, obok zmniejszenia powierzchni komoérki,
moga wystgpic takze uszkodzenia btony cytoptazmatycznej. Dotyczy to szczegdlnie
zmian w biatkach btonowych, ktére, przy silnym odwodnieniu wywotanym przez
wigzanie wody przez zewnatrzkomérkowa substancje osmogenna, ulegaja denatu-
racji lub agregacji. Zmiany te mozna obserwowaé stosujac spektroskopie transfor-
macji Fouriera w podczerwieni (31,44). Warto odnotowaé, ze substancje osmogen-
ne, a szczegdlnie cukry i alkohole, wykazujg dziatanie ochronne, stabilizujace czas-
teczki biatek. Innym efektem zmian w ciSnieniu osmotycznym sg poprzeczne prze-
mieszczenia kwasow ttuszczowych w dwuwarstwie fosfolipidowej.

3.2. Synteza glicerolu

Obok zmniejszenia objetosci komorki w celu zageszczenia cytoplazmy, druga naj-
istotniejsza odpowiedzig drozdzy jest natychmiastowa synteza zwigzkéw o charakte-
rze osmogennym, przede wszystkim glicerolu. Jego synteza i czeSciowa akumulacja
jest zwigzana z podnoszeniem wewnetrzkomaérkowego cisnienia osmotycznego (tur-
goru komorki), w odpowiedzi na wysokie cisnienie zewnetrzne wywotane obecnoscig
soli mineralnych i cukréw (28,41). Synteza glicerolu nasila sie w trakcie diugotrwatego
stresu osmotycznego, podczas gdy synteza trehalozy jest odpowiedzig gtdwnie na
gwaltowny stres cieplny. Carvalheiro i in. wykazali, ze maksimum stezenia trehalozy
i glicerolu wystepuje przy inkubacji komdérek w 0,75 M roztworze NacCl i w temperatu-
rze 44°C (7). Redukcja stezenia chlorku sodu do 0,25M, przy utrzymaniu temperatury
44°C, zmniejsza stezenie trehalozy o 17>%, a glicerolu o 31%.

3.3. Biatka szoku cieplnego

W literaturze naukowej istniejg takze sugestie, ze pod wpltywem szoku osmo-
tycznego syntetyzowane sg niektére biatka szoku cieplnego. Przykladem moze by¢
Hsp 12p, ktore jest gromadzone w $cianie komoérkowej w celu jej usztywnienia (23).
Hspl2 jest takze produkowane w warunkach wysokiego cisnienia hydrostatyczne-
go, przekraczajgcego 100 MPa (14).

4. Stres etanolowy
Przebieg procesu fermentacji odznacza sie tym, ze namnazanie drozdzy zacho-

dzi gtéwnie w pierwszej dobie fermentacji, po czym ilos¢ drozdzy ulega stabilizacji,
natomiast stezenie etanolu nadal sie zwieksza. Whasciwa szybkos¢ wzrostu drozdzy
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i wkasciwa szybkos¢ produkcji etanolu sg zatem odwrotnie skorelowane, co mozna
uznaé za zjawisko korzystne. Stosowanie technologii opartych na fermentacji ge-
stych zacierow powoduje nie tylko szok osmotyczny, jak juz wspomniano, ale po-
nadto stwarza zagrozenie dla integralnosci komérek drozdzowych przez wysokie
stezenie etanolu, ktére moze siega¢ skrajnie nawet ]8%. Etanol dziata w tym przy-
padku jak rozpuszczalnik organiczny dla fosfolipidéw stanowigcych gtéwny sktad-
nik bton komérkowych, co prowadzi do szybkiej dezintegracji struktury komérek
drozdzowych. Nalezy przy tym pamieta¢, ze wewnatrzkomorkowe stezenie etanolu
jest wieksze niz stezenie etanolu mierzone w zacierze. Oznacza to, ze jako jedno
z najwazniejszych kryteriow przy doborze odpowiednich ras drozdzy gorzelniczych
musi by¢ brana pod uwage ich tolerancja na wysokie stezenia etanolu (10). Przykia-
dowo, przy fermentacji typu VHG dobrze sprawdzaja sie drozdze rasy Red Star.

Od dawna wiadomo, ze etanol wykazuje dziatanie toksyczne na komorki drozdzo-
we, co objawia sie nie tylko uszkodzeniami btony cytoplazmatycznej i wewnetrz-
nych struktur komdrkowych, ale takze denaturacjg biatek i odwodnieniem wielu po-
limeréw komérkowych. Skutkiem tego jest zaktdcenie funkcji enzyméw wewnatrz-
komorkowych, co silnie rzutuje na metabolizm drozdzy. Stres etanolowy w duzej
czesci jest spowodowany stresem wodnym, gdyz znaczna cze$¢ wody zawartej
w komorce wchodzi w interakcje z etanolem, co prowadzi do silnej redukcji aktyw-
nosci wody (aw) w komoérce (19). Drozdze S. cerevisiae rosng w relatywnie waskim
przedziale a®, miedzy 0,9 a 1, z optimum przy 0,975-0,999. Ich wzrostjest hamowa-
ny juz od aw = 0,94, a catkowicie zatrzymany przy 0,92.

Etanol silnie oddziatuje z czasteczkami wody, odciggajac je od bialek, kwasow
nukleinowych i polisacharydéw i tym samym zaktdcajac ich aktywnos¢ fizjologiczna.
Roztwor wodny etanolu o stezeniu 10-15% ma aw w granicach 0,95-0,92, a zatem na
poziomie co najmniej silnie hamujgcym rozwoj drozdzy. Przy tak wysokim stezeniu
etanolu aktywnos$¢ enzymow zwigzanych z glikolizg zmniejsza sie o potowe. Poja-
wiaty sie takze sugestie, ze w wyniku fermentacji etanolowej w cytoplazmie gro-
madzg sie jony wodorowe, powodujac jej zakwaszenie, jednakze, hipoteza ta, jak
sie wydaje, nie znajduje potwierdzenia w wynikach badan (46).

Liczne obserwacje wskazujg, ze biosynteza trehalozy jest takze indukowana
przez etanol obecny w pozywce (19). W badaniach przeprowadzonych na drozdzach
gorzelniczych wykazano, ze maksimum stezenia trehalozy w komdrkach wystepuje
przy 10-15% stezeniu etanolu. Dalszy wzrost stezenia etanolu do 20% prowadzi
u zdecydowanej wiekszosci szczep6éw do wyraznej redukcji zawartosci trehalozy
w komorce, choc¢ sg szczepy, u ktdrych maksymalne stezenie trehalozy stwierdzano
po 30-minutowej inkubacji w 20% roztworze etanolu.

W wegetatywnych formach komérek drozdzowych w obecnosci etanolu zacho-
dzi takze indukcja syntezy biatek szoku cieplnego. Wykazano, ze HsplO4, Hsp70
i Hsp26 sg syntetyzowane juz przy stezeniu etanolu na poziomie 4% i ich ilos¢ ros-
nie wraz ze wzrostem stezenia etanolu do 10%. W odréznieniu od nich, Hsp82
i wystepujagce w btonach Hsp30 wykazujg maksimum stezenia przy 6% stezeniu
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etanolu (43). To ostatnie biatko spetnia role negatywnego regulatora btonowej
H+-ATP-azy.

5. Stres oksydacyjny

Drozdze sg fizjologicznie przystosowane do wzrostu i rozmnazania zarGwno
w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych. W zasadzie w warunkach fermentac;ji
etanolowej wzrost drozdzy przebiega catkowicie beztlenowo, a tlen pozyskiwany
jest z czasteczek cukréw. W procesie redukcji tlenu w tahcuchu tlenowym w mito-
chondriach pewna czes$¢ tlenu z jego ogélnej puli, szacowana na ok. 2% wykorzysty-
wanego tlenu, nie jest redukowana, lecz ulega przeksztatceniu w rodniki hydroksy-
lowe (OH*), ponadtlenkowe (02 ") i nadtlenek wodoru (H202). llos¢ tych rodnikéw
gwaltownie wzrasta w obecnosci tlenu gazowego. Ponadto produkcje reaktywnych
form (RFT) tlenu wzmaga szok cieplny oraz obecnos¢ etanolu i metali ciezkich.
Wszystkie te czynniki powodujg uszkodzenia w biatkach mitochondrialnych, szcze-
golnie w cytochromie bcj, co zaktéca prawidlowy przebieg reakcji zwigzanych z re-
dukcjg tlenu.

Komérki drozdzowe zostaly wyposazone w szereg zabezpieczen przed nisz-
czacym dziataniem reaktywnych form tlenu. Nalezy do nich system oparty na pro-
dukcji wewnatrzkomérkowych przeciwutleniaczy, jak cysteina i glutation, oraz en-
zymow antyoksydacyjnych, jak katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa, oksydaza ksan-
tynowa i dehydrogenaza ksantynowa. W warunkach tlenowych aktywnos¢ wymie-
nionych enzyméw wzrasta kilkakrotnie (44). Gwaltownie wzrasta tez biosynteza cy-
steiny i glutationu.

5.1. Enzymy antyoksydacyjne i antyoksydanty

Odpowiedzig komérek na pojawienie sie reaktywnych form tlenu jest ich neutra-
lizacja na drodze enzymatycznej i biochemicznej. Wsréd enzymow antyoksydacyj-
nych najwazniejszg role odgrywajg mitochondrialna, manganozalezna dysmutaza
ponadtlenkowa (MnSOD-I), cytoplazmatyczna dysmutaza ponadtlenkowa miedzio-
i cynkozalezna (Cu,ZnSOD-2) i cytoplazmatyczna katalaza (CT). W ochronie komorek
przed stresem oksydacyjnym, jednak w mniejszym zakresie, wigczona jest takze pe-
roksydaza tioredoksyny (39). W badaniach z uzyciem mutantéw pozbawionych
okreslonych gendéw wykazano, ze brak tych enzyméw znacznie zmniejsza tolerancje
komérek na wysoka temperature i obecnos¢ etanolu (9,37).

W niektérych doniesieniach wykazuje sie, ze w obecnosci etanolu dochodzi do
indukcji cytochromu P450. Rola tego enzymu nie jest jednak w peini wyjasniona.
Prawdopodobnie bierze on udzial w usuwaniu etanolu z komoérek drozdzowych
w procesach jego utleniania w reticulum endoplazmatycznym (36).

56 PRACE PRZEGLADOWE



Stresy $rodowiskowe dziatajace na drozdze Saccharomyces cerevisiae w procesie fermentacji etanolowej

Poziom aktywnosci enzymow oksydacyjnych zalezy od wieku populacji komor-
kowej. W czasie dtugotrwatego utrzymywania kultury stacjonarnej S. cerevisiae ob-
serwowano zmniejszenie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej i wzrost aktywno-
&ci katalazy. Zjawisko to wynika prawdopodobnie z inaktywacji dysmutazy ponad-
tlenkowej przez rodniki tlenowe, podczas gdy katalaza i peroksydaza glutationowa
sg aktywowane przez nadtlenek wodoru (22).

5.2. Glutation

Do czynnikéw biochemicznych biorgcych udziat w likwidacji stresu oksydacyjnego
nalezy zaliczy¢ glutation, tioredoksyne, glutaredoksyne i cysteine. Synteza wszyst-
kich wymienionych czynnikéw antyoksydacyjnych jest indukowana przez obecnos¢
nadtlenku wodoru.

Glutation, tiolowy tripeptyd (L-y-glutamylo-L-cysteinylo-glicyna), jest najwazniej-
szym zwigzkiem antyoksydacyjnym sposréd wymienionych. Wystepuje on w duzych
ilosciach w komorkach wiekszos$ci zywych organizmoéw (42). Jego aktywnos$¢ wynika
z obecnosci reszty cysteinowej, zawierajacej grupe sulfhydrylowa. Zawartos¢ gluta-
tionu w komérkach drozdzy S. cerevisiae moze dochodzi¢ do \% ich suchej substan-
cji. Zwigzek ten ma silne whasciwosci przeciwutleniajgce i chroni grupy -SH przed
utlenieniem. W formie zredukowanej jest wykorzystywany do redukcji nadtlenkow,
w tym nadtlenku wodoru.

6. Stres spowodowany deficytem pokarmowym

Stres spowodowany deficytem pokarmowym rzadko dotyczy braku zrodia we-
gla, natomiast czesciej braku zrédta azotu, fosforu lub niektérych soli mineralnych.
W procesach przemystowej fermentacji etanolowej zrédiem wegla sa zwykle hydro-
lizaty skrobi lub celulozy oraz disacharydy, jak sacharoza lub laktoza. Wszystkie wy-
mienione weglowodany, badz pod wptywem enzymdéw endogennych, badz pod wpty-
wem enzymoéw tworzonych przez drozdze, sg rozkladane do glukozy. Przy duzym
stezeniu tego cukru i odcieciu dostepu tlenu w fermentujgcym zacierze przebiega
wytgcznie proces fermentacji etanolowej, przy minimalnym oddychaniu. W praktyce
biosynteza enzyméw zwigzanych z fermentacjg innych cukréw niz glukoza oraz sys-
temy transportu innych cukréw sg w komadrkach catkowicie zablokowane przez me-
chanizm represji katabolicznej. Odpowiedzialna za to zjawisko jest akumulacja
w komoérkach cAMP, w czym posredniczg biatka Gprl i Gpa2, zwigzane z systemem
receptorowym dla glukozy oraz cyklaza adenylowa. Obok kontroli za pomocg cAMP
w komoérkach drozdzowych rosngcych na petnych pozywkach (glukoza plus pozo-
stale niezbedne skladniki) wystepuje réwnolegly szlak kontrolowany przez kinaze
biatkowg Sch9 (53). jednakze pod koniec procesu fermentacji dochodzi zwykle do
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wyczerpania glukozy. Woéwczas nastepuje zasadnicza zmiana wasciwosci fizjolo-
gicznych komorki i kontrole nad szlakiem przemian przejmuje kinaza biatkowa A
(PKA), odpowiedzialna za fosforylacje bialek (53). Wymagane jest jednak, aby po-
zywka w ktoérej rosng komorki zawierata komplet pozostatych niezbednych dla ko-
morki skkadnikéw. Przy braku ktéregos ze sktadnikéw, a to sie w gorzelnictwie cze-
sto zdarza, komorki zatrzymujg sie w fazie GO cyklu komoérkowego, co oznacza za-
blokowanie ich rozmnazania. W praktyce gorzelniczej do deficytowych sktadnikéw
nalezy zwykle azot. Aby rozszerzy¢ jego pule do zacieru dodaje sie enzymy proteoli-
tyczne, ktoére uwalniajg z biatek aminokwasy. Duzo jednak zalezy od jakosci surow-
ca uzywanego w gorzelni i od wilasciwej kontroli skladu pozywki.

Zaragoza i Gancedo stwierdzili, ze przy braku azotu diploidalne drozdze 5. cerevisiae,
z deficytem fosfodiesterazy (pde2), wykazujg wzrost w formie podobnej do grzybni
(58). Tego typu wzrostjest stymulowany przez dodatek zewnetrznego cAMP. Podobne
zachowanie komoérek wystepuje w pozywce zawierajgcej wystarczajacg ilos¢ azotu,
ale gdy zrodiem wegla byt etanol lub mleczan. Wzrost w formie pseudogrzybni nie wy-
stapitjednak w obecnosci glukozy w pozywce. Bylo to spowodowane represjg katabo-
liczng syntezy enzymow potrzebnych do metabolizmu mleczandw i etanolu. Jednakze
wprowadzenie tagodnego stresu cieplnego (37°C) tub osmotycznego powodowato
wzrost pseudohyfalny, mimo obecnosci glukozy. Tworzenie pseudogrzybni i inwazyjny
wzrost obserwowano réwniez na pozywce zawierajgcej czynniki zaktocajgce strukture
btony lipidowej, jak metanol, n-propanol i izopropanol, ale tylko przy dodatku zew-
netrznego cAMP. We wszystkich obserwacjach potwierdzono, ze w warunkach streso-
wych odpowiedz komoérkijest koordynowana przez kaskade MAP-kinaz i CAMP.

7. Stres wywolany obecnoscig toksyn i inhibitoréw

w ostatnich latach obserwuje sie tendencje do wprowadzania nowych surowcow
do produkcji etanolu oraz nowych technologii opartych m.in. na recyrkulacji wywa-
réw. Konsekwencjg tych zmian jest pojawienie sie nowych czynnikéw stresowych
zwigzanych z kumulowaniem sie w pozywce substancji toksycznych. W przypadku
fermentacji surowcow celulozowych w trakcie wstepnej obrébki substratow po-
wstaje furfural, hydroksymetylofurfural, a w trakcie fermentacji tworzony jest kwas
octowy i uwalniane sg fenole (18). Koncentracja furfuralu moze siega¢ nawet kilku
procent. Wymienione zwigzki chemiczne sg dla drozdzy silnie toksyczne. Drozdze
S. cerevisiae sg zdolne do detoksyfikacji matych stezen furfuralu i hydroksymetylofur-
furalu w obecnosci tlenu, przemieniajgc te zwigzki w alkohole (30), niemniej jednak
w warunkach beztlenowych obecnosc¢ tych toksyn hamuje szybkos$¢ fermentacji, nie-
kiedy nawet o potowe. Garay-Arroyo i in. wykazali, ze furfural w stezeniu 2 g/l dziata
hamujgco na rozmnazanie komorek (16). Nalezy jednak pokresli¢, ze efekty dzia-
tania tej toksyny zalezg od stosowanego szczepu drozdzy i zakres hamowania wzro-
stu moze sie waha¢ od 15 do 76%.
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Druga przyczyng gromadzenia sie toksyn jest recyrkulacja frakcji ciektej wywaru,
co powoduje kumulacje soli mineralnych i metali ciezkich w zacierze. Hamowanie
wzrostu drozdzy i fermentacji etanolowej moze by¢ takze spowodowane przez
kwasy organiczne produkowane przez bakterie mlekowe i octowe zakazajgce za-
cier.

W literaturze naukowej zwraca sie takze uwage na negatywny wptyw niektérych
metali na fermentacje etanolowa. Obecnos¢ jonéw kadmu, zelaza i miedzi wzmaga
stres oksydacyjny poprzez uczestnictwo tych jonéw w reakcjach Fentona, powo-
dujgc zwiekszong produkcje rodnikéw tlenowych (5,48). Zjawisko to jest szczegdl-
nie widoczne w hodowlach tlenowych drozdzy, natomiast w warunkach beztleno-
wych jego rola jest mniejsza. W wyniku stresu tlenowego generowanego przez
obecnos¢ jonéw metali dochodzi do utleniania lipidéw w btonach biologicznych,
biatek i aminokwasow oraz zrywanie wigzah peptydowych. W wyniku tych zmian
dochodzi do tworzenia wigzan karbonylowych.

Silne dziatanie toksyczne na drozdze wykazuje kwas octowy i mlekowy. Naren-
dranath i in. wykazali, ze hamowanie wzrostu drozdzy nastepuje juz przy 0,5% kwa-
su octowego i 2,5% kwasu mlekowego (38). Inhibujgce dziatanie obu kwaséw ma
charakter synergistyczny. Kwas octowy jest znany ze swej fungostatycznej i fungicy-
dowej aktywnosci, co wykorzystywane jest przy konserwacji zywnosci. Szkodliwe
dziatanie stabych kwasow wynika nie tylko ze wzrostu stezenia jonéw wodorowych
wokot komorki, ale takze wskutek wnikania tych kwaséw do wnetrza komorki i ich
wewnatrzkomoérkowej dysocjacji. Uwalniane na tej drodze jony wodorowe musza
by¢ szybko usuniete z wnetrza komorki przez pompy protonowe, co wymaga du-
zych ilosci energii. Komorki inkubowane w pozywce o niskim pH tracg swojg odpor-
nos¢ na stres temperaturowy. W obecnosci glukozy niekorzystne dziatanie kwasow
organicznych nasila sie. Przy stezeniu kwasu octowego na poziomie 80 mM moze
nawet dojs¢ do zaprogramowanej $mierci komoérek (17,32). Widoczna jest w takiej
sytuacji kondensacja chromatyny i ekspozycja fosfatydyloseryny na zewnetrznej po-
wierzchni plazmalemmy. Przy wzroscie drozdzy przy niskim pH obserwowana jest
wyrazna aktywacja katalazy cytozolowej i dysmutazy ponadtlenkowe;.

Niewielkie stezenie kwasu octowego w zacierze moze hamowac produkcje eta-
nolu, ale dzieje sie tak nie u wszystkich szczepéw. Zahamowanie fermentacji etano-
lowej przez kwas octowy mozna wigzac¢ ze spadkiem ATP, zuzywanego w celu utrzy-
mania odpowiedniego poziomu pH wewnatrz komorek. Nalezy jednak podkresli¢,
ze przemystowe rasy drozdzy gorzelniczych znacznie lepiej znoszg stres wywotany
obecnoscig inhibitoréw, niz rasy stosowane w warunkach laboratoryjnych (16).

W generowaniu stresu toksycznego moga takze bra¢ udziat zwiazki stosowane
do dezynfekcji. Badacze japonscy wykazali, ze obecnos¢ tetrachloroizoftalonitrylu
(TPN) kaptanu i tiuramu w stezeniach subletalnych wywotuje indukcje syntezy bial-
ka HsplO4 (15).

jedna z silnych toksyn jest etanol, szczegdlnie w stezeniach powyzej 5%. Dziata
on odwadniajaco na dwuwarstwe fosfolipidowg btony cytoptazmatycznej, biatka

BIOTECHNOLOGIA 3 (82) 46-63 2008 59



Wiodzimierz Grajek, Daria Szymanowska

membranowe, biatka cytoplazmatyczne i kwasy nukleinowe. Zakt6ca to funkcje bia-
tek enzymatycznych i obniza zywotnos¢ komérek. Obok etanolu druga toksyna ko-
moérkowa, tworzong na szlaku fermentacji etanolowej, jest acetaldehyd. Dzieki ma-
tej masie czgsteczkowej i duzej polarnosci oddziatuje on z wodg i redukuje aw
Wewnatrzkomorkowe stezenie acetaldehydu nie przekracza 0,1% w/v, jednak nalezy
zaznaczy¢, ze dyfunduje on przez btone cytoplazmatyczng znacznie wolniej niz eta-
nol.

8. Stres mechaniczny

Rozwdj przemystowej produkcji etanolu na cele paliwowe spowodowat znaczne
powiekszenie skali jego produkcji. Wyrazem tego moze by¢ kilkukrotne zwieksze-
nie objetosci kadzi fermentacyjnych. Operowanie duzymi naczyniami produkcyjny-
mi spowodowato koniecznos¢ intensywnego mieszania zacieréw oraz ich transport.
W wyniku tych zmian pojawit sie nowy czynnik stresogenny - stres mechaniczny
wywotany sitami $cinajgcymi, jest on generowany w czasie dtugotrwatego miesza-
nia, pompowania oraz wirowania zacieru.

Przy szybkim mieszaniu pozywki wystepuje zmniejszenie poziomu ATP, spowol-
nienie pobierania tlenu i zwolnienie szybkosci wzrostu (8). Wedtug niektérych auto-
row silny stres mechaniczny moze prowadzi¢ do rozerwania $cian komorkowych,
a w konsekwencji nawet do $mierci komorek (1).

jedna z przyczyn stresu mechanicznego moga byc¢ sity odsrodkowe wystepujgce
w czasie wirowania drozdzy. Proces wirowania jest stosowany przy separacji frakcji
komoérkowej i jej zawracaniu w fermentacjach z recyrkulacjg komoérek. W badaniach
Yoshida i in. wykazano jednak, ze komérki drozdzowe sg bardzo odporne na uszko-
dzenia nawet przy stosowaniu wirowania przy 450 000 x g (57).

W literaturze naukowej przedstawiono takze szereg badan zwigzanych z dzia-
taniem cisnienia hydrostatycznego na komorki drozdzowe, jednakze zakres cisnien
stosowanych w tych badaniach, siegajgcy setek MPa, nie ma zadnego zwigzku z cis$-
nieniami panujgcymi w aparaturze technologicznej zwigzanej z produkcja etanolu.
W praktyce najwieksze ci$nienia generuja pompy, jednak ciSnienie wystepujace
w tych urzadzeniach nie przekracza kilku MPa i dziata przez bardzo krétki czas. Przy
diugotrwatym dziataniu wysokiego ci$nienia hydrostatycznego lub barycznego moze
doj$¢ do uszkodzenia btony cytoplazmatycznej. Ponadto moze dojs¢ do odwracal-
nych przejs¢ fazowych i uszkodzen biatek (25). Zakres tych zmian zalezy od wielkosci
ciSnienia i czasu jego dziatania. Przy stosowaniu cisnienn powyzej 200 MPa mozna ob-
serwowaé w komdrkach zmiany w ultrastrukturze komérek, ktére mijajg po powro-
cie do normalnego cisnienia atmosferycznego (26). jedna z najbardziej widocznych
zmian w warunkach wysokiego cidnienia jest zmniejszenie rozmiaréw komérek. Belo
i in. ktérzy stosowali mniejsze cisnienia, w granicach 0,1-1,5 MPa, réwniez obserwo-
wali zmniejszanie sie rozmiarow komoérek i ich przyspieszone starzenie (3).
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9. Synergia czynnikdw stresowych - stres wieloczynnikowy

Komoérki drozdzowe wystawione na stres wystepujacy w umiarkowanym nasile-
niu, nabywajg odpornosci nie tylko na wiekszg dawke tego stresu, ale takze uodpar-
niajg sie na inne stresy. Wskazuje to na wystepowanie synergizmu miedzy stresami
generowanymi w czasie wzrostu drobnoustrojow. Taka krzyzowa odpornosé stano-
wi dowdd na istnienie zintegrowanego mechanizmu odpowiedzi komdrkowej na
stresy Srodowiskowe. Jednym z takich przykladow jest synergizm miedzy stresem
termicznym i stresem etanolowym, w wyniku, ktérego komérki drozdzy gorzej tole-
rujg duze stezenie etanolu w podwyzszonej temperaturze. Wynika to z wyzszego
powinowactwa etanolu do hydrofobowej warstwy tluszczowej btony cytoplazma-
tycznej, co prowadzi do jej rozpuszczenia i dezintegracji komorek. Etanol powodu-
je tez denaturacje biatek komorkowych, co zakiéca metabolizm komorkowy i przy-
spiesza Smier¢ komérek. Wykazano réwniez, ze w akumulacji trehalozy bierze inte-
raktywny udzial zaréwno stezenie NaCl, jak i podwyzszona temperatura. Wystgpie-
nie jednoczesnie obu czynnikdw stresowych prowadzi do wytworzenia znacznie
wiekszej ilosci trehalozy niz to ma miejsce w obecnosci pojedynczego czynnika (7).
Podobne zjawisko wystgpito w syntezie glicerolu, gdzie oba czynniki dziataty syner-
gistycznie, cho¢ nieco silniej w obecnos¢ chlorku sodowego.

Vianna i in. badajgc dziatanie szoku termicznego i etanolowego na poziom i ak-
tywnosc¢ trehalazy stwierdzili, ze zaden z tych streséw nie wplywat w sposéb jedno-
znaczny na ten enzym, gdy byt stosowany w pojedynke (54). Wprowadzajgc wy-
tacznie stres etanolowy obserwowano, ze u czesci szczepOw korelacja miedzy aku-
mulacjg trehalozy a jej aktywnoscig jest negatywna, u czesci pozytywna, a u czesci
nie ma jej w ogole. Tymczasem przy potgczeniu stresu cieplnego i etanolowego ko-
relacja ta jest zdecydowanie pozytywna (54).

Lewis i in. badali wrazliwo$¢ drozdzy na umiarkowany stres cieplny, ostry stres
cieplny, stres etanolowy, oksydacyjny, odporno$¢ na wolne i szybkie zamrazanie,
zasolenie i kwas octowy (27). Autorzy ci wykazali, ze poszczegllne szczepy znacz-
nie sie réznig miedzy sobg w odpornosci na poszczegdlne stresy, a réznice miedzy
nimi moga by¢ nawet 1000-krotne. Wszystkie czternascie badanych przez nich
szczepOw odznaczato sie dobrg odpornoscia na stres oksydacyjny (H202). Jednoczes-
nie wykazali, ze istnieje dodatnia korelacja miedzy odpornoscia na stres oksydacyj-
ny a innymi rodzajami streséw, z wyjatkiem stresu etanolowego. Bylo to podstawg
do wyciggniecia wniosku, ze stres oksydacyjny wystepuje tacznie z innymi stresami.
Odpornos¢ na stres oksydacyjny moze by¢ zatem dobrym miernikiem ogodlnej od-
pornosci na stresy. Jednoczesnie stwierdzili, ze kumulacja trehalozy towarzyszy
wszystkim stresom, z wyjatkiem stresu wywotlanego przez kwas octowy. Wspot-
czynnik korelacji miedzy zawartoScig trehalozy, a stresami jest jednak znacznie
mniejszy, niz to ma miejsce przy odpornosci na nadtlenek wodoru.

Efekty synergii widoczne sg takze przy poddaniu komérek drozdzy dziataniu
umiarkowanego ci$nienia, rzedu 50 MPa. Wstepnie ,Sciskanie” drozdzy zwieksza
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tolerancje komorek na szok cieplny, szok wysokiego cisnienia i szok niskich tempe-
ratur. W tym sensie reakcja komorki na wysokie ci$nienie wpisuje sie w ogoing od-
powiedz drozdzy na stresy Srodowiskowe.

10. Podsumowanie

Wiekszos¢ procesow technologicznych z udzialem drozdzy Saccharomyces cerevisiae
przebiega w warunkach, ktére generujg réznorodne stresy Srodowiskowe wpty-
wajgce negatywnie na wzrost i metabolizm komoérek. W drodze ewolucji drozdze
wytworzyly odpowiednie systemy obronne, minimalizujgce dziatanie szkodliwych
czynnikbw zewnetrznych. Na podstawie analizy danych literaturowych wskazuje
sie, ze odpornos¢ poszczegolnych szczepdw drozdzy S. cerevisiae jest bardzo zrézni-
cowana, a odpowiedz na czynnik stresowy moze sie r6zni¢ swoim natezeniem mie-
dzy poszczegdblnymi szczepami nawet 1000-krotnie. Podkres$la to znaczenie okre-
Slenia wiasciwych kryteriéw do wyboru odpornych szczepéw, przydatnych w warun-
kach przemystowych. Dotychczasowy stan wiedzy nie pozwala na jednoznaczne wy-
typowanie jednego, czy kilku niezawodnych kryteriow pozwalajacych na wybor od-
pornych szczepoOw.

Praca naukowa finansowana ze $rodkéw na nauke w latach 2007-2010 jako projekt badawczo-roz-
WOojowy.
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