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STAN FIZJOLOGICZNY UNIERUCHOMIONYCH KOMOREK
DROZDZY W CZASIE FERMENTACJI ETANOLOWEJ

Streszczenie

W pracy okreslano wptyw stezenia alginianu glinu i alginianu wapnia oraz stezenia inokulum na stan
fizjologiczny drozdzy Saccharomyces cerevisiae V30 w czasie okresowej fermentacji etanolowej. Stwier-
dzono, ze stan fizjologiczny komorek zalezy od wszystkich trzech badanych parametréw.

Wstep

Popularng wsrdd badaczy technikg unieruchamiania drobnoustrojow jest zam-
kniecie komorek w matrycy polimeru, a najczesciej stosowanym polimerem jest kwas
alginianowy [4, 5]. Porowata struktura zelu alginianowego umozliwia migracje sub-
stratow i produktéw miedzy biokatalizatorem a $rodowiskiem reakcyjnym [1, 2], Ten
sposob unieruchamiania w pewnym stopniu chroni komorki przed toksycznym wply-
wem $rodowiska [3].

W literaturze brak jest petnych danych na temat wptywu stezenia alginianu badz
poczatkowej dawki inokulum na stan fizjologiczny unieruchomionych komaérek droz-
dzy. Wynika to najprawdopodobniej z bardzo duzej liczby czynnikdéw, ktore wplywaja
na zywotno$¢ komorek, co zmusza do rozpatrywania tego zagadnienia indywidualnie,
tj. w odniesieniu do okre$lonego procesu i warunkdéw jego przebiegu.

Cel pracy

Celem pracy byto okreslenie wptywu rodzaju alginianu, zréznicowanego stezenia
alginianu oraz stezenia inokulum na stan fizjologiczny komoérek drozdzy w czasie
okresowej fermentacji etanolowej.
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Materiat i metody badan

Surowce i materiaty

Materiat biologiczny stanowity drozdze gorzelnicze Saccharomyces cerevisiae ra-
sy V30 z kolekcji Katedry Technologii Rolnej i Przechowalnictwa AR we Wroctawiu.
Do przygotowania zawiesiny drozdzy wybrano alginian sodowy firmy Fluka Chemie.
Drozdze uaktywniano poprzez prowadzenie hodowli statycznej, a nastepnie namnaza-
no w hodowli wstrzgsanej, stosujgc podtoze YM (48h, 30°C).

Unieruchamianie komdrek drozdzy w zelu alginianowym

Drozdze immobilizowano w alginianiach: wapnia i glinu, stosujac 2%, 3%, 3,75%
i 4,5% roztwory alginiandw przy inokulum 1, 5, 10 i 15 gDi/dm3dla kazdego stezenia
alginianu. Mieszaninge alginianowo-drozdzowa wkraplano przy uzyciu strzykawki
wieloigtowej do 0,2 M roztworu chlorku wapnia oraz 0,2 M chlorku glinu w tempera-
turze pokojowej, przy mieszaniu chlorku mieszadetkiem magnetycznym. Tworzace sie
kulki miaty $rednice ok. 2 mm (Rys. 1).

Rys. 1. Unieruchamianie komérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae Y30 w zelu alginianowym.
Fig. 1. Immobilization ofyeast cells of Saccharomyces cerevisiae V30 on alginate gel.

W celu dokladnego i powtarzalnego dozowania Scisle okreslonej ilosci drozdzy
kazdorazowo prowadzono standaryzacje inokulum , korzystajac z krzywej wzorcowej
przedstawiajacej zalezno$¢ ekstynkcji od zawartosci suchej masy drozdzy Saccharo-
myces cerevisiae rasy V30 wyrazonej w [g/dm3].
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Sposob prowadzeniafermentacji

Fermentacje prowadzono w temperaturze 30°C do momentu zakonczenia procesu,
przyjmujac jako wyznacznik ilo$¢ wydzielajacego sie dwutlenku wegla, kontrolowang
poprzez wazenie proby tak dtugo, az dwa kolejne pomiary nie roznity sie wiecej niz o
0,1 g. Stosowano podtoze pot-syntetyczne o wyjsciowym stezeniu glukozy 10 % z
dodatkiem soli: MgS04- 0,5 g/dm3 KHZ2 04- 1,6g/dm3 (NH42504- 5g/dm3oraz eks-
traktu drozdzowego - 5 g/dm3.

Oznaczenia i obliczenia

Po zakonczonej fermentacji oznaczano i poréwnano metodg mikroskopowag stan
fizjologiczny komorek, okreslany jako procentowy udziat komoérek paczkujacych i
nieaktywnych (komorki nieaktywne barwig sie btekitem metylenowym (1:10000) na
niebiesko) w ogdlnej liczbie komérek.

Omoéwienie wynikow
Stan fizjologiczny komoérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae V30 oznaczony

po rozpuszczeniu kulek alginianowo-drozdzowych w cytrynianie sodu przedstawiono
na rysunkach 2, 3,4 i 5.

Stezenie alginianu [%]

Rys. 2. Wplyw stezenia alginianu glinu i alginianu wapnia na stan fizjologiczny drozdzy Saccharomy-
ces cerevisiae przy poczatkowej dawce inokulum 1 gDioo/dm3.

Fig. 2.  Effect of Al.-alginate and Ca-alginate concentration on physiological properties of Saccharomy-
ces cerevisiae cells at initial inoculum dose 1 gDioo/dm\
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Rys. 3.  Wplyw stezenia alginianu glinu i alginianu wapnia na stan fizjologiczny drozdzy Saccharomy-
ces cerevisiae przy poczatkowej dawce inokulum 5 gDIO(/dm3.
Fig. 3.  Effect of Al-alginate and Ca-alginate concentration on physiological properties of Saccharomy-
ces cerevisiae cells at initial inoculum dose 5 gDioo/dm3.
Rys. 4.  Wplyw stezenia alginianu glinu i alginianu wapnia na stan fizjologiczny drozdzy Saccharomy-

ces cerevisiae przy poczatkowej dawce inokulum 10 gDioo/dm3.

Effect of Al-alginate and Ca-alginate concentration on physiological properties of Saccharomy-
ces cerevisiae cells at initial inoculum dose 10 gDI0o/dm3.

Fig. 4.
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Rys. 5.  Wplyw stezenia alginianu glinu i alginianu wapnia na stan fizjologiczny drozdzy Saccharomy-
ces cerevisiae przy poczatkowej dawce inokulum 15 gD100/dm3.

Fig. 5.  Effect of Al-alginate and Ca-alginate concentration on physiological properties of Saccharomy-
ces cerevisiae cells at initial inoculum dose 15 gD10o/dm3.

Zaobserwowano, ze w miare zwiekszania stezenia alginianu glinu stan fizjolo-
giczny komoérek sie pogarszat. Liczba komdrek paczkujacych obnizata sie od wartosci
26% (liczonej jako % catkowitej liczby komdrek) przy zastosowaniu do unieruchamia-
nia 2% roztworu alginianu glinu i dawce inokulum 1 gDiO/dm3, do warto$ci 15% dla
4,5% alginianu glinu, przy inokulum 1 gDioo/dm3. 1lo§¢ komoérek nieaktywnych byta
wyzsza przy wyzszych z zastosowanych stezen alginianu glinu (58% komorek nieak-
tywnych dla 4,5% alginianu glinu i 5 gDI0b/dm3) niz przy stezeniach nizszych (30%
komadrek nieaktywnych dla 2% alginianu glinu i 5 goioo/dm3).

W przypadku wszystkich stosowanych stezen alginianu wapnia liczba komorek
paczkujacych byta dos¢ wysoka i wynosita od 17,5% dla 4,5% alginianu wapnia i 15
gDioo/dm3do 31% komdrek paczkujgcych dla 2% alginianu wapnia i 2 gDbo/dm3. Licz-
ba komérek nieaktywnych zwiekszata sie wraz ze wzrostem stezenia alginianu wapnia
(od 29% przy zastosowaniu 2% zelu i 1 gDioo/dm3do 58% dla stezenia alginianu 4,5 %
i dawki inokulum 15 gDioo/dm3).

Przy zastosowaniu dawek inokulum 1 gDioo/dm3i 5 g Dioo/dm3 proces fermentacji
zachodzit wolniej, ale stan fizjologiczny komérek po fermentacji byt lepszy niz przy
wyzszych poczagtkowych stezeniach biomasy. W przypadku stezenia drozdzy 5
gDioo/dm3 i 2% alginianu wapnia liczba komdrek paczkujacych wynosita 31% a nieak-
tywnych 27%, przy stezeniu 10 gDioo/dm3 i roztworze alginianu wapnia 3% liczba ko-
morek paczkujacych wynosita 30% a nieaktywnych 33,5%, natomiast w probach, w
ktérych poczatkowa zawarto$¢ biomasy wynosita 15 gDioo/dm3 przy 4,5% alginianie
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wapnia, stwierdzono obecnos$é 17,5% komorek paczkujacych a nieaktywnych 58% w
stosunku do catkowitej ilosci komorek.

Whnioski
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Stezenie uzytych do unieruchamiania alginianéw : wapnia i glinu oraz dawka in-
okulum wptywaty na stan fizjologiczny drozdzy.

W miare zwiekszania stezenia alginianu glinu od 2% do 4,5% stan fizjologiczny
biomasy pogarszat sie.

Zwigkszanie stezenia alginianu wapnia od 2% do 4,5% nie powodowato propor-
cjonalnego obnizania sie liczby komorek paczkujacych.

Przy nizszych z zastosowanych poczatkowych stezen unieruchamianych drozdzy
stan fizjologiczny komérek po fermentacji byt lepszy niz przy stezeniach wyz-
szych.
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THE PHYSIOLOGICAL STATE OF IMMOBILIZED YEAST CELLS IN ETHANOL
FERMENTATION

Summary

The influence of different alginate concentration and initial yeast concentration on the physiological

state of cells in ethanol fermentation were investigated. Concentration of Al-alginate, Ca-alginate and
initial cell population had influence on viability of cells. 8§



