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UvVoD

Je zndme, Ze kvasinky rcaguji na ctanolovy stres
reStrukturaliziciou intracelulimych lipidov [1,2,]. KedZe
prvym miestom kontaktu bunky s vonkaj$im prostredim je
cytoplazmatickd membrina, registrujeme zmeny v zloZeni
sterolov [3], fosfolipidov [4] a masinych kyselin [5]. Uvedené
zmeny mozZeme povazoval za sucast mechanizmov prispd-
sobenia sa a charakier tychto zmicen je v silade s teériou
homeoviskéznej adaptdacie [6,7]. S ur¢itym zjednoduSenim sa
dd konStatovat, Ze dosledky adapticic smeruji k zachovaniu
podobnych fyzikilnych podmicnok v cytoplazmatickej
membrine ako boli pred stresom [8).

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae reaguje na
pritomnost etanolu poklesom obsahu nasytenych mastnych
kyselin, najmi Kyscliny palmitovej - 16:0, oproti obsahu
mononecnasytenych kyselin, z ktorych je najhojnejsie
zastipend Kysclina olejovi - 18:1. Uvedené zmeny v profile
mastnych kyselin si sprevidzané zvySenim obsahu sicrolov.
Intenzita a vzijomny pomer tychto zmicn, ako aj charakter
alterndcii mastnych kyselin, je $pecifickou vlastnostou
kmena a zavisi okrem genotypu najmi na intenzite stresového
faktora [9,10]. Je zndme, Z¢ kvasinky kultivované¢ za anac-
robnych podmienok maji nizsi obsah ergosterolu a nena-
sytenych mastnych Kyselin nez acrobne Kultiry.
Indukovany stres sa preto na obraze lipidov anacrobnych
kultir prejavi menej [9].

663.3

Vinne kvasinky st pocas fermenticie dlhodobo vysta-
vené ctanolovému stresu. Imobiliziciou sa dostani do
prostredia, ktor¢ho vplyv na nicktoré [yziologické para-
metre kvasinkovej populicie je predmetom diskusii [11].
NajpouzivanejSou imobilizacnou technikou je metdda
"entrapment”, pri ktorej sii bunky uzatvarané do prirodnych,
alcbo syntetickych gélov. Pre potreby imobilizicie vinnych
kvasinick sa najcastejSic pouZiva algindtovy alebo pektatovy
gél. Bunky sa po imobilizicii dostivaju do prostredia
s lokdlnym prchustenim biomasy, pricom na bunky posobi
fyzikilnochemicky aj pouzity gél. Ticto skutocnosti maju za
dosledok zmenu fyziologickych vlastnosti imobilizovanej
kultiry v porovnani s jej vol'nou formou. Podl'a nicktorych
autorov sa imobilizovan¢ bunky menia morfologicky, maju
in¢ rastové charakieristiky a meni sa aj aklivita enzymov
glykolyzy. Zmeny boli zaznamenané aj v zloZeni
cyloplazmatickej membriny a bunkovych stien [12].
Stiadiom vplyvu imobilizicie do algindtového gélu na zloze-
nie vatitrobunkovych lipidov vinnych kvasinick sa zaoberala
Fumi a kol. [13], ktord uviddza nicktoré odliSnosti medzi
lipidmi imobilizovanych a voI'nych kvasinick. Popisuje, Ze:

- 7zloZenie fosfolipidov imobilizovanych bunick je
porovnatel'né s volnymi kvasinkami

- celkovy obsah mastnych kyscelin je u imobilizovanych
kvasinick vyssi o priblizne jednu tretinu

- pomervolnychaviazanych mastnych kyselin vo fosfo-
lipide je u imobilizovanych kvasinick vyssi
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- u imobilizovanych kvasinick bol zaregistrovany vyssi

podicl mastnych kyselin s dlhym refazcom (C > 18).

Z praktického hladiska je zaujimavé, Ze zmena zloZe-
nia vnitrobunkového lipidu vplyva na rezistenciu kvasi-

nick voci etanolu. Tito technologicky vyznamnad vlastnost

vinnych kvasinick je v korelicii s obsahom kyscliny olejo-
vej v bunkovom lipide [14]. Vysoky obsah kyscliny olcjo-
vej vo fosfolipidoch a Kkyseliny palmitovej
v esterifikovanych steroloch si tiez v priamej stvislosti
s prezivanim stresovanych bunick [15].

Ciclom naScj price bolo zistit' vplyv imobilizicie
kmeia vinnej kvasinky na obsah lipidov a profil mastnych
Kkysclin celkového lipidu.

MATERIAL A METODY

Pracovali sme s kmeiiom vinnych kvasinick Saccha-
romyces cerevisiae 6C, Ktory bol izolovany z dokvi-
Sajiccho vina odrody Rizling vlaSsky z juhomoravskej
vinohradnickej oblasti. Je to alkoholrezistentny, hlbo-
koprekvisajici kmeli vhodny pre technolégiu vyroby
sckiu.

Kvasni¢né bunky boli pomnoZené v kvapalnom YM
médiu (1% glukéza, 0,5% pepion, 0,3% kvasnicny auto-
lyzdt, 0,3% sladovy extrakt) na trepacke 24 hodin pri
teplote 28 °C. Napropagovand biomasa bola odstredend
a v Casti vzorky bola gravimetricky stanovend suSina. Na
imobiliziciu bunick do 2% alginatového gélu sme pouZili
metédu "entrapment”. Suspenziu kvasinick v sole algindtu
sédncho sme po kvaPkﬁch gélovali v roztoku chloridu
vipenatého 0,2 mol.lI™. Tak sme pripravili prepardt imobi-
lizovanych kvasinick vo forme gélovych gulicick s prie-
merom cca 2mm. Imobilizované kvasinky boli prenesené
do fyziologického roztoku. Do d'alSej kadicky sme
podobnym spésobom umiestnili pribliZne také isté
mnoZstvo ncimobilizovanych bunick a obe sme nechali
adaptovat’ na rovnaké podmicnky. Po uplynuti troch hodin
sme kvasniéné bunky resp. imobilizit oddelili od fyzio-
logického roztoku odstredenim resp. filtriciou. Obidve
vzorky sme rozdelili na dva rovnaké podicly a prvy sme
preniesli do rovnakého objemu 10% ctanolu vo fyzio-
logickom roztoku. Druhy podicl sme poncchali len
v ¢istom [yziologickom rozoku bez ctanolu. Za tri hodiny
sme posobenic stresu prerusili odstredenim resp. filtriciou
a bunky ihned’ podrobili extrakceii a ndslednej puriﬁkécii
podla Folcha [16]. Pre porovnanic sme podobnym spéso-
bom spracovali aj vzorku unoblh/ov.my(h kvasni¢nych
bunick po trojdiiovej fermenticii ovoeného mustu. Ziskané
chloroformové extrakly sme na rotac¢nej vikuovej Odpd rke
zahustili a gravimetricky stanovili obsah lipidu. Casl’sme
pouZili na spektrofotometrické stanovenie sterolov. Vo
zvysku lipidu sme analyzovali profil mastnych kyselin
plynovou chromatografiou [17].

VYSLEDKY A DISKUSIA

Podra sicasnych [)OIIHII\OV o adapta¢nych zmenich
lipidov kvasinick plati, Ze stres indukuje okrem inych
efcktov ajakumuliciu ergosterolua kyseliny olejovej [10].

Na druhej strane pridavok sterolov [ 18] a kyscliny olcjovej
podporuje ctanolovi toleranciu [19].

Posiidit, ¢i imobilizdcia posobi ako stresovy faktor nic
je jednoduché. Nase vysledky potvrdili, Ze imobilizované
bunky (IB) mali oproti vol'nym (FB) zniZeny obsah 16:0 a
16:1. Na druhcj stranc relativne percento 18:0 + 18:1 bolo
u IB vysSie nez u FB. Dchydrogendcia kyscliny olejovej
na 18:2 je viazand na oxidéciu a preto pritomnost’ viac nez
6% 18:2 v IB je prekvapenim. Zaujimavy je poklu‘ obsahu
sterolov po imobilizicii. Uvedené vyledky st v silade so
zisteniami Fumi a kol. [14]. Je moZné predpokladat, Ze
kvasinka po imobilizicii reStrukturalizuje membrinové
lipidy v relativne malom rozsahu.

Pritomnost etanolu zniZila detegované mnoZsivo celko-
vého lipidu v preparite imobilizovanych (IE) ale aj volnych
(FE) kvasinick. Pokles je moZné vysvetlit permeabilizdciou
membriny a iastoénou extrakeiou lipidu do prostredia. Této
\ivaha sa viak nedd pouZit pri interpreticii zmicn v zastipeni
masinych kyselin v preparitoch volnych (FE) alebo imobi-
lizovanych (IE) bunick vystavenych etanolovému posobeniu.
Pokles v relativnom percentuidlnom obsahu 16:0 v FE alebo
1E a si¢asnom zvySeni hladiny nenasytenych mastnych kyse-
lin moZe byl vysledkom aktivncho procesu aklivicie
dehydrogendcie mastnych kyselin, alebo désledkom
sclektiviej Ll.m()luvq extrakcic lipidickych Struktir obsa-
hujicich najmi nasytené mastné l\ysdmy Druhd moZnost'sa
zdd mencj pravdepodobnd. Zaujimavy je vyrazny rozdicl v
obsahu sterolov medzi FEa IE. Je moZné, 7e gélové prostredie
bunkového nosica brini vyplavovaniu sterolov do prostredia
v pricbchu ctanolového stresu.

Obsah lipidu, sterolov a profil mastnych kysclin
u imobilizovanych bunick po trojdiiovej fermentdcii mustu
(M) sa oproti rovnakym parametrom u imobilizova nych
bunick adaptovanych po dobu troch hodin na fyllO]()bIL l\y
roztok (IB) zmenil velmi milo. MdZeme KonStatovat, Ze
rastovi [iza nemala na sledované parametre imobi-
lizovanych bunick signifikantny vplyv.

Tab.1. Vplyv imobilizicie a etanolového stresu na obsah lipi-
dov, sterolov a zloZenie masinych kyselin u vindrskeho
kmena Saccharomyces cerevisiae 6C.

Masiné kyseliny (%)
Ozna- | Lipidy | Steroly | 16:0 16:1 18:0 + 18:2
Gnic | () | %) 18:1
M 14,2 0,28 15.3 43,2 353 6,0
IE 11.5 0,67 9,2 55,3 354 -
B 13,8 0,39 14,7 41.8 36,6 6,7
FB 13,9 0,52 16,7 49,7 33,6 -
FE 10,1 0,28 8,5 57,2 342 -

FB - neimobilizované bunky po 3h vo fyziologickom roztoku

M - imobilizované bunky po 3 drioch fermentécie mustu

IE - imobilizované bunky stresované 3h 10%-nym etanolom

IB - imobilizované bunky po 3h vo fyzlologickom roztoku

FE - neimobilizované bunky stresované 3h 10%-nym etanolom
16:0=palmitova kys., 16:1=palmitoolejova kys.., 18:0= stearova
kys., 18:1=olejova kys., 18:2=linolova kys.
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Grego,J.-Sajbidor,].-Malik,F.-Krisny,$.: Vplyvimobilizicie
na zloZenie lipidov vinnych kvasinick pocas etanolového stre-
su. Kvas.prim., 40, 1994, £.6,s. 169 - 171

Porovnanic zloZenia imobilizovanych a ncimobilizovanych
bunick kmefia vinnej kvasinky Saccharomyces cerevisiae 6C
vystavenych etanolovému stresu nasvedCuje tomu, Ze celkovy
dopad ectanolového stresu na zloZenic mastnych kysclin je
u imobilizovanych bunick o nico menSi ako u neimo-
bilizovanych. Elanolovy stres zvysil v imobilizovanych
a vol'nych bunkdch zastipenie kyseliny palmitolcjovej na tkor
kyscliny palmitovej. Charakter zmicn zloZenia lipidov pri imobi-
lizdcii vedic pravdepodobne k mierne zvySenej odolnosti na stres.
Imobilizované bunky st odolnejsic aj voci pasivnej fuidizécii
membrdny etanolom.

Grego,J.-Sajbidor,].-Malik F.-Krisny,S.: The Influence of
Immobilization on Wine Yeast Lipides Composition during
Ethanol Stress. Kvas. prim., 40, 1994, No.6, pp. 169 - 171

Comparison of the lipid composition of immobilized and
nonimmobilized cells of the wine cell strain Saccharomyces
cerevisiae 6Csubjected to ethanol stress indicates that the whole
impact of the cthanol stress on the fatty acids composition is less
influenced withimmobilized cells as with non-immobilized ones.
The ethanol stress raised in immobilized and free cells occurence
of palmiticoil acid to the detriment of palmiticacid. The character
of changes in lipid composition during immobilization probably
has an impact upon slightly increased stress resistance. The
immobilized cells are as well resistive against passive membrane
fluidization by ethanol.

Grcgo,.].-§t\ihidor..].-Malﬂc,F.-Klisny,g.: EinfluBderImmo-
bilisicrung aul die Zusammensetzung der Lipide in Weinhe-
fen wiihrend des Athanol-Stresses. Kvas.prim.,40,1994,Nr.6,S.
169 - 171

Der Vergleich der Zusammensctzung der immobilisierten
und nichtimmobilisicricn Zellen des Weinhefestammes Saccha-
romyces cerevisiae 6 C, der dem AthanolstreB ausgesctzt wurde,
zeugl davon, daB dic Gesamtauswirkung des Athanolstresses aul
dic Zusammensctzung der Feltsduren bei den immobilisierten
lelen cinigermaBen nicdriger ist als bei den nichtimmo-
bilisierten. Der AthanolstreB erhdhte in den immobilisierten und
[reicn Zellen die Vertretung der Palmitindlsdure auf Kosten der
Palmitinsidure. Der Charakter der Verinderungen in der
Zusammensclzung der Lipide bei der Immobilisicrung fiihrt
wahrscheinlich zu ciner miBig erhohten StreBbestindigkeit.
Auch gegeniiber der passiven Fluidisicrung der Membrane durch
Athanol sind dic immobilisicricn Zellen bestindger.

Ipero, H. - Mak6uaop, A. - Marux, @. - Kpacumn, 111
Bausnue MMMOGHAM3AHH HA COCTAB AMIMAOB BHHHBIX
APOXIKEA B TEHCHHME ITAHOALHOIO crpecca. Ksac. npym. 40,
1994, N°6, crp. 169 . 171

‘Conocm)\enue COCTaBa MMMOBMAM3MPOBAHHEIX M HEMMMOOHAK-

3MPOBAHHX KAETOK LUTAMMa BHHHAIX Jpoxxef Saccharomyces cere-
visiae 6C NOABEPrHyTHIX ITAHOABHOMY CTPECCY, CBHACTEABCTBYET O
TOM, 4TO O6Lyee BAMAHHE ITAHOABHOIO CTPECCA HA COCTAB KMPHBIX
KHCAOT B CAy4au MMMOOMAM3IMPOBAHHBIX KAETOK HH HECKOABKO
MEHbLUE YeM B CAeYae HEMMMOOHMAM3MPOBAHHBIX. JTAHOAbHBIN
cTpecc B MMMOOMAM3MPOBAHHBIX M CBOBOAMBIX KAETKAX MOBBICHA
npejCTaBAEHHE NAAMMTHHOOAEMHOBOMA KHCAOTH B yuyeph
NMAaABMUTHHOBOM KMCAOTEI. XapakTep M3MEHEHMH COCTABA AMITMAOB
npu MMMOOHMAM3AMM, MO BCEl BEPOATHOCTH, MPHUBOAMT B CAErKa
TIOBLILIEHHOR yCTOAYMBOCTH Kk cTpeccy. MiMMoGuAM3upoBatmsie
kaeTkH Goaee ycToRuMBele Take k NaccuBHOM pAymMAM3ayMM
mMeMbpanel 3TAHOAOM.




