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1. ÚvoD -

Pée kvasinky so smrtiacimi účinkami Ikil ler
yeasts] je typická produkcia extracelulárnych pro-
teínových toxínov (zymocínov],.ktoré letá lne pÓ.
sobia na bunky k nim citl ivých kmeňov. Charakte.
ristické vlastnosti smrtiacich kmeňov rÓznych ro.
dov, charakter smltíacich toxínov i mechanizmus
ich účinku popísali súborne viacerí autori [1-5] a
bol i  publ ikované i  v tomto časopise [6-8]. V nie-
ktorých krajinách prípravou prÍemyselných kme'
ňov kvasiniek so smrtiacimi vlastnosťami úspešne
vyriešili niektoré problémy vzniku kontamÍnácií prÍ
výrobe piva, vÍna a nápojov typu saké [9-11]. Pri
konštrqkciÍ smrtiacich kmeňov boli pouŽité tech.
niky sexuálnej hybridizácie [9], ,,vzácneho páre-
nia.. [10], fúzie protoplastov [12]. Hlavnou výho-
'dou pripravených kmeňov je ich váčšia priebojnosť
v mikrobiálnej populácÍi kvasiacich médií, a ' to
i v praktických podmienkach fermentácií vo-velko.
kapacitných nádrŽiach. Nedochádza tak k poru-
'chám kvasenia akými sú napríklad oneskorený za.
.čiatok fermentácie, jej pomalý priebeh, nedosta-
točné prekvasenie a podobne' Získanie vhodných
',,kil ler.. kvasinek pre pouŽitie vo vinárskej prari
sa stalo jednou z diležitýCh úloh aj nášho šlachtÍ-
telského programu. Pre jej vyriešenie sme na vy-
bratom genofonde zbierkových i prevádzkových
kultúr [13] realizovali príslušné šIachtenie, a to
všetkými pouŽívanýmÍ metódami, t. j. selekciou,
mutagenézou, hybridizačnými a DNA-rekombÍnant-
nými technikami [14]. Tento článok popisuje vý-
sledky zÍskané pouŽitím prvej zo spomínaných me.
tód. Naším cÍelom bolÓ jednoduchou selekciou
nájst medzi zbierkovými kultúrami vínnych kvasi-
niek smrtiace kmene, určit genetické determinanty
kódujúce produkciu ich smrtiacÍch toxínov a posú.
diť vhodnosť vyuŽitía vybratých kmeňov pre prí-
pravu .prÍemyselných smrtiacÍch kvasiniek dalšími
metÓdamÍ šIachtenia.

2. MATERIÁL A METoDY

V práci sme študovali 5 kmeňov vínnych kvasi-
niek zo zbierky Komplexného výskumného ťtstavu
vinohradníckeho a vÍnárskeho v Bratis]ave IRI-
VE 28] Saccharomyces ouŽformis 70-25.5, 10^25-8,
V 10.25^16, V 10.25.20, Saccharomyces cereuisÍ.ae
V 70-73.4 a štandardné krirene: smrtiaci Saccharo.
maces.cereuisiae Psy.7 (KI+Rr+/ a citl ivý Saccha.
romAces cereuis iae 36l1 {K-R- ).

Používali sme tri typy kultivačných pÓd. Kom.
pletná pÓda obsahovala glukózu 20 g, peptón 10 g,
kvasničný autolyzát 10 g, agar 2a g v 1 c1m3; mini-
málna pÓda [NHr+]zSo+ 5 g, KHiPos I8, MgSo+

0,5 g, NaCl 0,1 g, CaClz 0,1 g, glukózu 20 g, stopové
soli a 1 ml zásobného,roztoku vitamínov [1000-krát
koncentrovaný roztok obsahuje biotín 20 ý8, Ca-
_pantotenát 2 mg, kyselinu listovú 2 p8, ínozitol
10 mg, kyselínu nikotínovú 400 FE, riboťIavín
2o0 pE, kyselinu p.aminobenzoovú 200 /&g, pyri.
doxalhydrochlorid 40q pc a tiamínhydrochlo-
rid 400 u8) v 1 dm'. Médium na test.ovanie
SmrtÍacich vlastnostÍ tvorila komp1etná pÓda a
citrát.fosfátový tlmivý roztok IpH od 2'9 do 6'0)
(zmiešané v pomere g:1), s obsahom metylénovej
modrej (0,010/ol .

Test smrtiacich vlastnostÍ ako aj Ízolácia ríukleo-
vých kyselín s následnou elektroforézou boli robe-
né metódami popÍsanými v predchádzajúcej práci
[13].

smrtiace toxíny boli izolované modifikovanou
metódou podla Yamamota |L5]. Bunky kultivované
v mÍnimálnom médÍu na koncentráciu 5 .107 bunibk
v 1 ml bolÍ scentrifugované [3000 g, 20 min]; su.
pernatant pref Íltrovaný cez GF/A membránový
nitrocelu1ózový filter, zahustený na ultrafiltrač.
nom zariadení [peristaltÍcká pumpa a umeIá oblič-
ka CHIRAPLAT IChirana]1. Z makromolekulovej
frakcie (záďže} bola voda odparená na vákuovej
odparke [2 h' 30"CJ a toxín vysušený v exikátore
pripojenom na olejovú vývevu (1 h]. Vysušená
vzorka sa rozpustila v čo najmenšom objeme vody
alebo vína. Na test aktivÍty sa pouŽilo dvakrát
1o pů nanesených 'na sterilné papierové disky
(Whatman, 3 MM papierJ.
'Pri odstraňovaní M dsRNA zo smrtiacÍch kvasi-

niek sa pouŽila t2 aŽ 15 h kultúra vyrastená v te-
kutej kompletnej pÓde. Asi po 300 buniek z tejto
kultúry bolo vysiatych na:

a) kornpletnú pÓdu a kultivorlaných pri 37oC,
b] kompletnú pÓdu s cykloheximidom [0,3 mg.

.dm_.) a kult ivovaných pr i  28.C.

Narastené kolónie boli preteštované na smrtiacu
aktivitu na pÓde s metylénovou modrou.

Pri pouŽití.UV ŽÍarenia na odstránenie M dsRNA
bola séria PetrÍho misiek s kompletnou pÓdou na-
očkovanou inokulom obsahujúcim 105 buniek vy-
stavená účinku UV svetla Igermicídna lampa
Vs 310) zo vzdÍa]enosti 20 cm od zdroja Žiarenia
po dobu 0, 15, 30, 45 s. Fenotyp vyrastených buniek
bol overený na póde s 'obsahom metylénovej mod.
rej .

3. VÝSLEDKY A DISKUSIA

Ako sme spomenulÍ uŽ v úvode, cielom našej
práce je získat kmene vínnych kvasiniek so smrtia.
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cimi vlastnostami. NajjednoduchšÍ prístup k rÍeše-
niu tejto úlohy je preverenie existujúceho geno.
fondu vírrnych kvasiniek, a to vhodnou selekčnou
metódou' Pr i  h ladaní smrt iac ich kvasiniek medzi
63 zbierkovýmÍ kultúrami československých vín-
nych kvasiniek rodu Saccharomyces bolo nájde-
ných 5 kmeňov, ktoré vykazovali Želarrú aktivitu
na Vrstve vhodného ci t i ivého kmeňa [13]. Presnej.
šie bolÍ vybraté kmene charakterizované po izolá-
cÍi dvojv láknovej RNA (dsRNAJ kódujúcej smrt ia-
ce vlastnosti a po je1 analýze gélovou elektroforé-
zou. Na základe prítomnostÍ a velkosti dsRNA [fo.
r iem M a L) v bunkách smrtÍacÍch kultúr bolÍ
kmene rozdelené do viacerých skupín' Všetky
smrtiace kmene obsahovali L dsRNA. Kmene
V 10-25-16 a ý 7o-25-2o s Mz dsRNA o velkosti 1,7
kbp bol i  zaradené medzi Kz k i l lery, 70-25-5,10.25-8
a V 10-13.4 s M+ dsRNA 2,0 až 2,1 kbp medzÍ K3
smrtiace kmene. Štandardný kmeň PSY-1 s Mr
dsRNA 1,9 kbp patrí k smrtiacim kvasinkám typu
Kr.

Z l iterárnyřh ridajov je známe, Že smrtiace vlast-
nosti sú ovplyvňované hodnotou pH prostredia,
kultivačirou teplotou a prÍtomnostou inhibítorov
v médiu [1'  16] '  V ďa]ších experÍmentoch bol preto
sledovaný vplyv pH média na aktivitu zymocínov
produkovaných získanými smrtiaclmi kmeňmi. Ak.
tivitu sme sledovali v širokom tozmedzí pH od 2,9
do 6,0 na kompletnej agarovej pÓde s t lmivým roz-
tokom príslušnélro pH a metylénovou modrou'
Kmene sa nanášal i  vo forme okrúhlej kolónie ste.
r i lným špáradlom a porovnávala sa velkosť zÓn
potlačeného rastu. Všetky testy boli robené pri op-
tÍmá]nej teplote 22 až 25.C. Výsledky prezentuje
obr. 1. Aktivita toxínoV sa vyjadrovala V percen-
tách, pričom 100 o/o predstavuje velkost najváčšej
inhibičnej zóny. Z obrázku vyplýva, Že kmene typu
K2 produkujú toxíny účinné v oblasti pH 3,5 až 3,7.
Toxíny smrtÍacich kmeňov K: typu majú najváčšiu
aktivitu v oblasti pH 3,5 až 4,0. Štandardný smrtia.
ci kmeň Kr PSY-1 vykazuje najvyššiu aktivitu v roz-
medzí pH 4'5 až 5,0, čo je v súlade s výsledkami
uvedenými v l iteratťtre [1].

Ak sa majú vyuŽiť Smrt iace V]astnost i  na zabrá-
nenie vzniku kontaminácie pri vedení fermentač-
ného procesu a na zvýšenie mikrobiologickej stabi.
l ity konečného výrobku vína, je potrebné po.
znať účinok smrtiacich toxínov na mikroorganizmy
kontaminujúce vinársku výrobu. SmrtÍaca aktivita
sledovaných kmeňov bola preto otestovaná vr-rči
najčastejšie sa vyskytujúcim neŽiadúcim kontami-
nantom - Kloeckera apiculata MetschnÍkowia pul.

3 1 5 6pH
1., VpIaÚ pH prostredia na smrtiacu aktíuitu toxínou

pr odukou aný ch k0 asÍnkamí
Saccharomyces cerevisiae PSY-1
S. ovÍformis V 10.25.16
S. cerevisiae V-10-13-4 a S. oviformis 10-25-5. 10-25-8
S. oviformis V 1O-25-2O

Aktiuita je uyiadrená u 0/o, pričom 1000/o pred-
staÚuie uel,kosť najuričŠej inhibičnej zÓny
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cherrima, Hansenula anomala a ZygosaccharomAces
bail i i, Experimenty sa robil i na kompletných pÓ-
dach o pH 2,9 a 4,5 a pri optimálnej tep|ote 22 aŽ
25.C. Testované kmene sa nanášalÍ Ster i lným špá-
radlom vo forme okrúhlej kolónie alebo čÍary na
vrstvu kontaminujúceho mÍkroorganizmu. V daných
podmienkach nevykazovali študované kmene Žiad-
nu smrtiacu aktÍvitu voči kvasinkám Kloeckera
apiculata IRIVE 9-2-1 , -2, -3, -4), Metschnikowia
pulcherrima (RIVE 11-1-1, -2, -3, -4, -5, -6 1 a Han-
senula anomala IRIVE 7-1-1 ,  -2, .3, .4, -5, -6] '  Úči-
nok na kmene Zygosaccharomyces bail i i (RIVE
24-1'.7, -2, -3, -4, -5] je uvedený v tabulke 1.

Smrtiace kmene rodu Sacchaťomaces mÓŽu svoju
aktivitu stratit rastom v prÍtomnosti nízkej koncen.
trácie cykloheximidu, kutiváciou pri zvýšenej tep-
lote [35 až 37 .C) a lebo pÓsotrením S.f luÓruraci lu
(dochádza k strate M dsRNA kódujúcej smrt iacu

Tabutka. l .  Smrt iaca akt iDita (+, -
Z g g o sac c har omAc e s bai l i i

+ + +.. ie' nie ie, ie si lná) kmeňou rodu
stanouená na kompletných pÓdach s pH 2,9 a

Saccharomyces uoči kuasinkám
TE

Z4 gosaccharomyces
I zq-n

| 
, ,n 4,5

24-L-2 zq- r-  3 24-r-4 24-t-5

pH.média 4,5,a,a2A2A

+ +++ + +++ + +++
+ +++ + +++ + +++
1 

+++ : *_*** I +++

+
T

l

Saccharomyces L0-25-5
10-25-B
v 10-13-4
v 10-25_16
v 10-25_20
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bielkovÍnu) {1, 16, 17]. V ďalšej časti práce bolÍ
sledované moŽnosti odstránenia Smrtiaceho charak-
teru zo študovaných kmeňov. V kaŽdom experimen-
te sme analyzovali 105 kolóniÍ a zistovali vplyv
cykloheximidu (0,3 mg.dm-,J,  zvýšenej teploty
(37"C] a UV Žiarenia na zmenu smrtiacÍch vlast.
ností. U kmeňov K3 typu Sa smrtiaci charakter zvý-
šenou teplotou a prÍtomnostou cykloheximidu eli-
mÍnuje (tabuťka 2J, čo sa prejaví stratou M dsRNA

Tabutka 2, vpl!0 cyklohexžmEd.u, teptoty a I]V Žiarenia
na stťatu smťtiacich ulastnostÍ testouaných
kmeňou Saccharomyces Ihodnota udáuaiú

. podiel ,,nekiller,, kolónii u 
.0/o 

z piuodného
počtu 705 analyzouaných kolónií).

Eliminačný
faktor

Cvkloheximíd UV Žiarenie Teplota 37 oC

smrtiaceho toxínu kvasinkami rodu saccharomyces
neovplyvňuje a kmene si smrtiaci charakter za-
chovávajú.

V poslednej časti práce boli zo smrtiacich kme.
ňov izolované toxÍny a testovaná Ích stabil ita pri
dlhšom uchovávaní v chladničke pri 4 oC vo vode
a vo víne. Na izo]áciu sa pouŽilo ultrafi ltračné za-
riadenie. Koncentrát S toxínmi bol vysušený odpa.
rením. Vysušené toxíny bolÍ rozpustené vo vode,
resp. vo víne, nanášané v dvojdňových intervaloch
na sterilné papÍerové dÍsky fdvakrát po 10 ptl] a
uloŽené v miskách tobsahujúcich kompletnú pÓdu
s vrstvou citl ivého kmeňa Saccharomyces cerevÍ-
siae a metylénovú modrú. Smrtiace vlastnosti bolÍ
posudzované na základe tvorby inhÍbičných zón.
Aktivita toxínov zostala zachovaná aj po dvojtýžd.
ňovom uskladnení pri 4 oC Ítabutka 3).

S. oviformis
r.0-25-5
S. oviformis
í n.?6.n

podobne ako u Kr a Kz kil lerov. U kolónií, ktoré
uvedeným spÓsobom strati l i schopnost produkovať
toxín, sme analyzovalÍ nukleové kyseliny gélovou
elektroforézou. M dsRNA nebo]a v týchto bunkách
prítomná, čo jednoznačne dokazuje, že smrtiace
vlastnosti sú kódované touto formou dsRNA.
V kontrolnom experimente vedenom v optimálnych
podmienkach si všetky testované kolÓnie udrŽali
smrtiaci charakter Íabr. 2), UV Žíarenie produkciu

M dsRNA

L ds RNA

ABCDEF6
obr,2rElektroJoréza izolouaných nukleouých kyselín

kmeňou Saccharomgces po stťate smť.tiacich
, ulastnosti pÓsobením tep|oty 37oC (B.DJ, resp.

cykZohexi.mi.du ( E-G ).
Á _ s. oui|ormis 10-25-5 K+ (kontrola)' B -
S. ouiJormis 10-25-5 K-, C - S. ouif ormis 10-25-8
K-, D - S. cereuisiae v 10.13-4 K_' E - s ' oÚi.
formis 70.25.5 K_, F - s. oÚÍ' lormis 10.25.8 K-,
c - S. cereuisiae V 10-73-4 K-.

93

73

11

23

Tabulka 3. Stabilita
romaces
kost zÓn
eit l iuom

.udanáu

smrtiacich toxínoD kmeňou Saeeha-
ouiformis Do Úode a uo uine, Veť.
potlačeného rastu na štandardnom

kmeni saccharomaces cereuisÍae ie
mm.

Doba uskladnenia 14 dnÍ

Méd1um vrno voda víno

S. ouiformi.s
10-25-5
S. oui|ormŽs
10-25-8

Záverom moŽno zhrnút, Že nájdené kmene vín.
nych kvasiniek so smrtiacimi vlastnosťami proti
Zygosaccharomaces bait i i  majú schopnost produ-
kovať zymocÍny takých fyzikálnÓchemÍckých para-
metrov' že je osožné uvaŽovat príslušné kvasinky
ako potenciálne čisté kultúry vo vináťstve, resp.
ich vyuŽit pri prenose ich smrtiaceho charakteru
do prÍemyseIných kmeňov hybridizačnými techni-
kami.
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ňov. Kvas' prům., 36' 1990' č. 10_11' s. 301_304.

Prieskumom 63 zbierkových kmeňov vínnych kvasi.
niek rodu Saccharomyces bolo nájdených 5 producentov
,,ki]ter.. toxínov so stabi lÍtami a pH profi lmi vhodnými
pre použitÍe na potláčanie kvasiniek lodu Zygosaccha-
romyces ako obávaných kontaminantov f lašového vína.
Bol i študované genetÍcké determinanty kódujúce smrtia-
ce toxíny s cielom využit zÍskané poznatky pri prenose
smrtiacich vlastností do priemyselných kmeňov vínnych
kvasiniek.

Muxalqaxora, C. - tllryp4nx, 3 - Cy,lo, Il.: Ce,nexqur
BIlHHbIx 4poxrrefi. IV. Ceflerquq u cBoňcTBa cMepToHoc.
HHx uraMMoB. Knac. npyru.,36, 1990, JrB l0-11, crp.
301-304.

flpu uccregosaunu 63 Ko,r",reKrluoHllpoBaHHbrx ruraMMoB
BI{HHIIx Ápoxxeft runa Saccharomyces 6uno naiiAego
nfiTb npoAyueHToB )>KI.lJ'1JTep<< ToKcIIHoB c craónnlrrocrlrc t,t
pH npoQunxMu, noÁxoÁffrulMill Á"TÍ noÁaBJIeHIIfl Ápo}K}KeIž

Ti lna Zy8osaCcharomyces, onaceHI'Ie. BbI3bIBaloi l l l ]x KoHTa.
MuHaHToB óyrltnourroro nltHa. I4syuanucb |eHeTI-iqecKI-{e Ae.
repMr.iHaHTbI - KoAbr cMeproHocHbrx ToKctiHoB c ueJlbro
lIc[oJIb3oBaHI,In'.noJyIieHHbIx cae4eHlů np}l nepeHoce cMep.
TOHOCHbIX CBOI{CTB B npOMbIIII"leHHbte IIITaMMbI BLIHHbtx
apoxNeů.

Mlchalčáková, S. - Šturdík, E. - Sulo, P.: Improvemenť
of Wine-Making Yeasts. IV. Selection and Properties of
Killer Strains' Kvas. prům., 36, 1990' No. 10-11' pp.
301-304.

Fronr 63 WÍne..makin8 yeast strains of Saccharomyces
Ifrom the col lection) íive Straíns produced kij ier toxins
being stable and having suitable pH values for the sup-
pression of Zygosaccharomyces yeasts that belong among
apprehensive conta,mlnants of bott led wines- The genetic
determinants coding the ki l ler toxins were studied with
the aim to transfer the ki l ler properties Ínto industrial
strains of wine-making yeasts.

Michalčáková,
Weinhefen. IV.
stámme. KvaS.

s. - ŠturdÍk, E. . Sulo, P.: Zi ichtung von
Selektion und Eigenschaften der Ki l ler-
prťtm',36, 1990, Nr. 10-11'  s '  301-304.

Bei der systernatiscben Úberpri i fung von 63 Samm.
lungs-Hefe-Stámi. ' len des Genus Saccharomyces wurden
5 Produzenten von ..Ki l ler-Toxinen.. mit Stabi l i táten und
pH.Profi len gefunden, die geeiSnet Íúr rl ie Anwendung
als InhibÍtoren der Zygosaccharomyces-Hefen - der
befi irchteten Kontaminanten von Flaschenweinen er-
scheinen. Es wurden die genetischen Determinanten, die
die Ki l lertoxine kodieren. studÍert. mit dem ZíeI der
ApplÍkation der gewonnenen Erkenntnisse bei dem Trans-
fer der Ki l ler-Eigenschaften auf die Ínclustr ie]len lvein.
hefestámme.
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ÚvoD

Frakcionácia kvasničnei biomasy.

. Invertáza [p-fruktofuranozid,áza, E. C. 3.2.7.26)
je hydroláza katalyzujúca rozklad sacharózy na
glukózu a fruktÓzu, čo sa vyuŽíva predovšetkým
v cukrovinkárstve na zlepšenie konzistencie čoko-
ládových cukrÍkov s fondánovou náplňou, v nápo.
jovom priemysle prÍ výrobe glukÓzo-fruktózových
sirupov, v pekárenstve na zlepšenie pórovÍtosti a
zvýšenie arómy pečiva, v polnohospodárstve na
prípravu cukorného krmiva 'pre včelstvá v zimnom .

období a napokon pri konštrukcii biochemických
analyzátorov Ienzýmových elektród a termistorov)
I a-J l .

Enzým sa izoluje z pekárskeho droŽdÍa viacerý-
mi postupmÍ' ktorých podstata spočíva v rozrušenÍ
bunkového obalu a uvolnení invertázy z kvasiniek,
prlčom z bunkového extraktu sa fÍnálny produkt
získa precipitáciou s (NH4]zSo+' resp. s organic.
kými rozpúšťadlami t6].  v pr iemyselných pod-
mienkach sa na uvolnenÍe enzýmu z bunÍek
najčastejšÍe vyuŽíva iniciovaná autolýza doplrrená

v závete pÓsobením horúceho toluérru [7-9]. Pre
dÓteraz popísané spÓsoby získavanÍa invertázy je
typické, že ide o tzv' ,,Sólo,, izo|ácíe, teda postup
je optimalizovaný tak, aby sa Zo vstupnej suroviny
zÍskal maximáIny výťaŽok enzýmu.

Na našom pracovisku bol vypracovaný postup
komplexnej frakcionácie kvasničnej biomasy umož-
ňujúci vyrobÍt z jednej šarže viacero preparátov.
Z d,roždia sa tak dá zÍskat súčasne kvasnÍčný ex-
trakt, nukleotidy, ergosterol, fosfolipidy, bunkové
steny, glukany a invertáza |7o]. V predchádzajú-
cich článkoch, charakterizujúcich zmÍenenú stra-
té8Íu, sme popísali spÓsob uvolňovanÍa cytoplaz-
matÍckého obsahu kvasÍniek,Índukovanou autolý-
zou, ktorá sa vyuŽÍva na rozrušenie bunkového
obalu [11], .dalej  získavanie '  hrubých preparátov
z a'Utolryzátv pékárskeho droŽdia [12], resp. izolá-
ciu a vyuŽÍtie frakcie l ipidov [13]. Tento článok je
venovaný problematike zÍskavania Ínvertázy v rám.
ci komplexnej frakcionácÍe droŽdia a vyuŽÍtia Iod.
skúšania] získaných preparátov v našich podmien-
kach.


