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1. OVOD

Pre kvasinky so smrtiacimi u&inkami (killer
yeasts) je typickd produkcia extraceluldrnych pro-

‘teinovych toxinov (zymocinov), ktoré letalne pé-

sobia na bunky k nim citlivich kmeiiov. Charakte-
ristické vlastnosti smrtiacich kmeiiov réznych ro-
dov, charakter smrtiacich toxinov i mechanizmus
ich dc¢inku popisali suborne viaceri autori [1—5] a
boli publikované i v tomto &asopise [6—8]. V nie-
ktorych krajindch pripravou priemyselnych kme-
fiov kvasiniek so smrtiacimi vlastnostami tspeSne
vyriesili niektoré problémy vzniku kontamindcii pri
vyrobe piva, vina a ndpojov typu saké [9—11]. Pri
konStrukcii smrtiacich kmeiiov boli pouZité tech-
niky sexudlnej hybridizdcie [9], ,,vzdcneho pére-
nia“ [10], fazie protoplastov [12]. Hlavnou vyho-
dou pripravenych kmeifiov je ich vd&Sia priebojnost
v mikrobidlnej populdcii kvasiacich médii, a to
i v praktickych podmienkach fermentécii vo.velko-
kapacitnych nadrZiach. Nedochddza tak k poru-
cham kvasenia akymi st napriklad oneskoreny za-
C¢iatok fermentacie, jej pomaly priebeh, nedosta-
to€né prekvasenie a podobne. Ziskanie vhodnych
,killer* kvasinek pre pouZitie vo vindrskej praxi
sa stalo jednou z déleZitych tloh aj ndSho $lachti-
telského programu. Pre jej vyrieSenie sme na vy-
bratom genofonde =zbierkovych i prevadzkovych
kultar [13] realizovali prislusné Slachtenie, a to
vSetkymi pouZivanymi metédami, t. j. selekciou,
mutagenézou, hybridizadnymi a DNA-rekombinant-
nymi technikami [14]. Tento €¢ldnok popisuje vy-
sledky ziskané pouZitim prvej zo spominanych me-
t6d. NaSim cielom bold jednoduchou selekciou
ndjst medzi zbierkovymi kultdrami vinnych kvasi-
niek smrtiace kmene, ur¢it genetické determinanty
kédujice produkciu ich smrtiacich toxinov a posa-

dit vhodnost vyuZitia vybratych kmefiov pre pri-

pravu priemyselnych smrtiacich kvasiniek dal$imi
metédami Slachtenia.

2. MATERIAL A METODY

V préci sme Studovali 5 kmeiflov vinnych Kkvasi-
niek zo zbierky Komplexného vyskumného tstavu

‘vinohradnickeho a vinarskeho v Bratislave (RI-

VE 28) Saccharomyces oviformis 10-25-5, 10-25-8,
V 10-25-16, V 10-25-20, Saccharomyces cerevisiae
V 10-13-4 a Standardné kmene: smrtiaci Saccharo-
myces- cerevisiae PSY-1 (Ki*R1%) a citlivy Saccha-
romyces cerevisiae S6/1 (K~R~).

PouZivali sme tri typy kultiva¢nych pdd. Kom-
pletna pdda obsahovala glukézu 20 g, pepton 10 g,
kvasni¢ny autolyzat 10 g, agar 20 g v 1 dm?®; mini-
médlna podéda (NHy)2S0: 5 g, KH:POs; 1 g, MgSO0s

~

0,5 g, NaCl 0,1 g, CaCl, 0,1 g, glukézu 20 g, stopové
soli a 1 ml zdsobného roztoku vitaminov (1000-kréat
koncentrovany roztok obsahuje biotin 20 ug, Ca-
-pantotendt 2 mg, kyselinu listovd 2 ug, inozitol
10 mg, Kkyselinu nikotinova 400 ug, riboflavin
200 ug, kyselinu p-aminobenzoova 200 ug, pyri-
doxalhydrochlorid 400 ug a tiaminhydrochlo-
rid 400 ug) v 1 dm3. Médium na testovanie
smrtiacich vlastnosti tvorila kompletna podda a
citrat-fosfatovy tlmivy roztok (pH od 2,9 do 6,0)
{zmie%ané v pomere 9:1), s obsahom metylénovej
modrej (0,01 %).

Test smrtiacich vlastnosti ako aj izoldcia nukleo-
vych kyselin s néaslednou elektroforézou boli robe-
né metédami popisanymi v predchddzajicej praci
[13].

Smrtiace toxiny boli izolované modifikovanou

metoédou podla Yamamota [15]. Bunky kultivované
v minimalnom médiu na koncentraciu 5 .107 buniek
v 1 ml boli scentrifugované (3000 g, 20 min), su-
pernatant prefiltrovany cez GF/A membranovy
nitrocelulézovy filter, zahusteny na ultrafiltrac-
nom zariadeni (peristaltickd pumpa a umeld oblié-
ka CHIRAPLAT [Chirana]). Z makromolekulovej
frakcie (zddrZe) bola voda odparend na vdkuovej
odparke (2 h, 30°C) a toxin vysuSeny v exikédtore
pripojenom na olejovd vyvevu (1 h). VysuSena
vzorka sa rozpustila v ¢o najmenSom objeme vody
alebo vina. Na test aktivity sa pouZilo dvakrat
10 yl nanesenych na sterilné papierové disky
(Whatman, 3 MM papier).
- Pri odstrafiovani M dsRNA zo smrtiacich kvasi-
niek sa pouZila 12 aZ 15 h kulttira vyrastend v te-
kutej kompletnej pdde. Asi po 300 buniek z tejto
kulttary bolo vysiatych na:

a) kompletnd pédu a kultivovanych pri 37 °C,

b] kompletni pddu s cykloheximidom (0,3 mg.
.dm~2) a kultivovanych pri 28 °C.

Narastené koldnie boli pretestované na smrtiacu
aktivitu na p6de s metylénovou modrou.

Pri pouZiti UV Ziarenia na odstrdnenie M dsRNA
bola séria Petriho misiek s kompletnou pddou na-
otkovanou inokulom obsahujicim 10° buniek vy-
stavena ucCinku UV svetla (germicidna lampa
VS 310) zo vzdialenosti 20 cm od zdroja Ziarenia
po dobu 0, 15, 30, 45 s. Fenotyp vyrastenych buniek
bol overeny na pdde s obsahom metylénovej mod-
rej.

3. VYSLEDKY A DISKUSIA

Ako sme spomenuli  uZ v tdvode, cielom na3ej
préace je ziskat kmene vinnych kvasiniek so smrtia-
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cimi vlastnostami. Najjednoduchsi pristup k riege-
niu tejto ulohy je preverenie existujiceho geno-
fondu vinnych kvasiniek, a to vhodnou selek&nou
metédou. Pri hladani smrtiacich kvasiniek medzi
63 zbierkovymi kultdrami ¢eskoslovenskych vin-
nych kvasiniek rodu Saccharomyces bolo néjde-
nych 5 kmeiiov, ktoré vykazovali Zelanu aktivitu
na vrstve vhodného citliveho kmeifia [13]. Presnej-
Sie boli vybraté kmene charakterizované po izola-
cii dvojvlaknovej RNA (dsRNA) kodujicej smrtia-
ce vlastnosti a po jej analyze gélovou elektroforé-
zou. Na zdklade pritomnosti a velkosti dsRNA (fo-
'riem M a L) v bunkdch smrtiacich kultdr boli
kmene rozdelené do viacerych skupin. V3etky
smrtiace kmene obsahovali L dsRNA. Kmene
V 10-25-16 a V 10-25-20 s M, dsRNA o velkosti 1,7
kbp boli zaradené medzi K, killery, 10-25-5, 10-25-8
a V 10-13-4 s My dsRNA 2,0 aZ 2,1 kbp ‘medzi K;
smrtiace kmene. Standardny kmeii PSY-1 s M;
dsRNA 1,9 kbp patri k smrtiacim kvasinkdm typu
K. :

Z literarnych tdajov je zndme, e smrtiace vlast-
nosti Sa ovplyviiované hodnotou pH prostredia,
kultivacnou teplotou a pritomnostou inhibiterov
v médiu [1, 16]. V dalich experimentoch bol preto
sledovany vplyv pH média na aktivitu zymocinov
produkovanych ziskanymi smrtiacimi kmefimi. Ak-
tivitu sme sledovali v Sirokom rozmedzi pH od 2,9
do 6,0 na kompletnej agarovej pode s tlmivym roz-
tokom prislusSného pH a metylénovou modrou.
Kmene sa nanasSali vo forme okriahlej kolonie ste-
rilnym Spdradlom a porovnéavala sa velkost zon
potlateného rastu. VSetky testy boli robené pri op-
timalnej teplote 22 aZ 25°C. Vysledky prezentuje
obr. 1. Aktivita toxinov sa vyjadrovala v percen-
tach, pri€om 100 % predstavuje velkost najvacsej
inhibi¢nej zony. Z obrdzku vyplyva, Ze kmene typu
K2 produkuji toxiny Gginné v oblasti pH 3,5 aZ 3,7.
Toxiny smrtiacich kmeifiov K3 typu maji najvadsiu
aktivitu v oblasti pH 3,5 aZ 4,0. Standardny smrtia-
ci kmeifi K1 PSY-1 vykazuje najvy$siu aktivitu v roz-
medzi pH 4,5 aZ 5,0, €o je v silade s vysledkami
uvedenymi v literatdre [1].

Ak sa maji vyuZit smrtiace vlastnosti na zabra-
nenie vzniku kontamindcie pri vedeni fermentaé&-
ného procesu a na zvy3enie mikrobiologickej stabi-
lity kone€ného vyrobku — vina, je potrebné po-
znat GCinok smrtiacich toxinov na mikroorganizmy
kontaminujice vindrsku vyrobu. Smrtiaca aktivita
sledovanych kmetiov bola preto otestovand vodi
najcastejSie sa vyskytujicim neZiaddcim kontami-
nantom — Kloeckera apiculata Metschnikowia pul-

Tabulka 1. Smrtiaca aktivita (+, —, ++ +: je, nie je, je silnd) kmeriov rodu Saccharomyces voéi kvasinkdm -

Aktivita [°/o]

20

| | |

3 A S

6 pH

Obr. 1. Vplyv pH prostredia na smrtiacu aktivitu toxinov
produkovanygch kvasinkami
() Saccharomyces cerevisiae PSY-1
S. oviformis V 10-25-16
8 S. cerevisiae V-10-13-4 a S. oviformis 10-25-5, 10-25-8

® S. oviformis V 10-25-20

Aktivita je vyjadrend v %, priéom 100 % pred-
stavuje velkost najvdésej inhibiénej zony

cherrima, Hansenula anomala a Zygosaccharomyces
bailii. Experimenty sa robili na kompletnych po-
dach o pH 2,9 a 4,5 a pri optiméalnej teplote 22 aZ
25 °C. Testované kmene sa nanéSali sterilnym Spé-
radlom vo forme okrihlej kolénie alebo Ciary na
vrstvu kontaminujiceho mikroorganizmu. V danych
podmienkach nevykazovali $tudované kmene Ziad-
nu smrtiacu aktivitu vo&i kvasinkdm Kloeckera
apiculata (RIVE 9-2-1, -2, -3, -4), Metschnikowia
pulcherrima (RIVE 11-1-1, -2, -3, -4, -5, -6) a Han-
senula anomala (RIVE 7-1-1, -2, -3, -4, -5, -6). Ugi-
nok na kmene Zygosaccharomyces bailii (RIVE
24-1-1, -2, -3, -4, -5) je uvedeny v tabulke 1.
Smrtiace kmene rodu Saccharomyces méZu svoju
aktivitu stratit rastom v pritomnosti nizkej koncen-
tracie cykloheximidu, kutivdciou pri zvySenej tep-
lote (35 aZ 37°C) alebo pdsobenim 5-fluéruracilu
(dochadza k strate M dsRNA kodujicej smrtiacu

Zygosaccharomyces bailii stanovend na kompletnych pédach s pH 2,9 a 4,5.

Zygosaccharomyces , 24-1-1 24-1-2 24-1-3 24-1-4 24-1-5

pH média } 2,9 4,5 2,9 4,5 2,9 4,5 2,9 4,5 2,9 4,5

Saccharomyces 10-25-5 +  +++ — — + +++ + +4++ + +++
10-25-8 + At — — R +. ~+++ + +++
V 10-13-4 + +++ — — +: +4+ +. ok + +++
V 10-25-16 — — — — — — — - — —
V 10-25-20 — — — — T = = . -
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bielkovinu) {1, 16, 17]. V dalSej casti préce boli
sledované moZnosti odstrdnenia smrtiaceho charak-
teru zo Studovanych kmeiiov. V kaZdom experimen-
te sme analyzovali 105 kolénii a zistovali vplyv
cykloheximidu (0,3 mg.dm~3), zvy3enej teploty
(37°C) a UV Ziarenia na zmenu smrtiacich vlast-
nosti. U kmefiov K3 typu sa smrtiaci charakter zvy-
Senou teplotou a pritomnostou cykloheximidu eli-
minuje (tabulka 2), €o sa prejavi stratou M dsRNA

Tabulka 2. Vplyv cykloheximidu, teploty a UV Ziarenia
na stratu smrtiacich vlastnosti testovangch
kmeriov Saccharomyces (hodnoty uddvajii
podiel ,nekiller® kolonii v % z pévodného
poétu 105 analyzovanych kolonii).

Eliminalny Cykloheximid UV Ziarenie Teplota 37 °C
faktor

S. oviformis 11 ’ 0 95
10-25-5

S. oviformis 23 0 73
10-25-8

podobne ako u K; a K; killerov. U kolénii, ktoré
uvedenym spdsobom stratili schopnost produkovat
toxin, 'sme analyzovali nukleové kyseliny gélovou
elektroforézou. M dsRNA nebola v tychto bunkéich
pritomnéa, Co jednoznaCne dokazuje, Ze smrtiace
vlastnosti st koédované touto formou dsRNA.
V kontrolnom experimente vedenom v optiméalnych
podmienkach si v3etky testované kolonie udrZali
smrtiaci charakter (obr. 2). UV Ziarenie produkciu

-—— M dsRNA

L dsRNA

ABCDE PG

Obr. 2: Elektroforéza izolovangch nukleovjch kyselin
kmeriov Saccharomyces po strate smrtiacich
vlastnosti pésobenim teploty 37°C (B-D), resp.
cykloheximidu (E-G).

A — S. oviformis 10-25-5 K+ (kontrola), B —
S. oviformis 10-25-5 K=, C — S. oviformis 10-25-8

K-, D — S. cerevisiae V 10-13-4 K—, E — S. ovi-

formis 10-25-5 K—, F — 8. oviformis 10-25-8 K—,
G — S. cerevisige V 10-13-4 K-.

smrtiaceho toxinu kvasinkami rodu Saccharomyces
neovplyviluje a kmene si smrtiaci charakter za-
chovéavaju.

V poslednej €asti prace boli zo smrtiacich kme-
nov izolované toxiny a testovand ich stabilita pri
dlhSom uchovédvani v chladni¢ke pri 4°C vo vode
a vo vine. Na izol4ciu sa pouZilo ultrafiltracné za-
riadenie. Koncentrat s toxinmi bol vysu3eny odpa-
renim. VysuSené toxiny boli rozpustené vo vode,
resp. vo vine, nandSané v dvojdiiovych intervaloch
na sterilné papierové disky (dvakrdat po 10 yl) a
uloZené v miskdch wobsahujicich kompletna pddu
s vrstvou citliveho kmefla Saccharomyces cerevi-
siae a metylénovd modrd. Smrtiace vlastnosti boli
posudzované na zdklade tvorby inhibi¢nych zén..
Aktivita toxinov zostala zachovand aj po dvojtyZd-
novom uskladneni pri 4 °C (tabulka 3).

Tabulka 3. Stabilita smrtiacich toxinov kmeriov Saccha-
romyces oviformis vo vode a vo vine. Vel-
kost z6n potlaéeného rastu na Standardnom
citlivom kmeni Saccharomyces cerevisiae je

- udand v mm.

Doba uskladnenia 0 14 dni
Médium voda vino voda vino
S. oviformis 8 8 2 2
10-25-5 )

S. oviformis 5 5 1 1
10-25-8 :

Zaverom moZno zhrnit, Ze ndjdené kmene vin-
nych kvasiniek so smrtiacimi vlastnostami proti
Zygosaccharomyces bailii majia schopnost produ-
kovat zymociny takych fyzikdlnochemickych para-
metrov, Ze je osoZné uvaZovat prislusné kvasinky
ako potenciadlne cCisté kultiry vo vindrstve, resp.
ich vyuZit pri prencse ich smrtiaceho charakteru
do priemyselnych kmeiiov hybridizacnymi techni-
kami.
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nych kvasiniek. IV. Selekecia a vlastnosti smrtiacich kme-
itov. Kvas. prim., 36, 1990, ¢. 10—11, s. 301—304.

Prieskumom 63 zbierkovych kmeiiov vinnych kvasi-
niek rodu Saccharomyces bolo najdenych 5 producentov
,Killer* toxinov so stabilitami a pH profilmi vhodnymi
pre pouzitie na potld€anie kvasiniek rodu Zygosaccha-

romyces ako obdvanych kontaminantov flaSového vina. -

Boli §tudované genetické determinanty kodujice smrtia-
ce toxiny s cielom vyuZzit ziskané poznatky pri prenose
smrtiacich vlastnosti do priemyselnych kmefov vinnych
kvasiniek.

Muxanuakosa, C. - Wrypauk, 3 - Cyao, I.: Ceunekuus
pUHHBbIX apoxkeil. 1V. Cejekuusi m cBoiicTBa cMepTOHOC-
HpIx wTammoB, Kgac. mpym., 36, 1990, Ne 10—11, ctp.
301—304.

Ilpu uccaenoBanun 63 KOJNIEKIHOHHPOBAHHBIX LITAMMOB
BHHHBIX JpOXKXKel THHa Saccharomyces Oblio HalieHO
TSITh TNPOAYLEHTOB »KUJJIEPK TOKCHHOB C CTa0HJBLHOCTBIO H
pH npoduisaMH, DOAXOAAUMMH JJIS HOMABJIEHHS [POKIKeH

THHa Zygosaccharomyces, olnaceHHe BBI3HLIBAIOIIMX KOHTA-
MHUHAQHTOB OYTBHIJIOYHOrO BUHA. VI3yya/auCh reHeTHYeCKHe J€-
TepMHHAHTBl — KOJBl CMEDPTOHOCHEIX TOKCHHOB C I€JIbIO
HCTIO/B30BAHHS NOJYYeHHBIX CBeJeHHH TPH IepeHoce cMep-
TOHOCHBIX CBOMCTB B IPOMBINIJIEHHbIE IITAMMBI BHHHBIX.
JPOKKeEN.

Michalgakova, S. - Sturdik, E. - Sulo, P.

Killer Strains. Kvas. prGm., 38, 1990, No. 10—11, pp.
301—304.

From 63 wine-making yeast strains of Saccharomyces
(from the collection) five strains produced killer toxins
being stable and having suitable pH values for the sup-
pression of Zygosaccharomyces yeasts that belong among
apprehensive contaminants of bottled wines. The genetic
determinants coding the killer toxins were studied with
the aim to transfer the killer properties into industrial
strains of wine-making yeasts.

Michal¢akova, S. - Sturdik, E. - Sulo, P.: Ziichtung von
Weinhefen. IV. Selektion und Eigenschaften der Killer-
Stdmme. Kvas. prim., 38, 1990, Nr. 10—11, S. 301—304.

Bei der systematischen Uberprifung von 63 Samm-
lungs-Hefe-Stdminen des Genus Saccharomyces wurden
5 Produzenten von ,Killer-Toxinen“ mit Stabilitdten und
pH-Profilen gefunden, die geeignet fiir die Anwendung
als Inhibitcren der Zygosaccharomyces-Hefen — der
befiirchteten Kontaminanten von Flaschenweinen er-
scheinen. Es wurden die genetischen Determinanten, die
die Killertoxine Kkodieren, studiert, mit dem Ziel der
Applikation der gewonnenen Erkenntnisse bei dem Trans-
fer der Killer-Eigenschaften auf die industriellen Wein-
hefestdmme.

Frakciondcia kvasni¢nej biomasy.
V. Vyroba a vyuZzitie preparatov invertazy i 914
Ing. R. KOLLAR, Doc. Ing. E. STURDIK, CSc., Ing. M. GALKOVA, Ing. S. GOCOVA, Katedra biochemickej

technolégie CHTF SVST, 812 37 Bratislava

Klicové slova: pekdrske droZdie, frakciondcia biomasy, ziskavanie a aplikdcia invertdzy, autolyza kva-

siniek
ovop ~

. Invertdza (g-fruktofuranoziddza, E. C. 3.2.1.26)
je hydrolaza katalyzujica rozklad sacharézy na
gluk6zu a fruktdzu, o sa vyuZiva predovietkym
v cukrovinkarstve na zlepSenie konzistencie ¢oko-
ladovych cukrikov s fonddnovou népliiou, v néapo-
jovom priemysle pri vyrobe glukézo-fruktézovych
sirupov, v pekarenstve na zlepSenie porovitosti a
zvySenie aromy peciva, v polnohospodarstve na

pripravu cukorného krmiva pre vfelstvd v zimnom ~

obdobi a napokon pri konStrukcii biochemickych
analyzatorov (enzymovych elektrod a termistorov)
[1—5].

Enzym sa izoluje z pekdrskeho drozdia viacery-
mi postupmi, ktorych podstata spoCiva v rozruSeni
bunkového obalu a uvolneni invertdzy z kvasiniek,
pritom z bunkového extraktu sa findlny produkt
ziska precipitdciou s (NH4)2S04, resp. s organic-
kymi rozptstadlami [6]. V priemyselnych pod-
mienkach sa na uvolnenie enzymu z buniek
najcastejSie vyuZiva iniciovand autolyza doplnend

v zavere posobenim horﬁc’eho toluénu [7—9]. Pre
doteraz popisané spdsoby ziskavania invertazy je

typické, Ze ide o tzv. ,s6lo” izolacie, teda postup

je optimalizovany tak, aby sa zo vstupnej suroviny
ziskal maximéalny vytaZok enzymu. '

Na naSom pracovisku bol vypracovany postup
komplexnej frakciondcie kvasni¢nej biomasy umoz-
fujici vyrobit z jednej SarZe viacero preparatov.
7 droZdia sa tak da ziskat stCasne kvasniény ex-
trakt, nukleotidy, ergosterol, fosfclipidy, bunkové
steny, glukany a invertdza [10]. V predchadzaja-
cich c¢lankoch, charakterizujicich zmieneni -stra-
tégiu, sme popisali spdsob uvoliiovania cytoplaz-
matického obsahu kvasiniek indukovanou autoly-
zou, ktord sa vyuZiva na rozruSenie bunkového
obalu [11],.dalej ziskavanie hrubych prepazatov
z autolyzatu pekarskeho droZdia [12], resp. izola-
ciu a vyuZzitie frakcie lipidov [13]. Tento ¢lanok je
venovany problematike ziskavania invertdazy v ram-
ci komplexnej frakciondcie droZdia a vyuZitia (od-
sktSania) ziskanych prepardatov v naSich podmien-
kach.
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