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ZMENY OBSAHU LIPIDOV VINNYCH KVASINIEK POCAS FERMENTACIE
IMOBILIZOVANYMI BUNKAMI

CHANGES IN LIPID CONTENT OF WINE YEASTS DURING FERMENTATION
BY IMMOBILIZED CELLS

Jan Sajbidor, Fedor Malik

ABSTRACT

Comparison of the lipid composition of immobilised and non-immobilised cells of the wine cell strain Saccharomyces
cerevisiae 6C subjected to ethanol stress indicates that the whole impact of the ethanol stress on the fatty acids composition
is less influenced with immobilised cells as with non- immobilised ones. The ethanol stress raised in immobilised and free
cells occurrence of palmitoleic acid to the detriment of palmitic acid. The character of changes in lipid composition during
immobilisation probably has an impact upon slightly increased stress resistance. The immobilised cells are as well resistive

against passive membrane fluidisation by ethanol.
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UVOD

Je zname, Ze kvasinky reaguji na etanolovy stres
restrukturalizaciou intracelularnych lipidov. Kedze prvym
miestom kontaktu bunky s vonkajSim prostredim je
cytoplazmatickd membrana, registrujeme zmeny v zloZeni
sterolov (Shobayashi et al., 2005 ), fosfolipidov (Carman
a Henry, 1989) a mastnych kyselin (You et al., 2002).
Uvedené zmeny mozeme povazovat za sucast
mechanizmov prispdsobenia a charakter tychto zmien je v
stilade s tedriou homeoviskoznej adaptacie (Sajbidor,
1997). S uréitym zjednoduSenim sa da konstatovat’, Ze
dosledky adaptacie smeruju k zachovaniu podobnych
fyzikalnych podmienok v cytoplazmatickej membrane ako
boli pred stresom. Kvasinka Saccharomyces cerevisiae
reaguje na pritomnost etanolu poklesom obsahu
nasytenych mastnych kyselin, najmé kyseliny palmitove;j -
16:0, oproti obsahu mononenasytenych kyselin, z ktorych
je najhojnejsie zastipena kyselina olejova - 18:1. Uvedené
zmeny Vv profile mastnych kyselin su sprevadzané
zvySenim obsahu sterolov. Intenzita a vzajomny pomer
tychto zmien, ako aj charakter alternacii mastnych kyselin,
je Specifickou vlastnost'ou kmena a zavisi okrem genotypu
najmi na intenzite stresového faktora. Vinne kvasinky su
pocas fermentacie dlhodobo vystavené etanolovému
stresu. Imobilizaciou sa dostanti do prostredia, ktorého
vplyv na niektoré fyziologické parametre kvasinkovej
populacie je predmetom diskusii (Jirku 1999).
NajpouzivanejSou imobilizacnou technikou je metdda
"entrapment", pri ktorej st bunky uzatvarané do
prirodnych, alebo syntetickych gélov. Pre potreby
imobilizacie vinnych kvasiniek sa najcastejSie pouziva
alginatovy alebo pektatovy gél. Bunky sa po imobilizacii
dostavaju do prostredia s lokalnym prehustenim biomasy
pricom na bunky fyzikalno-chemicky pdsobi aj pouzity
gél. Tieto skutocnosti maji za dosledok zmenu
fyziologickych vlastnosti imobilizovanej kultiry v
porovnani s jej vol'nou formou. Podl'a niektorych autorov
sa imobilizované bunky menia morfologicky, maji ine
rastové charakteristiky a meni sa aj aktivita enzymov
glykolyzy. Zmeny boli zaznamenané aj v zloZeni
cytoplazmatickej membrany a bunkovych stien (Rotmann
a Rehm, 1990). Z praktického hladiska je zaujimavé, Ze
zmena zlozenia vnutrobunkového lipidu vplyva na
rezistenciu kvasiniek voci etanolu. Tato technologicky

vyznamna vlastnost’ vinnych kvasiniek je v korelacii s
obsahom kyseliny olejovej v bunkovom lipide (You et al.,
2002). Vysoky obsah nenasytenym mastnych kyselin vo
fosfolipidoch a kyseliny palmitovej v esterifikovanych
steroloch su tieZ v priamej suvislosti s prezivanim
stresovanych buniek (Mishra a Prasad, 1989). Ciel'om
nasej prace bolo zistit' vplyv imobilizacie kmena vinnej
kvasinky na obsah lipidov a profil mastnych kyselin
celkového lipidu.

MATERIAL A METODY

Pracovali sme s kmeiom vinnych kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae 6C ktory bol izolovany z
dokvasajuceho vina odrody Rizling vlassky z
juhomoravskej vinohradnickej oblasti. Je to
alkoholrezistentny, hlbokoprekvasajici kmen vhodny pre
technoldgiu  vyroby sektu. Kvasniéné bunky boli
pomnozené v kvapalnom YM médiu (1% glukéza, 0,5%
pepton, 0,3% kvasnicny autolyzat, 0,3% sladovy extrakt)
na trepacke 24 hodin pri teplote 28°C. Napropagovana
biomasa bola odstredend a v casti vzorky bola
gravimetricky stanovena susina. Na imobilizaciu buniek
do 2%-ného alginatového gélu sme pouzili metodu
"entrapment". Suspenziu kvasiniek v sole alginatu sédneho
sme po kvapkach gélovali v 0,2 M roztoku chloridu
vapenatého. Tak sme pripravili preparat imobilizovanych
kvasiniek vo forme gélovych guli¢iek s priemerom cca
2mm. Imobilizované kvasinky boli prenesené do
fyziologického roztoku. Do d’alsej kadicky sme podobnym
sposobom umiestnili priblizne také ist¢ mnoZstvo
neimobilizovanych buniek a obe sme nechali adaptovat’ na
rovnaké podmienky. Po uplynuti troch hodin sme
kvasni¢né bunky resp imobilizdt oddelili od
fyziologického roztoku odstredenim resp. filtraciou.
Obidve vzorky sme rozdelili na dva rovnaké podiely a
prvy sme preniesli do rovnakého objemu 10%-ného
etanolu vo fyziologickom roztoku. Druhy podiel sme
ponechali len v ¢istom fyziologickom roztoku bez etanolu.
Za tri hodiny sme pdsobenie stresu prerusili odstredenim
resp. filtraciou a bunky ihned’ podrobili extrakcii a
naslednej purifikacii podla Folcha et al. (1954). Pre
porovnanie sme podobnym spdsobom spracovali aj vzorku
imobilizovanych kvasni¢nych buniek po trojdiiovej
fermentacii ovocného mustu. Ziskané chloroformové
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Vplyv imobilizacie a etanolového stresu na obsah lipidov, sterolov a zlozenie mastnych kyselin u
vinarskeho kmena Saccharomyces cerevisiae 6C.
mastné Kyseliny (%)

0+
oznacenie | lipidy (%) | steroly(%) 16:0 16:1 1%3?1 18:2
M 14,2 0,28 15,3 432 35,3 6,0
IE 11,5 0,67 9,2 55,3 35,4 -
IB 13,8 0,39 14,7 418 36,6 6,7
FB 13,9 0,52 16,7 497 33,6 -
FE 10,1 0,28 8,5 57,2 34,2 -

FB-neimobilizované bunky po 3h vo fyziologickom roztoku, M-imobilizovane bunky po 3 dnoch
fermentacie mustu, IE-imobilizované bunky stresované 3h 10%-tnym etanolom, IB-imobilizovane
bunky po 3h vo fyziologickom roztoku, FE-neimobilizované bunky stresované 3h 10%-nym

etanolom.

extrakty sme na rotacnej vakuovej odparke zahustili a
gravimetricky stanovili obsah lipidu. Cast’ sme pouzili na
spektrofotometrické stanovenie sterolov. Vo zvysku lipidu
sme analyzovali profil mastnych kyselin plynovou
chromatografiou.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Posudit, ¢i imobilizacia posobi ako stresovy faktor nie je
jednoduché. Nase vysledky potvrdili, Ze imobilizované
bunky (IB) mali oproti vol'nym (FB) znizeny obsah 16:0 a
16:1. Na druhej strane relativne percento 18:0 + 18:1 bolo
u IB vyssie nez u FB. Dehydrogenacia kyseliny olejovej na
18:2 je viazana na oxidaciu a preto pritomnost’ viac nez
6% 18:2 v IB je prekvapenim. Zaujimavy je pokles obsahu
sterolov po imobilizacii. Je mozné predpokladat’, ze
kvasinka po imobilizacii resStrukturalizuje membranové
lipidy v relativne malom rozsahu. Pritomnost’ etanolu
znizila detegované mnozstvo celkového lipidu v preparate
imobilizovanych (IE) ale aj volnych (FE) kvasiniek.
Pokles je mozné vysvetlit' permeabilizaciou membrany a
Ciasto¢nou extrakciou lipidu do prostredia. Tato tvaha sa
v§ak nedd pouzit' pri interpretacii zmien v zastipeni
mastnych kyselin v preparatoch volnych (FE) alebo
imobilizovanych (IE) buniek vystavenych etanolovému
posobeniu. Pokles v relativnom percentualnom obsahu
16:0 v FE alebo IE a sacasnom zvyseni hladiny
nenasytenych mastnych kyselin méze byt vysledkom
aktivneho procesu aktivacie dehydrogenacie mastnych
kyselin, alebo dosledkom selektivne] etanolovej extrakcie
lipidickych $truktar obsahujicich najmi nasytené mastné
kyseliny. Druhd moznost sa zd4 menej pravdepodobna.
Zaujimavy je vyrazny rozdiel v obsahu sterolov medzi FE
a IE. Je mozné, ze gélové prostredie bunkového nosica
brani vyplavovaniu sterolov do prostredia v priebehu
etanolového stresu. Obsah lipidu, sterolov a profil
mastnych kyselin u imobilizovanych buniek po trojdnove;j
fermentacii mustu (M) sa oproti rovnakym parametrom u
imobilizovanych buniek adaptovanych po dobu troch
hodin na fyziologicky roztok (IB) zmenil vel'mi malo.
Mozeme konStatovat’, ze rastova fiza nemala na sledované
parametre imobilizovanych buniek signifikantny vplyv.

ZAVER

Porovnanie  zlozenia lipidov  imobilizovanych a
neimobilizovanych buniek  kmena vinnej kvasinky
Saccharomyces cerevisiae 6C vystavenych etanolovému
stresu nasvedcuje tomu, ze celkovy dopad etanolového

stresu na zlozenie mastnych kyselin je u imobilizovanych
buniek o nieco mensi ako u neimobilizovanych. Etanolovy
stres zvysil v imobilizovanych a volnych bunkach
zastupenie kyseliny palmitolejovej na ukor kyseliny
palmitovej. Charakter zmien zlozenia lipidov pri
imobilizacii vedie pravdepodobne k mierne zvysSenej
odolnosti na stres. Imobilizované bunky su odolnejsie aj
voci pasivnej fluidizacii membrany etanolom.
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