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ÚVOD 
 Je znËme, ņe kvasinky reagujú na etanolový stres 

reńtrukturalizËciou intracelulËrnych lipidov. Kedņe prvým 

miestom kontaktu bunky s vonkajńim prostredim je 

cytoplazmatickË membrËna, registrujeme zmeny v zloņeni 

sterolov (Shobayashi et al., 2005 ), fosfolipidov (Carman 

a Henry, 1989) a mastných kyselin (You et al., 2002). 

Uvedené zmeny môņeme povaņovať za súčasť 

mechanizmov prispôsobenia a charakter týchto zmien je v 

súlade s teóriou homeoviskóznej adaptËcie (Šajbidor, 

1997). S určitým zjednoduńením sa dË konńtatovať, ņe 

dôsledky adaptËcie smerujú k zachovaniu podobných 

fyzikËlnych podmienok v cytoplazmatickej membrËne ako 

boli pred stresom. Kvasinka Saccharomyces cerevisiae 

reaguje na prítomnosť etanolu poklesom obsahu 

nasýtených mastných kyselín, najmä kyseliny palmitovej - 

16:0, oproti obsahu mononenasýtených kyselín, z ktorých 
je najhojnejńie zastúpenË kyselina olejovË - 18:1. Uvedené 

zmeny v profile mastných kyselín sú sprevËdzané 

zvýńením obsahu sterolov. Intenzita a vzËjomný pomer 

týchto zmien, ako aj charakter alternËcii mastných kyselin, 

je ńpecifickou vlastnosťou kmeņa a zËvisí okrem genotypu 

najmä na intenzite stresového faktora. Vínne kvasinky sú 

počas fermentËcie dlhodobo vystavené etanolovému 

stresu. ImobilizËciou sa dostanú do prostredia, ktorého 

vplyv na niektoré fyziologické parametre kvasinkovej 

populËcie je predmetom diskusií (Jirku 1999). 

Najpouņívanejńou imobilizačnou technikou je metóda 

"entrapment", pri ktorej sú bunky uzatvËrané do 
prírodných, alebo syntetických gélov. Pre potreby 

imobilizËcie vínnych kvasiniek sa najčastejńie pouņíva 

alginËtový alebo pektËtový gél. Bunky sa po imobilizËcii 

dostËvajú do prostredia s lokËlnym prehustenim biomasy 

pričom na bunky fyzikËlno-chemicky pôsobí aj pouņitý 

gél. Tieto skutočnosti majú za dôsledok zmenu 

fyziologických vlastností imobilizovanej kultúry v 

porovnaní s jej voľnou formou. Podľa niektorých autorov 

sa imobilizované bunky menia morfologicky, majú ine 

rastové charakteristiky a mení sa aj aktivita  enzýmov  

glykolýzy. Zmeny boli zaznamenané aj v zloņeni 
cytoplazmatickej membrËny  a bunkových stien (Rotmann 

a Rehm, 1990). Z praktického hľadiska je zaujímavé, ņe 

zmena zloņenia vnútrobunkového lipidu vplýva na 

rezistenciu kvasiniek voči etanolu. TËto technologicky 

významnË vlastnosť vínnych kvasiniek je v korelËcii s 

obsahom kyseliny olejovej v bunkovom lipide (You et al., 

2002). Vysoký obsah nenasýteným mastných kyselín vo 

fosfolipidoch a kyseliny palmitovej v esterifikovaných 

steroloch sú tieņ v priamej súvislosti s preņívaním 

stresovaných buniek (Mishra a Prasad, 1989). Cieľom 

nańej prËce bolo zistiť vplyv imobilizËcie kmeņa vínnej 

kvasinky na obsah lipidov a profil mastných kyselín 
celkového lipidu.  

 

MATERIÁL A METÓDY 
 Pracovali sme s kmeņom vínnych kvasiniek 

Saccharomyces cerevisiae 6C ktorý bol izolovaný z 

dokvËńajúceho vína odrody Rizling vlańský z 

juhomoravskej vinohradníckej oblasti. Je to 

alkoholrezistentný, hlbokoprekvËńajúci kmeņ vhodný pre 

technológiu výroby sektu. Kvasničné bunky boli 

pomnoņené v kvapalnom YM médiu (1% glukóza, 0,5% 

peptón, 0,3% kvasničný autolyzËt, 0,3% sladový extrakt) 

na trepačke 24 hodín pri teplote 28°C. NapropagovanË 

biomasa bola odstredenË a v časti vzorky bola 
gravimetricky stanovenË suńina. Na imobilizËciu buniek 

do 2%-ného alginËtového gélu sme pouņili metódu 

"entrapment". Suspenziu kvasiniek v sóle alginËtu sódneho 

sme po kvapkËch gélovali v 0,2 M roztoku chloridu 

vËpenatého. Tak sme pripravili prepËrat imobilizovaných 

kvasiniek vo forme gélových guličiek s priemerom cca 

2mm. Imobilizované kvasinky boli prenesené do 

fyziologického roztoku. Do ďalńej kadičky sme podobným 

spôsobom umiestnili pribliņne také isté mnoņstvo 

neimobilizovaných buniek a obe sme nechali adaptovať na 

rovnaké podmienky. Po uplynutí troch hodín sme 
kvasničné bunky resp imobilizËt oddelili od 

fyziologického roztoku odstredením resp. filtrËciou. 

Obidve vzorky sme rozdelili na dva rovnaké podiely a 

prvý sme preniesli do rovnakého objemu 10%-ného 

etanolu vo fyziologickom roztoku. Druhý podiel sme 

ponechali len v čistom fyziologickom roztoku bez etanolu. 

Za tri hodiny sme pôsobenie stresu preruńili odstredením 

resp. filtrËciou a bunky ihneď podrobili extrakcii a 

nËslednej purifikËcii podla Folcha et al. (1954). Pre 

porovnanie sme podobným spôsobom spracovali aj vzorku 

imobilizovaných kvasničných buniek po trojdņovej 

fermentËcii ovocného muńtu. Získané chloroformové 
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extrakty sme na rotačnej vËkuovej odparke zahustili a 

gravimetricky stanovili obsah lipidu. Časť sme pouņili na 

spektrofotometrické stanovenie sterolov. Vo zvyńku lipidu 

sme analyzovali profil mastných kyselín plynovou 
chromatografiou.  

 

VÝSLEDKY A DISKUSIA 
 Posúdiť, či imobilizËcia pôsobí ako stresový faktor nie je 

jednoduché. Nańe výsledky potvrdili, ņe imobilizované 

bunky (IB) mali oproti voľným (FB) zníņený obsah 16:0 a 

16:1. Na druhej strane relatívne percento 18:0 + 18:1 bolo 

u IB vyńńie neņ u FB. DehydrogenËcia kyseliny olejovej na 

18:2 je viazanË na oxidËciu a preto prítomnosť viac neņ 
6% 18:2 v IB je prekvapením. Zaujímavý je pokles obsahu 

sterolov po imobilizËcii. Je moņné predpokladať, ņe 

kvasinka po imobilizËcii reńtrukturalizuje membrËnové 

lipidy v relatívne malom rozsahu. Prítomnosť etanolu 

zníņila detegované mnoņstvo celkového lipidu v preparËte 

imobilizovaných (IE) ale aj voľných (FE) kvasiniek. 

Pokles je moņné vysvetliť permeabilizËciou membrËny a 

čiastočnou extrakciou lipidu do prostredia. TËto úvaha sa 

vńak nedË pouņiť pri interpretËcii zmien v zastúpení 

mastných kyselín v preparËtoch voľných (FE) alebo 

imobilizovaných (IE) buniek  vystavených etanolovému 
pôsobeniu.  Pokles v relatívnom percentuËlnom obsahu 

16:0 v FE alebo IE a súčasnom zvýńení hladiny 

nenasýtených mastných kyselín môņe byť výsledkom 

aktívneho procesu aktivËcie dehydrogenËcie mastných 

kyselín, alebo dôsledkom selektívnej etanolovej extrakcie 

lipidických ńtruktúr obsahujúcich najmä nasýtené mastné 

kyseliny. DruhË moņnosť sa zdË menej pravdepodobnË. 

Zaujímavý je výrazný rozdiel v obsahu sterolov medzi FE 

a IE. Je moņné, ņe gélové prostredie bunkového nosiča 

brËni vyplavovaniu sterolov do prostredia v priebehu 

etanolového stresu. Obsah lipidu, sterolov a profil 

mastných kyselin u imobilizovaných buniek po trojdņovej 
fermentËcii muńtu (M) sa oproti rovnakým parametrom u 

imobilizovaných buniek  adaptovaných po dobu troch 

hodin na fyziologický roztok (IB) zmenil veľmi mËlo. 

Môņeme konńtatovať, ņe rastovË fËza nemala na sledované 

parametre imobilizovaných buniek signifikantný vplyv.  

 

ZÁVER 
Porovnanie zloņenia lipidov imobilizovaných a 

neimobilizovaných buniek  kmeņa vínnej kvasinky 
Saccharomyces cerevisiae 6C vystavených etanolovému 

stresu nasvedčuje tomu, ņe celkový dopad etanolového 

stresu na zloņenie mastných kyselin je u imobilizovaných 

buniek o niečo menńí ako u neimobilizovaných. Etanolový 

stres zvýńil v imobilizovaných a voľných bunkËch 

zastúpenie kyseliny palmitolejovej na úkor kyseliny 
palmitovej. Charakter zmien zloņenia lipidov pri 

imobilizËcii vedie pravdepodobne k mierne zvýńenej 

odolnosti na stres. Imobilizované bunky sú odolnejńie aj 

voči pasívnej fluidizËcii membrËny etanolom.  
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Vplyv imobilizËcie a etanolového stresu na obsah lipidov, sterolov a zloņenie mastných kyselín u 

vinËrskeho kmeņa Saccharomyces cerevisiae 6C.  

mastné kyseliny  (%) 

označenie lipidy (%) steroly(%) 16:0 16:1 
18:0 + 

18:1 18:2 

M 14,2 0,28 15,3 43,2 35,3 6,0 

IE 11,5 0,67  9,2 55,3 35,4 - 

IB 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 34,2 - 

FB-neimobilizované bunky po 3h vo fyziologickom roztoku, M-imobilizovane bunky po 3 dņoch 

fermentËcie muńtu, IE-imobilizované bunky stresované 3h 10%-tným etanolom, IB-imobilizovane 

bunky po 3h vo fyziologickom roztoku, FE-neimobilizované bunky stresované 3h 10%-ným 

etanolom. 
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