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Influence of long-time continuous wine fermentation on morphologi-
cal changes of yeast immobilized on foam glass

Summary

The aim of this work was to study the influence of long-time continuous
wine fermentation on yeast morphology. The process of fermentation was car-
ried out in medium of high sugar concentration (about 320 g/dm”), for 3,5
months, at 22°C in 4 columns fermentor (4 series). In this experiment, wine
yeast Saccharomyces bayanus strain S.0./1AD from the Collection of Pure Cultures
of the Department of Food Biotechnology and Microbiology of Warsaw Agricul-
ture University was used. Yeast was immobilized on foam glass. In this study,
before and after immobilization (after finished fermentation) the cells were ex-
amined by light microscopy, scanning electron microscopy and computer image
analysis. It was stated that yeast after 3,5 months of continuous fermentation
was bigger and showed morphological and intracellular changes in comparison
with cells before this process. Before immobilization yeast was ovoid, single or
budding cells. Various shapes of cells were observed after immobilization: elon-
gated, in the shape of “pear”, very big round and “pseudomycelia”. In “pseudo-
mycelium”, the cells remained firmly connected by their cell walls and cyto-
plasm. In some cells, degeneration of cytoplasmic content was observed, too.
These cells contained “granularity”. The results show that long-time, continu-
ous fermentation in high sugar medium causes negative changes of yeast cells.
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continuous wine fermentation, yeast morphology, microscopy, image anal-
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1. Wstep

Metody ciagtej fermentacji winiarskiej rozpowszechnity sie w tatach piecdziesiatych
i szes¢dziesigtych XX w. Wraz z rozwojem technik immobitizacji drobnoustrojéw pro-
wadzone sg prace nad wykorzystaniem w procesach ciagtych drozdzy unieruchomio-
nych. Zatety fermentacji ciagtej w pordwnaniu z technotogig tradycyjng to m.in. wzrost
wydajnosci i produktywnosci, wyzsza odpornos¢ na przypadkowe zmiany warunkow
przebiegu procesu, ograniczenie rozwoju drozdzy ,dzikich", moztiwo$¢ wptywania
na skfad wina. Ponadto drozdze zawieszone w fermentujgcym medium sg state zasita-
ne Swiezym surowcem, a jednoczes$nie odbierane sg produkty przemiany, stad zywot-
nos$¢ komérek znacznie sie wydtuza. Wada jest koniecznos¢ statego zasilania linii, po-
niewaz przerwy w zasitaniu zaklocajg prawidtowy przebieg fermentacji (19).

W dostepnej literaturze brak jest doniesien o wptywie dtugotrwatej, ciggtej fer-
mentacji atkoholowej, prowadzonej w warunkach zaréwno wysokiego stezenia cu-
kru, jak i etanotu na morfotogie komérek drozdzy. Najczesciej prace dotyczg wpltywu
pojedynczych czynnikéw stresowych na skiad i aktywnos¢ komoérek drozdzy. Nato-
miast prace poswiecone zmianom morfologii komoérek drozdzy sa nieliczne (1,2,6,
12,17,18) i zostang szerzej oméwione w dyskusji wynikow. Ponadto badania te pro-
wadzone sg gtownie w warunkach nizszych stezen cukrow i etanolu.

Wiadomo, ze zawartos¢ cukrow w zakresie od 200 do 400 g/dm” zmniejsza zdol-
nos¢ paczkowania, a tym samym, liczbe komérek drozdzy zaréwno w przypadku
fermentacji z komorkami ,,wolnymi”, jak i putapkowanymi w zelu (3,15). Ponadto
stezenie cukréw powyzej 25% powoduje obnizenie tempa fermentacji w wyniku wy-
sokiego cisnienia osmotycznego, a takze wptywa na powstawanie wyzszych ilosci
produktéw ubocznych fermentacji (19).

Wzrastajace stezenie etanolu powoduje m.in. wymywanie frakcji lipidowej podczas
sekrecji etanolu na zewnatrz komoérki oraz zmniejsza uwodnienie fosfolipidow i biatek
btonowych. Wywotuje to zaktdcenia w funkcji btony jako bariery selektywnej i zwigksza
jej przepuszczalno$é, co w efekcie prowadzi¢ moze do $mierci komérki (4,16).

Celem pracy bylo okre$lenie zmian morfologii drozdzy immobilizowanych wy-
wotanych pod wptywem dtugotrwatej, ciggtej fermentacji winiarskiej, prowadzonej
w warunkach wysokiego stezenia cukrow w nastawie.

2. Materialy i metody badan

2.1. Metodyka technologiczna
Proces fermentacji prowadzono nieprzerwanie przez 3,5 miesigca w 4-kolumno-

wym fermentorze, w temp. 22°C. Wykonano 4 serie doSwiadczen. Nastaw przygoto-
wywano na bazie soku jabtkowego (udziat soku 70%), dostadzano sacharozg do ste-
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Zenig cukrow ogdtem ok. 320 g/dm”, wzbogacano w pozywke azotowa w postaci
(NH4)2HP04 w ilosci 0,5 g/dm” oraz sulfitowano do zawartosci SO2 okoto 80 mg/dm”,
stosujgc dodatek K2S205. W doswiadczeniu wykorzystano drozdze Sacchoromyces
hayanus szczep S.0./IAD, pochodzace z Kolekcji Czystych Kultur Zaktadu Biotechno-
logii i Mikrobiologii Zywnosci SGGW, ktore unieruchamiano na powierzchni szkia
piankowego. Czas przeptywu przez fermentor wynosit 5,5 dnia, czyli tyle trwata fak-
tyczna fermentacja wina. W otrzymywanym winie oznaczano podstawowe jego skiad-
niki, stosujgc powszechnie przyjeta metodyke.

2.2. Okreslanie zmian morfologii komorek

W celu okre$lenia zmian morfologii komérek drozdzy w wyniku diugotrwatego,
procesu ciagglej fermentacji przeprowadzono obserwacje komorek drozdzy z ,,matki
drozdzowej” oraz wyizolowanych z nosnika pochodzacego z poszczeg6lnych kolumn
fermentora po zakoriczeniu jego pracy. W celu wyizolowania komdrek z nos$nika kost-
ki szkta piankowego wytrzgsano przez 2 h w roztworze soli fizjologicznej (160 obr/min).

2.2.1. Mikroskop S$wietlny

Obserwacje i zdjecia wykonywano w mikroskopie AX10SCOP 70 firmy Olympus
sprzezonym z komputerem i wyposazonym w nasadke fotograficzna.

2.2.2. Analiza obrazu

Stosowano system analizy obrazu z programem analySIS-Provis, Soft-Imaging.
Metoda ta umozliwita pomiar dtugosci, szerokosci, powierzchni i Srednicy komérek
oraz czesciowg obserwacje struktury wewnatrzkomérkowej. Wyniki pomiaréw pod-
dano obrébce statystycznej w programie Statgraphics Plus. Okre$lano wartosci naj-
wieksze, najmniejsze i Srednie oraz miary rozproszenia, wyliczono takze czestosci
skumulowane i wzgledne jako udziaty procentowe i liczbowe komérek dla poszcze-
golnych klas wymiaréw. Okreslono najmniejszg istotng roznice (NIR) stosujgc wielo-
czynnikowg analize wariancji przy Pl = 0,05 oraz test Tukeya.

2.2.3. Mikroskop elektronowo-skaningowy
W celu doktadniejszego okreslenia réznic ksztattu przeprowadzono obserwacje

komérek technika mikroskopii elektronowo-skaningowej. Drozdze utrwalano w bu-
forze fosforanowym o pH 7,4 z 2,5% aldehydem glutarowym, odwadniano w etanolu
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i acetonie, suszono w punkcie krytycznym w CO2 i napylano weglem, a nastepnie
srebrem. Obserwacje prowadzono w mikroskopie typu JSM-35 firmy JEOL.

3. Wyniki i ich dyskusja

Otrzymywane wino zawierato w zaleznosci od czasu pracy fermentora ok.
15-16% obj. alkoholu i 70-100 g/dm” cukréw og6tem (tab. 1). Pozostajace w winie
cukry mialy przeciwdziata¢ obumieraniu komérek w wyniku braku substancji
odzywczych. Warunki fermentacji byly bardzo trudne, o czym $wiadczg wyliczone
wspotczynniki Dellego, wynoszace 75,5-80,0. Delie (cyt. 14) opisat wzorem hamu-
jacy wplyw wysokiego stezenia alkoholu i cukrow w winie, stwierdzajac znacznie
wiekszy wptyw etanolu niz cukréw. Wedtug Dellego fermentacja zostaje catkowicie
zahamowana przy wspotczynniku wynoszacym co najmniej 80.

Tabela 1
Zawarto$¢ alkoholu i cukréw w winie w czasie pracy fermentora (Srednia z 3 serii)
Dzien pracy fermentora 15 20 30 40 50 60 70 80 90 100
alkohol (% obj.) 15,3 16,6 159 156 156 154 151 14,7 14,5 14,5
cukry ogétem (g/dm™) 79,9 54,0 67,0 82,0 81,8 84,6 89,9 103,4 1021 101.3
wspdtczynnik Dellego 76,8 80,0 78,3 78,4 78,4 77,8 77,0 76,5 75,5 75,4

Komorki przed procesem unieruchomienia (z ,,matki drozdzowej”) nie wykazy-
waty roznic morfologicznych. Miaty ksztatt owalny, wystepowaly pojedynczo lub
jako komorki paczkujace i charakteryzowaty sie duzg liczbg blizn (rys. 1).

Rys. 1. Komdrki paczkujace i z bliznami pochodzace z ,,matki drozdzowej”, mikroskop elektrono-
wo-skaningowy, powiekszenie x 10 000.
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Wiekszo$¢ komorek (66%) miata dtugos¢é 2-3 |am, szerokos$é 1,5-2,5 |"m (83%)
(tab. 2). Na podstawie wymiaréw wszystkich komérek, wyliczono, ze drozdze przed
procesem immobilizacji miaty Srednio 2,6 pm dtugosci, 2 pm szerokosci, 9,1 pm ob-
wodu oraz 4,3 pm” powierzchni (tab. 3). W tabeli przedstawiono takze minimalne

i maksymalne wartosci wymiarow komorek.

Tabela 2

Udziat komoérek o okreslonych wymiarach w ,,matce drozdzowej” (%). Srednia ze 100 pomiaréw

Wymiary (pm)

Parametr
1,0-15 1,5-2,0 2,0-2,5 2,5-3,0
dtugosé 0 9 35 31
szerokos¢ 9 42 41 8

Wymiary komérek w ,,matce drozdzowej”. Srednia ze 100 pomiaréw

Parametr (pm) Srednio Minimalnie Maksymalnie Wariancja
szeroko$é 2,00 1,43 2,82 0,13
dtugosc 2,63 1,85 3,73 0,24
powierzchnia* 4,31 2,15 8,17 2, 53
obwod 9,08 6,45 12,62 2,72
w pm

3,0-3,5 3,5-4,0

21

Tabela 3

Odchylenie standardowe

0,36
0,49
1,59
1,65

Komorki po procesie fermentacji ciagtej (pochodzace z nosnika) charakteryzo-
waly sie r6znorodnoscig ksztattdw i byty wieksze w poréwnaniu do komérek ,,matki

drozdzowej” (rys. 2).

Rys. 2. Zroznicowane ksztatty komérek wyizolowanych z nosnika, mikroskop Swietlny, powieksze-

nie x 1000.
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Zaobserwowano roznice takze pomiedzy komodrkami z poszczeg6lnych kokmn.
Srednie wymiary drozdzy wyizolowanych z nosnika pochodzacego z kolumny | byly
mniejsze w poréwnaniu do komorek z pozostatych kolumn. Przyktadowo $rednia
dtugos¢ komodrek w kolumnie | wynosita 5,6 pm, a w ostatniej - 6,2 pm, szeroco$¢
za$ odpowiednio 4,0 i 4,6 pm (NIR dla dtugosci - 0,41 pm, a dla szerokosci -
0,31 pm) (tab. 4). jednak, mimo ze komorki z kolumny | byly mniejsze niz z kolej-
nych kolumn, to i tak ich dtugos¢ i szerokos¢ byta okoto 2-krotnie wieksza w po‘ow-
naniu z komérkami z ,,matki drozdzowej” (tab. 3). Rozpatrujac wartosci minimalne
i maksymalne powierzchni komorek pochodzacych z nosnika z poszczeg6lnych ko-
lumn stwierdzono 4-5-krotne réznice tego parametru. Najwieksze wartosci wykazy-
waly komorki bardzo duze, okragte.

Tabela 4

Wymiary komoérek wyizolowanych po zakonczeniu pracy fermentora z nos$nika znajdujacego sie w kolum-
nach. Srednia z 80 pomiaréw

3)
Dtugos¢ (Jam) Szerokos$¢ ()am)
Kolumna
$red min max war od.st $red min max war od.st
| 5,63 3,63 8,41 1,21 1,10 4,02 2,57 6,99 0,79 089
I 5,95 3,22 8,95 1,56 1,25 4,59 2,87 7,65 1,05 103
1]l 6,12 3,80 9,23 1,57 1,25 4,78 3,10 7,96 1,02 101
[\ 6,20 4,29 9,57 1,52 1,23 4,59 3,08 6,98 0,78 088
NIR 0,41 0,31
b)
Powierzchnia (lam”?) Obwéd (jim)
Kolumna
Sred min max war od.st $red min max war od.st
1 19,51 10,14 41,64 42,06 6,49 20,21 14,44 28,99 10,26 3,20
1 22,73 8,76 50,43 84,66 9,20 20,98 13,50 31,21 14,81 3,85
11l 24,05 10,61 48,57 62,92 7,93 22,29 14,86 31,40 14,41 3,80
I\ 23,16 11,27 48,93 66,79 8,17 21,94 15,44 31,28 13,77 371

Sred - warto$¢ $rednia, wyliczona z pomiaréw wszystkich komoérek
min - warto$¢ minimalna

max — warto$¢ maksymalna

war — wariancja

od.st - odchylenie standardowe

Rozpatrujac udziat komérek o okreSlonych wymiarach (tab. 5) stwierdzono, ze
w kolumnie | 60% komorek miato dhugos¢ 4-6 pm, natomiast w pozostatych oolum-
nach okoto 60% drozdzy charakteryzowato sie dtugoscig 5-7 pm. Szeroko$¢ prawie
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potowy (48%) komérek drozdzy z kolumny | wynosita od 3 do 4 pm, natomiast w dal-
szych kolumnach najwiecej komoérek miato szeroko$é 4-5 pm. W kolumnie | wiek-
szo$¢ komorek miato powierzchnie w granicach 10-25 pm” (87%), natomiast w pozo-
statych kolumnach powierzchnia komorek byta wieksza i w przypadku okoto po-
towy drozdzy ksztattowata sie w granicach 15-25 pm”. Réznice obwodu komdrek
z kolumny | i z pozostatych kolumn, nie byly tak wyrazne, ale stwierdzano duze wa-
hania w udziale komérek poszczegélnych wymiaréw, szczeg6lnie w kolumnach 11-1V.

Tabela 5

Udziat komorek o okreslonych wymiarach pobranych z nosnika po zakorczeniu pracy fermentora (%).
Srednia z 80 pomiaréw

3)
Dhugos¢ (pm)
Kolumna
34 45 56 6-7 7-8 8-9 9-10
! 6 30 30 24 6 4 0
I 8 15 25 30 19 3 0
1 2 18 37 2 12 9 !
v 0 20 3 29 6 1 3
b)
Szeroko$¢ (pm)
Kolumna
2-3 3-4 45 56 6-7 7-8
i 8 48 31 9 4 0
I 2 30 45 12 7 4
1] 0 23 40 25 9 3
Iv 0 24 49 19 8 0
Powierzchnia (pm”)
5-10 10-15 1520  20-25  25-30  30-35  35-40  40-45 4550  50-55
[ 0 24 36 27 6 4 0 3 0 0
It 3 16 24 27 9 10 4 3 2 2
1 0 7 30 2 25 9 2 3 3 0
v 0 7 39 24 12 9 2 6 ! 0
d)
Obwoéd (pm)
Kolumna
12-14 1416 1618 1820 2022 2224 2426 26-28  28-30  30-32
! 0 9 13 28 26 9 10 3 2 0
I 3 6 15 16 27 9 12 9 2 1
1 0 2 13 15 2 24 8 9 0 7
v 0 1 9 24 27 10 15 2 9 3
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Sredni stosunek dtugosci komérek do szerokosci wynosit w zalezno$ci od ko-
lumny od 1:1,3 do 1:1,4, a w przypadku ,matki drozdzowej” - 1:1,3.

Pons i wsp. (13) podaja, ze stosunek diugosci do szerokosci w drozdzach
Saccharomyces cerevisiae wynosit od 1:1,1 do 1:4,1, przy czym dla okoto 20% pomia-
réw otrzymano warto$¢ 1:1,5. Cytowani autorzy mierzyli, wykorzystujgc kompute-
rowg analize obrazu, zaréwno komdrki pojedyncze jak i podwdjne. Stwierdzili oni
ponadto, ze $rednica komérek zywych wynosita Srednio 6-9 pm, natomiast mar-
twych okoto 4,5 pm. LafForgue i wsp. (8) podaja, ze wymiary komdrek w zaleznosci
od koncentracji biomasy wahaty sie w granicach 4,2-5,2 pm oraz 5,2-6,6 pm, przy
czym wiekszej liczbie komorek w podtozu odpowiadato zmniejszenie ich wymiardw.

Po 3,5-miesiecznej pracy fermentora zaobserwowano zmiany morfologii czesci
komérek pochodzacych z nosnika. Cze$¢ z nich miata ksztatty wydtuzone, butawko-
wate (groszkowate) lub byly to komorki bardzo duze okragte, a takze tzw. pseudo-
mycelia, czyli formy potaczonych ze sobg kilku komérek. Stwierdzono takze réznice po-
miedzy drozdzami z poszczegélnych kolumn.

W kolumnie | obserwowano duzo komodrek paczkujacych oraz komoérek z blizna-
mi po paczkowaniu. Zmieniong morfologig charakteryzowaty sie jedynie komorki
dobudowane, ktére przyjmowaty ksztatt groszkowaty lub wydtuzony. Po pgczkowa-
niu komorki potomne czesto nie oddzielaty sie, a jednocze$nie same paczkowaty
w kilku miejscach, tworzac rozgatezione ,,pseudomycelia” (rys. 3). W 1l kolumnie
stwierdzano nadal komorki paczkujace, komdrki z bliznami, a takze o wydtuzonym
ksztatcie i ,,pseudomycelia”. Drozdze o ksztalcie groszkowatym obecne byly bardzo
rzadko. W kolumnie 11l obserwowano mniej komérek paczkujacych i komorek z bli-

Rys. 3. Zmienione ksztatty dobudowywanych komorek i tzw. ,,pseudomycelium”, komérki pocho-
dzace z nosnika z | kolumny, mikroskop elektronowo-skaningowy, powiekszenie x 4800.
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Rys. 4. Drozdze tworzace tancuszek, komorki wyizolowane z nosnika z IV kolumny, mikroskop elek-
tronowo-skaningowy, powiekszenie x 7800.

znami, a w IV - prawie ich nie stwierdzano. Czesto natomiast wystepowaty tan-
cuszki komdérek potaczonych (rys. 4).

Zastosowanie analizy obrazu pozwolito ponadto stwierdzi¢, ze ,,pseudomycelia”
tworzyty komorki, ktore nie oddzielaly sie od siebie po paczkowaniu, gdyz byly
potaczone wspolng Sciang komorkows. W niektorych przypadkach $ciana i btona ko-
morkowa nie byly catkowicie zamkniete, a przez to komorki miaty takze wspolng
cytoplazme (rys. 5).

Singh i wsp. (18) obserwowali tworzenie 5-6-komorkowej ,,pseudogrzybni” przez
wolne komorki drozdzy Soccharomyces cerevisiae. Powstawata ona w wyniku paczko-
wania i nieoddzielania si¢ komoérek potomnych od matczynych. Autorzy ci stwier-
dzili, ze w niektorych przypadkach mikrotubule wrzeciona kariokinetycznego nie
dzielity sie, stad komdrki matczyne posiadaty kilka jgder, a komorki potomne zad-
nego. Spowodowane to byto aktywacjg biatek regulujacych synteze DNA, bez jedno-
czesnej aktywacji biatek regulujgcych powstawanie paczka, a wynikato z deficytu
sktadnikéw odzywczych. Réwniez Shimosaka i wsp. (17) obserwowali w mutantach
IHS-1 drozdzy Saccharomyces cerevisiae, komoérki o dwéch lub wiecej jadrach, a takze
bez jader. Wynikato to z mutacji genu odpowiadajgcego za transport jgdra do ko-
morki potomnej. Mutacja ta powodowata rowniez wydtuzanie sie komorek nowo
powstatych. Z kolei Hill i Robinson (5) stwierdzili podczas fermentacji ciggtej wy-
dtuzanie sie komoérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae, z elipsoidalnych do ,,r6z-
gowatych”. Zmiany te wystepowaty gtownie w komorkach nowo powstatych, a auto-
rzy sugeruja, ze mogly byé one spowodowane przystosowaniem sie komorek do ni-
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Rys. 5. Komdrki z  kolumny, tworzace tancuszek, komputerowa analiza obrazu, powiekszenie
x 3000.

skiej koncentracji glukozy w podtozu. Ich zdaniem zwiekszenie wymiaréw komorek
umozliwiato lepszy kontakt z substancjami odzywczymi.

Zalewski i Buchholz (20) podaja, ze komérki paczkujace sa charakterystyczne dla
fazy wzrostu wyktadniczego, w ktérym spotykane sa ,,agregaty” 4-komoérkowe, po-
wstate z nierozdzielenia paczkujacych komérek podwdéjnych lub wystepuja komoérki
matczyne z dwiema potomnymi, jednak w czasie trwania fazy stacjonarnej domi-
nujg komorki pojedyncze. Hinfray i wsp. (6) stosujgc drozdze unieruchomione
w krazkach agarozowych obserwowali obnizenie liczby komoérek nowo powsta-
jacych. Zdaniem autorow wyzsza wydajnos¢ fermentacji powodowata, ze komorki
zuzywaty mniej glukozy na budowe biomasy. Réwniez Alteriis i wsp. (1) zaobserwo-
wali obnizenie tempa wzrostu drozdzy unieruchomionych w dyskach zelatyno-
wo-skrobiowych. Rosnace w wolnym tempie komorki dzielity sie czesto asymetrycznie.
Autorzy ci stwierdzili réwniez, ze komorki immobilizowane w poréwnaniu do ko-
mérek nie immobilizowanych wykazywaty okoto 30% mniej komorek paczkujgcych.

W naszych badaniach drozdze unieruchamiano na no$niku porowatym, stad wa-
runki czesciowo tylko przypominaty warunki panujgce w zelu. Tu dla komérek
przylegajacych do nosnika ograniczenia dyfuzyjne stanowity potozone wyzej war-
stwy komorek oraz powierzchnia szkta piankowego.

Na zdjeciach z mikroskopu etektronowo-skaningowego w kolumnach 11-1V obec-
ne byly niekiedy komérki zapadniete, lekko pofatdowane (rys. 6). Mogty one ulec
znieksztatceniu w wyniku procedury przygotowania materiatu do zdjeé. Jednak
wszystkie probki przygotowywano w ten sam sposob, a komérek takich w ogoéle nie
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Rys. 6. Zapadniete komorki wyizolowane z kolumny , mikroskop elektronowo-skaningowy, po-
wiekszenie x 5400.

zaobserwowano w ,,matce drozdzowej” i kolumnie I. Potwierdzeniem byty obserwa-
cje wykonane podczas komputerowej analizy obrazu, ktore wykazaty takze nie-
réwng powierzchnie $Sciany komorkowej niektérych drozdzy (rys. 9).

Martinez-Rodriguez i wsp. (12) podczas dtugotrwatego przetrzymywania komo-
rek drozdzy w winie (po ich umieszczeniu) oraz drozdzy uzywanych w trakcie pro-
cesu szampanizacji, zaobserwowali podobne zdeformowanie komérek. Zdaniem au-
toréw zmiany te wywotlane zostaty autolizg drozdzy, w wyniku ktorej nastgpito
przerwanie btony komdérkowej stanowigcej bariere osmotyczng. Komorki tracity tur-
gor i kurczyly sie, stad Sciana, ktéra nie ulegata zniszczeniu, stawata sie ,,pomarsz-
czona” w wyniku powstawania bruzd i fatd. Nieréwng powierzchnie komérek pod-
czas autolizy drozdzy stwierdzili rowniez Kollar i wsp. (7). Morris i wsp. (10) zaob-
serwowali, ze komdrki drozdzy w warunkach stresu osmotycznego kurczyly sie, a e-
fektem tego bylo pomarszczenie zewnetrznej warstwy komorkowej. Natomiast
zwiekszenie wielkosci komorek wigze sie z ciggly syntezg substancji budujacych
Sciane komoérkows, przy jednoczesnym braku paczkowania (9).

W niniejszej pracy w mikroskopie skaningowo-elektronowym nielicznie obser-
wowano takze komorki olbrzymie, okragte, bez blizn (rys. 7). Natomiast w obrazach
z mikroskopu Swietlnego oraz podczas komputerowej analizy obrazu stwierdzano
czesto, szczegdblnie w przypadku kolumny U1 i IV, obecno$¢ komdrek bardzo du-
zych, okragltych, o stosunkowo cienkiej strukturze zewnatrzkomérkowej (Sciane,
btone i przestrzen peryplazmatyczng traktowano w tym przypadku fgcznie), bez wy-
raznej struktury wewnatrzkomoérkowej, a ich wnetrze wypetniaty ,,ziarnistosci”
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Rys. 7. Komorki ,,0lbrzymie” pochodzace z nosnika z | kolumny, mikroskop elektronowo-skaningo-
wy, powiekszenie x 1500.

(rys. 8). Komdrki olbrzymie, jak sie wydaje, mogty prawdopodobnie ulega¢ zniszcze-
niu w trakcie przygotowywania preparatow do mikroskopii skaningowej, np. pod-
czas odwadniania w punkcie krytycznym mogto nastepowac ich pekanie.

ow?

Rys. 8. Komdrki ,,0lbrzymie” pochodzace z nosnika z | kolumny, mikroskop $wietlny, powiekszenie
x 800.
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Rys. 9. Komérki o nieréwnej $cianie komérkowej oraz wypetnione ,,ziarnistosciami”, komputerowa
analiza obrazu, powiekszenie x 2500.

Zastosowanie metody komputerowej analizy obrazu komérek drozdzy pozwo-
lito stwierdzié, ze komorki réznia sie takze strukturg wewnatrzkomorkowa. Wspo-
mniano Juz, ze komérki olbrzymie wypetnione byty ziarnistosciami, bez wyraznej
struktury wewnatrzkomérkowej. Ziarnistosci te wypetniaty takze wiekszo$¢ komo-
rek zarébwno o zmienionych, jak i normalnych ksztattach (rys. 9). Niektére komérki
zawieraty natomiast duze wakuole w ilosci od | do 2-3. W nowo powstajgcych ko-
mérkach wodniczka zajmowata zwykle prawie cate ich wnetrze (rys. 10). Stad, jak
sie wydaje, zmiany komérkowe zachodzity zaréwno w kierunku zmian ksztattu, jak
i struktury wewnatrzkomérkowej.

Zalewski i Buchholz (20) podaja, ze komorki rosngce w podtozu bogatym
w skiadniki odzywcze majg duze wakuole, stad sg one charakterystyczne dla fazy
wzrostu wyktadniczego. Natomiast kiedy podtoze staje sie ubogie w substraty
(w doswiadczeniu przeprowadzonym przez cytowanych autoréw byta to glukoza),
komorki zaczynajg zuzywaé materiaty zgromadzone w wakuolach, w zwigzku
z czym nastepuje rozpad tych struktur.

W naszych badaniach w otrzymywanym winie stwierdzano jeszcze znaczne ilosci
cukréw, stad drozdze nie musiaty wykorzystywaé materiatow zapasowych, zgroma-
dzonych w wakuolach. Niemniej jednak nie mozna wykluczy¢, ze mogto brakowac
innych sktadnikéw pokarmowych (np. niektérych aminokwaséw, mikroelementow).

Avakjanc (2) zaobserwowat w poczatkowym stadium autolizy drozdzy zacho-
dzacej podczas ich przetrzymywania w winie, tworzenie sie kilku wakuoli. Po mie-
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Rys. 10. Komérki z widocznymi wodniczkami, komputerowa analiza obrazu, powiekszenie x 3000.

sigcu pomiedzy Sciang a btong komdrkowa obecna byla przestrzeh peryplazmatycz-
na, natomiast po szescdziesieciu dniach cytoplazma stawata sie ziarnista i trudno
byto rozpozna¢ struktury wewngtrzkomorkowe.

Kollar i wsp. (7) stwierdziti, ze w czasie autotizy, w starzejgcych sie drozdzach
nastepowata degradacja struktury wewnatrzkomérkowej, wakuole zajmowaty calg
jej przestrzen, a cytoptazma wyptywata z komérek. Efektem bylo powstawanie ko-
mérek duchéw (celi ghosts). Rowniez Martinez-Rodriguez i wsp. (12) zaobserwowati
puste komorki drozdzy powstajace podczas ich autotizy, zachodzgcej w winie.

W naszych badaniach nie zaobserwowano komorek o rozerwanej $cianie czy ko-
mérek zupetnie pustych. Jednak nie wiadomo, jak zdeformowane komorki zacho-
waltyby sie, gdyby proces fermentacji prowadzony byt jeszcze diuzej.

Na zmiane morfologii komérek wptywa¢ mogg takze uboczne produkty fermen-
tacji. MaioreHa i wsp. (11) stwierdzili, ze kwas octowy niszczy btone komorkowa,
w wyniku czego komorki stajg sie nieregularne i wydtuzone. 1-propanol i 2-metyto-
butanot sg przyczyna powstawania ,,pseudomyceliow” oraz wptywaja na powstawa-
nie komorek dtugich, o ksztatcie rézgi. Zwiekszona zawartos¢ aldehydu octowego
powoduje ponad dwukrotny wzrost wymiaréw komérek, ktére stajg sie ,,papkowa-
te”, natomiast glicerol wplywa na zmniejszenie ich wymiaréw i nadaje im ,,sztyw-
nosc”.
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4. Whnioski i spostrzezenia

1. Proces dtugotrwatej, ciagtej fermentacji winiarskiej prowadzony przy zastoso-
waniu wysokocukrowych nastawow i drozdzy unieruchomionych na szkle pianko-
wym powoduje w czeSci komoérek drozdzy zmiany ksztattu i struktury wewnatrzko-
maérkowe;j.

2. Stwierdzone zmiany sg prawdopodobnie formg przystosowania sie do nieko-
rzystnych warunkow bytowania. Pod uwage jako niekorzystne warunki mogg by¢
brane: wysokie stezenia cukréw i etanolu, obecnos¢ produktéw ubocznych fermen-
tacji, brak tlenu, dtugi czas pracy fermentora, niepetnocenne podtoze.

Praca wykonana w ramach projektu badawczego KBN nr 5 P06G 056 19.
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