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Biotechnologie ,klasicka™ x rekombinantni

BIOTECHNOLOGIES INVOLVING YEAST

FOODI/ICHEMICAL [ FERMENTATION
TECHNOLOGIES INDUSTRIES

Savoury flavors, enzymes,
baking. pigments, food acidulants, E;ﬂg?n: Lif: : ok,

chemical reductions . and fermentation products

BIOLOGICAL /" BIOMEDICAL

RESEARCH ' YEAST RESEARCH

Cell biology, genetics, Cancer, AIDS, drug metabaolism,

molecular biology. BIOTECHNOLOGY genotoxicity screens, human

biochemisiry \ genetic disorders

HEALTH-CARE ENVIRONMENTAL
INDUSTRIES _ | TECHNOLOGIES
Pharmaceuticals, vaccines, Bloremediation, waste ulilization,

probiotics, hormones, blood | I crop protection, blosorption of
factors melals

http://distillers.tastylime.net/library/Introductiontoyeast/Introduction_to_Yeast.htm



Uvod

800 znamych druhu



Rekombinantni biotechnologie

sekvenace S. cerevisiae v roce 1996
S. pastorianus v roce 2009

snadna manipulace — podobne¢ s bakteriemi (1zolace
mutantu, rychlost ristu, pfitomnost plazmidu, ...)

kultivace ve fermentoru

S. cerevisiae, ,, P. pastoris “, Yarrowia Lipolytica,
Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis,



Kvasinkové expresni systemy

vhodna posttranslacni modifikace proteint eukaryotniho
puvodu, ale trochu jiné struktury N-glykant — glykozylace

mozné piipojeni sekretornich signali

podil sekretovaneého proteinu z celkového mnozstvi proteinii

syntetizovanych bunikou S. cerevisiae (1%), ,,P. pastoris* (az
10%)

S. cerevisiae — eutropin (Lg Chemical), Hepatitis B vakcina
(Glaxosmithkline), hirudin (Aventis), insulin (Novo-Nordisk)



Kultivace ,P. pastoris”
Komagataella pastoris

silny promotor pro alkoholoxidazu AOX — snadna indukce a
regulace

vneseni genu holomogni rekombinaci (stab1ln€jSi nez pomoci
plazmidu)

postranslacni modifikace (odstranéni signalnich peptidi,
glykozylace, tvorba disulfidovych mustkil)

pro expresi velkych proteint (>50 kD)



Kultivace ,P. pastoris”

3-stupniovy proces:
produkce biomasy (represe genove exprese) - glycerol
adaptacni faze - glycerol
produk¢ni faze — glycerol+metanol

nutna optimalizace!!!

sekretovane 1 intracelularni proteiny

velké denzity pi1 kultivaci

komercné dostupny kit ,,P. pastoris Expression Kit* (Invitrogen)



Klasicke biotechnologie

vyroba piva

vyroba vina

vyroba peciva

vyroba lithovin

SCP = single cell protein (krmna biomasa)

vyuziti prevazné S. cerevisiae



RUzné typy piv = ruzné podminky

e slad

e kvasnice
e kvaseni

* doba zrani
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Faze pripravy piva

* pfiprava mladina
\

 hlavni kvaseni

 dokvaseni

http://www.pivovarcernahora.cz/pivovar-a-okoli/jak-varime-nase-pivo/



Pivovarské kvasinky

 technologicky odliSné druhy
S. cerevisiae a S. pastorianus

* allopolyploidni, hybridni puvod

— prumyslovy kmen S. pastorianus Weihenstephan 34/70:

25 Mb, 2 subgenomy typ SC a SB, mt-genom typ SB,
36 chromozomu

— laboratorni kmen S. cervisiae S288c:
12 Mb, 16 chromozomu

e Cista kultura — vyrovnany tvar (kulaty, ovalny),
stabilni vlastnosti



Hlavni kvaseni

* dle typu piva
— spodni kvaseni 6-12°C
— svrchni kvaSeni 17-25°C

* zhruba 7 dni
— (bilé krouzky, hnéde¢ krouzky,
flokulace a sedimentace kvasnic)




Hlavni kvaseni — spilka

http://www.protext.cz/english/zprava.php?id=11708



Hlavni kvaseni — CK tanky

http://www.brewia.cz/index 4CZ.html

http://www.holidaycheck.cz/fullscreen-
Pivovar+Velk%C3%A9+Popovice+CK+tanky-ch_ub-id_1159333861.html




Hlavni kvaseni - flokulace

reverzibilni schopnost kvasinek shlukovat se, tvorit
vetsi celky (vloCky, floky)

''na konci hlavniho kvaseni!!
usnadnuje filtraci piva

vliv slozeni meédia, genetické vybavy kmene
(as1 33 genul), teploty, stavby a morfologie bunky...
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(Verstrepen et al., 2003, upraveno)



FLO geny

geny FLOI, FLO)S, FLOY,
FLOI0, FLOI11, Lg-FLO koduji
zymolektin

gen FLOS je transkripcni
aktivator

umisténi blizko telomer

nestabilni geny

(Smukalla a kol., 2008, upraveno)



Lektinova hypoteza - flokulace

interakce lektinoveého typu
(polysacharid — protein)

specificka vazba zymolektinu
na povrchu bunky na mandzove
zbytky v bunécné sténé
sousedni bunky

Ca”" udrzuji spravnou konformaci
zymolektinove vazebné sitc,

Inovéjsi prace ionty Ca?" jsou pfimo
zapojeny v uhlovodikovych vazbach

flo 1

(Miki a kol., 1982, upraveno)



Flokula€ni fenotyp

* Flol — mandza senzitivni

— laboratorni kmeny

* NewFlo — mano6zo/glukozo senzitivni
— pivovarske kmeny
— S1r$i specifita zymolektinu

— stacionarni faze rustu

(Brauer et al. 2006, DOI 10.1534)




Dokvaseni

* dle stupnovitosti piva
* 3 avice tydnu za nizkych teplot (0,5-4°C)
* syceni piva, dotvareni chuti

* CK tanky nebo lezacké tanky

* autolyza kvasinek je nezadouci

pivni.info el i ;
http://www.zamberk.cz/Svatkydreva/2009/



Propagace kvasnic
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Propagace kvasnic

Obr, 16. Schéma propagace se sledem propaga¢nich nadob
Kvasna mikrobiologie, Tvrdon a Balesova, 1982

Pivovar Jezek

www.destila.cz



Kontrola kvasinek

e vitalni barveni



Kontaminace v pivovaru

bakterie (aerobni 1 anaerobni)

kvasinky, které nejsou vyuzivany umyslné a nejsou plné pod
kontrolou

— non-Saccharomyces: Brettanomyces, Candida, Debaryomyces,
Dekkera, Hanseniaspora, Pichia, Rhodotorula, ...

omezena schopnost riistu a mnoZeni za anaerobnich podminek a
zkvaSovani cukru

— Saccharomyces (wild yeast) — tézke odliSeni
produkce nezddoucich aromatickych latek (fenolicke), amylolytické
vlastnosti

— L Killer kmeny* Saccharomyces — toxin; usmrceni puvodniho
kulturniho kmene

— RD mutanty Saccharomyces — zmény, ztraty ¢i delece mtDNA



Mikrobiologicka ,,Cistota”
&y W X%

oxidation/ aged aroma metallic

solvent-like,
medical, ‘

plastic, etc. @

strong fruity/ester-like
alcoholic

low mouthfeel/ emptiness F

S3

butter, cheese,
butterscotch

off-flavors
(examples)

etc.
disgésting, fecal smell/ aroma

] sulfuric
H M (e. g. celery,

o — vegetable)

change in
bitterness
(e. g. adherent)

.

Hutzler et al. 2012, EBC Symposium



Vinarské kvasinky

o _Cisté kvaseni“ kulturnimi kvasinkami
— S. cerevisiae, S. bayanus

* ,.spontanni kvaSeni*

— kvasinky z povrchu bobuli: Kloeckera, Hanseniaspora,
Saccharomyces, Metchnikowa, Kluyveromyces,
Schizosaccharomyces, Rhodotula, Cryptococcus,
Brettanomyces, Debaryomyces, Pichia, Candida...

— nizka fermentacni aktivita, ale na za¢atku kvaSeni dominuyi
— tolerance jinych mikroorganizmu
— Saccharomyces — schopnost dominovat



Vinarské kvasinky

tolerance k SO,

kvaseni do 25°C po dobu 7-14 dnti

autolyza kvasinek ptispiva k buketu vina
tolerance k alkoholu (11-14%)

nizka koncentrace zbytkovych cukrt (2-5 g/l)
produkce Zadoucich esteru

nizka produkce tékavych kyselin



Vinarské kvasinky

nejcasté)i diploidni, homozygotni a homotalické

chromozomové polymorfizmy (rekombinace Ty
retrotranspozonu €1 subtelomerickych oblasti)

geny PAU: adaptace na stresové podminky pfi vyrobé vina,
jsou regulovany anaerobnimi podminkami

jiny pocet kopii genu neZ u laboratornich kment (prevazné
geny dulezité pro kvaseni: membranov¢ transportéry,
metabolizmus etanolu, geny pro rezistence, atd.)



Population

Saccharomyces
Oenococcis

|
Acetobacter
kvasinky nepatiici do Saccharonyces P E‘dIOCOC.CHS
Lactobacillus
+—> - > - b b
Sklizefv oSt ~ Alkoholové Kvasni Jabletno-mlééné kvaseni Tt

CAS BEHEM TVORBY VINA



Fermentace vina




Pekarské kvasinky

* stalost technologickych vlastnosti
* aerobni metabolizmus

* aglutinace a autolyza je nezadouci




Lihovarské kvasinky

* melasove zapary
* vysoka tolerance k alkoholu a teplot¢

* vysoka rychlost kvaSeni



SCP (Single Cell protein)

S. cerevisiae - pro potravinaiské ucely suSeni biomasy pi1 vysSich teplotach
— prisada do polévek, omacek, masnych vyrobku,...

pro krmivaiské ucely se vyuziva Saccharomyces ojedinéle (vétSinou ke
zkrmeni nekvalitniho drozdi)

vyuziti 1 rodu Candida - produkce min. 50% bilkovin v suSin¢, mensi
naroky na vyzivu a tolerance medii s vy$Sim obsahem soli

Candida utilis, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C. robusta, C. scottii, C.
ingens,  C. crusei, C. mogii, C. boidinii atd.

Vyjimecné 1 ostatni kvasinkovité mikroorganizmy jako Yarrowia lipolytica,
Hansenula anomala, Hansenula polymorfa, Hansenula capsulata, “Pichia
pastoris



SCP

melasa — v soucasne dobé¢ jen ve vyjimecnych piipadech

lihovarske vypalky

sulfitové vyluhy (po vyrobé¢ celulozy)nebo hydrolyzaty dieva
,,Citrolouhy* (po vyrob¢ kyseliny citronove)

syrovatka a dalsi “odpady* z potravinarske vyroby, pfipadné
zemedélstvi

n-alkany

etanol, metanol — mohou byt pfipraveny velmi Cisté a ziskané SCP je
nejvyssi kvality

SCP (bakterie, kvasinky) obsahuje 70-80%hm. ¢istych bilkovin

mikrobni biomasa se vyznacuje vysokym obsahem nukleovych
kyselin (pfedevsim RNA). Jejich obsah je v korelaci s obsahem
bilkovin a pohybuje se v rozmezi 8-15% susiny. Max. denni davka
pro Clovéka je 2 g nukleovych kyselin, coz odpovida asi 20 g
mikrobialni biomasy



Vlyroba potravinarské biomasy — SCP
S. cerevisiae

O,
Saccharomyces cerevisiae
melasa + kukuriény extrakt (odpad pfi vyrobé
kukuficného Skrobu) + anorganické latky

! 30 — 34°C

Kultivace bez tvorby etanolu, jen produkce biomas , o
\ ! e d suché, neaktivni

Kvasni¢né miléko —>§22:f22'hna ;(l)lzé%rre:;ovam dri)’Zdl
(pfidavek do
\‘ omacek, polévek,
Odstredéni na kontinualnich masnych
deskovych \ vyrobk()
centrifugach

kalolis

\ drozdi



Kde ziskat informace?

* Saccharomyces Genome Database

— WWW.yeastgenome.org @

* Gene Ontology Consortium

— www.geneontology.org

— genomove sekvence, ale 1 funk¢ni informace o genech ve
spojeni s jejich aminokyselinovou sekvenci

* odborné knihy a ¢lanky




Kde ziskat kvasinky?

NCTC National Collection of Type Culures (UK)
NCIB National Collection of Industrial Bacteria (UK)

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen DS MZ |
(Némecko) ®

CBS Centraalbureau voor Schimmecultures (Holandsko)

Czech
CCM Ceska sbirka mikroorganizmi (Brno) ‘cml It\in?llection of
icroorganisms

RIBM Vyzkumny ustav pivovarsky a sladarsky (Praha)

CCDM Sbirka mlekatskych mikroorganizmii

NCYC National Collection of Yeast Cultures (UK) oc y C

Pivni obchod OGAR Brno



|dentifikace a rozliseni kvasinek

produk¢ni kmen x kontaminace

tolerance k teplotam (30 x 37°C)

mikroskopie, charakter riustu kolonii (pigment, selekéni média)
vyuziti cukru

produkce nejriznéjSich latek (diacetyl, pentadion, atd.)



|dentifikace a rozliseni kvasinek

provozni laboratof analyzu DNA a PCR nedéla
— spoluprace s vyzkumnymi Gstavy, univerzitami

PCR a RFLP metody
— ITS region, HIS4 gen, ...

RFLP mtDNA

karyotypizace



Stépeni ITS oblast
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M — marker

1 - S. pastorianus RIBM 95

2 - S. cerevisiae RIBM 139

3 - S. cerevisiae DSM 704497
4 - S. pastorianus DSM 65807
5-S. bayanus DSM 704127
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Region RRL2, gen HIS4

RRL2 HIS4 — Hindlll

1 2 3 M M — marker

1 -S. cerevisiae DSM 704497

2 — S. pastorianus DSM 65807
3 -S. bayanus DSM 704127
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RIBM 45
v7

A3
V16
RIBM 145
RIBM 146
| RIBM 153
~ RIBM 148
RIBM 156
B DsM 70449
. A26
RIBM 86
A1

A22

A5

A21

RIBM 139
W 68

~ RIBM95
. RIBM 96
RIBM 79
RIBM 77
DSM 6580
RIBM SPK 9
RIBM 10
RIBM 75
DSM 70412
RIBM SPK 21
RIBM 4
RIBM 98
RIBM 3

| RIBM 5
RIBM 111
RIBM 2
RIBM 140
RIBM 1
RIBM 22
RIBM 68
RIBM 9

. RIBM 8

. RIBM 12
RIBM 7
Jezek

PP

MtDNA - Rsal

* svrchnikmeny = ——

a vinarské kvasinky

S. pastorianus - bottom fermenting

S. cerevisiae - top fermenting
S. cerevisiae - wine

S. bayanus
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* S. bayanus

S. pastorianus - bottom fermenting \

S. cerevisiae - top fermenting

S. cerevisiae - wine N

S. bayanus

DSM 70412'
RIBM SPK 21




