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Biotechnologie ,klasicka“ x rekombinantni

BIOTECHNOLOGIES INVOLVING YEAST

FOODICHEMICAL '. [ FERMENTATION
TECHNOLOGIES INDUSTRIES

Savoury flavors, enzymes,
baking. pigments, food acidulants, E;&v:rlir;:?n: Lusast: : bk,

chemical reductions . and fermentation products

BIOLOGICAL /' BIOMEDICAL

RESEARCH ' YEAST RESEARCH

Cell biology, genetics, Cancer, AIDS, drug metabolism,

molecular biclogy, i BIOTECHNOLOGY genotoxicity screens, human

blochemistry genetic disorders

HEALTH-CARE ENVIRONMENTAL
INDUSTRIES | TECHNOLOGIES
Pharmaceaulicals, vaccines, Bioremediation, waste utilization,

probiotics, hormones, blood | crop protection, biosorption of
factors / , melals

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



Uvod

1500 znamych druh



Rekombinantni biotechnologie

sekvenac&. cerevisia® roce 1996
S. pastorianus roce 2009

snadna manipulace — podobné s bakteriemi (izola¢antiurychlost
rustu, Fitomnost plazmidu, ...)

kultivace ve fermentoru

S. cerevisiae, ,P. pastoris®, Yarrowia Lipolyticaclsizosaccharomyces
pombe, Kluyveromyces lactis, ...



Kvasinkove expresni systémy

vhodna posttranstai modifikace proteifi eukaryotniho fivodu, ale trochu
jiné struktury N-glykan — glykozylace

mozné pipojeni sekretornich signal

podil sekretovaného proteinu z celkového mnoZstien
syntetizovanych hikou uS. cerevisiad %, ,P. pastoris“az 10%

S. cerevisiae eutropin (Lg Chemical), Hepatitis B vakcina
(Glaxosmithkline), hirudin (Aventis), insulin (Novderdisk)



Kultivace ,P. pastoris®
Komagataella pastoris

silny promotor pro alkoholoxidazu AOX — snadna indellecregulace
vneseni genu holomogni rekombinaci (stafjiihnez pomoci plazmidu)

postranslani modifikace (odstraimi signalnich peptii glykozylace,
tvorba disulfidovych mstkii)

pro expresi velkych protein(>50 kD)



Kultivace ,P. pastoris*

3-stumovy proces:
produkce biomasy (represe genove exprese) - glycerol
adapténi faze - glycerol
produlkni faze — glycerol+metanol

nutna optimalizace!!!

sekretovane i intracelularni proteiny

velké denzity fi kultivaci

komekné dostupny kit P. pastorisExpression Kit* (Invitrogen)



Klasické biotechnologie

vyroba piva

vyroba vina

vyroba péiva

vyroba lihovin

SCP = single cell protein (krmna biomasa)

Vyuziti prevazi S. cerevisiae



RUzné typy piv = ruzné podminky
e slad

e kvasnice
e kvaseni

e doba zrani




Plzensky typ - Budvar
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Faze pripravy piva

e priprava mladina

\

e hlavni kvaseni

§

-

h,

e dokvaseni —

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



Pivovarské kvasinky

« kulturni kvasinky pouzivané k produkci spadti svrchre kvasenych piv
e (&ista kultura — vyrovnany tvar (kulaty, ovalny), stabilnastnosti

» technologicky odliSné druhy:
S. pastorianus (spodni) &. cerevisiae (svrchni)
— hybridni, polyploidni (tri-¢i tetraploidni),casto i aneuploidni mikroorganizmy

genom:S. cerevisia&288c: 12 Mb, 16 chromozan{1996)

S. pastorianu¥®Vv34/70: 25 Mb, 36 chromozaim2 subgenomy typu
SC a SB, mt-genom typu SB (2009)




Pivovarské kvasinky

Pro kazdy typ piva jsou vhodné jiné kvasinky

(lezak, pSenicné pivo, IPA, ale, lambic, atd.)

1

(http://www.blg-weihenstephan.de/)



Hlavni kvaseni

« dle typu piva
— spodni kvaSer6-12°C
— svrchni kvasenl7-25C

e zhruba? dni (spodni)
(bilé krouzky, hade krouzky,
flokulace a sedimentace kvasni

3 dny (svrchni)

lljiny charakter piva pokud tank

14

Jezi“ ¢i ,stoji




Hlavni kvaseni — spilka

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




Hlavni kvaseni — CK tanky

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

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




Hlavni kvaseni - flokulace

reverzibilni schopnost kvasinek shlukovat sefitw@tSi celky (vi@ky,
floky)

Il na konci hlavniho kvaseni !
usnadiuje filtraci piva

vliv slozeni média, genetické vybavy kmene (asg8éf), teploty, stavby
a morfologie buky...
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(Verstrepen et al., 2003, upraveno)



FLO geny

genyFLO1, FLO5, FLO9, FLO10, FLO11,
Lg-FLO koduji zymolektin

genFLO8je transkrigni aktivator

umisgni blizko telomer

nestabilni geny

(Smukalla et al. 2008, upraveno)



Lektinova hypoteza - flokulace

Interakce lektinového typu ;
(polysacharid — protein) sl FlO 7

specificka vazba zymolektinu
na povrchu bilky na mandzové
zbytky vbunééné séné
sousedni bitky

lonty C&* jsou @imo zapojeny
v uhlovodikovych vazbach

; . o . ; flo 1
(diive se ndlo za to, ze udrzuji spravnol
konformaci zymolektinové vazebné&it

(Miki et al. 1982, upraveno)



Flokula€ni fenotyp

e Flol - mandza senzitivni
— laboratorni kmeny

 NewFlo— mandzo/glukozo senzitivni
— pivovarske kmeny
— SirSi specifita zymolektinu
— stacionarni fazeistu

(Brauer et al. 2006, DOI 10.1534




Zrani piva a dokvaseni

« 3 avice tydfi za nizkych teplot (0,5-4°C)
e syceni piva, doty@ni chuti

« CK tanky nebo lezacke tanky

« autolyza kvasinek jaezadouci

pivni.info
http://www.zamberk.cz/Svatkydreva/2009/



Dokvaseni

Dotvafeni chuti
lezacky sud, CK tank (svisle, vodorovné)

Ethyl acetate Isoarmnyl acetate

» diacetyl (typicky maly obsah pro ¢eska piva)

0 0
« syceni piva CO, A~ )LO/\/J\

e pSenic¢na piva

(4_Viny| guaiaco| ”h‘r‘ebiéek“’ Phenyl ethyl acetate [sobutyl acetate
izoamylaetat ,banan“, vanilin, atd.) 0 /\/@ 9
)LO )Lo/W/
Ethyl caproate Ethyl caprylate

0 0

/\/\)LO/\ /\/\/\)Lo/\

v pivu bylo objeveno kolem 1000 raznych latek, vétSina je senzoricky aktivni

 silny charakter :

fiz (oxid uhli€ity — vznika kvasenim)

horkost (ze chmele nebo chmelovych produktd)

alkoholova (alkohol — vznika kvasenim)

» stfedni charakter : ovocna-esterova, diacetylova, po vysSich alkoholech, sladka, karamelova, DMS
(dimethylsulfid), kysela,

oxida¢ni, mastné kyseliny atd.

» slaby charakter: velka Skala latek; nékteré z nich mohou byt ze stfedni skupiny, pokud se projevuji slabé



Propagace kvasnic
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www.jackzthebrewer.com




Propagace kvasnic

Y

LR

Obr, 16, Schima propagace o sledem propagacnich nddol
Kvasna mikrobiologie, Tvrdon a BaleSova,1982

=

) Pivovar Jezek
www.destila.cz




Vicenasobné pouziti kvasnic

kvasinky Ize po hlavnim kvaseni tzv. sebrat a pouzit znovu
(ne do nekonecna) + nové

kontrola kvasinek — viabilita

vliv technologickych strest (teplota, promyvani, stupriovitost mladiny,
atd.)

rozdil u typl piv na pozadavky !!!



Kontrola kvasinek

e vitalni barveni



Spodni x svrchni pivovarské kvasinky

e S. pastorianus (spodni)
— hybridni ptvod
— hlavni kvaseni pfi nizsich teplotach (9-12°C) cca 7 dni

https://microbewiki.kenyon.edu

e S. cerevisiae (svrchni)

— hlavni kvaseni pfri vyssich teplotach (18 22°C) cca 3 dny
— tvorba ovocnych prichuti v pivu

Faelramees edrevdsiod Usader 10003 1ot magnifieation

http://www.uwyo.edu



Model utvareni hybridnich druhu
S. pastorianus a S. bayanus (iskindetal., 2011

ale-type | e C I
S. cerevisiae _ T
—-—l- @ transformace
i 5. eubayanus druhem l

S. eubayanus E rany‘ modernl E Lyze bunék S: pasterianus
5. pastorianus 5. pastorignus | 5. pastorionus 1
1 e S ' a uvolnéni :
@ sosonybria | @ DakiacesULL, ztrata | velkych . T
) , heterozygotniho fragmenti DNA :
S. eubayanus S g - '
as é p !?‘. charakteru (nova kopie I i MM | S. uvarum
- eRlevsae ScerlMAL pravé ramen o (5}‘ Nezavisla
wg;&t S hybridizace
¥ s .5, uvarum*
— chromozom{i e
g funkéni SULZ

@ nefunkéni SULI

Odhadem vice nez 10 % kmen klasifikovanych ve sbirkach jako S. cerevisiae muze byt
prirozenym hybridem mezi S. cerevisiae a vice i méné pribuznymi druhy
(Nguyen et al., 2011)



Kontaminace v pivovaru

* bakterie (aerobnii anaerobni)

« kvasinky, které nejsou vyuzivany umysla nejsou plé pod kontrolou

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

omezena schopnosistu a mnozeni za anaerobnich podminek a zkvasovani
cukni

— Saccharomyces (wild yeast) —&zkeé odliSeni
produkce nezadoucich aromatickych latek (fenolicke), amylolytické
vlastnosti

— ,killer kmeny“ Saccharomyces — toxin; usmrcenijwvodniho kulturniho
kmene

— RD mutanty Saccharomyces— znmeny, ztratyc¢i delece mtDNA



Klasifikace kvasinek

z pivovarského prostredi

Culture
yeasts

Yeasis in the
brewery

el

Foreign
yeasts

.

Bottom fermen- Top fermenting Strongly fermen- Weakly fermen- Respiratory
ting brewers yeast brewers yeast ting species ting species yeasts
(Saccharomyces (Saccharomyces
carlshergensis) cerevisiae)
Several strains Several strains Wild strains and Brettanomyces Debarvomyces
vanehies of ap., Candido hansenii,
Saccharomyees intermedia, Rhodotarula sp.,
cerevisiae, Candida kefvr, film forming
Saceharomyoes Candida sake, yeasts
exiguus Hansenula Candida sp.,
anomala, Hansemula sp.,
Kluvveromvees Fichia sp.
HraFXianus,
Kloeckera sp.,
Saccharomycodes

fudwigii




RozliSeni kvasinek

(kultury na membranovych filtrech)

Membrane-filtration
wort agar

e e

Growth on lysine-agar
or copper sulphate-agar
2 or 5 days at 28°C

Growth on crystal
violet agar or LWYM
2 or 5 days at 28°C

Growth on
WA 2 days
at 37°C

Anaerobic
growth in
end-fermented
beer

34 days at 28°C

Foreign yeasts
not belonging to
Saccharomyces

Foreign
Saccharomyces
yeasts

Top fermenting culture
yeasts, Foreign
Saccharomyces yeasts,
Foreign yeasts not
belonging to
Saccharomyces

Superattenuating
yeasts
(Saccharomyces c.
diastaticus)




Mikrobiologicka ,,Cistota”

res O %

= o acidic
oxidation/ aged aroma

solvent-like, P
medical, ‘

plastic, etc. @ '

strong fruity/ester-like
alcoholic

low mouthfeel/ emptiness

ke o©

butter, cheese,
butterscotch

off-flavors
(examples)

etc.

disgusting, fecal smell/ aroma

B

!M sulfuric . ;2?”98 in
| P e. g. celery, - itterness
5 [ (€. 9 & (e. g. adherent)

@ — vegetable)

.

Hutzler et al. 2012, EBC Symposium



Vinarské kvasinky

e {isté kvaSenft kulturnimi kvasinkami

S. cerevisiae a S. bayanus

e ,Spontanni kvaseni

kvasinky zpovrchu bobuli: Kloeckera, Hanseniaspora,
Saccharomyces, Metchnikowa, Kluyveromyces, Scluziosgomyces,
Rhodotula, Cryptococcus, Brettanomyces, Debaryosmyriehia,
Candida...

nizka fermenténi aktivita, ale na z@tku kvaseni dominuji
tolerance jinych mikroorganizim
Saccharomyces schopnost dominovat



Vinarské kvasinky - Saccharomyces

tolerance k S©

kvaSeni do 25°C po dobu 7-14tdn
autolyza kvasinek prispiva k buketu vina
tolerance k alkoholu (11-14%)

nizka koncentrace zbytkovych cuki2-5 g/l)
produkce zadoucich ester

nizka produkceskavych kyselin



Vinarské kvasinky - Saccharomyces

nejcaseji diploidni, homozygotni a homotalické

chromozomoveé polymorfizmy (rekombinace Ty retrosaorota Ci
subtelomerickych oblasti)

geny PAU: adaptace na stresové podmirkyyrobe¢ vina, jsou
regulovany anaerobnimi podminkami

jiny pocet kopii genu nez u laboratornich kmidprevazi geny dilezité
pro kvaseni: membranoveé transportéry, metabolizstarsolu, geny pro
rezistence, atd.)



Vinarské kvasinky non-Saccharomyces

prevazne aerobni: Pichia spp., Debaryomyces spp., Rhodotorula spp., Candida
spp., Cryptococcus albidus

s nizkou fermentacni aktivitou (citronkovity tvar bunky): Hanseniaspora uvarum
(Kloeckera apiculata), Hanseniaspora guilliermondii (Kloeckera apis),
Hanseniaspora occidentalis (Kloeckera javanica)

s fermentativnim metabolizmem: Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr),
Torulaspora delbrueckii (Candida colliculosa), Metschnikowia pulcherrima (Candida
pulcherrima), Zygosaccharomyces bailii

vliv na aroma vina: terpenoidy, estery (160 esterl detekovanych ve vine), vyssi
alkoholy (n-propanol, isobutanol, isoamyl alkohol, aktivni amyl alkohol;), glycerol,
acetaldehyd, kyselina octova a jantarova, B—glukozidasova aktivita (uvolnéni
tékavych slozek z netékavych prekurzor(), terpenoly (citronelol, nerol a geraniol)

(Jolly et. al. FEMS Yeast Res, 2014)



Vinarské kvasinky non-Saccharomyces

Debaryomyces spp.

http://www.tehnologijahrane.com

Rhodotorula spp.

Hanseniaspora uvarum

(Kloeckera apiculata) 5 ‘ %@

%fﬁtt’p:l/wineserver.ucdavis.edu

\ R,
de\.mkipedi'a.gﬂg, ;



Population

Saccharomyces

Oenococcus

Acetobacter
Pediococcus

kvasinky nepatrici do Saccharomyces ;
Lactobacillus

- - - - > -
Sklizeiv Mot ~ Alkoholové kvasni Jableéno-mlééné kvaseni Zrani

CAS BEHEM TVORBY VINA



Fermentace vina




Pekarské kvasinky

stalost technologickych vlastnosti
aerobni metabolizmus

aglutinace autolyza je nezadouc(trvanlivost)

cilem je zisk co nejtSi biomasy
(rychlé mnozeni, bez alkoholového kvaseni)



Lihovarské kvasinky

melasové zapary

vysoka tolerance k alkoholu (az 11%) a teplot
vysoka rychlost kvaseni 24-48 hod
osmotolerance (vyuziti koncentrovggich melas)

nezadouci je aglutinace a sedimentace



SCP (Single Cell protein)

S. cerevisiae pro potravinéské ely suseni biomasypvysSich teplotach
— prisada do polévek, ok, masnych vyrohk ...

pro krmivaské &ely se vyuziv&accharomycegjedirgle (vétSinou ke
zkrmeni nekvalitniho drozdi)

vyuziti i roduCandida -produkce min. 50% bilkovin v suginmensi
naroky na vyzivu a tolerance medii s vySSim obsas@im

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

vyjimecne i ostatni kvasinkovité mikroorganizmy jak@rrowia lipolytica,
Hansenula anomala, Hansenula polymorfa, Hansenulawapes
“Pichia pastoris*

SCP (bakterie, kvasinky) obsahuje 70-80% &istych bilkovin



SCP

melasa — v saiasné dob jen ve vyjim&nych gipadech

lihovarskeé vypalky, sulfitové vyluhy (po vyréleelulozy) nebo
hydrolyzaty deva

,citrolouhy“ (po vyrol® kyseliny citronove)
syrovatka a dalSi “odpady* z potraviske vyroby, pipadré zened¢lstvi
n-alkany

etanol, metanol — mohou bytipraveny velmkiste a ziskané SCP je
nejvyssi kvality

mikrobni biomasa se vyznéuje vysokym obsahem nukleovych kyselin
(predevSim RNA) v korelaci s obsahem bilkovin a polglse v rozmezi
8-15% susiny. Max. denni davka piloveéka je 2 g nukleovych kyselin,
coz odpovida asi 20 g mikrobialni biomasy



Vyroba potravinarské biomasy — SCP
S. cerevisiae

C)2
Saccharomyces cerevisiae
melasa + kukuriény extrakt (odpad pfi vyrobé
kukuficného Skrobu) + anorganickeé latky

! 30 — 34°C

suché, neaktivni

\Kultivace bez tvorby etanolu, jen produkce biomasy
rozpradovaci drozdi

L i zahusténi na
Kvasnicné mleko ——»

odparkach suSarna (pfidavek do
\ omacek, poléevek,
odstfedéni na kontinualnich masnych
deskovych centrifugach \ vyrobku)

kalolis

\ drozdi



Kde ziskat informace?

 Saccharomyces Genome Datab: g :
- Www.veastqenome.org

 Gene Ontology Consortium
— Wwww.geneontology.org

— genomové sekvence, ale i fumk informace o genech ve spojeni s jejich
aminokyselinovou sekvenci

« odborné knihy &lanky




Kde ziskat kvasinkv?

NCTC National Collection of Type Culures (UK)
NCIB National Collection of Industrial Bacteria (UK) Ds Mz
i
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultyid¥mecko) ..
CBS Centraalbureau voor Schimmecultures (Holandsko)
Czech
CCM Ceska sbirka mikroorganizim(Brno) ( m. \\ Collection of
Mu:rnurgamsmﬁ

RIBM Vyzkumny Gstav pivovarsky a slag&y (Praha) o

CCDM Shirka mlék#&skych mikroorganizrin

NCYC National Collection of Yeast Cultures (UOC y C

TUM Hefezentrum, Technische Universitat Minchegr{i¢cko) Tlm

Forschungszentrum

nebo nap Pivni obchod OGAR Brn¢ : Weihenstephan

fir Brau- und
&g P Lebensmittelqualitat
[



ldentifikace a rozliseni technologickych
kvasinek

¢asto velice problematické!!!

produkéni kmen x kontaminace

tolerance k teplotam (30 x 37°C)

mikroskopie, charaktefistu kolonii (pigment, seleéki média)
vyuziti cukii

produkce nejizngjSich latek (diacetyl, pentadion, atd.)



ldentifikace a rozliseni technologickych
kvasinek

provozni laboratbanalyzu DNA a PCR neéth
— spoluprace s vyzkumnymi ustavy, univerzitami

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

RFLP mtDNA

karyotypizace



Multiplex PCR

pro v souc¢asné dobé platné druhy rodu Saccharomyces

e druhow specifické primeryuir et al., 2011, FEMS Yeast Res:552-563)

M — marker

1 — S.cerevisiaé

2 - S.bayanus

3 - S. arboricold

4 —S. mikatag

5 -S. kudriavzevii

6 - S. paradoxus

7 - S. pastorianus

8 — negativni kontrola

S. eubayan JSprimery dle Pengelly a Wheals, 2013, FEMS Yeast Res:156-161)



systém pro rozliSeni spodnich a svrchnich pivovartskvasinek

Real tlme PCR—Iutzler, 2010)

LRE1; UG 300, OG; OG-Wein)

identifikace spodnich pivovarskych kvasinek na aékliseku mtDNA
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Tabulka pro real-time PCR

Art Sc- Sce oG- Shp UG- UG-
GRC3 COXII LRE1 300
DSM 704127, 70547, BTII K 1-C-3 - - - + - -
5. bayanus 70411, 70508 - - - + n ¥
5, bayanus/ - . -
pastorianus CBS 2440, 6017 + + +
. CBS 1503, 1513, 1538, ] ] ]
5, pastorianus DSM 6580NT, 6581 + + +
W26, 44, 34/70, 34/78, 44, 54,
59, 69, 84, 105, 109, 120, 128,
168, 172, 180, 194, 199, 206
(Bruchhefen) + + - + + +
5. pastorianus W 71, 144 (Staubhefen)
(UG) CBS 1484, 5832, CBS 6903, NBRC

2003, BTII K B-1-4, B-]-4, B-1-5
W 120 {Bruchhefe)

W B6, 66/70, 204 (Staubhefen) + + = +f- + +
CBS 5832, CBS 6903

DSM 70424, 70449T, 70451, CBS

5, cerevisiae 1464, 8303, BT II K 3-A-1, 3-C-3, + + + - - -
3-G-1, 5-A-7, 6-1-1, 6-F-4
WeE, 127, 149, 175, 205, + - N R R i
BTII K 5-A-8 (Weizenbier)
W 148, 184, 208 (Altbier) + + + - - -
- W 165, 177 (Kilschbier) + + ¥ - - -
[Sﬁé?m”‘s"’e W 210, 211, 213 (Alebier) + + + - - -
W Bingen, Bordeaux, Eparney, + + ' ~ ~ ~
Laureiro, Stein, Wadensvill (Wein)
W B4 (Brennerai) + + + - - -
W 52 (Sekt) + + + - - -
L CBS5 1782, DSM 70487, BTIT K 1-
5. cerevisiae ! !
; . B-B, 1-H-7, 2-A-7, K 2-F-1, 3-D-2, + + + - - -
var., diastaticus 3-H-2. 3-H-4
. CBS 7995, 8841 = + = - - -
5. carfocanus CBS 5313 + + n - - N
5, kudriavzevii CBS 8340 - - . - . -
5. mikatae CBS 8339 - - - - - -
S. paradoxus gfgﬁﬂﬂ-ﬁ, 432, 2908, 5829, 7400, ~ + ~ B ~ B




