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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: Lusf:' : ok,

chemical reductions . and fermentation products

BIOLOGICAL /' BIOMEDICAL

RESEARCH ' YEAST RESEARCH

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

molecular biology, i BIOTECHNOLOGY genotoxicity screens, human

biochemistry genetic disorders

HEALTH-CARE ENVIRONMENTAL
INDUSTRIES | TECHNOLOGIES
Pharmaceuticals, 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 druhu



Rekombinantni biotechnologie

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

* snadna manipulace — podobné s bakteriemi
— (izolace mutantil, rychlost rustu, pfitomnost plazmidu, ...)

e kultivace ve fermentoru

5 Wil 2
- http://www.alibaba.com/product-detail/Lab-scale-autoclavable-

fermentor_106304138/showimage.html

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



Kvasinkové expresni systémy

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

mozné piipojeni sekretornich signalu

podil sekretovaného proteinu z celkového mnoZstvi proteinti
syntetizovanych bunkou u 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 alkoholoxiddzu AOX — snadna indukce a regulace
vneseni genu holomogni rekombinaci (stabilnéjsi nez pomoci plazmidu)

postranslacni modifikace (odstranéni signdlnich peptidi, glykozylace,
tvorba disulfidovych mustku)

Pichia pastoris, besides having the mevalonate pathway in its metabolism, provides other advantages as an expression system:

1 G TV It has proven usefulin o
pro expresi velkych proteint thspoesdin o, @ /? Fn e
(> 5 0 kD) production. regarded as biologically safe.
LFRR

It is very capable for
producing molecules
requiring post-translational
modifications
Cultures are able to achieve
relatively large cell densities,
reaching generous amounts of
biomass.

http://2012.igem.org/Team:Tec-Monterrey_ EKAM/Modular



Kultivace ,,P. pastoris*”

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

nutnd optimalizace!!!

sekretované 1 intracelularni proteiny

velké denzity pi1 kultivaci

komer¢né dostupny kit ,,P. pastoris Expression Kit* (Invitrogen)



Klasicke biotechnologie

vyroba piva
vyroba vina

vyroba peciva

vyroba lihovin

http://www.atlantacuisine.com/brett-oh-my-ces/

SCP = single cell protein (krmna biomasa)

Druh Hybrid
8. cerevisiae " :
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cider
S. paradoxus 4
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Boynton a Greig, 2014



Uzné typy piv = ruzné podminky
slad

kvasnice
kvaseni

doba zrani

«__httpd//www.Blvovary-lobkowicz:cz/nase-nabidka/




Pivovarské kvasinky

kulturni kvasinky pouzivané k produkci spodné ¢i svrchné kvaSenych piv

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

technologicky odlisné druhy:

S. pastorianus (spodni) a S. cerevisiae (svrchni)
— hybridni, polyploidni (tri- ¢i tetraploidni), ¢asto 1 aneuploidni mikroorganizmy

genom: S. cerevisiae S288c: 12 Mb, 16 chromozomu (1996)

S. pastorianus W34/70: 25 Mb, 36 chromozoml, 2 subgenomy typu
SC a SB, mt-genom typu SB (2009)




S. pastorianus (spodni)
— hybridni ptvod
— hlavni kvaseni pfi nizsich teplotach (9-12°C) cca 7 dni
S. cerevisiae (svrchni)
— hlavni kvaseni pfi vysSich teplotach (18-22°C) cca 3 dny
— tvorba ovocnych pfichuti v pivu

6)6._ AT, © Jana Kopeckd

A, B — spodni pivovarské kvasinky S. pastorianus RIBM 95

C, D — svrchni pivovarské kvasinky S. cerevisiae RIBM 139
Fotografie C a D byly pofizeny pfi zvétSeni 1000x.



Pro kazdy typ piva jsou vhodné jiné kvasinky

(lezak, pSenicné pivo, IPA, ale, lambic, atd.)
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(http://www.blg-weihenstephan.de/)

e 1. cCistou kulturu spodnich kvasinek izoloval v roce 1883 E. Ch. Hansen
(,,S. carlsbergensis No.1“)

e 1. cCistou kulturu svrchnich kvasinek izoloval pravdépodobné v roce 1888 A.
J. F. de Bavay



Model utvareni hybridnich druhu

S. pastorianus a S. bayanus (iskindetal, 2011

svrchni kmen
S. cerevisiae

S. eubayanus

50:50 hybrid
S. eubayanus
a . cerevisiae

chromozomu
!

Lyze bunék

S. pastorianus a
uvolnéni
velkych
fragmenti DNA

Inaktivace SULJ, ztrita
heterozygotniho charakteru
(nova kopie ScerIMal pravé
rameno chromozomu VII),
ancuploidie a pfestavby

@ Nezavisla
hybridizace
se S, uvarum

........

&

S. uvarum

B funkéni SULI
B pefunkéni SULI

Odhadem vice nez 10 % kmen klasifikovanych ve sbirkach jako S. cerevisiae mlze byt
prirozenym hybridem mezi S. cerevisiae a vice i méné pribuznymi druhy

(Nguyen et al., 2011)
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Genom ,,S. carlsbergensis No.1
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Data ze sekvenace genomu ,,S. carlsbergensis” byly zkompletovany se subgenomy S. cerevisiae a S. eubayanus
a bylo provedeno srovnani s referenénimi chromozomy S. cerevisiae S288C. Zelené zvyraznéné jsou chybéjici
chromozomy VI, XI a Xll v S. cerevisiae subgenomu a translokace mezi chromozomy II/IV a VII/XV v

S. eubayanus subgenomu kmene ,,S. carlsbergensis”.

Walther et al., 2014, G3, 4:783-793.



Srovnani kmenu S. pastorianus

=== CHRI

—_—————
= CHRII

CHR I

|

CHR IV

i
[

CHR V

CHR VI

CHR V11

CHR VIlI

B se-typesubgenome

O
e

CHR IX

sell-IV translocation
CHR X

e
”"”I Se VilI-XV translocation

CHR X| I scv-xi transiocation
CHR XI1
CHR XN

CHR XIV

Ws34/70
¥ 66 CHR
(4n+2)
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¥ 47 CHR

(3n-1)

CHR XV
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Mapa struktury chromozomu a poctu kopii kmene ,,S. carlsbergensis No.1 a S. pastorianus W34/70.
Subgenom S. cerevisiae (modra) a S. eubayanus (oranzovda). Interchromozomalni translokace jsou
zvyraznény. Translokace mezi homology chromozomu S. cerevisiae a S. eubayanus se vyskytuji na raznych
usecich v obou genomech. Kmeny maji shodné tfi translokace, chromozom lll, VIl a XVI.

»S. carlsbergensis®ie triploidni, zatimco S. pastorianus W34/70 je tetraploidni.

Wendland, 2014, Euk. Cell. 13: 1256.



Sloucenina
Acetatové estery
ethyl acetat
isoamyl acetat
fenyl ethyl acetat
isobutyl acetat
MCFA etyl estery
ethyl hexanoat (kaproat)
ethyl octanoat (kaprylat)
etyl dekanoat
etyl nicotinat
etyl pyruvat
etyl laktat
Vyssi alkoholy
propanol
izobutanol
izoamyl alkohol
amyl alkohol
2-fenyletanol
Fenolické slouceniny
4-vinylguaiakol
Vicinalni diketony
diacetyl
pentadion

Krogerus a Gibson, 2013, Pires a kol., 2014, Procopio a kol., 2011, Saerens a kol., 2008, Verstrepen a kol., 2003c

Vybrané senzoricky aktivni latky v pivu

Popis viné a chuti

ovocna, rozpoustédlo
banan, hruska

raze, med, sladka
ovoce

jablko, anyz

jablko

kvétiny

medicinska, rozpoustédlo, anyz
hrasek, cerstvé posekana trava
ovoce, maslo

alkohol, sladkd, rozpoustédlo
rozpoustédlo, alkoholova
alkoholova, banan, ovoce
alkoholova, rozpoustédlo
kvétiny, rGze

hiebicek

po masle
po masle a karamelach



Lambic

e strevni bakterie (3 - 7 dni)

» Kloeckera apiculata (3 - 7 dni)

* Saccharomyces (2 tydny)

* bakterie mlééného kvaseni (3 - 4 mésice)

* kvasinky rodu Brettanomyces (8 mésice)

e kvasinky s oxidativnim metabolizmem (8 mésice)

https://eurekabrewing.wordpress.com/2012/04/29/brettanomyces-lambicus-microscopy-pictures/

(Pecr (; ;f/xfrnfﬁ/mfu

http://www.lambic.mu/



Plzensky typ - Budvar

srotovnik

silo vystiraci kad' rmutovaci panev  scezovacikad miladinova panev
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www.budejovickybudvar.cz
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Faze pripravy piva

e priprava mladina
* hlavni kvaSeni

e dokvaseni —

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



Hlavni kvaseni

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

e zhruba 7 dni (spodni)
(bilé krouzky, hnédé krouzky,

flokulace a sedimentace kvasnic)
3 dny (svrchni)
I5iny charakter piva pokud tank

,,lezi* €1 ,,stoji




Hlavni kvaseni — spilka

A,

htp://www.brotext.cz/engIish/zprava.php?id=1 1708

Minipivovar Veselka, Litomys|




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, tvofit vétsi celky (vlocky,
floky)

' na konci hlavniho kvaseni !!
usnadnuje filtraci piva

vliv slozeni média, genetické vybavy kmene (asi 33 genil), teploty, stavby
a morfologie bunky...
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http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/agregace.html



etanol

Ziviny

w2
Ca™ yone.

michani

senzory

Flijgeny

-~/

teplota

transkripce
translace

Flo proteiny

zaclenéni do
bunééneé

stény

flokulin

iontova sila

1

faktory
}_o'-.-'liuﬁujici

aktivitu FLO
genu

,
2

genotyp
uréitého
kmene

3

faktory ovlivhujici
interakce

burfka-burfika
a aktivaci
flokulinu

(Verstrepen et al., 2003, upraveno)



FLO geny

geny FLOI, FLOS, FLOY, FLOI0, FLOI11,
Lg-FLO kéduji zymolektin

gen FLOS je transkripCni aktivator

umisténi blizko telomer

nestabilni geny

(Smukalla et al. 2008, upraveno)



Lektinova hypoteza - flokulace

interakce lektinového typu
(polysacharid — protein)

specificka vazba zymolektinu
na povrchu buniky na man6zové
zbytky v bunécné sténé
sousedni bunky

ionty Ca?* jsou pfimo zapojeny
v uhlovodikovych vazbach

Y/ 4 v 4 */ / !fﬂ I
(dfive se m¢lo za to, Ze udrzuji spravnou
konformaci zymolektinové vazebné sité)

(Miki et al. 1982, upraveno)



Flokula€ni fenotyp

* Flol — mandza senzitivni

— laboratorni kmeny

* NewFlo — man6zo/gluk6zo senzitivni
— pivovarské kmeny
— SirSi specifita zymolektinu

— stacionarni faze rustu

(Brauer et al. 2006, DOI 10.1534)




Zrani piva a dokvaseni

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

* CK tanky nebo leziacké tanky

« autolyza kvasinek je nezadouci

o
http://www.zamberk.cz/Svatkydreva/2009/




Dokvaseni

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

Ethyl acetate Isoarmyl acetate

« diacetyl (typicky maly obsah pro Ceska piva) | 0
- syceni piva CO, A~ )LO/\/J\

* psenicna piva
(4_Viny| guaiaco| ”h‘r‘ebiéek“, Phenyl ethyl acetate [sobutyl acetate

izoamylacetat ,banan®, vanilin, atd.) 0 /\/@ /ﬁ\
o/w/

)LO
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)

hofkost (ze chmele nebo chmelovych produktu)

alkoholova (alkohol — vznika kvasenim)

« stiedni charakter: ovocna-esterova, diacetylova, po vyssich alkoholech, sladka, karamelova, DMS
(dimethylsulfid), kysela,

oxidacni, mastné kyseliny atd.

 slaby charakter: velka skala latek; nékteré z nich mohou byt ze stfedni skupiny, pokud se projevuiji slabé



Propagace kvasnic

Molasses Storage Sterilization

T o=

Sterile Miolasses
Storage

stage Pure culture
Commercial
Stage
Yeast Creamn
T Storage
JE— B —-"/ ——
Bl el e ¥

Seed Yeast

.
>

Nutrients -_—

&

Yeast Cream
Storage

11 meF

- &

Fresh Yeast

ADY & IADY

www.jackzthebrewer.com




Propagace kvasnic

Obr, 16. Schéma propagace se sledem propagac¢nich nadob
Kvasna mikrobiologie, Tvrdon a BaleSov4,1982

Pivovar Jezek

www.destila.cz



Vicenasobné pouziti kvasnic

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

kontrola kvasinek — viabilita

vliv technologickych stres(
— teplota, promyvani, stupnovitost mladiny, atd.

rozdil u typl piv na pozadavky !!!



Kontrola kvasinek

e vitalni barveni

FPT———
e acidifikacni test



Kontaminace v pivovaru

e bakterie (acrobni i anaerobni)

« kvasinky, které nejsou vyuzivany umyslné a nejsou plné pod kontrolou

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

omezena schopnost ristu a mnoZeni za anaerobnich podminek a zkvaSovani
cukrii

— Saccharomyces (wild yeast) — t€zké odliSeni

produkce nezadoucich aromatickych latek (fenolické), amylolytické
vlastnosti

— . killer kmeny*‘ Saccharomyces — toxin; usmrceni piivodniho kulturniho
kmene

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



Klasifikace kvasinek

z pivovarského prostredi

Yeasts in the
brewery

Culture
yeasts

Foreign
yeasts

Bottom fermen- Top fermenting Strongly fermen- Weakly fermen- Respiratory
ting brewers yeast brewers yeast ting species ting species yeasts
(Saccharomyces (Saccharomyces
carisbergensis) cerevisiae)
Several strains Several strains Wild strains and Brettanomyces Debaryomyces
varieties of sp.,Candida hansenii,
Saccharomyces intermedia, Rhodotorula sp.,
cerevisiae, Candida kefyr; film forming
Saccharomyces Candida sake, yeasts
exiguus Hansenula Candida sp.,
anomala, Hansenula sp.,
Kluyveromyces Pichia sp.
marxianis,
Kloeckera sp.,
Saccharomycodes

ludwigii




Rozliseni kvasinek

(kultury na membranovych filtrech)

Membrane-filtration
wort agar

BPEST sl s

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
it 37°C

Anaerobic
growth in
end-fermented
beer

3—4 days at 28°C
Foreign yeasts Foreign Top fermenting culture Superattenuating
not belonging to Saccharomyces yeasts, Foreign yeasts
Saccharomyces yeasts Saccharomyces yeasts, (Saccharomyces c.
Foreign yeasts not diastaticus)

belonging to
Saccharomyces




Mikrobiologicka ,,Cistota”

res O %

= o acidic
oxidation/ aged aroma

solvent-like, P
medical, é

plastic, etc. @ '

strong fruity/ester-like
alcoholic

low mouthfeel/ emptiness

g
-H.: a 8]

butter, cheese,
butterscotch

off-flavors
(examples)

etc.

disgusting, fecal smell/ aroma

i

!M sulfuric iy~ gq;’mge in
| B e. g. celery, - itterness
' [ (€. 9 i (e. g. adherent)

o vegetable)

.

Hutzler et al. 2012, EBC Symposium



Non-Saccharomyces kvasinky v pivu

* Pokusy s Torulaspora delbrueckii, Kluyveromyces marxianus a
Hanseniaspora uvarum
— vyutziti cukr(, rezistence ke chmelovym latkdm a etanolu, PCR fingerprinting, propagacni
testy, metabolizmus aminokyselin, POF, zkusebni kvaseni (redukce extraktu, pH,
koncentrace bunék ve vznosu, vedlejsi produkty)
* Nékteré kmeny jsou vhodné pro produkci, nékteré pro pre-fermentaci s
naslednym kvasenim pomoci rodu Saccharomyces, nekteré nejsou vhodné

pro produkci piva

Michel et al., dosud nepublikovano



Fermentace vina




Vinarske kvasinky

,,Cisté kvaseni‘ kulturnimi kvasinkami
— 8. cerevisiae a S. bayanus

,,spontanni kvaSeni*

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

Candida...
— nizkd fermentacni aktivita, ale na zacatku kvaseni dominuji
— tolerance jinych mikroorganizmu
— Saccharomyces — schopnost dominovat



Vinarské kvasinky - Saccharomyces

tolerance k SO,

kvaseni do 25°C po dobu 7-14 dnti

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

nizka koncentrace zbytkovych cukrt (2-5 g/1)
produkce zadoucich esterti

nizka produkce t€kavych kyselin



Vinarské kvasinky - Saccharomyces

nejCastéji diploidni, homozygotni a homotalické

chromozomové polymorfizmy (rekombinace Ty retrotranspozont Ci
subtelomerickych oblasti)

geny PAU: adaptace na stresové podminky pi1 vyrob¢ vina, jsou
regulovany anaerobnimi podminkami

jiny pocet kopii genu nez u laboratornich kment (pfevazné geny dulezité
pro kvaseni: membranové transportéry, metabolizmus etanolu, geny pro
rezistence, atd.)



Spontanni kvaseni

v prvni fizi dominuji kvasinky non-Saccharomyces - hodnoty az 10% — 107
CFU/ml (Kloeckera, Candida, Metschnikowia, Pichia, Brettanomyces,
Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora, Rhodotorula,
Zygosaccharomyces)

tyto kvasinky jsou citlivéjsi k alkoholu — nasledné prevlada rod
Saccharomyces

ovliviiyji chut’ vina sekundarnimi metabolity

populace kvasinek na bobulich a ve vinarském sklepé€ je znacné odliSna!!
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140
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(/]
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lambic
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Cell count (log CFU/qg)
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— Ethanol
— Yeast

[ Group 1: Hanseniaspora spp./ Candida stellata/
Issatchenkia orientalis

[[1 Group 2: Metschnikowia pulcherrima/
Pichia kudriavzevii/Candida zemplinina

[] Group 3: Saccharomyces cerevisiae

— Ethanol

— Enterobacteria

— Lab LAB — mlé&né bakterie
Yeast

Group 1: Kloeckera spp./Rhodotorula spp.
Group 2: Saccharomyces cerevisiae
Group 3: Brettanomyces bruxellensis
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EED |

— Temperature
= AAB - octové bakterie
— Lab

Yeast

Group 1: Hanseniaspora spp.
Group 2: Candida spp./Pichia spp.

Group 3: Saccharomyces cerevisiae/
Pichia kudriavzevii
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Vinarské kvasinky non-Saccharomyces

e 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

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



Vinarské kvasinky non-Saccharomyces

vliv na aroma vina

terpenoidy, estery (160 esterl detekovanych ve vine), vyssi alkoholy (n-propanol,
isobutanol, isoamyl alkohol, aktivni amyl alkohol;), glycerol, acetaldehyd, etyl acetat,
kyselina octova a jantarova, S—glukozidasova aktivita (uvolnéni tékavych slozek z
netékavych prekurzori), terpenoly (citronelol, nerol a geraniol)

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

Produkce sekundarnich metabolitd (mg/l) v syntetickém médiu rdznymi kmeny non-Saccharomyces
(Romano et al. 1997)

Phenotype Acetaldehyde Ethylacetate N-propanol Isobutanol D-amyl alcohol Isoamyl alcohol N. of
Range Avg Range Avg  Range Avg Range Avg Range Avg Range Avg  strains
Kal 38.8-81.5 540 26.5- 409 326 15-54 35 5. 200 8.0 79-11.2 104 187- 232 208 11
Ka2 6.5-12.6 94 252- 382 308 14-6.1 39 53112 84 77-126 94 185225 208 19
Cv 5.7-10.2 83 3.6~ 82 52 2854 34 50-78 64 56-110 81 82-157 122 8
Csl 295478 366 3.9- 108 55 4.0-11.1 7.2 10.2-180 145 3890 6.0 50-128 103 6
Cs2 31.2-579 450 3.7- 6.0 44 34-80 59 11.0-132 125 50-88 7.0 42.7-1605 877 6
Cs3 45- 82 59 63.6-1757 1093 34- 75 53 10.2-131 115 50- 65 58 422- 582 494 3
Csd 6885 77 50- 62 56 3854 46 11.0-125 118 68 78 73 358 388 373 2
Cs5 39.2-626 509 52- 57 55 38-48 43 41.1-70.1 556 50- 6.2 56 503- 540 522 2
Cs6 2:5 23 3.7 3.7 5.0 5.0 12.5 12:5 5.8 5.8 9.8 928 1
Zfl 46.0-67.5 524 14— 82 36 3.8-55 44 33-82 49 17-30 21 148206 173 9

zf2 30.2-355 331 19- 78 53 2.6-89 54 36-91 60 15-31 20 138-121.0 161 11




Vinarské kvasinky non-Saccharomyces

Pichia spp. Debaryomyces spp.
o
o ) &7,
http://www kimchitech. & ¢ 8 %) Q
h_ttp://Www.tehnologijahrane.com
Rhodotorula spp.

Hanseniaspora uvarum
(Kloeckera apiculata)

wineserver.ucdavis.edu




Population

Saccharomyces

Oenococcus

Acetobacter
Pediococcus

kvasinky nepatrici do Saccharomyces ;
Lactobacillus

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

CAS BEHEM TVORBY VINA



Pomérné zastoupeni kvasinek izolovanych z rliznych vinic a vinarskych sklept
Sabate et al. 2002

Isolation Species Frequency Isolation Species Frequency
source (%) of source (%) of
1solation 1solation
Soil! Filobasidium capsuligenum 60 Garnacha. 1 Aureobasidium pullulans 100
Unidentified pattern I 20 s bk
Unidentified pattern II 10 (1996 vintage)
Aureobasidium pullulans 5 Carinyena Hanseniaspora uvarum 75
Hanseniaspora uvarum 5 grape variety' Cryptococcus uniguttulatum 10
Bark! Aureobasidium pullulans 35 (20 vinlage). Casdida ZL(')-YMHOMQS 0
Cryptococcus uniguttulatum 75 Aureobasidium pullulans 5
Candida zeylanoides 15 Carinyena Candida zeylanoides 90
Filobasidium capsuligenum 10 grape variety! Aureobasidium pullulans 10
Rhodotorula sp. 15 (1996 vintage)
Lecaves! Aureobasidium pullulans 35 Must! Hanseniaspora uvarum 60
Cryptococcus laurentii 30 Aureobasdium pullulans 15
Cryptococcus uniguttulatum 25 Pichia kluyveri 10
Cryptococcus ater 5 Candida stellata 5
Rhodotorula sp. 3 Metschnicowia pulcherrima 5
Garnacha Cryptococcus uniguttulatum 65 Rhodotorula mucilaginosa ?
grape variety! Cryptococcus ater 15 Fermentation Candida sorbosa 76.7
(1995 vintage)  Cryptococcus laurentii 10 vat? Saccharomyces cerevisiae 10
Aureobasidium pullulans 10 Rhodotorula sp. 10
Garnacha Aureobasidium pullulans 100 Smilidenog s -

grape variety!
(1996 vintage)

I Twenty colonies were analysed
2 Thirty colonies were analysed



Pekarské kvasinky

stalost technologickych vlastnosti
aerobni metabolizmus

aglutinace a autolyza je nezadouci (trvanlivost)

cilem je zisk co nejveEtsi biomasy

(rychlé mnoZeni, bez alkoholového kvaSeni)



Lihovarské kvasinky

melasové zapary

vysoka tolerance k alkoholu (az 11%) a teploté
vysoka rychlost kvaseni 24-48 hod

osmotolerance (vyuziti koncentrovanéjSich melas)

nezadouci je aglutinace a sedimentace



SCP (Single Cell protein)

S. cerevisiae - pro potravinaiské ucely suSeni biomasy pii vyssSich teplotach
— piisada do polévek, omacek, masnych vyrobkd, ...

pro krmivarské 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 vySSim obsahem soli

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

vyjimecné 1 ostatni kvasinkovit€ mikroorganizmy jako Yarrowia lipolytica,
Hansenula anomala, Hansenula polymorfa, Hansenula capsulata,
“Pichia pastoris “

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



SCP

melasa — v soucasné dobé jen ve vyjimecnych ptipadech

lihovarské vypalky, sulfitové vyluhy (po vyrobé celuldzy) nebo
hydrolyzaty dfeva

,,citrolouhy* (po vyrobé kyseliny citronové)
syrovatka a dalsi “odpady* z potravinarské vyroby, ptipadn€ zemedélstvi
n-alkany

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

mikrobni biomasa se vyznacuje vysokym obsahem nukleovych kyselin
(predevsim RNA) v korelact 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 mikrobidlni biomasy



Vlyroba potravinarské biomasy — SCP
S. cerevisiae

O,
Saccharomyces cerevisiae
melasa + kukufiény extrakt (odpad pfi vyrobé
kukufi€ného Skrobu) + anorganické latky
! 30 — 34°C

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

zahusténi na rozpragovaci drozdi

Kvasnicné mléko —odparkach —

susarna (pfidavek do
\ omadek, polévek,
odstfedéni na kontinuélnich masnych

deskovych centrifugach \ vyrobk)

kalolis

\ drozdi



Kde ziskat informace?

* Saccharomyces Genome Database

— www.yeastegenome.org

* Gene Ontology Consortium

— www.geneontology.org

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

* odborné knihy a Clanky

THE

YEASTS

A TAXONOMIC STUDY
FIFTH EDITION

e
VOLUME 3




Kde ziskat kvasinkv?

NCTC National Collection of Type Culures (UK)
NCIB National Collection of Industrial Bacteria (UK) D SMZ _
i )
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen,(Némecko) \ . o /
CBS Centraalbureau voor Schimmecultures (Holandsko)
Czech
CCM Ceska sbirka mikroorganizmii (Brno) (CWQ §} =oiectiumos
Mlcroorgamsms

RIBM Vyzkumny ustav pivovarsky a sladatsky (Praha)

CCDM Sbirka mlékatskych mikroorganizmi

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

TUM Hefezentrum, Technische Universitat Miinchen (Némecko) TU'I'I

Forschungszentrum
Weihenstephan

nebo napi. Pivni obchod OGAR Brno Weihenstep
B8R w No Lebensmittelqualitét



ldentifikace a rozliseni technologickych
kvasinek

Casto velice problematické!!!

produk¢ni kmen x kontaminace

tolerance k teplotam (30 x 37°C)

mikroskopie, charakter ristu kolonii (pigment, selekéni média)
vyuZiti cukrii

produkce nejriznéjSich latek (diacetyl, pentadion, atd.)



ldentifikace a rozliseni technologickych
kvasinek

provozni laboratot analyzu DNA a PCR nedé¢la
— spoluprace s vyzkumnymi Ustavy, univerzitami

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

RFLP mtDNA

Karyotypizace, MALDI-TOF
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Multiplex PCR

pro v soucasné dobé platné druhy rodu Saccharomyces

* druhové specifické primery (uir et al., 2011, FEMS Yeast Res:552-563)

M — marker

1 —S. cerevisiae!
2 - S. bayanus®

3 - S. arboricola’
4 — 8. mikatae”

5 - 8. kudriavzevii®
6 - S. paradoxus’
7 - S. pastorianus” etk E =R B N

8 — negativni kontrola

S. e ubayanus r (primery dle Pengelly a Wheals, 2013, FEMS Yeast Res:156-161)



Real time PCR (Hutzler, 2010)

* systém pro rozliSeni spodnich a svrchnich pivovarskych kvasinek
(UG LRE1; UG 300, OG; OG-Wein)

* 1identifikace spodnich pivovarskych kvasinek na zaklad€ useku mtDNA
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Tabulka pro real-time PCR

Art

Stamm

PCR-System

=c-
GRC3

sce

OG-
COXII

Shp

UG-
LRE1

UG-
300

5, bayanus

DSM 70412T, 70547, BTIL K 1-C-3

+

70411, 70508

+

_I.

5, bayanus/
pastorianus

CBS 2440, 6017

+

5, pastorianus

CBS 1503, 1513, 1538,
D5M 6580NT, 6581

5, pastorianus
(UG)

W 26, 44, 34/70, 34/78, 44, 54,
59, 69, 84, 105, 109, 120, 128,
168, 172, 180, 194, 199, 206
(Bruchhefen)

W 71, 144 (Staubhefen)

CBS 1484, 5832, CBS 6903, NBRC
2003, BTII K B-1-4, B-1-4, B-1-5

W 120 {Bruchhefe)
W B6, 66/70, 204 (Staubhefen)
CBS 5832, CBS 6903

+/-

5, cerevisiae

DSM 70424, 70449T, 70451, CBS
1464, BB03, BT I K 3-A-1, 3-C-3,
3-G-1, 5-A-7, 6-1-1, 6-F-4

+

+

5. ceravisiae
(0G)

WeB, 127, 149, 175, 205,
BTII K 5-A-8 (Weizenbier)

W 148, 184, 208 (Altbier)

W 165, 177 (Kalschbier)

W 210, 211, 213 (Alebier)

W Bingen, Bordeaux, Eparney,
Laureiro, Stein, Wadensvill (Wein)

W B4 (Brennerel)

W 52 (Sekt)

|+ + [+ |+|+] +

+l+] + [+ ]+ +

o | o [ ] o+

5. cerevisiae
var. diastaticus

CBS 1782, DEM 70487, BTIT K 1-
B-8, 1-H-7, 2-A-7, K 2-F-1, 3-D-2,
3-H-2, 3-H-4

+

+

+

5. carfocanus

CBS 7995, 8841

CBS 5313

+ |+

5. kudriavrevii

CBS 8840

5. mikatae

CBS B8R39

5. paradaxus

CBS 406, 432, 2908, 5829, 7400,
8436




