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KATARZYNA RAJKOWSKA, ALINA KUNICKA

ANALIZA PROFILI FERMENTACYJNYCH I CECH
GENOTYPOWYCH MEZOFILNYCH SZCZEPOW DROZDZY
WINIARSKICH

Streszczenie

Celem badan bylo okreslenie aktywnosci fermentacyjnej oraz analiza cech genotypowych
mezofilnych szczepéw drozdzy winiarskich gatunkéw Saccharomyces cerevisiae 1 Saccharomyces
bayanus. Drozdze charakteryzowaty si¢ zréznicowang aktywnos$cia fermentacyjna. Statystycznie istotne
réznice dotyczyty wydajnosci produkcji etanolu i glicerolu, zawartosci dwutlenku siarki oraz
wykorzystania cukréw. Parametry win, zgodne z wymaganiami normatywnymi, §wiadczyly o wysokiej
przydatnosci technologicznej badanych szczepéw. Drozdze cechowaly si¢ zdolnoscia wydajnej
biodegradacji kwasu L-jabtkowego w warunkach beztlenowych, zmniejszajac jego zawarto$¢ o 65,6—
68,4%. Testowane szczepy wykazywaly polimorfizm genomowego DNA, a profile elektroforetyczne
chromosomalnego i mitochondrialnego DNA r6znity sig liczba, potozeniem oraz intensywnos$cia prazkéw.
Jednoznaczne rozréznienie szczepéw mozliwe byto na podstawie analizy genetycznej z réwnoczesnym
zastosowaniem dwoch technik biologii molekularnej: kariotypowania oraz analizy restrykcyjnej mtDNA.
Zawarto§¢ DNA w komérkach drozdzy wyznaczona metoda cytometrii przeptywowej wskazywata na ich
diploidalno$¢ badz aneuploidalno$¢. Roéznice cech fizjologicznych i genetycznych dowodzity wyraznej
odmiennosci drozdzy, nie pozwolily jednak na jednoznaczne taksonomiczne zakwalifikowanie szczepow
do gatunkéw S. cerevisiae 1 S. bayanus, co moze wskazywac¢ na hybrydyzacje drozdzy w obrgbie rodzaju
Saccharomyces w $rodowisku naturalnym.

Stowa Kkluczowe: drozdze winiarskie, aktywnos$¢ fermentacyjna, kariotypowanie, analiza restrykcyjna
mtDNA, cytometria przeptywowa

Wprowadzenie

Stosowana w technologii winiarskiej inokulacja moszczéw czystymi kulturami
wyselekcjonowanych ras drozdzy prowadzi do uzyskania win o zdefiniowanych
walorach sensorycznych. Starterowe kultury drozdzy powinny charakteryzowaé sig
zdolno$cia wydajnego prowadzenia procesu fermentacji alkoholowej oraz wytwarzania
ubocznych produktéw korzystnie wptywajacych na jako$¢ wina [21, 28]. W polskim
winiarstwie jednym z istotnych probleméw jest wysoka kwasowos¢ moszczéw i win
owocowych, spowodowana m.in. nadmiarem kwasu jabtkowego w surowcu [11, 28].
Uzyskanie produktu o odpowiednich walorach smakowych wymaga zmniejszenia
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zawartosci tego kwasu, =zatem szczepy przemystowe powinny dodatkowo
charakteryzowa¢ sie¢ zdolnos$cia biodegradacji kwasu L-jabtkowego. Ze wzgledu na
zréznicowanie cech drozdzy winiarskich, wtasciwy dobor ras produkcyjnych zalezy od
przeprowadzenia doktadnej charakterystyki cech fizjologicznych i genetycznych
szczepu. Identyfikacja drozdzy klasycznymi metodami mikrobiologicznymi zwigzana
jest z ograniczeniami wynikajacymi z braku genetycznej jednolitosci i stabilnosci
szczepow przemystowych [1, 2, 15, 27]. Z tego powodu w klasyfikacji drozdzy coraz
powszechniej stosowane sg techniki badania polimorfizmu DNA (analiza restrykcyjna
mtDNA, kariotypowanie) [3, 4, 14, 22, 25]. Techniki te oraz badanie ploidalno$ci ras
przemystowych umozliwiaja identyfikacje szczepéw i prognozowanie ich stabilnosci.

Celem przeprowadzonych badaf byta analiza cech genotypowych mezofilnych
szczepOw drozdzy winiarskich, ocena aktywnosci fermentacyjnej oraz zdolnosci tych
szczepoéw do biodegradacji kwasu L-jabtkowego.

Material i metody badan

Materiat biologiczny

Material biologiczny stanowily cztery szczepy drozdzy gatunku Saccharomyces
cerevisiae: Syrena, W-13, Y.00911, Y.00925; szczep gatunku Saccharomyces bayanus
Cz-2; oraz haploidalne szczepy markerowe: Cm a, Gm a.

Szczepy: Syrena, W-13, Cz-2 pochodzity z Kolekcji Czystych Kultur Instytutu
Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki £.6dzkiej EOCK105. Szczepy:
Y.00911 oraz Y.00925 pochodzity z National Collection of Agricultural and Industrial
Microorganisms University of Horticulture and Food Science w Budapeszcie,
a szczepy markerowe Cm aiGm o — z Kolekcji Instytutu Nauk Rolniczych w
Zamosciu.

Analiza win

Aktywno$¢ fermentacyjna szczepdéw badano w wystandaryzowanym moszczu
jabtkowym, zawierajacym 6,94 g x dm~ kwasu L-jabtkowego oraz 192 g x dm”
sacharozy. Nie stosowano zwigazkéw siarki do konserwacji moszczu. Inokulum
48-godzinnej hodowli drozdzy w moszczu jabtkowym stanowito 5% objgtosciowych
nastawu. Préby fermentacyjne inkubowano w temp. 25°C, a za moment zakonczenia
procesu uznano ustabilizowanie masy préb. Proby prowadzono w trzech réwnolegtych
powtérzeniach. Kwasowo$¢ ogoélna wina, zawarto$¢ cukréw i dwutlenku siarki
oznaczano zgodnie z Polska Norma [17-20]. Do oznaczenia poziomu etanolu oraz
wybranych ubocznych produktéw fermentacji: kwasu mlekowego, bursztynowego,
octowego i glicerolu zastosowano wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa HPLC [8].
Zawarto$¢ kwasu L-jablkowego w nastawie i winie okreslono metoda enzymatyczna
(testy Test-Combination L-Malic acid, Boehringer Mannheim) [7].

0 Zywnos'ci i Biotechnologii, Politechnika t.odzka, ul. Wolczanska 171/173, 90-924 Lodz



166 Katarzyna Rajkowska, Alina Kunicka

Analiza chromosomalnego DNA

Izolacje jadrowego DNA przeprowadzono za pomoca zestawu preparacyjnego
CHEF Genomic DNA Plug Kit (Bio-Rad) wedtug metodologii referencyjnej [24].
Chromosomy rozdzielono metoda elektroforezy pulsacyjnej PFGE przy uzyciu aparatu
CHEF-DR II (Bio-Rad) w 0,8% zelu agarozowym. Elektroforezg prowadzono
w buforze 0,5 x TBE schtodzonym do temp. 10°C, w ciagu 28 godz., przy napigciu
6 V/cm i liniowo wzrastajacym czasie trwania pulsu od 110 do 220 s. Po rozdziale zel
wybarwiono w roztworze bromku etydyny (0,5 pg/ml).

Analiza mitochondrialnego DNA

Izolacje catkowitego DNA komodrkowego oraz analize restrykcyjna
mitochondrialnego DNA prowadzono wg metody Querol i wsp. [22]. Do trawienia
mtDNA zastosowano enzym restrykcyjny Hinfl (Roche Diagnostic), arozdziat
prowadzono w 0,7% zelu agarozowym, w buforze 0,5 x TBE, przy napigciu 60 V,
w ciagu 5 godz.

Oznaczenie ploidalnosci szczepow

Zawartos¢ DNA wyznaczano w komodrkach wybarwionych jodkiem propidyny
przy uzyciu cytometru przeplywowego  Becton-Dickinson = FACSCalibur,
wyposazonego w 15 mW laser argonowy (488 nm) [13]. Oznaczenie przeprowadzano
w trzech niezaleznych powtérzeniach, a do analizy danych zastosowano program
WinMDI 2.8.

Statystyczne opracowanie wynikow

Do testowania statystycznej istotnoSci réznic pomigdzy Srednimi warto$ciami
parametrow chemicznych win zastosowano test Newmana-Keulsa (p<0,05), uzywajac
programu Statistica wersja 5.5.

Wiyniki i dyskusja

Stosowane w badaniach przemystowe rasy drozdzy zostaly wyselekcjonowane jako
przydatne do fermentacji $rodowisk modelowych o podwyzszonej zawarto$ci kwasu
jabtkowego. W prezentowanych badaniach sprawdzono ich aktywno$¢ fermentacyjna
w moszczu jabtkowym o nieregulowanej kwasowosci, zawierajacym 6,94 g-dm™ kwasu
L-jabtkowego. Parametry chemiczne uzyskanych win wskazuja na znaczace
zréznicowanie migdzyszczepowe badanych drozdzy (tab. 1).

Stwierdzono statystycznie istotne réznice zawartos$ci etanolu w wytworzonych
winach, co zwigzane bylo z wyraznie odmienna dynamika wykorzystania cukréw
podczas fermentacji (dane niepublikowane).

Poziom dwutlenku siarki byt niski i nie przekraczat 17,9 mg x dm™, chociaz
obserwowano wyrazne zroznicowanie zaleznie od szczepu drozdzy. Ocena
statystyczna poziomu SO, nie wykazata réznic jedynie pomigdzy szczepami Y.00911 i
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Y.00925. Pomimo nieobowiazywania Polskich Norm, oznaczone parametry byty
zgodne z podanymi w PN dla win owocowych [16].

Tabela 1l
Wyniki analizy chemicznej win.
Results of the chemical analysis of wine types.
Ekstrakt Cukry
Drosdze Etanol Glicerol bezcukrowy | redukujace SO, ogdtem SO, wolny
Yeast Ethanol Glycerol Sugar-free Reducing Total SO, Free SO,
extract sugars
[% obj.] [gx dm™] [mg x dm?]
Syrena | 14,76 £0,01 | 6,69 +£0,05 | 27,03 +0,89 | 13,16 +0,96 17,2 +0,1 11,2+0,1
W-13 1397 +0,65 | 7,19+£0,22 | 19,07 0,94 | 15,58 £ 0,60 10,6 £0,2 6,7+0,2
Y.00911 | 10,72 +£0,65 | 4,71 +0,04 | 31,27 0,34 | 27,70 £ 0,30 8,9+0,1 4,5+0,6
Y.00925 | 13,07 +0,11 | 4,78 +0,01 | 26,35+0,65 | 24,17 +£0,27 8,3+0,0 4,8+0,1
Cz-2 15,73 +0,15 | 5,65+0,01 | 17,34 £0,69 | 1,66+0,39 17,9 £ 0,0 10,2 £0,0
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Kwasowos$¢ ogdlna win réznita si¢ w zaleznosci od stosowanego szczepu (rys.
la). Spo$réd oznaczonych kwaséw organicznych — jabtkowego, octowego, mlekowego
i bursztynowego — najwigkszy udziat w kwasowosci ogdlnej miat kwas jabtkowy.
Stwierdzono brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy szczepami S. cerevisiae
Y.00925 i S. bayanus Cz-2 pod wzgledem poziomu produkcji kwasu bursztynowego
oraz pomigdzy drozdzami S. cerevisiae: Syrena, Y.00911, Y.00925 w tworzeniu kwasu
mlekowego. Po fermentacji przy udziale szczepu W-13 obserwowano trzykrotnie
wyzszy poziom kwasu octowego niz przy uzyciu pozostatych drozdzy.

Obnizenie kwasowosci $rodowiska po fermentacji bylo gléwnie wynikiem
rozktadu kwasu jabtkowego. Drozdze fermentowaly od 65,6 do 68,4% L-jabtczanu
(rys. 1b). Testowane szczepy charakteryzowaty si¢ wysoka zdolno$cia biodegradacji
kwasu L-jabtkowego w poréwnaniu z danymi literaturowymi [26]. Zwykle biologiczny
rozktad kwasu L-jabtkowego przez drozdze winiarskie z rodzaju Saccharomyces jest
niecatkowity i zaleznie od szczepu wynosi od 5 do 48% [26]. Jednoczes$nie badane
przez nas szczepy produkowaly kwas mlekowy na niskim poziomie, nie
przekraczajacym 0,46 g x dm™, podczas gdy niektére rasy drozdzy z gatunku S.
cerevisiae zdolne sa wytwarza¢ kwas mlekowy w ilo$ciach dochodzacych do 5 g x dm’
¥ [281.

Na jako$¢ wina silny wptyw wywiera kwas octowy, ktérego optymalna zawarto$¢
w winie powinna wynosi¢ pomigedzy 0,2 a0,7 g x dm™ [12]. Ilo§¢ kwasu octowego
w analizowanych winach zawierala si¢ w podanych granicach, przy czym — zgodnie
z podziatem wprowadzonym przez Delfini i Cervetti [6] — szczep W-13 wytwarzat
kwas octowy na wysokim poziomie, a pozostate szczepy produkowaly niewielkie jego
ilosci.
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Syrena  W-13 Y.00911 Y.00925 Cz2

kwas L-jabtkowy / L-malic acid Bl kwas bursztynowy / succinic acid
. kwas octowy / acetic acid % inne kwasy organiczne / other organic acids

I:‘ kwas mlekowy / lactic acid

Rys. la. Udziat kwaséw organicznych w ogélnej Rys. 1 b. Wykorzystanie kwasu L-jabtkowego po

kwasowosci win. fermentacji moszczu jabtkowego.
Fig. 1a. Content of organic acids and their effect Fig. 1b. Utilization of L-malic acid after the apple
on the overall wine acidity. must fermentation performed.

Dodatkowo, na sensoryczna jako$¢ wina wpltywa glicerol, ktéry juz w stgzeniu
5,2 g x dm™ nadaje winu wrazenie lekkiej stodyczy [23]. Zawarto$é glicerolu w winach
wytworzonych przez badane drozdze, poza szczepami Y.00911 1Y.00925,
przekraczata graniczne st¢zenie, korzystnie wptywajac na jego walory smakowe.

Mata zawarto$¢ kwasu octowego, stosunkowo duza ilos¢ glicerolu oraz inne
wymienione powyzej parametry win odpowiadaja wymaganiom normatywnymi
i $wiadcza o ich wysokiej jakosci.

Analiza chromosomalnego DNA metoda elektroforezy w zmiennym polu
pulsacyjnym umozliwila uzyskanie obrazu kariotypéw badanych drozdzy (rys. 2a).
Wszystkie szczepy zakwalifikowano do rodzaju Saccharomyces, a w ich profilach
elektroforetycznych obserwowano od 11 do 13 prazkéw o wielkosci molekularnej
w zakresie 200-2200 kpz. Wg danych literaturowych [4], analogiczne rezultaty
uzyskano w przypadku 65 szczepéw drozdzy winiarskich nalezacych do grupy

Saccharomyces sensu stricto.
a. b.
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Rys. 2 a. Rozdziat elektroforetyczny Rys. 2 b. Profile elektroforetyczne
chromosomalnego DNA. mitochondrialnego DNA  trawionego
Fig. 2 a. Electrophoretic ~ separation  of  the enzymem Hinfl.
chromosomal DNA. Fig. 2 b. Electrophoretic ~ profiles  of  the
mitochondrial DNA digested by the Hinfl
enzyme.

Profile chromosomalne badanych szczepéw réznity si¢ liczba i potozeniem
prazkéw odpowiadajacych najwigkszym chromosomom szczepu markerowego S.
cerevisiae YNN 295. Szczepy Y.00911 oraz Cz-2 charakteryzowaly sig
wystgpowaniem jednego prazka o masie molekularnej 1600 kpz, podczas gdy w
profilach pozostatych szczepéw obserwowano po dwa prazki: 2200 i 1600 kpz. Istotne
réznice stwierdzono takze w grupie chromosoméw o masie molekularnej 450-225 kpz.
Poza drozdzami Y.00911 i Y.00925, profile pozostatych szczepéw wykazywaty
obecno$¢ trzech prazkéw w tym regionie. Nie obserwowano wyraznych réznic
pomigdzy obrazami elektroforetycznymi chromosomalnego DNA szczepéw Syrena
oraz W-13, przy jednocze$nie wystgpujacych réznicach w profilach mtDNA (rys. 2b).
Zastosowanie enzymu Hinfl w analizie restrykcyjnej mtDNA pozwolito na uzyskanie
od 15 do 17 prazkéw w przypadku drozdzy Syrena, W-13 i Cz-2. Odmienne profile
elektroforetyczne, charakteryzujace si¢ wystgpowaniem jedynie 2 prazkéw, otrzymano
w przypadku szczepéw Y.00911 oraz Y.00925.

Profile elektroforetyczne chromosomalnego i mitochondrialnego DNA badanych
szczepow drozdzy prezentuja wyrazne réznice liczby, potozenia, jak i intensywnos$ci
wybarwionych prazkéw, co wskazuje na polimorfizm genomowego DNA. Nie jest
jednak mozliwe jednoznaczne klasyfikowanie analizowanych szczepéw do gatunkéw
S. bayanus i S. cerevisiae tylko na podstawie ich kariotypéw. Wg Naumova i wsp. [14]
jedynie dla S. cerevisiae charakterystyczne sa trzy prazki w regionie 225-365 kpz,
podczas gdy wyniki naszych badan wskazuja na wystgpowanie takiego uktadu
zarbwno u drozdzy S. cerevisiae (Syrena, W-13), jak i S. bayanus (Cz-2). Profile
elektroforetyczne testowych szczepdw nie potwierdzaja takze doniesien o obecnosci w
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obrazach kariotypéw drozdzy S. bayanus dwéch wyraznie rozdzielonych prazkéw o
wielkosci 2200 i 1300 kpz [25]. Uzyskane dane sa zgodne z teoria o braku mozliwosci
réznicowania gatunkéw z rodzaju Saccharomyces w oparciu o obecnos$¢ pojedynczego
prazka albo grupy prazkéw w obrazach elektroforetycznych chromosomalnego DNA
[2-4]. Wg danych literaturowych [5, 22], rozréznienie szczepéw mozliwe jest na
podstawie analizy genetycznej z rdwnoczesnym zastosowaniem przynajmniej dwoch
technik biologii molekularnej, co potwierdzaja wyniki prezentowane w niniejszej
pracy. Ze wzgledu na brak wyraznych réznic w kariotypach drozdzy Syrena i W-13,
zréznicowanie tych szczepéw jest mozliwe jedynie w oparciu o wspdlna analize
chromosomalnego i mitochondrialnego DNA.

Zawartos¢ DNA w komoérkach drozdzy wyznaczono metoda cytometrii
przeptywowej, stosujac laboratoryjne szczepy Cm a i Gm o jako haploidalne wzorce
(rys. 3). Biorac pod uwagg $rednie z trzech niezaleznych powtdérzen oraz odchylenia
standardowe, wnioskowano o diploidalno$ci szczepow: S. cerevisiae W-13 oraz
S. bayanus Cz-2. Szczepy S. cerevisiae Syrena, Y.00911 oraz Y.00925 uznano za

aneuploidalne (tab. 3).

Cma Gm a Syrena W-1

Cell count
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Cell count
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Rys. 3. Zawartos¢ DNA wyznaczona metoda cytometrii przeptywowe;j.
Fig. 3. Contents of DNA determined by a flow cytometry analysis.

Rasy przemystowe drozdzy sa zwykle diploidalne, poliploidalne lub
aneuploidalne [1, 9]. Prezentowane przez nas wyniki §wiadcza o diploidalnosci lub
aneuploidalno$ci badanych szczepéw drozdzy. Jednak zawartosci DNA w komoérce na
poziomie 2C nie zawsze odzwierciedla diploidalno$¢ genomu jadrowego. Organizacja
genomu diploidalnych drozdzy moze by¢ bardziej zlozona i charakteryzowaé si¢

monosomia, disomig albo polisomia pojedynczych chromosoméw [10].
Tabela 2

Zawarto$¢ DNA w komérkach drozdzy.
Content of DNA in wine yeast strain cells.
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Drozdze Zawarto$¢ DNA* Ploidalnos¢
Yeast DNA content* Ploidy
Cma 1,01 £0,01 haploidalny
Gm a 1,06 + 0,09 haploidalny

Syrena 1,36 £ 0,04 aneuploidalny
W-13 2,06 +0,16 diploidalny

Y.00911 2,15+£0,03 aneuploidalny

Y.00925 2,23 +0,03 aneuploidalny
Cz-2 2,03 £0,06 diploidalny

* — zawartos¢ DNA wyrazona we wzglednych jednostkach w odniesieniu do ilosci DNA w komoérkach

haploidalnych szczepéw Cm a oraz Gm o;

* — The content of DNA is expressed in relative units in relation to the DNA quantities as contained in the

haploid cells of the Cm a and Gm o strains.

Whioski

1.

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

(6]

Badane przemystowe szczepy drozdzy charakteryzowaty si¢ wysoka
przydatno$cia technologiczna, a ocena parametryczna wytwarzanych win
odpowiadala wymaganiom normatywnym, pomimo Ze nie sa one obowigzujace.
Drozdze cechowaty si¢ zdolno$cia wydajnej biodegradacji kwasu L-jabtkowego,
zmniejszajac jego zawarto$¢ o 65,6-68,4% w zalezno$ci od szczepu.
Réznice profili elektroforetycznych chromosomalnego i mitochondrialnego DNA
wskazywaty na polimorfizm genomowego DNA ws$rdd testowanych szczepow.
Rozréznienie szczepéw mozliwe bylo na podstawie analizy genetycznej z
rownoczesnym  zastosowaniem dwoch  technik  biologii  molekularne;j:
kariotypowania oraz analizy restrykcyjnej mtDNA.
Badane szczepy drozdzy uznano za diploidalne (S. cerevisiae W-13, S. bayanus
Cz-2) badz aneuploidalne (S. cerevisiae Syrena, Y.00911, Y.00925).
Pomimo stwierdzonych réznic fizjologicznych i genetycznych pomigdzy
drozdzami, nie bylo mozliwe jednoznaczne taksonomiczne zakwalifikowanie
szczepOw do gatunkow S. cerevisiae oraz S. bayanus.
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THE ANALYSIS OF FERMENTATION PROFILES AND SOME GENETIC PROPERTIES
OF MESOPHILIC WINE YEAST STRAINS

The objective of this study was to analyze fermentation activity and some genetic traits of mesophilic
wine yeast strains representing two species: Saccharomyces cerevisiae and Saccharomyces bayanus. The
yeast strains analyzed were characterized by a varying physiological activity. Statistical differences were
to be attributed to the production of ethanol and glycerol, as well as to the SO, level and sugar
consumption. Chemical properties of wine fulfilled the standard recommendations, thus, they proved the
high technological usefulness of the strains examined. The yeasts were also characterized by a good
ability to biodegrade L-malic acid under the anaerobic conditions, after the wine fermentation completed,
and they reduced the content of this acid by 65,6 to 68,4%. The yeast strains tested showed a
polymorphism of the genome’s DNA, and electrophoretic profiles of the chromosomal and mitochondrial
DNA patterns differed in their number, location, and intensity of stripes. It was possible to unambiguously
differentiate between individual wine yeast strains on the basis of genetic analysis applied simultaneously
with two other techniques from the domains of molecular biology: karyotyping and mtDNA restriction
analysis. The DNA contents in yeast cells as determined by a flow cytometry indicated that yeast strains
were either diploid or aneuploid. Differences in the physiological and genetic properties of the yeast
strains tested proved clear dissimilarities among them; however, those dissimilarities did not allow for the
definite, taxonomical classification of the yeast strains to S. cerevisiae and S. bayanus groups; this fact
may confirm the hybridization of yeast within a Saccharomyces group in a natural environment.

Key words: wine yeast, fermentation activity, karyotyping, mtDNA restriction analysis, flow cytometry



