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Streszczenie

Celem bada by o okrelenie aktywno ci fermentacyjnegj oraz analiza cech genotypowych
mezofilnych szczepdw dro d y winiarskich gatunkéw Saccharomyces cerevisiae i Saccharomyces
bayanus. Dro d e charakteryzoway s zr6 nicowan aktywno ci fermentacyjn . Statystycznie istotne
ré nice dotyczy y wydajno ci produkcji etanolu i glicerolu, zawarto ci dwutlenku siarki oraz
wykorzystania cukréw. Parametry win, zgodne z wymaganiami normatywnymi, wiadczy y o wysokiej
przydatno ci technologicznej badanych szczepdéw. Dro d e cechoway s zdolno ci  wydang
biodegradacji kwasu L-jab kowego w warunkach beztlenowych, zmnigjszaj ¢ jego zawarto 0 65,6—
68,4%. Testowane szczepy wykazyway polimorfizm genomowego DNA, a profile elektroforetyczne
chromosomalnego i mitochondrialnego DNA r6 niy si liczb , po o eniem oraz intensywno ci pr kéw.
Jednoznaczne rozrd nienie szczepéw mo liwe by o na podstawie analizy genetycznej z réwnoczesnym
zastosowaniem dwéch technik biologii molekularnej: kariotypowania oraz analizy restrykcyjngg mtDNA.
Zawarto DNA w komorkach dro d y wyznaczona metod cytometrii przep ywowej wskazywa a naich
diploidalno b d aneuploidano . RO nice cech fizjologicznych i genetycznych dowodzi y wyra nej
odmienno ci dro d y, nie pozwoali y jednak na jednoznaczne taksonomiczne zakwalifikowanie szczepow
do gatunkéw S cerevisiae i S bayanus, co mo e wskazywa na hybrydyzacj dro d y w obr bie rodzaju
Saccharomycesw rodowisku naturalnym.

Sowa kluczowe: dro d e winiarskie, aktywno fermentacyjna, kariotypowanie, analiza restrykcyjna
mtDNA, cytometria przep ywowa

Wprowadzenie

Stosowana w technologii winiarskigj inokulacja moszczow czystymi kulturami
wyselekcjonowanych ras dro d y prowadzi do uzyskania win o zdefiniowanych
walorach sensorycznych. Starterowe kultury dro d y powinny charakteryzowa S
zdolno ci wydajnego prowadzenia procesu fermentacji alkoholowej oraz wytwarzania
ubocznych produktéw korzystnie wp ywaj cych najako wina [21, 28]. W polskim
winiarstwie jednym z istotnych probleméw jest wysoka kwasowo moszczOw i win
owocowych, spowodowana m.in. nadmiarem kwasu jab kowego w surowcu [11, 28].
Uzyskanie produktu o odpowiednich walorach smakowych wymaga zmnigjszenia
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zawarto ci tego kwasu, zatem szczepy przemysowe powinny dodatkowo
charakteryzowa s zdolno ci  biodegradacji kwasu L-jab kowego. Ze wzgl du na
zré nicowanie cech dro d y winiarskich, w a ciwy dobor ras produkcyjnych zale y od
przeprowadzenia dok adnej charakterystyki cech fizjologicznych i genetycznych
szczepu. ldentyfikacja dro d y klasycznymi metodami mikrobiologicznymi zwi zana
jest z ograniczeniami wynikagj cymi z braku genetycznej jednolito ci i stabilno ci
szczepow przemys owych [1, 2, 15, 27]. Z tego powodu w klasyfikacji dro d y coraz
powszechnigj stosowane s techniki badania polimorfizmu DNA (analiza restrykcyjna
mMtDNA, kariotypowanie) [3, 4, 14, 22, 25]. Techniki te oraz badanie ploidano ci ras
przemys owych umo liwigj identyfikacj szczepdw i prognozowanie ich stabilno ci.

Celem przeprowadzonych bada by a analiza cech genotypowych mezofilnych
szczepow dro d y winiarskich, ocena aktywno ci fermentacyjne oraz zdolno ci tych
szczepow do biodegradacji kwasu L-jab kowego.

Materia i metody bada

Materia biologiczny

Materia biologiczny stanowi y cztery szczepy dro d y gatunku Saccharomyces
cerevisiae: Syrena, W-13, Y.00911, Y.00925; szczep gatunku Saccharomyces bayanus
Cz-2; oraz haploidalne szczepy markerowe: Cm a, Gm .

Szczepy: Syrena, W-13, Cz-2 pochodzi y z Kolekcji Czystych Kultur Instytutu
Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki 6dzkieg OCK105. Szczepy:
Y .00911 oraz Y.00925 pochodzi y z National Collection of Agricultural and Industrial
Microorganisms University of Horticulture and Food Science w Budapeszcie,
aszczepy markerowe Cm ai Gm  — z Kolekcji Instytutu Nauk Rolniczych w
Zamo ciu.

Analizawin

Aktywno fermentacyjn szczepdw badano w wystandaryzowanym moszczu
jab kowym, zawieragj cym 6,94 g x dm® kwasu L-jab kowego oraz 192 g x dm?
sacharozy. Nie stosowano zwi zkéw siarki do konserwacji moszczu. Inokulum
48-godzinnej hodowli dro d y w moszczu jab kowym stanowi 0 5% obj to ciowych
nastawu. Préby fermentacyjne inkubowano w temp. 25°C, a za moment zako czenia
procesu uznano ustabilizowanie masy prob. Préby prowadzono w trzech réwnoleg ych
powtérzeniach. Kwasowo ogéln wina, zawarto  cukrow i dwutlenku siarki
oznaczano zgodnie z Polsk Norm [17-20]. Do oznaczenia poziomu etanolu oraz
wybranych ubocznych produktéw fermentacji: kwasu mlekowego, bursztynowego,
octowego i glicerolu zastosowano wysokosprawn chromatografi cieczcow HPLC [8].
Zawarto kwasu L-jab kowego w nastawie i winie okre lono metod enzymatyczn
(testy Test-Combination L-Malic acid, Boehringer Mannheim) [7].

0 ywno ci i Biotechnologii, Politechnika &édzka, ul. Wélcza ska 171/173, 90-924 6d



166 Katarzyna Rajkowska, Alina Kunicka

Analiza chromosomalnego DNA

Izolacj | drowego DNA przeprowadzono za pomoc zestawu preparacyjnego
CHEF Genomic DNA Plug Kit (Bio-Rad) wed ug metodologii referencyjng [24].
Chromosomy rozdzielono metod elektroforezy pulsacyjnej PFGE przy u yciu aparatu
CHEF-DR Il (Bio-Rad) w 0,8% e€lu agarozowym. Elektroforez prowadzono
w buforze 0,5 x TBE sch odzonym do temp. 10°C, w ci gu 28 godz., przy napi ciu
6 V/cm i liniowo wzrastaj cym czasie trwania pulsu od 110 do 220 s. Po rozdziale €l
wybarwiono w roztworze bromku etydyny (0,5 g/ml).

Analiza mitochondrialnego DNA

Izolacj cakowitegp DNA komodrkowego oraz analiz  restrykcyjn
mitochondrialnego DNA prowadzono wg metody Querol i wsp. [22]. Do trawienia
mtDNA zastosowano enzym restrykcyjny Hinfl (Roche Diagnostic), arozdzia
prowadzono w 0,7% elu agarozowym, w buforze 0,5 x TBE, przy napi ciu 60V,
w Ci gu5 godz.

Oznaczenie ploidalno ci szczepow

Zawarto DNA wyznaczano w komodrkach wybarwionych jodkiem propidyny
przy uyciu cytometru przep ywowego Becton-Dickinson FACSCalibur,
wyposa onego w 15 mW laser argonowy (488 nm) [13]. Oznaczenie przeprowadzano
w trzech niezale nych powtdrzeniach, a do analizy danych zastosowano program
WinMDI 2.8.

Statystyczne opracowanie wynikow

Do testowania statystycznej istotno ci r6 nic pomi dzy rednimi warto ciami
parametrow chemicznych win zastosowano test Newmana-Keulsa (p<0,05), u ywg ¢
programu Statisticawersja5.5.

Wyniki i dyskusja

Stosowane w badaniach przemys owe rasy dro d y zostay wyselekcjonowane jako
przydatne do fermentacji rodowisk modelowych o podwy szongl zawarto ci kwasu
jab kowego. W prezentowanych badaniach sprawdzono ich aktywno fermentacyjn
w moszczu jab kowym o nieregulowang kwasowo ci, zawiergj cym 6,94 g-dm® kwasu
L-jab kowego. Parametry chemiczne uzyskanych win wskazuj na znacz ce
zr0 nicowanie mi dzyszczepowe badanych dro d y (tab. 1).

Stwierdzono statystycznie istotne r6 nice zawarto c¢i etanolu w wytworzonych
winach, co zwi zane by 0 z wyra nie odmienn dynamik wykorzystania cukréw
podczas fermentacji (dane niepublikowane).

Poziom dwutlenku siarki by niski i nie przekracza 17,9 mg x dm?, chocia
obserwowano wyra ne zro nicowanie zae nie od szczepu dro dy. Ocena
statystyczna poziomu SO, nie wykaza ard nic jedynie pomi dzy szczepami Y.00911 i
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Y.00925. Pomimo nieobowi zywania Polskich Norm, oznaczone parametry by y
zgodne z podanymi w PN dlawin owocowych [16].

Tabelal

Wyniki analizy chemiczngj win.

Results of the chemical analysis of wine types.
Ekstrakt Cukry

Dro d e Etanol Glicerol bezcukrowy | redukuj ce | SO,o0g6em | SO,wolny
Yeast Ethanol Glycerol Sugar-free Reducing Total SO, Free SO,
extract sugars
[% obj ] [gxdm?| [mg x dm™]

Syrena | 14,76 0,01 | 669 005 | 2703 089 | 13,16 09 | 172 01 11,2 01
Ww-13 | 1397 065 | 719 0,22 | 1907 094 | 1558 0,60 | 106 0,2 6,7 02
Y.00911 | 10,72 065 | 4,71 0,04 | 31,27 034 | 27,70 0,30 89 01 45 06
Y.00925 | 13,07 0,11 | 478 001 | 26,35 065 | 2417 0,27 83 00 48 01
Cz-2 1573 015 | 565 001 | 17,34 0,69 | 166 0,39 179 00 10,2 0,0

Kwasowo ogélnawinré nias w zale no ¢i od stosowanego szczepu (rys.
1a). Spo rod oznaczonych kwasdw organicznych — jab kowego, octowego, mlekowego
i bursztynowego — najwi kszy udzia w kwasowo ci 0golne mia kwas jab kowy.
Stwierdzono brak statystycznie istotnych ré nic pomi dzy szczepami S. cerevisiae
Y.00925 i S. bayanus Cz-2 pod wzgl dem poziomu produkcji kwasu bursztynowego
oraz pomi dzy dro d ami S cerevisiae: Syrena, Y.00911, Y.00925 w tworzeniu kwasu
mlekowego. Po fermentacji przy udziade szczepu W-13 obserwowano trzykrotnie
Wy szy poziom kwasu octowego hi przy u yciu pozostaych dro d .

Obni enie kwasowo ci rodowiska po fermentacji by o g dwnie wynikiem
rozk adu kwasu jab kowego. Dro d e fermentoway od 65,6 do 68,4% L-jab czanu
(rys. 1b). Testowane szczepy charakteryzoway s wysok zdolno c¢i  biodegradacji
kwasu L-jab kowego w poréwnaniu z danymi literaturowymi [26]. Zwykle biologiczny
rozk ad kwasu L-jab kowego przez dro d e winiarskie z rodzaju Saccharomyces jest
nieca kowity i zale nie od szczepu wynosi od 5 do 48% [26]. Jednocze nie badane
przez nas szczepy produkoway kwas mlekowy na niskim poziomie, nie
przekraczaj cym 0,46 g x dm?, podczas gdy niektére rasy dro d y z gatunku S
cerevisiae zdolnes wytwarza kwas mlekowy w ilo ciach dochodz cych do 5 g x dm’
3[29].

Najako winasilny wp yw wywiera kwas octowy, ktorego optymalna zawarto
w winie powinna wynosi pomi dzy 0,2 a0,7 gx dm?® [12]. llo kwasu octowego
w analizowanych winach zawieraa si w podanych granicach, przy czym — zgodnie
z podzia em wprowadzonym przez Delfini i Cervetti [6] — szczep W-13 wytwarza
kwas octowy na wysokim poziomie, a pozosta e szczepy produkoway niewielkie jego
ilo ci.

a b.
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(%]

Syrena W-13 Y.00911 Y.00925 Cz2

kwas L-jab kowy / L-malic acid . kwas bursztynowy / succinic acid
. kwas octowy / acetic acid % inne kwasy organiczne / other organic acids
[ kwasmiekowy / lactic acid

Rys. la. Udzia kwasdw organicznych w ogdlneg Rys. 1 b. Wykorzystanie kwasu L-jab kowego po

kwasowo ci win. fermentacji moszczu jab kowego.
Fig. 1la. 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 sensoryczn jako wina wp ywa glicerol, ktory ju w st eniu
5,2 g x dm’ nadaje winu wra enie lekkigj s odyczy [23]. Zawarto glicerolu w winach
wytworzonych przez badane dro d e, poza szczepami Y.00911 i Y.00925,
przekraczaagraniczne st enie, korzystnie wp ywaj ¢ najego walory smakowe.

Maa zawarto  kwasu octowego, stosunkowo du a ilo  glicerolu oraz inne
wymienione powy € parametry win odpowiadaj wymaganiom normatywnymi
i wiadcz oichwysokig jako ci.

Analiza chromosomalnego DNA metod elektroforezy w zmiennym polu
pulsacyjnym umo liwi a uzyskanie obrazu kariotypow badanych dro d y (rys. 2a).
Wszystkie szczepy zakwalifikowano do rodzaju Saccharomyces, a w ich profilach
elektroforetycznych obserwowano od 11 do 13 pr kéw o wielko ci molekularng
w zakresie 200-2200 kpz. Wg danych literaturowych [4], analogiczne rezultaty
uzyskano w przypadku 65 szczepow dro d y winiarskich nale cych do grupy

Saccharomyces sensu stricto.
a b.
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M1 2 3 4 5 M, 1 2 3 4 5
kpz pz
2200
1600 21.226
5148
1125 4268
3530 M; S cerevisiae YNN 295
1020 M, LambdaDNA trawione
85 2027 . &%CORl i Hindlll
680 rena
1584
610 1375 2 W-13
450 3 Y.00911
365 947 4 Y.00925
285 5 Cz-2
Rys. 2 a. Rozdzia elektroforetyczny Rys. 2 b. Profile elektroforetyczne
chromosomalnego DNA. mitochondrialnego  DNA  trawionego
Fig. 2a Electrophoretic ~ separation  of  the enzymem Hinfl.
chromosomal DNA. Fig. 2b. Electrophoretic ~ profiles  of  the
mitochondrial DNA digested by the Hinfl
enzyme.

Profile chromosomane badanych szczepow r6 niy s liczb i poo eniem
pr kow odpowiada cych najwi kszym chromosomom szczepu markerowego S
cerevisae YNN 295, Szczepy Y.00911 oraz Cz-2 charakteryzoway s
wyst powaniem jednego pr ka omasie molekularng 1600 kpz, podczas gdy w
profilach pozosta ych szczepdw obserwowano po dwapr ki: 2200 i 1600 kpz. Istotne
ré nice stwierdzono tak e w grupie chromosomow o masie molekularngj 450-225 kpz.
Poza dro d ami Y.00911 i Y.00925, profile pozostaych szczepow wykazyway
obecno trzech pr kéw w tym regionie. Nie obserwowano wyra nych ré nic
pomi dzy obrazami elektroforetycznymi chromosomalnego DNA szczepdéw Syrena
oraz W-13, przy jednocze nie wyst puj cych ré nicach w profilach mtDNA (rys. 2b).
Zastosowanie enzymu Hinfl w analizie restrykcyjngg mtDNA pozwoli o na uzyskanie
od 15 do 17 pr kéw w przypadku dro d y Syrena, W-13 i Cz-2. Odmienne profile
elektroforetyczne, charakteryzuj cesi wyst powaniem jedynie 2 pr  kow, otrzymano
w przypadku szczepow Y .00911 oraz Y .00925.

Profile elektroforetyczne chromosomalnego i mitochondrialnego DNA badanych
szczepbw dro d y prezentuj wyra ne rd nice liczby, po o0 enia, jak i intensywno ci
wybarwionych pr kow, co wskazuje na polimorfizm genomowego DNA. Nie jest
jednak mo liwe jednoznaczne klasyfikowanie analizowanych szczepow do gatunkow
S bayanusi S. cerevisiae tylko na podstawie ich kariotypdéw. Wg Naumovai wsp. [14]
jedynie dla S. cerevisiae charakterystyczne s trzy pr ki w regionie 225-365 kpz,
podczas gdy wyniki naszych bada wskazuj na wyst powanie takiego uk adu
zarbwno u dro d y S cerevisiae (Syrena, W-13), jak i S bayanus (Cz-2). Profile
elektroforetyczne testowych szczepow nie potwierdza] tak e doniesie o obecno ci w
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obrazach kariotypéw dro d y S. bayanus dwoch wyra nie rozdzielonych pr kéw o
wielko ci 2200 i 1300 kpz [25]. Uzyskane dane s zgodne z teori o braku mo liwo ci
ré nicowania gatunkéw z rodzaju Saccharomyces w oparciu 0 obecno  pojedynczego
pr kaabo grupy pr kéw w obrazach elektroforetycznych chromosomanego DNA
[2-4]. Wg danych literaturowych [5, 22], rozro nienie szczepow mo liwe jest na
podstawie analizy genetycznegj z rownoczesnym zastosowaniem przynajmnigj dwoch
technik biologii molekularngj, co potwierdzaj wyniki prezentowane w niniejsze
pracy. Ze wzgl du na brak wyra nych ré nic w kariotypach dro d y Syrenai W-13,
zr0 nicowanie tych szczepow jest mo liwe jedynie w oparciu owspdln analiz

chromosomalnego i mitochondrialnego DNA.

Zawarto DNA w komoérkach dro d y wyznaczono metod cytometrii
przep ywowsj, stosuj ¢ laboratoryjne szczepy Cm ai Gm  jako haploidalne wzorce
(rys. 3). Bior c pod uwag rednie z trzech niezale nych powtdérze oraz odchylenia
standardowe, wnioskowano o diploidalno ci szczepdéw: S cerevisiae W-13 oraz
S bayanus Cz-2. Szczepy S cerevisiae Syrena, Y.00911 oraz Y.00925 uznano za
aneuploidane (tab. 3).

1000 1000 1000 1000

Cma Gm Syrena W-13
750 750 750 750
€ € € €
H H H ]
S 500 S 500 S 500 S 500
% H % H
o o o o
250 250 250 250
0 0 0 0
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 0 200 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
DNA count (Pl fluorescence) DNA count (P! fluorescence) DNA count (Pl fluorescence) DNA count (P! fluorescence)
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Y.00911 Y .00925 Cz-2
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DNA count (P! fluor escence) DNA count (PI fluor escence) DNA count (P! fluorescen =)

Rys. 3. Zawarto DNA wyznaczonametod cytometrii przep ywowsj.
Fig. 3. Contents of DNA determined by aflow cytometry analysis.

Rasy przemysowe drody s 2zwykle diploidane, poliploidane Iub
aneuploidalne [1, 9]. Prezentowane przez nas wyniki wiadcz o diploidano ci lub
aneuploidalno ci badanych szczepéw dro d y. Jednak zawarto ci DNA w komoérce na
poziomie 2C nie zawsze odzwierciedla diploidalno  genomu j drowego. Organizacja
genomu diploidalinych dro d y mo e by bardzig zo ona i charakteryzowa si

monosomi , disomi albo polisomi  pojedynczych chromosoméw [10].
Tabela?2

Zawarto DNA w komérkach dro d .
Content of DNA in wine yeast strain cells.
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Drod e Zawarto DNA* Ploidalno
Y east DNA content* Ploidy
Cma 1,01 0,01 haploidalny
Gm 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

* —zawarto DNA wyra ona we wzgl dnych jednostkach w odniesieniu do ilo ci DNA w komdrkach
haploidalnych szczep6w Cm aoraz Gm

* —The content of DNA is expressed in relative units in relation to the DNA quantities as contained in the
haploid cells of theCmaand Gm  strains.

Whnioski

1. Badane przemysowe szczepy dro dy charakteryzoway s wysok
przydatno ci  technologiczn , a ocena parametryczna wytwarzanych win
odpowiada a wymaganiom normatywnym, pomimo enies oneobowi zuj ce.

2. Dro d ecechoway s zdolnho ci wydajne biodegradacji kwasu L-jab kowego,
zmniejszaj Cjego zawarto 0 65,6-68,4% w zale no ci od szczepu.

3. R& nice profili elektroforetycznych chromosomalnego i mitochondrialnego DNA
wskazywa y na polimorfizm genomowego DNA w rdd testowanych szczepow.

4. Rozré nienie szczepdbw mo liwe by o na podstawie analizy genetyczng z
rownoczesnym  zastosowaniem dwoch  technik  biologii  molekularney:
kariotypowania oraz analizy restrykcyjngf mtDNA.

5. Badane szczepy dro d y uznano za diploidalne (S. cerevisiae W-13, S. bayanus
Cz-2) b d aneuploidalne (S cerevisiae Syrena, Y.00911, Y.00925).

6. Pomimo stwierdzonych r6 nic fizjologicznych i genetycznych pomi dzy
dro d ami, nie by o mo liwe jednoznaczne taksonomiczne zakwalifikowanie
szczepdw do gatunkdw S. cerevisiae oraz S. bayanus.
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THE ANALYSISOF 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



