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(54) Pivoversky kmen Saccharomyces uvarum P9-LK12/1

Vynélez se tyké pivovaerského kmene kvesinek Saccheromyces uvarum P9-LK12/1,
vhodného pro vyrobu biologicky stabilnfch piv bez pesteurace., Tento kmen produkuje
bilkovinny faktor uSinny proti redd druhd kvasinek rodu Saccheromyces. Produkce faktoru
a resistence k nému umoiﬁuje, aby tento kmen eliminoval piripadnou kontemineci divolkymi

kmeny kvasinek rodu Saccharomyces, ktersd zhorduje kvalitu kvasnych produktt.

Reda kvasinek Je schopne produkovat tyto faktory, které pisobi jako mykociny na
fadu pif{buznych druhd kvasinek. Produkce faktoru Je determinovéna dvo jretdzcovou
ribonukleovou kyselinou (RNA), piftomnou v cytoplasm& p¥isludnych kmend., Na reprodukei
a vyjédren! genetické informace této ribonukleové kyseliny se navic podflf rada
chromozomdlnich gent, Uvedenou kyselinu 1lze prenédet pouze konjugaci bundk, cytodukesf
¢i indikovenou fuzi protoplasti. .

P#i konstrukei kmene podle vynédlezu byla pouZite metode indukované fize protoplasty,
kterd umoZnila hybridizsci haploidn:thp kmene Saccharomyces cerevisise T 158C (O ’
his™, producent fektoru, resistent k faktoru) s polyploidnim pivoverskym kmenem.
Saeccharomyces uvarum P9, Tento kmen Je citlivy na faktor druhého rodifovského kmene.

Po reversi hybridnich protoplestd na normdlni buﬁky a selekel ne minimélnim mediu
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8 faktorem byl ziskén velky polet hybridnich kloni, které produkovely fektor, byly

k ndmu resistentnf e schopny rdstu bez pritomnosti histidinu. Prim&rny obssh kyseliny
desoxyribonukleové (DNA) a objem hybridnfch bun¥k vybranfch klond byl v&t5f ne%

u vychozich rodidovekych kmeni., Ristovéd rychlost vybranych hybridd v exponenciélnt
f4z1 rdstu byla srovnetelnd s rodifovskymi kmeny. Vybrané hybridnf kmeny byly podrobeny
paadfovéni na mladind, Monokbloniové izoléty byly testovény a mezi nimi byl nelezen
stabilni hybridni klon Saccheromyces uvarum P9-LK12/1 s vysokou produkci @¥inného
faktoru, ktery nevic vykezoval stupen prokveSeni mlediny, sedimentaci a dalsf industri-
41n& vyznamné vlastnosti shodné s vychozim industridinim kmenem Saccheromyces uverum P9,

Charskteristike kmene S. uverum P9~LX=-12/1 spo¥ivé v tom, %e produkuje killer
faktor a je resistentni ke killer faktoru typu T 158 C. Bunky mé nesporulujic{ a tvaru
elipsoidu, pridem# délke &ini 8,5 p4 1,2 um e &{Fke 7 ha 1,2 um, &im¥ se ziskeji stacio=
nérni buhky v 8 % sladin® kultivovené p¥i 28 %C. Tyto se mno%f puSenim, obsah desoxy=-
ribonukleové kyseliny ve steciondrni bunce je vice neZ tiikrét v&id{ ne# u heploidniho
rodide S. cerevisise T 158 C. Stacionérni buhky Jjsou jednojederné. Genera®ni doba
exponencidlni kultury v komplexnim mediu pii 28 O %inf 114 + 7 min.

Ziskeny kmen Seccheromyces uvarum P9-LK12/1, ulofeny ve sbirce mikroorgenismd
katedry genetiky, mikrobiologie & biofyziky prirodovédecké fekuliy University Karlovy
v Praze pod &fslem LK12/1, 1lze s vyhodou pouZf{t jako produkéni kmen pro kvesny proces
a t0 zejména tehdy, hroz{-li konteminace divokymi kmeny kvasinek rodu Saccheromyces.

Vynélez je bliZe objasnén na konkrétnim p¥#{kladu eliminece mesivni kontsminace
mladiny kvesinkemi Saccheromyces beyanus.

Kmen kvasinek Saccharomyces uverum P9-LK12/1 byl vyveden standardnim zpisobem
z laboratorni kultury do mladiny ve standardnich kvesnych véleich. Kultura byla
kontaminovéne kmenem Saccheromyces beyenus tek, Ze 10 % celkovéh¢ mnoZstvi inokula
tvo¥ily konteminentnf buhky. Kveden{ probfhalo zpisobem spodnfho pivovarského kvaseni '
pii teplotd 6 a% 10 ®C. Vzorky byly odebirdny kedy den a v mediu byl stanoﬁovén
pofet bunék hybridniho a2 kontaminantniho kmene. Ji%¥ po dvou dnech spole¥né kultivace
byly bunky konteminantniho kmene z kultury prekticky eliminovény. Zetimeco v kontrolnim
experimentu, ve kterém byl rodifovsky pivovarsky kmen Seccharomyces uverum P9 (nepro-
dukujfct faktor) kultivovén v pFitomnosti stejného mno%stvi kontaminentniho kmene
se bunky obou kmend mno¥ily e bundk kmene Saccharomyces besyanus v kultuie rychle
piibjfvelo.

Obdobné eleminace bundk kontaminace hybridnim kmenem S. uverum P9-IK12/1 byla
u daldich kmend citlivych druhd kvasinek rodu Saccheromyces. Spektrum citlivosti
ne faktor se kryje se spektrem Wéinnosti pivedniho rodidovského kmene Saccharonyces
cerevisise T 158C (©< , his , faktor produkujici). Hybridni kmen dokonce vykezuje
ve srovnéni s rodifovskym kmenem T 158C vy3si intenzitu efektu, jak bylo demonstrovéno

standerdnim zénovym testem.




3 : 225 279

Déle je uveden p¥fklad reprodukovetelného postupu élechténi. Indukovend fize
protoplastd kmene S. cerevisse T 158 C a S. uverum P9 probthala v 30 % polyethylenglykolu
a 0,3 M Ca012. Selekce hybridd probfhels soubd#n& s reversi protoplastd v minimdlnfm
osmoticky stabilisovaném mediu (agarové plotny) p¥i 28 °C dva dny. Potom byl na povrch
agaru rozetren killer faktor, 0,2 ml media (po kultivaci kmene’ S, cerevisise T 158 C
t#1 dny), ze kterého byly odstrandny bunky fiitraci pifes membrdnovy filtr. Mezi
hybridnimi klony vyrostlymi na tomto mediu pii 20 °C, byly vybrdny ty, které produkovaly
nejvice killer faktoru, ddle byly pasdZovény opakovan¥ na 8 % mladins p¥i 7 °C a
vysety na kompletni agarové medium. Monokoloniové izoldty byly testovény z hlediskas
pivovarsky vyznemnych vliastnosti, zejméha sedimehtace & prokvedeni mladiny. Byl
vybrén kmen, kterf produkovel killer faktor, byl k nému resistentnf a nejvice se
bl1%il rodidovskému kmenu S. uvarum P9 s pivovarsky vyznemnymi vlastnostmi.

PREDMET vVvyYNLLEZU

Pivoversky kmen Saccharomyces uvarum P9-1K12/1.
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