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Abstract

PATKOVA J., SMOGROVICOVA D., DOMENY Z., BAFRNCOVA P. (2000): Strains for fermentation of high gravity worts.
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The paper deals with isolation and construction of new strains usable for fermentation of high gravity worts. These worts cause
stress for yeasts, and influence their metabolism and fermentation activity. It is reflected in fermentation speed and beer quality.
Brewers’ yeast with STA2 genome for production of extracellular glucoamylase was obtained by gene manipulations, which is also
used in industrial production. Operational experiments were successfully conducted with new strains of yeasts with these
characteristics: ethanol-tolerant, osmotolerant, not glucose-repressed, higher flocculation capacity, ability to degrade turbidi-
ty-forming substances, influenced production of flavoring substances, but their larger-scale use is prevented by legislation.
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Suhrn

PATKOVA J., SMOGROVICOVA D., DOMENY Z., BAFRNCOVA P. (2000): Kmene pre kvasenie vysokoextraktivnych mladin.
Czech J. Food Sci., 18: 75-80.

Praca sa zaobera moZnost'ami izolacie a konstrukcie novych kmetiov vhodnych pre kvasenie vysokoextraktivnych mladin. Tieto
mladiny su stresovym prostredim pre kvasinky a tak ovplyviiuji ich metabolizmus a fermenta¢nl aktivitu, ¢o sa prejavi na
rychlosti fermentacie aj kvalite vysledného piva. Metédou génovych manipulacii bola ziskana pivovarska kvasinka so S§742
génom na produkciu extracelularnej glukoamylazy, ktora je vyuZivana u? aj v priemyselnej vyrobe. Uspesné boli aj prevadzkové
pokusy s novymi kmefnimi kvasiniek vyznacujiucimi sa zvySenou etanoltoleranciou, osmotoleranciou, nereprimovatelné gluko-
zou, s vyssou flokulacnou schopnostou, degradujice zakalotvorné latky, popripade s ovplyvnenou produkciou aromatickych
a chutovych latok, ich rozSireniu viak brania legislativne zakony.
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Najnovsie vyvojove trendy, ktorée vychadzaja predo-
vsetkym z potreby zmizovania nakladov na vyrobne pro-
cesy, prenikaju aj do takych klasickych biotechnologii,
akou je aj vyroba piva. Jednou z najvacSich inovacii
v procese vyroby piva je kvasenie vysokoextraktivnych
mladin (oznacované ako high-gravity, HG, HGB a very-
high-gravity, VHG, VHGB), ktoré obsahuji viac ako 13 %
hm. extraktu (THOMAS et al. 1996).

Kvasenie takychto mladin vyZaduje pouzitie novych
kmenov, pretoze kvasinky si pocas kvasenia vystavené
cxtrémnym podmienkam — vysokej koncentracii sachari-

dov, ktora spdsobuje zvyseny osmoticky tlak, zvySenej
koncentracii nafermentovaného etanolu, nedostatku Zi-
vin ako st rozpusteny kyslik a asimilovatel'ny dusik, zvy-
Senej viskozite prostredia a s tym spojenej zvySenej
koncentracii rozpusteného oxidu uhli€itého. Vetky tieto
faktory ovplyviiuja aj vitalitu a fermenta¢n aktivitu kva-
siniek, a tak aj kvalitu findlneho vyrobku.

Sposoby ziskavania novych kmenov

Existuji rézne metddy ziskavania novych kmefiov pre
laboratorne kmene, av3ak ich aplikacia na priemyselne
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kmene je spojena s mnohymi problémami. Priemyselne
pouzivané kmene pivovarskych kvasiniek tazko sporulu-
ju. Ak sporuluju, tak tvona tetrady, ale vacsina ich spor je
nevitalna. Zatial’ Co laboratérne kmene kvasiniek Saccha-
romyces cerevisiae su haploidné alebo diploidné, bezne
v priemysle pouZivané kvasinky s polyploidne alebo
aneuploidné, €o sice zvySuje ich stabilitu, ale na druhe;j
strane st'aZuje moznost’ génovej manipulacie a znizuje pre-
jav nahodnych, ako aj indukovanych mutacii (HAMMOND
1995).

Mnohé z vlastnosti, ktoré su vyzadované pre nove kme-
ne pri kvaseni vysokoextraktivnych mladin, nie je moZné
presne geneticky definovat’, a preto jednou z metdd ziska-
vania novych kmenov zostava izoldcia a selekcia kmetiov
z prostredia s nepriaznivymi alebo extremnymi podmien-
kami, alebo priamo z réznych ¢asti technologickych za-
riadeni. NajCastejSie to byva pre ziskanie takych komplex-
nych vlastnosti, ako je zvySena osmo- a etanoltolerancia.

Uréité Specifické vlastnosti su v8ak uZ presne genetic-
ky definované, a tak sa naskyta moznost’ kon§trukcie no-
vych kmeniov pivovarskych kvasiniek pripravou kmefa
s vopred presne stanovenymi vlastnostami pomocou gé-
novych manipulacii — fuziou protoplastov alebo transfor-
maciou buniek technikou rekombinantnej DNA (HAM-
MOND 1995; SIPICKY & SUBIK 1992; TUBB & HAMMOND
1987). Pri fzii protoplastov bola vel'kym problémom vhod-
na metoda na selekciu vytvoreného hybridu. Tato sa vSak
odstranila aplikovanim prietokovej cytometrie, a tak bola
umoznena rychla selekcia hybridov (BELL ef al. 1998). Pri
pouziti techniky rekombinantne; DNA na konStrukciu
kmenov s novymi vlastnostami je potrebne, aby vnesené
gény boli konstitutivne exprimované s dostatoénym poc-
tom kopti a zaroven je potrebna vhodna metdda na jedno-
duchu selekciu transformovanych kmefiov. Tieto problémy
boli vyrieSené sGcCasne, integraciou poZzadovanych gé-
nov do plazmidov rezistentnych na med’ (HENDERSON et
al. 1985), geneticin (JIMENEZ & DAVIES 1980) alebo herbi-
cid metylsulfometuron (CASEY ef al. 1988). V bunkach su
tieto plazmidy zastupené v pocte 120 az 150 kopii, Co za-
bezpeci dostatocné mnozstvo produktov génov, a ziska-
nie rezistencie umozni rychlu a jednoducht selekciu
transformovanych buniek.

Specialnym problémom transformécie pivovarskych
kvasiniek je ndjdenie vhodnéeho donora génu, ktorého pro-
dukt (najéastejsie extracelularny enzym) musi spliat’ uri-
té poziadavky: vykazovat aktivitu v rozmedzi pH 4-5,5,
ako aj aktivitu pri fermentacnej teplote mladin 10-20 °C,
rezistenciu pred inhibitormi pritomnymi v mladine; rezis-
tenciu k etanolu akumulovanému pocas fermentéacie mla-
diny; Specifickost reakcii, neschopnost’ inaktivovat
ostatné extracelularne enzymy, maktivaciu pri pasterizaci
hotového piva a schopnost’ uskutocnit’ poZadované funk-
cie bez ovplyvnenia stability peny alebo organoleptic-
kych vlastnosti piva.

Pouzivanie génovo manipulovanych mikroorganizmov
je v8ak v niektorych krajinach obmedzené zdkonmi. Le-
gislativny ramec pre pouzivanie génovo modifikovanych
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organizmov je obsiahnuty v Smernici EU &. 90/219/EEC,
ktora obmedzuje vyuzitie génovo modifikovanych orga-
nizmov pre potravinarske Géely, a v Smernici EU ¢&. 90/
/220/EEC o umyselnom uvolneni génovo modifikovanych
organizmov do Zivotneho prostredia. Eurépska komisia
schvalilak Smernici EU 90/220 dodatok (Novel Food Re-
gulation 258/97/EEC), v ktorom je pozZiadavka povinného
oznacovania vetkych surovin, ktoré boli génovo mani-
pulovane. Tieto regulacie st odpoved'ou na poziadavky
konzumentov na rizika génovo modifikovanych mikroor-
ganizmov pre Cloveka a prostredie. V Slovenske) republi-
ke zatial’ neexistuje zakon na obmedzenie pouzivania
genovo modifikovanych mikroorganizmov, ani na povin-
né oznacovanie vyrobkov, kde takéto mikroorganizmy boli
pouzité.

Kmene so zvySenou osmotoleranciou

VHG mladiny obsahujt zvySent koncentraciu extrak-
tov, z ktorych az 85 % tvoria sacharidy. Zvy$enie koncen-
tracie substratu vSeobecne vedie k zvySene] metabolicke;j
aktivite kvasiniek, avSak pri vel'mi vysokych koncentraci-
ach sa zvySuje ucinok osmotického tlaku na bunky, vy-
sledkom €oho je zniZenie rychlosti rastu kvasiniek a ich
fermentacne) aktivity (HARALDSON & BJORLING 1981).

Doteraz najpouzivanejSou metodou na ziskanie kmenov
so zvySenou osmotoleranciou je skriningova metoda, kto-
ra je aplikovana na kvasinky vyizolované z prostredia
s vysokou koncentraciou sacharidov (HARALDSON & BJOR-
LING 1981) alebo chloridu sodného (SHARMA 1997).

Na prekonanie inhibiéného efektu vysokej koncentra-
cie sacharidov, ako aj citlivosti na akumuldciu etanolu,
bola pouzita aj metdda hybridizacie. Bol vytvoreny hybrid
medz1 vysoko fermentujticou kvasinkou Saccharomyces
cerevisiae a osmotolerantnou kvasinkou Saccharomyces
melis. Skonstruovany kmen vykazoval malé rozdiely vo
fermentacnej rychlosti pri nizkej koncentracii sacharidov
(4 % hm. glukdzy) v porovnani s rodiCovskym kmenom.
Pr1 koncentracii sacharidov 35 % hm. bol v§ak hybridny
kmen omnoho lep8i, naprodukoval az 13,6 % hm. etanolu
v porovnani s 9 % hm. etanolu, ktory naprodukoval rodi-
covsky Saccharomyces cerevisiae (LEGMANN & MAR-
GALITH 1986). VyS§Siu osmo- a etanoltoleranciu ako
rodiCovskeé kmene vykazoval aj fuzant kvasiniek Saccha-
romyces uvarum a Saccharomyces diastaticus, avSak in-
hibicia produkcie etanolu sa pri1 vysSich koncentraciach
glukozy este stale prejavovala (D’ AMORE et al. 1990).

NajnovSsie vyskumy zaoberajuce sa odpovedou kvasi-
niek na osmoticky stres umoznuju pouzitie techniky re-
kombinatnej] DNA aj pr1 ziskavani osmotolerantnéeho
kmena. Génovou manipulaciou regulacnej drahy trehalo-
zy, ktora je povazovana za osmoprotektant v bunkach
kvasiniek, bol ziskany mutant vysokorezistentny na os-
moticky stres, ktory vykazoval zlep§ent fermentacnu ak-
tivitu v podmienkach vysokokoncentrovanych substratov
(THEVELEIN 1998).

Podl'a hypotézy krizovej ochrany ziskanie tolerancie
k réznym typom stresu moZe byt dosiahnute aj poCas vy-
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stavenia buniek inému typu stresu. Tak sa podarilo ziskat’
osmotolerantny kmen po vystaveni kmena napriklad krat-
kodobému teplotnému Soku (SHARMA 1997),

Kmene so zvySenou etanoltoleranciou

Délezitou vlastnostou kmefiov kvasiniek pri kvaseni
vysokoextraktivnych mladin je aj etanoltolerancia. Dote-
raz sa predpokladalo, Ze pivovarské kvasinky st schopné
tolerovat’ iba 7-9 % obj. etanolu, mnoZstvo dosahované
prikvaseni 16-20 % hm. mladin. Vhodnym pridavkom zi-
vin vSak tieto kvasinky toleruju aj vyssie koncentricie
etanolu 14—-16 % obj. (CASEY et al. 1983). Pridavok roz-
nych Zivin je v8ak ekonomicky naro¢ny a taktieZ moze
ovplyvnit’ organoleptické vlastnosti hotového piva.

NajlastejSie sa vysoko etanoltolerantné kmene podari-
lo ziskat’ selekciou kmefiov po ich izolacii z prostredia
s vysokym obsahom alkoholu, av8ak tie po ¢ase stratili
takto ziskant etanoltoleranciu (BENITEZ et al. 1996).

Etanoltolerancia je v druhoch rodu Saccharomyces kon-
trolovana vel’kym mnozZstvom genov, a preto je vel'mi ob-
tiazne ziskat etanoltolerantny mutant kvasiniek. Z metod
genovych manipulécii bola doteraz Gspesne pouzita len
sexualna hybridizacia, pri¢om izolovany etanoltolerantny
hybrid pivovarskych kvasiniek si zachoval vyzadované
vlastnosti pre vyrobu piva (BENITEZ et al. 1996).

Zvysenu etanoltoleranciu kmeniov kvasiniek je mozné
dosiahnut’ aj pri raste v podmienkach vysokého osmotic-
kého tlaku (SHARMA 1997).

Kmene nereprimované glukozou

Jednym z limitujicich faktorov pri kvaseni vysoko-
extraktivnych mladin je zdrzanie fermentacie zapri¢inené
represiou asimilacie maltozy glukézou. Na zlepSenie Géin-
nosti asimilacie maltozy sa KODAMA et al. (1995) pokisili
o konstitutivnu expresiu MAL génov s vysokym poctom
kopii plazrmidov v pivovarskych kvasinkach. V experimente
s pivovarskou mladinou o koncentracii extraktu 24 % hm.
konStitutivna expresia MALT génu (maltézopermeaza) zvy-
Sila rychlost’ fermentécie maltdzy v pritomnosti glukézy
(30% redukcia €asu potrebného na fermentaciu mladiny),
zatial’ o expresia MALS (o-glukozidaza) a MALR (pozitiv-
ny regulator) génov nemala efekt na di¥ku trvania fermen-
tacie maltdzy, Limitujacim faktorom pri fermentacii maltozy
v pritomnosti vysokej koncentréacie glukézy je teda mal-
tozovy prenasac, a nie maltaza (o-glukozidaza).

Boli izolované aj spontanne -dereprimované mutanty,
schopne utilizacte maltézy na médiu s vyraznou kon-
centraciou glukozy. Tieto mutanty boli izolované z pody
obsahujtice; nemetabolizovatel'ny glukdézovy analog
2-deoxyglukozu a vykazovali vyrazneé zvy3enie rychlosti
utilizacie maltézy v pritomnosti glukdzy (SILLS et al. 1987;
STEWART et al. 1986).

Predkultivaciou kvasiniek v pritomnosti maltézy ako je-
diného zdroja uhlika bola taktieZ dosiahnuté redukcia ¢asu
potrebného na fermentaciu maltozy v pritomnosti gluko-
zy (KODAMA et al. 1995).

Kmene schopné skvasovat’ dextriny

V sGi€asnosti pouzivané kmene pivovarskych kvasiniek
nedokéaZu skvasovat’ vSetky sacharidy pritomné v mladine,
ale len mono-, di- a trihexozy. Zvysenie efektivnosti
vyroby piva by mohlo byt’ dosiahnuté konStrukciou pivo-
varskeho kmena kvasiniek schopného fermentovat’ dex-
triny a Skrob.

Mnohi autori sa pokasali vytvorit’ kvasinky transfor-
movane amyloglukozidazovymi génmi DEX ziskanymi zo
Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus, avSak aj ked’
transformécia bola Gspes$na, vysledné pivo nebo-
lo chutne, pretoze doslo k produkcii 4-vinylguajakolu
(SILLS et al. 1987). Gén kodujici enzymovi dekarboxyla-
ciu kyseliny ferulovej pritomne;j zo sladu alebo chmel'una
4-vinylguajakol bol transformovany sucasne s génom
DEX. Neskor sa metodou klasickej hybridizacie podarilo
skonStruovat’ kmen kvasiniek, ktor¢ fermentuju dextriny
a neprodukuji 4-vinylguajakol. Vyrobené pivo bolo
akceptovatel'né, neobsahovalo ani zndmky fenolovej pri-
chute, ale malo sirny nadych (SILLS ef al. 1987). Transfor-
maciou pivovarskych kvasiniek s génom kodujtcim
glukoamylazu STA2 zo Saccharomyces cerevisiae var.
diastaticus (HAMMOND 1995), ktora Stiepi ¢-1,4 vizbu,
sa podarilo vytvorit’ kmen pivovarskych kvasiniek schop-
ny produkovat’ enzym glukoamylazu. Modifikované kva-
sinky fermentovali mladinu rovnakou rychlostou ako
rodiCovsky kmen, ale skvasili ovel'a vaéSie mnoZstvo do-
stupnych sacharidov a tak naprodukovali az o 1 % obj.
etanolu viac. Pouzitim génu glukoamylazy z inych mikro-
organizmov, ako napriklad Aspergillus niger (TANG
et al. 1996), Aspergillus awamori (HAMMOND 1995)
a Schwanniomyces castellii (SILLS et al. 1987), ktor{ch
glukoamyldza ma o-1,4 aj o-1,6 hydrolyticku aktivitu, bola
fermentacia eSte ispesnejsia a bolo vyrobené pivo so zni-
Zenou energetickou hodnotou vel'mi dobrej kvality.,

Kmene degradujiice zdakalotvorné latky

Urcité proteiny pritomneé v mladine st nevyhnutné na
udrZanie stability peny, ale niektore (albumin, jaCmenny
hordein, proteiny bohaté na cystin) sa spolutcastiiuji na
tvorbe chladovych zakalov a tym menia fyzikalnu stabili-
tu hotového piva (BILINSKI et al. 1987). Ich mnozZstvo vo
VHG mladinach je zvySené a tak konStrukcia pivovarskych
kvasiniek, ktoré vylucuji do mladiny proteazy degradu-
juce zékalotvomeé proteiny pocas fermentacie, by mohla
byt alternativou exogénneho pridavku proteaz. Sti¢asne
by takéto kmene s proteazovou aktivitou slizili na obo-
hatenie mladiny asimilovatel'nym dusikom, ktorého je vo
vysokoextraktivnych mladinach nedostatok. Zatial’ sa
v3ak nepodarilo néjst’ vhodny kmet Saccharomyces ce-
revisiae, ktory by vykazoval pozadovanu aktivitu pro-
tedz pri pH mladiny a teplote jej fermentécie. Z inych rodov
kvasiniek 1ba Saccharomycopsis fibuligera a Torulopsis
magnoliae produkuji vhodné extracelularne proteazy
s aktivitou pr1 pH mladiny a teplote jej fermentacie. Pivo-
varské kvasinky boli Gispesne transformované s génom
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z0 Saccharomycopsis fibuligera, avSak v priebehu fer-
mentacie aktivita extracelularnej proteazy vyrazne pokles-
la a taktieZ sa mierne zniZila vysledna koncentracia etanolu
v pive (BILINSKI et al. 1987).

So zvySovanim extraktu mladiny sa zvySuje aj jej vis-
kozita, €o je spdsobené predovSetkym pritomnost'ou
jaémennych B-glukanov. Jaémenné [B-glukany sa tieZ spo-
lupodiel’aji na tvorbe zakalov, sedimentov a gélov vo vy-
slednom pive a sposobuju tazkosti pri filtracu piva.
Transformaciou génov kédujucich B-glukanazu do pivo-
varskych kvasiniek by sa tieto problémy odstranili. Dote-
raz boli kmene pivovarskych kvasiniek transformované
genmi klonovanymi z Bacillus subtilis (HINCHLIFFE &
BOX 1984), Trichoderma reesei (PENTILLA et al. 1987)
a z jaCmena (BERGHOF & STAHL 1991). Najlepsie vysied-
ky boli dosiahnuté klonovanim génu z Trichoderma
reesel. Transformované kmene uspesne degradovali mla-
dinové B-glukany, ¢im sa vyrazne zlepsila filtrovatel'nost
piva, zatial’ Co rychlost’ fermentacie a charakter hotového
piva zostali nezmenené. Takisto vyborné vysledky boli
dosiahnuté aj pri transforméacii kmenov jaémennou -glu-
kanazou, ktora je vhodnejSia pre podmienky vyroby piva,
pretoze ma optimalnu aktivitu pr1 pH 4,7, zatial' Co bakte-
ridlna pripH 6,7.

Kmene so zvysenou flokulaénou schopnost’ou

So zvySovanim extraktu mladinz 12 azna 23 % hm. bolo
pozorovane znizovanie rychlosti flokuldcie kvasiniek
(SUIHKO et al. 1993). Mechanizmus flokulécie je doteraz
len ve'mi mélo objasneny, pretoze s riadenim flokulécie je
spojené mnozstvo genov (FLOI, FLOS5, FLOS, TUPI,
SSN6), ktorych skuto¢na uloha je eSte stale objektom
vyskumu. Zatial’ bol naklonovany a pouzZity na transfor-
maciu neflokulujicich kvasiniek na flokulujice len gen
FLOI (HAMMOND 1995). Flokulacia kvasimek v8ak zaCa-
la uz v prvych hodinach fermentacie a nie az v zavere fer-
mentacie ako zvycajne, a preto bola dosiahnutid nizsia
rychlost’ fermentacie, ako aj niz8i poCet buniek. Na zabez-
pecenie vhodneho priebehu flokulacie je teda potrebne
vlozit’ gén FLOI tak, aby bol exprimovany aZ v zavere fer-
mentacie.

Flokulujici kmen kvasiniek vhodny pre priemyselné
pouZzitie ziskali URANO et al. (1993). Konverziou nefloku-
lujaceho kmena pivovarskych kvasiniek na flokulujic:
pomocou elektrofuzie pouzitim Saccharomyces cerevisiae
(FLOS35), naslednou selekciou hybridov a i1ch skriningom
sa im podarilo 1zolovat’ vhodny kme.

Aj faziou protoplastov vysokoflokulujiucej kvasinky
Saccharomyces cerevisiae a kvasinky schopnej produ-
kovat killer toxiny bol ziskany vysokoflokulujici kmen, na-
vySe aj s killer charakteristikou (JAVADEKAR ef al. 1995).

Kmene ovplyviiujice vysledny charakter piva

Pri kvaseni vysokoextraktivnych mladin dochadza k zme-
nam v tvorbe diacetylu, esterov a vyssich alkoholov (CAL-
DERBANK & HAMMOND 1994). Dal$ou moZnostou vyuZitia
novych kmeniov by teda mohlo byt ovplyvnenie produk-
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cie latok, ktoré si zodpovedné za organoleptické vlast-
nosti piva — jeho chut’ a vénu. Bolo by potrebné skon-
Struovat’ kmene schopné nielen eliminovat tvorbu
neZiaducich latok v pive, ale aj kmene produkujtce vys-
Sie koncentracie latok pozitivne ovplyviiujucich charak-
ter a stabilitu piva.

Hlavnou latkou, ktorej tvorba spésobuje neprijemnu
chut’ piva a ktorej odstranenim by sa skrétil Cas potrebny
na dozrievanie piva, je diacetyl. Diacetyl v pive vznika
oxidativnou dekarboxylaciou o-acetolaktatu a je konver-
tovany v priebehu zrenia piva kvasinkami na acetoin.
Acetolaktatdehydrogenaza katalyzuje konverziu o-aceto-
laktatu priamo na acetoin (obr. 1). Transformaciou pivo-
varskych kvasiniek tymto enzymom z Enterobacter
aerogenes (SUIHKO ef al. 1990; ONNELA et al. 1996), Kleb-
siella terrigena (ONNELA et al. 1996), Lactococcus lactis
(GOELLING & STAHL 1988) a Acetobacter aceti var. xyli-
num (TADA et al. 1995; YAMANO et al. 1994) sa podarilo
vyrobit’ pivo, ktorého obsah diacetylu hned’ po hlavnom
kvaseni bol pod hranicu chutového vnemu, a tak sa vy-
razne skratil Cas potrebny na vyrobu piva pozadovane)
kvality.

Dalgou moZnost'ou zniZenia tvorby diacetylu v pive je
ovplyvnenie drahy jeho prekurzora a-acetolaktatu. Tato
drahu je moznée ovplyvnit’ bud’ znizenim rychlosti tvorby
o-acetolaktatu, alebo nadmernou syntézou enzymoyv, kto-
ré premienaji o-acetolaktat na valin. Mutaciou genu /L V2
boli ziskané mutanty s vel'mi nizkou aktivitou acetolak-
tatsyntetazy (GJERMANSEN et al. 1988), a tak hladina
o-acetolaktatu aj diacetylu v pive bola vel'mi nizka. Nevy-
hodou bolo, Ze kvasinky fermentovali mladinu ne-
efektivne. Transformaciou kvasiniek génmi [LV3 a ILV)
(VILLA et al. 1995), ktorych nadmerna expresia zvysila aj
mnozstvo ich produktov v bunke, sa zvysil tok cez drahu
syntézy valinu a tym sa zniZila tvorba diacetylu.
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Obr. 1. Draha syntézy valinu v Saccharomyces cervisiae a mie-
sto aktivity a—acetolaktatdekarboxylazy (HAMMOND 1995,
modifikované) — The path of valine synthesis in Saccharomy-
ces cerevisiae and the site of ci-acetolactate decarboxylase (HAM-
MOND 1995, modified)
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Latkou negativne ovplyviiujucou charakter piva je aj
sirovodik. Uspe3ne sa podarilo transformovat’ kvasinky
genom NHSS5 (HAMMOND 1995), ¢im sa zvySila rychlost’
syntézy cystationu a tak znizila koncentricia siro-
vodika. Uspe$né bola aj transformaécia génom MET25
(OMURA et al. 1995), ¢im sa zvysila rychlost’ syntézy me-
tioninu a tak zniZila koncentracia sirovodika (obr. 2). Po-
tlaCenim tvorby sirovodika sa vyrazne skratila doba zrenia
piva (az o dva tyzdne) a sGfasne sa zlepsili jeho organo-
leptické viastnosti.
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methyltransferase; METI10 = siri¢itanreduktaza — sulfitereduct-
ase; MET14 = adenylsulfatkinaza — adenylsulfatekinase; MET235
= O-acetylhomoserin — O-acetylhomoserine; O-acetyl-serinsulf-
hydraza — O-acctylserinesulthydrase; NHS5 — cystation-f-synté-
za — cystation-f-synthase

APS = adenylsulfat — adenylsulfate; PAPS = 3'-fosfoadenylsulfat
— 3'-phosphoadenylsulfate
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Obr. 2. Metabolicka draha utilizacie siranov v Saccharomyces
cerevisiae (OMURA et al. 1995, modifikované) — Metabolic
path of sulfate utilization in Saccharomyces cerevisiae (OMURA

et al. 1995, modified)

Podarilo sa zvy$it’ aj produkciu latok, ktoré napomaha-
ju stabilite charakteru piva, alebo zlepsuju jeho vlastnos-
t1. Tak sa podarilo inaktivaciou MET2 génu (HANSEN &
KIELLAND-BRANDT 1996a, b) zvyS$it’ mnoZstvo oxidu si-
riciteho v pive, ktory pdsobi ako antioxidant, zvySenim
mnozstva génov pre alkoholacetyltransferazu zvysit mnoz-
stvo acetatesterov, ako aj 1zoamylacetatu, a tak pozitivne
ovplyvnit’ chut’ piva (BENITEZ et al. 1996). |
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