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Περίληψη 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία μελετήθηκε η φυσιολογία, η βιοχημεία, η γενετική 

και η μεταβολική δραστηριότητα της ζύμης Brettanomyces, η οποία συμμετέχει στην 

αλκοολική ζύμωση και παρουσιάζει προοπτικές παραγωγής ζυμώμενων ποτών και 

τροφίμων. Έγινε προσπάθεια μελέτης των χαρακτηριστικών αλλά και της δράσης των 

μικροοργανισμών Brettanomyces spp. που θεωρούνται non-Saccharomyces ζύμες, 

αλλά είναι επίσης και βασικοί μικροοργανισμοί αλλοίωσης του κρασιού.  Η γνώση του 

μικροοργανισμού αποκάλυψε ότι είναι μια ζύμη με μεγάλη ανθεκτικότητα αλλά και 

πολυπλοκότητα, η οποία θα μπορούσε να έχει πολλές δράσεις στη βιομηχανία. Ο  

Brettanomyces spp., όπου συναντάται συχνά στις αυθόρμητες αλκοολικές διαδικασίες 

ζύμωσης, καθώς και σε αναψυκτικά, γαλακτοκομικά προϊόντα, τσάι kombucha, μαγιά και 

ελιές, αναφέρθηκε για πρώτη φορά από τον M. Custers το 1940 και έχει υποστεί πολλές 

ανακατατάξεις στην ταξινόμηση του κατά τη διάρκεια των ετών, περιλαμβάνοντας 9 είδη 

με πιο συχνά αναφερόμενο τον B. bruxellensis. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη 

ζύμωση μπύρας δίνοντας σε αυτή ιδιαίτερα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά και κρασιού 

επιδρώντας στο άρωμα και τη γεύση του με τον χαρακτηριστικά αναφερόμενο “Brett 

χαρακτήρα”. Πλέον μελετάται και για τη ζύμωση βιοαιθανόλης αλλά και παραπροϊόντων 

γάλακτος για την παραγωγή λειτουργικών τροφίμων και ποτών. Λόγω της 

ανθεκτικότητας του και της ανταγωνιστικής του δράσης ο  Brettanomyces spp. μπορεί 

να φέρει εις πέρας ζυμώσεις οι οποίες πραγματοποιούνται υπό αντίξοες συνθήκες. Σε 

κάθε περίπτωση, ωστόσο, θα πρέπει να προλαμβάνεται ο κίνδυνος της επιμόλυνσης 

από αυτόν πέραν της ζυμωτικής διαδικασίας και κατά συνέπεια πρέπει πάντοτε να 

υπάρχουν διεξοδικοί τρόποι ελέγχου και περιορισμού του. Η ανάλυση κάθε 

χαρακτηριστικού και δράσης του Brettanomyces spp. είναι απαραίτητη προκειμένου να 

διερευνηθούν οι προοπτικές χρήσης του μικροοργανισμού αυτού στην Βιομηχανία 

Τροφίμων.  
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Abstract 

Τhe present dissertation, studies the physiology, biochemistry, genetics and metabolic 

activity of Brettanomyces yeast, which participates in alcoholic fermentation and 

presents prospects for the production of fermented beverages and food.An attempt it is 

also made to study the characteristics and the action of Brettanomyces spp. which is 

considered as a non-Saccharomyces yeast and at the same time is a key microorganism 

in wine spoilage. It is revealed that Brettanomyces spp. is a tolerant microorganism with 

great durability but also complexity, which could have many applications in the industry. 

Brettanomyces spp. which is often found in spontaneous alcoholic fermentation 

processes, as well as in soft drinks, dairy products, kombucha tea, yeast and olives, was 

first mentioned by M. Custers in 1940 and has undergone many reclassifications over 

the years, now including 9 species with B. bruxellensis most commonly reported. It is a 

microorganism that can be used for the fermentation of beer, giving it special 

organoleptic characteristics, wine, influencing its aroma and taste as in both 

fermentations the characteristic "Brett character" is given to the product. It is now being 

studied for the fermentation of bioethanol and milk by-products for the production of 

functional foods and beverages. Due to its durability and competitive action 

Brettanomyces spp. could carry out fermentations which take place under adverse 

conditions. In any case, however, the risk of contamination from it beyond the 

fermentation process should be prevented and therefore there should always be 

thorough ways to control and limit it. The analysis of each feature and action of 

Brettanomyces spp. is necessary in order to find out the prospects of using this 

microorganism in the Food Industry. 
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1.Εισαγωγή 

Από την αρχαιότητα, οι άνθρωποι βασίστηκαν σε διαδικασίες ζύμωσης ώστε να 

αποκτηθούν επιθυμητές επιπτώσεις στα τρόφιμα και τα ποτά αλλά και να αυξήσουν τη 

διάρκεια ζωής και την ασφάλεια τους. Οι μικροοργανισμοί βρίσκοντουσαν  φυσικά στην 

πρώτη ύλη ή και σε άλλους τομείς συγκομιδής και έτσι οι αρχικές διαδικασίες ζύμωσης 

διεξήχθησαν αυθόρμητα. Πλέον, όμως, οι σύγχρονες διεργασίες ζύμωσης ξεκινούν από 

μια καλά καθορισμένη, καλλιέργεια εκκίνησης (Barnett και Lichtenthaler, 2001). Ωστόσο, 

οι ζυμώσεις καθαρής καλλιέργειας απαιτούν την επιλογή ενός μεμονωμένου στελέχους 

με όλα τα βασικά χαρακτηριστικά που απαιτούνται για αποτελεσματική και υψηλής 

ποιότητας ζύμωση η οποία είναι αποδεδειγμένα μια δύσκολη διαδικασία. Στερούν, 

επίσης, τη δημιουργία μιας ξεχωριστή ζύμωσης με πλεονεκτικό προϊόν και αυξημένη 

πολυπλοκότητα η οποία προέρχεται από μια ποικιλία άγριων, μολυσματικών ζυμών και 

βακτηριακών ειδών αλλά και τις λεπτές αρωματικές νότες, οι οποίες μπορεί να 

εξαλειφθούν σε ζυμώσεις καθαρής καλλιέργειας.  

Σταδιακά, λοιπόν, ταυτόχρονα με την ανάπτυξη μεθόδων βελτίωσης 

συγκεκριμένων στελεχών (Steensels et al., 2014a, b), κέρδισαν έδαφος και τεχνικές 

ζύμωσης μη συμβατικές οι οποίες γίνονται όλο και πιο δημοφιλείς στη βιομηχανία 

ζύμωσης (Ciani and Comitini, 2011 & Johnson, 2013).  

Πολλές από τις μη συμβατικές ζύμες θεωρούνται ακόμη ανεπιθύμητοι οργανισμοί 

αλλοίωσης ενώ μερικοί από αυτούς μπορούν να έχουν ωφέλιμο ρόλο αυξάνοντας την 

αποτελεσματικότητα της ζύμωσης, μειώνοντας τον κίνδυνο αλλοίωσης ή αλλάζοντας το 

πλεονέκτημα του τελικού προϊόντος (Steensels and Verstrepen, 2014). Ένα από αυτά 

τα μη συμβατικά γένη ζύμης παρασκευής που προσελκύει την προσοχή λόγω των 

ασυνήθιστων χαρακτηριστικών του είναι ο Brettanomyces. Έως τώρα, ο Brettanomyces 

ήταν άρρηκτα συνδεδεμένος κυρίως με την αλλοίωση του κρασιού αλλά αρνητική 

θεωρούνταν και η επίδραση του στο προϊόν της μπύρας ως μολυσματικός παράγοντας 

κατά τη ζύμωση, την προετοιμασία και τη διανομή βαρελίσιας μπύρας, λόγω της 

παραγωγής ενώσεων που θεωρούνται εκτός γεύσης  .Η εμφάνιση και η ανάπτυξη του 

Brettanomyces spp.  προκαλεί τον επονομαζόμενο "Brett χαρακτήρα", μια αλλαγή των 

οργανοληπτικών ιδιοτήτων που εμφανίζεται κυρίως στα κόκκινα κρασιά, αλλά και σε 

άλλα αλκοολούχα ποτά όπως ο μηλίτης. Από την άλλη πλευρά, παρατηρήθηκαν και 

θετικές συνεισφορές του στη γεύση και το άρωμα σε συγκεκριμένα είδη όπως οι βελγικές 

μπύρες lambic και gueuze αλλά και της μπύρας Trappist, των αγγλικών μελισσών και 

των αμερικανικών δροσερών ειδών μπύρας. Η δραστηριότητα των Brettanomyces έχει 
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συ σχετιστεί με την παραγωγή πτητικών φαινολών, οξικού οξέος και 

τετραϋδροπυριδινών. 

Εκείνος που ανέφερε για πρώτη φορά αυτό το γένος ήταν ο Niels Hjelte 

Claussen το 1904, στο ζυθοποιείο Carlsberg. Η Claussen απομόνωσε αυτή την ιδιότυπη 

μαγιά από την μπύρα, όπου θεωρήθηκε υπεύθυνη για την εκτέλεση της δευτερεύουσας 

ζύμωσης και ανάπτυξης των ιδιαίτερων χαρακτηριστικών των αγγλικών αποθεμάτων 

μπύρας (π.χ. άφθονος και διαρκής αφρός, οξέα και πτητικές ουσίες). (Claussen, 1904). 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι αυτή η αρχική απομόνωση του Brettanomyces 

επέφερε τον πρώτο πατενταρισμένο μικροοργανισμό στην ιστορία (δίπλωμα 

ευρεσιτεχνίας Ηνωμένου Βασιλείου GB190328184). Από τότε, τα είδη Brettanomyces 

έχουν απομονωθεί σε οινοποιεία και ζυθοποιεία σε όλο τον κόσμο, καθώς και σε άλλα 

υποστρώματα όπως σόδες, ελιές, kombucha και μονάδες παραγωγής βιοαιθανόλης 

.Ωστόσο, έναν αιώνα αργότερα, ο ρόλος των Brettanomyces στη βιομηχανία τροφίμων 

είναι συγκεχυμένος και διφορούμενος (Crauwels et al. 2015a & Steensels et al. 2015). 

Το δυναμικό του Brettanomyces ως καλλιέργεια εκκίνησης σε βιομηχανικές 

διαδικασίες ζύμωσης αναγνωρίζεται όλο και περισσότερο. Οι σκληρές περιβαλλοντικές 

συνθήκες που είναι επιζήμιες για πολλά μικρόβια, όπως υψηλές συγκεντρώσεις 

αιθανόλης, χαμηλό pH, απουσία εύκολα ζυμώσιμων πηγών αζώτου και άνθρακα και 

χαμηλό οξυγόνο είναι οι παράγοντες που καθιστούν το συγκεκριμένο μικροοργανισμό 

ιδιαίτερο από τεχνολογικής πλευράς και παρόλο που μπορεί η αντίσταση σε αυτούς τους 

παράγοντες να μην είναι ασυνήθιστη στα μικρόβια, υπάρχουν μόνο λίγα είδη που 

συνδυάζουν αντίσταση σε όλους αυτούς τους παράγοντες πίεσης, γεγονός που εξηγεί 

την υψηλή ανταγωνιστικότητά τους σε αυτές τις θέσεις. Επιπρόσθετα, η μοναδική 

ενεργειακή του δραστηριότητα και η αμλασσική δραστηριότητα τα καθιστούν πολύ 

κατάλληλα για την παραγωγή νέων αλκοολούχων ποτών (Daenen et al., 2009). Η υψηλή 

δραστικότητα εστεράσης, υπεύθυνη για τη βιοσύνθεση των εστέρων που μοιάζουν με 

φρούτα και απελευθερώνει αρωματικές δραστικές ενώσεις σε απόκριση της 

δραστικότητας της β-γλυκοσιδάσης θεωρείται ακόμη ένα από τα πλεονεκτικά 

χαρακτηριστικά του μικροοργανισμού. Στη σεξουαλική του μορφή, αναφέρεται επίσης ως 

Dekkera, ένα γένος που αποτελείται από τα είδη που απαντώνται συχνότερα Dekkera / 

Brettanomyces bruxellensis και Dekkera / Brettanomyces anomalus. Επιπλέον, έχουν 

περιγραφεί άλλα ασεξουαλικά είδη Brettanomyces, όπως Brettanomyces naardenensis, 

Brettanomyces custersianus και Brettanomyces nanus (Tiukova et al., 2019). 
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2. Γένος Brettanomyces 

Συνήθως στις αλκοολικές ζυμώσεις, αυτές οι καλλιέργειες εκκίνησης γενικά 

αποτελούνται από ένα μόνο στέλεχος Saccharomyces cerevisiae ή από στενά συγγενή είδη 

όπως S. pastorianus. Ωστόσο, σε ορισμένες συνθήκες ή για ορισμένες διαδικασίες 

ζύμωσης, τα φυσιολογικά όρια των στελεχών Saccharomyces περιορίζουν την εφαρμογή 

τους. Παρά το γεγονός ότι περιγράφονται αρκετές μέθοδοι βελτίωσης στελεχών για τον 

εμπλουτισμό της αρωματικής αποτελεσματικότητας ή της αποτελεσματικότητας της 

ζύμωσης των στελεχών S. cerevisiae (Steensels et al., 2014a, b), αυτές οι τεχνικές έχουν 

επίσης τους περιορισμούς τους και τις ζύμες μη Saccharomyces (ή μη συμβατικές) γίνονται 

όλο και πιο δημοφιλείς στη βιομηχανία ζύμωσης (Ciani and Comitini, 2011, Cordero-Bueso 

et al., 2013, Johnson, 2013). Ενώ πολλές από αυτές τις ζύμες εξακολουθούν να 

στιγματίζονται ως ανεπιθύμητοι οργανισμοί αλλοίωσης, μερικοί από αυτούς μπορούν να 

έχουν ωφέλιμο ρόλο αυξάνοντας την αποτελεσματικότητα της ζύμωσης, μειώνοντας τον 

κίνδυνο αλλοίωσης ή αλλάζοντας το πλεονέκτημα του τελικού προϊόντος (Steensels et al, 

2014).  

2.1 Γενικά Χαρακτηριστικά 

Το Brettanomyces είναι ένα αναμορφικό γένος ζύμης στην οικογένεια 

Saccharomycetaceae (phylum Ascomycota). Η πρώτη αναφορά στο γένος χρονολογείται 

από το 1904, όταν ο Niels Hjelte Claussen απομόνωσε τον λεγόμενο «βρετανικό μύκητα» 

στο ζυθοποιείο Carlsberg, όπου θεωρήθηκε υπεύθυνο για την εκτέλεση μια δευτερεύουσα 

ζύμωση και ανάπτυξη χαρακτηριστικών γεύσεων σε βρετανικές μπύρες (Claussen, 1904). 

Μετά από αυτήν την ανακάλυψη, μόλις το 1920, όταν αποκτήθηκαν περισσότερα προϊόντα 

απομόνωσης από μπύρες του είδους lambic, το Brettanomyces προτάθηκε ως γένος 

(Crauwels et al., 2015). Είναι ενδιαφέρον,ωστόσο, ότι αυτή η αρχική απομόνωση του 

Brettanomyces είχε ως αποτέλεσμα τοn πρώτο πατενταρισμένο μικροοργανισμό στην 

ιστορία (δίπλωμα ευρεσιτεχνίας Ηνωμένου Βασιλείου GB190328184). Στις αξιώσεις του 

διπλώματος ευρεσιτεχνίας, η Claussen δηλώνει «με την ενασχόληση στην κατασκευή 

αγγλικών ειδών μπύρας όπως η ale, η stout και η porter, έγινε χρήση νέων ειδών 

μικροοργανισμών που ονομάζονται Brettanomyces (που δεν σχηματίζουν ενδοσπόρια και 

επομένως διαφέρουν από το Saccharomycetes) προκειμένου να παραχθεί η επίγευση και 

οι συνθήκες που χαρακτηρίζουν αυτές τις μπύρες ». Ο Brettanomyces είναι μακρινός 

συγγενής της κλασικής ζύμης παρασκευής Saccharomyces cerevisiae και είναι ιδιαίτερα 

γνωστός για τον διφορούμενο ρόλο του στη ζύμωση τροφίμων και ποτών. Αντίστοιχα, 

λοιπόν, εμφανίζει και χαρακτηριστικά τύπου Saccharomyces, όπως θετικό αποτέλεσμα 
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Crabtree, σύνθεση αιθανόλης και ανοχή σε σκληρά περιβάλλοντα. Επιπρόσθετα, εμφανίζει 

και δραστηριότητες β-γλυκοσιδάσης και εστεράσης, την παραγωγή φαινολικών ενώσεων 

και τετραϋδροπυριδινών, μαζί με την ικανότητα ζύμωσης δεξτρινών και διάσπασης 

κυτταροβιόζης από ξύλινα βαρέλια.(Menoncin and Bonato,2019). Ο Brettanomyces 

θεωρείται μια μαγιά αλλοίωσης που πλέον αναφέρεται σε προϊόντα που έχουν υποστεί 

ζύμωση τα οποία κυμαίνονται από τυριά και γάλα που έχει υποστεί ζύμωση έως διάφορα 

αλκοολούχα ποτά (π.χ. κρασί, μπύρα, μηλίτης και τεκίλα). Ανιχνεύεται επίσης σε 

χαμηλότερα επίπεδα και σε άλλες πηγές όπως μέλισσες, μύγες φρούτων, ελιές και 

ανθρακούχα ποτά (Loureiro and Malfeito-Ferreira, 2003). Ταυτόχρονα, έναν αιώνα 

αργότερα από την πρώτη γνώση του ανθρώπου για το συγκεκριμένο μικροοργανισμό, ο 

ρόλος των Brettanomyces στη βιομηχανία τροφίμων είναι συγκεχυμένος και διφορούμενος 

μιας και εξακολουθεί να θεωρείται κυρίως οργανισμός αλλοίωσης του κρασιού, του 

μηλίτη και των γαλακτοκομικών προϊόντων και να προσθέτει επιθυμητές γεύσεις σε ποτά 

που έχουν υποστεί ζύμωση. Είναι μια ημι-εξημερωμένη ζύμη, η οποία θεωρείται μη 

συμβατική και προσελκύει όλο και περισσότερο το ενδιαφέρον της βιομηχανίας. Αυτό το 

ενδιαφέρον έγκειται κυρίως στην ικανότητα πολλών μη συμβατικών ειδών ζύμης να 

παράγουν προϊόντα με ένα ιδιαίτερο προφίλ αρώματος. (Crauwels et al,2015). Το 

μοναδικό, αυτό, αρωματικό του προφίλ καθιστά τις ζύμες Brettanomyces εξαιρετικά 

ελκυστικές για την παραγωγή νέων ειδικών αλκοολούχων ποτών (Daenen et al,2008 b). 

Επιπλέον, στη βιομηχανία ζυθοποιίας, υπάρχει ένα αυξανόμενο ενδιαφέρον για 

τις ξινές μπύρες που είναι το αποτέλεσμα της αυθόρμητης ζύμωσης που βασίζεται στο 

φυσικό εμβολιασμό. Υπάρχουν ζυμώσεις όπου ο Brettanomyces ζει σε απόλυτη αρμονία 

με διάφορες άλλες μικροβιακές ομάδες, όπως βακτήρια οξικού οξέος και βακτήρια 

γαλακτικού οξέος. Πολλά από τα τυπικά οργανοληπτικά χαρακτηριστικά της μπύρας 

αντιπροσωπεύονται από αυτή τη συνύπαρξη. Η γερμανική Berliner Weiße, για παράδειγμα, 

μια μπύρα σιταριού χαμηλής βαρύτητας που έχει υποστεί ζύμωση με S. cerevisiae και 

Lactobacillus spp. σε μικτή καλλιέργεια αλλά πρόσφατα βρέθηκε ότι το παραδοσιακό 

άρωμα του Berliner Weiße οφείλεται στην πραγματικότητα στη δευτερογενή ζύμωση από 

τον Brettanomyces .Έτσι, οι μοναδικές αρωματικές ιδιότητες του Brettanomyces 

αναγνωρίζονται όλο και περισσότερο, με όλο και περισσότερους βιοτεχνικούς ζυθοποιούς 

να το προσθέτουν στις ζυμώσεις τους, είτε ως καθαρή καλλιέργεια είτε σε συνδυασμό με 

πιο παραδοσιακά στελέχη παρασκευής. Η μοναδική ενεργειακή του δραστηριότητα και η 

αμυλασσική τους δραστηριότητα τα καθιστούν κατάλληλα για την παραγωγή νέων 

αλκοολούχων ποτών (Daenen et al., 2009), ενώ η ανοχή τους σε χαμηλό pH, ο θρεπτικός-

αποτελεσματικός μεταβολισμός τους και η ικανότητά τους να παράγουν υψηλή 

https://translate.googleusercontent.com/translate_f#11
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συγκεντρώσεις αιθανόλης συγκέντρωσαν τα βλέμματα στη βιομηχανία βιοαιθανόλης 

(Passoth et al., 2007). Ως εκ τούτου, η βιοτεχνολογική ικανότητα του Brettanomyces γίνεται 

ολοένα και πιο εμφανής και ένας αυξανόμενος αριθμός μελετών στοχεύει στο ιδιαίτερο 

γονιδίωμα Brettanomyces, μεταγραφικό, μεταβολισμό, πρωτεόμη και φαινόμη( Steensels 

et al,2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Ακόμη, η ενδιαφέρουσα φυσιολογία του είδους Brettanomyces  με την εξαιρετική 

του ανοχή στο στρες και τον ιδιαίτερο μεταβολισμό του άνθρακα και του αζώτου, δίνει 

μεγάλες δυνατότητες παραγωγής βιοαιθανόλης σε συνεχείς ζυμωτές.( Steensels et 

al,2015).  

Eπί του παρόντος υπάρχει έντονο ενδιαφέρον για ζύμες μη Saccharomyces (ή μη 

συμβατικές) με ιδιαίτερα χαρακτηριστικά ικανά να αντικαταστήσουν ή να συνοδεύσουν το 

S. cerevisiae σε συγκεκριμένες βιομηχανικές ζυμώσεις. Το Brettanomyces (teleomorph: 

Dekkera), με το Brettanomyces bruxellensis ως το πιο συχνά απαντώμενο είδος, είναι μια 

τέτοια ζύμη.  

 

2.2 Είδη Brettanomyces 

Η ετυμολογική προέλευση του γένους ζυμομύκητα Brettanomyces βρίσκεται 

στη Μεγάλη Βρετανία όπου ενώ ο Claussen κάλεσε την απομόνωσή του 

«Brettanomyces» (από τις ελληνικές λέξεις Brettano (βρετανική ζυθοποιία) και Myces 

(μύκητας), αρχικά το χαρακτήρισε ως είδος Torula. Ωστόσο, το 1921, οι Kufferath και 

Van Laer απομόνωσαν ένα στέλεχος ζύμης από βελγικές μπύρες lambic με τα ίδια 

Εικόνα 2.1 : Οπτική εικόνα μικροσκοπίου στελέχους Brettanomyces 
(1000 ×)(Suarez et al., 2007) 
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χαρακτηριστικά που περιγράφονται από τον Claussen και το ταξινομούν ως 

Brettanomyces bruxellensis (Custers, 1940). Η πρώτη συστηματική έρευνα των 

ζυμομυκήτων Brettanomyces πραγματοποιήθηκε και αναφέρθηκε από τον Mathieu 

Custers το 1940, ο οποίος χαρακτήρισε 17 διαφορετικά στελέχη, απομονωμένα από 

αγγλικές και βελγικές μπύρες. Από την πρώτη του περιγραφή, η ταξινόμηση του 

Brettanomyces αποτέλεσε αντικείμενο συζητήσεων και υπήρξαν πολλές ανακατατάξεις 

κατά τη διάρκεια των ετών (Steensels et al., 2015).  

Με τα χρόνια, έχουν προταθεί πολλά διαφορετικά είδη Brettanomyces και τα ονόματα 

αυτών των ειδών χρησιμοποιήθηκαν ελεύθερα σε επιστημονικές δημοσιεύσεις. 

Επιπλέον, υπήρξαν πολλές ανακατατάξεις με την πάροδο των ετών, καθιστώντας τις 

άμεσες συγκρίσεις μεταξύ παλιών και πιο πρόσφατων ερευνητικών εργασιών. Αρχικά, η 

ταξινόμηση βασίστηκε αποκλειστικά σε μερικές, αναμορφωτικές (αναμορφικές) 

παραλλαγές (Custers, 1940) και έγινε με βάση μια σειρά από φαινοτυπικά 

χαρακτηριστικά.  Ωστόσο, λίγες δεκαετίες αργότερα (το 1960), ο σχηματισμός 

ασκοσπορίων παρατηρήθηκε σε ορισμένα στελέχη και το γένος Dekkera  (ένα όνομα 

που επιλέχθηκε προς τιμήν της Nellie Margaretha Stelling-Dekker, πρωτοπόρου της 

συστηματικής ζύμης) εισήχθη στην ταξονόμηση ως το τελομορφικό (σεξουαλικό) 

αντίστοιχο του Brettanomyces (Van der Walt, 1984). Έτσι, στις τρέχουσες ταξινομήσεις, 

οι ζύμες που ανήκουν στο γένος Brettanomyces σχηματίζουν μη-σπόρους (anamorph), 

ενώ το όνομα γένος Dekkera περιγράφει παραλλαγές σχηματισμού σπόρων 

(teleomorph) της μαγιάς. Ωστόσο, χρησιμοποιούνται συχνά ως συνώνυμα. Είναι 

ενδιαφέρον ότι η διάκριση μεταξύ Dekkera και Brettanomyces είναι ακόμα κάπως 

ασαφής, ειδικά επειδή οι τρέχουσες τεχνικές ανίχνευσης μοριακού DNA δεν μπόρεσαν 

να ανιχνεύσουν συστηματικές διαφορές μεταξύ των καταστάσεων αναμόρφωσης και 

τελοφόρου (Oelofse et al., 2008). Επιπλέον, σύμφωνα με τον νέο Διεθνή Κωδικό 

Ονοματολογίας για φύκια, μύκητες και φυτά (ο Κώδικας της Μελβούρνης), στα είδη 

μυκήτων θα πρέπει να έχει μόνο ένα έγκυρο όνομα. Δεδομένου ότι το όνομα 

Brettanomyces είναι πολύ γνωστό και χρησιμοποιείται πιο συχνά στις επιχειρήσεις 

τροφίμων και ποτών, πιθανότατα θα έχει προτεραιότητα έναντι του Dekkera. Ωστόσο, 

δεδομένου ότι και οι δύο γενεές χρησιμοποιήθηκαν συχνά τις τελευταίες δεκαετίες, το 

όνομα Brettanomyces / Dekkera. Στην πρώτη έκδοση του εγχειριδίου τους σχετικά με τα 

χαρακτηριστικά ζύμης και την ταυτοποίηση, ο Barnett και οι συνάδελφοί του 

περιέγραψαν τα ακόλουθα 9 είδη Brettanomyces/Dekkera: Brettanomyces abstinens, 

Brettanomyces anomalus, Brettanomyces claussenii, Brettanomyces custersianus, 

Brettanomyces custersii, Brettanomyces lambickens, Brettanomyces naardenensis , 
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Dekkera bruxellensis και Dekkera intermedia (Barnett et al., 1983). Επί του παρόντος, 

περιγράφονται πέντε είδη Brettanomyces / Dekkera, με βάση τη μοριακή ανάλυση των 

γενών: τα αναμορφικά B. bruxellensis, B. anomalus, B. custersianus,Β. Naardenensis 

και B. nanus, με υπάρχοντα τελούντα για τα δύο πρώτα είδη, D. bruxellensis και D. 

anomala (Steensels et al,2015). 

Δεδομένου ότι το B. bruxellensis είναι το πιο γνωστό είδος του γένους 

Brettanomyces, η πλειονότητα των μοριακών / βιοχημικών δεδομένων που υπάρχουν 

σχετίζονται με αυτό το είδος. (Menoncin and Bonato,2019). Το όνομα του είδους 

«bruxellensis» (Λατινικά: από τις Βρυξέλλες) προτάθηκε για να αποτίσει φόρο τιμής στο 

ρόλο αυτού του είδους στην παραγωγή βελγικών μπύρας lambic και gueuze, οι οποίες 

παρασκευάζονται παραδοσιακά στην περιοχή των Βρυξελλών (Βέλγιο). Τα επόμενα 

χρόνια, το B. bruxellensis έχει απομονωθεί από διάφορες βιομηχανικές ζυμώσεις και 

προϊόντα που έχουν υποστεί ζύμωση, όπως κρασί (Peynaud and Domercq, 1956), 

μηλίτης (Coton et al, 2006) τσάι kombucha (Teoh et al, 2004), κεφίρ (Laureys and de 

Vuyst, 2014) και ελιές (Coton et al, 2006). Επιπλέον, το είδος συχνά απομονώνεται ως 

μολυσματικό μέσο σε χώρους παραγωγής βιοαιθανόλης (Beckner  et al, 2011). Η μόνη 

πηγή από την οποία απομονώθηκε το B. bruxellensis που δεν σχετίζεται με τις 

βιομηχανικές ρυθμίσεις είναι τα μούρα σταφυλιών (Renouf and Lonvaud-Funel, 2007), 

γεγονός που δείχνει τη στενή σχέση του με τις τεχνητές οικολογικές θέσεις. 

Διάφορα βιοχημικά και μοριακά χαρακτηριστικά έχουν χρησιμοποιηθεί για την 

ανασυγκρότηση της φυλετικής ιστορίας του Brettanomyces. Τα δεδομένα 

περιλαμβάνουν κυτταρική μορφολογία, φυσιολογικές συγκρίσεις (δηλαδή μεταβολισμό 

διαφορετικών πηγών άνθρακα), πολυμορφισμούς απλού νουκλεοτιδίου στο γονίδιο 

συνένζυμο Q, περιεχόμενο G + C και ομοιότητες DNA (π.χ. rDNA 26S), ισοένζυμα και 

τύπος κονιδιογένεσης (Van der Walt, 1984). Μία ανασυγκρότηση των φυλογενών που 

βασίζεται σε μεγάλο αριθμό ορθολογικών γονιδίων τοποθετεί το Brettanomyces σε μια 

ομάδα με, μεταξύ άλλων, το Ogataea polymorpha, που φαίνεται να έχει αποκλίνει από 

τον πρόγονο του λεγόμενου «CTG-clade» (που περιέχει π.χ. Candida albicans, 

Debaryomyces hansenii and Sheffersomyces stipitis [Butler et al, 2009]), αφού 

μοιράστηκε έναν κοινό πρόγονο με τον S. cerevisiae (Curtin and Pretorius,2014).  Επί 

του παρόντος, η αλληλουχία γονιδιώματος επόμενης γενιάς παρέχει ευκολότερη και 

ταχύτερη μέθοδο σύγκρισης ειδών μέσω ανάλυσης ορθολογικών γονιδίων, 

διευκολύνοντας έτσι τις διακρίσεις μεταξύ ειδών (Curtin and Pretorius, 2014). Η τρέχουσα 

φυλογενότητα τοποθετεί αυτό το γένος μέσα στη διατομή των μεθυλοτροπικών ειδών 

Komagataella (Pichia) pastoris, Kuraishia capsulata και Ogataea polymorpha, 
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σχηματίζοντας έτσι μια «ενδιάμεση» εξελικτική ομάδα μεταξύ Saccharomycetaceae και 

κλάδου CTG (ορίζεται από όλα τα είδη ζύμης που μεταφράζουν το κωδικόνιο CTG ως 

σερίνη αντί για λευκίνη) . Ωστόσο, μια ανάλυση πολυγενών φυλογενότητας τοποθέτησε 

τον Κ. Pastoris έξω από τον κλάδο που περιέχει Brettanomyces (Kurtzman et al, 2013). 

Η ταξινόμηση και η ονοματολογία των ειδών του γένους Brettanomyces 

προκαλεί σύγχυση, καθώς οι κατασκευαστές ζύμης έχουν εφαρμόσει άλλα ονόματα 

ειδών που είναι λανθασμένα και ανήκουν σε παλαιότερη ονοματολογία. Για παράδειγμα, 

το B. lambicus, που είναι ένας σημαντικός μικροοργανισμός στις αυθόρμητα ζυμωμένες 

lambic μπύρες και το Kombucha. Ωστόσο, αντί του B. lambicus, η μαγιά είναι ένα 

στέλεχος του είδους B. bruxellensis (Molina et, 1993). Άλλα συνώνυμα που υπάρχουν 

στη βιβλιογραφία για αυτό το είδος είναι τα B. abstinens, B. custersii και B.intermedius . 

Το Brettanomyces anomalus έχει μόνο ένα εναλλακτικό όνομα στο B. claussenii (Barnett 

et al, 2001). Επιπλέον, η τελεομορφική μορφή, D. bruxellensis έχει ένα συνώνυμο, το 

οποίο σε ορισμένες μελέτες αναφέρεται ως D. intermedia .  
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Πίνακας 2.1 : Επισκόπηση παλαιών και νέων ταξινομικών ταξινομήσεων των Brettanomyces και  
Είδος Dekkera. B = Brettanomyces, D = Dekkera, C = Candida, NA = μη διαθέσιμο (Steensels 
et al., 2015). 

Παλιά ταξινόμηση 
Υπόστρωμα 
απομόνωσης 

Νέα ταξινόμηση 

Β. Sphaericus Άλμη αγγουριού C. etchellsii 

Β. Petrophilum ΝΑ C. parapsilosis 

Β. Italicus (ποικιλίες 
membranifaciens) 

Κρασί C. stellata 

Β. Versatilis Άλμη αγγουριού Γ. Versatilis 

Δ. Custersiana Μπύρα Β. Custersianus 

Β. Custersianus 
Μπύρα, ελιές, 
ανθρακούχα ποτά, κρασί 

  

Δ. Naardenensis Ανθρακούχα αναψυκτικά Β. Naardenensis 

Β. Naardenensis Ανθρακούχα ποτά, μπύρα   

Β. Nanus Μπύρα Β. Nanus 

D.Nanan Μπύρα   

Eeniella nana Μπύρα   

Β. Nonanus Μπύρα   

Β. Anomalus 
Μπύρα, μηλίτης, κεράσι, 
τεκίλα 

b.Anomalus/D.Anomala 

Β. Cidri Μηλίτης   

B. dublin (i) ensis Μπύρα   

Candida beijingensis ΝΑ   

Κυλινδρική Torulopsis Μπύρα   

Monilia vini Κρασί   

Mycotorula claussenii ΝΑ   

Oospora vini Κρασί   

D.anomala 
Ανθρακούχα ποτά, κεφίρ, 
μπύρα, κρασί σέρι, 
μηλίτης 

  

B./D. abstinens Ανθρακούχα αναψυκτικά B./D. bruxellensis 

Β. Bruxellensis var. vini / 
bruxellen- sis / lentus / non-
membranifaciens 

Μπύρα   

Β. Custersii Μπύρα, κρασί, μαγιά   

B. ενδιάμεσο 
Ανθρακούχο ποτό, μπύρα, 

κρασί 
  

Β. Lambicus Μπύρα   

Β. patavinus Κρασί   

Β. Schanderii Μπύρα   

Β. vini Κρασί   

Δ. intermedia Μπύρα τσαγιού   

Δ. lambica 

 
Μπύρα   
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Intercedia Mycotorula Κρασί   

B./D. bruxellensis 

Kefir, sherry wine, 
kombucha, μηλίτης, 
βιοαιθανόλη, μαγιά, 
γιαούρτι, μαύρες ελιές, 
ανθρακούχα ποτά 

  

 

 

Πίνακας 2.2: Επισκόπηση παλαιών και νέων ταξινομικών ταξινομήσεων των ειδών 
Brettanomyces και Dekkera. Η αρχική πηγή απομόνωσης αναφέρεται για κάθε 
είδος. 

B = Brettanomyces, D = Dekkera, C = Candida, NA = μη διαθέσιμο (Steensels et al., 
2015). 

Παλιά ταξινόμηση Υπόστρωμα 
απομόνωσης 

Νέα ταξινόμηση 

B. sphaericus Αλατόνερο αγγουριού C. etchellsii 
B. petrophilum NA C. parapsilosis 
B.  italicus (var. 
membranifaciens) 

Κρασί 
C. stellata 

B. versatilis Αλατόνερο αγγουριού  C. versatilis 
D. custersiana Μπύρα B. custersianus 

B. custersianus 
Μπύρα, Ελιές (CBS 
8347), Ανθρακούχο 
ποτό, Κρασί 

 

D. naardenensis Ανθρακούχο ποτό  B. naardenensis 
B. naardenensis Ανθρακούχο ποτό, 

Μπύρα  
 

B. nanus Μπύρα B. nanus 
D. nana Μπύρα   
E. nana Μπύρα   
B. nonanus Μπύρα   
B. anomalus Μπύρα, Μηλίτης, 

Κρασί σέρι, Τεκίλα 
D. anomala 

 
B. cidri Μηλίτης  
B/D  claussenii (var. 
claussenii/sablieri) 

Μηλίτης, Μπύρα, 
Κρασί σέρι 

 

B. dublin(i)ensis Μπύρα   
Candida beijingensis NA   
Torulopsis cylindrica Μπύρα   
Monilia vini Κρασί   
Mycotorula claussenii NA   
Oospora vini Κρασί   
D. anomala Ανθρακούχο ποτό, 

Κεφίρ, Μπύρα, Κρασί 
σέρι, Μηλίτης 

D. bruxellensis 

B/D abstitens Ανθρακούχο ποτό , 
Μπύρα 
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B.  bruxellensis var. vini/ 
bruxellensis/ lentus/ non-
membranifaciens 

Μπύρα  

B. custersii Μπύρα, Κρασί, Μαγιά 
ψωμιού 

 

B. intermedius Ανθρακούχο ποτό, 
Μπύρα, Κρασί 

 

B. lambicus Μπύρα  
B. patavinus Κρασί  
B. schanderlii Μπύρα, Κρασί   
B. vini Κρασί  
   
D. intermedia Μπύρα τσαγιού  
D. lambica Μπύρα  
Mycotorula intermedia Κρασί  
B/D bruxellensis Κεφίρ, Κρασί σέρι, 

Kombucha, Μηλίτης, 
Κρασί, Βιαιθανόλη, 
Sourdough, Γιαούρτι, 
Μαύρες ελιές , 
Ανθρακούχο ποτό 

 

D. anomala Ανθρακούχο ποτό, 
Κεφίρ, Μπύρα, Κρασί 
σέρι, Μηλίτης  

D. bruxellensis 

B/D abstitens Ανθρακούχο ποτό , 
Μπύρα 

 

B.  bruxellensis var. 
vini/bruxellensis/lentus/non-
membranifaciens 

Μπύρα  

B. custersii Μπύρα, Κρασί, Μαγιά 
ψωμιού  

 

B. intermedius Ανθρακούχο ποτό, 
Μπύρα, Κρασί 

 

B. lambicus Μπύρα  
B. patavinus Κρασί  
B. schanderlii Μπύρα, Κρασί  
B. vini Κρασί  

D. intermedia Μπύρα τσαγιού  
D. lambica Μπύρα  

Mycotorula intermedia Κρασί  
B/D bruxellensis Κεφίρ, Κρασί σέρι, 

Kombucha, Μηλίτης, 
Κρασί, Βιαιθανόλη, 
Sourdough, Γιαούρτι, 
Μαύρες ελιές , 
Ανθρακούχο ποτό 
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2.3 Βιοχημεία / Φυσιολογία 

Οι πλέον γνωστές θέσεις στις οποίες αποικίζονται ο Brettanomyces spp. είναι 

τόσο αυθόρμητες αλκοολικές διαδικασίες ζύμωσης, καθώς και αναψυκτικά, 

γαλακτοκομικά προϊόντα, τσάι kombucha, μαγιά και ελιές . Αυτές οι θέσεις 

χαρακτηρίζονται από ποικίλους συνδυασμούς περιβαλλοντικών πιέσεων: υψηλές 

συγκεντρώσεις αιθανόλης, χαμηλό pH, απουσία εύκολα ζυμώσιμων πηγών αζώτου και 

άνθρακα, χαμηλό οξυγόνο κ.λπ. (Steensels et al,2015). Η ανάπτυξη, η παραγωγικότητα 

και η παραγωγή αιθανόλης επηρεάζονται ελαφρώς από τη θερμοκρασία (Blomqvist et 

al., 2010), καθιστώντας το Brettanomyces πολύ κατάλληλο για να ευδοκιμήσει σε 

διαφορετικές διαδικασίες ζύμωσης. Περαιτέρω, αρκετά στελέχη Brettanomyces έχουν 

αναπτύξει αντοχή έναντι του θειώδους άλατος (Conterno et al. ,2006), το οποίο 

χρησιμοποιείται συνήθως ως απολυμαντικό στη βιομηχανία οίνου, όπου δεν υπάρχει 

βήμα βρασμού για την απολύμανση του μέσου ζύμωσης όπως στην παρασκευή 

μπύρας. Τα περισσότερα στελέχη Brettanomyces είναι ανθεκτικά σε υψηλές 

συγκεντρώσεις αιθανόλης (έως 14,5-15% (v / v) , ένα χαρακτηριστικό που απαιτείται για 

την επιβίωση σε ένα περιβάλλον ζύμωσης. Φαίνεται, επίσης, να έχει αναπτυχθεί μια 

πρόσθετη στρατηγική για την εξουδετέρωση άλλων μικροβίων. Εκτός από την 

παραγωγή αιθανόλης, είναι επίσης σε θέση να παράγουν, να συσσωρεύουν και να 

καταναλώνουν αργότερα οξικό οξύ σε αερόβιες συνθήκες και να αντέχουν στο 

προκύπτον χαμηλό ρΗ (Rozpedowska et al., 2011). Περαιτέρω, είναι σε θέση να αντέξει 

σε περιβάλλον φτωχό σε θρεπτικά συστατικά. Για παράδειγμα, ενώ χρησιμοποιούνται 

κατά προτίμηση ιόντα αμμωνίου ως πηγή αζώτου, ορισμένα στελέχη μπορούν επίσης 

να χρησιμοποιήσουν το νιτρικό ως μοναδική πηγή αζώτου (Crauwels et al., 2014 and 

Conterno et al., 2006) παρέχοντας ένα ανταγωνιστικό πλεονέκτημα σε φτωχές θέσεις 

αζώτου (όπως αναψυκτικά ή αργά στάδια ζύμωσης μπύρας και κρασιού) σε άλλες ζύμες 

που δεν μπορούν να χρησιμοποιήσουν νιτρικά άλατα όπως το S. cerevisiae (de Barros 

Pita U.et al., 2011). 

Επιπλέον, ορισμένα στελέχη Brettanomyces έχουν την ικανότητα να υδρολύουν 

την κυτταροβιόζη μέσω της δραστικότητας της β-γλυκοσιδάσης, και να τη ζυμώνουν 

περαιτέρω σε αιθανόλη (Moon et al., 2001) . H κυτταροβιόζη είναι ένας δισακχαρίτης 

που λαμβάνεται με υδρόλυση της κυτταρίνης, ένα σύνθετο σάκχαρο που υπάρχει, για 

παράδειγμα, στο ξύλο, και μπορεί να ληφθεί από τη μαγιά από το εσωτερικό τοίχωμα 

των ξύλινων βαρελιών, και έτσι να εξηγήσει πώς το Brettanomyces μπορεί να επιβιώσει 

για χρόνια σε ξύλινα βαρέλια . O Brettanomyces είναι, επιπρόσθετα, σε θέση να 

χρησιμοποιεί και να ζυμώνει ένα ευρύ φάσμα πηγών άνθρακα, το οποίο, ωστόσο, είναι 
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μεταβλητό μεταξύ των στελεχών. Επιπλέον, διαφορετικά σάκχαρα φαίνεται να 

ζυμώνονται με διαφορετικούς ρυθμούς. Για παράδειγμα, το B. bruxellensis είναι ικανό να 

ζυμώσει τη μαλτόζη και τη φρουκτόζη, αλλά με χαμηλότερο ρυθμό σε σύγκριση με τη 

γλυκόζη (Blomqvist et al., 2010). Επιπλέον, το B. bruxellensis δείχνει πολύ 

αποτελεσματική χρήση σακχαρόζης που μπορεί να είναι το κλειδί για την υψηλή 

ανταγωνιστικότητα του B. bruxellensis σε ζυμώσεις με βάση τη σακχαρόζη (de Barros 

Pita U.et al., 2011). Περαιτέρω, το Β. Bruxellensis δείχνει υψηλότερη συγγένεια για τη 

γλυκόζη σε συνθήκες περιορισμού του άνθρακα. Ο Brettanomyces είναι επίσης σε θέση 

να αποικοδομήσει και να ζυμώσει πιο πολύπλοκα σάκχαρα που δεν ζυμώνονται από 

Saccharomyces όπως η κυτταροκαι οι δεξτρίνες. Οι δεξτρίνες όπως η μαλτοτετραόζη και 

η μαλτοπενταζόζη συχνά υπάρχουν ως υπολειμματικά σάκχαρα μετά την κύρια 

αλκοολική ζύμωση από την Saccharomyces. Χρησιμοποιώντας τη δραστικότητα της α-

γλυκοσιδάσης, το Brettanomyces είναι σε θέση να υδρολύσει αυτά τα σάκχαρα (Kumara 

et al., 1993), αποδίδοντας υπερθερμικές μπύρες με ελαφρώς υψηλότερα επίπεδα 

αιθανόλης και χαμηλότερα θερμιδικά περιεχόμενα. 

 

Πίνακας 2.3 : Μια επισκόπηση των κυριότερων γενετικών, φαινοτύπων και μεταβολικών 
χαρακτηριστικών των στελεχών παρασκευής ειδών Brettanomyces σε σύγκριση με τα 
Saccharomyces cerevisiae και Saccharomyces pastorianus (Menoncin and Bonato,2019) 

Χαρακτηριστικό γνώρισμα Είδη 

Brettanomyces 

species 

S. cerevisiae 

(ζυμομύκητα) 

S. pastorianus 

(μαγιά lager) 

Πολυπλοειδές 

(ανευπλοειδία/ευφλοειδές) 

γονιδίωμα 

Ναι Ναι Ναι 

Μεταβολισμός νιτρικών Ναι Οχι Όχι 

Σχηματισμός ψευδόφυτων 

(πελλετ / βιοφίλμ) 

Ναι Ναι Όχι 

Επίδραση Crabtree Ναι Ναι Ναι 

Custer εφέ Ναι Οχι Όχι 

Δραστηριότητα α-

γλυκοσιδάσης 

Ναι Ναι Όχι 

Κατανάλωση σακχαρόζης  Ναι Ναι Ναι  

Μεταβολισμός γλυκόζης Ναι Ναι  Ναι 

Μεταβολισμός φρουκτόζης  Ναι Ναι Ναι 
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Μεταβολισμός μαλτόζης Ναι Ναι Ναι 

Μεταβολισμός μαλτοτριόζης  Ναι Ναι Ναι 

Μεταβολισμός δεξτρίνης  Ναι Ναι Όχι  

Μεταβολισμός κυτταροβιόζης Ναι Όχι Όχι 

Μεταβολισμός γαλακτόζης  Ναι Ναι Ναι 

 

 Επίδραση Crabtree  

Όπως το S. cerevisiae, τα είδη Brettanomyces εμφανίζουν το αποτέλεσμα 

Crabtree, δηλαδή ευνοεί τη ζύμωση έναντι της αναπνοής παρουσία οξυγόνου, 

επιτρέποντας στη ζύμη να αντισταθμίσει άλλους, ευαίσθητους στην αιθανόλη 

μικροοργανισμούς (Rozpedowska et al., 2011). Ως εκ τούτου, τα περισσότερα στελέχη 

Brettanomyces είναι ανθεκτικά σε υψηλές συγκεντρώσεις αιθανόλης (έως 14,5-15% (v / 

v) , ένα χαρακτηριστικό που απαιτείται για την επιβίωση σε ένα περιβάλλον ζύμωσης. 

Συγκεκριμένα, υπό αερόβιες συνθήκες, η αναπνευστική ανάπτυξη καταστέλλεται 

(«καταστολή καταβολίτη») παρουσία ζυμώσιμης πηγής άνθρακα σε συγκεντρώσεις > 

0,3%  (De Deken, 1966). Το αποτέλεσμα Crabtree μας αποδεικνύει ότι ο ζυμομύκητας 

μπορεί να αφομοιώνει γρήγορα τη γλυκόζη και να παράγει αιθανόλη, αναστέλλοντας έτσι 

την ανάπτυξη ανταγωνιστικών μικροοργανισμών. Το φαινόμενο Crabtree είναι μέρος της 

στρατηγικής «φτιάχνω-συσσωρεύω-καταναλώνω» που χρησιμοποιείται από 

μικροοργανισμούς, όπου - υπό αερόβιες συνθήκες - η αιθανόλη καταναλώνεται μέσω 

αναπνοής μετά από εξάντληση της γλυκόζης (Rozeedowska et al, 2011). Το αποτέλεσμα 

Crabtree παρέχει επίσης περισσότερο ATP από τον αερόβιο μεταβολισμό όταν 

υπάρχουν υψηλές συγκεντρώσεις γλυκόζης λόγω της γρήγορης διάσπασης της 

γλυκόζης μέσω γλυκολυτικών / ζυμωτικών οδών . Γονίδια που συνδέονται με ταχεία 

ανάπτυξη (κωδικοποιούμενα ένζυμα που εμπλέκονται στη βιοσύνθεση του rRNA, το 

σχηματισμό πυριμιδινών, ελικοσών RNA και πρωτεϊνών που συνδέονται με τη βιογένεση 

και μεταφορά RNA), την αναπνοή (κωδικοποίηση μιτοχονδριακών ριβοσωμικών 

πρωτεϊνών) και απαραίτητες πρωτεΐνες για το μιτοχονδριακό αναπνευστικό σύμπλεγμα 

και μεταφορά ιόντων να οξειδάση κυτοχρώματος) έχουν ένα σταθερό μοτίβο υποκινητή 

(AATTTT) σε στενά συγγενή είδη S. cerevisiae και B. bruxellensis (δηλ. Kluyveromyces 

lactis, Ashbya gossypii, Candida albicans, Debaryomyces hansenii και K. waltii). Παρ 

'όλα αυτά, οι S. cerevisiae και Brettanomyces υποβλήθηκαν σε αναδιάρθρωση του 

προαγωγέα, με αποτέλεσμα την απώλεια αυτού του μοτίβου σε αυτά τα γονίδια που 

σχετίζονται με την αναπνοή. Το μοτίβο AATTTT απουσιάζει σε μόνιμη θέση σε γονίδια 

που συνδέονται με την αναπνοή σε S. cerevisiae και B. bruxellensis (~ 90% των 



25  

 

 

γονιδίων). Έτσι, παρατηρήθηκε σημαντική μείωση της γονιδιακής έκφρασης που 

σχετίζεται με την αναπνοή κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης των κυττάρων σε ένα μέσο 

που περιέχει ζυμώσιμες πηγές άνθρακα, καθώς τα γονίδια που σχετίζονται με τη ζύμωση 

εκφράζονται σε υψηλότερα επίπεδα από τα γονίδια που σχετίζονται με την αναπνοή 

(Menoncin και Bonato,2019). 

 Custer εφέ 

Οι αναερόβιες συνθήκες στα είδη Brettanomyces αναστέλλουν τη ζύμωση 

γλυκόζης σε αιθανόλη (Carrascosai et al, 1981). Η ζύμωση γλυκόζης διεγείρεται 

παρουσία οξυγόνου ή οργανικών (Η +) αποδεκτών (π.χ. ακετόνη, ακετόνη και 

διϋδροξυακετόνη ) (Wijsman et al, 1984). Η αδυναμία ζύμωσης σακχάρων απουσία 

οξυγόνου ονομαζόταν «αρνητικό αποτέλεσμα Pasteur» ή «φαινόμενο Custers». Το 

αρνητικό αποτέλεσμα του Pasteur περιγράφηκε αρχικά από τον Mathieu Custers, 

μαθητή στο εργαστήριο του Albert Kluyver στο Delft (Custers, 1940). Τα αποτελέσματα 

αργότερα επιβεβαιώθηκαν και αναλύθηκαν περαιτέρω από τους Scheffers και 

συνεργάτες, οι οποίοι μετονόμασαν το φαινόμενο σε « φαινόμενο Custers» (Scheffers, 

1961) . Οι βιοχημικοί και μοριακοί μηχανισμοί που οδηγούν το φαινόμενο Custers δεν 

έχουν ακόμη κατανοηθεί πλήρως. Ωστόσο, η συνεχής παραγωγή οξικού οξέος από 

ακετάλη-αφυδίνη προάγει τη συσσώρευση του NADH, προκαλώντας μια 

οξειδοαναγωγική ανισορροπία που αναστέλλει τη γλυκόλυση και τη ζύμωση. Αυτή η 

ανισορροπία παρατείνει τη φάση καθυστέρησης όταν τα κύτταρα αλλάζουν από αερόβιο 

σε αναερόβιο περιβάλλον, το οποίο μπορεί να βελτιωθεί με την προσθήκη των 

αποδεκτών Η +. Παρουσία υποδοχέων οξυγόνου / Η +, τα NADH και NADPH 

οξειδώνονται κατά τον αερόβιο μεταβολισμό, αποκαθιστώντας την ισορροπία της 

οξειδοαναγωγής. Επιπρόσθετα, τα κύτταρα Brettanomyces εκθέτουν NADH 

ουμπικινόνη ρεδουκτάση (μέρος του μιτοχονδριακού συμπλόκου σε υψηλά επίπεδα όταν 

αναπτύσσονται σε ημι-αναερόβιο μέσο (Tiukova et al, 2013). Έτσι, σε ημι-αναερόβια 

περιβάλλοντα, εκφράζονται περισσότερα ένζυμα που παράγουν NADH από τα ένζυμα 

που παράγουν NAD +, γεγονός που εξηγεί γιατί συμβαίνει η ανισορροπία NAD + / NADH 

. Ωστόσο, ορισμένα μονοπάτια αποκαθιστούν μερικώς και αργά την ισορροπία NAD + / 

NADH. Αυτοί οι μηχανισμοί περιλαμβάνουν την οξείδωση του NADH, παρέχοντας έτσι 

το NAD + για το μεταβολισμό του 3-φωσφορική γλυκεραλδεΰδη έως 1,3-

διφωσφογλυκερικό άλας κατά τη διάρκεια της γλυκόλυσης. Ένα από αυτά τα 

χαρακτηριστικά είναι η ικανότητα της ζύμης να χρησιμοποιεί το νιτρικό ως μοναδική πηγή 

αζώτου, καθώς η αφομοίωση και ο μεταβολισμός νιτρικών απαιτούν το NADH και το 

NADPH ως δότες ηλεκτρονίων. Είναι ενδιαφέρον ότι ο μεταβολισμός των νιτρικών 
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αλάτων καταργεί το φαινόμενο Custers, βελτιώνοντας έτσι τη ζύμωση σε αναερόβια 

περιβάλλοντα (Galafassi et al, 2013). 

Το Saccharomyces cerevisiae δεν εμφανίζει το φαινόμενο Custers, γεγονός 

που υποδηλώνει ότι τα χαρακτηριστικά ζύμωσης του Brettanomyces εξελίχθηκαν με 

διαφορετικό τρόπο. Ο φαινότυπος Brettanomyces είναι αυστηρά συνδεδεμένος με 

οξυγόνο, και ως εκ τούτου υψηλά επίπεδα διαλυμένου οξυγόνου σε μύκητα θα πρέπει 

να θεωρούνται ότι ενθαρρύνουν την ανάπτυξη και το μεταβολισμό, ιδιαίτερα όταν το 

Brettanomyces επιλέγεται για πρωτογενή ζύμωση (Menoncin και Bonato,2019). 
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Εικόνα 2.2 (Α) : Το φαινόμενο Custers του B. bruxellensis. 

(Α) Σχηματική επισκόπηση των κύριων παραγόντων που επηρεάζουν την 

ισορροπία και το μοτίβο ανάπτυξης. Η ισορροπία οξειδοναγωγής είναι ο κύριος 

υπεύθυνος για το φαινόμενο Custers που παρατηρείται στο B.bruxellensis, το οποίο 

μπορεί να ζυμώσει τη γλυκόζη σε αιθανόλη πιο γρήγορα σε αερόβιες από τις αναερόβιες 

συνθήκες. Η μετατροπή της 3-φωσφορικής γλυκόζης (G3P) σε γλυκερόλη είναι συνήθως 

περιορισμένη ή ακόμη και απουσιάζει σε Β.bruxellensis, λόγω περιορισμένης (ή 

απουσίας) δραστικότητας 3-φωσφορικής γλυκερόλης φωσφατάσης (υποδεικνύεται με 

Χ). Η εξομοίωση με νιτρικά άλατα καταργεί το φαινόμενο Custers επιτρέποντας στο 

κύτταρο να αναπληρώσει τη συγκέντρωση NAD(P)H μέσω της μείωσης του νιτρικού σε 

αμμώνιο . 
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 Σύνθεση οξικού οξέος 

Τα είδη Brettanomyces μπορούν να συνθέσουν σημαντικές ποσότητες οξικού 

οξέος και ενδεχομένως να χρησιμοποιήσουν αυτήν την ένωση ως μη ζυμωτική πηγή 

άνθρακα (Gamero et al, 2014). Το οξικό οξύ καθιστά πιο όξινο το μέσο, αναστέλλοντας 

την ανάπτυξη πιθανών μικροβιακών ανταγωνιστών. Το B. bruxellensis μπορεί να 

αυξηθεί σε pH 2,3, σε σύγκριση με το S. cerevisiae, το οποίο περιορίζεται σε pH 3,2 

(Rozpedowska et al, 2011). Υψηλές αποδόσεις οξικού οξέος στο Brettanomyces 

σχετίζονται με τον ζυμωτικό μεταβολισμό. Η ακεταλδεΰδη παράγεται από 

πυροσταφυλικό και οξειδώνεται ενζυματικά σε οξικό άλας σε απόκριση της 

δραστικότητας αφυδρογονάσης NAD + -αλδεϋδης . Δεδομένου ότι η δραστικότητα 

ακετυλο-CοΑ συνθετάσης καταστέλλεται έντονα σε περιβάλλοντα πλούσια σε σάκχαρα 

σε απόκριση του φαινομένου Crabtree, παράγονται υπερβολικές ποσότητες οξικού 

οξέος όταν η ακεταλδεΰδη διοχετεύεται προς βιοσύνθεση οξικού αντί της ακετυλο- CoA. 

Η βιοσύνθεση του οξικού προκαλείται στο Β. Anomala IGC 5153 παρουσία 2% (β / ο) 

γλυκόζης, ενώ το οξικό οξύ δεν συντίθεται σε μέσο καλλιέργειας με χαμηλές 

συγκεντρώσεις σακχάρου. Αντιθέτως, το ακετογονικό Β. Abstinens (επί του παρόντος Β. 

Bruxellensis) φέρεται να δείχνει δραστικότητα NAD + - αλδεϋδικής αφυδρογονάσης 

ακόμη και παρουσία χαμηλών συγκεντρώσεων γλυκόζης, δηλ. 0,3% (β / ο) (Menoncin 

και Bonato, 2019). 

2.4 Γενετική 

Γονιδίωμα Brettanomyces 

Τα γονιδιώματα αλληλουχίας διαφορετικών ειδών Brettanomyces είναι σήμερα 

λίγα σε αριθμό και αυτό περιορίζει την εκτίμηση της ταξινομικής ποικιλομορφίας του 

γένους Brettanomyces. Οι κύριες πληροφορίες γονιδιώματος που είναι διαθέσιμες για 

ερευνητές έχουν ληφθεί από το B. bruxellensis (στελέχη AWRI1499, CBS2499, 

AWRI1608, AWRI1613, YV397, CBS2796, BioProject PRJEB11548 και PRJEB21262). 

Εικόνα 2.2 (Β) : Το φαινόμενο Custers του B. bruxellensis.  

Επίδραση της μετάβασης από τις αερόβιες σε αναερόβιες συνθήκες 

καλλιέργειας στην κινητική ανάπτυξης του Β. bruxellensis. Η φάση υστέρησης κατά τη 

μετάβαση από ένα αερόβιο σε αναερόβιο περιβάλλον προκαλείται από την απόφραξη 

της γλυκόλυσης λόγω έλλειψης NAD +. Μόνο όταν ενεργοποιηθούν άλλες (αργές) 

διαδρομές ενδοκυτταρικής επαν-οξείδωσης NADH, το B. bruxellensis θα μπορέσει να 

ξεφύγει από αυτή τη φάση υστέρησης και θα αρχίσει να παράγει ξανά αιθανόλη (χωρίς 

να παράγει οξικό οξύ). (Steensels et al,2015) 
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Έχουν επίσης αναφερθεί οι αλληλουχίες γονιδιώματος από τους B. anomalus (YV396) 

και B. naardenensis (CBS7540) (Menoncin και Bonato,2019). Το 2007, ο Woolfit και οι 

συνεργάτες του δημοσίευσαν την πρώτη διερευνητική έρευνα γονιδιώματος για το 

γαλλικό στέλεχος αλλοίωσης κρασιού CBS 2499, παρέχοντας μια πρώτη ματιά στην 

περίεργη φύση του γονιδιώματος Β.bruxellensis (Woolfit et al, 2007).  

 Η έλλειψη περισσότερων αλληλουχιών γονιδιώματος και ειδικά ενός καλά 

καθορισμένου ορισμού αλληλουχίας για την ταξινομική βαθμίδα του Brettanomyces έχει 

περιορίσει άλλες μελέτες υψηλής απόδοσης, συμπεριλαμβανομένων των μεταγραφικών 

και πρωτεομών. Παρά την έλλειψη δεδομένων γονιδιώματος, πραγματοποιήθηκαν 

ορισμένες αρχικές μελέτες εστιάζοντας στη δομή και την οργάνωση του γονιδιώματος. 

Σε δύο μελέτες παρακολούθησης, το γονιδίωμα του CBS2499 αναλύθηκε και στη 

συνέχεια επανατέθηκε σε υψηλότερη απόδοση (Hellborg and Piskur, 2009, Piskur et al., 

2012), επιτρέποντας την ταυτοποίηση 5600 γονιδίων, από τα οποία το 75% είχαν 

επεξηγηθεί λειτουργικά. Το B. bruxellensis έχει περίπου 5400 γονίδια με παρόμοια 

ιντρόνια με το S. cerevisiae και τον αιματοκύκητα (~ 4% των γονιδίων) (Menoncin και 

Bonato,2019). Πολλά από αυτά τα γονίδια τα οποία κωδικοποιούν ένζυμα και μεταφορείς 

που σχετίζονται με το μεταβολισμό του αζώτου και των λιπιδίων είναι ο λόγος που 

επιτρέπεται η ζύμη να επιβιώσει σε περιβάλλοντα με χαμηλά θρεπτικά συστατικά. Όπως 

το S. cerevisiae, το γένος Brettanomyces είναι ικανό να σχηματίσει μικροκαλλιέργειες 

που προκύπτουν από μεταλλάξεις στο μιτοχονδριακό DNA και προκαλούν αναπνευστική 

ανεπάρκεια . Περίπου την ίδια ώρα, ένα δεύτερο αλλοιογόνο του κρασιού B. bruxellensis 

(AWRI1499) δημοσιεύθηκε από το Australian Wine Research Institute (Curtin et al., 

2012b).  

Το πρώτο γονιδίωμα στελέχους B.bruxellensis που προέρχεται από μπύρα 

(ST05.12 / 22) (Crauwels et al., 2014) και το προσχέδιο γονιδιώματος αλλοιογόνου 

κρασιού (LAMAP2480) Χιλής (Valdes et al., 2014) δημοσιεύθηκαν και 

πραγματοποιήθηκε μια εις βάθος σύγκριση της γονιδιωματικής δομής τεσσάρων 

απομονωμένων κρασιών, συμπεριλαμβανομένων των προηγουμένως 

αλληλουχούμενων AWRI1499 και CBS2499 σε συνδυασμό με πρόσφατης (εκ νέου) 

αλληλουχίας AWRI1608 και AWRI1613, (Borneman et al., 2014). Αυτές οι μελέτες 

αποκάλυψαν ότι παρόλο που τα περισσότερα στελέχη Β.bruxellensis έχουν παρόμοια 

γενικά χαρακτηριστικά, το γενετικό περιεχόμενο (πολυπλοκότητα, καρυότυπος κτλ) 

μπορεί να ποικίλλει σημαντικά (Steensels et al,2015). Η συγκριτική ανάλυση των 

αλληλουχιών B.bruxellensis αποκάλυψε κάποιες ενδιαφέρουσες γονιδιωματικές 

ιδιότητες που θα μπορούσαν να συνδεθούν με τη συμπεριφορά τους και τις οικολογικές 
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τους θέσεις. Από τη σύγκριση των αναλογιών αλληλόμορφων σε ετερόζυγες θέσεις για 

τα πέντε στελέχη B. bruxellensis (AWRI1499, CBS2499, AWRI1608, AWRI1613 και 

YV397), έχει προταθεί ένα τριπλό γονιδίωμα για τα AWRI1499 και CBS2499 και ένα 

διπλοειδές γονιδίωμα για τα AWRI1613 και YV397 . Τα στελέχη Β. Bruxellensis με ένα 

τριπλοειδές γονιδίωμα φέρουν δύο αντίγραφα ενός κοινού χρωμοσώματος και ένα 

ασυνήθιστο σύνολο άλλων χρωμοσωμάτων . Η παρουσία του τρίτου αντιγράφου 

χρωμοσώματος πιθανώς συνδέεται με την αντοχή στα θειώδη άλατα στα οινοποιεία 

(Menoncin και Bonato,2019). Παρομοίως, η εμφάνισή του παρέχει επιλεκτικά 

πλεονεκτήματα σε περιβάλλον με έλλειψη θρεπτικών συστατικών και στρες, όπως η 

μπύρα, όπου υπάρχουν περιορισμένες ποσότητες υδατανθράκων και αμινοξέων, 

ασκώντας έτσι μια ισχυρή θετική επιλογή για τη διατήρηση της πολυπλοειδίας . 

Επιπλέον, η πολυπλοειδία του Brettanomyces επισημαίνει διακριτά συμβάντα 

υβριδισμού που συνέβησαν σε διαφορετικές γεωγραφικές τοποθεσίες. Επιπλέον, η 

πλαστικότητα στη χρωμοσωμική δομή σε σχέση με ασυνήθιστα κεντρομερή ενισχύει την 

εμφάνιση υβριδισμού. Έχουν αναφερθεί τρεις γενετικές συστάδες για στελέχη Β. 

bruxellensis μέσω ανάλυσης 1488 στελεχών χρησιμοποιώντας μικρο-δορυφορικό 

γονότυπο: AWRI1499-τύπου, AWRI1608-like και CBS 2499-like ομάδες . Επίσης, το B. 

bruxellensis μπορεί να θεωρηθεί ταξινομικό σύμπλεγμα διπλοειδούς-τριπλοειδούς με 

συνύπαρξη υποπληθυσμών που περιέχουν διαφορετικούς αριθμούς πλοειδίας 

(Menoncin και Bonato, 2019).  

Παρόλο που τα είδη Brettanomyces δεν αναπαρήγαγαν ολόκληρο το 

γονιδίωμα, δείχνουν πολλές περιπτώσεις παραλλαγής αριθμού αντιγράφων λόγω 

τοπικών αντιγράφων, για παράδειγμα στο στέλεχος CBS2499. Παρόμοια με 

προηγούμενες εκθέσεις στο S. cerevisiae (Brown et al., 2010), τέτοιες παραλλαγές 

αριθμού αντιγράφων είναι συχνές στα υπομερή και συχνά περιλαμβάνουν γονίδια που 

εμπλέκονται στον μεταβολισμό του σακχάρου, υποδεικνύοντας ότι θα μπορούσε να 

βοηθήσει στην αποτελεσματική χρήση συγκεκριμένης πηγής άνθρακα (Borneman et al., 

2014). Εκτός από την παραλλαγή του αριθμού αντιγράφων, παρατηρήθηκαν επίσης 

μικτές χρωμοσωμικές αναδιατάξεις: η σύγκριση του καρυότυπου 30 διαφορετικών 

στελεχών αποκάλυψε αξιοσημείωτες ενδοσκοπικές διαφορές (Hellborg και Piskur, 

2009).  

Ενώ η γενική ρύθμιση του χρωμοσώματος συνήθως διατηρείται καλά μεταξύ 

των πληθυσμών μυκήτων που ανήκουν στο ίδιο είδος (π.χ. διαφορετικά στελέχη του S. 

cerevisiae είναι γραμμικά και αποτελούνται από 16 χρωμοσώματα), η διαμόρφωση 

χρωμοσωμάτων των στελεχών B. bruxellensis βρέθηκε να να είναι πολύ πιο μεταβλητή. 
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Τα στελέχη B. bruxellensis μπορούν να περιέχουν μεταξύ 4 και 9 χρωμοσωμάτων, και 

το μέγεθος αυτών των χρωμοσωμάτων μπορεί να κυμαίνεται από 1 έως 6 Mbp. Αυτό 

υποδηλώνει ότι τα είδη Brettanomyces ενδέχεται να χρησιμοποιούν συχνές διαφορές 

στη δομή του χρωμοσώματος για να αυξήσουν τη μεταβλητότητα και την 

ανταγωνιστικότητά τους στο γονιδίωμα. Παρόλο που η γονιδιωματική μεταβλητότητα 

είναι ωφέλιμη για την προσαρμοστικότητα των ειδών, μπορεί να παρεμποδίσει τη 

σεξουαλική αναπαραγωγή και να οδηγήσει στο σχηματισμό ενός νέου είδους. Η 

απλοτυπία δειγματοληψίας του AWRI1499 αποκάλυψε ότι το γονιδίωμα περιλαμβάνει 

ένα ετερόζυγο διπλοειδές γονιδίωμα, σε συνδυασμό με ένα διαφορετικό απλοειδές 

γονιδίωμα. Αυτό υποδηλώνει ένα συμβάν υβριδοποίησης δύο ειδών ή ξεχωριστών 

υποειδών του B. bruxellensis, του διπλοειδούς και του απλοειδούς. Υποστηρίχθηκε ότι 

αυτό το επιπλέον απλοειδές γονιδίωμα μπορεί να προσφέρει ένα επιλεκτικό 

πλεονέκτημα σε ένα οινοποιείο, καθώς αυτή η τριπλοειδής γονιδιωματική δομή 

ανιχνεύτηκε στο 92% όλων των απομονωμένων κρασιών της Αυστραλίας. Αποδείχθηκε, 

ακόμη, ότι τα κλάσματα απλοειδούς γονιδιώματος των AWRI1608 και AWRI1499 ήταν 

φυλογενετικά μακρινά, υπονοώντας δύο ανεξάρτητα συμβάντα υβριδισμού (Borneman 

et al., 2014). Τα γεγονότα υβριδισμού μεταξύ των ειδών δεν είναι σπάνια στους μύκητες 

και παρατηρούνται επίσης στο Saccharomyces sensu rigo clade. Για παράδειγμα, η ζύμη 

μπύρας lager Saccharomyces pastorianus είναι ένα υβρίδιο μεταξύ των ειδών S. 

cerevisiae και S. eubayanus (Libkind et al., 2011). Δεδομένου ότι τα νεοσυσταθέντα 

υβριδικά γονιδιώματα τείνουν να είναι πολύ ασταθή (όπως φαίνεται συχνά για τα υβρίδια 

Saccharomyces (Antunovics et al., 2005)), οι μηχανισμοί που οδηγούν στη 

σταθεροποίηση του γονιδιώματος θα μπορούσαν να εξηγήσουν την ακραία 

μεταβλητότητα του καρυοτύπου που παρατηρήθηκε στο B. Bruxellensis (Steensels et 

al,2015). 

Γενικότερα, τα είδη Brettanomyces έχουν αναφερθεί ότι ανέχονται περισσότερο 

stress από το S. cerevisiae. Πράγματι, το Brettanomyces εμφανίζει ανάπτυξη μετά από 

την πρώτη ζύμωση από S. cerevisiae τόσο σε μπύρα όσο και σε κρασί, τα οποία 

περιέχουν υψηλά επίπεδα αιθανόλης και λίγο ή καθόλου διαλυμένο οξυγόνο (Curtin et 

al, 2007). Η ικανότητα των ειδών Brettanomyces να επιβιώσουν σε τέτοια περιβάλλοντα 

συνδέεται με τη δομή / σύνθεση του κυτταρικού τοιχώματος και την παρουσία πρωτεϊνών 

που εμπλέκονται στην πρόσφυση, στην ανάπτυξη κυτταρικού τοιχώματος και στην 

ανάπτυξη ψευδοϋπόφυσης (Menoncin και Bonato,2019) . Επιπλέον, το Brettanomyces 

μπορεί να χρησιμοποιήσει πηγές αζώτου πιο αποτελεσματικά από το S. cerevisiae (de 

Barros et al, 2011). Σε περιβάλλον μπύρας, ο μεταβολισμός των νιτρικών μπορεί να είναι 
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σημαντικός για την υποστήριξη του Brettanomyces, καθώς ο λυκίσκος μπορεί να παρέχει 

σημαντικές ποσότητες νιτρικών (έως 87 mg / mL) στο μύλο. Ωστόσο, δεν μπορούν όλα 

τα στελέχη Brettanomyces να χρησιμοποιούν νιτρικά ως μοναδική πηγή αζώτου 

(Crauwels et al, 2014). Η ικανότητα χρήσης νιτρικών αλάτων οφείλεται στην παρουσία 

γονιδίων που κωδικοποιούν μεταφορέα νιτρικών (YNT1), νιτρικές αναγωγές (YNR1) και 

νιτρώδη αναγωγάση (YNR1), μαζί με δύο παράγοντες μεταγραφής σημαντικούς για τη 

χρήση νιτρικών (YNA1 και YNA2). Tα στελέχη B.bruxellensis που έχουν αυτό το 

σύμπλεγμα γονιδίων, που περιέχει έναν μεταφορέα νιτρικών, αναγωγάση νιτρικού, 

αναγωγάση νιτρώδους και τους δύο παράγοντες μεταγραφής τύπου Zn (II) 2 Cys6 

(Borneman et al., 2014, Woolfit et al., 2007),προσφέρουν ένα σημαντικό πλεονέκτημα 

σε σχέση με άλλα είδη, όπως S. cerevisiae, σε περιβάλλοντα χαμηλού αζώτου όπως η 

μελάσα. Παρά τα σαφή πλεονεκτήματα της ικανότητας χρήσης νιτρικών σε 

συγκεκριμένες θέσεις, η σχέση κόστους-οφέλους της χρήσης νιτρικών μπορεί να 

ευνοήσει την απώλεια αυτού του χαρακτηριστικού σε ορισμένες θέσεις και να εξηγήσει 

την παρατηρούμενη ποικιλομορφία αυτού του χαρακτηριστικού μεταξύ διαφορετικών 

στελεχών (Crauwels et al., 2014). Ωστόσο, για να υποστηρίξουμε αυτήν την υπόθεση, 

απαιτείται περισσότερη έρευνα χρησιμοποιώντας μια ευρεία συλλογή οικολογικά και 

γεωγραφικά διαφορετικών στελεχών. Περαιτέρω, η ανάλυση περιεχομένου γονιδίου 

αποκάλυψε σχετικό εμπλουτισμό γονιδίων που σχετίζονται με κυτταρική μεμβράνη σε 

σύγκριση με στενά συγγενή είδη και S. cerevisiae. Αν και δεν έχουν ακόμη αποδειχθεί 

για το Brettanomyces, αυτά τα γονίδια θα μπορούσαν να είναι πλεονεκτικά για την 

επιβίωση σε κρασί ή μπύρα που αποθηκεύονται σε δρύινα βαρέλια, όπου αυτά τα 

γονίδια μπορούν να μεσολαβούν στην προσκόλληση των κυττάρων στα βαρέλια και να 

τα προστατεύσουν από το ξέπλυμα κατά τον καθαρισμό των βαρελιών (Joseph C. et al, 

2007). 

Επίσης, αρκετά γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες που σχετίζονται με 

μεμβράνες που περιλαμβάνονται στον εναλλακτικό μεταβολισμό του άνθρακα υπάρχουν 

στο γένος, επιτρέποντας στον Brettanomyces να χρησιμοποιεί χιτίνη, Ν-

ακετυλογλυκοζαμίνη, γαλακτόζη, μαννόζη και λακτόζη (Crauwels et al, 2014) και ένζυμα 

οξειδορεδουκτάσης (Curtin et al., 2012b). Επιπλέον, σημαντικά γονίδια που εμπλέκονται 

στην ανοχή στο στρες, όπως τα ATP1, ERG6 και VPS34, μαζί με τους ρυθμιστές στρες 

MSN4, SNF1, HSP82 και NTH1, έχουν χαρακτηριστεί στο B. bruxellensis (Menoncin και 

Bonato, 2019). Ο (γενεαλογικός-ειδικός) πολλαπλασιασμός των γονιδίων 

οξειδορεδουκτάσης αντικατοπτρίζει μια στρατηγική που εξελίχθηκε για να επιτρέψει την 

επιβίωση σε αναερόβιες συνθήκες όπου το είδος έχει εξασθενημένη ικανότητα 
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αναγέννησης NAD (P) + και μπορεί να εξηγήσει την ικανότητά του να παράγει οξικό υπό 

αερόβιες συνθήκες, ένα χαρακτηριστικό σχετίζονται με το λεγόμενο φαινόμενο "Custers" 

και την παραγωγή ορισμένων βασικών αρωματικών ενώσεων (όπως ισοβαλερικό οξύ) 

(Curtin et al., 2012b, Piskur et al., 2012) .Είναι ενδιαφέρον ότι όχι μόνο η ίδια η 

αλληλουχία DNA, αλλά και το γενικό σχήμα του γονιδιώματος δείχνουν αρκετά 

αξιοσημείωτα χαρακτηριστικά. Είναι ενδιαφέρον ότι πολλά από τα εμπλουτισμένα 

γονίδια που σχετίζονται με τη μεμβράνη (π.χ. ΣΧ. 2, FLO1, FLO5, FLO9, HKR1, 

MUC1,κ.α) μπορεί να είναι πλεονεκτικά για την επιβίωση σε κρασί ή μπύρα που 

διατηρούνται σε δρύινα βαρέλια, όπου θα μπορούσαν να μεσολαβούν στην πρόσφυση 

των κυττάρων στο εσωτερικό τοίχωμα του βαρελιού και να τα προστατεύσει από το 

πλύσιμο κατά τη διάρκεια καθαρισμού υψηλής πίεσης (Christiaens et al., 2012, Joseph 

et al., 2007). 

Η ικανότητα των ειδών Brettanomyces να χρησιμοποιούν πολύ μικρές 

ποσότητες θρεπτικών ουσιών παρέχει κάποια εξήγηση για το γιατί αυτό το γένος είναι 

σε θέση να επιβιώσει σε καταστάσεις όπου τα είδη Saccharomyces δεν μπορούν να 

επιβιώσουν. Είναι σημαντικό ότι τα είδη Brettanomyces έχουν την ικανότητα να 

ανέχονται ενώσεις προερχόμενες από θείο, ιδιαίτερα διοξείδιο του θείου (Menoncin και 

Bonato, 2019). 

 

Πίνακας 2.4 : Λεπτομέρειες για τα έξι γονιδιώματα Brettanomyces που ακολουθούνται τώρα. 
ΔΠ=Δεν Περιγράφεται 

 Curtin et al. 
(2012b) 

Piskur et 
al. (2012) 

Crauwels 
et al. 
(2014) 

Borneman 
et al. 
(2014) 

Borneman 
et al. 
(2014) 

Valdes et 
al. (2014) 

Είδος B/D 
bruxellensis 

B/D 
bruxellensis 

B/D 
bruxellensis 

B/D 
bruxellensis 

B/D 
bruxellensis 

B/D 
bruxellensis 

Κωδικός 
αποτυπώματος 

AWRI1499 CBS2499 ST05.12/22 AWRI 1608 AWRI 1613 LAMAP 
2480 

Οικολογική θέση κρασί κρασί μπύρα κρασί κρασί κρασί 

Χώρα 
προέλευσης 

Αυστραλία Γαλλία Βέλγιο Αυστραλία Αυστραλία Χιλή 

Μέγεθος 
γονιδιώματος 

12.7 13.4 13.0 ΔΠ ΔΠ ΔΠ 

Μέση κάλυψη 26× 128× 100–
110× 

61× 68× 26× 

πλοειδία τριπλοειδές διπλοειδές διπλοειδές τριπλοειδές διπλοειδές ΔΠ 

 

 Φαινότυπος Brettanomyces 

Το Brettanomyces είναι ένας καλά προσαρμοσμένος ειδικός μικροοργανισμός για 

ζύμωση. Λόγω της ποικιλομορφίας που περιγράφηκε ανωτέρω είναι σημαντικό να 

αναφερθεί ότι δεν μοιράζονται όλα αυτά τα είδη Brettanomyces τον ίδιο φαινότυπο. Το 

πρότυπο ανάπτυξης και ζύμωσης του Brettanomyces επηρεάζεται σε μεγάλο βαθμό από 
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περιβαλλοντικούς παράγοντες (Steensels et al,2015).Ο B. Bruxellensis ως το πιο 

ευρέως διαδεδομένο είδος του και καλύτερα μελετημένο είναι εκείνο που θα δώσει τις 

περισσότερες πληροφορίες για το πως δρα σε συγκεκριμένες συνθήκες. Ακόμα κι αν οι 

γενεαλογίες των B. bruxellensis και S. cerevisiae διαχωρίστηκαν πριν από περίπου 200 

εκατομμύρια χρόνια, και οι δύο μοιράζονται αρκετά περίεργα και μάλλον ασυνήθιστα 

χαρακτηριστικά (υψηλή αντοχή στην οσμωτική πίεση και την αιθανόλη και ανάπτυξη σε 

περιβάλλοντα περιορισμένου οξυγόνου και χαμηλού pH) που τους επιτρέπουν να 

ευδοκιμήσουν σε πολλά περιβάλλοντα αλκοολικής ζύμωσης. Παρά το γεγονός ότι 

ορισμένα από αυτά τα χαρακτηριστικά είναι συνηθισμένα σε όλα τα γένη ζύμης, αυτοί οι 

παράγοντες σπάνια συνδυάζονται σε ένα είδος (Piskur et al., 2006).  

 

 Επίδραση οξυγόνου  

Η διαθεσιμότητα οξυγόνου επηρεάζει έντονα τη συμπεριφορά του 

Brettanomyces. Παρόμοια με το S. cerevisiae, τα συνηθέστερα μελετημένα είδη 

Brettanomyces (B. bruxellensis και B anomala) είναι προαιρετικά αναερόβια. Είναι 

ενδιαφέρον, σε αντίθεση με το φαινόμενο Pasteur που θέτει ότι οι ζύμες προτιμούν γενικά 

την αναπνοή από τη ζύμωση εάν υπάρχει οξυγόνο και το οποίο παρατηρείται στο 

Saccharomyces spp., όταν οι συγκεντρώσεις σακχάρου είναι χαμηλές, ο μεταβολισμός 

των υδατανθράκων του B. bruxellensis υποβάλλεται σε «αρνητικό αποτέλεσμα Pasteur», 

που σημαίνει ότι η ζύμωση της γλυκόζης σε αιθανόλη εμποδίζεται σε πλήρως αναερόβιες 

συνθήκες και διεγείρεται παρουσία οξυγόνου (Barnett et al, 2005, Wijsman et al., 1984, 

Wikén et al., 1961). Φαίνεται να εμπλέκονται διάφοροι παράγοντες, που σχετίζονται με 

την αδυναμία του B. bruxellensis να αποκαταστήσει ή να διατηρήσει την εσωτερική 

ισορροπία οξειδοαναγωγής όταν εισήχθη σε αναερόβιες συνθήκες. Όπως περιγράφηκε 

νωρίτερα, το B.bruxellensis παράγει υψηλές ποσότητες οξικού οξέος σε αερόβιες 

συνθήκες μέσω μιας αφυδρογονάσης NAD + -αλδεϋδης. Αυτή η μη αναστρέψιμη 

οξειδωτική μετατροπή από ακεταλδεΰδη σε οξικό οξύ παράγει NADH. Όταν υπάρχει 

οξυγόνο ή άλλος εξωτερικός υποδοχέας ηλεκτρονίων, αυτός ο NADH μπορεί εύκολα να 

μετατραπεί σε NAD + (Scheffers, 1961). Ωστόσο, όταν μεταφέρεται από αερόβιο σε 

αναερόβιο περιβάλλον, η έλλειψη NAD + που προκαλείται από τη μετατροπή της 

ακεταλδεΰδης σε οξικό οξύ οδηγεί γρήγορα σε απόφραξη της γλυκόλυσης (Wijsman et 

al., 1984). Ενώ αρκετές ζύμες όπως το S. cerevisiae μπορούν να αποκαταστήσουν την 

ισορροπία της οξειδοαναγωγής τους σε αναερόβιες συνθήκες παράγοντας 

δευτερογενείς μεταβολίτες όπως η γλυκερόλη, το B. bruxellensis δεν είναι σε θέση να το 

κάνει αυτό, πιθανώς επειδή στερούνται (ή παρουσιάζουν μόνο πολύ περιορισμένη) 
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δραστικότητα φωσφατάσης 3-φωσφορικής γλυκερόλης (Tiukova et al., 2013; Wijsman 

et al., 1984).  

Παρά το γεγονός ότι αυτή η αδυναμία παραγωγής γλυκερίνης δίνει στο B. 

bruxellensis ανταγωνιστικό πλεονέκτημα έναντι του S. cerevisiae σε περιβάλλον 

ζύμωσης που περιορίζει τα θρεπτικά συστατικά (δεδομένου ότι η παραγωγή γλυκερόλης 

είναι μια διαδικασία που καταναλώνει ενέργεια), μειώνει την ταχύτητα ανάπτυξης σε 

αναερόβιες συνθήκες και προκαλεί σημαντική καθυστέρηση όταν τα κύτταρα 

μεταφέρονται από αερόβιο σε αναερόβιο περιβάλλον .  

Μια επιπλέον αιτία του φαινομένου Custers αποκαλύφθηκε με προσδιορισμό 

αλληλουχίας RNA του B. bruxellensis που αναπτύχθηκε σε μικροαεροβικές συνθήκες 

(Tiukova et al., 2013). Αυτή η μελέτη αποκάλυψε την παρουσία και την εξαιρετικά υψηλή 

έκφραση του αναπνευστικού συμπλόκου I NADH- αναγωγάση ουβικινόνης σε συνθήκες 

περιορισμένου οξυγόνου, κάτι που είναι ασυνήθιστο για τις θετικές ζύμες Crabtree 

(Procházka et al., 2010). Η δραστηριότητα αυτού του συμπλόκου της μιτοχονδριακής 

αναπνευστικής αλυσίδας (η οποία απουσιάζει από το S. cerevisiae) οδηγεί σε πιο 

αποτελεσματικό μεταβολισμό σε συνθήκες χαμηλού οξυγόνου, περιοριστικές θρεπτικές 

ουσίες, καθώς περισσότερη ATP μπορεί να παραχθεί μέσω αναπνοής (Leite et al., 2013 

). Αυτή η σχετικά υψηλή έκφραση των ενζύμων που παράγουν NADH (σε σύγκριση με 

τα ένζυμα που δημιουργούν NAD +) υποστηρίζει περαιτέρω τον πρωταρχικό ρόλο της 

ανισορροπίας της οξειδοαναγωγής στο φαινόμενο Custers. Μόνο όταν ενεργοποιούνται 

άλλες (αργές) οδοί ενδοκυτταρικής επαναξείδωσης του NADH, όπως μείωση 

υδροξυτυρενίων στα παράγωγα αιθυλίου τους ή ένας εξωτερικός δέκτης ηλεκτρονίων, 

όπως η ακετοΐνη (Scheffers, 1966), προστίθεται, το B. bruxellensis θα είναι σε θέση να 

ξεφύγει από την αερόβια προς την αναερόβια φάση καθυστέρησης και θα αρχίσει να 

παράγει ξανά αιθανόλη (χωρίς παραγωγή οξικού οξέος) (Steensels et al,2015). Είναι 

σημαντικό να αναφερθεί ότι δεν δρούν όλα τα είδη του Brettanomyces εκφράζοντας τον 

ίδιο φαινότυπο στην επίδραση του οξυγόνου, για παράδειγμα, ο B. naardenensis, δεν 

είναι σε θέση να αναπτυχθεί απουσία οξυγόνου (Rozpedowska et al., 2011). 

 Πηγή αζώτου 

Ένα από τα πιο συναρπαστικά χαρακτηριστικά του B. bruxellensis είναι η 

ικανότητά του να αντισταθμίζει το S. cerevisiae, κατ 'εξοχήν, σε ορισμένες συνθήκες 

ζύμωσης, όπως σε μονάδες παραγωγής αιθανόλης στη Σουηδία και τη Βραζιλία 

(Passoth et al., 2007). Τα χαρακτηριστικά και η διαθεσιμότητα της πηγής αζώτου συχνά 

προτείνονται να είναι καθοριστικοί παράγοντες για το ποσοστό επιτυχίας των 

αυτόχθονων οργανισμών σε αυτές τις θέσεις. Σύμφωνα με αυτήν τη θεωρία, προτάθηκε 
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ότι το B. bruxellensis μπορεί να χρησιμοποιήσει τις διαθέσιμες πηγές αζώτου πιο 

αποτελεσματικά σε σύγκριση με το S. cerevisiae (Conterno et al., 2006, de Barros Pita 

et al., 2011). Σε αντίθεση με το S. cerevisiae, το B. bruxellensis είναι ικανό να 

χρησιμοποιήσει το νιτρικό άλας ως μοναδική πηγή αζώτου και μπορεί επίσης να το 

καταναλώσει μαζί με άλλες πηγές (de Barros Pita et al., 2011). 

 Παρά το γεγονός ότι ο μεταβολισμός των νιτρικών αλάτων απαιτεί ενέργεια και 

ως εκ τούτου προκαλεί μειωμένη ανάπτυξη των κυττάρων και παραγωγή αιθανόλης σε 

συνθήκες περιορισμένες σε οξυγόνο, παρέχει στον B. bruxellensis πλεονέκτημα σε 

ζυμώσεις βιοαιθανόλης όπου η σχετική ποσότητα νιτρικών μπορεί να είναι υψηλή (de 

Barros Pita et al. , 2013). Πράγματι, αυτό το χαρακτηριστικό δείχνει μια υψηλή 

μεταβλητότητα μεταξύ διαφορετικών στελεχών B. bruxellensis (Conterno et al., 2006, 

Crauwels et al., 2014), που πιθανώς εξηγείται από τις (μερικές φορές μειονεκτικές) 

φυσιολογικές επιδράσεις της χρήσης νιτρικών (Borneman et al., 2014, Galafassi et al., 

2013). Σε αναερόβιες συνθήκες, είναι ενδιαφέρουσα η παρουσία νιτρικών στο μέσο 

ζύμωσης που επιτρέπει την παραγωγή οξικού οξέος (συνήθως δεν αντιμετωπίζεται σε 

αναερόβιες συνθήκες) και ταυτόχρονα καταργεί το φαινόμενο Custers .Επιπλέον, το 

οξικό οξύ (και όχι η αιθανόλη) είναι ο κύριος μεταβολίτης που παράγεται από τη γλυκόζη 

σε αερόβιες συνθήκες όταν μόνο νιτρικό υπάρχει ως πηγή αζώτου. Και τα δύο φαινόμενα 

οφείλονται πιθανώς στη δραστηριότητα των νιτρικών και της νιτρώδους αναγωγάσης, οι 

οποίες χρησιμοποιούν το NAD(P)H ως δότες ηλεκτρονίων και λειτουργούν ως 

οξειδοαναγωγική βαλβίδα σε αναερόβιες συνθήκες ή ανταγωνίζονται με την 

αφυδρογονάση αλκοόλης για το NADH σε αερόβιες συνθήκες. Παρά τα σαφή 

πλεονεκτήματα της χρήσης νιτρικών σε συγκεκριμένες θέσεις, όπως ορισμένες ζυμώσεις 

βιοαιθανόλης, το ισοζύγιο κόστους-ωφέλειας της χρήσης νιτρικών μπορεί να ευνοήσει 

την απώλεια αυτού του χαρακτηριστικού σε ορισμένες θέσεις και να εξηγήσει την 

παρατηρούμενη ποικιλομορφία αυτού του χαρακτηριστικού μεταξύ διαφορετικών 

στελεχών, παρόλο που περαιτέρω απαιτείται έρευνα για τη διερεύνηση αυτής της 

υπόθεσης (Steensels et al,2015). 

 Πηγή άνθρακα 

Το Brettanomyces είναι σε θέση να ζυμώνει ένα ευρύ φάσμα πηγών άνθρακα, 

αλλά το κάθε ένα, με πολύ διαφορετικούς ρυθμούς. Ο B. bruxellensis έχει αποδειχτεί ότι 

είναι σε θέση να ζυμώνει μαλτόζη και φρουκτόζη, αν και με χαμηλότερο ρυθμό σε 

σύγκριση με τη γλυκόζη (Blomqvist, 2011, de Barros Pita et al., 2013). Η αποτελεσματική 

κατανάλωση σακχαρόζης εξαρτάται από την έκφραση ενός μεταφορέα σακχαρόζης 

υψηλής απόδοσης (για τον οποίο δεν υπάρχουν ομόλογα στο S. cerevisiae) και μπορεί 
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να είναι το κλειδί για την υψηλή ανταγωνιστικότητα αυτής της ζύμης σε ζυμώσεις με βάση 

τη σακχαρόζη (de Barros Pita et al., 2011, Tiukova et al., 2013).  

Επιπρόσθετα, προτάθηκε ότι μια υψηλότερη ικανότητα γλυκόζης του B. 

bruxellensis σε περιοριστικές συνθήκες άνθρακα (πιθανώς μεσολαβείται από το 

ορθόλογο του γονιδίου Candida albicans HGT1, που κωδικοποιεί έναν μεταφορέα 

γλυκόζης υψηλής ικανότητας H + -symport) μπορεί τουλάχιστον να εξηγήσει εν μέρει την 

επιτυχία της στις καλλιέργειες βιοαιθανόλης (Leite et al., 2013). Είναι ενδιαφέρον ότι η 

ικανότητα ζύμωσης της γαλακτόζης φάνηκε να ποικίλλει μεταξύ των στελεχών B. 

bruxellensis (Crauwels et al., 2014). Η ίδια μεταβλητότητα συναντήθηκε στο 

Saccharomyces kudriavzevii, με ιαπωνικά (αλλά όχι ευρωπαϊκά) προϊόντα απομόνωσης 

να μην μπορούν να χρησιμοποιήσουν γαλακτόζη. Υποτίθεται ότι το κόστος της ύπαρξης 

μιας λειτουργικής οδού γαλακτόζης είχε ως αποτέλεσμα επιλεκτική πίεση στον ιαπωνικό 

πληθυσμό S. kudriavzevii, με αποτέλεσμα την απώλεια λειτουργίας όλων των 

μονοπατιών της διαδρομής (Hittinger et al., 2010). Ωστόσο, δεν είναι σαφές εάν υπάρχει 

παρόμοια επιλεκτική πίεση στο B. bruxellensis (Borneman et al., 2014).  

Ίσως το πιο σημαντικό χαρακτηριστικό είναι πως ο Brettanomyces μπορεί 

επίσης να αποικοδομήσει και να ζυμώσει σύνθετα σάκχαρα που δεν μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν εύκολα για το Saccharomyces spp., Όπως η κυτταροβιόζη και οι 

δεξτρίνες. Η κυτταροβιόζη, ένας δισακχαρίτης που υπάρχει σε υποστρώματα 

βιοαιθανόλης δεύτερης γενιάς [σχηματίζεται από την ατελή υδρόλυση (λιγνο) κυτταρίνης] 

και ξύλου (π.χ. σε βαρέλια που χρησιμοποιούνται σε ζύμωση κρασιού ή μπύρας), μπορεί 

να αποδομηθεί από β-γλυκοσιδάση, ένα ένζυμο συχνά παράγεται από Brettanomyces 

(Blondin et al., 1983, Moon et al., 2001). Το στέλεχος B. bruxellensis GDB284 

αποδείχτηκε πως είναι ένα στέλεχος ικανό να μεταβολίζει την κυτταροβιόζη, προτάθηκε 

πρόσφατα ως καλλιέργεια εκκίνησης για την παραγωγή βιοαιθανόλης της Βραζιλίας 

(Reis et al., 2014). 

Οι δεξτρίνες, όπως η μαλτοτετραόζη και η μαλτοπενταζόζη, υπάρχουν ως 

υπολειμματικά σάκχαρα μετά την κύρια ζύμωση της μπύρας. Το Brettanomyces παράγει 

α-γλυκοσιδάση, επιτρέποντάς τους να υδρολύσουν αυτά τα σύνθετα σάκχαρα σε 

μονάδες γλυκόζης (Kumara et al., 1993, Kumara and Verachtert, 1991), αποδίδοντας 

μπύρες «υπερθερμικές» (υπερ-ζυμωμένες) με ελαφρώς υψηλότερα επίπεδα αιθανόλης 

και χαμηλότερες συγκεντρώσεις υπολειμματικών σακχάρων (και επομένως χαμηλότερη 

περιεκτικότητα σε θερμίδες) (Steensels et al,2015). 
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 Διοξείδιο του θείου  

Η αντοχή που έχει αποδείξει ο Brettanomyces στο διοξείδιο του θείου είναι 

περιγράφεται ως μια βιώσιμη αλλά μη καλλιεργούμενη κατάσταση (VBNC) (Steensels et 

al,2015). Η επίδραση του στον μεταβολισμό του Brettanomyces έχει ιδιαίτερη σημασία 

για τη βιομηχανία οίνου, όπου δεν υπάρχει στάδιο βρασμού για την απολύμανση του 

μέσου ζύμωσης (όπως π.χ. στην παρασκευή μπύρας) και η χρήση συντηρητικών, όπως 

το διοξείδιο του θείου, είναι ο πιο κοινός τρόπος για τον έλεγχο της μικροβιακής 

μόλυνσης. Επομένως, αρκετές ομάδες έχουν διερευνήσει την ευαισθησία του 

Brettanomyces και ειδικά του B. bruxellensis, σε αυτό (Agnolucci et al., 2010, Curtin et 

al., 2012a, Duckitt, 2012).  

Κατά τη διάρκεια της ζύμωσης του κρασιού, διάφορα είδη ζύμης μπορούν να 

εισέλθουν σε μια λεγόμενη βιώσιμη αλλά μη καλλιεργούμενη κατάσταση (VBNC) μετά 

από έντονο στρες (Salma et al., 2013, Serpaggi et al., 2012). Το VBNC έχει περιγραφεί 

ως φυσιολογική κατάσταση όπου τα κύτταρα εμφανίζουν χαμηλά επίπεδα μεταβολικής 

δραστηριότητας αλλά δεν μπορούν να αναπτυχθούν ή να πολλαπλασιαστούν σε μη 

επιλεκτικά μέσα. Αυτή η κατάσταση περιγράφεται συχνά σε βακτήρια, αλλά είναι πιο 

σπάνια (ή τουλάχιστον λιγότερο συχνά αναφέρεται) σε ζύμες. Ωστόσο, το SO2 

Εικόνα 2.3 : Πηγές άνθρακα προσβάσιμες από το Brettanomyces και τα σημαντικότερα μεταβολικά 

προϊόντα (Freer, 2002). 
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αποδείχθηκε ότι προκαλεί απώλεια καλλιέργειας αλλά διατηρεί τη βιωσιμότητα σε είδη 

ζυμομυκήτων που σχετίζονται με το κρασί, όπως S. cerevisiae (Salma et al., 2013) και 

B. bruxellensis (Agnolucci et al., 2010, du Toit et al., 2005, Serpaggi et al., 2012, Zuehlke 

and Edwards, 2013). Επιπλέον, αποδείχθηκε ότι αυτή η κατάσταση ήταν αναστρέψιμη, 

καθώς η απομάκρυνση του στρες αυξάνοντας το ρΗ του μέσου (για μείωση της 

συγκέντρωσης τοξικού SO2) επέτρεψε στα κύτταρα ζύμης VBNC να αναγεννηθούν 

(Salma et al., 2013, Serpaggi et al ., 2012). Ωστόσο, οι αναφορές για την επίδραση του 

διοξειδίου του θείου στην αδρανοποίηση του B. bruxellensis είναι συχνά αντιφατικές 

(Chatonnet et al., 1992, Gerbeaux et al., 2002). Πράγματι,η φύση που εξαρτάται από το 

στέλεχος αυτού του χαρακτηριστικού, τονίζεται από τον Curtin και την ομάδα του (Curtin 

et al. 2012a), ο οποίος διαπίστωσε ότι η μέγιστη ανοχή σε θείο για τα 41 δοκιμασμένα 

στελέχη D. bruxellensis ποικίλλουν σε εύρος τιμών. Πρόσφατα, μια παρόμοια δοκιμή 

πραγματοποιήθηκε από τους Vigentini και τους συναδέλφους του, ο οποίος δοκίμασε 

108 στελέχη B. bruxellensis για αντοχή στο διοξείδιο του θείου. Επιβεβαίωσαν και αυτοί, 

λοιπόν, την αξιοσημείωτη μεταβλητότητα μεταξύ των ειδών και εντόπισαν δύο στελέχη 

που θα μπορούσαν να ανεχθούν έως 0,6 mg L − 1 μοριακού SO2 (Vigentini et al., 2013).  

Ο αρωματικός χαρακτηρισμός μολυσμένων οίνων αποκάλυψε ότι τα κύτταρα VBNC 

Brettanomyces διατηρούν συχνά την ικανότητα χαλάρωσης και συνεχίζουν να παράγουν 

(χαμηλές συγκεντρώσεις) πτητικών φαινολών (Agnolucci et al., 2010, Serpaggi et al., 

2012), αν και τα αποτελέσματα είναι μερικές φορές αντιφατικά (Zuehlke and Edwards , 

2013). 

Αρκετές πρόσφατες μελέτες διερεύνησαν τις φυσιολογικές μεταβολές του B. 

bruxellensis μετά το stress του διοξειδίου του θείου και την είσοδο VBNC. Η 

κυτταροτοξικότητα του θείου σε φυτά και άλλα ευκαρυωτικά προκαλείται από τις 

ελεύθερες ρίζες (όπως OH • και H2O2) που σχηματίζονται όταν το SO2 μετατρέπεται 

από HSO3 ή SO2− σε SO2− και επομένως θα μπορούσε να προκαλέσει οξειδωτικό στρες 

και συνεπώς αυξημένη ζήτηση NADPH (Vigentini et al., 2013). Μελέτες που στοχεύουν 

το μεταβολώμα (Vigentini et al., 2013) και το πρωτόμετρο (Serpaggi et al., 2012) των 

κυττάρων B2D με έμφαση σε διοξείδιο του θείου φαίνεται να υποστηρίζουν αυτήν την 

υπόθεση. Οι Serpaggi και οι συνεργάτες του (Serpaggi et al., 2012) απέδειξαν ότι 

υπάρχει μειωμένη γλυκολυτική ροή σε συνδυασμό με αλλαγές στην ομοιόσταση των 

οξειδοαναγωγικών κυττάρων και στους μηχανισμούς προστασίας στα κύτταρα VBNC 

(υπαινιγμός για τη διατήρηση ορισμένων μοριακών μηχανισμών μεγάλης κλίμακας 

μεταξύ ζύμης και βακτηρίων κατά την είσοδο σε κατάσταση VBNC). Πρόσφατα, (Vigentini 

et al., 2013) εντοπίστηκαν αρκετές μεταβολικές αλλαγές σε απόκριση στο στρες 
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διοξειδίου του θείου, οι περισσότερες από τις οποίες έδειχναν αυξημένη ζήτηση 

NAD(P)H.  Συγκεκριμένα, παρατήρησαν μια μείωση στα επίπεδα των 

κυτταροπλασματικών πολυολών και μια μεταβολή των μεταβολιτών που συμμετείχαν 

στην οδό γλυκεροφωσφολιπιδίων (γλυκερόλη-3-φωσφορική και μυο-ινοσιτόλη) όταν τα 

κύτταρα εκτέθηκαν σε υποθανατικές συγκεντρώσεις διοξειδίου του θείου. Οι συγγραφείς 

δεν εντόπισαν μεταβολή στην οδό της φωσφορικής πεντόζης, η οποία οδήγησε στο 

συμπέρασμα ότι η χρήση του NADPH θα μπορούσε να εκτραπεί σε άλλες οδούς 

(Vigentini et al., 2013). Επιπλέον, παρατήρησαν αυξημένη συγκέντρωση ορισμένων 

αμινοξέων (αλανίνη, γλουταμικό οξύ, γλυκίνη, προλίνη, 5-οξοπρολίνη, σερίνη και 

βαλίνη), η οποία θα μπορούσε να οφείλεται σε γενική καταστολή της πρωτεϊνικής 

σύνθεσης, σε αυξημένες οδούς γλυκολυτικού ή τρικαρβοξυλικού οξέος ή στον μηχανισμό 

αποτοξίνωσης (Vigentini et al., 2013).  

 Θερμοκρασία 

Οι βέλτιστοι ρυθμοί αύξησης του Brettanomyces κυμαίνονται γενικά μεταξύ 

25°C και 28 ° C (Fugelsang and Edwards, 2007, Zuehlke and Edwards, 2013). Αρκετές 

μελέτες έδειξαν ότι η απόδοση αιθανόλης, η παραγωγικότητα και η ανάπτυξη γενικά 

επηρεάζονται οριακά από τη θερμοκρασία (Blomqvist et al., 2010, Brandam et al., 2008). 

Μια μελέτη των Blomqvist και συνεργατών (Blomqvist et al., 2010) απέδειξε ότι η 

παραγωγικότητα του B.  bruxellensis CBS11269 εξαρτάται πολύ ελαφρώς από τη 

θερμοκρασία μεταξύ 25 ° C και 37 ° C, ακόμη και σε ποικίλες τιμές pH. Αυτή η ευελιξία 

μπορεί να εξηγήσει περαιτέρω την ανθεκτικότητα του Brettanomyces σε γρήγορα 

μεταβαλλόμενα περιβάλλοντα όπως οι διαδικασίες ζύμωσης (Steensels et al,2015).  

 Αιθανόλη 

Τα περισσότερα στελέχη Brettanomyces εμφανίζουν υψηλή αντίσταση έναντι 

της αιθανόλης, ένα χαρακτηριστικό που είναι κρίσιμο για την επιβίωση σε ένα περιβάλλον 

ζύμωσης. Ωστόσο, σε γενικές γραμμές, το Brettanomyces είναι ελαφρώς πιο ευαίσθητο 

σε σύγκριση με τα περισσότερα στελέχη S. Cerevisiae. Στο B. bruxellensis, τα πειράματα 

σε συνθετικά μέσα δείχνουν ότι το 14,5-15,0% (v v − 1) της αιθανόλης είναι πιθανό να 

είναι το ανώτερο όριο που επιτρέπει την αύξηση της Brettanomyces στα κρασιά. Ωστόσο, 

αυτό το χαρακτηριστικό εξαρτάται από το στέλεχος και από περιβαλλοντικούς 

παράγοντες, όπως το pH και η συγκέντρωση ελεύθερου θείου (Sturm et al., 2014). Είναι 

σημαντικό ότι διαφορετικά επίπεδα στο στρες αιθανόλης επηρεάζουν την παραγωγή 

Brettanomyces, με θετική συσχέτιση μεταξύ της πίεσης της αιθανόλης και της 

παραγωγής αρκετών αιθυλεστέρων, φαινυλαιθανόλης και 4-αιθυλογουαιακόλης . 
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3. Ζυμώσεις 

3.1 Σημασία Brettanomyces σε ζυμώσεις 

O Brettanomyces  spp. έχει απομονωθεί οικολογικά από αυθόρμητες 

διαδικασίες ζύμωσης όπως αυτές των οινοπνευματωδών ποτών (μπύρα, κρασί, μηλίτης, 

τεκίλα), αναψυκτικών, γαλακτοκομικών προϊόντων, kombucha, ξινών ζυμών και ελιών. 

Σήμερα, έχει αναγνωριστεί η σημασία των ειδών Brettanomyces στη ζύμωση μπύρας, 

κρασιού και βιοαιθανόλης (Colomer et al, 2018) αλλά τα μοριακά και βιοχημικά 

χαρακτηριστικά αυτών των ειδών που απαιτούνται για την παρασκευή είναι ελάχιστα 

κατανοητά μιας και ο ρόλος του Brettanomyces σε αυτές τις ζυμώσεις είναι συχνά 

διφορούμενος, όπως έχει αναφερθεί. 

Γενικά τα είδη Brettanomyces μοιράζονται πολυάριθμους φαινοτύπους με το S. 

cerevisiae που ενδιαφέρουν τη βιομηχανία παρασκευής, συμπεριλαμβανομένης της 

βιοχημικές και μοριακές πτυχές (μεταγραφική πλαστικότητα για την αντιμετώπιση των 

προβλημάτων που προκαλούν στρες) (Rozpedowska et al, 2011).  

Ο συνδυασμός σε υψηλή ανοχή στην αιθανόλη, η δυνατότητα ανάπτυξης σε 

αναερόβιες συνθήκες με ευρύ φάσμα πηγών άνθρακα, έχοντας την ικανότητα να 

χρησιμοποιεί σύνθετους υδατάνθρακες (όπως μαλτοτετραόζη και μαλτοπενταζόζη),  και 

με πηγή αζώτου ακόμη και αποκλειστικά το νιτρικό , η αντοχή στο διοξείδιο του θείου και 

παράγοντας οξικό οξύ ώστε να αναστέλλει την ανάπτυξη άλλων μικροβίων, καθιστά τον 

Brettanomyces έναν ιδιαίτερα ενδιαφέρον μικροοργανισμό. Παρακάτω  θα περιγραφεί η 

ζύμωση χαρακτηριστικών προϊόντων του ώστε να διαπιστωθεί πως επιδρά στο καθένα 

ξεχωριστά.  

3.2 Brettanomyces στη μπύρα 

Η μπύρα, ένα από τα παλαιότερα βιοτεχνολογικά προϊόντα, έχει σημαντικό 

θρεπτικό, κοινωνικό, επιστημονικό και οικονομικό αντίκτυπο. Η μπύρα συνδυάζει βύνη 

δημητριακών, λυκίσκο ή / και διαφορετικά βότανα και νερό για να δημιουργήσει βύνη που 

ζυμώνεται από γηγενείς ζύμες / βακτήρια ή, πιο συχνά, από καθαρές καλλιέργειες των 

ειδών Saccharomyces. Σύμφωνα με τα αρχαιολογικά δεδομένα, η μπύρα μπορεί να 

εντοπιστεί στις πρώτες γεωργικές κοινωνίες πριν από 10.000 χρόνια, που συμπίπτει με 

την εξημέρωση των δημητριακών . Επί του παρόντος, η κατανάλωση μπύρας αυξάνεται 

γενικά παγκοσμίως και η βιομηχανία ζυθοποιίας παρουσιάζει ευρεία ανάπτυξη( 

Menoncin και Bonato,2019). 

Διάφορα είδη ζύμης ανακαλύφθηκαν μόνο ότι είναι υπεύθυνα για τη ζύμωση 

μπύρας τη δεκαετία του 1860 ως συνέπεια της εργασίας του Louis Pasteur (Barnett, 

1998) . Η αναγνώριση της ζύμης και η εξημέρωσή της επέτρεψαν καλύτερο έλεγχο της 
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διαδικασίας ζύμωσης και βελτίωση της ποιότητας του τελικού προϊόντος, οδηγώντας 

στην επιλογή μιας πληθώρας στελεχών ζύμης που χρησιμοποιούνται στην παρασκευή 

(Boulton and Quain, 2001). Αυτά τα στελέχη ζύμης περιλαμβάνουν Saccharomyces 

cerevisiae, Saccharomyces pastorianus και ημι-εξημερωμένα μη συμβατικά είδη 

(Bokulich and Bamforth, 2013). Ένα μη συμβατικό γένος ζύμης παρασκευής που 

προσελκύει την προσοχή λόγω των ασυνήθιστων χαρακτηριστικών του είναι το 

Brettanomyces (Michel et al, 2016). Ο Niels Hjelte Claussen ανέφερε για πρώτη φορά 

αυτό το γένος το 1904, ενώ έψαχνε στο Carlsberg Brewery για μια εξήγηση για τα 

ιδιαίτερα χαρακτηριστικά των αγγλικών αποθεμάτων μπύρας (π.χ. άφθονος και διαρκής 

αφρός, οξέα και πτητικές ουσίες (Claussen, 1904).  

Ενώ, λοιπόν, η συντριπτική πλειονότητα των ειδών μπύρας παρασκευάζεται 

από καθαρές καλλιέργειες των ζυμών S. cerevisiae (ale) ή S. pastorianus (lager), κάποιοι 

τύποι μπύρας βασίζονται σε φυσικό εμβολιασμό (Bokulich and Bamforth, 2013, Martens 

et al., 1997; Verachtert, 1992). Παρόλο που παράγονται πολλοί τύποι τέτοιων ειδών 

μπύρας, κυρίως στην Αφρική (π.χ. Kayode et al., 2011, Sawadogo-Lingani et al., 2007), 

τα πιο γνωστά είναι οι μπύρες lambic και gueuze που παράγονται στη γύρω περιοχή 

των Βρυξελλών, στο Βέλγιο. Λόγω των μοναδικών αισθητήριων χαρακτηριστικών τους, 

πολλές ζυθοποιίες σε όλο τον κόσμο μιμούνται τη διαδικασία παραγωγής τους και 

αναπτύσσουν παρόμοια στυλ μπύρας, όπως το American Coolship Ales (Bokulich et al., 

2012).Οι μπύρες τύπου lambic χαρακτηρίζονται από έναν πολύ μεγάλο χρόνο ζύμωσης 

και μια πλούσια, περίπλοκη επίγευση με ιδιαίτερους τόνους που σχετίζονται με την 

πλούσια βακτηριακή και μυκητιακή ανάπτυξη που ευδοκιμεί κατά τη διάρκεια αυτών των 

ζυμώσεων. Το μικροβίωμα σε αυτές τις ζυμώσεις είναι πολύπλοκο, με πολλά γένη ζύμης 

και βακτηρίων να συνυπάρχουν και να ποικίλλουν με την πάροδο του χρόνου (Steensels 

and Verstrepen, 2014). Το είδος μπύρας lambic περιγράφηκε διεξοδικά το 1977 (Van 

Oevelen et al., 1977) και πρόσφατα διερευνήθηκε εκ νέου χρησιμοποιώντας σύγχρονες 

τεχνικές. Αυτές οι μελέτες δείχνουν ότι ο μικροβιακός πληθυσμός αποτελείται κυρίως 

από ζύμες και LAB (κυρίως Lactobacilli και Pediococci). Ενώ το μεγαλύτερο μέρος της 

αλκοολικής ζύμωσης πραγματοποιείται από το S. cerevisiae, σε μεταγενέστερα στάδια, 

όταν εξαντλούνται οι περισσότεροι μικρού μήκους ολιγοσακχαρίτες όπως η μαλτόζη και 

η μαλτοτριόζη, ο S. cerevisiae σταδιακά αντισταθμίζεται από Brettanomyces. Κυρίως, δε 

από τον B. Bruxellensis και είναι μια διαδικασία που συμβαίνει συνήθως μετά από 4-8 

μήνες (Bokulich et al., 2012, Van Oevelen et al., 1977). Το Brettanomyces διατηρεί το 

πιο διαδεδομένο γένος ζύμης μέχρι το τέλος της ζύμωσης. Κατά τη διάρκεια αυτής της 

φάσης της ζύμωσης (που ονομάζεται περίοδος ωρίμανσης), η συγκεκριμένη μεταβολική 
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δραστηριότητα του Brettanomyces , συμπεριλαμβάνει την εστεράση, την β-

γλυκοσιδάση,την α-γλυκοσιδάση και τη δραστηριότητα VPR και καθώς ο μεταβολισμός 

που σχετίζεται με τα βακτήρια LAB προκαλεί δραστικές αλλαγές στο οργανοληπτικά 

χαρακτηριστικά του ποτού, οδηγεί σε ένα ποτό με μια μοναδική επίγευση (Verachtert, 

1992). Η  υψηλή δραστικότητα εστεράσης, υπεύθυνη για τη βιοσύνθεση των εστέρων 

που έχουν φρουτώδη γεύση (Spaepen et al, 1982). Επιπλέον, ο Brettanomyces 

απελευθερώνει αρωματικές δραστικές ενώσεις σε απόκριση της δραστικότητας της β-

γλυκοσιδάσης, η οποία αποικοδομεί τους γλυκοζίτες από λυκίσκο ή φρούτα σε 

αγλυκόνες (π.χ. λινολοόλη) (Daenen et al, 2008a). Επιπλέον, τα είδη Brettanomyces 

παράγουν φαινόλες κεραμιδιών από βότανα όπως 4-βινυλογουαιακόλη (γεύση 

γαρίφαλου) και τετραϋδροπυριδίνες (γεύση τύπου μπισκότου mousy / cracker) (Kosel et 

al, 2014). Μαζί, αυτές οι μελέτες αποκάλυψαν ένα σταθερό μικροβιακό πρόγραμμα που 

παρέχεται μεταξύ διαδοχικών παρτίδων.  

Επιπλέον, ο πυρήνας του μικροβιώματος είναι συνεπής σε διαφορετικές 

περιοχές: τα κυρίαρχα είδη (όπως S. cerevisiae και B. bruxellensis) βρέθηκαν σε όλες 

τις ζυμώσεις, ενώ η παρουσία άλλων ειδών, όπως τα εντεροβακτήρια στην έναρξη της 

ζύμωσης, αποδείχθηκε ότι εξαρτώνται από την περιοχή. Αυτά τα ευρήματα 

υποδηλώνουν την παρουσία ενός συγκεκριμένου, σταθερού μικροβιώματος ζυθοποιίας 

που διατηρείται στα μηχανήματα, τα βαρέλια, τις δεξαμενές και άλλες επιφάνειες του 

ζυθοποιείου. 

Γενικά, η διαδικασία ζύμωσης μπύρας αποτελείται από τέσσερις φάσεις, 

καθεμία από τις οποίες χαρακτηρίζεται από μια τυπική μικροβιακή κοινότητα. Η αρχική 

φάση ξεκινά μετά από 3 έως 7 ημέρες ζύμωσης και συνεχίζεται έως 30 έως 40 ημέρες. 

Αυτή η φάση χαρακτηρίζεται από μια ευρεία μικροβιακή ποικιλομορφία που αποτελείται 

κυρίως από Enterobacteriaceae (Martens et al, 1991) μαζί με ζύμες όπως 

Kluyveromyces sp., Naumovia dairensis, Pichia sp., Rhodotorula sp. και Saccharomyces 

uvarum, προκαλώντας πτώση του pH (κάτω στο pH 4,6) και ελαφρά αύξηση της 

συγκέντρωσης αιθανόλης. Στη συνέχεια, η κύρια ζύμωση χαρακτηρίζεται από την 

παρουσία ειδών Saccharomyces όπως το S. cerevisiae, S. bayanus και S. uvarum, και 

οδηγεί σε αύξηση της συγκέντρωσης αιθανόλης (Verachtert and Iserentant 1995). Μετά 

από τρεις έως τέσσερις μήνες ζύμωσης, λαμβάνει χώρα η φάση οξίνισης η οποία 

χαρακτηρίζεται από υψηλή πυκνότητα βακτηρίων γαλακτικού οξέος, δηλαδή 

Pediococcus spp., και (σε μικρότερους αριθμούς) βακτήρια οξικού οξέος, παρέχοντας 

ξινή γεύση στην μπύρα. Μετά από τέσσερις έως οκτώ μήνες ζύμωσης, οι περισσότεροι 

μονο-, δι- και τρισακχαρίτες (όπως γλυκόζη, φρουκτόζη, σακχαρόζη, μαλτόζη και μαλτο-
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τρίοζη) εξαντλούνται και η συγκέντρωση αιθανόλης έχει αυξηθεί σε περίπου 5-6% ο / ο. 

Αυτό το ιδιαίτερα ειδικό περιβάλλον προκαλεί μετατόπιση στην κοινότητα ζύμης από 

Saccharomyces σε Brettanomyces spp. (ως επί το πλείστον Β. Bruxellensis) . Το 

Brettanomyces συνδυάζει υψηλή ανοχή στην αιθανόλη και την ικανότητα να 

χρησιμοποιεί σύνθετους υδατάνθρακες όπως μαλτοτετραόζη και μαλτοπενταζόζη, ενώ 

μπορεί να φτάσει σε αριθμούς κυττάρων 104-105 κύτταρα ανά ml, επιτρέποντάς τους να 

προσδιορίσουν το τυπικό . Η τελική φάση ωρίμανσης, κατά τη διάρκεια της οποίας 

εξασθενεί σταδιακά το μύκητα, ξεκινά μετά από δέκα μήνες ζύμωσης και χαρακτηρίζεται 

από μείωση βακτηρίων γαλακτικού οξέος (Verachtert and Iserentant 1995). Το B. 

bruxellensis διαδραματίζει ουσιαστικό ρόλο στις διαδικασίες ζύμωσης μπύρας που 

βασίζονται σε ένα φυσικό εμβόλιο, όπως το είδος και gueze. Άλλα παραδείγματα στυλ 

μπύρας που περιλαμβάνουν ζύμες Brettanomyces περιλαμβάνουν όξινες μπίρες που 

παράγονται στη βορειοδυτική Φλάνδρα (Βέλγιο), αμερικανικές μπύρες ψυχαγωγίας 

εμπνευσμένες από μπύρες lambic, μπύρες σιταριού τύπου Βερολίνου και ορισμένες 

βελγικές μπύρες Trappist (και άλλες μπύρες) με μπουκάλι παραπομπή από τον 

Brettanomyces (Martens et al, 1997).  

Οι μπύρες lambic, χαρακτηριστικό είδος του οποίου υπεύθυνος για την τελική 

της γεύση είναι ο Brettanomyces είναι από τους παλαιότερους τύπους μπύρας που 

παρασκευάζονται ακόμη και παραδοσιακά παρασκευάζονται κατά τους ψυχρότερους 

μήνες του έτους (Οκτώβριος έως Μάρτιος). Απαιτούνται κρύες νύχτες για να μειωθεί η 

θερμοκρασία του μαγειρεμένου μούστου κατά τη διάρκεια της νύχτας σε περίπου 20 ° C 

στο λεγόμενο «δροσερό». Ακολούθως, το ψυχρό μούστο θεωρείται ότι εμβολιάζεται με 

συγκεκριμένα μικρόβια από τον αέρα ή το περιβάλλον της ζυθοποιίας και μεταφέρεται 

σε ξύλινα βαρέλια τα οποία αποθηκεύονται σε κελάρι ή σε θερμοκρασίες περιβάλλοντος, 

δηλ. Συνήθως μεταξύ 10 και 25 ° C. Στη συνέχεια, το ζύμωμα του μούστου και η μπύρα 

αρνί ωριμάζουν στα ίδια βαρέλια. Το τελικό προϊόν είναι μια μη ανθρακούχα ξινή μπύρα 

λάμπι που χρησιμεύει κυρίως ως βάση για μπύρες gueuze ή φρούτων lambic που 

αναφέρονται στη φιάλη. Σε ορισμένες βιομηχανικές διεργασίες, όπως οι βελγικές 

ζυμώσεις Lambic ή το American Coolship Ale, η παρουσία του B. bruxellensis και του 

αρώματος του προϊόντος θεωρείται απαραίτητη και ωφέλιμη, ενώ οι ίδιες ενώσεις 

αρώματος θεωρείται ως απώλεια όταν συμβαίνει στο κρασί) (Crauwels et al, 2015).  
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Εικόνα 3.1 : Στυλ μπύρας Brettanomyces. Εμφανίζονται τα πιο συνηθισμένα στυλ μπύρας στα 
οποία μπορεί να συνεισφέρει το είδος Brettanomyces με τις αρωματικές του ιδιότητες. Τα στιλ 
μπύρας Brettanomyces έχουν τακτοποιηθεί με βάση την πιο κυρίαρχη γεύση τους από τις 4 πιο 
κοινές οργανοληπτικές ιδιότητες ξυλώδη, ξινή, φαινολική και φρουτώδη που βρίσκονται στις 
μπύρες Brettanomyces.Παρ 'όλα αυτά, κάθε στυλ μπύρας έχει σημαντική πολυπλοκότητα και 
μπορεί να εμφανίζει χαρακτήρες από άλλες κατηγορίες(Colomer et al,2018) 

 

Ο Brettanomyces μπορεί επίσης να επηρεάσει αρνητικά τις μπύρες ως 

μολυσματικό παράγοντα κατά τη ζύμωση, τη ρύθμιση και τη διανομή βαρελίσιας μπύρας, 

παράγοντας ενώσεις που θεωρούνται εκτός γεύσης (Shimotsu et al, 2015).  Από την 

άλλη πλευρά, οι θετικές συνεισφορές του Brettanomyces στη γεύση, το άρωμα και την 

εξασθένηση αναγνωρίζονται καλά στις βελγικές μπύρες όπως το lambic και το gueuze 

(Roos et al, 2018). Επιπλέον, αυτό το γένος έχει σημαντικό ρόλο στη δευτερεύουσα 

προετοιμασία της μπύρας Trappist, των αγγλικών μελισσών και των αμερικανικών 

δροσερών ειδών μπύρας.  

 Φαινόμενο Crabtree 

Το φαινόμενο Crabtree είναι ένα σημαντικό χαρακτηριστικό σε αναδυόμενες μη 

συμβατικές ζύμες που χρησιμοποιούνται στη βιομηχανία ζυθοποιίας, καθώς παρέχει την 

ικανότητα παραγωγής αιθανόλης σε αξιόλογες ποσότητες (5-15% ABV). Η απόδοση 

αιθανόλης μπορεί να είναι> 14% (ο / ο) σε ζυμώσεις χρησιμοποιώντας B. bruxellensis 

(De Deken, 1966). Ως εκ τούτου, παρόλο που θα έχει αντίκτυπο στη γεύση, το 
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Brettanomyces μπορεί να χρησιμοποιηθεί στην κατασκευή μπύρας υψηλής βαρύτητας 

που περιέχουν υψηλή συγκέντρωση αιθανόλης (Galafassi et al, 2010).  

 Custer εφέ 

Επιπρόσθετα από οσα έχουν αναφερθεί, οι  αντιδράσεις που περιλαμβάνουν την 

οξείδωση NADH / NADPH περιλαμβάνουν τον μεταβολισμό των υδροξυκινναμικών 

οξέων (ρ-κουμαρικά και φουρουλικά οξέα) που υπάρχουν στην μπύρα (Menoncin και 

Bonato,2019). 

 Σύνθεση οξικού οξέος 

Η παρουσία οξικού οξέος θεωρείται θετικό χαρακτηριστικό σε ορισμένους 

τύπους μπύρας, ιδίως σε αυθόρμητες ζυμωμένες μπύρες ηλικίας βαρελιού όπως lambic, 

gueze, Φλάνδρα και μπύρες Coolship. Η ποσότητα του οξικού οξέος που παράγεται 

σχετίζεται με τον τρόπο διαχείρισης της διαδικασίας, ιδιαίτερα την επιλογή του στελέχους 

ζύμης και την αρχική οξυγόνωση του μούστου. Μια υψηλή συγκέντρωση οξυγόνου 

διεγείρει την ανάπτυξη του Brettanomyces και τη σύνθεση του οξικού οξέος, και συνεπώς 

το μύκητα με υψηλά αρχικά επίπεδα οξυγόνου θα περιέχει υψηλότερες συγκεντρώσεις 

οξικού οξέος και θα σχηματίσει περισσότερους εστέρες που εξαρτώνται από οξικά 

(Tonsmeire, 2014). 

3.3 Brettanomyces στο κρασί 

Ενώ η παρουσία τους σε αυτές τις ειδικές μπύρες είναι επιτακτική, οι ζύμες 

Brettanomyces θεωρούνται επίσης μερικά από τα χειρότερα μικρόβια αλκοολισμού στο 

κρασί, προκαλώντας σημαντικές οικονομικές απώλειες (Loureiro και Malfeito-Ferreira, 

2003). Όπως και με την μπύρα, οι γεύσεις του κρασιού είναι προϊόντα πολύπλοκων 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ πολλών μικροοργανισμών, συμπεριλαμβανομένων S. 

cerevisiae και μερικοί άλλοι. Ενώ οι ζυμομύκητες Saccharomyces είναι οι πιο 

συνηθισμένοι οδηγοί ζύμωσης κρασιού, άλλοι οργανισμοί, όπως μύκητες, βακτήρια ή 

άγριες ζύμες μπορούν να μολύνουν τις ζυμώσεις, μερικές φορές με αποτέλεσμα την 

παρεκκλίνουσα ζύμωση και τα τη δημιουργία άλλων προφίλ επίγευσης. Αυτά τα μικρόβια 

μπορεί να υπάρχουν ως μολυσματικοί παράγοντες στην καλλιέργεια εκκίνησης, να 

εμφανίζονται φυσικά σε δέρματα σταφυλιών, να εισάγονται από έντομα ή να έχουν έναν 

κύριο βιότοπο στο ίδιο το οινοποιείο, όπου μπορούν να επιβιώσουν στους τοίχους, τις 

πρέσες, τις δεξαμενές ζύμωσης ή σε το ξύλο των βαρελιών παλαίωσης (Fugelsang and 

Edwards, 2007), επιτρέποντάς τους να αποικίσουν το γλεύκος σταφυλιού ζύμωσης ή το 

κρασί που ωριμάζει.  Το B. bruxellensis είναι ένα τέτοιο είδος, το οποίο μπορεί να 

επιβιώσει για μεγάλο χρονικό διάστημα στο οινοποιείο και να επηρεάσει αρνητικά την 

ποιότητα του κρασιού. Πιο συγκεκριμένα, το B. bruxellensis μπορεί να κάνει μια 
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δευτερεύουσα ζύμωση αφού το S. cerevisiae έχει ολοκληρώσει την αλκοολική ζύμωση, 

αλλάζοντας το προφίλ γεύσης.  

Ωστόσο, για τη μείωση του κινδύνου μόλυνσης, συχνά εφαρμόζονται 

συγκεκριμένες προληπτικές πρακτικές. Ενώ ο συνδυασμός συνθηκών καταπόνησης 

που σχετίζονται με το κρασί (π.χ. οι υψηλές συγκεντρώσεις αιθανόλης, θείου και 

οσμωτικών κυττάρων) αποτρέπει τον πολλαπλασιασμό των περισσότερων 

μολυσματικών ουσιών, ορισμένα είδη Brettanomyces είναι πολύ ανεκτικά σε αυτές τις 

συνθήκες και κατά συνέπεια, εξακολουθούν να εντοπίζονται συχνά σε ζύμωση κρασιού. 

Στη συντριπτική πλειονότητα των περιπτώσεων, δεν είναι επιθυμητή η παρουσία 

Brettanomyces στις καλλιέργειες οίνου. Πολλές μελέτες έχουν ως εκ τούτου επικεντρωθεί 

σε μεθόδους για την ανίχνευση κυττάρων Brettanomyces σε ζύμωση κρασιού, με στόχο 

την ανακάλυψη μολύνσεων πολύ νωρίς στη διαδικασία της οινοποίησης (Cecchini et al., 

2013, Cocolin et al., 2004). Ωστόσο, σε χαμηλά επίπεδα, ορισμένοι οινοποιοί 

συμφωνούν ότι η παρουσία αυτών των ενώσεων μπορεί να έχει θετική επίδραση στο 

κρασί, συμβάλλοντας στην πολυπλοκότητα και δίνοντας έναν χαρακτήρα ηλικίας σε 

μερικά νεαρά κόκκινα κρασιά. Ορισμένα κρασιά βασίζονται ακόμη και στο 

Brettanomyces για να δώσουν το χαρακτηριστικό τους χαρακτηριστικό άρωμα, όπως τα 

γαλλικά κρασιά Château de Beaucastel, καθώς μπορεί να προσθέσει θετικά εφέ όπως η 

αισθητηριακή πολυπλοκότητα και να μεταδώσει ώριμους χαρακτήρες σε μερικά νεαρά 

κόκκινα κρασιά (Loureiro and Malfeito-Ferreira, 2003). Επιπλέον, πολλά στελέχη 

Brettanomyces είναι ικανά να απελευθερώσουν ευνοϊκές ενώσεις για την επίγευση του 

προϊόντος (όπως τερπένια και νορισοπρενοειδή) από φυσικούς γλυκοσίτες σταφυλιών.  

Σε γενικές γραμμές, οι οινοποιοί εξακολουθούν να πολεμούν τον Brettanomyces 

και ο εμβολιασμός αυτών των ζυμών εφόσον όταν τα επίπεδα των πτητικών ενώσεων 

υπερβαίνουν κατά πολύ το αισθητήριο όριο, η αντίληψη είναι σχεδόν πάντα αρνητική. 

 

3.4 Brettanomyces σε παραγωγή βιοαιθανόλης 

O Brettanomyces spp. έχει εισαχθεί σε διάφορα υποστρώματα για παραγωγή 

βιοαιθανόλης και ροών αποβλήτων ζύμωσης. Το γένος αυτό έχει μελετηθεί για τη χρήση 

του στη δημιουργία αιθανόλης από ανανεώσιμες πηγές λόγω της ικανότητάς του να 

επιβιώνει σε χαμηλό pH και να ζυμώνει διάφορα μη παραδοσιακά υποστρώματα. 

Απομονώθηκε ακόμη και ως μολυσματικός παράγοντας από βιομηχανικές ζυμώσεις 

αιθανόλης. Όπως φαίνεται στον Πίνακα 3.1 , Brettanomyces spp. μπορεί να αναπτυχθεί 

σε μια ποικιλία υποστρωμάτων και σε ένα ευρύ φάσμα συνθηκών καλλιέργειας σε σχέση 
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με τη θερμοκρασία και το pH. Η ικανότητα ανάπτυξης σε αυτά τα διάφορα υποστρώματα 

είναι ποικίλη και εξαρτάται από το στέλεχος (Lawton et al,2021).  

Ο Brettanomyces spp. μπορεί να ζυμώσει τη γλυκόζη σε αιθανόλη υπό 

αναερόβιες συνθήκες. Ορισμένα είδη εμφανίζουν επίσης το αποτέλεσμα Crabtree, 

παρόμοιο με το S. cerevisiae, όπου η ζύμωση της γλυκόζης σε αιθανόλη συμβαίνει 

ακόμη και σε αερόβιες συνθήκες όταν η ζάχαρη είναι άφθονη. Αυτό το χαρακτηριστικό 

δεν είναι κοινό από όλα τα είδη του γένους. Επιπλέον, υπό αερόβιες συνθήκες, ορισμένα 

είδη Brettanomyces μπορούν να παράγουν υψηλά επίπεδα οξικού οξέος. Εφόσον ο 

Brettanomyces spp. θεωρείται μικροοργανισμός αλλοίωσης κρασιού, η παραγωγή 

οξικού οξέος, ένα ανεπιθύμητο χαρακτηριστικό στο κρασί, έχει μελετηθεί καλά. Κατά την 

εξέταση της βιομηχανίας ποτών που έχει υποστεί ζύμωση στο σύνολό της, η αιθανόλη 

και το οξικό οξύ είναι πολύτιμα τελικά μεταβολικά προϊόντα. Υπάρχουν αρκετές μελέτες 

που αξιολογούν την παραγωγή αιθανόλης ή οξικού οξέος με B. claussenii και B. 

bruxellensis στη γλυκόζη.  

 

Πίνακας 3.1: Ανάπτυξη σε διαφορετικά υποστρώματα (Lawton et al,2021). 

Ανάπτυξη σε ποικίλα υποστρώματα 

Είδη Γλυκόζη Γαλακτόζη Σουκρόζη Μαλτόζη Λακτόζη 

B. bruxellensis + V V V V 

B. claussenii + + + V V 

Σειρά ανάπτυξης 

Θερμοκρασία (°C) pH 

15-37 3.0-6.5 

 

Το B. Bruxellensis είναι συχνά απομονωμένο απο περιοχές παραγωγής 

βιοαιθανόλης (Beckner et al., 2011, Passoth et al., 2007) εφόσον έχει τη δυνατότητα να 

προσαρμόζεται πολύ καλά στις σκληρές συνθήκες των δεξαμενών ζύμωσης 

βιοαιθανόλης (Blomqvist, 2011). Επιπλέον, υποστηρίχθηκε ότι η παρουσία τους 

οφείλεται τουλάχιστον εν μέρει στην ανοχή τους στους LAB (ή στους μεταβολίτες που 

σχετίζονται με LAB). Το LAB συναντάται συχνά σε αυτούς τους τύπους ζυμώσεων, 

δεδομένου ότι είναι σε θέση να καταναλώνουν τα σάκχαρα πεντόζης που 

απελευθερώνονται κατά την προκατεργασία της λιγνοκυτταρινικής βιομάζας και οι 

περισσότερες ζύμες δεν είναι (Passoth et al., 2007). Επί του παρόντος, το 

Brettanomyces θεωρείται ως ανεπιθύμητος οργανισμός αλλοίωσης βιοαιθανόλης. 

Ωστόσο, η πρόσφατη ανακάλυψη ενός στελέχους B. bruxellensis ως ο μοναδικός 
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οργανισμός παραγωγής που είναι ενεργός σε ένα συνεχές βιομηχανικό εργοστάσιο 

αλκοόλης με βάση το άμυλο, υποδηλώνει ότι μπορεί στην πραγματικότητα να είναι ένας 

ευνοϊκός συντελεστής ή ακόμη και ο μοναδικός οδηγός των ζυμών βιοαιθανόλης 

(Passoth et al., 2007, Reis et al., 2014). Αυτή η ανακάλυψη υποδηλώνει ότι κατά τη 

διάρκεια της ζύμωσης υψηλής αιθανόλης, το B. bruxellensis ξεπέρασε το στέλεχος S. 

cerevisiae, με το οποίο είχε εμβολιαστεί η καλλιέργεια, χωρίς να επηρεάσει την απόδοση 

της αιθανόλης. Επιπλέον, πολλά ενδιαφέροντα χαρακτηριστικά του B. bruxellensis, 

όπως η ικανότητά του να καταναλώνει νιτρικά και άλλες πηγές αζώτου και την ικανότητά 

του να χρησιμοποιεί δεξτρίνες και κυτταροβιόζη ως πηγή άνθρακα θα μπορούσε να 

διευρύνει το εύρος του υποστρώματος για βιομηχανική παραγωγή βιοαιθανόλης. Η 

άμεση εφαρμογή αυτού του είδους ως καλλιέργεια εκκίνησης σε χώρους ζύμωσης 

βιοαιθανόλης εξακολουθεί να μελετάται.  

 

3.5 Brettanomyces στην αξιοποίηση παραπροϊόντων 

Πιθανές επιλογές υποστρώματος για ζύμωση περιλαμβάνουν, ακόμη,  

γαλακτοκομικά απόβλητα όπως ορός γάλακτος. Τα υποπροϊόντα από γαλακτοκομικές 

διεργασίες (π.χ. παραγωγή τυριών και γιαουρτιού) παρουσιάζουν πλεόνασμα 

παγκοσμίως λόγω της μεγάλης αναλογίας υποπροϊόντων προς προϊόν. Το οξύ γάλακτος 

ειδικότερα, μια ροή αποβλήτων από την ελληνική παραγωγή γιαουρτιού, θέτει επί του 

παρόντος ένα μεγάλο ζήτημα απόρριψης για τη γαλακτοκομική βιομηχανία λόγω του 

χαμηλού pH και της υψηλής ζήτησης βιολογικού οξυγόνου, καθιστώντας το ακατάλληλο 

για άμεση απόρριψη. Ο γλυκός ορός γάλακτος, από την παραγωγή τυριού, 

χρησιμοποιείται σε μεγάλο βαθμό στην παραγωγή σκόνης ορού γάλακτος για την 

περιεκτικότητά του σε πρωτεΐνες. Χαμηλότερη περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες λόγω της 

διαδικασίας παρασκευής του ελληνικού γιαουρτιού, ο ορός γάλακτος περιέχει ακόμα 

πολύτιμα συστατικά όπως βιταμίνες, μέταλλα και ζάχαρη. Η κύρια ζάχαρη που υπάρχει 

στον ορό γάλακτος, καθώς και ο τυρογάλακτος, η λακτόζη, είναι ένα πιθανό υπόστρωμα 

για ζύμωση με Brettanomyces spp. (Lawton et al,2021). 

Τις τελευταίες δεκαετίες, η πρόοδος της χρήσης του ορού γάλακτος της σε ποτά 

ως θεραπευτική αγωγή, αυξάνεται. Ο ορός γάλακτος έχει χρησιμοποιηθεί ως βάση σε 

ποτά με πρόσθετες γεύσεις, αλλά συχνά, η γαλακτοκομική γεύση, το χαμηλό pH και 

άλλες εγγενείς γεύσεις μπορούν να αποβούν αρνητικά για τους καταναλωτές . Η ζύμωση 

ορού γάλακτος με τη χρήση βακτηρίων και ζύμης για την παραγωγή αλκοολούχων 

ποτών και ποτών που περιέχουν οξικό οξύ είναι μια επιλογή όχι μόνο να ξεπεραστεί αυτό 

το πρόβλημα αλλά και να προστεθούν λειτουργικές ιδιότητες στα προϊόντα. Ο ορός 
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γάλακτος έχει υποστεί ζύμωση με βακτήρια γαλακτικού οξέος για την παραγωγή 

δυνητικά προβιοτικών προϊόντων. Έχει επίσης υποστεί ζύμωση χρησιμοποιώντας μη 

παραδοσιακές μεθόδους για την παραγωγή προϊόντων που περιέχουν αιθανόλη ή οξικό 

οξύ. Με τη βασική συνιστώσα της λακτόζης, αυτό γίνεται με διάφορους τρόπους: χρήση 

ζύμης χωρίς Saccharomyces, αρχική υδρόλυση λακτόζης και επακόλουθη ζύμωση με S. 

cerevisiae ή μέσω ανασυνδυασμένων μεθόδων.  

Επί του παρόντος, υπάρχουν λίγες μελέτες που εστιάζουν στη λακτόζη ως 

υπόστρωμα για παραγωγή αιθανόλης ή οξικού οξέος από το Brettanomyces, παρά τη 

γνώση ότι το είδος B. claussenii έχει την ικανότητα να καταναλώνει λακτόζη. Στο 

παρελθόν έχει παρουσιαστεί τόσο η ανάπτυξη του B.claussenii σε τυρόγαλα και 

παραγωγή β-γαλακτοσιδάσης από τη μαγιά όσο και η χρήση του B. claussenii αλλά και 

άλλων ειδών ζύμης για παραγωγή αιθανόλης σε διάφορες ποσότητες 

λακτόζης.Πρόσφατα, το B. claussenii έχει αποδειχθεί ότι παράγει αιθανόλη και οξικό οξύ 

από συνθετικά μέσα λακτόζης και γαλακτοκομικά απόβλητα. Αυτό δημιουργεί μια πιθανή 

ευκαιρία για παραγωγή προϊόντων προστιθέμενης αξίας από γαλακτοκομικά 

υποπροϊόντα και επέκταση στην κατηγορία των ζυμωμένων λειτουργικών ποτών 

(Lawton et al,2021).  

Οι υπάρχουσες γενετικές μελέτες εντοπίζουν γονίδια που ενδέχεται να 

εμπλέκονται σε ορισμένες πτυχές του μεταβολισμού για τη δραστηριότητα υδρόλυσης 

λακτόζης για το γένος. Ο B. claussenii είναι συχνά το είδος που αναγνωρίζεται ότι έχει 

τον φαινότυπο με την ικανότητα ανάπτυξης και ζύμωσης της λακτόζης. Υπάρχουν 

κάποιες αναφορές για μεταβολισμό της λακτόζης του B. Bruxellensis, ενώ οι κλασικοί 

ορισμοί λένε ότι δεν μπορεί. Το B. nanus ορίζεται ως μεταβλητή για την ανάπτυξη στη 

λακτόζη. Όσον αφορά τη γενετική ανάλυση για το μεταβολισμό της λακτόζης, αρκετές 

μελέτες έχουν εντοπίσει γονίδια μέσω αλληλουχίας γονιδιώματος που θα μπορούσαν 

ενδεχομένως να επιτρέψουν την ανάπτυξη ή τη ζύμωση της λακτόζης. Μια πιθανή β-

γαλακτοσιδάση έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία μέσω αναλύσεων προσδιορισμού 

αλληλουχίας ολόκληρου του γονιδιώματος του B. bruxellensis καθώς και του B. nanus . 

Επιπρόσθετα, μια β-γλυκοσιδάση έχει εντοπιστεί και στα B. bruxellensis και B. 

claussenii. Αν και δεν θεωρείται παραδοσιακά ως λακτάση, οι β-γλυκοσιδάσες μπορούν 

να έχουν δραστικότητα έναντι της λακτόζης αν και με χαμηλότερη δραστικότητα β-

γαλακτοσιδάσης Ακόμα μία β-γλυκοσιδάση απομονώθηκε και χαρακτήρισε τον B. 

anomalus. Μέσω της διερεύνησης των διαφορών στον γονότυπο και τον φαινότυπο 

διαφόρων στελεχών του B. bruxellensis, ο Crauwels με τους συνεργάτες του, βρήκαν 

αρκετά στελέχη που εμφάνισαν μεταβολική δράση λακτόζης (Crauwels et al,2014). 
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Ωστόσο, από τα επτά στελέχη θετικά στη λακτόζη που υποδείχθηκαν, δύο από αυτά δεν 

είχαν την υποθετική β-γαλακτοσιδάση καθώς και την αρχική β-γλυκοσιδάση που 

αναγνωρίστηκε σε άλλα στελέχη, αλλά βρέθηκε να έχουν ομόλογο β-γλυκοσιδάση.  

Το Σχήμα 3.1 δείχνει την οδό λακτόζης για παραγωγή αιθανόλης και οξικού 

οξέος σε στελέχη Β. Claussenii. Πιο αναλυτικές μελέτες, ωστόσο, απαιτούνται για τα 

γονιδιώματα του Brettanomyces spp. απαιτούνται για την επέκταση της γνώσης της 

μεταβολικής δραστηριότητας σε αυτό το γένος και για τη διερεύνηση των διαφορών στη 

δραστηριότητα υδρόλυσης λακτόζης, ειδικά σε επίπεδο στελεχών και ειδών (Lawton et 

al,2021). 

 

 

3.6 Brettanomyces  στην παραγωγή λειτουργικών ποτών 

Βάσει των προαναφερθέντων,ωστόσο, δίνεται η ευκαιρία αξιοποίησης της 

δύναμης υδρόλυσης της λακτόζης και της χρήσης του B. claussenii για νέα ποτά που 

έχουν υποστεί ζύμωση με βάση τα γαλακτοκομικά προϊόντα.  

Σχήμα 3.1 : Οδός για την παραγωγή αιθανόλης / οξικού οξέος σε λακτόζη χρησιμοποιώντας στελέχη B. 

claussenii. Η προτεινόμενη χρήση λακτόζης θα συνεπάγεται μεταφορά εντός του κυττάρου μέσω πρωτεΐνης 

μεταφοράς λακτόζης και διάσπαση από μια β-γαλακτοσιδάση. Η επακόλουθη αερόβια ή αναερόβια ζύμωση 

γλυκόζης και γαλακτόζης θα οδηγούσε στην παραγωγή οξικού οξέος και / ή αιθανόλης(Steensels et al. 

2015  &  Galafassi et al. 2013) 
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Η δυνατότητα αυτής της μαγιάς να επιβιώσει σε σκληρές συνθήκες, όπως το 

περιβάλλον χαμηλού ρΗ του ορού γάλακτος σε συνδυασμό με τη δυνατότητα της να 

παράγει ευεργετικά υποπροϊόντα (οξικό οξύ) ενώ μπορεί να τους προσδώσει μοναδικές 

αρωματικές ενώσεις,δίνει την ικανότητα να  παράγει ποτά που έχουν υποστεί ζύμωση, 

αλκοολούχα και μη αλκοολούχα, τα οποία έχουν ευεργετικές ιδιότητες λόγω της 

παραγωγής οξικού οξέος. 

 Το ενδιαφέρον των ζυμωμένων ποτών προέκυψε από τα οφέλη για την υγεία 

του ανθρώπου που προσφέρονται από ευεργετικούς μικροοργανισμούς που υπάρχουν 

σε αυτά τα ποτά και τις ενώσεις που παράγουν κατά τη ζύμωση, όπως τα οργανικά οξέα. 

Πολλά από αυτά τα ποτά, ειδικά εκείνα που βασίζονται σε γαλακτοκομικά προϊόντα, είναι 

άφθονα με βακτήρια γαλακτικού οξέος, τα οποία παραδοσιακά θεωρούνται προβιοτικά. 

Επιπλέον, αυτά τα ποτά με βάση τα γαλακτοκομικά προϊόντα συχνά δεν περιέχουν 

λακτόζη μετά την παραγωγή λόγω της κατανάλωσης λακτόζης από τους 

μικροοργανισμούς όταν περίπου το 70% των ενηλίκων στον κόσμο πάσχουν από 

δυσανεξία στη λακτόζη και συχνά στρέφονται σε ποτά χωρίς γαλακτόζη και μη 

γαλακτοκομικά ποτά για να καλύψουν τις ανάγκες τους σε ασβέστιο και άλλες 

διατροφικές ανάγκες. 

Η μετατόπιση των καταναλωτών, λοιπόν, προς τρόφιμα που είναι ευεργετικά 

και έχουν τη δυνατότητα πρόληψης της υγείας έχει διευρύνει τις ευκαιρίες για τη 

βιομηχανία ποτών που έχουν υποστεί ζύμωση ευρύτερα. Επιπλέον, η ικανότητά του 

συγκεκριμένου μικροοργανισμού να ζυμώνει τη λακτόζη παρέχει μια μοναδική πηγή 

υποστρώματος και έτσι προκύπτει η ευκαιρία για αξιοποίηση των ροών γαλακτοκομικών 

αποβλήτων για την επέκταση της γαλακτοκομικής βιομηχανίας στη ζυμωμένη 

λειτουργική αγορά ποτών (Lawton et al,2021). 

 

3.7 Παραγωγή αρωματικών ενώσεων 

To είδος Brettanomyces μπορεί να επηρεάσει έντονα το άρωμα των 

προϊόντων ζύμωσης. Οι μοναδικές αρωματικές ιδιότητες και η αρωματική ικανότητα 

των ειδών αναγνωρίζονται όλο και περισσότερο στη βιομηχανία τροφίμων και ποτών, 

καθώς και από τον καταναλωτή παγκοσμίως. Πολλοί διαφορετικοί όροι, όπως αυτός 

του γαρίφαλου, του καπνιστού, του πλαστικού, του φαρμάκου, αυτής του υγρού 

δέρματος, του μπισκότου-κράκερ, του στόματος, των τροπικών φρούτων ή του μήλου 

και των εσπεριδοειδών, της πικάντικης, της κρεμώδους ή της μεταλλικής γεύσης και 

της φαινολικής επίγευσης χρησιμοποιούνται για να περιγράψουν το προϊόν αρώματος 

των ζυμών Brettanomyces (Heresztyn, 1986, Licker et al., 1999). Όλα αυτά 
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συνοψίζονται πιο εύκολα ως « γεύση Brett » ή « χαρακτήρας Brett ». Εκτός από την 

έντονη επιρροή των αισθητηριακών χαρακτηριστικών διαφόρων τροφίμων, πρόσφατα 

υποτέθηκε ότι ορισμένες από αυτές τις ενώσεις (συγκεκριμένα οι αιθυλο-φαινόλες) 

παίζουν καθοριστικό ρόλο στη διασπορά μέσω εντόμων (Dweck et al., 2015).  

Η σημαντική γενετική και φαινοτυπική διακύμανση του B. Bruxellensis 

μεταφράζεται, επίσης, σε ξεχωριστό αντίκτυπο στην ανάπτυξη της γεύσης στις 

ζυμώσεις μπύρας. Η παραγωγή των τυπικών πτητικών ενώσεων Brett επηρεάζεται, 

ακόμη, από διάφορες περιβαλλοντικές συνθήκες (περιεκτικότητα σε αιθανόλη, pH, 

συγκέντρωση σακχάρου και οξυγόνου κ.α) και τη διαθεσιμότητα και τη σύνθεση των 

απαραίτητων προδρόμων (υδροξυκινναμικά οξέα) (Kheir et al, 2013). Περαιτέρω, 

υπάρχουν αυξανόμενες ενδείξεις ότι επίσης το στέλεχος ζύμης παίζει σημαντικό ρόλο 

στην παραγωγή αρώματος, με ένα στέλεχος πιο αποτελεσματικό από ένα άλλο 

(Crauwels et al,2015). Αυτό συνεπάγεται επίσης ότι, κάθε φορά που προστίθεται μια 

καλλιέργεια εκκίνησης, μια καλά μελετημένη επιλογή του απομονωθέντος προϊόντος 

(Steensels et al, 2015) θα πρέπει να βασίζεται σε επιστημονικές επιλογές. Επιπλέον, 

η επιλογή στελεχών θα πρέπει επίσης να λαμβάνει υπόψη πιθανά προβλήματα υγείας, 

καθώς αναφέρεται ότι ορισμένα στελέχη Brettanomyces μπορούν να παράγουν 

βιογενείς αμίνες , οι οποίες είναι επικίνδυνες βιολογικές ενώσεις που μπορούν να έχουν 

ανεπιθύμητες φυσιολογικές επιπτώσεις όταν απορροφώνται σε υψηλές 

συγκεντρώσεις. 

 Κρεμώδης επίγευση 

Η κρεμώδης επίγευση αντιμετωπίζεται τακτικά σε κρασιά μολυσμένα με 

βακτήρια γαλακτικού οξέος (LAB) ή Brettanomyces. Το άρωμα που σχετίζεται με τον 

Brettanomyces είναι το αποτέλεσμα πυριδινών που συντίθενται από λυσίνη και 

αιθανόλη. Υπάρχουν τρεις γνωστές ενώσεις που εμπλέκονται σε αυτό το πλεονέκτημα, 

οι: 2-αιθυλοτετραϋδροπυριδίνη (ETHP), 2-ακετυλοτετραϋδροπυριδίνη (ATHP) και 2-

ακετυλοπυρρολίνη (APY) (Snowdon et al., 2006). Δύο από αυτές τις υποκατεστημένες 

τετραϋδροπυριδίνες, ETHP και ATHP, παράγονται από τον Brettanomyces , αν και οι 

απόλυτες συγκεντρώσεις ποικίλλουν μεταξύ διαφορετικών ειδών και στελεχών (Romano 

et al., 2008 και Oelofse  et al, 2009). Τα αρώματα που συνδέονται με την κρεμώδη 

επίγευση είναι μερικές φορές παρόμοια με τα αρώματα μπισκότων ή κράκερ, αλλά υπό 

συνθήκες χαμηλού pH μπορούν να θεωρηθούν ως μεταλλικά ή πικρά (Oelofse, 2008). 

Συνήθως γίνονται αντιληπτά μόνο μετά από κατάποση (ή αποχρωματισμός) και η 

επίγευση μπορεί να διαρκέσει για περισσότερα από 10 λεπτά (Snowdon et al., 2006).  
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Παρά την τεράστια επίδραση στην ποιότητα των ποτών, οι μεταβολικές οδοί 

που οδηγούν στην παραγωγή ETHP και ATHP σε Brettanomyces δεν είναι ακόμη 

γνωστές, αλλά έχουν περιγραφεί διαδρομές που οδηγούν σε αυτά τα Ν-ετεροκυκλικά στο 

είδος LAB (Costello and  Henschke, 2002). Η σύνθεση ATHP και APY ξεκινά από την 

αιθανόλη, ένα ζυμώσιμο σάκχαρο (είτε φρουκτόζη είτε γλυκόζη) και ένα αμινοξύ (L-

λυσίνη και L-ορνιθίνη για ATHP και APY, αντίστοιχα) με οξυγόνο που διεγείρει την 

παραγωγή τους (Heresztyn, 1986 ). Το ETHP από την άλλη πλευρά είναι πιθανό να είναι 

το προϊόν της μείωσης του ATHP (Romano et al., 2008).  

 Σύνθεση οξικού οξέος και πτητικών εστέρων 

Παρουσία οξυγόνου, τα στελέχη Brettanomyces είναι ικανά να παράγουν οξικό 

οξύ. Ανάλογα με το επιθυμητό οργανοληπτικό αποτέλεσμα και το βαθμό της παραγωγής 

οξικού, αυτό μπορεί να είναι ένα επιθυμητό ή ανεπιθύμητο χαρακτηριστικό.  

Στις μπύρες lambic, οι συγκεντρώσεις οξικού οξέος κυμαίνονται συνήθως από 

0,4 έως 1,2 g / L  ενώ σε κρασί από 0,2 έως 0,6 g / L. Γενικά θεωρούνται μειονεκτημα 

όταν οι συγκεντρώσεις φτάνουν τα >1,3 g / λίτρο.  Όπως έχει ήδη αναφερθεί, το 

Brettanomyces μπορεί να παράγει οξικό οξύ σε αερόβιες συνθήκες, αλλά αυτό το 

χαρακτηριστικό είναι εξαρτώμενο από το στέλεχος και το είδος (Castro-Martinez et al., 

2005, Rozpedowska et al., 2011). Συνεπώς, το ευρύ φάσμα συγκεντρώσεων οξικού 

οξέος μπορεί δυνητικά να εξηγηθεί από την παρουσία διαφορετικών βακτηρίων οξικού 

οξέος και / ή διαφορετικών στελεχών Brettanomyces . Δεδομένου ότι έχει αποδειχθεί ότι 

τα στελέχη B. bruxellensis χρησιμοποιούν τόσο γλυκόζη όσο και αιθανόλη για την 

παραγωγή οξικού οξέος σε αερόβιες συνθήκες, έχουν θεωρηθεί ως ενδιαφέροντες 

υποψήφιοι για παραγωγή βιομηχανικού οξικού οξέος (Freer, 2002, Freer et al., 2003 ). 

Το παραγόμενο οξικό οξύ μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί στη σύνθεση οξικών 

εστέρων όπως οξικού αιθυλεστέρα (Gamero et al., 2014).  

Δεδομένου ότι είναι υπεύθυνοι για τον φρουτώδη ή λουλουδένιο χαρακτήρα των 

ποτών που έχουν υποστεί ζύμωση, οι πτητικοί εστέρες αποτελούν μια σημαντική ομάδα 

αρωματικών ενώσεων (Verstrepen et al., 2003a). Είναι, λοιπόν, μία από τις κύριες 

αρωματικές ενώσεις στις μπύρες με κορυφαία σημείο ζύμωσης (ale) και ζύμωση με 

κατώτατο σημείο ζύμωσης (lager) και είναι σημαντικές σε αυθόρμητα ζυμωμένες lambic 

μπύρες (Pires et al, 2014). Κατά την παραγωγή μπύρας, διάφοροι εστέρες παράγονται 

με τρόπο που εξαρτάται από το στέλεχος ζύμης και η παρουσία τους επηρεάζει τις 

μπύρες είτε θετικά (άρωμα φρουτώδους) είτε αρνητικά (άρωμα διαλύτη, υπερβολικά 

φρουτώδες). Οι αρχικές συνθήκες ζύμωσης μπύρας, όπως η θερμοκρασία, η σύνθεση 

του μούστου και η οξυγόνωση, επηρεάζουν άμεσα τη συνολική συγκέντρωση εστέρων.   
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Στην μπύρα υπάρχουν δύο ομάδες πτητικών εστέρων: οι οξικοί εστέρες και οι 

αιθυλεστέρες λιπαρών οξέων μέσης αλυσίδας (MCFA). Το S. cerevisiae έχει τέσσερα 

ένζυμα που είναι υπεύθυνα για το σχηματισμό οξικού και MCFA εστέρα. Στο S. 

cerevisiae, η παραγωγή οξικού εστέρα εξαρτάται από δύο ένζυμα: αλκοόλη ακετυλο-

τρανσφεράση Ι και II (AATases I και II). Η παραγωγή εστέρα MCFA απαιτεί δραστικότητα 

αιθανόλης ακυλ-CοΑ / αιθανόλης Ο-ακυλτρανσφεράσης (AEATase) (Zhang et al, 2013). 

Ενώ οι βιοχημικές πληροφορίες σχετικά με τη βιοσύνθεση των εστέρων στο 

Brettanomyces δεν είναι διαθέσιμες, τα δεδομένα υποδηλώνουν ότι το B. bruxellensis 

είναι ικανό να παράγει μεγάλες ποσότητες οξικών και MCFA εστέρων. Αυτοί οι εστέρες 

περιλαμβάνουν οξεικό αιθυλεστέρα, γαλακτικό αιθυλεστέρα, οξεικό ισοαμυλεστέρα και 

οξεικό φαινυλαιθυλεστέρα, οι οποίοι απαντώνται κυρίως σε μπύρες lambic και 

αμερικανικές μπύρες ψύξης. Επιπλέον, το Brettanomyces συσσωρεύει λιπαρά οξέα 

συμπεριλαμβανομένου του οκτανοϊκού (C8) σε δωδεκανοϊκού οξέος (C12) και τα 

μετατρέπει στους αντίστοιχους εστέρες τους, υποδηλώνοντας αυξημένη δραστικότητα β-

οξείδωσης. Τα επίπεδα εστέρα που υπάρχουν στη μπύρα επηρεάζονται από την 

(πιθανή) παρουσία βακτηρίων οξικού και γαλακτικού οξέος, των οποίων τα υποπροϊόντα 

ζύμωσης είναι υποστρώματα για σύνθεση εστέρα (Bokulich et al, 2012). Αν και ο 

σχηματισμός οξικών εστέρων ποσοτικοποιήθηκε πειραματικά χρησιμοποιώντας 

εμπορικές μπύρες συμπληρωμένες με μαλτο-ολιγοσακχαρίτες για ζύμωση από οκτώ 

στελέχη B. bruxellensis, λίγα είναι γνωστά για τη σύνθεση εστέρα Brettanomyces σε 

καθαρή καλλιέργεια ζύμωσης (Crauwels et al, 2017) 

Το κλάσμα εστέρα σε μπύρες lambic (όπου το Brettanomyces παίζει 

πρωταγωνιστικό ρόλο) χαρακτηρίζεται τυπικά από πολύ χαμηλή ποσότητα οξικού 

ισοαμυλίου, υψηλής συγκέντρωσης καπρυλικού αιθυλεστέρα και γαλακτικού 

αιθυλεστέρα και σημαντικών ποσοτήτων καπικού αιθυλεστέρα σε σύγκριση με την 

μπύρα που παράγεται με παραδοσιακές ζύμες μπύρας S. cerevisiae και S. pastorianus 

(Verachtert, 1992). Περαιτέρω ανάλυση επιβεβαίωσε ότι οι εστεράσες υπάρχουν στο 

Brettanomyces spp. είναι υπεύθυνοι για το σχηματισμό αιθυλεστέρων, όπως οξικού 

αιθυλεστέρα και γαλακτικού αιθυλεστέρα, μαζί με την υδρόλυση οξικών εστέρων, όπως 

οξικού ισοαμυλίου και οξικού φαινυλεστέρα (Spaepen et al., 1978- Spaepen and 

Verachtert, 1982). Η ανισορροπία μεταξύ συγκέντρωσης οξικού και αιθυλεστέρα 

προκαλείται από την αποδόμηση των οξικών εστέρων από την εστεράση 

Brettanomyces, η οποία είναι πολύ πιο αποτελεσματική σε σύγκριση με την υδρόλυση 

των μη οξικών εστέρων(Steensels et al,2015). 
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Ενώ η μέση συγκέντρωση οξικού αιθυλεστέρα κυμαίνεται μεταξύ 8 και 48 ppm 

για τις παραδοσιακές μπύρες, είναι μεταξύ 33,4 και 67,6 ppm για το είδος gueze όταν 

είναι φιλτραρισμένο και μεταξύ 60,9 και 167 ppm για το είδος gueze όταν δεν είναι 

φιλτραρισμένο (Strating and Venema , 1961). Η συγκέντρωση γαλακτικού αιθυλεστέρα 

σε μπύρες lambic έχει προσδιοριστεί ότι είναι πάνω από 400 ppm, η οποία είναι 

ιδιαιτέρως αυξημένη σε σχέση με το κατώφλι γεύσης των 50 ppm και το όριο οσμής 14 

ppm (Constant and Collier, 1997). Ο καπρυλικός αιθυλεστέρας και ο καπρικός 

αιθυλεστέρας, οι οποίοι συνήθως απουσιάζουν σε λίγες ή παρουσιάζονται μόνο σε 

μικρές συγκεντρώσεις σε μπύρες, θεωρούνται τυπικές ενώσεις αρώματος και αρώματος 

μπύρας των ειδών lambic και gueze , δίνοντας σε αυτές τις μπύρες τη γεύση κρασιού και 

φρουτώδους. Η συγκέντρωση του καπρυλικού αιθυλεστέρα μπορεί να φτάσει τα 5,7 ppm 

σε ορισμένες μπύρες από gueze .¨ 
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Σχήμα 3.2 : Σχηματική επισκόπηση των κύριων μεταβολικών οδών στα είδη Brettanomyces κατά 

τη ζύμωση μπύρας, εστιάζοντας στα βασικά ένζυμα που συνδέονται με τη βιοσύνθεση ενεργού 

συνδυασμού γεύσης και τη ρύθμιση της ισορροπίας οξειδοαναγωγής (NAD+ / NADH) που 

σχετίζεται με το φαινόμενο Custers. Οι αρωματικές δραστικές ενώσεις υποδεικνύονται στο σχήμα 

με γκρι και μαύρα κουτιά. Τα κύρια ένζυμα που είναι υπεύθυνα για τη δημιουργία δραστικών 

συστατικών γεύσης υποδεικνύονται από μαύρους κύκλους και από τον ένθετο θρύλο legend του 

σχήματος (Menoncin και Bonato,2019) 
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Σχήμα 3.3 . Τροχός αρώματος / γεύσης που περιέχει τα κύρια μεταβολικά μονοπάτια, ένζυμα και 

μεταβολίτες που παράγονται από διαφορετικά είδη Brettanomyces κατά τη ζύμωση μπύρας. Το 

άρωμα / τα αρώματα, τα ένζυμα / οι μεταβολικοί οδοί και οι μεταβολίτες υποδεικνύονται στον τροχό 

με διαφορετικές γκρίζες σκιές, που ορίζονται κάτω από τον τροχό. Συντομογραφίες: ADH, NAD+ - 

αλδεϋδη αφυδρογονάση; ETHP: 2-αιθυλοτετραϋδροπυριδίνη, ATHP: 2-

ακετυλοτετραϋδροπυριδίνη, VPR : αναγωγάση βινυλοφαινόλης, 4-VG: 4-βινυλογουαιακόλη; 4VP: 

4-βινυλοφαινόλη, 4-VC: 4-βινυλοκατεχόλη, PAD: αποκαρβοξυλάση φαινυλακρυλικού οξέος, 4-

EG: 4-αιθυλγουαιακόλη, 4-ΕΡ: 4-αιθυλφαινόλη, 4-EC: 4-αιθυλοκατεχόλη, G3PD: 3-φωσφορική 

γλυκερόλη αφυδρογονάσης. μεταβ., μεταβολισμός (Joseph et al, 2013) 
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 Πτητικές Φαινόλες  

Οι πτητικές φαινόλες περιλαμβάνουν μια ομάδα αρωματικών μορίων που βρίσκονται 

συχνά σε αλκοολούχα ποτά που έχουν υποστεί ζύμωση, συμπεριλαμβανομένης της 

μπύρας (Vanbeneden et al, 2008). Άρα θεωρούνται τα βασικά μόρια που είναι υπεύθυνα 

για μερικά από τα πιο αναγνωρισμένα αρωματικά χαρακτηριστικά που σχετίζονται με 

τους τύπους Brettanomyces. 

Σύνθεση πτητικών αρωματικών φαινολικών ενώσεων και έχουν ως αποτέλεσμα τις 

τυπικές «γεύσεις Brett». Στην πραγματικότητα, οι πτητικές φαινολικές γεύσεις οι κύριοι 

δείκτες της δραστηριότητας Brettanomyces στο κρασί. Η παρουσία τους προκύπτει από 

το μεταβολισμό των υδροξυκινναμικών οξέων που προέρχονται από κριθάρι και λυκίσκο 

κατά τη ζύμωση από βακτήρια και ζύμες. Οι πτητικές φαινόλες όπως και οι εστέρες, 

συμβάλλουν στο άρωμα (πικάντικο, γαρίφαλο και καπνιστό) και εκτός γεύσεων 

(φαινολικές, φαρμακευτικές, σταθερές και αρωματικές ουσίες ). Οι αρωματικές φαινόλες 

αποτελούν σημαντικό μέρος των οργανοληπτικών ιδιοτήτων διαφορετικών μορφών 

μπύρας, όπως η αμερικανική δροσερή μπύρα, η κόκκινη μπύρα της Φλάνδρας, η lambic, 

και το Oud Bruin (όλα περιέχουν Brettanomyces) (Holt et al,2018).  

Τα παράγωγα βινυλίου, τα οποία είναι οι πρόδρομοι των ενώσεων αιθυλίου, 

έχουν παρόμοια γεύση με τα παράγωγα αιθυλίου αλλά έχουν χαμηλότερα όρια γεύσης. 

Αυτά τα φαινολικά πτητικά παράγονται από μη πτητικά οργανικά οξέα όπως 

υδροξυκινναμικά οξέα τα οποία, για παράδειγμα, υπάρχουν φυσικά σε γλεύκος 

σταφυλιών, κρασί ή βύνη κριθάρι. Επομένως, η παραγωγή τους εξαρτάται από το μέσο 

ζύμωσης, καθώς η πρόδρομη σύνθεση και η συγκέντρωση μπορεί να ποικίλλουν 

σημαντικά. Για παράδειγμα, η μόλυνση από Brettanomyces εμφανίζεται πολύ πιο συχνά 

στα ερυθρά κρασιά όπου η εξαγωγή προδρόμων πτητικών φαινολών είναι πιο έντονη 

από ό, τι για τα λευκά κρασιά (Licker et al,1999). Ωστόσο, ο αντίκτυπος αυτών των 

ενώσεων στη συνολική ποιότητα του κρασιού είναι υποκειμενικός, με κάποιες (σπάνιες) 

αναφορές που περιγράφουν την παρουσία χαμηλών συγκεντρώσεων φαινολικών 

ενώσεων ως ευχάριστη, καθώς «προσθέτει έναν διακριτικό χαρακτήρα ηλικίας στα νεαρά 

ερυθρά κρασιά ", ενώ οι περισσότεροι δοκιμαστές το θεωρούσαν λιγότερο επιθυμητό 

λόγω της" χαμηλής γευστικής πολυπλοκότητας "που χαρακτηρίζει τη χαμηλή 

συγκέντρωση φαινολικών ενώσεων (Fugelsang and Edwards, 2007, Malfeito-Ferreira, 

2011). 

Η μεταβολική οδός που οδηγεί στη σύνθεση φαινολικών παραγώγων 

διερευνήθηκε συστηματικά το 1986 από τον Heresztyn (1986). Τέσσερις ενώσεις έχουν 

συνήθως αποδοθεί στη φαινολική γεύση, συμπεριλαμβανομένων των 4-
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βινυλογουαιακόλης (4-VG), 4-βινυλοφαινόλης (4-VP), 4-αιθυλογουαιακόλης (4-EG) και 

4-αιθυλοφαινόλης (4-ΕΡ) (Oelofse  et al, 2009). Ωστόσο, ανακαλύφθηκε πρόσφατα ότι 

η 4-βινυλοκατεχόλη (4-VC) και η 4-αιθυλοκατεχόλη (4-EC) μπορεί επίσης να έχουν ρόλο 

στο άρωμα των ζυμωμένων ποτών, ειδικά στο κρασί και στον μηλίτη (Buron, 2012).Τα 

είδη Brettanomyces έχουν την ικανότητα να παράγουν αυτές τις ισχυρές αρωματικές 

ενώσεις χρησιμοποιώντας κινναμωτική αποκαρβοξυλάση και αναγωγάση 

βινυλοφαινόλης (VPR). Η σύνθεση των πτητικών φαινολών εμφανίζεται σε δύο 

ενζυματικά διαδοχικά στάδια (Godoy et al, 2009): 

α) αποκαρβοξυλίωση των ρ-κουμαρικών και φουρουλικών οξέων στα 

αντίστοιχα υδροξυτυρένια τους (4-βινυλοφαινόλη [4-VP] και 4-βινυλογουαιακόλη [4-VG] 

) από την κινναμική αποκαρβοξυλάση και  

(β) αναγωγή αυτών των μορίων σε 4-αιθυλοφαινόλη (4-ΕΡ) και 4-

αιθυλογουαιακόλη(4-EG) με αναγωγάση βινυλοφαινόλης (VPR)  .  

Επιπλέον, η 4-αιθυλοκατεχόλη (4-EC)  σχηματίζεται από καφεϊκό οξύ σε 

χαμηλές ποσότητες (Edlin et al, 1998).  

Αξίζει να σημειωθεί ότι ορισμένα στελέχη S. cerevisiae σχηματίζουν επίσης 

υδροξυστερίνες από υδροξυκινναμικά οξέα αλλά δεν είναι σε θέση να μετασχηματίσουν 

περαιτέρω αυτές τις ενώσεις σε φαινόλες. 

 Είναι ενδιαφέρον ότι φαίνεται να υπάρχει συσχέτιση μεταξύ της προέλευσης 

του στελέχους και της παραγωγής πτητικής φαινόλης, καθώς μόνο στελέχη κρασιού 

παρήγαγαν ανιχνεύσιμες ποσότητες 4-EG και 4-EP όταν εμβολιάστηκαν σε κόκκινο 

κρασί (Crauwels et al.,2015), υποδηλώνοντας διαφορές στη φυσιολογική συμπεριφορά 

μεταξύ στελεχών από διαφορετική οικολογική προέλευση. Η παραγωγή 

αιθυλοφαινολών, ωστόσο, εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από το στέλεχος και το 

περιβάλλον (Lentz and Haris, 2015). Όπως φαίνεται από τον Kosel και τους συνεργάτες 

του, (Kosel et al, 2014) σε ζύμωση καθαρής καλλιέργειας, τα υδροξυκινναμικά οξέα 

μετατρέπονται γρήγορα και πλήρως σε βινυλοφαινόλες. Ωστόσο, μια μείωση 30% στη 

μετατροπή σε αιθυλοφαινόλες επιτεύχθηκε σε μικτές καλλιέργειες με Brettanomyces και 

S. cerevisiae. Έτσι, οι συγγραφείς κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι το Brettanomyces έχει 

μεταβολική προτίμηση για τα υδροξυκινναμικά οξέα αντί της άμεσης πρόσληψης 

βινυλοφαινόλων που συντίθενται από τον S. cerevisiae. Αυτή η υπόθεση επιβεβαιώθηκε 

δείχνοντας ότι το γονίδιο VPR εκφράστηκε σε χαμηλότερα επίπεδα σε μικτές 

καλλιέργειες ζύμωσης, όπου ήταν διαθέσιμες μικρότερες ποσότητες 4-βινυλοφαινόλης 

και 4-βινυλογουαιακόλης (Kosel et al, 2014). Σε μια πρόσφατη μελέτη βρέθηκαν 
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μεταβολές 0,28-1,13 mg / L 4-αιθυλοφαινόλης και 0,52-5,8 mg / L 4-αιθυλγουαιακόλης 

σε lambic μπύρες (Witrick et al, 2017). 

Παραδόξως, μέχρι σήμερα λίγα είναι γνωστά για τα γονίδια που κωδικοποιούν 

τα ένζυμα που εμπλέκονται την παραγωγή αυτών των φαινολικών μεταβολιτών. Αν και 

τα γονίδια στο Brettanomyces που απαιτούνται για τη φαινολική βιοσύνθεση δεν έχουν 

ταυτοποιηθεί πλήρως, πρόσφατα περιγράφηκε ένα γονίδιο που κωδικοποιεί ένα 

φαινολικό οξύ αποκαρβοξυλάση στο B. bruxellensis (γονίδιο DbPAD), του οποίου η 

λειτουργία επιβεβαιώθηκε με ετερόλογη έκφραση στο S. cerevisiae.  Τα ένζυμα, DbPAD 

και DbPAD2, με δραστικότητα αποκαρβοξυλάσης φαινυλακρυλικού οξέος φέρονται ως 

υπεύθυνα για την παραγωγή 4-βινυλοφαινόλης από π-κουμαρικό οξύ. Επιπλέον, (de 

Souza Liberal et al., 2012) έχει αναφερθεί η ύπαρξη δύο γονιδίων στο B. bruxellensis 

που κωδικοποιούν παράλογους του ένζυμο φαινυλοπυρουβική δεκαρβοξυλάση 

(DbARO10). Τα γονίδια του DbARO10 έδειξαν ότι και τα δύο ανταποκρίνονται στην 

παρουσία του ρ-κουμαρικού οξέος, που δείχνει ότι μπορεί να υπάρχει εναλλακτικές ή 

πρόσθετες αποκαρβοξυλάσες στο B. bruxellensis. Όσον αφορά το ένζυμο της 

αναγωγάσης της βινυλικής φαινόλης, μόλις πρόσφατα το το πιθανό ένζυμο καθαρίστηκε 

και υποβλήθηκε σε αλληλουχία. Επιπλέον, βρέθηκε να έχει τόσο ρεντουκτάση βινυλικής 

φαινόλης όσο και δισμουτάση υπεροξειδίου δραστηριότητες και αναγνωρίστηκε 

κατηγορηματικά ως υπεροξείδιο δισμουτάσης στο γονιδίωμα Β. bruxellensis AWRI 1499 

(Granato et al., 2014). Είναι ενδιαφέρον, ενώ το 4-EG και το 4-EP συμβάλλουν έντονα 

στις εκτός γεύσης στο κρασί, οι ίδιες ενώσεις θεωρούνται επιθυμητές στο lambic  και 

διάφορες όξινες μπύρες μπύρας.  

Προκειμένου να κατανοήσουμε καλύτερα τη βιοσύνθεση των φαινολικών 

ενώσεων στο Brettanomyces, είναι ακόμη απαραίτητο να εντοπιστούν τα ένζυμα που 

μετασχηματίζουν την υδροξυστερίνη στα παράγωγα αιθυλίου τους. Η σύνθεση 

υδροξυστερίνης προκύπτει τόσο από την αποκαρβοξυλάση του φαινυλικού ακρυλικού 

οξέος (PAD1) όσο και από την αποκαρβοξυλάση φουρουλικού οξέος (FDC1), η οποία 

είναι μια κινναμική αποκαρβοξυλάση. Ο φαινότυπος των στελεχών S. cerevisiae που 

περιέχουν ένζυμα υπεύθυνα για τη σύνθεση υδροξυστερίνης είναι το POF+ (φαινολική 

επίγευση). Ο φυσιολογικός ρόλος αυτών των ενζύμων δεν είναι πλήρως κατανοητός. 

Ωστόσο, το γονίδιο αποκαρβοξυλάσης πιθανότατα συμβάλλει στις διαδικασίες 

αποτοξίνωσης, καθώς η υπερέκφραση του PAD1 στο S. cerevisiae είχε ως αποτέλεσμα 

βελτιωμένο ρυθμό ανάπτυξης και παραγωγικότητα αιθανόλης παρουσία φουρουλικού 

οξέος, κινναμικού οξέος και σε ένα αραιό όξινο υδρόλυμα ερυθρελάτης (Larsson et al., 

2001). Επιπλέον, δεδομένου ότι το VPR χρησιμοποιεί το NADH ως συμπαράγοντα όταν 
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μειώνει τα υδροξυστυρένια στα παράγωγα αιθυλίου τους, θα μπορούσε να υποστηριχθεί 

ότι αυτό το ένζυμο μπορεί να διαδραματίσει ρόλο στη διατήρηση της οξειδοαναγωγικής 

ισορροπίας του κυττάρου. Έχει παρατηρηθεί ότι οι συνθήκες περιορισμένου οξυγόνου 

ενισχύουν τη δραστηριότητα VPR (Curtin et al., 2013), αυξάνοντας έτσι τη διαθεσιμότητα 

NAD+.  

Είναι ενδιαφέρον ότι, ενώ το 4-EP και το 4-EG συμβάλλουν σε μεγάλο βαθμό 

σε μια ανεπιθύμητη αλλοίωση των κρασιών, οι ίδιες ενώσεις θεωρούνται ουσιαστικοί 

συντελεστές των επιδόσεων των lambic, American Coolship Ale και διαφόρων βελγικών 

όξινων μπύρας. Η επίδραση του Brettanomyces στα κρασιά και τις μπύρες μπορεί να 

εξηγηθεί από τη διαφορά στη σχετική συγκέντρωση αυτών των πτητικών φαινολών. Στην 

μπύρα, η συγκέντρωση 4-EG (γαρύφαλλο ή πικάντικο άρωμα) είναι υψηλότερο από αυτό 

του 4-EP (φαρμακευτικό άρωμα) στο κρασί, αυτό είναι το αντίθετο (Oelofse  et al., 2009). 

Η αλλοίωση του κρασιού από το Brettanomyces είναι γενικά χαρακτηρίζεται από 

αναλογία 4-EG και 4-EP μικρότερη από μία. Αντίθετα, στην μπύρα ο λόγος είναι γενικά 

είκοσι φορές μεγαλύτερος από έναν (Vanbeneden et al., 2006). Ωστόσο, η αναλογία 4-

EG και 4-EP κυμαίνεται επίσης σημαντικά μεταξύ κρασιών, που κυμαίνονται από 1: 3 

έως 1:40 . Οι διαφορές στο κρασί, καθώς και μεταξύ του κρασιού και της μπύρας δεν 

έχουν ακόμη γίνει πλήρως κατανοητές, αλλά είναι πιθανό να υποθέσουμε ότι 

προκαλούνται από το συνδυασμένο αποτέλεσμα διαφορετικών αναλογιών μεταξύ 

κουμαρικού και φουρουλικού οξέα και διαφορετικά στελέχη με κάποια στελέχη να είναι 

πιο αποτελεσματικά στην παραγωγή μιας ένωσης έναντι της άλλης (Crauwels et al., 

2015). Λόγω των καταστροφικών επιπτώσεών του στο κρασί, αρκετοί ερευνητές 

διερεύνησαν τους παράγοντες που επηρεάζουν την παραγωγή του 4-EP. Τα 

αποτελέσματα δείχνουν ότι B. Bruxellensis παράγουν ενώσεις 4-ΕΡ υπό συνθήκες με 

λίγη υπολειμματική ζάχαρη κατά τη μεταγενέστερη διαδικασία ωρίμανσης, 

υποδεικνύοντας ότι αυτή η διαδικασία δεν υποβάλλεται σε καταβολίτη από την γλυκόζη 

(Dias et al., 2003, Malfeito-Ferreira, 2011). Επιπλέον, το pH, η θερμοκρασία και η 

παρουσία οξυγόνου και θείου φαίνεται επίσης να επηρεάζουν την παραγωγή 4-EP (Dias 

et al., 2003, Zuehlke and Edwards, 2013).  

Εκτός από την έντονη επιρροή του προφίλ αρώματος διαφόρων προϊόντων 

διατροφής, παραγωγή αιθυλο-φαινολών θα μπορούσε επίσης να θέσει μια έξυπνη 

στρατηγική του Brettanomyces για να ταξιδέψει σε νέο περιβάλλοντα δεδομένου ότι 

αποδείχθηκε πρόσφατα ότι οι αιθυλο-φαινόλες που παράγονται από την Brettanomyces 

είναι ελκυστικές για τα έντομα (Dweck et al., 2015). Το "ξίδι μύγας" (ή "φρούτα μύγας") 

Drosophila melanogaster ανιχνεύει την παρουσία υδροξυκινναμικών οξέων (HCAs, τα 
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οποία είναι ισχυρά διατροφικά αντιοξειδωτικά) μέσω οσφρητικών ενδείξεων. Αυτά τα 

φίλτρα δεν μπορούν να μυρίσουν αυτά τα οξέα απευθείας, αλλά είναι εξοπλισμένα με 

αποκλειστικούς οσφρητικούς αισθητήριους νευρώνες που ανιχνεύουν αιθυλοφαινόλες 

που παράγονται από ζύμες και προέρχονται αποκλειστικά από HCA. Επομένως, η 

παραγωγή αιθυλοφαινολών από το Brettanomyces μπορεί να αποτελέσει σημαντική 

στρατηγική ζωής, καθώς βοηθά στην προσέλκυση λεπτών που μπορούν να 

χρησιμεύσουν ως φορείς που προάγουν τη διασπορά των κυττάρων ζύμης μιας και 

μπορούν να παίξουν κρίσιμο ρόλο στη διασπορά της μαγιάς μέσω φορέων εντόμων, 

ενός μηχανισμού που έχει επίσης περιγραφεί για το S. cerevisiae (Crauwels et al., 2015). 

 

  

 Πτητικά λιπαρά οξέα 

Έχει αποδειχθεί ότι ο Brettanomyces παράγει μεγάλες ποσότητες πτητικών λιπαρών 

οξέων σε αναερόβιες συνθήκες ζύμωσης όπως το ισοβαλερικό οξύ. Πολλά από αυτά τα 

οξέα μπορεί να έχουν δυσάρεστη οσμή και / ή γεύση, η οποία μπορεί να είναι αισθητή 

στο χαλασμένο κρασί, ή σε νεαρές μπύρες Brettanomyces πριν από την εστεροποίηση 

αυτών των οξέων (Gamero et al.,2014). Στην πραγματικότητα, μαζί με τις αρωματικές 

ουσίες και τις φαινολικές ενώσεις που αναφέρονται παραπάνω, το ισοβαλερικό οξύ είναι 

Σχήμα 3.4 : Σχηματισμός πτητικών φαινολών με Brettanomyces. Ενώ η δραστηριότητα PAD 

συναντάται επίσης συχνά σε στελέχη Saccharomyces, η δραστηριότητα αναγωγάσης είναι 

ειδική για Brettanomyces.  

PAD = αποκαρβοξυλάση φαινυλακρυλικού οξέος.  

VPR = αναγωγάση βινυλοφαινόλης. 
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ο κύριος συντελεστής του ανεπιθύμητου χαρακτήρα Brettanomyces στο κρασί (Licker et 

al., 1999). Επιπλέον, υπάρχει η άποψη ότι επηρεάζει τη συνολική αντίληψη ή την ένταση 

των πτητικών φαινολικών ενώσεων σε προϊόντα που έχουν υποστεί ζύμωση (Oelofse  

et al., 2009). Το ισοβαλερικό οξύ του είδους lambic δίνει στην μπύρα τις ιδιαίτερες γεύσεις 

και οσμές της. Η συγκέντρωση του ισοβαλερικού οξέος στις μπύρες lambic κυμαίνεται 

συνήθως μεταξύ 2 και 3 ppm, αν και σε κάποιες εμπορικές μπύρες lambic δεν μπορούσε 

να ανιχνευθεί ισοβαλερικό οξύ. Οι ακριβείς μεταβολικές οδοί που εμπλέκονται στην 

παραγωγή πτητικών λιπαρών οξέων και οι συνθήκες που επηρεάζουν την παραγωγή 

τους σε Brettanomyces δεν έχουν ακόμη καθοριστεί, αλλά αποδείχθηκε ότι η 

αποικοδόμηση των αμινοξέων L-λευκίνη, L-ισολευκίνη και L-βαλίνη συμμετέχει στο 

σχηματισμό αντίστοιχα ισοβαλερικού οξέος, 2-μεθυλβουτυρικού και ισοβουτυρικού οξέος 

(Harwood and Canaleparola, 1981, Oelofse, 2008). Το ισοβαλερικό οξύ παράγεται 

γενικά με διαμεταμόλυνση λευκίνης σε α-κετοϊσοκαπροϊκό οξύ, μετέπειτα 

αποκαρβοξυλίωση σε ισοαμυλαλδεΰδη και τελικά οξείδωση σε ισοβαλερικό οξύ 

(Harwood and Canaleparola, 1981, Styger et αϊ., 2013). Τα γονίδια που είναι υπεύθυνα 

για αυτές τις διεργασίες δεν έχουν ακόμη εντοπιστεί στον Brettanomyces, αλλά τα γονίδια 

αλκοόλης και της αλδεϋδης αφυδρογονάσης, τα οποία κωδικοποιούν 

οξειδορεδουκτάσες, αποδείχθηκε ότι αντιγράφηκαν στο γονιδίωμα B. Bruxellensis και 

αναφέρθηκαν ως δυνητικοί καθοριστικοί παράγοντες της παραγωγής πτητικών λιπαρών 

οξέων του B. bruxellensis (Curtin et al., 2012b, Piskur et al., 2012, Steensels et al,2015) 

 Σάκχαρο-συνδεδεμένες 

Σε επιπλέον προς τις τυπικές Brettanomyces γεύσεις που αναφέρθηκαν 

παραπάνω, ο Β.bruxellensis μπορεί να εισάγει πρόσθετες γεύσεις στα τα προϊόντα που 

έχουν υποστεί ζύμωση. Εκτός από την παρουσία της γεύσης-δραστικών πτητικών 

ενώσεων σε ελεύθερη μορφή, φρούτα, άνθη και άλλα μέρη των φυτών που συχνά 

χρησιμοποιούνται σε τρόφιμα και ποτών ζυμώσεις περιέχουν πτητικά που είναι 

«κλειδωμένο» σε γλυκοσιδικά συνδεδεμένα σάκχαρα, με αποτέλεσμα να είναι διαλυτές 

σε νερό και άοσμες ενώσεις.  

Ο Brettanomyces spp. καλλιεργείται συνήθως από μπύρα ή κρασί που έχει 

ωριμάσει σε δρύινα βαρέλια (Vanderhaegen et al., 2003). Είναι ενδιαφέρον ότι ορισμένα 

είδη Brettanomyces έχουν την ικανότητα να υδρολύουν την κυττατοβιόζη (ένα σύνθετο 

σάκχαρο που υπάρχει στο ξύλο) και να το ζυμώσουν περαιτέρω σε αιθανόλη (Moon et 

al., 2001), το οποίο θα μπορούσε να βοηθήσει να εξηγήσει πώς μπορεί να επιβιώσει το 

Brettanomyces χρόνια σε ξύλινα βαρέλια. Αυτό απαιτεί β-γλυκοσιδάση, η οποία 

απαντάται συχνά σε διάφορα στελέχη Brettanomyces (Daenen et al., 2008a, Gonde et 
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al., 1984, Moon et al., 2001). Μια βιομηχανικά σημαντική παρενέργεια αυτού του ενζύμου 

είναι η ικανότητά του να απελευθερώνει «κλειδωμένα» φυσικά ρεύματα από διάφορα 

υποστρώματα. Εκτός από την παρουσία επίγευσης λόγω ενεργών πτητικών ενώσεων 

σε ελεύθερη μορφή, τα φρούτα, τα λουλούδια και άλλα μέρη των φυτών που 

χρησιμοποιούνται συχνά για ζύμωση τροφίμων και ποτών περιέχουν επίσης πτητικά 

που δεσμεύονται γλυκοσιδικά, με αποτέλεσμα υδατοδιαλυτές, μη πτητικές και άοσμες 

ενώσεις ( Daenen, 2008 b). 

 Η ικανότητα του Brettanomyces να υδρολύει αυτές τις μη πτητικές χημικώς 

δεσμευμένες ενώσεις αρώματος είναι ενδιαφέρουσα στις βιομηχανικές πρακτικές επειδή 

μόλις απελευθερωθούν, αυτές οι φυσικές ενώσεις μπορούν να συμβάλουν θετικά στο 

άρωμα (Daenen et al., 2009). Η δραστηριότητα β-γλυκοσιδάσης διερευνήθηκε στο B. 

intermedia (τώρα B. bruxellensis) (Blondin et al., 1984 and McMahon et al., 1999), B. 

anomalus (τώρα B. anomala) (Fia et al., 2005) και B. custersii (Daenen et al., 2008a). Η 

δραστηριότητα βρέθηκε να είναι κυτταρική, ενδοκυτταρική και να απελευθερώνεται αργά 

στο μέσο. Οι Daenen και οι συνεργάτες του ανακάλυψαν περαιτέρω ότι ο B. custersii 

μπόρεσε να υδρολύσει γλυκοσυνδετικά αρωματικά συστατικά από λυκίσκο κατά τη φάση 

ωρίμανσης της μπύρας (Daenen et al., 2008b). Παρομοίως, έδειξαν ότι η δραστικότητα 

γλυκοσιδάσης Brettanomyces συμβάλλει πιθανώς στην τυπική ανάπτυξη των 

παραδοσιακών διαδικασιών παραγωγής Kriek (μπύρες κερασιών), επειδή 

απελευθερώνει δραστικές ενώσεις που υπάρχουν στα κεράσια (Daenen, 2008b). 

Επίσης, στα κρασιά, αποδείχθηκε ότι ο B. bruxellensis και ο B. anomala εμφανίζουν 

δραστικότητα β-γλυκοσιδάσης και καθιστούν δυνατή την υδρόλυση των γλυκοζιτών 

μονοτερπενίου που υπάρχουν στον χυμό σταφυλιών (Fia et al., 2005 και Villena et al., 

2007). 

Αυτό καθιστά το Brettanomyces πολύ κατάλληλο για την παραγωγή νέων 

αλκοολούχων ποτών που είναι εμπλουτισμένα με φυσικές γεύσεις και αρώματα από 

λυκίσκο, φρούτα και άλλα μέρη φυτών που συνήθως δεν μπορούν να παράγουν ζύμες 

Saccharomyces (Vanderhaegen et al., 2003). 

Επιπλέον, ο πρόσφατος καθαρισμός και ο χαρακτηρισμός του ενζύμου β-

γλυκοσιδάσης  στον Β. anomalus αποκάλυψε ότι μπορεί να δράσει σε υψηλότερο ρΗ 

(5,75) και χαμηλότερη θερμοκρασία (37 ° C) από τις διαθέσιμες εμπορικές β-

γλυκοσιδάσες, παρέχοντας νέες ευκαιρίες αυτού του ενζύμου για βιοσυσκευασία 

ορισμένων ποτών. Σε σύγκριση με τα επί του παρόντος διαθέσιμα ένζυμα, το ένζυμο Β. 

anomalus έδειξε αυξημένη απελευθέρωση συγκεκριμένων αγλυκών, 

συμπεριλαμβανομένης της ευγενόλης και της γερανιόλης σε μπύρα κερασιού και οξείδιο 



66  

 

 

λιναλοόλης, βενζυλική αλκοόλη και σαλικυλικό μεθύλιο στο γάλα φρούτων του δάσους. 

Είναι ενδιαφέρον ότι πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι ορισμένες τα στελέχη Β. 

bruxellensis περιέχουν δύο ξεχωριστά γονίδια β-γλυκοσιδάσης, ενώ άλλα στελέχη 

περιέχουν μόνο ένα από τα δύο γονίδια. Ενώ αυτή η γονιδιωματική διαγραφή θα 

μπορούσε να συνδεθεί με την αδυναμία χρήσης ορισμένων β-συνδεδεμένων σακχάρων 

από ορισμένα στελέχη του B. bruxellensis, απαιτείται περαιτέρω έρευνα για να 

διερευνηθεί ο ακριβής ρόλος αυτών των β-γλυκοσιδάσης στην αρωματική ικανότητα του 

B. bruxellensis στελέχη (Crauwels et al., 2014 και Crauwels et al., 2015). 

 Γλυκερόλη 

Η γλυκερόλη είναι μια μη πτητική ένωση που δεν έχει συγκεκριμένο άρωμα. 

Ωστόσο, η ιξώδης φύση και η γλυκιά του γεύση συμβάλλει στην ποιότητα των προϊόντων 

ζύμωσης παρέχοντας γλυκύτητα, σώμα και αίσθηση (Langstaff and Lewis, 1993, Nurgel 

and Pickering, 2005, Pretorius, 2000). Στις περισσότερες διαδικασίες ζύμωσης 

Saccharomyces, είναι ποσοτικά το πιο εισαγόμενο προϊόν μετά από αιθανόλη και 

διοξείδιο του άνθρακα. Ο B. bruxellensis, ωστόσο, δεν παράγει μεγάλες ποσότητες 

γλυκερόλης, η οποία πιθανότατα οφείλεται στην απουσία δραστικότητας γλυκερόλης 3-

φωσφορικής φωσφατάσης (Wijsman et al., 1984).Η έλλειψη παραγωγής, μάλιστα, 

γλυκερόλης μπορεί να διαδραματίσει σημαντικό ρόλο στο φαινόμενο Custers. 

Πρόσφατες μελέτες, ωστόσο, παρακολούθησαν την παραγωγή γλυκερόλης υπό 

αναερόβιες συνθήκες από ορισμένα στελέχη B. bruxellensis, αν και σε πολύ χαμηλές 

συγκεντρώσεις (Uscanga et al., 2003, Blomqvist et al., 2010, Rozpedowska et al., 2011).  

 Δραστηριότητα α-και β-γλυκοζάσης και αγλυκονών  

Έχουν ταυτοποιηθεί πολυάριθμα φυτικά αισθητήρια μόρια και πολλές από 

αυτές τις ενώσεις είναι γλυκοσυλιωμένες (π.χ. φλαβονόλες, ανθοκυανίνες, μονοτερπένια 

και νορισοπρενοειδικές ενώσεις) και χωρίς άρωμα. Από την άλλη πλευρά, η 

αποικοδόμηση γλυκοσυλιωμένων μορίων σε αγλυκόνες συνδέεται άμεσα με φρουτώδη 

ή / και αρώματα λουλουδιών και γεύσεις μπύρας  (Sarry and Gunata, 2004).  

Ορισμένα στελέχη Saccharomyces μεταβολίζουν γλυκοζίτες σε αγλυκόνες 

χρησιμοποιώντας εξω-β-γλυκανάση (π.χ. Exg1p). Ωστόσο, ο μεταβολισμός των 

γλυκοσίδων εμφανίζεται προφανώς με υψηλότερο ρυθμό στα είδη Brettanomyces. Οι 

Daenen με τους συναδέλφους της ταυτοποίησε μια κυτταρική β-γλυκοσιδάση που 

σχετίζεται με μια ευρύτερη δραστικότητα σε ένα απομονωμένο με Lambic στέλεχος 

Brettanomyces custersii LD72 (Daenen et al, 2008a). Το ένζυμο β-γλυκοσιδάσης του B. 

custersii LD72 απελευθερώνει διαφορετικούς αγλυκόνες, όπως trans-2-εξεν-1-όλη, 

βενζαλδεϋδη, βενζυλική αλκοόλη, ευγενόλη, trans- και cis-ισοϊγενόλη, σαλικυλικό 
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μεθύλιο και γερανιόλη από τη μετατροπή γλυκοζίτες που υπάρχουν στα βύσσινα. Αυτή 

η μελέτη παρείχε επίσης προκαταρκτικά στοιχεία ότι η υδρόλυση της αμυγδαλίνης, με 

αποτέλεσμα την παραγωγή βενζαλδεϋδης, βενζυλικής αλκοόλης και οξικού 

βενζυλεστέρα, συμβαίνει σε απόκριση της δραστικότητας της υδρολάσης γλυκοσίδης σε 

ορισμένα είδη Brettanomyces (Daenen et al, 2008b).  

Όσον αφορά τα νέα χαρακτηριστικά της μπύρας, ο βιολογικός μετασχηματισμός 

των γλυκοσίδων από λυκίσκο και φρούτα σε δραστικούς αγλυκόνες μπορεί να 

προσφερθεί με τη χρήση στελεχών Brettanomyces (Gamero A. et al, 2014). Είναι 

ενδιαφέρον, η δραστηριότητα της εξωκυτταρικής β-γλυκοσιδάσης στο B. bruxellensis 

σχετίζεται, επίσης, με την παραγωγή ρεσβερατρόλης, μια πιθανή αντιοξειδωτική, 

αντιμικροβιακή και αντιγηραντική ένωση (Kuo et al, 2018). Επιπλέον, η παρουσία β-

γλυκοσιδάσης επιτρέπει στα είδη Brettanomyces να χρησιμοποιούν κυτταροβιόζη - από 

το ξύλο σε δρύινα βαρέλια - ως πηγή άνθρακα. Η τελευταία φάση της ζύμωσης της 

μπύρας lambic (13-24 μήνες μετά την έναρξη της ζύμωσης) κυριαρχείται κυρίως από το 

B. bruxellensis, υποστηριζόμενο από κυτταροκύτταρα που απελευθερώνονται από 

ξύλινα βαρέλια (Vanderhaegen et al, 2003). Η ικανότητα χρήσης της κυτταροβιόζης 

προκαλεί τα είδη Brettanomyces να σχηματίσουν βιοφίλμ στο βαρέλι, επιτρέποντας στα 

ζυθοποιεία να χρησιμοποιούν αυτό το βιοφίλμ Brettanomyces για να προσδώσουν τα 

χαρακτηριστικά «Brett» στην μπύρα (White and Zainasheff, 2010). Αξίζει να σημειωθεί 

ότι το χαρακτηριστικό που σχετίζεται με τις ιδιότητες υπερβολικής εξασθένησης του 

μούστου στον οποίο χρησιμοποιούνται τα είδη Brettanomyces προέρχεται από τη 

δραστικότητα της α-γλυκοσιδάσης, οδηγώντας στη διαμόρφωση μπύρας χαμηλών 

θερμίδων .  

3.8 Παράγοντες που επηρεάζουν τις ζυμώσεις 

Για να είναι δυνατό να χρησιμοποιηθεί οποιαδήποτε ζύμη για την παραγωγή 

προϊόντος, κύριος στόχος είναι να έχει διασφαλιστεί η μικροβιολογική της ασφάλεια ώστε 

να μην υπάρχει αμφιβολία για την κατανάλωση του τελικού παραγώμενου προϊόντος. 

Είναι ενδιαφέρον ότι λίγη έρευνα έχει επικεντρωθεί στην ασφάλεια 

Brettanomyces για εφαρμογή στις ζυμώσεις τροφίμων. Επειδή οι ζύμες βρίσκονται 

συνήθως σε παραδοσιακές ζυμώσεις ποτών, όπως οι βελγικές gueuze και οι lambic 

μπύρες , οι οποίες παράγονται και καταναλώνονται για αιώνες, το Brettanomyces 

θεωρείται συχνά ασφαλές. Ωστόσο, υπάρχουν δύο παράγοντες που απαιτούν κάποια 

προσοχή, συγκεκριμένα η δυνατότητά τους να παράγουν ορισμένες βιογενείς αμίνες και 

η αντοχή τους στο αντιμικροβιακό κυκλοεξαμίδιο (Steensels et al,2015).  
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 Παραγωγή βιογενών αμινών 

Οι βιογενείς αμίνες (BAs) είναι δυνητικά επικίνδυνες βιολογικές ενώσεις που 

μπορούν να έχουν ανεπιθύμητες φυσιολογικές επιπτώσεις όταν απορροφώνται σε 

υψηλές συγκεντρώσεις. Μπορούν να προκαλέσουν ορμονικές διαταραχές, έκκριση 

γαστρικού οξέος, αυξημένο καρδιακό παλμό, ημικρανία, ταχυκαρδία και υψηλότερη 

αρτηριακή πίεση (Shalaby, 1996). Σύμφωνα με τη χημική τους δομή, τα BA μπορούν να 

ταξινομηθούν ως αλειφατικά (πουτρεσκίνη,καδαβερίνη,σπερμίνη και σπερμιδίνη), 

αρωματικά (τυραμίνη και φαινυλαιθυλαμίνη) ή ετεροκυκλικά (ισταμίνη και τρυπταμίνη) 

(Spano et al., 2010). Ο πιο τοξικός εκπρόσωπος τους είναι η ισταμίνη. 

Τα BA μπορούν να εισέλθουν σε ζυμωμένα τρόφιμα με δύο τρόπους, είτε 

απευθείας από πρώτες ύλες είτε από την παραγωγή κατά τη διάρκεια της διαδικασίας 

ζύμωσης. Στη διαδικασία ζύμωσης, παράγονται με αποκαρβοξυλίωση αμινοξέων. Αυτή 

η αντίδραση συμβαίνει σε πολλά μικροβιακά είδη, συμπεριλαμβανομένων ορισμένων 

στελεχών Brettanomyces. Κατά συνέπεια, αυτά μπορούν να παράγουν σημαντικές 

συγκεντρώσεις BAs, ειδικά όταν αναπτύσσονται σε σύνθετα μέσα με εμπλουτισμένη 

συγκέντρωση αμινοξέων. Η βιολογική λειτουργία αυτής της αντίδρασης δεν είναι πλήρως 

κατανοητή, αλλά θεωρείται ότι αυτή η δραστηριότητα αποκαρβοξυλάσης ευνοεί την 

ανάπτυξη και την επιβίωση σε όξινα μέσα, καθώς προκαλεί αύξηση του pH (Spano et 

al., 2010). 

Στο κρασί, έχουν αναγνωριστεί περισσότερα από 20 διαφορετικά BA και η 

συνολική τους συγκέντρωση έχει αναφερθεί ότι κυμαίνεται από μερικά mg / L έως 

περίπου 50 mg / L (Landete et al., 2005, Lonvaud-Funel, 2001, Spano et al. , 2010). Η 

βιβλιογραφία που δημοσιεύεται σχετικά με την παραγωγή ΒΑ στο κρασί από το B. 

bruxellensis δεν είναι πάντα ξεκάθαρη. Σε μια μελέτη που πραγματοποιήθηκε από τον 

Vigentini  και τους συνεργάτες του , πουτρεσκίνη, καδαβερίνη και σπερμιδίνη βρέθηκαν 

σε κρασιά εμβολιασμένα με B. bruxellensis, αλλά θεωρήθηκαν ακίνδυνα για την 

ανθρώπινη υγεία λόγω των χαμηλών συγκεντρώσεων και της απουσίας των πιο 

φυσιολογικά ενεργών μορίων (Vigentini et al., 2008). Ωστόσο, ο  Caruso και η ομάδα του 

βρήκαν πως ένα στέλεχος B. bruxellensis κατάφερε να σχηματίσει έως και 15 mg L − 1 

ολικών αμινών, κυρίως 2-φαινυλαιθυλαμίνης (Caruso et al., 2002).Η παραγωγή 

βιογενών αμινών θεωρείται σημαντικός παράγοντας για την ασφάλεια των 

μικροοργανισμών στις διαδικασίες ζύμωσης τροφίμων: μια πρόσφατα δημοσιευμένη 

επιστημονική γνώμη της επιτροπής για τους βιολογικούς κινδύνους της Ευρωπαϊκής 

Αρχής για την Ασφάλεια των Τροφίμων (EFSA) συζητά τον έλεγχο των BA για - μόνωση 

σε ζυμωμένα τρόφιμα (EFSA, 2011). Ωστόσο, η μακροχρόνια παραδοσιακή χρήση των 
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τροφίμων που παράγονται από ζυμώσεις Brettanomyces και η έντονη μεταβλητότητα 

των ενδοστροφών υποδηλώνουν ότι η επιλογή συγκεκριμένων στελεχών Brettanomyces 

μπορεί να μειώσει τον κίνδυνο μόλυνσης από BA σε ζυμώσεις που εμβολιάζονται με 

Brettanomyces (Steensels et al,2015). 

 Αντοχή στο κυκλοεξαμίδιο 

Το Brettanomyces είναι γενικά εξαιρετικά ανθεκτικό στο κυκλοεξαμίδιο (μερικές φορές 

αναφέρεται ως ακτιδιόνη) όπου είναι ενας κοινός αντιμυκητιασικός παράγοντας που 

αναστέλλει τη βιοσύνθεση της πρωτεΐνης σε πολλούς ευκαρυωτικούς οργανισμούς 

(Leach et al., 1947 και Morneau et al., 2011). Κατά συνέπεια, το αντιβιοτικό 

χρησιμοποιείται συχνά ως ένας από τους κύριους εκλεκτικούς παράγοντες για την 

απομόνωση στελεχών Brettanomyces. Αν και η ανθεκτικότητα στα αντιμυκητιασικά δεν 

μεταδίδεται μεταξύ ζυμομυκήτων, αποφασίστηκε πρόσφατα από την EFSA ότι ζύμες 

ανθεκτικές σε αντιμυκητιασικά που χρησιμοποιούνται για θεραπείες στον άνθρωπο 

πρέπει να αποφεύγονται σε διαδικασίες ζύμωσης (EFSA, 2009). Το κυκλοεξιμίδιο, 

ωστόσο, δεν εφαρμόζεται επί του παρόντος ως θεραπευτικό αντιμυκητιασικό και ως εκ 

τούτου δεν πρέπει να αποτελεί πρόβλημα όταν πραγματοποιείται έλεγχος των τεκμηρίων 

ασφάλειας (QPS) για Brettanomyces (Steensels et al,2015). 

3.9 Αναστολείς ζυμώσεων 

Υπάρχουν ορισμένοι χημικοί παράγοντες οι οποίοι μπορούν να μειώσουν την 

απόδοση της αλκοολικής ζύμωσης ή ακόμα και να την αναστείλουν. Όπως συμβαίνει σε 

κάθε μεταβολική πορεία έτσι και στην αλκοολική ζύμωση έχουμε διάφορα σημεία 

ρύθμισης, καθώς και αρκετούς ανασταλτικούς παράγοντες. Για το λόγο αυτό θα πρέπει 

να ελέγχονται (Webb,1963 ). Οι πιο σημαντικοί από τους αναστολείς είναι :  

 Σάκχαρα : Η αυξημένη συγκέντρωση σακχάρων μπορεί να επηρεάσει την πορεία 

της αλκοολικής ζύμωσης, καθώς επηρεάζει το μεταβολισμό των ζυμών. 

Αναλυτικότερα, προκαλεί επιμήκυνση της περιόδου αναμονής, μειωμένη 

ταχύτητα ζύμωσης και μείωσης της ποσότητας των ζυμωμένων σακχάρων. 

 Αιθανόλη : Το ίδιο το προϊόν δρα σαν αναστολέας σε συγκεκριμένες 

συγκεντρώσεις. Αλκοολικοί βαθμοί μεγαλύτεροι των 5 αναστέλλουν τον 

πολλαπλασιασμό ορισμένων ζυμών, ενώ σε βαθμούς μεγαλύτερους των 12 τα 

περισσότερα κύτταρα θανατώνονται. Ειδικότερα, αυξημένη συγκέντρωση 

αιθανόλης οδηγεί σε αύξηση της φάσης αναμονής των κυττάρων της ζύμης και 

σε επιβράδυνση της αύξησης των κυττάρων. Σε ακόμη μεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις η αιθανόλη δύναται να οδηγήσει σε τερματισμό της αλκοολικής 

ζύμωσης και θανάτωση των κυττάρων ζύμης 
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 Φορμαλδεΰδη : Η HCHO που χρησιμοποιείται με την μορφή φορμόλης ως 

αντισηπτικό ενάντια στα βακτήρια, υπό ορισμένες συνθήκες αναστέλλει την 

αλκοολική ζύμωση. 

 Θειώδες οξύ : Το H2SO3 χρησιμοποιείται συνήθως για τη θείωση στις 

οινοδεξαμενές και πρέπει να είναι ελεύθερο αρσενικού, γιατί σε αντίθετη 

περίπτωση αποτελεί αναστολέα της ζύμωσης. 

 Μέταλλα: Ορισμένα μέταλλα όπως το Cd, ο Cu, ο Pb, και ο Hg σε ορισμένες 

συγκεντρώσεις δρουν σαν αναστολείς (Ghose and Tyagi, 1979) . 

3.10 Αλλοιώσεις που προκαλούνται από τον Brettanomyces 

Ο Brettanomyces εξαπλώνεται όταν έρχεται σε επαφή το ποτό με μολυσμένες 

περιοχές αλλά η μόλυνση από αυτόν δεν προέρχεται από μία αιτία αλλά από ένα σύνολο 

φαινομένων ( Tubia et al, 2018).  

Από τα σχετικά μεταβολικά προϊόντα που παράγονται από τον Brettanomyces 

κατά τη διάρκεια της ζύμωσης αλκοολούχων ποτών, οι πτητικές φαινόλες είναι αυτές που 

επηρεάζουν κυρίως την ποιότητα του κρασιού και του μηλίτη. Η παραγωγή αυτών των 

ενώσεων πραγματοποιείται με τη δραστικότητα δύο ενζύμων τα οποία 

αποκαρβοξυλιώνουν τα υδροξυκινναμικά οξέα σε υδροξυτυρίνη και στη συνέχεια 

ανάγονται σε παράγωγα αιθυλίου. Ο Brettanomyces είναι σε θέση να χρησιμοποιήσει π-

κουμαρίνη και φουρουλικό οξύ (που βρίσκονται στο μούστο), μετατρέποντάς τα σε 4-

αιθυλφαινόλη και 4-αιθυλγουακόλη, αντίστοιχα (Steensels et al., 2015, Suárez et al., 

2007). Μερικοί τύποι ζύμης μπορούν να παράγουν αυτό το αποτέλεσμα: Dekkera 

bruxellensis, Dekkera anomala, Pichia guilliermondii, Candida versatilis, Candida 

halophile and Candida mannitofaciens (Blackburn, 2006). Αλλά o Brettanomyces είναι o 

μόνος μικροοργανισμός που μπορεί να τα παράγει ειδικώς σε συνθήκες παραγωγής 

κρασιού και μηλίτη (π.χ. χαμηλό pH, υψηλή αιθανόλη και χαμηλή οξυγόνωση). 

Αναφέρεται ότι το 80% του Brettanomyces μπορεί να παράγει αυτές τις φαινόλες και 

μόνο το 50% σε υψηλά επίπεδα (Conterno et al., 2006). Επιπλέον, υπάρχουν μερικές 

μελέτες που δείχνουν διαφορετική παραγωγή φαινόλης ανάλογα με το στέλεχος 

Brettanomyces bruxellensis (Di Toro et al., 2015).  

Μερικές δημοσιεύσεις έχουν διερευνήσει την παρουσία Brettanomyces στα 

σταφύλια σε περιοχές συγκομιδής, αλλά η συχνότητα ανίχνευσης είναι πολύ χαμηλή 

(που περιλαμβάνει 0–3% του συνολικού πληθυσμού ζύμης που υπάρχει στα σταφύλια) 

(Renouf et al., 2007). Παραδείγματα περιοχών που συνήθως παρέχουν κατάλληλες 

κόγχες για την ανάπτυξη του Brettanomyces, στην οινοποίηση, περιλαμβάνουν γραμμές 

μούστου, βρώμικο εξοπλισμό θραύσης, ξύλινα σκεύη ή οποιαδήποτε δεξαμενή ή γραμμή 

https://translate.googleusercontent.com/translate_f#12
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#12
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μεταφοράς που καθαρίζεται αποτελεσματικά ( Oelofse et al., 2008 ). Τα πρώτα βήματα 

στη διαδικασία οινοποίησης δημιουργούν ευκαιρίες για την εξάπλωση της ζύμης 

αλλοίωσης. Πρώτον, η χρήση πρακτικών διαβροχής και πηκτολυτικών ή άλλων ενζύμων 

που περιέχουν δραστικότητα κινναμοϋλικής εστεράσης,η οποία μπορεί να οδηγήσει σε 

αυξημένα επίπεδα υδροξυκινναμικού οξέος, πρόδρομο του φαινολικής επίγευσης που 

δημιουργείται με τη σύνθεση Brettanomyces (Freer, 2002). Κρίσιμα σημεία για πιθανή 

επιμόλυνση από Brettanomyces κατά την οινοποίηση είναι η διάρκεια της αλκοολικής και 

της μηλογαλακτικής ζύμωσης,των στατικών ή υποτονικών ζυμώσεων, η τιμή του pH( 

άνω του 3,6), η θερμοκρασία (δεν θα πρέπει να είναι υψηλη). Σημαντικές είναι,επίσης,οι 

τεχνικές μικροοξυγόνωσης, οι ανεπαρκείς επεξεργασίες θειώδους κατά τη διάρκεια 

ωρίμανσης,στο οποίο ευρύτερα πρέπει να δοθεί ιδιαίτερη προσοχή (Tubia et al,2018). 

Κατά τη διάρκεια της διαδικασίας οινοποίησης, o Brettanomyces ανταγωνίζεται 

το νωπό μούστο και άλλα είδη ζυμών που αναπτύσσονται γρήγορα. Το S. cerevisiae 

είναι υπεύθυνο για την αλκοολική ζύμωσης και ως εκ τούτου, το Brettanomyces έχει 

ελάχιστες πιθανότητες επικράτησης. Καθώς η διαδικασία ζύμωσης τελειώνει, οι 

συνθήκες αλλάζουν και ευνοείται ο Brettanomyces έναντι άλλων μικροοργανισμών 

(Tubia et al,2018). Τα υψηλά επίπεδα αιθανόλης και τα χαμηλά επίπεδα σακχάρου, pH 

και οξυγόνωσης προκαλούν την αυτόλυση άλλων κυττάρων, όπως το S. cerevisiae 

.Ωστόσο, ο Brettanomyces έχει εξαιρετική αντοχή στις αλκοολικές συνθήκες σε ένα 

ελάχιστα θρεπτικό περιβάλλον και στα χαρακτηριστικά αργής ανάπτυξης (Renouf et al., 

2006). Επίσης, όταν το κρασί αποθηκεύεται για ωρίμανση σε ξύλινα βαρέλια, η πορώδης 

μικροδομή των δρύινων βαρελιών επιτρέπει την είσοδο του οξυγόνου που προάγει την 

ανάπτυξη του Brettanomyces (du Toit et al., 2006). Η ποικιλία των πηγών άνθρακα που 

μπορεί να μεταβολίσει ο Brettanomyces, του δίνει το πλεονέκτημα να αναπτύσσεται 

ευκολότερα από άλλες ζύμες κατά τη διάρκεια των τελικών σταδίων της ζύμωσης (Tubia 

et al,2018). 

Ο σχηματισμός βιοφίλμ αυξάνει την αντοχή των Brettanomyces σε χημικές και 

φυσικές θεραπείες. Ωστόσο, σε σύγκριση με άλλες αλλοιώσεις και μικροοργανισμούς 

που σχηματίζουν βιομάζες, υπάρχουν λίγες δημοσιευμένες μελέτες σχετικά με τα βιοφίλμ 

Brettanomyces. Μερικοί συγγραφείς έχουν δείξει την ικανότητα του Brettanomyces για 

να σχηματίζει βιολογικά προϊόντα σε κρασί και συνθετικά μέσα με διαφορετικές 

συγκεντρώσεις ζάχαρης (Joseph et al., 2007 , Tristezza et al.2010). 

 Επιπλέον, μελέτες γενετικής ποικιλομορφίας αποκάλυψαν σημαντική 

γονοτυπική ικανότητα εντός του είδους B. bruxellensis (Crauwels et al., 2014 and 

Vigentini et al., 2012) Μερικές από αυτές τις μελέτες αναφέρουν μια συσχέτιση μεταξύ 

https://translate.googleusercontent.com/translate_f#12
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#11
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των γονότυπων ομάδων του B. bruxellensis και της πηγής απομόνωσης τους (π.χ. 

μπύρα ή κρασί) (Crauwels et al., 2014, Conterno et al.,2006, Vigentini et al., 2012), 

υποδηλώνοντας εξειδικευμένη προσαρμογή. Πρόσφατα, αυτή η συσχέτιση προτάθηκε 

επίσης για τους φαινοτύπους του B. bruxellensis, αν και μελετήθηκε μόνο ένα 

περιορισμένο σύνολο επτά προϊόντων απομόνωσης (2 στελέχη κρασιού, 4 στελέχη 

μπύρας και 1 από αναψυκτικά). Η ικανότητα μεταβολισμού συγκεκριμένων α- και β-

γλυκοζιτών καθώς και α- και β-υποκατεστημένων μονοσακχαριτών βρέθηκε να είναι 

πολύ μεταβλητή μεταξύ των στελεχών Β. Bruxellensis, αλλά συνεπής για στελέχη από 

την ίδια προέλευση. Ενώ στελέχη που απομονώθηκαν από κρασί κατάφεραν να 

χρησιμοποιήσουν D-γαλακτόζη, αυτό φαίνεται λιγότερο στην περίπτωση των προϊόντων 

απομόνωσης μπύρας. Συνεπώς, στελέχη που δεν μπορούσαν να αναπτυχθούν σε 

γαλακτόζη βρέθηκε να στερούνται τουλάχιστον ενός από τα γονίδια που εμπλέκονται 

στην οδό Leloir του μεταβολισμού της γαλακτόζης (Crauwels et al., 2015).  

Περαιτέρω, σε αντίθεση με τα στελέχη του κρασιού, τα στελέχη παρασκευής 

βρέθηκαν να μην είναι ικανά να υδρολύουν β-γλυκοσίδιο, δισακχαρίτες, κυτταροβιόζη και 

γεντιοβιόζη, υποδηλώνοντας ότι αυτά τα στελέχη στερούνται του ενζύμου  ή των ενζύμων 

που είναι υπεύθυνα για τη θραύση συγκεκριμένων β-δεσμευμένων σακχάρων. 

Πράγματι, η αλληλουχία ολόκληρου του γονιδιώματος αποκάλυψε ότι ενώ τα μελετημένα 

στελέχη κρασιού περιέχουν δύο (διακριτά) γονίδια β-γλυκοσιδάσης, τα στελέχη μπύρας 

που ερευνήθηκαν στερούνται ενός από αυτά τα γονίδια , τα οποία μπορεί να εξηγήσουν 

αυτές τις φαινοτυπικές διαφορές (Crauwels et al., 2015). Ωστόσο, το 43,3% των 147 

δοκιμασμένων στελεχών Brettanomyces από ζυμώσεις lambic (ταυτοποιήθηκαν ως B. 

custersii και B. intermedius εκείνη την εποχή, βρέθηκαν δύο είδη που έχουν πλέον 

ανακαταταχθεί ως B. bruxellensis), έχει δραστικότητα κυτταροβιόζης, υποδηλώνοντας 

ότι τα στελέχη παρασκευής του B. bruxellensis φιλοξενούν επίσης φαινοτύπους θετικούς 

σε κυτταροβιόζη. Απαιτείται περαιτέρω έρευνα που χρησιμοποιεί περισσότερα προϊόντα 

απομόνωσης από διαφορετικές οικολογικές θέσεις για να διερευνηθεί σε ποιο βαθμό 

αυτά τα ευρήματα αντιπροσωπεύουν μια γενική τάση για τα στελέχη μπύρας και κρασιού 

B. Bruxellensis.  

Είναι ενδιαφέρον ότι τα γονίδια που εμπλέκονται στην οδό Leloir καθώς και το 

προαναφερθέν γονίδιο β-γλυκοσιδάσης που απουσιάζει στα στελέχη μπύρας 

συγκεντρώνονται σε μια περιοχή ~ 36 kb που περιλαμβάνει 13 γονίδια, τα περισσότερα 

από τα οποία εμπλέκονται στον μεταβολισμό του άνθρακα. Αυτή η περιοχή βρέθηκε 

εντελώς απουσία στο στέλεχος μπύρας ST05 / 12.22 (Crauwels et al., 2014). Επιπλέον, 

μια πιο εμπεριστατωμένη μελέτη με χρήση PCR αποκάλυψε ότι αυτό το γονιδιακό 
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σύμπλεγμα χάθηκε σταδιακά με την πάροδο του χρόνου σε στελέχη μπύρας: μερικά 

στερούνται μόνο λίγα γονίδια, άλλα δεν διαθέτουν και τα 13 γονίδια, αλλά όλα τα στελέχη 

μπύρας δεν έχουν το γονίδιο β-γλυκοσιδάσης. Αντιθέτως, αυτό το σύμπλεγμα γονιδίων 

υπήρχε εξ ολοκλήρου στα στελέχη του κρασιού. Επιπλέον, αυτή η περιοχή είναι επίσης 

επιρρεπής σε αντιγραφή αριθμών και απώλεια ετεροζυγοτικότητας . Με βάση αυτά τα 

ευρήματα μπορεί να υποτεθεί ότι αυτό το γονιδιακό σύμπλεγμα φέρει κόστος 

καταλληλόλητας για το B. bruxellensis σε ορισμένα συστήματα ζύμωσης όπως η 

παρασκευή μπύρας, παρέχοντας έτσι μια επιλεκτική πίεση για την απώλεια της.  

Είναι επίσης ενδιαφέρον να σημειωθεί πιθανότατα ότι η ικανότητα αυτή της 

ζύμης μπορεί να συνδέεται με την οικολογική θέση της. Πιο συγκεκριμένα, η τριπλοειδία 

φαίνεται να κυριαρχεί στον Αυστραλιανό πληθυσμό B. bruxellensis, καθώς παρατηρείται 

στο 92% όλων των απομονωμένων προϊόντων από κρασιά της Αυστραλίας (Curtin et 

al., 2007). Αντίθετα, η πλειονότητα των στελεχών μπύρας B. bruxellensis που έχουν 

ερευνηθεί μέχρι σήμερα βρέθηκε διπλοειδής . Τα τριπλοειδή στελέχη περιέχουν ένα 

πυρήνα διπλοειδές γονιδίωμα (συγκρίσιμο με τα διπλοειδή στελέχη) και ένα τρίτο 

απλοειδές συμπλήρωμα διάλυσης, το οποίο μπορεί να έχουν αποκτήσει μέσω 

ενδοειδικής υβριδοποίησης. Αυτή η ενδιαφέρουσα δομή γονιδιώματος δεν είναι σπάνια 

σε ζυμομύκητες και μοιάζει με τα ενδοειδικά υβρίδια που αναγνωρίζονται στο 

Saccharomyces sensu rigo clade, όπως η ζύμη lager Saccharomyces pastorianus και 

το S. cerevisiae / υβρίδια S. kudriavzevii που απομονώθηκαν από ζύμωση κρασιού και 

μπύρας (Gonzalez et al., 2008). Στην περίπτωση των υβριδίων Saccharomyces, 

θεωρήθηκε ότι το πρόσθετο σύνολο χρωμοσωμάτων παρέχει ένα επιλεκτικό 

πλεονέκτημα σε ένα βιομηχανικό περιβάλλον, αλλά απομένει να καθοριστεί εάν ένα 

παρόμοιο σενάριο εφαρμόζεται στο B. bruxellensis. Υποστηρίχθηκε ότι η ικανότητα των 

περισσότερων στελεχών του κρασιού να αντέχει σε υψηλά επίπεδα θειώδους άλατος, ο 

κύριος παράγοντας κατά της αλλοίωσης στις ζυμώσεις κρασιού, μπορεί να εξηγηθεί 

(τουλάχιστον εν μέρει) από την κατάσταση της τριπλοειδίας . Ωστόσο, παρόλο που αυτές 

οι προκαταρκτικές έρευνες υπαινίσσονται ορισμένες τάσεις μεταξύ της γενετικής δομής 

καθώς και της φαινοτυπικής συμπεριφοράς των πληθυσμών του B. bruxellensis και της 

προέλευσής τους, απαιτούνται πιο περίπλοκες μελέτες που χρησιμοποιούν μεγάλες 

συλλογές διαφορετικών στελεχών για να εξαχθούν ισχυρά συμπεράσματα ως προς 

αυτό. Μια τέτοια μελέτη μπορεί επίσης να αποκαλύψει ακούσιες ανθρώπινες επιδράσεις 

στην εξέλιξη του Β. Bruxellensis, π.χ. όσον αφορά χαρακτηριστικά όπως η ανοχή στο 

θειώδες (Crauwels et al., 2015). 
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3.10.1 Μέθοδοι ελέγχου 

Λόγω της οικονομικής σημασίας του Brettanomyces ως ζύμης αλλοίωσης, έχει δοθεί στο 

παρελθόν μεγάλη προσοχή στην ανάπτυξη αξιόπιστων μεθόδων ανίχνευσης. ¨ 

 

Πίνακας 3.2 : Προαιρετικές μέθοδοι για τον έλεγχο του Brettanomyces στα κρασιά (Tubia et 
al,2018) 

Μεταχείριση Αποτέλεσμα 

 

Μειονέκτημα 

 

Αναφορά 

Πρωτεϊνική 

διευκρίνιση 

   

Ζελατίνη Μειώνει τους 

πληθυσμούς των 

Brettanomyces 

και Dekkera με 

παρεμπόδιση 

Απώλεια 

χρώματος και 

αρώματος 

Murat and Dumeau 

(2003), Ruiz-Herna´ndez 

(2003) 

Ασπράδι αυγού 

Καζεΐνη καλίου 

Καζεΐνες 

Διήθηση    

Μεμβράνες (0,45 

lm) 

Μειώνει τους 

πληθυσμούς 

Brettanomyces 

και Dekkera με 

φυσικό 

διαχωρισμό 

Απώλεια 

χρώματος και 

αρώματος 

Caldero´n et al. (2004) 

Υπερδιήθηση 

Φυσικοχημικές 

μεταβλητές 

   

Χαμηλή 

θερμοκρασία 

ζύμωσης 

Καθορίζει 

φυσικοχημικές 

συνθήκες που 

μειώνουν τη 

βιωσιμότητα των 

Brettanomyces 

και Dekkera 

Αυτές οι 

μεταβλητές 

μπορεί να είναι 

δύσκολο να 

τροποποιηθούν 

στα κρασιά και 

να μην είναι 

   

Gerbeaux et al. (2000) 

   

χαμηλό pH 

Μείωση της 

περιεκτικότητας 

οξυγόνου 
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Αποφυγή 

μικροοξυγονωσης 

συμβατές με τη 

ζύμωση 

Υψηλά επίπεδα 

αλκοόλ 

Μείωση της 

πρόδρομης 

συγκέντρωσης 

   

Χαμηλή 

θερμοκρασία 

διαβροχής 

Αποτρέπει τη 

διάλυση των 

υδροξυκινναμικών 

οξέων (πρόδρομοι 

πτητικών 

φαινολών) 

Απώλεια 

χρώματος και 

αρώματος 

Gerbeaux et al. (2002) 

Αποφυγή 

πεκτολυτικών 

ενζύμων και τα 

ενζύμων με 

δραστηριότητα 

στένωσης 

κινναμοϋλίου 

Πρόσθετα     

SO2 Αναστέλλει την 

ανάπτυξη των 

Brettanomyces 

και Dekkera και 

προλαμβάνει 

καταστάσεις που 

ευνοούν το 

σχηματισμό 

αιθυλοφαινόλων 

Ορισμένα από 

αυτά τα 

προϊόντα δεν 

έχουν εγκριθεί 

για χρήση στον 

αμπελοοινικό 

τομέα ή είναι 

ακόμη 

πειραματικά 

Delfini et al. (2002), 

Go´mez-Rivas et al. 

(2004) 

DMDC 

Χιτοζάνη 

Σορβικό οξύ 

Βενζοϊκό οξύ 

Φουμαρικό οξύ 

Ασκορβικό οξύ 

Ερυθορβικό οξύ 

Επεξεργασία 

υψηλής πίεσης 

   

400–500 MPa Καταστρέφει τους 

μικροοργανισμούς 

στο κρασί χωρίς 

να επηρεάζει 

σοβαρά τις 

Υψηλό κόστος 

εξοπλισμού 

Puig et al. (2003) 
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αισθητηριακές 

ιδιότητές του 

Βιολογικές 

τεχνικές 

   

Βακτηριοκίνες Αναστέλλει την 

ανάπτυξή του 

Brettanomyces 

και Dekkera 

Η χρήση αυτών 

των τεχνικών 

με το κρασί 

είναι συνήθως 

πειραματική 

 

  

 

Toit and Pretorius (2000) 

Βακτηριολογικά 

ένζυμα 

Ζυμοκίνες 

Γενετική μηχανική    

Διαγονιδιακές 

ζύμες 

Γενετικά 

τροποποιημένες 

ζύμες που 

αναστέλλουν την 

ανάπτυξη των 

Brettanomyces 

και Dekkera 

Δεν επιτρέπεται 

προς το παρόν 

στην 

οινοποίηση 

Toit and Pretorius (2000) 

 

Πλεονεκτικά, τα ίδια εργαλεία ανίχνευσης μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την 

παρακολούθηση ή τον χαρακτηρισμό ευεργετικών στελεχών παρασκευής. Για 

παράδειγμα, ημι-εκλεκτικά μέσα με αιθανόλη ως πηγή άνθρακα και φαινολικοί 

πρόδρομοι όπως υδροξυκινναμικά οξέα έχουν χρησιμοποιηθεί για να ευνοήσουν την 

ανάπτυξη του Brettanomyces έναντι άλλων ζυμών (Rodrigues et al., 2001).  

I. Προληπτικές 

Η παρουσία των Brettanomyces θεωρείται ταυτόχρονα ένα σημαντικό 

πρόβλημα για τις βιομηχανίες αλκοολούχων ποτών. Τόσες πολλές βιομηχανίες έχουν 

επικεντρώσει τις προσπάθειές τους στη βελτίωση των πρωτοκόλλων υγιεινής τους και 

στη χρήση αντιμικροβιακών τεχνολογιών. Συχνά, οι οινοποιοί πρέπει να εξισορροπούν 

την εφαρμογή των αντιμικροβιακών μεθόδων έναντι της διατήρησης της ποιότητας και 

του στυλ των ποτών τους. Τα τυποποιημένα πρωτόκολλα υγιεινής αποτελούνται από 

πλύσιμο και απολύμανση δεξαμενών, γραμμών, αντλιών και εξοπλισμού μεταξύ κάθε 

χρήσης (Loureiro και Malfeito-Ferreira, 2003). Οι χημικοί παράγοντες, κυρίως αυτοί με 

χλώριο, δεν είναι κατάλληλοι για κατεργασία ξύλου λόγω της απελευθέρωσης ουσιών. 

Αντίθετα, κατάλληλες είναι πιο τυποποιημένες διαδικασίες υγιεινής οι οποίες 
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περιλαμβάνουν ζεστό νερό ή μεθόδους με ατμό (Zuehlke et al., 2013). Ωστόσο, αυτό δεν 

είναι συνήθως επαρκές και χρησιμοποιούνται άλλες συμπληρωματικές μέθοδοι. 

Οι οινοπαραγωγοί πρέπει με τη μέθοδο ελέγχου να εξισορροπήσουν την 

εφαρμογή τεχνολογιών ελέγχου με τις επιπτώσεις στο στυλ και την ποιότητα του 

κρασιού. Ένας κοινός τρόπος αντιμετώπισης είναι η χρήση της προσθήκης SO2 ως 

προληπτικής μεθόδου κατά τη διαδικασία ελέγχου ποιότητας του κρασιού (Ough et al, 

2005). Ωστόσο, σε ορισμένες χώρες, η χρήση του SO2 ελέγχεται ή απαγορεύεται λόγω 

αρνητικών επιπτώσεων στην υγεία (Vally and Misso, 2012).  

Οι μέθοδοι βιοελέγχου έχουν επίσης γίνει ένας πολύ ενδιαφέρον τρόπος για 

τους παραγωγούς να μειώσουν την επιζήμια επίδραση των ζυμομυκήτων. Ο αριθμός 

των κυττάρων Brettanomyces ελέγχεται από την αλληλεπίδρασή του με άλλες ζύμες και 

βακτήρια. Ορισμένες μελέτες έδειξαν ότι οι ζυμομύκητες μη-Saccharomyces (π.χ., 

Kluyveromyces wickerhamii, Pichia anomala and Pichia membranifaciens) παράγουν  

τοξίνες οι οποίες δύνανται να επιφέρουν θάνατο και αντιμικροβιακές πρωτεϊνούχες 

ενώσεις που αναστέλλουν ευαίσθητες ζύμες (Mehlomakulu et al., 2015). Επίσης, η 

χρήση καλλιεργειών εκκίνησης για την προώθηση των αλκοολικών και μηλογαλακτικών 

ζυμώσεων έχει δείξει ότι θα μπορούσε να αποφευχθεί η ανάπτυξη B. bruxellensis και ο 

πτητικός σχηματισμός φαινόλης (Berbegal et al., 2018). 

II. Πρότυπες  

Εκτός από την εξερεύνηση νέων προληπτικών μεθόδων, οι βιομηχανίες ενδιαφέρονται 

επίσης για τον εντοπισμό και τον ποσοτικό προσδιορισμό των επιπέδων μαγιάς 

αλλοίωσης. Σήμερα, οι παραδοσιακές μέθοδοι ανίχνευσης ζύμης είναι οι πιο ευρέως 

χρησιμοποιούμενες τεχνικές λόγω της απλότητας τους αλλά και του σχετικά χαμηλού 

κόστους τους. Αυτές οι μέθοδοι μπορούν να είναι άμεσες ή έμμεσες, όπου η παρουσία 

αυτών των ζυμών είτε ανιχνεύεται με ακρίβεια είτε βασίζεται στην αναγνώριση ορισμένων 

μικροβιακών μεταβολικών προϊόντων, αντίστοιχα. Δυστυχώς, και οι δύο τύποι μεθόδων 

παρουσιάζουν πολλά μειονεκτήματα, όπως απαιτούμενες εξειδικευμένες δοκιμές, 

μεγάλες περιόδους επώασης (δύο εβδομάδες ή περισσότερες) και ανακριβή 

αποτελέσματα. Ως εκ τούτου, οι βιομηχανίες κρασιού και μηλίτη ενδιαφέρονται για πιο 

ευαίσθητες, γρήγορες και οικονομικές τεχνικές ανίχνευσης ( Tubia et al,2018).  

Οι μέθοδοι άμεσης ανάλυσης στοχεύουν στον εντοπισμό μικροοργανισμών που 

υπάρχουν στα ποτά με βάση την άμεση παρατήρηση των κυττάρων ζύμης, την ανάλυση 

διαφορετικών παραμέτρων όπως μορφολογία, κινητική ανάπτυξης, μονάδες 

σχηματισμού αποικιών και βιοδεικτών . Γενικά, αυτές οι τεχνικές είναι πολύ ευαίσθητες 

και ικανές να ανιχνεύουν μικρές συγκεντρώσεις μικροοργανισμών, αλλά θα μπορούσαν 
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να είναι χρονοβόρες, απαιτώντας έως και δύο εβδομάδες για αποτελέσματα (Millet and 

Lonvaud-Funel, 2000). Έτσι, αυτές οι δοκιμές δεν είναι συμβατές με τις βιομηχανικές 

ανάγκες του κρασιού και του μηλίτη.  

Οι πιο σχετικές άμεσες μέθοδοι για τον Brettanomyces είναι οι μέθοδοι 

επιμετάλλωσης, η μικροσκοπία, η μοριακή ανίχνευση και η κυτταρομετρία ροής (Cocolin 

et al., 2004, Ibeas et al., 1996, Renouf and Lonvaud-Funel, 2007).  

Οι έμμεσες τεχνικές αναλύουν τα μεταβολισμένα μόρια και τις αλλαγές στα 

χημικά χαρακτηριστικά που υπάρχουν στο κρασί ή στον μηλίτη. Συνήθως, αυτές οι 

τεχνικές συνδυάζονται με άμεσες μεθόδους για την καλύτερη ανάλυση του δείγματος 

εξασφαλίζοντας αποτελέσματα. Όταν τα μεταβολικά προϊόντα των ζυμομυκήτων 

καταστρέψουν την ποιότητα του κρασιού, είναι πολύ αργά για οποιαδήποτε δράση 

πρόληψης (Suárez et al., 2007). Ως αποτέλεσμα, χρησιμοποιούνται έμμεσες μέθοδοι για 

την ανάλυση της ποιότητας του προϊόντος και όχι για την παρουσία μολυσματικών 

ουσιών ( Tubia et al,2018). 

 Άμεσες μέθοδοι 

1. Μέθοδοι επιμετάλλωσης  

Αυτές οι μέθοδοι χρησιμοποιούν πλάκες επιλεκτικής-διαφορικής καλλιέργειας, 

ακολουθούμενες από κάποια συμπληρωματική βιοχημική και φυσιολογική ανάλυση. 

Αυτές οι τεχνικές θα μπορούσαν να περιλαμβάνουν και μελέτη μορφολογίας με 

μικροσκόπιο (Wedral et al., 2010). Συνήθως, είναι επίσης δυνατή η ανάλυση της 

διαφορετικής μορφολογίας των αποικιών στην πλάκα άγαρ. Ωστόσο, είναι δύσκολο να 

τα διακρίνουμε και να τα αναγνωρίσουμε σύμφωνα με μορφολογικά και φυσιολογικά 

χαρακτηριστικά, και συχνά, δίνει ψευδώς θετικά. Επιπλέον, εφαρμόζεται μόνο για τον 

ποσοτικό προσδιορισμό βιώσιμων κυττάρων, καθώς τα βιώσιμα αλλά μη καλλιεργήσιμα 

κύτταρα (VBNC) δεν θα αναπτυχθούν, παρόλο που υπάρχουν στο μέσο.  

Τα πιο συνηθισμένα μέσα καλλιέργειας που χρησιμοποιούνται για την 

ανίχνευση Brettanomyces αποτελούνται από διαφορετικά χημικά και αντιδραστήρια . 

Περιέχει συνήθως σάκχαρα (π.χ. γλυκόζη, φρουκτόζη και σακχαρόζη), πρωτεΐνες που 

έχουν υποστεί πέψη ως πηγή αζώτου (π.χ. πεπτόνη και τρυπτόνη) και σύνθετα 

συμπληρώματα (π.χ. εκχύλισμα ζύμης και εκχύλισμα βύνης). Για την ελαχιστοποίηση 

της μόλυνσης, χρησιμοποιούνται διαφορετικά αντιβιοτικά όπως το κυκλοεξαμίδιο και η 

χλωραμφενικόλη (Morneau et al., 2011). Η αιθανόλη χρησιμοποιείται επίσης ως 

εκλεκτικός παράγοντας λόγω των βακτηριοκτόνων ιδιοτήτων της (Couto et al., 2005).   
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2. Μικροσκοπία 

Η άμεση οπτικοποίηση των μικροοργανισμών μέσω μικροσκοπίας είναι μια 

συνήθως χρησιμοποιούμενη τεχνική. Οι Brettanomyces πράγματι δεν είναι εύκολο να 

εντοπιστούν χρησιμοποιώντας κλασικές τεχνικές μικροβιολογίας. Η μορφολογία και το 

μέγεθος των κυττάρων αυτής της μαγιάς μπορεί να ποικίλλει πάρα πολύ από το ένα 

στέλεχος στο άλλο. Επιπλέον, η μαγιά εμφανίζει μεταβλητή μορφολογία κυττάρων 

ανάλογα με την ηλικία, το μέσο καλλιέργειας και το περιβαλλοντικό στρες. Κλασικά, τα 

φυτικά κύτταρα έχουν σχήμα σκαφών αλλά επιμήκη, σφαιρικά, ελλειψοειδή και 

κυλινδρικά κύτταρα έχουν επίσης αναφερθεί . Η ανάπτυξη των ψευδοϋποφθαλμικών 

δομών είναι επίσης συχνή (π.χ., μακρά, διακλαδισμένα φλεγμονώδη κύτταρα) (Louw et 

al., 2014). Ωστόσο, δεδομένου ότι έχει αναφερθεί ανάπτυξη ψευδοφύφων σε άλλες 

ζύμες, όπως το S. cerevisiae, η ανάπτυξη των ψευδοϋπολογικών δομών από μόνη της 

είναι ανεπαρκής για τον εντοπισμό της ανάπτυξης Brettanomyces (Gancedo, 2001).  

Νέες τεχνικές μικροσκοπίας που βασίζονται σε in situ υβριδισμό με χρήση 

πεπτιδικών νουκλεϊκών οξέων ανιχνευτών έχουν αναπτυχθεί για να παρέχουν ταχύτερη 

και ακριβέστερη ταυτοποίηση των Brettanomyces χρησιμοποιώντας μικροσκοπία 

φθορισμού.  

3. Μοριακή ανίχνευση 

Αυτοί οι τύποι μεθόδων βασίζονται στην ενίσχυση συγκεκριμένων θραυσμάτων 

ριβοσωμικού DNA και RNA με την αντίδραση αλυσιδωτής πολυμεράσης (PCR) για την 

αναγνώριση μικροοργανισμών. Οι μοριακές τεχνικές είναι γρήγορες, ευαίσθητες και 

ειδικές για την ανίχνευση μικροοργανισμών (Oelofse et al., 2009). 

 Όσον αφορά τη διάκριση μεταξύ βιώσιμων και μη βιώσιμων κυττάρων, για τη 

βελτίωση του περιορισμού της τεχνικής PCR, προτάθηκε η αντίστροφη μεταγραφάση 

PCR (RT-PCR). Αυτή η τεχνική χρησιμοποιεί ένα ένζυμο ικανό να συνθέσει μονόκλωνο 

DNA από RNA στην κατεύθυνση 5-3-3. Το RT-PCR είναι επίσης μια ευαίσθητη μέθοδος 

χωρίς να αυξάνεται ο χρονοβόρος σεβασμός της παραδοσιακής PCR. Για αυτόν τον 

λόγο, είναι μια μέθοδος μοριακής ανίχνευσης που χρησιμοποιείται συνήθως (Phister and 

Mills, 2003, Shimotsu et al., 2015).  

Οι τεχνικές ένθετης ενίσχυσης (Nested-PCR) είναι μια άλλη μέθοδος μοριακής 

ανίχνευσης που χρησιμοποιείται για το Brettanomyces. Αυτή η τεχνική χρησιμοποιεί δύο 

εξωτερικούς και δύο εσωτερικούς εκκινητές, παρέχοντας μια μοναδική μέθοδο άμεσης 

ανίχνευσης του Brettanomyces σε ποτά χωρίς απομόνωση στελέχους( Tubia et al,2018).  

Πρόσφατα, μια ποσοτική PCR με απευθείας δειγματοληψία (Cells-qPCR) έχει 

προσαρμοστεί για να ανιχνεύει και να ποσοτικοποιεί τις συνολικές ζύμες (π.χ. B. 
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bruxellensis, S. cerevisiae και Zygosaccharomyces bailii) σε γλεύκος σταφυλιών και 

κρασί. Αυτοί οι συγγραφείς πρότειναν διακοπή κυτταρικού τοιχώματος με μηχανικές και 

ενζυματικές μεθόδους, επιτυγχάνοντας καλή απόδοση. Τα κύτταρα-qPCR με μηχανικά 

λύματα παρέχουν μια γρήγορη, άμεση και ευαίσθητη τεχνική για τον προσδιορισμό και 

τον ποσοτικό προσδιορισμό της μαγιάς Brettanomyces bruxellensis, με συγκέντρωση 

ενός κυττάρου ανά αντίδραση (Tubia et al,2018). 

4. Κυτταρομετρία ροής 

Η κυτταρομετρία ροής (FCM) είναι μια ισχυρή τεχνική που επιτρέπει την 

ανίχνευση και απαρίθμηση μικροβιακών πληθυσμών στη διαδικασία παρασκευής 

τροφίμων και ποτών. Αυτή η αναλυτική μέθοδος χρησιμοποιεί μόνο φυσιολογικές 

χρωστικές, καθώς είναι πολύ χρήσιμη για την παρακολούθηση μιας διαδικασίας, αλλά η 

απουσία ειδικότητας υπονομεύει τη χρησιμότητά τους στις βιομηχανίες ποτών. Το 

μικροσκοπικό ρεύμα υγρού παίρνει τις ζύμες αλλοίωσης να περνούν το φως λέιζερ ένα 

κύτταρο κάθε φορά. Το φως που διασκορπίζεται από τις ζύμες ανιχνεύεται καθώς 

διέρχονται από τη δέσμη λέιζερ. Η κυτταρομετρία ροής μπορεί να ανιχνεύσει τον 

φθορισμό που εκπέμπεται από ζυμομύκητες με θετική χρώση χρησιμοποιώντας 

διαφορετικούς ανιχνευτές. 

 Πρόσφατα, αναπτύχθηκε μια δοκιμή ανοσοκυτταρομετρίας («Bretta-Test», 

Amarok Biotechnologies) για την ανίχνευση του Brettanomyces bruxellensis. Αυτή η 

μέθοδος βασίζεται στη χρήση πολυκλωνικών αντισωμάτων αντι-Brettanomyces 

συζευγμένων με φθοροχρώμιο για διάκριση και ποσοτικοποίηση αυτής της ζύμης 

αλλοίωσης. Μπορεί να το αναγνωρίσει σε ένα συνθετικό μέσο μεταξύ άλλων ειδών ζύμης 

με σημαντική αποτελεσματικότητα. Αυτή η μέθοδος μπορεί να διαφοροποιήσει το 

Brettanomyces από άλλα είδη και να αξιολογήσει τη βιωσιμότητά του. 

Πρόσφατα, εφαρμόστηκαν τεχνικές μοριακής ανίχνευσης συνδυάζοντας με 

άλλες τεχνικές. Για παράδειγμα, αναπτύχθηκε μια μέθοδος που συνδυάζει τεχνικές 

κυτταρομετρίας ροής (FCM) και in situ υβριδισμού φθορισμού (FISH), ως πραγματική 

εναλλακτική λύση για το RT-PCR (Serpaggi et al. 2012). Επιπλέον, έχει εφαρμοστεί 

επίσης κυτταρομετρία εικόνας κυτταρομέτρου με χρώση φθορισμού ΑΟ / ΡΙ για ακριβή 

και αποτελεσματική συγκέντρωση κυττάρων B. bruxellensis, βιωσιμότητα και εκκόλαψη.  

 

 Έμμεσες μέθοδοι 

1. Αέρια χρωματογραφία - φασματομετρία μάζας 

Η κύρια χρησιμοποιούμενη τεχνική για την ταυτοποίηση των μεταβολιτών είναι 

η αέρια χρωματογραφία σε συνδυασμό με φασματομετρία μάζας (GC-MS). Η ανίχνευση 
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βασίζεται συνήθως στον ποσοτικό προσδιορισμό της φαινόλης, της 4-αιθυλοφαινόλης 

και της 4-αιθυλγουαιακόλης, που είναι δύο από τα πιο σχετικά μεταβολικά προϊόντα του 

Brettanomyces. Παρά το γεγονός ότι είναι μια ακριβής μέθοδος για την ανίχνευση των 

ποσοτήτων του επιπέδου φαινόλης στα δείγματα, είναι δύσκολο να γνωρίζουμε τη 

συγκέντρωση των ζυμομυκήτων που παράγουν αυτά τα προϊόντα. Παραδοσιακά, 

χρησιμοποιήθηκαν μέθοδοι εκχύλισης υγρού-υγρού της τεχνικής GC-MS. Ωστόσο, 

σήμερα, έχουν αναπτυχθεί πιο επιλεκτικές και απλές μέθοδοι εκχύλισης για την 

ανίχνευση Brettanomyces: εκχύλιση στερεάς φάσης (SPE, στερεάς φάσης 

μικροεκχύλιση (SPME) ή αναρροφητική ράβδο ανάδευσης (SBSA) ( Tubia et al,2018). 

 Ένα από τα κύρια μειονεκτήματα είναι ότι έχει υψηλό όριο ανίχνευσης 

Brettanomyces και δεν μπορεί να ποσοτικοποιήσει τον πληθυσμό. Μόλις εντοπιστούν 

τα μεταβολικά προϊόντα, τα ποτά μολύνονται από τη μαγιά αλλοίωσης. Επομένως, δεν 

είναι μια χρήσιμη τεχνική για γρήγορη και έγκαιρη ανίχνευση μόλυνσης από 

Brettanomyces επειδή τα τρέχοντα όρια ανίχνευσης των φαινολών είναι υψηλά, 28 μg · 

L − 1 και 44 μg · L − 1 για 4-αιθυλοφαινόλη και 4-αιθυλογουαϊκόλη, αντίστοιχα. Επιπλέον, 

αυτή η τεχνική είναι ακριβή και απαιτεί πολύ εκπαιδευμένο προσωπικό, αυξάνοντας το 

κόστος παραγωγής του κεφαλαίου.  

III. Πειραματικές τεχνολογίες ανίχνευσης 

1. Βιοαισθητήρες 

Οι βιοαισθητήρες είναι ένα πολλά υποσχόμενο εργαλείο για τον ποιοτικό έλεγχο 

και την έγκαιρη ανίχνευση παθογόνων σε διάφορες περιοχές όπως η κλινική διάγνωση, 

η ανάλυση τροφίμων, η βιοεπεξεργασία και η παρακολούθηση του περιβάλλοντος. Ένα 

από τα πιο σημαντικά χαρακτηριστικά τους είναι η ικανότητά τους να ενσωματώνονται 

επιτόπου σε πολλά διαφορετικά περιβάλλοντα με υψηλή ιδιαιτερότητα και ευαισθησία. 

Από όλους τους βιοαισθητήρες, σε αυτόν τον τομέα, οι βιοαισθητήρες που βασίζονται 

στην ηλεκτροχημική χρήση είναι οι πιο ευρέως χρησιμοποιούμενοι. Κυρίως, βασίζονται 

στις τρέχουσες ή πιθανές αλλαγές που οφείλονται στις αλληλεπιδράσεις που συμβαίνουν 

στην ανιχνευτική επιφάνεια του βιοαισθητήρα. Αυτοί οι βιοαισθητήρες ταξινομούνται 

σύμφωνα με την παρατηρούμενη παράμετρο για την ανίχνευση: σύνθετη αντίσταση 

(αμπερομετρικό), ρεύμα (αμμομετρικό) ή δυναμικό (ποτενσιομετρικό). Σήμερα, μόνο 

ανιχνευτές σύνθετης αντίστασης και αμπερομετρικής βάσης έχουν χρησιμοποιηθεί για 

ανίχνευση ζύμης σε βιομηχανικές ρυθμίσεις. Πρόσφατα, δημοσιεύθηκαν βιοαισθητήρες 

χωρίς ετικέτες και βασισμένοι σε αντισώματα για ορισμένες ζύμες όπως Brettanomyces 

bruxellensis, Pichia guilliermondii και Debaryomyces Hansenii (Tubía et al., 2018). Η 

μεταβολική δραστηριότητα και η ζύμη αλλοίωσης, η προσκόλληση και η ανάπτυξη στην 
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επιφάνεια του βιοαισθητήρα αλλάζουν τη μετρούμενη αντίσταση. Επιπρόσθετα, έχει 

αναπτυχθεί ένας μίας χρήσης αμπερομετρικός ανοσοαισθητήρας για την ανίχνευση του 

Brettanomyces bruxellensis.  

Κατά την τελευταία δεκαετία, η ηλεκτρονική έχει διαδραματίσει σημαντικό ρόλο 

στη διαφορετική βιομηχανική εφαρμογή. Η ανάπτυξη και η εφαρμογή ηλεκτρονικών 

συσκευών μύτης και γλώσσας είναι μερικά από τα πιο εξέχοντα παραδείγματα 

συστοιχιών αισθητήρων και συστημάτων αναγνώρισης προτύπων που μετρούν και 

συγκρίνουν γεύσεις, οσμές και όψεις. Τα τελευταία χρόνια, αυτού του είδους οι συσκευές 

έχουν χρησιμοποιηθεί για τον έλεγχο της ποιότητας και της γήρανσης του κρασιού. 

Μπορούν να προβλέψουν τη συγκέντρωση διαφορετικών ενώσεων που ενδιαφέρουν το 

κρασί, όπως φαινόλες, σάκχαρα και pH.  

Οι ηλεκτρονικές γλώσσες θα μπορούσαν να θεωρηθούν ως αναλυτικό όργανο 

που αναπαράγει τεχνητά το ανθρώπινο γευστικό σύστημα, αναπαράγοντας την αίσθηση 

των πέντε γεύσεων (γλυκό, αλμυρό, ξινό, πικρό και umami). Παρομοίως, οι ηλεκτρονικές 

μύτες μπορούν να αναγνωρίσουν απλές ή πολύπλοκες οσμές, που χαρακτηρίζουν 

διαφορετικά μείγματα αερίων. Αυτές οι συσκευές μπορούν να λάβουν μια ποιοτική και 

ποσοτική μέτρηση διαφορετικών ειδών του δείγματος. Οι ευρύτερα χρησιμοποιούμενες 

συστοιχίες αισθητήρων (ηλεκτρονικοί αισθητήρες) είναι ηλεκτροχημικοί (π.χ. 

ποτενσιομετρικοί, ιμιδιμετρικοί, αμπερομετρικοί), οπτικοί και ενζυματικοί αισθητήρες 

(Tubía et al., 2018). 

2. Μικρο-υγρές συσκευές 

Πρόσφατα, ορισμένες πλατφόρμες ανίχνευσης έχουν προσαρμοστεί για μικρο-

υγρές συσκευές. Παρά το ότι είναι ένα πολλά υποσχόμενο εργαλείο για την ανίχνευση 

ζυμομυκήτων σε υγρά δείγματα, δεν έχει χρησιμοποιηθεί για το B. bruxellensis. Αυτός ο 

τύπος πλατφορμών έχει υλοποιηθεί κυρίως για βακτήρια (π.χ. , Escherichia coli, Bacillus 

anthracis, Bacillus subtilis). 

Ωστόσο, οι μικρο-υγρές συσκευές απαιτούν άλλα εργαλεία ανίχνευσης για τον 

εντοπισμό ή τον ποσοτικό προσδιορισμό του αριθμού των μικροοργανισμών στο δείγμα. 

Μερικοί ερευνητές χρησιμοποίησαν τεχνικές φασματοσκοπίας σύνθετης αντίστασης σε 

μικρές υγρές συσκευές για την ανίχνευση διαφορετικών μικροοργανισμών. Αυτά τα 

εργαλεία είναι όλο και πιο δημοφιλή λόγω του μικρού αντιδραστηρίου και των 

απαιτήσεων δειγμάτων και της ευελιξίας. Ήδη, αυτό το είδος αποτελεσματικών 

συσκευών έχει χρησιμοποιηθεί σε διαφορετικά πεδία (π.χ. ιατρική, ακαδημαϊκή και 

βιομηχανική) για την ανίχνευση και τον ποσοτικό προσδιορισμό βακτηριδίων ( Tubia et 

al,2018) 
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4. Συμπεράσματα 

Μετά από την παρούσα μελέτη του Brettanomyces spp. μπορεί να διατυπωθεί 

με βεβαιότητα ότι κάποιες από τις μη συμβατικές ζύμες,οι οποίες μπορεί και να 

θεωρούνται ακόμη ανεπιθύμητοι οργανισμοί αλλοίωσης, μπορούν να έχουν ωφέλιμο 

ρόλο στη διενέργεια μιας ζυμωτικής διαδικασίας.Ένας μικροοργανισμός ο οποίος μέχρι 

πρότεινος θεωρούνταν μικροοργανισμός αλλοίωσης του κρασιού αποδεικνύει έμπρακτα 

πλέον ότι μπορεί όχι μόνο να χρησιμοποιηθεί ως κύριος μικροοργανισμός διενέργειας 

ζύμωσεων αλλά και να προσδώσει σε αυτές χαρακτηριστικά τα οποία τον καθιστούν 

επιθυμητό. 

Οι συνθήκες ανάπτυξης του, όπου επιτρέπουν την ανάπτυξη του σε 

περιβάλλοντα φτωχά σε θρεπτικά συστατικά, χρησιμοποιώντας και ζυμώνοντας ένα 

ευρύ φάσμα πηγών άνθρακα, έχοντας τη δυνατότητα αποικοδόμησης σύνθετων 

σακχάρων, μπορώντας να χρησιμοποιήσει νιτρικό ως μοναδική πηγή αζώτου και 

έχοντας αντοχή έναντι του θειώδους (το οποιό χρησιμοποιείται ως απολυμαντικό στη 

βιομηχανία) τον καθιστούν ως έναν εξαιρετικά ανθεκτικό μικροοργανισμό.Έναν 

μικροοργανισμό ο οποίος μπορεί να αναπτυχθεί σε περιβάλλοντα που οι υπόλοιποι δεν 

θα επιβίωναν. Η γρήγορη αφομοίωση της γλυκόζης και η παραγωγή αιθανόλης, την 

οποία ο Brettanomyces μπορεί να επιτύχει με υδρόλυση της κυτταροβιόζης μέσω της 

δραστικότητας της β-γλυκοσιδάσης αλλά και η εξαιρετική ανθεκτικότητα του σε υψηλές 

συγκεντρώσεις αιθανόλης, ένα χαρακτηριστικό που απαιτείται για την επιβίωση σε ένα 

περιβάλλον ζύμωσης, του δίνουν το πλεονέκτημα της επιβίωσης σε αντίξοες συνθήκες. 

Επιπρόσθετα, η δυνατότητα του να παράγει, να συσσωρεύει και να καταναλώνει οξικό 

οξύ σε αερόβιες συνθήκες, το οποίο καθιστά πιο όξινο το μέσο, αναστέλλοντας την 

ανάπτυξη πιθανών μικροβιακών ανταγωνιστών ενώ ο ίδιος ο Brettanomyces έχει 

αναπτύξη αντοχή στο στο προκύπτον χαμηλό ρΗ είναι μερικά ακόμα χαρακτηριστικά 

που τον καθιστούν έναν εξαιρετικά ενδιαφέροντα μικροοργανισμό. 

Για όλους τους ανωτέρω λόγους η μελέτη του μικροοργανισμού αυτού ήταν 

καταλυτική για την ανάπτυξη ζυμώμενων προϊόντων τα οποία θα μπορούσαν να έχουν 

ιδιαίτερα γνωρίσματα. Ο γνωστός « χαρακτήρας Brett » ο οποίος προκύπτει λόγω της 

κρεμώδους επίγευσης ,της σύνθεσης οξικού οξέος και πτητικών εστέρων ή πτητικών 

λιπαρών οξέων αλλά και γλυκερόλης είναι εκείνος που πλέον αναγνωρίζεται σε πολλά 

προϊόντα ζυμώμενα από τον μικοοργανισμό αυτό. Προϊόντα τα οποία αν τους αφαιρεθεί 

το ιδιαίτερο γνώρισμα του αρωματικού τους χαρακτήρα δεν θα είναι αποδεκτά από το 

καταναλωτικό κοινό όπως οι lambic μπύρες. Εκτός από την έντονη επιρροή των 

αισθητηριακών χαρακτηριστικών διαφόρων τροφίμων, πρόσφατα μελετήθηκε και η 



84  

 

 

χρήση καλλιέργειας Brettanomyces spp. για την παραγωγή βιοαιθανόλης αλλά και την 

παραγωγή λειτουργικών τροφίμων από την αξιοποίηση παραπροϊόντων.Και οι δύο 

αυτές έρευνες προσέδωσαν αποτελέσματα τα οποία παρουσιάζουν ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον και αποζητούν μεγαλύτερη και πιο ενδελεχή έρευνα για την πλήρη 

αξιοποίηση των δυνατοτήτων του μικροοργανισμού, ο οποίος με τα ιδιαίτερα 

γνωρίσματα του και την εξαιρετική αντοχή του μπορεί να διαδραματίσει αξιοσημείωτο 

ρόλο στο μέλλον της βιομηχανίας. 
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