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Szanowni Panstwo,

Przekazujemy Panstwu kolejny zeszyt ACTA SCIENTARUM POLONORUM
serii Biotechnologia, czasopisma naukowego wydawanego przez wszystkie
polskie uczelnie rolnicze i przyrodnicze w 14 seriach. Seria Biotechnologia

ukazuje si¢ naktadem Wydawnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu od 2002 roku.

Czasopismo nasze publikuje oryginalne prace z zakresu biotechnologii
drobnoustrojow, roslin i zwierzqt, z naciskiem na aspekty praktyczne.
Publikowane sq oryginalne prace badawcze, a takze artykuly o charakterze
monograficznym, w jezyku polskim lub angielskim ze streszczeniami

w obu jezykach. Wszystkie opisy rysunkow i tabel sq dwujezyczne.

Prace sq recenzowane przez najlepszych specjalistow z danej dziedziny.

Od 2007 roku czasopismo wydawane jest jako kwartalnik. Wymogi redakcyjne
oraz szczegoly dotyczqce przygotowania artykutu mozna znalez¢ na stronie
www.acta.media.pl

Zespol Redakcyjny



Dear Readers,

1t is great pleasure to introduce you the next issue of ACTA SCIENTARUM
POLONORUM Biotechnologia, a scientific journal published by all polish
universities of environmental sciences. The series of Biotechnologia is released

by publishing house of Wroctaw University of Environmental and Life Sciences
since 2002.

The journal publishes original papers in the field of biotechnology of
microorganisms, plants and animals with emphasis on practical aspects.
There are published both original research articles and monographs, in Polish
or English, with abstracts in both languages. The all figures’ and tables’
captions are bilingual. The papers are reviewed by the best specialists

in the field. This issue is also dominated by the application problems.

Since 2007 the yournal has been published as quarterly. The editorial
requirements and details concerning the instruction for authors can be found et:
www.media.pl.

Editorial Team
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PCR JAKO NARZEDZIE DO IDENTYFIKACJI
I ROZNICOWANIA DROBNOUSTROJOW

Marlena Marciniak, Matgorzata Robak

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Bazujac na fancuchowej reakcji polimerazy (PCR), opracowano wiele tech-
nik, ktore sa stosowane w kryminalistyce, medycynie, badaniach filogenetycznych oraz
do identyfikacji 1 r6znicowania organizmoéw. Wybor metody do rutynowego stosowania
w danym laboratorium nie jest prosty i wymaga zaznajomienia si¢ z wieloma technikami.
Chcac utatwi¢ wybor metody do analizy drobnoustrojow, w pracy zamieszczono opis i po-
réwnanie nast¢pujacych technik: RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), PCR-
RFLP (PCR-Restriction Fragments Length Polymorphism), RISA (Ribosomal Intergenic
Spacer Analysis), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), Multiplex PCR oraz
Real-time PCR. Metody porownano pod wzgledem cech najbardziej uzytecznych, jakimi
sa: zakres stosowania technik, powtarzalnos$¢ analiz, trudno$¢ w wykonaniu oznaczen, cza-
sochtonno$¢, mozliwosci automatyzacji badan oraz koszty jednostkowej analizy.

Stowa kluczowe: RAPD, PCR-RFLP, RISA, Multiplex PCR, Real-time PCR, AFLP

WSTEP

Obecnie w diagnostyce mikrobiologicznej stosowane sa zaréwno ,.klasyczne” metody
fenotypowania (np. galerie API bioMerieux) oraz serotypowania (testy ELISA, testy la-
teksowe) drobnoustrojow, jak i coraz czg$ciej metody analizujace polimorfizm materiatu
genetycznego [Bzducha 2007, Wojtatowicz i1 in. 2008]. W ostatnich latach nastapil inten-
sywny rozwdj badan opartych na poszukiwaniu lub analizowaniu unikatowego dla dane-
go organizmu fragmentu genomu. Przewaga tych metod nad postgpowaniem tradycyj-
nym sa: uniezaleznienie wynikéw od warunkéw hodowli mikroorganizméw, skrocenie
czasu analizy oraz wprowadzanie automatyzacji badania. Zasadniczo techniki stosowane
do identyfikacji i réznicowania mikroorganizmoéw oparte na badaniach sekwencji DNA
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6 M. Marciniak, M. Robak

dzieli si¢ na metody hybrydyzacyjne i metody wykorzystujace technikg PCR (tancucho-
wa reakcja polimerazy).

Hybrydyzacja kwasoéw nukleinowych polega na stosowaniu tzw. sond genetycznych,
czyli znakowanych jednoniciowych fragmentéw DNA Iub RNA zawierajacych sekwen-
cje specyficzne dla okre§lonego organizmu [Frac, Jezierska-Tys 2010]. Hybrydyzacja
moze przebiegaé réwniez na poziomie komérkowym, przeprowadzona in situ umozliwia
okreslenie rozmieszczenia mikroorganizmow w srodowisku, np. FISH (ang. fluorescence
in situ hybridization). Zastosowanie znakowanej fluorochromem sondy umozliwia bez-
posrednia wizualizacj¢ przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego, skaningowego lub
analizg iloSciowa dzigki wykorzystaniu cytometru przeplywowego [Wigckowicz 2009,
Mituta i in. 2010].

Duza popularnoscia w ostatnich latach cieszy si¢ hybrydyzacja DNA-DNA potaczona
z zastosowaniem mikromacierzy, ktora dzigki miniaturyzacji umozliwia jednoczesne ba-
danie nawet tysigcy sekwencji [Kaczmarczyk, Bartoszcze 2006].

Lancuchowa reakcja polimerazy — PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) to techni-
ka wynaleziona w 1983 r. przez Kary’ego Mullisa [Saiki i in. 1988]. Metoda umozliwia
specyficzna amplifikacj¢ in vitro okreslonych odcinkéw DNA. Bazujac na PCR, opraco-
wano wiele technik, ktore sa stosowane w kryminalistyce, medycynie, badaniach filo-
genetycznych [Stomski i in. 2004]. Wybdér metody do rutynowego stosowania w danym
laboratorium nie jest prosty i wymaga zaznajomienia si¢ z wieloma technikami. Chcac
przysztemu uzytkownikowi utatwi¢ dokonanie wyboru, w pracy tej zamieszczone sg opis
i poréwnanie metod opartych na PCR wykorzystywanych do identyfikacji i roznicowania
mikroorganizmoéow pod wzgledem cech najbardziej uzytecznych, jakimi sa: zakres stoso-
wania technik, powtarzalno$¢ analiz, trudno$¢ w wykonaniu oznaczen, czasochtonnos¢,
mozliwo$ci automatyzacji badan oraz koszty jednostkowej analizy.

Przeprowadzenie takiego pordwnania ma roéwniez na celu podjgcie proby wyznacze-
nia aspektoéw, jakimi powinna charakteryzowac si¢ metoda idealna czy najbardziej uni-
wersalna.

OPIS METOD

W opisie uwzglgdniono nastepujace metody: RAPD, PCR-RFLP, RISA, AFLP, Multiplex
PCR oraz Real-time PCR.

1. RAPD-losowa amplifikacja polimorficznego DNA

RAPD (ang. Randomly Amplified Polymorphic DNA) jest najprostsza technika sposréd
molekularnych metod réznicowania. Zostata zastosowana po raz pierwszy w 1990 r.
przez Williama i in. [1990]. Jest modyfikacja klasycznej PCR, w ktorej wykorzystywany
jest pojedynczy starter, zbudowany z 5—15 nukleotydow o losowo wybranej sekwencji.
Primer dziata zardwno jako wiodacy (forward) — jego sekwencja jest taka sama jak 5’
koniec sekwencji powielanej; oraz odwrotny (reverse) — sekwencja jest komplementarna
do 3’ konca powielanej skwencji. Zasadnicze etapy reakcji sa identyczne z PCR, prze-
prowadza si¢ je w $cisle okreslonych temperaturach i iloéciach powtorzen. W zaleznosci
od zastosowanej matrycy DNA rozne sa ilo$¢ i lokalizacja miejsc komplementarnych do
startera. Zatem w wyniku RAPD otrzymuje si¢ od kilku do kilkunastu produktow amplifi-
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PCR jako narzedzie do identyfikacji... 7

kacji o zréznicowanej wielkosci (300-3000 pz), a ich ilos¢ jest charakterystyczna dla da-
nego organizmu. Mozliwe jest zatem roznicowanie nawet blisko ze sobg spokrewnionych
gatunkow, a nawet szczepdéw [Bautista-Munoz i in. 2003, Robak i in. 2005, Walczak i in.
2007]. Metoda czasami jest tez nazywana fingerprinting PCR [Naumov i in. 2010]. Jej
wykorzystanie wymaga odpowiedniego doboru sekwencji startera, dajacej informacyjne
profile amplikonéw oraz czgsto kompilacji wynikéw analiz z kilkoma starterami [Barsz-
czewski, Robak 2004, Walczak i in. 2007]. Gtowna wada metody jest czgsto obserwowa-
ny brak powtarzalno$ci w odniesieniu do pojedynczej analizy. W zbiorczej analizie, np.
dla 4 starterow wykonanych w 3 powtorzeniach, wynik jest wiarygodny.

2. PCR-RFLP - polimorfizm dlugosci fragmentow restrykcyjnych

Metoda PCR-RFLP (ang. Restriction Fragments Length Polymorphism) opiera si¢ na am-
plifikacji badanego materiatu genetycznego o znanej i specyficznej dla danego gatunku
sekwencji nukleotydowej, a nastgpnie trawieniu produktow reakcji enzymem lub enzy-
mami restrykcyjnymi. Enzymy restrykcyjne ,,tna” DNA w $cisle okreslonych miejscach.
Dziatania takie pozwalaja na wykrycie polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykeyj-
nych charakterystycznego dla danego organizmu. Analiz¢ wielko$ci produktéw prowadzi
si¢ po uprzednim rozdzieleniu uzyskanych produktéw w procesie elektroforezy.

Polimorfizm dtugosci fragmentow restrykcyjnych w zalezno$ci od obranego celu mo-
lekularnego moze dotyczy¢: DNA chromosomalnego (restriction endonuclease analysi-
s-REA), DNA plazmidowego (restriction endonuclease analysis of plasmid-REAP), po-
szczegolnych genow (locus specific RFLP) czy gendw kodujacych rRNA (rybotypowanie)
[Krawczyk 2007, Giedrys-Kalemba 2009]. Dzigki zastosowaniu odpowiedniego enzymu
restrykcyjnego przy cigciu produktéw amplifikacji wybranego genu mozliwe jest uzyskanie
réznych fragmentow, charakterystycznych dla danego drobnoustroju, stanowiacych spe-
cyficzny wzor restrykeyjny badanego organizmu [Wieczorek, Osek 2005]. Czgsto w celu
doktadniejszej identyfikacji stosowanych jest kilka reakcji hydrolizy restryktazami.

Szczegdlng odmiang jest PCR-RFLP-rDNA polegajaca na cigciu enzymami restryk-
cyjnymi rDNA, zwykle wykorzystywana przy identyfikacji drozdzy. Gen rybosomalnego
RNA zawiera informacje potrzebna do syntezy wszystkich czasteczek rRNA budujacych
rybosom (18S rRNA; 5,8S rRNA i 26S rRNA). Klastry te wystgpuja w wielu kopiach
w genomie komoérki mikroorganizmu eukariotycznego. Posiadaja regiony zmienne —
ITS1 1 ITS2-, ktoére amplifikowane technika PCR daja dla poszczegdlnych gatunkow
drozdzy produkty o roéznej wielkosci, dodatkowo w odmienny sposob trawione przez
restryktazy [Tornai-Lehoczki, Dlauchy 2000]. Metoda ta zostala wykorzystana do iden-
tyfikacji drozdzy z rodzaju Candida oraz Saccharomyces [Barszczewski, Robak 2004,
Potomska i in. 2007].

Na podobnej zasadzie oparta jest metoda RISA — analiza rybosomalnych sekwencji
migdzygenowych oraz ARISA — automatyczna analiza rybosomalnych sekwencji mig-
dzygenowych opisane ponizej.

3. Metoda RISA — analiza rybosomalnych sekwencji migdzygenowych oraz ARISA

— automatyczna analiza rybosomalnych sekwencji migdzygenowych

Metoda RISA (ang. Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) opiera si¢ na analizie dtugosci
sekwencji migdzygenowych (spacer) w rtDNA. W technice tej amplifikowany technika
PCR jest polimorficzny region DNA znajdujacy si¢ migdzy sekwencjami kodujacymi

Biotechnologia 11 (2) 2012



8 M. Marciniak, M. Robak

rRNA podjednostek rybosomow 16S i 23S w genomie prokariotycznym lub 18S i 26S
w genomie eukariotycznym. Regiony te charakteryzuja si¢ duza zmienno$cia, moga ko-
dowac tRNA i sa podstawa w rdéznicowaniu drobnoustrojow [Wigckowicz 2009].

W przypadku RISA polimorfizm jest wykrywany poprzez barwienie rozdzielonych
elektroforetycznie fragmentow DNA. W metodzie ARISA (ang. Automated Ribosomal
Intergenic Spacer Analysis) wykorzystywana jest oligonukleotydowa sonda znakowana
fluorescencyjnie, a amplikony wykrywane sg nastgpnie automatycznie, np. w elektrofore-
zie kapilarnej. Pozwala to na szybkie badanie réznorodno$ci organizmoéw nawet w przy-
padku duzej liczby probek [Ranjard i in. 2001].

Obie techniki umozliwiaja skuteczne roznicowanie drobnoustrojow i dostarczaja po-
wtarzalnych profili mikroorganizmow.

4. AFLP - polimorfizm dlugo$ci amplifikowanych fragmentow

AFLP (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism) jest to technika wieloetapowa,
stanowiagca potaczenie metod RFLP i PCR [Giedrys-Kalemba 2009]. Pierwszym eta-
pem jest trawienie badanego materialu dwoma enzymami restrykcyjnymi, ktére réznia
si¢ migedzy soba czgstoscia rozpoznawania miejsc restrykcyjnych. W wyniku trawienia
otrzymuje si¢ produkty o odmiennej dlugosci, zazwyczaj nieprzekraczajacej 500 pz.
W kolejnym etapie reakcji do produktow trawienia przyltacza si¢ adaptory o dtugosci
10-30 nukleotydow, zbudowane z dwoch czgsci: sekwencji specyficznej do miejsca re-
strykcyjnego oraz z sekwencji rdzeniowej. Proces ten katalizuje ligaza. Na podstawie
sekwencji nukleotydowej adaptoréw syntetyzuje si¢ startery dla procesu AFLP. Primery
dobrane sa w ten sposob, ze odznaczaja si¢ komplementarno$cia do sekwencji adaptora
i miejsca restrykcyjnego. Tak przygotowane DNA jest poddawane dwom reakcjom PCR
— preamplifikacji oraz specyficznej amplifikacji. Przebiegaja one w $cisle okreslonych
warunkach oraz w obecnosci specyficznych starterow dla kazdej z nich. 1lo$¢ produktow
otrzymanych w procesie warunkowana jest iloscia specyficznych nukleotydéw obecnych
w starterze w ostatnim etapie powielania (im jest ich mniej, tym wigksza ilo$¢ uzyska-
nych produktéw). Produkty amplifikacji rozdziela si¢ w zelu agarozowym w procesie
elektroforezy i poréwnuje ze wzorcem. Obserwuje si¢ polimorfizm wynikajacy z: mutacji
obejmujacych miejsce restrykcyjne, mutacji wystgpujacych w poblizu miejsca restryk-
cyjnego komplementarnych do nukleotydow selekcyjnych wystgpujacych na koncu 3’
startera, insercji lub delecji na obszarze powielanych fragmentow.

AFLP bazuje na obecnos$ci lub braku fragmentéw restrykcyjnych, a nie na réznicach
w dhugosci uzyskanych fragmentéw jak w przypadku RFLP.

5. Multiplex PCR - kilkustarterowa PCR

Multiplex PCR to modyfikacja tancuchowej reakcji polimerazy, polegajaca na zastoso-
waniu kilku par roznych, ale specyficznych starterow w jednej reakcji. Umozliwia tym
samym jednoczesna amplifikacj¢ fragmentow DNA na bazie jednej lub réznych matryc
[Kozak-Cigszczyk 2005].

Dobranie starterow warunkujacych amplifikacje produktow o roéznej dlugosci umoz-
liwia powielanie DNA pochodzacego z innych regionéw genomu lub od r6znych organi-
zmow. Dzigki temu mozliwe jest wykrycie sekwencji genow kodujacych rézne czynniki
i identyfikowanie szczepow zjadliwych [Baranska-Rybak 2006].

Acta Sci. Pol.



PCR jako narzedzie do identyfikacji... 9

Technika ta pozwala przyspieszy¢ badanie wigkszych obszaréw DNA z jednoczesna
kontrola poprawnos$ci prowadzenia procesu [Reszka i in. 2009]. Jest wykorzystywana
w zestawach diagnostyki mikrobiologicznej (np. QIAGEN Multiplex PCR Kit).

6. Real-time PCR-lancuchowa rekcja polimerazy z monitorowaniem przyrostu
ilosci produktu w czasie rzeczywistym

PCR stata si¢ jednym z podstawowych narzedzi w biologii molekularnej, jednak nie jest
mozliwe uzyskanie dzigki niej jednoznacznych wynikow ilosciowych. W latach dzie-
wigédziesiatych ubieglego wieku Higuchi i in. [1993], dodajac do mieszaniny reakcyjnej
w PCR bromku etydyny i prowadzac reakcje w termocyklerze z wbudowanym Zrodtem
swiatla UV i kamera rejestrujaca fluorescencjg, opracowali metodg obserwacji przyrostu
ilosci DNA bezposrednio podczas reakcji.

Teoretycznie 1lo$¢ produktu po kazdym cyklu amplifikacji powinna rosna¢ wyktadni-
czo, jednak w wyniku wyczerpania si¢ sktadnikow reakcji spada aktywno$¢ polimerazy,
a tym samym obniza si¢ wydajnos¢ amplifikacji. W tradycyjnej PCR analiza ilo$ci am-
plifikowanego produktu prowadzona jest po zakonczeniu wszystkich cykli reakcji, czyli
w fazie plateau. Zastosowanie PCR w czasie rzeczywistym pozwala na monitorowanie
ilosci kopii produktu po kazdym cyklu amplifikacji [Wiedro i in. 2007]. Taka identyfika-
cja jest mozliwa dzigki dodaniu do mieszaniny reakcyjnej barwnikdw, fluorochroméw lub
specyficznie znakowanych fluorochromem oligonukleotydowych sond emitujacych flu-
orescencje, ktorej intensywnos¢ jest proporcjonalna do ilosci DNA [Reszka 1 in. 2009].

Najczesciej stosowanym do detekeji ilosci produktu barwnikiem jest SYBR Green I,
ktory niespecyficznie przytacza si¢ do dwuniciowej czasteczki DNA. Barwnik interkaluje
do zdenaturowanej matrycy, dopiero gdy przytaczony zostaje primer i syntetyzowana
jest ni¢ komplementarna — rezultatem tego jest pojawienie si¢ fluorescencji [Krawczyk
2007, Wiedro i in. 2007, Studzinska i in. 2008]. Real-time PCR ze wzgledu na znaczne
uproszczenie i skrocenie czasu analizy (nie ma potrzeby wykonywania rozdziatow elek-
troforetycznych) staje si¢ rutynowa metoda w poszukiwaniu obecnosci i ekspresji genow,
mutacji i polimorfizmu genetycznego.

POROWNANIE METOD OPARTYCH NA PCR

Mozliwos¢ wykorzystania danej analizy w praktyce jest kluczem do uzyskania przez
badacza satysfakcjonujacego wyniku. Na drodze do identyfikacji czy tez przydzielenia
organizmu do danej jednostki taksonomicznej stoja przeszkody wynikajace z ograniczen
samych metod. Roznia si¢ one: zakresem stosowania, powtarzalno$cia uzyskiwanych
wynikow, stopniem trudno$ci wykonania, czasem analizy, aparatura i mozliwo$cia auto-
matyzacji oraz oczywiscie cena.

1. Zakres stosowania technik

Metoda RAPD znalazta szerokie zastosowanie w celach identyfikacyjnych i réznicuja-
cych mikroorganizmy gtéwnie za sprawa swej prostoty, a takze wysokiej sity dyskrymi-
nacyjnej. Technika ta stosowana byta takze w badaniach epidemiologicznych do r6zni-
cowania mikroorganizmoéw pochodzacych z réznych srodowisk [Baranska-Rybak 2006,
Woods i in. 1993, Neela i in. 2005], monitorowania czysto$ci procesow w produkcji

Biotechnologia 11 (2) 2012



10 M. Marciniak, M. Robak

zywno$ci i okresleniu zrodta pochodzenia szczepdw [Robak i in. 2005] oraz przy tworze-
niu map genetycznego pokrewienstwa gatunkow [Kosinski i in. 2009]. Za pomoca RAPD
réznicowano wiele gatunkow zardéwno bakterii, jak i drozdzy. RAPD wykorzystywane
jest takze do réznicowania roslin [Arif i in. 2010, Kosinski i in. 2009].

PCR-RFLP stosowana byta do identyfikacji wielu mikroorganizméw, m.in. z rodza-
jow Pseudomonas, Acinetobacter, Xanthomonas, Staphylococcus, Streptococcus, a takze
z gatunkow Neisseria meningitidis, Helicobacter pylori, Listeria monocytogenes, Chla-
mydia trachomatis [Giedrys-Kalemba 2009]. Technika ta znalazta rowniez zastosowanie
w réznicowaniu pomigdzy szczepami jednego gatunku w badaniach epidemiologicznych
[Krawczyk, 2007] oraz w badaniach struktury populacji drobnoustrojéw [Wigckowicz
2009, Frac i Jezierska-Tys 2010].

Technika AFLP nalezy do metod skomplikowanych, jednak cechuja ja wysoka sita
dyskryminacyjna i czuto§¢. Polaczenie RFLP i selektywnej amplifikacji technika PCR
pozwala na stosowanie tej metody do analizowania nawet calego genomu mikroorgani-
zmu oraz badanie DNA niezaleznie od stopnia jego komplikacji czy pochodzenia [Ba-
ranska-Rybak 2006]. AFLP powszechnie stosowana jest w badaniach taksonomicznych
[Giedrys-Kalemba 2009] oraz genotypowaniu blisko spokrewnionych szczepow bak-
teryjnych [Krawczyk 2007], rzadziej w badaniach epidemiologicznych [Putawska i in.
2009]. Do zalet tej techniki nalezy zaliczy¢ rowniez fakt, ze wymaga mniejszej ilosci
wyjsciowego, oczyszczonego materiatu genetycznego niz PCR-RFLP i nie ma potrzeby
testowania roznych starterow jak w RAPD.

RISA jest metoda, ktora zostata opracowana w celu badania réznorodnosci, sktadu
gatunkowego oraz okreslania struktury populacji mikroorganizmoéw tworzacych nawet
ztozone ekosystemy [Fisher, Triplet 1999]. RISA znalazla zastosowanie w réznicowaniu
szczepow bakterii blisko spokrewnionych ze soba gatunkow, wystepujacych w glebach
zanieczyszczonych oraz ryzosferze roslin [Frac, Jezierska 2010], a takze w badaniach nad
zmianami sktadu jakosciowego populacji drobnoustrojow wywotanych wpltywem sub-
stancji toksycznych [Wigckowicz 2009]. Technika ta jest powszechnie uzywana w ba-
daniach taksonomicznych i filogenetycznych, pozwala identyfikowa¢ prawie wszystkie
rodzaje bakterii, rowniez nalezacych do Archaea [Wigckowicz 2009]. Metodami tymi
mozna zroznicowac bakterie nawet na poziomie szczepu. Wykorzystywane byty do iden-
tyfikacji izolatow z nastgpujacych gatunkoéw: Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecium, Serratia marcesens, Listeria monocytogenes [Krawczyk 2007].

Opracowanie multiplex PCR pozwolito na amplifikacj¢ w jednej mieszaninie re-
akcyjnej kilku fragmentow DNA. Metoda ta stosowana jest najczgsciej do wykrywa-
nia wielu markeré6w chorobotworczych [Weiner 2008], réoznych patogenow [Kozak-
-Cigszezyk 2005] czy tez czynnikéw wirulencji. Test ten pozwala na ustalenie przynalez-
nos$ci drobnoustroju do gatunku, a nawet podgatunku [Wieczorek 2005].

2. Powtarzalnos$¢ analiz

Opisywane metody charakteryzuja si¢ wysoka powtarzalnos$cia wynikéw zaréwno w ska-
li wewnatrzlaboratoryjnej, jak i miedzy réznymi osrodkami badawczymi z jednym wy-
jatkiem. Metod¢ RAPD cechuje mata powtarzalnos$¢ uzyskanych wynikow. Wymaga ona
pelnej standaryzacji postgpowania [Krawczyk 2007]. Niemniej jest najprostsza sposrod
omawianych metod identyfikacji i réznicowania drobnoustrojow. Nie wymaga znajomo-
Sci sekwencji nukleotydowej DNA badanego organizmu. Stanowi to ogromng zalete tej
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metody, gdyz umozliwia réznicowanie niezidentyfikowanych nigdy wczesniej izolatow
[Robak i in. 2005].

W przypadku wszystkich omawianych metod czynnikami zmiennymi dla kazdej re-
akcji sa: dobranie odpowiedniej metody otrzymania materialu genetycznego i przepro-
wadzenie PCR. Kazda z tych technik wymaga wyizolowania DNA o wysokiej czystosci,
co nie zawsze jest proste [Piegza i in. 2011]. Kluczowym etapem omawianych analiz
jest takze odpowiednie zaprojektowanie przebiegu reakcji PCR. Dobranie odpowiednich
parametrow amplifikacji DNA jest niejednokrotnie bardzo czasochtonne.

W metodzie PCR-RFLP wybierane sa geny specyficzne dla okreslonego mikroor-
ganizmu, zatem wymagana jest znajomos¢ amplifikowanej sekwencji DNA. Poznanie
badanej sekwencji ma réwniez znaczenie przy doborze odpowiednio tnacych enzymow
restrykeyjnych [Krawczyk 2007, Frac, Jezierska 2010]. Dodatkowa trudnoscia przy sto-
sowaniu metody PCR-RFLP jest interpretacja wynikow wzorow restrykcyjnych, ktora
wymaga od badacza pewnego do$wiadczenia [Baranska-Rybak 2006]. W przypadku tej
metody dochodzi rowniez kwestia odpowiedniego doboru enzymdw restrykcyjnych, ich
ilosci i czasu inkubacji. Nieodpowiednie przeprowadzenie reakcji trawienia moze skut-
kowac pojawianiem si¢ w obrazie elektroforetycznym niespecyficznych produktow.

Podstawowa trudnoscia przeprowadzenia badania metoda AFLP jest stopien jej skom-
plikowania i wieloetapowos¢. Pierwszy etap analizy wymaga trawienia DNA dwoma od-
powiednio dobranymi enzymami restrykcyjnymi, ktore musza rézni¢ si¢ miedzy soba
czgstotliwoscia cigeia. Nalezy tak dobra¢ enzymy, aby jeden z nich rozpoznawal sekwen-
cje restrykeyjna cze$ciej niz drugi. Kolejnym etapem mogacym nastr¢ezy¢ trudnoscei jest
projektowanie odpowiednich adaptorow i starterow dla reakcji PCR. Stosowanie metody
AFLP wymaga zatem doswiadczenia badacza i zdolnosci interpretacji czgsto skompli-
kowanych wynikow analizy. W ostatnich latach pojawity si¢ liczne modyfikacje metody
majace na celu uproszczenie procedury badawczej (SE-AFLP, Single Enzyme AFLP),
zwigkszenie mocy dyskryminacyjnej (TE-AFLP, Three Enzyme AFLP) czy utatwienie
sposobu wizualizacji uzyskiwanych produktow analizy (FB-AFLP, Fluorescence-Based
AFLP) [Krawczyk 2007].

Do przeprowadzenia analizy rybosomalnych sekwencji migdzygenowych RISA wy-
magana jest duza ilo$¢ oczyszczonego DNA, a metoda wizualizacji barwieniem srebrem
nie daje jednoznacznych wynikow [Frac, Jezierska-Tys 2010]. Réwniez zautomatyzowa-
ny wariant metody RISA nie jest pozbawiony wad. Istnieje konieczno§¢ dodawania do
mieszaniny reakcyjnej barwnikow pasywnych, np. ROX, charakteryzujacych si¢ stata
fluorescencja w czasie, w celu poprawy wykrywania niektorych pasm i niwelowania nie-
specyficznych fluorescencji [Ranjard i in. 2001, Wigckowicz 2009].

W przypadku testu wykorzystujacego kilka par starterow, jakim jest multiplex PCR,
najwigksza trudnoscia jest dobranie odpowiednich warunkow reakcji. Szczegdlng uwage
nalezy zwrodci¢ na projektowanie starterow i ustalenie ich st¢zenia w mieszaninie reak-
cyjnej. Poszczegdlne startery musza by¢ skierowane na amplifikacj¢ gendow charakte-
rystycznych dla danego organizmu, co wymusza na badaczu poznanie amplifikowanej
sekwencji w celu odpowiedniego zaprojektowania badz doboru starterow. Temperatury
topnienia poszczegdlnych par starterow musza by¢ do siebie zblizone i tak dobrane tak,
aby uzyskane w czasie PCR produkty réznily si¢ od siebie dtugoscia, co pozwoli na
skuteczne rozdzielenie ich na zelu. W obrgbie sekwencji poszczegdlnych startero6w nie
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powinno obserwowac¢ si¢ homologii sekwencji, co zapobiegnie taczeniu si¢ réznych star-
teré6w migdzy soba, zamiast z matrycowym DNA [Weiner 2008].

Najnowsza technika, Real-time PCR tez nie jest bez wad. Podczas stosowania barw-
nika SYBR Green I do wizualizacji przyrostu produktu istnieje mozliwo$§¢ zafalszowania
wynikow, poniewaz fluorochrom moze taczy¢ si¢ w reakcji z jakimkolwiek dwunicio-
wym DNA, np. niespecyficznymi produktami reakcji lub primerami w postaci dimerow.
Aby wykry¢ takie struktury, nalezy analizowaé krzywe topnienia dla wszystkich produk-
tow powstatych w amplifikacji, co wydtuza czas analizy. Jednak stosowanie SYBR Green
jest najbardziej optacalne ze wzgledu na ceng fluorochromu, prostote jego stosowania,
a takze stosunkowo duza czutos¢ [Wierdo i in. 2007, Studzinska i in. 2008]. Jest to takze
najmniej czasochtonna metoda. Dzigki zastosowaniu tej techniki mozliwe jest uzyskanie
wyniku, czyli identyfikacji drobnoustroju, w znacznie krotszym czasie niz w przypadku
innych metod. Zwiazane jest to z wydatnym skroceniem czasu trwania cyklu i detekcja
produktu w ,,systemie zamknigtym”, czyli bezposrednio w probowce z mieszaning reak-
cyjna bez koniecznosci wykonanie elektroforezy.

3. Koszty analizy

Aparatura niezbedna do przeprowadzania analiz to koszt jednostkowy w wysokosci kil-
kudziesigciu tysigey ztotych, jednak w przypadku przeprowadzania systematycznie du-
zej liczby analiz wydatek taki staje si¢ oplacalny ekonomicznie. Odczynnikami, ktdre
w istotny sposob wplywaja na koszty calego oznaczenia sa niewatpliwie enzymy restryk-
cyjne. Sa to jedne z najdrozszych reagentdw stosowanych w laboratoriach biologii mole-
kularnej. Réwniez barwniki i sondy molekularne stosowane w metodzie Real-time PCR
podnosza koszty calkowite przeprowadzenia analizy. W tabeli nr 1 zestawiono ceny po-
szczegolnych sktadnikow reakcji niezbednych do przeprowadzenia omawianych analiz
(wg cen w katalogu firmy ThermoScientific z grudnia 2012 r.).

Tabela 1. Koszty odczynnikéw uzywane w metodach PCR
Table 1. Cost of chemicals used in PCR methods

Produkt Tlos¢ Cena [euro]
Product Amount Price
Polimeraza Taq 100 U 17,3
Tag polymerase 500 U 49,0
dNTPs 4x 0,25 ml (100 mM) 123,0
PreamTag Master Mix buffer x2 200 reakcji — reactions 107,0
. 1000 reakcji 0,36
Startery — Primers reactions (IBB Warszawa)
T4 Ligase 2000 U 443
Bufor z SYBR Green lofe:kchiul 105.8
Buffer with SYBR Green < ’
reactions
Enzymy restrykcyjne
Restrictases
EcoRI 10000 U 43
Taql 3000 U 39

“Koszy poszczegdlnych odczynnikéw wg cen katalogu firmy ThermoScientific
Price of chemicals according company catalog
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Firmy biotechnologiczne nie posiadaja w swojej ofercie gotowych starteréw, ale je
syntetyzuja i dostarczaja zgodnie z zamowiong sekwencja. Koszt jest uzalezniony od
dtugosci oligonukleotydow. W ofercie firmy DNA Gdansk (www.dnagdansk.com) w wa-
riancie dtugosci nieprzekraczajacym 33 nukleotydow, koszt startera wynosi 0,5 euro za
zasadg, w iloSci wystarczajacej do przeprowadzenia okoto 1000 reakcji (po 2 pl roztworu
10 uM na reakcje). W tabeli nr 2 kompleksowo poréwnano wszystkie omawiane metody
identyfikacji i r6znicowania drobnoustrojow, uwzgledniajac: potencjal réznicujacy me-
tody, powtarzalnos¢ uzyskiwanych wynikow, stopien skomplikowania wykonania, czas
analizy oraz koszty.

Tabela 2. Poréwnanie metod identyfikacji i réznicowania drobnoustrojow opartych na PCR
Table 2. Comparison of PCR based methods of identification and differentiation of micro-

organisms
Czas
Potencjat . . wykonania
Metoda réznicujacy Powtarzalnos¢ Wyﬂ}(::}i?ileuzln;lclzy [dni] Koszty
Method Discrimination ~ Repeatability v Duration of Cost
analysis .
power analysis
[days]
RAPD duzy — high niska — low fatwe — simple 1 niskie — low
PCR-RFLP sre(_lnl wysoka — high Srednie 1 $rednie — medium
medium moderate
. . . trudne . .
AFLP duzy — high wysoka — high complicated 12 wysokie — high
$redni . . . . . .
RISA /ARISA wysoka — high  $rednie — moderate 1 $rednie — medium
moderate
Multipex PCR duzy — high wysoka —high  $rednie — moderate 1 $rednie — medium
Real-time PCR  duzy — high wysoka — high  $rednie — moderate 1 wysokie — high
WNIOSKI

Metody identyfikacji i roznicowania drobnoustrojow oparte na PCR, w poréwnaniu
z klasycznymi technikami posiewowymi, pozwalaja wydatnie zmniejszy¢ naktad pracy
ludzkiej oraz umozliwiaja modyfikowanie analiz. Kompleksowe porownanie wszyst-
kich omawianych metod identyfikacji i roznicowania drobnoustrojow ukazuje, ze nie ma
wsrod nich metody idealne;j, ktora powinny charakteryzowac: duza sita dyskryminacyjna,
proste wykonanie i relatywnie krotki czas analizy oraz powtarzalno$¢ uzyskanych wyni-
kéw w skali migdzylaboratoryjne;.

Doboér odpowiedniej metody do przeprowadzenia planowanego eksperymentu musi
by¢ starannie przemys$lany i powinien uwzglgdnia¢ spelnianie przez nia kryteriow pel-
nej wiarygodnosci uzyskanych wynikoéw. W zalezno$ci od obranego celu badania, ja-
kim moze by¢: réznicowanie lub identyfikacja drobnoustrojow (np. patogenow), badanie
réznorodno$ci mikroorganizmow w ekosystemie, okreslenie ilosci kopii genu, badanie
ekspresji genu, wykrywanie mutacji, najkorzystniejsze bedzie dobranie metody charakte-
ryzujacej si¢ odpowiednia czuto$cia i relatywnie niskimi kosztami.
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PCR AS TOOL FOR IDENTIFICATION AND DIFFERENTIATION
OF MICROORGANISMS

Abstract. Many techniques used in criminalistics, medical diagnostics, in phylogenetic
studies and in organisms identification and differentiation are based on polymerase chain
reaction (PCR). The choice of routine method to be applied routinely in a particular labo-
ratory, is not easy and necessitate the knowledge and understanding of some one. In this
paper, to facilitate the choice of the routine method for microorganism identification and
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differentiation, the detailed description of following methods is presented: RAPD (Ran-
domly Amplified Polymorphic DNA), PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragments Length Po-
lymorphism), RISA (Ribosomal Intergenic Spacer Analysis), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), Multiplex PCR and Real-time PCR. The methods were compared
by the most useful characteristics such as: application field, analysis repeatability, difficulty
degree, analysis duration, automation possibility and cost.

Key words: RAPD, PCR-RFLP, RISA, Multiplex PCR, Real-time PCR, AFLP
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WPLYW WARUNKOW PRZECHOWYWANIA
NA AKTYWNOSC SACHAROLITYCZNA
DROZDZY SACCHAROMYCES CEREVISIAE
SUSZONYCH SUBLIMACYJNIE

Katarzyna Samborska, Agata Drzazga

Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Streszczenie. W pracy przedstawiono wptyw temperatury oraz rodzaju opakowania na
zmiany aktywnoS$ci sacharolitycznej drozdzy Saccharomyces cerevisiae suszonych subli-
macyjnie w czasie przechowywania. Drozdze po uprzednim wymieszaniu z maltodekstry-
na (dodatek 8%), stosowang jako substancja ochronna, zamrazano w temperaturze -30°C
i suszono w temperaturze 40°C przy cis$nieniu 0,63 mbar przez 20 godz. Suszone probki
przechowywano w temperaturze -18, 4 i 25°C w opakowaniach o roznej barierowosci.
Stwierdzono, ze aby utrzymaé aktywnos$¢ sacharolityczna drozdzy suszonych po 12 ty-
godniach przechowywania na poziomie co najmniej 80% aktywnosci po suszeniu, nalezy
przechowywac je w temperaturze 4°C w opakowaniu o wysokiej barierowosci wzgledem
tlenu i wody (PETmet/PE) lub w temperaturze -18°C w dowolnym opakowaniu. Aby za-
pewnic¢ utrzymanie ponad 90% aktywnosci konieczne jest przechowywanie w wysoce ba-
rierowych opakowaniach (PETmet/PE lub PET/AL/PE) w temperaturze -18°C.

Slowa kluczowe: drozdze piekarskie, suszenie sublimacyjne, aktywno$¢ sacharolityczna,
przechowywanie

WSTEP

Prasowane drozdze piekarskie, przeznaczone do stosowania w przetworstwie zZywnosci
oraz w gospodarstwach domowych, sa materialem nietrwalym, szybko tracacym swa bio-
logiczna aktywnos$¢ w czasie przechowywania [Sobczak i in. 1997]. Utrwalanie drozdzy
wiaze si¢ z usunigciem wody z biomasy za pomoca réznych metod suszenia. Zapotrzebo-
wanie na drozdze suszone wzrasta, ze wzgledu na wygodg ich uzycia i wigksza stabilnos¢
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w czasie przechowywania w poréwnaniu z drozdzami §wiezymi [Cerutti i in. 2000]. Sto-
sowane sa nast¢pujace metody suszenia: niskotemperaturowe suszenie konwekcyjne [Gu-
zhova i in. 2008, Tsaousi i in. 2008], fluidyzacyjne [Bayrock, Ingledew 1997a, 19970, Tur-
ker i in. 2006], fontannowe po uprzednim unieruchomieniu, np. w kulkach alginianowych
[Pastawska i in. 2006, Pastawska 2008], suszenie pod obnizonym ci$nieniem [Cerrutti i in.
2000], suszenie sublimacyjne z zastosowaniem dodatkéw ochronnych [Lodato i in. 1999,
Miyamoto-Shinohara i in. 2000, Pastawska 2006]. W zalezno$ci od metody i parametrow
suszenia oraz obecno$ci dodatkéw ochronnych przezywalnos$¢ drozdzy podczas suszenia
jest bardzo rézna. Przykltadowo, po suszeniu konwekcyjnym w temperaturze 30°C prze-
zywalno$¢ wynosita 14,8%, suszenie w ztozu fontannowym w temperaturze 30 oraz 40°C
pozwolilo uzyska¢ zywotno$¢ odwodnionej populacji na poziomie 68% [Pastawska 2008],
a wzgledna aktywnos$¢ sacharolityczna drozdzy piekarskich Saccharomyces cerevisiae su-
szonych sublimacyjnie oznaczona bezposrednio po suszeniu wynosita od 34,6 (dodatek
8% glicerolu) do 69,6% (dodatek 8% maltodekstryny) [Samborska, Drzazga 2011].

Sposdb przechowywania oraz rodzaj opakowania wptywaja na trwatos¢ wszystkich
suszonych produktow, a w przypadku materiatlow aktywnych biologicznie maja one szcze-
golne znaczenie. Tak jak w przypadku wigkszosci produktow tatwo psujacych si¢, najwaz-
niejszymi czynnikami wpltywajacymi na trwato$¢ suszonych drobnoustrojéw sa: dostep
tlenu i wody, dostep $wiatla oraz temperatura. Warunki przechowywania powinny by¢ tak
dobrane, aby ograniczy¢ wpltyw tych niekorzystnych czynnikow, co moze by¢ m.in. reali-
zowane poprzez dobdr odpowiednich opakowan [Morgan i in. 2006, Meng i in. 2008].

W dostepne;j literaturze mozna odnalez¢ nieliczne przyktady badan nad zmianami zy-
wotnosci 1 aktywnosci suszonych kultur mikroorganizméw w czasie przechowywania.
W wigkszosci przypadkow autorzy analizuja jedynie przezywalno$¢ w czasie suszenia.
Costa i in. [2002] badali wplyw rodzaju opakowania (ampulki szklane oraz laminaty
wysoko- i niskobarierowe) oraz temperatury przechowywania na stabilno$¢ suszonych
kultur Pantoea agglomerans. Stwierdzono, ze po 3 miesiacach przechowywania w am-
pulkach szklanych i wysokobarierowych laminatach w temperaturze 4°C zachowana zo-
stata aktywno$¢ i zywotnos$¢ suszonych bakterii, korzystniejsze jest zatem zastosowanie
wysokobarierowych opakowan oraz obnizonej temperatury przechowywania.

W poprzedniej czgsci pracy [Samborska, Drzazga 2011] badano wptyw réznych do-
datkéw stabilizujacych (glicerol, sacharoza, fruktoza, maltodekstryna) na aktywnos¢ sa-
charolityczna drozdzy S. cerevisiae w czasie suszenia sublimacyjnego i stwierdzono, ze
najlepszymi wlasciwosciami ochronnymi charakteryzowata si¢ maltodekstryna (dodatek
8%). Celem obecnej pracy byto zbadanie wptywu temperatury przechowywania suszo-
nych drozdzy piekarskich oraz rodzaju zastosowanego opakowania na aktywnos$¢ sacha-
rolityczna drozdzy suszonych sublimacyjnie z dodatkiem maltodekstryny jako substancji
stabilizujace;.

MATERIAL I METODY
Material: Materialem do badan byty prasowane drozdze pickarskie S. cerevisiae dostgpne

w sprzedazy detalicznej (Lallemant, Polska) oraz maltodekstryna niskoscukrzona (Hor-
timex, Polska) stosowana jako substancja ochronna (dodatek 8%). Rodzaj i zawartos¢
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dodatku stabilizujacego dobrano na podstawie wczesniejszych badan [Samborska, Drza-
zga 2011].

Suszenie: Drozdze po wymieszaniu z maltodekstryna zamrazano w temperaturze
-30°C (zamrazarka szokowa IRINOX, seria HC), a nastgpnie suszono sublimacyjnie
w temperaturze 40°C i ci$nieniu 0,63 mbar (suszarka sublimacyjna CHRIST Gamma
1-16 LSC) przez 20 godzin.

Przechowywanie: Drozdze suszone przechowywano przez 12 tygodni w temperatu-
rze 25°C, 4°C i -18°C, w opakowaniach z polipropylenu orientowanego OPP, laminatu
dwuwarstwowego PET/PE, laminatu dwuwarstwowego PETmet/PE oraz laminatu troj-
warstwowego PET/AL/PE (Coffee Service, Polska). Charakterystyke materiatdéw opako-
waniowych przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka materialéw opakowaniowych stosowanych do przechowywania suszo-
nych drozdzy
Table 1. Characteristics of the packaging materials used for the storage of dried yeasts

Przepuszczalno$é

Materiat* Gestose Permeabillity rate
Material Density [g/m’] O, [ml/m?/24 h] H,0 [g/m?24 h]
oPP 45 1200 35
PET/PE 115 50 15
PETmet/PE 95 <1 2
PET/AL/PE 105 <1 <1

* OPP — polipropylen orientowany, PET — poliester, PE — polietylen, met — metalizowany, AL — aluminium
OPP - oriented polypropylene, PET — poliester, PE — polyethylene, met — metalized, AL — aluminium

Metody analityczne: Bezposrednio po suszeniu oraz co 3 tygodnie w czasie 12 tygo-
dni przechowywania oznaczano zawartos$¢ suchej substancji wedlug PN-A-79005-4:1997
i aktywno$¢ sacharolityczna drozdzy (poprzez pomiar ilosci wydzielanego CO, na pod-
stawie ubytku masy nastawu w czasie godzinnej fermentacji 50% roztworu sacharozy
przez 3,275 g s.s. drozdzy). Aktywno$¢ drozdzy suszonych wyrazano jako aktywnos$¢
wzgledna w stosunku do aktywnosci drozdzy Swiezych.

Metody statystyczne: Za pomoca analizy wariancji (Statgraphics Centurion XV)
okreslano, czy réznice w zawartosci suchej substancji oraz aktywnos$ci sacharolitycznej
drozdzy suszonych po zakonczeniu przechowywania przechowywania byty istotne sta-
tystycznie.

WYNIKI I OMOWIENIE

Wzgledna aktywnos$¢ sacharolityczna drozdzy piekarskich S. cerevisiae suszonych subli-
macyjnie oznaczona bezposrednio po suszeniu wynosita 62,1 + 3,0%, a zawartos¢ suchej
substancji 99,1 £ 0,1%.

Na rysunku 1 przedstawiono zmiany zawarto$ci suchej substancji w drozdzach su-
szonych sublimacyjnie w czasie 12 tygodni przechowywania, w zalezno$ci od tempera-
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tury przechowywania i rodzaju zastosowanego opakowania. Niezaleznie od temperatu-
ry przechowywania najwigkszymi zmianami zawartosci suchej substancji, zwiazanymi
z chtonigciem wody z otoczenia, charakteryzowaty si¢ probki przechowywane z wolnym
dostgpem powietrza. Zmiany te wynosily: 9,0 punktu proc. w temperaturze 25°C, 3,8
punktu proc. w 4°C i 2,3 punktu proc. w -18°C, a wigc obnizanie temperatury przecho-
wywania wplyn¢to hamujaco na chlonigcie wody przez probki.

Probki przechowywane w opakowaniach charakteryzowaly si¢ zmniejszonym chto-
nigciem wody w poréwnaniu z probkami kontrolnymi, a intensywno$¢ zmian zawartosci
suchej substancji zalezata od rodzaju opakowania oraz temperatury przechowywania.
Réznice w zmianach zawartosci suchej substancji pomigdzy probkami przechowanymi
w roznych opakowaniach byly najbardziej widoczne w przypadku temperatury 25°C,
w ktorej wszystkie réznice pomigdzy zawartosciami suchej substancji byly istotne staty-
stycznie i kazda probka znalazta si¢ w odrgbnej grupie jednorodnej. Opakowania o wyso-
kiej barierowosci (PETmet/PE i PET/AL/PE) pozwolily na znaczne ograniczenie chtonig-
cia wody, utrzymujac zawarto$¢ suchej substancji w probkach na poziomie 96,9 i 99,5%
po 12 tygodniach przechowywania. Probki przechowywane w opakowaniach o nizszej
barierowosci (OPP i PET/PE) charakteryzowaty si¢ znacznie wigkszym zmniejszeniem
zawartosci suchej substancji, odpowiednio do wartosci 93,1 i 95,0%, nizszym jednak niz
probki kontrolne przechowywane z wolnym dostepem powietrza. Przechowywanie w ob-
nizonych temperaturach (4 i -18°C) wptyne¢to na znaczne zmniejszenie réznic w ilosci
wchlonigtej wody pomigdzy probkami w réoznych w opakowaniach. W obu temperatu-
rach najwigksze chtonigcie wody (poza proba kontrolng z wolnym dostgpem powietrza,
ktéra stanowita odrgbna grupe jednorodna o najnizszej zawartosci suchej substancji) za-
notowano w przypadku zastosowania opakowania z OPP o najmniejszej barierowosci do
zawartos$ci suchej substancji 97,9% (4°C) 1 96,8% (-18°C). Zawartos¢ suchej substancji
w probkach przechowywanych w pozostatych opakowaniach utrzymywata si¢ na zblizo-
nym poziomie jak w probkach bezposrednio po suszeniu. We wszystkich temperaturach
najlepsza barierowo$cia wzgledem pary wodnej wykazaty sig¢ probki przechowywane
w opakowaniu PET/AL/PE, stanowily one odrgbne grupy jednorodne o zawarto$ci suchej
substancji, najbardziej zblizonej do wartosci zanotowanej bezposrednio po suszeniu.

Zmiany aktywno$ci sacharolitycznej drozdzy suszonych sublimacyjnie (wyrazonej
jako aktywno$¢ wzgledna w stosunku do drozdzy $wiezych przed suszeniem) w czasie
12 tygodni przechowywania, w zalezno$ci od temperatury przechowywania i rodzaju
zastosowanego opakowania, przedstawiono na rysunku 2. Niezaleznie od temperatury
przechowywania najwigkszymi zmianami aktywnos$ci sacharolitycznej charakteryzowaty
si¢ probki przechowywane z wolnym dostgpem powietrza, ktore stanowity w kazdej tem-
peraturze odregbna grupg jednorodna o najnizszej aktywnosci sacharolitycznej. W tem-
peraturze 25°C aktywno$¢ sacharolityczna drozdzy po 12 tygodniach przechowywania
wynosita zaledwie 17% warto$ci zanotowanej po suszeniu. Obnizenie temperatury prze-
chowywania do 4°C pozwolito na zwigkszenie tej wartosci do 66%, a po zastosowaniu
temperatury -18°C po 12 tygodniach przechowywania aktywnos¢ wynosita 76% warto$ci
zanotowanej po suszeniu. Drozdze przechowywane w opakowaniach charakteryzowaty
si¢ znacznie lepszym zachowaniem aktywnoS$ci po przechowywaniu, a réznica migdzy
aktywnoscia drozdzy opakowanych i przechowywanych z wolnym dost¢pem powietrza
byta najwigksza w przypadku przechowywania w 25°C.
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Meng i in. [2008] stwierdzili, ze zywotno$¢ bakterii probiotycznych suszonych subli-

macyjnie w czasie przechowywania jest odwrotnie proporcjonalna do temperatury prze-
chowywania, a wedtug Bruno i Shah [2003] temperatura optymalna do przechowywania
suszonych sublimacyjnie bakterii probiotycznych jest -18°C.
Aktywnos¢ drozdzy po przechowywaniu zalezata znaczaco od rodzaju zastosowanych
opakowan. Opakowania o wysokiej barierowo$ci (PETmet/PE i PET/AL/PE) pozwolity
na lepsze zachowanie aktywnosci sacharolitycznej drozdzy niz opakowania o wigkszej
przepuszczalnosci dla wody i tlenu (OPP i PET/PE). W temperaturze 4°C zastosowanie
laminatu metalizowanego PETmet/PE pozwolito na utrzymanie aktywnos$ci drozdzy na
poziomie 81% warto$ci uzyskanej po suszeniu, a w przypadku laminatu trojwarstwowe-
go PET/AL/PE warto$¢ ta wynosita 76%. Obnizenie temperatury przechowywania do
-18°C pozwolilo na dalsze polepszenie zachowania aktywnos$ci po 12 tygodniach prze-
chowywania do pozioméw odpowiednio 95 i 94%.

Jedna z przyczyn obnizania aktywnosci sacharolitycznej suszonych drozdzy oraz
innych mikroorganizméw w czasie przechowywania jest niekorzystny wplyw wzrostu
zawartosci wody w suszach wynikajacy z ich wlasciwosci higroskopijnych. Ilos¢ wody
w suszonym materiale wplywa na szybkos$¢ utraty zywotnosci i aktywnosci suszonych
mikroorganizméw, gdyz zalezy od niej szybkos$¢ zachodzenia przemian chemicznych
i enzymatycznych [Zayed, Ross 2004]. Poréwnujac zmiany zawarto$ci suchej substancji
w suszonych drozdzach ze zmianami ich aktywnosci sacharolitycznej w czasie przecho-
wywania, mozna stwierdzi¢, ze ogdlnie istniata zalezno§¢ pomigdzy wzrostem zawarto-
$ci wody a obnizaniem si¢ aktywnosci sacharolitycznej drozdzy. Jednakze, w niektorych
przypadkach aktywnos¢ drozdzy w czasie przechowywania obnizata si¢ pomimo utrzy-
mywania zawarto$ci suchej substancji na wysokim poziomie, co mozna zaobserwowac
np. w przypadku drozdzy przechowywanych w opakowaniach PETmet/PE i PET/AL/PE
w 25°C. Przechowywanie w tak wysokiej temperaturze byto niekorzystne mimo zastoso-
wania wysoce barierowych opakowan.

Poroéwnujac zawarto$¢ suchej substancji w suszach z aktywnoS$cia sacharolityczna
drozdzy przechowywanych w temperaturze 4 i -18°C w opakowaniach PET/PE, PETmet/
PE i PET/AL/PE, widoczny jest réwniez istotniejszy wptyw temperatury przechowywa-
nia niz zawarto$ci wody w suszach na utrzymanie aktywnosci sacharolitycznej drozdzy.
Probki te miaty bardzo zblizone zawartos$ci suchej substancji po 12 tygodniach przecho-
wywania w obydwu temperaturach, jednakze te przechowywane w temperaturze -18°C
charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywnoscia sacharolityczna. Swiadczy to o znacznie sil-
niejszym zahamowaniu niekorzystnych przemian prowadzacych do utraty aktywnosci
w temperaturze obnizonej ponizej 0°C.

Nalezy réwniez zauwazy¢, ze opakowania mniej barierowe w stosunku do wody wy-
kazywaly rowniez mniejsza barierowo$¢ w stosunku do tlenu (tab. 1), co rowniez mogto
by¢ przyczyna obnizania aktywno$ci w czasie przechowywania, gdyz natlenienie suszo-
nych mikroorganizmoéw powoduje woéwczas powolna utrate ich biologicznej aktywnosci
[Bozoglu i in. 1987, Sobczak 1988].
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WNIOSKI

1. Metoda sublimacyjna mozna otrzymac suszone drozdze piekarskie S. cerevisiae
o aktywnosci sacharolitycznej stabilnej w czasie przechowywania, pod warunkiem zasto-
sowania odpowiednich parametrow przechowywania.

2. Temperatura przechowywania oraz rodzaj zastosowanego opakowania wptywaja
na zmiany aktywnosci sacharolitycznej drozdzy suszonych w czasie przechowywania.

3. Suszone drozdze piekarskie powinny by¢ przechowywane w warunkach chlodni-
czych lub zamrazalniczych w opakowaniach o wysokiej barierowosci.

4. W celu utrzymania aktywnosci sacharolitycznej drozdzy suszonych po 12 tygo-
dniach przechowywania na poziomie co najmniej 80% aktywnosci po suszeniu nalezy
przechowywac je w temperaturze 4°C w opakowaniu o wysokiej barierowosci wzglgdem
tlenu i wody (PETmet/PE) lub w temperaturze -18°C w dowolnym opakowaniu.

5. Aby zapewni¢ utrzymanie ponad 90% aktywnosci po 12 tygodniach przechowywa-
nia, konieczne jest przechowywanie w wysoce barierowych opakowaniach (PETmet/PE
lub PET/AL/PE) w temperaturze -18°C.
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THE EFFECT OF STORAGE ON THE SACCHAROLYTIC ACTIVITY
OF FREEZE-DRIED BAKER’S YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Abstract. The influence of temperature and type of packaging material on the saccharolyt-
ic activity of freeze-dried yeast Saccharomyces cerevisiae during storage was investigated.
Yeast’s after mixing with maltodextrin (8%, used as a protective substance), were frozen at
-30°C and dried at 40°C /0.63 mbar for 20 h. Dried samples were stored at -18, 4 and 25°C
in high (PETmet/PE, PET/AL/PE) and low (PET/PE, OPP) barrier bags. It was found
that in order to remain at least 80% of the saccharolytic activity of dried yeast’s after 12
weeks, compared to the activity after drying, it is necessary to store them at 4°C in the bags
with a high barrier against oxygen and water (PETmet/PE) or at -18°C in any package.
To ensure the maintenance of over 90% of the activity is necessary to use the high-barrier
packaging (PETmet/PE or PET/AL/PE) and storage temperature -18°C.
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COMPARISON OF LIPOLYTIC ACTIVITY OF YEAST
STRAINS ISOLATED FROM ROKPOL CHEESE
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Abstract. Lipolytic activity of seven yeast strains: Candida famata Mlla, C. intermedia
Bl2a, C. kefyr PlI1b, C. sphaerica Fll7a, Geotrichum penicillatum Ell6a, Saccharomy-
ces kluyveri BlI3a and Yarrowia lipolytica P116a was investigated. These strains represen-
ting yeast species occurring in mould cheese Rokpol are potential cheese co-starters. The
extra and intracellular lipolytic activity of the yeast was analyzed against tributyrine and
p-nitrophenyl derivatives of fatty acids. Also their ability to hydrolyze bovine milk fat was
assayed. It was shown that generally activity of extracellular yeast lipases were higher than
of intracellular enzymes. The most lipolytic were strains Y. lipolytica Pll6a and C. sphaeri-
ca F1I7a, which preferentially hydrolyzed butyrate p-nitrophenyl derivative and release the
highest amounts of oleic acid from milk fat.

Key words: yeast, lipases, synthetic substrates, milk fat, hydrolysis, Rokpol cheese

INTRODUCTION

Many yeasts occurring in cheeses as non starter microflora have been reported to produce
lipolytic enzymes. Among them genera of Candida, Rhodotorula, Pichia, Torulopsis,
Geotrichum and Yarrowia are characterised by especially high lipolytic activity [Hade-
ball 1991, Roostita, Fleet 1996, Jakobsen, Narvhus 1996, Corzo, Revah 1999, Suzzi et.
al. 2001, Juszczyk et al. 2005, Cholet et al. 2007]. During cheese ripening lipases are in-
volved in triacylglicerols (TGA) hydrolysis and liberation of free fatty acids, which may
directly affect development of characteristic flavor or become precursors of aroma com-
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pounds of these products [Stead 1986, Ferreira, Viljoen 2003]. In blue and Italian cheeses
yeast of Candida, Debaryomyces and Rhodotorula play an important role in development
of their piquancy which is due primarily to short chain fatty acids release [Tomasini et al.
1993, Collins et al. 2003].

Lipases derived from different species and strains differ in specificity for liberation
fatty acids from milk fat [Hou 1997, De Freitas et al. 2009].

Extracellular lipases of G. candidum possess unique specificity for cis-9-unsaturated
fatty acids [Bertolini et al. 1994]. Similar to those enzymes are lipases of C. curvata,
which preferencially split from TGA unsaturated fatty acids [Gripon et al. 1991]. Lipases
of another yeast Torulopsis spp. appeared to be specific for short chain fatty acids, while
enzymes of C. mycoderma hydrolyze fatty acids containing 12—16 carbon atoms in chain
[Hadeball 1991]. Lipases of C. valida and D. hansenii responsible also for lipolysis in
smear cheese Limburger release mainly of lauric and myristic acids [Stead 1986]. Some
yeast lipases exhibit the high degree of positional specificity. Hou [1997] investigated
25 yeast lipases with respect to their positional specificity against triacylglicerols and
showed that 19 of them revealed 1,3-positional specificity. However majority of yeast
lipases hydrolyse TGA without specificity both in attacked position at the glycerol mol-
ecule and in the nature of fatty acid [Hou 1997, Vakhlu, Kour 2006]. In recent years
an increasing demand for lipolytic enzymes of a definite substrate specificity has been
observed. These enzymes are commonly used in food industry, especially for the produc-
tion of specific flavor and aroma compounds, inter-esterification of fats and production
of modified acyloglycerols [Ghosh et al. 1996, Pandey et. al. 1999, Vakhlu, Kour 2006,
Aravindan et al. 2007, Kontkanen et al. 2011].

Yeasts characterised by high lipolytic activity are potential adjunct cultures for cheese
production, what may result in acceleration of ripening process as well as improving of
cheese organoleptic properties. Selected strains of yeast like D. hansenii, Y. lipolytica,
G. candidum and also Saccharomyces cerevisiae were used as starters for soft cheeses due
to their protein and fat catabolism [Devoyod 1990, Addis et al. 1999, Vannini et al. 1999,
Van Tempel, Jakobsen 2000, Ferreira, Viljoen 2003, De Wit et al. 2005].

The aim of this study was to evaluate lipolytic activity of yeast strains representing
species occurring in mould cheese Rokpol, what may allow to select among them the
most promising cheese co-starters or source of lipolytic enzymes for dairy industry.

MATERIAL AND METHODS

Microorganisms: Seven strains belonging to seven yeast species occuring in Rokpol che-
ese: Candida famata Mlla, C. intermedia B12a, C. kefyr PII1b, C. sphaerica Fll7a,
Geotrichum penicillatum Ell6a, Saccharomyces kluyveri Bl13a and Yarrowia lipolytica
Pll6a [Wojtatowicz et al. 2001] were tested. Strains were obtained from the Collection
of the Department of Biotechnology and Food Microbiology of Wroctaw University of
Environmental and Life Sciences. Yeasts were stored at +4°C on YM agar composed of
(g/L): glucose (POCH) (10); bacto peptone (Difco) (5); yeast extract (Difco) (3); malt
extract (Difco) (3) and agar (15).

Growth media and culture conditions: Strains were grown in YCG medium composed
of (g/l): yeast extract (1.7), casein (2) and glucose (10). The medium after sterilisation
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(at 121°C for 15 min) was inoculated with 1% (v/v) of seed culture. The cultures (50 ml)
were performed in 250-ml Erlenmeyer flasks at 28°C for 48 h.

The seed culture of yeasts (25 ml) were carried out in flasks (100 ml) incubated at
28°C on a rotary shaker (160 rpm) for 24 hours in the medium containing (g x 1'"): yeast
extract (3), malt extract (3), bacto peptone (5), glucose (10).

Preparation of enzyme extracts of yeast: The yeast cultures were centrifuged at 7000 g
for 15 min. at 4°C. Supernatants, after filtration (0.45 pm), were used for extracellular
activity determinations. Cell pellets were washed twice with 50 mM phosphate buffer, at
pH 7.0, resuspended in 10 ml of the same buffer and sonificated at 4°C in an ultrasonic
desintegrator VD-11 (Techpan, P1) for 8 minutes with 1 min intervals after each minute
of sonification. After centrifugation at 15 000 g for 20 min at 4°C, the cell free extracts
were filtered (0.45 pm) and used for intracellular activity determinations.

Protein determination: Protein content was determined according to method of Lowry
et. al. [1951] using bovine serum albumin (Sigma, USA) as standard.

Enzyme assay: The lipolytic activity of enzyme extracts separated from cultures of
each yeast strain was assayed by plate diffusion method using as substrate 1% tributyrin
(Sigma). To quantify the activity, 5-mm-diameter wells were punched and filled with
0.1 ml of yeast enzyme extracts. Plates were incubated at 37°C and the diameter of the
clearing zones was measured after 72 hours. The tests were carried out in triplicates and
the data are presented as average values. The activity was calculated from standard curve
prepared for lipase of Candida cylindracea (Sigma) (of standard activity 5390 U-mg™)
[Sztajer et al. 1988]. The one unit of lipolytic activity was expressed as 1 mm of clearing
diffusion zone against a darker background.

Lipolytic activity was determined also spectrophotometrically by monitoring hydro-
lysis of p-nitrophenyl (p-NP) derivatives of fatty acids: butyric, caproic, caprylic, capric,
lauric and stearic, according to Pereira-Meirelles et al. [1997]. Activity of lipases was
expressed in units, where one unit was defined as pmole of p-nitrophenol released from
substrate per minute, per mg of protein.

Milk fat degradation by yeast lipases was investigated according to Kamaly et al.
[1990]. Reaction mixture contained 4 ml of yeast enzyme extract, 4 ml of milk fat emul-
sion (1g of milk fat in 2% (w/v) polivinyl alcohol (Sigma) and 8 ml of 0,02 M phosphate
buffer pH 7.0. The reaction mixture was incubated at 37°C for 72 hours in shaking wa-
ter bath. In control enzyme extracts before addition to reaction mixtures were heated at
100°C for 10 min.

After incubation free fatty acids (FFA) were isolated according to Deeth et al. [1983].
The FFAs were determined by gas chromatography method using Agilent Technologies
6890N Network GC System equipped with mass detector (Agilent Technologies 5973
inert Mass Selective Detector). The analysis was performed on the Agilent DB-225MS
capillary column (60 m - 250 pm - 0,25 pum). Injector operating conditions: 240°C. Tem-
perature increased from 60°C (5 min) until 240°C at 4°C - min"'. Velocity of carrier gas
(helium) was 2.0 ml - min' and the split flow ratio was 100:1 for the entire study. The
peaks were identified and quantified by reference to FFA standards (prepared in dieth-
yl ether containing formic acid). The relative fatty acids composition was estimated as
a percentage of the total peak area.

Statistical analysis: the data were analysed statistically using Statistica AGXP V.5.5
The mean values with standard deviations are reported.
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RESULTS AND DISCUSSION

Extra and intracellular lipolytic activities of seven yeast strains: C. famata Mlla, C. in-
termedia B12a, C. kefyr PlIlb, C. sphaerica Fll7a, G. penicillatum Ell6a, S. kluyveri
BII3a and Y. lipolytica Pll6a, isolated from Polish mould cheese Rokpol [Wojtatowicz
et al. 2001], were investigated on both synthetic and natural substrates.

Results of yeasts lipolytic activity determinations against synthethic substrate tri-
butyrin are shown in Table 1. A diffusion test with tributyrin showed that extracellular
lipases of tested yeasts strains, except that of C. spherica FllI7a, exhibited higher acti-
vity than intracellular enzymes. Similar results with yeast lipases were reported also by
Adamczak, Bednarski [1996].The activity of extracellular lipases was in range from 21 to
90 U-mg, while activity of intracellular enzymes ranged from 15 to 78 U-mg'. The
highest lipolytic activity was exhibited by the strain of Y. lipolytica P1l6a. On the other
hand, the strain Mlla of C. famata, predominant species in yeast microflora of Rokpol
cheese [Wojtatowicz et al. 2001], produced lipases of lowest activities of 21 and 15 U-mg
! for extra and intracellular enzymes, respectively. The results obtained by other authors
[Hadeball 1991, Corzo, Revah 1999] also show that lipases produced by the strains of
Y. lipolytica, exhibited high activities in relation to triacylglicerols (TGA), not only syn-
thetic, such as tributyrin or tricaprylin, but also natural, e.g. those present in olive oil,
soya oil, sunflower oil or rapeseed oil.

Table 1. Activity of extracellular and intracellular yeast lipases against tributyrin
Tabela 1. Aktywno$¢ zewnatrz- i wewnatrzkomorkowych lipaz oznaczona wobec tributyryny

. Lipolytic activity [U/mg] — Aktywno$¢ lipolityczna
Yeast strains

Szezep drozdzy extracellular intracellular
zewnatrzkomorkowa wewnatrzkomorkowa

C. famata MI1a 21.0£3.0 15.0£2.0
C.intermedia Bl2a 35.0£2.0 18.0+2.0
C. kefyr Pll1b 53.0+£3.0 48.0+3.0
C sphaerica Fll7a 66.0+2.0 78.0+4.0
G. penicillatum Ell6a 56.0+2.0 47.0£2.0
S. kluyveri BII3a 49.0£3.0 48.0£3.0
Y lipolytica Pll6a 90.0£5.0 78.0+4.0

Activity of extra and intracellular yeast lipases was also measured spectrophotome-
trically against p-NP derivatives of fatty acids: butyric, caproic, caprylic, capric, lauric
and stearic. Level of this acivity varied depending on the source of enzyme. Extracellular
lipases of C. intermedia Bl2a and Y. lipolytica Pl16a preferably hydrolyzed p-NP deri-
vative of butyrate, but the enzymes of Y. lipolytica showed three times higher activity
(148,9 U-mg™") with this substrate than the former strain (Table 2). Stearate p-NP was
another good substrate for extracellular enzymes of the yeast strains under study. Ho-
wever the activity depending on yeast strain ranged from 31.9 U-mg"! (C. intermedia
BI2a) to 127.3 U'-mg" (Y. lipolytica P116a). In contrast, caprilate p-NP proved to be the
best substrate (41.1 U-mg™") for extracellular lipases synthesized by the strain of C. kefyr
PII1b (Table 2).
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Table 2. Activity of extracellular yeast lipases against p-NP fatty acids derivatives
Tabela 2. Aktywno$¢ zewnatrzkomorkowych lipaz oznaczona wobec p-NP pochodnych kwasow
thuszczowych

Lipolytic activity [U/mg] — Aktywno$¢ lipolityczna

Yeast strains

2 butyrate caproate caprylate caprate lauryate stearate
Szczep drozdzy p-NP p-NP p-NP p-NP p-NP p-NP
maslan kapronian kaprylan kaprynian laurynian stearynian
C. famata Mlla 31.7£2.1 22.842.0 29.6+2.3 22.8+1.8 33.843.1 36.9+2.7
C. intermedia Bl2a 39.4+2.4 33.843.1 29.4+1.8 25.9+1.6 26.9+2.7 31.9+2.2
C. kefyr Pl11b 40.9+3.1 37.242.7 41.1£3.2 32.842.7 40.6+4.1 35.3+3.6

C. sphaerica Fl17a 59.2+2.8 80.1+4.8 44.1£3.3 48.9£3.7 45.843.5 98.3+4.3
G. penicillatum Ell6a  66.2+3.6 48.3£2.5 42.8£2.9 49.4+3.3 57.2+4.8 78.4+4.1
S. kluyveri BI13a 48.9+£2.8 47.243.5 35.842.7 37.4+3.0 38.9£2.7 54.842.2
Y. lipolytica Pll6a 148.9+4.1 117.8+4.7 91.3+3.8 87.4+4.2 85.7+4.2 127.3+£5.3

Intracellular lipase activities of the yeast strains on all the substrates under studies were
slightly lower than those of extracellular enzymes (Table 3). Lipases of C. famata Mlla,
C. sphaerica Fll7a, G.penicillatum Ell6a and S. kluyveri BII3a, similarly to their extracel-
lular enzymes, showed the greatest activity against stearate p-NP. The activities of enzy-
mes of yeast of C. sphaerica FlI7a and G. penicillatum Ell6a against this substrate were
77.9 U'mg! and 66.9 U-mg", while those observed with the enzymes of S. kluyyeri BlI3a
and C. famata Mlla, were 49.2 U-mg" and 34.1 U-mg", respectively. Caproate p-NP was
the best substrate for intracellular yeast lipases of C. intermedia BI2a (32.6 U-mg™"), while
laurate p-NP was the best for strain C. kefyr PII1b (38.7 U-mg™). Intracellular lipolytic
activity of Y. lipolytica P116a was the highest against butyrate (121.4 U-mg™) followed by
stearate (118.9 U-mg™) and caproate p-NP derivatives (112.4 U-mg™) (Table 3). In general
lipolytic activity of this strain comparing to other yeasts was the highest on all synthetic
substrates used in the study.

Table 3. Activity of intracellular yeast lipases against p-NP fatty acids derivatives
Tabela 3. Aktywno$¢ wewnatrzkomérkowych lipaz oznaczona wobec p-NP pochodnych kwasow

thuszczowych
Lipolytic activity [U/mg] — Aktywnos¢ lipolityczna
Yeast strains butyrate caproate caprylate caprate lauryate stearate
Szczep drozdzy p-NP p-NP p-NP p-NP p-NP p-NP

maslan kapronian kaprylan kaprynian laurynian  stearynian

C. famata Mlla 28.1+1.8 26.9+1.6 25.9+2.5 20.1£2.5 30.5+3.0 34.1+2.8
C. intermedia Bl2a 30.6+2.4 32.6+2.2 27.8+2.3 19.1+1.6 23.4+1.8 26.1x1.7
C. kefyr PIl1b 32.6+3.1 35.3+2.6 37.5+3.1 30.1+2.9 38.7+3.3 33.1£2.2
C. sphaerica Fl17a 68.4+4.1 63.1+3.8 52.1+4.5 47.7£3.2 65.8+4.5 77.9+5.5
G. penicillatum Ell6a 57.8+4.7 50.843.1 44.9+3.5 46.8+3.4 51.8+3.8 66.9+4.8
S. kluyveri BI13a 44.1£3.8 45.844.1 40.0+3.8 33.1£3.0 37.8+2.8 49.243.1
Y. lipolytica P1l6a 121.4+5.1  112.4+52 87.3+6.1 82.1+5.4 84.0+5.2 118.945.8
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The activity of extra and intracellular lipases of tested yeast strains was also evaluated
on milk fat. In many studies it was shown that emulsions of this fat are useful model sub-
strates for investigating the action of lipolytic enzymes involved in cheese flavor deve-
lopment during ripening process [Kamaly et al. 1990, Tomasini et al. 1993, Regado et al.
2007, Kontkanen et al. 2011]. The release of free fatty acids from milk fat was analyzed
after 72 h incubation of enzymes with this substrate (Fig.1). The highest degree of milk
fat degradation was observed with lipases of Y. lipolytica Pll6a. The quantities of fatty
acids released by extra and intracellular enzymes of this strain were 421.5 mg-100 g and
457.3 mg-100 g of milk fat, respectively (Fig. 1). Other authors [Faid et al. 1992, Roosti-
ta, Fleet 1996, Van Tempel, Jakobsen 2000] also reported high lipolytic activity against
milk fat of Y. lipolytica strains originating from cheese or other dairy products.

500
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FFA/WKT

[mg/100 g milk fat — ttuszczu mleczneg

C. famata C. intermedia  C. kefyr C. spherica G. penicillatum S kluyveri
Mlla Bl2a PIllb Fll7a Ell6a BII3a

Yeast strains — Szczep drozdzy

Fig. 1. Content of free fatty acids released by extracellular ((]) and intracellular ([]) yeast lipases
(mg/100 g of fat)

Rys. 1. Zawarto$¢ wolnych kwasow ttuszczowych uwolnionych przez zewnatrz- ([]) i wewnatrz-
komorkowe ([) lipazy drozdzowe (mg/100 g thuszczu)

Lipases of the other yeast strains hydrolyzed milk fat to a lower extent. The use of
extracellular and intracellular lipases of C. sphaerica Fll7a, S. kluyveri Bll3a, C. kefyr
PII1b and G. penicillatum EI16 resulted in fatty acid release from this substrate within the
range of 212.9-294.2 mg-100 g, and 254.0-399.9 mg-100 g, respectively. The lowest
efficiency of milk fat degradation was observed with yeast enzymes of C. intermedia
Bl2a and C. famata Ml1a. Their extracellular and intracellular lipases released from milk
fat 146.4-173.9 mg-100 g' and 136.1-139.6 mg-100 g of fatty acids, respectively. The
amount of FFAs in the control assay was 48.5-50.1 mg-100 g' of milk fat. The results
obtained in the study showed that activities of extracellular lipases were higher than intra-
cellular enzymes of the strains belonging to the species of C. famata, C. intermedia and
G. penicillatum. The activity of intracellular enzymes was higher than extracellular only
for C. sphaerica Fll7a.
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Tables 4 and 5 show the results of chromatographic analysis of fatty acids released
from milk fat with the use of yeast extra and intracellular lipases, respectively. The rela-
tive contents of each free fatty acids are presented.

Table 4. Relative contents of free fatty acids released from milk fat by extracellular yeast lipases
[%]

Tabela 4. Wzgledna zawarto$¢ wolnych kwasow thuszczowych [%] uwolnionych z thuszczu mlecz-
nego przez zewnatrzkomorkowe lipazy

Yeast strains Free fatty acids [%] — Wolne kwasy tluszczowe

SZCZCp drOZdzy C4 C6 CR C]O CIZ C]4 C16 CIS:O C18:1 CIS:Z
C. famata MI1a 0.16 025 052 475 955 1435 11.56 12.13 34.69 12.04
C. intermedia B12a 0.15 021 046 555 728 129 1636 9.76 3854 8.79
C. kefyr PII1b 0.12  0.18 035 499 527 1495 1376 10.13 4324 7.01
C. sphaerica Fll7a 0.09 020 030 422 1406 1530 1795 1420 2645 723
G. penicillatum Ell6a 0.13 0.5 033 746 826 11.86 14.02 1641 3131 10.07
S. kluyveri BII13a 0.14 027 047 9.86 1534 11.52 11.86 14.69 2497 10.88
Y. lipolytica P1l6a 0.10 0.18 028 448 848 1452 19.05 13.59 30.75 8.57
Control — Kontrola 037 043 074 1012 9.64 554 3079 9.06 9.70 23.61

Table 5. Relative contents of free fatty acids released from milk fat by intracellular yeast lipases
[%0]

Tabela 5. Wzglgdna zawarto$¢ wolnych kwasow thuszczowych [%] uwolnionych z thuszczu mlecz-
nego przez zewnatrzkomorkowe lipazy

Yeast strains Free fatty acids [%] — Wolne kwasy tluszczowe
Szczep drozdzy C, Cs C Cy C, C, Cis Ciso Cisa Cisa
C. famata MI1a 023 0.19 034 636 7.4 1472 15.06 11.75 3396 10.25
C. intermedia B12a 028 020 049 625 548 1520 1572 10.80 3896 6.62
C. kefyr PI11b 0.18 022 030 11.83 10.78 1567 14.50 12.63 30.76 3.13

C. sphaerica Fl17a 0.08 0.06 0.3l 810 9.06 1797 19.52 17.18 21.75 5.97
G. penicillatum EIlI6a  0.20  0.19  0.3] 470 489 17.77 1451 13.53 3275 11.15
S. kluyveri Bl13a 007 015 030 6.68 851 11.05 1437 1984 2530 13.73
Y. lipolytica P116a 0.10 0.18 0.3l 6.87 942 1579 17.57 11.03 33.86 4.87
Control — Kontrola 037 042 074 1010 9.62 542 30.64 9.09 9.75 23.85

Oleic acid (C,y ), which is preferentially esterified in milk TGA at sn-1 and sn-3 po-
sitions, was released in the largest quantities by extracellular lipases of all yeast strains
under investigation (Table 3). After 72 h of hydrolysis, the content of this acid ranged
from 24.97% (S.kluyveri Bll3a) to 43.24% (C. kefyr PII1b) of all FFAs released from
TGA by these enzymes. At the same time, the content of this acid found in the control was
9.70%. Other authors [Suzzi et al. 2001, Geurzoni et al. 2001] showed also that oleic acid
was the principal fatty acid released in butter inoculated with different strains of yeast
Y. lipolytica. Earlier Hadeball [1991] reported that lipases of Y. lipolytica prevalently act
on oleyl residues at positions 1 and 3 of the TGA.

Besides, all tested yeast lipases preferably released myristic acid (C,,), which was
found within the range of 11.52-14.95% as compared to 5.54% in the control. Higher
affinity to lauric acid (C,,) was observed only with the lipases of S. kluyveri Bll3a and

Biotechnologia 11 (2) 2012



34 M. Szoltysik et al.

C. sphaerica FlI7a. Some extracellular lipases, e.g. those of C. intermedia B12a, C. kefyr
PII1b, C. sphaerica Fll7a and Y. lipolytica Pll6a strains showed better abilities to release
palmitic (C, ) than stearic acid (C,).

Intracellular lipases of all yeast strains, similarly to extracellular enzymes, released
the highest quantities of oleic acid (C, ), which constituted 21.75 to 38.96% of all FFAs
(Table 4). These enzymes liberated also high amount of palmitic acid (C,,) (14.37 to
19.52%) and stearic acid (C,,) (11.03 to 19.84%). On the other hand, all extracellular and
intracellular lipases of investigated yeast strains released from milk fat very low quanti-
ties of short-chain fatty acids (C, to C, ;). These acids are responsible for the development
of sharp and tangy flavor in cheese [Pandey et al. 1999]. They are located mainly at sn-3
position of TAG molecules. Many microbial lipases release preferentially fatty acids from
this position of TAG, but there are only few reports on yeast lipases specific for short
chain fatty acids [Hadeball 1991, Hou 1997, Regado et. al. 2007). Wyder et al. [1999]
showed that during ripening of Raclette cheese inoculated with different species of yeast,
Y. lipolytica led to the highest increase in n-butyric and n-caproic acids content. This yeast
generally due to high lipolytic activity is the most promising as a ripening-accelerating
agent improving the quality of cheese [Devoyod 1990, Wyder et al. 1999]. However Fer-
reira, Viljoen [2003] showed that Y. lipolytica yeast when individually added as co-starter
to Cheddar cheese contributed to the development of bitter flavors, but when it was added
together with D. hansenii as part of starter culture, the cheese had good strong flavour
even after reduced ripening period. On the other hand Lanciotti et al. [2005] evaluating
suitability of four Y. lipolytica strains as cheese-ripening adjuncts concluded that each
strain gave rise to different lipolytic patterns.

CONCLUSION

Lipolytic enzymes both extracellular and intracellular of yeast strains originated from
mould cheese Rokpol reveal differences in the level of their activity against synthetic
substrates and milk fat. They also give rise to different patterns of fatty acids released
from those substrates.

The most active were lipases of Y. lipolytica and C. sphaerica, preferentially releasing
butyric and stearic acids from their p-nitrophenyl derivatives and oleic and palmitic acids
from milk fat. Suitability of those yeast strains as adjunct cultures will be verify under
real condition in cheese production.
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POROWNANIE AKTYWNOSCI LIPOLITYCZNEJ SZCZEPOW DROZDZY
WYIZOLOWANYCH Z SERA ROKPOL

Streszczenie. W pracy analizowano aktywnos¢ lipolityczna siedmiu szczepow drozdzy
Candida famata M11a, C. intermedia B12a, C. kefyr P1l1b, C. sphaerica Fll7a, Geotrichum
penicillatum Ell6a, Saccharomyces kluyveri BlI3a i Yarrowia lipolytica P116a wyizolow-
anych z sero6w plesniowych. Szczepy te moga zosta¢ wykorzystane jako potencjalne kultury
starterowe wspomagajace produkcje serow. Aktywnos$¢ zewnatrz- i wewnatrzkomorkowych
lipaz pochodzacych od tych drobnoustrojow oznaczana byta wobec tributyryny i p-nitro-
fenylowych pochodnych kwasow ttuszczowych. Oznaczano takze zdolno$¢ tych enzymow
do hydrolizy tluszczu mlecznego. Wykazano, ze aktywno$¢ lipaz zewnatrzkomorkowych
jest wyzsza w pordwnaniu z lipazami wewnatrzkomorkowymi. Najwyzsze aktywnosci li-
polityczne oznaczono dla szczepdw Y. lipolytica Pll6a i C. sphaerica Fll7a, ktére prefer-
encyjnie hydrolizowaty maslan p-nitrofenylu i uwalnialy z ttuszczu mlecznego najwyzsza
ilo§¢ kwasu oleinowego.

Slowa kluczowe: drozdze, lipazy, substraty syntetyczne, tluszcz mleczny, hydroliza,
Ser Rokpol
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