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GRZEGORZ SZCZEPANIAK, MARIA WOJTATOWICZ

DOBOR SZCZEPOW YARROWIA LIPOLYTICA 1 DEBARYOMYCES
HANSENII DO SZCZEPIONKI WSPOMAGAJACEJ PROCES
DOJRZEWANIA SERA

Streszczenie

W pracy scharakteryzowano 8 szczepdw drozdzy Yarrowia lipolytica i 13 szczepdéw Debaryomyces
hansenii pod wzgledem poziomu aktywnosci proteolitycznej i lipolitycznej, ograniczonych zdolnosci do
generowania amin biogennych i pigmentu, a takze wzajemnych oddziatywan migdzy szczepami obu ga-
tunkoéw. Najwyzszymi zdolnosciami do syntezy zewnatrz- i wewnatrzkomorkowych hydrolaz charaktery-
zowaly si¢ szczepy drozdzy Y. lipolytica Pll6a, Pll6e i JIIlc. W przypadku drozdzy D. hansenii stwier-
dzono jedynie niewielka wewnatrzkomorkowa aktywno$¢ proteolityczna i w wigkszosci przypadkow
pozakomoérkowa aktywnos¢ lipolityczna. Zdolnos$¢ do produkeji pigmentu wykazywaty jedynie drozdze Y.
lipolytica, za wyjatkiem szczepdéw PIl6a, PII6b i Pll6c. Zaden z badanych szczepéw obu gatunkéw nie
degradowat histydyny do histaminy, jakkolwiek drozdze Y. lipolytica wykazywaty zdolnos¢ do produkcji
szerszej gamy amin biogennych. Wszystkie szczepy drozdzy D. hansenii produkowaty toksyny killerowe.
Jedynie 3 szczepy Y. lipolytica (J1I1a JII1b i JII1c) wykazywaty odpornos¢ na te toksyny.

Stowa kluczowe: aktywno$¢ proteolityczna, drozdzowe szczepionki serowarskie, Yarrovia lipolytica,
Debaryomyces hansenii

Wprowadzenie

W dojrzewaniu serow, zwlaszcza produkowanych z mleka niepasteryzowanego,
czesto uczestniczy wtorna mikroflora, bedaca zanieczyszczeniem powstajagcym w trak-
cie procesu produkcyjnego. Do ww. grupy mikroorganizméw naleza m.in. drozdze,
ktorych liczba w réznych gatunkach sera waha si¢ w granicach 10” - 10° jtk/g, przy
czym najczesciej spotykane sa: Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Yarrowia lipolytica, Rhodotorula
mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Trichosporon cu-
taneum (beigelii) [22].
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Liczne badania dowiodly, ze w wigkszosci przypadkow obecno$é drozdzy sprzyja
procesowi dojrzewania sera, a ich pozytywna rola polega przede wszystkim na: zdol-
nos$ci syntezy szerokiej gamy enzymow proteolitycznych i lipolitycznych, umozliwia-
jacych bardziej zaawansowang i1 szybszg hydroliz¢ protein (takze niskoczasteczkowych
tzw. gorzkich peptydow) oraz tluszczu mlecznego, do prekursoréw substancji aroma-
tycznych, takich jak aminokwasy czy kwasy tluszczowe [7]. Dzigki wydzielaniu do
srodowiska czynnikéw wzrostowych (witamin z grupy B, kwasu pantotenowego, nia-
cyny, ryboflawiny, biotyny) oraz odkwaszaniu masy serowej poprzez utylizacje kwasu
mlekowego oraz produkcje alkalicznych metabolitow drozdze promujg wzrost mikro-
flory starterowych bakterii mlekowych [11]. Defekty sensoryczne seréw dojrzewaja-
cych spowodowane obecnoscig drozdzy wystepuja rzadko i naleza do nich m.in.: owo-
cowy, gorzki, drozdzowy posmak czy gazowanie masy serowej [8]. Ponadto, wicle
gatunkow drozdzy wykazuje swoisty szlak enzymatycznej konwersji obecnej w $ro-
dowisku sera tyrozyny do zwigzkéw posrednich, ktore ulegajac spontanicznej oksyda-
cji 1 polimeryzacji, pojawiaja si¢ na powierzchni sera w postaci brunatnych barwnikow
melaninowych [2].

W wielu osrodkach naukowych trwaja badania nad stworzeniem jedno-, dwu- lub
wielogatunkowych drozdzowych szczepionek serowarskich. Do drozdzy wykazuja-
cych wiele pozadanych cech fizjologicznych, a jednocze$nie gwarantujacych bezpie-
czenstwo konsumenta (statut GRAS) zaliczane sa m.in. gatunki Debaryomyces hanse-
nii 1 Yarrowia lipolytica.

Zasadnicza rola drozdzy D. hansenii w procesie dojrzewania roznych gatunkow
sera jest odkwaszanie §rodowiska poprzez utylizacj¢ kwasow organicznych (glownie
kwasu mlekowego). Gatunek ten oprocz niewielkiej aktywno$¢ proteolitycznej i lipoli-
tycznej wykazuje zdolnosci do hamowania m.in. germinacji przetrwalnikow Clostri-
dium butyricum oraz wzrostu niektorych gatunkéw grzybow plesniowych i drozdzy
[12], glownie za sprawa wydzielanych do srodowiska toksyn killerowych. Antagoni-
styczne uzdolnienia drozdzy D. hansenii w stosunku do innych mikroorganizméw
wskazuja na potencjalng mozliwos$¢ zastosowania tego gatunku jako czynnika biokon-
troli mlecznych produktow spozywczych, w tym serow.

Drozdze Y. lipolytica charakteryzujg si¢ wysokimi uzdolnieniami proteolityczny-
mi 1 lipolitycznymi zaré6wno wewnatrz-, jak i zewnatrzkomorkowymi, przez co ich
obecnos¢ w dojrzewajacym serze wyraznie intensyfikuje procesy degradacyjne biatka
1 thuszezu [7].

Wczeéniejsze badania Ferreira’y [7] §wiadczg o mozliwosci synergistycznych od-
dziatywan ww. gatunkéw drozdzy, zapewniajacych intensyfikacje procesu dojrzewania
sera z rownoczesnym zachowaniem pozadanych cech sensorycznych finalnego produk-
tu.
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Celem pracy byt skrining szczepow D. hansenii i Y. lipolytica do skojarzone;j
szczepionki serowarskiej, polegajacy na ocenie wybranych cech fizjologicznych droz-
dzy, istotnych pod wzgledem technologii mleczarskiej, takich jak: aktywno$¢ ze-
wnatrz- 1 wewngtrzkomorkowych enzymow proteolitycznych i lipolitycznych, ograni-
czona zdolno$¢ generowania amin biogennych i barwnikéw melaninowych oraz inte-
rakcje killerowe pomig¢dzy badanym szczepami obu gatunkoéw drozdzy.

Material i metody badan

Przedmiotem badan byto 8 szczepow Yarrowia lipolytica i 13 szczepow Debary-
omyces hansenii pochodzacych z seréw z przerostem plesniowym typu Rokpol, zdepo-
nowanych w kolekcji wlasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uni-
wersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

W celu oznaczenia aktywnosci proteolitycznej drozdze namnazano w podlozu
YCG o sktadzie [g/1]: ekstrakt drozdzowy (1,7), kazeina (2,0), glukoza (10), przy roz-
nych warto$ciach pH 7,0 i 5,0. Hodowle prowadzono w 50 ml pozywki w kolbach
Erlenmayera o objetosci 250 ml na wytrzasarce (MPW-350R) przy 160 rpm, przez
48 h, w temp. 28 °C (szczepy Y. lipolytica) lub 25 °C (szczepy D. hansenii), w dwoch
powtorzeniach. Po zakonczeniu hodowli biomasg oddzielano przez wirowanie (5000 g,
15 min, 4 °C; wirowka MPW-350R). Supernatant postuzyt do oznaczenia enzymoéw
zewnatrzkomorkowych. Biomas¢ zawieszano w 10 ml 50 mM buforu fosforanowego
o pH 7,0 i trzykrotnie przemywano. Nastepnie komorki drozdzy rozbijano za pomoca
ultradzwickow (Sonifikator Sonoplus, Bandelin, Niemcy). Po wirowaniu uzyskany
ekstrakt przeznaczono do oznaczenia enzymow wewnatrzkomorkowych.

Celem oznaczenia aktywno$ci lipolitycznej drozdze hodowano w podlozu YCO-
Ga o sktadzie: ekstrakt drozdzowy (1,7 g); kazeina (2,0 g), oliwa z oliwek (10 g), guma
arabska (5,0 g) w 11 buforu Tris-HCl o pH 7,2. Warunki hodowli i procedura otrzy-
mywania supernatantu z hodowli i ekstraktow komorkowych byta analogiczna, jak
w przypadku oznaczania enzymow proteolitycznych.

Zewnatrzkomorkowg aktywnos¢ proteolityczng oceniano spektrofotometrycznie
wobec kazeiny i kwasowo denaturowanej hemoglobiny, odpowiednio w pH 7,5 i 3,0
wg Chrzanowskiej i Kotaczkowskiej [3]. Aktywnos¢ wewnatrzkomorkowych amino-
peptydaz badano metoda spektrofotometryczng wzgledem paranitroanilidowej pochod-
nej leucyny Leu-pNA (Sigma) wg metody El Soda i Desmazeaud [6]. Wewnatrzko-
moérkowa aktywno$¢ peptydazows: tri- i karboksypeptydaz oznaczano odpowiednio
wobec syntetycznych peptydow Ala-Gly-Gly (Sigma) oraz Z-Glu-Tyr (Sigma) [6].

Za jednostke aktywnosci (1 U) zarowno zewnatrz-, jak i wewnatrzkomdrkowych
proteaz przyj¢to przyrost absorbancji AA = 0,01, w przeliczeniu na 1 ml roztworu en-
zymatycznego w warunkach reakcji.
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Aktywno$¢ zewnatrz- i wewnatrzkomorkowych enzymow lipolitycznych badano
wobec syntetycznego maslanu p-nitrofenylu (Sigma) wg Shirai i wsp. [14].

Zdolno$¢ do dekarboksylacji aminokwasow (kwasu glutaminowego, histydyny,
lizyny i ornityny) oznaczano w zmodyfikowanym podtozu wg Gardini i wsp. [9],
o sktadzie [g/1]: YNB (1,34), glukoza (0,2), aminokwas (10), purpura bromokrezolowa
(1,2) jako wskaznik zmiany odczynu podtoza. Wyjsciowy odczyn podtoza wynosit 5,2.
Reakcji dekarboksylacji aminokwasu towarzyszyta zmiana barwy podtoza z zo6ttej na
ciemnofioletowa, na skutek alkalizacji srodowiska.

Oceng zdolno$ci tworzenia barwnikéw melaninowych prowadzono metods ptyt-
kowa na agarze serowym z dodatkiem 1 % tyrozyny wg Carreiry i wsp. [2]. Ptytki
inkubowano w temperaturze 14 i 25 °C. Za wynik pozytywny uznawano bragzowe prze-
barwienia wokot kolonii drozdzy.

Aktywno$¢ killerowa drozdzy D. hansenii wobec szczepow Y. lipolytica oznacza-
no metoda ptytkowych testow krzyzowych wg Woods i Bevan [22] w podlozu
YEPG-MB o pH 4,6, zawierajacym biekit metylenowy oraz 2 % dodatek NaCl, w temp.
14 °C.

Wiyniki i dyskusja

Wszystkie badane szczepy drozdzy Y. lipolytica wykazywaty zdolno$¢ do syntezy
dwoch typoéw pozakomorkowych proteaz (rys. 1). W podtozu hodowlanym o pH 7,0
przewazata synteza kazeinolitycznych proteaz zasadowych (serynowych), a ich aktyw-
no$¢ byla cechg szczepowo zalezna. Jedynie 4 szczepy osiagnety aktywnos¢ powyzej
800 U/ml, sposrod ktorych najwyzsza charakteryzowat si¢ szczep Pll6e (1005 U/ml).
Znaczaca aktywno$¢ zewnatrzkomorkowych kwasnych (aspartylowych) proteaz, ozna-
czanych wobec hemoglobiny, uzyskano dopiero w hodowlach o odczynie kwasnym
(pH 5,0). W tym przypadku stwierdzono mniej istotne rdéznice miedzy szczepami,
a aktywnos$¢ oscylowata w granicach od 266 (szczep A101) do 451 (szczep JIl1c) U/ml
(rys. 1). Uzyskane wyniki zgodne sg z doniesieniami innych autoréw [10, 15], wg kto-
rych odczyn sSrodowiska stymuluje rodzaj wydzielanych proteinaz przez drozdze
z gatunku Y. lipolytica, aczkolwiek optymalne pH syntezy nie zawsze pokrywa si¢
z optymalnym pH dziatania.

Tylko jeden z badanych szczepow drozdzy D. hansenii, FISb wykazywal ze-
wnatrzkomoérkowa aktywnos$¢ proteolityczng oznaczong wobec hemoglobiny i wyno-
szgcg 121 1 87 U/ml, odpowiednio dla hodowli w pH 7,0 i 5,0. Koreluje to z wynikami
van den Tempela i Jakobsena [19], ktorzy uwazajg, ze zewnatrzkomérkowa aktywnos¢
wspomnianego gatunku drozdzy jest niewielka i bardzo rzadko spotykana.
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Rys.l.  Poziom aktywno$ci pozakomoérkowych proteaz alkalicznych ( O ) i kwasnych (M) szczepéw
Y. lipolytica, w zalezno$ci od pH podtoza hodowlanego.

Fig. 1. Activity level of extracellular alkaline () and acid (Ml ) proteases of selected strains of Y. lipo-
Iytica depending on pH of culture medium.

W trakcie dojrzewania masy serowej istotng rol¢ przy usuwaniu krotkich, hydro-
fobowych (gorzkich) peptydow odgrywaja, uwalniane podczas autolizy drozdzy, we-
wnatrzkomoérkowe enzymy: aminopeptydazy, di-, tripeptydazy, karboksypeptydazy
[21]. Wszystkie badane szczepy obu gatunkéw drozdzy wykazywaly zdolnos$¢ do syn-
tezy wewnatrzkomorkowych peptydaz niezaleznie od odczynu podtoza hodowlanego,
aczkolwiek najwyzsza ich aktywno$¢ oznaczono w ekstraktach komorek drozdzy
Y. lipolytica i D. hansenii pochodzacych z hodowli, odpowiednio o pH 7,0 i 5,0, dlate-
go tez tylko te wyniki przedstawiono w pracy (rys. 2). Najwyzsza aktywno$cig amino-,
karboksy- i tripeptydazowa spos$rod wszystkich badanych izolatow charakteryzowat si¢
szczep Y. lipolytica Jll1c, wynoszaca odpowiednio 340, 127 1 193 U/ml (rys. 2). Wy-
rozniajace zdolnosci peptydazowe wykazywaty takze szczepy Pll6c i JIlI1a. Aktywno$¢
wewnatrzkomorkowych peptydaz drozdzy D. hansenii wykazywata nizszy poziom,
a sposrod 13 badanych szczepéw wyrdznialy sie: OIlb i FISb (aktywno$¢ karboksy-
peptydazowa: 66 i 58 U/ml) J1I2a (aktywno$¢ aminopeptydazowa 60 U/ml) oraz Bll3c,
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charakteryzujacy si¢ wyrownang, wysoka aktywnoscig zarowno karboksy- i tripepty-
daz, wynoszaca odpowiednio 53 1 59 U/ml (rys. 2). Wczesniejsze badania Wojtatowicz
i wsp. [22] réwniez wykazaly stosunkowo niski poziom aktywnosci wewnatrzkomor-
kowych peptydaz drozdzy D. hansenii.
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Rys. 2. Poziom aktywnosci aminopeptydaz (M ), karboksypeptydaz (M ) i tripeptydaz (OO ) w ekstrak-
tach komorkowych szczepoéw drozdzy Y. lipolytica (hodowla o pH 7,0) i D. hansenii (hodowla
o pH 5,0).

Fig. 2. Activity level of aminopeptidases (Ml ), carboxypeptidasse (N ), and tripeptidases (O ) in cellular
extracts of yeast strains of Y. lipolytica (culture at pH 7.0) and D. hansenii (culture at pH 5.0.).

Enzymatyczny rozktad frakcji thuszczowej dojrzewajacego sera to, obok przemian
proteolitycznych, najwazniejszy proces aromatotworczy. Wszystkie badane szczepy
Y. lipolytica przejawiaty zdolnos¢ do hydrolizy wigzania estrowego p-nitrofenylowej
pochodnej kwasu maslowego przez zewnatrz-, jak i wewnatrzkomorkowe enzymy
lipolityczne. Najwyzsze uzdolnienia spo$rod badanych izolatow tego gatunku wyka-
zywat szczep Pll6a, w przypadku ktorego poziom aktywnosci zewnatrz- i wewnatrz-
komorkowych lipaz byl zblizony i wynosil odpowiednio 155 i 120 U/ml (rys. 3).
Szczepy AlS5, PlI6b, Jllla i JI1b charakteryzowaly si¢ réwniez zadowalajagcym po-
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ziomem aktywnosci lipolitycznej, gtdwnie pozakomorkowej (rys. 3). Otrzymane wyni-
ki potwierdzajg badania innych autorow, ktérzy wykazali znaczne zréznicowanie ak-
tywnosci lipolitycznej w obrgbie tego gatunku [17]. Z kolei r6znica pomiedzy aktyw-
no$cig wewnatrz- i zewnatrzkomorkowa moze wynika¢ z faktu, ze sekrecja, a tym
samym aktywno$¢ pozakomorkowych lipaz $cisle zalezg od fazy wzrostu, jak i warun-
kéw hodowlanych [13].

Szczepy drozdzy D. hansenii w wigkszo$ci przejawiaty jedynie pozakomodrkowa
aktywnos¢ lipolityczna, ktérej poziom nie przekraczat 40 U/ml, z wyjatkiem szczepu
Bl6a, gdzie byt wyzszy (71,3 U/ml). Z kolei szczep oznaczony symbolem KI2a wyka-
zywal wylacznie wewnatrzkomoérkows aktywno$¢ lipolityczng (rys. 3). Podobnie
wczesniejsze badania Welthagen 1 wsp. [20] oraz van den Tempel i Jakobsen [18]
wskazaly na niewielkie zdolnosci do syntezy lipaz przez drozdze tego gatunku.
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Rys. 3. Poziom aktywno$ci zewnatrz- (B) i wewnatrzkomérkowych (O) enzymdw lipolitycznych szcze-
péw drozdzy Y. lipolytica i D. hansenii.

Fig. 3. Activity level of extra- (M) and intracellular (O ) lipolytic enzymes of yeast strains of Y. lipolyt-
ica and D. hansenii.
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W $rodowisku dojrzewajacego sera wolne aminokwasy moga ulega¢ reakcjom
o charakterze katabolicznym m.in. mikrobiologicznej konwersji do amin biogennych
[9]. Zwiazki te w niewielkich ste¢zeniach powszechnie wystepuja w zywnosci, jednak
zbyt duze dawki moga stac si¢ przyczyng zatru¢ pokarmowych lub wielokierunkowych
reakcji toksycznych o charakterze pseudoalergicznym [16].

Tabela 1

Charakterystyka szczepoéw drozdzy D. hansenii i Y. lipolytica pod wzgledem zdolnosci do produkcji pig-
mentu i amin biogennych.

Profile of D. hansenii i Y. lipolytica yeast strains as regards their ability to produce pigment and biogenic
amines.

Szczepy Pigment | Histamina | Putrescyna | Kadaweryna Kwas y-aminomastowy
Strains 14°C/25°C | Histamine | Putrescine Cadaverine y-aminobutyric acid
D. hansenii
EIll2b -/- - - - +
Allla -/- - - - +
Bl6a -/- - - - +
Mlla -/- - + - +
MI7b -/- - + - +
B3¢ -/- - - - +
Ollb -/- - - - +
KI2a -/- - + - +
All4b -/- - - - +
BI3b -/- - - - +
FI5b -/- - - - +
J2a -/- - - - +
Pllla -/- - - - +
Y. lipolytica
Pll6a -/- - + + +
PII6b -/- - + + +
PIl6c -/- - + + +
JIla +/+ - + + +
JII1b +/+ - + + +
Jllc +/+ - + + +
AlS -/- - + + +
Al01 +/+ - + + +

+ produkcja pigmentu; dekarboksylacja aminokwasu / pigment production; amino acid decarboxylation
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Wszystkie badane szczepy obu gatunkow drozdzy byly zdolne do dekarboksylacji
kwasu glutaminowego z wytworzeniem kwasu y-aminomastowego (GABA), natomiast
zaden nie produkowatl histaminy. Ponadto szczepy Y. lipolytica tworzylty putrescyng
i kadaweryne (tab. 1). Zaden ze szczepdw D. hansenii nie tworzyt kadaweryny, a jedy-
nie 3 szczepy (KI2a, MI7b, Mlla) wykazywaly zdolnos¢ dekarboksylacji ornityny do
putrescyny (tab. 1). Podobng charakterystyke obu gatunkow drozdzy izolowanych
z sera Pecorino przeprowadzil Gardini i wsp. [9], dowodzac, ze dekarboksylazy droz-
dzy Y. lipolytica charakteryzowaly si¢ szerszym spektrum dzialania niz enzymy
D. hanseni, natomiast brak zdolnosci dekarboksylacji histydyny jest czestg cechg droz-
dzy izolowanych z fermentowanych produktéw mlecznych. Ponadto badacze ci wyka-
zali, ze drozdzowe dekarboksylazy cechowaty si¢ wigckszym powinowactwem do ami-
nokwasow alifatycznych.

Oprocz produkcji amin biogennych kolejna niepozadang cechg drozdzy, nega-
tywnie wptywajaca na jako$¢ dojrzalego sera, jest ich zdolnos¢ do produkcji barwni-
kéw melaninowych, zwigzkow o charakterze polifenolowych heteropolimerow, kto-
rych prekursorem jest nagromadzona w $rodowisku tyrozyna [2]. Hodowle na agarze
serowym wzbogaconym tyrozyng wykazaty, ze zaden z badanych szczepow D. hasenii
nie produkowat pigmentu, niezaleznie od temperatury inkubacji. W przypadku drozdzy
Y. lipolytica jedynie szczepy AlS5, Pll6a, PII6b i PIl6¢ nie miaty tej zdolnosci (tab. 1).
Podobne obserwacje poczynili weczesniej Gardini i wsp. [9] oraz Williams 1 wsp. [21],
stwierdzajac, ze bragzowienie serow w duzej mierze powodowane jest obecnoscia droz-
dzy z gatunku Y. lipolytica.

Gatunek D. hansenii czgsto dominuje w populacjach drozdzowych rozwijajacych
si¢ w roéznych typach serow dojrzewajacych. Rozwojowi tego gatunku w $rodowisku
sera sprzyja zdolno$¢ do wzrostu w niskiej temperaturze (10 - 15 °C) oraz przy wyso-
kim zasoleniu $rodowiska (5 - 15 %), a takze synteza biatek killerowych [23]. Ten
swoisty mechanizm wspolzawodnictwa umozliwia zatem eliminacj¢ niepozadanej
mikroflory ze srodowiska dojrzewajacego sera lub kontrole liczebnosci populacji, kto-
rych nadmierny rozw6j mogtby doprowadzi¢ do niekorzystnych zmian sensorycznych
produktu finalnego.

Wszystkie badane szczepy D. hansenii produkowaly toksyny killerowe aktywne
wobec wiekszosci badanych szczepdw Y. lipolytica. Oporno$¢ na nie wykazywaly
tylko trzy szczepy Y. lipolytica: Jlll1a, JII1b i Jlllc (tab. 2). Réwniez wczesniejsze
badania Zarowskiej i wsp. [23], dotyczace aktywnosci killerowej drozdzy izolowanych
ze srodowiska serow, dowiodly obecnosci szczepow Y. lipolytica wrazliwych, jak
1 opornych na toksyny killerowe tworzone przez drozdze D. hansenii.
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Tabela 2

Aktywnosc¢ killerowa 13 szczepow drozdzy D. hansenii wobec 8 szczepow Y. lipolytica.
Killer activity of 13 D. hansenii yeast strains towards 8 strains of Y. lipolytica.

Szczepy Yarrowia lipolytica
Strains Plla | PII6b | Plléc | Jilla | JIIb | Jlc | AlOl | AlS
EIl2b + + + - - - + +
Allla + + + - - - + +
Bl6a + + + ] R _ N N
= Mlla + + + - - - + +
§ MI7b + + + _ ] R v N
< | BIBc + + + i - - n "
i; Ollb + + + - - - T +
S KI2a + + + ] R _ N N
< All4b + + + - B B n -
S BI3b + T n } ) ) A n
FI5b + + + - - - + +
J2a + + + _ R R N N
Pllla + + + . - - N N

+ aktywno$¢ killerowa szczepdw D. hansenii; wrazliwos¢ szczepow Y. lipolytica / killer activity of D.
hansenii strains; sensitivity of Y. lipolytica strains

Podsumowanie

Do dalszych etapow badan nad dwugatunkowa szczepionka drozdzowa wspoma-
gajaca proces dojrzewania sera wytypowano 3 szczepy Y. lipolytica: Pll6a, Pll6c
1Jlllc oraz 2 szczepy D. hansenii: BlI3c 1 Bl6a.

Wskazane szczepy Y. lipolytica wyrdzniaty si¢ wysokim poziomem aktywnosci
enzymow proteolitycznych i lipolitycznych zarowno zewnatrz-, jak i wewnatrzkomor-
kowych, przy analogicznym profilu tworzonych amin biogennych, jak u pozostatych
szczepow tego gatunku. Dwa pierwsze z nich (PII6a i P16¢) nie generowaty barwnikow
melaninowych na agarze serowym z tyrozyng, jednak cechowaty si¢ wrazliwos$cig na
toksyny killerowe produkowane przez szczepy D. hansenii, natomiast trzeci (JII1c)
wykazywal przeciwstawne cechy — oporny fenotyp killerowy i1 tworzenie pigmentu.
Z kolei szczepy D. hansenii BI13c i Bl6a, jak wszystkie badane drozdze tego gatunku,
cechowaly si¢ aktywnoscig killerowg i1 brakiem zdolno$ci generowania pigmentu, nie
tworzyly amin biogennych tj. histaminy, kadaweryny czy putrescyny i wyrdzniaty si¢
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aktywnos$cig wewnatrzkomérkowych peptydaz, a szczep Bll3¢c wykazywal ponadto
stosunkowo wysokg aktywnos$¢ zewnatrzkomoérkowych lipaz.

Zastosowanie mieszanych kultur wytypowanych drozdzy w produkcji sera po-
zwoli lepiej przesledzi¢ wzajemne relacje tych drobnoustrojow w naturalnym srodowi-
sku ich rozwoju oraz synergistyczne oddzialywania na sktadniki sera wazne w aspek-
cie przyspieszenia procesu dojrzewania.

Praca wykonana pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. Marii Wojtatowicz
w ramach grantu MNiSW N N312 213036 (kierownik grantu dr inz. Marek Szoftysik).
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SCREEINING YARROWIA LIPOLYTICA AND DEBARYOMYCES HANSENII STRAINS
FOR ADJUNCT STARTER CULTURE TO ENHANCE CHEESE RIPENING PROCESS

Summary

In this paper, some technological properties of 8 strains of Yarrovia lipolytica yeast and 13 strains of
Debaryomyces hansenii yeasts were analyzed. The analysis focused on the level of their proteolytic and
lipolytic activities, their limited ability to generate biogenic amines and pigment, and, also, on the mutual
interactions between the strains of those two species. The yeast strains of Y. lipolytica (P1l6a, PIl6¢ and
JII1c) demonstrated the best ability to synthetise both the extra- and the intracellular hydrolases. As re-
gards the D. hansenii yeast strains, only a minor intracellular peptidase activity thereof was found, and, in
the majority of cases, an extracellular lipolytic activity. Only the Y. lipolytica yeast strains showed an
ability to produce pigment, except for the PII6a, PII6b, and PII6¢ strains. None of the strains of the two
species analyzed degraded histidine to histamine, however, the Y. lipolytica yeast showed an ability to
produce more biogenic amines. All the D. hansenii yeast strains produced killer toxins. Only three strains
of Y. lipolytica (J111a, JII1b, JII1c) demonstrated resistance to those killer toxins.

Key words: proteolytic activity, yeast starters in cheese making, Yarrovia lipolytica, Debaryomyces
hanseni B4



