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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaobera identifikaciou kvasiniek zo syrov metodou PCR-RFLP
a overenim lipolytickej aktivity kvasiniek. V teoretickej ¢asti st spracované zakladné
informacie o kvasinkach, ich mozné pozitivne a negativne vplyvy na kvalitu syrov,
technologia vyroby syrov, proteolyza a lipolyza v syre a priebeh PCR-RFLP (polymerazova
ret'azova reakcia s naslednou analyzou polymorfizmu dizky restrikénych fragmentov).

V experimentalne Casti je uvedeny postup izolacie DNA, identifikdcia DNA metodou PCR
uskuto¢nend amplifikdciou 5,8S-ITS tsekov DNA pomocou primérov ITS1 a ITS4.
Amplifikovana DNA bola preCistend etanolom a potom podrobena restrikénej analyze
enzymami Haelll, Hinfl, Hhal, Taql. Nasledne je uvedend detekcia PCR produktu
arestrikénych fragmentov pomocou gélovej elektroforézy. Dizky fragmentov ziskané
po elektroforéze poslizia na identifikdciu kvasinkovych druhov izolovanych zo syrov.
V druhej casti bakalarskej prace sme sa v experimentdlnej casti zaoberali ddkazom
lipolytickej aktivity kvasiniek pomocou testu na Spirit blue agar.

KEUCOVE SLOVA: Syr, kvasinky, polymerédzova refazové reakcia, izolacia

ABSTRACT

This bachelor’s thesis is focused on identification of yeasts of the cheeses by PCR-RFLP
method and verifying the lipolytic activity of the yeast. In the theoretical part are processed
basic information about yeast, their possible positive and negative effects on the quality of
cheeses, the technology of production of cheeses, lipolysis and proteolysis in the cheese and
of course of PCR-RFLP (The polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism).

Experimental section shows the isolation of DNA, identification of DNA by PCR made by
amplification 5,8S-ITS sections of DNA using primers ITS1 and ITS4. The amplified DNA
was purified by ethanol and then was subjected to restriction analysis with the enzymes
Haelll, Hinfl, Hhal, Taql®. Then there is listed detection of the PCR product and the
restriction fragments by gel electrophoresis. Lengths of the fragments obtained after
electrophoresis will be used to identify yeast species isolated from cheeses. In the second part
of the thesis in the experimental part we have dealt with evidence of lipolytic activity of the
yeast by test on Spirit blue agar.

KEY WORDS: cheese, yeasts, polymerase chain reaction, isolation
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UVOD

Kvasinky st mikroorganizmy doélezité pre potravindrsky priemysel, a prispievaju
pozitivnym sposobom na spracovanie alebo zrenia vina, piva, chleba, niektorych syrov
a kefirovych napojov. [1] Tento dokument sa zaobera vlastnostami kvasiniek izolovanych
zo syrov. Kvasinky premieniaji mliecny cukor (laktozu) na CO; a alkohol. Tato premena
sa deje napr. v ¢erstvom tvarohu, pri fermentacii kefiru a pri ziskavani alkoholu zo srvatky.
Dalej kvasinky spotrebuvaju kyselinu mlie¢nu, ¢o méa vyznam pri zreni syrov. Kvasinky sa
zuCastiluju aromatizacie mliecnych vyrobkov apri dalSich ziaducich technologickych
zmenach. Z mliekarensky dolezitych rodov kvasiniek je rod Kluyveromyces, hlavne
Kluyveromyces lactis var. lactis, Kluyveromyces marxianus, rod Pichia, rod Candida,
predovsetkym Candida vini, C. krusei, C. lipolytica, C. holomii, C. lactis-condensi,
C. globosa arod Rhodotorula. [2] Kvasinky posobia lipolyticky a proteolyticky a roznymi
metabolitmi prispievaju k tvorbe arémy syrov. Kvasinky preto nie su iba sprievodnou
mikroflérou v procese zrenia syrov, ale si potrebné pri tvorbe aromy. [15] K overeniu
lipolytickej aktivity vybranych typovych kvasiniek bol pouzity test na Spirit blue agar.

Kvasinky moézu svojou enzymatickou ¢innost'ou i negativne ovplyviiovat’ technologicku
kvalitu surovin, kvasnych substratov, fyziologicku ¢innost’ ¢istych kultur kvasiniek, kvasny
proces avysledné produkty. Patogénne rody kvasiniek st rod Candida, Cryptoccoccus,
Malassezia a Trichosporon. Najbeznej$imi druhmi su Candida albicans a Cryptocossus
neoformans, ktory moze vyvolat’ i smrtel'né onemocnenie centralneho nervového systému.
Dalej Geotrichum candidum, Saccharomyces cerevisiae, rod Hansenula, Rhodotrula,
Kloeckera. [3, 4]

PCR sa vyuziva ako metdda pre rychlu a citlivii detekciu kvasiniek v oblasti potravin
napriklad pri sledovani pritomnosti Specifickych kvasiniek, ktoré spdsobuju kazenie potravin.
Je najmodernejSou metddu pre zistovanie a charakterizaciu sekvencie nukleovych kyseliny
pochadzajucej z ré6znych organizmov. PCR este predchadza metdda izolacie DNA. [1]
Vysledkom PCR st amplikony (iseky DNA o rovnakej dizke, ktoré su nasledne Stiepené
reStrikénymi endonukleazami na fragmenty, ktoré su oddelené elektroforézou. Pre vytvorenie
restrikénych ~ fragmentov  u typovych kvasinieck bola pouzita metoda PCR-RFLP
(polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov PCR produktu).
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Charakteristika syra

Syr je bielkovinovy koncentrat z mlieka. Vyraba sa okyslenim alebo enzymovym zrazanim
mlieka za vzajomného podsobenia mikroorganizmov. Syr vznika odstranenim vody
zo zrazeniny a podlieha chemickym a fyzikdlnym zmenam ucinkom pritomnej mikroflory,
ktoré posobia na chutfové zmeny ana prediZenie trvanlivosti v porovnani s Gerstvym
mliekom. [6]

Zakladnymi zlozkami syrov st bielkoviny, tuk, voda a v mensej miere zvySkové mineralne
latky, ale aj produkty mikrobidlne a enzymaticky rozlozenych alebo syntetizovanych latok.
Rozlozené alebo novovzniknuté latky vytvaraji charakteristicki chut’, vonu, konzistenciu
a Struktiru prislusného syra. Mlie¢nu bielkovinu kazein ziskame zrdzanim mlieka, resp.
smotany, ato bud syridlom (sladké syry) alebo kyselinou mlie¢nou, vznikajicou
fermenta¢nou ¢innostou mikroorganizmov (kyslé syry). Podstatni cast’ technoldgie vyroby
syrov tvori vyuzivanie Cistych mliekarenskych kultir. Hlavnou ulohou distych
mliekarenskych kultur, okrem vyzrazania kazeinu kyselinou mlie¢nou pri kyslych syroch, je
aj zaistenie spravneho priebehu fermentdcie mlieka, syrenia a zrenia sladkych syrov. Preto
sapri vyrobe sladkych syrov pridavaju ¢isté mliekarenské kultiry po pasterizacii a pred
syrenim mlieka. Tym sa upravuje kyslost' mlicka na 8 az 8,6 °SH a v d’alsej faze vyroby
sa zabezpecuju typické biochemické zmeny a organoleptické vlastnosti prislusného druhu
syra. Pred zasyrenim sa podava ¢ist4 kultira — smotanovy zakvas, ktory sa pouziva pri vyrobe
vSetkych druhov syra a podla druhu vyrabaného syra sa méze pridavat’ este Specialna kultura.
Napr. pri vyrobe syra typu Roquefort kultara Penicillium roquefortii. [2, 7]

1.2 Vyroba syrov

Vyroba syrov je zlozity technologicky proces, ktory zahrnuje nasledujuce kroky: upravu
mlieka, zrazanie, spracovanie, dozrievanie, dost$anie a formovanie syroviny, lisovanie,
solenie a zrenie syrov. Zakladnou surovinou pre vyrobu syrov je u nas kravské mlieko. [8]

Pre lepSiu nazornost’ jednotlivych operacii technologického procesu vyroby syrov je
uvedené schéma, vid’ Obr. 1.
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Obr. 1: Schéma vyroby syrov [12]

1.2.1 Mlieko ako surovina na vyrobu syrov

Mlieko sa povazuje za takmer idealnu potravinu, pretoZe obsahuje nielen vsetky zakladné
ziviny, ale aj vac§inu mineralnych latok a vitaminov. Kravské mlieko obsahuje v priemere
4% tuku, 3,2 % bielkovin (2,6 % kazeinu a 0,6 % sérovych bielkovin), 4,6 % laktozy
a 0,7 % popolovin. Mlieko je zdroj vapniku, zinku, jodu a d’alSich mineralnych latok, ale ma
nizky obsah zeleza. Mlie¢ny tuk je pritomny vo forme emulzie v mlie¢nej plazme. Bielkoviny
v mlieku sltzia ako nosi¢ vapnika a fosforu. Mliecko predstavuje polydisperzny systém.
Hlavna mlie¢na bielkovina, kazein, je pritomnad vo forme koloidnej disperzie v mlie€énom
séru, ktoré obsahuje koloidny roztok sérovych bielkovin a pravy roztok laktdzy, mineralnych
latok a d’alsich zloziek. Zakladnym zdrojom dostupnej energie v mlieku je disacharid laktoza.
Pre jej vyuzitie je nutny enzym [ — galaktozidaza a jej nizka aktivita vedie k laktozovej
intolerancii. B — galaktozidaza je kIi¢ovy enzym pri premene laktéozy na kyselinu mlie¢nu.
Preto je tento enzym dodlezity pre metabolizmus laktozy v syre pocas zrenia. [8, 9, 11, 12]

1.2.1.1 Enzymy nachddzajice sa v mlieku
Mlieko obsahuje velky rozsah tzv. nativnych enzymov, pochadzajucich z mlie¢nej Zl'azy.
Vicsina znich sa podiela na prirodzenom antibakteridlnom systéme mlieka a niektoré
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katalyzuju tiez biochemické reakcie, vedice k vzniku senzorickych portich mlie¢nych
vyrobkov, pripadne i k zmene technologickych vlastnosti.

Velkym rizikom st bakteridlne enzymy, predovsetkym termorezistentné proteazy a lipazy
psychrotrofnych mikroorganizmov, ktoré spdsobuju chutové poruchy mlieka a mozu viest’ az
Kk jeho vyzrazaniu. Psychrotrofné mikroorganizmy sa daji I'ahko zniéit’ pasterizaciou mlieka,
ale produkuju enzymy lipazy a proteazy, ktoré Stiepia zlozky mlieka a zachovavaju si svoju
aktivitu aj po pasterizacii. [8]

1.2.2 Uprava a spracovanie mlieka

Zakladné technologické operacie pri spracovani mlieka su termizacia, pasterizacia,
homogenizacia, baktofugacia, mikrofiltracia, pridavok dusi¢nanu draselného, lyzozymu
a inych antibakteridlnych latok, ktoré¢ ovplyviiuju mikrofléru a enzymy pritomné v surovom
mlieku.

Termizacia - redukuje neziaduce zmeny mlieka pri skladovani za chladu

Pasterizacia - zaist'uje zdravotni nezavadnost’ syrov. Zdravotna nezdvadnost’ konzumného
mlieka je zaistend tepelnym o3etrenim. Cerstvé mlieko je oSetrené Setrnou pasterizaciou (min.
71,5 °C, 15 s) alebo vysokou pasterizaciou (min. 85 °C po dobu niekol’kych sekund). Bezna
pasterizacia mdze byt doplnend iinym postupom na odstranenie mikroorganizmov, napr.
mikrofiltraciou, vyrobok ale nie je sterilny a musi byt uchovéavany pri teplote 4 — 8 °C,
trvanlivost’ je bezne 10 — 21 dni, m6Ze dosiahnut’ az 40 dni.

Baktofugacia - redukcia spor Clostridium tyrobutyricum 095-97 %. Obecne je
to odstranenie sporotvornych mikroorganizmov odstredivou silou.

Homogenizacia mlieka - je zmensenie velkosti tukovych guli¢iek pod 1 um. Vplyvom
homogenizacie mlieka sa syri 025 az 50 % rychlejSie a stiCasne sa niekolko krat znizuje
tukovost’ srvatky. [9, 12]

Pri vyrobe syrov s vysokodohrievanou syrovinou (ementalsky, moravsky bochnik)
sa do mliecka pridavaju termofilné bakteridlne kultary napr. Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus helveticus aL. lactis apropionové baktérie, ktoré zabezpecuju tvorbu ok
v ceste. U vyroby syra ¢edar su jedinym cinitel'om zrenia mezofilné streptokoky mlie¢neho
kysnutia. Brevibacterium linens je faktorom proteolyzy prebehajicej v aerdbnych
podmienkach v syroch, ktoré zreji pod mazom. U réznych druhov mékkych syrov maju
zakladny vyznam plesne, napr. Penicillium camemberti, P. roqueforti, P. candidum ale aj
kvasinky. Pri vyrobe syrov holandského typu napr. eidam sa pouziva farbenie mlieka
syrarskou farbou (extrakt Bixa orelana). Aby sa zabranilo v€asnému nadavaniu syrov, pridava
sa do mlieka KNO3 a na zlepsenie syritelnosti pasterizovaného mlieka atym aj znizenie
kyslosti mlieka, sa pridava CaCly. [6]

1.2.3 Zrazanie syroviny

Mlieko sa zrdza syridlovym enzymom — chymozinom (tvrdé syry) nazyvané ako sladké
zrazanie, mlie¢nou fermentaciou (kyslé zrazanie), vplyvom kyseliny mlieCnej vytvorenej
z laktozy (kyslé a Cerstvé syry), alebo pdsobenim obidvoch faktorov v réznych vzajomnych
pomeroch (ostatné syry). Syridlo je extrakt, ktory sa ziskava extrakciou telacich zalidkov.
Vzhl'adom k obmedzenym zdrojom tejto suroviny sa pouzivaju eSte enzymové preparaty
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zivocisneho, rastlinného alebo mikrobialneho povodu. Zo zivoc¢isnych syridiel je to pepsinové
syridlo a prikladom mikrobialneho st preparaty izolované z plesni Cyphonecteria parasitica
a Rhizomucor miehei. Zrazanie mlieka syridlom je fyzikalno - chemicky jav, ktorého
principom je premena rozpustného kazeinatu vapenatého na nerozpustny parakazeinat
vapenaty. Mlieko sa zraza v syrarskych vaniach a kotloch s duplikatorovymi stenami, ktoré
sa mozu vyhrievat, pripadne ochladzovat’ vodou. Kultira mlie¢nych baktérii sa do syrarskeho
mlieka nepridava priamo, ale ako tzv. prevadzkovy zakys. Pocas okyselenia zakysovou
kultrou sa mlieko miesa pri teplote 20 az 25 °C. Po nasledujicom zohriati na 30 az 40°C
sanechd stat. Podl'a pouzitej teploty vytvorenej kyseliny mliecnej a pridaného mnoZzstva
syridla trva zrazanie ¥ az 2 hodiny. [6, 12]

1.2.4 Spracovanie zrazeniny (syroviny)

Pri spracovani zrazeniny dochadza Kk vytvoreniu zin a k oddeleniu potrebného mnozstva
srvatky zo $truktary gélu kyslo zrazeného mlieka. Mlieko zrazené na tuhti hmotu sa pokraja
na kocky a postupne drobi na zrno, teda Castice o vel’kosti 3 — 15 nm. Od vel’kosti zrna zavisi,
kol'ko srvatky sa uvolni a aké vlastnosti bude mat’ hotovy syr. Plati, ¢im drobnejsie zrno je,
tym tvrdsi syr ziskame a ¢im viac srvatky sa odstrani, tym tvrd$i syr vznika. Zrno sa d’alej
mie$a v uvolnenej srvatke, pricom v tejto faze je zrno prili§ krehké a hrozi jeho rozbitie
na jemné Castice, syrovy prach, ktory nie je zadrzany v Syre a zvysuju sa tak straty do srvatky.
U polotvrdych a tvrdych syrov nastava eSte proces dohrievania a dostsania. [6, 8]

1.2.5 Dohrievanie a dosusanie syroviny

Pri dohrievani syrového zrna sa podpori d’alSie uvolfiovanie srvatky. RozliSujeme dva typy
dohrievania: s nizkodohrievanou syrovinou na 36 az 40°C a s vysokodohrievanou syrovinou
na 50 az 55°C. Pri vysokych teplotach dohrievania sa uplatiuju termofilné mikroorganizmy,
ktoré su odolné voci tymto teplotdm. Niektoré typy Syrov, sa zohrievaju viacndsobnym
premyvanim v teplej vode, z dovodu dokonalého odstranenia srvatky. Pocas dohrievania
sa syrové zrno mieSa, aby sa urychlilo zmrStovanie a Uvolfiovanie srvatky a zabranilo
sa zlepovaniu zfn. Najmd v rozmedzi teplot 40 az 45 °C, sa velmi zvySuje lepkavost
syroviny. Syrové zrno sa miesa (dosusa) pri uvedenej teplote este d’alSich 15 az 45 minat, ¢im
sa dosiahne spravne vylicenie srvatky, ako aj spravna lepivost. Tato poslednd etapa
spracovania syroviny a pripravy syrového zrna sa nazyva dosusanie. [6]

1.2.6 Formovanie syroviny

Pre formovanie vSetkych druhov syrov sa pouzivaju kovové formy z nehrdzavejicej ocele,
alebo plastov. Syrova hmota pri formovani nadobuda vyzadovany tvar, a dochadza k spéjaniu
zin do hibky bez toho, aby sa narusil potrebny rozvoj mikrofléry, od ktorého zavisi spravny
stupenl zrenia. Pri vyrobe lisovanych syrov (napr. emental, eidam, gouda, cedar) sa syrovina
po odcerpani, takmer vSetkej srvatky plni do foriem. Pri nelisovanych syroch sa postupuje
obdobne, s tym rozdielom, ze pred plnenim do foriem su formy vyhrievané a postavené do
radov na Sikmej ploche. Spajanie syrového zrna pri formovani zavisi od spdsobu dostsania
zrna. Pocas formovania syrov nastava intenzivny rozvoj baktérii mliecneho kysnutia
(predovsetkym streptokokov), v dosledku ¢oho sa laktoza rozklada na kyselinu mliecnu. [6]
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1.2.7 Lisovanie syrov

Tento proces sa uplatiiuje hlavne pri tvrdych syroch, ktoré zreji vo velkych formach, kde
nie je samovol'né vytekanie srvatky dostatocné. V tomto pripade sa syrové zrno mechanicky
natla¢a napevno do foriem lisovanim. Lisovanie sliuZzi na rychle spajanie zrna a na vytvaranie
hladkého povrchu. Vyuzivaji sa hydraulické alebo pneumatické lisy, kde je lisovaci tlak 50 az
400 kPa napr. pri eidame, niekedy aj viac napr. 500 kPa pri ¢edare a trva 1 az 20 h podl'a typu
lisovacieho zariadenia, druhu atvaru syra. Syrarske lisy st zostavené tak, aby sa tlak
automaticky doreguloval a postupne zvySoval, ¢im sa Struktira na povrchu vel'mi nespevni.
Zachovanie priepustného povrchu je pre latkovi premenu pri zreni znac¢ne dolezité. [6]

1.2.8 Solenie syrov

Rozozndvame dva druhy solenia. Suché solenie, kedy sa natieraju vyformované kusy syra
sol'ou. Solenie v sol'nom kupeli, vtedy sa syry ponaraju do 15 az 20 % roztoku kuchynskej
soli. Na solenie syrov sa pouziva chlorid sodny, ktory sa aVsnahe zniZit obsah Na®
kombinuje s KCI. Obsah NaCl sa pohybuje medzi 0,8 az 2,5 %, ale zavisi to od typu syra.
Syry s plestiou vo vnitri alebo na povrchu maji obsah soli vyssi od 3 do 7 %. Cerstvé syry
sa bud’ nesolia, alebo iba slabo 0,5 % NaCl. Tvrdé a polotvrdé syry sa solia pri niz$ej teplote
sol'ného kupela 12 az 14 °C, mikké syry pri teplote 14 — 20 °C. Zo stipajicou teplotou
sol'ného kiipel'a sa osmodza urychl'uje. Cas solenia s klesajucou velkostou syrov klesa. [6, 15]

Pocas procesu solenia sa kuchynskd sol’ koncentruje vo vonkajsej vrstve, potom pozvolna
prenikd do vnutra syra. Vyrovnanie obsahu soli v celej syrovej hmote sa dosahuje
v rozdielnych €asoch podla typu syra. U Camembertu je proces ukonéeny po Styroch az
Siestich diioch, u va¢siny syrov to trva niekol’ko tyzdiov i mesiacov. [13]

Solenie ma vplyv nielen na vyslednu chut’ a konzistenciu syra, ale ovplyviiuje 1 aktivitu
kultdr a enzymov pri zrani syrov. Solenim sa d’alej spevni povrch syra. Vymena véapenatych
za sodikové i6ny v parakazeinu zjemnuje konzistenciu syra. Sol' prenikd do syra difuiziou,
osmotické javy sa uplatfiuji na povrchu syrovych zin. ZvySenie osmotického tlaku v priestore
medzi zrnami a posobenim na bielkoviny sa zvySuje mnozstvo uvolnenej srvatky. Difuziu
spomal’uje napr. vyssia viskozita, protitok ostatnych zloziek a tukové gul’ocky, ktoré blokuju
kanaliky medzi zrnami. [8]

Syry sa solia v nadrziach z antikorozivnej ocele alebo v obdiznikovych, nie velmi
hlbokych betonovych nadobach. Nasolené syry sa nechdvaju 1 aZz 2 dni na policiach oschnut’
a nasledne sa prenasaju do zrecich pivnic. [6]

1.2.9 Zrenie syrov

Zrenie predstavuje komplexny suhrn zmien spdsobenych syridlovymi a nativnymi
enzymami, pripadne ¢innost'ou nezédkysovych kultar, pri ktorych syr ziskava typicky vzhl'ad,
konzistenciu, chut, voilu a zloZenie. Za texturdlne zmeny a vznik aromatickych zloziek st
zodpovedné glykolyza, proteolyza a lipolyza. Technologické operacie pri vyrobe syrov
roznych typov si zamerané na regulaciu aktivity kultir, na ktorej zavisi rozsah a rychlost’
fermentacie laktozy. Je nutné dosiahnut’ pozadovanu hranicu kyslosti, u tvrdych syrov pH 5,2
a u mikkych syrov pH 4,8 — 5,0. Kyselina mlie¢na je neutralizovana pufrujicimi zlozkami
mlieka a je potom ako mlie¢nan zachytena v zrazenine. Mlie¢nan u niektorych syrov sluzi ako
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substrat pre d’alSie kultury v neskorSom §tadiu zrania, napr. pri propionovom kvaseni u Syrov
ementalskeho typu. Vedla kyseliny propionovej, vznika kyselina octova a CO,, ktory je
zodpovedny za tvorbu 6k. Oka v syre su tym viacsie, ¢im pomalsie kvasenie v iom prebiehalo.
Mliecnan moéze byt rozkladany tiez pri maslovom kvaseni za vzniku vodiku, CO,
a prchavych mastnych kyselin. Vodik sa vyznacuje nizkou rozpustnost'ou v syrenine a jeho
tvorba vedie k popraskaniu syrov pri dureni syrov. Rozklad bielkovin je charakteristickym
znakom zrenia u polotvrdych a tvrdych syrov. Podiela sa na nom syridlo, mikrobialne
proteolytické enzymy a plazmin. Proteolyticka aktivita plazminov je vo vyznamnej miere
zé&visla na hodnote pH prostredia. M4 vyznamnu ulohu pri zreni syrov s vy$Sou hodnotou pH
ako je napriklad ementéalsky a holandsky typ ale nie usyrov kyslejSich ako je cedar.
[8, 14, 15]

Zrenie syrov je ovplyvnené roznymi faktormi, vratane mikroflory mlieka, Startovacich
kultur, zrazacieho enzymatického spracovania, vyroby a podmienok zrenia. Proteolyza je
kIaCovym procesom v priebehu zrenia a spolu s lipolyzou priamo prispievaju k Struktire
achuti zrejuceho syra. Hlavne proteindzy apeptidazy urychluju dozrievanie syra.
V proteolytickej drahe je hlavny rozklad parakazeinu zvySkami syridla a inych koagulantov
za vzniku albumonov, peptonov a polypeptidov, ktoré su d’alej rozkladané bakteridlnymi
proteinazami a peptiddazami az na aminokyseliny. Z aminokyseliny potom vznika amoniak,
prchavé kyseliny a sirovodik. [15, 16] Rozklad kazeinu pri zreni syrov predstavuje
nasledujuca schéma:

Zucastnené enzymy Stiepia Bielkoviny a ich Stepy
Proteinazy > ~ kazein Sy
Aminopeptidazy »  albumony peptony
. A olypeptidy 4
Polypeptidazy : polypep
Dipeptidazy > dipeptidy
Amidazy, dezaminazy : aminokyseliny

amoniak,prchavé kyseliny, sirovodik
Obr. 2: Rozklad kazeinu pri zreni syrov [15]

Rozoznavaji sa dva typy zrenia, podl'a toho, ktoré mikroorganizmy maji hlavny podiel

na fermentécii bielkoviny:
1. Primarne alebo anaerdbne zrenie (kysnutie)

2. Sekundarne alebo aerdbne zrenie (proteolyza)

Tvrdé syry zrej v celej hmote naraz (anaerdbne zrenie). Makké syry zreju zvonka do vnutra
(aerdbne zrenie). Mikké syry zreju 1 az 2 tyzdne. Emental 2 az 5 mesiacov pri teplote 8 °C,
¢edar 2 aZ 6 mesiacov pri teplote 6 az 10 °C a parmezéan zreje 1 aZ 2 roky. Po zreni sa syry
uskladnujua pri teplote 4 az 6 °C. Na zreni sa zucCastiiuji mazové kultary aj baktérie, ktoré
pochadzaju z mlie¢nej fermentacie. Mazové kultiry st zmesové kultiry baktérii a kvasiniek.
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Mazova kultira je zloZena z proteolytickych, halofilnych baktérii B. linens a kvasiniek
Debaryomyces hansenii alebo G. candidum. Teplota pocas zrenia syra sa udrzuje na nizkej
urovni 8 az 10 °C, aby sa potrebné mikroorganizmy vratane kvasnych baktérii, plynule
a pomaly mnozili. Vlhkost sa naopak udrZzuje na vysokom stupni okolo 80 % pri tvrdych
syroch a 95 % pri mékkych. Zabranuje sa tym vyschnutiu povrchu syra. [6, 14, 15]

1.2.10 Proteolyza a lipolyza v syre

Proteolyza a lipolyza st hlavnymi zdrojmi chuti a zapachu syra. Tieto enzymatické
procesy musia prebiehat’ koordinovane, aby kazdy syr bol jedine¢ny svojimi senzorickymi
vlastnostami. Vo vicsSine typov syrov, nedochadza vo velkej miere k lipolyze mliecneho
tuku, preto su proteolyza a katabolizmus vol'nych mastnych kyselin povazované za hlavné
procesy Vv priebehu zrenia syrov. [17]

Enzymy, proteindzy a peptiddzy hraju hlavna dlohu v tvorbe malych peptidov
a aminokyselin, ktoré sluzia ako prekurzory chutovych latok v syre. Vplyv peptidov na chut’
syrov mdze byt pozitivny i negativny. Polypeptidy spdsobuju neziaducu horka chut’ syrov.
Tvorbou horkych peptidov sa vyznacuju niektoré proteolytické enzymy bunkovych stien
ur¢itych kmenov rodu Lactococcus. K chuti syrov prispievaji aj aminokyseliny, napriklad
prolin, ktory je vyznamnou zlozkou chuti syrov ementalskeho typu. Z bielkovin uvoliiuju
prolin baktérie z rodu Propionibacterium. [15, 16]

1.2.11 Proteolyticka aktivita

Proteolyza v syre je definovana ako zmena v kazeinoch a peptidoch, ktoré moézu byt
detegované pomocou elektroforetickych metdd. Je d’alsim vyznamnym procesom s vysokym
dopadom na prichut’ syra pocas zrenia. Hydrolyza mlie¢nych bielkovin v priebehu zrenia
syrov sa vyskytuje v réznych stupiioch. Proteolyza zafina, ked’ mlie¢ne proteiny (najmi
kazein) st hydrolyzované chymozinom a pepsinom pridavkom syridla, uvolnenim
vysokomolekularnych peptidov, ktoré¢ st degradované na menSie peptidy bakteridlnymi
extracelularnymi peptidasami. Tieto peptidy su vybrané baktériami a d’alej hydrolyzované na
aminokyseliny mikrobialnymi exopeptidazami, amino- a karboxypeptidazami, dipeptidazami
alebo tripeptidazami, v priebehu zrania syra vid’ Obr. 2. Primarna hydrolyza bielkovin syra je
predovsetkym vysledkom pdsobenia pdévodnych proteinaz a zvySkového koagulantu.
Na degradaciu syrovych proteinov majii vplyv proteindzy od Startovacej kultiry baktérii
mlie¢neho kvasenia ako aj nestartovacie mikroorganizmy. [15, 16, 17]

Kvasinky vykazuju velku rozmanitost' proteolytickej aktivity. Maju kazeinolytickd,
aminopeptidazovi a karboxypeptidazovi aktivitu. Yarrowia lipolytica, S. cerevisiae
a K. marxianus subsp. marxianus sa liSia vysokou preoteolytickou aktivitou oproti
D. hansenii. P. camemberti aP. roqueforti su charakteristické aktivitou endopeptidaz
a exopeptidaz, ktord vyznamne prispieva k proteolyze v syroch. V dosledku toho, proces
zrenia zacina na povrchu zrejiceho syra. Proteolytické enzymy hraji ulohu v produkcii
typickej farby povrchu syra. [10]

Arylamidasy (aminopeptidazy) katalyzuju hydrolyzu N - koncovej aminokyseliny
z peptidu, amidu alebo arylamidu. Tieto enzymy su doblezité nastroje v rozvoji ziaducich
prichuti syra a st klasifikované ako kyslé alebo alkalické fosfatazy v zavislosti na ich pH
optima. Kyslé fosfatazy pritomné v syre su aktivnejSie nez alkalické fosfatdzy, vzhl'adom

17



na ich relativne nizke optimalne pH. Kysla fosfatdza ma priamy vplyv na proteolyzu a moze
prispievat’ k tvorbe aromy v syre. [11]

1.2.12 Lypoliticka aktivita

Lipolyza je obvykle chapana ako zoskupovanie volnych mastnych kyselin pocas zrenia.
Kvasinky prispievaji k lipolyze v syroch, Y. lipolytica ma najvyssiu lipazova aktivitu
zo vsetkych kvasiniek nachadzajucich sa v syroch. Lipolyza je ovela rozsiahlejSia v zrejucich
syroch smodrou plesiiou oproti inym druhom syru. napr. v syre Roquefort, lipazy
produkované plestiou P. roqueforti st nevyhnutné pre vyvoj charakteristickej chuti tohto typu
syra. [17]

Metyl — ketony a ich zodpovedajice sekundarne alkoholy su vyrdabané B — oxidaciou
vol'nych mastnych kyseliny, produkovanych lipolyzou. Tieto zluceniny prispievaju k typickej
chuti zrelého syra. V dosledku toho, lipolyticka aktivita P. camemberti a P. roqueforti je
dolezitym kritériom pri ich vybere. Lipolytické enzymy v syre su enzymy prirodzene
vyskytujace sa v mlieku (mlie¢na lipaza). Prispevok lipazy na syr zavisi na ohreve mlieka,
pretoze pasterizacia znizuje aktivitu lipazy. Esterazy a lipdzy katalyzuju hydrolyzu vézieb
esteru na lipidy. Tieto enzymy prispievaji k zvySeniu koncentracie volnych mastnych kyselin
v syre. [10, 11, 16]

1.2.13 Proteolyticka a lipolyticka aktivita u plesnivych syrov

U plesnivych syrov sa proteolyza uplatiuje az po glykolyze, teda po anaerdbnej
fermentacii laktézy na kyselinu mlie¢nu ajej premene na mlienan vapenaty pripadne
po rozklade mlie¢nanov oxidaénymi kvasinkami az na CO; a H,O. Tym sa zvysi hodnota pH
syroviny a uplatnia sa proteolytické vplyvy plazminov. U syrov s plesiiou na povrchu sa viac
uplatiiuje ich proteolytickd aktivita neZ lipolyticka aktivita. Po€as zrenia plesnivych Syrov
dochadza k rozkladu mlie¢neho tuku vplyvom mikroorganizmov, ktoré Stiepia tento tuk.
Zmeny tuku spdsobené lipolytickou aktivitou kultirnych plesni st vyznamnejSie U Syrov
s plesiiou v ceste. Lipazy katalyzuju syntézu tuku i hydrolyticky rozklad pricom vznika
glycerol a mastné kyseliny. Dal§imi reakciami vznikaju aldehydy a ketony. Optimum lipaz je
pri hodnotach pH 5,0 az 5,5 a najvacsiu aktivitu maja pri teplotach 30 az 35 °C. Chlorid
vapenaty stimuluje ich uc€inok. Lipdzy surového mlieka st termolabilné, preto sa pri
pasterizacii mlieka inaktivujt. [15]

P. camemberti a P. roqueforti maja niekol’ko extracelularnych proteolytickych enzymov,
metaloproteinaz a asparagovych proteindz, vratane ¢innosti extracelularnej karboxypeptidazy.
Tieto enzymy prispievaju ku zreniu syra uvolnenim aminokyselin. P. camemberti ma
extracelularne lipazy, s alkalickym pH optimom, ktoré vznikaja spolo¢ne s rastom mycélia
po niekol’kych dnoch zrenia. P. roqueforti ma dve lipazy, jednu s kyslym a jednu s alkalickym
pH optimom, pricom alkalické lipazy st aktivnejSie na mlie¢ny tuk. Rozdiel v arome
P. roqueforti a P. camemberti je spdsobeny pritomnostou dvoch lipaz v P. roqueforti. [19]

1.2.14 Aréma syrov

Kvasinky produkuji aromatické zluCeniny, etanol, aldehydy, estery a degraduju
aminokyseliny na amoniak a zodpovedajiice ketokyseliny. Dalej metabolizmus poskytuje
mnoho zlucenin, ako s alkoholy, estery, ketony metylestery a karbonylové zluceniny.
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G. candidum produkuje ovela aromatickejSie zliCeniny z metioninu oproti kvasinkam
D. hansenii a K. lactis. Okrem metylketonov a sekundarnych alkoholov, eSte aj estery,
aldehydy, prchavé aminy a amoniak prispievaju k arome plesnivych zrejtcich syrov. [11]

1.2.15 Aréma plesnivych zrejicich syrov

V dosledku lipolyzy pocas zrenia vznikaji v plesiiovych syroch vol'né mastné kyseliny,
ktoré sa oxidativnou dekarboxylaciou menia na methylketony a tie si vyznamnym prejavom
typickej vone achuti. Prikladmi methylketonov st (pentan-2-on az undekan-2-on) ale
ucinnymi st aj 2 - heptanon a 2 - nonanon. K celkovej ardbme syrov s plesiou prispievaju este
sekundarne alkoholy a alkoholy ako (3 - methylbutanol, 2 - methylbutanol, 3 - oktanol),
metyl- aetyl- estery mastnych kyselin, ¢o st produkty vniknuté proteolyzou mlie¢nej
bielkoviny. V plesnivych syroch sa rozvijaju ikvasinky, priCom sa udava pritomnost
D. hansenii, K. lactic a Candida spp.. [15]

Kvasinky v syre Camembert prispievaju k voni po ruziach (2 - fenylethanol) na zaciatku
zrenia tohto syra. Aminy nie su kone¢né produkty, ale su podrobené oxidacnej deaminacii
zavzniku aldehydov. Aldehydy v syre st prechodné zliceniny, pretoze st rychlo
transformované na alkoholy alebo zodpovedajuce kyseliny. Je mozné urychlit' dozrievanie
syrov s modrou plesiiou o 15 dni s pridavkom extracelularnych enzymov k P. roqueforti, ¢im
podnietime tvorbu rozpustnych dusikatych zltéenin, volnych aminokyselin, prchavych
mastnych kyselin a karbonylovej zlG¢eniny. [19]

1.3 Rozdelenie syrov

Syry sa podla spracovania delia na prirodné atavené. Prirodné syry sa delia podla
viacerych kritérii, vid’ Tab. 1, Tab. 2, Tab. 3.

Tab. 1: Rozdelenie podla obsahu vody v netucnej hmote [8]

Druh syra Voda v netu¢nej hmote [%]
Extra tvrdy <51,0
Tvrdy 49,0 - 56,0
Polotvrdy 54,0 - 69,0
Makky Minimalne 67,0

Tab. 2: Rozdelenie podla obsahu tuku v susine [8, 18]

Druh syra Tuk v suSine [hm. %]
Vysoko tu¢ny 260
Plnotucny 45 -60
Polotu¢ny 2545
Nizkotuény 10-25
Odtucneny <10
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Tab. 3: Rozdelenie syrov podla chuti [6, 18]

Druh syra

Charakteristika

Sladkeé

Vyrabaju sa enzymovym zrazanim
kazeinu syridlom

Kyslé

Ziskavaju sa zrazanim mlieka
okysleného baktériami mliecneho
kysnutia, alebo aj pridanim kyselin.
Takto sa vyrabaju tvarohy.
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Vyroba cerstvych syrov kon¢i prekysnutim,
pripadne vysolenim. Tieto syry nezreji a
konzumuju sa v ¢erstvom stave

Nezrejuce (Cerstvé) syry
vratane tvarohu

Zrejuci od povrchu
do vnutornej hmoty
syra (syr s mazom)

Syry s nizko
dohrievanou

syrovinou

Syry eidamského typu

Syry s tvorbou 6k

Syry ¢edarového typu

Druh Syra | | Zrejlce

/ Syry s pareného cesta
Zrejuice v celej hmote
(anaerobne)

AN

\ Syry ementalskeho typu
Syry s vysoko / ] ]
dohrievanou £—>1Syry typu moravsky bochnik
syrovinou \\
Syry k struhaniu
S plesiiou na povrchu
Plesiiove > S plesfiou vo vnutri cesta

Kombinované s plesiiou
na povrchu aj vo vnutri

Obr. 3: Schéma rozdelenia syrov podla spésobu zrenia [8]

1.3.1 Plesiové syry

Plesnové syry rozdel'ujeme do troch skupin uvedenych na Obr. 3 ato s plesnou Vv ceste
plesiiou na povrchu a ojedinele sa mozu najst’ aj syry s plesiou v ceste i na povrchu. Prvé dva
typy plesnovych syrov sa vyrabaji z mlieka skvaseného kultiirou Lactococcus lactis subsp.
lactis a L. lactis subsp. cremoris. V nasledujucom $tadiu sa syry naockuju, bud’ z vnutra,
kultarou P. roqueforti, kde mycélium huby vytvara zelené sfarbenie vnuatornej Casti syra,
alebo na povrchu kultarou P. camemberti a P. caseicolum v syre camembert, kde je biele
vatovité mycélium na povrchu syra. Pri oboch druhoch syra vytvara estery kvasinka K. lactis
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var. lactis, ktoré sa zucastnuju na tvorbe aromy syrov. Ketony a d’alSie Stiepne produkty
biclkovin sa podielaju na charakteristickej voni a chuti. [2]

1.3.1.1 Syr s plesiiou na povrchu - Camembert

Camembert je francuzsky makky syr z Normandie. Je vyrobeny zo surového mlieka a ma
rovnomernt bielu plesen na povrchu. Camembert sa vyraba dost’ kysly a bochniky zreju
najmenej 21 dni. Pruzné cesto pocCas zrenia zmikne, ale nerozteka sa. Aréma aj chut’ su
ovocné az zretelne vyrazné. Pre vyrobu syru Camembert st predpisané parametre: Priemer
musi byt 10,5-11 cm, musi obsahovat najmenej 40 % t.v.s. (stupne obsahu tuku)
a Vv bochniku musi mat’ najmenej 110 g suSiny. [13]

Tento syr ma charakteristicki plesiovi kéru so svetlohnedym mriezkovanim. Cesto
slamovozltej farby byva rovnomerne zrelé, bez kriedovitosti v strede. Ma Cista bylinkova
aromu s prijemnym naddychom hub. Chut’ je krémova. Mikké syry ako Camembert su
charakteristické tradicnym vyrobnym postupom. Mlieko sa nechd mierne ohriat’, a potom
sa don vlozi syridlo. Priblizne o hodinu az hodinu a pol sa mlieko zrazi. Hned’ potom je
tvaroh dostatocne pevny, aby sa plnil do foriem. Syry odtecu, postriekaji sa plesiou
P. camemberti aslabo solia 3,5 % NaCl. Nakoniec zreju V pivniciach pri teplote
12 °C a relativnej vlhkosti 90 % 10 dni. [12, 14]

Pri vyrobe syru Camembert sa uplatituji dve fazy zrenia anaerébna a aerdbna. Anaerdbne
zrenie, nakysnutie mlieka a kysnutie syroviny poc¢as vyroby prebicha za pomoci mezofilného
zakysu obsahujuceho kulturne baktérie L. lactis ssp. lactis alL. lactis ssp. cremoris
v mnozstve 0,5 aZ 1,0 %. Pocas zrenia rasti na povrchu syrov aj niektoré kvasinky, ktoré aj
spolu s hydrolyzou bielkovin na povrchu syrov sposobuju zmeny v kyslosti syrov. Ich
hodnota pH najskor klesa, teda syr eSte kysne a neskor pH stupa, ¢o znamena, ze zacala druha
aerobna faza zrenia. Tato plesenn je velmi narofna na pristup kyslika, preto rastie iba
na povrchu syrov. Pri hribke 2,5 cm sposobuju ich aerdbne zrenie enzymy difundujice
z povrchu do vnutra syrov. [15]

1.3.1.2 Syry s plesriou vo vnutri

Kultara P. roqueforti sa pouziva pri vyrobe syrov s plesiiou v ceste. Tato plesen je menej
naro¢na na pristup kyslika, ale jej obsah nesmie klesnut’ pod 5 %. Jej rast sa vyznacuje
tvorbou modrozelenych ziliek rastu plesne v syre. P. roqueforti sa oc¢kuje vo forme vodnej
suspenzie jeho spor do mlieka pred jeho koaguldciou syridlom alebo sa jeho spory rozprasuju
na syrovinu. Formované a odkvapkané syry st solené v solnom kupeli a aj prisolované
suchou sol'ou. Povazuju sa za slané syry, pretoZe obsahuju v hmote az 4 % NaCl. Po soleni st
syry prepichované dlhymi ihlami tvoriacimi kanaliky, ktorymi prenika vzdu$ny kyslik
do cesta, lebo plesen je aerobna. K arome a chuti Ssyrov s plesiiou vo vnutri prispievaja
methylketony. Okrem toho ketony inhybuju rast inych nekultirnych plesni a prilisné
prerastanie kulturnej plesne vo vnutri syrov.

Zrej pocas 2 az 4 tyzdnov pri nizkej teplote 9 az 12 °C a relativnej vlhkosti 90 az 95 %.
Celkova doba zrenia je 5 — 8 tyzdnov, po tejto dobe sa z povrchu syrov odstrani maz, pripadne
plesen a balia sa do hlinikovych fo6lii a d’alej sa uskladfiuja. [15]

22



1.3.2 Syry zrejuce pod mazom - Olomoucké tvarozky

Olomoucké tvar6zky sa vyrabaji hlavne na Morave vo forme kolacikov s priemerom
45 mm avyskou 8 mm alebo tyginiek s priemerom 20 mm a dizkou 100 mm. Surovinou
pre ich vyrobu je kyslo zrdzany priemyslovy tvaroch z odstredeného mliecka. Tvaroch
sa po upraveni pridanim 3 az 4,5 % kuchynskej soli a 1 az 2-tyzdiiovom skladovani pomelie
valcovym mlynom a formuje automatickym formovacim strojom na tvarézky vyzadovaného
tvaru a hmotnosti. Potom sa ukladaji do suSiarni, kde sa su$ia pri teplote 20 az 40 °C.
Osusené tvardzky sa nechaju v zrecich debnach pri teplote 14 az 16 °C a nasledne
sa premyvaju v otacavych bubnovych prackdch. Po premyti aodkvapkani sa nechaju
pri teplote 18 az 22 °C zriet’ vV debnach 4 az 8 dni. Ked’ sa na nich objavi zlatozlty maz,
zabalia sa a nechaju dozriet’ v chladnej miestnosti. [6, 12]

Cinnost’ mikroorganizmov v celom vyrobnom procese mdzeme rozdelit do troch faz.
V prvej faze sa uplatiiuju mikroorganizmy smotanového alebo termofilného zakvasu, ktoré
koagulujt bielkoviny mlieka. Druhou fazou je rozvoj povrchovych mikroorganizmov, ktoré
sposobuju oxidaéné procesy. NajdolezitejSimi mikroorganizmami st tu Candida saitoana,
C.vini, G. candidum. Kyselina mlie¢na sa oxiduje za 0casti pritomnych dehydrogenaz
na kyselinu pyrohroznovu, ktora sa ¢innost'ou d’alSich oxidacnych enzymov rozklada na CO,
avodu. Tretia faza je rast aerobnych mikroorganizmov. Tvori ich B. linens, pripadne
Lactobacillus casei, L. delbrueckii subsp. lactis aL. helveticus. Tieto mikroorganizmy
zabezpecuju d’alsie zrenie, teda rozklad bielkovin na albumoény a peptony a postupne d’alej
na aminokyseliny a amoniak. Rozhodujucim ¢initel'om charakteristickej vone olomouckych
tvar6zkov su prchavé sirne zluceniny, napr. methylmerkaptan. Okrem toho sa na voni
zGCastiuju prchavé vol'né mastné kyseliny a iné prchavé latky. [2]

1.4 Vplyv kvasiniek na syr

V syroch sa nachadzaji dva typy kultur: primarne a sekundarne. Primarne kultury zahtiiaja
vSetky Startovacie baktérie produkujuce kyselinu mlie¢nu a st zodpovedné za produkciu
kyseliny pri vyrobe syrov a zrenie syrov. Sekunddrne a pomocné kultury st kvasinky, ktoré
rasti predovsetkym na povrchu syra napr. rody Candida, Debaryomyces, kvasinkova plesei
G. candidum, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Yarovia
a Zygosaccharomyces, plesne P. camemberti, P. roqueforti a baktérie, napr. Corynebacterium,
Micrococcus, Propionibacterium a heterofermentativne laktobacily. [10, 11]

Kvasinky sa ¢asto nachadzaji v mikroflore mnohych druhov syrov. Vyskyt kvasiniek
VvV syre moze byt pripisany ich schopnosti rast’ pri nizkych teplotach aich odolnosti proti
vysokym koncentraciam soli. Ich ulohou je fermentécia laktdzy, asimildcia organickych
kyselin, ako st kyselina jantarova, kyselina mliecna a kyselina citronova, tvoria alkalické
metabolity (NHs), produkuji potrebné rastové faktory pre baktérie, pdsobia lipolyticky
a proteolyticky a réznymi metabolitmi prispievaju k tvorbe arébmy syrov. Kvasinky preto nie
st iba sprievodnou mikroflérou v procese zrenia syrov, ale st potrebné pri tvorbe arémy.
Asimilacia laktatov, tvorba alkalickych produktov odkyselujicich povrch a vnitro syrov
atvorba rastovych faktorov kvasinkami podporuje rozmnozovanie vlastnych aerdbnych
proteolytickych baktérii alebo plesni. [15]

23



Zlozenie kvasinkovej flory sa meni v zavislosti na type syra a technoldgii zrenia syra.
Kvasinky kolonizuju povrchy syrov a pouzivaju sa ako pomocné kultary. Mézu rast’ v ranych
fazach syrov, napriklad pocas srvatkového odvodnenie po lisovani a pred solenim.
V tradi¢nych syroch je zdrojom kvasiniek surové mlieko, nadoby a prostredie syrarne.
Kvasinky vyskytujice sa na povrchu syra su schopné metabolizovat’ cukry, laktat a citrat.
K. marxianus a D. hansenii su schopné kvasit’ laktozu a st pouzivané ako pomocné latky.
Degradacia laktatu vedie k odkyseleniu na povrchu syra a zvySeniu pH, ako aj stimulécii rastu
plesni, Corynebacterium a proteolyze syrov. Odkyselenie syrov degradaciou laktatu
a alkalickych metabolitov, ako je amoniak, spdsobi zméknutie syru. Prchavé aromatické
zluCeniny siry pochddzajuce z metabolizmu metioninu a cysteinu st vel'mi nestdle a maja
vel'mi silny neziaduci vplyv na aromu syra (cesnak, kravin, fekalie, kapusta). [10, 11, 19]

1.5 Charakteristika kvasiniek

Kvasinky su heterotrofné eukaryotné mikroorganizmy, patriace medzi huby. VécSina
druhov je schopnd skvasovat monosacharidy a niektoré disacharidy, pripadne trisacharidy
na etanol a oxid uhli¢ity. Rozmnozuju sa vegetativne pucanim alebo delenim. Maji tvar
elipsoidny, vajcovity, gul'aty, citronovity, trojuholnikovity a valcovity. Sirka buniek vi¢iny
kvasiniek je vrozmedzi 3 - 6 um. Kvasinky st mikroorganizmy délezité pre potravinarsky
priemysel, a prispievaji pozitivnym sposobom na spracovanie alebo zrenia vina, piva, chleba,
niektorych syrov a kefirovych néapojov. Kvasinky spotrebuvaju kyselinu mlie¢nu, ¢o ma
vyznam pri zreni syrov, pretoze tym pripravuju podmienky pre rast mikromycét. Okrem toho
sa vyuzivaju na pripravu kvasinkovych Zivnych pdd rozmnozZenim v srvatke. Kvasinky sa
zG¢astnuju aromatizacie mlie¢nych vyrobkov. [1, 2, 20]

1.6 Cytologia kvasiniek

Vegetativna kvasinkova bunka sa sklada zo silnej bunkovej steny, jemnej cytoplazmatickej
membrany, cytoplazmy, ktora obsahuje membranové Struktary a jadra, ktoré je od cytoplazmy
oddelené dvojitou jadrovou membranou. [20] Schému prierezu bunkou kvasiniek udava
Obr. 4.
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Obr. 4: Schéma prierezu bunkou kvasiniek [21]

1.6.1 Bunkova stena

Bunkova stena je vonkajsia vrstva bunky s pevnou konstrukciou, ktora dava bunke tvar
a chrani ju pred mechanickymi vplyvmi a osmotickym Sokom. Predstavuje priblizne 20 %
celkovej suSiny bunky. Je tvorend velkymi p6rmi, ktorymi moéZu volne prechadzat vetky
zliCeniny okrem vysokomolekuldrnych polysacharidov a bielkovin. Hlavnou zloZkou
bunkovej steny kvasiniek st polysacharidy, ktoré predstavuju 80 % suSiny bunkovej steny,
zvySok tvoria bielkoviny ktoré predstavuju 6 az 10 % suSiny steny. Stenové polysacharidy
kvasiniek su tvorené =z glukanov. V stene kvasiniek je aj malé mnozstvo lipidov
a fosfolipidov, ktoré tvoria 3 az 10 % a fosforeCnany, viazané esterovymi védzbami
na polysacharidy. Tieto fosfatové zvySky spolu zo skupinami —COOH bielkovin déavaju
bunkam kvasiniek negativny naboj. [20, 21]

1.6.2 Cytoplazmatickd membrana

Cytoplazmatickd membrana kvasiniek, nazyvana plazmaléma, je pomerne tenkd, hrubky
7,5az 8 nm, zlozena z lipidov aproteinov, vytvara pocetné vychlipeniny vybichajice
do cytoplazmy. Je priepustna iba pre malé molekuly bez naboja, a tym tvori osmotické
rozhranie medzi bunkou a vonkajsim prostredim. Je sidlom transportnych mechanizmov,
umoznujuicich prijem uréitych latok bunkou a transport latok zbunky do prostredia.
Neobsahuje dychacie enzymy ani systém oxidacnej fosforilacie v porovnani s baktériami. [20]

1.6.3 Cytoplazma

Cytoplazma kvasiniek je prehladnd homogénna hmota, u starSich buniek sa objavuju
zrniecka ajemna alebo véacSia vakuolizacia. Su tu pritomne bunecné organely ako
endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, mitochondrie a vakuoly. Okrem bunkovych
organel sa Vv cytoplazme kvasiniek nachadzaju zrniecka rezervnych latok ako volutin
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a glykogén. Dalej sa v cytoplazme nachadzajii ribozéomy, ribonukleové kyseliny, enzymy,
nukleozidy, medziprodukty metabolizmu vratane niektorych vitaminov, aminokyselin
a anorganickych i6nov. St tu umiestnené i enzymy niekol’kych hlavnych metabolickych drah
napriklad glykolyzy a syntézy mastnych kyselin. [20, 21]

1.6.4 Endoplazmatické retikulum

Endoplazmatické retikulum je systém dvojitych membran. Na vonkajSom povrchu oboch

membran st zrnieCka polyzoémov, teda agregatov ribozémov, v ktorych sa syntetizuju
bielkoviny. [20]

1.6.5 Golgiho aparat

Golgiho aparadt méa tvar plochého mechuriku alebo niekol’kych prepojenych plochych
mechurikov teda cisterien uloZenych rovnobezne vedla seba. Funkciou tohto apardtu je
transportovat’ stavebné kamene bunkovej steny z cytoplazmy cez cytoplazmaticki membranu.
[20]

1.6.6 Mitochondrie

Mitochondrie su Strukturalne Gtvary vel'mi rozmanitého tvaru, Siroké 0,3 az 1 um a dlhé az
3 um. Maji dve membrany oddelené medzibunkovym priestorom: vnitorna membrana tvori
hlboké vychlipeniny nazyvané kristy, vonkajSia membrana ma bradavi¢naty povrch.
Mitochondrie su zlozené hlavne z bielkovin, lipidov a fosfolipidov. Obsahuji RNA a malé
mnozstvo DNA, ktord je nositelom mimo jadrovej dedi¢nosti kvasiniek. Su miestom
elektronového transportného ret'azca a oxidativnej fosforylacie o vedie k tvorbe ATP. Okrem
toho, su tu enzymové systémy pre prenos metabolitov dnu i von z mitochondrii. [20, 21]

1.6.7 Vakuola

Vakuola je gulovity utvar obklopeny jednoduchou membrénou, ktora vysiela Uzke
vybezky do cytoplazmy. Velkost a pocet vakuol v bunke zavisi na fyziologickom stave
bunky a faze bunkového cyklu. U mladych alebo puciacich buniek s pritomné malé vakuoly,
¢asto vo vacSom pocte, na rozdiel od zrelych starych buniek, ktoré obsahuju iba jednu velkt
vakuolu. Vo vnitri vakuol su ulozené hydrolytické enzymy, proteinazy, ribonukleaza
a esterdza. Vakuoly maji podobnu funkciu ako lyzozoémy u vySSich organizmov, teda st
miestom rozpadu Struktar bunky, ktoré sa neustile v bunke rozkladaju a obnovuji a maja
kratky polCas rozpadu. Sluzia ako docasné zdsoby metabolitov a funguji ako uloZisko
pre metabolity obsahujuce dusik. [20, 21]

1.6.8 Cytoskelet

Cytoskelet je siet’ proteinovych vlakien, ktoré sa rozprestieraju v cytoplazme iv jadre
a umoznuju vnuatrobunecny pohyb organel zjedného miesta na druhé. V cytoskelete hraju
vyznamnu ulohu mikrotubuly, ¢o st pomerne malo ohybné trubice zlozené z bielkoviny
nazyvanej tubulin. Kazda molekula tubulinu obsahuje GTP, ktory je zdrojom energie pre jej
zapojenie do mikrotubulu. [20]
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1.6.9 Jadro

Najdominantnejsou organelou v bunke kvasiniek je jadro, ktoré je od cytoplazmy oddelené
dvojitou jadrovou membranou s velkymi pormi a je umiestnené priblizne v centre bunky.
Jadro kvasiniek (karyoplazma) byva najcastejSie okruhle, s priemerom 1,7 az 1,8 um. Ako
hlavné chemické zlozky obsahuje nukleoproteiny, najmi kyselinu deoxyribonukleovu.
U najlepsie preskimanej kvasinky S. cerevisiae, bolo zistené 16 chromozémov v haploidnom
jadre. Diploidné jadro ma dvojnasobny pocet chromozémov, pretoze kazdy chromozém sa
v iom vyskytuje dvakrat. Jadro obsahuje genetickl informaciu bunky, ktora je zakdédovana
v DNA. Urcity tisek DNA chromozému, ktory hrd dolezita tlohu pri deleni chromozému
aich segregacii pri deleni jadra sa nazyva centroméra. Kvasinkové chromozémy obsahuju
chromatin, ktory sa sklada zhistonov. V jadre kvasiniek je jadierko, uloZené tesne
pod jadrovou membranou. Jadierko je miesto rRNA transkripcie a niektorej z pociato¢nych
fazach spracovania mRNA. Dalej je v jadre polové teliesko vretienka, ktoré ma tvar disku
a vychadzaju z neho vladkna zvané mikrotubuly. Mikrotubuly s zlozené z bielkoviny tubulinu

aspolu s telieskom hraju doélezitG tlohu pri deleni jadra pofas rozmnozovania buniek.
[3, 20, 21]

1.7 Vegetativne a pohlavné rozmnoZovanie kvasiniek

Vegetativne a pohlavné rozmnozovanie kvasiniek udéva nasledujice zjednodusené schéma
vid’ Obr. 5.
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Obr. 5: Vegetativne a pohlavné rozmnozovanie kvasiniek [15]

1.7.1 Vegetativne rozmnoZovanie

Vegetativne rozmnozovanie pucanim sa vyskytuje u vacsiny rodov kvasiniek. Pri pucani je
vznikajuca dcérina bunka (puac¢ik) spojena s materskou bunkou prostrednictvom kanaliku.
Pucik dorastd takmer do velkosti materskej bunky, potom sa odskrcuje a oddel'uje
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od materskej bunky. Pred samotnym pucanim dochadza ksplynutiu membran
endoplazmatického retikula a k jeho deleniu ako i nasledne k opakovanému rozdeleniu vakuol
ak zmene tvaru mitochondrii. Po vzniku puaciku do neho vstupuju drobné vakuoly
a mitochondrie. Nasleduje mitotické delenie jadra a jeho migracia k pac¢iku spolu s d’al§imi
zlozkami cytoplazmy. Kanalik medzi materskou a dcérinou bunkou sa uzavrie
cytoplazmatickou membranou aVv puciku sa syntetizuje arozSiruje endoplazmatické
retikulum. Vo vicsSine pripadov sa dorastena dcérina bunka od bunky materskej oddeli alebo
zostanu spojen¢ apo niekol’kych deleniach sa vytvoria bunecné zvizky. Cely cyklus
bunec¢ného delenia trva u kvasiniek za optimalnych podmienok priblizne dve hodiny. [3, 20]

1.7.2 Pohlavné rozmnozZovanie

Pri pohlavhom rozmnozovani dochadza k spajaniu dvoch haploidnych buniek teda
konjugacii a karyogamii za vzniku diploidného jadra. Nésledne sa diploidné jadro deli
meidzou na Styri haploidné jadra, tie s potom zakladom pohlavnych spor, alebo sa delia
d’alsou mitézov, po ktorej uz vznikaju spory. Zivotny cyklus kvasiniek pravidelne strieda
haploidna a diploidna faza bunky. Vysledkom pohlavného rozmnozovania su pohlavné spory.
Ak sa jedna o askospory, ¢o st endospory umiestnené v asku tieto kvasinky radime medzi
Ascomycotina. Tvar askospor moéze byt gulovity, elipsoidny, ladvinovity, kosakovity,
klobukovity, saturnovity, vretenovity az ihlovity. Povrch askospor je zvrasneny az
bradavi¢naty. Niektoré rody kvasiniek tvoria bazidiospéry pohlavné exospory, umiestnené
z vonkajsej strany sporotvornych buniek. Tieto rody radime medzi Basidiomycotina.

U asporogénnych kvasiniek prebieha spajanie dvoch haploidnych buniek naraz
zo spajanim ich jadier (karyogamii), vznikne diploidna bunka zvana zygota. Po vytvoreni
zygoty moze nastat’ vegetativne rozmnozovanie v diploidnom stave. Potom dochadza
k sporulacii diploidnych buniek. Cela bunka sa premeni vo vrecko teda askus.

Pri spdjani dvoch takmer rovnako velkych buniek, hovorime o izogamnom spdjani.
O heterogamnom spajani hovorime ked’ ide o splinutie vel'kej bunky s malou, napr. materskej
bunky s bunkou dcérskou. Heterogamné spajanie je mozné iba u homotalickych kmenov. [20]

1.8 NajvyznamnejSie rody kvasiniek nachadzajuce sa v syre

Z mliekarensky dolezitych rodov kvasiniek je rod Kluyveromyces (K. lactis var. lactis,
K. marxianus), rod Pichia, rod Candida (C. vini, C. krusei, C. lipolytica, C. holomii, C. lactis-
condensi, C. globosa) arod Rhodotorula. Typicka flora zrejucich syrov, sa sklada hlavne
z D. hansenii, G. candidum, K. marxianus aY. lipolytica. D. hansenii a K. marxianus su
predovsetkym Vv syroch s modrou plesniou a K. marxianus a Candida zeylanoides su obvykle
izolované z Cerstvych syrov. [2, 11]

1.8.1 Rod Kluyveromyces

Rod Kluyveromyces v sucasnosti obsahuje Sest druhov. NajvyznamnejSie su K. lactis
a K. marxianus. Mnozi sa multilateralnym pucanim a tvori pseoudomycélium. Askospory su
gulovité a ladvinovité. Spoéry l'ahko opustaju asky. Pouziva sa na fermenticiu mliecnej
srvatky za ucelom vyroby kvasni¢nej hmoty. St schopné asimilovat akvasit’ laktozu,
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vstrebat’ kyselinu mlie¢nu a hydrolyzovat’ kazein. Kluyveromyces su typicky osmotolerantné,
ale nerastu v pritomnosti 10 % chloridu sodného. [15, 22]

1.8.1.1 Druh Kluyveromyces marxianus

K. marxianus je Casto izolovany z cukrovej trstiny, suSenych fig, melasy, Syru, jogurtu,
kefiru, surového mlieka, Sunky, piva, vina, nealkoholickych napojov, ovocnej S§tavy,
pekarskeho drozdia, CereSni, sliviek, ribezli, cibule, smotany, akakaa. K. marxianus je
relativne termotolerantny a je schopny rast’ pri 48 °C v porovnani s K. lactis, ktory rastie
pri 47 °C. K. marxianus dokaze rast i pri nizkych teplotach ako su 6 — 10 °C a pri pH 8,0, ale
je inhibovany pri pH 3,0 v anorganickom pufri a k rastu uz nedochadza pri pH 2,5 v citrat -
fosfatovom pufri. [15, 22]

1.8.2 Rod Candida

Jedna sa o vel'mi vel’ky heterogénny rod obsahujtci priblizne 200 druhov. Do tohto rodu
sa zaraduju aspordgéne kvasinky, rozmnozujuce sa multilateralnym pucanim a vytvarajuce
vel'mi 'ahko pseudomycélium, diferencované na retazovité bunky a blastospory. Endospory
nevytvaraji. Na kvapalnych substratoch zvyc€ajne vytvaraja bielu, vraskava pokozku, povlak
(z lat. candidus = biely). Tvorbu povlaku silne podporuje dostatok vzduchu. Bunky su
nepravidelné podlhovasté, klobasovité alebo fl'askovité. Ich tvar ovplyviiuje najmd mnozstvo
vzduSného kyslika. Plazma buniek obsahuje niekolko tukovych kvapdcok silne lamajucich
svetlo. Priamo skvasuju glukozu a fruktozu. Alkohol a kyseliny oxiduju az na CO,. Kvasinky
tohto rodu su v prirode vel'mi roz$irené, najmi na vSetkych druhoch ovocia a oznacuju
saajako Toruly, Torulopsis aMonilia. Najvyznamnej$imi zastupcami tohto rodu su
C. mycoderma, C. albicans, C. utulis, C. pulcherrima a C. krusei. [3, 22]

1.8.2.1 Druh Candida parapsilosis

Bol izolovany z masla, syrov, Salatovych dressingov, jogurtov, zo surového
a spracovaného maésa, ryb, ovocia, ovocnych vyrobkov, nakladanej zeleniny, nealkoholickych
napojov, piva, vina, chleba, mrkvy a kukurice. Ma lipolytické vlastnosti. [3, 22]

1.8.2.2 Druh Candida tropicalis

Bunky lahko tvoria pseudomycelium, rozmnozuji sa pucanim, st ovalne v rozmedzi 4 az
6 x 8 az 10 um. Dobre skvasuje maltdézu a sachardézu, neasimiluje dusi¢nan. Izoluje
sa z mlieka a mlie¢nych produktov. [15]

1.8.3 Rod Debaryomyces

Tento rod je charakteristicky heterogamnim spajenim ale v mensej miere sa vyskytuje
I izogamné spajanie. Spory su ovalne a maju bradavi¢naty povrch. Kvasné schopnosti su slabé
a niektoré druhy ani cukry nezkvasuju. Druhy rodu Debaryomyces dobre rasta v pritomnosti
50 % glukozy. [20]
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1.8.3.1 Druh Debaryomyces hansenii

Druh D. hansenii ma bunky gulaté az kratko ovalne, netvori pseodomycélium. Na tekutych
produktoch casto vytvara bielu kozu. Po splynuti materskej a dcérinej bunky vznikne
v materskej bunke askus najcastejSie s jednou bradavkovitou spérou. Fermentuje iba slabo.
Vyskytuje sa na mlie¢nych produktoch. [15]

1.8.4 Rod Pichia

Bunky st ovalne az podlhovasté, mnozia sa multilateralnym pucanim. Tvoria
pseudomycélium. Askospory mozu mat tvar kloboukovity, gulovity, saturnovity alebo
hranaty a rychle opustaju askus. Tento rod mé nizke kvasné schopnosti, pretoze jeho druhy
bud’ skvasuju glukézu alebo neskasuju ziadny cukor. Rod Pichia sa podiel'a na kontaminacii
piva, vina hlavne v zle uzavretych flaskach. Vyskytuje sa v ovocnych $tavach, majonéze
a kyslej kapuste ako Skodca. Najznamejsie druhy su P. membranaefaciens, P. methanolica,
P.pastoris a P. stipitis, ktory dokaze skvasovat’ D-xylozu.[15, 20, 29]

1.8.4.1 Druh Pichia membranaefaciens

Slabo fermentuje gluk6zu. Tvori 1-4 askospory v asku. Neasimiluje dusi¢nan. Sposobuje
kontaminaciu fermentovanych napojov ako je pivo a vino. [20]

1.8.5 Rod Geotrichum

Tento rod tvori prechod medzi kvasinkami a plestiami. Jedinym zastupcom tohto rodu je
G. candidum. Ma biele zamatové az vatovité kolonie a mycélium s artrosporami. Nema
kvasné schopnosti. Podiel'a sa na kontamindcii mlieénch vyrobkou, drozdia, kyslej kapusty
a masa, pretoze obsahuje proteolytické a lipolytické enzymy. [20]

1.8.5.1 Druh Geotrichum candidum

Rozmnozuje sa rozpadom hyf na oidie, ktoré maji obdliznikovy tvar. NajCastejSie maji
rozmery 3 az 7 x 8 az 18 um. Ich plazma je jemne zrnita s vakuolami. G. candidum rozklada
sacharidy, tuky aj bielkoviny. Vyznacuje sa oxidacnou cinnostou, stravuje organické
kyseliny, pripadne ich soli, etanol. Na mlieku a mliecnych vyrobkoch tvori chlpaty povlak,
ktory neskor prechadza na slizovity Zzltej farby. V mliekarskej mikrobiologii je velmi
roz$irend, preto ma aj trividlny ndzov ,,mliecna plesen‘.

G. candidum sa technologicky vyuziva pri vyrobe méakkych syrov a kyslych syrov. Svojou
oxidacnou cinnostou oxiduje kyselinu mliecnu na povrchu kyslej syreniny (za pristupu
vzdusného kyslika) na CO; a H,O, ¢im zvySuje hodnotu pH a vytvéra priaznivé podmienky
pre rast mazovej kultury (olomoucké tvarozky, mikké syry zrejice pod mazom). Ma dobra
proteolytick a lipolyticku aktivitu. Na kultivacnych médiach tvori okrtihle biele kolonie. Nie
je naro¢né na kyslik preto ju mdéZeme ndjst’ vo vnutri masla a jedlych emulgovanych tukov,
kde vplyvom lipolyzy vyvolava ich Zltnutie. Uplatiiuje sa vo fermentacnom priemysle
pri vyrobe kfmnych bielkovin a biosyntéze tukov. [15, 20]
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1.9 Negativne ucinky kvasiniek na kvalitu potravin

Kvasinky maju v potravinarskej technologii dvojaky vyznam, ako technologicky
vyuzivané mikroorganizmy vo fermenta¢nom priemysle pri vyrobe piva, vina, liechu, kvasnic
pri vyrobe pekarskych produktov ale aj ako $kodcovi mésa, ryb, hydiny, vyrobkov studenej
kuchyne, mliecnych produktov, fermentovanych pozivatin, vyrobkov s vysokym obsahom
cukru. [15]

Kvasinky sa §iria a metabolizuju lepsSie ako baktérie v extrémnych podmienkach Zivotného
prostredia, pokial’ ide o pH, aktivity vody anizke teploty, aV dosledku toho sa cCasto
podielaju na kazeni potravin. Su schopné rychleho rastu a prezitia za stresovych podmienok,
kedy iné mikroorganizmy nie st konkuren¢né. Aj ked’ kvasinky spdsobuji kazenie potravin,
nie je zname, Ze by spdsobovali otravu jedlom. Medzi typické ucinky rastu kvasiniek
Vv potravinach a napojoch patri produkcia kyseliny alebo plynu, ¢o vedie k zakalu, a zmene
v chuti, farbe alebo k neprijemnej voni. Kvasinky zvycajne kazia konzervované potraviny
s vysokym obsahom kyselin, znizenou aktivitou vody (aw), nizkym pH, s vysokym obsahom
cukru (> 10 %), s vysokym obsahom soli (> 5 %) alebo slabej organické kyseliny (citrénova,
octova, benzoova kyselina). Mliecne vyrobky su obzvldst citlivé na znehodnotenie
kvasinkami. Nasledujuce vlastnosti kvasiniek podporuju ich rast a prevahu v mlie¢nych
vyrobkoch:

1. fermentécie a asimilécie laktézy v dosledku vyroby [ - galaktozidazy
produkcia extraceluldrnych proteolytickych enzymov
produkcia extracelularnych lipolytickych enzymov
asimilécia kyseliny mliecnej
asimilacia kyseliny citronovej
rast pri nizkych teplotach

No ok~

tolerancia zvySenej koncentracie soli

Najbeznejsim prikladom je jogurt, kde su kvasinky hlavnou pri¢inou znehodnotenia
koneéného produktu. Cerstvo fermentované jogurty su bez kvasiniek, pretoze zlozky su
tepelne oSetrené (vysoka pasterizdcia) pred kvasenim a kvasinky si organizmy citlivé
na teplo. Nevyzreté Cerstvé syry vratane tvarohu su tiez nachylné na znehodnotenie spdsobené
kvasinkami. Kvasinkové populacie, Casto vznikaju pocas skladovania hotového produktu
pri teplotach (5-10 °C). Kvasinky sposobujuce kazenie mlie¢nych vyrobkov st napr.
K. marxianus, Zygosaccharomyes bailli, Candida spp., Pichia spp., alebo Rhodotorula spp.
Kvasinky st kontaminanty tukov a predstavuju vel’ky problém v spracovatel'skom priemysle
ovocia vd’aka svojej schopnosti rast pri nizkom pH a vysokym obsahom cukru. Cerstva
a spracovana zelenina su podobne nachylné k znehodnoteniu kvasinkami. KIa¢ové druhy
podiel'ajuce sa na kazeni potravin su C. parapsilosis, C. holmia, C. krusei a C. tropicalis.
C. tropicalis je aj T'udsky patogén, a je pricinou kvasinkovych infekcii, a to predovsetkym
U imunokompromitovanych jedincov, ktory maji poSkodené¢ prirodzené obranné
mechanizmy. C. parapsilosis je tiez patogénny pre ¢loveka. [1, 22, 26]

1.9.1 Mikrobiologické chyby syrov sposobené kvasinkami

Urcité druhy kvasiniek st uZitoénymi mikroorganizmami pri zreni niektorych syrov, ale
nainych su zase nevitané. K zisteniu neziaducich kvasiniek na povrchu zrejucich syrov
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prispieva ich vyrazna metabolicka aktivita typicka tvorbou CO; a alkoholu. Syry porastené
kontaminujucimi kvasinkami nadobudaju kvasni¢nii chut’ a aromu pripominajicu kysnuté
chlebové cesto. Kvasinky pri hydrolyze tuku uvoliiuju mastné kyseliny a mozu spdsobit’ zlkla
chut’ aich esterifikacia s alkoholmi ma za nasledok vznik ovocnej chuti a vone. Pritomnost’
kontaminujucich kvasiniek na povrchu syrov byva sprevadzany ich osliznutim. Dovodom
vyskytu kontaminujucich kvasiniek ainych mikroorganizmov na povrchu syrov je
neprimerana vlhkost’ ich povrchu. Vyznamnym zdrojom kontaminujucich kvasiniek su sol'né
kupele. Vlhké syry pochadzajice zo solnych kupelov podporuju rast kontaminujticich
kvasiniek. NajcastejSie izolované st kvasinky Candida spp., Y. lipolytica, K. marxianus,
G. candidum, D. hansenii a Pichia spp. [15]

1.10 Identifikacia kvasiniek metodou PCR-RFLP

RFLP (polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov) uproduktov PCR je uréeny
K rozpoznavaniu mikroorganizmov. Vysledkom PCR st amplikony (aseky DNA o rovnakej
dizke), ktoré su nasledne Stiepené retrikénymi endonukledzami na fragmenty, ktoré su
oddelené elektroforézou. Ziskané dizky fragmentov typovych organizmov sluzia potom
k taxonomickému zaradeniu analyzovanych mikroorganizmou. [5]

Identifikacia kvasiniek metdédou PCR-RFLP prebieha v niekol’kych krokoch

1. lzolacia DNA z kvasinkovych kmetov,

2. Amplifikacia zvolené¢ho iseku DNA metodou PCR,

3. Restrikéna analyza amplifikovanych fragmentov,

4. Detekcia pomocou elektroforézy na agardze.

1.10.1 Izolacia (extrakcia) a purifikacia nukleovych kyselin

Prvou fazou je extrakcia DNA alebo RNA zbuniek aich oddelenie od ostatnych
bunecnych zloziek. Cielom purifika¢nych metod je ziskat’ nukleovl kyselinu v nativhom
stave, Vv dostatocnom mnozstve a Cistote. Metody izolacie nukleovych kyselin vyuzivaju
rozdielnej rozpustnosti biologickych makromolekul, adsorpcie na pevny podklad alebo
ultracentrifugaciu v gradientovych roztokoch. Vyber metddy zéavisi na naslednej analyze.
Napr. Polymerazova retazova reakcia nevyzaduje velké mnozstvo vstupného materialu.
Rozoznavame dva typy izol4cie a purifikacie nukleovych kyselin:

1. Fenolova extrakcia

2. Izolacia a purifikacia za pouzitia komerénych setov [23]

1.10.2 Polymerazova retazova reakcia

PCR je zaloZend na replikacii nukleovych kyselin, ktora je zakladnym molekularnym
procesom vsetkych Zivych organizmov. Principom PCR je cyklicky sa opakujica enzymova
syntéza novych retazcov vybranych usekov DNA vsmere 5—3 pomocou DNA
polymerdzy. Vybrany usek nukleotidovej sekvencie je vymedzeny pripojenim 2 primérov,
ktoré sa viazu na protil'ahlé retazce DNA tak, ze ich 3—konce smeruju proti sebe. Pridavkom
DNA polymerazy anukleotidu, zacne prebiehat syntéza novych vlakien na oboch
matricovych ret'azcoch protismerne. Na syntézu DNA sa pozivaji termostabilné polymerazy
izolované z termofilnych mikroorganizmov, ktoré su stale i pri teplote 95°C. Prikladom je

32



Taq DNA polymeraza, izolovana z Termus aquaticus, ktory odolava teplote (94 °C), pri ktorej
DNA denaturuje. V tejto fazi sa DNA rozdeli na dva komplementarne retazce nazyvané
templaty. St pridané dva priméry, ktoré st komplementarne ku koncovym sekvenciam
oblasti, ktora mé& byt amplifikovana. V reak¢nej zmesi su teda pritomné vsetky Styri
deoxynukleotidy (dATP, dGTP, dCTP, dTIP), DNA polymeraza a dva priméry, syntetické
deoxynukleotidy (dizky 18 — 24 nukleotidov). Za zniZenej teploty (30 —65 °C) priméry
nasadnu na komplementéarne useky DNA a od nich za¢ne syntéza DNA prostrednictvom DNA
polymerazy (65 — 75 °C). Taqg DNA polymeraza pri tejto teplote syntetizuje DNA rychlostou
priblizne 60 bazi/s. Po dobehnuti replikéacie celej molekuly DNA sa opat’ zvysi teplota, aby
doslo k denaturacii DNA a po opédtovnom zniZeni teploty zacne novy cyklus replikacie,
pretoze v reakénej zmesi je nadbytok vSetkych deoxynukleotidov i primerov. To umoziuje,
aby syntéza DNA prebiehala opakovane formou cyklu. Reakcie sa uskuto¢nuja
v termocykléri (vid® Obr. 6) v ktorom sa teplota meni automaticky v naprogramovanych
casovych intervaloch. Zdroj DNA pre PCR st rozne biologické materialy ako napr. hrubé
extrakty z krvi, telesné tekutiny, kultury mikroorganizmov. Vysledkom PCR st tiseky DNA
definovanej dizky o velkosti desiatok az tisic bp, analogické restrikénym fragmentom.
K identifikacii a separacii tychto fragmentov DNA sluzi elektroforéza v agar6zovom alebo
polyakrylamidovom gélu. [20, 23, 24, 30]

Amplifikdcie za pouzitia primerov produkovanych DNA, moézu byt pouzité pre
identifikaciu a ulahéuji typizaciu kmenov mnohych organizmov porovnanim velkosti
amplikonu s jeho Stiepanymi vzormi. [5]

PTC-100 Programmable Thermal Controller

Obr. 6: Termocyklér

1.10.3 Stanovenie polymorfizmu diZky retrikénych fragmentov v produktoch PCR
(PCR-RFLP)

PCR-RFLP je metdda, v ktorej je konkrétna sekvencia nukleovej kyseliny amplifikovana
pomocou PCR a amplikén nasledne rozstiepi Styri pary baz a rozpoznd enzym endonuklazy
pre vytvorenie zakazaného vzoru. PCR-RFLP je alternativa Standardnej PCR pouzivana pre
typizaciu cielovej sekvencie génu, obsahujuceho sekven¢ny polymorfizmus. Amplifikacia
prebieha za prisnych podmienok pomocou primérov, ktoré sa pripajaju ku koncovym
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konzervovanym oblastiam. Na volbe primerov zavisi uskuto¢nena analyza akéhokol'vek
génu. Po amplifikicii ziskame produkty PCR o rovnakej diZke, ktoré sa identifikuju
elektroforeticky. Tieto produkty su d’alej Stiepené restrikénou endonukledzou a potom opét’
podrobené identifikacii elektroforézou v agar6zovom gélu. Vzorky sa typizované
reStrik¢nymi spektrami fragmentov amplifikovanej DNA. [1, 23]

1.10.3.1 Enzymy pouZivané k stanoveniu a upravim nukleovych kyselin

Restrikéné endonukedzy st Specifické endonukleazy, produkované kmenmi baktérii. Ich
prirodzenou funkciou je degradacia cudzorodej DNA, tym Ze rozpoznava sekvenciu DNA
a Stiepi molekuly DNA hydrolyzou fosfodiesterovych vézieb oboch retazcov v restrikcnom
mieste teda v mieste Stiepenia, ktoré sa nachadza vo vnutri rozpoznavacieho miesta alebo
blizko neho. Rozpoznévacie (cielové) miesto restrikénych enzymov je tvorené kratkou 4 - 8
nukleotidovou sekvenciou dvojretazcovej DNA. Vysledkom Stiepenia st useky DNA
0 definovanej dizke nazyvané ako restrikéné fragmenty. Restrikéné enzymy mozu byt’ pouzité
k mapovaniu DNA. Polymorfizmus dizky redtrikénych fragmentov zahriiuje rozdiely
v restrikénich mapéach jedincov toho istého druhu podmienené roznou dizkou a poétom
reStrikénych fragmentov vytvorenych Stiepenim gendmovej DNA urcitou reStrikénou
endonukledzou. Rozdiely vo velkosti restrikénych fragmentov u réznych jedincov sa daju
jednoducho identifikovat’ gélovou elektroforézou. [23, 31]

1.10.4 Detekcia nukleovych kyselin pomocou elektroforézy

Elektroforéza patri v molekularnej bioldgii k najpouzivanejSim separacnym technikdm
pri izolacii a analyze nukleovych kyselin. Zaradujeme ju medzi elektromigracné techniky,
ktoré vyuzivaju K separacii pohyb nabitych castic v elektrickom poli, kde sa pohybujt
konstantnou rychlostou timernou vel'kosti ich naboju, anionty k andde a kationty ku katode.
Hlavnym nositelom néboja nukleovych kyselin su negativne nabité fosfatové skupiny, a preto
sa nukleové kyseliny v elektrickom poli pohybuji k opacne nabitej elektrode — andde.
Rychlost” elektroforézy je dana stc¢inom elektroforetickej pohyblivosti (mobility) a intenzity
elektrického pola. Mobilita je uréena rovnovaznymi pomerom medzi silou pdsobiacou na idny
v elektrickom poli asilou vnutorného trenia. V priebehu elektroforézy teda dochadza
k rovnovahe medzi tymito dvoma silami. [23, 30]

1.10.4.1 Gélova elektroforéza

Vhodnym nosic¢om pre gélovu elektorforézu je agardézovy gél. Agardézové gély st vhodné
pre separaciu molekal nukleovych kyselin o velkosti od 100 bp do 50 kb. Elektrofréza
V agar6zovom g¢le sa pouziva na identifikéciu, separaciu a purifikaciu fragmentov DNA
ziskanych po PCR. Fragmenty DNA su delené v elektrickom poli na zaklade ich velkosti.
Molekuly DNA su spolu s farbivom nanasané do jamiek na gél a delenie prebehne na zaklade
rozdelenia prazkov farbiv o znamych molekulovych hmotnostiach. Intenzita prazkov je
umerna koncetracii DNA. Pre fragmenty DNA o velkosti 0,5 kb sa pouziva farbivo
bromfenolova modf a xylen cyanol sa pouziva s fragmentami o vel'kosti 5 kb. Pre detekciu
molekal DNA sa gél farbi vhodnym farbivom. NajcastejSie vyuzivané je fenantridinové
farbivo etidium bromid, ktory sa viaze medzi vlakna DNA. Komplex DNA s farbivom potom
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moze byt detegovany v Cerveno-oranzovej Casti spektra pomocou fluorescencie po oziareni
UV ziarenim o vinovej dizke 260-360 nm v transluminatore. Pre zistenie velkosti
jednotlivych fragmentov o nezndmej velkosti (ako poctu bazi) sa pouzivaji komercne
dostupné zmesi fragmentov DNA o definovanych velkostiach. [23, 30]

Obr. 7: Zariadenie pre gélovu elektroforézu
1.11 Test na stekut'ovanie Zelatiny (Dokaz proteolytickej aktivity kvasiniek)

1.11.1 Princip testu na stekut'ovanie Zelatiny

Mikroorganizmy moéZu rozkladat’ bielkoviny pomocou extracelularnych proteaz a peptidaz
(hydrolazy). Hydrolazy su enzymy, ktoré¢ katalyzuju hydrolyzu peptidovych vézieb peptidov
a bielkovin za uvolnenia karboxyskupiny a aminokyseliny a kde ¢initelom je voda:

H,N-R-CONH-R'+H,0 >H,N-R-COOH+H,N-R’ 1)

Zelatina je bielkovina, ktora po rozpusteni vo vode tvori gél a sluzi ako jediny zdroj uhlika
a energie pre kvasinky. Proteolytické kvasinky svojimi enzymami tento gél rozpustaju,
rozkladaju a Zelatina stekut'uje. Prikladom hydrolazy v pripade hydrolyzy zelatiny je enzym
zelatinaza, ktory hydrolyzuje Zelatinu a rozklada ju na polypeptidy, peptidy a aminokyseliny.
V pripade Ze analyzovany kmen kvasiniek Zelatinu skvapaliiuje znamena to Ze vlastni
hydrolazy a tym ma aj proteolyticku aktivitu. Kvalitativny dokaz protedz zistujeme vpichom
do mésopeptonovej Zelatiny. [32, 33, 34]

1.11.2 Postup testu na stekut’ovanie Zelatiny

Kultary kvasiniek oc¢kujeme do misopeptonovej zelatiny ockovacou ihlou. Vpich vedieme
rovnakym smerom do vnutra i von a priblizne 0,5 cm na dno skumavky. Skimavku drzime
vodorovne. Po naocCkovani inkubujeme 3 az 5 dni pri teplote 20 °C v termostate pri
kazdodennej kontrole. V pripade pozitivnej reakcie na uplatnenie proteolytickej aktivity
a pritomnosti proteaz daného mikroorganizmu Zzelatina skvapalni a nédsledne urCime tvar
stekutenia Zelatiny podla Obr. 8. [32, 33]
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Obr. 8: Stekutovanie Zelatiny: A — miskovité, B — ndlevkovité, C — vakovité, D — vodorovné,

E — vrstevnaté, F — upiné [32]
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2 EXPERIMENTALNA CAST
2.1 Pouzité pristroje, chemikalie a suroviny

2.1.1 Chemikalie
e 10 x Taq pufer pre PCR mix (Kapa Biosystems, USA)
e Agar, kvasnicovy extrakt (HiMedia Laboratories Limited Mumbai, Indie)
e Agaro6za pre elektroforézu DNA (Serva Biotech, Nemecko)
e Dizkovy §tandard 20 bp (Takara Bio Inc., Japonsko)
e Dizkovy $tandard 100 bp (Elizabeth Pharmacon s. r. 0., CR)
e dNTP mix (Kapa Biosystems, USA)
e Etanol bezvody pre UV spektrometriu — C2HsOH (Mach chemikalie s. . 0., CR)
e Etidium bromid (Serva Bitech, Némecko)
e Komeréni sada Ultra Cleantm Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon)
e Kyselina propionova (Raechim, Rusko)
e Misopeptonova zelatina (12% zelatina)
e Nanasaci pufer Loading buffer (Fermentas, Litva)
e Parafinovy olej
e Priméry ITS1, ITS4 (Kapa Biosystems, USA
e Repkovy olej
e Restrikéné endonukleazy — Haelll, Hinfl, Hhal, Tagl*
e Sladina (pivovar Starobrno s.r.o., CR)
e Spirit blue agar
e Sterilni a deionizovana voda
e Tag DNA polymeraza (Kapa Biosystems, USA)
e CHs3COONa, EDTA, H3BOs, HCI, NaOH, Na2CQg, Tris

2.1.2 Pristroje a zariadenie
e Analytické vahy (A&D, Instruments LTD, Japonsko)
e Autoklav
e Bakteriologické kl'ucky
e Bunicita vata
e Bunsenov kahan
e Centrifaga Eppendorf 5430 R (Eppendorf AG, Nemecko)
e Elektroforeticka vatia Owl separation systeme, model B1, B2, D3 (Biotech s.r.0., CR)
e Erlenmayerove banky
e Exzikator
e Laboratorne sklo
e Chladnic¢ka a mrazni¢ka k uchovavaniu vzoriek DNA
e Mikropipety Biohit (Biotech s.r.o., CR)
e Mikropipety pipet4u (AHN Biotechnologie GmbH, Nemecko)
e MikrovInna rira ETA 1195 (CR)
e Mikroskiimavky Eppendorf
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e Minicentrifiga National LABNET C — 1200 (Biotech s.r.0., CR)
e Ockovacia ihla

e Parafilm (American Nacional Cantm, USA)

e PCR box AURA MINI (Bioair instruments, Taliansko)

e Plastové Petriho misky

e Predvazky EK-600 H (A&D, Instruments LTD, Japonsko)
e Skumavky

e Sterilny box pre mikrobiologicku pracu

e Stojan na skimavky

e SusSiarna (Binder, Nemecko)

e Termocyklér PTC-100TM, (MJ Research, Inc, USA)

e Termostat IP 100-U (LTE SCIENTIFIC, Velka Britania)
e Transluminator (Ultra Lum. Inc, USA)

e Vortex LABNET VX 100 (Biotech s.r.0., CR)

e Vortex-Genie 2, MO Bio (Biotech s.r.o., CR)

2.1.3 Suroviny

Boli testované zbierkové kvasinky, ktoré pochadzaju s CCY (Zbierka kultir kvasiniek,
Chemicky ustav SAV, Bratislava). Vzorky kvasiniek boli dodané v skimavkach na Sikmych
agaroch a z nich bola priamo prevedena izolacia. Jednotlivé druhy boli oznacené ¢islami 1 az
5 a st uvedené v nasledujicej Tab. 4.

Tab. 4: Zoznam analyzovanych druhov kvasiniek

Cislo vzorky - . .
i . o Cislo kmena Druh Povod
(Pracovné oznacenie)
Candida boidinii . .
1(35) 29-56-1 ) olivy, Taliansko
(C. olivarum)
2 (36) 29-175-3 Candida oleophila hruska
3 (38) 29-26-33 Yarrowia lipolytica kukurica
4 (39) 29-26-5 Yarrowia lipolytica olivy, Taliansko
kontami y t
5 (41) 29-12-8 Candida intermedia | o novany SYFLYpU
camembert

2.2 Priprava pouzitych roztokov

2.2.1 Priprava etidium bromidu

Pre pripravu zasobného roztoku EtBr bolo navazené 10 mg EtBr do mikroskiimavky
Eppendorf a odvazené mnozstvo bolo rozpustené v 1 ml destilovanej vody. Takto pripraveny
roztok EtBr bol pouzity pre vizualizacie fragmentov na gélu. [25]

! Oznacenie vzorku v internej databaze laboratéria
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2.2.2 Priprava 10xTBE pufru

Pre pripravu zasobného roztoku TBE pufru bol najskér nachystany 0,5 M roztok EDTA
nasledujucim spdsobom: bolo navazené 9,36 g EDTA a prevedené do kadicky, bolo pridané
20 ml destilovanej vody a upravené pH na hodnotu 8 koncentrovanym roztokom NaOH. Tato
zmes bola 30 minit rozmieSavana na elektrickej miesacke do tpIného rozpustenie EDTA.
Tento roztok bol prevedeny do odmernej banky o objeme 50 ml a bol doplneny destilovanou
vodou po znaCku. Z premiesané¢ho roztoku bolo odobrané 40 ml a naliate do 1000 ml
odmernej banky. K roztoku bolo dalej pridané 108 g Tris a 55 g H3BOs;. vSetko bolo
rozpustené a doplnené destilovanou vodou po znacku. [25]

2.2.3 Priprava 1xTBE pufru s etidium bromidom

Na pripravu 1xTBE pufru, ktory bol pouzity na pripravu gélov pre elektroforeticku
detekciu DNA fragmentov, bolo zo zasobného roztoku odobrané 100 ml do odmernej banky
0 objeme 1000 ml a doplnené destilovanou vodou po znacku. Pre pripravu vodivostného
pufru pre elektroforézu bolo k 1000 ml 1 x TBE pufru pridané 100 pul roztoku EtBr. [25]

2.2.4 Priprava dizkovych $tandardov 100 bp a 20 bp

Dizkovy $tandard 100 bp bol dodany v pripravenej forme. Na gél bol nanasany v objeme
3 ul. Dizkovy $tandard 20 bp bol pripraveny podla dodavaného navodu nasledujucim
sposobom. Pre pripravu dizkového $tandardu bolo zmiesané 2.5 pl 20 bp DNA, 2,5 pl
sterilnej destilovanej vody a 1 pl nanaSacicho pufra dodavaného spolo¢ne s 20 bp DNA.
Takto pripraveny dizkovy $tandard bol aplikovany na gél v celkovom objeme 6 pl.

2.2.5 Priprava 2% agarozového gélu

Na elektroforetickti detekciu DNA fragmentov bol pouZity 2% agardzovy gél pripraveny
z2 g agardzy zmieSanej so 100 ml 1xTBE pufru v Erlenmeyerovej banke. Zmes bola
dokonalo rozpustena opakovanym varom v mikrovinnej rare.

2.2.6 Priprava 4% agarézového gélu

Na elektroforeticku detekciu DNA fragmentov bol pouzity 4% agarézovy gél pripraveny
zo 4 g agardzy zmieSanej so 100 ml 1xTBE pufru v Erlenmeyerovej banke. Zmes bola
dokonalo rozpustena opakovanym varom v mikrovinnej rare.

2.2.7 Priprava octanového pufru

Bolo navazené 2,46 g CH3COONa a toto mnozstvo bolo rozpustené v 7 ml destilovanej
vody. Pridavkom koncentrovanej HCl bolo upravené pH na hodnotu 5,5. Roztok bol
kvantitativne prevedeny do 10 ml odmernej banky a doplneny destilovanou vodou po znacku.
Pripraveny roztok bol uchovavany pri teplote 4 °C. [25]

2.2.8 Priprava 80% etanolu
1,25 ml 96 % etanolu bolo zmiesané z 0,25 ml destilovanej vody a roztok bol skladovany
pri teplote - 20 °C.

2.2.9 Priprava PCR zmesi
PCR zmes pre jednu vzorku bola pripravena zmieSanim nasledujacich PCR komponentov
Vv mnozstve uvedenom v Tab. 5.

39



Tab. 5: PCR komponenty pre pripravu PCR zmesi

PCR komponenty Objem [ul]
Sterilna voda 128,7
Pufer 15
dNTP mix 3
Primér ITS1 0,6
Primér 1TS4 0,6

K celkovému mnozstvu 147,9 pl pripravenej zmesi bolo pridané 1,5 pl templatovej DNA
a 0,6 ul termostabilnej Taq polymerazy. Negativna kontrola bola pripravend rovnakym
spdsobom, ale miesto templatovej DNA bolo k reakénej zmesi pridané 1,5 pl sterilnej vody.

2.3 Pracovné postupy

2.3.1 Izolacia Cistych kultur kvasiniek

Pre izolaciu kvasiniek zo syrov je potrebné rozsirit interni databazu laboratoria
0 zbierkové kvasinky, ¢o bolo tiez predmetom bakalarskej prace. Kvasinky pre nasu databazu
pochadzaju z CCY (Zbierka kultur kvasiniek, Chemicky tstav SAV, Bratislava).

2.3.2 1Izolacia DNA

Izolacia kvasinkovej DNA bola vykonand pouzitim komeréného setu Ultra CleanTech
Microbial DNA Isolation Kit podla priloZzeného navodu na pouzitie. Do rozbijacej
mikroskimavky bol pipetovany rozbijaci pufer v objeme 300 pl, v ktorom boli potom
rozsuspendované dve ockovacie ocka kvasinkovej kultiry. K tejto zmesi bolo napipetované
50 pl roztoku MD1. Mikroskumavky boli vloZené v horizontdlnej polohe do adaptéra vortexu
a 10 minat vortexované pri maximalnej rychlosti. Potom bola zmes v mikroskimavkach
centrifugovana 1 mintatu pri 10 000 otackach a teplote 4 °C (vSetky d’alie centrifugacie boli
vykondvané za rovnakych podmienok). Priblizne 350 pl supernatantu bolo prenesené do Cistej
mikroskimavky a bolo k nemu pridané 100 pl roztoku MD2. Tato zmes bola kratko
premieSana na vortexe a inkubovana 5 minat pri teplote 4 °C. Potom bola zmes
centrifugovdna a ziskany supernatant (priblizne 450 pl) bol opit preneseny do Cistej
mikroskimavky a k nemu bolo pridané 900 pl roztoku MD3 a zmes bola kratko
zvortexovana. 700 ul pripravenej zmesi bolo pipetované na kolonku a centrifugované.
Prefiltrovany roztok bol odstraneny a na kolonku bol pipetovany zvySok zmesi a znovu
to bolo scentrifugované. Prefiltrovany roztok bol opat’ odstraneny a na t istG kolonku bolo
pridané 300 pl roztoku MD4 a kolonka bola centrifugovana. Prefiltrovany roztok bol
odstraneny a koldnka eSte raz centrifugovand. Kolonka bola potom opatrne prenesend
do ¢istej skimavky a do stredu bielej membrany kolonky bolo pipetované 50 ul roztoku MD5
a scentrifugované. Kolonka bola odstranena a roztok DNA v mikroskiimavke bol pre d’alsie
pouzitie uchovany pri - 20 °C. [27]
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2.3.3 Amplifikacia izolovanej DNA metédou PCR

Amplifikacia DNA bola uskuto¢nena pomocou metody PCR. Z pripravenej PCR zmesi
(mastermix) o celkovom objeme 150 pl bolo pipetované 147,9 pl do mikroskimavky
Eppendorf 0 objeme 0,5 ml a na toto mnozstvo bolo pridané 1,5 pl izolovanej DNA a 0,6 ul
Tag polymerazy. Zmes bola mierne zvortexovana a vlozena do termocykléra. V termocykléri
bola templatovdi DNA namnozena polymerazovou retazovu reakciou podla teplotného
a ¢asového profilu uvedeného v Tab. 6. K amplifikacii v oblasti 5,8S-ITS rDNA boli pouzité
priméry ITS1 a ITS4. Sekvencie jednotlivych primérov st uvedené v Tab. 7. Negativna
kontrola bola pripravend rovnakym spdsobom, ale namiesto templatovej DNA bolo k reakcnej
zmesi pridané 1,5 pl sterilnej vody.

Tab. 6: Teplotny a casovy profil PCR

. 25 cyklov
Jednotlivé Pociatocna Privoieni | L. Bl .
. ripojenie olymerizécia ongacia
kroky denaturacia denaturacia p J pow &
primérov

Teplota [°C] 94 94 48 72 72

Cas [min] 4 1 05 1 10
Tab. 7: Pouzité priméry a ich sekvencie

Primér ITS1 ITS4

Sekvencia | 5" TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3" | 5" TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’

2.3.4 Precistenie PCR produktu

PCR produkt je nutné pred restrikénou analyzou precistit aby sme odstranili vSetky
neziaduce zlozky, ktoré by mohli negativne ovplyvnit’ aktivitu restriktaz a ziskali tak Cista
DNA. Bolo zmiesané 20 pul amplifikovanej DNA s 2 pl acetatového pufra. Zmes bola kratko
zvortexovana a k zmesi bolo pridané 60 pl 96 % etanolu, vychladeného na teplotu —20 °C.
Této zmes sa potom centrifugovala 30 minut pri 4 °C a 14 000 otackach. Supernatant bol
dekantovany a prebytocny roztok bol zliaty. K supernatantu bolo do mikroskiimavky
pipetované 60 pl 80 % etanolu a obsah bol opit’ centrifugovany pri rovnakych podmienkach.
Supernatant bol znovu dekantovany a zvySok etanolu v mikroskiimavkach bol vysuseny
v exzikatore po dobu 30 minut.

2.3.5 Restrikéna analyza

K DNA po precisteni bolo pipetované 13,4 ul destilovanej vody, 1,5 ul pufra a 0,1 pl
reStrikéného enzymu. Pripravené vzorky boli inkubované pri teplote 37 °C po dobu 16 hodin
a na zaver bola teplota zvySena na teplotu denaturdcie enzymu na 80 °C po dobu 20 mintt,
aby doSlo kinaktivacii enzymu. Zmesi vzniknutych restrikénych fragmentov vSetkych
analyzovanych vzoriek boli uschované pri teplote -20 °C, popripade boli ihned’ identifikované
elektroforézou v agar6zovom géle. Vlastnosti pouzitej restrikénej endonukledzy, su uvedené
v Tab. 8.
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Tab. 8: Pouzité restrikéné endonukledzy

Rozpoznavacie
. .. Teplota . 2-q
. miesto na sekvencii | | . Teplota inkubacie
Nazov . inkubacie [°C] .
i Producent enzymu DNA . [°C] pri 20
enzymu 5 53 pri 16 mingitach
, , hodiniach
3«5
Haemophilus GG  CC
Haelll Phid 37 80
aegypticus CC T GG
_ Haemophilus Gl ATC
Hinfl . 37 80
influenzae CTATG
Haemophilus GCG | C
Hhal . 37 80
haemolyticus Cc T GCG
_ TV CGA
Taqgl” Thermus aquaticus 37 80
AGCTT

2.3.6 Elektroforeticka detekcia PCR produktov a restrikénych fragmentov

PCR produkty aj reStrikéné fragmenty boli detegované pomocou horizontalnej
elektroforézy na 2% alebo 4% agar6zovom géle. Podl'a poctu analyzovanych vzoriek boli
pouzité rozne velkosti elektroforetickych van. Gél na velku vaiu (50 jamiek) bol pripraveny
vV objeme 100 ml, gél na strednt vatu (20 jamiek) v objeme 60 ml a na mala vaiiu (14 jamiek)
v objeme 40 ml. Ku gélu bol pridany etidium bromid v objeme 10 000 krat mensom, nez bol
objem gélu (4 pul, 6 pl ,10 pl). Vzorky boli na gél nanasané tak, ze bol zmieSany 1 pl
nanaSacieho pufru s 5 pl vzorky a 5 pl tejto zmesi bolo pipetovanie do jamky na gélu.
Negativna kontrola u PCR bola nanesend rovnakym sposobom. Pozitivna kontrola
k restrikénej analyze bola vykonana tak, Ze bol naneseny PCR produkt zhodujuci sa s dizkou
amplikonu, ktory bol pre restriként analyzu pouzity. Pre detekciu PCR produktu bol
do okrajovych jamiek na géle naneseny dizkovy Standard 100 bp vobjeme 3 pl.
Pre porovnanie dizok restrikénych fragmentov boli do jamiek na géle nanesené dizkové
Standardy 100 bp v objeme 3 pl a20 bp v objeme 6 pl. Delenie fragmentov prebiehalo
vo vel'kej elektroforetickej vani pri konstantnom napiti 60 V po dobu 3 hodin. V strednej vani
prebiehala detekcia pri konstantnom napéti 55 V 3 hodiny a v malej vani pri konStantnom
napiati 55 V po dobu 2,5 hodin. Po ukonceni -elektroforézy bol gél preneseny
do transluminatoru a pod UV svetlom bol vyfotografovany nainstalovanou kamerou a snimok
bol ulozeny do pocitaca pre neskorSie spracovanie.

2.4 Screening lipolytickej aktivity

K overeniu lipolytickej aktivity vybranych mikroorganizmov s CCY (Zbierka kultar
kvasiniek, Bratislava) uvedenych v Tab. bol pouzZity test na Spirit blue agar. Zivné médium
bolo pripravené a sterilizované podl'a navodu vyrobcu, potom bolo rozliate na Petriho misky.
AKo substrat bol pouzity repkovy olej v mnozstve 30 ml na 1000 ml média. Povrchova
kultivicia prebiehala po dobu 24 hodin pri teplote 26 °C. Principom je zmena farby tuhého
média s obsahom farebného indikatora pri hydrolyze repkového oleja lipolytickymi
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enzymami. Indikator Spirit Dye tvori s tukovou fazou komplex, ktory je zodpovedny
za matny vzhlad. Lipolytické enzymy tuk rozkladaja, matny vzhl'ad teda mizne. Pozitivnou
reakciou je vyjasnena zona okolo kolonii pripadne zmena farby kolonii. [28]
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3 VYSLEDKY A DISKUSIE

Cielom bakalarskej prace bolo rozsirit’ internu databazu laboratdria a otestovat’ vybrané
fyziologické vlastnosti zbierkovych kmenov kvasiniek, ktoré pochadzaju z CCY (Zbierka
kultar kvasiniek, Bratislava). Boli pouzit¢ vzorky piatich zbierkovych kvasiniek, ktoré su
uvedené v Tab.. Na tychto typovych kvasinkach bola prevedena PCR a restrikéna analyza
enzymami Haelll, Hinfl, Hhal, Taql” a na detekciu PCR produktov a restrik¢nych fragmentov
bola pouzitd gélova elektroforéza. Dizky fragmentov ziskané po elektroforéze posluzia
na identifikaciu kvasinkovych druhov izolovanych zo syrov. V druhej cCasti prace sme
ur¢ovali lipolyticku aktivitu vzoriek typovych kvasiniek pochadzajucich z CCY (Bratislava).

3.1 Izolacia DNA

Zbierkové Kkvasinky uvedené v Tab. boli dodané vo forme Sikmych agarov, zaliate
sterilnym parafinovym olejom a pre neskorSie pozitie ulozené v chladnicke pri konstantnej
teplote 2 °C. Z tychto Sikmych agarov bola priamo izolovana DNA pomocou komeréného
setu CleanTech Microbial DNA Isolation Kit podl'a priloZzeného navodu vid’ 2.3.2. Po izolacii
bola DNA pre d’alsie pouzitie uchovavana v mraznicke pri teplote - 20 °C.

3.2 Amplifikicia izolovanej DNA metédou PCR

Amplifikacia izolovanej DNA u vzoriek typovych kvasiniek bola prevedend na useku
5,8S-ITS rDNA oznaenom priméry ITS1 a ITS4. Pre elektroforézu bol zvoleny 2 %
agarozovy gél a bola pouzita vel’ka vana pri konStantnom napéti 60 V po dobu 3 hodin. ale aj
malé/stredna vafia pri konstantnom napéti 55 V po dobu 2,5 az 3 hodiny. Ziskané dizky
fragmentov boli 380 bp, 450 bp, 680 bp a 700 bp. Fragmenty dizky 380 bp mala vzorka ¢.3
a vzorka ¢.4, 450 bp patri vzorke ¢. 5, 680 bp mala vzorka ¢.2 a velkost’ 700 bp mala vzorka
&.6. Vietky analyzované vzorky su uvedené aj spolu s dizkami fragmentov v Tab.. Ukazka
delenia fragmentov PCR produktu je uvedena na Obr. 9. Dizky PCR produktu boli stanovené
od¢itanim z elektroforeogramu za pouzitia Standardu.

Tab. 9: Dizky fragmentov PCR produktov ziskanych amplifikaciou 5,8-1TS oblasti typovych kvasiniek

Cislo vzorky »
i o, . Dlzky PCR
(Pracovné Cislo kmena Druh
_ produktu [bp]
oznacenie)
C. boidinii
1(35) 29-56-1 ) 700
(C. olivarum)

2 (36) 29-175-3 C. oleophila 680

3(38) 29-26-33 Y. lipolytica 380

4 (39) 29-26-5 Y. lipolytica 380

5 (41) 29-12-8 C. intermedia 450
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S100 35 36 39 Nk S100

Obr. 9: Ukdzka gélu po PCR pre vzorky typovych kvasiniek ¢.35,36 a 39, vzorky ¢.38 a ¢.41 nie su
zobrazené. Delenie prebehlo v 2% agarézovom gélu pri konStantnom napdti 55 V a doba delenia bola
120 minut. Sygo-dizkovy Standard 100 bp, Sx-dizkovy Standard 20 bp, n-negativna kontrola.

3.3 Restrikéna analyza typovych kvasiniek (RFLP-PCR)

DNA po PCR bola nasledne predistena a podrobend restrikéni analyze. Stiepenie
amplifikovanej DNA na Specifické fragmenty prebehlo pomocou nasledujtcich restrikénych
endonukleaz: Haelll, Hinfl, Hhal, Tagl®. Ziskané fragmenty DNA boli rozdelené
a detegované pomocou elektroforézy v 4% agar6zovom gélu. Pre kazdy enzym je uvedena
tabul’ka zo ziskanymi dizkami re$trikénych fragmentov po Stiepeni amplifikovanej DNA
typovych kvasiniek uvedenych v Tab. 4. Ukazky gélov restrikénych fragmentov ziskanych
po stiepeni amplifikovanej DNA st uvedené v prilohach.

3.3.1 Restrikéna endonukleaza Haelll

Enzym Haelll rozpoznava a §tiepi miesto 5" GG | CC 3’DNA. U typovych kvasiniek ¢. 1,
2, 3 a 4 neboli najdené Stiepne miesta, teda amplikény neboli Stiepené tymto enzymom.
Vzorka ¢. 5 mala PCR produkty rozstiepené na dva fragmenty. Ziskané vel'kosti fragmentov
vzoriek typovych kvasiniek st uvedené v Tab.. Ukazka gélu na ktorom su vysledky
reStrikénych fragmentov ziskanych Stiepenim produktu PCR zbierkovych kvasiniek pomocou
enzymu Haelll je uvedena v prilohe (vid’ Obr. 12).
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Tab.10: Dizky restrikcnych fragmentov ziskané Stiepenim PCR produktu restrikénou endonukledzou
Haelll

Cislo vzorky » Dizky
i 2 . Dizky PCR . v,
(Pracovné Cislo kmena Druh restrikénych
. . produktu [bp]

oznacenie) fragmentov [bp]

C. boidinii Stiepi

1(35) 29-56-1 _ 700 Hestep!

(C. olivarum)

2 (36) 29-175-3 C. oleophila 680 nestiepi

3(38) 29-26-33 Y. lipolytica 380 nestiepi

4 (39) 29-26-5 Y. lipolytica 380 nestiepi

5 (41) 29-12-8 C. intermedia 450 420+30

3.3.2 Restrikéna endonukleaza Hinfl

Dalsia pouzita restrikéna endonukledza bol enzym Hinfl. Tento enzym rozpoznava a Stiepi
miesto 5" G | ATC 3" DNA. Vsetkych 5 vzoriek typovych kvasiniek bolo Stiepené tymto
enzymom na fragmenty. Vzorka ¢. 1 na tri fragmenty, vzorka ¢. 2, 3 a 4 na dva fragmenty.
Vzorka ¢. 5 bola §tiepena dokonca na §tyri fragmenty. Dizky restrikénych fragmentov vzoriek
typovych kvasiniek ziskané po elektroforéze st uvedené v Tab.. Ukazka gélu na ktorom su
vysledky restrikénych fragmentov ziskanych stiepenim produktu PCR zbierkovych kvasiniek
pomocou enzymu Hinfl je uvedena v prilohe (vid’ Obr. 11).

Tab.11: Dizky restrikénych fragmentov ziskané Stiepenim PCR produktu restrikénou endonukledzou
Hinfl

Cislo vzorky » Dizky
i o, . Dizky PCR o,
(Pracovné Cislo kmena Druh restrikénych
.. produktu [bp]
oznadenie) fragmentov [bp]
C. boidinii
1(35) 29-56-1 ) 700 420+180+100
(C. olivarum)
2 (36) 29-175-3 C. oleophila 680 340+340
3(38) 29-26-33 Y. lipolytica 380 210+170
4 (39) 29-26-5 Y.lipolytica 380 210+170
5 (41) 29-12-8 C. intermedia 450 200+180+50+20

3.3.3 Restrikéna endonukleaza Hhal

Dalsi enzym pouzity na restrikéna analyzu bol Hhal. Tato restrikéna endonukleaza Stiepi
DNA v mieste 5° GCG | C 3’. Vsetky vzorky analyzovanych typovych kvasiniek boli
Stiepené tymto enzymom na fragmenty o roznych dizkach. Vzorka &. 1 bola tiepena na tri
fragmenty, vzorky €. 2 - 5 na dva fragmenty. Po restrikénej analyze prebehla elektroforéza
a vysledné dizky fragmentov si zaznamenané v Tab. 12. Ukazka gélu na ktorom st vysledky
reStrikénych fragmentov ziskanych Stiepenim produktu PCR zbierkovych kvasiniek pomocou
enzymu Hhal je uvedena v prilohe (vid’ Obr. 13).

46




Tab.12: Diky restrikcnych fragmentov ziskané Stiepenim PCR produktu restrikénou endonukledzou
Hhal

Cislo vzorky » Dizky
i 2 . Dizky PCR . v,
(Pracovné Cislo kmena Druh restrikénych
. . produktu [bp]
oznacenie) fragmentov [bp]
C. boidinii
1(35) 29-56-1 ot 700 340+300+60
(C. olivarum)
2 (36) 29-175-3 C. oleophila 680 340+320
3(38) 29-26-33 Y. lipolytica 380 210+170
4 (39) 29-26-5 Y.lipolytica 380 210+170
5 (41) 29-12-8 C. intermedia 450 240+210

3.3.4 Restrikéna endonukledza Taql”

Restrikéna endonukledza Taql” Stiepi 5° T4 CGA 3 DNA. Enzym Taql” rozstiepil vietky
vzorky typovych kvasiniek na fragmenty. Vzorky €. 2 a €. 5 boli Stiepené tymto enzymom
na tri fragmenty o roznych dizkach. Vzorky ¢. 2 a ¢&. 3 boli §tiepené enzymom Tagl* na dva
fragmenty. Po restrikénej analyze prebehla elektroforéza a vysledné dizky fragmentov st
zaznamenané v Tab. 13. Ukazka gélu na ktorom s vysledky restrikénych fragmentov
ziskanych Stiepenim produktu PCR zbierkovych kvasiniek pomocou enzymu Tagl” je
uvedena v prilohe (vid’ Obr. 14).

Tab. 13: Diky restrikénych fragmentov ziskané Stiepenim PCR produktu restrikénou endonukledzou
Tagl”

Cislo vzorky » Dizky
i o, . Dizky PCR o,
(Pracovné Cislo kmena Druh restrikénych
.. produktu [bp]
oznadenie) fragmentov [bp]
C. boidinii )
1(35) 29-56-1 . 700 nutno opakovat’
(C. olivarum)
2 (36) 29-175-3 C. oleophila 680 340+280+60
3(38) 29-26-33 Y. lipolytica 380 260+120
4 (39) 29-26-5 Y.lipolytica 380 260+120
5 (41) 29-12-8 C. intermedia 450 280+130+40

3.4 Screening lipolytickej aktivity vybranych mikroorganizmov

Test na Spirit blue agar na dokaz lipolytickej aktivity bol prevedeny s 5 analyzovanymi
druhmi kvasiniek, ktoré st uvedené v Tab.. Hned’ po prebehnuti povrchovej kultivacie teda po
24 hodinach bolo viditeI'né, Ze vSetkych 5 skiimanych vzoriek kvasiniek ma lipolyticka
aktivitu teda st schopné produkcie lipaz. Skimané mikroorganizmy metabolizovali olej
pritomny v médiu, ktory sluzi ako zdroj uhliku pre lipolytické mikroorganizmy a vytvorili
okolo kolonii svetlé kruhy vid’ Obr. 10.

2 Z dévodu nepodarenej restrikénej analyzy bude nutné elektroforézu po restrikénej analyze enzymom Taql®
pre vzorku €. 1 zopakovat’
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Obr. 10: Test na Spirit blue agar: 1 — Candida boidinii, 2 — Candida oleophila, 3 — Yarrowia
lipolytica, 4 — Yarrowia lipolytica, 5 — Candida intermedia
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4 ZAVER

Podstatou bakalarskej prace bolo rozsirit” interna databazu laboratoria a otestovat’ vybrané
fyziologické vlastnosti analyzovanych kmenov zbierkovych kvasiniek pochadzajucich z CCY
(Zbierka kultur kvasiniek, Bratislava).

V prvej Casti literarnej reserSe je uvedena charakteristika syrov, technologia vyroby syrov
proteolyza a lipolyza v syroch, charakteristika kvasiniek ich pozitivne a negativne Gc¢inky
na kvalitu potravin a zakladné rody kvasiniek vyskytujice sa v syroch. V druhej casti
literarnej reSerSe bola zobrazena metoda identifikacie kvasiniek pomocou PCR-RFLP a jej
jednotlivé kroky ktoré boli prakticky uskutocnené v experimentalnej Casti.

V experimentalnej Casti bola na vzorkéach piatich typovych kvasiniek, ktoré su uvedené
v Tab. prevedend PCR areStrikénd analyza enzymami Haelll, Hinfl, Hhal, Tagl”
a na detekciu PCR produktov a restrikénych fragmentov bola pouzita gélova elektroforéza.
V druhej ¢asti prace sme uskutocnili test na Spirit blue agar pre dokaz lipolytickej aktivity
kvasiniek na vzorkach typovych kvasiniek pochadzajucich z CCY (Bratislava).

Ziskané dizky restrikénych fragmentov po elektroforéze buda zalozené do internej
databaze laboratdria a poslizia na identifikaciu kvasinkovych druhov izolovanych zo syrov.
Test na Spirit blue agar vysiel pozitivne pre vSetkych péat’ analyzovanych vzoriek typovych
kvasiniek a tym potvrdil schopnost’ lipolytickej aktivity kvasiniek. Pritomnost’ lipaz bol teda
dokazany u rodu Candida (C. boidinii (C. olivarum), C. oleophila, C. intermedia) a rodu
Yarrowia (Y. lipolytica).
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6 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

ATP adenozintrifosfat

aw aktivita vody

bp pocet parov bazi

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA ethylendiamin tetraoctova kyselina

EtBr etidium bromid

GTP guanosintrifosfat

ITS vnutorna prepisova oblast’ (z angl. internal trascribed spacer)
kb pocet parov kilobazi

kPa jednotka tlaku kilopascal

MRNA mediatorova ribonukleova kyselina

PCR polymerazovéa retazova reakcia

rDNA ribozomalna deoxyribonukleova kyselina

RFLP polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov

RNA ribonukleova kyselina

rRNA ribozomalna ribonukleova kyselina

°SH jednotky titra¢nej kyslosti dle Soxhleta Henkela pouzivané v strednej

Europe, titracna kyslost’ udava spotrebu 0,25 M NaOH na neutralizaciu
100 ml mlieka ( alebo 100 g vyrobku).

Taq termostabilnd DNA polymeréaza
Tris tris-(hydroxymethyl)amino-metan
uv ultrafialové ziarenie

\ jednotka napdtia
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7 PRILOHY

S0 S20 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 36 Sy S

Obr. 11: Ukdzka gélu na ktorom su vysledky restrikénych fragmentov ziskanych Stiepenim produktu
PCR zbierkovych kvasiniek pomocou enzymu Hinfl. Medzi uvedenymi vzorkami su ¢. 35, 36, 38, 39 a
41, ktoré boli spracované v ramci tejto bakalarky, Sioo-dlzkovy Standard 100 bp, Sx-dlzkovy Standard
20 bp
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Obr. 12: Ukdzka gélu na ktorom su vysledky restrikcnych fragmentov ziskanych stiepenim produktu
PCR zbierkovych kvasiniek pomocou enzymu Haelll Medzi uvedenymi vzorkami su ¢. 38 a ¢. 41,
ktoré boli spracované v ramci tejto bakalarky, Sip-dizkovy standard 100 bp, Sx-dizkovy Standard
20 bp

S20S100222324 2526 272829 303132 33343536 373839 40414243 443335 Sipo

Obr. 13: Ukadzka gélu na ktorom su vysledky restrikcnych fragmentov ziskanych Stiepenim produktu
PCR zbierkovych kvasiniek pomocou enzymu Hhal. Medzi uvedenymi vzorkami su ¢. 35, 36, 38, 39
a 41, ktoré boli spracované v rdmci tejto bakaldrky, Si-dizkovy Standard 100 bp, Ss-dlzkovy
Standard 20 bp
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Sy 22232425 262728 29303132 333435 363738 3940 41424344 33Sy Sigo

Obr. 14: Ukdzka gélu na ktorom sui vysledky restrikcnych fragmentov ziskanych Stiepenim produktu
PCR zbierkovych kvasiniek pomocou enzymu Taql®. Medzi uvedenymi vzorkami su ¢. 35, 36, 38, 39
a 41, ktoré boli spracované v ramci tejto bakaldrky, Si-dlZkovy Standard 100 bp, Sy-dizkovy
Standard 20 bp
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