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Kinetyka procesu biosyntezy toksyn Killerowych
przez drozdze Debaryomyces hansenii

Wstep

Zdolnoé¢ drozdzy do produkcji biatek killerowych oraz od-
porno$é 1 wrazliwo$¢ na nie moze istotnie wplywaé na
ksztaltowanie sie wzajemnych stosunkéw miedzy mikroorga-
nizmami w danej niszy ekologiczne;j.

Drozdze Debaryomyces hansenii i ich anamorficzna forma
Candida famata zasiedlaja réznorodne Srodowiska; wyste-
puja w wodach morskich, na roslinach, owocach 1 skérze ssa-
kow. Sa izolowane praktycznie ze wszystkich typéw mrozone)
i chtodzonej zywnosci. Powszechnie wystepuja w takich pro-
duktach spozywczych, jak: mleko, jogurty, lody, kielbasy,
szynki, sosy 1 dipy. Jednak gléwnym zZrédlem izolacji tych
drozdzy sg sery dojrzewajace. W odréznieniu od innych ga-
tunkéw drozdzy, D. hansenii jest gatunkiem dominujacym
w wiekszoSci seréw [1]. Tworzenie toksyn killerowych moze
by¢ jednym z czynnikéw zapewniajacych szczepom tego ga-
tunku przewage nad innymi drozdzami w fermentowanej
zywnosci. W piémiennictwie naukowym jest na ten temat nie-
wiele informacji. Weze$niejsze badania autoréw pokazaty, ze
izolaty D. hansenii z seréw Rokpol wykazywaly aktywnos$é
béjcza przede wszystkim wobec szczepow gatunku Y. lipolyti-
ca [2, 3]. Podobnie do innych halofilnych drozdzy, stwierdzo-
no, ze dodatek NaCl do podloza wzmagal toksyczno§é bialek
killerowych D. hansenii. Natomiast w przeciwienstwie do sto-
sunkowo dobrze poznanych bialek killerowych drozdzy Sac-
charomyces. cerevisiae, Kluyveromyces lacti czy Schwaniomy-
ces occidentalis, przejawiajacych najwyzsza aktywno$é
w temperaturze okoto 25°C, wiekszo$é badanych szczepéw D.
hansenii najwieksza ilo$¢ toksyny Kkillerowej produkowato
w temperaturze 14°C, typowej dla procesu dojrzewania sera.
Powyzsze dane §wiadcza o tym, ze toksyna killerowa drozdzy
D. hansenii jest nowa, dotychczas w zasadzie nie opisang
substancja biatkowa.

Celem badan bylo poréwnanie kinetyki i efektywnosci syn-
tezy toksyn killerowych przez 3 szczepy drozdzy Debaryomy-
ces hansenii.

Materialy i metody

Przedmiotem badan byly szczepy Debaryomyces hansenii:
All4b, MI1a i KI2a produkujace toksyny killerowe oraz wzor-
cowy szczep wrazliwy Yarrowia lipolytica PII6a do badania
poziomu tworzonych toksyn. Drozdze pochodzily z kolekcji
wlasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci Uni-
wersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Szczepy te zostaty
wyizolowane z sera Rokpol. Przechowywano je na skosach
YPG w temperaturze 4°C i cyklicznie przeszczepiano.

Podloza. Biosynteze toksyn killerowych przez badane
drozdze prowadzono w podlozu YPG o skladzie: ekstrakt
drozdzowy 10 g, pepton 20 g i glukoza 20 g, bufor cytryniano-
wo-fosforanowy (pH 4,6) 1000 mL. Agarowe podtoze YPG-MB
z dodatkiem blekitu metylenowego (MB) w ilosci 0,03 g/L sto-
sowano do oznaczania aktywnoSci béjczej w hodowlach dro-
zdzy Debaryomyces.

Techniki hodowli. Hodowle prowadzono w bioreaktorze
BIOSTAT B-PLUS (Sartorius, Germany), w objetosci roboczej
3 L. W czasie procesu utrzymywano temperature 14°C,
przeplyw powietrza na poziomie 0,36 vvm, szybko§¢ obrotowa,
mieszadla 500 rpm. Inokum stanowita 72-godz. hodowla
wstrzasana w podlozu YPG w ilosci 1%. Z hodowli w bioreak-
torze, w odstepach 3-godzinnych pobierano 10 mL prébki do
oznaczen biomasy, resztkowej glukozy, biata 1 aktywnosci kil-
lerowej supernatantu.

Metody analityczne. Biomase oznaczano metoda wa-
gowa. Stezenie resztkowej glukozy w supernatancie oceniano
metoda, Nelsona [4], biatko metoda Lowry’ego [5]. Poziom ak-
tywnos$ci bdjezej supernatantu oznaczano metoda dyfuzyjng
wg Woods i Bevan [6] na podtozu YPG-MB wobec Y. lipolytica
PIl6a, jako szczepu wzorcowego. Za jednostke aktywnoSci
béjczej (aU) umownie przyjeto iloé§¢ toksyny killerowej wno-
szonej z plynem pohodowlanym do studzienki w agarze
YPG-MB, ktéra daje strefe zahamowania wzrostu szczepu
wrazliwego rowna 1 mm [7].

Obliczenia. Szybkoéé¢ wlasciwa wzrostu drozdzy obliczano
ze Wzoru

InX, -InX, 1
u 7 (h™] @
natomiast szybko§¢ wlasdciwa tworzenia toksyny killerowe;j
(ggp) W czasie trwania wzrostu drozdzy (w tropofazie) wyzna-
czano poshugujac sie réwnaniem:

dP

= X u  [aU/mg suchej biomasy /h] @),

Qkr

a po zakonczeniu wzrostu drozdzy (w idiofazie) wg wzoru:

_dP 1

= aU/mg suchej biomasy /h 3
Wr =0 x [ g ] y /h] 3
gdzie:
X, — X, — przyrost biomasy w czasie dt (t, —t;)
dP - przyrost tworzonego produktu
[X] — stezenie biomasy juz istniejace)
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Omowienie i dyskusja wynikow

Aktywnoéé killerowa drozdzy jest zjawiskiem znanym od
ponad 40 lat. Pomimo licznych badan nad toksynami killero-
wymi réznych szczepéw drozdzy w tematycznym piSémiennic-
twie brak jest informacji na temat dynamiki ich tworzenia.
Celowe wydawalo sie wiec podjecie badan w tym zakresie.
Przeprowadzono hodowle okresowe 3 szczepow D. hansenii
w podtozu YPG i w temperaturze 14°C. Badane drozdze dtugo
adaptowaly sie do takich warunkéw, trwajaca okoto 4—6 h
lagfaza mogta by¢ spowodowana stosunkowo niska tempera-
turag hodowli. Podczas 30-godzinnych proceséw drozdze
osiggaty poziom biomasy rowny okoto 10—11 g/L przy catkowi-
tym zuzyciu zawartej w podlozu glukozy (Rys. 1). Biosynteza
toksyn killerowych z udziatlem szczepéw All4b i MIla prze-
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Rys. 1. Biosynteza toksyn killerowych, wzrost i zuzycie glukozy
w hodowlach trzech szczepéw Debaryomaces hansenii w podlozu
YPG

biegala wraz ze wzrostem drozdzy, czyli od okoto 9 do 28 h
procesu. Produkcja biatek killerowych przez szczep Kl2a
miata natomiast nieco inny charakter; w hodowli tej biosyn-
teze toksyn obserwowano réwniez po zahamowaniu wzrostu
drozdzy. Zjawisko to jest trudne do zinterpretowania, biorac
jednak pod uwage fakt, ze uzyte w pracy szczepy sa reprezen-
tantami tego samego gatunku mozna przypuszczaé, ze, kine-
tyka tworzenia biatek killerowych jest cecha szczepowa.

Poziom toksyn killerowych w przeliczeniu na 1 mL ptynu
pohodowlanego wzrastal w czasie trwania hodowli osiagajac
zblizone dla wszystkich kultur warto$ci, w zakresie 60-70
aU/mL. Uzyskanych wynikéw nie mozna poréwnywacé z wyni-
kami innych autoréw, gdyz w literaturze brak jakichkolwiek
informacji na temat efektywnoéci produkcji toksyn killero-
wych drozdzy D. hansenii.

W badanych hodowlach drozdzy stwierdzano staty poziom
biatka (8-9 mg/mL) utrzymujacy sie przez caly okres trwania
proceséw (dane niepublikowane). Fakt ten mozna wytluma-
czy¢ wykorzystywaniem przez drozdze zawartych w podiozu
peptydow i jednoczesng biosyntezg biatek killerowych. Obser-
wowany wzrastajacy poziom toksyn killerowych wyrazony
w aU/ mg biatka (Rys. 1) moze §wiadczy¢ o rosnacej aktywno-
$ci bdjcze) produkowanych toksyn.

Na rys. 2 przedstawiono kinetyke wzrostu i1 syntezy toksyn
killerowych przez badane szczepy D. hansenii. Wszystkie
drozdze osiagatly faze wykladnicza okoto 9 h hodowli i rosty ze
zblizong maksymalna szybkoScig wlasciwa wzrostu p ..
w zakresie 0,22-0,27 h''. W hodowlach szczepéw AIl4b
i MIla biatka killerowe najintensywniej tworzone byly przez
komorki w fazie wykladnicze;j.
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Rys. 2. Profile zmian szybko$ci wlasciwej wzrostu, p (— ) i szybko-
Sci wlasciwej syntezy toksyn killerowych, ggr (---) w hodowlach
3 szczepow drozdzy D. hansenii (All4b; MI1a; K12a)

Biosynteza toksyn przebiegala w tym czasie ze stata mak-
symalna szybkoécia wlasciwa qgp, na poziomie 0,82-0,9
aU/mg biomasy/h. Najwyzsza szybkoScia wlasciwa tworzenia
toksyn killerowych, 0,98 aU/mg biomasy/h, cechowal sie
szczep Kl2a produkujacy biatka takze po zakonczeniu wzro-
stu biomasy. Brak literaturowych danych na temat szybkosci
tworzenia toksyn killerowych uniemozliwia poréwnanie uzy-
skanych wynikéw. Jedynie Gotowczyc i wsp. [8] w przeglado-
wej publikacji zamieszczaja informacje, ze maksymalna pro-
dukcja biatek killerowych nastepuje w fazie wzrostu wyktad-
niczego przy duzym zasobie sktadnikéw pokarmowych i odpo-
wiednim pH $rodowiska.
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Reasumujac, badane drozdze D. hansenii produkowaty tok-
syny killerowe podczas wzrostu ze zblizona szybko$cia 1 efek-
tywnoécig. Dalsze badania beda zmierzaly do wydzielania
i oczyszczania biatek killerowych z plynéw pohodowlanych.

Wnioski

1. Biosynteza toksyn killerowych z udzialem szczepéw Deba-
ryomyces hansenii All4b 1 MIla przebiegata wraz ze
wzrostem drozdzy, natomiast w hodowli szczepu KI2a bio-
synteze toksyn obserwowano réwniez po zahamowaniu
wzrostu drozdzy.

2. Poziom toksyn killerowych w przeliczeniu na 1 mL ptynu
pohodowlanego wzrastal w czasie trwania procesow.

3. W hodowlach wszystkich szczepéw bialka killerowe najin-
tensywniej tworzone byly przez komérki w fazie wyktadni-
czej.

4. Najwyzsza szybkoécia wlasciwa tworzenia toksyn killero-
wych cechowat sie szczep D. hansenii KI2a.
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Celem konferengciji jest:

1 przeglad osiagnie¢ w opracowaniu metod, proceséw i urzadzen, zwigkszajgcych czystos¢ powie-
trza, wody i gleby,

1 wymiana doswiadczen w dziedzinie wdrazania i stosowania technicznych $rodkéw ochrony wéd
i powietrza oraz unieszkodliwiania odpadéw statych,

1 dyskusja nowych kierunkdw rozwoju inzynierii procesowej w zakresie ochrony srodowiska pracy
oraz oceny jego wptywu na zdrowie.

Organizatorzy zapraszajg do udziatu w konferencji pracownikdw szkot wyzszych, instytutow badawczych

i zaktadow przemystowych zajmujgcych sig:
1 oczyszczaniem gazow odlotowych i spalinowych,
1 oczyszczaniem sSciekow,
1 unieszkodliwianiem i utylizacjg odpadéw statych,
1 innymi zastosowaniami metod inzynierskich w problemach ochrony srodowiska i zdrowia cztowieka.

Informacje: http://www.ichip.pw.edu.pl/sosnowski/sarb09/
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