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Kinetyka procesu biosyntezy toksyn killerowych
przez dro¿d¿e Debaryomyces hansenii

Wstêp

Zdolnoœæ dro¿d¿y do produkcji bia³ek killerowych oraz od-
pornoœæ i wra¿liwoœæ na nie mo¿e istotnie wp³ywaæ na
kszta³towanie siê wzajemnych stosunków miêdzy mikroorga-
nizmami w danej niszy ekologicznej.

Dro¿d¿e Debaryomyces hansenii i ich anamorficzna forma
Candida famata zasiedlaj¹ ró¿norodne œrodowiska; wystê-
puj¹ w wodach morskich, na roœlinach, owocach i skórze ssa-
ków. S¹ izolowane praktycznie ze wszystkich typów mro¿onej
i ch³odzonej ¿ywnoœci. Powszechnie wystêpuj¹ w takich pro-
duktach spo¿ywczych, jak: mleko, jogurty, lody, kie³basy,
szynki, sosy i dipy. Jednak g³ównym Ÿród³em izolacji tych
dro¿d¿y s¹ sery dojrzewaj¹ce. W odró¿nieniu od innych ga-
tunków dro¿d¿y, D. hansenii jest gatunkiem dominuj¹cym
w wiêkszoœci serów [1]. Tworzenie toksyn killerowych mo¿e
byæ jednym z czynników zapewniaj¹cych szczepom tego ga-
tunku przewagê nad innymi dro¿d¿ami w fermentowanej
¿ywnoœci. W piœmiennictwie naukowym jest na ten temat nie-
wiele informacji. Wczeœniejsze badania autorów pokaza³y, ¿e
izolaty D. hansenii z serów Rokpol wykazywa³y aktywnoœæ
bójcz¹ przede wszystkim wobec szczepów gatunku Y. lipolyti-
ca [2, 3]. Podobnie do innych halofilnych dro¿d¿y, stwierdzo-
no, ¿e dodatek NaCl do pod³o¿a wzmaga³ toksycznoœæ bia³ek
killerowych D. hansenii. Natomiast w przeciwieñstwie do sto-
sunkowo dobrze poznanych bia³ek killerowych dro¿d¿y Sac-
charomyces. cerevisiae, Kluyveromyces lacti czy Schwaniomy-
ces occidentalis, przejawiaj¹cych najwy¿sz¹ aktywnoœæ
w temperaturze oko³o 25oC, wiêkszoœæ badanych szczepów D.
hansenii najwiêksz¹ iloœæ toksyny killerowej produkowa³o
w temperaturze 14oC, typowej dla procesu dojrzewania sera.
Powy¿sze dane œwiadcz¹ o tym, ¿e toksyna killerowa dro¿d¿y
D. hansenii jest now¹, dotychczas w zasadzie nie opisan¹
substancj¹ bia³kow¹.

Celem badañ by³o porównanie kinetyki i efektywnoœci syn-
tezy toksyn killerowych przez 3 szczepy dro¿d¿y Debaryomy-
ces hansenii.

Materia³y i metody

Przedmiotem badañ by³y szczepy Debaryomyces hansenii:
AII4b, MI1a i KI2a produkuj¹ce toksyny killerowe oraz wzor-
cowy szczep wra¿liwy Yarrowia lipolytica PII6a do badania
poziomu tworzonych toksyn. Dro¿d¿e pochodzi³y z kolekcji
w³asnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii ¯ywnoœci Uni-
wersytetu Przyrodniczego we Wroc³awiu. Szczepy te zosta³y
wyizolowane z sera Rokpol. Przechowywano je na skosach
YPG w temperaturze 4oC i cyklicznie przeszczepiano.

Pod³o¿a. Biosyntezê toksyn killerowych przez badane
dro¿d¿e prowadzono w pod³o¿u YPG o sk³adzie: ekstrakt
dro¿d¿owy 10 g, pepton 20 g i glukoza 20 g, bufor cytryniano-
wo-fosforanowy (pH 4,6) 1000 mL. Agarowe pod³o¿e YPG-MB
z dodatkiem b³êkitu metylenowego (MB) w iloœci 0,03 g/L sto-
sowano do oznaczania aktywnoœci bójczej w hodowlach dro-
¿d¿y Debaryomyces.

Techniki hodowli. Hodowle prowadzono w bioreaktorze
BIOSTAT B-PLUS (Sartorius, Germany), w objêtoœci roboczej
3 L. W czasie procesu utrzymywano temperaturê 14oC,
przep³yw powietrza na poziomie 0,36 vvm, szybkoœæ obrotow¹
mieszad³a 500 rpm. Inokum stanowi³a 72-godz. hodowla
wstrz¹sana w pod³o¿u YPG w iloœci 1%. Z hodowli w bioreak-
torze, w odstêpach 3-godzinnych pobierano 10 mL próbki do
oznaczeñ biomasy, resztkowej glukozy, bia³a i aktywnoœci kil-
lerowej supernatantu.

Metody analityczne. Biomasê oznaczano metod¹ wa-
gow¹. Stê¿enie resztkowej glukozy w supernatancie oceniano
metod¹ Nelsona [4], bia³ko metod¹ Lowry’ego [5]. Poziom ak-
tywnoœci bójczej supernatantu oznaczano metod¹ dyfuzyjn¹
wg Woods i Bevan [6] na pod³o¿u YPG-MB wobec Y. lipolytica
PII6a, jako szczepu wzorcowego. Za jednostkê aktywnoœci
bójczej (aU) umownie przyjêto iloœæ toksyny killerowej wno-
szonej z p³ynem pohodowlanym do studzienki w agarze
YPG-MB, która daje strefê zahamowania wzrostu szczepu
wra¿liwego równ¹ 1 mm [7].

Obliczenia. Szybkoœæ w³aœciw¹ wzrostu dro¿d¿y obliczano
ze wzoru

! �
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2 1 [h-1] (1)

natomiast szybkoœæ w³aœciw¹ tworzenia toksyny killerowej
(qKT) w czasie trwania wzrostu dro¿d¿y (w tropofazie) wyzna-
czano pos³uguj¹c siê równaniem:

q
dP
dXKT � ! [aU/mg suchej biomasy /h] (2),

a po zakoñczeniu wzrostu dro¿d¿y (w idiofazie) wg wzoru:

q
dP
dt XKT �

1
[aU/mg suchej biomasy /h] (3)

gdzie:
X2 – X1 – przyrost biomasy w czasie dt (t2 – t1)

dP – przyrost tworzonego produktu
[X] – stê¿enie biomasy ju¿ istniej¹cej
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Omówienie i dyskusja wyników

Aktywnoœæ killerowa dro¿d¿y jest zjawiskiem znanym od
ponad 40 lat. Pomimo licznych badañ nad toksynami killero-
wymi ró¿nych szczepów dro¿d¿y w tematycznym piœmiennic-
twie brak jest informacji na temat dynamiki ich tworzenia.
Celowe wydawa³o siê wiêc podjêcie badañ w tym zakresie.
Przeprowadzono hodowle okresowe 3 szczepów D. hansenii
w pod³o¿u YPG i w temperaturze 14oC. Badane dro¿d¿e d³ugo
adaptowa³y siê do takich warunków, trwaj¹ca oko³o 4–6 h
lagfaza mog³a byæ spowodowana stosunkowo nisk¹ tempera-
tur¹ hodowli. Podczas 30-godzinnych procesów dro¿d¿e
osi¹ga³y poziom biomasy równy oko³o 10–11 g/L przy ca³kowi-
tym zu¿yciu zawartej w pod³o¿u glukozy (Rys. 1). Biosynteza
toksyn killerowych z udzia³em szczepów AII4b i MI1a prze-

biega³a wraz ze wzrostem dro¿d¿y, czyli od oko³o 9 do 28 h
procesu. Produkcja bia³ek killerowych przez szczep KI2a
mia³a natomiast nieco inny charakter; w hodowli tej biosyn-
tezê toksyn obserwowano równie¿ po zahamowaniu wzrostu
dro¿d¿y. Zjawisko to jest trudne do zinterpretowania, bior¹c
jednak pod uwagê fakt, ¿e u¿yte w pracy szczepy s¹ reprezen-
tantami tego samego gatunku mo¿na przypuszczaæ, ¿e, kine-
tyka tworzenia bia³ek killerowych jest cech¹ szczepow¹.

Poziom toksyn killerowych w przeliczeniu na 1 mL p³ynu
pohodowlanego wzrasta³ w czasie trwania hodowli osi¹gaj¹c
zbli¿one dla wszystkich kultur wartoœci, w zakresie 60–70
aU/mL. Uzyskanych wyników nie mo¿na porównywaæ z wyni-
kami innych autorów, gdy¿ w literaturze brak jakichkolwiek
informacji na temat efektywnoœci produkcji toksyn killero-
wych dro¿d¿y D. hansenii.

W badanych hodowlach dro¿d¿y stwierdzano sta³y poziom
bia³ka (8–9 mg/mL) utrzymuj¹cy siê przez ca³y okres trwania
procesów (dane niepublikowane). Fakt ten mo¿na wyt³uma-
czyæ wykorzystywaniem przez dro¿d¿e zawartych w pod³o¿u
peptydów i jednoczesn¹ biosyntez¹ bia³ek killerowych. Obser-
wowany wzrastaj¹cy poziom toksyn killerowych wyra¿ony
w aU/ mg bia³ka (Rys. 1) mo¿e œwiadczyæ o rosn¹cej aktywno-
œci bójczej produkowanych toksyn.

Na rys. 2 przedstawiono kinetykê wzrostu i syntezy toksyn
killerowych przez badane szczepy D. hansenii. Wszystkie
dro¿d¿e osi¹ga³y fazê wyk³adnicz¹ oko³o 9 h hodowli i ros³y ze
zbli¿on¹ maksymaln¹ szybkoœci¹ w³aœciw¹ wzrostu ì max,
w zakresie 0,22–0,27 h-1. W hodowlach szczepów AII4b
i MI1a bia³ka killerowe najintensywniej tworzone by³y przez
komórki w fazie wyk³adniczej.

Biosynteza toksyn przebiega³a w tym czasie ze sta³¹ mak-
symaln¹ szybkoœci¹ w³aœciw¹ qKT, na poziomie 0,82–0,9
aU/mg biomasy/h. Najwy¿sz¹ szybkoœci¹ w³aœciw¹ tworzenia
toksyn killerowych, 0,98 aU/mg biomasy/h, cechowa³ siê
szczep KI2a produkuj¹cy bia³ka tak¿e po zakoñczeniu wzro-
stu biomasy. Brak literaturowych danych na temat szybkoœci
tworzenia toksyn killerowych uniemo¿liwia porównanie uzy-
skanych wyników. Jedynie Gotowczyc i wsp. [8] w przegl¹do-
wej publikacji zamieszczaj¹ informacjê, ¿e maksymalna pro-
dukcja bia³ek killerowych nastêpuje w fazie wzrostu wyk³ad-
niczego przy du¿ym zasobie sk³adników pokarmowych i odpo-
wiednim pH œrodowiska.
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Rys. 1. Biosynteza toksyn killerowych, wzrost i zu¿ycie glukozy
w hodowlach trzech szczepów Debaryomaces hansenii w pod³o¿u

YPG

Rys. 2. Profile zmian szybkoœci w³aœciwej wzrostu, μ (— ) i szybko-
œci w³aœciwej syntezy toksyn killerowych, qKT ( - - -) w hodowlach

3 szczepów dro¿d¿y D. hansenii (AII4b; MI1a; KI2a)
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Reasumuj¹c, badane dro¿d¿e D. hansenii produkowa³y tok-
syny killerowe podczas wzrostu ze zbli¿ona szybkoœci¹ i efek-
tywnoœci¹. Dalsze badania bêd¹ zmierza³y do wydzielania
i oczyszczania bia³ek killerowych z p³ynów pohodowlanych.

Wnioski

1. Biosynteza toksyn killerowych z udzia³em szczepów Deba-
ryomyces hansenii AII4b i MI1a przebiega³a wraz ze
wzrostem dro¿d¿y, natomiast w hodowli szczepu KI2a bio-
syntezê toksyn obserwowano równie¿ po zahamowaniu
wzrostu dro¿d¿y.

2. Poziom toksyn killerowych w przeliczeniu na 1 mL p³ynu
pohodowlanego wzrasta³ w czasie trwania procesów.

3. W hodowlach wszystkich szczepów bia³ka killerowe najin-
tensywniej tworzone by³y przez komórki w fazie wyk³adni-
czej.

4. Najwy¿sz¹ szybkoœci¹ w³aœciw¹ tworzenia toksyn killero-
wych cechowa³ siê szczep D. hansenii KI2a.
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Wydzia³ In¿ynierii Chemicznej i Procesowej Politechniki Warszawskiej
Sieæ Naukowa SURUZ

organizuj¹

VII KONFERENCJÊ NAUKOW¥

IN¯YNIERIA PROCESOWA W OCHRONIE ŒRODOWISKA
17–19 wrzeœnia 2009 r.

w Sarbinowie k/Koszalina

w po³¹czeniu z

MIKROSYMPOZJUM

Surfaktanty w ochronie œrodowiska i medycynie
w ramach dzia³alnoœci sieci naukowej

Surfaktanty i uk³ady zdyspergowane w teorii i praktyce – SURUZ

Celem konferencji jest:

� przegl¹d osi¹gniêæ w opracowaniu metod, procesów i urz¹dzeñ, zwiêkszaj¹cych czystoœæ powie-

trza, wody i gleby,

� wymiana doœwiadczeñ w dziedzinie wdra¿ania i stosowania technicznych œrodków ochrony wód

i powietrza oraz unieszkodliwiania odpadów sta³ych,

� dyskusja nowych kierunków rozwoju in¿ynierii procesowej w zakresie ochrony œrodowiska pracy

oraz oceny jego wp³ywu na zdrowie.

Organizatorzy zapraszaj¹ do udzia³u w konferencji pracowników szkó³ wy¿szych, instytutów badawczych

i zak³adów przemys³owych zajmuj¹cych siê:

� oczyszczaniem gazów odlotowych i spalinowych,

� oczyszczaniem œcieków,

� unieszkodliwianiem i utylizacj¹ odpadów sta³ych,

� innymi zastosowaniami metod in¿ynierskich w problemach ochrony œrodowiska i zdrowia cz³owieka.

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