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1. Wprowadzenie

Czynnik killerowy jest szeroko rozpowszechniony wśród różnych rodzajów 
drożdży. Jego obecność stwierdzono u przedstawicieli rodzajów Saccha
romyces, Candida, Debaromyces, Hansenula, Kluyueromyces, Pichia, Rhodo- 

torula, Cryptococcus, Kloeckera i innych (1-3). Szczepy produkujące toksynę 
killerową są najczęściej oporne na toksynę wytwarzaną przez siebie (fenotyp 

R+). Natomiast toksyna wykazuje działanie bójcze w stosunku do wrażli
wych na nią szczepów drożdży (fenotyp K' R ), co może być łatwo wykryte 
przez tworzenie stref zahamowania wzrostu drożdży wrażliwych wokół kolonii 
drożdży killerowy eh (4,5).

Występuje wiele typów toksyn szczepów killerowych, różniących się nie 
tylko spektrum aktywności bójczej w stosunku do szczepów wrażliwych, ale 
także wzajemną aktywnością bójczą, mechanizmem produkcji białka killero- 
wego, genetycznym uwarunkowaniem czynnika killerowego oraz mechani
zmem oporności na swoją własną toksynę. Białka killerowe produkowane 
przez szczepy należące do jednego rodzaju bywają akt}rwne bójczo przeciwko 
szczepom tego samego rodzaju, lecz mogą być także akt}rwne wobec przed
stawicieli innych rodzajów (2,6,7).

Różne typy toksyn killerowych są białkami zewnątrzkomórkowymi, różnią 
się od siebie optymalnym pH ich aktywności toksycznej, oraz stabilnością 
temperaturową. Zjawisko kiłłerowe najlepiej poznane zostało dła drożdży Sac
charomyces sp., u których wykryto 3 rodzaje toksyn oznaczone jako Ki, K2 
i K3, z których dokładnie zbadano i opisano dwa pierwsze typy. Dojrzała 
toksyna KI jest stabilna w temperaturze od 18 do 25°C i w wąskim prze
dziale pH środowiska (4,6-4,9). Optymalne pH dla bójczej aktywności toksyny 
typu K2 mieści się w przedziale od 2,9 do 4,9, a optymalna temperatura
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działania wynosi około 30°C. Toksyna KI jest białkiem o masie 20,6 kDa 
zawierającym dwa łańcuchy polipeptydowe (a i (3) połączone trzema wiąza
niami -S-S-. U Saccharomyces cerevisiae produkcja toksyny kiłlerowej (fe
notyp i oporność na nią uwarunkowana jest występowaniem podwój
nego łańcucha RNA (dsRNA) występującego w dwóch typach M-dsRNA 
i L-dsRNA, zorganizowanego w cząsteczkę wirusopodobną zlokalizowaną w cy- 
tozolu.

Działanie toksyny Ki przebiega w dwóch etapach. W pierwszym następuje 
szybkie wiązanie toksyny do receptorów w ścianie komórkowej zawierających 
l,6-(3-D-glukan jako główny składnik. Ten etap przebiega bez dostarczenia 
energii i jest odwracalny. W następnym etapie transmisja toksyny do mem
bran cytoplazmatycznyeh wymaga energii oraz odpowiednich receptorów 
w błonach cytoplazmatycznyeh, które są zinaktywowane u szczepów killero- 
wych opornych na swoją własną toksynę. Białko kiłlerowe działa destrukcyj
nie na membrany cytoplazmatyczne powodując niszczenie ich normalnego 
stanu elektrolitycznego poprzez zachwianie transportu protonów i amino
kwasów. W konsekwencji następują zmiany przepuszczalności membran ko
mórkowych, tworzą się poiy, przez które wypływają jony potasu i sodu, za
chodzi wyciek metabolitów, molekuł zawierających ATP, zmienia się stan 
energetyczny membran komórki, co prowadzi do śmierci komórki bez jej lizy 
(2,7-10). Toksyna KI jest szególnie skuteczna. Stężenie 2,3 ng/ml zabija 
2x10^ komórek/mł. Śmierć komórek nie zachodzi szybko. Objawy letalne 
nie ujawniają się bowiem w czasie od 1 do 3 godzin. Po tym okresie zachodzi 
zatrzymanie syntezy makromolekuł, z równoczesną utratą jonów potasu i ATP, 
a także inhibieją pobierania aminokwasów i transportu protonów (7).

Drożdże kiłlerowe są szeroko rozpowszechnione w środowiskach natural
nych. Częstotliwość występowania zjawiska killerowego u drożdży jest wy
soka, a szczepy kiłlerowe zostały wyizolowane jako naturalna mikroflora owo
ców, grzybów, gleby, szczątków roślinnych, a także różnorodnych środowisk 
fermentacyjnych. Populacje drożdży killerow^^ch były bowiem izolowane z prób 
nastawów winiarskich i w aktywnej fazie fermentacji moszczów (4,11,12).

Aktywność killerowa to jeden z mechanizmów antagonizmu w warunkach 
naturalnych, odgrywający ważną rolę w ekologii drożdży. Produkcja skład
ników toksyny kiłlerowej uniemożliwia wrażliwym konkurentom zdominowa
nie danego środowiska, tym bardziej że wytwarzanie toksyn zachodzi w fazie 
wzrostu logarytmicznego, gdy zapasy substancji pokarmowych są obfite, a war
tość pH podłoża jest odpowiednia (9).

Drożdże kiłlerowe oraz wydzielane przez nie toksyny mogą znaleźć szereg 
praktycznych zastosowań. Mogą być przydatne w naukach podstawowych, 
w systemach modelowych do badania mechanizmów regulacyjnych procesów 
polipeptydowych u organizmów eukariotycznych lub sekrecji i mechanizmów 
receptorowych w procesie pączkowania. System killerowy drożdży wykazuje 
podobieństwo do mechanizmu syntezy i działania zwierzęcych hormonów i neu- 
ropeptydów. Istnieje duże podobieństwo pomiędzy toksynami killerowymi i ba- 
kteriocynami. Oba składniki są białkami, tworzą je komórki oporne na wy
tworzone białka, a toksyczność dotyczy komórek gatunków pochodnych. Two-
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rżenie toksyn jest też w obu przypadkach funkcją warunków środowiska. 
Podobny jest też sposób działania obu białek (7).

Drożdże kiłłerowe znałazły zastosowanie także w naukach medycznych, 
szczególnie w tzw. biotypowaniu patogennych szczepów drożdży Candida al
bicans oraz Cryptococcus ssp. W najnowszych badaniach autorzy sugerują 
także, że toksyny drożdży kiłłerowych można stosować jako nowe an ty grzy
bowe czynniki w infekcjach grzybiczych u ludzi łub zwierząt.

W przemyśle żywnościowym i fermentacyjnym szczepy przemysłowe mogą 
być wzbogacane o kiłłerowy charakter, aby tym samym zapewnić skuteczną 
ochronę środowisk fermentacyjnych przed drożdżami dzikimi stanowiącymi 
zakażenia, np. w produkcji piwa, wina i chleba (3).

Drożdże kiłłerowe łub oporne na toksyny kiłłerowe mogą też być wyko
rzystywane jako kultury starterowe w przemyśle fermentacyjnym. Za pomocą 
różnych technik, np. fuzji protoplastów, ełektroiniekcji i innych, pozwalają
cych na transfer czynnika kiłlerowego do niekillerowych szczepów przemy
słowych, skonstruowano wiele interesujących szczepów przemysłowych. W da
nych literaturowych donosi się także o próbach prowadzenia procesów fer
mentacyjnych z zastosowaniem populacji mieszanych zawierających drożdże 
kiłłerowe i niewrażliwe na ich toksynę drożdże przemysłowe (13-17).

Istnieje także ujemny aspekt działalności drożdży kiłłerowych w procesach 
biotechnologicznych. Drożdże kiłłerowe jako zakażenia różnych środowisk prze
mysłowych stanowią większe niebezpieczeństwo niż drożdże dzikie zanieczysz
czające środowiska fermentacyjne, ponieważ poza konkurencją o substrat 
zabijają również wrażliwe szczepy produkcyjne oraz wydzielają niepożądane 
metabolity wpływające na jakość końcowego produktu. Mogą przez to zakłó
cać przebieg procesów fermentacyjnych i w rezultacie obniżać ich wydajność 
(12,15).

W ostatnich latach zainteresowanie drożdżami killerowymi i możliwościa
mi ich zastosowań w przemyśle fermentacyjnym systematycznie wzrasta. Bra
kuje jednak opracowań dotyczących wzajemnych relacji przemysłowych droż
dży winiarskich w układach z drożdżami killerowymi w warunkach kontro
lowanych i spontanicznej fermentacji moszczów.

Celem pracy było zbadanie w warunkach tlenowych i beztlenowych efektu 
kiłlerowego drożdży w układach mieszanych utworzonych przez drożdże Sac
charomyces cereoisiae Tl58C, tworzących toksynę killerową typu KI i przez 
przemysłowe odmiany drożdży winiarskich Saccharomyces cerevisiae: Wll- 
-rasę Burgund, tworzącą toksynę killerową typu K2 oraz szczep W6 rasy 
Tokay, będący odmianą wrażliwą na toksyny typu KI i K2. Tego typu układy 
mogą wystąpić w procesach fermentacyjnych, co uzasadnia podjęcie tych 
badań.
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2.1. Materiał biologiczny
Do badań użyto 3 szczepów pochodzących z Kolekcji Drodnou strój ów 

LOCK 105:
— Saccharomyces cerevisiae T158C, superkiller, producent toksyny kil- 

lerowej typu KI,
— Saccharomyces cerevisiae W11, szczep winiarski rasy Burgund do pro- 

dukeji win czerwonych, producent toksyny killerowej typu K2,
— Saccharomyces cerevisiae W6, szczep winiarski rasy Tokay do produ

kcji win białych, wrażliwy na toksyny typu KI i K2.
Drożdży do badań użyto w postaci monokultur lub w postaci następują

cych układów mieszanych:
— W6: T158C (szczep winiarski rasy Tokay, wrażliwy na toksyny typu 

KI i K2: superkiller producent toksyny killerowej typu KI);
— Wll: T158C (szczep winiarski rasy Burgund, producent toksyny kil

lerowej typu K2: superkiller producent toksyny killerowej t}pu KI).

2.2. Podłoża hodowlane
Podłoża hodowlane stosowane w pracy oraz ich przeznaczenie przedsta

wiono w tabeli 1.

2.3. Metody badań
1. Akt3Twność killerową oznaczano metodą testów krzyżowych w zbufo- 

rowanej poż}rwce agarowej YPG-MB (tab. 1) wg Woodsa i Bevana (18). Aktyw
ność killerową szczepu obserwowano po 72 godzinach inkubacji w tempe
raturze 20 - 25°C jako strefę przejaśnienia wskutek zahamowania wzrostu 
szczepu wrażliwego wokół kolonii szczepu killerowego (fot. 1).

2. Tlenowe hodowle mieszane drożdży prowadzono w zbuforowanej, cie
kłej pożywce YPG. Pożywkę szczepiono monokulturami lub mieszaniną mo
nokultur przemysłowych drożdży winiarskich w układach: W6 — szczep 
wrażliwy na toksyny killerowe lub Wll — szczep tworzący toksynę K2 ze 
szczepem superkillerowym T158C tworzącego toksynę typu KI (1:1). Hodowle 
prowadzono na wstrząsarce laboratoryjnej przy 130 obr/min i amplitudzie 
4,5 w kolbach Erlenmayera o pojemności 250 ml w 50 ml pożywki YPG 
w temperaturze 20 - 25°C w czasie 5 dni.

3. Próby fermentacyjne prowadzono z zastosowaniem zbuforowanej, cie
kłej pożywki FYPG (tab. 1). Pożywkę szczepiono monokulturami lub miesza
niną odpowiednich monokultur przemysłowych drożdży winiarskich w ukła
dach: szczep W6 lub Wll ze szczepem killerowym T158C (1:1). Fermentację 
prowadzono w kolbach Erlenmayera o pojemnośei 250 ml w 100 ml pożywki 
w temperaturze 20 - 25°C w czasie 9 dni.
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Tabela 1

Stosowane pożywki of?az ich przeznaczenie

Podłoże Skład (g/l) Przeznaczenie
YPG glukoza 10 tlenowe hodowle wstrząsane

pepton „Difco” 5 badanie przeżywalności szczepów
ekstrakt drożdżowy „Difco”
0,1 M bufor cytiynianowo-fosforanowy
pH 4,6

2,5

agar 20
YPG-MB glucoza 10 oznaczenie aktywności kiłłerowej

pepton „Difco” 5
ekstrakt drożdżowy „Difco” 2,5
błękit metylenowy
0,1 M bufor C3drynianowo-fosforanowy
pH 4,6

0,03

agar 20
Mo ekstrakt drożdżowy „Difco” 0,5 oznaczanie przeżywalności szczepów

(NH4)2S04 3
KH2PO4 1
MgS04 0,5
agar 20

FYPG glukoza 180 fermentacje
pepton „Difco” 5
ekstrakt drożdżowy „Difco”
0,1 M bufor cytrynianowo-fosforanowy
pH 4,6

2,5

4. Akt3Twność fermentacyjną badanych szczepów oznaczano standardowo 
poprzez pomiar wydzielonego CO2 podczas fermentacji. Aktywność tę uzy
skiwaną w kulturach mieszanych porównywano ze średnią aktywnością fer
mentacyjną odpowiednich monokultur.

5. Przeżywalność szczepów oznaczano metodą płytkową na podłożach 
YPG, Mo i YPG-MB (tab. 1). Wyniki przedstawiono jako łiczbę jednostek 
tworzących kolonii (jtk/ml).
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Pili®'?

Fot. 1. Badanie aktywności killero’wej w teście płytkowym metodą testów krzyżowych.
W podłożu YPG-MB obecny szczep wrażliwy wysiany wgłębnie, szczep killerowy wysiany rysą 

na powierzchni podłoża.

3. Omówienie wyników

3.1. Badanie wrażliwości drożdży winiarskich W6 i W11 na toksynę 
killerowq typu KI

W badaniach wpływu toksyny killerowej wytwarzanej przez szczep super- 
killerowy na winiarskie drożdże killerowe Wll i drożdże wrażliwe W6 prze
prowadzonych metodą testów krzyżowych stwierdzono, że zarówno szczep 
W6 jak i Wll wykazują dużH wrażliwość na działanie toksyny killerowej 
typu KI. Zjawisko to obserwowano jako szeroką strefę zahamowania wzrostu 
wokół kolonii szczepu superkillerowego (fot. 1). Jednocześnie stwierdzono 
u szczepu Wll zdolności bójcze spowodowane wydzielaniem toksyny innego 
typu niż KI, najprawdopodobniej typu K2. Potwierdza się to w doniesieniach
0 wzajemnych antagonistycznych relacjach drożdży killerowych o typach KI
1 K2 (2,4).

3.2. Badanie wpływu toksyny killerowej typu KI na drożdże winiarskie 
W6 i W11 w tlenowych hodowlach mieszanych

W hodowlach mieszanych prowadzonych w warunkach tlenowych badano 
wzajemną relację szczepów w dwóch układach: odpowiedni szczep winiarski 
i superkiller T158C. W układzie drożdży W6 (drożdże wrażliwe): T158C (droż
dże superkillerowe) już po 24 godzinach hodowli zaobserwowano obniżenie
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□ W6 
■ T158C

12 3 5

czas hodowli [dni]

Rys. 1. Przeżywalność komórek W6 i T158C w tlenowych hodowlach mieszanych.

□ W11 
■ T158C

0 12 3 5

czas hodowli [dni]

Rys. 2. Przeżywalność komórek Wll i T158C w tlenowych hodowlach mieszanych.

O 29% liczby komórek drożdży wrażliwych W6 poniżej dawki inokulum wy
noszącej 4,9 X 10®. W następnych dobach hodowli liczba komórek drożdży 
wrażliwych nieznacznie wzrosła, ale nie przekroczyła poziomu drożdży w ino
kulum. Namnożenie komórek superkillera po pierwszej dobie hodowli wzrosło 
do poziomu 2,5 x 10® jtk/ml i w ciągu 5 dni jej trwania nie ulegało istotnym 
znianom (lys. 1).

W układzie mieszanym W11:T158C, gdzie oba szczepy wykazywły aktyw
ność killerową, wzrost liczby komórek superkillera po pierwszej dobie ho-
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T158C (W6:T158C) 
T158C (W11:T158C)

Rys. 3. Przeżywalność komórek T158C w tlenowych hodowlach mieszanych.

dowli był mniejszy o 34% w porównaniu do układu W6:T158C i dopiero 
w drugiej dobie hodowli komórek nieznaeznie przekroezyła poziom 10® jtk/mł 
(rys. 2). Wzrost szczepu Wll był początkowo wyraźnie zahamowany, lecz 
stopniowo ulegał zwiększaniu aż do liczby komórek 5,7 x 10® jtk/ml.

Na rysunku 3 zilustrowano namnożenie komórek superkillera w obu ho
dowlach. Mniejsza dynamika wzrostu superkillera T158C w układzie Wll 
(szczep killerowy) : T158C (szczep superkillerowy) prawdopodobnie spowo
dowana była obecnością toksyny killerowej typu K2 produkowanej przez szczep 
Wll. Podobny antagonistyczny efekt obydwu toksyn kiłlerowych wykazano 
w pracach Bussey’a i wsp. (4).

3.3. Badanie wpływu toksyny killerowej typu KI na drożdże winiarskie 
W6 i W11 w próbach fermentacyjnych

Badanie aktywności fermentacyjnej prowadzono w monokulturach oraz 
w układach mieszanych odpowiednich szczepów winiarskich W6 lub Wll 
i szczepu superkillerowego T158C. W próbach fermentacyjnych zastosowano 
standardowe warunki do badania zdolności fermentacyjnych szczepów droż
dży winiarskich. Dynamikę tworzenia CO2 w odpowiednich hodowlach przed
stawiono na rysunku 6. Największą dynamikę tworzenia CO2 wykazywały 
typowe szczepy winiarskie Wll i W6 jako monokultury. W przypadku ukła
dów mieszanych w obecności szczepu superkillerowego T158C następował 
wyraźny spadek produktywności CO2 w porównaniu z aktywnością fermen
tacyjną monokultur (rys. 4). Aktywność fermentacyjną szczepów W6 i Wll 
w układach ze szczepem T158C odniesiono do średniej aktywności fermen
tacyjnej uzyskanej dla odpowiednich monokultur (rys. 5 i 6). W próbach 
fermentacyjnych największą wrażliwość na toksynę superkillera wykazał
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W6
*-T158C 
A W11

W6+T158C
^W11+T158C

Rys. 4. Dynamika tworzenia CO2.

szczep Wll. W układzie W11:T158C odnotowano obniżenie aktywności fer
mentacyjnej aż o 49% w drugiej dobie fermentacji w odniesieniu do średniej 
aktywności fermentacyjnej monokultur uzyskiwanej w tym samym czasie 
fermentacji. W następnych dobach procesu aktywność fermentacyjna układu 
stopniowo wzrastała osiągając w ostatniej dobie wartość o 14% mniejszą 
w porównaniu ze średnią obliczoną dla monokultur.

W układzie W6:T158C zaobserwowano obniżenie aktywności fermentacyj
nej od 17% w drugiej dobie fermentacji do 6% w końcowej fazie procesu. 
Odnotowano zróżnicowaną przeżywalność monokultur i szczepów w ukła
dach mieszanych po fermentacji (rys. 7). Szczep winiarski Wll wykazał naj
niższą przeżywalność w układach fermentacyjnych ze szczepem kiłlerowym 
T158C, była ona niższa o około 30% w porównaniu z przeŻ3rwalnością uzy
skiwaną przez monokulturę. Szczep W11 w warunkach tlenowych wykazywał 
większą oporność na toksynę typu KI wyrażoną lepszą przeżywalnością (rys. 2). 
Przeżywalność szczepu winiarskiego W6 w próbach fermentacyjnych ze szcze
pem T158C była niższa o około 10% w porównaniu z przeżywalnością mo
nokultury. Natomiast szczep W6 wykazywał większą wrażliwość na toksynę 
killerową KI w warunkach tlenowych (rys. 1).

Na podstawie uzyskanych wyników przypuszczamy, że w układach mie
szanych z udziałem drożdży killerowych znaczącą rolę odgrywa typ toksyny 
kiłlerowej działającej efektywnie w ściśle określonych warunkach procesu 
(wartość pH, temperatura). Zastosowanie drożdży przemysłowych o chara
kterze kiłlerowym w procesie biotechnologicznym może mieć uzasadnienie 
tylko, wówczas gdy parametry technologiczne będą odpowiednie dla bójczego 
działania toksyny (16).

biotechnologia 2 (45) ’99



34 Ewa Drewicz, Dorota Kręgiel, Helena Oberman

□ (W6+T158C) średnie 
■ W6:T158C

czas fermentacji [dni]

Rys. 5. Średnie wartości aktywności fermentacyjnych monokultur drożdży W6 i T158C oraz 
ich układów mieszanych.

□ (W11+T158C) średnie 
■ W11:T158C

czas fermentacji [dni]

Rys. 6. Średnie wartości aktywności fermentacyjnych monokultur drożdży Wili T158C oraz 
ich układów mieszanych.

4. Podsumowanie
1. Szczep winiarski W6 wykazywał dużą wrażliwość na toksynę killerową 

KI teście krzyżowym w podłożu agarowym (fot. 1) i w hodowlach tlenowych 
w podłożach ciekłych (rys.l, 3). Jednakże w próbach fermentacyjnych, tj. 
w warunkach beztlenowych, w podłożu ciekłym, w układzie ze szczepem su-
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Rys. 7. Przeżywcilność komórek drożdży po 9 dniach fermentacji.

perkillerowym T158C (KI) stwierdzono jego wyraźną oporność na toksynę 
KI (rys. 5. 7).

2. W teście krzyżowym w podłożu agarowym z zastosowaniem dwóch szcze
pów killerowych: superkillera T158C (KI) oraz killerowych drożdży winiarskich 
Wll (K2) wykazano ich wzajemny antagonizm. Zjawisko to zostało potwier
dzone w mieszanych hodowłach tlenowych w podłożach ciekłych (rys. 2, 3).

3. W próbach fermentacyjnych dła układu T158C:W11 zaobserwowano wy
raźny efekt killerowy szczepu T158C w stosunku do szczepu winiarskiego W11. 
W tym układzie dominująca, jak się okazało, była toks}ma typu KI wytwarzana 
przez szczep T158C, natomiast szczep Wll, producent toksyny K2, wykazywał 
słabą przeżywalność i małą aktywność fermentacyjną (rys. 6, 7).

4. Wrażliwość szczepów winiarskich W6 (szczep wrażliwy na toksyny KI 
i K2) i Wll (producent toksyny K2) w obecności toksyny kilłerowej typu KI 
produkowanej przez szczep superkillerowy T158C była zróżnicowana i zale
żała od warunków prowadzenia hodowli (rys. 1-3, 7).

5. Na podstawie uzyskanych rezultatów mogłyśmy stwierdzić, że w bada
nych układach w stosowanych warunkach doświadczeń toksyna kiłłerowa 
typu K2 wytwarzana przez szczep winiarski Wll nie zabezpieczała w wy
starczającym stopniu środowiska fermentacyjnego przeciwko innym szcze
pom drożdży wykazującym aktywność kiłlerową typu KI.

6. W układach mieszanych z udziałem drożdży killerowych znaczącą rolę 
odgrywa typ toksyny kilłerowej działającej efektywnie w ściśle określonych

biotechnologia 2 (45) ’99



36 Ewa Drewicz, Dorota Kręgiel, Helena Oberman

warunkach procesu (wartość pH, temperatura), co może stanowić przeszkodę 
w szerokim zastosowaniu zjawiska killerowego w biotechnologii.

7. Prace nad doborem odpowiednich warunków środowiska naturalnego 
dla prowadzenia procesów fermentacyjnych z udziałem drożdży killerowych 
wytwarzających toksynę K2 będą stanowić przedmiot dalszych badań.
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Growth and fermentative activities of yeasts Saccharomyces cerevisiae in 
the presence of killer toxin

Summary

Killer yeasts or killer resistant yeasts can be used as starter cultures in fermentative indu
stries to prevent the environments from contamination by wild yeasts. The aim of the work was 
to investigate the effect of killer yeasts of Saccharomyces cerevisiae T158C, producer of K1 killer 
toxin, on the wine yeasts Saccharomyces cerevisiae Wll, producer of K2 killer toxin, and W6 
strain which was sensitive to both toxins.

Wine yeasts W6 and killer wine yeats Wll showed different survival rates and fermentative 
activity in the presence of killer toxin K1 secreted by T158C strain. Obtained results showed 
that killer yeasts may be usefull when the fermentative conditions (temperature, pH value) will 
be suitable the activity of killer toxins.
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