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Opis wynalazku 

Przedmiotem wynalazku jest sposób otrzymywania preparatu zawierającego toksyny killerowe 

przy udziale drożdży należących do gatunku Debaryomyces hansenii (znanych również pod nazwą 

Candida famata), który może znaleźć zastosowanie do ochrony roślin sadowniczych, płodów rolnych 

oraz roślin użytkowych przed rozwojem fitopatogennych grzybów oraz preparat przeciwgrzybiczy, 

zwłaszcza do ochrony roślin sadowniczych, płodów rolnych oraz roślin użytkowych, który w korzystnej 

realizacji może być otrzymany tym sposobem. 

Znane jest antagonistyczne działanie komórek drożdży, w tym również drożdży killerowych, 

względem grzybów będących patogenami roślin [Walker et al. 1995, McGuire 1994, Wiśniewski et al. 

1991]. 

Znane jest antagonistyczne działanie komórek drożdży innych gatunków niż Debaryomyces han-

senii, w tym również produkowanych przez niektóre z nich toksyn killerowych, względem grzybów po-

rażających owoce. Wykazano ochronę jabłek i gruszek przeciwko Botrytis cinerea i Penicillium expan-

sum [Nunes et al. 2002, Vinas et al. 1998, Santos i wsp., 2004], grejpfrutów i pomarańczy przeciwko 

Penicillium digitatum [Droby et al. 1989, McGuire R.G. 1994 Platania i wsp., 2012] oraz winogron prze-

ciwko Botrytis cinerea [Santos i Marquina, 2004]. 

Znane jest również działanie innych gatunków drożdży niż Debaryomyces hansenii przeciwko 

Botrytis cinerea na krzewach winorośli [Masih et al. 2001]. 

Znane jest antagonistyczne działanie komórek drożdży Debaryomyces hansenii względem grzy-

bów Penicillium digitatum skażających grejpfruty i pomarańcze [Droby et al. 1989, Arras 1996]. 

Znany jest sposób produkcji toksyn killerowych przez różne gatunki drożdży w podłożu zawiera-

jącym glukozę (10 g/l), pepton proteozowy (5 g/l) i ekstrakt drożdżowy (3 g/l), ekstrakt słodowy (3 g/l) 

zbuforowanym 0,2M buforem fosforanowo-cytrynianowym o pH 4,0 [Santos i wsp., 2004. Marquina et 

al. 2001]. 

Znany jest sposób produkcji toksyn killerowych przez różne gatunki drożdży w tym należące do 

gatunku Debaryomyces hansenii w podłożu zawierającym glukozę (20 g/l), pepton bakteriologiczny  

(20 g/l) i ekstrakt drożdżowy (10 g/l), sporządzonym w buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 4,5-4,6 

[Da Silva i wsp., 2008; Schmitt i Radler, 1987; Wang i wsp., 2007a, b, Żarowska et al. 2009]. Jednak 

preparaty otrzymywane tym sposobem wykazują względnie niską aktywność. 

Znane jest zagęszczanie preparatów toksyn killerowych drożdży Debaryomyces hansenii po-

przez ultrafiltrację na membranie o punkcie 18 kDa i odparowanie pod próżnią [Żarowska et al., 2014]. 

Znane jest utrwalanie preparatów toksyn killerowych drożdży Debaryomyces hansenii poprzez 

liofilizację i suszenie rozpyłowe (w warunkach laboratoryjnych) w temperaturze na wlocie do suszarki 

100°C, przy czym opisana metoda nie zapewnia dostatecznej wydajności pozyskania preparatu w for-

mie sproszkowanej oraz pożądanego poziomu aktywności preparatu [Żarowska et al., 2014]. 

Ujawniono również, że drożdże Debaryomyces hansenii szczepu AII4b wytwarzają toksyny kille-

rowe [Żarowska Barbara, 2012]. W tej samej publikacji opisano również wyniki badań mających na celu 

ustalenie warunków hodowli zapewniających najwyższą wydajność produkcji toksyn killerowych i zasu-

gerowano, że do uzyskania produkcji toksyn killerowych podczas hodowli Debaryomyces hansenii  

w podłożu syntetycznym wymagane jest stosowanie w podłożu produkcyjnym białkowych form azotu 

(peptonu). Jednocześnie ujawniono, że najlepsze efekty uzyskuje się podczas hodowli w bulionie YPG 

o pH 4,5, które jest pełnym podłożem hodowlanym zawierającym ekstrakt drożdżowy, pepton, glukozę 

i bufor cytrynianowo-fosforanowy. 

Ponadto ujawniono [Żarowska B., Wojtatowicz M., Połomska X., 2009], że hodowla Debaryomy-

ces hansenii na pełnym podłożu hodowlanym pozwalała uzyskać preparat toksyn killerowych o aktyw-

ności w zakresie 60–70 U/ml. 

Ponadto, Sarlin i Philip (2013) optymalizując w swojej pracy skład podłoża hodowlanego opartego 

na melasie stwierdzili, że „melasa (zawartość ogólna cukrów 9 mg/ml) uzupełniona peptonem (0,75%), 

ekstraktem drożdżowym (0,5%) i MgSO4 (0,25%) sprzyja maksymalizacji wzrostu czterech badanych 

szczepów” (w tym 2 szczepów D. hansenii). 

Celem wynalazku jest dostarczenie preparatu cechującego się wysoką aktywnością biologiczną 

i nadającego się do ochrony roślin sadowniczych, płodów rolnych oraz roślin użytkowych przed rozwo-

jem fitopatogennych grzybów. Kolejnym celem wynalazku jest dostarczenie przemysłowego sposobu 

otrzymywania takiego preparatu, przy czym sposób ten nie powinien wymagać stosowania laboratoryj-

nych podłoży hodowlanych zawierających pepton, ekstrakt drożdżowy i/lub glukozę. 
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Przedmiotem wynalazku jest sposób otrzymywania preparatu zawierającego toksyny killerowe 

charakteryzujący się tym, że drożdże Debaryomyces hansenii, zdeponowane w kolekcji kultur komór-

kowych Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) w Utrechcie pod numerem dostępu CBS 140023, 

hoduje się w roztworze wodnym o wartości pH od 3 do 5 zawierającym od 2 do 6% wag. melasy bura-

czanej oraz od 0,5 do 3% wag. namoku kukurydzianego, korzystnie w temperaturze od 10 do 20°C, do 

uzyskania przez drożdże D. hansenii fazy stacjonarnej wzrostu, następnie oddziela się biomasę, ko-

rzystnie przez wirowanie, a pozostały supernatant zagęszcza metodą nanofiltracji, a uzyskany w ten 

sposób zagęszczony płyn utrwala się na cele przechowalnicze, zwłaszcza metodą suszenia rozpyło-

wego. Równie korzystnie, zagęszczony płyn utrwala się na cele przechowalnicze poprzez mrożenie  

w temp. w zakresie od -15 do -22°C. 

W alternatywnej korzystnej realizacji wynalazku, biomasę uzyskaną po procesie wirowania, a na-

stępnie mrożoną w temp. w zakresie od -15 do -22°C, zawiesza się w wodzie wodociągowej. Równie 

korzystnie, biomasę uzyskaną po procesie wirowania, suszy się metodą suszenia rozpyłowego. 

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest preparat przeciwgrzybiczy, zwłaszcza do ochrony roślin 

sadowniczych, płodów rolnych oraz roślin użytkowych charakteryzujący się tym, że zawiera toksyny 

killerowe wytwarzane przez drożdże Debaryomyces hansenii zdeponowane w kolekcji kultur komórko-

wych Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) w Utrechcie pod numerem dostępu CBS 140023, 

przy czym aktywność preparatu wynosi co najmniej 750 U/ml. 

Preparat może być otrzymany opisanym powyżej sposobem z zagęszczonego płynu pohodow-

lanego. 

Nieoczekiwanie okazało się, że możliwe jest wykorzystanie preparatów zawierających toksyny 

killerowe drożdży Debaryomyces hansenii do ochrony roślin sadowniczych, płodów rolnych oraz roślin 

użytkowych przed rozwojem fitopatogennych grzybów. 

Nieoczekiwanie, przedmiotowy wynalazek dostarcza sposób produkcji gotowego preparatu za-

wierającego toksyny killerowe drożdży Debaryomyces hansenii wykorzystujący produkty uboczne prze-

mysłu spożywczego takie jak melasa buraczana i namok kukurydziany, zagęszczonego poprzez nano-

filtrację i utrwalanego przez mrożenie lub suszenie rozpyłowe w temperaturze na wlocie do komory 

suszenia 140–200°C, umożliwiające uzyskanie preparatów o wysokiej aktywności biologicznej. 

W korzystnej realizacji: do stabilizacji pH w podłożu hodowlanym stosowany jest kwas nieorga-

niczny, prędkość podawania surowca do komory suszenia zapewnia uzyskanie temperatury mierzonej 

na wyjściu z komory od 70 do 90°C, warunki rozpylania zapewniają uzyskanie kropel o wielkości od  

12 m do 17 m, i/lub strumień powietrza przepływającego przez komorę zapewnia prawidłowy proces 

odbioru wilgoci i umożliwia uzyskanie sproszkowanego preparatu o aktywności wody w przedziale  

0,142–0,165. 

Zaletą wynalazku jest możliwość produkcji preparatu zawierającego toksyny killerowe Debaryo-

myces hansenii, działającego hamująco względem fitopatogennych grzybów, z wykorzystaniem mate-

riałów ubocznych pochodzących z przemysłu spożywczego: melasy buraczanej i namoku kukurydzia-

nego. Takie rozwiązanie umożliwia nieporównywalnie tańszą produkcję preparatu, niż w znanych do-

tychczas podłożach. Dodatkowo otrzymuje się od 15 do 25 g/l suchej masy drożdży, która również może 

znaleźć zastosowanie przeciwko fitopatogennym grzybom. 

Przedmiot wynalazku przedstawiono na przykładach: 

P r z y k ł a d  1 

Do podłoża produkcyjnego zawierającego w 1 l wody wodociągowej 20 g melasy oraz 10 g na-

moku kukurydzianego wprowadza się inokulum drożdży Debaryomyces hansenii AII4b, korzystnie  

w ilości 10% objętości roboczej. 

Szczep Debaryomyces hansenii i AII4b został zdeponowany dnia 19 maja 2015 roku zgodnie  

z traktatem budapesztańskim w Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) w Urechcie, Holandia 

pod numerem depozytowym CBS 140023. 

Inokulum przygotowuje się w tym samym podłożu, na wstrząsarce przy szybkości 150–200 

obr/min., w temperaturze 22°C przez 3 dni. pH podłoża ustala się na poziomie 4,0 i kontroluje za pomocą 

roztworu HCl. Hodowlę właściwą prowadzi się w temp. 14°C, przy szybkości obrotowej mieszadła  

400 obr/min i szybkości napowietrzania 200–600 ml/min do osiągnięcia przez drożdże fazy stacjonarnej 

wzrostu. Po hodowli biomasę oddziela się od płynu pohodowlanego poprzez wirowanie. Supernatant 

zawierający toksyny killerowe zagęszcza się siedmiokrotnie metodą nanofiltarcji, po czym suszy w prze-

ciwprądowej suszarce rozpyłowej, w warunkach: temperatura surowca 8°C, temperatura na wlocie 

165°C, prędkość podawania surowca 4750 ml/h, ciśnienie powietrza w dyszy 0,27 MPa. 
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Uzyskuje się preparat o aktywności 800–900 U/ml przy biomasie drożdży w ilości 15 g/l. 

Aktywność killerową oznacza się za pomocą dyfuzyjnego testu płytkowego. W tym celu agarowe 

podłoże YPG o pH 4,6 zawierające 0,03% błękitu metylenowego zaszczepia się kulturą szczepu wraż-

liwego do końcowej gęstości 5x105 kom/ml. W tak przygotowanych płytkach wycina się korkoborem 

studzienki o średnicy 6 mm, do których wprowadza się 100 l preparatu zawierającego toksyny kille-

rowe. Płytki pozostawia się na około 8 godz. w temp. 4°C celem dyfuzji toksyny do podłoża, po czym 

inkubuje w temp 14°C przez 48 godz. Powstałe wokół studzienek strefy zahamowania wzrostu mierzy 

się suwmiarką. 

Za jednostkę aktywności przyjmuje się takie stężenie białka killerowego, które powoduje strefę 

zahamowania wzrostu szczepu wrażliwego (promień pomniejszony o promień studzienki) o wielkości  

2 mm. 

Zaobserwowano liniową zależność pomiędzy logarytmem naturalnym objętości preparatu tok-

syny (y), a wielkością strefy inhibicji (x) wzorcowego wrażliwego szczepu Y. lipolytica PII6a. Dla toksyny 

otrzymywanej z użyciem szczepu D. hansenii AII4b zależność ta przedstawia się następująco: 

- AII4b: y = 1,5735ln (x) + 1,8645; wsp. korelacji R2=0,9791 

Preparat toksyny, uzyskany opisanym powyżej sposobem, po rozpuszczeniu w wodzie do stęże-

nia roboczego wynoszącego około 8% i zastosowaniu w postaci oprysków w trakcie okresu wegetacji 

roślin, wykazuje aktywność zarówno na liściach jak i owocach, szczególnie przeciwko parchowi jabłoni 

(Venturia inaequalis) oraz szarej pleśni (Botrytis cinerea) truskawek i winorośli. Opryski stosuje się  

w okresie infekcji pierwotnych. 

P r z y k ł a d  2 

Postępuje się jak w przykładzie 1, z tym, że supernatant zagęszczony metodą nanofiltarcji mrozi 

się w temp. -20°C. Preparat charakteryzuje się tą samą aktywnością, co preparat z przykładu 1. 

P r z y k ł a d  3 

Postępuje się jak w przykładzie 1, z tym, że podłoże produkcyjne zawiera 60 g/l melasy buraczanej 

i 10 g/l namoku kukurydzianego. Otrzymany preparat cechuje się aktywnością na poziomie 750–800 U/ml 

przy biomasie drożdży w ilości 23 g/l. Preparat charakteryzuje się tą samą aktywnością, co preparat  

z przykładu 1. 

P r z y k ł a d  4 

Postępuje się jak w przykładzie 1, z tym, że biomasę drożdży pozyskaną po wirowaniu mrozi się 

w temp. -20°C, następnie zawiesza w wodzie wodociągowej do zawartości 20 g/l suchej masy komórek 

i stosuje w postaci oprysków w trakcie okresu wegetacji roślin. Preparat wykazuje aktywność zarówno 

na liściach jak i owocach szczególnie przeciwko parchowi jabłoni (Venturia inaequalis) oraz szarej pleśni 

(Botrytis cinerea) truskawek i winorośli. 

P r z y k ł a d  5 

Postępuje się jak w przykładzie 4, z tym, że biomasę drożdży pozyskaną po wirowaniu suszy  

w przeciwprądowej suszarce rozpyłowej, w warunkach: temperatura surowca 8°C, temperatura na wlo-

cie 165°C, prędkość podawania surowca 4750 ml/h, ciśnienie powietrza w dyszy 0,27 MPa, następnie 

zawiesza w wodzie wodociągowej do zawartości 20 g/l suchej masy komórek i stosuje w postaci opry-

sków w trakcie okresu wegetacji roślin. Preparat charakteryzuje się tą samą aktywnością, co preparat  

z przykładu 4. 
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Zastrzeżenia patentowe 

1. Sposób otrzymywania preparatu zawierającego toksyny killerowe, znamienny tym, że droż-

dże Debaryomyces hansenii, zdeponowane w kolekcji kultur komórkowych Centraalbureau 

voor Schimmelcultures (CBS) w Utrechcie pod numerem dostępu CBS 140023, hoduje się  

w roztworze wodnym o wartości pH od 3 do 5 zawierającym od 2 do 6% wag. melasy bura-

czanej oraz od 0,5 do 3% wag. namoku kukurydzianego, korzystnie w temperaturze od 10 do 

20°C, do uzyskania przez drożdże D. hansenii fazy stacjonarnej wzrostu, następnie oddziela 

się biomasę, korzystnie przez wirowanie, a pozostały supernatant zagęszcza metodą nanofil-

tracji, a uzyskany w ten sposób zagęszczony płyn utrwala się na cele przechowalnicze, 

zwłaszcza metodą suszenia rozpyłowego. 

2. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że zagęszczony płyn utrwala się na cele przecho-

walnicze poprzez mrożenie w temp. w zakresie od -15 do -22°C. 

3. Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że biomasę uzyskaną po procesie wirowania,  

a następnie mrożoną w temp. w zakresie od -15 do -22°C, zawiesza się w wodzie wodocią-

gowej. 

4. Sposób według zastrz. 3, znamienny tym, że biomasę uzyskaną po procesie wirowania, su-

szy się metodą suszenia rozpyłowego. 
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5. Preparat przeciwgrzybiczy, zwłaszcza do ochrony roślin sadowniczych, płodów rolnych oraz 

roślin użytkowych, znamienny tym, że zawiera toksyny killerowe wytwarzane przez drożdże 

Debaryomyces hansenii zdeponowane w kolekcji kultur komórkowych Centraalbureau voor 

Schimmelcultures (CBS) w Utrechcie pod numerem dostępu CBS 140023, przy czym aktyw-

ność preparatu wynosi co najmniej 750 U/ml. 
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