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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania preparatu zawierajgcego toksyny killerowe
przy udziale drozdzy nalezgcych do gatunku Debaryomyces hansenii (znanych réwniez pod nazwg
Candida famata), ktéry moze znalez¢ zastosowanie do ochrony roslin sadowniczych, ptodéw rolnych
oraz roslin uzytkowych przed rozwojem fitopatogennych grzybéw oraz preparat przeciwgrzybiczy,
zwtaszcza do ochrony roslin sadowniczych, ptodéw rolnych oraz roslin uzytkowych, ktéry w korzystnej
realizacji moze by¢ otrzymany tym sposobem.

Znane jest antagonistyczne dziatanie komoérek drozdzy, w tym réwniez drozdzy killerowych,
wzgledem grzybow bedacych patogenami roslin [Walker et al. 1995, McGuire 1994, Wisniewski et al.
1991].

Znane jest antagonistyczne dziatanie komérek drozdzy innych gatunkéw niz Debaryomyces han-
senii, w tym réwniez produkowanych przez niektére z nich toksyn killerowych, wzgledem grzybéw po-
razajgcych owoce. Wykazano ochrone jabtek i gruszek przeciwko Botrytis cinerea i Penicillium expan-
sum [Nunes et al. 2002, Vinas et al. 1998, Santos i wsp., 2004], grejpfrutdw i pomaranczy 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 rowniez dziatanie innych gatunkoéw drozdzy niz Debaryomyces hansenii przeciwko
Botrytis cinerea na krzewach winorosli [Masih et al. 2001].

Znane jest antagonistyczne dziatanie komorek drozdzy Debaryomyces hansenii wzgledem grzy-
béw Penicillium digitatum skazajgcych grejpfruty i pomarancze [Droby et al. 1989, Arras 1996].

Znany jest sposdb produkcji toksyn killerowych przez rézne gatunki drozdzy w podtozu zawiera-
jacym glukoze (10 g/l), pepton proteozowy (5 g/l) i ekstrakt drozdzowy (3 g/l), ekstrakt stodowy (3 g/l)
zbuforowanym 0,2M buforem fosforanowo-cytrynianowym o pH 4,0 [Santos i wsp., 2004. Marquina et
al. 2001].

Znany jest sposob produkcji toksyn killerowych przez rézne gatunki drozdzy w tym nalezace do
gatunku Debaryomyces hansenii w podtozu zawierajgcym glukoze (20 g/l), pepton bakteriologiczny
(20 g/l) i ekstrakt drozdzowy (10 g/l), sporzadzonym w buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 4,5-4,6
[Da Silva i wsp., 2008; Schmitt i Radler, 1987; Wang i wsp., 2007a, b, Zarowska et al. 2009]. Jednak
preparaty otrzymywane tym sposobem wykazujg wzglednie niskg aktywnos$c.

Znane jest zageszczanie preparatéow toksyn killerowych drozdzy Debaryomyces hansenii po-
przez ultrafiltracje na membranie o punkcie 18 kDa i odparowanie pod proznig [Zarowska et al., 2014].

Znane jest utrwalanie preparatow toksyn killerowych drozdzy Debaryomyces hansenii poprzez
liofilizacje i suszenie rozpytowe (w warunkach laboratoryjnych) w temperaturze na wlocie do suszarki
100°C, przy czym opisana metoda nie zapewnia dostatecznej wydajno$ci pozyskania preparatu w for-
mie sproszkowanej oraz pozgdanego poziomu aktywnosci preparatu [Zarowska et al., 2014].

Ujawniono réwniez, ze drozdze Debaryomyces hansenii szczepu All4b wytwarzajg toksyny Kille-
rowe [Zarowska Barbara, 2012]. W tej samej publikacji opisano rowniez wyniki badan majgcych na celu
ustalenie warunkéw hodowli zapewniajgcych najwyzszg wydajnosé produkciji toksyn killerowych i zasu-
gerowano, ze do uzyskania produkcji toksyn killerowych podczas hodowli Debaryomyces hansenii
w podtozu syntetycznym wymagane jest stosowanie w podfozu produkcyjnym biatkowych form azotu
(peptonu). Jednoczesnie ujawniono, ze najlepsze efekty uzyskuje sie podczas hodowli w bulionie YPG
o pH 4,5, ktdre jest petnym podtozem hodowlanym zawierajgcym ekstrakt drozdZzowy, pepton, glukoze
i bufor cytrynianowo-fosforanowy.

Ponadto ujawniono [Zarowska B., Wojtatowicz M., Potomska X., 2009], ze hodowla Debaryomy-
ces hansenii na petnym podfozu hodowlanym pozwalata uzyskac preparat toksyn killerowych o aktyw-
nosci w zakresie 60—70 U/ml.

Ponadto, Sarlin i Philip (2013) optymalizujgc w swojej pracy sktad podtoza hodowlanego opartego
na melasie stwierdzili, Zze ,melasa (zawartos¢ ogdlna cukrow 9 mg/ml) uzupetniona peptonem (0,75%),
ekstraktem drozdzowym (0,5%) i MgSOa4 (0,25%) sprzyja maksymalizacji wzrostu czterech badanych
szczepow” (w tym 2 szczepdw D. hansenii).

Celem wynalazku jest dostarczenie preparatu cechujgcego sie wysokg aktywnoscig biologiczng
i nadajgcego sie do ochrony roslin sadowniczych, ptodéw rolnych oraz roslin uzytkowych przed rozwo-
jem fitopatogennych grzybow. Kolejnym celem wynalazku jest dostarczenie przemystowego sposobu
otrzymywania takiego preparatu, przy czym sposoéb ten nie powinien wymagac¢ stosowania laboratoryj-
nych poditozy hodowlanych zawierajgcych pepton, ekstrakt drozdZzowy i/lub glukoze.
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Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania preparatu zawierajgcego toksyny killerowe
charakteryzujgcy sie tym, ze drozdze Debaryomyces hansenii, zdeponowane w kolekcji kultur komor-
kowych Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) w Utrechcie pod numerem dostepu CBS 140023,
hoduje sie w roztworze wodnym o wartosci pH od 3 do 5 zawierajgcym 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 drozdze D. hansenii fazy stacjonarnej wzrostu, nastepnie oddziela sie biomase, ko-
rzystnie przez wirowanie, a pozostaty supernatant zageszcza metoda nandfiltracji, a uzyskany w ten
sposoOb zageszczony ptyn utrwala sie na cele przechowalnicze, zwtaszcza metodg suszenia rozpyto-
wego. Rownie korzystnie, zageszczony ptyn utrwala sie na cele przechowalnicze poprzez mrozenie
w temp. w zakresie od -15 do -22°C.

W alternatywnej korzystnej realizacji wynalazku, biomase uzyskang po procesie wirowania, a na-
stepnie mrozong w temp. w zakresie od -15 do -22°C, zawiesza sie w wodzie wodociggowej. Réwnie
korzystnie, biomase uzyskang po procesie wirowania, suszy sie metodg suszenia rozpytowego.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest preparat przeciwgrzybiczy, zwtaszcza do ochrony roslin
sadowniczych, ptodéw rolnych oraz roslin uzytkowych charakteryzujgcy sie tym, ze zawiera toksyny
killerowe wytwarzane przez drozdze Debaryomyces hansenii zdeponowane w kolekcji kultur komaorko-
wych Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) w Utrechcie pod numerem dostepu CBS 140023,
przy czym aktywnos$¢ preparatu wynosi co najmniej 750 U/ml.

Preparat moze by¢ otrzymany opisanym powyzej sposobem z zageszczonego ptynu pohod ow-
lanego.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze mozliwe jest wykorzystanie preparatéw zawierajgcych toksyny
killerowe drozdzy Debaryomyces hansenii do ochrony roslin sadowniczych, ptodéw rolnych oraz roslin
uzytkowych przed rozwojem fitopatogennych grzybow.

Nieoczekiwanie, przedmiotowy wynalazek dostarcza sposob produkcji gotowego preparatu za-
wierajgcego toksyny killerowe drozdzy Debaryomyces hansenii wykorzystujgcy produkty uboczne prze-
mystu spozywczego takie jak melasa buraczana i namok kukurydziany, zageszczonego poprzez nano-
filtracje i utrwalanego przez mrozenie lub suszenie rozpytowe w temperaturze na wlocie do komory
suszenia 140-200°C, umozliwiajgce uzyskanie preparatéw o wysokiej aktywnosci biologiczne;.

W korzystnej realizacji: do stabilizacji pH w podtozu hodowlanym stosowany jest kwas nieorga-
niczny, predkos¢ podawania surowca do komory suszenia zapewnia uzyskanie temperatury mierzonej
na wyjsciu z komory od 70 do 90°C, warunki rozpylania zapewniajg uzyskanie kropel o wielkosci od
12 um do 17 um, i/lub strumien powietrza przeptywajgcego przez komore zapewnia prawidtowy proces
odbioru wilgoci i umozliwia uzyskanie sproszkowanego preparatu o aktywnosci wody w przedziale
0,142-0,165.

Zaletg wynalazku jest mozliwos¢ produkcji preparatu zawierajgcego toksyny killerowe Debaryo-
myces hansenii, dziatajgcego hamujgco wzgledem fitopatogennych grzybdw, z wykorzystaniem mate-
riatbw ubocznych pochodzgcych z przemystu spozywczego: melasy buraczanej i namoku kukurydzia-
nego. Takie rozwigzanie umozliwia nieporéwnywalnie tanszg produkcje preparatu, niz w znanych do-
tychczas podtozach. Dodatkowo otrzymuje sie od 15 do 25 g/l suchej masy drozdzy, ktéra réwniez moze
znalez¢ zastosowanie przeciwko fitopatogennym grzybom.

Przedmiot wynalazku przedstawiono na przykfadach:

Przyktad 1

Do podtoza produkcyjnego zawierajgcego w 1 | wody wodociggowej 20 g melasy oraz 10 g na-
moku kukurydzianego wprowadza sie inokulum drozdzy Debaryomyces hansenii All4b, korzystnie
w ilodci 10% objetosci roboczej.

Szczep Debaryomyces hansenii i All4b zostat zdeponowany dnia 19 maja 2015 roku zgodnie
z traktatem budapesztanskim w Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) w Urechcie, Holandia
pod numerem depozytowym CBS 140023.

Inokulum przygotowuje sie w tym samym podiozu, na wstrzgsarce przy szybkosci 150—-200
obr/min., w temperaturze 22°C przez 3 dni. pH podtoza ustala sie na poziomie 4,0 i kontroluje za pomocag
roztworu HCI. Hodowle wtasciwg prowadzi sie w temp. 14°C, przy szybkosci obrotowej mieszadta
400 obr/min i szybkosci napowietrzania 200—600 ml/min do osiggniecia przez drozdze fazy stacjonarnej
wzrostu. Po hodowli biomase oddziela sie od ptynu pohodowlanego poprzez wirowanie. Supernatant
zawierajgcy toksyny killerowe zageszcza sie siedmiokrotnie metoda nanofiltarciji, po czym suszy w prze-
ciwprgdowej suszarce rozpylowej, w warunkach: temperatura surowca 8°C, temperatura na wlocie
165°C, predkos$¢ podawania surowca 4750 ml/h, ciSnienie powietrza w dyszy 0,27 MPa.
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Uzyskuje sie preparat o aktywnosci 800-900 U/ml przy biomasie drozdzy w ilosci 15 g/l.

Aktywnos¢ killerowg oznacza sie za pomocg dyfuzyjnego testu ptytkowego. W tym celu agarowe
podtoze YPG o pH 4,6 zawierajgce 0,03% bifekitu metylenowego zaszczepia sie kulturg szczepu wraz-
liwego do koncowej gestosci 5x10° kom/ml. W tak przygotowanych ptytkach wycina sie korkoborem
studzienki o srednicy 6 mm, do ktérych wprowadza sie 100 pl preparatu zawierajgcego toksyny kille-
rowe. Plytki pozostawia sie na okoto 8 godz. w temp. 4°C celem dyfuzji toksyny do podtoza, po czym
inkubuje w temp 14°C przez 48 godz. Powstate wokoét studzienek strefy zahamowania wzrostu mierzy
sie suwmiarka.

Za jednostke aktywnosci przyjmuje sie takie stezenie biatka killerowego, ktére powoduje strefe
zahamowania wzrostu szczepu wrazliwego (promien pomniejszony o promien studzienki) o wielkosci
2 mm.

Zaobserwowano liniowg zaleznos¢ pomiedzy logarytmem naturalnym objetosci preparatu tok-
syny (y), a wielkoscig strefy inhibicji (x) wzorcowego wrazliwego szczepu Y. lipolytica Pli6a. Dla toksyny
otrzymywanej z uzyciem szczepu D. hansenii All4b zaleznos$¢ ta przedstawia sie nastepujgco:

- All4b: y = 1,5735In (x) + 1,8645; wsp. korelacji R?=0,9791

Preparat toksyny, uzyskany opisanym powyzej sposobem, po rozpuszczeniu w wodzie do steze-
nia roboczego wynoszacego okoto 8% i zastosowaniu w postaci opryskéw w trakcie okresu wegetacji
roslin, wykazuje aktywnosc¢ zaréwno na lisciach jak i owocach, szczegodlnie przeciwko parchowi jabtoni
(Venturia inaequalis) oraz szarej plesni (Botrytis cinerea) truskawek i winorosli. Opryski stosuje sie
w okresie infekcji pierwotnych.

Przyktad 2

Postepuije sie jak w przyktadzie 1, z tym, ze supernatant zageszczony metodg nanofiltarcji mrozi
sie w temp. -20°C. Preparat charakteryzuje sie tg samg aktywnoscia, co preparat z przyktadu 1.

Przyktad 3

Postepuje sie jak w przykfadzie 1, z tym, ze podtoze produkcyjne zawiera 60 g/l melasy buraczanej
i 10 g/l namoku kukurydzianego. Otrzymany preparat cechuje sie aktywnoscig na poziomie 750-800 U/ml
przy biomasie drozdzy w ilosci 23 g/l. Preparat charakteryzuje sie tg samg aktywnoscia, co preparat
z przykfadu 1.

Przyktad 4

Postepuije sie jak w przyktadzie 1, z tym, Ze biomase drozdzy pozyskang po wirowaniu mrozi sie
w temp. -20°C, nastepnie zawiesza w wodzie wodociggowej do zawartosci 20 g/l suchej masy komoérek
i stosuje w postaci opryskéw w trakcie okresu wegetacji roslin. Preparat wykazuje aktywnos¢ zaréwno
na lisciach jak i owocach szczegdlnie przeciwko parchowi jabtoni (Venturia inaequalis) oraz szarej plesni
(Botrytis cinerea) truskawek i winorosli.

Przyktad 5

Postepuje sie jak w przyktadzie 4, z tym, Zze biomase drozdzy pozyskang po wirowaniu suszy
w przeciwprgdowej suszarce rozpytowej, w warunkach: temperatura surowca 8°C, temperatura na wlo-
cie 165°C, predkos¢é podawania surowca 4750 ml/h, cisnienie powietrza w dyszy 0,27 MPa, nastepnie
zawiesza w wodzie wodociggowej do zawartosci 20 g/l suchej masy komérek i stosuje w postaci opry-
skow w trakcie okresu wegetacji roslin. Preparat charakteryzuje sie tg samg aktywnoscig, co preparat
z przykfadu 4.
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Zastrzezenia patentowe

Sposob otrzymywania preparatu zawierajgcego toksyny killerowe, znamienny tym, ze droz-
dze Debaryomyces hansenii, zdeponowane w kolekcji kultur komérkowych Centraalbureau
voor Schimmelcultures (CBS) w Utrechcie pod numerem dostepu CBS 140023, hoduje sie
w roztworze wodnym o wartosci pH od 3 do 5 zawierajgcym 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 drozdze D. hansenii fazy stacjonarnej wzrostu, nastepnie oddziela
sie biomase, korzystnie przez wirowanie, a pozostaty supernatant zageszcza metodg nanofil-
tracji, a uzyskany w ten sposdb zageszczony ptyn utrwala sie na cele przechowalnicze,
zwtaszcza metodg suszenia rozpytowego.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zageszczony ptyn utrwala sie na cele przecho-
walnicze poprzez mrozenie w temp. w zakresie od -15 do -22°C.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze biomase uzyskang po procesie wirowania,
a nastepnie mrozong w temp. w zakresie od -15 do -22°C, zawiesza sie w wodzie wodocig-
gowej.

Sposéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, Zze biomase uzyskang po procesie wirowania, su-
szy sie metodg suszenia rozpytowego.



PL 229 949 B1

5. Preparat przeciwgrzybiczy, zwtaszcza do ochrony roslin sadowniczych, ptodéw rolnych oraz
roslin uzytkowych, znamienny tym, ze zawiera toksyny killerowe wytwarzane przez drozdze
Debaryomyces hansenii zdeponowane w kolekcji kultur komérkowych Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS) w Utrechcie pod numerem dostepu CBS 140023, przy czym aktyw-
nos¢ preparatu wynosi co najmniej 750 U/ml.

Departament Wydawnictw UPRP
Cena 2,46 zt (w tym 23% VAT)
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