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Produkce extracelulárních proteinů kvasinkami
Enzymy kvasinek
Při vývoji kvasinkových komunit, kolonií a biofilmů, při obsazování určitého teritoria hrají významnou úlohu specifické vlastnosti a schopnosti, kterými daný druh disponuje. Mezi ně patří i schopnost produkce extracelulárních proteinů, pomocí nichž mohou kvasinky např. eliminovat ve svém blízkém okolí jiné druhy kvasinek (produkce mykocinů) nebo

degradovat složité substráty (škrob). 

Mykociny (killer toxiny, killer proteiny, zymociny)
Řada druhů a rodů kvasinek produkuje proteiny, které různým způsobem zabíjí citlivé buňky téhož druhu nebo jiných druhů či rodů. Sám producent je k účinku vlastního mykocinu rezistentní, nikoliv však k jinému druhu mykocinu. Mykociny jsou geneticky determinovány chromozomálně – například některé kmeny Hansenula mrakii, Hansenula saturnus, Pichia farinosa.

Produkce jiných mykocinů je determinována cytoplazmaticky ds DNA (Kluyveromyces lactis) nebo dsRNA (mykoviry u Saccharomyces cerevisiae). Mechanismus účinku proteinu, optimální podmínky pro produkci a spektrum citlivých kmenů závisí na typu mykocinu.

Amylolytické enzymy
Schopnost částečně nebo úplně degradovat škrob je dána nejenom řadě druhů vláknitých hub, ale i kvasinek. Z askomycet kompletně štěpí škrob například některé druhy rodů Saccharomycopsis, Schwanniomyces, Lipomyces a Pichia. Různé druhy kvasinek mohou produkovat různé amylolytické enzymy, případně kombinaci enzymů, které různě štěpí amylózu a amylopektin (glukoamylázy, α amylázy, enzym s „odvětvující aktivitou“ atd.).

Průmyslové využití
Příkladem je tzv. Symba proces. Jedná se o společnou kultivaci kvasinek Saccharomycopsis fibuliger a Candida utilis na škrobnatém substrátu, který je výrobním odpadem. S. fibuliger produkuje amylázy, degraduje škrob na jednodušší zdroje uhlíku. Toho využívá C. utilis a rychle se množí za vzniku krmné biomasy.

Metody detekce extracelulárních proteinů
Čárkový test na produkci mykocinů

V tekuté kultuře (YEPG) napěstujeme kmen senzitivní k mykocinu. Kulturu následně vysejeme a rozetřeme na agar se sladinovým extraktem nebo jiným komplexním médiem tak, abychom dosáhli 106 buněk/misku. Aktivita některých mykocinů může být závislá na pH. Je-li tomu tak, je třeba při přípravě média přidat biologický pufr o požadované hodnotě pH. Po zaschnutí suspenze citlivého kmene, očkujeme na povrch agaru testované kmeny ve formě čárek biomasy. Inkubace probíhá při 20°C. Hodnotíme vznik zón kolem nárůstu testovaných kmenů.

Jamkový test
Je obdobou testu čárkového. Po zaschnutí suspenze citlivého kmene uděláme do agaru sterilně korkovrtem jamky. Producenty mykocinu kultivujeme přes noc v tekutém médiu, po kultivaci oddělíme buňky od média centrifugací a postkultivační médium aplikujeme do jamek v agaru.

Kultivační podmínky jsou stejné jako u čárkového testu, opět hodnotíme vznik zón.

Test detekce produkce amylolytických enzymů
Pro detekci produkce amyláz použijeme médium se škrobem. Testované kmeny kvasinek naočkujeme ve formě suspenze nebo čárky biomasy na povrch agarového média. Kultivace probíhá stacionárně při 280C po dobu 3-5 dnů, pak se plotny uloží do chladu. Škrob, který nebyl degradován se viditelně srazí. Hodnotíme nárůst kmene a průhledné zóny v bezprostředním okolí nárůstu. 

Použitá kultivační média  

1) YEPG (yeast extrakt 0,5%, pepton 1%, glukóza 2%)

2) Agar se sladinovým extraktem, metylénovou modří a fosfát-citrátovým pufrem pH 4,7

(složení na 1 litr): 

agar se sladinovým extraktem, 53g


fosfát-citrátový pufr, 100ml


metylénová modř, 10ml 


fosfát-citrátový pufr 
(A=kyselina citronová 2,1g/ 100ml destilované vody, B=Na2HPO4*12H2O/100ml destilované vody, 26ml A + 24ml B + 50ml destilované vody)

metylénová modř 30mg/ 10ml

Pufr a metylénovou modř přidáváme do média až po sterilizaci v autoklávu.
3) YEŠ agar (yeast extrakt 0,5%, škrob 2%, agar 2%)
Pozn. Škrob je nutno před sterilizací rozvařit, po sterilizaci přidáváme do hotového média.
Cíle a hypotézy
Otestujte dodané kvasinkové kmeny (1-6) na produkci mykocinu a amylolytických enzymů (1-5). Nastavením kultivačních podmínek se pokuste odhadnout typ mykocinu, amylolytické vybavení kvasinky.
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