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TVorba extraceluldrnych organickych kyselfn mutantam i
kvasin iek Saccharomyces cerevisiae

EVA KACLIKOVA

St'fHRN. Organickd kyseliny, ujznamnd potravindrske aditfva, produkujri kvasinky
Saccharornyces cerevisiae ako intermedi6ty citrr{tovdlro cyklu. Striditrm mutantov s de-
fektom v aktivite eurymov citrritovdho cyklu prispieva k objasneniu regul{cie ich worby.
Mtrtant s defektom v aktivite 2-oxoglutardtdehydrogendzovdlro komplexu (ogdl, kgdl)
a murant s defektom v aktivite fumardry (fuml), ktord boli biochemicky charakteri-
zovan6, sa vyznadovali riphrou stratou aktivity prfslu5n6lro enrymu a zvy5enou acidifi-
kadnou schopnost'ou svojiclr kol6nif. Na sledovanie tvor$ organickjch kyselin bunkami
mutantov v porovnani so Standardnymi kmeimi sa pouZila metdda HPLC. Analjzou
hrltivadn6ho mddia sa zistilo 1,5 aZ 2,5-niisobn6 zvysenie tvorby pymvdtu a 6-ndsobnd
arySenie worby fumardtu u mutauta ogdl (kgdl) a L5 ai 25-ndsobnd arf5enie tvorby
fumardtu u mutantaytzrul, v zivislosti od kultivadnych podmienok.

Organick6 kpeliny nesporne patria medzi vpnamnd potravi ndrske aditfva.
Kyseliny jabldnd, fumarovd a jantr{rovi{ predstavujd esencidlne chut'ovd zloLky
alkoholickych ni{pojov, akymi sri vfna [1]. PriblDneT0 7o organickych kpelfn
v sakd (iaponskd rpovd vfno), vri{tane kyseliny jabldnej a jantr{rovej, produkujf
kvas i nky podas ferment 6cie l2l. Kysel in a jabl dn d a vfnn a sd v hroznovom mui te
a vfne hlavnd organickd kyseliny a na mikrobiologickri deacidifikiiciu
sa vyuZfvajri vhodnd kmene kvasiniek schopnd degradovat' kyselinu jabldnri
podas ferment6cie v(na [3].

Kvasinky S. cerevisiae syntetizujri organickd kyseliny hlavne dr6hami
citrdtov6ho cyklu, ktory je lokalizovany v mitochondridch. Mechanizmus pro-
dukcie kyseliny jabldnej a d'al5fch organickych kyselfn v kvasinkrich S. cerevisiae
nie je edte celkom objasneny [2]. Selekcia vhodnych kmefiov kvasiniek
umoZfiuje modifikovat' senzorickd vlastnosti v(n, a tym je d6leZit6 pre ich
kvalitu [4].

Pre raciondlne vytrZitie kvasiniek ako priemyselnych mikroorganizmov,
produkujfcich cielene poZadovand intermedirity svojho metabolizmu, je
nelyhnutnd Stridium reguldcie metabolizmu ich buniek. Biochemickd mutanty

Ing. Eva Kaclfkovri, Vyskumny tistav potravindrsly, Priemyselni 4,820 06 Bratislava.
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s. cerevisiae vyznamne prispievajd k prehlbovaniu poznatkov o ich 5truktrire,
funkcii a reguldcii ich metabolizmu. Jednu zo skupfn mutantov so zmenenym
katabolizmorn tvoria jadrovd mutanty s defektom v aktivite enzymov citrr{-
tov6ho 

".vkl,r. 
Je velky podet publikovanych priic, ktord sa zaoberajri mutiiciarni

spdsobujricimi defekty v aktiviti{ch enzymov citriitovdho eyklu s cielbrn zarti;t
produkciu, alebo reguiovat'h orbu otgoni.ky"h kvseifnv pfilb"hn f"r*ent6cie.
S cielbm zlepSit' vlastnosti kmeila kvasiniek s- cere\,isiae pouz(vandho
pri vyrobe sakd lr,{agarifuchi a kol. [2] pripravili preru$enfm jadrovdho gdnu
FLIMI k6dujriceho fumardzu v S. cerevisirae mutanta a sledovali vplyv straty
aktivjty tumardzy na produkciu kyseliny jabldnej, fumarovej a janti{rovej.
UV mutagendzu a ndslednri selekciu pouZili lv{cKay a kol. [5] na zvylenie
produkcie kyseliny citr6novej z gluk6zy, pridom konkurendnd tvorba kyseliny
2-oxoglut6rovej naznadila,2e inaktiviicia 2-oxoglutarritdehydrogeniizy m6ie
mat' vplyv na nadprodukciu kyseliny citrdnovej kvasinkami. Inaktivi{cia fu-
mar'6zy sa uplatiluje pri efektfvnejiej produkcii L-alanfnu [6]. Aikawa a kol"
[7] izolovali mutanta s. cerevisiae nadprodukujriceho kyselinu jabldnri ako
kmeil senzitfvny na dimetylsukciniit, Specificky inhibftor sukcin6tdetrydro-
geniay. Mutant produkoval -a-kr6t viac kvseliny jahldnej ako rodido'usky kmei
a pri vyrobe sakd sa zfskala derstvii kyslastii chuf. Rodrigues a kol. IS] $tudovali
schcpnost' kvasiniEk degradovat' L-maliit v ovocnVch dzfsoch a vfnach.
Izolovali mutanta kvasiniek -tchizosaccharomyces malidevorans; ktory bol
zfvisly od prftomnosti L-mal6tu a glukdzy a utilizoval L-mahit rychlejiie ako
$tandardny kmeil, pridom utilizdcia glukdzy bola vyrazn e znfi,en6.

V tejto prdci sme sa venovali biochemickej charakterizdcii dvoch rdznych
mutantov kvasiniek S. cerevisiae, s defektami v aktivite 2-oxoglutarr{tdehydro-
geniizov6ho komplexu (ogdl, kgdl) [9-11], resp. v aktivite fitmar{zy (fuml)
[121. PouZitfm HPLC sme zistili, ze tieto mutantyprodukujri zrlgend mnozstvo
organickfch kyselin do rastovdho mddia.

Materi:il a metridy

Pouiitd mikro organizmy
V pr6ci boli pouZit6 nasledovnd kmene kvasiniek S. cerevisiae:
- Mutanty s defektom v aktivite 2-oxoglutar6tdehydrogeni{zovdho kom-

plenr: .rs10-3cl (MATa adel leu2-3 112 ogdl) poch6dzajrici z naieho
I aboratdri a [9, 1 0] a w3O3AKGD1 (MATa ade2- I his 3- I I I s leu2- 3 I 1 2 trp I - I
kgdl::UM3) zfskany od prof. A. Tzagoloffa z Cblumbia University
v New Yorku [11].

- Mutanty s def'ektom v aktivite fumarr{zy: haploidny kmefi E2 (MATa met2
fu r n 1 ) a d i p I o i d ny k m e il EF2 (MATa m e t 2 fum I I MATa hi s fu m I' ) pochridza-
jice z Mikrobiologick6ho ristaru wroclaunkej univerzity od prof. T M. r.a-
cht-rwicza.
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Ako Standardnd kmene sa pouZili DTXII, prototrofny diploidny labo-
ratdrny kmei, W303-1A (MAfa ade2-I his3-11 leu2-3,112 trpl-l kgdl::URA3)
a D273 -l0B I Al (MATa met2).

Kultivain€ rnedid a podtnienky htltivticie
Bunky boli kultivovand v minimdlnom kultivadnom mddiu obsahujrimm

gluktSzu (20 g.l- 1), zmes anorganickych solf a z.mes vitamfnov, podlh auxotrofie
pr(davok leucfiru, adenfnu, tryptofdnu a histidfnu, resp. metionfnu (20 mg.l-1).
Kultivadnd mddium v Erlenmeyerovlch bankdch bolo zaodkovan6 na podia-
todnri koncentrdciu 1.10s buniek v 1 ml inokulom vyrastenym 2a.24 hod(n
v mddiu rovnakdho zlolenia pri teplote 30 "C za aer6bnych podmienok.

Tvorba kyselfn trunkami mutantov bola pozorovan6 na tuhom mddiu obsa-
hujricom glukdzu (5 g.l-l), pept6n (20 g.l-l), kvasnidny extrakt (10 g.l'1), agar
(30 g.l-t;- a bromkrezolovy purpur (3 g.l-t) ako acidotrdzidr/ indikritor.
Konednri hodnota pH bola upravend na7,A.

Rast buniek bol pozorovany na tuhych minimdlnych mddiach s r6znymi
substrritmi - glycerol, etanol, laktiit, acetdt, pymvrit (20 g.l-1).

Anal,fi"a organickych kyselfn metcidou FIPLC

Prtprava t'zorlgt na analYzu HPLC'
Vzcrrky na analyzu HPLC boli odoberan9 za sterilnych podmienok

v urditych dasovych intervaloch v priebehu kultivr{cie kvasiniek v minimdlnom
kultivadnom mddiu. Bunky sa oddelili filtrdciou cez membrdnov6 filtre s vel'-

kost'r'ru ptirov 0,3 trr.m. Po zriedenf prefiltrovan6ho m6dia kyselinou chloristou
(2,5 g.l-l) v pomere i:l sa takto zfskand rzorka bez d'alSej ripravy pouZila
priamo na analpu HPLCI.

Podmienlq ana$4 HPLC.
prfstroj: 

_

vlnovd dl7*a:
PU 4100 HPLCs UV-VIS detektorom
210 nm

staciondrnaftiza: reverznfnepol6rna
koltina Partisil 10 ODS, (Philips) alebo
SGX C18 (Tessek)
velkost' dastfc nosida 10 pm
dlZka kol6ny 30 cm

mobilnd f6za: poldrna
kyselina chloristd (2,5 g.l-l), pH2,5
1 ml.min-l
2A pl
10 min

Kvantifikdcia analyzovanych l6tok sa uskutodnila pomocou integradn6ho
programu tr zostrojenych kalibradnych diar Standardov.

prietok:
dfvkovanie:
doba merania:

t37



Podmienky anal!'zy sri prevzatd z firemnej literatriry ,,fue Unicam F{PLC
Applications".

Stanovenie aktiv(t en{mov citrdtovdho cyklu

Mitochondrie na stanovenie aktivft enzymov citr6tovdho ryklu sa izolovali
z protoplastov, ktord boli pripravend z buniek kvasiniek kultivovanych v semi-
syntetickom mddiu s glukdzou (5 g.l-1) podlh Kt'rv6da a kol. [13]. Aktivita
2-oxoglutarritdehydrogendzovdho komplexu bola stanovend spektrofotome-
tricky, meranfm redukcie NAD+ v prftomnosti 2-oxoglutardtu ako substrdtu
pri vlnovej dfilke340 nm [14]. Aktivita fumariirybola stanovendtieispektro-
fotometrickv sledovanim akumuldcie fumar6tu v prftomnosti L-rnal6tu ako
substrdtu pri vlnovej anyeZq} nm na spektrofotometri Hitachi Perkin-Elmer
Model 557 [15]. Stanovenie mitochondririlnych protefnov sa uskutodnilo
Lowryho met6dou [16].

Vysledky a diskusia

Mutantykvasiniek S. ceretisiae s def'ektomv aktivite 2-oxoglutardtdehydro-
gendzovdho komplexu JS10-3C) a W303AKC}D1 ako aj mutant s defektom
v aktivite fimarizy E2, resp. EF2 sa vyznadovali znft.en'fmi rastovymi
vyt'aZkami v semisyntetickom m6diu s gluk6zou v porovnanf so Standardnymi
kmeilmi. Bunky mutanta .IS10-3C a W303AKGD1 neboli schopnd riist'
na glycerole,laktdte, acetdte, pyruv6te a slabo rdstli na etanole. Bunky mu-
tanta F,2, resp. EF2 nerdstli na etanole, ac.et6te, pymvrite a slabo ri{stli
na glycerole a laktitte (tab. 1.).

Spektrt'rfotometrick6 merania aktivft en{mov citrdtovdho cyklu v izolova-
nych mitochondrii{ch mutantov potvrdili v porovnanf so itandardnym kmeilom
W303-1A, resp. D273-10B/A1 fplnd stratu aktivity 2-oxoglutar6tdehydro-
geni{zc'rviho komplexu u mutantaogdl JS10-3C atgdl mutanta W303AKGD1,
resp. fumardzy u mutanta fuml EF2 (tab. 2.).

Podas riutu na tuhom gluktizovom mddiu, r:bsahujticom bromkrezolovy
purpur ako indikdtor pH, bunky mutantnych kmefiov vytvr{rali okolo svojich
kol6nif Zltd z6ny, ktord boli najvyraznej5ie u mutanta/2n1. S cielbm zistit', ak6
l6tky znftujri pH mddia, analpc'rvali sme kvapalnd kultivaind m6dium po od-
delenf buniek mettidou I-IPLC.

V chromatografickom zdzname nezaodkovandho kultivadndho mddia
(obr. 1.), obsahujriceho gluktizu, zmes anorganickych sol( zmes vitamfnov,
adenfn, uracil, tryptofdn, histidfn a leucfn, sa objavili Styri vyrazn6 pfky; s delom
vzorky pik obsahujrici soli, a prilhhly pfk obsahujrici histidfn a tryptofi{n
(histidfn absorbuje 200-krrit vyraznejiie ako tryptof6n). DalSie dva vfraznd
pfty odpovedajri uracilu a adenfnu. Vitamfny predstavujri pozadie niekolkych
velmi neujraznych pikov, gluk6za pri vlnovej dlLke 210 nm neabsorbuje.
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Kmeit r
Rast buniek 2

gluk6za 3

l106 buniek.nd-rl
glycerol4 etanol5 laktr{t 6 acelltl pyruv:it 8

DTXII 142 + + + + +

w303-lA 45 + + + + +

DZ73-t0BlAr r06 + + + + +

JSlO-3C 5t sl

w303AKGD1 35 sl

E2 76 sl sl

EF2 70 sl sI

TABr-JLKA l. Rast buniek v syntetickom mddiu obsalrujricom rdzne zdroje uhlika.
TABLE r. Growtlr of cells iu tlre synthetic medium containing different carbon sources.

RastoryWta2ok v staciondnrej fiize v mddiu s gluk6zou (20 gl l) bol stanoveni po 48-hodinovej

kultiv6;ii. Rast buniek na tulrjclr mddirich s inymi zdrojmi uhlika bol hodnoteny po 5 dioch.
+ - rast, - - nerast, sl - slabY rast.

Tlre growtlr yield of the cells in the stationary phase in a medium with glucose (20 g.l1)
was estimated after 48-h cultivation. Growth of cells ou solid media with other carbon sources

was scored after 5 daYs.

+ - growth, - - 1o growth, sl- slow growth, 1- strain,2 - growth of cells,3 - glucose,4- glycerol,

5 - ethanol, 6 - lactate, 7 - acelate,8 - pynrvate.

TABTTLKA 2. Aktivita 2-oxoglutanitdehydrogen6zovdho komplexu (OGD() afumarazy
(FIIM) stanovend spektrofotometricky v izolovanych mitochondririch.

TABLE 2. Activity of 2-oxoglutaratedehydrogenase complex (OGDC) and fumarase (F[IM)
measured spectrophotomericaily in isolated mitochondria.

Kmei I
Aktivita

lnmol substriitu.min'l.mg t proteinul 2

OGDC FTIM

DTXII 58 1710

w303-lA /J 1960

D273-10B/A1 52 1010

JS1G3C 0 490

W303AKGD1 0 340

EF2 5 0

I - strain, 2 - actiity [nmol srrbstrate.min-r.mgl protein].
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oBR. z. Clhromatogramy t{pl(l analyz
kultivadnych rn6dil po kultiviicii mu-
tanta kgdl W3O3AKGDI a Standard-
ndho kmeria W303- lA na koldue SGX
c18.
iislovanie pikov ako v Obr. 1.

FIG. 2. HPLC analysis chromatograms
of culture media after cultivation of
kgd.l mutant W3O3AKGDI and wild
type strain W303-lA on the SGX ClS
column.
Peak numbers as in Fig. 1., * - culture
medium.

140

oBR. r. Clhromatogramy FIPLC analyz kultivainych mddif po
ku ltivricii mu ta nta /qd1 W303AKGD I a Standa rdn6ho kmeila
W303-1A na koldne Partisil 10 ODS.
I - soli, 2 - histidfn. 3 - uracil, 4 - adeuin, 5 - pyruvrit, 6 -
neidentittovanj, 7 - ftlmardt.

FIG. l. HPLC analysis chromatograms of culttrre media after
cultivation of kgdl mutant W3O3AKGD1 and wild type srrain
W303-1A ou the Partisil 10 ODS column.
I - salts, 2 - histidine, 3 - trracil, 4 - adenine, 5 - pyruvate, 6 -
tunidentified, 7 - fumarate, * - culture medium.
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oBR. 3. Clhromatogramy HPLC
analyz kultivadnych n6dif po kul-
tivdcii mutantov ogdl JS10-3C

^ 
kgil W3A3AKGD1 a Standard-

ndlro kmefia W303-1A na kol6ne
Partisil l0 ODS.
Cislovanie piiiov ako v Obr. 1.

FIG. 3. FIPLCI ana\,sis ciuomato-
grams of culture media after culti-
vation of ogdl and /grl/ mutan*
and wild type strain W303-1A
on the Partisil 10 ODS cohrmn.
Peak numbers as il Fig. 1.,
* - ctrlture medium.

Z porovnania anallz kultivadnych mddif mutanta /cgd1 (W303AKGD1), resp.
ogdl (JS-103()) a Standardndho kmeila W303-1A (obr. 1. a obr. 3.)vyplfva,2e
vyraznej5ia odli5nost' sa prejavila vo velkosti pftu 5, ktory odpovedd pymvdtu.

Pomocou integradndho programu a zostrojenej kalibradnej diary sa zistilo,
Ze produkcia pymvdtu po kultivdcii v minimdlnom m6diu s gluk6zou 2A gJ-t
predstawje 0,27 g.l- I u kmeila W303AKGD1, resp. 0,45 g.l-l u kmefia JS10-3C1,

tj. 1,5 ai.2,S-nfsobnd zqfienie tvorby oproti Standardn6mu kmefiu W303-1A
(0,18 g.l-1). U mutanta W303AKGD1 doSlo k vyrazndmu ndrastu pftu 3, ktory
predstavujev nezaodkovanom kultivadnom m6diu uracil (obr. 1.). Po kultiv6cii
mutanta W303AKC}D1 v kultivadnom m6diu bez uracilu (obr. 3-) sa na chro-
matografickom zdzname objavil v tomto mieste novy pft. Anal'iza tej istej
vzorky na koltine SGX Cl18 za rovnakych podmienok (obr. 2.) ukizala, Le
zvd6enie piku 3 pri analpe nakoldne Partisil 10 ODS sp6sobil fumarrit, ktorf
sa na tEto koldne elut'rval v rovnakom dase ako uracil. Vzhladom na velkd
absorbdnri schopnost' fumariitu je vlak jeho nrySenii produkcia u mutantakgdl
v porovnanf so Standardnfm kmeilom zanedbatelhri.

T4L
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oBR. 4. Chromatogramy HPLCI analyz kultivadnjclr mddif
po kultivricii mutanta funtl EF2 a Standardndho kmefia
D273-I0B| A1 na kol6ne Partisil 10 ODS.
Clfslovanie pftov ako v Obr. 1.

nc. a. TIPLC analysis chromatograms of culture media
after cultivation of fuml mutant EF2 and wild type strain
D273-I0B|A1 on the Partisil 10 ODS column.
Peak number as in Fig. l.

U mutanta EF2 sa analpou HPLC (obr. 4.) zistilo v srilade s defektom
v aktivite tumardzy 15-n6sobn6 zvy5enie tvorby fumar6tu (0,32 g.l-t)
v porovnanf so Standardnym kmeliom D273-10B1A1 (0,021 g.l-1) v minim6l-
nom m6diu s gluk6zou 20 g.l-t. Najvldiia koncentrdcia fumardtu (0,53 g.l-1)
bola stanovenii po kultiv6cii v minimdlnom kultivadnom mddiu s gluk6zou
200 g.l- t nastavenom na pH 5,5. HPLC analyzou kultivadndho mddia v urditych
dasclvych intervaloch podas kultiviicie mutanta EF2 v minimiilnom m6diu
s glukdzou sa zistilo, Ze k akumul6cii fumariitu dochddzalo iba v rastticich
kultrirach, pridom vytaZok fumardtu bol rimerny koncentriicii buniek v rasto-
vc'rm mddiu.

Z vysledkov prdce vyplyva, LeWLC.je vhodnou met6dou analyzy zloLiek
kultivadndho mddia, nakolko je relatfvne jednoduchd, dasovo neniirodni{
(10 ai30 minrit) a dokr{Ze rozli3it'r6zne produktymikrobr{lneho metabolizmu.
Uspesne sa pouZila na efektivnu kontrolu mikrobdlnych fermentdci( [17j,
alebtr na analyzu organickych kyselfn v plodniciach jedlej huby Tiicholoma
giganteum [181. Spektrum a koncentrdcia organickych kyselfn vlznamne ovply-
vfiujf senzorickd vlastnosti fermentovanych poZfvatfn. Mutanty kvasiniek
S. cerevisiae s defektom v Specitickych reakcidch citriitov6ho cyklu, pouZitd aj
v tejto priici, sri iderilnym modelom pre Stridium dynamiky f'ermentdcie a sen-
zorickych vlistnostf poZfvatfn.
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Froduction of exlracelluler organic ecids
by yeast mulenls ol Saccharomyccs cerevisiac

EVA KAC]LITO\'A

SIIMMARY. Organic acids, distinguished food aditives, are being produced by the yeast
Sacclnrcnryces cerevisiae as intermediates of the citric acid rycle. Snrdies ou the mutants with
det'ects in citric acid cvcle enzyme activities contribute to elucidate regulation of organic acids
productiou. Both, tlre mutant of S. cercvisiae with defect in 2-cxoglutaratedehydrogenase
complex (ogrl 1, kgdl) and the one deficient in fumarase (frzrl), which have been biochemically
characterized, were completely deficient in corresponding enzyme activities and slrowBd an in-
creased acidification abilif of their colonies. The HPLC metlrod was used to observe produc-
tion of organicacids by mutant cells in comparison witlr wild type strairn. By means of analyzing
tlre cultrrre media, 1,S-Z-fold increase of the pynrvate production and 6fold increase of fuma-
rateproductionlryogdl (kgd1)mutantaud 15-25-foldincreaseoffumarateproductionbyfuml
mutant depend on growth cottditir>ns, was foultd.
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