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Tvorba extracelularnych organickych kyselin mutantami
kvasiniek Saccharomyces cerevisiae

EVA KACLIKOVA

SUHRN. Organické kyseliny, vyznamné potravindrske aditiva, produkuji kvasinky
Saccharomyces cerevisiae ako intermedidty citrdtového cyklu. Stidium mutantov s de-
fektom v aktivite enzymov citratového cyklu prispieva k objasneniu reguldcie ich tvorby.
Mutant s defektom v aktivite 2-oxoglutardtdehydrogendzového komplexu (ogdl, kgdl)
a mutant s defektom v aktivite fumardzy (fuml), ktoré boli biochemicky charakteri-
zované, sa vyznacovali dplnou stratou aktivity prisluSného enzymu a zvySenou acidifi-
ka&nou schopnostou svojich koldnii. Na sledovanie tvorby organickych kyselin bunkami
mutantov v porovnani so §tandardnymi kmefimi sa pouZila metéda HPLC. Analyzou
kultivaéného média sa zistilo 1,5 aZ 2,5-ndsobné zvySenie tvorby pyruvdtu a 6-ndsobné
zvySenie tvorby fumardtu u mutanta ogdl (kgdl) a 15 az 25-ndsobné zvySenie tvorby
fumaratu u mutanta fuml, v zdvislosti od kultiva¢nych podmienok.

Organické kyseliny nesporne patria medzi vyznamné potravindrske aditiva.
Kyseliny jablénd, fumarova a jantdarovd predstavuju esencidine chutové zlozky
alkoholickych ndpojov, akymi su vina [1]. Priblizne 70 % organickych kyselin
vsaké (japonské ryzové vino), vritane kyseliny jablCnej a jantdrovej, produkuji
kvasinky pocas fermentdcie [2]. Kyselina jabl¢na a vinna si v hroznovom muste
a vine hlavné organické kyseliny a na mikrobiologickd deacidifikdciu
sa vyuzivaji vhodné kmene kvasiniek schopné degradovat kyselinu jablénd
pocas fermentdcie vina [3].

Kvasinky S. cerevisiae syntetizuji organické kyseliny hlavne drahami
citratového cyklu, ktory je lokalizovany v mitochondridch. Mechanizmus pro-
dukcie kyseliny jabl¢nej a dalSich organickych kyselin v kvasinkach S. cerevisiae
nie je eSte celkom objasneny [2]. Selekcia vhodnych kmenov kvasiniek
umozfiuje modifikovat senzorické vlastnosti vin, a tym je doleZitd pre ich
kvalitu [4].

Pre raciondlne vyuZitie kvasiniek ako priemyselnych mikroorganizmov,
produkujicich cielene poZadované intermedidty svojho metabolizmu, je
nevyhnutné stidium reguldcie metabolizmu ich buniek. Biochemické mutanty
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S. cerevisiae vyznamne prispievaju k prehibovaniu poznatkov o ich §truktire,
funkeii a reguldcii ich metabolizmu. Jednu zo skupin mutantov so zmenenym
katabolizmom tvoria jadrové mutanty s defektom v aktivite enzymov citra-
tového cyklu. Je velky pocet publikovanych préc, ktor€ sa zaoberajii mutdciami
sposobujiicimi defekty v aktivitich enzymov citratového cyklu s ciefom zvysit
produkciu, alebo regulovat tvorbu organickych kyselin v p%iebehu fermentdcie.
S cielom zlepsit vlastnosti kmefia kvasiniek S. cerevisize pouzivaného
pri vyrobe saké Magarifuchi a kol. [2] pripravili prerusenim jadrového génu
FUMI kdédujiceho fumardzu v S. cerevisiae mutanta a sledovali vplyv straty
aktivity fumardzy na produkciu kyseliny jablénej, fumarovej a jantdrovej.
UV mutagenézu a ndslednd selekciu pouZili McKay a kol. {5] na zvySenie
produkeie kyseliny citrénovej z glukdzy, priom konkurenénd tvorba kyseliny
2-oxoglutdrovej naznacila, Ze inaktivdcia 2-oxoglutardtdehydrogenazy méoze
mat vplyv na nadprodukciu kyseliny citrénovej kvasinkami. Inaktivacia fu-
mardzy sa uplatfiuje pri efektivnejSej produkcii L-alaninu {6]. Aikawa a kol.
[7] izolovali mutanta S. cerevisiae nadprodukujiiceho kyselinu jabléni ako
kmen senzitivny na dimetylsukcindt, Specificky inhibitor sukcinatdehydro-
genazy. Mutant produkoval 3-krat viac kyseliny jabl¢nej ako rodicovsky kmen
a pri vyrobe saké sa ziskala Cerstvd kyslastd chuf. Rodrigues a kol. {8] $tudovali
schopnost kvasiniek degradovat L-malat v ovocnych diisoch a vinach.
Izolovali mutanta kvasiniek Schizosaccharomyces malidevorans, ktory bol
zdvisly od pritomnosti L.-maldtu a glukdzy a utilizoval L-maldt rychlejiie ako
Standardny kmen, priCom utilizdcia glukézy bola vyrazne znizena.

V tejto praci sme sa venovali biochemickej charakterizdcii dvoch roznych
mutantov kvasiniek S. cerevisiae, s defektami v aktivite 2-oxoglutardtdehydro-
genazoveho komplexu (ogdl, kgdl) [9-11], resp. v aktivite fumardzy (fuml)
[12]. PouZitim HPLC sme zistili, Ze tieto mutanty produkujd zvy$ené mnozstvo
organickych kyselin do rastového média.

Materidl a metody

Pouzité mikroorganizmy

V prici boli pouZité nasledovné kmene kvasiniek S. cerevisiae:

- Mutanty s defektom v aktivite 2-oxoglutardtdehydrogendzového kom-
plexu: JS10-3C (MATo adel leu2-3 112 ogdl) pochddzajiici z naseho
laboratéria [9,10] a W303AKGD1 (MATa ade2-1 his3-11 15 leu2-31121rpl-1
kgdl::URA3) ziskany od prof. A. Tzagoloffa z Columbia University
v New Yorku [11].

- Mutantys defektom v aktivite fumardzy: haploidny kmen E2 (MATo met2
Juml) adiploidny kmen EF2 (MATa met2 fum1/MATa his fuml) pochadza-
juce z Mikrobiologického dstavu Wroclawskej univerzity od prof. T. M. La-
chowicza.
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Ako $tandardné kmene sa pouzili DTXII, prototrofny diploidny labo-
ratérny kmen, W303-1A (MATa ade2-1 his3-11 leu2-3,112 trpl-1 kgdl::URA3)
a D273-10B/A1 (MATo. met2).

Kultivacné média a podmienky kultivdcie

Bunky boli kultivované v minimalnom kultivatnom médiu obsahujicom
glukézu (20 g.I'1), zmes anorganickych solf azmes vitaminov, podla auxotrofie
pridavok leucinu, adeninu, tryptofdnu a histidinu, resp. metioninu (20 mg.I-7).
Kultivaéné médium v Erlenmeyerovych bankdch bolo zaockované na pocia-
toént koncentraciu 1.10° buniek v 1 ml inokulom vyrastenym za 24 hodin
v médiu rovnakého zloZenia pri teplote 30 °C za aerébnych pedmienok.

Tvorba kyselin bunkami mutantov bola pozorovand na tuhom médiu obsa-
hujicom glukézu (5 g1, peptén (20 gl-1), kvasni¢ny extrakt (10 g.I-1), agar
(30 g.I'!) a bromkrezolovy purpur (3 gI'1) ako acidobdzicky indikdtor.
Konec¢na hodnota pH bola upravena na 7,0.

Rast buniek bol pozorovany na tuhych minimalnych médiach s réznymi
substratmi - glycerol, etanol, laktadt, acetdt, pyruvat (20 g.I'}).

Analyza organickych kyselin metédou HPLC

Priprava vzorky na analyzu HPLC

Vzorky na analyzu HPLC boli odoberan€ za sterilnych podmienok
v uréitych ¢asovych intervaloch v priebehu kultivécie kvasiniek v minimdinom
kultiva¢nom médiu. Bunky sa oddelili filtrdciou cez membranové filtre s vel-
kostou pérov 0,3 wm. Po zriedenf prefiltrovaného média kyselinou chloristou
(2,5 gI'ly v pomere 1:1 sa takto ziskand vzorka bez dalSej upravy pouZila
priamo na analyzu HPLC.

Podmienky analyzy HPLC

pristroj: PU 4100 HPLC s UV-VIS detektorom
vlnova dizka: 210 nm
staciondrna fdza: reverznd nepoldrna
koléna Partisil 10 ODS, (Philips) alebo
SGX C18 (Tessek)
velkost Castic nosica 10 um
dizka kolény 30 cm
mobilnd faza: poldarna
kyselina chloristd (2,5 g.I'1), pH 2,5
prietok: 1 ml.min-!
davkovanie: 20 pl
doba merania: 10 min

Kvantifikdcia analyzovanych latok sa uskuto¢nila pomocou integra¢ného
programu a zostrojenych kalibra¢nych Ciar Standardov.
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Podmienky analyzy su prevzaté z firemnej literatiry ,,Pye Unicam HPLC
Applications®.

Stanovenie aktivit enzymov citratového cyklu

Mitochondrie na stanovenie aktivit enzymov citratového cyklu sa izolovali
z protoplastov, ktoré boli pripravené z buniek kvasiniek kultivovanych v semi-
syntetickom médiu s glukézou (5 glI1) podia Kovaca a kol. [13]. Aktivita
2- oxoglutaratdehydrogenazoveho komplexu bola stanovena spektrofotome-
tricky, meranim redukcie NAD* v pritomnosti 2-oxoglutardtu ako substratu
pri vinovej dizke 340 nm [14]. Aktivita fumardzy bola stanovena tieZ spektro-
fotometricky sledovanim akumuldcie fumaratu v pritomnosti L-malédtu ako
substrétu pri vinovej dizke 240 nm na spektrofotometri Hitachi Perkin-Elmer
Model 557 [15]. Stanovenie mitochondridlnych proteinov sa uskutocnilo
Lowryho metédou [16].

Vysledky a diskusia

Mutanty kvasiniek S. cerevisiae s defektom v aktivite 2-oxoglutaratdehydro-
gendzového komplexu J§10-3C a W303AKGD1 ako aj mutant s defektom
v aktivite fumardazy E2, resp. EF2 sa vyznaCovali zniZenymi rastovymi
vytazkami v semisyntetickom médiu s glukézou v porovnani so Standardnymi
kmenmi. Bunky mutanta JS10-3C a W303AKGD1 neboli schopné rast
na glycerole, laktdte, acetdte, pyruvdte a slabo réstli na etanole. Bunky mu-
tanta E2, resp. EF2 nerdstli na etanole, acetdte, pyruvite a slabo rastli
na glycerole a laktate (tab. 1.).

Spektrofotometrick€ merania aktivit enzymov citratového cyklu v izolova-
nych mitochondriach mutantov potvrdili v porovnani'so Standardnym kmenom
W303-1A, resp. D273-10B/Al dplnd stratu aktivity 2-oxoglutaratdehydro-
gendzového komplexu u mutanta ogdl JS10-3C a kgdI mutanta W303AKGD1,
resp. fumardzy u mutanta fuml EF2 (tab. 2.).

Pocas rastu na tuhom glukézovom médiu, obsahujicom bromkrezolovy
purpur ako indikator pH, bunky mutantnych kmenov vytvérali okolo svojich
kolénif Z1té z6ny, ktoré boli najvyraznejSie u mutanta fuml. S cielom zistit, aké
latky znizuji pH média, analyzovali sme kvapalné kultivacné médium po od-
delenf buniek metédou HPLC.

V chromatografickom zdzname nezaoCkovaného kultivatného média
(obr. 1.), obsahujiceho glukézu, zmes anorganickych soli, zmes vitaminov,
adenin, uracil, tryptofan, histidin a leucin, sa objavili Styri vyrazné piky; s celom
vzorky pik obsahujici soli, a prllahly pik obsahujici histidin a tryptofan
(histidin absorbuje 200-krdt vyraznejSie ako tryptofdn). Dalsie dva vyrazné
piky odpovedaju uracilu a adeninu. Vltammy predstavujui pozadie niekolkych
velmi nevyraznych pikov, glukéza pri vinovej dizke 210 nm neabsorbuije.
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TABULKA 1. Rast buniek v syntetickom médiu obsahujticom r6zne zdroje uhlika.
TABLE 1. Growth of cells in the synthetic medium containing different carbon sources.

Rast buniek 2
Kme ! glukéza 3 glycerol® | etanol® | laktat® | acetdt’? | pyruvit®
[10° buniek.ml]
DTXII 142 + + + + +
W303-1A 45 + + - - n
D273-10B/A1 106 + + + + o
JS10-3C 37 - sl - - -
W303AKGD1 35 - sl - % s
B2 76 s - sl = =
EF2 70 sl - sl - -

Rastovy vytazok v staciondmej faze v médiuss glukézou (20 g1’} bol stanoveny po 48-hodinovej
kultivdcii. Rast buniek na tuhych médidch s inymi zdrojmi uhlika bol hodnoteny po 5 diioch.
+ - rast, - - nerast, sl - slaby rast.

The growth yield of the cells in the stationary phase in a medium with glucose (20 gD
was estimated after 48-h cultivation. Growth of cells on solid media with other carbon sources
was scored after 5 days.
+ - growth, - - no growth, sl - slow growth, 1 - strain, 2 - growth of cells, 3 - glucose, 4 - glycerol,
5 - ethanol, 6 - lactate, 7 - acetate, 8 - pyruvate.

TABULKA 2. Aktivita 2-oxoglutardtdehydrogendzového komplexu (OGDC) a fumardzy

(FUM) stanovend spektrofotometricky v izolovanych mitochondridch.

TABLE 2. Activity of 2-oxoglutaratedehydrogenase complex (OGDC) and fumarase (FUM)
measured spectrophotomerically in isolated mitochondria.

Aktivita
Kmen ! [nmol substratu.mint.mg? proteinu] 2

oGDC FUM
DTXII 58 1710
W303-1A 23 1960
D273-10B/A1 52 1010
JS10-3C 0 490
W303AKGD1 0 340
|EF2 5 0

1 - strain, 2 - activity [nmol substrate.min"\.mg ! protein].
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Z porovnania analyz kultivatnych médii mutanta kgdl (W303AKGD1), resp.
ogdl (JS-103C) a standardného kmena W303-1A (obr. 1. a obr. 3.) vyplyva, Ze
vyraznejSia odliSnost sa prejavila vo velkosti piku 5, ktory odpoveda pyruvitu.

Pomocou integraéného programu a zostrojenej kalibracnej Ciary sa zistilo,
Ze produkcia pyruvatu po kuitivcii v minimalnom médiu s glukézou 20 g.1-!
predstavuje 0,27 gl-lukmena W303AKGD1, resp. 0,45 gl-lukmetia JS10-3C,
t.j. 1,5 az 2,5-ndsobné zvysenie tvorby oproti Standardnému kmerniu W303-1A
(0,18 g.I-1). U mutanta W303AKGD1 doslo k vyraznému ndrastu piku 3, ktory
predstavuje v nezaockovanom kultivatnom médiu uracil (obr. 1.). Po kultivécii
mutanta W303AKGD1 v kultivaénom médiu bez uracilu (obr. 3.) sa na chro-
matografickom zdzname objavil v tomto mieste novy pik. Analyza tej istej
vzorky na koléne SGX C18 za rovnakych podmienok (obr. 2.) ukdzala, ze
zva&enie piku 3 pri analyze na koléne Partisil 10 ODS sposobil fumardt, ktory
sa na tejto koldne eluoval v rovnakom Case ako uracil. Vzhladom na velkd
absorbénu schopnost fumaratu je vSak jeho zvySend produkcia u mutanta kgd!
v porovnani so Standardnym kmenom zanedbatelna.

141




D 273-10B/At

— A K A OBR. 4. Chromatogramy HPLC analyz kultiva¢nych médif
5 po kultivicii mutanta fuml EF2 a $tandardného kmetia
D273-10B/A1 na koldne Partisil 10 ODS.

Cislovanie pikov ako v Obr. 1.

ﬁ_,J\.J \ FIG. 4. HPLC analysis chromatograms of culture media
after cultivation of fum1 mutant EF2 and wild type strain

01 3 3 458 78 910 D273-10B/A1 on the Partisil 10 ODS column.

[min] Peak number as in Fig. 1.

EF2

U mutanta EF2 sa analyzou HPLC (obr. 4.) zistilo v siilade s defektom
v aktivite fumardzy 15-ndsobné zvySenie tvorby fumardtu (0,32 g.I'l)
v porovnani so Standardnym kmeniom D273-10B/A1 (0,021 g.I-1) v minimdl-
nom médiu s glukézou 20 gl-1. Najvyssia koncentrécia fumaratu (0,53 g.11)
bola stanovend po kultivacii v minimdlnom kultivatnom médiu s glukézou
200 g.I'1 nastavenom na pH 5,5. HPLC analyzou kultivatného média v urc€itych
¢asovych intervaloch pocas kultivdcie mutanta EF2 v minimdlnom médiu
s glukézou sa zistilo, Ze k akumuldcii fumarédtu dochddzalo iba v rasticich
kultirach, pricom vytaZzok fumardtu bol imerny koncentrdcii buniek v rasto-
vom médiu.

7 vysledkov prace vyplyva, Ze HPLC je vhodnou metédou analyzy zlozZiek
kultivatného média, nakolko je relativne jednoducha, ¢asovo nendro¢nd
(10 az 30 minut) a dokaze rozliSit rézne produkty mikrobdlneho metabolizmu.
Uspesne sa pouZila na efektivnu kontrolu mikrobdlnych fermentécif [17],
alebo na analyzu organickych kyselin v plodniciach jedlej huby Tricholoma
giganteum [18]. Spektrum a koncentracia organickych kyselin vyznamne ovply-
viuji senzorické vlastnosti fermentovanych poZivatin. Mutanty kvasiniek
S. cerevisiae s defektom v Specifickych reakcidch citratového cyklu, pouzité aj
v tejto praci, su idealnym modelom pre Stidium dynamiky fermentécie a sen-
zorickych vlastnosti poZivatin.
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Production of extracellular organic acids
by yeast mutants of Saccharomyces cerevisiae

EVA KACLIKOVA

SUMMARY. Organic acids, distinguished food aditives, are being produced by the yeast
Saccharomyces cerevisiae as intermediates of the citric acid cycle. Studies on the mutants with
defects in citric acid cycle enzyme activities contribute to elucidate regulation of organic acids
production. Both, the mutant of S. cerevisiae with defect in 2-oxoglutaratedehydrogenase
complex (0gd1, kgdl) and the one deficient in fumarase (fuml), which have been biochemically
characterized, were completely deficient in corresponding enzyme activities and showed an in-
creased acidification ability of their colonies. The HPLC method was used to observe produc-
tion of organicacids by mutant cells in comparison with wild type strains. By means of analyzing
the culture media, 1,5-2-fold increase of the pyruvate production and 6-fold increase of fuma-
rate production by ogdl (kgdl) mutant and 15-25-fold increase of fumarate production by fumi
mutant depend on growth conditions, was found.
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