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Priprava mutantov kvasinky Candida lipeivtica 106, hyperpro-
ducentov kyseliny citronovej na n-alkanoch

BOHUMIL SKARKA - LIANA UTHELYIOVA

Sdhrn. Pouzitim uitrafiaiového Ziarenia s pridavkom tludracetdtu a jodacetatu, resp
pouzitim nitrézeguamidinu sme pripraviit mutanty kvasinky Candida lipolviica 106, ktoré
vykazovah zvysenu produkciu kvseliny ci

40 % . oboch kyselin az 0 35 %. Tieto mute

SS90

tronove] az o 34 % a kyseliny izocitrénovej az o

v si m% opakovanom preockovani pocas 2 me-

stacov v pokusoch na trepacke zachovaii prakticky rovnaku produkciu.

Ekonomicky vvhodnd fermentacna viroba kyseliny citrénovej predpoklada
vvuzitie producenta s ¢o najvyssou pmdukuud tejto kvseliny. Kmene mikro-
organizmov izolované z prirody obvykle nevykazuji mimoriadne vysoku pro-
dukciu kyseliny citronovej. Preto sa hiada rieSenie pripravou mutantov po-
mocou fyzikdinych a chemickych mutagénov 1. 2].

V préci sme sa zaoberali pripravou mutantov kvasinky Candida lipoiviica
106, pouzitim ultrafialového Zziarenia a nitrozoguanidinu. Ziskané mutanty
vykazovali v pokusoch na trepacke dva mesiace vysoku stabilitu produkcie
kyseliny citronovej a izocitrénovej.

Material a metody

PouZity mikroorganizmus. PouZzili sme kvasinku Candida lipolytica 106 zo
zbierky mikroorganizmov VURUP v Bratislave.

Podmienky kultivicie. Kultivovali sme na rotaénej trep“éke (excenter 5 cm.
110 obr. min*) v 50 ml pody 1 v 300 mi bankdch s 2.5 ml inokula, pH 5.5,

28 °C. Na neutralizdciu vznikapicich kvselin sme do n\uz\xu banky pridal 3
CaCO,.
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Kultivacné pody. Pri praci sme pouzivali rozne kultiva¢né pody, ktoré sme
oznacili ¢islami:
Pédal: mocovina (1,1 g), KH,PO, (0,5 g), kukuri¢ny vyluh (0,8 g), vodovod-
na voda (11), n-alkany (80 mlL.I"") [5].
Poda 2: glukéza (50,0 g), pepton (5,0 g), kvasni¢ny extrakt (3,0 g), sladinka
(3.0 g), destilovana voda (1 1) [3].
Poda3: ako poda 2, agar (25 g.I'!).
Poda 4: glukoza (10.0 g), KH,PO, (0,5 g), MgSO, . 7TH,0 (0.2 g), MnSO, .
. 4H,O (0,25 g), NH,Cl (2,0 g). NaHCO, (1,0 g), kvasni¢ny extrakt
(0,5 g), destilovana voda (1 1) [3].
Podas: ako poda 11 agar (25 g.I').
Poda6: ako pdda 1, brémkrezolova zelen (4 g.I', 80 ml), agar (25 g.I'") [6].

Priprava mutantov. a) Pomocou ultrafialového Ziarenia [1, 3, 4]: Suspenziu
buniek 10°.ml"! sme ozarovali 200 s pod zdrojom ultrafialového Ziarenia (Phi-
lips TUV, 30 W, 2000 erg.mm™ s7') zo vzdialenosti 40 cm. Oziarené bunky
sme kultivovali 6 dni na reciprokej trepacne pri 28 °C na pode 2 s pridavkom
fludracetatu sodného (0.2 mol.I''), resp. jodacetatu sodného (0,5 mol.I'"). Po
skonceni kultivacie sme po zriedeni kulttiru naniesh na testovaciu podu 3 a
nechali inkubovat 48 h pri 28 °C. Vyrastené koloniz sme peciatkovou meto-
dou preniesli na pddu 4 s tludracetitom alebo jédacetdtom sodnym (inhibito-
ry cis-akonitazy) a inkubovaliopiat 48 h ori 28 °C. Vyrastené kultiry sme pre-
ockovali na Sikmy agar s pddou | a udrziavali mesiac v tme.

b) Pomocou nitrozoguanidinu [2]: Suspenziu buniek 107 mi'! v citratovom
timivom roztoku pH 5,5 po pridani 200 pl roztoku N-metyl-N-nitro-N-nitro-
zoguanidinu (1 mg.m!"'") sme inkubovali 2 h pri 30 °C na reciprokej trepacke.
Po inkubdcii sme bunky premyli, preniesli do 10 ml pédy 1 a kuitivovali 48 h
pri 28 °C na reciprokej trepacke. Z pomnozenej kultiry sme vrobili rozter na
podu 5. Vyrastené kolonie sme preniesli peCiatkovou metédou na podu 6.
Kolonie so Zlto starbenymi zonami, indikujtcimi produkciu kyselin, sme pre-
ockovali na Sikmé agary s podou 1.

Stanovenie biomasy. Biomasu sme stanovili gravimetricky po vvsudeni pre-
mytej biomasy pri 105 °C do konsStantnej hmotnosti.

Stanovenie kyseliny citronovej a izocitronovej. Obidve sledované karboxy-

lové kyseliny sme stanovili kapildarnou izotachoforézou, metédou podla Ma-
dajovej a kol. [7].
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Vysledky a diskusia

Pri mutagenéze pomocou ultrafialového ziarenia a pridavku fluéracetatu
sodného sme izolovali 105 kultir. Z nich 82 rdstlo na n-alkdnoch a z toho 35
nrodukovalo kyselinu citronovu a izocitronovil.

Pri kultirach (FAC 1-10) sme zistili produkciu kyseliny citronovej 39-56
2.1 (pri kontrole 46,6 g.I'") (tab. 1) a kyseliny izocitronovej 22-48 g.I'' (pri
kontrole 34.5 g.I'"). Z vysledkov vidiet, ze 6 mutantnov dava vy$Sie vytazky
boch kyselin ako zakladny kmen. Najvyssiu produkciu mal mutant FAC 7
(122 %).

Za pouzitia ultrafialového ziarenia a jodacetatu sodného sme ziskali 76 kul-

Iabulka 1. Produkcia kyseliny citronovej a 1izocitrénovej mutantmi kmena Candida lipolyti-
ca 106 na 10. den kultivdcie na n-alkanoch (80 mi.I"")
T able 1. Production of citric and isocitric acids by mutants of yeast strain Candida lipolytica
106 at n-alkanes on the 10th day of cultivation

: dar e g L Kyselina Kyselina citronova

Mutant! L Biamasas| Kyselina citrdnovd izocitronova* aizocitronova®
T T erT [ %l | T | (%] | [’ | 1%

Kontrola® 116 46,6 100.0 34.5 100,0 81,0 1000
FACH4 10.0 443 95.0 37.5 108.6 81.8 100.9
FACS 14.3 56.1 120.3 29.3 84.9 85.4 1054
FACoO 11,7 45.0 96.5 424 122.8 87.4 107.9
FACS 10.8 47.5 101.9 40.4 117.1 87.9 108.5
FACY 14.7 5L.6 110.7 37.2 107.8 38.8 109.6
FAC7 13.6 51,2 109.8 48.3 140.0 99.5 122.8
Kontrola” 9.3 52,3 106.0 32,6 100.0 84.9 100,0

| JACS 8.9 493 942 343 105,2 83.6 98.5
JACS 9.2 55,1 1053 32,9 1009 88.0 103.6

[ JAC7 9.0 54.4 104.0 337 103.3 88.1 103.8
i JAC 11 9.7 54.6 104.3 35.0 107.3 89.6 105.5
JACG6 9,7 59,3 113.3 33.0 101,2 923 108.7
JAC?2 9.0 58.3 1.4 34.6 106.1 92.9 109.4
JAC 14 14 64.6 123,5 35.1 107.7 99,7 117.4
JAC 12 12,1 67,2 128.4 37.0 113.5 104.2 1227
JAC 15 9.9 67.4 128.8 38.0 116.,6 1054 124.1
Kontrola® 10,2 432 100.0 315 100.,0 74.7 100.0
NG5 11.4 31.0 71.7 35.0 11,1 66.0 88.3
NG7 11.9 359 83.1 36.3 115.2 72.2 96.6
NG2 11.6 51.3 118.7 29,2 92,7 79.5 106.,4
NG 8 12,7 66.7 154.4 345 109.5 101,2 135.5

Vysledky stanoveni st priemery 3 paraleliek. pricom smerodajnd odchylka neprevySuje 1.2 %.
The results of evaluations are the mean values of 3 parallel ones, whereby the standard deviation
is no more than 1.2%. Ey

'Mutant: *Biomass; *Citric acid; *Isocitric acid; *Citric and isocitric acids: “Control.
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tar. Z nich 13 produkovalo 49-67 g.I'' kyseliny citrénovej (pri kontrole 52,
g.I'") a 32-38 g.I"" kyseliny izocitronovej (pri kontrole 32.6 g.1"). Z vysledko
vidiet. ze 8 z 15 mutantov (JAC 1-13) prevySuje kontrolu produkciou kysel
ny citronovej a izocitronovej. Najlepsi bol mutant JAC 15 s produkciou «
24 % vyssou ako kontrola.

Za pouzitia nitrozoguanidinu sme pripravili 10 mutantov (NG 1-10), z ktc
rych 4 produkovali 31-66 g.1'! kyseliny citrénovej (kontrola 43.7 g.I"') a 29-3
g.I'" kyseliny izocitronovej (kontrola 31,5 g.I''). Z nich 2 mutanty prevysi
kontrolu produkciou oboch kyselin, mutant NG 8 az 0 35 % (pozri tab. 1).

Udaje v tabulke 1 umoznuji pozorovat rozmanitost mutantov aj z hladisk
pomeru produkcie Kyseliny citronovej a izocitronovej. Napriklad mutar
FACG6 produkuje 03,5 % menej kyseliny citrénovej ako kontrola. ale 0 212,89
viac kyseliny izocitronovej a naopak, mutant FAC 8 0 20,3 % viac kyseliny ci
tronovej, ale o 15.1 % menej kyseliny izocitronovej ako kontroly. Podobne j
to aj pri mutantoch JAC 8, NG 7 a NG 5. ktoré produkuji menej kyselin
citronovej, ale viac kyseliny izocitronovej ako kontroly.

Casto sa na porovnanie produkénych schopnosti mutantov uddva stupe
konverzie substratu. Tieto Gdaje o mutantoch, ktoré sme pripravili, si v t
bulke 2.

Pri hodnoteni mutantov ma mimoriadny vyznam ich stabilita. Na zisteni
stability naSich mutantov sme po dvoch mesiacoch po opakovanom preockc
vani znovu stanovili ich schopnost produkovat kyselinu citronovi a izocitre
novu, pricom pri kultivacii na trepacke sme zaznamenali iba nevyznamné ro:
diely oproti povodnym pokusom. Z toho vyplyva, ze vypracované metod
pripravy mutantov umoznuju ziskat stabilné mutanty.

Tabulka 2. Porovnanie konverzie n-alkdanov na kyselinu citrénovi a izocitrénovi najprodul
tivnej$imi mutantmi kmena Candida lipolytica 106 na 10). den kultivicie na n-alkanoch (80 ml.1-!
Table 2. The comparison of n-alkanes conversion to citric and isocitric acids using the mo
productive mutants of the strain Candida lipolytica 106 at n-alkanes on the 10th day of cultivatio

| Produkcia kyseliny citrénovej Konverzia n-alkanov?
Mutant aizocitrénovej? [g.17] [%]
Kontrola® 81,0 135,0
FACY 88.8 148,0
FAC7 99.5 165.8
Kontrola* 84.9 141.5
JAC 14 99.7 166.1
JAC12 1042 173.6
JAC IS 1054 175.6
Kontrola? 74.7 124.5
NG 8 101.2 168.6

"Mutant: “Production of citric and isocitric acids; ‘Conversion of n-alkanes; *Control.
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Ipurorosierne MyTanToB apoxxeit Candida lipolytica 106 — runepnpoxynesTos
JHMOHHON KHCIOTHI HA N-aJKaHaX

PezwomMme

ITpy TOMOILIM MCIIONIB30BaHUA Y P-Jydert ¢ foOaBKOM (TOp- ¥ MoAaLeTaTa Uiy Ke HUTPO-
30rvaHuaMHa GbLIM IPHTOTOBJIEHBI MyTaHTh! Roxxken Candida lipolytica 106 ¢ moBbItIeH-
HOJT IPOAYKIMEN JIMMOHHOM KMCJIOTHI Ha 54 %, ¥ M30JIMMOHHOM KUCJIOTHI Ha 40 %, BMecTe
zmesoT Ha 35 %. Ilpy MOBTOPUTENILHOM MHOKYJIALMU 9T MYTAHThI B TedYeHMe ABYX Me-
CALEB COXPAaHUJIM B 9KCIIEPUMEHTAX B BCTPAXMUBATEIN (PaKTUHECKM OAMHAKOBYIO IPOAYK~
LIMIO.

The yeast Candida lipolytica 106 and the preparation of its mutants-hyperproducers of citric acid
on n-alkanes

Summary

Mutants of the yeast Candida lipolytica 106 producing higher amounts of citric acid (by up to
34 %) and isocitric acid (by up to 40 %). and of both acids by up to 35 % were prepared using
UV irradiation with the addition of iodoacetate and fluoroacetate, or using nitrosoguanidine.
These mutants kept the same ability to produce the above acids after the reinoculation in both ex-
periments in rotary shaker during 2 months.
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