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PRZEDMOWA

Prezentowana praca, majaca stanowi¢ rozprawe habilitacyjna, jest opracowaniem
kilkuletnich badan nad metabolizmem drozdzy z gatunku Yarrowia lipolytica. W skiad
rozprawy wchodza przede wszystkim oryginalne nie publikowane wyniki, ktdre stanowia
25 z 32 dokumentow przedstawionych w rozdziale ,,Omowienie wynikow badan wia-
snych”. Sa one w tekscie zaznaczone adnotacja odsylajaca czytelnika do odpowiedniego
punktu czesci metodycznej przedstawionej w rozdziale ,,Aneks”. Ponadto, z uwagi na
konieczno$¢ szerszej interpretacji otrzymanych wynikow badan oraz dla poréwnania z
danymi dotyczacymi innych szczepéw i innych uktaddw, niektére wyniki zawarte we
wczesniej opublikowanych pozycjach zostaty skrétowo przytoczone w siedmiu doku-
mentach. Dotycza one: wewnatrzkomorkowej zawartosci cytrynianu, aktywnosci niekto-
rych enzyméw w  wybranych procesach biosyntezy kwasu cytrynowego oraz charakte-
rystyki badanych szczepoéw pod wzgledem uzdolnien do utylizacji substratow weglo-
wych. Obok tych wynikéw znajduje sie rzymska cyfra oznaczajaca odpowiednia pozycje
bibliograficzna wyszczeg6lniona ponizej. Pozostate pozycje pismiennictwa sa przyta-
Czane poprzez cytowanie autoréw i roku wydania pracy.

W druku ukazaty sie nastepujace prace:

I. Robak M., Wojtatowicz M., Rymowicz W.: 1994. Some enzyme activities of acetate
mutants of Yarrowia lipolytica, Biulletin of the Polish Academy of Sciences, Biologi-
cal Sciences 42 (2), 151-157.

Il. Robak M., Patrzek E.: 1995. Wewnatrzkomérkowy kwas cytrynowy w drozdzach

Yarrowia lipolytica, Zeszyty Naukowe AR Wroctaw, Technologia Zywnosci VIII,
21-28.

.Robak M., Wojtatowicz M., Rymowicz W.: 1996. Aktywnos¢ dehydrogenazy izocy-
trynianowej drozdzy a tempo tworzenia kwasu cytrynowego, Zeszyty Naukowe AR
Wroctaw, Technologia Zywnosci X, 27-35.

IV.Robak M.: 1997. Syntaza cytrynianowa drozdzy Yarrowia lipolytica, Zeszyty

Naukowe AR Wroctaw, Technologia Zywnosci XI, 47-56.

V. Robak M.: 1999. Aktywnos¢ syntazy cytrynianowej i dehydrogenazy izocytryniano-
wej drozdzy Yarrowia lipolytica podczas biosyntezy kwasu cytrynowego z hydrolu
glukozowego, Zeszyty Naukowe AR Wroctaw, Technologia Zywnosci XIII, 125—
135.

VI.Robak M.: 2000, Metabolic changes in acetate mutants of Yarrowia lipolytica Yeast,
Biulletin of the Polish Academy of Sciences, Biological Sciences 48(4), 277-286.






1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Pomimo rosnacej w zaskakujacym tempie wiedzy dotyczacej genomu — badania nad
regulacja metabolizmu komérki, tej najlepiej zorganizowanej biotechnologicznej fabryki,
nadal nie traca na aktualnosci. Gtowne szlaki przemian, jak cykl Krebsa (cykl kwasow
tréjkarboksylowych: CKT) czy glikoliza, mimo iz zostaty opisane w latach 30. i 40.
ubiegtego wieku [Krebs i Johnson 1937, Streyer 1999], ciagle sa przedmiotem badan
[Pitson i wsp. 1999, McCammon 1996, Merle i wsp. 1996]. Wewnatrzorganelowa orga-
nizacja biatek niektorych szlakow w tak zwane metabolony [Przybyla—Zawislak i wsp.
1999 ], superkompleksy [Schagger i Pfeifer 2000] czy maszyny biatkowe [Alberts i wsp.
1999] znacznie usprawnia przeptyw poszczegdlnych metabolitow, lecz utrudnia ich ba-
danie. Proteasomy komorki eukariotycznej sa kolejnym tego przykfadem. Sa to zorgani-
zowane kompleksy enzyméw proteolitycznych hydrolizujace, po uprzedniej ubikwityna-
cji, biatka niepotrzebne komdrce [Alberts i wsp. 1999, Dahlmann i wsp. 2000]. Do no-
menklatury biochemicznej wprowadzane sa nowe pojecia, jak: proteom i transkryptom
[Abbot 1999a,b]. Analogicznie do genomu obejmujacego catosé gendw, proteom doty-
czy bialek, a transkryptom wszystkich czasteczek mRNA wystepujacych w komorce.
Postep w poznaniu sposobu regulacji ekspresji genéw jest ogromny. Teoria operonu
laktozowego byta pierwszym przyktadem takiej regulacji. Dzi$ znane sa sekwencje re-
gulatorowe usytuowane nawet o kilkadziesiat nukleotydéw przed wihasciwa sekwencja
kodujaca biatko (- czescia genu zwana otwarta ramka odczytu: ORF (open reading fra-
me) [Turner i wsp. 2000]. Ekspresja gendéw zalezy tez od takich czynnikéw, jak: pH
[Glover i wsp.1997], tlen [Zitomer i Lowry 1992] czy stan fizjologiczny mitochondrium
[Liao i wsp. 1991 Wright i wsp. 2001]. Kontroli podlega nawet proces rozluznienia
(rozwinigcia) chromatyny [Gregory i wsp. 2001]. Acetylacja reszt lizyny w biatkach
histonowych jest takim mechanizmem regulacyjnym i modelujacym wiasnosci chroma-
tyny, ktéry umozliwia transkrypcje wybranych odcinkéw DNA [Cress i Seto 2000, Witt-
schieben i wsp. 1999, Eberharter i wsp. 2000, Gregory i wsp. 2001]. Przyktadowo, u
drozdzy Saccharomyces cerevisiae gen HAT1 koduje acetylotransferaze acetylujaca
lizyne w pozycji 12 podjednostki H4 histonu [Ruiz-Garcia i wsp. 1998]. W regulacji
transkrypcji biorg tez udziat deacetylazy [Rundlet i wsp. 1996, Perez-Martin i Johnson
1998,]. Zatem acetylacja i deacetylacja biatek histonowych jest przyktadem regulacji
pierwszego etapu ekspresji genéw — transkrypcji. Nie wiadomo tylko, jak kontrolowany
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jest ten proces i dlaczego reszta lizyny potozona w danym miejscu w biatku histonowym
ma by¢ acetylowana? lub deacetylowana ? Takich nowych pytan jest wiele, a wzajemne
powiazania pomiedzy poszczegélnymi szlakami metabolicznymi dodatkowo utrudniaja
badania. Ostatecznie regulacja metabolizmu komorki jest bardzo ztozona. To co zachodzi
w danym momencie w komérce, jest wynikiem kompromisu pomiedzy jej mozliwoscia-
mi (zdolnos$ciami) a srodowiskiem zewnetrznym. W wielu aplikacjach proceséw bio-
technologicznych komorki sa zmuszane do ograniczenia metabolizmu do okreslonego
szlaku przemian. W ten spos6b produkowane sa niektore witaminy [Koizumi i wsp.
2000, Stahmann i wsp. 2000], egzogenne dla cztowieka i zwierzat aminokwasy [Egge-
ling i Sham 1999], enzymy [Gimenez i wsp. 2000, Glover i wsp. 1997, Hube i wsp. 2000,
O’Hagan i Parker 1998, Sanchez i wsp. 1999], kwasy organiczne [Chernyavskaya i wsp.
2000, Lin i wsp. 2000], emulgatory [Rosenberg i Ron 1999, Banat i wsp. 2000], substan-
cje zapachowe [Enderizzi i wsp. 1996, Pagot i wsp. 1997, Krings i Berger 1998], kwasy
thuszczowe i thuszcze [Picataggio i wsp. 1992, Ratledge 1997], a nawet plastiki [de Ko-
ning 1995, Anderson i wsp. 1995]. Komérki mozna tez modyfikowaé genetycznie, do-
prowadzajac do nagromadzania i wydzielania obcych dla niej protein, zwanych biatkami
heterologicznymi. Badania takie dotycza miedzy innymi syntazy cytrynianowej i innych
enzymoOw z archebakterii [Connaris i wsp. 1998, 1999, Gellissen 2000], syntetazy skwa-
lenu [Merkulov i wsp. 2000], inwertazy [Nicaud i wsp. 1989, Perez i wsp. 2001]. Powyz-
sze aplikacje sa mozliwe dzieki poznaniu budowy genéw i genomow, regulacji ich eks-
presji i kontroli transkrypcji oraz rozwojowi metod inzynierii genetycznej. Pomimo ze
znana jest catkowita sekwencja nukleotydéw w genomie S cerevisiae [http:\ Genome.
Stanford. Edu.] oraz ludzkiego chromosomu XXI [Hattori i wsp. 2000] i chromosomu
XXII [Dunham i wsp. 1999], funkcje wielu poznanych genéw sa w dalszym ciagu nie-
znane [Oliver 2000, Brown i wsp. 2001]. Dochodza do tego zaskakujace odkrycia, z
ktérych wynika, ze biatka enzymatyczne obok udziatu w okreslonych szlakach przemian
petnia funkcje regulatorowa w ekspresji gendw (np. akonitaza) [Frishman i Hentze
1996]. Dlatego, pomimo ogromnego postepu wiedzy badania nad zagadnieniami z zakre-
su regulacji i wspdtzaleznosci podstawowych szlakéw metabolicznych sa w dalszym
ciagu uzasadnione. Mozna procesy te bada¢ metodami inzynierii genetycznej, ale mozna
rowniez je $ledzi¢ klasycznymi sposobami: wykorzystujac pomiar aktywnosci enzyméw
czy ocene wzrostu komdrki w warunkach deficytu jakiego$ skiadnika pozywki. Bardzo
czesto wiasnie te podstawowe badania biochemiczne doprowadzaja do zainteresowania
sie uwarunkowaniami genetycznymi komorek i mozliwoscia ich wykorzystania w okre-
slonym procesie biotechnologicznym. Przy czym najczesciej badane sa komorki mikro-
organizmoéw. Mozna je tatwo namnozy¢, podda¢ mutacjom i ograniczy¢ ich metabolizm
do wybranych szlakéw. W tym celu stosowane jest naswietlanie promieniami ultrafiole-
towymi, dziatanie chemicznymi czynnikami mutagennymi lub ograniczanie zrédta pod-
stawowych pierwiastkéw potrzebnych do wzrostu: wegla , azotu czy siarki. Zastosowa-
nie drozdzy jako modelu komorki eukariotycznej jest szczegdlnie cenne. Mikroorgani-
zmy te zawieraja wszystkie gtowne elementy strukturalne: jadro otoczone btona, mito-
chondria, retikulum endocytoplazmatyczne, aparat Goldgiego, rybosomy, peroksysomy
oraz wakuole, ktdre zastepuja lizosomy wystepujace w komdrkach wyzszych eukariotow.
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Ponadto do badan mozemy wybra¢ gatunek charakteryzujacy si¢ okreslonymi wtasciwo-
sciami, np. wykorzystaniem alkanéw, alkendw, olejow i ttuszczy jako jedynego zrddta
wegla przy jednoczesnym ograniczonym wykorzystaniu substratéw weglowodanowych.
Wiasnie gatunek drozdzy Yarrowia lipolytica cechuje si¢ takimi wtasciwosciami [Barnett
i wsp. 1983].

1.2. Charakterystyka drozdzy Yarrowia lipolytica

Drozdze Y. lipolytica sa gatunkiem, ktorego pierwszy szczep wyizolowano z zepsutej
margaryny i opisano juz w roku 1921 [Barnett i wsp. 1983]. Gatunek ten nalezy do ro-
dziny Dipodascaceae, gromady Saccharomycetales (Endomycetales), klasy Hemiasco-
mycetes, rzedu Ascomycota, dziatu Mycophyta (grzyby), krélestwa Roslin. Nie jest pato-
geniczny [Yoshida i Hashimoto 1986, Barns i wsp. 1991], chociaz ostatnio doniesiono o
grzybicy skory u osobnikdéw o obnizonej funkcji ukfadu immonologicznego [Chang
i wsp. 2001, D’Antonio i wsp. 2002]. Dziko zyjace drozdze tego gatunku izolowano
z wielu nisz ekologicznych. Z powodzeniem rosna one zaréwno w naturalnych zasobach
wodnych [Sinigaglia i wsp. 1994], glebie [Wojtatowicz 1991], jak i stanowia dominujaca
flore¢ w produktach spozywczych, zawierajacych duzo thuszczu czy biatka [Sinigaglia i
wsp. 1994, Rodriguez i Pais 2000, Ismail i wsp. 2001, Deak 2001]. Sa izolowane z seréw
i partycypuja w ich dojrzewaniu [Andrighetto i wsp. 2000, Wojtatowicz i wsp. 2001].
Cechuja sie bowiem rzadko spotykana u drozdzy zdolnoscia do hydrolizowania biatka i
thuszczu. Drozdze te rosna na podtozach statych w postaci biatych lub kremowych kolo-
nii, a komorki moga przybiera¢ rézne ksztatty (okragly, owalny lub wydtuzony). Roz-
mnazaja Si¢ one przez wielostronne paczkowanie i przez askospory. W okreslonych wa-
runkach potrafia tworzy¢ pseudogrzybnie, a czasem septowana grzybni¢ wtasciwa. Dla-
tego czesto nazywane sa grzybami dimorficznymi [Rodriguez i Dominguez 1984, Lopez
i wsp. 1994, Chen i wsp. 1997, Barth i Gallardin 1997, Hurtado i Rachubinski, 1999].
Prébowano usystematyzowa¢ poszczegblne izolaty poprzez charakterystyke niektdrych
parametréw wzrostowych oraz zawartos¢ sktadnikow komérkowych [Sinigaglia i wsp.
1994, Rupcic i Maric 1998 ]. Jednak gatunek ten cechuje duza zmiennos¢ w zaleznosci
od zrodha izolacji, w tym takze od strefy klimatycznej. Jednoczesnie podstawowymi
kryteriami definiujacymi przynaleznos¢ do tego gatunku jest dobry wzrost na n-alkanach,
thuszczach, biatkach, a z cukréw — jedynie na glukozie, fruktozie i rybozie [Barnett
i wsp. 1983, Kreger van Rij 1984].

W pierwszych pracach nad chromosomami wykazano u Y. lipolytica duzy polimor-
fizm dbugosci i oszacowano ich liczbe na 4-6 w haploidalnej komérce [Naumova i wsp.
1993]. W po6zniejszych pracach wykazano obecnos¢ 5 duzych grup nukleotydéw o wiel-
kosciach 2, 6; 2, 8; 3,5, 4, 3i 4, 9 kpar zasad i dopiero w dalszych badaniach udowod-
niono wspdlna migracje dwoch chromosoméw [Casaregola i wsp. 1997, Casaregola
i wsp. 1999]. Ostatecznie haploidalny genom Y. lipolytica zorganizowany jest w 6 chro-
mosoméw zawierajacych 1,1x10° par zasad [Barth i Gaillardin 1996, Casaregola
i wsp. 1999]. Wielkos¢ (dtugos¢) chromosomoéw w poszczegdinych izolowanych szczepach
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jest rézna, spowodowana zmienna liczba fragmentéw DNA kodujacymi rRNA [Casare-
gola i wsp. 1999]. Powoduje to heterogennos¢ rybosomoéw w obrebie tego gatunku droz-
dzy [Fournier i wsp. 1986]. Catkowita ilos¢ DNA w komdrce Y. lipolytica wynosi 4x10°
Da [Heslot 1990] .

W komorkach tych drozdzy po raz pierwszy stwierdzono i opisano regulacje ekspresji
genéw pod wptywem pH [Young i wsp. 1996, Cordeo i Gallardin 1996] oraz autosomal-
nie replikujace si¢ sekwencje ARS [Fournier i wsp. 1991]. Prowadzono tez badania nad
systemem umozliwiajacym chromosomalna integracje wielu kopii wprowadzanego genu
[Le Dall i wsp.1994].

W bazach danych opisano dla Y. lipolytica sekwencje aminokwasowe i nukleotydowe
ponad 200 biatek lub ich fragmentéw (gtdwnie enzymdw), jednak nie w kazdym przy-
padku wyizolowano dane biatko. Pierwszorzedowa strukture oznaczono dla jednego
z biatek $ciany komdrkowej, heksokinazy, 3 réznych dehydrogenaz alkoholowych, liazy
izocytrynianowej, proteazy kwasnej i alkalicznej, lipazy [http: www.ncbi.nlm.nih.gov].
W przypadku kinazy kazeinowej Il sklonowano gen kodujacy podjednostke katalityczna
enzymu [Benetti i wsp. 1997]. Prowadzone sa badania nad oksydazami acylo-CoA umoz-
liwiajacymi wykorzystanie kwasow ttuszczowych jako zrodta wegla [Wang i wsp. 1998],
nad biatkami wiazacymi ttuszcze [Dell’ Angelica i wsp. 1996] i nad thiolazami [Yama-
gami i wsp. 2001]. Szlaki przemian substratéw thuszczowych i procesy hydroksylacji z
udziatem cytochroméw P450 sa $cisle zwiazane z wystepowaniem specyficznych orga-
nelli zwanych peroksysomami [Nicaud i wsp. 1993, Smaczynska i Skoneczny 1993].
Badania nad tymi organellami u Y. lipolytica sa prowadzone w wielu kierunkach. Pierw-
szy z nich dotyczy badan nad procesem indukcji enzyméw i biatek, ktére sa zamkniete
wewnatrz lub tworza ich membrane [Nicaud i wsp. 1993, Brown i wsp. 2000]. Drugim
kierunkiem sa badania nad mechanizmem tworzenia, biogeneza peroksysomow (poprzez
agregacje sktadnikow w organellum otoczone jednowarstwowa btonag) i ich podziatem
[Nuttley i wsp. 1994, Eitzen i wsp. 1995, Titorenko i wsp. 1996, Brown i wsp. 2000].
Trzecim kierunkiem sa badania dotyczace gendw kodujacych poszczegélne biatka, ich
transkrypcja i transportem produktéw (biatek) do miejsca agregacji [Hettema i wsp.
1995, Eitzen i wsp. 1996, Brown i wsp. 2000]. Badania nad peroksysomami sa cenne ze
wzgledu na mozliwos¢ poréwnania defektéw zwiazanych z ich biogeneza do dziedzicz-
nych choréb ludzkich. Do takich chorob naleza: syndrom Zellwegera, adrenoleuko-
dystrofia neonatalna (NALD), dziecieca choroba Refsum’a (IRD) [Nicaud i wsp. 1993,
Smaczynska i Skonieczny 1993]. Sa one spowodowane defektem w tworzeniu peroksy-
soméw (PBD = peroxisome biogenesis disorders).

W peroksysomach jest tez usytuowany cykl glioksalowy umozliwiajacy komérce
wzrost na alkanach i innych substratach konwertowanych do dwu weglowych jednostek,
w tym octanu i etanolu [De Virgilio i wsp. 1992, Smaczynska i Skonieczny 1993].
W przypadku Y. lipolytica wyizolowano mutanty nie wykorzystujace octanu, gdy jest on
jedynym zrédiem wegla w podtozu (oznaczone w dalszej pracy jako oct) [Barth i Weber
1987, Wojtatowicz i wsp. 1993, 1995, Heslot 1990]. Opisano 4 klasy mutantéw niezdol-
nych do wzrostu na octanie, rézniacych sie miedzy soba utylizacja n-alkanéw i etanolu
[Heslot 1990; Kujau i wsp. 1992; Mauersberger i wsp. 1995, Barth i Gaillardin 1996].
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Jedna z tych klas obejmuje mutanty niezdolne do wzrostu na octanie i na n-alkanach,
a zdolne do wzrostu na etanolu [Kujau i wsp. 1992]. Metabolizm szczepdw zaliczanych
do tej klasy jest bardzo mato poznany, podobnie jak szlak (-i?) przemian octanu.

1.3. Metabolizm octanu

Kwas octowy od lat wykorzystywany jest jako konserwant w przetworstwie owocéw
i warzyw, gdyz jego dodatek ogranicza wzrost mikroorganizméw. Mechanizm jego tok-
sycznosci nie jest wyjasniony [Pijanowski i wsp. 1996]. Wedtug jednej z istniejacych
hipotez niezdysocjowany kwas octowy dziata jako czynnik rozprzegajacy transport pro-
tonéw z cytoplazmy i do cytoplazmy, doprowadzajac do ostabienia sity protomotorycz-
nej, ktdra jest niezbedna do oksydatywnej fosforylacji i innych proceséw endoergicznych
btony. Wedtug drugiej hipotezy toksyczny efekt octanu wynika z akumulacji samego
anionu w cytoplazmie [Diez-Gonzalez i Russel 1997, Chang i wsp. 1999, O’Beirne i
Hamer 2000]. W przypadku bakterii tolerancja na octan jest bardzo r6zna i zalezy od
obecnosci glukozy czy glicerolu [Lasko i wsp. 2000]. Wiadomo, ze niektdre szczepy
»bakterii octowych” (AAB) rosna przy stezeniu octanu 70g/L, a akumuluja go nawet do
150¢/L. Réwnie mato wrazliwe sa niektére szczepy z gatunku Lactobacillus acetotole-
rans, wyrastaja nawet w obecnosci 100 g/L octanu [za Lasko i wsp. 2000]. Natomiast
najwyzsza tolerancje, posrod takich bakterii jak Staphylococcus capitis, Acetobacter
aceti, Gluconobacter suboxydans, Lactobacillus acetotolerans , Lactobacillus bulgaricus
i Escherichia coli, wykazano dla pierwszego z cytowanych gatunkéw. Wyrastat on jesz-
cze w obecnosci 44 g/L octanu. Natomiast tolerancja pozostatych gatunkoéw, zdawatoby
si¢ opornych na octan, jest niewiele wyzsza niz w przypadku E. coli. Wrazliwos¢ droz-
dzy na octan jest takze bardzo ré6zna. Dla Candida albicans granicznym stezeniem octanu
sodu w pozywce umozliwiajacym wzrost jest 0,24 M (14,4 g/L) [Shimokawa i Nakay-
ama 2000]. Wiekszos¢ izolatow drozdzy Y. lipolytica wyrasta przy stezeniach od 4 do
10 g¢/L [Barth i Gaillardin 1996], a nieliczne toleruja 20 g/L [Finogenova i wsp. 1986].
Tylko dla niektérych mutantéw tego gatunku juz stezenie 0,03 M (1,8 g/L) jest toksyczne
i hamuje wzrost, nawet w obecnosci glukozy [Tzschoppe i wsp. 1999].

Obok toksycznosci, jaka wykazuje octan, petni on takze wazna role w zarodnikowaniu
grzybéw, drozdzy i bakterii. Jest sktadnikiem tak zwanych podtéz sporulacyjnych [Barnett
i wsp. 1983]. Mechanizm tej indukcji nie jest wyjasniony. Ponadto wiele mikroorgani-
zmow jest zdolnych do wzrostu w obecnosci niskich stezef octanu jako jedynego zrédta
wegla [De Virgilio i wsp. 1992; van den Berg i Steensma 1995]. U drozdzy S. cerevisiae
wykazano, ze za wykorzystanie octanu sa odpowiedzialne przynajmniej 43 geny
[McCammont 1996, Przybyla-Zawislak i wsp. 1999]. Mutanty wykazujace uszkodzenie w
niektérych z tych gendw posiadaja defekty w enzymach glukoneogenezy, enzymach cyklu
glioksalowego oraz cyklu Krebsa, w regulacji proceséw metabolicznych oraz w wewnatrz-
komérkowym przeptywie informacji pomiedzy mitochondriami, peroksysomami i jadrem
[Dennis i wsp. 1999; Gadde i McCammont 1997; Liao i Butow 1993; Small i wsp. 1995].
Whplyw octanu na tak wiele szlakdw metabolicznych wynika z faktu, ze aktywna forma
octanu, inaczej ,,aktywny octan” znany jako acetylo-koenzym A (acetylo-CoA), odgrywa
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bardzo wazna role w metabolizmie kazdej komérki. Jego wewnatrzkomorkowe stezenie
ma istotne znaczenie dla wzrostu i zycia komorki [Chohman i wsp. 1997, Chang i wsp.
1999]. Pochodzi on z degradacji biologicznych polimerdw: cukrow, biatek i ttuszczy.
Jest centralnym zwiazkiem usytuowanym na skrzyzowaniu gtéwnych anabolicznych
i katabolicznych szlakéw biochemicznych. Jest prekursorem aminokwaséw, kwasow
thuszczowych, cukréw, cholesterolu, acetylocholiny i wielu innych waznych dla funkcjo-
nowania komérki (i organizmu) metabolitéw. W zwiazku z tym, ze btony komoérkowe sa
dla acetylo-CoA nieprzepuszczalne, nie dochodzi do chaosu w komoérce. Wewnatrzko-
morkowa dystrybucja enzyméw uczestniczacych w przemianach aktywnego octanu po-
miedzy mitochondria, peroksysomy i cytoplazme powoduje, ze metabolizm octanu jest
ciekawym, intrygujacym przedmiotem badan [Szutowicz i wsp. 1998a, 1998b, 1999;
Tzschoppe i wsp. 1999; McCammon 1996; Przybyla-Zawislak i wsp. 1999; Chaure i
Connerton 1995; Todd i wsp. 1997]. Acetylo-CoA wchodzacy do cyklu Krebsa jest syn-
tetyzowany w mitochondrium przy udziale dehydrogenazy pirogronianowej [E. C. 1. 2.
4. 1]. W cytoplazmie komorek ssakow aktywny octan pochodzi z degradacji kwasow
thuszczowych (B-oksydacji), katabolicznych przemian aminokwaséw i kwaséw nukle-
inowych. W komérkach prokariotycznych aktywny octan moze pochodzi¢ z przemian
pirogronianu, degradacji kwasow ttuszczowych i katabolicznych przemian innych zwiaz-
kéw oraz z octanu. Opisano aktywacje octanu przez bursztynylo — CoA: acetylo — CoA
transferaze, przez kinaze octanowa i fosfotransacetylaze [Galushko i Schink, 2000, Bra-
sen i Schonheit 2001]. Acetylo-CoA jest takze bezposrednim prekursorem kwasu cytry-
nowego, ktdry nagromadzany jest przez niektdre szczepy drozdzy Y. lipolytica.

1.4. Regulacja nadprodukcji kwasu cytrynowego

Kwas cytrynowy (CA) petni wielofunkcyjna role w regulacji zaréwno anabolizmu,
jak i katabolizmu. Odgrywa role pozytywnego i negatywnego modulatora wielu kKluczo-
wych enzymoéw podstawowego metabolizmu [Srere 1965, Srere 1972, Evans i Ratledge
1985]. Cytrynian podlega oksydacji w cyklu Krebsa, ktéry dostarcza prekursorow wy-
maganych w reakcjach biosyntezy. U S. cerevisiae oraz w tkankach ssakdw cytrynian
aktywuje cytosoliczna karboksylaze acetylo-CoA [Bloch i Vance 1977, Wakil i wsp.
1983], inhibuje glikolize na poziomie 6-fosfofruktokinazy [Evans i Ratledge, 1984] oraz
kinazy pirogronianowej [Barbalace i wsp. 1971]. W przypadku nagromadzania tego
kwasu przez Apergillus niger kluczowym momentem jest niewrazliwa na cytrynian fos-
fofruktokinaza — pierwszy regulacyjny enzym glikolizy [Stryer 1999, Szczodrak 1981].
W badaniach nad kontrola nadprodukcji kwasu poprzez regulacje aktywnosci enzyméw
cyklu Krebsa wykazano wptyw ponad 7 enzymow na proces [Torres 1996], przy czym
samo 11-krotne powielenie genu syntazy cytrynianowej (SC) nie prowadzi do zwigksze-
nia pozakomorkowego nagromadzania CA [Ruijter i wsp. 2000]. Na ilos¢ wydzielanego
kwasu cytrynowego wplywa stezenie jonu amonowego [Mayilvahanan i wsp. 1996].
Pomimo ze A. niger wykorzystywany jest do produkcji kwasu cytrynowego od poczatku
ubiegtego wieku, do tej pory nie udato sie jednoznacznie ustali¢ krytycznych punktow
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kontroli tego procesu [Kubicek i Rohr 1980, Szczodrak 1981, Kubicek i Rohr 1986,
Jaklitsch i wsp. 1991, Pazuoki i wsp. 2000 ].

W przypadku innego znanego producenta tego kwasu , drozdzy Y. lipolytica nadpro-
dukcja CA indukowana jest deficytem azotu w podtozu prowadzacym do zatrzymania
wzrostu biomasy [Behrens i wsp. 1987, Wojtatowicz, 1991]. Wydzielanie CA mozna
takze spowodowa¢ deficytem siarki lub fosforu. W przypadku produkcji CA z udziatem
Y. lipolytica prowadzono szereg badan. Dotyczyty one optymalizacji sktadu podioza
glukozowego do produkcji CA [Wojtatowicz 1991, Rymowicz 1995], doboru i optymali-
zacji procesu, wykorzystania réznych systeméw hodowlanych (poiciagle, ciagte)
[Rymowicz i Wojtatowicz 1999, Rymowicz i wsp. 1993c, Wojtatowicz i Rymowicz
1994, Rymowicz 1998]. Badano mozliwos$¢ wykorzystania innych substratéw niz gluko-
za (melasa, etanol, parafiny, hydrol glukozowy) [Nakanishi i wsp. 1972, Marchal i wsp.
1980, Furukawa i wsp. 1982, Finogenova i wsp. 1986, Wojtatowicz i Rymowicz 1990,
1991, Wojtatowicz i wsp. 1993, Kautola i wsp. 1992, Arzumanov i wsp. 2000, Zarowska
1999]. Prowadzono tez prace nad zastosowaniem w procesach biosyntezy CA genetycznie
modyfikowanych szczepéw oraz mutantdw [Rymowicz i Wojtatowicz 1996, Rymowicz
i wsp. 1996, Wojtatowicz i wsp. 1997, Zarowska 1999]. Wykorzystywano takze unieru-
chomione komorki drozdzy jako producentéw CA [Maddox i Kingston 1983, Rymowicz
i wsp. 1993a, b]. W najkorzystniejszych z wyzej wymienionych systemoéw, z wykorzy-
staniem najlepszych producentéw otrzymywano 100-200 g/l CA lub jego soli, przy
szybkosci whasciwej produkcji 0,073-0,1 g/g/h i wydajnosci 0,65-0,9 g/g [Wojtatowicz
i Rymowicz 1994, Rymowicz 1998, Arzumanov i wsp. 2000]. Niemniej, w dalszym
ciggu jest to proces niestabilny. Komdrki traca zdolnos¢ kwasotworcza, gdyz pojawiaja
si¢ mniej aktywne segreganty [Wojtatowicz i wsp. 1995]. Jednak porédwnanie proceséw
z udziatem plesni i drozdzy wypadto na korzysé tych ostatnich [Rane i Sims 1993, Moresi
1994].

Prowadzone byly tez badania aktywnosci kluczowych dla procesu biosyntezy CA
enzymow. Miedzy innymi: syntazy cytrynianowej (SC), izocytrynianowej dehydrogena-
zy (ICDH) i liazy izocytrytrnianowej (ICL) [Glazunova i Finogenova 1976, Behrens i
wsp. 1977, Matsuoka i wsp. 1977, Franke-Rinker i wsp. 1983, Katajeva i Finogenova
1987]. Badano tez wptyw stezenia glukozy i szybkosci jej wykorzystania na proces po-
zakomdrkowego nagromadzania CA [Rane i Sims 1993, Kim i Roberts 1991].

Pomimo wielu badan nie wykazano w dalszym ciagu istoty regulacji nadprodukcji
kwasu cytrynowego przez drozdze i dalsze badania majace na celu wykazanie mozliwych
punktoéw sterowania tym procesem sa w petni uzasadnione.
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2. GENEZA | CEL PRACY

Do rozpoczecia badan nad metabolizmem Y. lipolytica przyczynity si¢ prowadzone w
Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci od ponad 10 lat badania dotyczace
wykorzystania tego gatunku drozdzy do produkcji kwasu cytrynowego (CA) [Wojtato-
wicz 1991, Rymowicz 1998]. Biorac pod uwagg technologig, cenne sa zwiaszcza szczepy
A-101.1.31 i A-101.1.31.K1 cechujace si¢ duza stabilnoscia przechowalnicza [Wojtato-
wicz i Rywinska, 1999] i nagromadzajace kwas cytrynowy praktycznie bez udziatu kwa-
su izocytrynowego w mieszaninie poreakcyjnej [Wojtatowicz 1991]. Sa to mutanty octa-
nowe (oznaczone oct’), nie wykorzystujace octanu gdy jest on jedynym zrédtem wegla w
podiozu. Podobnie jak szczep rodzicielski (A-101) czy inny mutant (A-101.1.22) nie
byty one wczesniej przedmiotem badan mogacych prowadzi¢ do blizszego ich scharakte-
ryzowania. Szczegolnie wazne byly aspekty poznawcze zwiazane z wykorzystaniem
octanu oraz wydzielaniem cytrynianu. Stanowity one cel prowadzonych badan, ktérych
pierwszym punktem byto poznanie defektu warunkujacego fenotyp oct” szczepow
A-101.1.31 i A-101.1.31.K1, a drugim wyjasnienie komdrkowych podstaw biosyntezy
i wydzielania kwasu cytrynowego przez drozdze Y. lipolytica.

Realizacja pierwszego punktu celu mogta obejmowaé wiele kierunkow: badanie
enzymow cyklu Krebsa (CKT) i cyklu glioksalowego, enzyméw glukoneogenezy, acety-
lo-CoA syntetaz, transportu octanu, biatek wewnatrzkomdrkowego przekazu informacji
czy blizej dzis nieznanych czynnikéw (rys. 1). Natomiast w prezentowanej pracy pierw-
szy punkt celu stanowity kierunki badan oznaczone kolorem z6ttym. Byly to badania
nad: enzymami CKT i cyklu glioksalowego, funkcjonowaniem szlaku glukoneogenezy
poprzez analize wzrostu na substratach innych niz cukry oraz nad prawidtowym funkcjo-
nowaniem transportu octanu do komorki.

Badania drugiego punktu celu obejmowaty pomiar aktywnosci enzymoéw kluczowych
dla biosyntezy kwasu cytrynowego, wyznaczenie powinowactwa do glukozy, ocene
stopnia utylizacji glukozy, poréwnanie komérkowego sktadu cukrowego i zawarto$¢
kwasow ttuszczowych oraz wewnatrzkomorkowego cytrynianu.

Pomimo ze cel pracy zostat sformutowany w dwéch punktach, trudno bytoby rozdzie-
la¢c wyniki tak, aby najpierw omawia¢ pierwszy, a nastepnie drugi z nich. Oba badane
zagadnienia wzajemnie si¢ przenikaty i uzupetniaty. Czesto wyniki jednych badan suge-
rowaty dalsze niewyjasnione aspekty studiowanego problemu i ostatecznie doprowadzity
do wieloptaszczyznowego scharakteryzowania czterech szczepdw Y. lipolytica: A-101;
A-101.1.31; A-101.1.31.K1 oraz A-101.1.22
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Rys. 1. Mozliwe miejsca uszkodzenia szlakdw metabolicznych prowadzace do ekspresji fenotypu
octan minus (oct’). Kolorem zéttym oznaczono punkty badane w pracy

Fig. 1. Possible metabolic alteration sites leading to the expression of acetate minus phenotype
(acu’). Yellow coloured boxes were studied in this work
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3. OMOWIENIE WYNIKOW BADAN WEASNYCH

Czes$¢ wynikow dotyczaca badanych probleméw zawarta jest w pracach juz opubli-
kowanych, ktorych dane bibliograficzne zamieszczono w przedmowie, 0znaczajac
je kolejnymi numerami rzymskimi. Z opublikowanych pozycji przytoczono tylko te
wyniki, ktére wymagaty poréwnania z danymi dotyczacymi innych szczepdw, innych
uktadéw lub postuzyty do szerszej interpretacji badan. Natomiast dotychczas niepubli-
kowane wyniki przedstawiono szerzej, podajac w nawiasie odpowiednia pozycje aneksu
odsytajaca czytelnika do metodycznego opisu wykonanego badania.

Cztery szczepy drozdzy Y. lipolytica: A-101, A-101.1.31, A-101.1.31.K1 oraz
A-101.1.22 produkujace kwas cytrynowy i bedace przedmiotem badan zatozonych w
celu pracy stanowia swoista ,,rodzing”. Pierwszy jest szczepem rodzicielskim, a pozosta-
te sa mutantami [Wojtatowicz i wsp. 1993]. Szczepy A-101.1.31 i A-101.1.31.K1 to
mutanty octanowe (oct’), a szczep A-101.1.22 — nazywany w dalszej pracy rewertantem
— jest mutantem, ktory w krétkim czasie utracit fenotyp oct™ i cechuje si¢ zdolnoscia do
wykorzystania octanu jako jedynego zrodia wegla. Szczepy te nagromadzaja obok CA
takze kwas izocytrynowy (ICA), przy czym mutanty octanowe wydzielaja go mniej niz
rodzic [Wojtatowicz 1991; Robak 1995; Zarowska 1999].

Piaty szczep, Y. lipolytica ATCC 32 338A, nie nalezacy do rodziny i nie nagromadza-
jacy CA byt w tych badaniach szczepem wzorcowym (kontrolnym) umozliwiajacym
poréwnanie producentow CA. Dla pordwnania cech producentdw badano tez zdolne do
biosyntezy kwasu szczepy Y. lipolytica ATCC 20 324 i ATCC 20 320, ktdre nie sa spo-
krewnione ze szczepem A-101. W badaniach nad genem syntazy cytrynianowej kontrole
stanowit szczep S. cerevisiae PCM 2103.

Majac na uwadze przejrzystos¢ prezentowanych wynikéw badan, podzielono je na
trzy czesci: wykorzystanie octanu, poszukiwanie defektu genetycznego oraz regulacja
wydzielania CA. Dwa pierwsze dotycza gtéwnie pierwszego, a ostatni — drugiego punktu
celu. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze niektére wyniki dotycza jednoczesnie obydwdch
aspektow badawczych.

3.1. Utylizacja octanu przez badane szczepy Y. lipolytica

Sposréd wybranych do badan szczepdw drozdzy Y. lipolytica do wykorzystania octa-
nu jako jedynego zrodta wegla zdolne byty: A-101, A-101.1.22 oraz ATCC 32 338A
[VI]. Wyrastaty one zaréwno przy niskich (0,1%), jak i wysokich (1%) koncentracjach
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tego substratu. Natomiast, jak si¢ spodziewano, mutanty oct: A-101.1.31 oraz
A-101.1.31.K1 nie wyrastaty przy zadnym z zastosowanych stezen octanu. Nieoczeki-
wanie mutanty te korzystaty z etanolu jako jedynego zrodta wegta [VI], co swiadczy
0 ich zdolno$ci do przyswajania i metabolizowania dwu wegglowych zwiazkéw. Posta-
nowiono wiec sprawdzi¢, czy octan jest asymilowany, gdy w podtozu jest inne zrodto
wegla, np. glukoza.

3.1.1. Indukcja utylizacji octanu przez mutanty oct -

Badano zdolno$¢ mutantdw oct” i pozostatych szczepdéw do wzrostu z octanu sodu
w zakresie jego stezen od 0 do 1% w podtozu zawierajacym 1% glukozy jako drugie
zrodto wegla [Aneks: 6.1, 6.2].

Plon biomasy poszczegdlnych szczepdw byt rézny w zaleznosci od ilosci i stezenia
substratow weglowych (tab. 1). Octan sodu dodany do podtoza glukozowego w stezeniu
1% zwigkszyt ilos¢ biomasy szczepu A-101 o 10% w stosunku do sumy biomasy wyro-
$nigtej na pojedynczych substratach (4,04 g/L w MMT z glukoza plus 1,7 g/L w MMT

z octanem = 5,74 g/L , a 6,37 g/L w MMT z octanem i glukoza).
Tabela 1
Table 1

Poréwnanie plonu biomasy otrzymanej w hodowli Y. lipolytica w podtozu MMT
z jednym lub dwoma zrodtami wegla
Comparison of the yeast biomas level obtained in Y. lipolytica culture on MMT
with one or two carbon source

Gluzoza* Octan sodu jako zrodto wegla [g/L]
Szczep Glucose* Sodium acetate as carbon source [g/L]
Strain [10 g/L]
o [ 1 1 2 ] 4 ] &6 | 8 [ 10
Plon biomasy [gsm/L] — Biomass level [gdm/L]
Oct*, Acu*
A-101 + 4,04 4,64 4,75 4,75 5,65 6,09 6,37
- Ng 0,16 0,38 0,54 1,16 1,54 1,70
A-101.22 + 3,38 3,60 4,06 3,77 3,93 4,49 3,23
- Ng 0,27 0,30 0,41 0,76 0,84 1,20
ATCC 32 338A + 1,34 1,56 1,84 2,12 2,05 1,93 2,05
- Ng 0,19 0,42 0,65 0,91 1,29 1,36
Oct ", Acu’
A-101.1.31 + 3,35 3,75 4,39 4,95 4,97 5,02 5,08
- Ng Ng Ng Ng Ng Ng Ng
A-101.1.31.K1 + 3,66 4,09 3,98 4,12 4,66 4,73 5,83
- Ng Ng Ng Ng Ng Ng Ng

Ng = brak wzrostu, no growth
*(+) dodana lub (=) nie dodana do podtoza
(+) added or (- ) not added to the medium
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Dla mutantéw octanowych A-101.1.31 i A-101.1.31.K1 ilos¢ biomasy byta o 50%
wyzsza na podwaéjnym zrddle wegla niz w obecnosci tylko glukozy (3,35 i 3,66g/L z
glukozy oraz 5,08 i 5,83 g/L z glukozy z octanem). W podtozu z samym octanem szcze-
py te nie wyrastaty. Dla szczepu A-101.1.22 obserwowano obnizenie ilosci biomasy
wraz z dodatkiem octanu, podobne jak dla szczepu ATCC 32338A, nie gromadzacego
kwasu cytrynowego.

Reasumujac, potwierdzono brak zdolnosci szczepéw A-101.1.31 i A-101.1.31.K1 do
wzrostu na octanie, wykazujac jednoczesnie ze octan przy obecnosci glukozy w srodowi-
sku zwiekszat plon ich biomasy, podobnie jak plon biomasy szczepu A-101 (rodzica).
Wykazano réwniez, ze dodatek octanu do podtoza glukozowego wywierat zroznicowany
wpltyw na zdolno$¢ namnazania si¢ szczepu A-101.1.22 (rewertanta) i szczepu ATCC 32
338A. Mogto to by¢ spowodowane ograniczonym wykorzystaniem glukozy.

Podczas wzrostu drozdzy w podiozu zawierajacym tylko glukozg obserwowano
zakwaszanie srodowiska. Koncowe pH wynosito od 5 do 6,5. Natomiast podczas wzrostu
w podiozu glukozowym wzbogaconym o octan sodu koncowe pH wynosito 7,5-8,0
w przypadku wzrostu wszystkich badanych szczepéw (rys. 2). Alkalizacja srodowiska
zwiazana byla z wykorzystaniem anionu octanowego i uwolnieniem kationu sodowego.
Swiadczy to o asymilacji octanu. Wykorzystanie octanu potwierdzono takze, oznaczajac
jego stezenie w ptynie pohodowlanym oraz w biomasie [Aneks : 6.3.2].

e )
8,5 T
— —e—A-101
—=—A-101.1.22
S 659 = A-101.1.31
/" A-101.1.31.K1
—»— ATCC 32338A
4,5 ! T T T T T 1
0o 2 4 6 8 10 12
\_ Octan sodu, Sodiumacetate [g/L] y

Rys. 2. Koncowe pH w hodowli szczepdéw w podiozu MMT z glukoza z r6znymi dawkami octanu sodu
Fig. 2. Final pH in culture of strains on glucose MMT medium with different concentration
of sodium acetate
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W przypadku szczepéw A-101 oraz A-101.1.31.K1 nie wykryto pozostatosci octanu
w hodowlach (tab. 2). Natomiast dla szczepu A-101.1.31 oraz A-101.1.22 resztkowe
stezenie octanu w hodowli wynosito od 0,05 do 0,25 g/L i wzrastato proporcjonalnie do za-
stosowanej dawki, nie przekraczajac jednak 2,5% ilosci dodanej wyjsciowo. Dla szczepu
ATCC 32 338A pozostatos¢ octanu wynosita od 0,17 do 0,96¢/L (czyli 2,8-9,6% doda-
nej ilosci). W biomasie badanych szczepéw nie wykryto octanu. Mutanty octanowe
podobnie jak pozostate szczepy wykorzystaty octan.

Tabela 2
Table 2

Resztkowe stgzenie octanu w hodowli szczepdw Y. lipolytica w podtozu MMT
z glukoza (10 g/L) i wzrastajacymi stezeniami octanu sodu
Residual level of acetate in cultures of Y. lipolytica strains on MMT medium with glucose (10 g/L)
and increasing concentrations of sodium acetate

Octan sodu Resztkowe stezenie octanu — Residual level of acetate
(poczatkowe stezenie) [o/L]
Sodium acetate

(initial CFg”/f_e]””‘""“O”) A-101 | A-101.22 | ATCC 32338A | A-101.1.31.K1 | A-101.1.31
0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0,05
2 0 0 0 0 0,06
4 0 0 0 0 0,06
6 0 0 0,17 0 0,06
8 0 0 0,54 0 0,13
10 0 0,25 0,96 0 0,10

Podsumowujac, wykorzystanie octanu przez szczepy A-101.1.31 oraz A-1011.31.K1
byto mozliwe ze wzgledu na jednoczesna obecnosé¢ glukozy w podiozu; przy czym glu-
koza réwniez zostata skonsumowana przez drozdze.

Resztkowe stezenie glukozy po wzroscie szczepow A-101, A-101.1.31 i
A-101.1.31.K1 wynosito od 0,11 do 0,16 g/L, co stanowito od 1,1 do 1,6% dodanej ilosci
i bylo praktycznie niezaleznie od dawki octanu (tab. 3). Po hodowli szczepu A-101.1.22
pozostato od 0,23 do 1,9 g/L glukozy (od 2,3 do 19% dodanej ilosci), a w przypadku
szczepu ATCC 32 338A nawet 4,87-6,17 g/L (48,7—61,7%). W tych dwoch ostatnich
przypadkach wraz ze wzrostem stezenia octanu obserwowano hamowanie stopnia wyko-
rzystania glukozy przez drozdze.
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Tabela 3

Table 3
Resztkowe stezenie glukozy w hodowli szczepow Y. lipolytica w podtozu MMT
z glukoza (10 g/L) i wzrastajacymi stezeniami octanu sodu
Residual level of glucose in cultures of Y. lipolytica strains on MMT medium with glucose (10 g/L)
and increasing concentrations of sodium acetate

Octan sodu Resztkowe stezenie glukozy — Residual level of glucose
Sodium [g/L]
acetate
[9/L] A-101 A-101.22 | ATCC32338A | A-101.1.31.K1 | A-101.1.31

0 0,13 0,23 4,96 0,16 0,13
1 0,13 0,23 4,87 0,14 0,11
2 0,11 0,25 4,87 0,13 0,13
4 0,12 0,21 5,39 0,15 0,14
6 0,14 0,31 6,17 0,14 0,13
8 0,14 0,45 6,00 0,16 0,16
10 0,16 1,91 5,39 0,16 0,16

Przedstawione dane dotyczace stopnia utylizacji glukozy ukazuja, ze dodatek octanu
w zalezno$ci od badanego szczepu wywiera zréznicowany wptyw na stopien wykorzy-
stania glukozy.

W powyzszych badaniach zastosowano 1% stezenie glukozy i nie byto wiadomo, czy
jest to najmniejsza dawka umozliwiajaca wzrost i wykorzystanie octanu przez mutanty
oct’. W celu okreslenia minimalnej dawki indukujacej jego wykorzystanie badano wptyw
roznych dawek glukozy (0-1%) na wzrost szczepéw w podiozu zawierajacym 0,6%
octanu sodu [Aneks: 6.1 oraz 6.2.3]. Badanie przeprowadzono w automacie do hodowli
mikroorganizmow, a uzyskane krzywe wzrostu biomasy (OD) przedstawiono na rysunku
3 i 4. Otrzymane profile wzrostu sa rozne, chociaz koncowa biomasa szczepoéw przy
poszczegolnych dawkach glukozy jest podobna. Ilos¢ biomasy (OD) wszystkich bada-
nych szczepéw zalezata od stezenia glukozy w zakresie od 0,01 do 0,4% (rys. 3), gdy
byta ona jedynym zrédtem wegla i w zakresie od 0,01 do 0,1%, gdy w podtozu byt obec-
ny réwniez octan (rys. 3, 4). Natomiast wyzsza dawka glukozy nie miata wptywu na plon
biomasy szczepu rodzicielskiego, mutantéw oct” oraz szczepu A-101.1.22. llo$¢ biomasy
szczepu ATCC 32338A wyrastajaca z glukozy zalezata od ilosci tego substratu w szero-
kim zakresie stezen (od 0,01 do 1%), podczas gdy wyrastajaca w podtozu z octanem i z
roznymi dawkami glukozy byta zdecydowanie zroznicowana podczas poczatkowych
godzin hodowli, osiagajac jednak w 60 godzinie podobny poziom (rys. 4). Powyzej przy-
toczone zaleznosci sa najbardziej widoczne, gdy przyktadowo poréwnamy OD hodowli
(ilos¢ biomasy) w 30 godzinie wzrostu szczepéw w podtozu z poszczegélnymi zastoso-
wanymi stezeniami glukozy i octanu (tab. 4). Otrzymane wyniki wskazuja takze na wick-
szy plon biomasy szczepow z podtoza zawierajacego obok matych dawek glukozy réw-
niez 0,6% octanu sodu. Szczego6lnie istotny jest przyrost biomasy mutantéw oct” w ho-
dowli z glukoza w dawce 0,1% oraz 0,2%. Dla szczepu A-101.1.31 i dawki 0,1% przy-
rost ten wynosit ponad 24%, a dla szczepu A-101.1.31.K1 i dawki 0,2% — ponad 60%
ilosci biomasy otrzymanej z tych samych dawek glukozy bez octanu. Potwierdza to in-
dukcje wykorzystania octanu przez mutanty oct’. Efekt indukcji utylizacji octanu
(w postaci przyrostu réznicy OD) obserwowano rdwniez w przypadku szczepéw A-101
oraz ATCC 32 338A przy zastosowaniu najmniejszej dawki glukozy (0,01%) (tab. 4).
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Glukoza, Glucose

A-101.1.31
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Rys. 3. Wzrost drozdzy (gestos¢ optyczna, OD) w podtozu MMT w zaleznoéci od stezenia glukozy
Fig. 3. Growth of yeast (optical density, OD) on MMT medium in relation to the concentration
of glucose
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oD Glukoza + octan

Glucose + acetate

A-101.1.31

A-101.1.31-K1

0 10 20 30 40 50 60 tIh]
— 0,01% glukozy — 0,10% glukozy 0,20% glukozy
— 0,40% glukozy —— 0,60% glukozy — 0,80% glukozy
— 1,00% glukozy

Rys. 4. Wzrost drozdzy (gestos¢ optyczna, OD) w podiozu MMT z 0,6% octanem sodu
w zaleznosci od stezenia glukozy (drugie zrédto wegla)

Fig. 4. Growth of yeast (optical density, OD) on MMT medium with 0,6% of sodium acetate in
relation to concentration of glucose (second carbon source)
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Tabela 4
Table 4

Biomasa (OD) w 30 godzinie hodowli drozdzy w podtozu MMTz réznymi dawkami glukozy
bez octanu i z octanem
Biomass (OD) at 30 hours of yests culture on MMT medium with different doses
of glucose without or with acetate

Glukoza
Glucose A-101 A-101.1.22 A-101.1.31 A-101.1.31.K1 | ATCC 32 338A
[%]
Bez ocatnu — without acetate

0 0,080 0,059 0,050 0,056 0,058
0,01 0,329 0,214 0,425 0,200 0,226
0,1 0,563 0,488 0,587 0,497 0,343
0,2 1,051 0,789 0,765 0,497 0,516
04 1,200 0,767 1,094 0,908 0,641
0,6 0,886 0,786 1,007 0,826 0,521
0,8 1,155 1,112 0,895 0,980 0,807
1,0 1,272 1,219 0,936 1,065 0,923

Z octanem, with acetate (0,6%)

0 0,389 0,099 0,054 0,056 0,280
0,01 0,642 0,164 0,368 0,178 0,590
0,1 0,895 0,590 0,725 0,550 0,134
0,2 0,896 0,620 0,730 0,710 0,505
0,4 1,024 0,595 0,695 0,700 0,350
0,6 0,890 0,590 0,570 0,678 0,134
0,8 0,890 0,482 0,672 0,620 0,420
1,0 0,899 0,530 0,643 0,608 0,127

Ostatecznie minimalne stezenie glukozy niezbedne do indukcji wykorzystania
octanu przez mutanty oct™ wynosito 0,01%. Jest to bardzo czytelne gdy poréwnamy
plon biomasy (OD) jednego z mutantéw (A-101.1.31) z poszczeg6lnych godzin ho-
dowli (tab. 5). Przyrost biomasy na podwdjnym zrédle wegla (0,01% glukozy i 0,6%
octanu) w 36 godzinie hodowli wyniost prawie 65% w stosunku do biomasy wyrastaja-
cej w obecnosci tylko glukozy (w 48 godzinie ponad 150%!). W przypadku szczepu
A-101.1.31.K1 obserwowana indukcja utylizacji octanu minimalng dawka glukozy
(0,01%) nastepowata pdzniej niz dla szczepu A-101.1.31, okoto 50 godziny hodowli
(rys. 4).

Podsumowujac, minimalna dawka glukozy niezbedna do wywotania indukcji wyko-
rzystania octanu przez mutanty octanowe wynosi 0,01%. Efekt indukcji tym szybciej
byt obserwowany, im wicksza byta dawka dodanej glukozy.
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Tabela 5
Table 5

Biomasa (OD) szczepu A-101.1.31 w kolejnych godzinach hodowli w podtozu MMT
z 4 najmniejszymi dawkami glukozy bez octanu i z octanem
Biomass (OD) of strain A-101.1.31 at different hours of culture on MMT medium
with 4 smaller doses of glucose without or with acetate

Glukoza Czas Czas Czas Czas Czas
Glucose Time Time Time Time Time

[%] Oh 12h 24h 36h 48h

Bez octanu — without acetate
0 0,040 0,045 0,040 0,050 0,045
0,01 0,051 0,284 0,445 0,405 0,364
0,1 0,047 0,257 0,629 0,554 0,510
0,2 0,049 0,252 0,694 0,778 0,727
0,4 0,047 0,195 0,747 1,170 1,228
Z octanem, with acetate (0,6%)

0 0,054 0,056 0,055 0,055 0,054
0,01 0,051 0,069 0,169 0,708 1,092
0,1 0,053 0,124 0,464 0,834 0,870
0,2 0,051 0,108 0,398 0,993 1,048
0,4 0,050 0,106 0,459 0,918 1,280

Whplyw jednoczesnej obecnosci glukozy i octanu w podiozu na wzrost drozdzy mozna
tez analizowa¢ poprzez poréwnanie whasciwych szybkosci wzrostu szczepéw. Na pod-
stawie prezentowanych krzywych przyrostu biomasy badanych szczepdw (rys. 3 i 4)
obliczono, wedtug réwnania Wilson i wsp. [1982], maksymalng szybkos¢ wzrostu drozdzy
(Umax) Z poszczegblnymi dawkami glukozy bez octanu oraz z dodatkiem octanu (tab. 6).

Najwyzsza szybkos¢ whasciwa wzrostu wyznaczono dla szczepu ATCC 32 338A za-
rowno w hodowli na glukozie, na octanie, jak i na glukozie z octanem. Jednak Lmax
szczep ten osiagat dopiero w 16-17 godzinie w hodowli bez dodatku octanu i okoto
20-30 godzinie w hodowli z dodatkiem octanu (tab. 7).

Wysoka wartos$¢ Lmax Wyznaczona dla mutantow oct” (A-101.1.31 i A-101.1.31.K1)
podczas wzrostu na MMT z 0,01% glukozy i 0,6% octanem dodatkowo $wiadczy o utyli-
zacji octanu przez te szczepy i indukcji tego wykorzystania (uaktywnieniu odpowiedniej
drogi metabolicznej), gdyz wartos¢ pmax byta osiagana po diuzszym czasie, nawet ponad
20 godzin.

Szczep A-101 niezaleznie od obecnosci octanu i od stezenia glukozy wykazywat w
zblizonym czasie podobna maksymalna szybkos$é¢ wzrostu (U= 0,215-0,310[h™]).
Natomiast szczep A-101.1.22 wykazat wyzsza szybkos¢ wzrostu na podtozu bez octa-
nu (MLm= 0,243- 0,442[h™*]) w poréwnaniu do maksymalnej szybkosci wzrostu na
podtozu z octanem (Umax = 0,155-0,258 [h™]). Ponadto maksymalna szybkosé¢ wzrostu
szczepu A-101.1.22 zalezata od stezenia glukozy. Najwyzsza [im.x Wyznaczono podczas
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wzrostu tego szczepu przy 0,6% glukozy, bez octanu (Uma= 0,442[h™]) i z octanem
(Umax= 0,214[h']). Oba szczepy miaty nizsza szybkos¢ wzrostu (Umax <0,2 [h™])
na podtozu z 0,01%glukozy, ale w przypadku szczepu A-101.1.22 dodatek octanu
spowodowat ponad dwukrotny wzrost tej szybkosci (Umex = 0,258[h™]). Szczep ten
charakteryzowat sie¢ wyzsza szybkoscia wzrostu na samym octanie niz rodzic, chociaz
osiagat ja po duzo dtuzszym czasie.

Tabela 6
Table 6

Maksymalna szybko$¢ whasciwa wzrostu (Wyay) drozdzy w podtozu MMT z r6znymi dawkami
glukozy bez octanu i z octanem
Maximum of specific yeast growth rate (i) 0N MMT medium with different doses of glucose
without or with acetate

Glukoza
Glucose A-101 A-101.1.22 A-101.1.31 | A-101.1.31.K1 | ATCC 32338A

%
= Bez octanu, without acetate

1 2 3 4 5 6
0,01 0,159 0,154 0,046 0,173 0,403
0,1 0,264 0,243 0,246 0,228 0,322
0,2 0,253 0,253 0,208 0,265 0,576
0,4 0,253 0,251 0,254 0,246 0,304
0,6 0,293 0,442 0,219 0,295 0,393
0,8 0,311 0,254 0,253 0,239 0,452
1,0 0,265 0,297 0,255 0,249 0,414

Z octanem, with acetate [ 0,6%]

0 0,130 0,212 Ng” Ng” 0,258
0,01 0,158 0,258 0,412 0,279 0,277
0,1 0,255 0,191 0,227 0,246 0,177
0,2 0,215 0,155 0,189 0,212 0,429
0,4 0,234 0,208 0,260 0,296 0,404
0,6 0,263 0,214 0,199 0,276 0,328
0,8 0,260 0,192 0,198 0,229 0,457
1,0 0,237 0,179 0,220 0,276 0,301

* Ng brak wzrostu, no growth

Podsumowujac wykazano, ze wartosci wiasciwej szybkosci wzrostu szczepu rodzi-
cielskiego A-101 oraz rewertanta A-101.1.22 réznity sie zasadniczo. Roznice te $wiadcza
0 odmiennosci metabolicznej, a wigc i genotypowej szczepdw A-101.1.22 i A-101. Po-
nadto wykazano indukcyjny charakter wykorzystania octanu przez mutanty oct’.
Induktorem tego wykorzystania najprawdopodobniej byt produkt przemiany glukozy.
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Tabela 7
Table 7

Czas [h] potrzebny do osiagnigcia maksymalnej whasciwej szybkos¢ wzrostu (lmay) drozdzy
w podtozu MMT z réznymi dawkami glukozy bez octanu i z octanem
Time [h] necessary to rich the maximum of specific yeast growth rate (Lmax)
on MMT medium with different doses of glucose without or with acetate

Glukoza
Glucose
[%] A-101 A-101.1.22 | A-101.1.31 | A-101.1.31.K1 | ATCC 32338A
Bez octanu — without acetate
0,01 2,5 5,75 6,5 5,0 15,5
0,1 5,25 7,25 115 5,25 11,75
0,2 5,0 13,75 5,25 11 19
0,4 11 13 14,0 7,25 16,25
0,6 9,0 11 7,0 6,25 16,75
0,8 5,25 9,5 6,25 7 16,25
1,0 5,75 7,75 8,25 9,5 9,75
Z octanem — with acetate [ 0,6%]

0 9,75 57,5 Ng Ng 19,25
0,01 2,5 40,5 25,25 43,5 18,75
0,1 5,25 20,5 17,25 4,75 38,75
0,2 11 20,25 12,25 7,75 20,0
0,4 6,75 15,25 18,0 19,5 26,0
0,6 7 28,5 9,25 17,25 33,5
0,8 6,75 12,75 11,75 7,25 20,75
1,0 7 13,5 9,75 26,0 217,75

* Ng brak wzrostu, no growth

W dalszych badaniach postanowiono sprawdzi¢ czy etanol, ktory byt utylizowany ja-
ko zrodto wegla przez wszystkie badane szczepy [VI], powoduje indukcje wykorzystania
octanu przez mutanty oct’. Zastosowano trzy stezenia etanolu (0,1%; 0,5% i 1%) jako
dodatek do podtoza zawierajacego 0,6% octanu sodu [Aneks: 6.1, 6.2, 6.3.]. W warun-
kach jednoczesnej obecnosci octanu i etanolu w podtozu wzrost mutantéw A-101.1.31
oraz A-101.1.31 byt catkowicie zahamowany, pomimo ze byly one zdolne do utylizacji
etanolu (tab. 8). Przy czym dodana ilo$¢ etanolu nie miata wptywu na stopien zahamo-
wania wzrostu. Wzrost szczepu rodzicielskiego, A-101, w obecnosci etanolu z octanem,
byt ograniczony w 84% w stosunku do wzrostu w srodowisku z etanolem i w 62%
w poréwnaniu do wzrostu w podtozu z octanem.
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Tabela 8
Table 8

Wozrostu drozdzy (OD) w podtozu MMT z octanem, etanolem i obydwoma zrddtami wegla
Yeast growth (OD) on MMT medium with acetate, ethanol and both carbon sources

Zrédto wegla

Carbon source A-101 A-101.1..31 A-101.1.31.K1
Octan, Acetate [0,6%)] 0,600 0,044 0,046
Octan, Acetate [0,6%] 0,235 0,045 0,046
+

Etanol, Ethanol [0,1%]

Octan, Acetate [0,6%] 0,227 0,048 0,045
+

Etanol, Ethanol [0,5%]

Octan, Acetate [0,6%] 0,230 0,048 0,045
+

Etanol, Ethanol [1%)]

Etanol, Ethanol [1%)] 1,425 1,085 0,864

Reasumujac, etanol w zadnym z zastosowanych stezen (0,1; 0,5 i 1%) nie indukowat
wykorzystania octanu przez mutanty oct’. Ponadto, w warunkach jednoczesnej obecnosci
octanu i etanolu badane szczepy nie wzrastaty pomimo zdolnosci do utylizacji przynajm-
niej jednego z tych substratow.

3.1.2. Powinowactwo drozdzy do octanu

W zwiazku z tym, ze mutanty oct™ Y. lipolytica byty zdolne do asymilacji octanu w
warunkach dostepnosci glukozy, postanowiono sprawdzi¢, czy nie wyr6zniaja Sie one
jednak innym powinowactwem (Ky) komorek do octanu niz szczep rodzicielski. Gra-
ficznie, na podstawie poréwnania poziomu biomasy otrzymanej przy wzrastajacych ste-
zeniach octanu do jej poziomu z hodowli bez octanu (w obu przypadkach z dodatkiem
1% glukozy), wyznaczono Ky, dla wykorzystania octanu przez komoérki [Aneks: 6.4].
Wartos¢ ta jest podobna dla wszystkich badanych szczepow (tab. 9). Wynosi 152-158
mM i swiadczy o niskim powinowactwie komdrek do tego substratu.

Tabela 9
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Table 9
Powinowactwo drozdzy Y. lipolytica do octanu sodu
Affinity of Y. lipolytica yeast to sodium acetate

Szczep Kwm
Strain [g/L] [mM]
A-101 12,44 152
A-101.1.31 12,64 158
A0101.1.31.K1 12,84 157
A-101.1.22 12,60 154
ATCC 32338A 12,95 158

Zblizona dla tych szczepow wartos¢ Ky, wskazuje na brak réznic pomiedzy szczepa-
mi w zdolnosci do przyswajania octanu. Mutanty octanowe nie sa wigc uposledzone we
wchtanianiu octanu.

3.1.3. Wptyw glukozy i octanu na ilosé kwasow
Cyklu Kwaséw Trikarboksylowych — CKT
gromadzonych w komorkach lub wydzielanych do podtoza

Udowodniona jednoczesha utylizacja glukozy i octanu przez komérki drozdzy
Y. lipolytica byta do tej pory nieznanym elementem metabolizmu. Dlatego chcac blizej
pozna¢ zmiany zachodzace podczas hodowli drozdzy w obecnosci glukozy i octanu,
oznaczono zawartos¢ poszczeg6lnych kwasow Cyklu Kwaséw Trikarboksylowych
(CKT) w biomasie drozdzy wyrosnietej w obecnosci glukozy, octanu oraz glukozy
z octanem (tab. 10) [Aneks: 6.1, 6.2, 6.3.2].

Wykazano, ze w biomasie szczepu A-101 i mutantéw oct’, wyrastajacej na podwadj-
nym zrodle wegla, zawartos¢ bursztynianu byfa od 1,6 do ponad 6-krotnie wyzsza niz w
biomasie nagromadzonej w obecnosci samej glukozy czy samego octanu. llos¢ fumaranu
byta takze wyzsza w biomasie wymienionych szczepow wyrosnictej w MMT zawieraja-
cym podwojne zrodto wegla. Nie zanotowano takiego przyrostu fumaranu i bursztynianu
w komorkach szczepu A-101.1.22, chociaz zawartos¢ bursztynianu w biomasie tego
szczepu byta wysoka (23,2—-54,4mg/gsm).

W komérkach szczepu ATCC 32 338A w ogédle nie stwierdzono obecnosci burszty-
nianu. W biomasie szczepu A-101.1.31.K1 nagromadzonej na podwojnym zrodle we-
gla wigksza byta tez ilos¢ jabtczanu. W biomasie badanych szczep6w nie wykazano
obecnosci 2-oksoglutaranu, cytrynianu (i izocytrynianu), akonitanu oraz szczawio-
-octanu.
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Tabela 10
Table 10

Kwasy CKT oznaczone w biomasie drozdzy Y. lipolytica rosnacych w podtozu MMT

zawierajacym jedno lub dwa zrodta wegla

TCA cycle acids detected in the biomass of Y. lipolytica yeast grown on MMT medium containing
one or two carbon sources

Stezenie kwasow w biomasie drozdzy [mg/gsm]
wyrastajacej w MMT z nastepujacymi zrddtami wegla
Kwasy Acid level in biomass[ mg/gdm])
Szczep CKT* grown on MMT with as carbon source
Strains TCA Octan Glukoza Octan plus glukoza
cycle acids* Acetate Glucose Acetate plus glucose
[10g/L] [10g/L] [10g/L] [10g/L]
Oct " — Acu®
Jabtczan 2,56 1,35 2,92
A-101 Malate
Fumaran 0,08 0,36 0,49
Fumarate
Bursztynian 13,90 5,70 35,30
Succinate
Jabtczan 3,53 1,8 3,53
A-101.1.22 Malate
Fumaran 0,12 0,33 0,64
Fumarate
Bursztynian 23,20 54,40 53,50
Succinate
Jabtczan 0 6,96 6,5
ATCC 32338A Malate
Fumaran 0,03 0 0,14
Fumarate
Bursztynian 0 0 0
Succinate
Oct — Acu”
Jabtczan Brak wzrostu 0,83 10,31
A-101.1.31.K1 Malate No growth
Fumaran 0,21 1,2
Fumarate
Bursztynian 51,20 84,70
Succinate
Jabtczan Brak wzrostu 0,78 0,87
A-101.1.31 Malate No growth
Fumaran 0,19 0,32
Fumarate
Bursztynian 4,68 25,30
Succinate

*W biomasie drozdzy nie wykazano obecnosci innych kwaséw CKT
*No other TCA were detected in biomass of yeast
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Podsumowujac, octan obecny jako dodatkowe Zzrédto wegla wptywat w sposéb zroz-
nicowany na zawartos¢ jabtczanu, bursztynianu i fumaranu w komérkach mutantéw oct’
oraz rodzica. Zatem w obecnosci podwdjnego zrodta wegla odmienne sa przemiany me-
taboliczne zachodzace w obrebie CKT, o czym $wiadcza takze wczesniej przedstawione
wyniki dotyczace ilosci biomasy (tab. 1) i koncowego pH (rys. 3).

Odmienny metabolizm w zaleznosci od zastosowanego zroda wegla potwierdzity tez
wyniki rozdziatow chromatograficznych ptynéw pohodowlanych. Podczas wzrostu droz-
dzy w podiozu MMT z 1% glukoza nie byly wydzielane kwasy CKT. Byty one wydzie-
lane podczas wzrostu szczepdw z 1% octanem i 1% glukoza, oraz z 3,2% glukoza i 1%
octanem. Gtdwnie byly to: pirogronian (RT 8,35), fumaran ( RT 15,43), jablczan (RT
9,21) oraz akonitan (RT 10,7). Wykazano tez obecnos¢ pozostatosci octanu (RT 14,34).

Nie byto zwiazku pomiedzy iloscia wydzielanego pirogronianu, jabtczanu i akonitanu
a wyjsciowym stezeniem octanu w podtozu hodowlanym. Jedynie ilos¢ fumaranu wy-
dzielanego przez szczepy do podioza wzrastata proporcjonalnie do st¢zenia dodanego
octanu jako drugiego zrédta wegla (rys. 5).
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Rys. 5. Fumaran wydzielony do podtoza MMT podczas hodowli szczepéw z glukoza
i réznymi dawkami octanu sodu

Fig. 5. Fumarate secreted into the MMT medium during the culture of strains on glucose
and different doses of sodium acetate

Przyktadowe rozdziaty ptynéw po hodowli (szczep A-101.1.31) przedstawiono na ry-
sunku 6 (a, b i ¢). Nalezy zaznaczy¢, ze podczas wzrostu w podtozu zawierajacym wiegk-
sza dawke glukozy (3,2%) przy jednakowym stezeniu octanu (1%) wzrastata ilos¢ po-
szczegblnych kwasoéw, posrednikow CKT (rys. 6 c). Swiadczy to o zaburzeniu réwno-
wagi w przemianach cyklu Krebsa podczas wzrostu drozdzy w podiozu zawierajacym
wigksza dawke glukozy i octan.
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(¢) MMT z 3,2% glukozy i 1% octanu — MMT with 3,2% of glucose and 1% of acetate

Rys. 6. Rozdziaty HPLC ptyndw pohodowlanych otrzymanych podczas wzrostu szczepu
A-101.1.31

Fig. 6. HPLC separation of culture broth obtained during the growth of A-101.1.31 podczas

wzrostu drozdzy w podtozu zawierajacym wieksza dawke glukozy i octan
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3.2. Poszukiwanie defektu genetycznego mutantéw oct’

Dotychczas otrzymane wyniki potwierdzity odmiennos¢ fenotypows mutantow octa-
nowych (A-101.1.31 i A-101.1.31K1), rewertanta (A-101.1.22) oraz rodzica (A-101).
W dalszej pracy podjeto badania umozliwiajace doktadniejsze umiejscowienie obserwo-
wanej fenotypowo mutacji w genomie Y. lipolytica. W tym celu przeprowadzono badania
dotyczace wykorzystania niektorych zrédet wegla przez drozdze, komoérkowej zawartosci
kwasow ttuszczowych oraz cukréw (jako sktadnikéw bton), a takze pomiaru wybranych
aktywnosci enzymatycznych. Dla poréwnania szczepdw pod wzgledem zdolnosci do
wydzielania CA — w badaniach tych wykorzystano réwniez szczep ATCC 32 338A nie
zdolny do jego nagromadzania.

3.2.1. Substraty wykorzystywane jako jedyne Zrédto wegla

Szczepy A-101; A-101.1.31, A-101.1.31.K1, A-101.1.22 oraz ATCC 32 338A hodo-
wano na 49 réznych kwasach organicznych, alkanach, alkoholach i cukrach jako jedyne
zrodto wegla [VI1]. Substraty te réznity sie dhugoscia fancucha weglowego, obecnoscia
dodatkowej grupy aminowej, oksy czy hydroksy lub byty estryfikowane glicerolem (olej
rzepakowy i olej rycynowy).

Mutanty octanowe (A-101.1.31 i A-101.1.31.K1) nie rosty w podtozu zawierajacym
oleje lub alkany jako zrédto wegla, ale asymilowaty kwasy ttuszczowe. Nie korzystaty
jednak z kroétkotancuchowych kwasow: jabtkowego, octowego, pirogronowego, glikolo-
wego, bursztynowego i izocytrynowego. Nie wyrastaty w obecnosci L-arabinozy,
a szczep A-101.1.31.K1 nie korzystat z mezoinozytolu. Oba mutanty, a takze pozostate
szczepy wykorzystaty etanol jako zrodlo wegla. Szczep ATCC 32 338A wyrastat
w obecnosci wszystkich badanych substratéw oprécz rafinozy, trehalozy, D-xylozy po-
dobnie jak szczep A-101 i rewertant A-101.1.22. Wszystkie szczepy obficie wyrastaty w
obecnosci  glicerolu. Wzrost mutantbw octanowych w  obecnosci  kwasu
2-oksoglutarowego i asparaginowego byt staby. Rownie stabo wyrastat szczep
A-101.1.31 w podtozu z bursztynianem i arabitolem, podczas gdy A-101.1.31.K1 nie rost
na tych substratach.

Po przeanalizowaniu wynikow wzrostu w obecnosci wyzej wymienionych zrédet we-
gla do badan wybrano betaine oraz nastepujace aminokwasy: glicyne, seryng, leucyne,
lizyne, kwas asparaginowy i kwas glutaminowy. Sa to zwiazki, ktérych szlaki przemian
zazebiaja si¢ z przemianami octanu, bursztynianu oraz 2-oksoglutaranu. Mutanty wyra-
staly jedynie, gdy zrédtem wegla byt kwas glutaminowy lub asparaginowy [VI].

Podsumowujac, defekt genetyczny warunkujacy fenotyp mutantéw oct” dotyczyt szla-
kéw asymilacji alkanéw, olejow, jabtczanu, octanu, pirogronianu, glikolanu, bursztynia-
nu, izocytrynianu, L-arabinozy, betainy, glicyny, seryny, leucyny i lizyny, a w przypadku
szczepu A-101.1.31.K1 — takze mezoinozytolu.
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3.2.2. Komérkowa zawartos¢ kwasow ttuszczowych oraz sacharydéw

W nastepnej kolejnosci postanowiono poréwnaé zawartosé¢ niektorych sktadnikow
komorki szczegdlnie obficie wystepujacych w blonach cytoplazmatycznych, mianowicie
cukrowcow oraz kwasow thuszczowych [Aneks: 6.3.4].

Komorki mutanta octanowego A-101.1.31.K1 wyrastajace w podtozu MMT zawiera-
ty, w poréwnaniu do komorek pozostatych szczepdw, najmniej pentoz oraz glukozy,
a najwiecej mannozy i galaktozy (tab.11). Ten sam szczep wyrastajac w podtozu produk-
cyjnym (P2), w bioreaktorze, zawierat szesciokrotnie wiecej glukozy, dwukrotnie mniej
pentoz i mannozy oraz ponad czterokrotnie mniej galaktozy. Dodatkowo wykazano
w jego komorkach obecnosé glukozaminy (7,22%) i heptozy (9,22%) (nie uwzglednione

w tab. 11).
Tabela 11

Table 11

Rozklad (% )* weglowadandw we frakcji bton drozdzy Y. lipolytica otrzymany metoda GC-MS
GC-MS separation of carbohydrates (%)* of membrane fraction of Y. lipolytica

RT** 5,51 6,8 8,96 9,8 9,9 10,03 14,64
Szczep — Strain pentoses mannose glucose | galactose

A-101 2,01 16,2 55,91 10,11 15,76
A-101.1.22 12,25 2,06 54,01 12,71 17,16 1,81
A-101.1.31.K1 1,1 6,67 66,07 7,81 19,44

A-101. 1.31.K1*** 2,41 7,23 28,97 40,83 4,1

ATTC 32338A 13,9 62,66 23,44

* Wyznaczono na podstawie powierzchni rozdzielonych pikéw poszczegdlnych cukrowcow
Determined from the area of the separated different carbohydrate peaks
** Czas retencji, retention time
*** Biomasa szczepu z procesu hiosyntezy kwasu cytrynowego w bioreaktorze na podtozu P2 z glukoza
Strain biomass from citric acid biosynthesis process in bioreactor on P2 medium with glucose

Natomiast szczep nie nagromadzajacy cytrynianu réznit sie¢ od producentéw CA
ponad dwukrotnie wigksza zawartoscia glukozy i brakiem galaktozy we frakcji weglo-
wodanowej komorek (tab. 11).

W biomasie badanych szczepdw zidentyfikowano kwasy ttuszczowe zaréwno we
frakcji weglowodanowej, jak i lipidowej komérek drozdzy roshacych w podtozu MMT
w obecnosci glukozy lub heksadekanu (tab. 12). Obecne byly gtéwnie nastepujace kwasy:
oleinowy (C18:1) i linolenowy (C18:2) oraz palmitynowy (C16:0). llos¢ C18 kwasow
byfa ponad 2-krotnie wieksza w komdrkach z hodowli w podtozu z glukoza niz z heksa-
dekanem. W komorkach niektérych szczepdw stwierdzono obecnosé: kwasu mirystyno-
wego (A-101 oraz A-101.1.31.K1), kwasu arachidonowego (A-101.1.31.K1) i kwasu
gadaleinowego (A-101 i A-101.1.31.K1). Natomiast zaskoczeniem byta obecnos¢ kwa-
sow ttuszczowych we frakcji ,,cukrowej” ekstrahowanej z biomasy. Dodatkowo we frak-
cji tej wykazano obecnos¢ niezidentyfikowanego sktadnika o RT 17,8, ktérego stezenie
dochodzito nawet do 50% sumy powierzchni pikow dla zidentyfikowanych kwaséw
(rys. 7 a, b).
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Ostatecznie trudno dopatrzy¢ sie mozliwosci wyjasnienia obserwowanych fenotypow
drozdzy ,,rodziny” szczepu A-101 na podstawie roznic w ich sktadzie cukrowym i lipi-
dowym. Whniosek ten mozna rozszerzy¢ i méwi¢ o braku r6znic w budowie bton, ponie-
waz obie grupy tych zwiazkdw przede wszystkim wchodza w skiad btoniastych struktur
komdrki. Natomiast odmienna budowa bton (dwukrotnie wiecej glukozy i brak galaktozy
we frakcji cukrowej) charakteryzowat si¢ szczep ATCC 32 338A niezdolny do poza-
komérkowego nagromadzania CA.

3.2.3. Aktywnosé¢ enzymow CKT i cyklu glioksalowego

W nastgpnym etapie badan nad ustaleniem miejsca mutacji wykonano pomiary
aktywnosci niektorych enzyméw wchodzacych w skfad najwazniejszego dla komorki
szlaku przemian —CKT oraz jego krotkiego obejscia — cyklu glioksalowego. Do badan
wybrano cztery enzymy: syntaze cytrynianowa (SC)[ E.C. 4.1.3.7, szczawiooctano-liaze
cytrynianu], akonitaze (HA)[E.C.4.2.1.3, hydroliaze cytrynianu(izocytrynianu)], dehy-
drogenaze izocytrynianowa (ICDH)[E.C. 1.1.1.42, oksydoreduktaze treo-Ds izocytrynia-
nu] i liazg izocytrynianows (ICL) [4.1.3.1, glioksylano-liaza treo-Ds izocytrynianu]. Trzy
pierwsze sa enzymami cyklu kwasow trikarboksylowych (CKT), a ostatni jest enzymem
cyklu glioksalowego. Sa to enzymy kluczowe dla funkcji obu cykli, a réznice w obrebie
ich aktywnosci mogtyby zaréwno ttumaczy¢ defekt mutacyjny, jak i istote nadprodukciji
CA przy jednoczesnym znacznym ograniczeniu wydzielania izocytrynianu.

Aktywnos¢ SC, HA, ICDH i ICL badano w bezkomérkowych ekstraktach biomasy
rozbitej ultradzwigkami [1]. Najwyzsza aktywnos¢ wiasciwa SC wyznaczono dla szczepu
ATCC 32 338A nie bedacego producentem CA (tab. 13). Byta ona dwukrotnie wyzsza
od wyznaczonej dla pozostatych szczepdéw. Natomiast aktywnos¢ whasciwa ICDH byta
najnizsza dla najlepszych producentow kwasu: szczepdéw A-101 oraz A-101.1.22.
W obrebie szczepdédw badanej ,rodziny” aktywnos¢ HA byla najnizsza dla A-101
(rodzica), a aktywnos¢ ICL nie roznifa si¢ znacznie.

Tabela 13
Table 13
Aktywnos¢ whasciwa wybranych enzymoéw w fazie liniowego wzrostu komoérek drozdzy
podczas produkcji kwasu cytrynowego z glukozy
Specific activity of selected enzymes in lineary growing cells during citric acid production on glucose

L, . Aktywnosé whasciwa
Szybkos¢ whasciwa pmc%we/min /mg biatka N
Szczep syntezy CA [9/gsm/h] Specific activity Odnosnik
Strain Scpfg;/%trﬁéiigf umole/min/mg of protein Reference
[9/gdm/h] SC | HA ICDH ICL
A-101 0,112 0,48 | 0,067 0,035 0,038 U]
A-101.1.22 0,150 0,50 | 0,107 0,035 0,040
A-101.1.31 0,077 0,53 | 0,123 0,050 0,026
ATCC 20324 0,057 0,21 Nb* 0,056 0 Aneks:
ATCC 20320 0,049 0,37 Nb 0,058 0,065 6.1,6.2,6.3.1
ATCC 32338A 0,005 1,38 Nb 0,055 0,001

*Nb — nie badane, non tested
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Podsumowujac, pomigdzy szczepami nalezacymi do ,rodziny” szczepu A-101 nie
wykazano znaczacych réznic w zawartosci wybranych enzyméw. Swiadczy to o innym
miejscu mutacyjnego uszkodzenia genomu niz geny kodujace badane enzymy.

3.3. Przyczyny i regulacja wydzielania kwasu cytrynowego
(CA) przez badane szczepy Y. lipolytica

Szczepy V. lipolytica bedace przedmiotem powyzej przedstawionych badan nad wy-
korzystaniem octanu sa cenne z biotechnologicznego punktu widzenia przez fakt poza-
komorkowego nagromadzania CA. Dotychczas jednak nieznane sa komérkowe podstawy
tej sekrecji ani gtdwne sposoby jej regulacji. W celu blizszego poznania przyczyn oraz
regulacji wydzielania kwasu przez szczepy z ,rodziny” A-101 w procesie biosyntezy
cytrynianu z glukozy przeprowadzono badania: enzymatyczne, stopnia utylizacji
substratu, wyznaczono powinowactwo komérek do tego Zrédta wegla i oznaczono
wewnatrzkomérkowa zawartos¢ CA.

3.3.1. Regulacja poczgtkowego etapu nagromadzania CA:
wptyw natlenienia na aktywnosé dehydrogenazy
izocytrynianowej (ICDH)

Dla procesu biosyntezy CA najwazniejsze sa dwa enzymy: syntaza cytrynianowa
(SC) i dehydrogenaza iozocytrynianowa (ICDH). Pierwszy bezposrednio odpowiada za
synteze CA, a drugi za jego rozktad w mitochondrium. W badaniach skoncentrowano si¢
na tych dwoch enzymach, wyrazajac ich aktywnosé¢ w pmolach/min w przeliczeniu na
1 gsm lub na 1 L hodowli. Najlepiej obrazuje ona odpowiednio aktywno$¢ biomasy lub
hodowli wykorzystanych do biosyntezy CA drozdzy.

Podczas wzrostu komdrek aktywnos¢ ICDH wynosita od 15,03 do 17,3 umoli/
min/gsm w procesie dobrze natlenianym (40-60% stanu nasycenia tlenem) oraz
7,01 umoli/min/gsm przy 20% natlenieniu [I]. W tym ostatnim przypadku niska aktyw-
nos¢ ICDH umozliwita nagromadzanie CA przez komorki rownolegle z ich wzrostem.
Wskazuje to na mozliwos¢ sterowania momentem rozpoczecia biosyntezy CA poprzez
ograniczenie dostepu tlenu.

Podczas fazy wydzielania kwasu aktywnos¢ ICDH obnizata si¢ do 1,08 pumola/
min/gsm. Zmniejszenie aktywnosci tego enzymu zanotowano réwniez w kolejnych go-
dzinach procesu biosyntezy CA z hydrolu glukozowego (szczep A-101.1.31) [V].

Niska aktywnos¢ ICDH korelowata takze ze zmniejszeniem udziatu kwasu izocytry-
nowego w sumie kwasow z 9,8% do 2,6%, a w przypadku komdrek wykazujacych naj-
nizsza aktywnos¢ tego enzymu — nawet do 0,7% [V]. Natomiast zmniejszenie udziatu
izocytrynianu nie bylo wynikiem nizszej aktywnosci HA, gdyz najnizsza aktywnoscia
cechowat sig szczep A-101.1.31 nagromadzajacy najmniej tego kwasu (tab. 13) [Robak
1995].
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Reasumujac, obnizenie aktywnosci ICDH jest korzystne dla procesu biosyntezy CA,
ograniczone sa bowiem dalsze przemiany tego kwasu w CKT. Mozna doprowadzi¢ do
obnizenia aktywnosci tego enzymu poprzez ograniczenie dostepu tlenu.

3.3.2. Regulacja syntezy CA: wptyw jonu amonowego
na aktywnos¢ syntazy cytrynianowej (SC)

Stopien natlenienia hodowli, ktory wptywat na ICDH, nie miat istotnego wptywu na
aktywnos¢ SC [I, 11]. Najwyzsza aktywnos¢ wiasciwa zanotowano w biomasie w proce-
sie okresowym z zasilaniem, prowadzonym na podiozu ze zhydrolizowana melasg przy
40% natlenieniu hodowli. Wynosita ona 1,62 umola/min/mg biatka i byta 1,5-2,5-krotnie
wyzsza w porownaniu do aktywnosci komérek pochodzacych z procesu prowadzonego
na glukozie [1]. W procesie okresowym, bez zasilania, zaobserwowano niekorzystna dla
biosyntezy CA utrate aktywnosci SC w biomasie pochodzacej z kolejnych godzin
hodowli (tab. 14).

Tabela 14
Table 14
Aktywnos¢ SC biomasy w kolejnych godzinach okresowego procesu biosyntezy CA
SC activity of biomass in successive hours of biosynthesis of CA process

Szczep Godzina hodowli Aktywnosé biomasy Odnosnik
i Time of culture umole/min/gsm
Strain . o . Reference
[h] Biomass activity umole/min/gdm
A-101 9 238,7 |
14 76,3
48 20,6
A-101.1.22 9 205,3 |
14 92,6
48 7,2
A-101.1.31 9 266,3 |
14 73,0
48 31.0
ATCC 20 320 11 148,4 Aneks
19 33,7 6.1,6.2,6.3.1
48 20,4

Aktywnos¢ SC byfa najwyzsza w biomasie podczas logarytmicznego wzrostu komo-
rek (255-445 pmoli/min/gsm), a nastepnie utrzymywata si¢ na nizszym, lecz statym
poziomie (okoto 143 pumoli/min/gsm) niezaleznie od natlenienia oraz od ilosci wydziela-
nego CA (rys. 8). Zatem zaobserwowana poczatkowa utrata aktywnosci syntazy nie byta
spowodowana wzrastajacym stezeniem cytrynianu, a przypuszczalnie — poglebiajacym
sie deficytem Zrodta azotu. Wszystkie dotychczas stosowane do produkcji CA podioza
zawieraty ilosci siarczanu amonu lub chlorku amonowego ograniczajace dalszy wzrost
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komérek. Doprowadzito to do obnizenia aktywnosci SC w kolejnych fazach procesu,
nawet do 0,8 umoli/min/gsm [V]. Nie obserwowano takiej utraty aktywnosci syntazy w
procesie okresowym zasilanym, w ktérym wraz z dozowana pozywka (melasa) dostar-
czano rowniez azot w postaci aminokwasowej (lub jonu amonowego) [I11].
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Rys. 8. Aktywnos¢ SC biomasy w zaleznosci od stezenia wydzielanego CA. Proces prowadzony
w podiozu ze zhydrolizowana melasa i zrdznicowanym stanem nasycenia tlenem

Fig. 8. SC activity of biomass in relation to the secreted concentration of CA Process in hydrolysed
mollasses medium with different oxygen level saturation
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Rys. 9. Aktywnos¢ SC w zaleznosci od ilosci dozowanego chlorku amonowego, proces ciagty

(chemostat)
Fig. 9. SC activity in relation to the amount of dosed amonium chloride, continuous process

(chemostat)
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W przypadku procesu ciagltej biosyntezy CA z udziatem szczepu A-101.1.31
(Chemostat) aktywnos¢ SC zwiekszata sie wraz z wzrastajaca iloscia dozowanego jonu
amonowego (NH,") w postaci chlorku amonowego (rys. 9) [Aneks:6.2,6.3.1]. Réwniez
zastosowanie NH,OH jako neutralizatora odczynu kwasnego doprowadzito do wzrostu
aktywnosci SC [V]. Zatem w przypadku ciaglej biosyntezy CA w celu utrzymania
wysokiej aktywnosci SC wskazane jest dozowanie jonu amonowego, w przyblizeniu w
ilosci Immol/L/h (okoto 0,054 g/L/h chlorku amonowego).

Wysoka aktywnos¢ SC nie jest jednak jedynym warunkiem wydajnej syntezy CA z
glukozy przez Y. lipolytica. Przyrost tej wartosci powyzej 70 umoli/min/gsm (w przy-
padku procesu prowadzonego na glukozie) nie prowadzit do dalszego wzrostu szybko-
ci syntezy kwasu (tab. 15) [Aneks: 6.2,6.3.1]. Najszybciej (0,125 g/gsm/h) CA byt
syntetyzowany przy aktywnosci SC 55,7 umoli/min/gsm, a ponad 5-krotnie wolniej
(0,027 g/gsm/h) przy aktywnosci 81,9 umoli/min/gsm. Proces ten podlega zatem jesz-
cze innej regulacji oprdécz aktywacji syntazy jonami amonowymi. Czynnikiem regula-
cyjnym moze by¢ ilos¢ obecnej w podtozu glukozy lub stezenie cytrynianu.

Tabela 15

Table 15

Aktywnos¢ SC, biomasa i szybkos¢ wiasciwa syntezy kwasu cytrynowego z glukozy
przez A-101.1.31 w procesie ciagtym przy wzrastajacej ilosci chlorku amonowego
i wzrastajacej szybkosci rozcienczania hodowli
Activity of SC, biomass and specific production rate of citric acid synthesis
on glucose by A.101.1.31 in continuous process with increasing amount
of ammonium chloride and increasing culture dilution rate

Aktywno$¢ SC — Activity of SC
Stezenie Czas Szybkos¢ whasciwa biomasy
Concen- | hodowli D Biomasa | whasciwa | [umol/min /mg | hodowli | [umol/min/
tration Time szybkos¢ [gsm/L] | syntezy CA biatka] of culture gsm]
of rozcienczania | Biomass | Specific CA specific [umol/ biomass
NH,CL | culture | dilutionrate | [gdm/L] | synthesis | [umol/min/mg | min/L] | [wmol/min/
[o/L] [h] [h*] rate [g/g/h] of protein] gdm]
1,0 10 0 11,11 0 0,181 202,4 18,23
27 0 10,06 0 0,179 201.2 19,94
96 0,0156 7,23 0,064 0,292 2914 40,32
169 0,0156 7,20 0,079 0,560 486,1 67,51
225 0,032 72 0,104 0,370 4329 59,71
264 0,064 7,3 0,125 0,329 406,3 55,66
336 0,064 7,65 0,027 0,468 626,7 81,91
2,0 27 0 10,6 0 0,141 196,1 18,5
107 0,0156 9,2 0,082 0,193 2534 27,54
168 0,0156 9,25 0,074 0,361 474,0 47,64
260 0,032 11,19 0,071 0,476 711,6 59,8
3,0 143 0,0156 11,67 0,071 0,540 779,2 66,77
220 0,032 11,33 0,099 0,586 846,6 68,66
358 0,032 154 0,036 0,747 1733,0 112,54
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Inna przyczyna obnizenia aktywnosci kwasotwérczej moze by¢ zmieniajacy si¢ w
czasie udziat w metabolizmie komoérki poszczegdlnych izoenzymoéw syntazy wystepuja-
cych w mitochondriach oraz w peroksysomach.

3.3.3. 1zoenzymy syntazy cytrynianowej (SC)

Trzy izoenzymy SC, kodowane przez trzy geny jadrowe (CITL1,CIT 2i CIT 3), wy-
stepuja w komdrkach drozdzy S cerevisiae [Robak, 2000], a wystepowanie izoenzymow
SC u drozdzy Y. lipolytica zostato potwierdzone badaniami aktywnosci tego enzymu w
srodowisku o réznym pH (zakres od 6,5 do 8,5) [IV]. Poczatkowo, na podstawie aktyw-
nosci syntazy wysokooczyszczonego preparatu enzymatycznego (preparat SC z Y. lipoly-
tica A-101 o aktywnosci wiasciwej 162 umoli/min/mg biatka) sadzono, ze ewidentne sa
dwa optima: w pH 7,8 i 8,45. Sugerowato to obecnos¢ dwdch izoenzymoéw SC w komor-
kach Y. lipolytica. Jednak analizujac blizej aktywnos¢ kilku mniej oczyszczonych prepa-
ratdw w zaleznosci od pH zaobserwowano wigksza jej zmiennosé¢ (tab. 16). Mozna spe-
kulowa¢ o istnieniu izoenzymow wykazujacych najwyzsza aktywnosé¢ w pH wynosza-
cym: (1)< 6,95; (2) =7,8; (3)=8,0; (4)= 8,45; (5) >8,45.

Tabela 16
Table 16
Aktywnos¢ SC wybranych preparatéw w buforze o réznym pH
SC activity of selected preparation in buffer at different pH
Preparat Aktywnos¢ SC(%)# — SC activity (%)#
Preparation o695 | pH75 | pH78 | pH8O | pHB2 | pHB4S
Frakcje z wirowania w gradiencie sacharozy
Fractions from saccharose gradient centrifugation
11 115 100 126 133 132 142
1.2 87 100 109 118 123 159
14 80 100 97 104 99 77
Frakcja z rozdzialu na kolumnie jonowymiennej
Fraction from ion exchange chromatography
5 127 100 188 167 171 187

# Aktywnos¢ SC jako % aktywnosci enzymu w pH 7,5
SC activity as % of enzyme activity in pH 7,5

O wystepowaniu w komérkach tego szczepu picciu izoenzymow wydaja sie wska-
zywac¢ réwniez przeprowadzone badania dotyczace gendw SC. W reakcji fancuchowej
polimerazy w obecnosci oligonukleotydow (primeréw) specyficznie flankujacych
region centrum aktywnego SC kodowanej przez CIT1 (gen S cerevisiae) wyka-
zano obecno$¢ az pigciu swoistych produktéw amplifikacji dla szczepéw A-101
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i A-101.1.31. Dla szczepu nie gromadzacego kwasu-ATCC 32338A i dla szczepu kon-
trolnego-PCM 2103 (S. cerevisiae) wykazano tylko jeden produkt o spodziewanym
cigzarze okoto 480pz (tab. 17) [Aneks: 6.5].

Tabela 17
Table 17

Produkty amplifikacji genomowego DNA drozdzy z udziatem primeréw flankujacych
region genu CIT1 (480pz) kodujacy centrum aktywne syntazy
Yeast genomic DNA amplification products with primers flancing
the CIT 1 gene region (480bp) encoding the active site of synthase

Szczep Produkty amplifikacji (pz)

Strain Amplification products (bp)
A-101 480 550 670 790 900
A-101.1.31 480 550 670 790 900
ATCC 32338A 480
PCM-2103 480

W analizie restrykcyjnej z udziatem EcoRI wykazano, ze pojedynczy produkt (480pz)
otrzymany w przypadku amplifikacji DNA z S. cerevisiae PCM 2103 nie ulega catkowi-
temu rozdzieleniu na dwa fragmenty (ok. 150 pz i ok. 350 pz) [Aneks:6.5.6]. Jest wiec
produktem amplifikacji prawdopodobnie wszystkich trzech genéw SC obecnych u
S cerevisiae (CIT 1, CIT 2i CIT 3). Bowiem tylko amplifikowany fragment genu CIT 1
zawiera miejsce hydrolizowane przez uzyty enzym restrykcyjny. Natomiast zaden z otrzy-
manych dla szczepu Y. lipolytica A-101 produktéw amplifikacji nie zostat rozcigty do
mniejszych fragmentéw uzytym enzymem (brak prazkéw w elektroforezie). Zatem ampli-
fikowane fragmenty nie zawieraja sekwencji GAATTC rozpoznawanej przez EcoRl.

Przeprowadzono wstepna analize sekwencji nukleotydowej jednego z produktdw,
fragmentu o dtugosci 550 pz (rys. 10) [Aneks: 6.5.7]. Zawiera on 471 oznaczonych oraz
79 nieoznaczonych nukleotydéw. Posréd oznaczonych nukleotydéw jest 111 guanidy-
nowych (G), 104 cytydynowe (C), 141 adeninowych (A), 115 tymidynowe (T).

Podsumowujac, w komorkach Y. lipolytica wystepuje kilka genéw powielanych przy
zastosowaniu oligonukleotydéw oskrzydlajacych centrum aktywne CIT 1 (jeden z trzech
genéw SC u Scerevisiae). Jednak dopiero dalsze badania dotyczace sekwencji nukleoty-
dowej otrzymanych produktéw amplifikacji i ich poréwnanie do znanych sekwencji
kodujacych syntaze umozliwi ostateczne okreslenie liczby izoenzymdéw wystepujacych
u'Y. lipolytica.
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Chromas 1.45 ﬁ:YSSO—Fm Sequence Name: Y550-F  Run ended: Nov 30, 2000 Page 1 of 2

0 Te a0
ABHNCCA ec TAT, \C\«cna GIHHAATGAGACHCHTITTTCC HA K TEHACA G HAC LA ACACACHCA TAC THGCGC vATE TT THE KNG GOA TA

Y
»_uu\‘..i\‘ ) '

210 m m 240 60 z80 2 300
CHGCCATTTCTTGA THAAAMACTERGTTGEC TGA T 6T TEHAT ,\,.# LHOIGETT O AGGA R LR RTENANCATC TGECAARBANN TTITINCCC ECEAR TS

310 320 330 350 380
AC TEACAG NTCAGGG T GACAT ¥ CGAGAH sar.‘c TANT TEAAGC TERCHCCGOL G THAAT GG AR ARCAC C TACCARN BT TH TTT TAGGLGC TACHC T TTATE

420 30 50 450 500
MRRATACAC TCA TRAAATGRANTCHCCOGEA TRBACET 76 CHGATCEGTH 171 I G AARIE BATHGAR LA GGCACATATAN BECCECC = T 17 TTHA CBT T GAT T

Rys. 10. Sekwencja nukleotydowa fragmentu o dtugosci 550 pz
Fig. 10. Nucleolide sequence of the fragment of 550bp length
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3.3.4. Stopien utylizacji i powinowactwo komérek do glukozy

Z dotychczas prezentowanych wynikdw badan (rozdziat 3.2.2) mozna sadzi¢, ze nie-
znaczne réznice w budowie bton moga by¢ podstawa aktywnego wydzielania CA. Ro6z-
nice te moga takze warunkowa¢ zdolnos¢ komoérek drozdzy do aktywnego przyswajania
glukozy. Dlatego przeprowadzono analize wynikdw dotyczacych stopnia wykorzystania
glukozy z podtoza produkcyjnego oraz wyznaczono powinowactwo komdrek do glukozy.

Stopien utylizacji glukozy przez szczepy z rodziny A-101 podczas wzrostu w MMT z
glukoza wynosit ponad 97% (tab. 8), a w podtozu produkcyjnym tylko 67-73% (tab. 18).
W tym ostatnim przypadku wyjsciowa ilos¢ glukozy wynosita 100g/L i nie byt to koniec
procesu (48 h). W tych samych warunkach dwa inne szczepy zdolne do biosyntezy CA:
ATCC 20 320 i ATCC 20 324 wykorzystaty odpowiednio 61 i 94 % glukozy z podioza
produkcyjnego (P1). Natomiast szczep ATCC 32 338A jako jedyny wykorzystat nie
wiecej niz 50,4 % dostepnej glukozy, nawet gdy wyjsciowe jej stezenie wynosito tylko
10 g/L. Byt to tez jedyny szczep nie nagromadzajacy cytrynianu.

Tabela 18
Table 18

Stopien wykorzystania glukozy (%) podczas wzrostu w podtozu MMT (z glukoza)
i podczas biosyntezy CA w podtozu produkcyjnym (P1) przez szczepy Y. lipolytica
Glucose utilisation (%) during the growth on MMT medium (on glucose)
and during biosyntesis of CA on production medium (P1) by Y. lipolytica strains

Wzrost Biosynteza
Szczep Growth Biosynthesis
Strain (1% glukozy — 1% glucose) (10% glukozy — 10% glucose)
24 h 24h 32h 48 h
A-101 98,7 39,0 56 75,0
A-101.1.31 98,7 36,0 46 67
A-101.1.31.K1 98,4 nb nb nb
A-101.1.22 97,7 46 54 73
ATCC32 338A 50,4 12 33 40
ATCC 20 320 nb 38 50 61
ATCC 20 324 nb 60 72 94

W dalszych badaniach wykazano, ze efektywnos¢ wykorzystania glukozy z podtoza i
zdolnos¢ do nagromadzania w nim kwasu cytrynowego sa ze soba scisle zwiazane.
Przedstawia to liniowa zaleznos¢ ilosci zuzytej glukozy od ilosci hagromadzonego kwasu
w odniesieniu do 1 grama biomasy dla szczepu A-101.1.31 (rys. 11). W przypadku
szczepu niezdolnego do produkcji kwasu (ATCC 32338A) ilos¢ zuzytej glukozy w prze-
liczeniu na 1 g suchej biomasy byta stata, wynosita okoto 3,5 g glukozy/gsm [11]. Zesta-
wienie wynikéw otrzymanych z kilku roznych procesow okresowych biosyntezy CA
przeprowadzonych z udziatem szczepéw zdolnych do produkcji kwasu, niezaleznie od
czasu trwania procesu, koncowej ilosci biomasy czy ilosci kwasu réwniez uklada sie w
liniowa zaleznos¢ (rys. 12).
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Rys. 11. Zuzyta glukoza w funkcji wydzielonego CA przez 1 gsm drozdzy Y. lipolytica — szczep
A-101.1 .31 (proces typu batch culture, biomasa zebrana w réznych godzinach)

Rys. 11. Consumed glucose in relation to the secreted CA by 1 gdm of Y. lipolytica yeast — strain
A-101.1.31 (batch culture process, biomass collected at different hours)
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Rys. 12. Zuzyta glukoza w funkcji wydzielonego CA przez 1 gsm drozdzy Y. lipolytica zdolnych
do jego biosyntezy (wyniki otrzymane w niezaleznych 24 i 48 godzinnych procesach typu
batch culture, biomasa zebrana w réznych godzinach)

Rys. 12. Consumed glucose in relation to the secreted CA by 1 gdm of Y. lipolytica yeast able to
CA biosynthesis (results obtained in separated 24 and 48 hours batch culture processes,
biomass collected at different hours)
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Réwnanie (1) opisujace zalezno$¢ zuzytej glukozy od ilosci wydzielonego CA w
przeliczeniu na 1g biomasy przedstawia si¢ nastepujaco:

Réwnanie 1
Y=1,5087 X + 2,3377
gdzie:
Y =g zuzytej glukozy przez 1 gsm
X =g CA wydzielone przez 1 gsm

Rdwnanie to pozwala, dla konkretnej ilosci biomasy, wyznaczy¢ stezenie glukozy w
srodowisku niezbedne do otrzymania okreslonej ilosci CA. Réwnanie to wyznaczono
jednak dla krotkotrwatych proceséw. W dhuzszych eksperymentach obserwowano
zmienne w czasie tempo produkcji kwasu i zuzycia glukozy [IV]. Przyktadowo maksy-
malna wartos¢ wiasciwej szybkosci produkcji CA (gca) wynosita 0,089 g/gsm/h, a mi-
nimalna 0,021 g/gsm/h; maksymalna warto$¢ objetosciowej szybkosci zuzycia glukozy
(Qgi) wynosita podczas fazy wzrostu drozdzy 3,5 g/L/h i 1,0 g/L/h podczas fazy kwasze-
nia, a minimalna 0,017 g/L/h. Moga wiec istnie¢ ,,krytyczne” stezenia substratu lub pro-
duktu warunkujace zmiany szybkosci przemian na szlakach metabolicznych (glikoliza,
cykl Krebsa, anaplerotyczna droga syntezy szczawiooctanu ...). Moga to by¢ stezenia
cytrynianu:10; 20;~35 g/L, odpowiednio 0,057; 0,114 i ~0,2 M [IV], oraz odczytane
z rysunku 13 stezenia glukozy: 80; 75; 60 g/l , odpowiednio 0,44; 0,42 i 0,33 M.

ézybko_s'c’ —= Glukoza,Glucose —e—CA )
zuzycia
glukozy, Szybkos¢ wiasciwa wy dzielania CA [g/gsm/h],
Rate of Specific CA secretion rate [g/gdm/h]
Q'UC"EG 07 - + 0,06
uptake g | 1005
LA 05 1 0,04
g:g’ | 40,03
02 | -+ 0,02
0,1 -+ 0,01
0 ‘ ‘ 0
20 40 60 80 100
Glukoza obecna w podtozu
\ Glucose present in the medium [glg

Rys. 13. Szybkos¢ wykorzystania glukozy i sekrecji CA w zaleznosci od aktualnego stgzenia
glukozy w podtozu

Fig. 13. Rate of uptake of glucose and secretion of CA in relation to the glucose concentration
measured in the medium
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Jednak ostateczny wptyw stezenia cytrynianu czy glukozy na przebieg wzrostu i pro-
cesu biosyntezy jest bardzo trudny do zbadania. Jest zbyt duzo zmiennych: ubywajaca
glukoza, przyrastajacy kwas cytrynowy, wpltyw innych metabolitow. Takze obecnosé
kilku izoenzyméw SC o r6znej wrazliwosci na cytrynian moze prowadzi¢ do otrzymania
takiego obrazu.

Jak wynika z przytoczonych powyzej wynikow badan zdolnos¢ do utylizacji glukozy
i zdolno$¢ do biosyntezy CA sa bezposrednio ze soba zwiazane. Natomiast w dalszym
ciagu nie wiadomo, czy efektywna zdolnos¢ do utylizacji glukozy przez komorki warun-
kuje ich zdolnos¢ do wydzielania kwasu, czy moze jest na odwrot. Posrednio udato sie to
wyjasni¢ przez wyznaczenie powinowactwa komorek szczepdw Y. lipolytica nagroma-
dzajacych CA (A-101, A-101.1.31, A-101.1.31.K1 oraz A-101.1.22 ) i nie nagromadza-
jacego CA (ATCC 32 338A) do glukozy (tab.19) [Aneks:6.2, 6.3.1, 6.4].

Tabela 19
Table 19
Powinowactwo komoérek Y. lipolytica do glukozy
Affinity of V. lipolytica cells for glucose
K M
Szczep — - - m [mM] - - -
Strain System o niskim powinowactwie | System o wysokim powinowactwie
Low affinity system High affinity system
ATCC 32338A 20 14
A-101 22 1,2
A-101.1.22 17,5 0,87
A-101.1.31 22 0,64
A-101.1.31.K1 16,6 19

U wszystkich badanych szczepdw wystepuja dwa systemy odpowiedzialne za wchta-
nianie glukozy: o niskim i o wysokim powinowactwie, Ky odpowiednio wynosito
~20mM i 0,64-1,9mM. Wartosci te sa podobne dla szczepdw niezaleznie, czy sa one
zdolne, czy nie do biosyntezy kwasu. Zatem to zdolnos¢ szczepow do wydzielania CA
prowadzi do wykorzystania 98% glukozy z podtoza.

3.3.5. Wewngtrzkomdrkowa zawartosé cytrynianu

Chcac ostatecznie potwierdzi¢ hipoteze, ze wydzielanie CA z komorki prowadzi do
efektywnej utylizacji glukozy, oznaczono wewnatrzkomérkowa zawarto$¢ cytrynianu
w szczepach Y. lipolytica zdolnych do wydzielania CA (szczepy: A-101, A-101.1.31,
A-101.1.22, ATCC 20 320, ATCC 20 324 oraz w szczepie kontrolnym, nie zdolnym do
wydzielania CA (ATCC 32 338A) [I1]. Zawartos¢ ta w badanych szczepach byta rézna i
zmienna w czasie. W biomasie pobranej na poczatku procesu produkcyjnego (czas 0)
jego zawartosé¢ wynosita od 19,3 mg/gsm (dla szczepu A-101) do 53,1 mg/gsm
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(dla A-101.1.22). W biomasie szczepu nie gromadzacego kwasu (ATCC 32 338A) zawar-
tos¢ cytrynianu byta wartoscia posrednia: 38 mg/gsm. Po 48 godzinach wartosci te odpo-
wiednio wynosity: od 14,9 mg/gsm (dla ATCC 32 338A) do 121,2 mg/gsm (dla ATCC 20
324). Natomiast poréwnujac mM kwasu wewnatrzkomérkowego i obecnego na zewnatrz
mozna sadzi¢, ze CA dyfunduje swobodnie do podtoza w przypadku szczepéw ATCC
20320 i ATCC 20324 i jest aktywnie wydzielany przez szczepy A-101, A-101.1.22 i
A-101.1.31 (tab. 20).

Wewnatrzkomérkowe stezenie cytrynianu w szczepie nie nagromadzajacym kwasu
ATCC 32338A byto ponad 5-krotnie wyzsze niz zewnetrzne (tab. 20). Na tej podstawie
mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze zdolno$¢ do wydzielania CA lezy u podstawy zdol-
nosci drozdzy do aktywnego metabolizowania glukozy.

Tabela 20
Table 20

Stosunek kwasu cytrynowego wewnatrzkomérkowego do zewnatrzkomérkowego
w biomasie drozdzy z 48 godziny procesu biosyntezy
Ratio of intacellular and extracellular citric acid in yeast biomass at 48 h
of biosynthesis process

Szczep Stosunek wew/zew CA

Strain Ratio intra/extra of CA
ATCC 20 320 2,12
ATCC 20 324 2,12
ATCC 32 338A 5,31
A-101 0,18
A-101.1.22 0,50
A-101.1.31 0,58
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4. DYSKUSJA

W szczepach S cerevisiae niezdolnych do wykorzystania octanu mutacja moze doty-
czy¢ jednego z 43 genow [McCammont 1996, Przybyla-Zawislak i wsp. 1999], a w
szczepach Y. lipolytica — przynajmniej jednego z okoto 80 genow [Kujau i wsp. 1992].
W obrebie gatunku Y. lipolytica wyodrebniono cztery klasy mutantow niezdolnych do
wzrostu na octanie, roézniacych sie miedzy soba utylizacja n-alkandw i etanolu [Heslot
1990; Kujau i wsp. 1992; Mauersberger i wsp. 1995, Barth i Gaillardin 1996;]. Jedna
z tych klas obejmuje mutanty niezdolne do wzrostu na octanie i na n-alkanach, a zdolne
do wzrostu na etanolu [Kujau i wsp. 1992]. Metabolizm szczepéw zaliczanych do tej
klasy jest bardzo mato poznany, a mutanty octanowe A-101.1.31 i A-101.1.31.K1 do nigj
naleza [VI].

Gtéwne, prawdopodobne miejsca uszkodzenia szlakow metabolicznych, prowadzace
do ekspresji fenotypu octan minus (oct) moga by¢ usytuowane w obrebie gendéw koduja-
cych: enzymy cyklu Krebsa i cyklu glioksalowego, enzymy szlaku glukoneogenezy,
acetylo-CoA syntetaz(y?), biatka odpowiedzialne za wnikanie octanu do komorki—
transport octanu, biatka szlaku wewnatrzkomoérkowej komunikacji migdzy poszczegol-
nymi organelami. Mozliwe jest takze uszkodzenie na innym trudnym dzi$ do okreslenia,
nieznanym poziomie.

W przypadku badanych szczepéw Y. lipolytica nie wykazano réznic w obrebie
oznaczanych aktywnosci enzyméw cyklu Krebsa oraz liazy izocytrynianowej. Wyklu-
czono takze defekt w obrebie genéw kodujacych enzymy glukoneogenezy, poniewaz
mutanty rosna na glicerolu i niektérych kwasach ttuszczowych. Mozna jedynie przy-
puszczaé, ze istnieje defekt w obrebie genu(éw) kodujacych podjednostke enzyméw
wspétdziatajacych z lipoamidem. Brak mdgtby dotyczy¢ E; -dehydrogenazy dihydroli-
poamidowej [E.C. 1.8.1.4], podjednostki enzymatycznej obecnej w kompleksie dehy-
drogenazy pirogronianowej, karboksylazy pirogronianowej [E.C.6.4.1.1] dekarboksy-
lazy pirogronianowej, 2-oksodehydrogenazy, 2-okso dehydrogenazy rozgatezionych
kwasOw organicznych oraz innej podjednostce dehydrogenazy pirogronianowej, E,: S-
acetylotransferazy dihydrolipoamidowej [E.C.2.3.1.12]. Wszystkie te enzymy maja
budowe podjednostkowa i wspotdziataja z lipoamidem. Mozna zatem przypuszczac, ze
wiasnie podjednostka wiazaca ten koenzym jest nieprawidtowa lub nawet nieobecna,
poniewaz mutanty nie wykorzystuja: krotkotancuchowych kwasow (jabtkowego, octo-
wego, pirogronowego, glikolowego, bursztynowego i izocytrynowego) oraz glicyny i
seryny. Dotychczas nie opisano zadnego z ww. enzymow u Y. lipolytica. Natomiast
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w przypadku S. cerevisaie opisanych jest 7 z 8 prawdopodobnie istniejacych
[http://www.expasy.ch; Ross i wsp. 1988, Dickinson i wsp. 1986]

W pracy nie badano gendw RTG odpowiedzialnych za wewnatrzkomoérkowy prze-
ptyw informacji pomigdzy jadrem, cytoplazma, mitochondriami i peroksysomami opisa-
ny przez Jia, Rothermel’a , Butow’a i Thornton’a [Jia i wsp, 1996,1997, Liao i Butow
1993, Rothermel i wsp. 1997]. Natomiast wykazano, ze prezentowany przez mutanty
octanowe fenotyp nie jest wynikiem mutacji w obrebie gendéw kodujacych biatka odpo-
wiedzialne za transport octanu. Octan bowiem wnika do komorki (i w warunkach do-
stepnosci innego zrodta wegla — glukozy — jest metabolizowany). Powinowactwo komo-
rek szczepu A-101 i mutantéw octanowych do octanu jest podobne, aczkolwiek stosun-
kowo niskie. Wyznaczona stata Michaelisa (Ky) wynosi 152-158 mM. Wartos¢ ta dla
komorek Zygosaccharomyces bailli rosnacych na glukozie jest ponad trzykrotnie nizsza
(45 mM), a dla komorek rosnacych na octanie duzo nizsza (2,6 mM) [Sousa i wsp. 1996].
Nie mozna wyznaczy¢ stalej powinowactwa (1/Ky) do octanu dla komérek drozdzy
S cerevisaie wyrastajacych na glukozie, gdyz jak przedstawili Casal i wsp. [1998], ob-
serwuje sie liniowa zalezno$¢ miedzy szybkoscia wchlaniania octanu i jego stezeniem.
Octan swobodnie dyfunduje do komérek wyrosnietych w obecnosci glukozy. Jednak ci
sami autorzy stwierdzili takze obecnos¢ symportu protono-octanowego w komorkach
S cerevisaie wyroshietych na octanie, mleczanie czy etanolu. Zatem obie teorie dotycza-
ce wnikania octanu do komorki eukariotycznej przedstawione we wstepie sa prawdziwe
dla S cerevisaie. Moga one takze by¢ prawdziwe w przypadku Y. lipolytica. Obserwo-
wane przez Tzschoppe i wsp. [1999] zahamowanie wzrostu szczepdw na glukozie przez
0,03 M octan $wiadczy raczej o swobodnej dyfuzji kwasu, podczas gdy obserwowany dla
szczepu A-101 i mutantow wzrost na glukozie w obecnosci powyzej 0,1 M octanu
(10g/L) i szybkie znikanie octanu z podtoza dowodza o istnieniu systemu transportu.
Niewiele jest prac dotyczacych systemow transportu kwaséw u drozdzy i innych organi-
zmow eukariotycznych. Casal i Leao [1995] scharakteryzowali dwa niezalezne systemy
transportu krétkotancuchowych monokarboksylowych kwaséw u Torulaspora delbruec-
kii. Jeden dla trzech kwaséw: octanu, propionianu i mrowczanu, a drugi dla pigciu kwa-
sow: mleczanu, pirogronianu, octanu, propionianu i mréwczanu. Rao i Debusk [1977]
opisali indukowany system transportu u Neurospora crassa, a Chaure i Connerton [1995]
otrzymali mutanty o przyspieszonym wzroscie na octanie.

Podczas wzrostu na podtozu minimalnym zawierajacym glukoze i octan mutanty oct’
A-101.1.31 i A-101.1.31.K1 wykorzystaty octan niezaleznie od jego wyjsciowej ilosci.
Zatem szlak metabolizmu octanu jest w tych warunkach aktywny. Gtéwnym enzymem
umozliwiajacym wykorzystanie octanu przez grzyby strzepkowe i drozdze jest acetylo-
-CoA syntetaza [E.C.6.2.1.1] (ACS) (rys. 1, punkt 3) [De Virgilio i wsp. 1992, Van den
Berg i Steensma 1995]. Jest ona kodowana w komérce S cerevisiae przez dwa geny
ACS1 i ACS2. Jeden z nich jest konstytutywny, a drugi podlega indukcji [Kratzer i
Schuller 1995,1997]. Gen ACS1 jest niezbedny do wzrostu drozdzy nawet na glukozie,
cho¢ nic nie wiadomo o indukcji jego transkrypcji. Dla Y. lipolytica opisano tylko
jeden gen syntetazy acetylo-CoA: ICL2 (wczesniej opisany jako gen izocytrynianowej
liazy) [Kujau i wsp.1992]. Jest jednak mozliwe wystgpowanie dwoch gendw réwniez
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u Y. lipolytica. Istnieje duze prawdopodobienstwo, ze whasnie jeden z genéw ACS jest
uszkodzony , a drugi ulega ekspresji, gdy w podtozu jest inne zrédto wegla (np. glukoza).
Dwie syntetazy, AMP-ACS i ADP-ACS, wykazano u halofilnych archebacterii Halococ-
cus saccharolyticus [Johnsen i wsp. 2001], Haloferax volcanii i Halorubrum saccha-
rovorum [Brasen i Schonheit, 2001]. Pierwszy enzym tworzy acetylo-CoA z octanu i
CoA i jest aktywny podczas wzrostu na octanie, a drugi uwalnia octan z acetylo-CoA.
Jest on obecny w komdrce podczas wykladniczej fazy wzrostu na glukozie. Nie oznacza-
no aktywnosci tych enzymow w szczepach Y. lipolytica.

Obserwowany przyrost biomasy badanych drozdzy na podwéjnym Zrddle wegla mo-
ze by¢ wynikiem kooperacji w utylizacji glukozy i octanu. Prawdopodobnie zachodzi
tutaj indukcja karboksylazy pirogronianowej przez octan. Indukcje taka wykazali
u S cerevisiae Pronk i wsp. [1996] oraz De Jong-Gubbels i wsp. [1995]. Nadmiar utwo-
rzonego w ten sposob szczawiooctanu moze by¢ redukowany przez dehydrogenaze jabt-
czanowa indukujac powstanie NAD™ i jabtczanu. Ten ostatni moze byé metabolizowany
do fumaranu przez hydrataze fumarowa. W przypadku badanych mutantéw Y. lipolytica
kwas ten jest akumulowany w podtozu w prostej zaleznosci od wyjsciowej ilosci octanu.
Ponadto kwas fumarowy jest znanym potencjalnym akceptorem elektronéw oraz proto-
néw i w komorkach tych szczepéw moze dochodzi¢ do rozdzielenia cyklu Krebsa na
gataz oksydacyjna i reduktywna. Tak zaproponowany obieg metabolizmu podczas jedno-
czesnego wykorzystania octanu i glukozy przedstawiono na rysunku 14. Podobne rozga-
fezienie opisano dla Helicobacter pylori [Pitson i wsp. 1999] i dla anaerobowo wzrasta-
jacych komorek E. coli [Prohl i wsp. 1998]. By¢ moze rowniez w przypadku Y. lipolyti-
ca, a w szczegdblnosci mutantow, dla ktérych obserwowano zwiekszony poziom burszty-
nianu i fumaranu w ptynie pohodowlanym, wystepuje podczas wzrostu na podwdéjnym
zrédle wegla taka sytuacja. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze wszystkie niezbedne dla komorki
prekursory sa w przebiegu proponowanego rozgatezienia dostepne (szczawiooctan,
bursztynian, oksoglutaran, zredukowane i utlenione nukleotydy).

Podobny schemat zaproponowali De Jong-Gubbels i wsp. [1995]. Badali oni jedno-
czesne wykorzystanie glukozy i etanolu przez S. cerevisiae i w zaleznosci od stosunku
etanolu do glukozy w podtozu rozwazali szes¢ wariantdw obiegu przemian. Przy niskim
stezeniu etanolu zahamowaniu ulegataby aktywnos¢ dehydrogenazy pirogronianowej, a
indukcji aktywnos¢ karboksylazy pirogronianowej prowadzac do utworzenia szczawio-
octanu uzupetniajacego obieg CKT.

Na podstawie zaobserwowanych réznic w szybkosci wzrostu na glukozie, czy to
z dodatkiem octanu, czy bez, jednoznacznie mozna wnioskowaé¢ o odmiennosci szczepu
A-101.1.22 i szczepu rodzicielskiego, mimo ze prezentuja podobny fenotyp. Moze to by¢
zwiazane z inna szybkoscia pobierania glukozy uwarunkowana aktywnoscia permeaz. W
komérkach badanych szczep6w Y. lipolytica wykazano bowiem obecnos¢ co najmniej
dwoch systemdédw transportu. Wyznaczono Ky wynoszace ~20mM i 0,64-1,9 mM.
Podobne systemy transportu glukozy o niskim i wysokim powinowactwie opisano dla
S. cerevisiae, Hansenula nonfermentas, Kluyveromyces marxianus, Torulopsis
glabrata, Schizosaccharomyces pombe i Brettanomyces intermedius. [Van Urk i wsp.
1989, Marchal-Carlson i wsp. 1990, Ko i wsp.1993, Lagunas 1993]. U S. cerevisiae oraz
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w komorkach ssakéw zidentyfikowano 5 gendéw kodujacych biatka odpowiedzialne za
whikanie glukozy do komdrki [Lewis i Bisson 1991, Muechler i Holman 1995]. Glukoza
jest gtdwnym paliwem komdrkowym i ograniczenie jej ilosci, jako jedynego zrodia we-
gla i energii, prowadzi do reorganizacji metabolizmu komérki. Nie reguluje ona szlakéw
metabolicznych poprzez hamowanie lub uaktywnianie enzymow, lecz wptywa na ilosé
transkryptu genu kodujacego dane biatko lub enzym, np. na ilos¢ transkryptu genu kodu-
jacego zwiazana z btona H'— ATPaze u Aspergillus nidulans , a nie wplywa na aktyw-
nos¢ enzymu [Abdallah i wsp. 2000]. Represja procesu transkrypcji moze mie¢ miejsce
przy dodatku zaledwie 0,005% glukozy [za Dennis i McCammon, 1999]. Natomiast u
Candida tropicalis i Candida utilis nie stwierdzono represji glukozowej [Berry i Brown,
1987]. Jak wykazali Ferea i wsp. [1999], brak glukozy lub jej ograniczenie jako jedynego
zrédta wegla powoduje ewolucyjna adaptacje szczepdéw drozdzy S. cerevisiae, prowa-
dzac do licznych mutacji pojawiajacych sie z czestotliwoscia 1 na 20-50 generacji.

CO, glukoza octan

v L 2 Y
4 pirogronian 3 acetylo CoA
5
szczawioctan

6
jablczan cytrynian
7T ¥ v 9
fumaran izocytrynian
8 + + 10
bursztynian oksoglutaran
Reduktywna galaz Oksydatywna galaz

1) Enzymy glikolizy, Enzymes of glycolyse

2) Acetyl CoA syntetaza, acetyl CoA synthethaase [E.C.6.2.1.1],

3) Dehydrogenaza pirogronianowa, Pyruvate dehydrogenase [E.C. 1.2.4.1]

4) Karboksylaza pirogronianowa. Pyruvate carboxylase [ E.C.6.4.1.1]

5) Syntaza cytrynianowa, Citrate synthase [E.C. 4.1.3.7]

6) Dehydrogenaza jabtczanowa, malate dehydrogenase [E.C.1.1.1.37] — oksydatyny
lub redukcyjny kierunek, oxydative or reductive direction

7) Hydrataza fumarowa ( fumaraza), Fumarase [E.C.4.2.1.2]

8) Dehydrogenaza bursztynianowa, Succinic dehydrogenase [E.C. 1.3.99.1] — reduk-
cyjny kierunek reductive direction; lub Reduktaza fumarowa, or fumarate reductase
[E.C. 1.3.99.1]

9) Akonitaza, Aconitase [E.C.4.2.1.3]

10) Dehydrogenaza izocytrynianowa, Isocitrate dehydrogenase [E.C.1.1.1.41],
[E.C.1.1.1.42]

Rys. 14. Proponowany schemat jednoczesnego wykorzystania octanu i glukozy przez Y. lipolytica
Fig. 14. Proposed metabolic way for the simultaneous utilisation of acetate and glucose
by Y. lipolytica
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W niniejszej pracy wykazano, ze glukoza indukuje utylizacje octanu przez mutanty
Y. lipolytica. Indukcja ta moze by¢ spowodowana bezposrednio glukoza , ale jest bardziej
prawdopodobne, ze induktorem jest metabolit powstajacy podczas wzrostu szczepow,
np. acetylo-CoA, fosfoenolopirogronian lub fosfooctan. U drozdzy Schizosaccharomyces
pombe i Zygosaccharomyces bailli dochodzi do podobnej indukcji wykorzystania
L-jablczanu [Saayman i wsp.2000]. Metabolizuja one L-jablczan tylko w obecnosci
innego przyswajalnego zrodta wegla. Réwnoczesne wykorzystanie octanu i glukozy
opisywano dla Z. bailli [Sousa i wsp.1996], Corynebacterium glutamicum [Wendisch
i wsp. 2000], a ostatnio nawet dla Y. lipolytica [Rodrigues i Pais 2000]. W niniejszej
pracy mutanty oct” (A-101.1.31 i A-101.1.31.K1) i rodzic (A-101) jednoczesnie wyko-
rzystuja glukoze i octan. Nie obserwowano zjawiska diauksji podczas wzrostu jak
w przypadku jednego z tych szczepow na mieszaninie glukozy i fruktozy [Wojtatowicz i
wsp. 1997]. Bardzo interesujacy byt natomiast brak indukcji etanolem wykorzystania
octanu przez Y. lipolytica i zahamowanie wzrostu drozdzy zaréwno z octanu, jak i z
etanolu, gdy byty one jednoczesnie obecne w podtozu. Wyglada to tak jakby szlaki asy-
milacji (przemian ?) octanu i etanolu wzajemnie si¢ wykluczaty. Hamowanie transportu
octanu przez etanol (i butanol) wykazali Casal i wsp. [1998] w komérkach S. cerevisiae.
Sugeruja oni , ze pod wptywem alkoholu zmienia sie¢ konfiguracja nie tylko biatek trans-
portujacych octan, ale wielu innych permeaz. Hamowanie etanolem transportu octanu
wykazali rowniez Sousa i wsp. [1996] dla drozdzy Z. bailii. Wczesniej De Jong-
Guebbels i wsp. [1995] opisali jednoczesne wykorzystanie glukozy i etanolu przez
S cerevisiae podczas wzrostu w chemostacie w warunkach limitacji zrodtem wegla.
Regulacja metabolizmu glukozy, octanu i etanolu jest odmienna w zaleznosci od gatunku
drozdzy, szczepu oraz warunkéw hodowli.

Z dotychczasowych badan nad procesem biosyntezy kwasu cytrynowego przez droz-
dze z gatunku Y. lipolytica wiadomo, ze czynnikiem warunkujacym rozpoczecie wydzie-
lania tego metabolitu jest wyczerpanie azotu ze srodowiska, chociaz mozliwa jest takze
nadprodukcja kwasu w warunkach limitacji wzrostu drozdzy poziomem siarki lub fosfo-
ru [Wojtatowicz, 1991]. Zmiany zachodzace na szlakach metabolicznych komérki na
skutek niedostatecznej ilosci azotu w podtozu wedtug Evansa i Ratledge’a [1984] sa
spowodowane zmniejszeniem ilosci dostepnego AMP. Powoduje to obnizenie aktywno-
ci ICDH (zaleznej od poziomu tego nuklotydu) i nagromadzanie CA w podtozu hodow-
lanym [Evans i Ratledge 1985]. Opisane powyzej zmiany metaboliczne prowadza praw-
dopodobnie do wydzielania kwasu cytrynowego przez badane szczepy Y. lipolytica w
hodowli stacjonarnej na glukozie oraz zasilanej na mieszaninie glukozy i fruktozy (zhy-
drolizowana melasa) w warunkach dobrego natlenienia brzeczki fermentacyjnej. Nato-
miast, jak wynika z przeprowadzonych doswiadczen, duzy wptyw na aktywnos¢ ICDH
oraz rozpoczecie wydzielania kwasu cytrynowego do podtoza miat poziom natlenienia
srodowiska hodowlanego. Stabe natlenienie indukowato sekrecje CA do podioza juz od
pierwszych godzin hodowli pomimo obecnosci azotu w ilosciach zapewniajacych dalszy
rozwdj populacji. Stwierdzona w tych warunkach dwukrotnie nizsza aktywnos¢ ICDH, w
poréwnaniu do aktywnosci tego enzymu w procesach dobrze natlenionych, lezy u pod-
staw zmian metabolicznych warunkujacych wydzielanie kwasu. Juz wczesniej wielu
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badaczy stwierdzito, ze warunkiem wydzielania CA przez drobnoustroje jest obnizenie
aktywnosci ICDH [Atkinson 1977, Bartel i Jensen 1979, Legisa i Kidric 1989, Torres
1996], a zatem deficyt tlenu jest kolejnym czynnikiem wplywajacym na aktywnos¢ tego
enzymu i ostatecznie na gromadzenie CA przez drozdze. Ponadto, jezeli w komérkach V.
lipolytica wystgpuje cytoplazmatyczny izoenzym syntazy cytrynianowej, caty proces
moze przebiega¢ poza mitochondrium, wykazujac zmniejszone zapotrzebowanie tleno-
we.

Pozostaje to w sprzecznosci z wynikami Rymowicza [1998], ktory stwierdzit, ze
wyzsze natlenienie umozliwia wigeksza produkcje kwasu. Jednak autor w tych badaniach
nie mierzyt natlenienia, a tylko szybkos¢ obrotow mieszadta przy takiej samej, stosun-
kowo niskiej podazy powietrza (0,2 v.v.m). Mogta zatem zaistnie¢ sytuacja, w ktorej
dochodzi do szybszej dyfuzji tworzonego kwasu podczas intensywnego mieszania po-
przez szybsze ustalenie si¢ rGwnowagi pomigdzy stezeniami tego kwasu wewnatrz i na
zewnatrz komérek. We wczesniejszych badaniach Moresi i wsp. [1980] wykazali naj-
efektywniejsza produkcje CA z udziatem drozdzy przy réwnie matej podazy powietrza
(0,2 v.v.m) i intensywnym mieszaniu. Nie ma prostej korelacji szybkosci obrotow i na-
tlenienia, nie tylko ze wzgledu na opory dyfuzji gazéw, ale takze ze wzgledu na zmienia-
jace sie w czasie zapotrzebowanie tlenowe komérek lub zastosowany typ procesu (Ry-
mowicz prowadzit proces typu — chemostat). Ponadto intensywne mieszanie, w przypad-
ku szczepu A-101.1.31, w krotkim czasie prowadzi do degeneracji populacji, pojawiaja
sie segreganty znacznie stabiej wydzielajace kwas cytrynowy [Rymowicz 1998, Woijta-
towicz i wsp. 1997]. Dodatkowo dynamika zaréwno wykorzystania glukozy, jak i szyb-
kosci whasciwej produkcji kwasu cytrynowego z udziatem Y. lipolytica nie jest jednako-
wa podczas catego procesu. Obserwowana fazowosé, dla procesu na hydrolu glukozo-
wym, moze $wiadczy¢ o przynajmniej trzech punktach kontroli metabolicznej zaleznych
od stezenia cytrynianu i przypuszczalnie glukozy. Natomiast wyzszy stopien czystosci
procesu biosyntezy CA z udziatem drozdzy obserwowany dla mutantéw octanowych
moze by¢ powiazany z brakiem zdolnosci do wykorzystania izocytrynianu jako zrédia
wegla. Jest on zalezny od niskiej aktywnosci ICDH, a nie od niskiej aktywnosci akonita-
zy, czego oczekiwali inni badacze. Akiyama i wsp. [1973] w pierwszych pracach nad
szczepami Y. lipolytica zdolnymi do wydzielania kwasu cytrynowego niestusznie zasuge-
rowali sie, ze szczepy o obnizonej aktywnosci akonitazy powinny nagromadzaé wiecej
tego kwasu, bez udziatu kwasu izocytryniowego. Dawno juz bowiem wiedziano, ze row-
nowaga reakcji katalizowanej przez akonitaze jest znacznie przesunicta w kierunku two-
rzenia cytrynianu® [Krebs i Johnson 1937]. Wielu innych badaczy poszto w tym samym
kierunku i takze prébowali otrzyma¢ na drodze mutacji szczepy o obnizonej aktywnosci
akonitazy [Behrens i wsp. 1977, Matsuoka i wsp. 1977, Marchal i wsp. 1977]. Jednak
Treton i Heslot [1978] wykazali, ze nie mozna obnizy¢ aktywnosci akonitazy in vivo, stabe
inhibitory nie skutkuja (np. fluorooctan), a silne prowadza do smierci komoérki. Dopiero w
pozniejszych latach okazato sie, ze akonitaza obok funkcji jaka petni

! Réwnowaga reakcji ustala si¢ nastepujaco: 90,9-2,9-6,2, odpowiednio cytrynian-akonitan-
-izocytrynian [Krebs i Johnson 1937].
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w cyklu Krebsa, posiada takze funkcje regulatorowa w ekspresji genéw. Jest tak zwanym
palcem cynkowym [Frishman i Hentze 1996]. Ponadto w komérce istnieja dwa izoenzy-
my akonitazy [Gangloff i wsp. 1990, Velot i wsp. 1996].

Badajac aktywnos¢ SC nie stwierdzono bezposredniej korelacji pomiedzy wysoka jej
aktywnoscia a szybkoscia wydzielania cytrynianu [I]. Natomiast zaobserwowano wzrost
aktywnosci tego enzymu wraz ze zwiekszaniem stezenia azotu w podtozu zasilajacym, w
hodowli ciagtej na glukozie w warunkach chemostatu [V]. Ciagly dodatek niewielkich
ilosci azotu aktywuje syntaze cytrynianowa i tym samym czesciowo ttumaczy korzystny
wptyw dozowania jonu amonowego na proces biosyntezy CA. Dozowanie azotu moze
takze wptywac na system transportu glukozy. U S. cerevisiae wchianianie glukozy jest
zahamowane, gdy komorki sa pozbawione azotu [Busturia i Lagunas, 1986].

Pomimo wyodrebnienia syntazy cytrynianowej z drozdzy Y. lipolytica [Morgunov i
wsp.1994, V] dotychczas nieznana jest struktura pierwszorzedowa tego enzymu. Na
podstawie réznic aktywnosci w zaleznosci od pH mozna jedynie przypuszczaé, ze u
Y. lipolytica istnieje kilka izoenzyméw syntazy podobnie jak u Scerevisiae [Jia i wsp.
1997, Kispal i wsp. 1987, Lewin i wsp. 1990, Lia i wsp.1991, Rosenkrantz i wsp.1986,
Rickey i Lewin,1986]. Obecnos¢ 5 genéw SC w genomie Y. lipolytica wynika takze z
przeprowadzonych badan z zastosowaniem PCR. Pojawienie sie pieciu swoistych pro-
duktéw amplifikacji fragmentu genu syntazy moze leze¢ u podstaw zdolnosci tych droz-
dzy do biosyntezy kwasu cytrynowego. By¢ moze niektére z nich wystepuja w cytopla-
zmie, powodujac fatwiejsze wydzielenie kwasu z komérki (przejscie tylko przez jedna
membrang plazmatyczna, a nie przez trzy przy wychodzeniu z mitochondrium). Istnienie
Kilku izoenzymdw syntazy cytrynainowej u Y. lipolytica moze utrudnia¢ kontrole procesu
biosyntezy kwasu cytrynowego poprzez regulacje jej aktywnosci. Moze to tez thumaczy¢
niezgodnos¢ miedzy szybkoscia syntezy tego kwasu a jej aktywnoscia. Poszczegdlne
izoenzymy moga przeciez rozni¢ si¢ nie tylko optimum pH, ale wrazliwoscia np. na cy-
trynian, jony NH,* , ATP czy inne inhibitory syntazy cytrynianowej. Dotychczas wyizo-
lowane SC roznia sie zaréwno optimum pH, jak i wrazliwoscia na znane inhibitory tego
enzymu [Robak 2000].

W przypadku plesni z gatunku Aspergillus niger, na podstawie komputerowych ba-
dan modelowych wyznaczono, ze wydajno$¢ procesu biosyntezy CA zalezy przynajm-
niej od siedmiu enzymow [Torrs 1996]. Trudno jest zatem ingerowa¢ na poszczegélnych
etapach CKT czy glikolizy. Szczegblnie, ze czesto istnienie poszczegélnych biatek en-
zymatycznych czy transkryptow mRNA jest krotkotrwate. W przypadku S. cerevisiae
transkrypt genu permeazy mleczanowej znika w ciagu 10 minut po dodaniu glukozy do
logarytmicznie rosnacych komdrek, a aktywnos$¢ permeazy zanika po 50 minutach
[Andrade i Casal 2001]. Réwnie szybkie zmiany w poziomie transkryptéw genow
(mRNA) obserwowali Brown i wsp. [2001] w badaniach nad genami kodujacymi biatka
0 nieznanej funkcji u S cerevisiae . Dlatego poznanie regulacji danego procesu poprzez
badanie aktywnosci enzymatycznych komorek wyrosnietych w roznych warunkach
hodowlanych i czasowych nie zawsze jest w petni mozliwe do interpretacji. Czasami
prowadzi nawet do sprzecznych wnioskow. Takze prace nad optymalizacja sktadu podio-
za nie prowadza do w petni zadowalajacych wynikéw mogacych mie¢ bezposrednie
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praktyczne zastosowanie [Rymowicz W. 1995, Rywinska 1998, Zarowska 1999]. Nalezy
szuka¢ innej drogi optymalizacji procesu biosyntezy CA. Takim szlakiem moze by¢
prdéba stymulacji nadprodukcji poprzez dodanie dodatkowego zrodta wegla, np. octanu.
We wstepnych badaniach, nie prezentowanych w tej pracy [Robak i wsp. 2002], dodatek
octanu wydaje sie korzystnie wptywaé na proces biosyntezy CA. Octan w obecnosci
glukozy moze prowadzi¢ do reorganizacji przemian poprzez indukcje kolejnych enzy-
moéw (np. karboksylazy pirogronianowej). Glukoza bytaby wtedy metabolizowana tylko
do kwasu pirogronowego, ktory pod wptywem karboksylazy pirogronianowej bytby
nastepnie przeksztatcany do szczawiooctanu. Natomiast acetylo-CoA powstawatby pod
wplywem acetylo-CoA syntetazy z dostepnego w podtozu octanu. Z obu tych produktéw
SC utworzy cytrynian, ktoéry zostanie wydzielony z komorki, czyli ostatecznie z jednej
czasteczki glukozy i dwdch czasteczek octanu powstawalaby jedna czasteczka cytrynia-
nu. Stymulacje 5mM octanem przeptywu metabolitow przez CKT stwierdzili w nerce
krolika Dugelay i wsp. [1999]. Natomiast Chen i Blaschek [1999] stwierdzili pozytywny
wptyw dodatku octanu na produkcje butanolu przez Clostridium beijerinckii oraz zaha-
mowanie szybkosci degeneracji szczepu. Dodatek niecukrowego zrodta wegla w komér-
kach S. cerevisiae zapobiegat tez inaktywacji systemow transportu glukozy [Busturia
i Lagunas, 1986].

Na podstawie poréwnania wewnatrzkomérkowego stezenia CA wykazano aktywne
jego wydzielanie przez szczepy Y. lipolytica (A-101, A-101.1.31, A-101.1.22). Prowadzi
to do nadprodukcji kwasu, warunkuje bowiem zdolnos¢ szczepow do catkowitego meta-
bolizowania glukozy. Szczep ATCC 32338A nie nagromadzajacy kwasu nie byt zdolny
do catkowitego wykorzystania glukozy. Podobnie nie byty do tego zdolne niewydzielaja-
ce CA szczepy YB423 i K12 opisane odpowiednio przez McKay i wsp. [1994] i Finoge-
nova i wsp. [1989]. Mozna tutaj dopatrzy¢ si¢ pewnej analogii z plesniowa fermentacja
cytrynowa, ktéra uwarunkowana jest niewrazliwa na cytrynian fosfofruktokinaza.
W przypadku drozdzy aktywne wydzielanie cytrynianu utrzymywatoby jednakowe we-
wnatrzkomorkowe stezenie kwasu , nigdy nie doprowadzajac do inhibicji tego enzymu.

Badania poznawcze z zakresu metabolizmu moga by¢ prowadzone na wielu ptasz-
czyznach, a otrzymane wyniki nie zawsze sa jednoznaczne i tym trudniej jest ostatecznie
wyjasni¢ badany problem. Niemniej otrzymane wyniki sa ciekawe i moga postuzy¢ jako
punkt wyjscia dla nowych tematéw poznawczych. Jeden z nich moze dotyczy¢ badan nad
dotychczas nie poznana u Y. lipolytica sekwencja genu (6w?) syntazy cytrynianowe;j.
Przypuszczalna obecnos¢ introndw, a by¢ moze, ze nawet transposomow w obrebie po-
wielanych fragmentdw gendéw zwiegksza jeszcze atrakcyjnosé¢ tego tematu badawczego.
Kolejne badania moga obejmowa¢ zagadnienie indukcji utylizacji octanu innymi zrodta-
mi wegla, sprawdzenia wystepujacej u badanych szczepow ilosci gendw acetylo-CoA
syntetazy oraz poznania wptywu octanu na acetylacje biatek histonowych. Acetylacja
reszt lizyny w histonach w procesie regulacji replikacji DNA jest niedawno ujawnionym
ogniwem kontroli metabolizmu komorki. Jest ona pierwszym etapem regulacji, to znaczy
umozliwia replikacje gendéw [Gregory i wsp. 2001, Wittschieben i wsp. 1999]. W przy-
padku Y. lipolytica interesujace bylyby badania nad wptywem acetylacji histonéw
na procesy biotechnologiczne prowadzone z udzialem tego gatunku drozdzy,
np. biosyntezy CA czy produkcji biomasy z surowcoéw odpadowych.
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5. WNIOSKI

Na podstawie otrzymanych i przedstawionych wynikéw dotyczacych wykorzystania
octanu i badan defektu genetycznego warunkujacego fenotyp octan minus wyciagnigto
nastgpujace wnioski:

1.Szczepy A-101.1.31 i A-101.1.31.K1 nie byty zdolne do wzrostu na octanie,
gdy byt on jedynym zrédtem wegla. Natomiast przy jednoczesnej obecnosci gluko-
zy w srodowisku octan zwigkszat plon ich biomasy. Octan zwigkszat takze plon
biomasy szczepu A-101 (rodzica) oraz wywierat zréznicowany wptyw na zdolnosé
namnazania si¢ szczepu A-101.1.22 (rewertanta) i szczepu ATCC 32 338A.

2.Wykorzystanie octanu przez szczepy: A-101.1.31 oraz A-101.1.31.K1
(mutanty oct’) byto mozliwe ze wzgledu na jednoczesna obecnos¢ glukozy w $ro-
dowisku hodowlanym. Minimalna dawka glukozy niezbedna do wywotania indukcji
wykorzystania octanu przez mutanty octanowe wynosita 0,01%. Natomiast etanol w
stezeniu 0,1; 0,5 i 1%, obecny jako drugie zrédto wegla w podtozu octanowym, nie
indukowat wykorzystania octanu przez mutanty oct’. Ponadto, w warunkach jedno-
czesnej obecnosci octanu i etanolu szczepy: A-101, A-101.1.31 oraz A-101.1.31.K1
nie wzrastaty pomimo zdolnosci do utylizacji przynajmniej jednego z tych substra-
tow.

3.Wszystkie badane szczepy metabolizowaty octan, gdyz nie wykazano jego
obecnosci w biomasie badanych szczepdw, a pozostatosé w ptynie pohodowlanym
stanowita od 0 do 2,5% wyjsciowo dodanej ilosci w przypadku szczepdéw wywo-
dzacych sie ze szczepu A-101i od 2,8 do 9,6% dla szczepu ATCC 32 338A.

4.Dodatek octanu, w zaleznosci od badanego szczepu, wywierat zréznicowany
wptyw na stopien wykorzystania glukozy z podtoza. W przypadku trzech szczepdw:
rodzica i mutantdw octanowych glukoza zostala wykorzystana w 98,4-98,9%.
Szczep A-101.1.22 wykorzystat 81,0-97,7% dodanej glukozy, a szczep ATCC
32 338A tylko w 38,3-50,4%.

5.Przebieg metabolizmu drozdzy Y. lipolytica w zaleznosci od zastosowanego
zrédta wegla: glukozy, octanu lub glukozy z octanem jest odmienny. Octan obecny
jako dodatkowy substrat weglowy zwickszat zawartos¢ jablczanu, bursztynianu i
fumaranu w komdrkach mutantdw oct™ oraz rodzica, wptywat na stezenie kwasow
CKT w ptynie pohodowlanym, a takze podwyzszat ilos¢ wyrastajacej biomasy.
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6.Pomiedzy szczepem rodzicielskim: A-101 oraz rewertantem: A-101.1.22 wy-
kazano zdecydowane réznice we wiasciwej szybkosci wzrostu w podtozu z glukoza,
z octanem oraz z glukoza i octanem. Roznice te $wiadcza o odmiennosci metabo-
licznej, a wiec i genotypowej tych dwdch szczepdw.

7.Zblizona dla badanych szczepéw wartos¢ Ky, dla octanu wskazujaca na brak
réznic w powinowactwie komérek do tego zrddta wegla oraz podobny skiad cukréw i
kwasow thuszczowych w komorkach poszczegolnych szczepdw nalezacych do ,,rodzi-
ny” szczepu A-101 potwierdzaja, ze mutanty octanowe nie sa uposledzone we wchia-
nianiu octanu. Posiadaja funkcjonujacy system transportu tego substratu weglowego.

8. Defekt genetyczny warunkujacy fenotyp mutantéw oct” dotyczyt szlakéw asymi-
lacji alkandw, olejow, krétkotancuchowych kwasow: jabtkowego, octowego, pirogro-
nowego, glikolowego, bursztynowego i izocytrynowego, a takze L-arabinozy, betainy,
glicyny, seryny, leucyny i lizyny, a w przypadku szczepu A-101.1.31.K1 réwniez me-
zoinozytolu. Brak utylizacji przez mutanty przynajmniej czesci z niewykorzystywa-
nych zrédet wegla (krétko tancuchowe kwasy, glicyna oraz seryna) moze by¢ zwiaza-
ny z mutacja dotyczaca pojedynczego genu. Chodzi o gen kodujacy podjednostke E
enzyméw wspotdziatajacych z kwasem liponowym, takich jak: dehydrogenaza piro-
gronianowa, karboksylaza pirogronianowa czy 2-okso-dehydrogenaza rozgatezionych
kwasow ttuszczowych.

9.Pomiedzy szczepami nalezacymi do ,,rodziny” szczepu A-101 nie wykazano
znaczacych réznic w aktywnosci SC, ICDH, HA oraz ICL. Swiadczy to o innym
miejscu mutacyjnego uszkodzenia genomu niz geny kodujace powyzsze enzymy
CKT i cyklu glioksalowego.

Natomiast na podstawie wynikéw badan dotyczacych podstaw i regulacji sekre-
cji kwasu cytrynowego przez szczepy Y. lipolytica nalezace do ,,rodziny” szczepu
A-101 sformutowano nastgpujace wnioski:

10. Obnizenie aktywnosci ICDH nastepowato w fazie produkcji CA. Nato-
miast istotne zmniejszenie aktywnosci tego enzymu, ktére doprowadzito do wydzie-
lania CA juz w fazie wzrostu drozdzy, otrzymano przez ograniczenie natlenienia
hodowli do 20% nasycenia tlenem. Zmniejszenie aktywnosci ICDH korelowato tak-
ze ze zmniejszonym udziatem kwasu izocytrynowego w sumie wydzielanych kwa-
sow. Nie byto korelacji pomigdzy niska aktywnoscia HA a niska zawartoscia izocy-
trynianu w sumie wydzielanych kwasow.

11. Aktywnos¢ syntazy cytrynianowej zalezata od ilosci jonu amonowego
obecnego w srodowisku. llos¢ jonu amonowego dozowanego do uktadu ciagtej bio-
syntezy CA powinna wynosi¢ okoto 1mmol/L/h. Jednak nie zapewnia to dostatecz-
nej, dtugotrwatlej stabilnosci kwasotworczej komérek drozdzy. Przyczyna obserwo-
wanego obnizenia aktywnosci produkcyjnej moze by¢ zmieniajacy sie w czasie
udziat w metabolizmie komorki poszczeg6lnych izoenzymoéw syntazy wystepuja-
cych w mitochondriach oraz w peroksysomach. W komaorkach Y. lipolytica wystepuje



kilka genéw powielanych przy zastosowaniu oligonukleotyddéw oskrzydlajacych cen-
trum aktywne CIT 1, genu jednego z izoenzymow SC wystepujacych u S cerevisia-
e.

12. Zdolnos¢ do utylizacji glukozy i zdolno$¢ do biosyntezy CA sa bezposred-
nio ze soba zwiazane. Dla poczatkowych godzin procesu biosyntezy CA zaleznos¢
ta zostata opisana nastepujacym réwnaniem: y = 1,509x + 2,338 (y = zuzyta gluko-
za, X = wydzielony CA, w przeliczeniu na 1 g biomasy)

13. Szczep ATCC 32 338A, nie produkujacy CA, charakteryzowat si¢ od-
miennym skfadem komorki od szczepoéw z ,rodziny” A-101: posiadat dwukrotnie
wigcej glukozy i nie zawierat galaktozy we frakcji cukroweyj.

14. Wyznaczone wartosci powinowactwa komorek do glukozy -Kyg,- sa zbli-
zone dla wszystkich badanych szczepow niezaleznie czy sa one zdolne, czy nie do
catkowitego wykorzystania glukozy obecnej w podtozu (ponad 90%) i nagromadza-
nia CA. Otrzymane wyniki wskazuja na obecno$¢ w komdrkach Y. lipolytica dwoch
systemow asymilacji glukozy.

15. W komérkach szczepu ATCC 32 338A nie posiadajacego uzdolnien do
wydzielania CA wykazano ponad 5-krotne wyzsze stezenie cytrynianu niz w ko-
moérkach producentéw kwasu. Na tej podstawie jednoznacznie stwierdzono, ze
zdolnos¢ do wydzielania CA lezy u podstawy zdolnosci drozdzy do aktywnego me-
tabolizowania glukozy. Niezaleznie od wyjsciowego stgzenia glukozy w podiozu
szczep ATCC 32 338A nie wykorzystat jej wiecej niz 50%.
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6. ANEKS — MATERIALY | METODY

6.1. Szczepy

Dziki szczep Y. lipolytica A-101, dwa mutanty octanowe (oct): A-101.1.31,
A-01.1.31.K1, i rewertant octanowy A-101.1.22 pochodzity z kolekcji drozdzy Katedry
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci AR we Wroctawiu [Wojtatowicz i wsp. 1993].
Mutant octanowy A-101.1.31 K1 jest segregantem szczepu A-101.1.31 i posiada fenotyp
wykazujacy gtadka morfologi¢ kolonii. Szczepy ATCC 20 320, ATCC 20324 oraz
ATCC 32338A pochodzity z Amerykanskiej Kolekcji Szczepow Wzorcowych (Ameri-
can Type Culture Collection). Szczep ATCC 32338A jest auksotrofem adeninowym, nie
nagromadzajacym kwasu cytrynowego podczas hodowli na glukozie [I1].

Szczep Saccharomyces cerevisiae PCM 2103 stanowit swoista kontrole w badaniach
nad genem syntazy cytrynianowej. Pochodzit on z kolekcji Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

6.2. Podtoza i warunki hodowli

6.2.1. Podioza

W pracy stosowano dwa podtoza.
a. Podtoze produkcyjne:
P1 w procesie stacjonarnym [1]
P2 w procesie ciagtym [Rymowicz i Wojtatowicz 1999]

b. Podtoze Minimalne Mineralne — MMT zawierajace jako zrédto wegla glukoze,
octan, heksadekan, kombinacje dwoch z nich lub inne substraty weglowe [V].
llos¢ dodawanego zrodta wegla najczesciej wynosita 1%, a w innych przypadkach
zalezata od zatozonego celu i zostata sprecyzowana w tabeli lub na rysunku.
Minimalne mineralne podtoze (MMT) w 1L zawiera: 5 g NH4H,PO,; 2,5 g
KH,PO,4; 1g MgSO4 x 7 H,O; 300 pg tiaming; 20mg Ca(NO3z)x4H,0: 2 mg
FeCl3x6H,0; 500 pug HiBOs; 100 pug o CuSO4x5H,0; 400 ug Mn,SO4x4H,0;
400 pug ZnSO,4 x7H,0; 200 ug Na;MoO,; 100 ug CoCl, ; 100 pg KJ i jako zrddio
wegla 10 g glukozy i / lub 1-10 g octanu sodu. PH wynosito 6,5.
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6.2.2. Warunki hodowli

Hodowle inokularne prowadzono w 250 mL kolbach zawierajacych 25 mL podtoza
przez 48 h w 28°C na wytrzasaczu przy 150 rpm. Hodowle wiasciwe w zaleznosci od
potrzeb prowadzono w tych samych warunkach przez 24 godziny, w bioreaktorze w
warunkach opisanych w cytowanych pracach i z pomoca automatycznego analizatora
hodowli — Bioscreen C przez 72 godziny w 28°C. W testach asymilacyjnych stosowano
1 mL podioza inokulacyjnego zawierajacego 1-10 x 10% komérek w mL, w bioreaktorze
stosowano t¢ sama hodowle jako 10% objetosci koncowej, a w analizatorze Bioscreen C —
inokularne hodowle przed zaszczepieniem standaryzowano tak, aby 1 mL zawierat okoto
5x10° komorek.

6.2.3. Hodowla w Analizatorze Bioscreen C

Analizator Bioscreen C jest catkowicie zautomatyzowanym urzadzeniem pracujacym
w oprogramowaniu BioLink. Urzadzenie sktada sie z (1) automatycznego uktadu dozuja-
cego poszczegllne skiadniki oraz zapewniajacego sterylno$¢ dozowania przez odpo-
wiednio dobierany wariant ptukania etanolem lub podtozem; (2) inkubatora z wytrzasa-
niem; (3) uktadu optycznego umozliwiajacego pomiar zmetnienia lub natezenia barwy.
Wszystkie parametry sa sterowane komputerowo, odczyt gestosci optycznej odbywa sie
automatycznie. W pracy stosowano temperature inkubacji 28°C, maksymalne wytrzasa-
nie oraz odczyt zmetnienia przy 610 nm co 15 minut. Wykresy przedstawione w pracy
wykonano za pomoca programu Excel. Kazdy wariant doswiadczenia byt przeprowadzo-
ny w 5 powtdrzeniach, automatycznie dozowane byty wszystkie sktadniki podtoza oraz
szczepy. Inokulum zawierajace okoto 5x10° komérek stanowito 50 pL, podtoze wraz z
dozowanymi osobno zrédtami wegla — 350uL. Otrzymano duza powtarzalnosé wynikdow,
a maksymalne odchylenie standardowe wynosito 15%. Szybko$¢ wzrostu wyliczono na
podstawie réznicy logarytméw naturalnych gestosci optycznej podzielonych przez rézni-
ce czasu wg Wilson i wsp. [1982]:

Roéwnanie 2
w= In OD,-InOD1/t,-t;

6.3. Metody analityczne

6.3.1. Oznaczanie biomasy, kwasu cytrynowego,
kwasu izocytrynowego, glukozy oraz aktywnosci enzymow

Sposob oznaczania biomasy, CA, ICA, glukozy, aktywnosci enzymatycznych podano
w opublikowanych pracach autorki [I, 11, 111].
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6.3.2. Oznaczanie kwaséw organicznych

Oznaczanie octanu oraz kwaséw cyklu Krebsa wykonano na kolumnie Animex HPX
80 wg zmodyfikowanej metody Ampe i Lindley w HPLC [Ampe i Lindley 1995]. Roz-
dziat prowadzono w temperaturze pokojowej na kolumnie Aminex HPX 87H
(300x7,8 mm) z 0,01 N H,SO, jako eluentem przy szybkosci przeptywu 0,6 mL/min, i
detekcja spektrofotometryczna przy diugosci fali 210 nm. W tabeli 21 podano czas reten-
cji (RT) dla poszczegélnych kwaséw obecnych w badanych probach. Identyfikacji anali-
zowanych kwaséw organicznych dokonano metoda dodania wewnetrznego standardu.

Tabela 21
Table 21
Czas retencji (RT) rozdzielanych kwasoéw
Retention (RT) time of separated acids

Czas retencji Kwas organiczny
Retention time Organic acid
RT
7,62 Cytrynian, Citrate
8,35 Pirogronian, Pyruvate
9,21 Jabtczan , Malate
11,52 Bursztynian, Succinate
10,45 Akonitan, Aconitate
15,50 Fumaran, Fumarate

6.3.3. Ekstrakcja i oznaczanie kwasow ttuszczowych i cukrow

Biomase po hodowli na podtozu MMT z dodatkiem glukozy (1%) lub heksadekanu
(1%) zebrano przez wirowanie i poddano ekstrakcji :

— mieszaning fenol-woda wg Galanos i wsp. [1969]
— mieszaning metanol-chloroform wg Kates [1972].

W pierwszym przypadku do ekstrakcji pobierano 2 gramy suchej masy i po ekstrakcji
otrzymane preparaty analizowano w kierunku sktadnikéw cukrowych wedtug Taylor i
wsp. [1976] i w kierunku skfadnikéw ttuszczowych wedtug Gamian i wsp. [1995]. W
drugim przypadku ekstrakcji poddawano 50 mg suchej masy, a otrzymany preparat ana-
lizowano wyltacznie w kierunku skfadnikéw ttuszczowych. Oba typy analizy przeprowa-
dzono przy uzyciu chromatografu gazowego sprzezonego ze spektroskopem masowym
GC-SM typu Hewetl-Packard 5971A. Rozdziaty przeprowadzono na kolumnie kapilarnej
HP-1 o $rednicy 0,2 mm, diugosci 12 m w temperaturze programowej 150-270°C (przy-
rost temperatury 8°C/min). Jako gazu nosnego uzyto helu.
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W tabeli 22 wyszczegblniono obecne w preparatach kwasy ttuszczowe wedtug ich
nazwy systematycznej i zwyczajowej oraz czasu retencji (RT).

Tabela 22
Table 22
Kwasy ttuszczowe obecne w komoérkach Y. lipolytica
Fatty acids present in Y. lipolytica cells
1l0s¢ atomow wegla Nazwa Nazwa
i ilos¢ nienasyconych wiazan systematyczna 2wyczajowa RT
Carbon atom number kwasu Commun Cazas retencji
and number of insaturated bonds Systematic name Retention time
name of acid
C14:0 Tetradekanowy Mirystynowy 5,23
Tetradecanoic Miristic
C16:0 Heksadecanowy Palmitynowy 7,93
Hexadecanoic Palmitic
Cl6:1 Heksadekenowy Palmitooleinowy 7,59
Hexadecenoic PalmitOOleiC
C18:0 Octadekanowy Stearynowy 10,4
Octadecanoic Stearic
C18:1 Oktadekenowy Oleinowy 10,05
Octadecenoic Oleic
C18:2 Octadienowy Linolowy 9,96
Octadienoic Linoic
C20:0 Eikozanowy Arachidonowy 12,67
Eikozanoic Arachinoic
C20:1 Eikozenowy Gadoleinowy 12,32
Eicozenoic Gadoleic
C24:0 Tetrakozanowy, Lignocerowy Li- 16,6
Tetracozanoic gnoceroic

6.4. Graficzne wyznaczanie powinowactwa
do glukozy i octanu

Powinowactwa (1/Ky;) komoérek drozdzy do glukozy i octanu wyznaczono z graficz-

nej prezentacji rownania (3) Lineweavera —Burka :

Roéwnanie 3

1= (Kw/VS) +1/V

gdzie: /Ky =-1/[ S] przy 1/ v=0, a 1/V =1/ v przy 1/S=0
v = ilos¢ biomasy oznaczona jako OD gonm , [S] = stezenie zrodta wegla (glukozy
lub octanu) w mM. W przypadku oznaczania ilosci biomasy dla mutantéw oct by-
fa to réznica OD gonm pOmiedzy prébami wiasciwymi (hodowla na glukozie
z octanem) a kontrola (hodowla na samej glukozie).
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6.5. Metody biologii molekularng

6.5.1. Ekstrakcja DNA

Ekstrakcje DNA przeprowadzono wedtug metody Hoffmana [Barth i Gaillardin
1996].

6.5.2. Odczynniki

Odczynniki wykorzystane w PCR-reakcji tancuchowej polimerazy: DyNAzyme™ ||
DNA polimeraza (firmy Finnzymes Oy ): 125 uL o stgzeniu 2 U/ uL; DyNAzyme™
bufor 10x (firmy Finnzymes Oy); dNTP Mix po 12,5 mM dATP, dTTP, dCTP i dGTP
ich soli sodowych (firmy SIGMA): roztw6r w wodzie destylowanej pH = 7; olej mine-
ralny dla biologii molekularnej (firmy SIGMA).

6.5.3. Primery

W celu zwiekszenia prawdopodobienstwa odnalezienia genu (-6w) syntazy cytrynia-
nowej budowe primerow oparto o fragmenty genéw CIT1, CIT2, CIT3 (S cerevisiae)
wykazujace najwieksza homologie nukleotydowa. Najwieksza homologia zaobserwowa-
na byta we fragmentach otwartych ramek odczytu (ORF) pomigdzy 777 a 813, oraz 1233
a 1264 nukleotydem, czyli maksymalna konserwatywnos¢ sekwencji dotyczy obszaru
bezposrednio przed i tuz za centrum aktywnym enzymu. Na podstawie sekwencji genu
CIT1 w tych obszarach — zaprojektowano pare primeréw do amplifikacji centrum aktyw-
nego syntazy cytrynianowej Amplifikowany fragment zawiera miejsce restrykcji Eco RI.
Bezposrednio w projektowaniu primeréw wykorzystano informacje zawarte w bazie
danych [ http://genome-www.stanford.edu ]. Zaprojektowano nastepujace oligonukleotydy
(primery):

FmtCSL: 5—CAA GGA TTT TAT TGA CTT AAT GAG ACT AT-3

(ORF CIT 1 od 777 do 805 pz)

Dhugosé = 29 pz; CG% = 31; Ty, = 52°C; Tipcr = 49°C

delta G = -29,59 kcal/mol; delta H = -207,1 kcal/mol; delta S = -572,5 eu
tworzenie dimeréw — 4 pz; komplementarnos¢ wewnetrzna — 3 pz;
stabilizacja koncow — érednia

RmtCS1: 5 —CAA TAA AAC ACCGGAATGTGA ATCAAC -3

(komplementarny do ORF CIT1 od 1234 do 1260 pz po odwrdceniu sekwencji)
Dlugosé = 27 pz; CG% = 37; T, = 55°C; Tper = 52°C

delta G = -30,34 kcal/mol; delta H = -202,6 kcal/mol; delta S = -553,5 eu

tworzenie dimeréw — 4 pz; komplementarnos¢ wewnetrzna — 3 pz; stabilizacja kon-
cow — $rednia
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W tabeli 23 zebrano dane produkcyjne zamoéwionych oligonukleotyddw.

Tabela 23
Table 23
Dane produkcyjne primeréw (Bionovo”— Legnica, MACHERY NAGEL)
Primer description
Wiasciwosé¢ — Characteristic FmtCS1 | RmtCS1
Dtugos¢, Lenght [pz] 29 27
%CG 27,6 37,0
llos¢, Quantity [nmol ] 130,9 1241
llos¢, Quantity [ug] 1168,6 1027,2
Masa molekularna, molecular mass [g/mol] 8930 8278
T [°C] 52,0 58,7
Objetos¢ wody dla otrzymania stezenia 100 pmol/uL [uL] 1308,7 | 12409
Water volume to the obtention of the concentration of 100 pmol/uL [uL]

6.5.4. Parametry PCR

W tabeli 24 zamieszczono ilosci skfadnikow mieszaniny PCR. W mieszaninie reak-
cyjnej zastosowano primery RmtCS1 i FmtCS1 o stezeniu 50 pmol/ puL oraz mieszaning
nukleotydow (dNTPSs) o stezeniu poszczegélnych sktadnikdw 12,5 mM.

Tabela 24
Table 24
Sktad mieszaniny PCR
PCR reaction compounds
BBI‘JJ]ff‘;’; RmtCSL | Fmt- | dNTPs pol mat H,0 %'ielj
[uL] CS1[uL] [mL] [mL] [mL] [uL]
[uL] [uL]
5 1 1 1 1 1 40 50

* — DyNAzyme™ bufor 10x, DyNAzyme™ buffer 10x
pol — DyNAzyme™ || DNA polimeraza; DyNAzyme™ Il DNA polymerase
mat — matrycowe DNA, template DNA

Sprawdzano réwniez obecnos¢ powtarzajacych sie sekwencji DNA, komplementar-
nych do primeréw dla Y. lipolytica. W tym celu przeprowadzono PCR z pojedynczymi
primerami (FmtCS1 lub RmtCS1) i kontrolne PCR bez primeréw oraz bez matrycy (ste-
zenie primerow i dNTPs jak w PCR wihasciwym). llosci sktadnikéw PCR zostaty zmie-
nione i zapisane w tabeli 25. Czas i temperaturg reakcji tancuchowej polimerazy wybrano
w odniesieniu do wczesniejszych prac dotyczacych drozdzy Y. lipolytica [Lopez i wsp.
1994, Esteban i wsp. 1999, Merkulov i wsp. 2000]. Zastosowano nastepujace parametry:
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« denaturacja matrycy — 95°C, 5 min
« przerwa na dodanie polimerazy — 94°C
« denaturacja — 94°C, 1 min
« asocjacja primeréw — 49°C, 1 min
« ekspresja—72°C, 2 min
3 powyzsze etap powtarzane sa 30 razy
» koncowa ekspresja — 72°C, 4 min
» wychtodzenie 1°C/min do 4°C
Catosé przeprowadzono w aparacie UNO — Thermoblock™ firmy Biometra® .

6.5.5. Elektroforetyczna identyfikacja produktéw PCR

Elektroforeze otrzymanych produktéw PCR przeprowadzono w 1% zelu agarozowym
(firmy Gibco BRL) w buforze TAE lub w 1% zelu agarozowym o niskiej temperaturze
uptynnienia (,,low melting agarose” firmy Gibco BRL) w buforze TAE z dodatkiem
2 uL bromku etydyny o stezeniu 10 mg/ mL. Stosowano zmienne natgzenie pradu:
80-100mA, napigcie 90V i prowadzono rozdziaty przez 120 min w przypadku sprawdze-
nia obecnosci genomowego DNA i przez 90 min w przypadku rozdziatu produktow PCR.

Tabela 25
Table 25
Sktad mieszaniny PCR dla sprawdzenia zaprojektowanych primeréw
PCR reaction compounds for control of primers designe

PCR BBL‘JJ]ff‘:r RMICS] . SFlmt-L dNIT_Ps p(I)_I mat | HO Oo'ﬁl
[uL] [uL] [ul]| [uL] [uL] [uL] [mL] L]
YbpF1 5 1 0 1 1 1 41 50
YbpF2 5 1 0 1 1 1 41 50
YbpR1 5 0 1 1 1 1 41 50
YbpR2 5 0 1 1 1 1 41 50
ObpF1 5 1 0 1 1 1 41 50
ObpF2 5 1 0 1 1 1 41 50
ObpR1 5 0 1 1 1 1 41 50
ObpR2 5 0 1 1 1 1 41 50
BM 5 1 1 1 1 0 41 50
Ybp 5 0 0 1 1 1 42 50
Obp 5 0 0 1 1 1 42 50

Oznaczenia — description:

Y — DNA szczepu Y. lipolytica A-101, DNA of Y. lipolytica A-101 strain

O — DNA szczepu V. lipolytica A-101.1.31, DNA of Y. lipolytica A-101.1.31 strain

R — primer RmtCS1

F — primer RmtCS1

BM - PCR bez matrycy DNA; PCR without DNA template

bp — PCR bez primeréw, PCR without primers

1, 2 — numer powtorzenia préby, number of sample repetition

Przyktadowy odczyt, example of sample descritption :

ObpF2 =PCRdla Y. lipolytica A-101.1.31 bez primera FmtCS1, drugie powt6rzenie
=PCR of Y. lipolytica A-101.1.31 without primerFMTCS1, second repetition
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6.5.6. Analiza Restrykcyjna Produktow PCR

Analize restrykcyjna produktu amplifikacji DNA drozdzy S cerevisiae przeprowa-
dzono dla 20 uL roztworu DNA po PCR, a dla produktow amplifikacji DNA z
Y. lipolytica A-101 dla poszczegolnych frakcji rozdzielonych w elektroforezie. Ze
wzgledu na zbyt mata ilos¢ materiatu z pojedynczej elektroforezy materiat do analizy
poddano zageszczeniu, poprzez wytracanie DNA z powtorzen PCR, a nastepnie rozdzie-
lano na zelu o niskiej temperaturze uptynnienia.

Skiadniki do analizy restrykcyjne:— — Eco Rl — 1 puL (firmy BOEHRINGER MAIN-
HAMER, 10U/ pL); SURE/Cut Buffor H — 2,3 uL (firmy BOEHRINGER MAINHA-
MER, 10U/ uL); roztwor DNA do restrykcji — 20 pL. Inkubacje prowadzono w 37°C
przez 2,5 godziny. Produkty trawienia wizualizowano elektroforetycznie.

6.5.7. Oznaczenie sekwencji genu

Sekwencja fragmentu genu SC ostata oznaczona w Pracowni Sekwencjonowania
DNA i Syntezy Oligonukleotydow, Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.
Sekwencjonowanie przeprowadzono w aparacie Genetic Analyzer ABI 310 firmy Per-
kin-Elmer. Wyniki sekwencjonowania otrzymano w postaci plikéw komputerowych
odczytanych przy pomocy programu Chromas.

6.5.8. Bazy danych i oprogramowanie komputerowe

W badaniach korzystano z nastgpujacych baz danych PDB, Swiss Prot, Stanford Ge-
nomic Center oraz z dostepnych na ich stronach programéw (np. BioEdit, Fasta, Blasta).
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STUDY OF ACETATE UTILISATION AND CITRATE
SECRETION BY YARROWIA LIPOLYTICA YEAST

Summary

The studies of the metabolism of Yarrowia lipolytica yeast have emerged as a conse-
guence of researches conducted for over ten years at the Department of Biotechnology
and Food Microbiology. It mainly concerned the application of that species for citric acid
(CA) production. From technological point of view, strains A-101.1.31 and
A-101.1.31.K1 are the most adequate because of their ability to accumulate CA almost
without isocitric acid. They are stable during storage process as well. Both strains are
acetate mutants (acu’), not able to utilise acetate as a sole carbon source. Those strains, as
well as the parent strain (A-101) and another mutant (A-101.1.22), were not an object of
any previous studies of the activity of the key enzymes of CA biosynthesis and genes
encoding those enzymes. No experiments were conducted with those strains on another
metabolic aspect, namely the acetate utilisation by yeast cells.

The purpose of that work was to elucidate the defect leading to the expression of ace-
tate minus phenotype of Y. lipolytica mutants: A-101.1.31 and A-01.1. 31.K1, and to
examine the metabolic interaction allowing to control and influence the CA biosynthesis
by those yeast species.

At the beginning of that work, utilisation of acetate by all tested strains was observed.
The utilisation of the mentioned carbon source by strains A-101.1.31 and
A-1010.1.31.K1 (acu” mutants) was possible because of the addition of glucose to ace-
tate containing growth medium. A minimal dose of glucose needed for the induction of
acetate utilisation by acu” mutants was 0,01%. Ethanol as the supplementary carbon
source had not only any induction effect on acetate consumption but also stopped the
yeast growth. The clear differences in the specific growth rate in the medium with glu-
cose, with glucose and acetate or with acetate shown for the parent strain A-101 and for
the revertant A-101.1.22 confirm the metabolic and also genetic difference between those
two strains.

In subsequent studies, it was shown that the genetic defect leading to the phenotype
of acu” mutants was connected with non-utilisation of alkanes, oils, short chain carbox-
ylic acids, L-arabinose, betaine, glycine, serine, leucine, lysine and, in case of the strain
A-101.1.31.K1, with mesoinositol. The defect did not concern : the acetate uptake,
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enzymes of gluconeogenesis, citrate syntase (SC), isocitrate dehydrogenase (ICDH),
aconitase (HA), and isocitrate lyase (ICL). Hence, the genetic damage is situated outside
the genes encoding the enzymes cited above.

Results concerning the ICDH activity demonstrated that the highest degree of purity
of CA biosynthesis by acu” mutants was connected with low activity of that enzyme.
ICDH activity was influenced by the oxygenation level of culture medium: at low
oxygenation two times lower activity of ICDH was observed. Low ICDH activity was
not only the cause of the lower isocitrate concentration, but also of the metabolic
changes determining the beginning of CA secretion by the cell at the first stage of
process.

Concerning the activity of key enzyme of CA biosynthesis: citrate synthase (SC), it
was shown its activity depends on the concentration of ammonium ion present in the
medium. The process of continuous biosynthesis of CA should be supplemented by ap-
proximately Immol/L/h of ammonium. However, that enrichment does not assure a good
and long term stability of acid secretion activity of yeast cells. One of the reason of ob-
served productivity diminution could be connected with the change of the metabolic
contribution of isoenzymes of SC occurring in the mitochondria and peroxysomes. In
Y. lipolytica cells five fragments of genes were amplified with primers flanking the active
site of SC encoded by CIT1, the gene encoding one of three SC isoenzymes present in
Saccharomyces cerevisiae.

Further results analysis, concerning CA concentration inside and outside the cell,
demonstrated an active secretion of that acid, what directly lead to its overproduction.
This active secretion determines the ability of the strains to a total uptake of glucose from
the medium. The strain ATCC 32 338A, which is not able to accumulate CA, was not
capable to use more than 50% of glucose contained in the culture medium. A linear
correlation between the amount of secreted CA and the amount of utilised glucose by 1 g
of yeast biomass was shown. However, the example of biosynthesis of CA by the mutant
A-101.1.31 showed that the dynamics of glucose consumption and the specific citric acid
production rate changed during the long-time process.

The presence of two glucose transport systems was obseved in the cells of studied
strains of Y. lipolytica. One with high affinity (K,,= 0,64-1,9mM) and the second one
with low affinity (Ky =~20mM ). The affinity of cells for acetate utilisation was low as
well (K, =152-158mM).

Summarising, the results obtained in the studies concerning both mutually connected
and reciprocally supplementing problems formulated as the aim of that work, have led to
a multilateral characterisation of four strains of Y. lipolytica: A-101, A-101.1.31,
A-101.1.31.K1 and A-101.1.22.
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