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OPTYMALIZACIJA MUTAGENIZACJI CHEMICZNEJ
DRQZDZY SACCHAROMYCES CEREVISIAE
Z UZYCIEM METANOSULFONIANU ETYLU (EMS)”

OPTIMIZATION OF CHEMICAL MUTAGENESIS
OF YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAE
USING ETHYL METHANESULFONATE (EMS)

Streszczenie. W pracy podj¢to probe optymalizacji metody mutagenizacji chemicznej drozdzy
gorzelniczych Saccharomyces cerevisiae z uzyciem czynnika alkilujacego — metanosulfonianu
etylu (EMS). Przeprowadzono kilka rund mutagenizacji. Za zmienne przyj¢to stgzenie mutagenu
oraz czas ekspozycji na czynnik mutujacy. Optymalne warunki zapewniajace wymagana $mier-
telno$¢ komorek drozdzy osiagnigto w trakcie logarytmicznej fazy wzrostu komérek po podaniu
mutagenu w stezeniu 114,5-137,4 mg/cm?3, przy czasie ekspozycji 60 min. W rezultacie otrzyma-
no kilkadziesigt mutantow drozdzy. Na podstawie testow fermentacyjnych wybrano sposrdd nich
pie¢ wykazujacych wigksza produktywno$¢ objetosciowa etanolu niz szczep wyjsciowy. Uzyska-
ne mutanty poddano skriningowi pod katem ich opornosci na kwas octowy. Stwierdzono, ze
zmutowane komorki drozdzy wykazaty dwa razy wigksza oporno$¢ na kwas niz szczep wyjsciowy.

Stowa kluczowe: drozdze, Saccharomyces cerevisiae, mutagenizacja chemiczna, EMS, produk-
tywnos¢ objetosciowa etanolu (Pv)

“Badania zrealizowano w ramach projektu Programu Badan Stosowanych 1/A8/9/2012:
»Opracowanie innowacyjnej technologii produkcji bioetanolu Il generacji z biomasy sorgo (Sorg-
hum sp.) i miskanta (Miscanthus sp.)”.
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Wstep

Dynamiczny postgp mikrobiologii przemystowej oraz wzrost znaczenia mikroorga-
nizméw jako producentdw zwigzkéw waznych dla przemystu doprowadzity do rozwoju
technik ulepszania dotychczas wykorzystywanych szczepéw drobnoustrojow. Doskona-
lenie pozadanych cech mikroorganizméw jest wazne, poniewaz procesy biotechnolo-
giczne prowadzone z wykorzystaniem dzikich szczepéw wyizolowanych ze srodowiska
naturalnego na ogo6t przebiegaja z wydajnoscia niewystarczajaca, aby ich uzycie na
skalg przemystowa bylo ekonomicznie optacalne. Dla maksymalnego wykorzystania
potencjalu biotechnologicznego drobnoustrojow stosuje si¢ modyfikacje genotypu
w celu uzyskania nowych szczepéw przemystowych posiadajgcych takie pozadane
cechy, jak zwigkszona produktywnos¢ oraz opornosci na stresy srodowiskowe wywota-
ne wyzsza temperaturg badz obecnoscig toksyn. Modyfikacje genotypu szczepu macie-
rzystego prowadzi si¢ na drodze mutagenezy indukowanej in vivo z wykorzystaniem
réznych czynnikow wywotujacych okreslone, trwale zmiany w genomowym DNA.

W ostatnich latach zauwazalny jest wzrost znaczenia konwersji biomasy do bioeta-
nolu, bedacego paliwem alternatywnym wobec paliw kopalnych. Drozdze Saccharomy-
ces cerevisiae sa wykorzystywane na duzg skale w powyzszym procesie ze wzgledu na
dobre przystosowanie do warunkdéw przemystowych oraz wysoka wydajno$¢ procesu
fermentacji surowcow bedacych podstawowym zZrodiem skrobi w gorzelnictwie (kuku-
rydza, ziemniaki). Obecnie w celu wykorzystania tanszego surowca, a przez to zwiek-
szenia oplacalnosci ekonomicznej produkeji, rozwoj prac nad technologia wytwarzania
bioetanolu jest skupiony m.in. na przemianie ksylozy w etanol w procesie fermentacji,
na wykorzystaniu celulaz do hydrolizy materiatéw lignocelulozowych oraz na réwno-
czesnej fermentacji etanolowej wraz z hydroliza enzymatyczng (Lin i Tanaka, 2006).
Podstawowa przeszkoda w produkcji bioetanolu metoda jednoczesnej hydrolizy i fermen-
tacji jest roznica pomigdzy optimum temperaturowym dzialania enzymow (45-50°C)
a optymalna temperatura fermentacji drozdzy (35-37°C). Rozbiezno$¢ temperatur tych
dwaéch proceséw, a takze toksyny powstajagce w czasie hydrolizy biomasy roslinnej
(kwas octowy, furfural i jego pochodne) uniemozliwiajg jednoczesne ich przeprowa-
dzenie z wykorzystaniem szczepdw obecnie uzywanych w przemysle (Ballesteros i in.,
2004; Jeffries i in., 2000; Jeffries i Shi, 1999). W celu wykonania optacalnej, jednoczes-
nej hydrolizy i fermentacji biomasy przez drozdze nalezatoby uzyskac taki szczep, ktory
cechowataby dobra wydajno$¢ produkcji alkoholu etylowego w powyzszych warun-
kach. Najbardziej odpowiednia metodg do realizacji tego zamierzenia wydaje si¢ muta-
genizacja chemiczna komoérek drozdzowych in vivo.

W niniejszej pracy drozdze Saccharomyces cerevisae szczepu Ethanol Red zostaly
poddane procesowi mutagenizacji chemicznej metanosulfonianem etylu (EMS). Powo-
duje on przypadkowe, punktowe mutacje poprzez substytucj¢ nukleotydu w tancuchu
DNA (szczegolnie w wyniku alkilacji guaniny). Jest to jeden z najcze$ciej stosowanych
zwigzkow alkilujacych. W literaturze spotkaé mozna wiele doniesien o efektywnym
dziataniu EMS podczas procesu mutagenizacji chemicznej drozdzy Saccharomyces
cerevisiae (Balakumar i in., 2001; Haq i in., 2010; Hou, 2010), stad tez ten witasnie
zwigzek wytypowano jako skuteczny czynnik mutagenny pozwalajacy na otrzymanie
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zmutowanych komorek drozdzy. Uzyskane szczepy poddano testom fermentacyjnym
w celu okreslenia ich wydajnosci produkcji etanolu w stosunku do szczepu wyj$ciowego.

Material i metody

Materiat do badan stanowily drozdze Saccharomyces cerevisiae francuskiej rasy
Ethanol Red (ER) firmy Lesaffre. Mikroorganizm przechowywano na pozywce YPD
z dodatkiem 2-procentowego (w/v) agaru-agaru w temperaturze 4-8°C. Mutagenizacje
chemiczng wykonano czynnikiem mutagennym EMS (Sigma-Aldrich). Hodowle droz-
dzy ER prowadzono na ptynnej pozywce YPD (1-procentowy ekstrakt drozdzowy, 2-
-procentowy pepton, 2-procentowa glukoza) w kolbach Erlenmeyera w temperaturze
30°C przez 16 h. Komorki bedace w fazie logarytmicznego wzrostu (1 x 108 jtk/cm?®)
wirowano, dwukrotnie przemywano woda destylowang, a w dalszej kolejnosci osad
komorek zawieszano w 0,05-molowym buforze fosforanowym (pH 7,0). Nastepnie
dodawano EMS w stezeniu 11,5-137,4 mg/cm® i przeprowadzano mutagenizacje
w czasie 20-60 min, w temperaturze 30°C, w termomikserze (Eppendorf) przy ciggtym
mieszaniu z szybko$cig 350 obr/min. W nastepnej kolejnosci dodano 5-procentowy
roztwor tiosiarczanu sodu w iloéci pozwalajacej na zatrzymanie procesu mutagenizacji
i ponownie dwukrotnie przemywano komorki woda destylowang. Przezywalnos¢ komo-
rek drozdzy okreslano pod mikroskopem po przyzyciowym ich wybarwieniu biekitem
metylenowym. Pozwolito to na wybor dawki EMS optymalnej dla zmniejszenia prze-
zywalno$ci komorek do poziomu okoto 1-3%. Powstate mutanty przechowywano w 20-
-procentowym glicerolu w temperaturze —20°C.

W celu scharakteryzowania powstatych mutantdw poddano je skriningowi w testach
fermentacyjnych, w ktoérych kryterium wyboru stanowila produktywnos$¢ objgtosciowa
etanolu (Pv), wyrazana w gramach na 1 dm® w czasie 24 h, oraz oporno$¢ na kwas oc-
towy. Testy fermentacyjne oceniajace aktywno$¢ fermentacyjng drozdzy prowadzono
w pozywkach YFM (sktad i objetosé: glukoza — 300 g/dm?®, ekstrakt drozdzowy — 3
g/dmd, KH2PO4 — 1 g/dmé, (NH)2SO4 — 3 g/dm?, MgSQy - 7H,0 — 0,5 g/dm?, MnSOy -
7H,0 - 0,1 g/dm?, ZnSO, - 7H,0 - 0,1 g/dm®) w kolbach Erlenmeyera w temperaturze
38°C przez 24 h. Testy skriningowe na opornos¢ drozdzy na toksyczne dziatanie kwasu
octowego prowadzono w pozywce YFM zmodyfikowanej dodatkiem kwasu octowego
w stezeniu 0,05%, 0,1%, 0,15% oraz 0,2% (v/v). Produktywno$¢ objetosciowa etanolu
(Pv) oznaczano za pomocg chromatografii gazowej (GC), stosujac chromatograf Agilent
Technologies, wyposazony w kolumne Phenomen 7HG-G013-11 (30 m x 250 pm x
0,25 um) i detektor FID. Wszystkie eksperymenty wykonano w trzech powtorzeniach.

Wyniki i dyskusja

Na podstawie wynikéw badan wykazano, ze st¢zenie mutagenu w zakresie od 11,5
do 57,3 mg/cm?®, przy zastosowanym czasie ekspozycji na EMS (20, 40 i 60 min), bylo
niewystarczajace do skutecznej mutagenizacji chemicznej drozdzy. Wraz ze wzrostem
stezenia mutagenu zmniejszata si¢ proporcjonalnie liczebnos$¢ zywych komorek, jednak
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nie byta ona mniejsza niz 40%. W przypadku wszystkich trzech czasow ekspozycji przy
stezeniu EMS réwnym 22,9 mg/cm?® zaobserwowano prawie identyczny spadek zywot-
nosci komorek, co sugerowa¢ moglo, ze zdecydowanie wigkszy wptyw na zmiang¢ prze-
zywalno$ci mikroorganizméw miato st¢zenie mutagenu niz czas trwania mutagenizacji.
W dalszych badaniach, przy stezeniu EMS wynoszacym 57,3 mg/cm?, zalezno$¢ ta nie
byta tak jednoznaczna, dlatego w ostatecznosci wybrano 60-minutowy czas trwania
mutagenizacji. Jak si¢ okazato, wytypowane na poczatku badan, na podstawie literatury,
stezenie mutagenu w zakresie do 57,3 mg/cm® bylo niewystarczajace, stad tez zwigk-
szano je do takiego, by odpowiednia $miertelno$¢ zostala osiagnieta. Optymalny efekt
letalny drozdzy, wynoszacy okoto 99%, uzyskano dopiero po zastosowaniu stezenia
EMS na poziomie 114,5-137,4 mg/cm®. Na rysunku 1 przedstawiono przezywalno$é
komoérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae jako funkcje stezenia EMS i czasu ekspo-
Zycji na mutagen.
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Rys. 1. Przezywalno$¢ komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae podczas eks-
pozycji na EMS
Fig. 1. Viability of the yeast cells Saccharomyces cerevisiae during exposure to EMS

Przeprowadzono kilka rund mutagenizacji chemicznej drozdzy gorzelniczych meta-
nosulfonianiem etylu, w wyniku ktorych uzyskano ponad 60 mutantow. Wszystkie
otrzymane mutanty poddano testom skriningowym pod katem produktywnosci obj¢to-
$ciowej etanolu. W wyniku tego postepowania wyselekcjonowano pie¢ mutantéw wy-
kazujacych dwa razy wickszg produktywno$¢ objetosciowa etanolu niz szczep wyj-
$ciowy. Produktywnos$¢ objetosciowa etanolu szczepu wyjsciowego ER wynosita 2,56
g/dm® w czasie 24 h, natomiast produktywno$é¢ najlepszego sposrod uzyskanych mutan-
tow — ponad 5 g/dm® w czasie 24 h (rys. 2).

Z mutantéw wyselekcjonowanych w pierwszym etapie badan skriningowych wyty-
powano dwa szczepy, oznaczone jako M38 i M47, ktére poddano kolejnej procedurze
skriningowej. Jej celem bylo wylonienie mutanta odpornego na kwas octowy. Wybrano
cztery stezenia kwasu octowego: 0,05%, 0,1%, 0,15%, 0,2% (v/v) (rys. 3).



5

Wawro, A., Rzeszutek, A., Bartkowiak, Z., Pieprzyk-Kokocha, D., Grajek, W. (2015). Optymalizacja mutagenizacji
chemicznej drozdzy Saccharomyces cerevisiae z uzyciem metanosulfonianu etylu (EMS). Nauka Przyr. Technol., 9,
3, #34. DOI: 10.17306/J.NPT.2015.3.34

g/dm?
6 —
4 pa— a4y = @
800007
0

ER M33 M38 M47 M48 M54

Rys. 2. Produktywnos¢ objgtosciowa etanolu zmutowanych szcze-
péw w czasie 24 h (ER - szczep wyjsciowy)

Fig. 2. Volumetric ethanol productivity of the mutant strains dur-
ing 24 h (ER - starting strain)
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Rys. 3. Produktywno$¢ objetosciowa etanolu zmutowanych szczepow
w czasie 24 h w obecnosci kwasu octowego (ER — szczep wyjsciowy)

Fig. 3. Volumetric ethanol productivity of the mutant strains during 24 h
in the presence of acetic acid (ER - starting strain)

Stwierdzono, ze ani szczep dziki, ani mutanty nie byly hamowane przez st¢zenie
kwasu octowego w zakresie 0,05-0,1% (v/v), natomiast zaobserwowano wyrazne ha-
mowanie produkcji etanolu w pozywkach zawierajacych 0,15-0,2% (v/v) kwasu octo-
wego. Mimo tego zauwazono, ze oba mutanty charakteryzowaty si¢ dwa razy wigksza
produktywno$cia etanolu niz szczep rodzicielski. Zaobserwowano takze, ze mutant
M38, przy 0,1-procentowym (v/v) stezeniu kwasu octowego, wykazywal nawet cztery
razy wigksza produktywnos¢ etanolu niz mutant M47.

W pismiennictwie naukowym mozna znalez¢ wiele prac po§wigconych mutageniza-
cji chemicznej Saccharomyces cerevisiae, ktorych celem bylo zwickszenie aktywnosci
fermentacyjnej, jak rowniez wzrost odpornosci mikroorganizmow na toksyczne dziata-
nie kwasu octowego. Wazng kwesti¢ stanowi dobér odpowiedniej dawki mutagenu.
Zetterberg (1978), opisujac mechanizm efektu letalnego po przeprowadzonym procesie
mutagenizacji Saccharomyces cerevisiae, stwierdzit, ze o mutantach mozna mowié¢
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wtedy, kiedy $miertelno$¢ komorek miesci si¢ w granicach 95-99%. Hou (2010)
w swoich badaniach stosowat dawke mutagenu na poziomie 4% (v/v) i w wyniku tej
ekspozycji $miertelno$é komorek wyniosta okoto 99%. Badacz uznat ten prog za odpo-
wiedni do otrzymania zmutowanych komorek i uzyskatl mutanty cechujace si¢ zwigk-
szong o blisko 10% w stosunku do szczepu wyj$ciowego produkcja etanolu. Liu i in.
(2011) prowadzili prace w celu otrzymania szczepu charakteryzujacego si¢ wicksza
tolerancja na etanol oraz wysokie ci$nienie osmotyczne. Do mutagenizacji uzyli meta-
nosulfonianu etylu (EMS) w st¢zeniu okoto 4%, ktore doprowadzito do efektu letalnego
wynoszacego ponad 88%.

Mobini-Dehkordi i in. (2008) w swoich badaniach zastosowali dawke mutagenu
EMS na poziomie 57,3 mg/cm?, a koficowa objeto$¢ EMS wyniosta okoto 3% (V/v).
Uzyskali oni mutanty produkujace o niecale 20% wigksza ilo$¢ etanolu niz szczepy
dzikie i odznaczajace si¢ zwickszong tolerancjg na duze stezenia etanolu. Podobne ba-
dania prowadzili Thammasittirong i in. (2013) — oni réwniez uzyskali produkcj¢ etanolu
przez wyselekcjonowane mutanty zwigkszona o blisko 20% w poréwnaniu ze szczepem
rodzicielskim. Inni badacze, Hemmati i in. (2012), podczas mutagenizacji chemicznej
drozdzy stosowali EMS o stezeniu 8% (w/v) i1 uzyskali mutanty produkujace etanol
o wydajnoéci wigkszej niz szczep wyjsciowy o blisko 20%.

Limtong i in. (2000) prowadzili badania na dwoch stezeniach kwasu octowego:
0,5% oraz 1% (v/v). W temperaturze pokojowej 1-procentowe (v/v) st¢zenie kwasu
octowego wptywato inhibitujgco na wszystkie szczepy Saccharomyces cerevisiae. Ste-
zenie kwasu na poziomie 0,5% (v/v) zmniejszyto przezywalnos¢ drozdzy, ale nie miato
wplywu na maksymalne st¢zenie etanolu.

Znany jest fakt synergizmu stresu cieplnego i kwasowego, objawiajacy si¢ tym, ze
przy takim samym pH, ale przy wzrastajacej temperaturze, rosnie $miertelno§¢ komorek
i odwrotnie. Wystepuje zatem zasada pelnej synergii. Lu i in. (2012) badali wptyw
stezenia kwasu octowego w roznych temperaturach na przyrost komoérek drozdzy. Ba-
dacze ci stwierdzili, ze stezenie kwasu octowego na poziomie 0,1, 0,2 oraz 0,3% (v/Vv)
w temperaturze 37°C nie wplynglo na wzrost komoérek oraz na zawartosci etanolu
w brzeczce fermentacyjnej. Podwyzszenie temperatury fermentacji do 40°C przy 0,5-
-procentowym stgzeniu kwasu octowego wplynelo inhibitujgco na wzrost komorek.
Badacze ci uzyskali szczep rekombinowany, ktory w temperaturze 30°C tolerowat 0,8-
-procentowe (v/v) stezenie kwasu octowego.

WhnioskKi

Optymalizacja metody mutagenizacji chemicznej z uzyciem metanosulfonianu etylu
(EMS) pozwolita na otrzymanie kilkudziesieciu mutantéw drozdzy Saccharomyces
cerevisiae, ktore charakteryzowaty sie bardzo dobrg produktywnosciag objetosciows
etanolu, znacznie przewyzszajaca produktywnos¢ szczepu wyjsciowego. Wybrano dwa
najlepsze mutanty, ktére poddano skriningowi na odporno$¢ na kwas octowy. Stwier-
dzono, ze zmutowane komorki charakteryzowaly si¢ dwa razy wigksza produktywno-
$cig etanolu niz szczep wyjSciowy. Wykazano, ze mutant M38 byl zdolny do produkcji
zwiekszonych ilo$ci etanolu w obecnosci 0,1-procentowego (v/v) kwasu octowego.
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OPTIMIZATION OF CHEMICAL MUTAGENESIS
OF YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAE
USING ETHYL METHANESULFONATE (EMS)

Summary. This paper attempts to optimize the methods of chemical mutagenesis of distillers
yeast Saccharomyces cerevisiae using an alkylating agent ethyl methanesulfonate (EMS). Several
rounds of mutagenesis were carried out, mutagen concentration and duration of exposure were
adopted as variables. Optimal conditions required to ensure the death of the yeast cells were
achieved during the log phase of cell, at concentration of mutagen 114.5-137.4 mg/cm? and dur-
ing the mutagenesis duration exposure time 60 min. As a result, several tens of yeast mutants
were obtained. Based on testing of fermentation were selected five mutants characterized by
a higher volumetric ethanol productivity than the starting strain. The obtained mutants were sub-
jected to the screening test for their resistance to acetic acid. It was found that the mutants showed
two times higher resistance to acetic acid than the starting strain.

Key words: yeast, Saccharomyces cerevisiae, chemical mutagenesis, EMS, the volumetric etha-
nol productivity (Pv)
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