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1.Wstep

kwasowosci krajowych owocow stosowanych do produkcji win, decyduje
Oobecnoéc’ trzech kwaséw organicznych: kwasu jabtkowego, winowego

i cytrynowego, wystepujgcych w ilosciach zaleznych od gatunku owocéw,
runkéw klimatycznych i czynnikéw Srodowiskowych.

Wysoka kwasowosé win owocowych spowodowana jest gtéwnie nadmiarem
kwasu jabtkowego w surowcu, a zatem aby poprawi¢ smak oraz trwato$é
produktu, konieczne jest obnizenie stezenia tego kwasu w moszczach tub
gotowych winach. Mozna to osiggnaé przez rozcienczanie i kupazowanie mo-
szczéw (mieszanie moszczOw o0 rdoznej kwasowosci), na drodze neutratizacji
chemicznej lub tez wykorzystujac fermentacje jabtczanowo-mleczanowa.

Korekta kwasowosci przez rozcienczanie i kupazowanie moszczoéw prowadzi
do uzyskania win o niepetnym smaku i barwie (1). Metody chemiczne, polega-
jace zwykle na wigzaniu kwasu jabtkowego weglanem wapniowym lub potaso-
wym, powodujg straty zwigzkow garbnikowych i pogtebienie barwy win (2,3).

Obnizenie zawartosci kwasu jabtkowego, przeksztatcanego do kwasu mle-
kowego w procesie fermentacji jabtczanowo-mleczanowej prowadzonej przez
bakterie Leuconostoc oenos, jest utrudnione przy zbyt wysokiej zawartosci
kwasow i wymaga wstepnej chemicznej korekty pH oraz niskiej zawartos$ci
d™Maitlenku siarki w moszczach (1,2); ponadto otrzymane wina czesto w>"kazuja
zmiane barwy spowodowang procesami oksydacji.
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Prowadzone sa réwniez badania nad zastosowaniem drozdzy rozszczepko-
wych Schizosaccharomyces pombe do utylizacji kwasu jabtkowego w mosz-
czach i winach gronowych (4-7). Drozdze te prowadzag konwersje kwasu jabt-
kowego do etanolu réwnolegle z fermentacjg gtéwna, a jednoczesnie chara-
kteryzuja sie duzg tolerancjg na wysoka kwasowos$¢ i zawartos¢ SO2 w pod-
tozu fermentacyjnym. Ich wykorzystanie w winiarstwie limituje tworzenie sie
niepozadanego posmaku i aromatu, powodowanego przez w3dworzony siarko-
wodoér oraz zmienny stopien degradacji kwasu jabtkowego (2,4,5). Wina o pra-
widtowych wiasciwosciach uzyskuje sie, wéwczas gdy fermentacja prowadzona
przez drozdze winiarskie poprzedzona jest odkwaszaniem przy udziale drozdzy
S. pombe (5,7,8), co wymaga dodatkowych zabiegéw technologicznych (1,2,7)
i powoduje zwigkszenie kosztow procesu. Stosowanie w procesach fermenta-
cyjnych mieszanych populacji drozdzy winiarskich i rozszczepkowych nie da-
wato zadowalajacych rezultatow ze wzgledu na mata ilo$¢ drozdzy Schizosac-
charomyces, spowodowang znacznie wieksza szybkoscig wzrostu drozdzy Sac-
charomyces (5,9).

2. Metabolizm kwasu jabtkowego u drozdzy
Schizosoccharomyces pombe

Juz w 1963 r. Mayer i Temperli (10) sformutowali hipoteze wyjasniajaca
tlenowy i beztlenowy rozktad kwasu jabtkowego prowadzony przez drozdze S.
pombe. Zaktadano, ze w warunkach ttenowych L-jablczan moze utegac cal-
kowitej oksydatywnej dekarboksylacji do CO2 i H20 wedtug sumarycznego
réwnania:

HOOC-CH2 HCOH-COOH + 302 4C0O2 + 3H20

dekarboksylujaca

Autorzy sugerowati, ze w warunkach anaerobowych degradacja kwasu L-
jabtkowego prowadzona jest na drodze 1,4-dekarboksylacji do etanolu i CO2
(rys. la).

Dalsze badania Temperli'ego i wsp. (11) doprowadzity do wyizolowania
z komodrek S. pombe dehydrogenazy L-jabtczanowej dekarboksylujacej [malic
enzyme, EC 1.1.1.38), zaleznej od NAD i wymagajacej Mn”~+jako kofaktora.
W 1976 r. Heer i wsp. (12) stwierdzili u tych drozdzy obecnos¢ czterech
roznych izoenzymoéw dehydrogenazy jabiczanowej (EC 1.1.1.37), co dowodzi
wystepowania alternatywnych szlakéw degradacji kwasu L-jabtkowego (rys. 1,
droga b, c).

Rezultaty badan widm spektroskopowych (NMR) produktéw przemian kwa-
su L-jabtkowego, znakowanego deuterem w komoérkach spoczynkowych S.
pombe, wskazujg na degradacje tego kwasu do etanotu na drodze dwukrotnej
dekarboksylacji, a nastepnie redukcji aldehydu octowego (13) (rys. Ib lub c).
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Co,

Rys. 1. l'iawdopodobne drogi beztlenowego rozkiadu kwasu jabtkowego przez drozdze S. po-
mbe. ME — malic enzyme, MDH — dehydrogenaza jabtczanowa, PDC — dekarboksylaza piro-
gronianowa, ADH — dehydrogenaza alkoholowa, A — akceptor wodoru.

Badania z mutantami drozdzy rozszczepkowych defektywnych pod wzgle-
dem utylizacji kwasu jabtkowego {mutanty mau) (14) wskazuja, ze ,,enzym
jabtczanowy” odgrywa gtdéwng role w metabolizmie zaréwno w warunkach
tlenowych, jak i beztlenowych. Mutanty takie utylizowaty 10-30% kwasu jabt-
kowego zawartego w podtozu, jedynie w warunkach tlenowych, nie wykazujac
uzdolnien do degradacji anaerobowej, co moze by¢ zwigzane z zanikiem
aktywnosci dehydrogenazy jabitczanowej (MDH) w nieobecnosci tlenu. Nie
otrzymano jednak jednoznacznych dtmych, pozwalajgcych na wykluczenie
kwasu szczawiooctowego ze szlaku degradacji jabtczanu (droga c, rys. 1).

Enzym jabiczanowy (ME) zalezny od NAD lub NADP zostat znaleziony
u grzybéw z rodzaju Aspergillus (15), drozdzy Rhodotonila sp. (16), Hansenula
anomala (17,18,19), Saccharomyces bailii (20), Saccharomyces cerevisiae
(21,22) oraz u bakterii Escherichia coli (23). Drozdze S. pombe sag jednakze
o tyle unikatowe, ze degradacje kwasu jabtkowego prowadza wytacznie w obec-
nosci NAD, i to zarowno w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych. Ponadto
kwas jabtkowy nie moze by¢ wykorzystywany przez drozdze S. pombe jako
jedyne zrdédto wegla, a proces jego rozkladu uwarunkowany jest obecnoscig
glukozy lub innych metabolitéw posrednich (14).
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Taillander i wsp. (6) nie znajdujg jednak Scistego zwiazku pomiedzy de-
gradacjg jabtczanu oraz wykorzystaniem glukozy i wzrostem komoérek. Ob-
serwowano rozktad kwasu jabtkowego przez komoérki spoczynkowe S. pombe
w nieobecnosci cukru w podtozu hodowlanym, przy zmniejszajacej sie zywot-
nosci komoérek drozdzy. Badania te wskazuja, ze kwas jabtkowy jest odpo-
wiedzialny za utrate aktywnosci komoérek. Fakt ten potwierdzajg wczesniejsze
badania (10,24,25), wykluczajace jabtczan jako zrédto energii i jedyne zrédio
wegla. ROwnoczesnie aktywnos¢ odkwaszania nie jest bezposrednio zwigzana
z iloscig metabolizowanego cukru, lecz z iloscig i zywotnoscig komorek (26).
Mozna zatem przypuszczaé, ze metabolizm kwasu jabtkowego u S. pombe
wymaga energii, a w przypadku jej braku w procesie odkwaszania sg zuzy-
wane jej zapasy, skutkiem czego limitowane sg inne procesy zyciowe i obniza
sie zywotnos¢ komorek.

Rola kwasu jabtkowego w metabolizmie drozdzy rozszczepkowych nie zo-
stata dotychczas w peini wyjasniona. Queiroz i Pareilleux (27) w przeprowa-
dzonych badaniach wskazuja, ze jabtczan moze by¢ aktywniej asymilowany
do biomasy w warunkach tlenowych. W obecnosci tlenu wejscie jabtczanu
do cyklu Krebsa moze przyczyni¢ sie zarOwno do tworzenia metabolitéw po-
$rednich, jak i katabolicznej produkcji energii, co w rezultacie powoduje
wzrost wydajnosci biomasy. Autorzy wykluczajg role jabtczanu jako pomoc-
niczego zrdédta energii w warunkach beztlenowych.

Transportowi jabtczanu i innych kwaséw dwukarboksylowych cyklu Krebsa
do komoérek organizmow eukariotycznych poswiecono znacznie mniej uwagi
w poréwnaniu z badaniem uktadéw transportujgcych aminokwasy i weglowo-
dany (28,29). Transport jabtczanu badano u Candida sphaenca (30) i Hanse-
nula anomala (17), stwierdzajgc, ze w tych organizmach ma on charakter jed-
nokierunkowy, podobnie jak w przypadku fumaranu i bursztynianu. Opisane
w literaturze systemy transportujace te kwasy organiczne okres$lono jako indu-
kowane, podlegajace represji katabolicznej symportu: proton-kwas dwukarbo-
ksylowy. Niezdysocjowane kwasy dwukarboksylowe wnikajg do komoérki na dro-
dze dyfuzji prostej. W badaniach kinetyki transportu L-jabtczanu u S. pombe (31)
wskazuje sie na obecnos¢ w transportujgcym systemie, nosnikéw posrednicza-
cych o naturze biatkowej. Hamowanie przenoszenia jabtczanu w obecnosci in-
hibitoréw akumulacji energii sugeruje, ze jest on energetycznie zalezny, a zatem
jest to transport aktywny, podobnie jak w przypadku transportu innych me-
tabolitéw posrednich cyklu kwaséw tréjkarboksylowych, np. u bakterii Rhiso-
bium leguminosanim (32) i Salmonella typhimurium (33). Uwzgledniajac niezdol-
nos¢ S. pombe do wykorzystywania jabtczanu jako jedynego zrédia wegla i ko-
nieczno$¢ obecnosci innego zrodia energii w podtozu, mozna wnioskowag, ze
glukoza lub inne metabolity posrednie odgrywajg znaczaca role w dostarczaniu
ATP zuzywanego do transportu tego kwasu. Poréwnanie ukladéw transportu-
jacych kwasy cyklu Krebsa réznych organizméw (31-34) prowadzi do wniosku,
ze istniejg roznice w mechanizmie genetycznej regulacji wykorzystania jabtczanu.

Konstytut}rwna utylizacja jabtczanu u S. pombe moze przebiega¢ poprzez
indukcje jego akumulacji wewnatrz komoérek, podobnie jak cytrynianu u ba-
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Rys. 2. Beztlenowy rozkiad kwasu jabtkowego przez drozdze S. cerevisiae.

kterii (35), lub tez obecnos¢ glukozy w podtozu moze wywot}rwac ekspresje
gendéw transportu jabtczanu.

3. Metabolizm kwasu jabtkowego u drozdzy z rodzaju
Saccharomyces

Ze wzgledu na istotny wptyw kwasu jabtkowego na wiasciwosci organo-
leptyczne win, szlak jego rozktadu przez fermentujace drozdze winiarskie od
dawna wzbudza zainteresowanie. Drozdze S. cerevisiae w warunkach beztle-
nowych rozktadajg niewielkie ilosci kwasu jabitkowego, obecnego w podtozu
fermentacyjnym. Zaleznie od szczepu stopien degradacji jabtczanu waha sie
od 0 do 33% (22,36). W drozdzach winiarskich stwierdzono obecnos$¢ dehy-
drogenazy L-jabtczanowej dekarboksylujacej (EC 1.1.1.38 lub 40 — malic en-
zyme) oraz dehydrogena2” L-jabiczanowej (EC 1.1.1.37) (22,23). Aktywnos¢
pierwszego enzymu zalezy od NAD lub NADP oraz jonéw Mn2+. W warunkach
beztlenowych powoduje on u drozdzy S. cerevisiae rozktad kwasu jabtkowego
do pirogronowego, ktory jest dalej metabolizowany do etanolu i CO2 dzieki
sukcesywnej dziatalnosci dekarboksylazy pirogronianowej i dehydrogenazy al-
koholowej (22) (rys. 2). Niewielki stopien rozkiadu kwasu L-jabtkowego przez
drozdze S. cerevisiae moze by¢ wynikiem szczeg6lnie niskiego powinowactwa
dehydrogenazy L-jabtczanowej dekarboksylujgcej, do tego substratu, ktére
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jest ok. 15-krotnie nizsze niz u drozdzy S. pombe (20).

W badaniach wskazuje sie na rézne wiasciwosci enzymu jabltczanowego
[malic enzyme), zaleznie od gatunku drozdzy z rodzaju Saccharomyces. W od-
roznieniu od czesSciowej degradacji jabtczanu przez drozdze winiarskie S. ce-

revisiae, u drozdzy S. bailii — znanych jako osmotolerancyjne, izolowane
ze skoncentrowanych sokéw owocowych oraz wysokostodzonych produktéw
zywnosciowych (37) — moze on by¢é catkowicie metabolizowany w warun-

kach anaerobowych (20,38). ,,Enzym jabtczanowy” S. bailii charakteryzowat
sie ok. 20-krotnie wyzszg akt3rwnosciag w poréwnaniu z enzymem drozdzy
S. cerevisiae i zblizong do aktywnos$ci enzymu S. pombe. Enzymy S. bailii
i S. cerevisiae nie sg indukowane, majg optymalne pH dzialania bliskie obo-
jetnemu oraz sag bardzo labilne w procesie oczyszczania. Oba enzymy dziatajg
przy udziale NAD lub NADP, jednakze koenzymem faworyzowanym jest NAD
(20). Istotng réznice stanowi zapotrzebowanie na jony manganu. Malic en-
zyme S. cerevisiae jest uzalezniony od Mn2+, podczas gdy enzym ten u S. bailii
moze funkcjonowaé bez jonébw Mn2+, ktorych obecno$¢ jedynie zwieksza
aktywnos¢ w metabolizmie beztlenowym jabtczanu (20,38). Powinowactwo
enzymu jabiczanowego S. bailii do substratu i koenzymu jest pieciokrotnie
wieksze niz dla enzymu S. cerevisiae. Enzym jabiczanowy drozdzy winiar-
skich jest enzymem dwufunkcyjn3mi, przemieniajagcym zaréwno jabtczan jak
i szczawiooctan, podczas gdy enzym S. bailii nie dekarboksyluje szczawio-
octanu (38).

Zaréwno dla drozdzy S. cerevisiae, jak i S. bailii kwas jabtkowy nie moze
stanowi¢ jedynego zrédia wegla w warunkach tlenowych i beztlenowych, a je-
go rozkiad warunkowany jest obecnoscia glukozy, podobnie jak u S. pombe.
Komérki S. bailii najaktywniej metabolizuja ten kwas w czasie logarytmicznej
fazy wzrostu (38).

Transport jabtczanu do komoérek S. cerevisiae odbywa sie na drodze dyfuzji
(39), natomiast u S. bailii stwierdzono obecnos$¢ glukozozaleznych biatkowych
nos$nikow jabtczanu. Polgczone dziatanie nosnikéw biatkowych, odpowiedzial-
nych za wysokie stezenie wewnatrzkomérkowe jabtczanu i enzymu jabitcza-
nowego o relatywnie wysokim powinowactwie substratowym, promuje meta-
bolizm L-jablczanu u S. bailii w poréwnaniu z drozdzami winiarskimi (20).

W przemysle fermentacyjnym drozdze S. bailii znane sg jako organizmy
zakazajace, o stabej aktywnosci fermentacyjnej, ktérych rozwéj w winach po-
woduje powstawanie niepozadanych zwigzkéw. Nie jest zatem mozliwe uzycie
drozdzy S. bailii do fermentacji win.

Wykazano réwniez, ze ponad 50 szczepdw z rodzaju Saccharomyces, Sac-
charomycodes i Schizosaccharomyces przy wzroscie w podtozu syntetycznym
wytwarza kwas L-jabtkowy, uwalniajac go w fazie logarytmicznej (40). Ten
niekorzystny proces jest hamowany w winiarstwie przez niski odczyn pH sro-
dowiska (3.00), wysokie (do 55 g/dm”) poczatkowe stezenie glukozy oraz li-
mitacje biotyny w podtozu hodowlanym na poziomie 0,5-1,0 gg/dm” (41).
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4. Konstrukcja szczepdw drozdzy winiarskich
utylizujqcych kwas jabtkowy

Poznanie mechanizméw degradacji kwasu L-jabtkowego przez drozdze roz-
szczepkowe i winiarskie umozliwia konstrukcje szczepu, ktory bedzie taczyt
cechy biochemiczne i technologiczne tych drozdzy.

Wyniki badarn nad mutantami drozdzy S. pombe, u ktérych nie wykazano
obecnosci enzymu jabtczanowego sugeruja, ze jest on kodowany przez poje-
dynczy gen strukturalny (14). Wystepowanie tych mutantéw pozwala na prze-
prowadzenie eksperymentéw, w ktérych gen mégtby by¢ sktonowany, co po-
zwolitoby na okreslenie jego elementéw regulatorowych i strukturalnych na
poziomie nukleotyddéw. Rysuje sie zatem mozliwos¢ transformacji i ekspresji
genu enzymu jabtczanowego S. pombe, odpowiedzialnego za fermentacje jabt-
czanowo-etanolowa, w postaci stabilnego plazmidu w przemystowych szcze-
pach drozdzy winiarskich S. cerevisiae.

Podjete préby konstmkcji hybrydoéw drozdzy S. pombe i S. cerevisiae na
drodze fuzji protoplastow w glikolu polietylenowym doprowadzity do uzyskania
mieszancow miedzyrodzajowych, lecz ich stabilno$¢ nie byla zadowalajgca
(42,43). W toku dalszych badan, w wyniku potgczenia haploidalnych aukso-
troficznych szczepéw drozdzy winiarskich i rozszczepkowych, na podtozach
selekcyjnych oprécz duzych kolonii mieszancéw pojawity sie znacznie ticzniej-
sze auksotroficzne mate kolonie ubocznych produktéow fuzji. Po przeprowa-
dzeniu doktadnej analizy tych produktow wykazano, ze ich genom skilada sie
z kompletu chromosoméw S. cerevisiae oraz chromosomu 1l S. pombe (44).
Szczepy drozdzy przydatne do produkcji win oraz degradujgce kwas L-jabt-
kowy otrzymano przez fuzje protoplastéw produktow fuzji powstatych z po-
taczenia sferoplastow S. pombe, kodujacych w pojedynczym genomie ceche
rozkladu L-jabtczanu, oraz drozdzy S. cerevisiae. Trzy nowe hybrydy drozdzy
zostaty wykorzystane w procesie produkcji win do usuniecia nadmiaru kwasu
L-jabtkowego (45).

Miedzyrodzajowe hybrydy otrzymane w wyniku krzyzowania komorek
auksotroficznych diploidéw S. cerevisiae oraz haploidow S. pombe wykazywaty
cechy morfologiczne i niektore fizjologiczne obu szczepoéw rodzicielskich, jed-
nakze w czasie 14 miesiecy przechowywania obserwowano rozdzial mieszan-
céw i pojawienie sie komorek form wyjsciowych (46). Niestabitnos¢ szczepdw
mogta by¢ spowodowana wystgpieniem jedynie plazmogamii w czasie tgczenia
sie komorek, bez zaistnienia kariogamii koniecznej do uzyskania szczepéw
stabilnych pod wzgledem morfologicznym i fizjologicznym.

Z punktu widzenia konstrukcji szczepow drozdzy winiarskich zdolnych do
metabolizowania kwasu L-jabtkowego, jak sie wydaje, korzystne jest przenie-
sienie tej cechy z bakterii prowadzgcych fermentacje jablczanowo-mleczano-
wg. Bakterie miekowe z rodzaju Lactobacillus, Lactococcus lub Pediococcus
prowadzg dekarboksylacje L-jabitczanu do L-mleczanu w obecnos$ci jednego
enzymu [malolactic enzyme] zaleznego od NAD i jondw Mn”+ (47). Wykorzy-
stanie tej whasciwosci bakterii w winiarstwie jest ograniczone wystepowaniem
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Rys. 3. Plazmid pHW2 powstaty przez wigczenie do plazmidu pRC3 5 kb fragmentu klono-
wanego z L. delbrueckii w miejsce Sal i genu opornosci na tetracykline (ciemne linie wskazuja
sekwencje DNA drozdzy).

interakcji synergistycznych i inhibitorowych pomiedzy drozdzami S. cerevisiae
i bakteriami fermentacji mlekowej (48-50).

Gen kodujacy beztlenowa konwersje L-jabtczanu do L-mleczanu, pochodza-
cy z bakterii Lactobacillus delbrueckii (51) i Lactococcus lactis (52) byt klono-
wany i sekwencjonowany. Odpowiednia sekwencja kodujgca DNA bakteryjny,
stanowiaca 5 kb segment, byla kionowana u Escherichia coli w ptazmidzie
pBR322. Wyizotowane kiony E. coli, zawierajgce gen fermentacji jablczanowo-
mleczanowej, byly zdolne do beztlenowego metabolizowania 10% L-jabtczanu,
zawartego w podtozu. Ekspresja w S. cerevisiae zostata osiggnieta przez trans-
fer genu do ptazmidu wahadtowego pHW2 (E. coli — yeast shuttle vector),
zawierajgcego zarowno chromosomainy drozdzowy reptikator arsl, jak i 2-|Lim
ptazmidowy ori reptikacji DNA umozliwiajgcy replikacje w transformowanych
komoérkach drozdzy (51). Mape plazmidu pHW2 przedstawiono na rys. 3.

Transformanty drozdzy w warunkach beztlenowych utylizowaty jedynie nie-
wielkg ilo$¢ L-jabtczanu zawartego w podtozu, podczas gdy szczep kontrotny
L. delbrueckii w tych samych warunkach rozkiadat 16-krotnie wiecej tego
kwasu. Do konstrukcji rekombinanta o praktycznym znaczeniu w przemyste
winiarskim, konieczne jest zwiekszenie ekspresji klonowanego genu w komor-
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kach drozdzy, co wymaga doktadnego poznania czynnikéw regulujacych jego
ekspresje.

Ansanay i wsp. (52) stwierdzili, ze gen enzymu jabtczanowo-mleczanowego,
pochodzacy z L. lactis zawiera jedng otwartg ramke odczytu, kodujgca biatko
0 masie czgsteczkowej 59 kDa o sekwencji aminokwaséw zawartej rowniez
w enzymach jablczanowych, pochodzacych z réznych organizméw. Komorki
bakterii E. coli i drozdzy S. cerevisiae zawierajace ten gen wykazywaty zdolnosé
do konwersji L-jabtczanu do L-mleczanu w warunkach beztlenowych.

W wyniku przeprowadzonych wielokierunkowych prac zmierzajacych do
konstrukcji szczepu drozdzy winiarskich fermentujgcych kwas L-jabtkowy
umozliwione zostato zaréwno poznanie metabolizmu L-jabtczanu, jak réwniez
mechanizmow regulujacych ten proces. Prowadzone eksperymenty dostarcza-
ja informacji uzytecznych w inzynierii genetycznej drozdzy winiarskich, a tak-
ze moga by¢ przydatne w procesach doskonalenia innych organizméw stoso-
wanych w procesach biotechnologicznych.

Wyjasnienie mechanizméw biodegradacji kwasu L-jabtkowego u S. pombe
1 S. cerevisiae umozliwia konstrukcje szczepu mieszancowego tych drozdzy,
ktéry tgczy¢ bedzie cechy biochemiczne i technologiczne.
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Malic acid metabolism by yeasts Schizosaccharomyces and Saccharomyces

Summary

The importance of malic acid degradation by yeasts during winemaking is pointed and me-

tabolic pathways for maloalcoholic fermentation by Schizosaccharomyces and Saccharomyces
and malate transport systems are summarized. Due to methods both of classical genetics and
genetic engineering new strains for industrial fermentation, which may utilize L-malic acid, can
be developed. Yeasts cells are also considered good hosts for cloning the bacterial gene respon-
sible for malolactic fermentation originated from Lactobacillus and Lactococcus.
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