STRESZCZENIE

W ostatnich dziesigcioleciach zaobserwowa¢ mozna odwrotng korelacje miedzy
wyczerpujagcymi si¢ ztozami paliw kopalnych a wzrastajgcym na nie zapotrzebowaniem.
Zasadnym staje si¢ wiec poszukiwanie alternatywnych zrodel energii, tym bardziej, ze ceny
paliw z roku na rok wzrastaja, a bezpieczenstwo energetyczne z kazdym dniem staje si¢ coraz
mniejsze. Z uwagi na powyzsze zwigksza si¢ zainteresowanie wykorzystaniem surowcoOw
naturalnych (w tym biomasy) jako niemalze niewyczerpalnego zrédta paliw odnawialnych.
Jednak aby biomasa stata si¢ wydajnym zrodlem energii nalezy w maksymalny sposob
wykorzystaé potencjat cukrow bedacych jej komponentami. Efektywna alkoholowa
fermentacja zarowno pigciocukrow jak i szeSciocukrow prowadzona przez drozdze jest
niezbedna do osiggniecia maksymalnej wydajnosci produkcji etanolu z hydrolizatow
lignocelulozowych.

Biomasa roslinna zawiera ok. 75% wielocukréw, a wigc stanowi bogate ich zrddto.
Lignoceluloza sktada si¢ z trzech podstawowych komponentow: celulozy, ligniny oraz
hemicelulozy. Celuloza jest homopolisacharydem glukozy, lub tez bardziej precyzyjnie
B-D-glukopiranozy, utozonym w powtarzajace si¢ jednostki celobiozy. Lignina — to
aromatyczny heteropolimer syntetyzowany z fenylopropanoidowych prekursorow. Natomiast
hemiceluloza stanowi rozgatezione heteropolisacharydy ztozone z heksoz, pentoz oraz kwasow
uronowych. Proporcje monosacharydow uzyskiwanych z hydrolizatow hemicelulozowych
r6znig si¢ w zaleznos$ci od surowca oraz procedury jego hydrolizy z tym, ze gtownym cukrem
wiekszosci hemiceluloz jest pentoza — ksyloza. Wspomnie¢ jednak nalezy, iz przeksztatcenie
lignocelulozy do etanolu jest znacznie bardziej skomplikowanym procesem niz produkcja
etanolu z surowcow takich jak trzcina cukrowa, buraki czy tez ziarna pszenicy.

Obecnie w fabrykach pilotazowych, fermentacje cukréw pochodzacych z surowych
materiatow prowadzi si¢ w wykorzystaniem drozdzy Saccharomyces cerevisieae. Jednak
negatywng cechg tych mikroorganizmow jest ich naturalna zdolno$¢ do fermentacji jedynie
heksoz, nie wykorzystuja one wigc ogromnego bogactwa pentoz zawartego w biomasie.
Dlatego tez w$réd naukowcow istnieje zainteresowanie réwniez innymi mikroorganizmami,
jak bakterie (Escherichia coli, Zymomonas mobilis) oraz drozdze (Pichia stipitis, Hansenula
polymorpha). Jednoczes$nie uczeni skupiajacy si¢ na tych alternatywnych mikroorganizmach,
doktadaja staran majacych na celu skonstruowanie szczepow, ktore zdolne bylyby nie tylko
do maksymalnego wykorzystania obfitosci cukrow zawartego w lignocelulozie, ale
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lignocelulozy do etanolu problematycznym jest proces hydrolizy (z uwagi na niskie koszty, jest
to czesto hydroliza kwasowa), w wyniku ktorej ok. 30% cukrow przeksztatcanych jest do
furfuralu  oraz  5-hydroksymetylofurfuralu. ~Akumulacja tychze cukrow prowadzi
do zmniejszenia produkcji etanolu o okolo 30% oraz znaczacego hamowania procesOw
fermentacji. Natomiast w przypadku hydrolizy enzymatycznej, jednocukry, b¢dace koncowymi
produktami hydrolizy hamuja aktywno$¢ enzymatyczng celulaz i hemicelulaz, dlatego w celu
kompletnej hydrolizy wielocukrow lignocelulozy, uwalniane cukry powinny by¢ bezposrednio
(W tym samym zbiorniku) przeksztalcane przez organizmy fermentujace do etanolu
(tzw. proces jednoczesnego scukrzania i fermentacji, SSF). Jednakze proces ten wymaga
prowadzenia w wysokich temperaturach, optymalnych dla aktywnosci celulaz i hemicelulaz
(ok. 50°C), dlatego jedynie organizmy termotolerancyjne moga wytrzymac taki rezim
temperaturowy, nalezg do nich jedne z najbardziej termotolerancyjnych - drozdze Hansenula
polymorpha. Kolejnym jednak problemem jest fakt, iz dziki szczep tych drozdzy zdolny jest do
produkcji jedynie 0,5 g/L etanolu z ksylozy.

Dlatego tez, celem niniejszej rozprawy bylo skonstruowanie z wykorzystaniem metod
inzynierii metabolicznej oraz klasycznej selekcji szczepow drozdzy H. polymorpha zdolnych
do zwigkszonej produkcji etanolu z ksylozy w podwyzszonych temperaturach.

Pierwszym etapem badan byla nadekspresja genéw zwigzanych z metabolizmem
ksylozy, a wigc genow XYL1m, XYL2, XYL3 oraz PDC1 kodujacych kolejno zmodyfikowang
reduktaze ksylozy, dehydrogenazg ksylitolu, kinaz¢ ksylulozy oraz dekardoksylaze
pirogronianowg. Jako tlo genetyczne wybrano otrzymanego w wyniku mutagenezy
promieniowaniem UV mutanta 2EtOH-, charakteryzujacego si¢ zwiekszona produkcja etanolu
z ksylozy w porownaniu ze szczepem dzikim. Po wprowadzeniu powyzszych modyfikacji
najlepszy producent etanolu z ksylozy produkowat ok. 7,5 g/L z ksylozy, podczas gdy szczep
2EtOH" jedynie 2 g/L. Okazalo si¢, ze wplyw nadekspresji genu XYL3 na alkoholowga
fermentacje ksylozy jest wickszy niz wplyw nadekspresji genu PDC1. Nie wykluczone,
ze nadekspresja genu PDC1 na tle nadekspresji trzech genow poczatkowego katabolizmu
ksylozy zmniejsza maksymalny poziom ich transkrypcji, zwlaszcza transkrypcji genu XYL3,
a aktywnos$¢ produktu tego genu, kodujacego enzym ksylulokinazg, moze by¢ limitujacym
etapem w produkcji etanolu.

Jednak otrzymane w ten sposob szczepy w dalszym ciggu nie moglyby staé si¢
konkurencyjnymi dla szczepoéw S. cerevisie pod wzglgdem ilosci produkowanego etanolu.
Kolejnym wigc etapem bylta selekcja, szczepow, otrzymanych na wcze$niejszym etapie prac,
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przeciwnowotworowym, charakteryzowanym jako inhibitor gléwnych enzymoéw szlaku
glikolitycznego. W zwigzku z powyzszym zatozono, iz szczepy oporne wzgledem tego zwigzku
powinny wykazywaé zwigkszong aktywno$¢ enzymow glikolitycznych, a tym samym
charakteryzowac si¢ zwigkszong produkcja etanolu. Maksymalna ilo$¢ etanolu produkowanego
z ksylozy przez szczepy otrzymane po selekcji na 3-BrPA to ok. 10 g/l w temp. 45°C.
Efektywnos¢ alkoholowej fermentacji ksylozy w podwyzszonej temperaturze w przypadku
wykorzystania metod inzynierii metabolicznej oraz klasycznej selekcji wzrosta 25-krotnie
w porownaniu do szczepu dzikiego.

Poszukiwano jednak w dalszym ciggu kolejnych drog polepszenia produkcji etanolu
z tego najbardziej obfitego, wsrdd pentoz zawartych w lignocelulozie, cukru. Wtedy
to zdecydowano si¢ na delecje genu CATS8, bedacego globalnych czynnikiem transkrypcji,
odpowiedzialnym roéwnocze$nie za transkrypcje gendéw zwigzanych z glukoneogeneza
u drozdzy S. cerevisiae. Zatozono, ze jesli rola tego czynnika transkrypcji jest podobna
u drozdzy H. polymorpha, to defekt glukoneogenezy bedzie sprzyjat aktywacji odwrotnego
procesu — fermentacji alkoholowe;j. Ustalono, iz ortolog genu CAT8 H. polymorpha wykazuje
31% identycznos$ci i 53% podobienstwa do genu CAT8 S. cerevisiae. Zdecydowano si¢ na
delecj¢ tego genu w tle szczepu dzikiego NCYC 495 leu 1-1 drozdzy H. polymorpha oraz
najlepszego wyizolowanego wskutek selekcji na 3-BrPA szczepu. Zaréwno delecyjny szczep
wyizolowany w tle szczepu dzikiego jak i szczepu o juz zwigkszonej produkcji etanolu,
charakteryzowaty si¢ zwigkszong produkcja etanolu z ksylozy, warto$ci te wynosilty
0,78 g/L (dla szczepu NCYC/ACAT8) oraz 125 g¢/L (dla szczepu
2EtOH/XYL1Im/XYL2/XYL3/BrPA/ACAT8), co jednoczesnie oznacza, ze wartosci
te s3 wyzsze odpowiednio 0 40% 1 30% w pordwnaniu do szczepdw wyjsciowych. Probowano
okresli¢ jakich zmian w genomie drozdzy H. polymorpha dokonata delecja genu CATS.
Okazuje sig¢, ze u drozdzy S. cerevisiae czynnik transkrypcyjny CAT8 kontroluje ok. 200 genéw
zaangazowanych w szlaki centralnego metabolizmu w tym kilka czynnikéw transkrypcyjnych.
Z przeprowadzonych eksperymentow mozna wnioskowaé, ze u drozdzy H. polymorpha
regulacja glukoneogenezy odbywa si¢ inaczej, niz u S. cerevisiae. Nie mozna wykluczy¢,
ze udrozdzy H. polymorpha centralng role w regulacji glukoneogenezy odgrywa inny niz CAT8
gen kodujacy aktywator transkrypcji. OdpowiedZ na pytanie jaki charakter zmian przyniosta
delecja genu CAT8 mogtaby przynie$¢ calogenomowa analiza transkryptomu, stad tez wcigz

pozostaje pole dalszego rozwoju badan.



Wrciaz istnieje szereg niezbadanych proceséw, szlakow regulatorowych, zalezno$ci
wystepujacych w komorce, a takze ich wzajemnego wyplywu na siebie, otwiera to furtke do

kolejnych rozwazan.



