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,Konstruowanie szczepow drozdzy Ogataea (Hansenula) polymorpha zdolnych

do efektywnej konwersji glicerolu do etanolu”
Streszczenie:

W obecnym czasie duzym zainteresowaniem cieszy si¢ problem utylizacji odpadowego
glicerolu, powstajacego w wyniku produkcji biodiesla. Z roku na rok produkcja tego biopaliwa
wzrasta, co prowadzi do powstawania duzych ilo$ci zanieczyszczonej gliceryny. Jej oczyszczanie
z powodu wiasciwosci fizyko-chemicznych gliceryny jest zbyt kosztowne. Dlatego tez, tak wazne
jest poszukiwanie lub konstruowanie mikroorganizméw zdolnych do przeksztatcenia odpadowe;j
gliceryny do substancji o wyzszej wartosci, zwlaszcza do etanolu. Dla uzyskania odpowiednich
szczepéw niezbednym aspektem jest poznanie metabolizmu tego zwigzku w komorkach
mikroorganizmow, a zwlaszcza tych, ktore moglyby by¢ wykorzystywane, jako obiecujacy
organizm, potrafigcy konwertowac glicerol do etanolu w podwyzszonej temperaturze, a takze
wykorzystywac metanol, ktory stanowi silne zanieczyszczenie fazy glicerynowej. Niewatpliwie do
takich organizmow nalezy Ogataea (Hansenula) polymorpha. Jednak dzikie szczepy tego gatunku
produkuja zbyt mate ilosci etanolu. Dlatego tez celem niniejszej pracy bylo skonstruowanie
drozdzy zdolnych do efektywnej konwersji glicerolu do etanolu, a takZze zrozumienie i poznanie
procesu przemiany glicerolu w komorkach niekonwencjonalnych drozdzy O. polymorpha,
poznanie funkcji genow kodujacych enzymy odpowiedzialne za katabolizm glicerolu oraz analiza
jednego z produktow tego metabolizmu, jakim jest etanol. Aby osiagnac ten cel, przeprowadzono
nadekspresje genow ADH1 i PDC1, kodujacych odpowiednio dehydrogenaze alkoholowa oraz
dekarboksylaze pirogronianows, odpowiedzialne za synteze etanolu. W drugim etapie
zaplanowano przeprowadzenie nadekspresji genéw GCY1, DAK1, a takze GUT1 i GPD1, kodujace
odpowiednio dehydrogenaze glicerolu, kinaz¢ dihydroksyacetonu, kinaze glicerolu oraz
dehydrogenazg glicerolo-3-fosforanu. Sg to enzymy bioragce udzial na poczatkowych etapach
dwoch szlakow katabolizmu glicerolu. Na koncu dokonano analizy skonstruowanych szczepow
pod wzgledem produktow metabolizmu, poziomu aktywno$ci oraz poziomu ekspresji wyzej
wymienionych gendéw zwigzanych z metabolizmem glicerolu. W wyniku tych manipulacji w
pierwszym etapie skonstruowano szczep WT/ADHI1/PDC1 #98, ktory produkowat 4,3 g/l etanolu,

a po zwigkszeniu zawartosci glicerolu w podtozu z 100 g/l do 150 g/l oraz podwyzszeniu



temperatury z 37 °C do 45 °C szczep ten produkowal nawet 5 g/l etanolu. Nadekspresja genow
ADH1 i PDC1 w niewielkim stopniu poprawity takze fermentacj¢ alkoholowg na podtozu z ksyloza
oraz glukoza. W kolejnym etapie przeprowadzono nadekspresje genow odpowiedzialnych za
poczatkowe etapy katabolizmu glicerolu. W komorkach O. polymorpha glicerol rozktadany jest na
dwa sposoby. Jeden oparty na kinazie glicerolu (Gut) i dehydrogenazie glicerolo-3-fosforanu
(Gpd), drugi na dehydrogenazie glicerolu (Gcy) i kinazie dihydroksyacetonu (Dak). Nadekspresja
genoéw kodujacych te enzymy spowodowata wzrost produkcji etanolu odpowiednio do 10,41 g/l
(szlak Gut-Gpd) i 10,71 g/l (szlak Gcy-Dak). To pozwala stwierdzi¢, ze geny biorgce udzial w
pierwotnych etapach katabolizmu glicerolu w komorkach drozdzy O. polymorpha maja istotne
znaczenie w konwersji glicerolu do etanolu. Przeprowadzenie nadekspresji genéw GCY1, DAK1,
a takze GUTL i GPD1, przyczynito si¢ do wzrostu produkcji etanolu, a takze znacznego wzrostu
tempa metabolizmu glicerolu, oraz zwigkszenia konsumpcji glicerolu przez komorki
zmodyfikowanych drozdzy O. polymorpha. Przeprowadzone manipulacje genetyczne
spowodowaty, ze O. polymorpha staje si¢ coraz bardziej obiecujagcym organizmem do konwersji
odpadowego glicerolu do etanolu, z wysoka wydajnosciag. Wazng cechg skonstruowanych
szczepow z nadekspresja genéw poczatkowych etapow katabolizmu glicerolu oraz genow PDC1
oraz ADH1 jest ich zdolno$¢ do produkeji etanolu nie tylko z czystej gliceryny, ale takze z dwoch

przeanalizowanych wzorcow gliceryny odpadowe;.



