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S u m m a r y

In the review, the current state of the art, problems and perspectives in the
development of the economically feasible production of fuel ethanol from a
plant biomass (lignocellulose) are presented. The metabolic engineering of mi-
croorganisms directed to design the strains with the improved ability to alco-
holic fermentation (expansion of a spectrum of fermenting substrates, increase
in the fermentation rate and the yield of ethanol, tolerance to ethanol and the
inhibitors present in lignocellulose hydrolyzates, thermotolerance, ability to si-
multaneous enzymatic hydrolysis of cellulose and hemicelluloses together with
alcoholic fermentations of hexoses and penthoses) are considered. The informa-
tion about the new pilot plants on fuel ethanol production from lignocellulose,
which were recently started up in Canada and Sweden is presented. Justification
of carrying out the corresponding studies in Poland is discussed.
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1. Wstêp

Postêpuj¹cy od kilku lat wzrost cen paliw jest skorelowany
ze wzrostem cen ropy naftowej. Wed³ug prognoz, jej zapasy
bêd¹ praktycznie wyczerpane oko³o roku 2050 (1,2). Jednoczeœ-
nie obserwuje siê wzrastaj¹ce zapotrzebowanie na energiê,
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zw³aszcza na paliwa p³ynne, wykorzystywane w silnikach spalinowych. Dlatego nie
dziwi fakt, ¿e w ostatnich latach wzrasta zainteresowanie mo¿liwoœciami wykorzy-
stania odnawialnych surowców, w tym biomasy roœlin jako prawie niewyczerpalne-
go odnawialnego Ÿród³a paliwa. Nasiona roœlin oleistych mog¹ s³u¿yæ jako surowiec
do produkcji biodiesla, który w przysz³oœci mo¿e ca³kowicie zast¹piæ obecny olej
napêdowy otrzymywany z ropy naftowej. Podobnie etylina w przysz³oœci mo¿e byæ
otrzymywana z biomasy (3-5).

Zasadniczym celem in¿ynierii metabolicznej producentów etanolu z lignocelulo-
zy, która stanowi g³ówny sk³adnik strukturalny biomasy, jest konstruowanie drob-
noustrojów zdolnych efektywnie fermentowaæ chocia¿by g³ówne cukry lignocelulo-
zy: glukozê, inne heksozy i ksylozê. Z fermentacj¹ glukozy i innych heksoz na ogó³
nie ma problemów. Trzeba jednak skonstruowaæ szczepy, które mog³yby równie
wydajnie fermentowaæ ksylozê (i L-arabinozê), czyli poszerzyæ zakres fermentowa-
nych substratów. Znane s¹ bakterie i dro¿d¿e zdolne do fermentacji glukozy i ksylo-
zy. S¹ one jednak niedostatecznie odporne na etanol i wykazuj¹ nisk¹ wydajnoœæ
fermentacji.

Istniej¹ dwa g³ówne kierunki badañ w zakresie ulepszenia obecnie znanych
szczepów. Wiêkszoœæ naukowców pracuje z tradycyjnymi producentami etanolu
(Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis), wprowadzaj¹c do nich geny metaboli-
zmu ksylozy i arabinozy z innych organizmów. W ten sposób mo¿na polepszyæ wy-
dajnoœæ syntezy etanolu u tych gatunków. Inni próbuj¹ polepszyæ parametry fermen-
tacji heksoz i pentoz przez drobnoustroje, których – jak dot¹d – nie wykorzysty-
wano do przemys³owej produkcji alkoholu etylowego – bakterie Escherichia coli,
Klebsiella oxytoca, dro¿d¿e Pichia stipitis, Hansenula polymorpha (patrz ni¿ej).

Do tej pory nie zosta³a opracowana op³acalna technologia otrzymywania etanolu
z lignocelulozy. W zwi¹zku z tym, w wielu laboratoriach prowadzone s¹ badania
z udzia³em ró¿nych modyfikowanych genetycznie szczepów bakterii i dro¿d¿y. Po-
mimo ¿e wydajnoœæ procesu jest wiêksza u bakterii, dro¿d¿e wykazuj¹ szereg tech-
nologicznych zalet. Ich komórki s¹ wiêksze, dlatego ³atwiej je oddzieliæ z hodowli
i nie s¹ one wra¿liwe na fagolizê. Oprócz tego warto pamiêtaæ, ¿e cz³owiek wyko-
rzystuje od stuleci dro¿d¿e do przemys³owej produkcji etanolu z konwencjonalne-
go surowca. W zwi¹zku z tym istnieje doskonale opracowana technologia prze-
mys³owa, która z pewnymi modyfikacjami mo¿e byæ zastosowana do produkcji eta-
nolu z lignocelulozy z udzia³em dro¿d¿y.

Celem naszego przegl¹du jest przeanalizowanie obecnej wiedzy o szczepach mi-
kroorganizmów zdolnych do alkoholowej fermentacji cukrów, wchodz¹cych w sk³ad
lignocelulozy (g³ównie, pentoz D-ksylozy i L-arabinozy).

Metaboliczna in¿ynieria drobnoustrojów do konstruowania wydajnych producentów bioetanolu

BIOTECHNOLOGIA 4 (79) 38-54 2007 39



2. In¿ynieria metaboliczna S. cerevisiae

2.1. Konstruowanie szczepów, które fermentuj¹ ksylozê na skutek ekspresji
genów P. stipitis

Dro¿d¿e S. cerevisiae nie s¹ zdolne do metabolizmu ksylozy, ale na pod³o¿u z ksy-
luloz¹ w warunkach ograniczonego natleniania produkuj¹ niewielkie iloœci etanolu
(6). Ksyluloza jest fosforylowana przez ksylulokinazê (gen XKS1) do postaci ksylulo-
zo-5-fosforanu (7), który w beztlenowych reakcjach szlaku pentozo-fosforanowego
zostaje przekszta³cony do intermediatów glikolizy (fruktozo-6-fosforan, aldehyd
3-fosfoglicerynowy), które nastêpnie mog¹ byæ przekszta³cone do etanolu (rys. 1).
Naukowcy wprowadzili do genomu S. cerevisiae geny dro¿d¿y P. stipitis, które koduj¹
enzymy przekszta³caj¹ce ksylozê na ksylulozê z nadziej¹, ¿e odpowiednie zrekom-
binowane szczepy bêd¹ efektywnie produkowaæ etanol na pod³o¿u z ksyloz¹. Rze-
czywistoœæ okaza³a siê jednak bardziej skomplikowana.

Istniej¹ dwie drogi przekszta³cania przez drobnoustroje ksylozy na ksylulozê.
Bakterie posiadaj¹ enzym ksylozoizomerazê (izomeraza ksylozy), który bezpoœred-
nio przetwarza ksylozê w ksylulozê (8). Dro¿d¿e natomiast najpierw redukuj¹ ksylo-
zê do ksylitolu w wyniku reakcji katalizowanej przez reduktazê ksylozy (odpowied-
ni gen u P. stipitis oznacza siê XYL1), a w nastêpnej reakcji katalizowanej przez dehy-
drogenazê ksylitolu (gen XYL2) ksylitol przekszta³ca siê w ksylulozê. U wiêkszoœci
dro¿d¿y metabolizuj¹cych ksylozê, reduktaza ksylozy zale¿y od NADPH (drugim
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Rys. 1. Schemat przekszta³cenia ksylozy i glukozy do etanolu.



produktem reakcji jest NADP), a dehydrogenaza ksylitolu zale¿y od NAD (produk-
tem reakcji jest NADH). Dro¿d¿e nie posiadaj¹ enzymu transhydrogenazy, który
przekszta³ca³by NADH (produkt pierwszej reakcji) do NADPH (substrat pierwszej re-
akcji), co prowadzi do tak zwanego niezbilansowania kofaktorów. Dlatego u wiêk-
szoœci dro¿d¿y zdolnych do fermentacji ksylozy do etanolu, czêœæ ksylozy prze-
kszta³ca siê w ksylitol, który gromadzi siê w pod³o¿u (9,10). Jedyny gatunek dro¿-
d¿y, Pichia stipitis, praktycznie nie gromadzi ksylitolu w procesie fermentacji ksylo-
zy, dlatego w³aœnie ten szczep zosta³ wykorzystany jako Ÿród³o genów XYL1 i XYL2
do wprowadzenia w genom S. cerevisiae (11). Otrzymane transformanty wzrasta³y
i s³abo fermentowa³y ksylozê, a dodatkowa nadekspresja genu, koduj¹cego ksylulo-
kinazê istotnie zwiêksza³a produkcjê etanolu (12,13). Jednoczeœnie w odró¿nieniu
od dzikich szczepów P. stipitis, transformanty S. cerevisiae gromadzi³y w pod³o¿u ksy-
litol i produkowa³y znacznie mniej etanolu. Przyczyny tego zjawiska nie s¹ ca³kiem
znane. Przeprowadzono kilka serii badañ w celu polepszenia fermentacji ksylozy
u zrekombinowanych szczepów S. cerevisiae. Udowodniono, ¿e bia³kowa in¿ynieria
genu XYL1 reduktazy ksylozy, która prowadzi do zmniejszenia powinowactwa do
NADPH polepsza parametry alkoholowej fermentacji ksylozy (14). Inne perspekty-
wiczne podejœcie dotyczy³o zmniejszenia puli wewn¹trzkomórkowego NADPH
wskutek defektu genów koduj¹cych dehydrogenazê glukozo-6-fosforanu lub dehy-
drogenazê 6-fosfoglukonianu, które s¹ jednym z g³ównych Ÿróde³ tego koenzymu
w komórce (15). Otrzymane szczepy wykazywa³y zwiêkszon¹ produkcjê etanolu, ale
ich wzrost by³ niewielki. Inne próby polepszenia efektywnoœci fermentacji ksylozy
u S. cerevisiae polega³y na nadekspresji czterech w³asnych genów nieoksydatywnej
czêœci szlaku pentozofosforanowego (izomeraza pentozofosforanowa, epimeraza
pentozofosforanowa, transaldolaza, transketolaza) oraz delecji genu reduktazy al-
doz (16), lub nadekspresji tylko jednego heterologicznego genu transaldolazy
z P. stipitis (17). Ciekawym rozwi¹zaniem okaza³ siê sposób polepszenia parametrów
fermentacji ksylozy w wyniku wprowadzenia do dro¿d¿y piekarskich genów bakte-
rii, które koduj¹ fosfoketolazê (Bifidobacterium lactis) i fosfotransacetylazê (Bacillus
subtilis) razem z genem pierwotniaka Entamoeba histolytica koduj¹cego dehydrogena-
zê aldehydu octowego (18). Odpowiednie zrekombinowane szczepy okaza³y siê
zdolne do rozszczepienia ksylulozo-5-fosforanu do aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(bezpoœredni prekursor etanolu) i acetylofosforanu, który pod wp³ywem heterolo-
gicznych fosfotransacetylazy i dehydrogenazy aldehydu octowego tak¿e przekszta³-
ca³ siê w etanol. Interesuj¹ce, ¿e transformanty S. cerevisiae, które otrzyma³y geny
P. stipitis metabolizmu ksylozy, mog³y rosn¹æ tylko w warunkach tlenowych. Na dro-
dze tzw. „in¿ynierii ewolucyjnej” za pomoc¹ d³ugotrwa³ej hodowli ci¹g³ej wyjœcio-
wego zrekombinowanego szczepu w chemostacie na pod³o¿u z ksyloz¹ w warun-
kach ograniczonego natleniania otrzymano szczep S. cerevisiae zdolny do wzrostu
i fermentacji ksylozy w warunkach beztlenowych (19). Jednak najlepsze zrekombi-
nowane szczepy S. cerevisiae nie przewy¿szaj¹ albo maj¹ gorsze wyniki fermentacji
alkoholowej ksylozy w porównaniu do dzikiego szczepu P. stipitis (10).
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2.2. Ekspresja ksylozoizomerazy u S. cerevisiae

Inne podejœcie do konstruowania wydajnego producenta etanolu z ksylozy
u S. cerevisiae polega na ekspresji genów bakteryjnej izomerazy ksylozy – enzymu,
który nie potrzebuje koenzymów. W przypadku efektywnej ekspresji izomerazy ksy-
lozy w komórkach dro¿d¿y problem niezbilansowania koenzymów nie powinien wy-
stêpowaæ w ogóle, a zatem wydajnoœæ fermentacji alkoholowej mog³aby wzrastaæ.
Jednak wiêkszoœæ prób ekspresji genu izomerazy ksylozy z wielu prokariotycznych
organizmów okaza³a siê nieskuteczna. Zazwyczaj dro¿d¿owe transformanty synte-
tyzowa³y odpowiednie bia³ko, które by³o nieaktywne (8). Dro¿d¿e produkowa³y ak-
tywny enzym i by³y zdolne do nieznacznej utylizacji ksylozy, przy maksymalnej ak-
tywnoœci ksylozoizomerazy w temperaturze 85°C, tylko w przypadku transformacji
S. cerevisiae genem izomerazy ksylozy z termofilnej bakterii Thermus thermophilus.
Natomiast w temperaturze optymalnej do wzrostu dro¿d¿y (30°C), nie stwierdzono
aktywnoœci enzymu (20). Niski poziom metabolizmu ksylozy u transformantów zale¿-
ny by³ tak¿e od obecnoœci u S. cerevisiae reduktazy aldoz, która redukuje ksylozê do
ksylitolu, inhibitora izomerazy ksylozy. Otrzymano transformanty z delecj¹ genu re-
duktazy aldoz (21) i przeprowadzono mutagenezê genu izomerazy ksylozy. Wykry-
to w ten sposób formy enzymów, które wykazywa³y bardzo nisk¹ aktywnoœæ enzy-
mu w temperaturze 30°C (22). Otrzymane w wyniku tych manipulacji szczepy wyka-
zywa³y lepsz¹ fermentacjê ksylozy (8).

Inne podejœcie do ekspresji genów izomerazy ksylozy w komórkach S. cerevisiae
bazuje na spostrze¿eniu, ¿e grzyb beztlenowiec Piromyces sp. E2, podobnie do bak-
terii metabolizuje ksylozê poprzez izomerazê ksylozy, (23). Kuper i in. (24) wykaza-
li, ¿e gen izomerazy ksylozy z Piromyces sp. E2 ulega efektywnej ekspresji w komór-
kach dro¿d¿y, co pozwoli³o transformantom s³abo rosn¹æ na podlo¿u z ksyloz¹. Na-
stêpnie z takich transformantów otrzymano szczepy, które zdecydowanie lepiej
wzrastaj¹ na ksylozie i fermentuj¹ j¹ w tlenowych, a potem – w beztlenowych wa-
runkach (25). Jednak szybkoœæ utylizacji i fermentacji ksylozy by³a niska. Nadekspre-
sja ksylulokinazy i czterech enzymów szlaku pentozofosforanowego (izomerazy
pentozofosforanowej, epimerazy pentozofosforanowej, transaldolazy, transketola-
zy) istotnie polepsza³a wzrost i efektywnoœæ alkoholowej fermentacji ksylozy w wa-
runkach beztlenowych (26). W hodowlach ci¹g³ych w chemostacie przy zastosowa-
niu ciœnienia selekcyjnego (tzw. „in¿ynieria ewolucyjna”) otrzymano szczep, dla któ-
rego glukoza w mniejszym stopniu hamuje fermentacjê ksylozy (27). Otrzymane
szczepy S. cerevisiae s¹ przyk³adem pomyœlnego wykorzystania ró¿nych metod in¿y-
nierii metabolicznej przy konstruowaniu efektywnych szczepów przeznaczonych do
wykorzystania w warunkach przemys³owych. Inny sposób udoskonalenia tych szcze-
pów mo¿e polegaæ na ekspresji w komórkach S. cerevisiae bardziej efektywnych he-
terologicznych transporterów ksylozy, których aktywnoœæ nie jest hamowana przez
glukozê.
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2.3. Konstruowanie szczepów zdolnych do fermentacji L-arabinozy

Szczepy drobnoustrojów zdolne do alkoholowej fermentacji arabinozy nie zo-
sta³y odnalezione w przyrodzie. Znane s¹ natomiast bakterie, dro¿d¿e i grzyby, któ-
re mog¹ wykorzystywaæ tê pentozê jako jedyne Ÿród³o wêgla i energii. Drogi meta-
bolizmu arabinozy przez grzyby i bakterie s¹ odmienne. Dro¿d¿e poddawano trans-
formacji genami grzybów lub bakterii, które koduj¹ enzymy katabolizmu arabinozy,
w celu konstruowania zrekombinowanych szczepów S. cerevisiae zdolnych do fer-
mentacji arabinozy. Wprowadzenie do dro¿d¿y dwóch genów grzybów koduj¹cych
L-dehydrogenazê arabinitolu i reduktazê L-ksylulozy oraz genów reduktazy ksylozy
i dehydrogenazy ksylitolu P. stipitis ³¹cznie z nadekspresj¹ w³asnego genu ksyluloki-
nazy pozwoli³o skonstruowaæ szczepy S. cerevisiae, które s¹ zdolne do wzrostu, lecz
wykazuj¹ s³ab¹ fermentacjê L-arabinozy (28). Trzy geny araBAD operonu arabinozy
z Escherichia coli zosta³y wprowadzone do genomu S. cerevisiae. Otrzymane w ten
sposób transformanty wykazywa³y aktywnoœci wszystkich trzech enzymów metabo-
lizmu arabinozy, ale nie by³y zdolne do wzrostu na arabinozie (29). Pomyœlniejsze,
jak siê okaza³o, by³y eksperymenty przeprowadzone przez grupê badaczy, którzy
wprowadzili do genomu dro¿d¿y gen ribA Bacillus subtilis, geny ribB, ribC E. coli oraz
wywo³ali nadekspresjê w³asnego genu dro¿d¿y GAL2 koduj¹cego galaktozopermea-
zê, która przenosi do komórki tak¿e L-arabinozê. Otrzymany transformant by³ zdol-
ny do s³abego wzrostu na pod³o¿u z arabinoz¹, jednak w wyniku „in¿ynierii ewolu-
cyjnej” otrzymano szczep z lepszym wzrostem na tym cukrze. Wykazano, ¿e na-
st¹pi³a zmiana struktury bakteryjnej L-rybulokinazy i derepresja dro¿d¿owej transal-
dolazy (30).

Taki szczep by³ zdolny do fermentacji L-arabinozy znacznie efektywniej w po-
równaniu ze szczepem, do którego wprowadzono geny metabolizmu tego cukru
z grzyba.

3. In¿ynieria metaboliczna Z. mobilis

Z. mobilis wykorzystuje do przekszta³cenia glukozy na etanol szlak Entnera-Dou-
doroffa, który jest mniej korzystny energetycznie w porównaniu z glikoliz¹. Bakte-
ria ta wykazuje znacznie wy¿sz¹ w porównaniu do dro¿d¿y szybkoœæ i wydajnoœæ
procesu fermentacji glukozy (wydajnoœæ wynosi 97%) (31). Jednak organizm ten nie
jest zdolny do metabolizmu pentoz. Dlatego do jego genomu zosta³y wprowadzone
cztery geny E. coli, organizmu rosn¹cego na ksylozie: xylA, xylB, talB, tktA, które ko-
duj¹ odpowiednio izomerazê ksylozy, ksylulokinazê, transaldolazê i transketolazê.
Otrzymany transformant wykazywa³ wzrost na ksylozie i aktywnie fermentowa³ ten
cukier zarówno w roztworach modelowych, jak i na pod³o¿ach zawieraj¹cych hydro-
lizaty lignocelulozy (32). W celu skonstruowania szczepu Z. mobilis zdolnego do fer-
mentacji L-arabinozy wprowadzono do niego piêæ genów E. coli, araA, araB, araD,
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talB, tktA, które koduj¹ odpowiednio: izomerazê, kinazê, epimerazê, transaldolazê
i transketolazê (33). Otrzymany szczep wykaza³ zdolnoœæ do wzrostu i fermentacji
arabinozy do etanolu. Na bazie tych danych zosta³ skonstruowany szczep Z. mobilis
zawieraj¹cy siedem genów E. coli niezbêdnych do metabolizmu ksylozy i arabinozy.
Taki szczep efektywnie fermentowa³ obydwa cukry – na pod³o¿u z mieszanin¹ ksy-
lozy i arabinozy wydajnoœæ produkcji etanolu wynosi³a 82-84% (34). Jednak podczas
fermentacji hydrolizatów lignocelulozy, zrekombinowany szczep fermentuj¹cy ksy-
lozê i arabinozê okaza³ siê bardziej wra¿liwy na toksyczne produkty hydrolizatów
w porównaniu do szczepów typu dzikiego (35).

4. In¿ynieria metaboliczna E. coli dla konstruowania etanologennych
szczepów

Pa³eczka okrê¿nicy – najlepiej zbadany organizm prokariotyczny, w ci¹gu os-
tatnich dekad sta³a siê wa¿nym przemys³owym producentem heterologicznych bia-
³ek i niektórych aminokwasów (36). Ten drobnoustrój jest zdolny do metabolizmu
g³ównych cukrów wchodz¹cych w sk³ad hydrolizatów lignocelulozy oraz do tzw. he-
terofermentacji, której produktami s¹ równe iloœci etanolu, kwasów mlekowego,
octowego i mrówkowego. Organizm ten charakteryzuje siê niewielkimi wymagania-
mi pokarmowymi oraz jest stosunkowo odporny na etanol (toleruje 5% stê¿enie)
Optymalne warunki fermentacji dla E. coli to: 35°C i pH 7,0 (4,5). Zadanie in¿ynierii
metabolicznej dotyczy utworzenia tak zwanego etanologennego szczepu E. coli,
który móg³by fermentowaæ heksozy i pentozy lignocelulozy ca³kowicie do etanolu.
Konstruowanie etanologennych szczepów E. coli by³o pierwszym przyk³adem pomy-
œlnego zastosowania in¿ynierii metabolicznej i zosta³o przeprowadzane w kilku eta-
pach. Zasadnicze etapy pracy polega³y na klonowaniu genów pdc i adhB nale¿¹ce do
Z. mobilis, które koduj¹ dekarboksylazê pirogronianu i dehydrogenazê alkoholow¹
pod wspólnym PET promotorem (tzw. PET operon), a nastêpnie ich wprowadzeniu
do chromosomu E. coli (37). W dalszej kolejnoœci prowadzono selekcje transforman-
tów E. coli metodami klasycznymi i delecjê genu reduktazy fumaranu w celu wyeli-
minowania zdolnoœci do utworzenia bursztynianu jako ubocznego produktu fer-
mentacji. W wyniku tych doœwiadczeñ otrzymano szczep KO11 o wysokiej aktywnoœci
dekarboksylazy pirogronianu i dehydrogenazy alkoholowej, który wytwarza³ etanol
jako jedyny produkt fermentacji heksoz i pentoz (38). Szczep ten posiada³ zdolnoœæ
do efektywnej fermentacji heksoz i pentoz w mieszaninie w hydrolizatach lignoce-
lulozy (39) i uwa¿any jest za jeden z najbardziej efektywych szczepów zdolnych do
fermentacji lignocelulozy (4,32). Otrzymano tak¿e mutanty szczepu KO11 ze zwiêk-
szon¹ odpornoœci¹ na stê¿enie etanolu (40).

Podobne eksperymenty by³y przeprowadzane w celu pozyskania etanologennych
szczepów z innej bakterii jelitowej Klebsiella oxytoca. Ten organizm, w odró¿nieniu
od E. coli, posiada zdolnoœæ do metabolizmu celobiozy, ksylobiozy i innych produk-
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tów niepe³nej hydrolizy polimerów lignocelulozy. Wprowadzenie do komórki tej
bakterii PET operonu prowadzi³o do wytwarzania etanolu jako g³ównego produktu
fermentacji lignocelulozy (41). Dodanie do komórki genu endoglukanazy z Clostridium
thermoaceticum oraz genów wzmocnienia sekrecji bia³ek z Erwinia chrysantemi pro-
wadzi³o do syntezy i sekrecji enzymu zdolnego do hydrolizy celulozy (42).

5. In¿ynieria metaboliczna P. stipitis

P. stipitis w porównaniu do pozosta³ych szczepów dro¿d¿y najbardziej wydajnie
fermentuje ksylozê do etanolu i praktycznie nie gromadzi ksylitolu (10,43). Wspo-
mniano ju¿, ¿e dzikie szczepy P. stipitis nie ustêpuj¹ pod wzglêdem efektywnoœci
fermentacji ksylozy najlepszym zrekombinowanym szczepom S. cerevisiae. W odró¿-
nieniu od S. cerevisiae, P. stipitis nie posiada zdolnoœci do wzrostu i fermentacji
w ca³kowicie beztlenowych warunkach, a w warunkach tlenowych gatunek ten utle-
nia ksylozê do CO2. Dlatego dla osi¹gniêcia maksymalnej produkcji etanolu fermen-
tacjê prowadzi siê w warunkach ograniczonego napowietrzania. Ustalono, ¿e dele-
cja genu CYC1, który koduje cytochrom c prowadzi do os³abiania wzrostu szczepu
na ksylozie, natomiast iloœæ wyprodukowanego etanolu nie ulega zmianie, tym sa-
mym wzrasta wydajnoœæ procesu fermentacji (44). P. stipitis zawiera alternatywn¹
oksydazê, która jest wra¿liwa na kwas salicylohydroksamowy i nie bierze udzia³u
w fosforylacji oksydacyjnej. Udowodniono, ¿e delecja genu alternatywnej oksydazy
STO1 prowadzi do zwiêkszenia produkcji etanolu i nie wp³ywa na wzrost organizmu
(45).

Od niedawna badaniem fermentacji alkoholowej ksylozy u P. stipitis zajmuj¹ siê
pracownicy Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Uniwersytetu Rzeszowskiego.
Zosta³a opracowana nowa auksanograficzna metoda oznaczania etanolu bezpoœred-
nio na szalkach Petriego, co pos³u¿y³o do opracowania metody selekcji szczepów
P. stipitis syntetyzuj¹cych zmniejszone lub zwiêkszone iloœci etanolu na pod³o¿u
z ksyloz¹ (46). Metoda polega na tym, ¿e dro¿d¿e P. stipitis rosn¹ na ksylozie jako je-
dynym Ÿródle wêgla i produkuj¹ etanol. Dro¿d¿e piekarskie S. cerevisiae nie s¹ zdol-
ne do utylizacji ksylozy, natomiast dobrze rosn¹ na etanolu jako jedynym Ÿródle wê-
gla w warunkach napowietrzania. Kolonie dro¿d¿y P. stipitis, które fermentuj¹ ksylo-
zê podczas wzrostu w mieszaninie z dro¿d¿ami piekarskimi na powierzchni pod³o-
¿a zawieraj¹cego ksylozê, zabezpieczaj¹ wzrost dro¿d¿y piekarskich w postaci „strefy
wzrostu” dooko³a kolonii produkuj¹cych etanol. Im wiêcej etanolu wyprodukowano
przez kolonie P. stipitis, tym wiêkszy by³ rozmiar strefy wzrostu S. cerevisiae wokó³
tej kolonii. Odwrotnie, brak wzrostu S. cerevisiae wokó³ kolonii mutantów P. stipitis
œwiadczy³ o niezdolnoœci odpowiednich kolonii do fermentacji ksylozy (rys. 2).

Na podstawie tej metody wyizolowano szczepy P. stipitis ze zmienion¹ zdolnoœ-
ci¹ do produkcji etanolu. Kinetyka wzrostu biomasy i syntezy etanolu przez te
szczepy na pod³o¿u z ksyloz¹ dok³adnie pokazuje istotny wzrost (szczepy serii Z)
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albo spadek (szczepy serii BZ) produkcji etanolu w porównaniu do szczepu dzikiego
(rys. 3). Opracowana metoda pozwala efektywnie izolowaæ mutanty produkuj¹ce
ró¿ne iloœci etanolu z ksylozy w porównaniu do szczepu typu dzikiego. Na pod³o¿u
z glukoz¹ mutanty nie ró¿ni³y siê od szczepu typu dzikiego w zakresie kinetyki
wzrostu, przy czym produkowa³y trzykrotnie mniej etanolu (rys. 4).

Wiadomo, ¿e produkcja etanolu przez P. stipitis na pod³o¿u z ksyloz¹ zwiêksza
siê w warunkach s³abego napowietrzania. Jednak przyczyny takiego zjawiska nie s¹
znane. Okaza³o siê, ¿e ograniczenie natleniania prowadzi do powa¿nego zwiêksza-
nia aktywnoœci podstawowego enzymu fermentacji alkoholowej – dekarboksylazy
pirogronianowej u dro¿d¿y P. stipitis w hodowlach z glukoz¹ lub ksyloz¹ (rys. 5). Na
podstawie tych danych udowadnia siê istotn¹ rolê tlenu w regulacji syntezy enzy-
mów glikolizy u P. stipitis. Jednak mechanizm tej regulacji nie jest znany. W celu
identyfikacji regulatorowych genów, które uczestnicz¹ w kontroli fermentacji alko-
holowej opracowuje siê metodê mutagenezy insercyjnej u P. stipitis z wykorzysta-
niem wspomnianej metody analizy etanolu na szalkach Petriego (46). Schemat selek-
cji pokazano na rysunku 6.

Dro¿d¿e P. stipitis posiadaj¹ ogromny potencja³ biotechnologiczny, dla których
zastosowano metody genetyki klasycznej (47) i molekularnej (9). Obecnie zakoñczo-
no pe³ne sekwencjonowanie genomu tego organizmu. Sklonowano wiele genów
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Rys. 2. Metoda analizy etanolu na szalkach Petriego. Strefy wzrostu (aureole) dooko³a kolonii P. stipitis
podczas hodowli na zestalonym pod³o¿u z ksyloz¹ w mieszaninie z komórkami dro¿d¿y piekarskich.
A. Fotografia p³ytki Petriego zawieraj¹ce zestalone pod³o¿e z ksyloz¹ (2%) w mieszaninie z komórkami
dro¿d¿y piekarskich (106 komórek/ml). Komórki P. stipitis by³y mutagenizowane przez UV, potem za-
szczepione na pod³o¿e z ksyloz¹ po jego zestaleniu. S¹ widoczne aureole dooko³a kolonii P. stipitis.
B. Czêœæ p³ytki zawieraj¹ca kolonie P. stipitis (okreœlona), która nie produkuje ¿adnych stref wzrostu (au-
reoli).
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Rys. 3. Wzrost biomasy (A, C) i produkcja etanolu (B, D) w pod³o¿u z ksyloz¹ (2%) szczepów P. stipitis
dzikiego typu oraz mutantów gromadz¹cych zmniejszone (A, B) lub zwiêkszone (C, D) iloœci etanolu.
� – szczep dziki, � – szczepy BZ6 (A, B) i Z36 (C, D),
� – szczep Z15 (C, D), � – szczepy BZ7 (A, B) i Z39 (C, D).
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Rys. 4. Wzrost biomasy (A, C) i produkcja etanolu (B, D) w pod³o¿u z glukoz¹ (2%) szczepów P. stipitis
dzikiego typu oraz mutantów gromadz¹cych zmniejszone (A, B) lub zwiêkszone (C, D) iloœci etanolu
w pod³o¿u z ksyloz¹.
� – szczep dziki, � – szczepy BZ6 (A, B) i Z36 (C, D),
� – szczep Z15 (C, D), � – szczepy BZ7 (A, B) i Z39 (C, D).



Metaboliczna in¿ynieria drobnoustrojów do konstruowania wydajnych producentów bioetanolu

BIOTECHNOLOGIA 4 (79) 38-54 2007 49

Rys. 5. Aktywnoœæ dekarboksylazy pirogronianu (PDC) w komórkach dzikiego szczepu P. stipitis
CBS6054 na pod³o¿u z glukoz¹ lub ksyloz¹ w zale¿noœci od napowietrzania. Jednostki aktywnoœci: U/mg
bia³ka (U, jednostki: �moli x mg bia³ka-1 x min-1).

Rys. 6. Metoda mutagenezy insercyjnej komórek Pichia stipitis, PLU-20 – szczep wyjœciowy, ETF –
elektrotransformacja, pL2 – wektor inercyjny, Sal I – endononukleza restrykcyjna.



tego gatunku oraz zbadano charakterystyki regulacji ekspresji niektórych z nich
(10,43). Udowodniono, ¿e ekspresja genu ADH2, który uczestniczy w tworzeniu eta-
nolu aktywuje siê w warunkach hipoksji (48). Jednak nadal mamy zbyt ma³¹ wiedzê
o mechanizmach regulacji fermentacji ksylozy przez ten organizm i wci¹¿ nie ziden-
tyfikowano odpowiednich genów regulatorowych.

Wyizolowano tak¿e szereg innych gatunków dro¿d¿y zdolnych do alkoholowej
fermentacji ksylozy, zw³aszcza Pachysolen tannophilus, Candida shehatae, Candida tenuis,
Pichia segobiensis, Brettanomyces naardensis. Nale¿y podkreœliæ, ¿e dla P. tannophilus
opracowano ju¿ metody genetycznej transformacji i sklonowano kilka genów (43).
Dro¿d¿e te charakteryzuj¹ siê w³aœciwoœciami podobnymi do P. stipitis, które s¹ mo-
delowym obiektem dla wszystkich pokrewnych dro¿d¿y fermentuj¹cych ksylozê.
Wiadomo, ¿e niektóre gatunki z rodzaju Brettanomyces wykazuj¹ niezwykle wysok¹
odpornoœæ na etanol, która mo¿e przewy¿szaæ odpornoœæ S. cerevisiae. Dlatego istot-
ne jest opracowanie genetycznych metod analizy dro¿d¿y rodzaju Brettanomyces
oraz identyfikacja genów odpowiedzialnych za wysok¹ odpornoœæ komórek w³aœnie
tego gatunku na etanol.

6. In¿ynieria metaboliczna termotolerancyjnysh dro¿d¿y Hansenula
polymorpha

Termotolerancyjne dro¿d¿e H. polymorpha s¹ obiektem prowadzonych badañ do-
tycz¹cych molekularnych mechanizmów biogenezy i degradacji peroksysomów
(49-52), represji katabolicznej (53,54), mechanizmu odpowiedzi komórki eukario-
tycznej na czynniki stresu metabolicznego (55,56). S¹ one jednym z najbardziej po-
pularnych obiektów do produkcji heterologicznych bia³ek o znaczeniu medycznym
(57-59). Do tych dro¿d¿y zastosowano dobrze znane metody genetyki klasycznej
i molekularnej (60), znana jest ca³kowita sekwencja genomu (61). Dro¿d¿e te posia-
daj¹ bardzo mocne, regulatorowe i konstytutywne promotory (57,58). Maksymalna
temperatura wzrostu tego gatunku wynosi 50°C, i jest ona zaledwie o 10°C ni¿sza
w porównaniu do znanych eukariotycznych organizmów (62,63). Wiadomo od daw-
na, ¿e dro¿d¿e te s¹ zdolne do fermentacji glukozy do etanolu, jednak fermentacja
ksylozy nie zosta³a zbadana. W przeprowadzonych przez nas badaniach udowod-
niono, ¿e H. polymorpha jest zdolna do fermentacji glukozy, ksylozy, mannozy, mal-
tozy i celobiozy do etanolu, natomiast galaktoza i L-arabinoza prawie wcale nie
podtrzymuj¹ wzrostu tego gatunku dro¿d¿y (64). Optymalna temperatura fermenta-
cji glukozy i ksylozy wynosi 37-40°C, mo¿liwa jest równie¿ przy 45-48°C (65). Fer-
mentacja przebiega³a najbardziej aktywnie w warunkach umiarkowanego napowie-
trzania lub niedostatecznej iloœci flawin, co prowadzi do defektów w oddychaniu
komórkowym. H. polymorpha okaza³ siê gatunkiem bardziej odpornym na toksyczne
dzia³anie etanolu w porównaniu do P. stipitis, i mniej odpornym w porównaniu do
S. cerevisiae (64). Z wykorzystaniem wspomnianej auksanograficznej metody selekcji
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wyizolowano mutanty H. polymorpha zdolne do zwiêkszonej produkcji etanolu na
pod³o¿u z ksyloz¹ (46).

H. polymorpha wykorzystuje ten sam szlak metabolizmu ksylozy co inne dro¿d¿e
fermentuj¹ce ksylozê, przy czym zawiera zale¿n¹ od NAD(P)H reduktazê ksylozy
oraz zale¿n¹ od NAD dehydrogenazê ksylitolu (66). Zbadano zdolnoœæ H. polymorpha
do ekspresji bakteryjnej izomerazy ksylozy w odró¿nieniu od S. cerevisiae. W tym
celu geny XYL1 i XYL2-A, które koduj¹ reduktazê ksylozy oraz jeden z izozymów de-
hydrogenazy ksylitolu zostaly wyeliminowane w wyniku delecji, a uzyskane w ten
sposób szczepy utraci³y zdolnoœæ do wzrostu na ksylozie. Transformacja tych dele-
cyjnych szczepów bakteryjnymi genami xylA, które koduj¹ izomerazy ksylozy u E. coli
i Streptomyces coelicolor przywraca³a zdolnoœæ transformantów do wzrostu i fermen-
tacji ksylozy. Transformanty wykazywa³y wysok¹ aktywnoœæ izomerazy ksylozy, któ-
ra siêga³a 25% aktywnoœci tego enzymu dla wyjœciowych szczepów bakteryjnych
(65,66). To pierwsze doniesienie o pomyœlnej ekspresji bakteryjnej izomerazy ksylo-
zy w komórkach dro¿d¿y. Mo¿na siê spodziewaæ, ¿e nastêpne badania w dziedzinie
in¿ynierii metabolicznej alkoholowej fermentacji ksylozy u H. polymorpha (amplifika-
cja limituj¹cych genów glikolizy oraz pentozofosforanowego szlaku, genów, które
odpowiadaj¹ za odpornoœæ na podwy¿szon¹ temperaturê i etanol, delecja jeszcze
jednego genu dehydrogenazy ksylitolu) pozwoli skonstruowaæ szczepy, które bêd¹
przewy¿sza³y zdolnoœci¹ do fermentacji ksylozy wszystkie dot¹d poznane organi-
zmy. Maksymalna temperatura fermentacji u H. polymorpha (48-50°C) powinna po
raz pierwszy umo¿liwiæ ³atwe przeprowadzenie procesu SSF (ang. Simuiltaneous
Saccharification and Fermentation, to znaczy jednoczesnego scukrzania i fermentacji
glukozy i ksylozy), poniewa¿ jest to temperatura zbli¿ona do optymalnej dla dzia-
³ania celulaz i hemicelulaz. Wad¹ H. polymorpha jest niezdolnoœæ do fermentacji ga-
laktozy i L-arabinozy. Dlatego dalsze badania powinny polegaæ na wprowadzeniu do
tego organizmu genów z innych organizmów, które umo¿liwi¹ aktywn¹ fermentacjê
wszystkich g³ównych cukrów lignocelulozy. Dot¹d ca³kowicie nie jest znana odpor-
noœæ H. polymorpha na toksyczne produkty (aldehydy, fenole, kwasy: octowy i mrów-
kowy), które gromadz¹ siê w hydrolizatach lignocelulozy po hydrolizie kwasem siar-
kowym. Jednak w warunkach enzymatycznej hydrolizy iloœæ takich produktów mo¿e
byæ niewielka. Jeszcze jednym wa¿nym kierunkiem przysz³ych badañ powinna byæ
ekspresja genów, które koduj¹ celulazy, amylazy i hemicelulazy u H. polymorpha,
w celu konstruowania szczepów zdolnych do alkoholowej fermentacji lignocelulozy
bezpoœrednio po jej wstêpnej obróbce. Sprzyja temu fakt, ¿e organizm ten jest
zdolny do produkcji sporych iloœci obcych bia³ek.

7. Przemys³owa produkcja paliwowego etanolu z lignocelulozy

W ci¹gu ostatnich lat rozpoczêto eksploatacjê co najmniej dwóch fabryk pilota-
¿owych do produkcji paliwowego etanolu z odpadów roœlinnych. Taki etanol mo¿e
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byæ wykorzystany jak jedyne paliwo lub dodatek do paliwa (benzyny) w silnikach sa-
mochodowych. W grudniu 2004 r. rozpoczêto przemys³ow¹ produkcjê eksperymen-
taln¹ w fabryce w Ottawie (Kanada), która jest wspólnym przedsiêbiorstwem firm Io-
gen (znany producent celulolitycznych enzymów), Petro-Canada i Royal Dutch Shell
z roczn¹ produkcj¹ 100 mln l etanolu (5). Surowcem do otrzymywania etanolu jest
s³oma kukurydzy i pszenicy oraz ga³êzie drzew. Kanadyjska firma w procesach fermen-
tacyjnych wykorzystuje szczepy S. cerevisiae skonstruowane przez grupê N. Ho (Purdue
University, West Lafayette, USA) oraz P. stipitis, który zostanie testowany jak organizm
fermentuj¹cy. W 2005 r. zosta³a uruchomiona fabryka do produkcji paliwowego etano-
lu w Omskoldsvik (Szwecja) z trocin jako surowca (5). Ukaza³a siê równie¿ informacja
o planach uruchomienia fabryki przeróbki odpadów lignocelulozowych z trzciny cu-
krowej w Brazylii. Istniej¹ce fabryki obecnie nie s¹ rentowne, ale ich dzia³alnoœæ po-
zwoli na opracowanie nowej technologii przemys³owej produkcji etanolu paliwowego
z lignocelulozy, oraz pozwoli okreœliæ czynniki warunkuj¹ce op³acalnoœæ produkcji.

8. Badania w dziedzinie otrzymania etanolu z roœlinnej biomasy w kraju

Istnieje pilna potrzeba wykorzystywania alternatywnych Ÿróde³ energii, a zw³asz-
cza p³ynnego paliwa. W kraju produkuje siê znaczne iloœci etanolu i wystêpuj¹ re-
zerwy zwiêkszenia tej produkcji, która mo¿e byæ wykorzystywana jako dodatek do
benzyny. Jednak istniej¹ca baza surowcowa (cukier, skrobia) nie pozwala znacz¹co
zwiêkszyæ produkcjê paliwowego etanolu. Dlatego opracowanie technologii otrzy-
mania etanolu z lignocelulozy (odpady roœlinne) ma ogromne znaczenie ekonomicz-
ne. Wymaga to jednak kompleksowych badañ w dziedzinie mikrobiologii, in¿ynierii
metabolicznej, biochemicznej i technologii chemicznej.

Obecnie badania w dziedzinie otrzymania paliwowego etanolu z lignocelulozy,
zw³aszcza in¿ynierii metabolicznej dro¿d¿y P. stipitis oraz termotolerancyjnych dro¿-
d¿y H. polymorpha prowadzone s¹ w kilku oœrodkach naukowych w kraju (46,65-69).
Zosta³y skonstruowane unikatowe szczepy, które maj¹ perspektywê zastosowania
w celu otrzymania paliwowego etanolu w najbardziej nowoczesnym procesie jedno-
czesnego scukrzania i fermentacji (proces SSF).

Interesy kraju wymagaj¹ jak najszybszego dofinansowania prac badawczych,
prowadzonych przez zespo³y z³o¿one z wielu specjalistów (biochemików, mikrobio-
logów, in¿ynierów i ekonomistów), które doprowadz¹ do opracowania przemy-
s³owej technologii produkcji etanolu z lignocelulozy.
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