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Summary

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. Wstep

Postepujacy od kilku lat wzrost cen paliw jest skorelowany
ze wzrostem cen ropy naftowej. Wedtug prognoz, jej zapasy
beda praktycznie wyczerpane okoto roku 2050 (1,2). Jednoczes-
nie obserwuje sie wzrastajgce zapotrzebowanie na energie,
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zwlaszcza na paliwa plynne, wykorzystywane w silnikach spalinowych. Dlatego nie
dziwi fakt, ze w ostatnich latach wzrasta zainteresowanie mozliwo$ciami wykorzy-
stania odnawialnych surowcéw, w tym biomasy roslin jako prawie niewyczerpalne-
go odnawialnego zZrodta paliwa. Nasiona ro$lin oleistych moga stuzy¢ jako surowiec
do produkgji biodiesla, ktéry w przysztosci moze catkowicie zastgpi¢ obecny olej
napedowy otrzymywany z ropy naftowej. Podobnie etylina w przysztosci moze by¢
otrzymywana z biomasy (3-5).

Zasadniczym celem inzynierii metabolicznej producentéw etanolu z lignocelulo-
zy, ktéra stanowi gtowny skfadnik strukturalny biomasy, jest konstruowanie drob-
noustrojow zdolnych efektywnie fermentowac chociazby gtowne cukry lignocelulo-
zy: glukoze, inne heksozy i ksyloze. Z fermentacja glukozy i innych heksoz na ogot
nie ma problemoéw. Trzeba jednak skonstruowac szczepy, ktore mogltyby rownie
wydajnie fermentowac ksyloze (i L-arabinoze), czyli poszerzy¢ zakres fermentowa-
nych substratow. Znane sg bakterie i drozdze zdolne do fermentacji glukozy i ksylo-
zy. Sa one jednak niedostatecznie odporne na etanol i wykazuja niska wydajnos¢
fermentacji.

Istniejg dwa gtowne kierunki badan w zakresie ulepszenia obecnie znanych
szczepdw. Wiekszo§¢ naukowcédw pracuje z tradycyjnymi producentami etanolu
(Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis), wprowadzajac do nich geny metaboli-
zmu ksylozy i arabinozy z innych organizméw. W ten spos6b mozna polepszy¢ wy-
dajnosc syntezy etanolu u tych gatunkéw. Inni prébujg polepszy¢ parametry fermen-
tacji heksoz i pentoz przez drobnoustroje, ktorych — jak dotad — nie wykorzysty-
wano do przemystowej produkgcji alkoholu etylowego — bakterie Escherichia coli,
Klebsiella oxytoca, drozdze Pichia stipitis, Hansenula polymorpha (patrz nizej).

Do tej pory nie zostata opracowana optacalna technologia otrzymywania etanolu
z lignocelulozy. W zwiazku z tym, w wielu laboratoriach prowadzone sa badania
z udziatem réznych modyfikowanych genetycznie szczepéw bakterii i drozdzy. Po-
mimo ze wydajnos$¢ procesu jest wieksza u bakterii, drozdze wykazujg szereg tech-
nologicznych zalet. Ich komorki sg wieksze, dlatego tatwiej je oddzieli¢ z hodowli
i nie sg one wrazliwe na fagolize. Oprocz tego warto pamietaé, ze cztowiek wyko-
rzystuje od stuleci drozdze do przemystowej produkcji etanolu z konwencjonalne-
go surowca. W zwigzku z tym istnieje doskonale opracowana technologia prze-
mysfowa, ktéra z pewnymi modyfikacjami moze by¢ zastosowana do produkgji eta-
nolu z lignocelulozy z udzialem drozdzy.

Celem naszego przegladu jest przeanalizowanie obecnej wiedzy o szczepach mi-
kroorganizméw zdolnych do alkoholowej fermentacji cukréw, wchodzacych w sktad
lignocelulozy (gtéwnie, pentoz D-ksylozy i L-arabinozy).
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2. Inzynieria metaboliczna S. cerevisiae

2.1. Konstruowanie szczepéw, ktére fermentuja ksyloz¢ na skutek ekspresji
gendw P. stipitis

Drozdze S. cerevisiae nie sa zdolne do metabolizmu ksylozy, ale na podiozu z ksy-
luloza w warunkach ograniczonego natleniania produkujg niewielkie ilosci etanolu
(6). Ksyluloza jest fosforylowana przez ksylulokinaze (gen XKS1) do postaci ksylulo-
zo-5-fosforanu (7), ktory w beztlenowych reakcjach szlaku pentozo-fosforanowego
zostaje przeksztalcony do intermediatéw glikolizy (fruktozo-6-fosforan, aldehyd
3-fosfoglicerynowy), ktore nastepnie mogag by¢ przeksztatcone do etanolu (rys. 1).
Naukowcy wprowadzili do genomu S. cerevisiae geny drozdzy P. stipitis, ktére koduja
enzymy przeksztalcajgce ksyloze na ksyluloze z nadzieja, ze odpowiednie zrekom-
binowane szczepy beda efektywnie produkowac etanol na podtozu z ksyloza. Rze-
czywisto$¢ okazata sie jednak bardziej skomplikowana.

Istniejg dwie drogi przeksztalcania przez drobnoustroje ksylozy na ksyluloze.
Bakterie posiadaja enzym ksylozoizomeraze (izomeraza ksylozy), ktory bezposred-
nio przetwarza ksyloze w ksyluloze (8). Drozdze natomiast najpierw redukuja ksylo-
ze do ksylitolu w wyniku reakgcji katalizowanej przez reduktaze ksylozy (odpowied-
ni gen u P. stipitis oznacza sie XYL1), a w nastepnej reakcji katalizowanej przez dehy-
drogenaze ksylitolu (gen XYL2) ksylitol przeksztatca sie w ksyluloze. U wiekszosci
drozdzy metabolizujacych ksyloze, reduktaza ksylozy zalezy od NADPH (drugim
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Rys. 1. Schemat przeksztalcenia ksylozy i glukozy do etanolu.
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produktem reakgji jest NADP), a dehydrogenaza ksylitolu zalezy od NAD (produk-
tem reakgji jest NADH). Drozdze nie posiadaja enzymu transhydrogenazy, ktory
przeksztatcatby NADH (produkt pierwszej reakcji) do NADPH (substrat pierwszej re-
akcji), co prowadzi do tak zwanego niezbilansowania kofaktoréw. Dlatego u wiek-
szo$ci drozdzy zdolnych do fermentacji ksylozy do etanolu, cze$¢ ksylozy prze-
ksztalca sie w ksylitol, ktéry gromadzi sie w podtozu (9,10). Jedyny gatunek droz-
dzy, Pichia stipitis, praktycznie nie gromadzi ksylitolu w procesie fermentacji ksylo-
zy, dlatego wlasnie ten szczep zostat wykorzystany jako zrédto gendéw XYL1 i XYL2
do wprowadzenia w genom S. cerevisiae (11). Otrzymane transformanty wzrastaly
i stabo fermentowaly ksyloze, a dodatkowa nadekspresja genu, kodujacego ksylulo-
kinaze istotnie zwiekszata produkcje etanolu (12,13). Jednoczes$nie w odr6znieniu
od dzikich szczepéw P. stipitis, transformanty S. cerevisiae gromadzily w podfozu ksy-
litol i produkowaly znacznie mniej etanolu. Przyczyny tego zjawiska nie sg catkiem
znane. Przeprowadzono kilka serii badan w celu polepszenia fermentacji ksylozy
u zrekombinowanych szczepéw S. cerevisiae. Udowodniono, ze biatkowa inzynieria
genu XYL1 reduktazy ksylozy, ktéra prowadzi do zmniejszenia powinowactwa do
NADPH polepsza parametry alkoholowej fermentacji ksylozy (14). Inne perspekty-
wiczne podejscie dotyczylo zmniejszenia puli wewnatrzkomoérkowego NADPH
wskutek defektu genéw kodujacych dehydrogenaze glukozo-6-fosforanu lub dehy-
drogenaze 6-fosfoglukonianu, ktére sg jednym z gltéwnych zrodet tego koenzymu
w komorce (15). Otrzymane szczepy wykazywaly zwiekszong produkcje etanolu, ale
ich wzrost byt niewielki. Inne préby polepszenia efektywnos$ci fermentacji ksylozy
u S. cerevisiae polegaty na nadekspresji czterech wtasnych genéw nieoksydatywnej
cze$ci 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 rozwigzaniem okazal sie sposob polepszenia parametrow
fermentacji ksylozy w wyniku wprowadzenia do drozdzy piekarskich genéw bakte-
rii, ktore koduja fosfoketolaze (Bifidobacterium lactis) i fosfotransacetylaze (Bacillus
subtilis) razem z genem pierwotniaka Entamoeba histolytica kodujacego dehydrogena-
ze aldehydu octowego (18). Odpowiednie zrekombinowane szczepy okazaly sie
zdolne do rozszczepienia ksylulozo-5-fosforanu do aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(bezposredni prekursor etanolu) i acetylofosforanu, ktoéry pod wpltywem heterolo-
gicznych fosfotransacetylazy i dehydrogenazy aldehydu octowego takze przeksztat-
cal sie w etanol. Interesujace, ze transformanty S. cerevisiae, ktoére otrzymaly geny
P. stipitis metabolizmu ksylozy, mogly rosna¢ tylko w warunkach tlenowych. Na dro-
dze tzw. ,inzynierii ewolucyjnej” za pomoca dtugotrwatlej hodowli ciggtej wyjscio-
wego zrekombinowanego szczepu w chemostacie na podtozu z ksylozg 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 przewyzszajg albo maja gorsze wyniki fermentagji
alkoholowej ksylozy w poréwnaniu do dzikiego szczepu P. stipitis (10).
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2.2. Ekspresja ksylozoizomerazy u S. cerevisiae

Inne podejscie do konstruowania wydajnego producenta etanolu z ksylozy
u S. cerevisiae polega na ekspresji genéw bakteryjnej izomerazy ksylozy — enzymu,
ktéry nie potrzebuje koenzyméw. W przypadku efektywnej ekspresji izomerazy ksy-
lozy w komoérkach drozdzy problem niezbilansowania koenzyméw nie powinien wy-
stepowac w ogole, a zatem wydajnos¢ fermentacji alkoholowej mogtaby wzrastac.
Jednak wiekszo$¢ prob ekspresji genu izomerazy ksylozy z wielu prokariotycznych
organizméw okazata sie nieskuteczna. Zazwyczaj drozdzowe transformanty synte-
tyzowaly odpowiednie biatko, ktore byto nieaktywne (8). Drozdze produkowaty ak-
tywny enzym i byly zdolne do nieznacznej utylizacji ksylozy, przy maksymalnej ak-
tywnosci ksylozoizomerazy w temperaturze 85°C, tylko w przypadku transformacji
S. cerevisiae genem izomerazy ksylozy z termofilnej bakterii Thermus thermophilus.
Natomiast w temperaturze optymalnej do wzrostu drozdzy (30°C), nie stwierdzono
aktywnosci enzymu (20). Niski poziom metabolizmu ksylozy u transformantéw zalez-
ny byt takze od obecnosci u S. cerevisiae reduktazy aldoz, ktéra redukuje ksyloze do
ksylitolu, inhibitora izomerazy ksylozy. Otrzymano transformanty z delecjg genu re-
duktazy aldoz (21) i przeprowadzono mutageneze genu izomerazy ksylozy. Wykry-
to w ten sposo6b formy enzymow, ktére wykazywaty bardzo niskg aktywnos$¢ enzy-
mu w temperaturze 30°C (22). Otrzymane w wyniku tych manipulacji szczepy wyka-
zywaly lepszg fermentacje ksylozy (8).

Inne podejscie do ekspresji genéw izomerazy ksylozy w komérkach S. cerevisiae
bazuje na spostrzezeniu, ze grzyb beztlenowiec Piromyces sp. E2, podobnie do bak-
terii metabolizuje ksyloze poprzez izomeraze ksylozy, (23). Kuper i in. (24) wykaza-
li, ze gen izomerazy ksylozy z Piromyces sp. E2 ulega efektywnej ekspresji w komér-
kach drozdzy, co pozwolito transformantom sfabo rosna¢ na podlozu z ksylozg. Na-
stepnie z takich transformantéw otrzymano szczepy, ktére zdecydowanie lepiej
wzrastaja na ksylozie i fermentujg ja w tlenowych, a potem — w beztlenowych wa-
runkach (25). Jednak szybkos$¢ utylizacji i fermentacji ksylozy byta niska. Nadekspre-
sja ksylulokinazy i czterech enzyméw szlaku pentozofosforanowego (izomerazy
pentozofosforanowej, epimerazy pentozofosforanowej, transaldolazy, transketola-
zy) istotnie polepszata wzrost i efektywnos¢ alkoholowej fermentacji ksylozy w wa-
runkach beztlenowych (26). W hodowlach ciggtych w chemostacie przy zastosowa-
niu ci$nienia selekcyjnego (tzw. ,inzynieria ewolucyjna”) otrzymano szczep, dla kto-
rego glukoza w mniejszym stopniu hamuje fermentacje ksylozy (27). Otrzymane
szczepy S. cerevisiae sg przykladem pomyslnego wykorzystania réznych metod inzy-
nierii metabolicznej przy konstruowaniu efektywnych szczepéw przeznaczonych do
wykorzystania w warunkach przemystowych. Inny spos6b udoskonalenia tych szcze-
pow moze polegac na ekspresji w komoérkach S. cerevisiae bardziej efektywnych he-
terologicznych transporteréw ksylozy, ktérych aktywnos$¢ nie jest hamowana przez
glukoze.
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2.3. Konstruowanie szczepéw zdolnych do fermentacji L-arabinozy

Szczepy drobnoustrojéow zdolne do alkoholowej fermentacji arabinozy nie zo-
staly odnalezione w przyrodzie. Znane sa natomiast bakterie, drozdze i grzyby, kto-
re moga wykorzystywac te pentoze jako jedyne Zrodto wegla i energii. Drogi meta-
bolizmu arabinozy przez grzyby i bakterie s3 odmienne. Drozdze poddawano trans-
formacji genami grzybéw lub bakterii, ktore kodujg enzymy katabolizmu arabinozy,
w celu konstruowania zrekombinowanych szczepow S. cerevisiae zdolnych do fer-
mentacji arabinozy. Wprowadzenie do drozdzy dwoch genow grzybéw kodujacych
L-dehydrogenaze arabinitolu i reduktaze L-ksylulozy oraz gen6w reduktazy ksylozy
i dehydrogenazy ksylitolu P. stipitis tgcznie z nadekspresjg wtasnego genu ksyluloki-
nazy pozwolito skonstruowacé szczepy S. cerevisiae, ktére sa zdolne do wzrostu, lecz
wykazuja stabg fermentacje L-arabinozy (28). Trzy geny araBAD operonu arabinozy
z Escherichia coli zostaly wprowadzone do genomu S. cerevisiae. Otrzymane w ten
sposob transformanty wykazywaly aktywnosci wszystkich trzech enzyméw metabo-
lizmu arabinozy, ale nie byly zdolne do wzrostu na arabinozie (29). Pomyslniejsze,
jak sie okazato, byty eksperymenty przeprowadzone przez grupe badaczy, ktorzy
wprowadzili do genomu drozdzy gen ribA Bacillus subtilis, geny ribB, ribC E. coli oraz
wywolali nadekspresje wtasnego genu drozdzy GAL2 kodujgcego galaktozopermea-
ze, ktora przenosi do komorki takze L-arabinoze. Otrzymany transformant byt zdol-
ny do stabego wzrostu na podiozu z arabinozg, jednak w wyniku ,,inzynierii ewolu-
cyjnej” otrzymano szczep z lepszym wzrostem na tym cukrze. Wykazano, Ze na-
stgpita zmiana struktury bakteryjnej L-rybulokinazy i derepresja drozdzowej transal-
dolazy (30).

Taki szczep byt zdolny do fermentacji L-arabinozy znacznie efektywniej w po-
rownaniu ze szczepem, do ktérego wprowadzono geny metabolizmu tego cukru
z grzyba.

3. Iniynieria metaboliczna Z. mobilis

Z. mobilis wykorzystuje do przeksztafcenia glukozy na etanol szlak Entnera-Dou-
doroffa, ktory jest mniej korzystny energetycznie w poréwnaniu z glikolizg. Bakte-
ria ta wykazuje znacznie wyzsza w poréwnaniu do drozdzy szybko$¢ i wydajnos¢
procesu fermentacji glukozy (wydajno$¢ wynosi 97%) (31). Jednak organizm ten nie
jest zdolny do metabolizmu pentoz. Dlatego do jego genomu zostaty wprowadzone
cztery geny E. coli, organizmu rosngcego na ksylozie: xylA, xyIB, talB, tktA, ktoére ko-
dujg odpowiednio izomeraze ksylozy, ksylulokinaze, transaldolaze i transketolaze.
Otrzymany transformant wykazywat wzrost na ksylozie i aktywnie fermentowatl ten
cukier zaré6wno w roztworach modelowych, jak i na podfozach zawierajacych hydro-
lizaty lignocelulozy (32). W celu skonstruowania szczepu Z. mobilis zdolnego do fer-
mentacji L-arabinozy wprowadzono do niego pie¢ gendéw E. coli, araA, araB, araD,
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talB, tktA, ktore koduja odpowiednio: izomeraze, kinaze, epimeraze, transaldolaze
i transketolaze (33). Otrzymany szczep wykazat zdolno$¢ do wzrostu i fermentagji
arabinozy do etanolu. Na bazie tych danych zostal skonstruowany szczep Z. mobilis
zawierajacy siedem genow E. coli niezbednych do metabolizmu ksylozy i arabinozy.
Taki szczep efektywnie fermentowat obydwa cukry — na podtozu z mieszaning ksy-
lozy i arabinozy wydajno$¢ produkgcji etanolu wynosita 82-84% (34). Jednak podczas
fermentacji hydrolizatow lignocelulozy, zrekombinowany szczep fermentujacy ksy-
loze i arabinoze okazat sie bardziej wrazliwy na toksyczne produkty hydrolizatéw
w poréwnaniu do szczepow typu dzikiego (35).

4. Inzynieria metaboliczna E. coli dla konstruowania etanologennych
sLcLepoOw

Pateczka okreznicy — najlepiej zbadany organizm prokariotyczny, w ciagu os-
tatnich dekad stata sie waznym przemystowym producentem heterologicznych bia-
tek i niektérych aminokwaséw (36). Ten drobnoustréj jest zdolny do metabolizmu
gtownych cukréw wchodzacych w sktad hydrolizatéw lignocelulozy oraz do tzw. he-
terofermentacji, ktérej produktami sg rowne ilosci etanolu, kwaséw mlekowego,
octowego i mrowkowego. Organizm ten charakteryzuje sie niewielkimi wymagania-
mi pokarmowymi oraz jest stosunkowo odporny na etanol (toleruje 5% stezenie)
Optymalne warunki fermentacji dla E. coli to: 35°C i pH 7,0 (4,5). Zadanie inzynierii
metabolicznej dotyczy utworzenia tak zwanego etanologennego szczepu E. coli,
ktéry mogtby fermentowac heksozy i pentozy lignocelulozy catkowicie do etanolu.
Konstruowanie etanologennych szczepow E. coli byto pierwszym przykladem pomy-
$Inego zastosowania inzynierii metabolicznej i zostato przeprowadzane w kilku eta-
pach. Zasadnicze etapy pracy polegaly na klonowaniu genéw pdc i adhB nalezace do
Z. mobilis, ktore koduja dekarboksylaze pirogronianu i dehydrogenaze alkoholowa
pod wspolnym PET promotorem (tzw. PET operon), a nastepnie ich wprowadzeniu
do chromosomu E. coli (37). W dalszej kolejnos$ci prowadzono selekcje transforman-
tow E. coli metodami klasycznymi i delecje genu reduktazy fumaranu w celu wyeli-
minowania zdolnos$ci do utworzenia bursztynianu jako ubocznego produktu fer-
mentacji. W wyniku tych do$wiadczen otrzymano szczep KO11 o wysokiej aktywnosci
dekarboksylazy pirogronianu i dehydrogenazy alkoholowej, ktéry wytwarzat etanol
jako jedyny produkt fermentacji heksoz i pentoz (38). Szczep ten posiadat zdolnos¢
do efektywnej fermentacji heksoz i pentoz w mieszaninie w hydrolizatach lignoce-
lulozy (39) i uwazany jest za jeden z najbardziej efektywych szczepéw zdolnych do
fermentacji lignocelulozy (4,32). Otrzymano takze mutanty szczepu KO11 ze zwiek-
szong odpornoscig na stezenie etanolu (40).

Podobne eksperymenty byty przeprowadzane w celu pozyskania etanologennych
szczepdw z innej bakterii jelitowej Klebsiella oxytoca. Ten organizm, w odréznieniu
od E. coli, posiada zdolnos$¢ do metabolizmu celobiozy, ksylobiozy i innych produk-
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tow niepetnej hydrolizy polimeréw lignocelulozy. Wprowadzenie do komorki tej
bakterii PET operonu prowadzifo do wytwarzania etanolu jako gtéwnego produktu
fermentacji lignocelulozy (41). Dodanie do komérki genu endoglukanazy z Clostridium
thermoaceticum oraz gendéw wzmocnienia sekrecji bialek z Erwinia chrysantemi pro-
wadzito do syntezy i sekrecji enzymu zdolnego do hydrolizy celulozy (42).

5. Iniynieria metaboliczna P. stipitis

P. stipitis w porownaniu do pozostalych szczepéw drozdzy najbardziej wydajnie
fermentuje ksyloze do etanolu i praktycznie nie gromadzi ksylitolu (10,43). Wspo-
mniano juz, ze dzikie szczepy P. stipitis nie ustepuja pod wzgledem efektywnosci
fermentacji ksylozy najlepszym zrekombinowanym szczepom S. cerevisiae. W odréz-
nieniu od S. cerevisiae, P. stipitis nie posiada zdolnosci do wzrostu i fermentagji
w catkowicie beztlenowych warunkach, a w warunkach tlenowych gatunek ten utle-
nia ksyloze do CO,. Dlatego dla osiggniecia maksymalnej produkgji etanolu fermen-
tacje prowadzi sie w warunkach ograniczonego napowietrzania. Ustalono, ze dele-
cja genu CYC1, ktory koduje cytochrom ¢ prowadzi do ostabiania wzrostu szczepu
na ksylozie, natomiast ilo§¢ wyprodukowanego etanolu nie ulega zmianie, tym sa-
mym wzrasta wydajnos$¢ procesu fermentacji (44). P. stipitis zawiera alternatywna
oksydaze, ktora jest wrazliwa na kwas salicylohydroksamowy i nie bierze udzialu
w fosforylacji oksydacyjnej. Udowodniono, ze delecja genu alternatywnej oksydazy
STO1 prowadzi do zwiekszenia produkgji etanolu i nie wptywa na wzrost organizmu
(45).

Od niedawna badaniem fermentacji alkoholowej ksylozy u P. stipitis zajmuja sie
pracownicy Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Uniwersytetu Rzeszowskiego.
Zostala opracowana nowa auksanograficzna metoda oznaczania etanolu bezposred-
nio na szalkach Petriego, co postuzylo do opracowania metody selekcji szczepow
P. stipitis syntetyzujacych zmniejszone lub zwiekszone ilosci etanolu na podiozu
z ksyloza (46). Metoda polega na tym, ze drozdze P. stipitis rosng na ksylozie jako je-
dynym zrédle wegla i produkuja etanol. Drozdze piekarskie S. cerevisiae nie sg zdol-
ne do utylizagji ksylozy, natomiast dobrze rosng na etanolu jako jedynym zrodle we-
gla w warunkach napowietrzania. Kolonie drozdzy P. stipitis, ktore fermentujg ksylo-
ze podczas wzrostu w mieszaninie z drozdzami piekarskimi na powierzchni podto-
za zawierajacego ksyloze, zabezpieczajg wzrost drozdzy piekarskich w postaci ,,strefy
wzrostu” dookota kolonii produkujacych etanol. Im wiecej etanolu wyprodukowano
przez kolonie P. stipitis, tym wiekszy byl rozmiar strefy wzrostu S. cerevisiae wokot
tej kolonii. Odwrotnie, brak wzrostu S. cerevisiae wokét kolonii mutantow P. stipitis
Swiadczyt o niezdolnosci odpowiednich kolonii do fermentacji ksylozy (rys. 2).

Na podstawie tej metody wyizolowano szczepy P. stipitis ze zmieniona zdolnos-
cig do produkgji etanolu. Kinetyka wzrostu biomasy i syntezy etanolu przez te
szczepy na podtozu z ksylozg doktadnie pokazuje istotny wzrost (szczepy serii Z)
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Rys. 2. Metoda analizy etanolu na szalkach Petriego. Strefy wzrostu (aureole) dookota kolonii P. stipitis
podczas hodowli na zestalonym podiozu z ksylozg w mieszaninie z komérkami drozdzy piekarskich.
A. Fotografia plytki Petriego zawierajace zestalone podioze z ksylozg (2%) w mieszaninie z komérkami
drozdzy piekarskich (106 komérek/ml). Komérki P. stipitis byly mutagenizowane przez UV, potem za-
szczepione na podioze z ksylozg po jego zestaleniu. Sg widoczne aureole dookota kolonii P. stipitis.
B. Czesc plytki zawierajgca kolonie P. stipitis (okreslona), ktora nie produkuje zadnych stref wzrostu (au-
reoli).

albo spadek (szczepy serii BZ) produkgji etanolu w poréwnaniu do szczepu dzikiego
(rys. 3). Opracowana metoda pozwala efektywnie izolowa¢ mutanty produkujgce
rézne iloSci etanolu z ksylozy w poréwnaniu do szczepu typu dzikiego. Na podtozu
z glukoza mutanty nie réoznily sie od szczepu typu dzikiego w zakresie kinetyki
wzrostu, przy czym produkowaly trzykrotnie mniej etanolu (rys. 4).

Wiadomo, ze produkcja etanolu przez P. stipitis na podiozu z ksylozg zwieksza
sie w warunkach stabego napowietrzania. Jednak przyczyny takiego zjawiska nie sa
znane. Okazalo sie, ze ograniczenie natleniania prowadzi do powaznego zwieksza-
nia aktywnosci podstawowego enzymu fermentacji alkoholowej — dekarboksylazy
pirogronianowej u drozdzy P. stipitis w hodowlach z glukoza lub ksylozg (rys. 5). Na
podstawie tych danych udowadnia sie istotng role tlenu w regulacji syntezy enzy-
méw glikolizy u P. stipitis. Jednak mechanizm tej regulacji nie jest znany. W celu
identyfikacji regulatorowych genoéw, ktére uczestnicza w kontroli fermentagji alko-
holowej opracowuje sie metode mutagenezy insercyjnej u P. stipitis z wykorzysta-
niem wspomnianej metody analizy etanolu na szalkach Petriego (46). Schemat selek-
¢ji pokazano na rysunku 6.

Drozdze P. stipitis posiadaja ogromny potencjat biotechnologiczny, dla ktérych
zastosowano metody genetyki klasycznej (47) i molekularnej (9). Obecnie zakonczo-
no peine sekwencjonowanie genomu tego organizmu. Sklonowano wiele genéw
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Rys. 3. Wzrost biomasy (A, C) i produkcja etanolu (B, D) w podiozu z ksylozg (2%) szczepow P. stipitis
dzikiego typu oraz mutantéw gromadzacych zmniejszone (A, B) lub zwigkszone (C, D) iloSci etanolu.

O - szczep dziki, O - szczepy BZ6 (A, B) i Z36 (C, D),

® _ szczep Z15 (C, D), M — szczepy BZ7 (A, B) i Z39 (C, D).
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Rys. 4. Wzrost biomasy (A, C) i produkcja etanolu (B, D) w podtozu z glukoza (2%) szczepow P. stipitis
dzikiego typu oraz mutantéw gromadzgcych zmniejszone (A, B) lub zwiekszone (C, D) ilosci etanolu
w podlozu z ksyloza.

O - szczep dziki, O - szczepy BZ6 (A, B) i Z36 (C, D),

® _ szczep Z15 (C, D), M — szczepy BZ7 (A, B) i Z39 (C, D).
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Rys. 5. Aktywnos¢ dekarboksylazy pirogronianu (PDC) w komoérkach dzikiego szczepu P. stipitis
CBS6054 na podiozu z glukozg lub ksylozg w zaleznos$ci od napowietrzania. Jednostki aktywnosci: U/mg
biatka (U, jednostki: umoli x mg biatka! x min-!).
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Rys. 6. Metoda mutagenezy insercyjnej komorek Pichia stipitis, PLU-20 — szczep wyjsciowy, ETF —
elektrotransformacja, pL2 — wektor inercyjny, Sal I — endononukleza restrykcyjna.
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tego gatunku oraz zbadano charakterystyki regulacji ekspresji niektorych z nich
(10,43). Udowodniono, ze ekspresja genu ADH2, ktory uczestniczy w tworzeniu eta-
nolu aktywuje sie w warunkach hipoksji (48). Jednak nadal mamy zbyt matg wiedze
o mechanizmach regulacji fermentacji ksylozy przez ten organizm i wciaz nie ziden-
tyfikowano odpowiednich genéw regulatorowych.

Wyizolowano takze szereg innych gatunkoéw drozdzy zdolnych do alkoholowej
fermentacji ksylozy, zwtaszcza Pachysolen tannophilus, Candida shehatae, Candida tenuis,
Pichia segobiensis, Brettanomyces naardensis. Nalezy podkresli¢, ze dla P. tannophilus
opracowano juz metody genetycznej transformacji i sklonowano kilka genéw (43).
Drozdze te charakteryzujg sie wlasciwo$ciami podobnymi do P. stipitis, ktére sg mo-
delowym obiektem dla wszystkich pokrewnych drozdzy fermentujgcych ksyloze.
Wiadomo, ze niektére gatunki z rodzaju Brettanomyces wykazuja niezwykle wysoka
odpornos¢ na etanol, ktéra moze przewyzsza¢ odpornosc S. cerevisiae. Dlatego istot-
ne jest opracowanie genetycznych metod analizy drozdzy rodzaju Brettanomyces
oraz identyfikacja genow odpowiedzialnych za wysoka odpornos¢ komoérek wtasnie
tego gatunku na etanol.

6. InZynieria metaboliczna termotolerancyjnysh droidiy Hansenula
polymorpha

Termotolerancyjne drozdze H. polymorpha sg obiektem prowadzonych badan do-
tyczacych molekularnych mechanizméw biogenezy i degradacji peroksysomow
(49-52), represji katabolicznej (53,54), mechanizmu odpowiedzi komorki eukario-
tycznej na czynniki stresu metabolicznego (55,56). Sg one jednym z najbardziej po-
pularnych obiektow do produkgji heterologicznych bialek o znaczeniu medycznym
(57-59). Do tych drozdzy zastosowano dobrze znane metody genetyki klasycznej
i molekularnej (60), znana jest catkowita sekwencja genomu (61). Drozdze te posia-
daja bardzo mocne, regulatorowe i konstytutywne promotory (57,58). Maksymalna
temperatura wzrostu tego gatunku wynosi 50°C, i jest ona zaledwie o 10°C nizsza
w poréwnaniu do znanych eukariotycznych organizmoéw (62,63). Wiadomo od daw-
na, ze drozdze te sg zdolne do fermentacji glukozy do etanolu, jednak fermentacja
ksylozy nie zostata zbadana. W przeprowadzonych przez nas badaniach udowod-
niono, ze H. polymorpha jest zdolna do fermentacji glukozy, ksylozy, mannozy, mal-
tozy i celobiozy do etanolu, natomiast galaktoza i L-arabinoza prawie wcale nie
podtrzymujg wzrostu tego gatunku drozdzy (64). Optymalna temperatura fermenta-
¢ji glukozy i ksylozy wynosi 37-40°C, mozliwa jest rowniez przy 45-48°C (65). Fer-
mentacja przebiegata najbardziej aktywnie w warunkach umiarkowanego napowie-
trzania lub niedostatecznej ilo$ci flawin, co prowadzi do defektéw w oddychaniu
komoérkowym. H. polymorpha okazat sie gatunkiem bardziej odpornym na toksyczne
dziatanie etanolu w poréwnaniu do P. stipitis, i mniej odpornym w poréwnaniu do
S. cerevisiae (64). Z wykorzystaniem wspomnianej auksanograficznej metody selekcji
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wyizolowano mutanty H. polymorpha zdolne do zwiekszonej produkgcji etanolu na
podiozu z ksylozg (46).

H. polymorpha wykorzystuje ten sam szlak metabolizmu ksylozy co inne drozdze
fermentujgce ksyloze, przy czym zawiera zalezng od NAD(P)H reduktaze ksylozy
oraz zalezng od NAD dehydrogenaze ksylitolu (66). Zbadano zdolno$¢ H. polymorpha
do ekspresji bakteryjnej izomerazy ksylozy w odr6znieniu od S. cerevisiae. W tym
celu geny XYL1 i XYL2-A, ktore koduja reduktaze ksylozy oraz jeden z izozyméw de-
hydrogenazy ksylitolu zostaly wyeliminowane w wyniku delecji, a uzyskane w ten
sposob szczepy utracily zdolno$¢ do wzrostu na ksylozie. Transformacja tych dele-
cyjnych szczepéw bakteryjnymi genami xylA, ktore koduja izomerazy ksylozy u E. coli
i Streptomyces coelicolor przywracata zdolno$¢ transformantéw do wzrostu i fermen-
tacji ksylozy. Transformanty wykazywaly wysoka aktywnos$¢ izomerazy ksylozy, kté-
ra siegala 25% aktywnosci tego enzymu dla wyjsciowych szczepow bakteryjnych
(65,66). To pierwsze doniesienie o pomyslnej ekspresji bakteryjnej izomerazy ksylo-
zy w komorkach drozdzy. Mozna sie spodziewac, ze nastepne badania w dziedzinie
inzynierii metabolicznej alkoholowej fermentacji ksylozy u H. polymorpha (amplifika-
¢ja limitujgcych genéw glikolizy oraz pentozofosforanowego szlaku, genow, ktére
odpowiadajg za odporno$¢ na podwyzszong temperature i etanol, delecja jeszcze
jednego genu dehydrogenazy ksylitolu) pozwoli skonstruowac szczepy, ktore beda
przewyzszaty zdolnos$cig do fermentacji ksylozy wszystkie dotad poznane organi-
zmy. Maksymalna temperatura fermentacji u H. polymorpha (48-50°C) powinna po
raz pierwszy umozliwic¢ tatwe przeprowadzenie procesu SSF (ang. Simuiltaneous
Saccharification and Fermentation, to znaczy jednoczesnego scukrzania i fermentacji
glukozy i ksylozy), poniewaz jest to temperatura zblizona do optymalnej dla dzia-
tania celulaz i hemicelulaz. Wada H. polymorpha jest niezdolnos$¢ do fermentacji ga-
laktozy i L-arabinozy. Dlatego dalsze badania powinny polegac¢ na wprowadzeniu do
tego organizmu gendéw z innych organizmoéw, ktére umozliwig aktywna fermentacje
wszystkich gtownych cukréw lignocelulozy. Dotad catkowicie nie jest znana odpor-
nos$¢ H. polymorpha na toksyczne produkty (aldehydy, fenole, kwasy: octowy i mrow-
kowy), ktére gromadzg sie w hydrolizatach lignocelulozy po hydrolizie kwasem siar-
kowym. Jednak w warunkach enzymatycznej hydrolizy ilo$¢ takich produktow moze
by¢ niewielka. Jeszcze jednym waznym kierunkiem przyszitych badan powinna by¢
ekspresja genow, ktore koduja celulazy, amylazy i hemicelulazy u H. polymorpha,
w celu konstruowania szczepéw zdolnych do alkoholowej fermentacji lignocelulozy
bezposrednio po jej wstepnej obrébce. Sprzyja temu fakt, Zze organizm ten jest
zdolny do produkgji sporych ilo$ci obcych biatek.

7. Przemystowa produkcja paliwowego etanolu z lignocelulozy

W ciggu ostatnich lat rozpoczeto eksploatacje co najmniej dwoéch fabryk pilota-
zowych do produkgji paliwowego etanolu z odpadéw roslinnych. Taki etanol moze
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by¢ wykorzystany jak jedyne paliwo lub dodatek do paliwa (benzyny) w silnikach sa-
mochodowych. W grudniu 2004 r. rozpoczeto przemystowa produkcje eksperymen-
talng w fabryce w Ottawie (Kanada), ktora jest wspolnym przedsiebiorstwem firm lo-
gen (znany producent celulolitycznych enzyméw), Petro-Canada i Royal Dutch Shell
z roczng produkcjg 100 min I etanolu (5). Surowcem do otrzymywania etanolu jest
stoma kukurydzy i pszenicy oraz galezie drzew. Kanadyjska firma w procesach fermen-
tacyjnych wykorzystuje szczepy S. cerevisiae skonstruowane przez grupe N. Ho (Purdue
University, West Lafayette, USA) oraz P. stipitis, ktory zostanie testowany jak organizm
fermentujgcy. W 2005 r. zostafa uruchomiona fabryka do produkgcji paliwowego etano-
lu w Omskoldsvik (Szwecja) z trocin jako surowca (5). Ukazala sie rowniez informacja
o planach uruchomienia fabryki przerébki odpadéw lignocelulozowych z trzciny cu-
krowej w Brazylii. Istniejace fabryki obecnie nie sg rentowne, ale ich dzialalnos¢ po-
zwoli na opracowanie nowej technologii przemystowej produkgji etanolu paliwowego
z lignocelulozy, oraz pozwoli okresli¢ czynniki warunkujgce optacalnos¢ produkgji.

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

Istnieje pilna potrzeba wykorzystywania alternatywnych zrédet energii, a zwlasz-
cza plynnego paliwa. W kraju produkuje sie znaczne ilosci etanolu i wystepuja re-
zerwy zwiekszenia tej produkgji, ktéra moze by¢ wykorzystywana jako dodatek do
benzyny. Jednak istniejaca baza surowcowa (cukier, skrobia) nie pozwala znaczaco
zwiekszy¢ produkcje paliwowego etanolu. Dlatego opracowanie technologii otrzy-
mania etanolu z lignocelulozy (odpady roslinne) ma ogromne znaczenie ekonomicz-
ne. Wymaga to jednak kompleksowych badan w dziedzinie mikrobiologii, inzynierii
metabolicznej, biochemicznej i technologii chemiczne;j.

Obecnie badania w dziedzinie otrzymania paliwowego etanolu z lignocelulozy,
zwlaszcza inzynierii metabolicznej drozdzy P. stipitis oraz termotolerancyjnych droz-
dzy H. polymorpha prowadzone sa w kilku osrodkach naukowych w kraju (46,65-69).
Zostaly skonstruowane unikatowe szczepy, ktére majg perspektywe zastosowania
w celu otrzymania paliwowego etanolu w najbardziej nowoczesnym procesie jedno-
czesnego scukrzania i fermentacji (proces SSF).

Interesy kraju wymagaja jak najszybszego dofinansowania prac badawczych,
prowadzonych przez zespoty ztozone z wielu specjalistéw (biochemikéw, mikrobio-
logéw, inzynieréw i ekonomistow), ktére doprowadza do opracowania przemy-
stowej technologii produkgji etanolu z lignocelulozy.
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