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Poznan

1.Wstep

urowce lignocelulozowe sg uwaza-
Sne za najtanszy i najbardziej doste-
pny substrat do produkcji bioetanolu
paliwowego, jednakze konieczna jest
znaczna redukcja kosztéw, aby taki
etanol mogt sta¢ sie alternatywa dla
ropy naftowej. Podstawowym proble-
mem technicznym pozostaje wydajna
fermentacja etanolowa frakcji hemi-
celulozowej. Hemicelulozy stanowig az
10-50% suchej substancji materiatow
lignocelulozowych; przykiadowo, po-
wszechnie wystepujgca stoma pszenna
zawiera 24-30% hemiceluloz.

Hemicelutozy mozna stosunkowo
tatwo hydrolizowa¢ do heksoz (D-glu-
kozy, D-galaktozy i D-mannozy) i pen-
toz (D-ksylozy, L-arabinozy). Wie-
kszo$¢ obecnie stosowanych technolo-
gii hydrolizy materiatldw lignocelulozo-
wych prowadzi do w)d:worzenia hydro-
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lizatu hemicelulozowego, ktoéry moze by¢ oddzielony i fermentowany nieza-
leznie od komponentéw glukozowo-celulozowych (1). Warunki hydrolizy kwa-
sowe] muszg by¢ na tyle fagodne aby nie doprowadzi¢ do degradacji cukrow
do furfuralu i innych produktéw obnizajacych wydajnos¢ cukréw i inhibu-
jacych proces fermentacji (2). Stad hydrolize kwasowg prowadzi sie przy
uzyciu rozcienczonych roztworéw kwasu siarkowego. Z uwagi na droga apa-
rature i ucigzliwos¢ dla srodowiska naturalnego metody oparte na hydrolizie
kwasowej sa wycofywane z uzycia (3). W najnowszych rozwigzaniach prefe-
ruje sie metody enzymatyczne, w ktérych hemicelulozy sa hydrolizowane
w tagodnych warunkach do cukréw prostych, a nastepnie prowadzi sie hy-
drolize celulozy przy uzyciu celulaz. Nalezy jednak wyraznie stwierdzi¢, ze
hydroliza enzymatyczna jest ciagle mato wydajna i relatywnie wolna. Wynika
to gtdwnie z braku odpowiednio aktywnych preparatéw enzymatycznych.

Duze nadzieje na efektywne wykorzystanie substratéw lignocelulozowych
jako zrédta do bezposredniej produkcji etanolu poktada sie w zastosowaniu
metod inzynierii genetycznej do konstrukcji nowych szczepéw mikroorgani-
zmow zdolnych do réwnolegtej produkcji enzymoéw hemicetulolitycznych i fer-
mentacji etanolowej.

Istnieje co prawda caly szereg mikroorganizmoéw, jak Candida shehatae,
Paschysolen tannophilus czy Pichia stipitis, ktore fermentuja ksyloze z zado-
walajgca wydajnoscia, jednak ich hodowla wymaga bardzo precyzyjnej kon-
troli parametrow technologicznych, w tym takze utrzymania podtoza hodow-
lanego w stanie lekkiego natlenienia by u~skac¢ optymalne wydajnosci. Ponadto
organizmy te wytwarzajg czesto mieszanine etanolu z ksylitolem i sg zdecy-
dowanie mniej odporne na inhibitory zawarte w hydrolizatach (1,2,4-6).

Analizujgc literature przedmiotu z tego zakresu mozna stwierdzi¢, ze wie-
kszos¢ prowadzonych prac z zakresu inzynierii genetycznej koncentruje sie
wokot rozszerzenia mozliwosci fermentacyjnych najbardziej znanych produ-
centow etanolu, a mianowicie drozdzy Saccharomyces cerevisiae i bakterii
Zymomonas mobilis, oraz modyfikacji metabolizmu bakterii Escherichia coli,
tak aby etanol stal sie gtlbwnym metabolitem koncowym.

2. Modyfikacje genetyczne Zymomonas mobilis

Bakterie Z. mobilis, obok drozdzy S. cerevisiae, sg uwazane za organizmy
najbardziej wydajne w fermentacji etanolowej i w ostatnich latach sa szeroko
wprowadzane do produkcji przemystowej (7). Ciekawie przedstawiaja sie wia-
Sciwosci technologiczne bakterii Z. mobilis na tle drozdzy. Korzysci wynika-
jace z zastosowania bakterii Z. mobilis do biosyntezy etanolu polegaja na
znacznie wyzszej produktywnosci etanolu w cigglych systemach fermentacji
i wiekszej wydajnosci etanolu z jednostki zuzytego cukru, przy mniejszej
wydajnosci biomasy (8). Dzieki mniejszej koncentracji biomasy w fermento-
rze, na procesy anaboliczne zuzywana jest mniejsza ilos¢ energii, co prowadzi
do oszczednosci substratu niezbednego do wzrostu biomasy komérkowej. Na
podkreslenie zastuguje takze 3-5-krotnie wyzsza szybkos$¢ przyswajania cu-
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Rys. 1. Ogélny schemat przemian w cyklu Entnera-Doudoroffa.

kréw przez kultury Z. mobilis niz drozdze. Bakterie wykazuja takze mozliwos¢
wzrostu w srodowisku catkowicie beztlenowym, co rézni je od drozdzy, ktére
wymagajg kontrolowanych dawek tlenu do budowy wilasnych komoérek. To-
terancja na etanol w przypadku bakterii jest poréwnywalna z drozdzami,
a niektorzy autorzy twierdza, ze wyzsza (9). llos¢ produktéw ubocznych me-
tabolitéw tworzonych przez Z. mobilis w czasie fermentacji etanolowej, jest
nizsza niz w przypadku drozdzy (10). Podstawowg cecha ograniczajgca zakres
surowcow weglowodanowych jest mozliwos¢é wykorzystywania przez bakterie
tylko trzech cukréw: glukozy, fruktozy i sacharozy. Z. mobilis nie fermentujg
pentoz, natomiast galaktoza jest wykorzystywana przez nie w niskim stopniu.
Heksozy fermentowane sg wediug cyklu Entnera-Doudoroffa (rys. 1).
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Ksyloza
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Rys. 2. Metabolizm pentoz w rekombinowanym szczepie Z. mobilis (14).

Wolny postep w pracach genetycznych nad Z. mobilis wynika w duzym
stopniu stad, ze wiekszos¢ szczepdw jest oporna na antybiotyki, co utrudnia
monitorowanie transferu plazmidéw przy uzyciu markeréw antybiotykowych.
Cho¢ prace majgce na celu skonstruowanie bakterii, zdolnych do ekspresiji
gendw kodujacych enzymy niezbedne do fermentacji ksylozy, zostaty zapo-
czatkowane juz w latach osiemdziesiatych (9,11-13), to doprowadzity one do
pierwszych wiekszych sukceséw dopiero w roku 1995, Zhangowi i wsp. (14)
udato sie uzyskac¢ ekspresje czterech gendéw: izomerazy ksylozowej, ksylulo-
kinazy, transaldolazy i transketolazy, co pozwolito zmieni¢ szlak metabo-
liczny bakterii i fermentowa¢ ksyloze w cyklu Entnera-Doudoroffa (rys. 2).
Uzyskany rekombinant, nazwany CP4 (pZB5), fermentowat ksyloze jako jedyne
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zrodto wegla z wydajnoscig 86% w stosunku do teoretycznej (14). Stwier-
dzono jednak, ze rekombinowany szczep wzrastat wolniej na glukozie niz
szczep kontrolny. Zmodyfikowany mikroorganizm posiadat zdolno$¢ fermen-
towania pozywki zawierajacej 25 g glukozy i 25 g ksylozy w 1 dcm” pozywki
(14). Rogers i wsp. (15) wykazali ostatnio peine wykorzystanie przez szczep
CP4 (pzZB5) obu cukrow z pozywki zawierajgcej 50 g glukozy i 50 g ksylozy
w 1 dcm” podioza fermentacyjnego. Stwierdzili tez, ze co najmniej jeden
z enzymow wytwarzanych przez geny wprowadzone do Z. mobilis, jest cai-
kowicie inhibowany przy stezeniu etanolu przekraczajagcym 55 g w 1 dcm”
pozywki. Pelne wykorzystanie cukrow uzyskano réwniez w hodowlach cig-
glych przy zastosowaniu pozywki zawierajacej 40 g glukozy i 40 g ksylozy
w 1 decm”?, stosujac szybkos$¢ rozcienczenia w zakresie od 0,05 do 0,06 (h'?)
i uzyskujac koncentracje etanolu bliskg 40 g/dcm”.

Deanda i wsp, w 1996 r. uzyskali szczep posiadajacy pie¢ dodatkowych
gendw pozwalajacych na wykorzystanie arabinozy nawet w obecnosci glukozy
(16). Szczep ten byt stabilny w temp. 37°C przez siedem generacji. W na-
stepnych pracach skierowano sie na poprawe stabilnosci genetycznej szczepu
na drodze polepszenia stabilnosci plazmidu i jego integracji z chromosomem
a7).

Pod koniec 1997 r, doniesiono o skonstruowaniu szczepu Z. mobilis fer-
mentujacego zaréwno ksyloze jak i arabinoze, dzieki klonowaniu siedmiu
genoéw przy uzyciu wektora plazmidowego, W mieszaninie z glukozg i ksylozag
pobdr arabinozy przez transformowany szczep jest jednak bardzo wolny co
wydluza czas fermentacji do 80-100 h w temp. 30°C (1).

Duzo mniejszy postep obserwuje sie w skonstruowaniu szczepéw Z. mo-
bilis fermentujgcych mannoze lub galaktoze, cho¢ Weisserowi i wsp. (18)
udato sie wprowadzi¢ do Z. mobilis gen pmiimanA) (izomerazy fosforoman-
nozowej) z E. colii uzyskac¢ fermentacje mannozy jako jedynego zréodta wegla.

3. Rekombinowane szczepy Escherichia coli

Pod koniec lat osiemdziesigtych przeprowadzono wiele prac poswieconych
charakterystyce genomu bakterii Z. mobilis i izolacji genéw zwigzanych z en-
zymami biorgcymi udziat w biokonwersji cukrow do etanolu (19-22). Na pod-
stawie uzyskanych wynikéw Ingram i wsp. (23) zmodyfikowali E. coli poprzez
transformacje genéw dekarboksylazy pirogronianowej, katalizujgcej przemia-
ne pirogronianu do aldehydu octowego i dehydrogenazy alkoholowej, zwiag-
zanej z przemiang aldehydu octowego do etanolu. Autorzy ci skonstruowali
plazmid pLOI295 zawierajacy oba geny i nastepnie wprowadzili go do szczepu
E. coli TC4, W rezultacie uzyskano konstrukt, ktéry wytwarzat etanol jako
gtéwny produkt fermentacji. Wprowadzone geny Z. mobilis wptynely na zmia-
ne metabolizmu E, coli dzieki wyzszemu powinowactwu dekarboksylazy piro-
gronianowej z Z. mobilis do pirogronianu. Taki uktad cechowat sie wystar-
czajgco niskim poziomem pirogronianu chroniagcym przed przemismg piro-
gronianu do mleczanu czy octanu (23),
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Kolejnym krokiem w przygotowaniu tego wektora stanowito wprowadzenie
markera opornosci na tetracykline (pLOI297) (24). W dalszych pracach do-
prowadzono do uzyskania szczepu ATCC 11303 (pL01297), ktory jest juz
dos¢ dokladnie przebadany z punktu widzenia jego witasciwosci i zdolnosci
fermentacyjnych (24-29). Catkowite wykorzystanie ksylozy z podiozy zawie-
rajacych od 40-140 g/dcm” nie hamowalo efektywnego odfermentowania in-
nych cukréow. Szczep byt stosunkowo odporny na furfural, co pozwalalo za-
stosowac¢ go do hydrolizatéw substratow lignocelulozowych. Jedynym man-
kamentem uzyskanego rekombinanta byta jego wrazliwos¢ na podwyzszonag
zawartos¢ kwasu octowego, ktory obnizatl produktywnos¢ fermentacji (przy
zachowaniu wysokiej wydajnosci etanolu), a w skrajnych przypadkach prawie
catkowicie blokowat produkcje etanolu.

W pracach przeprowadzonych przez Ohta i wsp. (30) doprowadzono do
powstania szczepu KOII, charakteryzujgcego sie wyzszg stabilnoscig gene-
tyczna i wysokag zdolnoscig do fermentacji glukozy i ksylozy. Stosujac hy-
drolizaty z odpaddéw kukurydzianych uzyskano wydajnosci etanolu zblizone
do 100% (25), a na hydrolizatach z drewna sosnowego szczep produkowat
etanol z wydajnoscia 91% w stosunku do teoretycznej (31). W ostatnio opub-
likowanych pracach, dotyczacych szczepow ATCC 11303 i KOIl, wskazuje
sie jednak na problemy z utrzymaniem stabilnosci genetycznej juz po 12
generacjach, nawet przy uzyciu pozywki z dodatkiem antybiotyku (32,33).

Pewng trudnos¢ w badaniach z zastosowaniem rekombinowanych szcze-
pow E. coli stanowito wystepowanie katabolicznej represji metabolizmu in-
nych cukréw w obecnosci glukozy. Aby omina¢ te niedogodnos¢ sposréod
wielu mutantdéw spontanicznych szczepu KO 11 wyizolowano 2 szczepy z de-
fektem transportu glukozy. Szczepy te cechuja sie wyzsza wydajnoscia pro-
dukcji etanolu niz szczep wyjsciowy (34).

4. Rekombinowane drozdze Sacchoromyces cerevisiae

Drozdze S. cerevisiae wykazujg zdolnos¢ fermentowania ksylulozy, nato-
miast nie metabolizujg ksylozy. Wybrana strategia dziatania polegala zatem
na takiej modyfikacji genetycznej, aby drobnoustréj moégt przetworzy¢ ksyloze
do ksylulozy, co pozwala na jej wigczenie w naturalny szlak metaboliczny
prowadzacy do etanolu.

Pierwszym krokiem w tych pracach bylo takie zmodyfikowanie szczepu
5. cerevisiae, azeby wykazat zdolnos¢ produkcji izomerazy ksylozowej (XI).
Geny Xl [xylA), pochodzace z réznych bakterii, transformowano do drozdzy
i uzyskiwano ekspresje, jednak tworzona przez rekombinowane szczepy izo-
meraza ksylozowa byta nieaktywna (35-37). Dopiero Walfridsson i wsp. (38)
uzyskali aktywnos¢ izomerazy Xl w szczepie transformowanym genem z ter-
mofilnych bakterii Thermus thermophilus. Wzrost modyfikowanego szczepu
na ksylozie byt jednak staby.

Inna strategia, stosowana do modyfikacji genetycznej drozdzy S, cerevi-
siae, polegata na przeniesieniu do S, cerevisiae drogi metabolicznej wyko-
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rzystania ksylozy wystepujgcej normalnie w Pichia stipitis. Ten cykl metabo-
liczny zapoczatkowany jest przemianami, w ktérych reduktaza ksylozowa
(XR) i dehydrogenaza ksylitolowa (XDH) przetwarza ksyloze do ksylulozy (3).
Skonstruowano kilka szczepbw S. cereuisiae zawierajgcych geny reduktazy
ksylozowej (XYLJ) i dehydrogenazy ksylitolowej (XYL2) pochodzace z P, sti-
pitis. Produkcja etanolu przez tak zmodyfikowane szczepy S, cereuisiae byta
jednak niska, a produktem wytwarzanym w najwiekszej ilosci okazat sie
ksylitot. Taki przebieg procesu fermentacji wigzal sie czesciowo z brakiem
rownowagi redukcyjno-oksydacyjnej w komadrce zmodyfikowanego mikroorga-
nizmu. Nizsze powinowactwo XR do NADH niz do NADPH, powodowato bo-
wiem nagromadzanie sie NADH w komodree (39,40).

Lepsze rezultaty w modyfikacjach genetycznych drozdzy uzyskali Chen
i Ho (41), ktoérzy skonstruowali szczep S. cereuisiae (S. cereuisiae 1400) za-
wierajacy plazmid z genami XYL1 i XYL2 z P. stipitis i dodatkowa kopie genu
ksylulokinazy z S. cereuisiae. Szczep ten byt zdolny do wykorzystania ksylozy
jako jedynego zrodta wegla z wydajnoscig okoto 70% (42).

5. Wnioski kohcowe

Mozliwosci uzyskiwania etanolu na drodze fermentowania hydrolizatow
surowcow uzyskanych przez szczepy mikroorganizmoéw otrzymane na drodze
modyfikacji genetycznej sa wysoce zaehecajgce. Co prawda, takie parametry
jak: stabilnos¢ genetyczna, odpornos¢ na etanol, niska szybkos¢ fermentacji
i wreszcie wystepowanie represji katabolicznej wymagaja przeprowadzenia
dalszych intensywnych prac. Nalezy jednak stwierdzi¢, ze istniejg realne prze-
stanki do skonstruowania mikroorganizmoéw, ktére pozwolg na znacznie le-
psze wykorzystanie wszystkieh weglowodanowych skiadnikéw biomasy ro-
slinnej i umozliwig ekonomicznie optacalng produkcje etanolu, konkurencyj-
ng do paliw ropopochodnych. Postep naukowy jaki dokonat sie od roku 1995
jest tak szybki, ze otrzymanie wkrotce szezepu nadajgcego sie do przemy-
stowej produkcji etanolu z hydrolizatébw hemicelulozowych, jak sie wydaje,
jest pewne.
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Genetic modification of microorganisms for ethanol production from hemi-
cellulosic hydrolyzates

Summary

The efficient and complete conversion of lignocellulosic hydrolysates to ethanol as a result
of fermentation processes makes possible the production of a bio-fuel competitive with petroleum.
Traditional organisms used in ethanol fermentation, e.g. Saccharomyces cerevisise and Zymomo-
nas mobilis, are unable to ferment pentose sugars. To overcome this problem genetic modifica-
tions of S. cerevisiae, Z. mobilis and E. coU were performed in order to produce ethanol directly
from xylose and arabinose. The performance of the recombinant strains is encouraging: especially
over the last 3 years the progress has been rapid. There is a possibility that strains of these
three species may find a separate application in the fermentation of specific plemt biomasses.
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