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miejsca i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej
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Opiekun pracy: dr hab. Marianna Turkiewicz,
prof. nadzw. PL

2005 Stopien naukowy doktora nauk
technicznych w zakresie technologii
chemicznej
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Politechnika todzka
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antarktycznych”

Promotor: prof. dr hab. Marianna Turkiewicz

3. Informacje o dotychczasowym  zatrudnieniu w  jednostkach

naukowych/artystycznych

2005 - 2006 Asystent
Instytut Biochemii Technicznej
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechnika £édzka

2006 — obecnie Adiunkt
Instytut Biochemii Technicznej
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechnika L6dzka
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4.

A)

B)

Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r.
poz. 1311.):

tytut osiggniecia naukowego/artystycznego

EKSTREMOFILE JAKO ZRODLO UZYTECZNYCH
BIOTECHNOLOGICZNIE BIOPRODUKTOW

(autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa,

recenzenci wydawniczy)

H-1 Makowski K., Biatkowska A, Szczesna-Antczak M, Kalinowska H, Kur J,
Cieslinski H, Turkiewicz M. (2007) Immobilized preparation of cold-adapted and
halotolerant Antarctic p-galactosidase as a highly stable catalyst in lactose
hydrolysis. FEMS Microbiol Ecol 59:535-542

MNiSW - 20* ; IF2007 = 3.039, (5 letni IF=4.295) Cit — 14

H-2 Makowski K, Biatkowska A, Olczak J, Kur J, Turkiewicz M. (2009)
Antarctic, cold-adapted B-galactosidase of Pseudoalteromonas sp. 22b as an
effective tool for alkyl galactopyranosides synthesis. Enzyme Microb Technol
44:59-64

MNiSW - 20%, IF2000= 2.638, (5 letni IF=2.962) Cit — 11

H-3 Florczak T, Daroch M, Wilkinson MC, Biatkowska A, Bates AD,
Turkiewicz M, lwanejko LA. (2013) Purification, characterisation and expression
in Saccharomyces cerevisiae of LipG7 an enantioselective, cold-adapted lipase
from the Antarctic filamentous fungus Geomyces sp. P7 with unusual
thermostability characteristics. Enzyme Microb Technol 53(1):18-24. doi:
10.1016/j.enzmictec.2013.03.021. Epub 2013 Apr 4

MNiSW - 30*, IF213= 2.966, (5 letni IF=2.962) Cit — 22
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characterization of yeasts isolated from Antarctic soil samples. Polar Biol 38:1-
17. doi:10.1007/s00300-017-2102-

MNiSW - 30*, IF20162017= 1.95, (5 letni IF=2.070) Cit -1

H-5 Biatlkowska A, Morawski K, Florczak T. (2017) Extremophilic proteases as
novel and efficient tools in short peptide synthesis. J Ind Microbiol Biotechnol
44(9):1325-1342. doi: 10.1007/s10295-017-1961-9

MNiSW - 30*, IF2016=2.810, (5 letni IF=2.620) Cit -0

H-6 Biatkowska A, Krysiak J, Florczak T, Szulczewska K, Wanarska M,
Turkiewicz M. (2018) The psychrotrophic yeast Sporobolomyces roseus LOCK
1119 as a source of a highly-active aspartic protease for the in vitro production
of antioxidant peptides. Biotechnol Appl Biochem. doi: 10.1002/bab.1656
(published online in Wiley Online Library)

MNiSW - 20*, IF2016= 1.413, (5 letni IF=1.466) Cit -0

H-7 Biatkowska A, Gromek E, Krysiak J, Sikora B, Kalinowska H,
Jedrzejczak-Krzepkowska M, Kubik C, Lang S, Schutt F, Turkiewicz M. (2015)
Application of enzymatic apple pomace hydrolysate to production of 2,3-
butanediol by alkaliphilic Bacillus licheniformis NCIMB 8059. J Ind Microbiol
Biotechnol 42(12):1609-21. doi:10.1007/s10295-015-1697-3

MNiSW - 30*, IF2015=2.745, (5 letni IF=2.624) Cit -0

H-8 Biatkowska A, Jedrzejczak-Krzepkowska M, Gromek E, Krysiak J, Sikora
B, Kalinowska H, Kubik C, Schitt F, Turkiewicz M. (2016) Effects of genetic
modifications and fermentation conditions on 2,3-butanediol production by
alkaliphilic Bacillus subtilis. Appl Microbiol Biotechnol 100(6):2663-76.
doi:10.1007/s00253-015-7164-2

MNIiISW - 15*, IF216= 3.42, (5 letni IF=3.72) Cit -1
H-9 Sikora B, Kubik C, Kalinowska H, Gromek E, Biatkowska A, Jedrzejczak-

Krzepkowska M, Schitt F, Turkiewicz M. (2016) Application of byproducts from

food processing for production of 2,3-butanediol using Bacillus
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amyloliquefaciens TUL 308. Prep Biochem and Biotechnol 46(6):610-9.
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H-10 Biatkowska A. (2016) Strategies for efficient and economical 2,3-
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MNiSW - 15*, IFx16= 1.658, (5 letni IF=1.818) Cit -6

H-11 Biatkowska A, Gromek E, Kalinowska H, Kubik C, Sikora B, Szczesna —
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Wymienione artykuty dotgczone zostaty w Zafgczniku 5 i cytowane sg w
tekscie z literg ‘H przed numerem odnosnika (np. [H-1]). Do wniosku o
wszczecie postepowania habilitacyjnego dotagczono oswiadczenia wspotautorow

pracy okreslajace indywidualny wkfad w jej powstanie (Zatgcznik 6).

PODSUMOWANIE DOROBKU NAUKOWEGO

(DANE SCJENTOMETRYCZNE NA DZIEN 18.04.2018)

Sumaryczny Impact Factor cyklu publikacji bedgcych podstawg 24
do ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego w dziedzinie
nauk technicznych, w dyscyplinie biotechnologia (zgodnie z
rokiem opublikowania)

Sumaryczny Impact Factor wszystkich prac (zgodnie z rokiem 36.67
opublikowania)

Liczba punktéw zgodnie z kryteriami Ministerstwa Nauki i 385
Szkolnictwa Wyzszego opublikowanymi w komunikacie Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie wykazu czasopism
naukowych (zgodnie z rokiem opublikowania)

Index Hirscha wedtug Web of Science 9
Liczba cytowan wedtug Web of Science 251
Liczba cytowan bez autocytowan wedtug Web of Science 236

*W przypadku gdy osiggnieciem naukowym albo artystycznym jest samodzielna i
wyodrebniona czes¢ pracy zbiorowej, habilitant zatgcza do wniosku o wszczecie
postepowania habilitacyjnego oswiadczenia wszystkich jej wspdtautoréw
okreslajgce indywidualny wkfad kazdego z nich w jej powstanie. W przypadku gdy
praca zbiorowa ma wiecej niz pieciu wspotautoréw, habilitant zatgcza
oswiadczenie okreslajgce jego indywidualny wktad w powstanie tej pracy oraz

oswiadczenia co najmniej czterech pozostatych wspétautorow
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(03] omowienie celu naukowego/artystycznego ww.pracy/prac i

osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentualnego

wykorzystania

Podstawg wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego sg

oryginalne wyniki badan, przedstawione w cyklu 8 powigzanych tematycznie artykutow

naukowych, dwie publikacje przeglgdowe oraz jeden patent. Artykuty naukowe zostaty

opublikowane w czasopismach z Thomson Reuters Master Journal List (tzw. Listy

filadelfijskiej) ujetych w zbiorach Journal Citation Report (JCR).

EKSTREMOFILE JAKO ZRODLO UZYTECZNYCH
BIOTECHNOLOGICZNIE BIOPRODUKTOW

1. Opis biatek katalitycznych pozyskiwanych z zimnolubnych drobnoustrojow

czesc¢ teoretyczna: ogdlna charakterystyka enzymow i ich przydatnos¢ w biotechnologii;

podkreslenie unikatowego charakteru enzymoéw psychrofilnych i koniecznosci ich
stosowania w wybranych procesach technologicznych jako doskonatej i czesto jedynej
alternatywy dla enzymoéw mezofilnych

osiggniecia: izolacja drobnoustrojéw z ekstremalnych $rodowisk i ich identyfikacja
taksonomiczna metodami biologii molekularnej, poszerzanie i nadzér nad kolekcja
mikroorganizmoéw psychrofilnych i psychrotrofowych Instytutu Biochemii Technicznej,
charakterystyka wiasciwosci enzymdéw omawianych w ramach przedktadanego cyklu
badanh (np. lipazy, proteazy, B-galaktozydazy) oraz wskazanie ich potencjatu aplikacyjnego

nabyte umiejetnosci: charakterystyka genetyczna, fizjologiczna i biochemiczna

mikroorganizméw  ekstremofilnych, projektowanie  skriningdw  funkcjonalnych i
sekwencyjnych pod katem poszukiwania konkretnych aktywnosci, opracowanie wydajnych
metod izolacji i oczyszczania enzyméw natywnych i rekombinowanych, charakterystyka
kinetyczna i strukturalna biokatalizatoréw z podkre$leniem ich adaptacji do dziatania w

niekonwencjonalnych warunkach, sprawdzanie potencjatu aplikacyjnego

2. Opis mozliwosci wydajnego pozyskiwania uzytecznego zwiazku, tj. 2,3-butanodiolu z

bakterii alkalofilnych z wykorzystaniem biomasy odpadowej

czes¢ teoretyczna: mozliwosci wykorzystania 2,3-butanodiolu, wydajna mikrobiologiczna

produkcja diolu, metody ulepszania biosyntezy, np. na drodze genetycznej

osiggniecia: opracowanie wydajnych metod pozyskiwania 2,3-butanodiolu na drodze
mikrobiologicznej syntezy w skali od matej laboratoryjnej (0,75L) do wigekszej (fermentor
30L) z wykorzystaniem produktéw odpadowych przemystu rolno-spozywczego

nabyte umiejetnosci: opracowanie enzymatycznych metod scukrzania biomasy roslinnej,

projektowanie skriningdw funkcjonalnych, ulepszanie biosyntezy 2,3-butanodiolu z
wykorzystaniem alkalofilnych bakterii poprzez rézne metody hodowli, immobilizacje
komorek producentéow 2,3-butanodiolu oraz klonowanie i ekspresje wybranych genow

szlaku metabolicznego.
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C.1. MIKROORGANIZMY ZIMNOLUBNE JAKO ZRODLO UNIKATOWYCH
BIOKATALIZATOROW PRZYDATNYCH W BIOTECHNOLOGII

Wymagania, jakie stawia obecnie globalny rynek zmuszajg do poszukiwania
nowych, tanich technologii, ktére pozwolg na wydajng produkcje débr i towaréw o niskich
cenach i konkurencyjnej jakosci. Tradycyjne procesy technologiczne oparte o reakcje
chemiczne wymagajg do uzyskania maksymalnej wydajnosci produkcji $cisle
okreslonych, zazwyczaj drastycznych warunkéw. Bardzo niewielkie zmiany parametréw
prowadzenia procesu mogg sta¢ sie przyczyng utraty kontroli nad kierunkiem
zachodzgcej reakcji chemicznej, a to powoduje powstawanie niepozgdanych produktow
ubocznych. W konsekwencji wydajnosé reakcji spada, wzrasta natomiast liczba etapow
koniecznych do oczyszczenia oczekiwanego produktu koncowego, a wiec nastepuje
rowniez podwyzszenie kosztéw produkcji. Rozwigzania wymienionych probleméw
upatruje sie obecnie w rozwoju nowoczesnych biotechnologii, ktére wykorzystujg do
przemystowej katalizy enzymy wyizolowane z mikroorganizméw lub tez ich cate zywe
komorki. Najczesciej sg to enzymy izolowane z organizméw mezofilnych, ktére sg jak
dotad najlepiej poznane, jednakze nie we wszystkich procesach przemystowych moga
one znalez¢ zastosowanie. W przypadkach, gdy korzystne jest zastosowanie
specyficznych warunkéw technologicznych, np. niskiej czy wysokiej temperatury, pH
innego niz obojetne, zwiekszonego stezenia soli, enzymy drobnoustrojow mezofilnych nie
wykazujg petnej aktywnosci. Z tego wzgledu od kilku dekad rosnie zainteresowanie
mikroorganizmami zyjgcymi w Srodowiskach ekstremalnych oraz ich enzymami, czesto
okreslanymi w literaturze terminem ekstremozymy. W obszarze biotechnologii
przemystowej jest to obecnie jeden z istotnych kierunkéw badan.

Prace nad ekstremozymami rozpoczety sie w latach siedemdziesigtych ubiegtego
wieku i przez kilka dekad skupiaty sie gtéwnie na enzymach hipertermofili i termofili, m.in.
polimerazach DNA (polimeraza Thermus aquaticus (Taq), polimeraza Pyrococcus
furiosus (Pfu), polimeraza Pyrococcus woesei (Pwo)), ktdére okazaty sie niezwykle
przydatnymi narzedziami dla biologii molekularnej. Obecnie znaczgco wzrosta liczba prac
poswieconych enzymom mikroorganizmow bytujgcych w zimnych $rodowiskach,
zwtaszcza takich, ktére sg poddawane nieustannej presji ustalonych niskich temperatur,
jak np. srodowiska polarne, czy wysokogorskie. Uwaza sie, ze adaptowane do zimna
biokatalizatory, zwane enzymami psychrofinymi sg szczegdlnie przydatne do
niskotemperaturowych biotransformacji. Wdrozenie takich enzymoéw do procesow
technologicznych prowadzonych na skale przemystowg potwierdza ich bezsporng
uzytecznos¢ [Tabela 1]. Wynika ona z faktu, Zze te biatka charakteryzujg sie dwiema
waznymi cechami - wysokg aktywnoscig katalityczng w zakresie niskich temperatur i

najczesciej takze niskg termostabilnoscig, ktdre czynig je atrakcyjnymi katalizatorami w
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procesach przemystowych, cho¢by ze wzgledu na korzysci ekonomiczne ptyngce z ich
zastosowania, m.in. oszczednos¢ energii dzieki uniknieciu grzania bioreaktoréw. Wysoka
zwykle termolabilnosé psychrozymoéw powoduje, ze mozna je tatwo zinaktywowac, kiedy
spetnig juz swoje zadanie w procesie technologicznym. Prowadzenie reakcji w niskiej
temperaturze ma réwniez inng wazng zalete, a mianowicie korzystnie wptywa na jakos¢
produktu koncowego, ktéry w podwyzszonej temperaturze moze ulec zmianom
zmniejszajgcym jego atrakcyjnosé. Zastosowanie psychrozymow jest tez korzystne, gdy
substrat lub produkt reakcji ma charakter lotny. Za aplikacjg enzyméw zimnolubnych
przemawia réwniez i to, ze reakcje chemiczne katalizowane enzymatycznie w niskich
temperaturach sg czesto bardziej wydajne i stereoselektywne, co pozwala unikngé
niepozadanych reakcji ubocznych. W przemysle spozywczym i farmaceutycznym, gdzie
istotny problem stanowig zakazenia drobnoustrojami mezofilnymi, dzieki zastosowaniu
enzymow psychrofilnych i niskich temperatur mozna uzyskaé wysokg sterylnosé
produkcji, a wiec zmniejszyé zagrozenia ze strony mezofilnych mikroorganizméw
chorobotwoérczych oraz uniknag¢ strat produktu koncowego.

Dzieki ewidentnym korzy$ciom, jakie niesie zastgpienie w wielu procesach
enzymow mezofilnych ich odpowiednikami pochodzgcymi z organizmow psychrofilnych,
majg one szanse znalez¢ w przysztosci lub juz znajdujg zastosowanie w wielu gateziach
przemystu i roznorodnych technologiach. Tabela 1 przedstawia szerokie spektrum
mozliwosci aplikacji najwazniejszych enzymow izolowanych z organizméw zimnolubnych
[1]. Obserwowana w ostatnich latach na catym $Swiecie intensyfikacja badan nad
enzymami psychrofilnymi sprawia, ze coraz wiecej tych biokatalizatorow jest juz
dostepnych komercyjnie [2]. Najwiekszym odbiorcg psychrofilnych enzyméw jest
przemyst detergentow przeznaczonych do prania w 30°C i w nizszych temperaturach [1].
Jak duze znaczenie ma dostepnos¢ tego rodzaju produktéw, Swiadczg wyniki
szacunkowych wyliczen oszczednosci w zuzyciu energii, ktére mozna by osiggnac¢, gdyby
np. we wszystkich gospodarstwach domowych Europy obnizy¢ temperature prania z
40°C do 30°C. Oszczednosci te bylyby tak duze, ze spowodowatyby redukcje konsumpgciji
energii elektrycznej o 30% i obnizenie emisji CO; o ok. 100g w przeliczeniu na jedno
pranie [2]. Firma NovoNordisk produkuje specjalny preparat enzymatyczny, Stainzyme®,
przeznaczony do prania w obnizonych temperaturach, a firma Genencor w podobnych
celach oferuje preparaty zimnolubnych proteaz Purafect® premier i Properase®. Tego
rodzaju enzymy sag réwniez wytwarzane w Japonii, ktéra produkuje detergenty
przeznaczone do prania nawet w temperaturze wody wodociggowej (8 — 10°C). W USA
produkuje sie adaptowang do niskich temperatur subtylizyne antarktycznego szczepu
Bacillus sp. TA41, ktéra dodatkowo zostata ulepszona na drodze tzw. molekularnej
ewolucji in vitro, dzieki czemu zwiekszyta sie stabilnos¢ termiczna tego biatka. Prace te

finansowata znana amerykanska firma Procter&Gamble, najwiekszy swiatowy potentat w
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produkcji detergentdw piorgcych.

Tabela 1. Potencjat biotechnologiczny wybranych enzymow psychrofilnych [1].

Enzymy adaptowane do

zimna

Zastosowanie w biotechnologii

Metaloproteazy

Przemyst spozywczy, detergenty, biologia molekularna

Proteazy serynowe

Przemyst spozywczy, detergenty, biologia molekularna

Lipazy

Przemyst spozywczy, detergenty, kosmetologia

Alkaliczna fosfataza

Biologia molekularna

Dehydrogenaza alkoholowa

Synteza asymetryczna

Dehydrogenaza

3-izopropylojabtczanowa

Synteza asymetryczna

Dehydrogenaza mleczanowa

Biotransformacje, biosensory

Dehydrogenaza waliny

Biotransformacije

B-galaktozydaza

Przemyst mleczarski

Polimeraza RNA

Biologia molekularna

Polimeraza DNA

Biologia molekularna

Ligaza DNA

Biologia molekularna

Uracyl-DNA glikozylaza

Biologia molekularna

Endonukleaza restrykcyjna Unbl

Biologia molekularna

Izomeraza triozofosforanowa

Biotransformacije

Chitobiaza

Przemyst spozywczy, zywnos$¢ funkcjonalna

Chitynaza A

Przemyst spozywczy, zywnos$c¢ funkcjonalna

Celulaza

Przemyst paszowy, tekstylny, detergenty

Poligalakturonaza

Przemyst spozywczy (produkcja seréw, win i nektarow owocowych)

Liaza pektatowa

Przemyst spozywczy (dojrzewanie seréw, produkcja win i sokow

owocowych)

Hydrataza nitrylowa

Niskotemperaturowa synteza akrylamidu

Pululanaza

Hydroliza pululanu

Ksylanaza

Piekarnictwo, tworzenie protoplastéw oraz produkcja win i napojow

Racemaza alaninowa

Przechowywanie zywnosci, czynnik antybakteryjny

a-amylaza

Detergenty, piekarnictwo, bielenie pulpy drzewnej

Glukoamylaza

Hydroliza skrobi

B-laktamaza

Degradacja antybiotykéw

Kinaza fosfoglicerynianowa

Biotransfomacje, ochrona srodowiska (uzdatnianie wody w przemysle

papierniczym, spozywczym i tekstylnych)

Karbamoilotransferaza

asparaginianowa

Biotransformacje

Liaza izocytrynianowa

Biotransformacje

Syntaza jablczanowa

Biotransformacje

Skomercjalizowana zostata takze produkcja psychrofilnych lipaz CALA i CALB

drozdzy Pseudozyma antarctica (dawnigj

Candida antarctica). Wiekszy sukces
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aplikacyjny na rynku odniosta lipaza CALB; enzym ten jest nie tylko wykorzystywany jako
sktadnik wspomnianych juz niskotemperaturowych proszkéow do prania, ale tez jako
niezwykle efektywny i stereoselektywny katalizator ré6znorodnych syntez w $rodowisku
rozpuszczalnikéw organicznych. Unichem International stosuje CALB do wytwarzania
estrow dla przemystu kosmetycznego (np. mirystynian izopropylu), BASF wykorzystuje jg
do rozdziatu enancjomeréw racemicznych amin, a Merck do produkcji chiralnych
zwigzkéw posrednich stosowanych w syntezie 3-fluoroleucyny. Jest ona dostepna w
handlu w postaci preparatéw o réznej formie (statej, ciektej, immobilizowanej na réznych
nosnikach) i sktadzie zaleznym od producenta. Najwiekszym producentem enzymow, w
tym lipazy B z P. antarctica, jest firma Novozymes Company (Dania), ktéra produkuje
enzym w postaci biatka eksprymowanego w szczepie Aspergillus niger pod nazwag
Lipozyme® CALB L i Novozym® 435, odpowiednio, dla rozpuszczalnej i immobilizowanej
formy biatka. Firma Roche Ind. (Niemcy) oferuje lipaze B P. antarctica w postaci
liofilizowanej (Chirazyme L-2 c.-f.) i immobilizowanej (Chirazyme L-2 c.-f.) oraz lipaze A w
preparacie Chirazyme L-5 [3].

Oprocz lipaz do stereoselektywnych biotransformacji nadajg sie takze inne enzymy,
takie jak esterazy, liazy, metylazy, oksydoreduktazy, racemazy, aminotransferazy,
pochodzgce z drobnoustrojow bytujgcych w permanentnie zimnych, a jednoczesnie
suchych srodowiskach, np. w glebie antarktycznej. Sg one adaptowane nie tylko do
zimna, ale takze do dziatania w warunkach niskiej aktywnos$ci wody, czyli sg potencjalnie
przydatne do biokatalizy mikrowodnej, a gietkos¢ strukturalna ich czgsteczek sprawia, ze
nie ulegajg one tak znacznemu usztywnieniu w ekstremalnych warunkach, aby sta¢ sie
niezdolne do zwigzania substratu i do jego przemiany w produkt. | tak, np. lipaze
psychrofilnego szczepu Pseudomonas sp. P38 z powodzeniem wykorzystano do syntezy
kaprylanu butylu (zwigzek zapachowy) w n-heptanie [4]; prowadzi si¢ takze badania nad
mozliwoscig zastosowania adaptowanych do zimna proteaz w syntezie peptydow, ktoéra,
podobnie jak synteza lotnych zwigzkéw zapachowych i modyfikacje antybiotykow,
zachodzi z wyzszg wydajnoscig w niskich temperaturach.

Odbiorcg psychrozymoéw w sektorze przemystu spozywczego jest obecnie gtownie
przemyst piekarniczy, ktéry wykorzystuje do poprawy jakosci pieczywa adaptowane do
zimna ksylanazy, izolowane z antarktycznych bakterii. Ich uzycie znaczgco poprawia
wiasciwosci ciasta oraz jakosé chleba zwiekszajgc objeto$¢ bochenkdédw. Producentem
tych enzyméw jest belgijska firma Puratos (Feller, Scientifica) [5]. Innymi, potencjalnie
przydatnymi, zwlaszcza dla przemystu mleczarskiego, enzymami bytyby np. psychrofilne
B-galaktozydazy, nadajgce sie do usuwania laktozy z mleka w warunkach chtodniczego
przechowywania. Mleko bezlaktozowe jest przeznaczone dla osob z nietolerancjg tego
disacharydu (jedna trzecia $wiatowej populacji oséb dorostych), ktéry powoduje u nich

ucigzliwe dolegliwos$ci gastryczno-jelitowe (biegunki, wzdecia). U kilku gatunkéw bakterii
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antarktycznych z rodzaju Pseudoalteromonas znaleziono juz odpowiednie J3-
galaktozydazy, obecnie opracowuje sie systemy ekspresji ich genéw w drozdzach
Saccharomyces cerevisiae, co powinno umozliwi¢ produkcje tych enzyméw na
przemystowa skale [6].

Poszukuje sie ponadto psychrofilnych pektynaz, przeznaczonych dla przetwoérstwa
owocow (redukcja lepkosci miazgi owocowej przed filtracjg, klarowanie sokéw w niskich
temperaturach), a takze proteaz, ktére mozna by =zastosowa¢ w tenderyzacji
(zmiekczaniu) i poprawie smaku mrozonego miesa. Przemyst paszowy jest
zainteresowany psychrofilnymi celulazami, fitazami oraz proteinazami, ktérych
zastosowanie poprawitoby walory zywieniowe i przyswajalno$é pasz. Zaawansowane sg
prace nad wykorzystaniem adaptowanych do zimna oksydoreduktaz w biosensorach
przeznaczonych do monitorowania skazen Srodowiska w chtodnym i umiarkowanym
klimacie [2].

Wysoki potencjat biotechnologiczny enzyméw adaptowanych do zimna moze byc¢
takze wykorzystany w biologii molekularnej. Obecnie komercyjnie znane s3 jedynie dwie
nukleazy degradujgce kazdg forme kwasu nukleinowego tj.: Cryonase® (Takara,
Japonia) oraz Benzonase® (Merck, USA), przy czym tylko ta pierwsza pochodzi ze
szczepu psychrotrofowego Shewanella sp. AC10, a druga z mezofilnej bakterii Serratia
marcescens. Maksymalng aktywnos¢ oba enzymy wykazujg w temperaturze 20°C,
natomiast w temperaturach z zakresu 0-10°C obserwuje sie drastyczny spadek
aktywnosci nukleaz o 30 i 100% w przypadku, odpowiednio, Cryonase® i Benzonase®.
Jest to negatywna cecha tych enzyméw, uniemozliwiajgca ich wydajne wykorzystanie w
produkcji temperaturolabilnych biofarmaceutykéw, dlatego intensywnie poszukuje sie
tego rodzaju enzyméw dziatajgcych wydajnie w temperaturach ponizej 20°C.

W Polsce badania nad izolacjg zimnolubnych mikroorganizmow, ich identyfikacjg
oraz charakterystykg kinetyczno-strukturalng i praktycznym wykorzystaniem enzymow
psychrofilnych, prowadzone sg od ponad 20 lat w Instytucie Biochemii Technicznej
Politechniki tddzkiej. Inicjatorem tych badan byta moja mentorka i promotor mojego
doktoratu prof. dr hab. Marianna Turkiewicz. O konieczno$ci intensyfikacji tych badan
moze $wiadczy¢é fakt, ze w wielu najnowszych publikacjach enzymy ekstremofilne
nazywane sg biokatalizatorami nowej generacji, dzieki ktorym mozliwy jest intensywny
rozwoj biotechnologii [7]. W trakcie realizacji swojej pracy doktorskiej i pdzniej, az do dnia
dzisiejszego, kontynuuje badania nad poszukiwaniem unikatowych biatek katalitycznych
0 szerokim wachlarzu zastosowan.

Poczatkowo moja uwaga skupiona byta gtownie na izolacji przydatnych dla
biotechnologii psychrofilnych i psychrotrofowych bakterii, ktoére stanowity Zzrodto
adaptowanych do zimna enzyméw. Duzym wyzwaniem bylo opracowanie metod

pozwalajgcych na wydajng izolacje zimnolubnych bakterii z prébek gleby, czy wody
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morskiej pochodzacych z rejondéw polarnych, tak aby oddawata ona w petni
bior6znorodno$¢ danego srodowiska. Wiekszos¢ tych szczepdw identyfikowatam
genetycznie poprzez sekwencjonowanie regionu 16S rDNA oraz charakteryzowatam
fizjologicznie (wyznaczenie zakresu temperatur wzrostu) i biochemicznie (testy APl ZYM,;
APl System; bioMerieux, Francja oraz testy skriningowe na podtozach statych
wzbogaconych o induktory typowe dla biosyntezy pozgdanych enzymoéw). Dzieki tym
badaniom mogty powstaé tzw. metryczki szczepow podajace istotne informacje o danym
rodzaju badz gatunku, ktére m.in. umozliwiajg wydajng prace z danym mikroorganizmem
poprzez stosowanie odpowiednich warunkéw hodowli, a takze nakierowujg wstepnie na
jego potencjat biotechnologiczny. Takie podejscie umozliwito mi znalezienie wydajnych
bakterii produkujgcych interesujgce dla przemystu enzymy, w tym np. esterazy i B-
galaktozydazy (badania opublikowane, nie wchodzace w wykaz publikacji stanowigcych
osiggniecie naukowe (pozycje IIA-1-8 i IIE-1-3)). Dzieki tym badaniom zorientowatam sie,
ze praca z tego rodzaju mikroorganizmami moze w istotny sposéb zwiekszy¢ mozliwosci
biokatalizy stosowanej. Doktadna charakterystyka bakteryjnych enzyméw (np.
wyznaczenie Top, PHopt, Specyficznosci substratowej, statych kinetycznych) uswiadomita
mi ich duzy potencjat aplikacyjny. Wieksze doswiadczenie w pracy z tego rodzaju
biokatalizatorami oraz w hodowli ich producentow pozwolity mi skupi¢ sie w dalszych
latach na konkretnych zastosowaniach tych biatek i wskazywaniu zalet ptyngcych z ich
aplikacji w poréwnaniu do wcigz najszerzej stosowanych mezofilnych homologow.
Ponadto zorientowatam sie, ze wiedza dotyczgca eukariotycznych ekstremofili jest
znacznie ubozsza niz ta zwigzana z prokariontami. Stato sie to oczywiscie impulsem do
podjecia badan nad tego rodzaju mikroorganizmami, gtéwnie w kontekscie zbadania ich
potencjatu aplikacyjnego. Towarzyszyto temu takze duze zaangazowanie w powiekszanie

zasobow kolekcji Instytutu Biochemii Technicznej w mikroorganizmy ekstremofilne.

C.1.1.l1dentyfikacja taksonomiczna izolatéw pochodzacych z ekstremalnych

srodowisk oraz ich charakterystyka fizjologiczna i biochemiczna

Wiekszos¢ prowadzonych przeze mnie badan nad unikatowymi i interesujgcymi z
biotechnologicznego punktu widzenia zimnolubnymi enzymami rozpoczynata sie
znalezieniem wydajnego mikrobiologicznego psychrofilinego Ilub psychrotrofowego
producenta o pozadanych uzdolnieniach katalitycznych. Byto to mozliwe dzieki
unikatowej w skali kraju kolekcji drobnoustrojéw antarktycznych (bakterie, drozdze,
grzyby strzepkowe) nalezacej do Instytutu Biochemii Technicznej Pt. Kolekcja zawiera
obecnie 80 taksonéw, a wsrdéd nich np. nowy gatunek bakterii — Psychrobacter
proteolyticus sp. nov, ktory zostat zdeponowany w Collection de L’Institut Pasteur,

(Francja) pod nr CIP 106830 oraz w Deutsche Sammlung von Mikroorganizmem and
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Zellkulturen pod nr DSM 13887". Pierwotnymi zrodtami, z ktérych izolowano wiekszo$¢
mikroorganizméw kolekcyjnych byty: gleba pobrana z okolic Polskiej Antarktycznej Stacji
im. Arctowskiego, woda morska Zatoki Admiralicji oraz wnetrznosci 2 gatunkéw
antarktycznego kryla Euphausia superba Dana i Thysanoessa macrura. Kolekcja jest
systematycznie powiekszana 0 howe mikroorganizmy przez zespét, ktérego kierownictwo
systematycznie przejmowatam po Pani prof. Turkiewicz. Dbam o to, aby kazdy nowy
szczep wzbogacany byt o metryczke informujgca o jego przynaleznosci taksonomicznej,
morfologii, fizjologii oraz wybranych cechach biochemicznych. Takie postepowanie daje
duze nadzieje na szybkie skomercjalizowanie tej kolekcji w ciggu najblizszych lat.

Obecnie kilka szczepow wyizolowanych przez moj zespét zostato zdeponowanych (z
zastrzezeniem zgody na zakup) w Kolekcji Czystych Kultur Drobnoustrojéw
Przemystowych (LOCK, Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki
t 6dzkiej), nalezacej do Swiatowej Federacji Kolekcji Kultur (WFCC, ang. World
Federation of Culture Collection). Takie podejécie poszerza bioréznorodnosc
mikroorganizmow kolekcyjnych. Na swiecie znalez¢é mozna kolekcje dedykowane tylko
tego rodzaju mikroorganizmom, w Polsce natomiast takie zasoby nie istniejg, a liczba
psychrofiinych i psychrotrofowych drobnoustrojow zdeponowanych w kolekcjach
komercyjnych wcigz jest ograniczona.

Jednym z moich osiggnie¢ jest wzbogacenie kolekcji IBT o 18 szczepow drozdzy,
ktére wyizolowatam w postaci czystych kultur z prébek gleby antarktycznej otrzymanych
dzieki uprzejmosci dr Doroty Goérniak z Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
Olsztynie. Warto zaznaczy¢, ze probki gleby zostaty pobrane z réznych miejsc Antarktyki,
np. z okolic morenki Lodowca Ekologii (Wyspa Krola Jerzego, Szetlandy Potudniowe),
lezgcej w starym gniezdzie skuy, z miejsc porosnietych mchami i porostami oraz z miejsc
bytowania pingwinéw. Uwazam, iz wzbogacenie kolekcji w nowe izolaty drozdzy jest
szczegolnie cenne, poniewaz jak dotad w literaturze najmniej informacji mozna znalez¢
wilasnie o adaptowanych do zimna drozdzach, mimo ze charakteryzujg sie one
zaskakujgcg zdolnoscig do przetrwania w srodowiskach ekstremalnych. Sugeruje sie
nawet, ze w przypadku zimnolubnych siedlisk, drobnoustroje te sg lepiej zaadaptowane
do zycia w niskich temperaturach niz bakterie. Nadal jednak ich potencjat enzymatyczny
nie jest w petni poznany. Wyniki tych badan przedstawitam w publikacji ,Genetic and
biochemical characterization of yeasts isolated from Antarctic soil samples” [Polar Biol
38:1-17, (2017); H-4]. Pokazujg one, ze wstepna izolacja obejmujgca etapy uaktywnienia
mikroorganizméw w glebie, wlasciwego namnozenia oraz ostatecznej izolacji
doprowadzita do pozyskania az 57 izolatéw drozdzy. Wykonane przeze mnie dla kazdego
Z nich obserwacje makroskopowe wzrostu w pozywce statej i ptynnej, charakterystyki
morfologiczne obejmujgce ocene rozmiaru i ksztattu komorek, charakterystyki

fizjologiczne oceniajgce zdolnosci wzrostu w zakresie temperatur 4-37 °C w statym i
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plynnym podtozu, a takze charakterystyki biochemiczne dotyczace badania zdolnosci do
asymilacji roznych zrodet wegla oraz detekcji aktywnosci enzymatycznych w oparciu o
testy APl 20C AUX i APl ZYM pozwolity stwierdzi¢, ze czes¢ z nich wykazuje identyczne
cechy fenotypowe. W zwigzku z powyzszym wstepnie sklasyfikowane 57 izolatéw
przypisatam do jednej z 18 tzw. grup fizjologicznych. Aby potwierdzi¢ swoje zatozenia
okreslitam przynaleznos¢ taksonomiczng wszystkich izolatéw drozdzy w oparciu o
techniki biologii molekularnej. Amplifikowatam i sekwencjonowatam fragmenty DNA
kodujgce region D1/D2 nalezgcy do duzej podjednostki 26S rDNA oraz region ITS1&ITS2
lezacy pomiedzy genami kodujgcymi podjednostki 18S i 26S rDNA. Jest to nowe
podejscie stosowane w IBT do identyfikacji drozdzy, zazwyczaj bowiem stosowano
standardowg reakcje amplifikacji regionu 18S rDNA. Wazng zaletg regionu D1/D2 jest
jego wystepowanie w genomowym DNA w wielu kopiach, ponadto charakteryzuje go
wysoka zmiennos$¢é miedzygatunkowa, dzieki czemu analiza tych sekwencji daje szanse
na dopasowanie badanego drobnoustroju do okre$lonego gatunku. Region ITS1&ITS2,
oprocz elementow zmiennych (ITS), zawiera wysoce konserwatywny fragment, w ktorym
znajduje sie gen kodujgcy fragment 5,8S rDNA. Podobnie jak region D1/D2, wystepuje on
w wielu kopiach, a zmiennos¢ sekwencji ITS jest wystarczajgco duza, zeby umozliwic¢
rozréznienie blisko spokrewnionych gatunkéw. Dodatkowg zaletg zastosowanej przeze
mnie metodyki i wyzej wymienionych regiondw DNA jest obecnos¢ licznego zbioru
kodujgcych je sekwencji w bioinformatycznej bazie danych GenBank, sg one dostepne
niemal dla wszystkich zidentyfikowanych do tej pory szczepdéw drozdzy. Identyfikacja
taksonomiczna potwierdzita wtasciwe uszeregowanie 57 izolatbw w odpowiednich
grupach fizjologicznych. Sekwencje 18 amplikonoéw zostaty zgtoszone do NCBI GenBank
i kazdy z nich otrzymat swoj numer akcesyjny [H-4].

Dzieki dogtebnej charakterystyce morfologicznej, fizjologicznej, biochemicznej i
genetycznej wykazatam, iz bioréznorodnos¢ gleby antarktycznej jest mniejsza niz
mogtyby na to wskazywaé wstepne wyniki. Wykazatam, iz najbardziej rozpowszechniong
grupg taksonomiczng sg drozdze z rodzaju Cryptococcus, ktoére stanowig ok. 60%
wszystkich wyizolowanych szczepdw, a najliczniejszymi przedstawicielami tego rodzaju
okazaly sie mikroorganizmy nalezace do gatunku Cryptococcus gilvescens
(przeklasyfikowany na Goffeauzyma gilvescens), ktére zostaty wyizolowane z gleby
pobranej z najstarszej morenki Lodowca Ekologii, w starym gniezdzie skuy. Dla
wiekszoéci z 18 antarktycznych drozdzy dokonatam oszacowania zawartosci DNA w
komérce i okreslitam ich kariotyp wykorzystujgc do tego celu metode cytometrii
przeptywowej (FCM) oraz elektroforeze w polu pulsacyjnym (PFGE). Dodatkowo,
poréwnanie wielkosci genomu z dtugoscig chromosoméw umozliwito mi oszacowanie
ploidalnosci antarktycznych drozdzy i przeprowadzenie analizy polimorfizmu

chromosomalnego szczepdw zaklasyfikowanych genetycznie do tego samego gatunku,
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ale réznigcych sie wiasciwosciami fizjologicznymi i biochemicznymi. | tak, np. dla
szczepoéw Rhodotorula mucilaginosa nie zaobserwowatam réznic w liczbie i dtugosciach
chromosoméw pomiedzy czterema szczepami tego gatunku. Ich identyczny kariotyp
sktadat sie z 10 chromosoméw o fgcznej wielkosci ok. 15 Mb. Podobnie w przypadku
wszystkich szczepow G. glivescens nie zaobserwowatam polimorfizmu
chromosomalnego. Warto zaznaczyé, iz publikacja H-4 stanowi pierwsze doniesienie
dotyczace wielkosci genomoéw i kariotypow antarktycznych drozdzy G. gilvescens,
Naganishia globosa, Goffeauzyma gastrica i Naganishia albida. Ponadto wykazatam,
ze wieksza czes¢ z 18 szczepodw drozdzy antarktycznych moze stanowic zrédto istotnych
przemystowo hydrolaz, np. amylaz, lipaz, proteaz, B-galaktozydaz i fitaz. Uwazam, ze
badanie bior6znorodnosci srodowiska antarktycznego z okolic Polskiej Stacji
Antarktycznej obejmujgce fizjologiczng, biochemiczng i molekularng charakterystyke
psychrotolerancyjnych drozdzy daje duzy wglagd w mikrobiologie ekologiczng tego
unikatowego ekosystemu oraz wskazuje potencjalnych producentéw pozadanych
biokatalizatorow. Ta tematyka jest w moim zespole nadal rozwijana przez mgr inz.
Katarzyne Szulczewskg w ramach jej pracy doktorskiej zatytutowanej ,Fizjologiczna i
molekularna charakterystyka zimnolubnych grzybéw mikroskopowych z kolekgji Instytutu
Biochemii Technicznej’, ktérej jestem promotorem pomocniczym (promotor: prof.
Marianna Turkiewicz). Nalezy takze podkresli¢, iz omawiane wyniki byly czescig badan
prowadzonych w ramach projektu PBS pt. ,Nowa, zintegrowana platforma produkcji i
oczyszczania biatek rekombinowanych w oparciu o komérki drozdzowe” o akronimie
PLATPROT (PBS1/A9/7/2012), w ktérym jestem gtéwnym wykonawcg i ktéry realizowany
byt wspdinie z Katedrg Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej
(zakonczenie projektu — 28.02.2018 r.). Celem projektu byto stworzenie mikrobiologicznej
innowacyjnej w skali swiatowej platformy do produkcji biatek gtéwnie adaptowanych do
zimna i o duzym potencjale przemystowym, opartej na psychrotrofowym szczepie
drozdzy. Efektem badan opisanych w publikacji H-4 byto wyselekcjonowanie takiego
niepatogennego szczepu drozdzy nalezgcego do kolekcji IBT, spetniajgcego wymogi
projektu, do konstrukcji platformy przeznaczonej do produkcji interesujgcych z
biotechnologicznego punktu widzenia biokatalizatoréw. Selekcja takiego mikroorganizmu
umozliwita konstrukcje serii dedykowanych mu wektoréw ekspresyjnych, umozliwiajacych
optymalizacje produkcji i sekrecji heterologicznych biatek, w tym termolabilnych. W
ramach projektu charakterystyce biochemicznej i fizjologicznej poddawano takze szczepy
zakupione ze sSwiatowych kolekcji komercyjnych, w tym np. z wioskiej kolekcji DBVPG
Industrial Yeasts Collection (dane nie opublikowane).

Podsumowujgc uwazam, ze powiekszenie kolekcji drobnoustrojéw antarktycznych
jest wymiernym i waznym rezultatem moich badan. Swiadczyé o tym moze chociazby

fakt, iz z zasobow tej kolekcji korzystajg oprocz IBT PL, takze Katedra Biotechnologii
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Molekularnej i Mikrobiologii PG oraz inne jednostki krajowe (Instytut Technologii
Fermentacji i Mikrobiologii Pt, Zaktad Chemii Bioorganicznej PWr - zespdt prof. B.
Lejczak) i zagraniczne (Uniwersytet w Pradze, Katedra Mikrobiologii — dr Lipkowa,
Uniwersytet w Bratystawie — prof. Martinkowa). Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze ok. 25%
wszystkich szczepow kolekgji IBT to niezwykle pozgdane dla biokatalizy mikroorganizmy

psychrofilne, ktérych optymalne temperatury wzrostu nie przekraczajg 20°C.

C.1.2 Opracowanie wydajnych metod biosyntezy adaptowanych do zimna

enzymow oraz wskazanie efektywnych procedur ich izolacji i oczyszczania

Dobrze dobrana metoda selekcji mikroorganizméw gwarantuje wytypowanie
takiego szczepu, ktory wykazuje poszukiwang ceche. W praktyce czesto do tego celu
stosuje sie testy funkcjonalne oparte o hodowle drobnoustrojow w podtozach statych z
dodatkiem induktorow biosyntezy enzymow, najczesciej w postaci ich naturalnych
substratéw, ktére sg stosunkowo tanie i fatwo dostepne, w tym np. odttuszczone mleko,
tributyryne lub estry wyzszych kwaséw ttuszczowych, skrobie, chityne, celuloze, laktoze
do poszukiwania, odpowiednio, proteaz, esteraz/lipaz, amylaz, chitynaz, celulaz i B-
galaktozydaz. W przypadku selekcji mikroorganizméw zimnolubnych pod katem
poszukiwania adaptowanych do zimna biokatalizatoréw warunkiem koniecznym jest
prowadzenie takich hodowli w odpowiednio niskich temperaturach, najczesciej w zakresie
0-10°C, w zalezno$ci od psychrofiinego Iub psychrotolerancyjnego charakteru
gospodarza, poniewaz niska temperatura gwarantuje ekspresje docelowego
zimnolubnego biatka, dla ktérego w prosty sposdb mozna dokona¢ detekcji jego
aktywnosci poprzez obserwacje zabarwienia biomasy lub stref przejasnien wokét kolonii.
| tak, np. w celu poszukiwania mikrobiologicznych producentéw adaptowanych do zimna
proteaz, hodowle drobnoustrojéw eukariotycznych prowadzitam w temp. 0 i 10°C na
podtozach statych z dodatkiem odpowiednio odttuszczonego pasteryzowanego mleka. O
ostatecznym wyborze zrédta enzymu decydowat poziom jego aktywnosci uzyskany po
hodowlach wgtebnych szczepow, a takze profile temperaturowe docelowych biatek
katalitycznych wyselekcjonowanych izolatéw (dane nie opublikowane, zaprezentowane
podczas wyktadu pt. ,Antarctic microorganisms — the source of enzymes for industrial
biotechnology” na IV Kongresie Biotechnologii, Eurobiotech, Krakow 2011). W trakcie
tych prac  wyselekcjonowatam wydajnego psychrotolerancyjnego producenta
drozdzowego, a badania z nim zwigzane opisatam w publikacji “The psychrotrophic yeast
Sporobolomyces roseus LOCK 1119 as a source of a highly-active aspartic protease for
the in vitro production of antioxidant peptides” [Biotechnol Appl Biochem, (2018); H-6].

Nalezy podkresli¢, iz w przypadku drobnoustrojow zimnolubnych kfopotliwa jest zwykle
17



Dr inz. Aneta Biatkowska Zalgcznik 2 - Autoreferat

niska wydajnos¢ syntezy biokatalizatora. W takiej sytuacji najczesciej korzysta sie z
technik biologii molekularnej, cho¢ ich stosowanie nie zawsze konczy sie sukcesem.
Dlatego tez w przypadku trudnosci z izolacjg z naturalnego gospodarza genu kodujgcego
pozgdane biatko i wklonowaniem go w znacznie wydajniejszy system ekspresyjny,
dobrym rozwigzaniem jest przeprowadzenie optymalizacji procesu, najlepiej metodg
matematyczng, z uwzglednieniem nowoczesnych metod statystycznych. Stusznosc
takiego podejscia udowodnitam w publikacji H-6. Do optymalizacji biosyntezy
zewnagtrzkomorkowej proteazy aspartylowej produkowanej przez psychrotrofowy szczep
drozdzy Sporobolomyces roseus LOCK 1119 wykorzystano matematyczng metode
Taguchi [8]. Nalezy ona do planow statycznych zdeterminowanych, selekcyjnych. W tym
celu wytypowano istotne dla procesu parametry poddawane optymalizacji, tj. sktadniki
podtoza hodowlanego: glukoze, ekstrakt wotowy, ekstrakt drozdzowy i albumine
surowiczg jako induktor biosyntezy proteaz, okredlono zakresy ich wartosci ustalone na
podstawie wstepnych badan oraz zaproponowano ortogonalng macierz Ly (3%),
wskazujgcg, iz optymalizacji poddano 4 zmienne wejsciowe przyjmujgce wartosci na
trzech poziomach. Analize wynikbw przeprowadzono za pomocg oprogramowania
statystycznego Minitab 18. Takie podejscie zaowocowato znacznym zwiekszeniem
poziomu biosyntezy omawianej proteazy - po 7 dniach hodowli drozdzy S. roseus
prowadzonej w temperaturze 20°C w podtozu, w ktérym baktopepton zastgpiono
ekstraktem wotowym o tym samym stezeniu 20g/L i do ktérego wprowadzono albumine
surowiczg w stezeniu 5 g/L odnotowano az 70%-owy wzrost aktywnosci enzymu (2060
U/L). Pragne takze zaznaczy¢, iz uzyskana aktywnos$¢ wtasciwa natywnego enzymu (4,4
U/mg) byta stosunkowo wysoka, jak na biatko pozyskane z cieczy po hodowli
psychrotolerancyjnego drozdzowego producenta. Zazwyczaj, aby osiagng¢ takie poziomy
aktywnosci w przeliczeniu na mg biatka, wymagana jest ekspresja docelowego genu w
wydajnym systemie produkcji rekombinowanych enzyméw. Wysoka aktywnos¢ wiasciwa
biokatalizatora utatwia procesy jego izolacji i oczyszczania, ktére w racjonalnym cyklu
badan biatek enzymatycznych sg niezmiernie istotne i decydujg o czystosci uzyskanego
preparatu enzymatycznego, a tym samym o jego dalszym zastosowaniu. | tak, np.
wysoka czysto$¢ biatka (99,999%) jest wymagana w przypadku wykorzystania go w
przemysle farmaceutycznym i medycynie. Dob6r metod badawczych jest w duzym
stopniu determinowany lokalizacjg enzymu w komoérce. W sytuacji najbardziej pozadanej,
produkty sg uwalniane przez komodrki do medium hodowlanego, co umozliwia ich
bezposrednie odzyskiwanie. W moich badaniach sekrecje biatka do podtoza
hodowlanego obserwowatam dla proteazy aspartylowej S. roseus. W publikacji H-6
wykazatam, iz przyjeta strategia oczyszczania tego enzymu z zastosowaniem
wysokosprawne] chromatografii cieczowej i systemu AKTA Basic pozwolita uzyskac

preparat enzymatyczny o wysokiej czystosci. W wyniku oczyszczania, z 750 ml hodowli,
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otrzymano 600 pg wysokooczyszczonego preparatu proteazy o aktywnosci witasciwe;j
100-krotnie wyzszej niz w cieczy pohodowlanej. Wiekszos¢ biatek nieaktywnych (ponad
96%) zostata usunieta w pierwszym etapie oczyszczania, w ktorym stosowano silny
kationit (HiTrap SP FF). Ostatnie etapy preparatyki, tj. chromatografia jonowymienna na
ztozu Mono S i sgczenie molekularne na Superose 12 umozliwity otrzymanie enzymu o
bardzo wysokiej aktywnosci wilasciwej 670 U/mg. W celu okreslenia czystosci
otrzymanego preparatu zastosowano elektroforeze w warunkach denaturujgcych (SDS-
PAGE). Niepokojgcy wydawat sie jednak fakt, iz elektroforegram obrazowat zwiekszajgca
sie po kazdym etapie oczyszczania liczbe prgzkoéw o masach z zakresu 10-20 kDa oraz
stosunkowo niskg wydajnosé procesu (20%). Dodajgc pepstatyne A (specyficzny inhibitor
proteaz aspartylowych) do preparatu enzymatycznego udowodniono, iz enzym w trakcie
oczyszczania i przechowywania ulegat autoproteolizie. Ostatecznie zabieg ten umozliwit
pozyskanie homogennego biatka, ktérego masa czgsteczkowa wynosi okoto 31 kDa.
Warto podkreslié, iz jest to cecha obserwowana takze u innych proteaz aspartylowych, w
tym np. dla proteazy Centaurea calcitropa, czy tych pochodzenia roslinnego: kardozyny A
i proteazy izolowanej z jeczmienia [9]. Badania nad proteazg aspartylowg sg czescig
rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Krysiak, ktorej jestem promotorem pomocniczym.
Praca zatytutowana ,Proteaza aspartylowa psychrotrofowych drozdzy Sporobolomyces
roseus” jest realizowana pod kierunkiem prof. Marianny Turkiewicz.

Znacznie wieksze trudnosci podczas oczyszczania pojawiajg sie w
przypadku enzymoéw zlokalizowanych w btonach komérkowych lub wewnatrz komoérki,
opracowana metoda izolacji musi bowiem zapewnia¢ wysoki odzysk enzymu i jego
stabilnos¢. W swoich badaniach nad zimnolubnymi enzymami btonowymi Ilub
wewnatrzkomérkowymi sprawdzatam efektywnosé wielu sposobéw wydzielania enzymu,
korzystajgc z metody mechanicznej, mechaniczno-fizycznej dezintegracji biomasy (np.
homogenizacja, sonikacja lub wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie biomasy w temp.

-80 °C) oraz ekstrakcji zbuforowanymi roztworami detergentéw. W pracy pt. ,Purification,
characterisation and expression in Saccharomyces cerevisiae of LipG7 an
enantioselective, cold-adapted lipase from the Antarctic filamentous fungus Geomyces
sp. P7 with unusual thermostability characteristics” [Enzyme Microb Technol 53(1):18-24,
(2013); H-3] wykazatam, ze wydajng metodg izolacji zimnolubnej lipazy z komorek grzyba
strzepkowego Geomyces sp. P7 (LipG7N) byta mechaniczna dezintegracja biomasy. W
celu uzyskania bezkomorkowego preparatu natywnej lipazy grzybnie poddawano
homogenizacji w obecnosci szklanych kulek, a nastepnie dwukrotnemu procesowi
zamrazania i rozmrazania. W tym przypadku, stosujgc chromatografie jonowymienne na
kolumnie HiTrap G FF, rozdzielone sgczeniem molekularnym na HiLoad Superdec 200
pg uzyskano ok. 42-krotnie oczyszczong lipaze o aktywnosci 24,0 U/mg. Zaletg

opracowanej strategii oczyszczania byta stosunkowo wysoka wydajno$¢ procesu réwna
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61%. Jeszcze wyzszg wydajnosC procesu oczyszczania (80%) uzyskano dla
rekombinantowej lipazy LipG7R, stosujgc tylko jeden etap chromatografii
metalopowinowactwa na kolumnie HisTrap HP. Byto to mozliwe dzieki uzyskaniu
zmodyfikowanego Dbiatka fuzyjnego eksprymowanego w mezofilnym systemie
Saccharomyces cerevisiae BJ5465.

Poszukiwanie wydajnych producentéw unikatowych enzymoéw adaptowanych
do dziatania w niskich temperaturach ogranicza fakt, ze wedlug obecnych szacunkéw az
98-99,8% to mikroorganizmy, ktére bardzo trudno namnaza sie w laboratorium.
Trudnosci te wynikajg zazwyczaj z niemoznosci odtworzenia w warunkach
laboratoryjnych specyficznych parametréw, chemicznego skfadu i skomplikowanych
zaleznosci troficznych, jakie charakteryzujg naturalne srodowiska ich bytowania [10].
Nadzieje na dostep do tych potencjalnie interesujgcych dla biotechnologii, ale niezwykle
kaprysnych drobnoustrojow, dajg jedynie bezposrednie badania catosci materiatu
genetycznego obecnego w prébce (np. gleba, woda morska, itp.) pochodzacej z siedlisk,
w ktérych te drobnoustroje naturalnie bytujg, czyli badania metagenomu, albo inaczej
Srodowiskowego DNA (environmental DNA, eDNA). Badania z tego zakresu byly
realizowane w Instytucie Biochemii Technicznej w ramach projektu badawczego pt. ,\W
poszukiwaniu nowych zimnolubnych enzymow lipolitycznych o duzym potencjale
biotechnologicznym”, ktérego bytam gtéwnym wykonawcg, a kierownikiem byta prof.
Turkiewicz. Jego podstawowym celem byto poszukiwanie gendéw zimnolubnych lipaz w
DNA metagenomowym, czyli izolowanym bezposrednio z probek gleby antarktycznej, co
w zatozeniu zapewniato dostep takze do materiatu genetycznego drobnoustrojow trudno
hodowalnych. Moje badania w tym projekcie obejmowaty wytypowanie gleb
antarktycznych charakteryzujgcych sie wysokimi aktywnosciami enzymow lipolitycznych
na podstawie przeprowadzonej przeze mnie analizy fizykochemicznej prob gleby oraz
oznaczenia aktywnos$ci wybranych enzymdéw in situ z zastosowaniem jako substratow 4-
metyloumbeliferylowych, pochodnych kwaséw ttuszczowych o réznej dtugosci tancucha z
zakresu C4-C1s (badania opublikowane, nie wchodzgce w wykaz publikacji stanowigcych
osiggniecie naukowe (pozycja lIE-2). Wtasciwe wytypowanie probek gleby pozwolito
zespotowi z Politechniki Gdanskiej wyselekcjonowac lipolityczny klon i zsekwencjonowaé
jego gen. Niestety nie udato nam sie uzyskac¢ wydajnej ekspresji genu lipl w E. coli mimo
skonstruowania dwoch systeméw jego heterologicznej ekspresji.

Dwa rézne opisane powyzej i realizowane przez nasz zespoét podejscia do
pozyskiwania  unikatowych  biokatalizatoréw, jedno pokazujgce droge od
mikrobiologicznego producenta do enzymu, a drugie od genu nieznanego gospodarza do
pozgdanego biatka otwierajg duze mozliwosci dla interdyscyplinarnych badan z zakresu

biokatalizy stosowane;j.
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C.1.3 Charakterystyka kinetyczna zimnolubnych biokatalizatoréw oraz
okreslenie ich potencjalnych mozliwosci aplikacyjnych ze wskazaniem zalet

tych enzyméw jako doskonatej alternatywy dla mezofilnych homologéw

Technologiczna przydatno$¢ enzymow wykorzystywanych w przemysle, w
tym takze w przetworstwie i modyfikacji zywnosci, wynika z ich wiasciwosci kinetycznych,
zdeterminowanych molekularng strukturg biatka enzymatycznego. | tak, w procesach
korzystnie przebiegajgcych w wysokiej temperaturze powinno sie stosowa¢ enzymy o
wysokiej optymalnej temperaturze dziatania i jednocze$nie termostabilne. Takie enzymy
najczesciej pochodza z drobnoustrojéw termo-, a nawet hipertermofilnych i ze wzgledu
na duzg sztywnos¢ czasteczek sg mato podatne na termiczng denaturacje [11]. Dla
biokatalizy niskotemperaturowej z kolei, szczegdlnie przydatne powinny by¢ enzymy
adaptowane do zimna, produkowane przede wszystkim przez mikroorganizmy bytujace w
permanentnie zimnych biotopach, np. polarnych. Czgsteczki tych bialek sg z natury
bardziej gietkie i luzniej upakowane niz homologicznych enzymow drobnoustrojow
mezofilnych, gtownie dotad wykorzystywanych w przemysle [12]. Dotychczasowe
badania tych biatek wykazaty, ze majg one zdolno$¢ znacznie wiekszego obnizania
energetycznej bariery reakcji (energii aktywaciji), niz ich mezofilne odpowiedniki, jednakze
nie wigze sie to ze zmiang molekularnego mechanizmu katalizy przebiegajacej z ich
udziatem.

W ramach wczesniej realizowanego projektu badawczego pt. ,B-
galaktozydazy ekstremofili i ich  wykorzystanie w modyfikacji zywnosci”
(PBZ/KBN/021/P06/99/24), w ktérym bytam gtbwnym wykonawcg, wyselekcjonowatam i
scharakteryzowatam zimnolubng [-galaktozydaze pochodzacg z morskich bakterii
Pseudoalteromonas sp. 22b, ktére zostaly wyizolowane z wnetrznosci antarktycznego
skorupiaka Thysanoessa macrura, bytujgcego w wodach szelfowych Zatoki Admiralicji na
Wyspie Kréla Jerzego (Szetlandy Pid). Poréwnujgc wiasciwosci tego enzymu z
wiadciwosciami jego mezofilnego homologa z E. coli dowiodtam, iz antarktyczny enzym
jest psychrofinym enzymem kinetycznie zaadaptowanym do niskiej temperatury,
charakterystycznej dla antarktycznego morskiego srodowiska (badania opublikowane, nie
wchodzgce w wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe (pozycja lIA-1)). Do
tych adaptacji nalezy zaliczy¢:

soptymalng temperature dziatania nizszg o 15°C od Tox mezofilnego
odpowiednika z E. coli,

sstosunkowo wysokg aktywnos¢ w zakresie 0-20°C (11-35% aktywnosci
maksymalnej, tj. 21-67 U/mg biatka), w ktérym enzym mezofilny nie wykazuje

(0°C) Ilub przejawia bardzo niskg aktywnos¢ (w 20°C - 8% aktywnosci
Z1
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maksymalnej),

* termostabilnos¢ znacznie nizszg od termostabilnosci mezofilnego odpowiednika,

«zaleznos¢ pH-stabilnosci od temperatury (w nizszych temperaturach zakres pH-

stabilnosci jest szerszy, w 40°C wyraznie sie zaweza),

» powinowactwo do laktozy w temp. 15°C 5-krotnie wyzsze niz enzymu z E. coli

(Km; odpowiednio, 3,7 i 18,7 mM) i 3-krotnie wyzszg liczbe obrotéw antarktycznej

B-galaktozydazy w hydrolizie tego substratu w 15°C, mierzong wartoscig statej

katalitycznej kyat (58 i 17 s), a takze 1,6-krotnie wyzszg efektywnos$¢ katalityczng

(kka/Km) enzymu antarktycznego w rozkfadzie ONPG w 15°C, mimo ze nie jest to

preferowany substrat tej B-galaktozydazy, przeciwnie niz dla enzymu z E. coli.

Interesujgce z technologicznego punktu widzenia wiasciwosci psychrofilnej
B-galaktozydazy sprawity, iz rozpoczetam dalsze badania w kierunku mozliwosci aplikacji
tego biatka. Najbardziej obiecujgce byto jego zastosowanie w przetwérstwie zywnosci, a
doktadnie w technologii produktéw mleczarskich, tj. do niskotemperaturowej hydrolizy
laktozy w mleku. Obecnie stosowane B-galaktozydazy pochodzg z mikroorganizmow
mezofilnych, gtéwnie drozdzy, przede wszystkim z rodzaju Kluyveromyces, majgcych
status GRAS, badz z grzybow strzepkowych, np. z Aspergillus niger i sg w omawianych
przedziatach temperatur mato aktywne, a prowadzenie procesu hydrolizy w wyzszej
temperaturze wigze sie z ryzykiem zakazen surowca mikroflorg mezofilng oraz utratg
wiasciwosci odzywczych i pogorszeniem cech organoleptycznych mileka podczas
inkubacji w podwyzszonej temperaturze [13]. Duzg niedogodnoscig psychrofilnej B-
galaktozydazy byta stosunkowo niska wydajnos$¢ biosyntezy enzymu przez macierzysty
szczep bakterii. Jednak dzieki wspotpracy z Katedrg Biotechnologii Molekularnej i
Mikrobiologii PG udato sie uzyskaC ekspresje antarktycznej [(-galaktozydazy w
mezofiinym gospodarzu, co zwiekszyto ok. 10-krotnie wydajnos¢ biosyntezy enzymu i
pozwolito uzyska¢ z 1 litra hodowli szczepu E. coli ER2566 stransformowanego
plazmidem pETbeta22b z genem tego biatka ok. 3 mg homogennej B-galaktozydazy
(badania opublikowane, nie wchodzace w wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie
naukowe (pozycja IIA-2)).

W publikacji ,J/mmobilized preparation of cold-adapted and halotolerant Antarctic
B-galactosidase as a highly stable catalyst in lactose hydrolysis, [FEMS Microbiol Ecol
59:535-542, (2007); H-1] udowodnitam przydatnos¢ psychrofilnej B-galaktozydazy 22b do
hydrolizy laktozy w mleku i w stodkiej serwatce, zwtaszcza ponizej 20°C. Wynika ona nie
tylko z jej preferencji temperaturowych, ale takze z niewrazliwosci na jony wapnia i
wysokie stezenia NaCl. Wykazano ponadto, ze w przeciwienstwie np. do B-galaktozydaz
pochodzacych z Kluyveromyces, enzym 22b nie jest inhibowany przez galaktoze.
Pewnym utrudnieniem wydawata sie czesciowa inhibicja enzymu przez glukoze (w ok.

40%-ach w temp. 4°C w ciggu 24 godzin przy stezeniach tego cukru powyzej 80 mM),
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ktéra okazata sie niekompetycyjnym inhibitorem enzymu. Jednakze, jak sie okazato, efekt
ten catkowicie znosi immobilizacja B-galaktozydazy 22b na statych nosnikach. W zwigzku
z tg obserwacja, a takze biorgc pod uwage ekonomike procesu (mozliwos$¢ wielokrotnego
uzycia tej samej porcji enzymu w reakcji hydrolizy) opracowana zostata stosunkowo
wydajna procedura immobilizacji rekombinowanego biatka w chitozanie -
nosniku charakteryzujgcym sie niskg ceng i dostepnoscig. Z uaktywniong matryca
wigzato sie $rednio 9 mg biatka/g mokrego nosnika i okoto 70% aktywnos$ci obecnej w
wyjsciowym ekstrakcie, a mierzona w hydrolizie ONPG aktywno$¢ wiasciwa
unieruchomionej B-galaktozydazy wynosita $rednio ok. 12 U/g chitozanu. Chociaz
powinowactwo immobilizowanego enzymu do substratu istotnie zmalato (state Km
unieruchomionego i natywnego enzymu wzgledem ONPG wynoszg w 30°C,
odpowiednio, 1,12 i 7,14 mM), immobilizacja nie spowodowata zadnych zmian wzglednej
aktywnosci B-galaktozydazy w niskich zakresach temperatury, wzrosta natomiast o 10°C
(do 50°C) temperatura optymalna w poréwnaniu z enzymem natywnym, a takze nieco
zwiekszyta sie jego termostabilnos¢. W niewielkim stopniu rozszerzyt sie zakres
optymalnego pH immobilizowanej B-galaktozydazy (pierwotnie pH 6-8, po immobilizacji
pH 6-9), nie zmienit sie¢ natomiast zakres pH-stabilnosci. Zwigzanie B-galaktozydazy
Pseudoalteromonas sp.22b z chitozanem spowodowato wyrazny wzrost stabilnosci biatka
w srodowiskach o wysokiej sile jonowej. Po 24-godzinnej inkubacji w 6M NaCl
immobilizowany enzym zachowat 68% aktywnosci poczgtkowej, podczas gdy wolny tracit
w tych warunkach 53% aktywnosci.

Wykazano, ze immobilizowane w chitozanie preparaty [(-galaktozydazy 22b
cechuje wysoka stabilnos¢ operacyjna i stabilnos¢ w przechowywaniu. Enzym zachowuje
petng aktywnos¢ w ciggu co najmniej 40-dniowego eksperymentu ciggtej hydrolizy
laktozy w 15°C z jego udziatem i w ciggu co najmniej 12 miesiecy przechowywania w
4°C. W skonstruowanym przez nas systemie z reaktorem i z ciggtym przeptywem
substratu (4,8% roztwdr laktozy), unieruchomiony enzym hydrolizowat laktoze w
jednakowym ustalonym tempie w ciggu 40 dni trwania eksperymentu. Ponadto
wykazano, ze stosujgc do hydrolizy laktozy w mleku immobilizowang (3-galaktozydaze
Pseudoalteromonas sp.22b, w ilodci ok. 30 U unieruchomionego enzymu na 1 gram
cukru, mozna uzyskaé wysoki, 93%-owy stopien rozktadu tego disacharydu w przedziale
temperatur 4 — 30°C w ciggu 8-24 godzin.

Bez watpienia, co wykazano w publikacji H-1, immobilizowana na chitozanie
B-galaktozydaza Pseudoalteromonas 22b jest atrakcyjng forma adaptowanego do
niskich temperatur biokatalizatora, przydatng do otrzymywania mleka
bezlaktozowego, jak réwniez do usuwania laktozy ze stodkiej serwatki. Dalsze
badania nad tym enzymem pokazaty, ze mozna go takze wykorzysta¢ w reakcjach

syntezy alkilowych pochodnych galaktopiranozy. Zwigzki te mogg by¢ z powodzeniem
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wykorzystywane jako biosurfaktanty w przemysle kosmetycznym i w chemikaliach dla
gospodarstw domowych (dodatki do srodkdéw piorgcych), w przemysle farmaceutycznym
jako bloki budulcowe, a takze w biologii molekularnej. Sg to zwigzki niejonowe
wykazujgce wiasciwosci bakteriobojcze, tatwo biodegradowalne i bardziej stabilne w
srodowiskach o wysokim pH niz estry sacharydow z wyzszymi kwasami ttuszczowymi
[14; 15].

Znane sg metody chemicznej syntezy anomerycznie czystych zwigzkéw tego typu
na drodze reakcji Koenigsa-Knorra. Obejmujg one jednak szereg reakcji protekcji i
deprotekcji, przez co ich synteza jest bardzo pracochtonna i wymaga dos¢ drastycznych
warunkoéw reakcji [16]. Za uzyciem B-galaktozydaz w tego rodzaju syntezach przemawia
ich niska cena i ogdélny dostep do substratu - laktozy, ktéra jest odpadem przemystu
mleczarskiego. Wadg laktozy jest jej niska rozpuszczalnos¢ w wodzie w niskich
temperaturach, dlatego uzasadnione wydaje sie uzycie [(-galaktozydaz termofilnych,
ktore z powodzeniem mogg syntetyzowaé wigzanie glikozydowe w wysokich
temperaturach. Wadg enzymow termofilnych jest jednak duza sztywnosé ich czgsteczek,
co ogranicza game produktow mozliwych do otrzymania z ich udziatem w poréwnaniu z
odpowiednikami mezo- i psychrofilnymi, ktérych czgsteczki sg duzo bardziej elastyczne.

W publikacji »Antarctic, cold-adapted B-galactosidase of
Pseudoalteromonas sp. 22b as an effective tool for alkyl galactopyranosides
synthesis” [Enzyme Microb Technol 44:59-64, (2009); H-2] wykazatam, ze
antarktyczna f-galaktozydaza Pseudoalteromonas sp. 22b jest efektywnym
narzedziem do syntezy alkilowych pochodnych galaktopiranozy, zwitaszcza dla
alkoholi o dlugosci tancucha C3-C6. Udowodniono takze, ze dla syntez z udziatem
wiekszosci testowanych alkoholi, tj: 2-propanolu, 1-butanolu, 1-pentanolu, 2-pentanolu, 1-
heksanolu, cykloheksanolu i 1-oktanolu, najwyzszg i prawie identyczng wydajno$c
uzyskuje sie przy stosunkowo szerokim zakresie stezenia wody w srodowisku reakcji,
wynoszgcym 10 - 30%. W reakcjach z t-butanolem, 2-metoksyetanolem i fenolem nie
stwierdzono powstawania produktdow w zadnym z wariantéw reakcji, a dla 2-etylo-1-
heksanolu, nonanolu i alkoholu benzylowego wydajno$ci reakcji byty bardzo niskie.
Optymalizujgc warunki procesu pokazano, iz istotny wptyw na wydajno$¢ syntezy
glikozydowych pochodnych alkoholi ma stosunek stezen substratéw (stosunek stezen
molowych alkohol : laktoza). Wysokie stezenie laktozy przesuwa rownowage reakcji w
strone syntezy, ponadto w przypadku syntez prowadzonych w srodowiskach
zawierajgcych rozpuszczalniki organiczne laktoza dziata ostonowo na enzym. Co wiecej,
cukier ten ma wigksze powinowactwo do centrum aktywnego niz glikozydowe pochodne i
jego obecnos¢ w $rodowisku zapobiega hydrolizie produktu reakcji transglikozylacji.
Opierajgc sie na wynikach poprzedniego eksperymentu przeprowadzono reakcje w

ukfadzie zawierajgcym statg ilos¢ (30%, v/v) fazy wodnej (ekstrakt enzymatyczny i bufor) i
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obydwa substraty (heksanol i laktoze) w zmiennych proporcjach molowych (10:1, 5:1, 2:1,
1:1 oraz 1:2). Synteza galaktopiranozydu heksylu najwydajniej przebiegata przy 5-
krotnym nadmiarze molowym alkoholu wzgledem laktozy i w przedziale pH 6-9, czyli w
zakresie odpowiadajgcym optymalnemu pH reakcji hydrolizy katalizowanej przez ten
enzym. Stwierdzono w czasie trwajgcego 80 godzin eksperymentu, ze maksymalne
nagromadzenie produktéw syntezy nastepuje pomiedzy 40 a 50 godzing inkubacji
mieszaniny reakcyjnej. Po tym czasie obserwuje sie spadek ich stezenia, niewielki - 8 i
4% - w przypadku, odpowiednio, pochodnych 2-propanolu i 1-butanolu w 80 h reakcji, a
nieco wiekszy, odpowiednio 18 i 14%, dla pochodnych 1-pentanolu i 1-heksanolu, co jest
wynikiem ich hydrolizy przez enzym. Wykazano, ze w przypadku antarktycznego enzymu
Pseudoalteromonas sp.22b nie stwierdzono tak duzego, jak dla wiekszosci do tej pory
opisanych biokatalizatoréw, wptywu dtugos$ci tancucha w zakresie C3-C6 na wydajnosé
syntezy glikozydowych pochodnych.

Uwaza sie, ze reakcje enzymatyczne, zwtaszcza z udziatem substratow stabo
mieszajgcych sie z wodg, powinny przebiega¢ wydajniej w srodowiskach zawierajgcych
dodatek rozpuszczalnika organicznego, jednakze istothnym problemem moze byé
inaktywacja enzymu w takim $rodowisku. W przypadku antarktycznej p-galaktozydazy, w
obecnosci wigkszosci testowanych rozpuszczalnikéw, z wyjgtkiem dioksanu, nie
stwierdzono drastycznych zmian aktywnosci po 24 godzinach inkubaciji, jesli stezenie
rozpuszczalnika w mieszaninie reakcyjnej nie przekraczato 20% (v/v), natomiast w
uktadzie z 50% dodatkiem rozpuszczalnika, biatko wykazywato aktywnos$¢ i to dosc
znaczng (ok. 60% aktywnosci maksymalnej), tylko w Srodowisku zawierajgcym t-butanol.
Wptyw rozpuszczalnikbw organicznych w stezeniu 10 i 20% na wydajnosé
transglikozylacji z udziatem badanej (B-galaktozydazy, zbadano na przyktadzie syntezy
galaktopiranozydu heksylu i okazat sie on zréznicowany, tj. w obecnosci 20% octanu
etylu i t-butanolu wydajnos$¢ syntezy wzrosta 1,5-krotnie w stosunku do préby
odniesienia, a w obecnosci 10% acetonu nawet ponad dwukrotnie. Oznacza to, ze
pomimo nizszej aktywnosci w srodowisku rozpuszczalnikéw enzym katalizuje synteze
zwigzane z obecno$cia w $rodowisku reakcji laktozy, ktéra moze chroni¢ biatko
katalityczne przed denaturacjg i jednoczesnie petnic¢ funkcje stabilizujgca.

Majgc na uwadze fakt, iz niektére B-galaktozydazy drobnoustrojéw mezofilnych
katalizujg nie tylko synteze glikozylowanych alkoholi, ale mogg takze wykorzystywa¢ w
charakterze akceptorow reszty galaktopiranozy inne zwigzki zawierajgce w czgsteczce
grupe hydroksylowa, jak np. aminokwas oraz antybiotyki, wykonano takie reakcje dla
antarktycznego enzymu. Acetal glicerynowy cykloheksanonu, BocNH-etanolamina i ZNH-
etanolamina wchodzity, co prawda, w reakcje (analiza TLC wykazata obecnosc

produktow), jednak wydajnosci transglikozylacji byly na tyle niewielkie, ze nie udato sie
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otrzymac¢ produktow w ilosciach wystarczajgcych do analizy NMR, potwierdzono jedynie
ich obecnos¢ za pomoca LC-MS. Badania dotyczace zdolnosci wytwarzania alkilowych
pochodnych galaktopiranozy przez antarktyczng B-galaktozydaze zostaty opatentowane
(patent nr P379317, patent nie wchodzi w sktad osiggniecia naukowego). Jestem jednym
ze wspotautorow tego patentu.

Innym enzymem, interesujgcym takze pod katem przetwérstwa zywnosci, jest
termolabilna eukariotyczna proteaza aspartylowa oznaczona numerem G8 i wyizolowana
z psychrotrofowych drozdzy Sporobolomyces roseus LOCK 1119. Szczep ten zostat
wyselekcjonowany w ramach badan prowadzonych w zakresie projektu PLATPROT
(PBS1/A9/7/2012). W tym miejscu chciatabym podkreslic, ze wiekszos¢ tego rodzaju
proteaz pochodzenia mikrobiologicznego opisanych dotychczas w literaturze to biatka
produkowane gtéwnie przez grzyby strzepkowe, zdecydowanie mniej informacji mamy na
temat tego rodzaju biatek pochodzenia drozdzowego. Jak dotad, opisano zaledwie dwa
drozdzowe enzymy proteolityczne zaadaptowane do dziatania w niskich temperaturach,
tj. proteaze serynowg produkowang przez antarktyczne drozdze Leucosporidium
antarcticum (obecnie Glaciozyma martini) [17] oraz proteaze aspartylowg Candida
humicola [18]. Dlatego tez uznatam, ze badania te poszerzg wiedze o proteazach
drozdzowych adaptowanych do zimna. Doktadniejsza charakterystyka kinetyczna
proteazy aspartylowej S. roseus przedstawiona w publikacji H-6 pokazata, iz:

e najwyzszag aktywnos¢ enzym wykazuje w temperaturze 50°C, zachowujgc
ok. 10-30% maksymalnej aktywnos$ci w zakresie temperatur 0-25°C,

e biatko katalityczne jest termolabilne, co oznacza, ze zachowuje petng
stabilnos¢ do 20°C w czasie 60 minut. Podwyzszenie temperatury do 50°C
catkowicie inaktywuje enzym;

e optymalne pH dziatania tego enzymu w hydrolizie hemoglobiny
zdenaturowanej mocznikiem wynosi 4,0, a jego pH-stabilno$¢ 2,0-6,5 (24
godz.; 4°C);

e sposrod substratow naturalnych najwiekszg aktywnosC proteaza ta
wykazuje wzgledem zdenaturowanej mocznikiem oraz natywnej
hemoglobiny, natomiast w przypadku substratow syntetycznych wobec N-
bursztyno-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroaniliny i N-bursztyno- Ala-Ala-Pro-Leu-p-
nitroaniliny;

o aktywno$¢ enzymatyczna pozostaje bez wigkszych zmian w obecnoSci
jonéw Na* i Mg?*;

e proteaza G8 ulega czesciowej denaturacji w obecnosci czynnikéw
redukujgcych, tj. 2-merkaptoetanolu i ditiotreitolu;

e biatko ulega catkowitej inaktywacji w obecnosci detergentu jonowego SDS,
natomiast niejonowy detergent Triton X-100 nie wptywa na poziom
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aktywnosci.

Jak wykazaliSmy, optymalna temperatura dziatania proteazy aspartylowej S.
roseus LOCK 1119 jest stosunkowo wysoka, jak na enzym produkowany przez
zimnolubne drozdze. Dane literaturowe podajg jednak przyktady proteaz pochodzgcych z
organizméw psychrofilnych i psychrotrofowych, ktére wykazujg maksymalne aktywnosci
w podobnym zakresie temperatur, tj. 45-50°C. Przyktadem mogg by¢ tu metaloproteazy
produkowane przez szczepy bakterii Pseudomonas fluorescens [19] oraz Xanthomonas
maltophilia [20], a takze proteaza serynowa produkowana przez psychrofiiny szczep
morskich bakterii PA-43 [21]. Istotng cechg wskazujgcg na zimnolubny charakter
badanego enzymu jest natomiast jego bardzo wysoka termolabilnosé. Ta cecha moze
okazac¢ sie niezwykle pozgadana, zwtaszcza dla szybkiej, taniej i mato skomplikowanej
inaktywaciji biatka po procesie.

Doktadna charakterystyka kinetyczna proteazy G8, a zwtaszcza jej specyficznosé
substratowa wzgledem aminokwasow aromatycznych i hydrofobowych, nakierowata mnie
w strone wykorzystania tego enzymu w pozyskiwaniu bioaktywnych peptydow. Zwigzki te
po uwolnieniu z biatek wykazujg wiasciwosci przeciwutleniajgce a ich obecnos¢ w
zywnosci wptywa na jakos¢é surowcow i produktdow spozywczych, mechanizmy ich
wchtaniania oraz profilaktyke choréb dietozaleznych. Coraz wieksze znaczenie
bioaktywnych peptydéow nie tylko w medycynie, ale réwniez w innych gateziach
przemystu, najszerzej stosowane metody ich pozyskiwania oraz pojawiajgce sie nowe
alternatywy dla tego trendu opisatam w pracy przegladowej ,Extremophilic proteases as
novel and efficient tools in short peptide synthesis” [J Ind Microbiol Biotechnol
44(9):1325-1342, (2017); H-5].

Wyniki prac prowadzonych pod tym katem z uzyciem proteazy aspartylowej
S. roseus (publikacja H-6) wskazuja, ze enzym ten stanowi narzedzie przydatne w
otrzymywaniu bioaktywnych peptydow. Do tej pory przetestowano zdolnosci
katalityczne tego enzymu w rozktadzie kilku substratéw biatkowych, tj. suszonego
rozpytowo jaja kurzego oraz biatka jaja kurzego, owoalbuminy i kazeiny, a takze dobrano
warunki ich hydrolizy. Zaobserwowalismy, iz dla wydajnego prowadzenia procesu
hydrolizy najkorzystniejsza jest temp. 30°C przy stosunku substratu do enzymu 10:1 w/w
dla suszu jajecznego i biatka jaja w proszku oraz 5:1 w/w dla owoalbuminy oraz kazeiny.
Potwierdzilismy, stosujgc techniki spekrofotometryczne, ze wszystkie uzyskane
hydrolizaty wykazywaty zdolno$¢ do zmiatania rodnikéw DPPH. Najwyzszy stopien
hydrolizy wynoszacy okoto 53% osiggnieto stosujgc jako substrat 1% roztwor kazeiny
pochodzacej z mleka bydlecego, takze w przypadku tego surowca uzyskano peptydy
charakteryzujgce sie najwyzszym poziomem zdolnosci zmiatania rodnikow DPPH
wynoszacym blisko 65%. Pozostate uzyskane w ramach prowadzonych badan

hydrolizaty suszu jajecznego, biatka jaja w proszku oraz owoalbuminy wykazywaty
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zblizony poziom aktywnoséci do zmiatania rodnikow DPPH wynoszacy od 31 do 34%.
Wstepne dane sg na tyle optymistyczne, ze badania te sg intensywnie kontynuowane w
moim zespole a uzyskane wyniki stanowig punkt wyjscia do okreslenia struktury
molekularnej peptydéw a nastepnie dgzenia do zrozumienia zaleznosci miedzy ich
budows i funkcjg biologiczna.

Oprocz wykorzystywania zimnolubnych enzymoéw w przetwérstwie zywnosci coraz
czesciej prébuje sie je stosowacé w syntezie chiralnych blokéw budulcowych, przydatnych
zwltaszcza w chemii medycznej i farmaceutycznej. Zwykle takie syntezy prowadzi sie w
srodowisku rozpuszczalnikbw organicznych, powodujgcym znaczne usztywnienie
struktury biatka i najczesciej tez spadek jego aktywnosci, cho¢ rownoczesnie srodowisko
organiczne moze zwieksza¢ w pewnym stopniu enancjoselektywnosé reakciji.
Zastosowanie bardziej gietkich z natury biatek psychrofilnych umozliwia tez prowadzenie
syntezy w bardziej hydrofobowych rozpuszczalnikach niz ma to miejsce w przypadku
katalizy z udziatem enzymdéw mezofilnych. Szczegdlnie istotna dla procesu kinetycznego
rozdziatu racematéw jest tez mozliwosé takiego obnizenia temperatury, ktéra wyklucza
reakcje z jednym z enancjomerow. Powyzsze argumenty spowodowaly, ze zaczetam
poszukiwaC takich enzyméw, gtéwnie z grupy lipaz. Enzymem lipolitycznym
interesujgcym pod katem stereoselektywnego katalizowania reakcji okazata sie
eukariotyczna lipaza wytwarzana przez antarktyczne grzyby strzepkowe Geomyces sp.
P7, charakteryzujgca sie wysokg enancjoselektywnoscig w transestryfikacji modelowego
alkoholu 1-fenyloetanolu z octanem winylu. Badania nad wiasciwosciami tego biatka byty
mozliwe dzieki uzyskaniu w 2011 r. finansowania projektu wtasnego (NCN) pt. ,Lipaza
Geomyces sp. P7 jako nowe, unikatowe narzedzie w technologii chemicznej”, ktérego
bytam kierownikiem. Niektére z tych wtasciwosci, w tym np. wptyw soli i detergentéw na
aktywnosc¢ enzymu, optimum pH byly zblizone do wiasciwosci wiekszo$ci znanych lipaz,
natomiast unikatowy okazat sie wptyw temperatury na aktywnos$c¢ i stabilnos¢ enzymu. O
ile profil aktywnosci w przedziale temperatury 0-55°C jest uzasadniony adaptacjg biatka
pochodzacego z psychrofiingj plesni do niskich temperatur (15% maksymalnej
aktywnosci w 0°C, optimum w 35 °C i brak aktywnosci w 55 °C), to zaskakujgca okazata
sie jego wysoka termostabilnos¢. Badanie stabilnosci termicznej przeprowadzono
inkubujgc preparat enzymatyczny przez godzine w temperaturach 20-100°C, a nastepnie
po powolnym schtodzeniu préby do temperatury 35°C oznaczano pozostatg czesc
aktywnosci. Co najbardziej zaskakujgce, obserwowano niemal catkowity odzysk
aktywnosci. Nie znaleziono jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, czy wysoka
termostabilnos¢ lipazy Geomyces sp. P7 wynika z samej budowy biatka, czy tez jest na
przyktad rezultatem metodyki doswiadczenia, to jest oznaczania aktywnosci w tescie z
hydrofobowymi substratami (pochodne pNP rozpuszczone w acetonitrylu lub TAG w

postaci emulsji w PVA), wprowadzanymi do roztworu lipazy, ale dopiero po etapie
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termicznej inaktywacji. Jedna z naszych hipotez zaktada, iz wysoka termostabilnos¢
lipazy polega na tatwej, samoistnej renaturacji zinaktywowanego termicznie biatka i jest
prawdopodobnie wynikiem unikatowej sekwencji aminokwasowej. Do tych réznic nalezy
specyficzne usytuowanie mostka disiarczkowego w jednej z petli, ktérego odtwarzanie
moze miec¢ kluczowe znaczenie dla prawidtowego faldowania sie enzymu, czyli takze
jego renaturacji.

Aby oceni¢ przydatnos¢ lipazy Geomyces sp. P7 i poréwnac jej wtasciwosci z
innymi opisanymi w literaturze enzymami homologicznymi wyznaczono state kinetyczne
charakteryzujgce jej dziatanie w hydrolizie octanu-p-nitrofenolu. | tak odwrotnos¢ statej
Km opisujgca powinowactwo enzymu do substratu wynosi 8,5 x 102 M i miesci sie w
granicach 10— 10° M, wyznaczonych dla wigkszosci przemystowo stosowanych lipaz
[22]. Wartos$¢ ka dla antarktycznego enzymu oszacowano na 118 s?, a jej efektywnosé
katalityczng na 1,4 x 10* Mlsl Sg to wartosci wskazujgce, iz lipaza G7 wykazuje
potencjat podobny do innych tego rodzaju zimnolubnych biatek, w tym np. do
adaptowanej do dziatania w niskich temperaturach lipazy Sorangium cellulosum [23].
Nadal jednak jej zdolnosci katalityczne sg mniejsze niz wykorzystywanych czesto w
biotransformacjach lipaz pochodzgcych z drozdzy Yarrowia lipolytica czy Pseudozyma
antarctica [24; 25].

Zidentyfikowane przez nas wiasciwosci lipazy Geomyces sp. P7 czynig jg
uzytecznym narzedziem w syntezie chemicznej, jednak produkcja tego biatka przez
szczep rodzicielski bytaby nieoptacalna ze wzgledu na konieczno$¢ hodowli plesni w
niskiej temperaturze i bardzo wolny wzrost szczepu (trzy tygodnie w 15°C dla
maksymalnej biosyntezy lipazy, co nie oznacza, ze proces jest wydajny). Z tego powodu
podjeto probe heterologicznej ekspresji genu lipazy w drozdzach Saccharomyces
cerevisiae. Te doswiadczenia wykonaliSmy we wspotpracy z zespotem Pani Lesley
Iwanejko z Uniwersytetu w Liverpool. Dzieki innowacyjnemu podejsciu, polegajgcemu na
przygotowaniu biblioteki cDNA, ktéra postuzyta do przygotowania pirosekwencjonowania
udato sie znalez¢ sekwencje genu docelowej lipazy Geomyces sp. P7. Ekspresja tego
genu w drozdzach Saccharomyces cerevisiae BJ5465 zaowocowata uzyskaniem
rekombinowane] lipazy, ktorej witasciwosci byly takie same jak biatka natywnego.
Wykazano takze, ze oba enzymy katalizujg enancjoselektywnie reakcje transestryfikacji
(R,S)-1-(fenylo)-etanolu z octanem winylu przy stopniu konwersji 45-49 % i nadmiarze
enancjomerycznym (e.e.) — 85-99% formy R estru.

Reasumujgc - wyselekcjonowana lipaza Geomyces sp. P7 jest unikatowym
enzymem. Pomimo podobienstwa do takich biatek, jak lipazy Pseudozyma antarctica A i
B, esteraza A. niger, czy tez lipaza A. fumigatus, wyréznia sie przede wszystkim wysokg
termostabilnoscig (zdolnoscig do renaturacji) przy jednoczesnym zaadaptowaniu do

niskich temperatur, co jest niespotykane w enzymach nie poddawanych modyfikacjom
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chemicznym badz ukierunkowanej ewolucji. A zatem, co pokazano w publikacji H-3,
enzym z antarktycznej plesni Geomyces sp. P7 jest doskonalym katalizatorem
kinetycznego rozdzialu drugorzedowych alkoholi, a w potaczeniu z unikatowymi

wiasciwosciami czyni go atrakcyjnym narzedziem w syntezie chemiczne;.
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C.2. MIKROORGANIZMY ALKALOFILNE JAKO WYDAJNE ZRODLO 2,3-
BUTANODIOLU (2,3-BD) — ZWIAZKU O WYSOKIEJ WARTOSCI DODANEJ

Kolekcja mikroorganizmow Instytutu Biochemii Technicznej, w tym takze
kolekcja drobnoustrojow ekstremofilnych, otwiera nowe mozliwosci poszukiwan
interesujgcych z technologicznego punktu widzenia metabolitow, innych niz katalizatory
biologiczne. Jest to szczegdlnie wazne w kontekscie zwigzkow otrzymywanych niemal
wytgcznie na drodze syntezy chemicznej, opartej o ulegajgce stopniowemu wyczerpaniu
surowce kopalne. Pozyskanie analogicznych metabolitow z zywych mikroorganizméw
daje mozliwo$¢ rozwoju nowych, przyjaznych dla srodowiska biotechnologii. Co wiece;j,
wykorzystywanie w tym celu surowcow odnawialnych, w tym surowcéw traktowanych
wczesniej jako odpady, pozwala mys$le€¢ o konkurencyjnosci danego procesu wzgledem
tradycyjnych technologii takze pod wzgledem ekonomicznym. Przyktadem zwigzku, dla
ktérego obecnie poszukuje sie technologii opartych o wydajnych mikrobiologicznych
producentow, jest 2,3-butanodiol (2,3-BD). Alkohol ten ma szeroki wachlarz zastosowan,
jest bowiem wykorzystywany do produkcji syntetycznej gumy, jako plastyfikator, srodek
nawilzajgcy, zmigkczajgcy, odmrazajgcy oraz jako dodatek do paliw. Ponadto, z 2,3-BD
otrzymuje sie keton etylowo-metylowy (MEK), wykorzystywany w przemys$le jako
rozpuszczalnik i dodatek do paliw, acetoine uzywang jako substancja zapachowa,
diacetyl o wiasciwosciach bakteriostatycznych, ktéry jest stosowany jako dodatek do
produktéw spozywczych, nadajgcy zywnosci maslany smak oraz diester stosowany w
przemysle kosmetycznym i farmaceutycznym [1].

Moje zainteresowanie tym zwigzkiem wynikato zatem z duzych mozliwosci
jego aplikacji. Za podjeciem badan majgcych na celu opracowanie wydajnej technologii
mikrobiologicznej produkcji 2,3-BD przemawiata bogata kolekcja mikroorganizméw o
potencjalnych uzdolnieniach w tym kierunku oraz dane literaturowe potwierdzajgce
coroczny wzrost produkcji tego alkoholu na drodze chemicznej na poziomie 4-7% [2].
Dodatkowym argumentem byfa propozycja wspotpracy naukowej ze strony naukowcow z
Johann Heinrich von Thunen-Institute, Institute of Agricultural Technology and
Biosystems Engineering (vTIBS, Braunschweig, Niemcy), ktorzy tworzyli konsorcjum
sktadajgce sie z partnerow naukowych i przemystowych, pochodzgcych z roznych krajow
Europy (w tym z Polski, Hiszpanii, Belgii, Niemiec i Francji) zainteresowanych
opracowaniem wydajnej metody produkcji 2,3-butanodiolu z biomasy. Konsorcjum
koordynowane przez Ulfa Pruesse z vTIBS ztozyto projekt badawczy w ramach konkursu
ERA-IB, ktéry zostat pozytywnie oceniony przez recenzentéow. Dzieki temu w 2009 r.

uzyskaliSmy zgode NCBIR na finansowanie badan w ramach projektu pt. ,Produkcja i
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wykorzystanie 2,3-butanodiolu z biomasy” o akronimie PUBB (nr ERA-NET-1B/02/2009).
Chciatabym podkres$lic w tym miejscu swéj duzy wkiad w przygotowanie wniosku
grantowego, zaréwno w wersji angielskiej (dla ERA-IB), jak i polskiej (NCBIR).
Kierownikiem projektu ze strony Instytutu Biochemii Technicznej Politechniki todzkiej
zostata prof. Marianna Turkiewicz, ale na Jej prosbe przejetam cze$¢ obowigzkéw
kierownika projektu i bytam jednoczesnie jego gtéwnym wykonawcg. Do moich
obowigzkoéw oprécz realizacji zadah badawczych nalezaty: nadzér merytoryczny nad
prowadzonymi badaniami, wyjazdy naukowe na spotkania Konsorcjum w celu ciggtego
Sledzenia postepéw badawczych oraz przygotowywanie raportéw rocznych i raportu
koncowego z realizacji projektu badawczego.

Celem projektu polskiego byto poszukiwanie wydajnych niepatogennych
producentow 2,3-butanodiolu w hodowlach na podtozach zawierajgcych jako zrédto
wegla produkty odpadowe przemystu rolno-spozywczego, udoskonalenie procesu
bakteryjnej fermentacji poprzez manipulacje genetyczne oraz opracowanie optymalnych
warunkéw jego biosyntezy w skali wielkolaboratoryjnej, z jednoczesnym naciskiem na
ekonomike procesu. Wyniki badan otrzymane w ramach projektu zostaty opublikowane w
trzech artykutach oryginalnych pt. ,Application of enzymatic apple pomace hydrolysate to
production of 2,3-butanediol by alkaliphilic Bacillus licheniformis NCIMB 8059” [J Ind
Microbiol Biotechnol 42(12):1609-21, (2015); H-7]; ,Effects of genetic modifications and
fermentation conditions on 2,3-butanediol production by alkaliphilic Bacillus subtilis” [Appl
Microbiol Biotechnol 100(6):2663-76, (2016); H-8] i ,Application of byproducts from food
processing for production of 2,3-butanediol using Bacillus amyloliquefaciens TUL 308"
[Prep Biochem and Biotechnol 46(6):610-9, (2016); H-9] oraz jednym patencie pt.
,Op0sOb wytwarzania 2,3-butanodiolu” (Patent PL 227253 B1). Warto podkresli¢, ze w
dwéch pierwszych cytowanych artykutach i patencie jestem pierwszym autorem. W 2016
r. otrzymatam zaproszenie od prof. lan’a Maddox (Review-commissioning Editor, World
Journal of Microbiology and Biotechnology) do napisania artykutu przeglagdowego z tej
tematyki. Uznatam, ze zdobyta w trakcie wykonywania grantu wiedza oraz doswiadczenie
badawcze pomogg mi sprostac tej prosbie, zdecydowatam sie zatem napisac¢ artykut
przegladowy o mikrobiologicznej produkcji 2,3-butanodiolu pt. ,Strategies for efficient and
economical 2,3-butanediol production: new trends in this field” [World J Microbiol
Biotechnol 32:200, (2016); H-10], ktérego jestem jedynym autorem. Wykazatam w nim,
ze zrozumienie procesOdw metabolicznych, prowadzacych do biosyntezy 2,3-BD,
mozliwos¢ konstrukcji ulepszonych producentéw tego alkoholu wytwarzajgcych ten
zwigzek z wyzszg wydajnoscig niz jego naturalni producenci oraz rosngca wiedza na
temat optymalizacji procesdw biosyntezy i oczyszczania zwigzkéw sprawiajg, ze
opfacalna, przemystowa produkcja 2,3-butanodiolu na drodze fermentacji moze wkrétce

zastgpi¢ w znaczacym stopniu produkcje opartg o technologie chemiczng. Duzo uwagi
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poswiecitam genetycznemu udoskonalaniu producentéw 2,3-BD w oparciu o technologie
rekombinacji DNA, ktéra zmierza gtéwnie w kierunku uzyskania nadekspresji genu/genéow
zaangazowanych w biosynteze 2,3-BD w komodrkach wybranego gospodarza i/lub
wyciszenia genow szlakéw konkurencyjnych, po to, zeby zahamowaé biosynteze
niepozadanych produktéw fermentacji, tj. etanolu, acetoiny, kwasu mlekowego, czy
octanu. Opisatam roéwniez mniej popularny sposob udoskonalania biosyntezy 2,3-BD,
ktéry opiera sie na wklonowaniu do komodrek gospodarza genu vgb, kodujgcego
bakteryjng hemoglobine (VHb) Vitreoscilla stercoraria.

Podkreslitam, iz obecnie do najbardziej wydajnych producentéw 2,3-BD
nalezg szczepy Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca i Serratia marcescens [1].
Pierwszy z nich wykorzystujgc glukoze w hodowli fed-batch syntetyzuje ok. 150 g/l 2,3-
BD. Pozostate dwa, po udoskonaleniach genetycznych, akumulujg podobne ilosci tego
zwigzku, tj. 142.5 g/l i 152 g/l, wykorzystujac jako zrodio wegla w hodowlach fed-batch,
odpowiednio glukoze i melase [3; 4]. Ponadto szczepy te wyrdzniajg sie prostotg hodowli
oraz stosunkowo szybkim wzrostem w ubogim podtozu. Pomimo tych zalet szczepy
Klebsiella nie mogg by¢ stosowane w skali przemystowej ze wzgledu na ich patogenny
charakter. Atrakcyjng alternatywg dla szczepow z rodzaju Klebsiella sg bakterie z rodzaju
Bacillus. Sposréd bakterii tego rodzaju najbardziej obiecujgcym producentem 2,3-BD jest
Bacillus licheniformis DSM 8785, ktéry podczas hodowli fed-batch na podtozu z glukozg
wyprodukowat ok. 145 g/L alkoholu [5]. Podobne poziomy produkcji, tj. 133 g/l zostaty
uzyskane dla mutanta Bacillus amyloliquefaciens B10-127 [6].

W publikacji H-10 skupitam sie takze na tym, ze ze wzgledéw ekonomicznych i
ekologicznych przemystowa produkcja 2,3-butanodiolu powinna by¢ oparta o tatwo
dostepne i stosunkowo tanie surowce odnawialne (np. niecelulozowe lub
lignocelulozowe), najlepiej bedgce produktami ubocznymi po produkcji zywnosci lub
biopaliw. Na wydajnos¢ biosyntezy 2,3-BD, oprocz zrodta wegla, ktére stanowi znaczng
czes$¢ kosztow catego procesu, istotny wptyw majg takze inne parametry, takie jak:
natlenienie, pH, temperatura, ilos¢ zastosowanego inokulum, aktywnos¢ wody. Bardzo
istotnym czynnikiem jest tez rodzaj hodowli (okresowa, okresowa z zasilaniem, ciggta)
oraz konfiguracja stosowanego w tym celu bioreaktora [1]. Najczesciej jednak aby
zwiekszy¢ wydajnos¢ biosyntezy 2,3-BD z surowcéw odnawialnych, prowadzi sie
hodowle okresowe z zasilaniem, polegajgce na dodawaniu do podtoza dodatkowej porcji
substratu weglowego w momencie, kiedy jego niedobdr zaczyna limitowa¢ wzrost
komorek.

C.2.1 Przetwarzanie i charakterystyka odpadowych surowcéw roslinnych

pod katem ich przydatnosci do produkciji 2,3-BD

Jako substraty dla mikrobiologicznej produkcji diolu stosowano w ramach
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projektu dostepne i tanie surowce odpadowe, takie jak: wystodki buraczane ($wieze,
mrozone i wysuszone), krajanke buraka cukrowego, wycierke ziemniaczang, suszone
wyttoki jabtkowe oraz wyttoki aronii, rzepaku, sojowe, stonecznika i wiesiotka. Materiaty te
zostaly scharakteryzowane pod kagtem zawartosci suchej masy, cukréw prostych i
ztozonych oraz innych zwigzkéw rozpuszczalnych w wodzie, co zamiescitam w
publikacjach H-7, H-8 i H-9. Przed enzymatyczng hydrolizg surowce poddawano obrdbce
wstepnej - rehydratacji (20 h, 20°C) i obrébce termicznej w autoklawie (20 min, 121°C).
Do ich hydrolizy wykorzystano 10 preparatow enzymatycznych: wieloenzymowy preparat
z A. niger IBT-90, Filtrase Premium (DSM) oraz preparaty produkcji Novozymes
(OptimashTMVR, OptimashTMBG, Cellustar XL, Cellulosoft®CR, CellulosoftTML,
CellulosoftTMAPL, Cell Conc L i Denimax 991). Wszystkie zawieraty celulazy i ksylanazy
oraz enzymy pektynolityczne i amylolityczne. W publikacjach H-7, H-8 i H-9
udowodnitam, iz najefektywniej degradowat badane surowce wieloenzymowy preparat
wytworzony przy uzyciu szczepu Aspergillus niger IBT-90 w oparciu o technologie
opracowang w Instytucie Biochemii Technicznej Politechniki todzkiej i w zakfadzie
Pektowin w Jasle. Preparat ten zawierat enzymy rozkfadajgce celuloze (36,2 U/ml),
ksylan (73,2 U/ml), pektyne (123,2 U/ml), skrobie (642,4 U/ml) i sacharoze (74,5 U/ml)
(aktywnos$¢é oznaczana w pH 5,0 i w 50°C, tj. w warunkach optymalnych). Hydrolizaty
poddawano nastepnie liofilizacji, co utatwiato przygotowanie odpowiedniej ilosci
jednolitego materiatu do optymalizacji warunkéw biosyntezy 2,3-butanodiolu. Najlepsze
do produkcji tego alkoholu przez wyselekcjonowane mikroorganizmy okazaty sie
hydrolizaty suszonych wyttokow jabtkowych oraz wystodkéw buraka cukrowego. Wyniki
dotyczgce biokonwersji surowcéw roslinnych i charakterystyki ich hydrolizatow zostaty
zamieszczone w publikacjach H-7, H-8 i H-9.

Znaleziono tez potencjalng metode utylizacji nierozpuszczalnej pozostatosci po
enzymatycznej hydrolizie suszonych wystodkow buraczanych i wyttokow jabtkowych,
ktérg mozna wykorzystac, podobnie jak same wystodki i wyttoki, jako sktadnik do hodowli
niektoérych grzybdéw, np. Phanerochaete chrysosporium, w celu biosyntezy mieszaniny
enzymow celulolitycznych, amylolitycznych oraz ksylanaz i pektynaz (dane

nieopublikowane).

C.2.2 Selekcja mikroorganizmoéw produkujacych 2,3-butanodiol

W celu poszukiwania wydajnych producentow 2,3-BD zastosowatam testy
ptytkowe Voges-Proskauera i O'Meary, ktore pozwolity wskazaé producentéw acetoiny —
bezposredniego prekursora 2,3-butanodiolu. Badania te prowadzitam z udziatem bakterii
ekstremofilnych, gtéwnie zimnolubnych i alkalofilnych (te ostatnie przede wszystkim z

rodzaju Bacillus), nalezacych do kolekcji mikroorganizmow Instytutu Biochemii
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Technicznej oraz kolekcji komercyjnych, np. The National Collection of Industrial, Food
and Marine Bacteria (Wielka Brytania). Testom tym poddatam takze bakterie fermentaciji
mlekowej z rodzaju Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc i Bifidobacterium
pochodzace z Kolekcji Czystych Kultur Drobnoustrojow Przemystowych £OCK. Aby
potwierdzi¢ ich przydatnos¢ w produkcji 2,3-butanodiolu szczepy te hodowano w
podiozach zawierajgcych roztwory czystych cukrow, np. glukoze, fruktoze, sacharoze lub
produkty odpadowe przemystu rolno-spozywczego w postaci pierwotnej (np. melasa)
oraz zhydrolizowanej (np. hydrolizat suszonych wystodkéw buraka cukrowego, hydrolizat
wyttokéw jabtkowych). Do wstepnego oszacowania poziomu biosyntezy docelowego
alkoholu wykorzystatam metode chromatografii cienkowarstwowej, dla ktérej dobratam
optymalne warunki prowadzenia rozdziatu. Ostatecznie jako ukfad rozwijajgcy
wytypowatam mieszaning zawierajgcg n-heptan : octan etylu : metanol w stosunku
objetosciowym 1:5:1, a wywotywanie chromatogramu prowadzitam z uzyciem roztworu
Seebacha (dane nieopublikowane). Warto podkredli¢, iz opracowana zasada rozdziatu
substancji w chromatografii cienkowarstwowej pozwolita na tatwg i szybkag detekcje diolu
w probie i dlatego byta wykorzystywana przez innych partneréw PUBB do jakosciowego,
wstepnego oszacowania poziomu produkcji 2,3-BD. Do okreslenia doktadnych poziomow
tego alkoholu w cieczach pohodowlanych wykonawcy projektu, w tym i moj zespot
stosowali techniki HPLC.

Najbardziej wydajnymi producentami 2,3-BD okazaly sie ekstremofilne
szczepy wykazujgce wzrost w wysokim pH (8-9), czyli alkalofile, nalezgce gtéwnie do
rodzaju Bacillus, tj. Bacillus subtilis tOCK 1086 oraz Bacillus amyloliquefaciens TUL 308,
nalezagce do wiasnej kolekcji Instytutu Biochemii Technicznej PL oraz Bacillus
licheniformis NCIMB 8059, zakupiony z The National Collection of Industrial, Food and
Marine Bacteria (Wielka Brytania). Wykazatam, ze sposrod badanych bakterii,
najlepszym producentem 2,3-BD z hydrolizatbw biomasy roslinnej, a konkretnie z
hydrolizatu wyttokéw jabtkowych okazat sie ten ostatni szczep. Wyniki dla tego szczepu
zwigzane z opracowaniem strategii wydajnej produkcji 2,3-BD opisatam w publikacji H-7.
Wykazatam w niej, ze znacznie wigksze stezenia tego alkoholu uzyskuje sie w hodowli
bakterii z opcjg dokarmiania niz w hodowli okresowej. Udowodnitam takze, ze zbyt proste
podioze hodowlane zawierajgce czyste roztwory cukrow, np. glukoze lub fruktoze nie
sprzyja biosyntezie tego metabolitu. Wyrazny wzrost zaobserwowano bowiem kiedy w
podiozu jako zrédio wegla zastosowano hydrolizat wyttokéw jabtkowych, ktoéry oprocz
substratéw cukrowych, tj. glukozy, fruktozy, kwasu galakturonowego, ksylozy, arabinozy,
galaktozy, mannozy i ramnozy zawierat rowniez mikroelementy, np. Na, Mg, K, Ca, Fe,
Mn i Zn. Rboznice w ilosci docelowego alkoholu obserwowatam takze w zaleznosci od
stezenia hydrolizatu, ktore byto wyznaczane w przeliczeniu na stezenie zawartej w nim

glukozy. | tak maksymalng produkcje 2,3-BD odnotowatam w 36h hodowli bakterii
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Bacillus licheniformis NCIMB 8059, kiedy w podtozu znajdowato sie 43 g/L produktu
odpadowego i wynosito ono 23,76 g/l, wydajnos¢ procesu réwna byta woéwczas 0,36
0/Jc.red, @ produktywnosé 0,66 g/l x h. Zwiekszenie skali procesu i prowadzenie hodowli w
0,75-litrowych fermentorach Sixfors (INFORS, Szwajcaria) w niewielkim stopniu
doprowadzito do zwiekszenia stezenia alkoholu (27,55 g/l). Istotne natomiast byto
zwiekszenie o ok. 30% produktywnosci bioprocesu ze wzgledu na bardziej sprzyjajgce

warunki wzrostu bakterii w fermentorze.

C.2.3 Strategie udoskonalania mikrobiologicznej produkcji 2,3-butanodiolu

Kamieniem milowym w opracowaniu wydajnej technologii produkcji 2,3-BD
przez Bacillus licheniformis NCIMB 8059 byto zastosowanie hodowli okresowej z
dokarmianiem, ktorej zaletg jest zapobieganie zbyt duzemu stezeniu Zrodla wegla w
podtozu, a tym samym utrzymanie poziomu glukozy na poziomie najbardziej optymalnym
dla biosyntezy docelowego alkoholu. Wykazatam takze, ze bardziej korzystne ze wzgledu
na wyeliminowanie nagromadzenia sie inhibitorow fermentacji jest dokarmianie hodowli
bakterii czystg glukozg. W badaniach zastosowatam dwa warianty pozywki. Pierwsza
wersja charakteryzowata sie obecnoscig hydrolizatu suszonych wyttokéw jabtkowych w
ilosci odpowiadajgcej 43 g/l glukozy, natomiast druga wykorzystaniem mieszaniny
hydrolizatu suszonych wyttokéw jabtkowych w ilosci odpowiadajgcej 23 g/l glukozy oraz
czystej glukozy w stezeniu 20 g/l. Dla pierwszego wariantu podtoza stosowatam 2
schematy zasilen hodowli glukoza: 3-krotny i 4-krotny, kazdorazowo dostarczajgc taka
ilos¢ cukru, aby odpowiadata ona 50 g na litr medium hodowlanego. Zastosowanie
strategii 3-krotnego zasilania hodowli przyczynito sie do ponad 4-krotnego wzrostu
stezenia tworzonego 2,3-BD (do okoto 103 g/l) w stosunku do hodowli okresowe;j,
jednoczesnie prowadzgc do wydtuzenia czasu fermentacji do 138 h. Przy 4-krotnym
zasileniu pozywki glukozg, bakterie byty w stanie wytworzy¢ ok. 112 g/l alkoholu w 162 h
procesu. W przypadku hodowli w podtozu z mieszaning hydrolizatu i czystej glukozy
takze zastosowano schemat 3- i 4- krotnego zasilania czystg glukozg, tak, aby ilos¢
dodanego cukru odpowiadata stezeniu 50 g/l pozywki. Wykazatam jednak, iz w tak
skomponowanej pozywce szczep B. licheniformis NCIMB 8059 wytwarzat mniej
docelowego alkoholu niz w podtozu zawierajgcym sam hydrolizat, pomimo
poréwnywalnej poczagtkowej ilosci glukozy. Trzykrotne zasilenie hodowli glukozg
skutkowato nagromadzeniem 88 g/l alkoholu w 84 h hodowli, natomiast zwiekszenie
liczby dokarmieh do czterech zwiekszyto poziom docelowego metabolitu do 97 g/l w 94 h
procesu. W poréwnaniu z hodowlg okresowg, w ktérej poziom produkcji 2,3-BD
utrzymywat sie na poziomie ok. 27 g/l, zastosowanie hodowli zasilanych pozwolito na

ponad 3-krotny wzrost ilosci nagromadzonego alkoholu.
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Dodatkowo, ze wzgledu na fakt, ze biosynteza docelowego alkoholu
preferowana jest w warunkach ograniczonego dostepu tlenu, zaproponowatam, aby
proces mikrobiologicznej produkcji alkoholu w hodowlach fed-batch byt prowadzony z
zastosowaniem strategii zmiennego napowietrzania hodowli. Miata ona na celu w
poczatkowej fazie procesu zapewni¢ optymalne warunki natlenienia niezbedne do
wzrostu szczepu B. licheniformis a nastepnie nakierowa¢ jego metabolizm na
intensyfikacje przemian zachodzacych w warunkach ograniczonego dostepu tlenu, w tym
gtébwnie biosynteze 2,3-butanodiolu. | tak w trakcie fazy intensywnego wzrostu
mikroorganizmu szybkos$¢ mieszania pozywki wynosita 130 rpm, natomiast podczas fazy
biosyntezy diolu zastosowano warunki ograniczonego dostepu tlenu, poprzez
prowadzenie hodowli w sposéb stacjonarny lub obnizajgc szybkos$¢ mieszania do 60 rpm.
W obu przypadkach proces zasilenia podioza zawierajgcego hydrolizat wytlokéw
jabtkowych prowadzony byt w pierwszej fazie procesu. Polegato ono na 3-krotnym
dokarmieniu hodowli takg iloscig glukozy, aby odpowiadata stezeniu 50 g dostarczonego
cukru na litr medium hodowlanego. W hodowlach prowadzonych od 72 h w warunkach
mikroareacji mikroorganizmy wyprodukowaty ok. 106 g/l 2,3-BD, w 162 h procesu. W
przypadku zastosowania w drugim etapie hodowli stacjonarnej udato sie osiggngé
jeszcze wyzszy poziom produkcji alkoholu - 113 g/l, w 163 h procesu. Réwniez w
przypadku podioza z mieszaning hydrolizatu i cukru prostego przeprowadzono
dwuetapowy proces biosyntezy. W trakcie pierwszych 72 h hodowla prowadzona byta
przy 130 rpm i zostata 4-krotnie zasilona glukozg. Drugi etap prowadzony byt w
temperaturze 37°C w warunkach stacjonarnych. Maksymalne stezenie 2,3-butanodiolu,
jakie uzyskatam wykorzystujgc ten rodzaj hodowli, wyniosto 110 g/l i osiggnetam je w
166 h procesu. Otrzymane wyniki potwierdzajg, iz zastosowana strategia zmiennych
warunkéw natlenienia podtoza hodowlanego sprzyja biosyntezie 2,3-butanodiolu, ale
niestety wydluza czas osiggniecia jego maksymalnego poziomu, co obniza
produktywnos¢ procesu.

Interesujgce i rokujgce, na tle danych literaturowych, wyniki otrzymane z
hodowli z dokarmianiem pozwolity mi rozwazaé mozliwos¢ zwigkszenia skali procesu. W
tym celu przeprowadzitam wybrane warianty hodowli fed-batch w fermentorze Sixfors o
poj. 0.75 L i fermentorze Techfors o poj. 30 L. Jako zrédio wegla w pozywce
wykorzystatam hydrolizat suszonych wyttokéw jabtkowych w ilosci odpowiadajgcej 43 g/l
glukozy lub jego mieszanine z czystg glukozg w ilosci odpowiadajgcej 23 g/l i 20 g/l. W
trakcie trwania hodowli 4-krotnie, tj. w 16, 24, 40 i 48 h procesu do medium hodowlanego
dodawatam glukoze, kazdorazowo w dawce zapewniajgcej stezenie 50 g cukru na litr
podtoza. W hodowlach w fermentorze o poj. 0.75 L nastgpit prawie 3-krotny wzrost ilosci
wyprodukowanego 2,3-BD w obu wariantach pozywek w stosunku do odpowiedniej

hodowli okresowej prowadzonej w tej skali. Natomiast poréwnujgc poziom produkcji
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alkoholu w hodowlach fed-batch zauwazytam, iz ilos¢ otrzymanego docelowego produktu
w fermentorach obnizyta sie dla pozywki zawierajgcej sam hydrolizat o 30%, a dla
pozywki zawierajgcej mieszanine hydrolizatu i czystej glukozy — 0 10% (0.75 L fermentor)
i 0 25% dla fermentora 30 L, cho¢ na tym etapie wzrosta produktywno$¢ procesu do 0.78
g/l x h w stosunku do fermentora o mniejszej objetosci.

Dodatkowym osiggnieciem w opracowaniu wydajnej strategii biosyntezy 2,3-
butanodiolu byto wykorzystanie do tego celu unieruchomionych komorek bakterii B.
licheniformis NCIMB 8059. Co istotne, wyniki tych prac zostaly objete patentem H-11 i
obecnie przygotowywana jest publikacja dotyczaca zastosowania takiego podejscia w
badaniach. Preparaty immobilizowanych komorek stanowity materiat szczepienny, ktory
byt przenoszony z jednego podioza produkcyjnego do kolejnego, co skutkowato
znacznym skroceniem czasu produkcji  2,3-butanodiolu  dzieki wyeliminowaniu
powtarzajgcego sie w kolejnych fermentacjach etapu przygotowania inokulum, a wiec
uaktywnienia szczepu na podtozu agarowym i prowadzenia prehodowli przed wtasciwg
hodowlg produkcyjng. Immobilizacje komorek bakterii prowadzono z wykorzystaniem 2
procedur. Pierwsza obejmowata przygotowanie zawiesiny komorek w roztworze alkoholu
poliwinylowego i alginianu sodu i wkroplenie tak przygotowanej mieszaniny do roztworu
wodnego CacCl,. Powstaty zel wprowadzano nastepnie do roztworu aldehydu
glutarowego, po czym przenoszono go do roztworu glicyny i inkubowano przez 24
godziny. Tak przygotowany preparat unieruchomionych bakterii zawieszano w soli
fizjologicznej z dodatkiem CacCl, i przechowywano w tej postaci az do jego wykorzystania.
Drugi sposdb obejmowat wkroplenie mieszaniny komoérek z roztworem PVA i alginianem
sodu do oleju roslinnego schiodzonego do temperatury 0°C a nastepnie kilkukrotne (3-5-
krotne) zamrozenie i rozmrozenie catosci roztworu. Oddzielenie unieruchomionych
komérek bakterii od oleju odbywato sie poprzez przemycie ich roztworem detergentu i
solg fizjologiczng z dodatkiem CaCl,. Tak przygotowany preparat unieruchomionych
bakterii zawieszano w soli fizjologicznej z dodatkiem CaCl, i w takiej postaci
przechowywano az do wykorzystania. W celu oceny stabilnosci immobilizowanych
komorek Bacillus licheniformis NCIMB 8059 oba preparaty wykorzystywano rownolegle w
siedmiu kolejnych hodowlach okresowych prowadzonych w podtozach zawierajgcych
jako zrédto wegla hydrolizat wyttokéw jabtkowych. Po rozpoczeciu fermentacji z uzyciem
nosnikéw z putapkowanymi komérkami bakterii nastepowato namnazanie ich w nosniku,
a nastepnie czesciowe uwalnianie komoérek i namnazanie w pozywce. Co istotne,
uzyskane wyniki oméwione w patencie H-11, jednoznacznie wskazuja, ze preparaty
pozostajg stabilne i moga z powodzeniem zosta¢ wykorzystane w kolejnych
fermentacjach jako inokulum, bez strat uzdolnien szczepu do produkcji 2,3-BD a
poziomy produkcji alkoholu osiggane zaréwno w hodowlach okresowych, jak i

dokarmianych sg zblizone, bez wzgledu na rodzaj zastosowanych komorek, t;j.
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wolnych czy unieruchomionych.

Obiecujgce wyniki otrzymatam takze dla szczepu ekstremofilnego z grupy
alkalofili pochodzacego z wiasnej kolekgiji, tj. Bacillus subtilis LOCK1086 i zamiescitam je
w publikacji H-8. W tym przypadku, w celu zwiekszenia biosyntezy 2,3-butanodiolu,
oprocz hodowli z dokarmianiem, wykorzystatam rézne strategie udoskonalania dzikiej
bakterii metodami inzynierii genetycznej. Pierwsza z nich polegata na heterologicznej
ekspresji genu bakteryjnej hemoglobiny (vhb) w komérkach Bacillus subtilis. Pozytywny
efekt dziatania tego biatka w zmianach metabolizmu zostat juz dobrze udokumentowany,
jego obecnosé¢ nie tylko poprawia zywotnos¢ mikroorganizmow, ale réwniez wspomaga
biosynteze rekombinowanych biatek oraz metabolitow pierwszo- i drugorzedowych [7; 8].
Jego ekspresja w komoérkach E. aerogenes i S. marcescens wptyneta pozytywnie na
produkcje 2,3-BD [9; 10], cho¢ doktadny mechanizm wcigz pozostaje nieznany. Istniejg
jedynie hipotezy dotyczgce tego zjawiska. Po pierwsze sugeruje sie, ze obecnos¢ VHb
moze indukowac¢ zmiany w stosunku kofaktorow NADH/NAD* oraz ATP/ADP in vivo, co
prowadzi do lepszego natlenienia w komoérce, a tym samym do przekierowania
strumienia wegla z centralnych szlakéw metabolicznych na poboczne, w tym np. na szlak
butanodiolowy. Inni uwazajg, ze obecnos$¢ tego biatka sprawia, ze komérki pozostajg
dtuzej aktywne metabolicznie i bardziej wydajne [1].

Ekspresje hemoglobiny z V. stercoraria LMG 7756 w szczepie B. subtilis
potwierdzitam poprzez elektroforeze SDS-PAGE. W obrazie elektroforetycznym biatek z
ekstraktu bezkomérkowego rekombinantéw obserwowatam obecnos¢ dodatkowego
pasma biatkowego o masie 16 kDa, ktérego nie byto w probach kontrolnych (ekstrakty z
biomasy szczepdw dzikich), cho¢ nalezy zaznaczyé, ze wraz z wydtuzeniem czasu
hodowli (powyzej 24h) ilos¢ tego makropeptydu malata az do jego catkowitego znikniecia.
W celu identyfikacji eksprymowanego biatka, prazki o masie 16 kDa poddano analizie
metodg spektrometrii masowej MALDI-TOF (IBB PAN Warszawa). Na podstawie
otrzymanych map peptydowych identyfikowanego biatka dopasowatam je z najwiekszym
prawdopodobienstwem, tj. ok 70% do sekwencji hemoglobin pochodzgcych z bakterii
rodzaju Vitreoscilla, zdeponowanych w bazach danych. Niestety na podstawie
uzyskanych wynikow stwierdzitam, ze ekspresja bakteryjnej hemoglobiny z V. stercoraria
w komérkach B. subtilis TUL 322 bez wzgledu na rodzaj zrédia wegla i intensywnosé
wstrzgsania podtoza w kolbach nie wptyneta na wzrost poziomu produkcji 2,3-
butanodiolu. Preferowanymi substratami do produkcji tego alkoholu przez szczep
rekombinanta okazaty sie glukoza i hydrolizat wytlokéw jabtkowych, dla ktérych
uzyskatam stezenie diolu, odpowiednio, ok. 12 i 11 g/l i byty to wartosci zblizone do iloSci
metabolitu wyprodukowanego przez szczep macierzysty. Brak poprawy wydajnosci
procesu biosyntezy 2,3 butanodiolu dla szczepu rekombinanta mozna ttumaczy¢ faktem,

ze wzrost stezenia alkoholu w podtozu obserwowatam dopiero po 24 h hodowli, a wiec
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juz pod nieobecno$¢ hemoglobiny w komérce. Jej brak w komodrkach rekombinanta
powyzej 32h hodowli jest prawdopodobnie wynikiem dziatania in vivo wysoce aktywnych
enzymow proteolitycznych macierzystego gospodarza.

Inng zaproponowang przeze mnie strategig zwiekszenia biosyntezy 2,3-
butanodiolu przez B. subtilis bylo uzyskanie nadekspresji genu kodujgcego
dehydrogenaze 2,3-butanodiolowg (bdhA). Enzym ten odgrywa kluczowg role w ostatnim
etapie szlaku butanodiolowego i jest odpowiedzialny za przeksztatcenie acetoiny w 2,3-
butanodiol. Sekwencja genu bdhA zostata zdeponowana w bazie GenBank pod numerem
JN387994, a wyniki analizy poréwnawczej uwzgledniajgce tylko sekwencje catych genéw
potwierdzity, ze byt to gen kodujgcy docelowe biatko, wykazujgcy od 99 do 98%
homologii z genami bdhA z B. subtilis, 94% z B. subtilis subsp. spizizenii, 81% z B.
atrophaeus i 80% z B. amyloliquefaciens. Samg ekspresje w komodrkach gospodarza
potwierdzitam za pomocg techniki Western Blotting, dzieki temu, ze na etapie reakdji
PCR zaplanowatam wydtuzenie sekwencji rekombinowanego biatka o domene
oligohistydynowg (Hiss). Niestety, podobnie jak w poprzednich badaniach nie
odnotowatam, aby rekombinowany szczep charakteryzowat sie wiekszg zdolnoscig do
produkcji 2,3-BD bez wzgledu na zastosowany w podfozu substrat weglowy (czyste cukry
badz produkty odpadowe).

Przedstawione badania prowadza do wniosku, ze inzynierowanie szczepu B.
subtilis zgodnie z przyjeta procedurg nie pozwala na uzyskanie mutantéw o
oczekiwanych zatozeniach fenotypowych. W publikacji H-8 podkreslitam, iz
prawdopodobnie dla osiggniecia powyzszego celu konieczne bedzie zastosowanie w
przysztosci technik inzynierii metabolicznej, ktora przy jednoczesnej ekspres;ji
docelowego genu umozliwia inaktywacje genu (-6w) szlaku konkurencyjnego.

Zwigkszenie ilosci nagromadzonego w podiozu alkoholu osiggnetam
natomiast poprzez zastosowanie hodowli typu fed-batch, w ktérej przy wyjsciowym zrédle
wegla — melasie (68,3 g/l w przeliczeniu na sacharoze) i 4-krotnym dokarmieniu hodowli
glukozg (kazdorazowo po 50 g/lI) bakterie wyprodukowaty w 114 h okoto 76g/l
docelowego produktu. Produktywnos¢ procesu wynosita wowczas 0,66 g/l x h.

Zastosowanie hodowli z dokarmianiem sprawdzito si¢ takze w przypadku
szczepu Bacillus amyloliquefaciens TUL 308, co zostato opisane w publikacji H-9. W
hodowlach okresowych uzyskiwano zaledwie 16,53 g/l 2,3-BD w podtozu z hydrolizatem
wyttokow jabtkowych, dodanym w ilosci zapewniajgcej 45 g/l glukozy, 10,72 g/l — w
podtozu z hydrolizatem suszonych wystodkéw buraczanych (20 g/l glukozy) oraz 5 g/l —w
podtozu z hydrolizatem wycierki ziemniaczanej (30 g/l glukozy). Najwiecej diolu (25,3 g/l)
szczep wytwarzat w podtozu z melasg jako zrodiem wegla (60 g/l sacharozy). Dopiero
zastosowanie strategii hodowli fed-batch pozwolito zwigkszyC ilos¢ wytwarzanego 2,3-

BD. | tak, w podtozu z melasg w ilosci odpowiadajgcej 60 g sacharozy, po 4-krotnym
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zasileniu pozywki sacharozg lub glukoza, kazdorazowo w dawce po 25 g/l, uzyskano
odpowiednio 60 i 50 g/l diolu w 138 h hodowii.

Podsumowujac badania dotyczace mikrobiologicznej produkcji 2,3-
butanodiolu przez alkalofilne szczepy z rodzaju Bacillus moge stwierdzié¢, iz udato
sie opracowaé strategie wydajnej produkcji tego alkoholu. Tak wysokie poziomy
produkcji, jak opisane w naszych badaniach, udato sie uzyska¢ w hodowlach fed-batch
gtéwnie dla szczepow rekombinowanych nalezgcych do rodzaju Klebsiella [11] i
Enterobacter [12] oraz Bacillus amyloliquefaciens [6]. Zaletg aplikacyjnosci przemystowe;j
mutantow dwoch pierwszych szczepdw uzyskanych na drodze insercji lub delecji
wybranych genéw w genomie gospodarza jest ich stabilnos¢ genetyczna, wadg
niewatpliwie ich patogenny charakter. W przypadku cytowanej bakterii Bacillus
amyloliquefaciens jej zaletg jest niepatogenno$é, wadg stosowanie antybiotykéw do
hodowli rekombinanta, w celu ograniczenia mozliwosci utraty plazmidu niosgcego geny,
wazne dla przyrostu 2,3-BD. Takie podejscie nie tylko zwieksza catkowite koszty
procesu, ale takze wptywa negatywnie na srodowisko naturalne. W tym kontekscie
znaczenie naszych badan jest duze, potwierdzajg to takze dane zamieszczone w
tabeli 2. Po pierwsze badane szczepy sg niepatogenne i posiadajg status GRAS
(generally regarded as safe), a wiec z technologicznego punktu widzenia sa
szczegolnie interesujace, po drugie w formie niezmienionej genetycznie potrafig
syntetyzowa¢ od 60 do 113 g/l 2,3-BD, w zaleznosci od gatunku i po trzecie potrafig
do tego wykorzystywaé odpady przemystu spozywczego. Wplywa to niewatpliwie
na ekonomike procesu, ale pokazuje takze racjonalne podejscie w

zagospodarowywaniu produktéw odpadowych.

Tabela 2. Produkcja 2,3-butanodiolu z wykorzystaniem substratéw naturalnych w
hodowlach okresowych z dokarmianiem

Mikroorganizm Zrédio wegla Rodzaj Stezenie Czas Literatura
fermentacji 2,3-BD fermentacji
(a/l) (h)
Klebsiella Zliofilizowane Hodowla 84.00 40 [13]
pneumoniae bulwy dokarmiana
CICC10011 karczocha SSF*
K. pneumoniae Hydrolizat z Hodowla 67.40 68 [14]
CiCC10011 todyg i bulw | dokarmiana
karczocha SSF*
K. pneumoniae Glicerol Hodowla 70.00 150 [15]
G31 dokarmiana
K. pneumoniae Hydrolizat z Hodowla 150.00 [16]
SDM? kukurydzy | dokarmiana
K. pneumoniae Melasa Hodowla 78.90 61 [17]
SDM! kukurydziana | dokarmiana
Klebsiella oxytoca Kwasny Hodowla 35.70 60 [18]
ACCC 10370 hydrolizat dokarmiana
kukurydziany
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K. oxytoca M32 Glicerol Hodowla 131.50 100 [19]
techniczny | dokarmiana
Enterobacter Zliofilizowany Hodowla 93.90 47 [20]
cloacae subsp. maniok dokarmiana
dissolvens SDM SSF*
E. cloacae Melasa z Hodowla 99.50 60 [21]
CGMCC 605! trzciny dokarmiana
cukrowej
E. cloacae SDM? Kukurydza Hodowla 119.4 51 [22]
zbozowa dokarmiana
E. aerogenes? Melasa z Hodowla 98.69 36 [23]
trzciny dokarmiana
cukrowej
B. licheniformis X- Hydrolizat Hodowla 74.00 36 [24]
10 kukurydzy dokarmiana
B. licheniformis Hydrolizat Hodowla 103.00 30 [25]
ATCC 14580 inuliny dokarmiana
SSF*
B. Glicerol Hodowla 102.30 88 [26]
amyloliquefaciens techniczny | dokarmiana
B10-1272
Bacillus Hydrolizat z Hodowla 113.00 163 [H-7]
licheniformis wyttokow dokarmiana
NCIMB 8059 jabtkowych
Bacillus subtilis Melasa Hodowla 75.00 114 [H-8]
LOCK 1086 buraczana dokarmiana
Bacillus Melasa Hodowla 60.00 138 [H-9]
amyloliquefaciens buraczana dokarmiana
TUL 308

1Szczep inzynierowany na drodze ukierunkowanej ewolugji

2Szczep inzynierowany na drodze racjonalnej mutagenezy

*SHF — rozdzielona hydroliza i fermentacja; SSF- jednoczesne scukrzanie i fermentacja
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C.3 Charakterystyka osiagnigcia naukowego - podsumowanie

Obiektem prowadzonych przeze mnie badan byly interesujgce z
technologicznego punktu widzenia bioczgsteczki (w tym enzymy) pochodzgce z
ekstremofilnych mikroorganizmow, ktére jak wykazatam posiadajg unikatowe wtasciwosci
biologiczne i stanowig zarazem doskonate narzedzie badawcze oraz stanowig
potprodukty wykorzystywane do otrzymywania zwigzkéw o duzej wartosci dodanej.
Liczba tych biomolekut rosnie z roku na rok, bowiem badania potencjatu
biotechnologicznego ekstremofili wcigz otwierajg nowe mozliwosci ich wykorzystania.
Niewatpliwie najszerzej opisywane sg biatka katalityczne, stanowigce doskonate
zamienniki enzymow konwencjonalnych, stosowanych obecnie w wielu gateziach
przemystu. Nie nalezy jednak zapominag¢, ze potencjat biotechnologiczny ekstremofli nie

ogranicza sie jedynie do ich enzyméw, ale jest znacznie szerszy i zwigzany takze z
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produkcjg innych metabolitéw, w tym np. nowych $rodkéw terapeutycznych, barwnikow,
egzopolisacharydow, biokomatybilnych solutdow, zwigzkéw powierzchniowo czynnych,
czy potproduktow wykorzystywanych do syntezy innych biotechnologicznie cennych
zwigzkéw. Liczba osrodkéw zajmujgcych sie ekstremofilami na swiecie jest coraz
wieksza, natomiast w Polsce wcigz pozostaje ograniczona. Miedzy innymi dlatego
prowadzone przeze mnie badania niosg istotny wkifad w rozwéj opartej na bioprocesach
biotechnologii przemystowej, czy biogospodarki, ktére dajg istotne korzysci ekologiczne:
nie powodujg wzrostu efektu cieplarnianego, wykorzystujgc odnawialne surowce roslinne
wspierajg sektor rolniczy, wytwarzajg produkty biodegradowalne, zmniejszajg ilos¢
odpaddw chemicznych i zuzycie toksycznych chemikaliow. Jednak najwiekszg korzys¢ z
biotechnologii przemystowej odnosi spoteczenstwo, otrzymujgc dobre, czyste i tanie
produkty.

Wyniki moich badan mogg by¢ wykorzystane w interdyscyplinarnych
zespotach badawczych zajmujgcych sie zagadnieniami biotechnologicznymi, jak i tymi
opartymi o synteze chemiczng. Pokazujg one bowiem mozliwo$¢ rozwoju biokatalizy
stosowanej, ktéra prowadzi do rozszerzenia aplikacji bioproceséw w przemystowej

syntezie chemicznej, nawet tej opartej na przetwérstwie ropy i gazu.

W toku realizacji rozprawy habilitacyjnej:

1. Wzbogacitam unikatowg w skali kraju kolekcje drobnoustrojow
ekstremofilnych nalezgcg do Instytutu Biochemii Technicznej o nowe,
zidentyfikowane  taksonomicznie i  scharakteryzowane  morfologicznie,

fizjologicznie i biochemicznie szczepy bakterii, drozdzy i grzybow strzepkowych.

2. Opracowatam metody selekcji wydajnych producentéw adaptowanych
do dziatania w niskich temperaturach B-galaktozydaz, lipaz i proteaz oraz
wskazatam efektywne procedury izolacji i oczyszczania tych biatek prowadzace
do pozyskania homogennych Iub  wysokooczyszczonych  preparatow

enzymatycznych

3. Scharakteryzowatam kinetyczne wiasciwosci biatek enzymatycznych
odpowiedzialne za ich mozliwosci katalityczne w niskim zakresie temperatur,

najczesciej 0-20°C

4. Okreslitam mozliwosci zastosowan wyselekcjonowanych
psychrofilnych bialek i sprawdzitam ich potencjat w konkretnych
bioprocesach, argumentujgc ich przewage nad katalizatorami
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konwencjonalnymi, tj. pochodzgcymi z mezofilnych organizmow

5. Opracowatam wydajng mikrobiologiczng produkcje cennego =z
technologicznego punktu widzenia metabolitu alkalofili — 2,3-butanodiolu,
jako konkurencyjng alternatywe dla tradycyjnej drogi syntezy tego zwigzku ze

zrédet ropopochodnych

6. Zaprojektowatam proces wytwarzania 2,3-butanodiolu w oparciu o
racjonalne zagospodarowanie odpadéw przemystu rolno-spozywczego i

wykorzystanie surowcow odnawialnych, gtéwnie biomasy roslinne;.

D. Omowienie pozostalych osiggnieé naukowo - badawczych (artystycznych)

Prace naukowg rozpoczynatam w zespole prof. Marianny Turkiewicz, ktéra
jako jedna z pierwszych w Polsce rozwinefta badania nad esktremofilami, a gtéwnie nad
drobnoustrojami zimnolubnymi pochodzgcymi z rejonéw polarnych. Istotnym elementem
mojej pracy, oprécz poszukiwania cennych biokatalizatorow i metabolitéw, byto
sprawdzenie ich potencjatu aplikacyjnego z wykorzystaniem faktu, ze te pierwsze
wykazujg identyczny, jak ich mezofilne homologi, mechanizm dziatania, réznig sie
natomiast optymalng temperaturg dziatania i zwiekszong aktywnoscig w niskim zakresie
temperatur, najczesciej 0-20°C. W tym kontekscie interesujgce wydato mi sie wyjasnienie
na poziomie molekularnym strukturalnych przyczyn ich dziatania w warunkach, ktére
same w sobie sg lub mogg by¢ denaturujgce dla innych biatek. ldealnym rozwigzaniem
mogto tu by¢ zastosowanie rentgenowskiej analizy strukturalnej, tym bardziej, ze w
Instytucie Biochemii Technicznej pod kierunkiem prof. Grzegorza Bujacza pracuje
doskonaty zespét zajmujgcy sie tego rodzaju badaniami. Okazato sie to jednak w duzym
stopniu ograniczone, gdyz do krystalizacji wymagane jest homogenne biatko o 100%
czystosci i w ilosci co najmniej sto razy wiekszej niz dla potrzeb badan biochemicznych.
Dlatego zastosowatam modelowanie molekularne (z wykorzystaniem programéw Swiss-
Model i Modeller) badanego enzymu wykorzystujgc znane struktury B-galaktozydaz, a
porownanie z mezofiinym odpowiednikiem pozwolito w sposdb posredni okresli¢ cechy
strukturalne biatek adaptowanych do niekonwencjonalnych warunkéw. Realizacja takiego
podejscia stata sie mozliwa dzieki nawigzaniu wspotpracy z zespotem prof. dr hab.
Janusza Bujnickiego, ktéry jest kierownikiem Laboratorium Bioinformatyki i Inzynierii
Biatka w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie.
W trakcie wykonywania pracy doktorskiej, przy wykorzystaniu tej wiasnie metody i

odpowiednich programoéw bioinformatycznych stworzytam teoretyczny model czasteczki
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psychrofilnej B-galaktozydazy Pseudoalteromonas sp. 22b, zbudowany w oparciu o
homologiczny enzym — B-galaktozydaze 1JZ7 z E. coli 0 znanej strukturze przestrzennej,
ktorej stopien identycznosci z ,zimnym” biatkiem wynosit 51%. Dzieki temu mozliwa byta
porébwnawcza analiza  tréjwymiarowych  struktur  homologicznych  enzymow
Pseudoalteromonas sp. 22b i E. coli potwierdzajgca, ze chociaz podstawg adaptacji do
niskich temperatur jest, podobnie jak u innych psychrofilnych enzymow, wysoka gietkosé
niektérych elementéw czasteczki, to jednak nie obserwuje sie istotnych zmian w jej
strukturze ll-rzedowej, za to majg miejsce zmiany w petlach tancucha polipeptydowego,
czesto dtuzszych niz w mezofilnych odpowiednikach. Na podstawie stworzonego in silico
modelu biatka wykazatam, iz w zimnolubnej (-galaktozydazie zostata zachowana ogdlna
architektura monomeru, w ktérej mozna wyrozni¢ pie¢ strukturalnych domen, w tym
domene katalityczng o typowej naddrugorzedowej strukturze (a/B)s beczutki, ktére sg
identyczne jak w enzymie mezofilnym z E.coli. W obu biatkach zauwazytam obecnosc¢
domeny immunoglobulinowej i potwierdzitam to w analizach immunochemicznych, m.in.
w metodzie ,kropkowej” nha membranach NC i PVDF oraz w immunoblottingu, w ktérych
to obserwowatam zdolnos¢ antarktycznej [(-galaktozydazy 22b do reakcji z
przeciwciatami mono- (Gal-13 i Gal-40) i poliklonalnymi, specyficznymi wzgledem f3-
galaktozydazy E. coli. Wyniki tych badan zaprezentowatam w 2005 r. na Il Ogdlnopolskiej
Konferencji BioMillenium w Gdansku i zajetam woéwczas | miejsce w konkursie o nagrode
im. Wactawa Szybalskiego za najlepszg prace Mtodego Biotechnologa.

Podobne podejscie zastosowatam dla poznania struktury przestrzennej
lipazy Lipl wyizolowanej z metagenomu gleby antarktycznej w trakcie realizacji projektu
badawczego pt. ,W poszukiwaniu nowych zimnolubnych enzyméw lipolitycznych o duzym
potencjale biotechnologicznym”, ktérego bytam gtéwnym wykonawca (nr 2 P0O4B 018 30).
Model badanego enzymu zostat stworzony metodg hybrydowg w oparciu o metodologie
tzw. Potwora Frankensteina (Frankenstein’s Monster approach). Najlepszy szablon
wybrany na podstawie wynikéw analizy zwoju zostat uzyty do budowy serii wstepnych
modeli badanego biatka. Do modelowania zastosowano dwa powszechnie dostepne
programy, tj. Swiss-Model i Modeller. Wykazano, iz struktura przestrzenna zmodelowanej
lipazy Lipl jest podobna do struktur lipaz bakteryjnych izolowanych z bakterii rodzaju
Serratia i Pseudomonas. Gtéwna réznica pomiedzy trzema analizowanymi enzymami
polegata na wystepowaniu w antarktycznym enzymie zdegenerowanych domen typu -
roll w odniesieniu do obu biatek szablonowych. Potwierdzono natomiast
charakterystyczng dla lipaz bakteryjnych, nalezgcych do enzyméw serynowych, triade
przeniesienia tadunku Ser-His-Asp/Glu - zlokalizowang w centrum aktywnym enzymu.
Poréwnanie homologicznych enzymow, tj. lipazy Lip1, lipazy z Serratia marcescens i
lipazy Pseudomonas sp. MIS38, nie wykazato istnienia znaczgcych réznic pomiedzy

strukturami wieczek. Niestety analiza struktury antarktycznego enzymu Lipl w
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poréwnaniu do homologicznych bakteryjnych mezofilnych lipaz, zwlaszcza pod katem
adaptacji do zimna, na tym poziomie okazata sie bardzo trudna, poniewaz te biatka
istotnie rdéznig sie liczbg aminokwasow w czasteczce, a lipaza pochodzaca ze szczepu
Pseudomonas, do ktérej antarktyczny metagenomowy enzym wykazuje najwyzsze
podobienstwo na poziomie struktury pierwszorzedowej nie zostat jak dotad
wykrystalizowany.

Swoje doswiadczenie w modelowaniu molekularnym bioczgsteczek
wykorzystatam takze we wspotpracy z mgr inz. Agnieszkg Kaufman - &éwczesng
doktorantkg prof. Turkiewicz. Pani Kaufman zajmowata sie identyfikacjg i analizg biatka
CspA (biatko szoku zimna, z ang. cold-shock protein) pochodzgcego z antarktycznej
psychrotrofowej bakterii nalezgcej do kolekcji Instytutu Biochemii Technicznej —
Psychrobacter sp. B6, szczepu blisko spokrewnionego z gatunkami Psychrobacter
cryohalolentis i P. arcticus. Wysoki stopieh homologii oraz znaczna konserwatywno$é
miejsc promotorowych gendw biatek szoku zimna u réznych gatunkéw swiadcza, ze rola
Csp jest gtdownie zwigzana z procesem adaptacji do niskich temperatur (tworzenie
tolerancji na temperatury nizsze od fizjologicznych), ale takze jest prawdopodobnie
konieczna do prawidtowego wzrostu i rozwoju komérek w warunkach normalnych,
bezstresowych. Modelowanie (z wykorzystaniem programéw Swiss-Model i Modeller)
struktury biatka CspA Psychrobacter sp. B6 przy wykorzystaniu struktury homologicznego
biatka PDB ID: 1MJC z E. coli wykazato, ze zbudowane jest ono z pieciu
antyréwnolegtych tancuchow @3, uformowanych w dwa arkusze [ tworzgce strukture B-
beczutki. W czgsteczkach tych matych biatek, w tym modelowanego, nie stwierdzono
obecnosci odcinkéw o strukturze a-helikalnej. W obrebie jednej ze struktur arkusza 3,
utworzonego przez ftrzy fancuchy B1, P2 i B3, zlokalizowane sg dwa, silnie
konserwatywne regiony RNP1 (o sekwencji ,KGFGFI” identycznej jak w biatkach Csp
mikroorganizmoéw mezofilnych) i RNP2 (,VFAHY” — z dwoma zmienionymi aminokwasami
w stosunku do wiekszosci biatek Csp, gdzie m.in. dla CspA E. coli fragment ten ma
sekwencje ,VFVHF”) istotne dla aktywnosci biologicznej gtéwnych biatek szoku zimna -
odpowiedzialne za wigzanie jednoniciowych kwaséw nukleinowych. Potwierdzono takze
w modelu biatka Csp Psychrobacter sp. B6 wyeksponowane na powierzchni, na ktérej
znajdujg sie motywy RNP1 i RNP2, reszty aminokwaséw aromatycznych, ktére
dodatkowo stabilizujg wigzanie z kwasami nukleinowymi. Jest to szczegdlnie istotne w
kontekscie ogolnej funkcji biatek szoku zimna, dziatajgcych jako chaperony ssRNA/DNA,
ktére w warunkach obnizonej temperatury majg tendencje do tworzenia wtérnych struktur
drugorzedowych, utrudniajgcych lub wrecz uniemozliwiajgcych, prawidtowy przebieg,

krytycznych dla funkcjonowania kazdej zywej komérki, procesoéw transkrypcji i translaciji.
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Badania nad ekstremofilami sg w Instytucie Biochemii Technicznej wcigz
intensywnie rozwijane. Obecnie w kierowanym przeze mnie zespole zajmujgcym sie
mikroorganizmami pochodzgcymi z ekstremalnych $rodowisk trwajg prace nad
charakterystykg i aplikacja zimnolubnych enzymoéw nalezgcych gtownie do klasy
oksydoreduktaz i transferaz, ktére sg bardzo interesujgcymi biokatalizatorami dla tzw.

Zielonej chemii i sg to:

1. lakaza pochodzacg z drozdzopodobnych grzybéw Kabatiella bupleuri IBT-G3;

2. aminotransferaza z bakterii Psychrobacter sp. B6;

3. oksydaza monoaminowa z grzybéw strzepkowych Geomyces sp. P3

Pierwszy enzym jest obiektem badan mgr inz. Katarzyny Szulczewskiej w
ramach jej rozprawy doktorskiej pt. ,Fizjologiczna i molekularna charakterystyka
zimnolubnych grzybéw mikroskopowych z kolekgji Instytutu Biochemii Technicznej”,
ktérej jestem promotorem pomocniczym. Praca wykonywana jest pod kierunkiem prof.
Marianny Turkiewicz. Lakaza ze szczepu Kabatiella bupleuri IBT-G3 jest unikatowym
biatkiem, nie tylko wykazuje maksymalng aktywnosé w temperaturze 30-40°C, ale takze
zachowuje ponad 65% aktywnosci podczas reakcji w temp. 10°C. Co wiecej,
charakteryzuje sie bardzo duzg termolabilnoscig - juz 30-minutowa inkubacja w

temperaturze 40°C powoduje utrate 35% aktywnosci. Dzigki wspoétpracy z dr inz.
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Katarzyng Kubiak z Laboratorium Biotechnologicznego w t.édzkim Regionalnym Parku
Naukowo-Technologicznym udato sie nam zsekwencjonowa¢ genom badanego szczepu.
Warto nadmienié, iz jest to drugi zsekwencjonowany genom antarktycznego
mikroorganizmu zimnolubnego z kolekcji Instytutu Biochemii Technicznej. Pierwszym byt
genom drozdzy Cryptococcus saitoi, a badania te byty prowadzone dzieki pozyskaniu
przeze mnie w 2014 r. funduszy na sekwencjonowanie genomu tego drobnoustroju w
ramach konkursu ,Granty dla naukowcow” ogtoszonego przez Centrum Badan DNA
(Poznan). Dzieki takiemu podejsciu mozliwa stata sie identyfikacja genu kodujgcego
lakaze i jego ekspresja w systemie eukariotycznym PichiaPink (Invitrogen).
Rekombinowany enzym zostanie sprawdzony pod katem zdolnosci do biosolubilizaciji
wegla brunatnego w celu otrzymania rozpuszczalnych w wodzie polarnych zwigzkow
aromatycznych, ktére mogg by¢ dalej przeksztatlcane w produkty o duzej wartosci
dodanej dla przemystu biotechnologicznego, farmaceutycznego i chemicznego.

Dwa kolejne enzymy, tj. aminotransferaza i oksydaza aminowa sg
szczegdlnie interesujgce ze wzgledu na ich regio- i stereoselektywny charakter dziatania.
Aminotransferaza jest enzymem interesujgcym nie tylko ze wzgledu na natywne
adaptacje do dziatania w niskich temperaturach, ale réwniez ze wzgledu na wykazywang
specyficznos¢ substratowa. Jej preferowanymi substratami sg aminokwasy aromatyczne,
jednak wykazuje takze wysokg aktywnos$¢ w reakcji transaminacji z udziatem kwasu
asparaginowego. Dzieki tej wtasciwosci enzym jest atrakcyjnym materialem do badan
molekularnych podstaw determinujgcych szerokg specyficznosé substratowg. Enzym ten
mozna wykorzysta¢ w reakcjach transaminacji do otrzymywania réznorodnych, cennych
zwigzkoéw chiralnych (np. nienaturalnych aminokwaséw, aminocukréw, amin i
hydroksyamin), bedacych kluczowymi blokami budulcowymi w syntezie m.in.
farmaceutykoéw.

Oksydaza monoaminowa Geomyces sp. P3 wykazuje unikatowe wtasciwosci
katalityczne wzgledem pochodnych pirolidynowych. Wykorzystywane sg one jako bloki
budulcowe do syntezy szerokiej grupy lekéw, w tym inhibitorow proteazy HCV. Proteazy
wirusa HCV, a konkretnie biatka NS3/4A pochodzace z genotypdw 1-6 staty sie obiektem

badan bioinformatycznych, a wyniki zostaty opublikowane w ponizszym artykule.

Publikacja opublikowana po uzyskaniu stopnia doktora
1. Florczak T, Jodtowska IK, Szmejda Kl, Kaczmarek MB, Biatkowska AM.
(2016) Differences between hcv ns3/4a protease from genotypes 1-6: substrate
specificity, sequential and structural differences of active site structure. Is it
possible to design a universal hcv protease inhibitor? Asian Journal of Research

in Pharmaceutical Sciences and Biotechnology (AJRPSB) 4:71-87
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Obecnie, kierowany przeze mnie zespét, oprécz badan nad unikatowymi
enzymami, zajmuje sie takze poszukiwaniem innych cennych metabolitow
produkowanych przez ekstremofilne mikroorganizmy, w tym m.in. biatek przeciwlodowych
(z ang. antifreeze protein — AFP). Czgsteczki te zwiekszajg termiczng histereze wody (.
réznica miedzy temperaturg rozmrazania i zamrazania) oraz hamujg rekrystalizacje lodu.
Dane literaturowe wskazujg, iz biatka te w niewielkim stezeniu lepiej zatrzymujg wzrost
krysztatéw lodu niz konwencjonalne substancje chemiczne, takie jak glikol etylenowy,
DMSO czy dglicerol. Sg zatem szczegdlnie wazne dla kriobiologii, poniewaz w
przeciwienstwie do substancji chemicznych stosowanych w krioprotekcji majg znikomy
wplyw na uszkodzenie materiatu biologicznego. Najwieksze nadzieje budzi zastosowanie
AFP w transplantologii, po to, zeby przedtuzy¢ zywotno$¢ komodrkom, tkankom,
narzgdom, jak rowniez uchroni¢ je przed szkodliwym dziataniem niskich temperatur. Tego
rodzaju badania nad poszukiwaniem biatek przeciwlodowych pod mojg opiekg naukowg
wykonuje Pani mgr inz. Edyta Krus, ktéra w tym roku zamierza otworzy¢ przewdd
doktorski. Badania te staty sie mozliwe dzieki temu, Zze kolekcja mikroorganizmow
Instytutu Biochemii Technicznej Politechniki todzkiej obejmuje wiele szczepdw
pochodzgcych z obszardw, gdzie temperatura sezonowo bagdz stale nie przekracza 5°C.
WSsrdd nich znalezliSmy wydajnego producenta biatek przeciwlodowych i jest to szczep
psychrofiinych drozdzy =z gatunku Glaciozyma martini. Potwierdzilismy juz, ze
drobnoustroje te produkujg sekrecyjne, glikozylowane biatko o masie ok. 27 kDa i
aktywnosci termicznej histerezy. Obecnie trwajg prace nad uzyskaniem wydajnej
ekspresji genu kodujgcego to biatko w systemie drozdzowym Pichia pastoris. W planach
jest rowniez sprawdzenie, jak dodatek AFP G. martini do podtoza wykorzystywanego do

przechowywania danej linii komorkowej wptynie na przezywalno$¢ komorek.
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