Metan i dwutlenek wegla sg koricowymi produktami beztlenowego rozktadu materii organicznej (ang. anaerobic digestion).
Proces ten jest wynikiem aktywnosci metabolicznej wielu grup fizjologicznych mikroorganizmdw. Zachodzi powszechnie w
naturalnych ekosystemach takich jak osady denne zbiornikéw wodnych, podmokte gleby, bagna, w miejscach gdzie nie ma tlenu a
stezenie innych akceptordw elektrondw takich jak azotany, zelazo trojwartosciowe czy siarczany jest niskie. Procesy
beztlenowego rozktadu biomasy zachodza intensywnie na sktadowiskach $mieci i w biologicznych oczyszczalniach $ciekéw. Na
beztlenowym rozktadzie materii organicznej opiera sie praca biogazowni. Ogolny schemat rozktadu zwigzkéw organicznych do
metanu jest powszechnie znany. Wyrdznia sie w nim cztery etapy: | - hydroliza wielkoczasteczkowych zwigzkéw organicznych;
Il - fermentacja produktéw hydrolizy (faza kwasna - acydogeneza; 11 - utlenianie niegazowych produktéw fazy kwasnej do
kwasu octowego, dwutlenku wegla i wodoru (acetogeneza lub octanogeneza); IV — metanogeneza. Metan moze by¢ wytwarzany
z trzech rodzajow substratow: z dwutlenku wegla i wodoru, jest to metanogeneza hydrogenotroficzna; ze zwigzkoéw
posiadajacych grupy metylowe, jest to metanogeneza metylotroficzna; z octanu, jest to metanogeneza acetotroficzna. Dwa ostatnie
etapy beztlenowego rozktadu materii organicznej (etap 111 acetogeneza i etap IV metanogeneza) potaczone sg ze sobg w
nierozerwalny sposob. Utlenianie niegazowych produktow kwasnych fermentacji do octanu z wydzieleniem wodoru i dwutlenku
wegla (etap I11) wymaga syntroficznych uktadow pomiedzy bakteriami octanogennymi i archeonami metanogennymi. Syntrofia to
rodzaj symbiozy, w ktérej dwa organizmy sa catkowicie od siebie zalezne i tylko wspolnie zdolne sa do degradacji okreslonych
substratow. Okazuje sie, ze procesy powszechnie zachodzace w otaczajgcym nas $wiecie i og6lnie znane, sg jednak stabo poznane
na poziomie molekularnym.

Celem projektu jest doktadne poznanie i opisanie mechanizméw Il etapu beztlenowego rozktadu materii organicznej, czyli
octanogenezy. Nasza wiedza na temat tego etapu jest ograniczona, gdyz pochodzi gtéwnie z doswiadczen na szczepach
hodowalnych w warunkach laboratoryjnych. Wiekszo$¢ acetogendw nie moze rosna¢ w postaci czystej kultury bez syntroficznego
partnera, ktérym jest archeon metanogenny. Jest to powdd niewystarczajacego poznania szlakdw przemian produktow kwasnych
fermentacji na etapie octanogenezy prowadzacych do powstania substratéw dla procesu metanogenezy. Stosujac techniki, ktore
nie opierajg sie na analizie bakterii hodowalnych, chcemy przesledzié szlaki przemian octanu, mleczanu, maslanu i propionianu w
hodowlach wsp6lnot mikroorganizméw metanogennych na sztucznych zdefiniowanych podtozach i wyznaczy¢ kluczowe $ciezki
metaboliczne.

Celem projektu jest rowniez izolacja i identyfikacja archeonéw metanogennych z wyselekcjonowanych wspolnot metanogennych
w bioreaktorach w poszukiwaniu nowych gatunkéw, zwtaszcza metanogendw acetotroficznych. Do tej pory poznano tylko dwa
rodzaje acetotrofow: Methanosarcina i Methanosaeta. Jednoczes$nie uwaza sie, ze 2/3 metanu powstaje na drodze acetotroficznej.
Obiektem badan beda hodowle przeptywowe ciagte i pétciggte wspdlnot mikroorganizméw metanogennych na sztucznych
podtozach imitujacych kwasne odcieki po réznych typach fermentacji.

Pozyskiwane beda dane opisujace prace hodowli na poszczegdlnych substratach, takie jak pH, potencjat redox; chemiczne
zapotrzebowanie tlenu; tempo produkcji gazow, sktad biogazu, analiza odciekow pofermentacyjnych. Do tych celéw zastosowane
beda nowoczesne metody pomiarowe, chromatografia gazowa i cieczowa oraz spektrometria mas.

Poszczegolne sktadniki podtéz beda znakowane izotopowo, umozliwi to Sledzenie szlakéw metabolicznych tych zwigzkdw, czyli
jakim przemianom podlegaja we wspélnotach mikroorganizméw metanogennych.

Zastosujemy tez nowoczesne techniki sekwencjonowania DNA i RNA w celu analizy metagenomicznej i metatranskryptomicznej
wspolnoty mikroorganizméw produkujacych metan. Analiza metagenomiczna polega na wyizolowaniu catkowitego DNA i
zsekwencjonowaniu go. Odpowiednie opracowanie otrzymanych danych sekwencjonowania umozliwia poznanie
bior6znorodnosci badanej wspdélnoty mikroorganizmoéw. Metatranskryptomika polega na izolacji catkowitego RNA z danej
wspdlnoty, wyodrebnienie matrycowego RNA i zsekwencjonowanie go. Wyniki méwig nam jakie geny ulegty transkrypcji, czyli
pozwalajg okresli¢ funkcje danej wspolnoty.

Potgczenie metagenomiki, metatranskryptomiki, $ledzenia znakowanych substratow i parametrow fizykochemicznych opisujacych
prace bioreaktoréw wpisuja sie w Swiatowe trendy w badaniach nad beztlenowym rozktadem materii organicznej. Takie podejscie
umozliwia kompleksowe spojrzenie na zachodzace procesy, dogtebne ich poznanie, pozwala wyznaczy¢ kluczowe $ciezKi
metaboliczne.

Identyfikacja potencjalnych nowych gatunkéw bedzie wykonana na podstawie sekwencji genu kodujacego 16SrRNA oraz genu
mcrA.

W dobie poszukiwan alternatywnych zrédet energii zainteresowanie efektywna produkcja biometanu z biomasy jest coraz
wieksze. Optymalizacja proceséw biotechnologicznych jest uwarunkowana poznaniem ich mechanizméw, a stuzg temu badania
podstawowe. Proponowane przez nas badania dostarcza ciekawej wiedzy na temat szlakéw przemian octanu, mleczanu, maslanu i
propionianu na etapie acetogenezy we wspdélnotach mikroorganizméw produkujacych metan.

Uzyskana wiedza zainteresuje zaréwno biotechnologéw, mikrobiologéw srodowiskowych jak i geologéw i geochemikdw.



