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Kwas bursztynowy jest jednym z gtéwnych zwigzkow chemicznych biorgcych udziat w cyklu kwasow
trikarboksylowych (TCA), zwanym réwniez cyklem Krebsa. Cykl ten jest etapem przemian metabolicznych
przebiegajacych w komorkach organizméw w warunkach tlenowych. Z kolei w warunkach beztlenowych,
kwas bursztynowy moze by¢ produktem koncowym w trzech szlakach biochemicznych tj. redukcyjnej gatezi
cyklu Krebsa, cyklu glioksylanowym oraz cyklu Krebsa, z nieaktywnym enzymem dehydrogenazy
bursztynianowej. Wtasciwosci kwasu bursztynowego sprawiaja, ze jest to jeden z 12 najbardziej pozadanych
zwiazkow chemicznych o znaczeniu przemystowym. Ponadto, metabolit ten wykazuje szereg wtasciwosci
prozdrowotnych znajdujac szerokie zastosowanie w przemysle farmaceutycznym m. in. w produkcji witamin,
aminokwasow i lekdw przeciwnowotworowych.

Obecnie, przemystowa produkcja kwasu bursztynowego odbywa si¢ na drodze syntezy chemicznej.
Jednakze, w obliczu trendu wykorzystania surowcow odnawialnych do produkcji zwigzkoéw chemicznych oraz
eliminacji zanieczyszczen srodowiska emitowanych przez zaktady przemystowe, biotechnologiczna produkcja
kwasu bursztynowego z wykorzystaniem wydajnych producentow mikrobiologicznych stala si¢ tematem
ogolnoswiatowego zainteresowania. W dalszym ciagu, liczba mikroorganizméw cechujacych si¢ zdolnoscia
do nadprodukcji tego metabolitu jest niewielka. Co wiegcej, wigkszo$¢ zidentyfikowanych juz szczepow
ogranicza zdolno$¢ do metabolizowania jedynie prostych sacharydéw. Tymczasem, w produkcji kwasu
bursztynowego, istnieje potrzeba wykorzystania mikroorganizmow charakteryzujacych si¢ zdolnoscig do
efektywnego metabolizowania m.in. laktozy znajdujacej si¢ w serwatce oraz glicerolu, ktory jest produktem
ubocznym powstajacym podczas produkcji biodiesla.

Celem proponowanych badan jest przeprowadzenie charakterystyki genetycznej, biochemicznej oraz
fizjologicznej nowego szczepu Enterobacter sp. LU1 charakteryzujacego sie zdolno$cig do wydajnej produkeji
kwasu bursztynowego w obecnosci laktozy i glicerolu. Mikroorganizmy wykazujace zdolno$¢ do nadprodukcji
kwasu bursztynowego tj. Basfia succiniproducens, Mannheimia succiniprocudens, Actinobacillus
succinogenes, Anaerobiospirullum succiniciproducens sa dobrze scharakteryzowane pod katem
fizjologicznym oraz biochemicznym. Ponadto sekwencje genoméw tych mikroorganizméw zostaty juz
poznane, dzieki czemu mozliwe jest prowadzenie zaawansowanych badan z wykorzystaniem technik
inzynierii metabolicznej. Tymczasem, zidentyfikowany przez nas zespOt szczep jest jedynym znanym
szczepem bakteryjnym z rodzaju Enterobacter zdolnym do wydajnej produkcji kwasu bursztynowego i z tego
wzgledu objetym ochrong patentowg RP. W zwiazku z tym, niezwykle wazne jest przeprowadzenie badan,
ktore umozliwia wyjasnienie mechanizméw regulacji biosyntezy produktéow fermentacji, ze szczegdlnym
uwzglednienie kwasu bursztynowego.

W ramach niniejszego projektu zaktada si¢ zsekwencjonowanie genomu szczepu Enterobacter sp.
LUL oraz przeprowadzenie doktadnej charakterystyki genetycznej badanego szczepu. Uzyskana sekwencja
genomu zostanie opublikowana w bazie danych NCBI GenBank bgdac doskonalym materiatem dla innych
naukowcow do dalszych prac w zakresie badan podstawowych nad szczepem Enterobacter sp. LU1 oraz analiz
filogenetycznych. Ponadto zostanie przeprowadzona analiza proteomiczna i biochemiczna badanego szczepu
oraz analiza ekspresji wybranych gendow zaangazowanych w biosyntezg kwasu bursztynowego pod wptywem
roznych zrodet wegla w podlozu hodowlanym. Projekt zaklada takze wykonanie obszernej analizy
metabolizmu badanego szczepu pod katem profilu produktow fermentacji w obecno$ci réznych zrodet wegla,
azotu, hydrolizatéw biatkowych oraz substancji dodatkowych, a takze ich stezen w podtozu hodowlanym.
Ponadto, badania te pozwola na opracowanie metodyk modyfikacji genetycznych badanego szczepu celem
wyeliminowania lub ograniczenia niepozadanych produktéw fermentacji na korzy$¢ zwiekszenia poziomu
biosyntezy kwasu bursztynowego. Dzieki temu mozliwe bedzie otrzymanie producenta o cechach
poréwnywalnych do najlepszych obecnie szczepow-producentéw kwasu bursztynowego. Wyniki otrzymane
w ramach realizacji proponowanego projektu mogg dostarczy¢ wielu nowych informacji dotyczacych wptywu
sktadnikoéw podtoza na mechanizmy regulacji biosyntezy produktow fermentacji.



