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Kwas bursztynowy jest naturalnym zwigzkiem chemicznym, niezbednym w przemianach
metabolicznych kazdego organizmu zywego. Stanowi on produkt posredni w cyklu kwasow
trikarboksylowych (TCA), jak rowniez produkt koncowy w trzech szlakach biochemicznych tj. redukcyjnej
galezi cyklu Krebsa, cyklu glioksylanowym, a takze cyklu Krebsa z nieaktywnym enzymem dehydrogenazy
bursztynianowej. Liniowa struktura czgsteczki oraz jej nasycony charakter sprawiajg, ze kwas bursztynowy
nalezy do grona 12 zwigzkéw chemicznych o najwigkszym potencjale przemystowym, wskazanych przez
raport Amerykanskiego Departamentu ds. Energii (DOE). Metabolit ten znalazt zastosowanie w przemysle
chemicznym, spozywczym i kosmetycznym. Ponadto, ze wzgledu na wiasciwosci prozdrowotne, kwas
bursztynowy jest wykorzystywany w przemysle farmaceutycznym, m.in. w produkcji aminokwasow, witamin
i lekow przeciwnowotworowych. Szacuje sie, ze zapotrzebowanie na kwas bursztynowy do 2020 roku osiggnie
poziom 700,000 ton/rok.

Jeszcze do niedawna, kwas bursztynowy produkowany byt na skale przemystowsg glownie z
bezwodnika maleinowego na drodze syntezy chemicznej. Jednakze, w obliczu wahajacych si¢ cen ropy
naftowej, trendu wykorzystania surowcow odpadowych, jak réwniez prob eliminacji zanieczyszczen
srodowiska emitowanych przez zaktady przemystowe, biotechnologiczna produkcja kwasu bursztynowego z
wykorzystaniem wydajnych biokatalizatorow bakteryjnych stata si¢ tematem ogdlno§wiatowego
zainteresowania. ,,Zielona technologia” kwasu bursztynowego wpisuje si¢ doskonale w filozofie tzw.
»gospodarki bezodpadowej” polegajacej na stworzeniu obiegu zamknigtego, dzieki ktoremu mozliwe jest
wykorzystanie zasobow bez generowania odpadow. Jednakze, w tym przypadku, Kluczowym elementem
obiegu jest odpowiedni producent bakteryjny pozwalajacy na wydajng konwersj¢ produktéw odpadowych i
ubocznych. W dalszym ciagu, liczba opisanych mikroorganizméw wykazujacych zdolno$¢ do wydajnej
biosyntezy kwasu bursztynowego jest niewielka. Ponadto, wickszos¢ zidentyfikowanych szczepéw ma duze
wymagania wzrostowe oraz wykazuje zdolnos¢ do metabolizowania jedynie prostych sacharydow.
Tymczasem, istnieje potrzeba identyfikacji oraz charakterystyki mikroorganizméw posiadajacych zdolnos¢ do
wydajnego metabolizowania bardziej ztozonych Zrodet wegla tj. laktoza zawarta w permeacie serwatki,
sacharoza wchodzaca w sktad melasy, czy glicerol powstajacy jako produkt uboczny przy produkcji biodiesla.

Stad tez, celem naukowym badan zaplanowanych w ramach rozprawy doktorskiej jest kompleksowa
charakterystyka fizjologiczna oraz genetyczna nowych szczepoéw bakteryjnych Enterobacter aerogenes LU2
oraz Escherichia coli LU3, ktore wykazuja zdolno$¢ do wydajnej produkcji kwasu bursztynowego w
obecnosci laktozy i sacharozy. Do naturalnych producentéw tego metabolitu mozna zaliczy¢ takie gatunki
bakterii, jak: Basfia succiniciproducens, Anaerobiospirillum succiniciproducens, Mannheimia
succiniciproducens oraz Actinobacillus succinogenes. Obecnie, wtasciwosci fizjologiczne oraz biochemiczne
tych mikroorganizméw zostaly juz poznane, a uzyskanie sekwencji DNA ich genoméw pozwala na
prowadzenie zaawansowanych badan w zakresie inzynierii metabolicznej. Tymczasem, zidentyfikowany
szczep LU2 jest pierwszym szczepem z gatunku E. aerogenes wykazujacym zdolno$¢ do wydajnej biosyntezy
kwasu bursztynowego. Z kolei szczep LU3, sklasyfikowany jako E. coli, charakteryzuje si¢ rzadka, naturalng
zdolnos$cig do metabolizowania sacharozy i jej wydajng konwersjg do kwasu bursztynowego stanowigcego
glowny produkt fermentacji. Stad tez, kluczowe jest przeprowadzenie kompleksowych badan umozliwiajacych
wyjasnienie mechanizméw regulacji biosyntezy produktéw fermentacji, ze szczegdlnym uwzglednieniem
kwasu bursztynowego.

W ramach niniejszego projektu przeprowadzono skrining izolatéw bakteryjnych celem wytypowania
wydajnych bio-producentéw kwasu bursztynowego. Nastepnie, przeprowadzono izolacjc DNA badanych
szczepow, identyfikacje proteomiczng, genetyczna, analize filogenetyczna oraz sekwencjonowanie
genomowe. W kolejnym etapie zostata wykonana charakterystyka strukturalna i funkcjonalna uzyskanych
sekwencji DNA genomow oraz analizy porownawcze. Uzyskane dane sekwencyjne zostaty zdeponowane w
bazie danych NCBI GenBank, bgdac doskonatym materialem do dalszych prac w zakresie badan
podstawowych nad szczepami E. aerogenes LU2 oraz E. coli LU3, jak rowniez analiz filogenetycznych.
Kolejny etap, oprocz kontynuacji prac zwigzanych z charakterystykg genetyczng badanych szczepow, zaktada
przeprowadzenie analizy proteomicznej, biochemicznej oraz analizy poziomu ekspresji wybranych genow
zaangazowanych w biosyntezg¢ kwasu bursztynowego i produktow ubocznych w zaleznos$ci od sktadu podtoza
hodowlanego. Ponadto, zaplanowano wykonanie obszernej analizy metabolizmu badanych szczepow w
obecnos$ci r6znych zrodel wegla, azotu oraz substancji dodatkowych, jak rowniez ich stezen w podtozu
hodowlanym. Na podstawie przeprowadzonych badan zostanie opracowana strategia majaca na celu
wyeliminowanie badz ograniczenie obecnosci niepozadanych produktow fermentacji na korzysé
zwigkszonego poziomu biosyntezy kwasu bursztynowego na drodze modyfikacji genetycznych badanych
szczepOw. Proponowane badania moga dostarczy¢ wiele informacji na temat wptywu sktadnikow podloza
hodowlanego na mechanizmy regulacji biosyntezy produktow fermentacji oraz pozwola na otrzymanie
nowych producentéw bakteryjnych, o cechach porownywalnych z najlepszymi szczepami-producentami
kwasu bursztynowego.



