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Streszczenie popularnonaukowe

Ryboflawina, znana rowniez jako witamina By, jest niezbedna
do zycia i1 prawidlowego funkcjonowania zwierzat i ludzi, dlatego
musimy dostarcza¢ ja W pozywienil. Istnieje wiele badan
wykazujacych prozdrowotne i przeciwchorobotwoércze dzialanie
ryboflawiny, gtownie dziatanie przeciwzapalne. Ryboflawina bierze
udziat w produkcji czerwonych krwinek, jest z powodzeniem
stosowana w leczeniu niedoboru zelaza (anemii) i pomaga
zmniejszy¢ negatywne skutki choréb oczu, takich jak zaéma.
Przyjmowanie suplementéw ryboflawiny jest rowniez lekarstwem
na migreny. Ryboflawina otrzymywana jest biotechnologicznie przy
uzyciu glownie modyfikowanych szczepow Bacillus subtilis
i Ashbya Gossypii jednak ze wzgledu na kilka zalet, flawinogenne
drozdze Candida famata mogg nadal z nimi konkurowa¢. Z biegiem
lat, dzigki zastosowaniu nowoczesnych technik inzynierii
genetycznej uzyskano wiele szczepoéw, ktore nadprodukujg

: . ' 1. Widoczne krysztaly ryboflawiny
ryboflawine, rowniez na réznych odpadach, w tym hydrolizatach wytwarzane przez drozdze C. famata

lignocelulozowych i serwatce serowej. Konieczne jest skupienie si¢ i fluorescencja krysztatéw w swietle UV.

na genach zaangazowanych w szlak biosyntezy i zrozumienie
mechanizméw regulacyjnych.

W ostatnich latach tendencja do ochrony §rodowiska nasila si¢ i dotyczy gtownie redukcji zanieczyszczen
oraz, biorgc pod uwage fakt, ze kiedy$ wyczerpig sie naturalne Zzrodia energii, poszukiwania alternatywnych
zrodet energii 1 ponownego wykorzystania odpadow (recykling). Jednym z najwazniejszych w biotechnologii
sa odpady roslinne, ktére po odpowiedniej obrobce wstepnej (hydrolizie) mogg by¢ ponownie wykorzystane
jako zrodto wegla, na przyktad bagassa. Ponadto powszechny gtdd na $wiecie sprawia, ze nieetyczne jest
wykorzystywanie w przemysle surowcow bogatych w cukier, tj. zbdz czy trzciny cukrowej, natomiast odpady
lignocelulozowe, najwigksze zrodto odnawialnej biomasy, traktowane sa jako odpady niejadalne, co stanowi
dodatkowy atut. Obecnie energia pozyskiwana z biomasy stanowi juz ponad 14% $wiatowego zuzycia energii,
ale nalezy zada¢ pytanie, czy mozemy efektywniej wykorzystywac te surowce?

Dotychczas hydrolizaty byty z powodzeniem stosowane w przemysle do produkcji przez mikroorganizmy
zwigzkow uzytecznych, np. biodiesla, biowodoru, lipidéw, Kkarotenoidow czy nawet polimerow.
Jak wykazaliSmy, nasze rekombinowane szczepy C. famata sg w stanie rosngé¢ i wytwarzaé ryboflawing
na hydrolizatach lignocelulozowych, a my juz podj¢li$my kroki, aby uczynié ten proces bardziej wydajnym.

Odpady lignocelulozowe musza by¢ przetwarzane poprzez wstepna obrobke i hydrolize, niestety duzym
problemem sg inhibitory powstajace podczas tych procesow, glownie kwasy, furany i fenole, silnie oddziatuja
na komorki, uszkadzajac biatka, lipidy i DNA, w konsekwencji prowadzac do $mierci komorek,
a z biotechnologicznego punktu widzenia zatrzymuja caty proces produkcji. Obecnie jednak niewiele wiadomo
na temat genoéw, ktore moglyby jednocze$nie przeciwdziala¢ toksycznemu dzialaniu inhibitorow i zwiekszaé
efektywnos¢ produkcji ryboflawiny przez C. famata. Bardzo waznym aspektem jest rowniez zwigkszenie
zdolnosci wykorzystania glukozy i ksylozy, dwoch glownych cukréw obecnych w hydrolizacie. W wielu
gatunkach drozdzy zidentyfikowano rézne geny, ktore maja realny wpltyw na poprawe produkcji z biomasy
lignocelulozowej. Dlatego naszym gléwnym celem niniejszej propozycji jest proba analizy genow, ktore
moglyby znaczaco poprawi¢ zdolnos¢ do wytwarzania ryboflawiny przez flawinogenne drozdze
C. famata (Candida flareri, teleomorf, Debaryomyces subglobosus) na hydrolizatach lignocelulozowych.

W pierwszej kolejnosci chcemy poprawi¢ wykorzystanie gtéwnych cukréw w hydrolizach, tj. glukozy
i ksylozy, poprzez nadekspresje genéw odpowiedzialnych za szlaki wykorzystania tych cukrow.
Zainspirowani podobnymi badaniami nad S. cerevisiae i O. polymorpha, chcemy uzyskaé¢ nadekspresje genow
z grup HGT i XYL. Wstepne badania potwierdzity, ze nadekspresja XYL1 zwicksza wykorzystanie ksylozy
w stosunku do wyj$ciowego szczepu na podtozu mineralnym. Skuteczna detoksykacja szkodliwych
inhibitor6w W podtozach fermentacyjnych pozostaje wyzwaniem. Aby temu przeciwdziala¢, zamierzamy
przeprowadzi¢ mutagenez¢ ewolucyjng w bioreaktorze, poprzedzong mutageneza UV w celu zwigkszenia
czestosci mutacji. Nastepnie zaplanowali$my rowniez catkowite sekwencjonowanie genomu nhajbardziej
opornych mutantow, co pozwoli nam poréwnac¢ sekwencje i zmiany w genach. Po sekwencjonowaniu geny,
ktore moga znaczaco przyczyni¢ si¢ do poprawy produkcji, zostana przeanalizowane, a nastgpnie
amplifikowane przez PCR i wprowadzone do komorki za pomoca plazmidu. Pomyslna realizacja tych planow
przetozy si¢ na glebszy wglad w mechanizmy regulujace synteze ryboflawiny na hydrolizatach
lignocelulozowych.




