Molekularni biotechnologie €.10c

Vyuziti poznatkt molekularni biotechnologie. Vyuziti
Skrobu, cukru a celuldzy.



Vyuziti molekularni biotechnologie — v mnoha oblastech

Molekularni diagnostika

Bioremediace a vyuziti biomasy

Vyuziti Skrobu a sacharidu, utilizace celulézy
Mikrobialni insekticidy

Baktérie stimulujici rast rostlin

Vakciny a terapeutické proteiny.

Priprava a vyuziti transgennich rostlin. Nové potraviny.
Priprava a vyuziti transgennich zvirat.

Genova terapie lidskych somatickych bunek.



Vyuziti Skrobu, cukru a celulozy

« Zejména v potravinarském prumyslu

« Skrob je hydrolyzovan na komponenty o nizké

molekulové hmotnosti a nakonec je premenovan na
fruktozu a alkohol



Prumyslova produkce fruktdzy a alkoholu

* Vyuziva enzym alfa-amylaza z Bacillus
amyloliquefaciens a

« glukoamylaza z houby Asperqillus niger



Prumyslova vyroba fruktozy a alkoholu ze
skrobu (Glick a spol.2003
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Techniky genoveho inzenyrstvi se vyuzivaji

« S cilem snizit naklady na vyrobu obou enzymu

« Atim i snizit cenu alkoholu pfi priumyslové produkci
alkoholu z cukru



Rozdily ve fermentaci tekutého skrobu u
ruznych kvasinek (Glick a spol. 2003)

FTable 10.3 Fermentation of soluble starch (25%, w/v) by various
! yeast strains.

Strain Carbohydrate  Ethanol Ethanol yield
* utilized (%) produced  (g/g of substrate)
(g/L)

Laboratory 5 <(.1] ...'\'i'j
Laboratory + plasmid 68 75.6 Il.f-_H
Rrewer's -'i.l 3.1 \'I
Brewer’'s + integrated gene 93 118.2 U.-,-a_ﬁ

. diastaticus 43 44 .2 0.38

Adapted from Cole et al. 1988, Bio/Teciinolog 6417421,



Genové manipulace

Jsou provadéne s cilem zvysit produkci glukozo
Isomerazy

Thermus thermophilus produkuje xyloso/glukoso
isomerazu, ktera je aktivni a stabilni pri vysokych
teplotach, ale je produkovana v malych mnozstvich

Gen byl izolovan, klonovan v plasmidu a exprimovan v
E. coli a Bacillus brevis

Pod kontrolou ruznych promotoru a rbs
Bylo docileno vysoké produkce pro prumyslové vyuZiti



Vysoka produkce enzymu v ruznych baktériich
(Glick a spol. 2003)

Table 10.4 Amount of T. rhfrmﬂphu’m xylose/glucose isomerase in
different bacteria.”

Strain Plasmid Promoter Source of Enzyme
copy source ribosome activity
number binding site (units/L)

T. thermophilus None T. thermophilus T. thermophilus 20

E. coli 200 E. coli-lac I. thermophilus 190

E. coli 20 E. coli-tac T. thermophilus 1,790

E. coli 20 E. coli-tac E. coli 3,21‘_][}

E. coli 20 Phage T7-{10 E. coli 7.050

B. brevis 20 B. brevis-cup T. thermophilus 1,400

B. brevis 20 B. brevis-cup B. brevis 25,0

' The first row presents data from the original enzyme-producing strain. All of the other straing 3

translormants carrying the T. thermophilus xylose/glucose isomerase gene on

[ 36:727-732

Adapted from Dekker et al

1992,
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Cilena mutagenese byla provadena

» S cilem zvysit substratovou specificitu



Zvyseni katalytické ucCinnosti xyloso/glukoso
isomerazy (Glick a spol. 2003)

Table 10.5 Catalytic efficiency of wild-type and mutant xylose/glucose
1somerases from Clostridium thermosulfurogenes.

Amino acid changes

None (wild-type)
Trp-139 — Phe
Val-186 — Thr

Trp-139 — Phe/Val-186 — Thr

Catalytic efficiency (k.. /Kpm;
min~' mM ')
of enzyme for substrate

B

Glucose Xvlose
5.8 07.2
15 13.6
i 55.4
32.9 210
>

Adapted from Meng e1 al. 1

Qg
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Fr) Mgl § +.5
e SWEGLE. AL

i, USA 88:4015-4019



K prumyslovym fermentacim pri vyrobe
ethanolu

Jsou vetsinou pouzivany kvasinky

Ale také G- baktérie Zymomonas mobilis
Tyto bakterie fermentuji glukosu, fruktozu
a sacharozu a produkuji relativne vysoke

mnozstvi alkoholu rychleji nez S.
cerevisiae

Proto je studiu této bakterie venovana
pozornost



Produkce alkoholu - srovnani

g

Z mobilis 96 5.67 200 3875 25-30

S. cerevisiae 96 0.67 29 2.0-6.5 30-38

“The ethanol productivity rate was measured under batch fermentation conditions. The vn]umemr
ttharo] productivity rate was measured during continuous culture. Both strains yield the same maximum
' #thanol concentration (12%) and had the same sugar tolerance (>40%).

Adapted from Buchholz et al, 1987. Trends Biotechnol, 5:199=-204.



Utilizace celuldzy (lignocelulozy)

* Celuldza je nejodolngjSi biopolymer v biosfére
(nerozpustny, odolny vuci hydrolyze)



Jednaseo

* 1) primarni celulézovy material z uzitkovych rostlin
(bavina, stavebni dfevo, odpadni material ze stromu pfi
tézbé dreva)

« 2) odpady rostlinné vyroby — slama, seno, plevy, ryzove
plevy, stvoly cukrove trtiny, drevni piliny, hobliny

« 3) méstska odpadni celul6za — celuldza z odpadniho
papiru



Obvyklé slozeni lignocelulozy

Table 10.7 Typical composition of various lignocellulosic materials.

Raw material Lignin Cellulose Hemicellulose
(%) (%) (%)

Pine wood 275 44.0 26.0

Birch wood 19.5 40.0 30 )

Sugar cane bagasse 18.9 33.4 30.0

Rice straw }2:5 32.1 24.0

Cotton None B0-95 5=-20

Adapted from Browin. 1983, Philos. Trans. R. Soc. Lond. B 300:305-32.



Celuldza

* Muze byt hydrolyzovana na glukozu,
avsak ta musi byt uvolnéna z komplexu
tvoreneho ligninem a hemicelul6ézou



Hydrolyza celulozy

vyzaduje pusobeni silné kyseliny nebo
zasady, pouziti vysoke teploty a tlaku,
coz Je neekonomickeé



Jsou hledany cesty

* Pro ucinnou biotechnologickou degradaci
celulozy



|zolace celulolytickych genu

Z prirody
Z bakteérii
hub

rostlin



Celulazova aktivita

Predstavuje souhrnnou aktivitu vice enzymu, které se
nachazeji na povrchu bunky:

Endoglukanaza — stépi celulézu uprostred
Exoglukanaza — stepi nastepeny celulozovy retézec na
celobiozu, celotriozu a na glukozu

U hub celobiohydrolaza — exoglukanaza, ktera odstépuje
10 nebo vice glukézovych zbytku

Beta-glukozidaza — premenuje celobidézu a celotridzu na
glukozu
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Figure 10.13 Enzymatic biodegradation of cellulose. Cellulose hydrolysis begins
with the cleavage of B-1.4-linkages within the accessible amorphous regions of
the cellulose chains by endoglucanase(s). This reaction is followed by the removal
of oligosaccharides from the reducing ends of the partially cleaved cellulose
chains by exoglucanase(s) and cellobiohydrolase(s). The degradation of cellulose

is completed when the cellobiose and cellotriose are converted to glucose by
B-glucosidase.




Manipulace s celulazovymi geny

« S cilem vytvofit organismy s u€innéjSi celulazovou
aktivitou

» Prokaryotické celulazove geny byly izolovany z
genomovych bank konstruovanych v E.coli z mnoha
bakterialnich rodu (Clostridium, Streptomyces,
Ruminococcus, Cellulomonas, Fibrobacter, Bacillus,
Cellvibrio, Pseudomonas)

« Az hub arostlin (! sekvence eukaryotickych genu je
odlisna i kdyz funkce je stejna)



Priklad manipulace s celulolytickymi geny

* Geny pro endoglukanazu a exoglukanazu
byly izolovany z bakterialnich bunek
Cellulomonas fimi

* vlozeny do plasmidu pod kontrolu
promotoru S. cerevisiae a

 transformovany a exprimovany v bunkach
S. cerevisiae



Transformanty

* degradovaly celulozu filtracniho papiru a
drevnich pilin (hoblin)

* Rychlost hydrolyzy byla zvysena
pridavkem beta-glukozidazy, cimz se
snizilo mnozstvi celobiozy a zpéetna
iInhibice endo- a exoglukonazy



Vyuziti celulazovych enzymu

V prumyslové biokonverzi odpadniho papiru na alkohol
Odpadni papir byl natraven pridavkem celulolytickych
enzymu pfi 45°C

Uvolnéna glukdza byla fermentovana S. cerevisiae pfi
37°C

Bylo ziskano 400 | ethanolu/ 1t odpadniho papiru.

Lze tak setrit spotfebu benzinu a ropy.



Isolace eukaryotickych celulazovych genu (Glick a
spol. 2003) s vyuzitim diferencialni hybridisace

Grow cells

without cellulose

mRNA

Y

mRNA fractions

] Cell-free

translation

|
4 ¥

cDNA

cDNA cle
probe

bank

ne cDNA
probe

=

|

Y
Isolate cDNA ¢
only to cDNA from i

lones that hvbridize

nduced cells

Cellulase
mRNA fractions
identified

Figure 10.14 Differential
hybridization for isolating eukaryotic
cellulase cDNA clones.



Produkce bunecneho proteinu

« SCP, single cell protein



SCP

* oznacuje mikrobialni bunky narostlé v
Kulture Ci veskere proteiny extrahované z
cistych bunecnych kultur

* Proteiny jsou pouzivany jako potravinovy
(krmivovy) doplnék lidského (zivoCisneho)
proteinu (food-grade, feed-grade)



Mikroorganismy

* obsahuji velké mnozstvi proteinu — 60-80%
suché vahy, vysoké hladiny methioninu, lysinu,
vitaminu a esencialnich mineralu

* Nevyhody: vysoky obsah NK, pomalé traveni
(alergie), potencialni pritomnost toxickych
komponent (tezke kovy, mykotoxiny)

« SCP je drazSi nez jiné zdroje proteinu napf. soja



Mikroorganismy pouzité pro produkci SCP

Sacharomyces cerevisiae (kvasinka)—- melasa zdroj C,
amonné soli zdroj N (1. svétova valka, pro zvyseni
vyzivneé hodnoty polévek a omacek)

Kluyveromyces fragilis (kvasinka) — syrovatka

Candida lipolytica (kvasinka) — ropa, rafinérské vyrobky
(alkany) (cena ropy dnes vysoka)

Chaetomium cellulolyticum (houba) — bunicina, celul6za

Methylophilus methylotrophus (baktérie) — methan,
methanol

A dalsi



Tabulka

Table 10.8 Substrates and organisms used for SCP production.

Raw material

Carbon dioxide
Whey (lactose)
Petroleum alkanes
Cellulosic wastes
Methane (methanol)

Microorganism

Spirulina maxima
Kluyveromyces fraqilis
Candida lipolytica
Chaetomium cellulolyvticum
Methvlophilus methyviotrophus

Type of organism

Cyanobacterium
Yeast

Yeast

Fungus
Bacterium




Nejvétsi kontinualni fermentor na svété pro komercni
produkci SCP

« 50 000 t SCP/rok (firma Imperial Chemistry Industry)
« Methylophilus methylotrophus
* Produkce od r. 1987 neekonomicka



Dnes SCP

Pomoci genové modifikovanych organismu

Nadéjna je produkce SCP jako vedlejSiho produktu
likvidace odpadu

Musi byt ekonomickeé



