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Актуальність роботи. Основу сировинної бази для біоенергетики в Україні становлять органічна біомаса рослинного й тваринного походження та різні види відходів, придатні для переробки.

Біомасою називають всі види речовин рослинного й тваринного походження, продукти життєдіяльності організмів і органічні відходи, що утворюються в процесах виробництва, споживання продукції й на етапах технологічного циклу. Згідно Закону України «Про альтернативні види палива» від 21.05.2009р. № 1391-VI) біомаса – біологічно відновлювальна речовина органічного походження, що зазнає біологічного розкладу (відходи сільського господарства (рослинництва і тваринництва), лісового господарства та технологічно пов'язаних з ним галузей промисловості, а також органічна частина промислових та побутових відходів; в Україні, враховуючи ґрунтово-кліматичні умови, джерела для біопалива експерти розташовують в такій послідовності: кукурудза, тритикале, пшениця, різні види сорго та проса, цукровий буряк, соняшник, ріпак, відходи сільського і лісового господарства, а також міскантус, тополя, стебла і лузга соняшника; рекордсменом з накопичення енергії на гектар площі в наших умовах є картопля, але зовсім не вирішені проблеми її зберігання протягом тривалого часу до перероблення. Не визначені можливість і доцільність використання для отримання біопалива рештки таких культур, як пшениця, ячмінь, кукурудза (солому, стебла кукурудзи, гичку кукурудзи, сої), враховуючи необхідність збереження органічної речовини ґрунту тощо (крім бадилля соняшника), але є перспектива їх перероблення на хімічні продукти та біопаливо за допомогою "білої" хімії.

Ферментація цукрів, крохмалевмісної та целюлозовмісної сировини може бути здійснена за допомогою ацетонобутилового бродіння. Серед продуцентів процесу: спорові бактерії Clostridium acetobutylicum, результатом життєдіяльності яких в анаеробних умовах виявляються метаболічні речовини – джерела енергії, зокрема ацетон, бутанол, етанол, оцтова, масляна й молочна кислоти, діоксид карбону, гідроген. Спиртове бродіння є промислово важливим біотехнологічним процесом, що здійснюється мікроорганізмами. При низьких значеннях рН середовища виникає активація ферментів, які беруть участь у перетворенні пірувату найчастіше в ацетон та бутанол, а інші метаболіти виявляються мінорними (супровідними). З цієї причини таке бродіння називають ацетонобутиловим. 

Субстрати ацетонобутилового бродіння: вуглеводи (крохмаль, патока або меляса, гідролізати целюлози, сульфітні луги). Використання: як біопалива, для виготовлення органічних розчинників, екстрагентів, в органічному синтезі (виробництво лакофарбових матеріалів, естерів та ін.).

У 2016 році світове виробництво етанолу досягнуло 100 млрд. л. Упродовж останніх років зростання об’єму промислового виробництва етанолу обумовлене його використанням у транспортному секторі, оскільки етанол є перспективним поновлювальним рідким паливом, яке характеризується вищим октановим числом і вищою теплотою пароутворення на відміну від бензину. На сьогоднішній день значний потенціал для розвитку енергетики має розробка технології продукції паливного етанолу з лігноцелюлозних залишків сільського господарства та деревообробної промисловості, а також побутових відходів.
Паливний етанол, одержаний з гідролізатів лігноцелюлози (рослинної біомаси), має суттєві переваги перед іншими видами рідкого палива, оскільки спалювання такого етанолу в двигунах внутрішнього згоряння зменшує вміст токсичних речовин у вихлопних газах, не призводить до вивільнення в атмосферу додаткового вуглекислого газу і, таким чином, зменшує забруднення навколишнього середовищ. Проте, процес перетворення лігноцелюлозної біомаси до етанолу є складним i потребує попередньої термічної і/або хімічної обробки, а також ензиматичного гідролізу для розщеплення рослинних полімерів до мономерів цукрів, цей процес отримав назву – сахарифікація. Цукри, вивільнені після попередньої обробки та ферментативного гідролізу, зброджуються мікроорганізмами до етанолу. Однією з нерозв’язаних проблем на шляху здійснення перетворення лігноцелюлози до етанолу є відсутність мікроорганізмів, здатних до одночасної сахарифікації та ферментації вивільнених цукрів до етанолу (SSF процес). Цей процес, який розглядається як один з найбільш ефективних шляхів конверсії лігноцелюлози до етанолу, потребує використання мікроорганізмів, що здатні здійснювати ферментацію цукрів гідролізатів лігноцелюлози при температурах близьких до оптимальної температури для роботи гідролітичних ферментів (близько 55 °С).

Іншою проблемою є те, що мікроорганізмів, здатних ефективно зброджувати ксилозу, один з основних цукрів у складі гідролізатів лігноцелюлози, виявлено дуже мало, а ідентифіковані штами нагромаджують незначні кількості етилового спирту під час ферментації ксилози. Спиртові дріжджі Saccharomyces cerevisiae ефективно зброджують глюкозу, але не здатні до ферментації ксилози. Однак, отримання етанолу з лігноцелюлози може бути більш ефективно здійснене рекомбінантними штамами S. cerevisiae або деякими видами неконвенційних дріжджів.

Термотолерантні дріжджі Ogataea (Hansenula) polymorpha здатні до алкогольної ферментації ксилози при підвищених температурах (до 50 °C). Така властивість перетворює цей вид дріжджів у перспективний організм для здійснення SSF процесу. Проте, ефективність алкогольної ферментації ксилози у природних штамів О. polymorpha є недостатньою для налагодження промислового виробництва і потребує вдосконалення, досягти якого можна за допомогою підходів метаболічної інженерії.

В даній роботі представлено застосування відомих та розробку нових оригінальних підходів метаболічної інженерії для покращення високотемпературної алкогольної ферментації ксилози у дріжджів О. polymorpha. Серед технологій великотоннажного виробництва синтетичного рідкого палива однією з найбільш перспективних є технологія отримання метанолу з синтез-газу. Щорічне промислове виробництво метанолу в світі перевищує 100 млн. т і належить до процесів, що динамічно розвиваються. Метанол є екологічно чистим рідким паливом, гарним розчинником та багатоцільовим напівпродуктом, на базі якого можуть бути отримані важливі хімічні речовини, у тому числі оксигенатні добавки до палив. Використання метанолу у водневій енергетиці відкриває нові можливості при формуванні довгострокових енергетичних стратегій, зокрема, дозволяє транспортувати й зберігати енергію водню в зручному вигляді.
В основу сучасних промислових технологій покладено низькотемпературний процес виробництва метанолу із синтез-газу в присутності мідь-цинк-алюмооксидних каталізаторів за температури 260 С і тисків 5–10 МПа. Незважаючи на це, інтерес до технологій одержання метанолу досі не вщухає: поліпшується конструкція реакторів, постійно вдосконалюються способи виготовлення низькотемпературних каталізаторів з різним співвідношенням оксидів, розробляються нові шляхи активації каталізаторів, серед яких привертає увагу механохімічна активація. 

Механохімічні явища лежать в основі широкого кола фундаментальних процесів, проте, відсутність систематичних досліджень у сфері каталізу не дозволяє передбачити вплив механічної дії на активність гетерогенних каталізаторів. Недостатньо вивченим залишається механізм механохімічних процесів. Це обумовлює необхідність подальшого накопичення експериментального матеріалу в галузі механохімічного каталізу. Враховуючи значущість технології одержання метанолу на мідь-цинк-алюмооксидних каталізаторах та високий попит на метанол у світі, отримання нових знань про вплив механохімічної активації (МХА) на активність та селективність каталізатора в процесі синтезу метанолу, з’ясування особливостей механізму реакції в умовах механічного навантаження на каталізатор є актуальним у науковому та прикладному відношеннях і перспективним з точки зору подальшої розробки нових альтернативних технологій здійснення каталітичних процесів.
Метою даного циклу робіт було розроблення технології з виробництва рідких органічних продуктів і палива, в першу чергу, етанолу, бутанолу та метанолу із поновлювальних джерел сировини на основі біомаси.
У результаті проведених досліджень 

· Виділено та селекціоновано нові вітчизняні штами-продуценти бутанолу. Визначено нуклеотидну послідовність гена 16S рРНК штаму IFBG C6H та проведено його філогенетичний аналіз. Послідовність гена 16S рРНК штаму ІМВ В-7407 (IFBG C6H) зареєстровано в базі даних GenBank (реєстраційній номер KU682660).

· Показано, що використання культуральної рідини після культивування на нехарчовій сировині як додатку до ензиматичного середовища, збільшує накопичення бутанолу на 25% для штаму IFBG C6H та на 35% для штаму IFBG C7P. 

· Показано, що вітчизняні штами-продуценти використовують як субстрат біомасу ріпаку та накопичують бутанол у культуральній рідині. Проведено оптимізацію умов культивування за біомаси ріпаку як субстрату. 

· Проведені дослідження показали, що біомаса, сок та багаса сорго конвертувалась штамами, при цьому накопичення бутанолу залежало від субстрату та його підготовки.

· Вивчено вплив різного співвідношення глюкози та гліцерину у посівному середовищі. Показано, що найбільше накопичення бутанолу (1,3 г/л) було за використання посівного середовища з глюкозою та гліцерином у співвідношенні 1:3.

· Показано вплив швидкості перемішування на накопичення бутанолу. Виявлено, що найбільше накопичення (1,5 г/л) було за використання швидкості перемішування 100 об/хв.

· Виявлено, що за використання біомаси двох сортів сорго (Енергодар, Амбер-1) штам-продуцент накопичував найбільше бутанолу (5 г/л).

· За результатами науково-дослідної роботи отримано бутанол за використання рослинних субстратів, ефективність якого буде визначатись на основі виробничих випробувань мобільної сільськогосподарської техніки Національного наукового центру «Інституту механізації та електрифікації сільського господарства». 

· Було здійснено посилення експресії генів DAS1 та TAL2 в геномі штаму 2EthOH-/XYL1m/XYL2/XYL3/BrPA/Δcat8, отриманого методами метаболічної інженерії та класичної селекції, який характеризувався підвищеною продукцією етанолу з ксилози. Отриманий рекомбінантний штам 2EthOH-/XYL1m/XYL2/XYL3/BrPA/Δcat8/DAS1/TAL2 накопичував етанолу в 1,3 раза більше у порівнянні з батьківським штамом. Максимальний титр утвореного етанолу досягав 16 г/л, що є найкращим результатом серед усіх рекомбінантних штамів О. polymorpha.
· Сконструйовано модифіковані форми транспортера Hxt1 О. polymorpha із заміною залишків лізину на N-кінці білка (заміна сайтів убіквітинування) та заміною аспарагіну на аланін в положенні 358; Отримано штами дріжджів О. polymorpha з посиленням експресії гена HXT1, що кодує нативну форму або модифіковані форми транспортера Hxt1 та досліджено вплив посилення експресії та делеції гена HXT1 на ріст дріжджів О. рolymorpha.
· Проведено аналіз отриманих штамів на швидкість та ефективність одночасного споживання обох субстратів. Проаналізувавши клітинну локалізацію гібридного білка Hxt1-GFP за допомогою флуоресцентної мікроскопії встановлено, що мутагенез Hxt1 призвів до покращення одночасного використання обох цукрів під час ферментації в отриманих рекомбінантних штамів, що обумовлено збільшенням тривалості локалізації цього білка в мембрані.
· Сконструйовано штами дріджів О. рolymorpha з модифікованим геном HXT7 S.  cerevisiae в положенні 370 шляхом заміни аспарагіну на фенілаланін та з модифікованим геном GAL2 S. cerevisiae в положенні 376 шляхом заміни аспарагіну на серин та досліджено вплив здійснених модифікацій транспортерів Hxt1, Hxt7 та Gal2 на ефективність споживання ксилози та глюкози дріжджами О. рolymorpha. Встановлено, що введення модифікованих транспортерів Hxt1 О. рolymorpha в геном покращеного продуцента етанолу з ксилози обумовлює одночасне споживання обидвох цукрів в умовах високотемпературної алкогольної ферментації. Продуктивність досягає 27,56±0,127 г/л етанолу на другу добу ферментації, в порівнянні з найкращим отриманим продуцентом, рівень продукції етанолу якого становить 18,23±0,096 г/л.
· Реалізовано процес синтезу метанолу конверсією синтез-газу за умов механохімічної активації мідь-цинк-алюмооксидного каталізатора. З’ясовано вплив механохімічної активації каталізатора на структуру й морфологію його поверхні, механізм та закономірності перебігу реакції гідрогенізації оксидів вуглецю у широкому діапазоні температур за атмосферного тиску. Показано, що перебіг каталітичної реакції в умовах механічного навантаження in situ є альтернативою реалізації процесу за підвищеного тиску.
· Сконструйовано і змонтовано каталітичну установку з безградієнтним віброреактором для синтезу метанолу із синтез-газу в стаціонарно-циркуляційному режимі. Вперше на створеній установці досліджено вплив механічного навантаження на стан та реакційну здатність мідь-цинк-алюмооксидного каталізатора синтезу метанолу в діапазоні температур 160–260 С за атмосферного тиску. 
· Показано, що здійснення механохімічної активації каталізатора до початку каталітичного процесу знижує температуру ініціювання реакції та максимальної активності каталізатора на 20-30 °С та підвищує його продуктивність на 50% у порівнянні з гранульованим каталізатором. Зниження оптимальної температури перебігу процесу сприяє запобіганню спікання каталізатора та, тим самим, подовженню терміну використання каталітичного контакту без регенерації.
· Встановлено, що загальна продуктивність каталітичної системи становить 4,5 мг СН3ОН·(гкат.·год)–1, що в 2-3 рази перевищує відповідні дані для гранульованого каталізатора у статичному режимі.

Наукова новизна роботи. 
Виділено та селекціоновано нові штами-продуценти бутанолу. Визначено нуклеотидну послідовність гена 16S рРНК штаму IFBG C6H та проведено його філогенетичний аналіз. Послідовність гена 16S рРНК штаму ІМВ В-7407 (IFBG C6H) зареєстровано в базі даних GenBank (реєстраційній номер KU682660). Показано, що використання культуральної рідини після культивування на нехарчовій сировині як додатку до ензиматичного середовища, збільшує накопичення бутанолу на 25% для штаму IFBG C6H та на 35% для штаму IFBG C7P. Показано, що вітчизняні штами-продуценти використовують як субстрат для накопичення бутанолу наступну лігноцелюлозну сировину: біомасу дротовидного проса, ріпаку, сої, пшениці, 4 сортів сорго, скопу. Вперше виявлено, що при додаванні фур фуру та аллопурінолу до ензиматичного середовища накопичення бутанолу збільшувалось вдвічі. Оптимізовано параметри культивування штамів-продуцентів за використання лігноцелюлозних субстратів, що дало змогу збільшити накопичення бутанолу на 25%.
За допомогою методів генетичної інженерії розроблено нові підходи для підвищення ефективності утворення етанолу з ксилози у дріжджів O. polymorpha. Вперше показано, що посилення експресії дигідроксиацетонсинтази та трансальдолази в геномі найкращого отриманого продуцента О. polymorpha приводить до зростання продукції етанолу за умов ферментації ксилози при підвищеній температурі. Подолано перший лімітуючий етап на шляху метаболізму ксилози у дріжджів, а саме її транспорт в клітину. Отримано штами дріжджів  здатних до утилізації та ферментації цієї пентози. Здобуті результати мають важливе значення для розуміння особливостей генетичного контролю метаболізму ксилози у мікроорганізмів, зокрема О. рolymorpha, а також скерованого конструювання мутантів дріжджів з покращеною ефективністю алкогольної ферментації.

Вперше проведено каталітичний процес одержання метанолу конверсією синтез-газу в умовах механохімічної активації мідь-цинк-алюмооксидного каталізатора в діапазоні температур 160-260 С за атмосферного тиску. Встановлено, що за умов механохімічної активації каталізатора зростає питома каталітична активність, продуктивність каталізатора синтезу метанолу та конверсія вихідних реагентів, що пояснюється зростанням концентрації дефектів структури та утворенням додаткових активних центрів. 

Практичні результати досліджень. 
Отримані результати досліджень дають змогу для створення технології біобутанолу на основі лігноцелюлозної сировини. За результатами виконання роботи отримано бутанол за використання рослинної сировини агропромислового виробництва. Національний науковий центр «Інститут механізації та електрифікації сільського господарства» вважає, що отримані результати комплексного дослідження мають високий методологічний та теоретичний рівень, практичну значимість, є актуальними, науково-обґрунтованими та можуть бути використані при розробленні відповідних технологій та обладнання для виробництва бутанолу на основі використання рослинної сировини, а також при подальшому спільному використанні розробленого технологічного обладнання. Ефективність застосування одержаного бутанолу буде визначатися на основі виробничих випробувань мобільної сільськогосподарської техніки шляхом порівняльного аналізу відповідних техніко-експлуатаційних показників. 

Створені рекомбінантні штами дріжджів О. polymorpha, з підвищеною у 30 разів продуктивністю етанолу під час алкогольної ферментації ксилози порівняно із штамом дикого типу, можуть використовуватись як вихідні для подальшого підвищення ефективності алкогольної ферментації основних цукрів гідролізатів лігноцелюлози, а також бути основою для створення промислових продуцентів етанолу другого покоління. Опрацьовані у роботі підходи можуть бути використані для метаболічної інженерії інших практично важливих штамів дріжджів.

Встановлено, що механохімічна активація мідь-цинк-алюмооксидного каталізатора дозволяє знизити температуру ініціювання реакції та оптимальну температуру синтезу на 20–30 °С, а також підвищити максимальну продуктивність каталітичної системи на 15–150 % в залежності від способу механоактивації. Запропонований новий ефективний метод [image: image1.jpg]KOHBEpCIl CHMHTe3-Tasy B MeTaHON 3@ YMOB MeXaHOXIMIUHOI aKTUBaLil
Karajisaropa Moxe OyTH BHKODHCTAaHMH y IIPOMHUCIIOBOCTI K aJbTE€pPHATHBA
3/IMCHEHHIO [IPOLIECY OJePIKAHHS METaHOJIy 32 BUCOKHUX THCKIB.

OCKUTbKM pe3ynbTaTd OOCHiIKeHb MaOTh TaKoX i byHnaMeHTanpHe
SHAYCHHA, TO BOHM MOXYTb OYTH BHKOPHCTaHI y HaBYaJIbHOMY IIPOLEC iy yac
MiATOTOBKY (axiBuiB 3 6GioTexnonorii HamioHaTBHOIO YHIBEPCUTETY Xap4oBHX
TexHoJoriH, HamioHansHOro TexHi4HOro yHiBepcuTeTy VYKpainm «KHiBcbkoro
MOJITEXHIYHOTO iHCTUTYTy imeHi Irops Cikopcekoro» Ta HarionansHoro
YHIBEPCHTETY GiopecypciB Ta [IPUPOAOKOPUCTYBAHHSA y IHUKIAX JIEKIii
«biotexnonoris» ta “IIpomuciiosa 6ioTexHooris’.

HaykoBa po6ota Ha 3106yTTs ImopiuHOi npemii Ilpesunenra Ykpaiuu
ToflaeTbes Brepiie. 3aranbHa KilbKIiCTh My6uikaliif 3a Temoro — 88: 2 maTeHTH
Ykpainu, 29 crarti (B 4. 5 — y 3aKOpIOHHMX BUJIAHHAX) Ta 57 Te3W JOMOBiNeH, 110
BUHILTA ApYKoM 3 2009-2020 poxu. 3araisHa KiJbKiCTb MOCHIAHE Ha nyOmikauii
aBTOpIB ckiaznae 144 (3rigHo 3 6a30i qaHUX Google Scholar) Ta 30 (3rigHo 3 6a30it
Aanux SCOPUS); h-inpexe 11 (3riguo 3 6a3oit nanux Google Scholar) Ta h-ingekc
7 (3rimHo 3 6a3oit ganux SCOPUS).3a pe3ysbTaTaMi HayKOBOI pOOOTH 3aXHILEHO
JBI KaHIMATChKi JUCepTaLii Ta 0aHa MojaHa 10 3aXHUCTY.

ABTOpH:
HayKOBH# CIIIBPOOITHHK BiIUIiTy reHOMIKH Ta MOJIEKYJIApHO1 610TE€XHOJIOTIT

HY «IHCcTHTYT Xap40Boi 6i0TeXHOIOTIT Ta FeHOMIKH HAH Yxkpaingny,
K.6.H. y 22 0. 0. Tiryrosa

IIPOBLIHMI IHXKEHep BiaaiTy MOJIEKYJIIDHOI F€HETHKH Ta 010 0JIOTii
HY “Iacturyt Giosorii knituan HAH VYkpainu”. ,%fw’m P. B. Bacunuumn

HayKOBHH CIIIBPOGITHHK BiIUIilly OpraHigHOro Ta HaQ)Tox1M1qur0 CHHTE3Y
[actuTyTy 6i0Opraniunoi Ximii Ta HadToximii im. B.I1. Kyyaps HAH Ykpaiuu.
K.X.H. . H. }O. Ximay





