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AREAS OF RESEARCH AND TRAINING UNDERGOING AT ICGEB:

Utilization of genetically selected yeast strains erhed for particular
aminoacids (lysine, methionine) for animal feed, antbr cellulose and
hemicellulosa digestion. (Microbiology, Trieste)

Study of plant growth-promoting bacteria (Pseudomonads).

Development of insect and pesticide-resistant cropBl(D.)

Studies towards the production of stress (drought)-rastant plants (N.D.)



* Areas of Primary concern for
Developing Countries

« Epidemiology of food-related diseases and
genetic susceptibilities

» Impact of new technologies on food
production

e Chemical contaminants and pathogens

o Safer production and healthier foodstuffs
from agriculture

« Animal feed and impact on human health

 Environmental health risks



ROLE OF TECHNOLOGY PARKS AND INCUBATORS
IN TECHNOLOGY TRANSFER

Successful experiences in creating technology parks/ incubators
providing a basic infrastructure to transform ideas into products and
services can serve as model for developing Countries.
For example, given the comparative advantage of diversified
ethanol production in the world, particular emphasis could be
focussed upon research and transformation of agricultural products
In such technology parks.
It would also be advisable to set up technology parks near existing
Institutions to attract foreign contract research funds to perform

applied research in situ.



Innovation for Development




Food Safety and Health Risks
Background and Aims:

« Assuring health and well-being of citizens

e Food intake and environmental factors

« Safer and health promoting foods

« Controlled and integrated production systems

* From farm to fork — consumer protection as the driver



* Epidemiology of food-related diseases and
genetic susceptibility

- Diet, lifestyle and health

- Measuring dietary intake and risk
assessment

- Influence of genetic variability



* Traceability

* Chemical contaminants and pathogens

- Analysis and detection

- Improved prevention and measurement control

- Prion detection, mapping, transfer mechanisms

o Safer production and healthier foodstuffs

- Conventional vs. organic vs. GMOs

- Improved animal welfare, husbandry and waste
management

« Animal feed and impact on human health

e Environmental health risks



Respiration @2 + dispensable mitochondrias+, r—,,|r°) and
Fermentationapaerobic) convert sugars (hexoses):
sucrose>fructose>glucose>malteseo,+ ethanol
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SCHEMA DEL PROCESSO PILOTA

ACCUMULO
MALIC
+Microbi ruminali

Omogeneizzazione meccanica
Vasca di idratazione

CRISCAT
Trasferimento calore al metano

Macinazione criogenica

Vasca con B. pumilus
Decanter per separazione lignina/cellulosa

Fermentazione per inoculo
Produzione di etanolo

Distillazione di etanolo




Modello di criomacinatore a scambio termico (CRISCAT)

)




$%&

| #

&'(

$%



R

e F

| #

% &

A
Oh# & | (\* + |
1.1 Nuovi lieviti !I..Z Ottimizzazione !
% $ $
$ '# 1
| - | |
I2.1 Verifiche 5.2 Imp. Pilota
# $
$
| 'H# S

I3.1 TraJQrimento&igorie

0

v

£



DIAGRAMMA DI PROCESSO

FASE 1 MALIC

>

Pre-trattamento interno

cippati)

Macinazione
meccanica

1

Batter &

Macinazione
biogenica

Lieviti
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Il sistema BIT per la bioenergia

La linea pilota sar” basata sulle apparecchiaterdgmacinazione criogenica, la
separazione della lignina, il sistema di fermemtagi per la preparazione dellO
inoculo, la produzione e distillazione dellO ¢anol

Il processo che si sperimenter” sar” del tipo SEGmultaneous
Saccharification and Co- Fermentation) con laargg di: i) non avere enzimi in
soluzione, i) avere un unico agente microbico, ligvito S. cerevisiae
ingegnerizzato con enzimi cellulasi ed emicellulasipressi sulla superficie
cellulare e iii) in grado di trasformare zuccheriuna pi alta percentuale di alcol.
Questo processo innovativo, derivante dallOevheidel precedente SSCF, verr”
indicato con la nuova sigla CEDY (Cellulose to EibleDirectly by Yeast).

La fermentazione un processo complesso ma noto nelle sue varabili
caratteristiche mentre pnecessaria la comprensione dei meccanismi di adesione e
catalisi degli enzimi endo- ed eso-glucanasi, bédliolrolasi ed i corrispondentigp I¢
emicellulosa, ai siti di legame e di catalisi suidlulosa ed emicellulosa . Questa
dinamica regola i tempi e |0efficacia del procesbkglucosio e lo xilosio saranno
metabolizzati dal lievito nello stesso momentoalslia produzione per cui mancher”
IO mibizione da metaboliti. La concentrazione lilito aumenter” fino a livelli
stazionari in cui sar” rimosso dal bioreattorempantenere il processo nella fase
esponenziale. Il tasso alcolico massimo attualel 13 %, nella fase di ingegneria
genetica si cercher” di portarlo al 2@6% con un notevole guadagno economico nel
Processc.



3.4 Ingegnerizzazione genetica del lievito

3.4.1 ldentificazione dei geni eterologhi deglziem necessari

Il lievito Saccharomyces cerevisjagggi universalmente riconosciuto come
il pi importante microrganismo per le biotecnologiej grddo GRAS (Generally
Recognized As Safe), non possiede la capacit” eximan per metabolizzare la
cellulosa, ma bens“estremamente efficiente nella produzione di etapaktendo
da zuccheri semplici quali il glucosio. Di c onsegze occorre introdurre nel
lievito i geni codificanti per gli enzimi che deglano la struttura fibrillare della
celulosa fino a ridurla alivello del monosaccarglacosio che la cellula pu™
assimilare. Di tali geni esistono diversi esemppcuai dei quali gi~ studiati ed
isolati da laboratori diricerca, in particolare Giappone e Finlandia. Verranno
quindi isolati i geni codificanti per i seguentizemi:
) endoglucanasi Il (EGII) dal fungérichoderma reeseiceppo QM9414, in

grado di digerire le catene di cellulosa in modsuale;
i) cellobioidrolasi Il (CBHII) dal fungoTrichoderma reeseiceppo QM9414,
in grado di staccare cellobiosio, ciomolecole dimeriche digl ucosio

dallGstremit” della catena di cellulosa;
i)  8-glucosidasi | (BGL1) dal fungéspergillus aculeatyseppo F50, in grado
di scindere una  molecola dimerica di cellobiosialue molecole di glucosio.
Come miglioramento innovativo dellOdtuale statell@rte, i ceppi
transgenici dilievito cos” costruiti verranno sgqibsti ad un nuovo sistema di
mutagenesi globale per traslocazione cromosomicaprhtica, il ba ckground
genetico di questi ceppi verr” riarrangiato caseita su larga scala sfruttando
una rivoluzionaria tecnologia genetica messa a@ aei laboratori dellOIGGEB
dellOAREA di Ricerca di Trieste.



3.4.5 Ottimizzazione / Fermentazione

La ricerca di condizioni ottimali per la produzeodi etanolo verr” effettuata
sia su piastra, misurando la diminuzione dellarfisoenza emessa dalla cellulosa
presente. Successivamente i ceppi che darannori\pal alti saranno oggetto di
mutagenesi globale tramite induzione di trasloa@iztoomosomiche per mezzo del
sistema BIT (Bridge-Induced Translocation). La selee avverr” per rivelazione
automatica di concentrazione di etanolo per mexapplositi sensori enzimatici. |
ceppi selezionati verranno testati in mini-fermémtiacon diverse composizioni di
MALIC ed eventualmente riassoggettati a ulteriacliai mutagenesi globale fino
a dare risultati soddisfacenti, da testare su sukita.

Per ultimo, utilizzando le recentissime scopemté gtuppo di Gerald Fink
negli USA, sul Qquorum sensingO del lievito, silimtieranno le due molecole-
segnale individuatd| feniletanolo e triptofolp per aumentare la densit™ massima
delle cellule in terreno liquido nonchil g rado alcolico prodotto dai ceppi
transgenici.




Section of cellulose
showing bond between
glucose molecules



3.1.1.1 Struttura chimica della lignina

La lignina un polimero amorfo, eterogeneo e c himicamente ¢essp.
LO¢erogeneitaOdella lignina dovuta al suo elevato peso molecolare derivante
dallOumione di differenti acidi ed alcoli fenilpritipi (cumarilico, coniferilico e
sinapilico). L&Gccoppiamento casuale di questi laldd luogo alla struttura
tridimensionale complessa della lignina. Nelle fgseguenti sono riportate le
strutture chimiche degli alcooli (A) e acidi cinni@m(B), noncheOla formula
strutturale della lignina (C) proposta da Adler.

1 2 .
R =R =H alcool p-cumarilico
— CH=CH— CH2 OH rl- OCH3 R2: H alcool coniferilico
1 ,
1 R = R%= OCH alcool sinapilico
R 3
R
1 2 . .
R=R =H acido p-cumarice
1 . .
0 CH= CH— COOH R'=0CH, R°H acido ferulico
Rlz RZ: OCH acido sinapico
1 3






