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BARBARA STACHOWIAK, ZBIGNIEW CZARNECKI

DRO D E PHAFFIA RHODOZYMA JAKO POTENCJALNE ROD O
NATURALNEJ ASTAKSANTYNY

Streszczenie

Astaksantyna nale y do grupy barwnikéw karotenoidowych. Znajduje ona powszechne zastosowanie
jako niezb dny sk adnik pasz w przemys owej hodowli 0sosi, pstr gow i krewetek, nadaj ¢ tkankom tych
zwierz t po dane przez konsumenta, charakterystyczne ré owoczerwone zabarwienie. Ponadto,
astaksantyna charakteryzuje s du  aktywno ci  przeciwutlenigi ¢, ngwy sz w réd znanych
karotenoidow i 100-500-krotnie wy sz w poréwnaniu z a-tokoferolem. W rod preparatow astaksantyny,
wyst puj cych na wiatowym rynku, 95% zawiera barwnik syntetyczny - mnigj stabilny od astaksantyny
pozyskiwangj ze rode naturalnych. Ograniczony zakres stosowania astaksantyny naturalngj wynika z
kosztéw jej otrzymywania, g dwnie na drodze syntezy mikrobiologicznej z udzia em alg Haematococcus
pluvialis.

Potencjanym rod em astaksantyny naturalngj s dro d e Phaffia rhodozyma. Jako ewentualne
przemysowe roédo tego barwnika wykazuj one wiele zalet. Przede wszystkim astaksantyna jest
g 6wnym produkowanym przez te dro d e karotenoidem. Phaffia rhodozyma s znacznie atwiegjsze w
hodowli w poréwnaniu z algami. Jednak powa nym ograniczeniem w wykorzystaniu tych dro d y do
syntezy astaksantyny na skal przemysow jest niska wydajno produkowanego przez nie barwnika, a
tak ekoszty zwi zanez jegoizolacj z komorek.

W artykule przedstawiono zakres i rezultaty bada dotycz cych dro d y Phaffia rhodozyma, atak e
mo liwo ci i ograniczenia w wykorzystaniu tych dro d y do przemysowej produkcji astaksantyny.
Omowiono najwa niejsze czynniki wp ywaj ce na proces karotenogenezy w komorkach, w tym syntez
astaksantyny. Przedstawiono réwnie mo liwo ci pozyskiwania szczepéw Phaffia rhodozyma zdolnych
do nadprodukcji astaksantyny.

S owa kluczowe: Phaffia rhodozyma, astaksantyna, mikrobiologiczna produkcja karotenoi dow

Wprowadzenie

Astaksantyna nale y do grupy barwnikéw karotenoidowych. W du ych ilo ciach
wyst puje w rodowisku morskim, gdzie bytuj zdolne do jg syntezy agi, grzyby i
mae skorupiaki. Do produkcji astaksantyny zdolne s réwnie niektére bakterie:
Agrobacterium auranticum, Mycobacterium lacticola, Brevibacterium spp. [6, 11, 25].
Organizmy tezngjduj si napocz tku a cucha pokarmowego i w efekcie barwnik ten
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jest akumulowany w tkankach du ych zwierz t np. mi sie r6 nych gatunkéw ryb
(oso, pstr g, leszcz czerwony), draobiu, przepidrek, w pidrach flamingéw, w dziobie
i nogach bociandéw, nadaj ¢ im ré6 owoczerwony kolor. W krewetkach i homarach
astaksantyna wyst puje w po czeniach z biakami, tworz ¢ karotenoproteiny
odpowiedzialne za niebieskobr zowe wybarwienie tych zwierz t. Podczas obrobki
termiczngl, np. podczas gotowania, nast puje denaturacja karotenoprotein,
astaksantyna jest uwalnianai pojawiasi jasnoczerwone zabarwienie [4, 9, 27, 35, 37].

adne zwierz ta wy sze nie s zdolne do syntezy astaksantyny de novo, st d
intensywno  wybarwienia ich tkanek zale y przede wszystkim od obecno ci  réde
tego barwnika w diecie. Jest to szczegdlnie wa ne podczas przemys owej hodowli
0s0sig, pstr ga czy krewetek, gdy barwa mi sa jest wa nym wyré nikiem jako ci.
Wykazano réwnie , e astaksantyna wp ywa korzystnie na wybarwienie 0 tka jgja
oraz skory i tkanki mi snej tuszek brojlerow [1].

Ze wzgl du na swoj budow - 3,3-dihydroksy-b,b-karoten-4,4’-dion —
astaksantyna postrzegana jest jako potencjalny przeciwutleniacz. Charakteryzujej 10-
krotnie wy sza aktywno  przeciwutlenigj ca w poréwnaniu z pozostaymi
karotenoidami: b-karotenem, zeaksantyn , lutein , kantaksantyn oraz 100-500 razy
wy sza w poréwnaniu z a-tokoferolem [20, 21, 23]. Z uwagi na silne w a ciwo Ci
przeciwutlenigj ce astaksantyna zaliczana jest do grupy substancji bioaktywnych, tj.
nutraceutykéw, ch tnie przyjmowanych w po ywieniu w ramach normalngj diety.
Barwnik ten zngjduje coraz wi ksze zainteresowanie w réd producentéw ywno ci,
jako sk adnik o cechach funkcjonalnych.

W ngbli szym czasie nale y spodziewa s wzrostu popytu na astaksantyn
naturaln . Przyczyn tego jest panuj cy trend zdrowego od ywiania, a wi ¢
spo ywania produktéw naturalnych i mao przetworzonych, wzbogaconych w
naturalne dodatki, wtym barwniki. Ponadto, u ycie chemicznie syntetyzowanych
zwi zkéw jako dodatkéw do ywno ci podlega w wielu krgjach ograniczeniom [16,
36]. Zdet astaksantyny naturalng jest wy sza stabilno i oporno  na procesy
fotoutleniania. Jest to zwi zane z jg budow chemiczn - astaksantyna naturalna ma
wszystkie wi zania podwdjne w konfiguracji trans, podczas gdy syntetyczna jest cis-
izomerem [4, 20, 37].

W chwili obecngj, czysta astaksantyna, a tak e produkty zawieraj ce w swoim
sk adzie astaksantyn , dost pne na rynku krajowym, pochodz z importu. Szacuje si

e 95% preparatdw tego barwnika otrzymywane jest na drodze syntezy chemiczne).
Astaksantyna naturalna pozyskiwana jest z mikroalg Haematococcus pluvialis oraz
dro dy Phaffia rhodozyma (syn. Xanthophyllomyces dendrorhous) [21].
Ngpowa nigjszym ograniczeniem powszechnego stosowania naturalng astaksantyny
na skal przemysow s Kkoszty jg pozyskiwania, istotnie wy sze od kosztéw
otrzymywania astaksantyny syntetyczngl [6, 16, 21]. Zatem wykorzystanie
drobnoustrojéw do produkcji naturalng astaksantyny na skal przemysow b dzie
mo liwe pod warunkiem uczynieniatego procesu op acalnym.
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Obecnie prowadzone s intensywne badania naukowe nad popraw syntezy
astaksantyny w komérkach mikroorganizmow, przy czym znacz cacz  tych bada
dotyczy dro d y P. rhodozyma. Jako potencjalne przemysowe réd o astaksantyny
dro d e te wykazuj szereg zaet. Przede wszystkim w réd ogélng liczby
produkowanych przez nie karotenoidow astaksantyna stanowi 83-87% [10], awi ¢ jest
g éwnym barwnikiem gromadzonym w komérce. Do syntezy astaksantyny i wzrostu
komorek dro d owych nie jest wymagane wiat 0. Dro d eteasymiluj glukoz iinne
w glowodany zaréwno w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych, co wyrd nia je
gpo rod innych dro d y produkuj cych karotenoidy, ktére s bezwzgl dnymi
tlenowcami. Ponadto podczas hodowli prowadzonych w fermentorze mo na uzyska
wysok wydajno biomasy komoérkowej, nawet ponad 50 g s.m./I hodowli. Zatem
dro d etes znacznie atwigszei ta sze w hodowli w poréwnaniu z Haematococcus
pluvialis. [2, 24]. Jednak ilo otrzymywane astaksantyny ze szczepOw dzikich
dro d y — 0,2-0,4 g/kg sm. jest znacznie ni sza ni w przypadku alg hodowanych
przemys owo, ktére akumuluj ponad 30 g astaksantyny w przeliczeniu na 1 kg suchej
biomasy [16, 21, 34]. Szacuje s , e pozyskanie szczepéw dro d y P. rhodozyma
zdolnych do syntezy astaksantyny na poziomie 5-10-krotnnie wy szym ni  w
przypadku szczep6w dzikich, mogoby znacznie obni y koszty wytwarzania
preparatow naturalng astaksantyny, atym samym jegj cen rynkow . Prace badawcze
nad intensyfikacj produkcji tego barwnika w komérkach dro d y P. rhodozyma maj
charakter dwukierunkowy. Pierwszy zwi zany jest z optymalizacj warunkow
hodowlanych m.in. doborem sk adu podo a wzrostowego, temperatury, pH,
o wietlenia. Drugi kierunek obgmuje badania zwi zane z izolacj szczepdéw P.
rhodozyma zdolnych do nadprodukcji astaksantyny. Szczepy takie pozyskiwane s
ngjcz cig poprzez wywo anie mutacji punktowych u szczepow dzikich, z
zastosowaniem typowych czynnikbw mutagennych lub na drodze in ynierii
genetycznej poprzez tworzenie rekombinantéw zdolnych do syntezy tego barwnika [4,
10].

Charakterystykadro d y Phaffia rhodozyma

Dro d e Phaffia rhodozyma (formalnie Xanthophyllomyces dendrorous) zostay
wyizolowane po raz pierwszy oko o 1967 r. przez holenderskiego mikrobiologa Phaffa
i jego wspd pracownikow. |zolacji dokonano z lepkich wydzielin drzew li ciastych
rosn cych w gorskich regionach Japonii i Alaski. 1zolacj barwnikow z komorek oraz
ich analiz jako ciow przeprowadzi Andrews i to on po raz pierwszy stwierdzi , e
astaksantyna jest g wnym karotenoidem syntetyzowanym przez Phaffia rhodozyma.
W latach 1970-1990 dokonano dalszych izolacji tych dro d y, w Finlandii, Rogji
i innych regionach wiata [19].

Systematyka dro d y Phaffia rhodozyma nie jest do ko ca wyja niona. Pierwsze
izolaty przypisano do gatunku Phaffia rhodozyma i umieszczono w klasie
Basidiomycetes, uwzgl dnigj ¢ ich morfologi , budow ciany komérkowe), sposdb
p czkowania, pigmentacj , w a ciwo ci metaboliczne itp. [19]. Jednak przez bardzo
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d ugi czas nie udao si zaobserwowa cyklu p ciowego u tych dro d y. Cykl ten po
raz pierwszy zaobserwowano dopiero w 1995 r. i woéwczas zakwalifikowano szczepy
telemorficzne do nowego gatunku — Xanthophyllomyces dendrorous [14]. W chwili
obecngl uwa a s, e wszystkie szczepy dro d y Phaffia rhodozyma s zdolne do
rozmna ania p ciowego i tworzenia form telemorficznych, a wi ¢ prawid owa nazwa
tego gatunku powinna brzmie Xanthophyllomyces dendrorous. Jednak w niektdrych
przypadkach obserwowane s jedynie formy anamorficzne. Przypuszczanie ta
ré norodno morfologiczna zwi zana jest z migjscem izolacji dro d y, regionem
geograficznym, atak ez wielomainnymi czynnikami rodowiskowymi. Golubev [14],
a tak e Retamales i wsp. [28] podagj , e tworzenie dugich holobasidiéw z
terminalnymi  basidiosporami wymaga stworzenia specjalnych warunkéw wzrostu
dro d om, a wymienione struktury obserwowano jedynie na pod o ach zawierg cych
wielowodorotlenowe akohole. Fakt ten, ae przede wszystkim wieloletnie
przyzwyczagjenie s przyczyn , e w literaturze, rownie naukowej, funkcjonuje
podwdjna nomenklatura tych dro d y, przy czym cz cig stosowana jest nazwa
gatunkowa Phaffia rhodozyma.

Powszechnym sposobem rozmna ania s Phaffia rhodozyma jest p czkowanie.
P czki mog tworzy s kilkarazy w tym samym migjscu na powierzchni komérki.
W wyniku p czkowania tworz s rownie sferyczne chlamydospory, znacznie
wi ksze i zawierg ce wi cg tuszczu ni  komorki wegetatywne. Wegetatywne
komorki Phaffia rhodozyma maj ksztat elipsoidalny i przyjmuj rozmiary 3,6—-7,5 x
55-10,5 nm. W po ywkach pynnych komérki wyst puj pojedynczo, w parach,
niekiedy cz s w krotkie a cuszki lub tworz mae skupiska Dro d ete nietworz
grzybni w a ciwej, ale mo na zaobserwowa szcz tkow pseudogrzybni . Na staym
pod 0 u YM rosn w postaci nalotu o zabarwieniu od pomara czowego do 0sosiowo-
ré owego, w zale no c¢i od szczepu. Phaffia rhodozyma ma grube, wielowarstwowe
ciany komorkowe. Barwnik w pojedynczel komorce dro d owej jest niewidoczny
podczas obserwacji mikroskopowych. Mo e to wskazywa , € jest on rozproszony w
caeg obj to ci komdrki lub te , e jest skoncentrowany w pewnych jg rejonach [10,
19, 28].

Wp yw czynnikéw rodowiskowych nawydajno astaksantyny w komorkach
dro d y Phaffia rhodozyma

Na proces karotenogenezy w dro d ach Phaffia rhodozyma, a tym samym na
syntez astaksantyny, ogromny wpyw maj czynniki fizyczne, przede wszystkim
temperatura hodowli i pH oraz sk ad pod o a hodowlanego. W rod sk adnikow
pod o awymienias najcz cig: rodzg i st enie rod aw gla, azotu (organiczny,
nieorganiczny), réwnie stosunek C:N, dodatek fosforanéw oraz specyficznych
prekursorow astaksantyny np. kwasu mewalonowego, cytrynianéw. Najnowsze
badania wskazuj tak e namo liwo stymulacji karotenogenezy w komorkach tych
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dro d y poprzez dodatek do pod o a wzrostowego p ynow pohodowlanych innych
mikroorganizmow lub ich ekstraktéw komérkowych.

Czynniki fizyczne

Wi kszo danych literaturowych wskazuje, e optymalna temp. wzrostu dzikich
szczepéw Phaffia rhodozyma zawierasi w zakresie 20-22°C. Dro d ete nierosn w
temp. poni € 18°C i powy g 27°C. W przypadku mutantéw optimum temperaturowe
jest zmienne i specyficzne dla danego szczepu. Fang i Chen [8] otrzymali mutant,
ktéry ngjwi cej astaksantyny produkowa w 15°C.

Dobry wzrost i wysoki poziom syntetyzowane] astaksantyny uzyskuje s,
prowadz c hodowle zaréwno dzikich szczepow Phaffia rhodozyma, jak i ich mutantow
przy pH = 5,0. Jednak Vazquez i Martin [33], w badaniach nad Phaffia rhodozyma
ATCC 24202, ngjwy sz wydano biomasy dro d owse, jak i nggwy sz wydajno
astaksantyny z jednostki obj to c¢i hodowli obserwowali w rodowisku o pH = 6,9.
Natomiast Ramirez i wsp. [27], hoduj ¢ mutant ww. szczepu zdolny do nadprodukcji
astaksantyny na pod o u Yucca, uzyskali wysok pigmentacj w zakresie pH 4,0-6,0.
Wykazali roéwnie, e czynniki wpywa ce na syntez astaksantyny naey
optymalizowa cznie. W swych badaniach uwzgl dnili zaréwno czynniki fizyczne,
jak i wybrane sk adniki pokarmowe. Stosuj ¢ model p aszczyzny odpowiedzi
opracowali warunki hodowli, w ktorych badany szczep produkowa o 92% wi cgj
astaksantyny ni w hodowli kontrolngj.

W literaturze niewiele jest informacji na temat roli o wietlenia w produkcji
astaksantyny przez szczepy Phaffia rhodozyma, chocia sam proces karotenogenezy w
komorkach ~ mikroorganizméw  najprawdopodobniej  podlega  fotoregulaci.
Udowodniono, e wiat o stymuluje syntez karotenoidéw w grzybach Phycomyces,
Neurospora crasa, Aspergillus giganteus, Gibberrella fujikuroi, Rhodotorula minuta,
lecz ogranicza u Trichophyton mentagrophytes i Blakeslea trispora [22]. W przypadku
dro d y Phaffia rhodozyma uwa asi , ebrak wiat a nie wp ywa naich wzrost i na
zdolno  syntezy astaksantyny. Jednak nieliczne prace wskazuj , e proces
karotenogenezy w ich komérkach réwnie podlega fotoregulacji. Vazquez [32],
prowadz ¢ badania nad sze cioma szczepami Phaffia rhodozyma, w tym jednym
mutantem, wykaza, e o wietlenie nie tylko w wyra ny sposéb sprzyjao produkcji
karotenoidéw, ale réwnie miao wp yw na rodzaj syntetyzowanych przez te dro d e
barwnikow.

Sk ad pod 0 a hodowlanego

Jednym z g 6wnych czynnikéw rodowiskowych, maj cych zasadniczy wp yw na
produkcj astaksantyny przez Phaffia rhodozyma jest sk ad pod o a wzrostowego.
Standardowe pod o e do hodowli tych dro d y —pod 0 e YM - zawiera rod ow gla,
organiczne réd o azotu — pepton oraz ekstrakt dro d owy i ekstrakt sodowy.
Najcz cig stosowanym roédem w gla jest glukoza. Wydajno  karotenoidow



22 Barbara Stachowiak, Zbigniew Czarnecki

pozyskiwanych z dro d y P. rhodozyma hodowanych na pod o ach zawiergj cych ten
cukier wynosi 0,3-1,6 g/kg sm. dro d y w zale no ci od szczepu (dziki, mutant),
metody hodowli (okresowa, zasilana) i pozosta ych sk adnikéw pod o a.

Wi kszo szczepdw Phaffia rhodozyma jest zdolna réwnie do utylizacji D- i
L-ksylozy, D-maltozy, D-mannozy, sacharozy, L-arabinozy, D-celobiozy, D-rafinozy,
D-fruktozy, D-melecytozy, skrobi, cytydyny, kwasu 2-keto-D-glukonowego, kwasu
L-jab kowego, etanolu, kwasu szczawiowego, octowego, laktonu kwasu D-
glukonowego, arbutyny, salicyny, trehalozy i innych, cz sto nietypowych zwi zkéw
zawierg] cychw giel [24]. Dobor pod o a hodowlanego nie nastr cza zatem trudno ci.
Dro d etech tnierosn nawielu odpadach przemys u rolno-spo ywczego np. melasie
[17], hydrolizatach drzewnych [26], rucie kukurydziang [18], a tak e wyci gach
ro linnych - soku winogronowym [33] i daktylowym [27]. Wymienione pod 0 a s
tanie, zawierg niezb dne substancje wzrostowe dla P. rhodozyma i bardzo cz sto
niezidentyfikowane stymulatory biosyntezy astaksantyny, bowiem wydano tego
barwnika z hodowli dro d owych na nich prowadzonych zwykle jest wy sza ni z
hodowli na syntetycznym pod o u YM. Pewn wad tych podo y jest jednak brak
mo liwo ci precyzyjnego zdefiniowania ich sk adu oraz zmienno , a co zatym idzie
brak powtarzalno ci przebiegu hodowli i ilo ci otrzymywanych barwnikéw. W tym
przypadku ocena wpywu poszczegélnych sk adnikbw od ywczych na wzrost i
pigmentacj P. rhodozyma jest trudna, a sformu owane wnioski mog okaza s
b dne. Z tego wzgl du badania nad rol podstawowych sk adnikéw podo a
hodowlanego na wzrost ipigmentacj dro dy P. rhodozyma prowadzone s
najcz cig napod o ach syntetycznych, o ci leokre lonym sk adzie.

Yamane i wsp. [35], badaj ¢ wpyw ro nych rode w gla na produkc
astaksantyny przez szczep P. rhodozyma 24202, stwierdzili ngjwy sz akumulacj
barwnika w komorkach dro d y w hodowlach z dodatkiem etanolu. Produkcjata by a
0 80% wy sza ni uzyskana w hodowlach kontrolnych na pod o u z glukoz . Jednak
etanol silnie hamowa wzrost dro d y, co w efekcie wp ywa o na nisk  wydano
astaksantyny z jednostki obj to ¢i hodowli. W dalszych badaniach wykazano, e
priorytetowe réd o w gla, w pordwnaniu z etanolem, stanowi glukoza. W celu
uzyskania wy szych wydano ci astaksantyny z jednostki obj to ci  hodowli
zaproponowano zatem przeprowadzenie jef w dwoch etapach. W pierwszym, hodowl
zasilano glukoz i uzyskiwano wysoki plon biomasy komorkowej dro d y —30g/L. W
drugim etapie, w celu intensyfikacji syntezy astaksantyny, jako rédo w gla
stosowano etanol. W efekcie uzyskano 2,4 razy wi cegj astaksantyny w przeliczeniu na
1 litr hodowli w poréwnaniu z hodowl kontroln , bez dodatku etanolu. Korzystny
wp yw etanolu na produkcj astaksantyny wykazali tak e Gu i wsp. [15], prowadz ¢
hodowle dro d y Phaffia rhodozyma napod o0 u zawiergj cym 0,2% alkoholu.

Dane literaturowe wskazuj réwnie naksyloz jako potencjalne réd ow gladla
dro d y P. rhodozyma. Na skal przemysow cukier ten mo na otrzyma poprzez
hydroliz kwasow materia 6w ro linnych, takich jak drewno, lub odpadéw przemys u
rolnego. Pargjé i wsp. [25], w badaniach nad optymalizacj syntezy astaksantyny przez
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szczep P. rhodozyma NRRL Y-17268, stosowai po ywk YM, w ktorg glukoz
zast piono ksyloz . Dodatkowo do pod o a wprowadzali nieorganiczne réd o azotu:
fosforan(V) amonu, siarczan(V1) amonu, azotan(V) amonu i azotan(V) potasu.
Nawy sze wydajno ci astaksantyny uzyskali w hodowlach z dodatkiem azotanu(V)
potasu. Uzyskane wyniki byy 1,5 razy wy sze ni w hodowlach kontrolnych bez
dodatku nieorganicznego rod a azotu. Nagsabszy wzrost drody i ngni sze
wydano ci astaksantyny obserwowano w hodowlach z dodatkiem fosforanu(V)
amonu.

Flores-Cotera i wsp. [11] podj li préb wyja nienia wp ywu amoniaku,
fosforanéw i cytrynianbw na wzrost i produkcj astaksantyny przez P. rhodozyma.
Uzyskane przez nich wyniki wskazuj , e niski poziom suplementacji pod o a
amoniakiem, jako rod em azotu w pod o0 u, a tak e fosforanami wyra nie sprzyja
karotenogenezie, atak e akumulacji kwasow t uszczowych w komorce. Towarzyszy
temu jednak obni ona synteza biaek. Autorzy sugeruj , e wskutek obni ong
zawarto ci azotu w pod 0 u, stosunek C:N wzrasta, a nadmiar w gla, ATP i NADPH,
powstay w wyniku ograniczonej syntezy bia ek, jest wykorzystywany przez dro d e
do produkgji karotenoidow i kwasow t uszczowych. Deficyt fosforanow w pod o u
réwnie ogranicza syntez bia ek komérkowych i w efekcie sprzyja karotenogenezie i
produkcji kwasdw t uszczowych. Natomiast st enie cytrynianbw w pod o u na
poziomie 28,9 mM iwy szym sprzyjao produkcji barwnikéw karotenoidowych,
jednak ilo  syntetyzowane astaksantyny obni y a si . Cytryniany s zwi zkami
wyj ciowymi w syntezie acetylo-CoA, ktory z kolei jest prekursorem kwasow
t uszczowych, a tak e barwnikéw karotenoidowych. Przypuszczalnie podczas
ograniczongj syntezy biaek komoérkowych, dost pno tego zwi zku, a tak e ATP
mo epeni Kkluczow rol w biosyntezie karotenoidow i kwasow t uszczowych.

Interesuj cych obserwacji dokonali Echavarri-Erasun i Johnson [7], prowadz ¢
rutynowe hodowle X. dendrorhous UCD 67-385 i jego mutantow. Przypadkowe
ska enie jedng z p ytek grzybem Epicoccum nigrum spowodowa o wyra ny wzrost
pigmentacji kolonii dro d owych w s siedztwie i to zarowno w przypadku szczepu
dzikiego, jak i jego albino- i b-karotenowych mutantéw. W celu dok adniejszego
zbadania interakcji zachodz cych pomi dzy tymi dwoma mikroorganizmami autorzy
przygotowali skoncentrowane pyny pohodowlane Epicoccum nigrum, Ktore
wprowadzili do pod o awzrostowego dro d y X. dendrorhous. W przypadku szczepu
dzikiego, jak i jego mutanta zdolnego do nadprodukcji astaksantyny, uzyskali oni
blisko 40% wzrost wydajno ci syntetyzowanego barwnikaw hodowlach zawierg) cych
20% dodatek p ynu pohodowlanego grzyba. Réwnie w przypadku pozostaych
mutantow — abino- i b-karotenowego, u ktorych stwierdzono brak zdolno ci syntezy
astaksantyny w standardowych warunkach, obserwowali oni niewielk produkcj tego
barwnika na podo ach zawierg cych dodatek skoncentrowanego pynu
pohodowlanego Epicoccum nigrum. Te zaskakuj ce obserwacje sk oniy autoréw
bada do wysuni cia przypuszcze , e mutacje szczepdw X. dendrorhous dotycz
gendéw regulatorowych, a nie, jak dot d s dzono, strukturalnych. Mechanizm
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stymulacji karotenogenezy u X. dendrorhous UCD 67-385 i jego mutantow przez
p yny pohodowlane Epicoccum nigrum nie jest wyja niony. Grzyb ten nale y do
patogenéw ro linnych i jest zdolny do syntezy wielu metabolitow wtérnych m.in.
izoprenoidow, ktére s prekursorami barwnikéw karotenoidowych. Produkuje on
réwnie flawonoidy i karotenoidy tworz ce si w pierwszych etapach biosyntezy
karotenoidow. Zatem obecno  tych zwi zkbw w rodowisku mo e podnosi

wydaino syntezy astaksantyny w komorkach dro d y X. dendrorhous. Calo i wsp.
[3] wykazali, e réwnie kwas mewaonowy, ktory jest zwi zkiem wyj ciowym w
szlaku przemian karotenoidow, zwi ksza syntez astaksantyny przez P. rhodozyma. Z
drugigj jednak strony zwi kszonawydajno barwnikamo eby odpowiedzi komérki
naobecno zwi zkéw utlenigi cych np. enzymoéw rozk adaj cych ciany komérkowe
ro lin, wydzielanych przez Epicoccum nigrum. Proces ten prowadzi do tworzenia si

reaktywnych form tlenu, takich jak H,O,i *O,. Schroeder i Johnson [31] stwierdzili, e
Zwi zki te stymuluj produkcj astaksantyny przez P. rhodozyma.

Otrzymywanie szczepow dro d y Phaffia rhodozyma zdolnych do nadprodukgji
astaksantyny

Szczepy zdolne do nadprodukcji astaksantyny pozyskiwane s ngcz cieg
poprzez wywo anie mutacji punktowych szczepdw dzikich z zastosowaniem typowych
czynnikbw mutagennych lub metod in ynierii genetycznegj poprzez tworzenie
rekombinantéw zdolnych do syntezy tego barwnika [4, 10]. Mutacje prowadz do
otrzymania szczepOw syntetyzuj cych karotenoidy na bardzo zré nicowanym
poziomie i 0 bardzo zré nicowanym profilu. W ich efekcie otrzymywane s réwnie
szczepy niezdolne do syntezy tych barwnikéw, u ktdrych mutacje miay miejsce we
wczesnych etapach karotenogenezy —ju na etapie syntezy fiteonu. Generalnie, proces
mutagenizacji generuje trzy typy mutantow tj. (1) szczepy akumuluj ce w komérkach
b-karoten — gdy mutacja nast pi na etapie utleniania b-karotenu do astaksantyny, (2)
bezbarwne szczepy akumuluj ce fiteon, ktory jest postrzegany jako macierzysty
zwi zek karotenoidow — wtym przypadku mutacje dotycz gendw koduj cych
dehydrogenaz fiteonu. Otrzymywane s réwnie szczepy (3), ktérych kolonie maj
g bok ososiow , a nawet bordow barw , a wi ¢ szczepy zdolne do nadprodukgji
astaksantyny. Nie spotyka si  szczepow akumuluj cych likopen [13]. Udao s
wyizolowa kilka mutantow dro d y Phaffia rhodozyma zdolnych do kilkukrotnie
wy szg syntezy astaksantyny w poréwnaniu ze szczepami rodzicielskimi [ 2, 4, 10].
Jednak dopiero uzyskanie mutanta zdolnego do syntezy barwnika w ilo ci 4 g/kg s.m.
czyni naturalne preparaty astaksantyny konkurencyjnymi cenowo w stosunku do
preparatow syntetycznych. Cz stym problemem pojawigj cym si podczas hodowli
mutantéw zdolnych do syntezy astaksantyny na poziomie przekraczaj cym 1,5 g/kg
sm. jest bardzo niska wydajno biomasy komorkowej, co przek ada s na nisk
wydaino barwnika z jednostki obj to ci hodowli. Rozwi zaniem tego problemu
wydagje si by izolacja mutantéw opornych na inhibitory dehydrogenazy fiteonu:
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alkohol cynamonowy, tymol, difenyloamin (DPA), awi ¢ zwi zki blokuj ce
karotenogenez , jednak nie hamuj ce wzrostu biomasy komérkowej. Szczegdlnie
obiecuj cewyniki uzyskano w przypadku kilku mutantéw opornych naobecno DPA
w podo u wzrostowym, u ktérych stwierdzono dwukrotnie wy sz akumulac
astaksantyny w komorkach, w poréwnaniu ze szczepami rodzicielskimi. Cecha ta
pozostawa atrwa arownie po wysianiu mutantéw napod o e pozbawione DPA [5].

Do pozyskiwania szczepéw zdolnych do syntezy astaksantyny wykorzystywane
s réwnie metody in ynierii genetycznej. Do tych celow wykorzystywane s przede
wszystkim niepatogenne szczepy E. coli [12, 29]. Tego typu zabiegi wymaga
uprzednigj izolacji genébw koduj cych enzymy bior ce udzia w szlaku przemian
karotenoidéw. Obecnie wyizolowano ponad 150 gendw koduj cych 24 r6 ne enzymy
szlaku przemian karotenoidow [30]. Jednak wykorzystanie rekombinantéw E. coli do
produkcji karotenoidéw jest ograniczone z uwagi na niski poziom w ich komérkach
izoprenoidowych prekursorow — IDP, DMADP, GGDP — niezb dnych do biosyntezy
karotenoidéw. Zatem poziom produkcji barwnikéw karotenoidowych, a przede
wszystkim astaksantyny przez rekombinanty E. coli pozostaje bardzo niski — 10-500
ng/g sm. w poréwnaniu z powszechnie znanymi producentami tych barwnikéw —
Haematococcus pluvialis i Phaffia rhodozyma. Badania nad otrzymywaniem
zmienionych genetycznie mikroorganizméw zdolnych do syntezy astaksantyny i
innych karotenoidéw maj raczej znaczenie poznawcze. Wprowadza] ¢ odpowiedni
kombinacj genéw do rekombinowanego mikroorganizmu mo na zmusi go do
syntezy karotenoidow o bardzo zré nicowanej budowie strukturalnej, ktére cz sto nie
wyst puj w rodowisku naturalnym i s trudne do otrzymania na drodze syntezy
chemiczng. Z uwagi naw a ciwo ci prozdrowotne karotenoidéw badaniate s bardzo
cenne [30, 34].

Podsumowanie

Dro d e Phaffia rhodozyma budz du e zainteresowanie naukowcdéw od
momentu ich izolagji, przede wszystkim ze wzgl du na sw unikaln zdolno do
syntezy astaksantyny. Od okoo dwudziestu lat zacz y by postrzegane jako
potencjalne przemys owe rod o tego barwnikai od tego czasu rozpocz to intensywne
badania naukowe nad popraw syntezy astaksantyny w ich komorkach. Badania s
wielokierunkowe i obgmuj wiele aspektow zwi zanych z poznaniem fizjologii
wzrostu tych dro d vy, optymalizacj rodowiskaich wzrostu, atak e z pozyskiwaniem
szczepow zdolnych do nadprodukcji astaksantyny na drodze mutagenizacji lub z
wykorzystaniem metod in ynierii genetycznej. Odr bny kierunek bada stanowi
opracowanie prostej i tanig metody izolacji karotenoidéw z komorek dro d owych
maj cych grube, wielowarstwowe ciany.

W chwili obecngl wykorzystanie dro d y Phaffia rhodozyma do przemys owej
produkcji astaksantyny ma znaczenie ograniczone, przede wszystkim z uwagi ha
koszty. Jednak niew tpliwym sukcesem jest opracowanie preparatu tzw. astaksantyny
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wzbogaconej, ktéry jest dost pny w sprzeda y i dopuszczony w ywieniu 0SoS
i pstr gow we wszystkich krajach Unii Europejskiej. Preparat ten, to skoncentrowana
biomasa nieaktywnych dro d y P. rhodozyma ATCC 74219, zawierg] caco hgimnigj 4
g astaksantyny w 1 kg suchej substancji.

Badania nad opracowaniem op acalngl technologii otrzymywania naturalne
astaksantyny z udziaem dro d y Phaffia rhodozyma s prowadzone przez wiele
laboratoriow naukowych i przemysowych i wskazuj , e jest to temat wci
atrakcyjny. Najnowsze odkrycia naukowe dotycz mi dzy innymi stymulagji
karotenogenezy w komorkach dro d owych przez inne mikroorganizmy, a tak e roli
0 wietleniaw tym procesie.
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PHAFFIA RHODOZYMA YEASTSASA POTENTIAL SOURCE OF A NATURAL
ASTAXANTHIN

Summary

Astaxanthin belongs to the carotenoid pigments group. Generally, it is used in aquaculture industry as
anecessary constituent of feeds for salmons, trouts and shrimps to attain their characteristic pink-red color
and consumer acceptance. Moreover astaxanthin is characterized by a high antioxidant activity, the
highest among known carotenoids and 100-500-times higer in compare to a-tocopherol. 95% astaxanthin
preparations presented on worldwide market contain synthetically derived pigment — less stable than
astaxanthin from natural sources. Limited scale of natural astaxanthin usage is associated with costs of its
microbiological synthesis mainly with Haematococcus pluvialis microalge.

A potential source of natural astaxanthin is Phaffia rhodozyma yeasts. As a possible industrial source
of this pigment, they have some advantageous properties. First of al astaxanthin is synthesized as a
principal carotenoid. Moreover cultivation of Phaffia rhodozyma yeasts is easier than microalge. The key
limitation of employing these yeasts to microbiological synthesis of astaxanthin on industrial scale is
alow yield of this pigment and costly extraction methods.

The area and research results performed on Phaffia rhodozyma yeasts are presented in the paper.
Moreover there are showed possibilities and some limitations in employing these yeasts to industrial
production of astaxanthin. It is pointed to the most important agents involved in carotenogenesis process
including astaxanthin synthese in Phaffia rhodozyma cells. The possibilities of astaxanthin overproducing
strains obtaining are presented too.

K ey words: Phaffia rhodozyma, astaxanthin, microbial production of carotenoids



