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DROZDZE PHAFFIA RHODOZYMA JAKO POTENCJALNE ZRODL.O
NATURALNEJ ASTAKSANTYNY

Streszczenie

Astaksantyna nalezy do grupy barwnikéw karotenoidowych. Znajduje ona powszechne zastosowanie
jako niezbedny sktadnik pasz w przemystowej hodowli tososi, pstragéw i krewetek, nadajac tkankom tych
zwierzat pozadane przez konsumenta, charakterystyczne rézowoczerwone zabarwienie. Ponadto,
astaksantyna charakteryzuje si¢ duza aktywno$cia przeciwutleniajaca, najwyzsza ws$réd znanych
karotenoidéow i 100-500-krotnie wyzsza w poréwnaniu z o-tokoferolem. Wérdd preparatow astaksantyny,
wystepujacych na $wiatowym rynku, 95% zawiera barwnik syntetyczny - mniej stabilny od astaksantyny
pozyskiwanej ze zrédet naturalnych. Ograniczony zakres stosowania astaksantyny naturalnej wynika z
kosztéw jej otrzymywania, gtéwnie na drodze syntezy mikrobiologicznej z udziatem alg Haematococcus
pluvialis.

Potencjalnym zZrédlem astaksantyny naturalnej sa drozdze Phaffia rhodozyma. Jako ewentualne
przemystowe zrédto tego barwnika wykazuja one wiele zalet. Przede wszystkim astaksantyna jest
gléwnym produkowanym przez te drozdze karotenoidem. Phaffia rhodozyma sa znacznie latwiejsze w
hodowli w poréwnaniu z algami. Jednak powaznym ograniczeniem w wykorzystaniu tych drozdzy do
syntezy astaksantyny na skal¢ przemystowa jest niska wydajnos¢ produkowanego przez nie barwnika, a
takze koszty zwigzane z jego izolacja z komorek.

W artykule przedstawiono zakres i rezultaty badan dotyczacych drozdzy Phaffia rhodozyma, a takze
mozliwosdci i ograniczenia w wykorzystaniu tych drozdzy do przemystowej produkcji astaksantyny.
Omoéwiono najwazniejsze czynniki wptywajace na proces karotenogenezy w komorkach, w tym synteze¢
astaksantyny. Przedstawiono réwniez mozliwosci pozyskiwania szczepéw Phaffia rhodozyma zdolnych
do nadprodukcji astaksantyny.

Stowa kluczowe: Phaffia rhodozyma, astaksantyna, mikrobiologiczna produkcja karotenoidéw

Wprowadzenie

Astaksantyna nalezy do grupy barwnikéw karotenoidowych. W duzych ilo$ciach
wystepuje w §rodowisku morskim, gdzie bytuja zdolne do jej syntezy algi, grzyby i
mate skorupiaki. Do produkcji astaksantyny zdolne sa réwniez niektére bakterie:
Agrobacterium auranticum, Mycobacterium lacticola, Brevibacterium spp. [6, 11, 25].
Organizmy te znajduja si¢ na poczatku tancucha pokarmowego i w efekcie barwnik ten

Dr inz. B. Stachowiak, prof. dr hab. Z. Czarnecki, Instytut Technologii Zywnosci Pochodzenia
Roslinnego, Wydz. Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Akademia Rolnicza im. Augusta Cieszkowskiego, 60-
624 Poznan, ul. Wojska Polskiego 31, bstach@owl.au.poznan.pl,



18 Barbara Stachowiak, Zbigniew Czarnecki

jest akumulowany w tkankach duzych zwierzat np. migsie réznych gatunkéw ryb
(fosos, pstrag, leszcz czerwony), drobiu, przepidrek, w pioérach flamingéw, w dziobie
inogach bocianéw, nadajac im rézowoczerwony kolor. W krewetkach i homarach
astaksantyna wystepuje w polaczeniach z biatkami, tworzac karotenoproteiny
odpowiedzialne za niebieskobrazowe wybarwienie tych zwierzat. Podczas obrébki
termicznej, np. podczas gotowania, nastgpuje denaturacja karotenoprotein,
astaksantyna jest uwalniana i pojawia si¢ jasnoczerwone zabarwienie [4, 9, 27, 35, 37].
Zadne zwierzeta wyzsze nie sa zdolne do syntezy astaksantyny de novo, stad
intensywno$¢ wybarwienia ich tkanek zalezy przede wszystkim od obecnosci zrédet
tego barwnika w diecie. Jest to szczegdlnie wazne podczas przemystowej hodowli
tososia, pstraga czy krewetek, gdyz barwa migsa jest waznym wyrdznikiem jakosci.
Wykazano réwniez, ze astaksantyna wplywa korzystnie na wybarwienie zo6ttka jaja
oraz skory i tkanki migsnej tuszek brojleréow [1].

Ze wzgledu na swoja budowe - 3,3’-dihydroksy-f,B-karoten-4,4’-dion —
astaksantyna postrzegana jest jako potencjalny przeciwutleniacz. Charakteryzuje ja 10-
krotnie wyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca w poréwnaniu z pozostalymi
karotenoidami: P-karotenem, zeaksantyna, luteina, kantaksantyng oraz 100-500 razy
wyzsza w poréwnaniu z o-tokoferolem [20, 21, 23]. Z uwagi na silne wtasciwosci
przeciwutleniajace astaksantyna zaliczana jest do grupy substancji bioaktywnych, tj.
nutraceutykow, chetnie przyjmowanych w pozywieniu w ramach normalnej diety.
Barwnik ten znajduje coraz wigksze zainteresowanie wsrod producentéw zywnosci,
jako sktadnik o cechach funkcjonalnych.

W najblizszym czasie nalezy spodziewal si¢ wzrostu popytu na astaksantyng
naturalng. Przyczyna tego jest panujacy trend zdrowego odzywiania, a wiec
spozywania produktow naturalnych i malo przetworzonych, wzbogaconych w
naturalne dodatki, wtym barwniki. Ponadto, uzycie chemicznie syntetyzowanych
zwiazkéw jako dodatkéw do zywnosci podlega w wielu krajach ograniczeniom [16,
36]. Zaleta astaksantyny naturalnej jest wyzsza stabilno$¢ i oporno$¢ na procesy
fotoutleniania. Jest to zwiazane z jej budowa chemiczng — astaksantyna naturalna ma
wszystkie wigzania podwdjne w konfiguracji trans, podczas gdy syntetyczna jest cis-
izomerem [4, 20, 37].

W chwili obecnej, czysta astaksantyna, a takze produkty zawierajace w swoim
sktadzie astaksantyng, dostgpne na rynku krajowym, pochodza z importu. Szacuje sig,
ze 95% preparatow tego barwnika otrzymywane jest na drodze syntezy chemiczne;j.
Astaksantyna naturalna pozyskiwana jest z mikroalg Haematococcus pluvialis oraz
drozdzy  Phaffia rhodozyma (syn. Xanthophyllomyces dendrorhous) [21].
Najpowazniejszym ograniczeniem powszechnego stosowania naturalnej astaksantyny
na skale przemystowa sa koszty jej pozyskiwania, istotnie wyzsze od kosztéw
otrzymywania astaksantyny syntetycznej [6, 16, 21]. Zatem wykorzystanie
drobnoustrojéw do produkcji naturalnej astaksantyny na skale przemystowa bedzie
mozliwe pod warunkiem uczynienia tego procesu optacalnym.
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Obecnie prowadzone sa intensywne badania naukowe nad poprawa syntezy
astaksantyny w komorkach mikroorganizméw, przy czym znaczaca czg$¢ tych badan
dotyczy drozdzy P. rhodozyma. Jako potencjalne przemystowe zrédio astaksantyny
drozdze te wykazuja szereg zalet. Przede wszystkim w$réd ogdlnej liczby
produkowanych przez nie karotenoidéw astaksantyna stanowi 83—87% [10], a wigc jest
gtéwnym barwnikiem gromadzonym w komdrce. Do syntezy astaksantyny i wzrostu
komoérek drozdzowych nie jest wymagane §wiatto. Drozdze te asymiluja glukozg i inne
weglowodany zaréwno w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych, co wyréznia je
sposréd innych drozdzy produkujacych karotenoidy, ktére sa bezwzglednymi
tlenowcami. Ponadto podczas hodowli prowadzonych w fermentorze mozna uzyskaé
wysoka wydajno$¢ biomasy komoérkowej, nawet ponad 50 g s.m./l hodowli. Zatem
drozdze te sa znacznie fatwiejsze i tansze w hodowli w poréwnaniu z Haematococcus
pluvialis. [2, 24]. Jednak ilo$¢ otrzymywanej astaksantyny ze szczepow dzikich
drozdzy — 0,2-0,4 g/kg s.m. jest znacznie nizsza niz w przypadku alg hodowanych
przemystowo, ktére akumuluja ponad 30 g astaksantyny w przeliczeniu na 1 kg suche;j
biomasy [16, 21, 34]. Szacuje si¢, ze pozyskanie szczepdéw drozdzy P. rhodozyma
zdolnych do syntezy astaksantyny na poziomie 5-10-krotnnie wyzszym niz w
przypadku szczepéw dzikich, mogloby znacznie obnizy¢ koszty wytwarzania
preparatéw naturalnej astaksantyny, a tym samym jej cen¢ rynkowa. Prace badawcze
nad intensyfikacja produkcji tego barwnika w komérkach drozdzy P. rhodozyma maja
charakter dwukierunkowy. Pierwszy zwiazany jest z optymalizacja warunkéw
hodowlanych m.in. doborem sktadu podtoza wzrostowego, temperatury, pH,
oswietlenia. Drugi kierunek obejmuje badania zwiazane z izolacja szczepéw P.
rhodozyma zdolnych do nadprodukcji astaksantyny. Szczepy takie pozyskiwane sa
najczesciej poprzez wywolanie mutacji punktowych u szczepéw dzikich, z
zastosowaniem typowych czynnikéw mutagennych lub na drodze inzynierii
genetycznej poprzez tworzenie rekombinantéw zdolnych do syntezy tego barwnika [4,
10].

Charakterystyka drozdzy Phaffia rhodozyma

Drozdze Phaffia rhodozyma (formalnie Xanthophyllomyces dendrorous) zostaty
wyizolowane po raz pierwszy okoto 1967 r. przez holenderskiego mikrobiologa Phaffa
i jego wspolpracownikéw. Izolacji dokonano z lepkich wydzielin drzew liSciastych
rosnacych w gérskich regionach Japonii i Alaski. Izolacj¢ barwnikéw z komérek oraz
ich analiz¢ jakosciowa przeprowadzit Andrews i to on po raz pierwszy stwierdzit, ze
astaksantyna jest gtéwnym karotenoidem syntetyzowanym przez Phaffia rhodozyma.
W latach 1970-1990 dokonano dalszych izolacji tych drozdzy, w Finlandii, Rosji
i innych regionach $wiata [19].

Systematyka drozdzy Phaffia rhodozyma nie jest do kofica wyjasniona. Pierwsze
izolaty przypisano do gatunku Phaffia rhodozyma 1 umieszczono w klasie
Basidiomycetes, uwzgledniajac ich morfologig, budowg Sciany komdrkowej, sposéb
paczkowania, pigmentacjg, wlasciwosci metaboliczne itp. [19]. Jednak przez bardzo
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dtugi czas nie udato si¢ zaobserwowac cyklu ptciowego u tych drozdzy. Cykl ten po
raz pierwszy zaobserwowano dopiero w 1995 r. i wowczas zakwalifikowano szczepy
telemorficzne do nowego gatunku — Xanthophyllomyces dendrorous [14]. W chwili
obecnej uwaza sig, ze wszystkie szczepy drozdzy Phaffia rhodozyma sa zdolne do
rozmnazania ptciowego i tworzenia form telemorficznych, a wigc prawidtowa nazwa
tego gatunku powinna brzmie¢ Xanthophyllomyces dendrorous. Jednak w niektérych
przypadkach obserwowane sa jedynie formy anamorficzne. Przypuszczalnie ta
réznorodno$¢ morfologiczna zwigzana jest z miejscem izolacji drozdzy, regionem
geograficznym, a takze z wieloma innymi czynnikami §rodowiskowymi. Golubev [14],
a takze Retamales i wsp. [28] podaja, ze tworzenie dtugich holobasidiow z
terminalnymi basidiosporami wymaga stworzenia specjalnych warunkéw wzrostu
drozdzom, a wymienione struktury obserwowano jedynie na podtozach zawierajacych
wielowodorotlenowe alkohole. Fakt ten, ale przede wszystkim wieloletnie
przyzwyczajenie sa przyczyna, ze w literaturze, réwniez naukowej, funkcjonuje
podwdjna nomenklatura tych drozdzy, przy czym czgSciej stosowana jest nazwa
gatunkowa Phaffia rhodozyma.

Powszechnym sposobem rozmnazania si¢ Phaffia rhodozyma jest paczkowanie.
Paczki moga tworzy¢ si¢ kilka razy w tym samym miejscu na powierzchni komorki.
W wyniku paczkowania tworza si¢ rowniez sferyczne chlamydospory, znacznie
wigksze 1 zawierajace wigeej tluszczu niz komorki wegetatywne. Wegetatywne
komoérki Phaffia rhodozyma maja ksztalt elipsoidalny i przyjmuja rozmiary 3,6-7,5 x
5,5-10,5 pm. W pozywkach ptynnych komoérki wystepuja pojedynczo, w parach,
niekiedy tacza si¢ w krétkie tancuszki lub tworza mate skupiska. Drozdze te nie tworza
grzybni wlasciwej, ale mozna zaobserwowac szczatkowa pseudogrzybnig. Na stalym
podiozu YM rosna w postaci nalotu o zabarwieniu od pomaranczowego do tososiowo-
rézowego, w zaleznosci od szczepu. Phaffia rhodozyma ma grube, wielowarstwowe
Sciany komoérkowe. Barwnik w pojedynczej komoérce drozdzowej jest niewidoczny
podczas obserwacji mikroskopowych. Moze to wskazywac, ze jest on rozproszony w
catej objetosci komorki lub tez, ze jest skoncentrowany w pewnych jej rejonach [10,
19, 28].

Wplyw czynnikéw srodowiskowych na wydajnos¢ astaksantyny w komérkach
drozdzy Phaffia rhodozyma

Na proces karotenogenezy w drozdzach Phaffia rhodozyma, a tym samym na
syntez¢ astaksantyny, ogromny wplyw maja czynniki fizyczne, przede wszystkim
temperatura hodowli i pH oraz sktad podloza hodowlanego. Wséréd sktadnikéw
podtoza wymienia si¢ najcze$ciej: rodzaj i stezenie zrédta wegla, azotu (organiczny,
nieorganiczny), réwniez stosunek C:N, dodatek fosforanéw oraz specyficznych
prekursoréw astaksantyny np. kwasu mewalonowego, cytrynianéw. Najnowsze
badania wskazuja takze na mozliwo$¢ stymulacji karotenogenezy w komérkach tych
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drozdzy poprzez dodatek do poditoza wzrostowego ptynéw pohodowlanych innych
mikroorganizméw lub ich ekstraktéw komérkowych.

Czynniki fizyczne

Wigkszos¢ danych literaturowych wskazuje, ze optymalna temp. wzrostu dzikich
szczepow Phaffia rhodozyma zawiera si¢ w zakresie 20-22°C. Drozdze te nie rosng w
temp. ponizej 18°C i powyzej 27°C. W przypadku mutantéw optimum temperaturowe
jest zmienne i specyficzne dla danego szczepu. Fang i Chen [8] otrzymali mutant,
ktory najwigcej astaksantyny produkowat w 15°C.

Dobry wzrost i wysoki poziom syntetyzowanej astaksantyny uzyskuje sig,
prowadzac hodowle zaréwno dzikich szczepéw Phaffia rhodozyma, jak i ich mutantéw
przy pH = 5,0. Jednak Vazquez i Martin [33], w badaniach nad Phaffia rhodozyma
ATCC 24202, najwyzsza wydajnos¢ biomasy drozdzowej, jak i najwyzsza wydajnos¢
astaksantyny z jednostki objgtosci hodowli obserwowali w §rodowisku o pH = 6,9.
Natomiast Ramirez i wsp. [27], hodujac mutant ww. szczepu zdolny do nadprodukcji
astaksantyny na podtozu Yucca, uzyskali wysoka pigmentacj¢ w zakresie pH 4,0-6,0.
Wykazali réwniez, ze czynniki wplywajace na syntez¢ astaksantyny nalezy
optymalizowa¢ tacznie. W swych badaniach uwzglednili zaréwno czynniki fizyczne,
jak 1 wybrane skfadniki pokarmowe. Stosujac model ptaszczyzny odpowiedzi
opracowali warunki hodowli, w ktérych badany szczep produkowat o 92% wicgcej
astaksantyny niz w hodowli kontrolne;j.

W literaturze niewiele jest informacji na temat roli o$wietlenia w produkcji
astaksantyny przez szczepy Phaffia rhodozyma, chociaz sam proces karotenogenezy w
komérkach ~ mikroorganizméw  najprawdopodobniej  podlega  fotoregulaciji.
Udowodniono, ze $wiatto 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
drozdzy Phaffia rhodozyma uwaza sig, ze brak $wiatta nie wptywa na ich wzrost i na
zdolno$¢ syntezy astaksantyny. Jednak nieliczne prace wskazuja, ze proces
karotenogenezy w ich komoérkach réwniez podlega fotoregulacji. Vazquez [32],
prowadzac badania nad sze$cioma szczepami Phaffia rhodozyma, w tym jednym
mutantem, wykazal, ze o$wietlenie nie tylko w wyrazny sposéb sprzyjato produkcji
karotenoidéw, ale réwniez miato wptyw na rodzaj syntetyzowanych przez te drozdze
barwnikow.

Sktad podtozia hodowlanego

Jednym z gtéwnych czynnikéw $rodowiskowych, majacych zasadniczy wplyw na
produkcje astaksantyny przez Phaffia rhodozyma jest sktad podloza wzrostowego.
Standardowe podtoze do hodowli tych drozdzy — podtoze YM - zawiera zrodlo wegla,
organiczne zroédto azotu — pepton oraz ekstrakt drozdzowy i ekstrakt stodowy.
Najczesciej stosowanym zrodtem wegla jest glukoza. Wydajno$¢ karotenoidow
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pozyskiwanych z drozdzy P. rhodozyma hodowanych na podlozach zawierajacych ten
cukier wynosi 0,3-1,6 g/kg s.m. drozdzy w zaleznoséci od szczepu (dziki, mutant),
metody hodowli (okresowa, zasilana) i pozostatych sktadnikéw podtoza.

Wigkszo$¢ szczepdw Phaffia rhodozyma jest zdolna réwniez do utylizacji D- i
L-ksylozy, D-maltozy, D-mannozy, sacharozy, L-arabinozy, D-celobiozy, D-rafinozy,
D-fruktozy, D-melecytozy, skrobi, cytydyny, kwasu 2-keto-D-glukonowego, kwasu
L-jablkowego, etanolu, kwasu szczawiowego, octowego, laktonu kwasu D-
glukonowego, arbutyny, salicyny, trehalozy i innych, czgsto nietypowych zwiazkéw
zawierajacych wegiel [24]. Dobér podtoza hodowlanego nie nastrgcza zatem trudnosci.
Drozdze te chetnie rosna na wielu odpadach przemystu rolno-spozywczego np. melasie
[17], hydrolizatach drzewnych [26], Srucie kukurydzianej [18], a takze wyciagach
roslinnych - soku winogronowym [33] i daktylowym [27]. Wymienione podtoza sa
tanie, zawieraja niezbedne substancje wzrostowe dla P. rhodozyma i bardzo czg¢sto
niezidentyfikowane stymulatory biosyntezy astaksantyny, bowiem wydajnos¢ tego
barwnika z hodowli drozdzowych na nich prowadzonych zwykle jest wyzsza niz z
hodowli na syntetycznym podtozu YM. Pewna wada tych podlozy jest jednak brak
mozliwosci precyzyjnego zdefiniowania ich sktadu oraz zmiennos$¢, a co za tym idzie
brak powtarzalno$ci przebiegu hodowli i ilo$ci otrzymywanych barwnikéw. W tym
przypadku ocena wptywu poszczegdlnych sktadnikéw odzywczych na wzrost i
pigmentacj¢ P. rhodozyma jest trudna, a sformulowane wnioski moga okazaé sig
btedne. Z tego wzgledu badania nad rola podstawowych skladnikéw podioza
hodowlanego na wzrost ipigmentacj¢ drozdzy P. rhodozyma prowadzone sa
najczesciej na podtozach syntetycznych, o Scisle okreslonym sktadzie.

Yamane i wsp. [35], badajac wplyw réznych zrédet wegla na produkcje
astaksantyny przez szczep P. rhodozyma 24202, stwierdzili najwyzsza akumulacj¢
barwnika w komoérkach drozdzy w hodowlach z dodatkiem etanolu. Produkcja ta byta
0 80% wyzsza niz uzyskana w hodowlach kontrolnych na podiozu z glukoza. Jednak
etanol silnie hamowat wzrost drozdzy, co w efekcie wptywato na niska wydajnosé
astaksantyny z jednostki objgtosci hodowli. W dalszych badaniach wykazano, ze
priorytetowe zrédlo wegla, w poréwnaniu z etanolem, stanowi glukoza. W celu
uzyskania wyzszych wydajnosci astaksantyny z jednostki objgtoSci hodowli
zaproponowano zatem przeprowadzenie jej w dwdéch etapach. W pierwszym, hodowle
zasilano glukoza i uzyskiwano wysoki plon biomasy komérkowej drozdzy — 30 g/L. W
drugim etapie, w celu intensyfikacji syntezy astaksantyny, jako zrédlo wegla
stosowano etanol. W efekcie uzyskano 2.4 razy wigcej astaksantyny w przeliczeniu na
1 litr hodowli w poréwnaniu z hodowla kontrolna, bez dodatku etanolu. Korzystny
wplyw etanolu na produkcje astaksantyny wykazali takze Gu i wsp. [15], prowadzac
hodowle drozdzy Phaffia rhodozyma na podtozu zawierajacym 0,2% alkoholu.

Dane literaturowe wskazuja réwniez na ksylozg jako potencjalne zrédto wegla dla
drozdzy P. rhodozyma. Na skalg przemystowa cukier ten mozna otrzymaé poprzez
hydrolize kwasowa materialéw roslinnych, takich jak drewno, lub odpadéw przemystu
rolnego. Paraj6 i wsp. [25], w badaniach nad optymalizacja syntezy astaksantyny przez
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szczep P. rhodozyma NRRL Y-17268, stosowali pozywke YM, w ktoérej glukoze
zastgpiono ksyloza. Dodatkowo do podioza wprowadzali nieorganiczne zrédlo azotu:
fosforan(V) amonu, siarczan(VI) amonu, azotan(V) amonu i azotan(V) potasu.
Najwyzsze wydajnos$ci astaksantyny uzyskali w hodowlach z dodatkiem azotanu(V)
potasu. Uzyskane wyniki byly 1,5 razy wyzsze niz w hodowlach kontrolnych bez
dodatku nieorganicznego zrédla azotu. Najstabszy wzrost drozdzy 1 najnizsze
wydajno$ci astaksantyny obserwowano w hodowlach z dodatkiem fosforanu(V)
amonu.

Flores-Cotera i wsp. [11] podjeli prébe wyjasnienia wptywu amoniaku,
fosforanéw i cytrynianéw na wzrost i produkcje astaksantyny przez P. rhodozyma.
Uzyskane przez nich wyniki wskazuja, ze niski poziom suplementacji podtoza
amoniakiem, jako zrédlem azotu w podtozu, a takze fosforanami wyraznie sprzyja
karotenogenezie, atakze akumulacji kwaséow ttuszczowych w komoérce. Towarzyszy
temu jednak obnizona synteza bialek. Autorzy sugeruja, ze wskutek obnizonej
zawartosci azotu w podtozu, stosunek C:N wzrasta, a nadmiar wegla, ATP i NADPH,
powstaly w wyniku ograniczonej syntezy biatek, jest wykorzystywany przez drozdze
do produkcji karotenoidéw i kwaséw ttuszczowych. Deficyt fosforanéw w podtozu
réwniez ograniczat syntezg bialek komoérkowych i w efekcie sprzyjat karotenogenezie i
produkcji kwaséw tluszczowych. Natomiast st¢zenie cytrynianéw w podtozu na
poziomie 28,9 mM iwyzszym sprzyjalo produkcji barwnikéw karotenoidowych,
jednak ilo$¢ syntetyzowanej astaksantyny obnizyta si¢. Cytryniany sa zwiazkami
wyjsciowymi w syntezie acetylo-CoA, ktéry z kolei jest prekursorem kwasow
tluszczowych, a takze barwnikéw karotenoidowych. Przypuszczalnie podczas
ograniczonej syntezy bialek komdrkowych, dostgpno$¢ tego zwiazku, a takze ATP
moze petni¢ kluczowa rolg w biosyntezie karotenoidéw i kwaséw ttuszczowych.

Interesujacych obserwacji dokonali Echavarri-Erasun i Johnson [7], prowadzac
rutynowe hodowle X. dendrorhous UCD 67-385 i jego mutantéw. Przypadkowe
skazenie jednej z ptytek grzybem Epicoccum nigrum spowodowato wyrazny wzrost
pigmentacji kolonii drozdzowych w sasiedztwie i to zaréwno w przypadku szczepu
dzikiego, jak i jego albino- i B-karotenowych mutantéw. W celu doktadniejszego
zbadania interakcji zachodzacych pomigdzy tymi dwoma mikroorganizmami autorzy
przygotowali skoncentrowane ptyny pohodowlane Epicoccum nigrum, ktére
wprowadzili do podioza wzrostowego drozdzy X. dendrorhous. W przypadku szczepu
dzikiego, jak i jego mutanta zdolnego do nadprodukcji astaksantyny, uzyskali oni
blisko 40% wzrost wydajnosci syntetyzowanego barwnika w hodowlach zawierajacych
20% dodatek plynu pohodowlanego grzyba. Réwniez w przypadku pozostatych
mutantéw — albino- i B-karotenowego, u ktérych stwierdzono brak zdolnosci syntezy
astaksantyny w standardowych warunkach, obserwowali oni niewielka produkcj¢ tego
barwnika na podiozach zawierajacych dodatek skoncentrowanego ptynu
pohodowlanego Epicoccum nigrum. Te zaskakujace obserwacje sklonity autoréw
badan do wysunigcia przypuszczen, ze mutacje szczepow X. dendrorhous dotycza
genéw regulatorowych, a nie, jak dotad sadzono, strukturalnych. Mechanizm
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stymulacji karotenogenezy u X. dendrorhous UCD 67-385 i jego mutantow przez
ptyny pohodowlane Epicoccum nigrum nie jest wyjasniony. Grzyb ten nalezy do
patogenéw roslinnych i jest zdolny do syntezy wielu metabolitéw wtérnych m.in.
izoprenoidéw, ktére sa prekursorami barwnikéw karotenoidowych. Produkuje on
réwniez flawonoidy i karotenoidy tworzace si¢ w pierwszych etapach biosyntezy
karotenoidéw. Zatem obecno$¢ tych zwiazkéw w sSrodowisku moze podnosic¢
wydajno$¢ syntezy astaksantyny w komoérkach drozdzy X. dendrorhous. Calo i wsp.
[3] wykazali, ze réwniez kwas mewalonowy, ktéry jest zwiazkiem wyjSciowym w
szlaku przemian karotenoidéw, zwigksza syntezg astaksantyny przez P. rhodozyma. Z
drugiej jednak strony zwigkszona wydajno$¢ barwnika moze by¢ odpowiedzia komorki
na obecnos$¢ zwiazkéw utleniajacych np. enzymoéw rozktadajacych $ciany komérkowe
roslin, wydzielanych przez Epicoccum nigrum. Proces ten prowadzi do tworzenia si¢
reaktywnych form tlenu, takich jak H,O, i '0,. Schroeder i Johnson [31] stwierdzili, ze
zwiazki te stymuluja produkcje astaksantyny przez P. rhodozyma.

Otrzymywanie szczepoéw drozdzy Phaffia rhodozyma zdolnych do nadprodukcji
astaksantyny

Szczepy zdolne do nadprodukcji astaksantyny pozyskiwane sa najczesciej
poprzez wywotanie mutacji punktowych szczepow dzikich z zastosowaniem typowych
czynnikow mutagennych lub metoda inzynierii genetycznej poprzez tworzenie
rekombinantéw zdolnych do syntezy tego barwnika [4, 10]. Mutacje prowadza do
otrzymania szczepdéw syntetyzujacych karotenoidy na bardzo zréznicowanym
poziomie i o bardzo zréznicowanym profilu. W ich efekcie otrzymywane sa rowniez
szczepy niezdolne do syntezy tych barwnikéw, u ktérych mutacje miaty miejsce we
wczesnych etapach karotenogenezy — juz na etapie syntezy fiteonu. Generalnie, proces
mutagenizacji generuje trzy typy mutantéw tj. (1) szczepy akumulujace w komoérkach
B-karoten — gdy mutacja nastapi na etapie utleniania 3-karotenu do astaksantyny, (2)
bezbarwne szczepy akumulujace fiteon, ktéry jest postrzegany jako macierzysty
zwiazek karotenoidéw — wtym przypadku mutacje dotycza genéw kodujacych
dehydrogenazg fiteonu. Otrzymywane sa réwniez szczepy (3), ktérych kolonie maja
gleboka tososiowa, a nawet bordowa barwe, a wigc szczepy zdolne do nadprodukcji
astaksantyny. Nie spotyka si¢ szczepéw akumulujacych likopen [13]. Udalo si¢
wyizolowa¢ kilka mutantow drozdzy Phaffia rhodozyma zdolnych do kilkukrotnie
wyzszej syntezy astaksantyny w poréwnaniu ze szczepami rodzicielskimi [ 2, 4, 10].
Jednak dopiero uzyskanie mutanta zdolnego do syntezy barwnika w ilosci 4 g/kg s.m.
czyni naturalne preparaty astaksantyny konkurencyjnymi cenowo w stosunku do
preparatéw syntetycznych. Czestym problemem pojawiajacym si¢ podczas hodowli
mutantéw zdolnych do syntezy astaksantyny na poziomie przekraczajacym 1,5 g/kg
s.m. jest bardzo niska wydajno$¢ biomasy komoérkowej, co przektada si¢ na niska
wydajno$¢ barwnika z jednostki objetosci hodowli. Rozwigzaniem tego problemu
wydaje si¢ by¢ izolacja mutantéw opornych na inhibitory dehydrogenazy fiteonu:
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alkohol cynamonowy, tymol, difenyloaming (DPA), awigc zwiazki blokujace
karotenogenezg, jednak nie hamujace wzrostu biomasy komdrkowej. Szczegdlnie
obiecujace wyniki uzyskano w przypadku kilku mutantéw opornych na obecnos¢ DPA
w podiozu wzrostowym, u ktérych stwierdzono dwukrotnie wyzsza akumulacje
astaksantyny w komoérkach, w poréwnaniu ze szczepami rodzicielskimi. Cecha ta
pozostawata trwata réwniez po wysianiu mutantéw na podtoze pozbawione DPA [5].

Do pozyskiwania szczepéw zdolnych do syntezy astaksantyny wykorzystywane
sa rowniez metody inzynierii genetycznej. Do tych celéw wykorzystywane sa przede
wszystkim niepatogenne szczepy E. coli [12, 29]. Tego typu zabiegi wymagaja
uprzedniej izolacji gendw kodujacych enzymy biorace udzial w szlaku przemian
karotenoidéw. Obecnie wyizolowano ponad 150 genéw kodujacych 24 rézne enzymy
szlaku przemian karotenoidéw [30]. Jednak wykorzystanie rekombinantéw E. coli do
produkcji karotenoidéw jest ograniczone z uwagi na niski poziom w ich komédrkach
izoprenoidowych prekursoréw — IDP, DMADP, GGDP — niezbednych do biosyntezy
karotenoidéw. Zatem poziom produkcji barwnikéw karotenoidowych, a przede
wszystkim astaksantyny przez rekombinanty E. coli pozostaje bardzo niski — 10-500
ng/g s.m. w poréwnaniu z powszechnie znanymi producentami tych barwnikéw —
Haematococcus pluvialis 1 Phaffia rhodozyma. Badania nad otrzymywaniem
zmienionych genetycznie mikroorganizméw zdolnych do syntezy astaksantyny i
innych karotenoidéw maja raczej znaczenie poznawcze. Wprowadzajac odpowiednia
kombinacje gendéw do rekombinowanego mikroorganizmu mozna zmusi¢ go do
syntezy karotenoidéw o bardzo zréznicowanej budowie strukturalnej, ktére czgsto nie
wystepuja w srodowisku naturalnym i sa trudne do otrzymania na drodze syntezy
chemicznej. Z uwagi na wtasciwos$ci prozdrowotne karotenoidéw badania te sa bardzo
cenne [30, 34].

Podsumowanie

Drozdze Phaffia rhodozyma budza duze zainteresowanie naukowcéw od
momentu ich izolacji, przede wszystkim ze wzgledu na swa unikalng zdolno$¢ do
syntezy astaksantyny. Od okolo dwudziestu lat zaczgly by¢ postrzegane jako
potencjalne przemystowe zrdédto tego barwnika i od tego czasu rozpoczeto intensywne
badania naukowe nad poprawa syntezy astaksantyny w ich komdérkach. Badania sa
wielokierunkowe 1iobejmuja wiele aspektéw zwiazanych z poznaniem fizjologii
wzrostu tych drozdzy, optymalizacja Srodowiska ich wzrostu, a takze z pozyskiwaniem
szczepéw zdolnych do nadprodukcji astaksantyny na drodze mutagenizacji lub z
wykorzystaniem metod inzynierii genetycznej. Odrgbny kierunek badan stanowi
opracowanie prostej i taniej metody izolacji karotenoidow z komérek drozdzowych
majacych grube, wielowarstwowe $ciany.

W chwili obecnej wykorzystanie drozdzy Phaffia rhodozyma do przemystowej
produkcji astaksantyny ma znaczenie ograniczone, przede wszystkim z uwagi na
koszty. Jednak niewatpliwym sukcesem jest opracowanie preparatu tzw. astaksantyny
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wzbogaconej, ktory jest dostgpny w sprzedazy i dopuszczony w zywieniu lososi
i pstragéw we wszystkich krajach Unii Europejskiej. Preparat ten, to skoncentrowana
biomasa nieaktywnych drozdzy P. rhodozyma ATCC 74219, zawierajaca co najmniej 4
g astaksantyny w 1 kg suchej substancji.

Badania nad opracowaniem oplacalnej technologii otrzymywania naturalnej
astaksantyny z udziatem drozdzy Phaffia rhodozyma sa prowadzone przez wiele
laboratori6w naukowych i przemystowych i wskazuja, ze jest to temat wciaz
atrakcyjny. Najnowsze odkrycia naukowe dotycza migdzy innymi stymulacji
karotenogenezy w komdrkach drozdzowych przez inne mikroorganizmy, a takze roli
oswietlenia w tym procesie.
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PHAFFIA RHODOZYMA YEASTS AS A POTENTIAL SOURCE OF A NATURAL
ASTAXANTHIN

Summary

Astaxanthin belongs to the carotenoid pigments group. Generally, it is used in aquaculture industry as
a necessary 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 all 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
a low 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.

Key words: Phaffia rhodozyma, astaxanthin, microbial production of carotenoids



