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BIOTECHNOLOGICZNE METODY PRODUKCJI WITAMIN
Z WYKORZYSTANIEM MIKROORGANIZMOW

Streszczenie

Witaminy znajduja szerokie zastosowanie w produkcji zywnosci (w tym suplementéw diety), produk-
tow farmaceutycznych, pasz oraz jako sktadniki kosmetykow. Na skalg przemystowa wigkszo$¢ witamin
produkuje si¢ metodami syntezy chemicznej lub za pomoca ekstrakcji z naturalnych substancji, ale
w wielu przypadkach sa to procesy wymagajace duzego naktadu energii i generujace wysokie koszty
sktadowania oraz utylizacji substancji odpadowych. Powyzsze argumenty stanowity impuls do poszuki-
wania mozliwosci zastgpowania tych syntez procesami biotechnologicznymi, poczynajac od wykorzysta-
nia mikroorganizméw w wybranych biotransformacjach (witamina C) az do calkowitej syntezy mikrobio-
logicznej z udzialem zrekombinowanych szczepow, jak w przypadku witaminy B,,. Mozliwa jest takze
produkcja surowcow roslinnych ze zwigkszona zawarto$cia witamin, poprzez projektowanie metaboliczne
szlakow ich biosyntezy czy tez wykorzystanie ich jako bioreaktorow, tzw. "fitofarming” (witaminy A oraz
E). W pracy zaprezentowano wybrane aspekty zwiazane z biotechnologiczna produkcja witamin i selekcja
organizméw transgenicznych do ich produkcji

Slowa kluczowe: witaminy, ro$liny transgeniczne, projektowanie metaboliczne, fitofarming

Wprowadzenie

Witaminy to grupa zwiazkow niezbednych w ilosciach sladowych do normalnego
wzrostu i rozwoju, ktéra nie jest produkowana przez ssaki i musi by¢ dostarczana do
organizmu z zewnatrz. Substancje te pelniag w organizmie rozliczne funkcje: (1) jako
koenzymy lub ich prekursory (niacyna, tiamina, ryboflawina), (2) biorace udziat w
procesach widzenia (witamina A), (3) jako sktadniki systemu obrony organizmu przed
negatywnym wplywem reaktywnych form tlenu (witamina A, C, E) czy tez czynniki
zaangazowane w proces regulacji genetycznej (kwas foliowy, witamina B,,). Zasadni-
czym kryterium klasyfikacji witamin jest rozpuszczalno$¢ tych zwiazkéw w wodzie
lub thuszczach. Oprocz funkcji prozdrowotnych, wynikajacych z ich aktywnos$ci meta-
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bolicznej, witaminy odgrywaja istotna rolg w produkcji zywnosci jako substancje prze-
ciwutleniajace, hamujace procesy oksydacyjne tluszczow, substancje barwiace oraz
smakowo-zapachowe, jak rowniez jako tzw. sktadniki o prozdrowotnym oddzialywa-
niu czgsto nazywane tez substancjami bioaktywnymi.

W ostatnich latach obserwuje si¢ rosnace zainteresowanie witaminami nie tylko
w kontek$cie wzbogacania zywnosci i pasz, ale takze jako sktadnikéw stosowanych
w przemysle farmaceutycznym i kosmetycznym [6, 35]. Ogromne zapotrzebowanie
rynku na witaminy zaspokaja gtownie ich produkcja metodami syntezy chemiczne;.
Jednak znaczne koszty produkcji, duze zuzycie agresywnych rozpuszczalnikow orga-
nicznych 1 powstawanie substancji odpadowych stanowia impuls do pozyskiwania
witamin z alternatywnych Zrédet. Osobne zagadnienie stanowi biodostgpno$¢ tych
zwiazkow, przyswajanych przez organizm w znacznie wigkszym stopniu z naturalnych
surowcow niz w formie preparatow farmaceutycznych. Podejmuje si¢ wigc dziatania
w kierunku wprowadzenia biotechnologicznych metod produkcji, ktore skutecznie
konkuruja z technikami tradycyjnymi badz stanowia jedyny, ekonomicznie uzasadnio-
ny wariant otrzymywania witamin, jak w przypadku cyjanokobalaminy (tab. 1). Ponad-
to zastosowanie mikroorganizmow tworzy mozliwosci wykorzystania alternatywnych
zrodet energii w pozyskiwaniu witamin, jak oleje roslinne czy cukry.

Metody produkcji witamin

W rozwoju technik produkcji witamin odnotowuje si¢ trzy kierunki. W procesach
syntezy przemystowej, stosowanej w ostatnich kilkudziesieciu latach, probuje si¢ zmi-
nimalizowa¢ koszty poprzez zastapienie wybranych etapéw mikrobiologicznymi fer-
mentacjami prowadzonymi przez transformowane szczepy (np. produkcja witaminy C
i B,) [13, 14, 38]. Druga tendencja to wykorzystanie inzynierii genetycznej w procesie
zwigkszania koncentracji witamin (np. kukurydza z witaming E) lub inicjowania ich
biosyntezy gldwnie w surowcach roslinnych (np. tzw. ztoty ryz z prowitamina A) [2].
Ostatni kierunek, bedacy kontynuacja poprzedniego, to zastosowanie roslin i mikroor-
ganizmoéw jako bioreaktorow do produkeji tych kluczowych dla organizmu zwiazkéw
tzw. fitofarming (karotenoidy, witamina C, E i cyjanokobalamina) [3, 4, 13, 36].

Witamina C

Jesliby przyja¢ definicje biotechnologii jako dziedziny umozliwiajacej otrzymy-
wanie produktéw za pomoca enzyméw komorek mikroorganizméw, to juz przy pro-
dukcji witaminy C, wytwarzanej zasadniczo metoda syntezy chemicznej, mozna mo-
wi¢ 0 przynajmniej czesciowej ingerencji biotechnologii na jednym z etapéw wytwa-
rzania.
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Witaminy produkowane metodami biotechnologicznymi.
Vitamins produced by biotechnological methods.

Tabela 1

( a-tocopherol

Witamina Enzym/mikroorganizm Metoda
Vitamin Enzyme/microorganism Method
Witaminy rozpuszczalne w ttuszczach / Fat-soluble vitamins
Witamina E Glon siodkow.o.d i Produkcja na bazie fermentacji
(a-tokoferol) Euglena gracilis 2 glukozy
Vitamin E Freshwater algae Fuglena

gracilis

Fermentative production from glucose

Witamina K,
Vitamin K,

Zmutowany szczep
Bacillus subtilis

Mutated strain of Bacillus
subtillis

Fermentacja z wykorzystaniem
ekstraktu z soi

Fermentation using soybean extract

Witaminy rozpuszczalne w wodzie

/ Water-soluble vitamins

Witamina C
(kwas
L-askorbinowy)
Vitamin C
(L-ascorbic acid)

Chlorella pyrenoidosa

Proces realizowany przez wyselekcjo-
nowane poprzez mutagenezg szczepy
Chlorella pyrenoidosa zostat opaten-
towany jako zrodto biomasy ze zwia-
zang witaming C w formie karmy dla
zwierzat

This process, carried out by Chlorella
pyrenoidosa strains selected through
mutagenesis, was patented as a source
of biomass with bound vitamin C in the
form of feed for animals

Gluconbacter oxydans

Wezesne proby wprowadzenia
biotransformacji na etapie utlenienia
D-sorbitolu do L-sorbozy w przemy-
stowym cyklu Reichsteina

Early attempts of introducing biotrans-
formation on the stage of oxidizing
D-sorbitol to L-sorbose during the
industrial Reichstein-synthesis

Reduktaza 2,5-diketo-D-
glukonianu z Corynebacte-
rium sp.

2,5 —diketo-D-gluconic
acid reductase
Corynebacterium sp.

Proces fermentacji na bazie kwasu
2-keto-L-gulonowego z nastgpujaca
chemiczna konwersja do kwasu
L-askorbinowego

Fermentative process on the basis of

2 -keto-L-gulconic acid with the subse-
quent chemical conversion to

L-ascorbic acid
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Biotyna
Biothin

Serratia marcescens

Fermentacyjna produkcja z glukozy
przez genetycznie modyfikowane
bakterie

Fermentative production from glucose
by genetically modified bacteria

System wieloenzymowy
(Bacillus sphaericus)
Multiple enzyme system
(Bacillus sphaericus)

Konwersja z kwasu diaminopimelino-
wego przy wykorzystaniu enzymatycz-
nego uktadu biosyntezy biotyny z mu-
tanta (Bacillus sphaericus)

Conversion from diaminopimelic acid
using enzyme biothin biosynthetic
system from mutant (Bacillus
sphaericus)

Witamina B,
(ryboflawina)
Vitamin B,
(riboflavin)

Eremothecium ashbyii,
Ashbya gossypii, Bacillus
subtillis, Candida flaveri

Produkcja z glukozy przez fermentacjg,
konstrukcja udoskonalonych przez
inzynieri¢ metaboliczna szczepow
Fermentative production from glucose,
construction of strains improved by
metabolic engineering

Witamina By, (cy-
janokobalamina)
Vitamin By,
(cyanocobalamin)

Propionibacterium
shermanii, Pseudomonas
denitrificans

Kombinacja przypadkowej mutagenezy
1 inZynierii genetycznej pozwolita na
zwigkszenie blisko 100-krotnie produk-
tywnosci szczepu Pseudomonas deni-
trificans

Combination of random mutagenesis
and genetic engineering allowed to
increase the productivity of Pseudo-
monas denitrificans strain by almost
100 times

Opracowanie wlasne na podstawie: [10, 13, 16, 20, 38].

The author’s own study based on: [10, 13, 16, 20, 38].

Zastosowanie pojedynczych i mieszanych kultur mikroorganizmow

Witamina C, czyli kwas L-askorbinowy (ang. L-ascorbic acid; L-AA), jest wyko-
rzystywana w przemysle farmaceutycznym (50 %), w produkcji Zywnosci i pasz
(25 %), a ostatnio rowniez w kosmetologii (10 %) [5]. Roczna sprzedaz witaminy C
osiagneta warto§¢ 800 min USD, a rosnace zapotrzebowanie pokrywane jest gtdwnie

dzigki przemystowej produkcji metoda chemiczno-mikrobiologiczng w 7-etapowym
procesie Reichsteina. Poczatkowy etap utlenienia D-sorbitolu do L-sorbozy jest wspo-
magany przez biologiczng $ciezke katalizowana przez szczep Gluconobacter oxydans.
Pomimo 60 lat do§wiadczen proces wymaga uzycia agresywnych rozpuszczalnikow
organicznych i nieorganicznych, wysokiego cisnienia i temperatury, co przy zaostrzo-
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nych przepisach bezpieczenstwa znaczaco podwyzsza koszty produkeji (rys. 1). Opty-
malizacja syntezy Reichsteina zmierza w kierunku wykorzystania mieszanych kultur
mikroorganizméw i genetycznej modyfikacji szczepow, co w optymistycznym warian-
cie mogloby prowadzi¢ nawet do jednoetapowej biotransformacji. Idea syntezy wita-
miny C konkurencyjnej wobec klasycznego procesu Reichsteina, z zastosowaniem
mieszanych kultur mikroorganizméw, powstata w 1969 r. i jest sukcesywnie doskona-
lona gtownie przez chinskich badaczy. Selekcja zmutagenizowanych promieniowa-
niem UV szczepow G. oxydans oraz Bacillus megaterium pozwolita na uzyskanie
konwersji 92 % L-sorbozy w 180-litrowym fermentorze. G. oxydans zawiera kluczowy
uktad enzymatyczny pozwalajacy na produkcje kwasu 2-keto-L-gulonowego (ang.
2-keto-L-gulonic acid; 2-KLGA), natomiast obecnos$¢ B. megaterium zapewnia zwigk-
szona akumulacj¢ finalnego produktu. W kolejnej fazie zastosowano selekcjg szcze-
poéw  Gluconobacter melanogenus, ktora pozwolita na produkcje 2-KLGA
z D-sorbitolu i L-sorbozy z odpowiednio 50 i 60 % wydajno$cia. Pomimo przekonania,
ze zdolno$¢ produkcji 2-keto-L-gulonianu jest zarezerwowana wyltacznie dla rodzaju
Gluconobacter, Acetobacter i Pseudomonas wyizolowano szczep Ketogulonicigenium
vulgaris DSM 4025 osiagajacy wydajnos¢ 1,37 g/l L-AA z 5 g/l L-sorbosomu [34].

Genetyczna modyfikacja szczepow

Pierwsze proby wykorzystania szczepu Erwinia herbicola transformowanego ge-
nem reduktazy 2,5-diketo-D-glukonianu z Corynebacterium sp. pozwolity na uzyska-
nie 120 g/l 2-KLGA w czasie ponizej 120 h [38]. Wysoka wydajnos$¢ osiagnigto row-
niez dzigki rekombinantowemu szczepowi G. oxydans G624 z wbudowanym genem
kodujacym dehydrogenaz¢ L-sorbosomu lub L-sorbozy z G. oxydans T-100 [28]. Jed-
nak wymienione wyzej proby nie pozwalaty na bezposrednia produkcje¢ kwasu askor-
binowego z D-glukozy czy L-sorbitolu, a jedynie akumulacj¢ produktu posredniego:
2-KLGA. Uzupetnienie brakujacego ogniwa, to efekt zastosowania hydrolizy realizo-
wanej przez laktonazy z Zymomonas mobilis czy E. coli, ktéra pozwolita na taka kon-
wersje, jednak wciaz przy malo akceptowanym poziomie wydajnosci. Raporty sygnali-
zuja identyfikacje szczepdw drozdzy Candida blanki 1 Cryptococcus dimmennae, ktore
przeksztatcaja 2-KLGA do L-AA [13]. Uzyskana wydajnos¢ na poziomie 25 ug/ml
L-AA w medium, z poczatkowych 5 mg/ml keto-L-gulonianu, po blisko 48 h fermen-
tacji nadal nie jest odpowiednia. Oba szczepy wykorzystuja kwas L-askorbinowy jako
zrodlo wegla, stad ukierunkowana mutageneza moze si¢ przyczynia¢ do zwigkszenia
efektywnosci tego procesu.
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Rys. 1.

Fig. 1.

Przemystowa produkcja witaminy C poprzez syntezg Reichsteina z udzialem jednoetapowej
fermentacji realizowanej przez rekombinantowy szczep Gluconobacter oxydans.

Industrial production of vitamin C by Reichstein-synthesis with one-step fermentation carried
out by a recombinant Gluconobacter oxydans strain.

Opracowanie wtasne na podstawie: [10, 13, 14, 30].

The author’s own study based on: [10, 13, 14, 30].
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Drozdze i mikroglony — alternatywne zrodia

Komorki drozdzy maja zdolnos$¢ syntezy pigcioweglowego analogu witaminy C —
kwasu D-erytroaskorbinowego (ang. D-erythroascorbic acid; D-EAA). Zwiazek ten ma
podobne spektrum wilasciwosci antyoksydacyjnych, jednak nie jest czynnikiem anty-
szkorbutowym, co znaczaco ogranicza jego komercyjne zastosowanie. Interesujace jest
podobienstwo dwoch etapow biosyntezy D-EAA przez drozdze do analogicznej se-
kwencji reakcji prowadzacej do powstania L-AA w roslinach. Okazuje si¢ ze zaanga-
zowana w proces biosyntezy oksydaza D-arabinono-1,4-laktonu, izolowana z Candida
albicans 1 Saccharomyces cerevisiae, akceptuje in vitro, opréocz naturalnego
(D-arabinozy), rowniez takie substraty, jak L-galakto-1,4-lakton oraz L-gulono-1,4-
lakton, pozwalajac na produkcj¢ L-AA w komorkach [13]. Szeroka specyficzno$¢ sub-
stratowa dehydrogenazy D-arabinozy, katalizujacej kolejny etap biosyntezy D-EAA,
zapewnita akumulacj¢ kwasu L-askorbinowego po inkubacji z L-galaktoza [14].

Ta elastyczno$¢ $ciezki biosyntezy D-EAA zostata wykorzystana w jednoetapo-
wym procesie fermentacji realizowanym przez udoskonalone szczepy S. cerevisiae
oraz Zygosacharomyces bailii [30]. Glownym problemem w produkcji L-AA przez
drozdze pozostaje wysoki koszt L-galaktozy, ktora na dalszym etapie powinna by¢
pozyskiwana przez zrekombinowane szczepy bakteryjne wykorzystujace w produkcji
tego cukru znacznie tansze substraty wyjsciowe. W 1996 r. opatentowano proces pro-
dukcji biomasy wzbogaconej w witaming C dla przemystu paszowego i suplementacji
diety. Jednoetapowy proces fermentacji realizowany jest poprzez heterotroficzne mi-
kroalgi Chlorella pyrenoidosa, deponujace witaming C wewnatrz komorki. Optymali-
zacja warunkéw hodowli i mutageneza szczepdw pozwolita na 70-krotny wzrost wy-
dajnosci produkcji w stosunku do macierzystego szczepu (2g L-AA /1) [10].

Witamina B,

Ryboflawina, czyli witamina B,_jest prekursorem koenzymow flawinowych FAD
oraz FMN, uczestniczacych w reakcjach oksydoredukcyjnych organizmu. W zywnosci
stosowana jest gléwnie jako zotty barwnik, pozyskiwana w znakomitej wigkszos$ci
poprzez synteze chemiczna. W ostatnich latach dominujacy producenci, koncerny
BASF, Roche czy ADM/Aventis, intensywnie rozwijaja sektor biotechnologicznej
produkcji ryboflawiny polegajacej na wykorzystaniu genetycznie zmodyfikowanych
komorek bakterii 1 grzybow. Zastosowanie wysoko wydajnych szczepow mikroorgani-
zmow z gatunku Bacillus subtillis, Ashbya gossypi, Eremothecium ashbyii czy Candi-
da famata pozwala na przeprowadzenie jednoetapowej fermentacji, znacznie redukujac
koszty produkcji i potencjalnego recyklingu substancji odpadowych [17, 19, 23].
W mikrobiologicznej syntezie wykorzystywane sa wyselekcjonowane szczepy, ktorych
hodowla zoptymalizowana jest pod wzgledem doboru sktadnikow pozywki: zrodia
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wegla, mikroelementéw oraz pH. Szczepy 4. gossypi oraz C. famata charakteryzuje
nadprodukcja ryboflawiny stymulowana wzbogacaniem pozywki w prekursory wita-
miny B,. Wzrost wydajnosci zanotowano przy suplementacji medium hodowlanego
GTP, hipoksantyna [31] czy glicyna [15], ktéra odgrywa rownoczesnie rol¢ czynnika
limitujacego i induktora syntezy ryboflawiny.

Selekcja mutantow i projektowanie metabolizmu

Selekcja mutantéw prowadzona jest w kierunku obnizonej wrazliwosci na zwigk-
szone stgzenie zelaza, ktore negatywnie wpltywa na biosyntezg ryboflawiny przez C.
famata [15]. Zwigkszona produkcje witaminy B, obserwowano rowniez u mutantow
opornych na analog puryny — tubercedyng (85 - 200 ug/ml), a w przypadku B. subtillis:
8-azoguaning, sulfotlenek metioniny czy rozeoflawing — antymetabolit ryboflawiny
[23]. Nadprodukcja jest efektem deregulacji szlakow metabolicznych, co przyczynia
si¢ do intensywnego przeksztalcenia monofosforanu inozyny oraz monofosforanu
ksantozyny do prekursora ryboflawiny: GMP.

Kolejna strategia zwigkszania produktywnos$ci ryboflawiny — projektowanie me-
tabolizmu — polega na nadekspresji lub wylaczaniu (nokaucie) gendéw kodujacych en-
zymy kluczowych §ciezek biosyntetycznych lub katalizujacych niepozadane reakcje
boczne. Najbardziej zaawansowane w tym zakresie sa proby ze szczepami B. subtilis
oraz A. gossypi [11, 18, 33]. Przyktad stanowi nadekspresja genu 4gGLY !, kodujacego
aldolaze treoniny [21]. Treonina nalezy do grona potencjalnych prekursoréw GTP,
a z kolei ten zwiazek stanowi substrat wyjSciowy do procesu biosyntezy ryboflawiny.
Kontrola genu przez promotor i terminator AgTEF zaowocowata 10-krotnym wzrostem
specyficznej aktywnosci aldolazy treoniny, co posrednio wptyneto na zwigkszenie
produkcji ryboflawiny za sprawa efektywnego pobierania tego aminokwasu. Ostatni
przyktad stanowi ,,wylaczenie” genu AgVMAI, kodujacego podjednostke wakuolarnej
ATPazy [11]. Dzigki tej operacji syntetyzowana przez A. gossypi ryboflawina nie jest
deponowana w komorkowej wakuoli, a transportowana do Srodowiska zewnatrzko-
morkowego.

Witamina B[z

Termin witamina B, jest stosowany wobec zwiazkdéw czteropirolowych z cen-
tralnie zlokalizowanym jonem kobaltu: cyjanokobalaminy, adenozynokobalaminy oraz
hydroksylokobalaminy. Dla cztowieka witamina B, jest niezbgdna w §ladowych ilo-
Sciach (1-3 pg/dzien) jako koenzym syntazy metioniny (EC 2.1.1.13) oraz mutazy
metylomalonylo-CoA (EC 5.4.99.2). Proces biosyntezy jest prowadzony przez nielicz-
ne bakterie i glony. Blisko 10 lat badan z udzialem ponad 100 naukowcow pozwolito
na opracowanie technologii chemicznej syntezy witaminy Bi,. Jednak techniczne trud-
nosci zwiazane z przeprowadzeniem 70-etapowego procesu i aspekty ekonomiczne
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wykluczaja zastosowanie metody na skalg przemystowa. Obecnie kobalamina produ-
kowana jest wylacznie metodq fermentacji przez wyselekcjonowane szczepy m.in.
z rodzaju: Aerobacter, Azotobacter, Bacillus, Clostridum, Corynebacterium, Flavobac-
terium, Nocardia, Propionibacterium, Pseudomonas czy Rhizobium [20, 24, 32].
Gltowna strategia w udoskonalaniu produkcji jest nieukierunkowana mutageneza,
a nastgpnie skrining szczepow mikroorganizmow pod wzgledem produktywnosci, ge-
netycznej stabilno$ci oraz odpornosci na podwyzszone st¢zenie szkodliwych ubocz-
nych produktéw metabolizmu obecnych w $rodowisku hodowlanym. W produkcji
przemystowej wykorzystuje sig¢ przede wszystkim dwa gatunki: Propionibacterium
shermanii oraz Pseudomonas denitrificans. P. shermanii zdominowal rynek produkcji
witaminy B,,, a nie uznany za ogo6lnie bezpieczny szczep GRAS (ang. Generally Re-
cognized as Safe). Bioprocesy realizowane z udzialem mikroaerofilnego P. shermanii
przebiegaja w ramach dwuetapowej fermentacji. W trakcie pierwszych 3 dni hodowli
w $Srodowisku beztlenowym bakterie syntetyzuja prekursor kobinoamid, po czym na-
stepuje delikatne napowietrzanie kultury w ciagu kolejnych 1 - 3 dni celem realizacji
finalnego etapu produkcji dimetylobenzimidazolu (DMBI) i potaczenia obu czaste-
czek, aby utworzy¢ cyjanokobalaming [20]. W przeciwienstwie do Propionibacterium
produkcja witaminy By, przez P. denitrificans stanowi proces tlenowy, ktorego wydaj-
nos$¢ w ramach 2- 3-dniowego cyklu hodowlanego prowadzonego w temp. 30 °C i pH
6 - 7 jest wyraznie skorelowana z faza wzrostu drobnoustrojéw. Niezaleznie od zasto-
sowanego szczepu produktywnos$¢ wzrasta dzigki wprowadzeniu do pozywki prekurso-
row oraz kluczowych substancji w procesie biosyntezy: glicyny, treoniny, kwasu
d~aminolewulinowego, jonéw kobaltu czy DMBI.

Inzynieria genetyczna

Francuski koncern Rhone-Poulenc Rhorer (RPR), wykorzystujac metody inzynie-
rii genetycznej wspomaganej przypadkowa mutageneza, zwigkszyt blisko 100-krotnie
produktywno$¢ szczepu P. denitrificans [3]. Szczegotowo opisany w europejskim pa-
tencie 0516647B1 projekt polega m.in. na amplifikacji 8 genow P. denitrificans
w operonie cobF-cobM. Zastosowanie wielokopijnych plazmidéow pozwolito na 30 %
wzrost produkcji kobalaminy, a kolejne 20 % uzyskano dzigki zwigkszeniu liczby ko-
pii biosyntetycznych gendéw cobA oraz cobE [3, 4]. W celu wyeliminowania hamowa-
nia substratem metylotransferazy zaangazowanej w poczatkowe etapy biosyntezy,
kodowanej przez gen cobA, naukowcy z RPR zasugerowali heterologiczna ekspresje
genu cord z Methanobacterium ivanovii [3]. Istotny wzrost komorkowej syntezy
DMBI — jednego z ligandéw centralnego jonu kobaltu, czgsto uzupelianego w pozyw-
ce — uzyskano dzigki trans-ekspresji genu bluB z Rhodobacter capsulatus [4].
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Synteza witamin w transgenicznych roslinach

Witamina A oraz karotenoidy

Karotenoidy to grupa ponad 600 strukturalnie spokrewnionych zwigzkoéw obec-
nych glownie w roslinach, glonach, bakteriach i grzybach. Barwa karotenoidow, klu-
czowa rola w procesach widzenia oraz ich wlasciwosci przeciwutleniajace to glowne
czynniki wptywajace na coraz szersze ich zastosowanie w produkcji zywnosci i pro-
duktow farmaceutycznych (produkcja szacowana w 2010 roku na 1 mld USD) [8].
Rosnace zapotrzebowanie na karotenoidy moze by¢ zaspokojone poprzez syntezg
oczyszczonej formy witaminy A w przypadku aplikacji farmaceutycznych, ale obiecu-
jaca perspektywa jest zwigkszenie koncentracji prowitaminy A w roslinach, stanowia-
cych podstawowe zrodto karotenoidow w diecie (np. owoce pomidora) czy wrecz ini-
cjowanie biosyntezy tego zwiazku (endosperma ryzu) [29]. Jednoczesnie postgpy
w biotechnologii glondéw stwarzaja mozliwosci wykorzystania tych mikroorganizmow
jako bioreaktorow do produkcji karotenoidow [8, 25].

Dobry przyktad stanowi projekt zainicjowany w 1990 r. przez Potrykusa z Zury-
chu oraz Beyera z Freiburga, polegajacy na wprowadzeniu do endospermy ryzu (Oryza
sativa) gendw odpowiedzialnych za biosyntezg prowitaminy A z bakterii Erwinia ure-
dovora oraz zonkila (Narcissus pseudonarcissus) (rys. 2) [2]. Modyfikacja polegata na
heterologicznej ekspresji w tej tkance aktywnosci syntazy fitoenu, desaturazy fitoenu,
desaturazy {-karotenu oraz cyklazy f-karotenu. Transgeniczny ryz o charakterystycz-
nej zoltej barwie nasion zawieral od 1,6 - 2,0 pg p-karotenu na gram trawy,
a w projekcie ,,Ztoty Ryz 2” uzyskano nawet 23-krotny wzrost puli karotenoidow
(37 ng/g) [22].

Druga strategia wzmacniania produkcji witaminy A polega na modyfikacji szlaku
karotenogenezy, w celu uzyskania optymalnej puli f-karotenu, wykazujacego 100 %
aktywnosci witaminy A. W trakcie deponowania likopenu w dojrzewajacym pomido-
rze (Lycopersicon esculentum) gldwnym czynnikiem kontrolujacym proces jest aktyw-
no$¢ syntazy fitoenu i ten enzym jest jednym z kluczowych obiektéw modyfikacji ge-
netycznej w owocach pomidora. Ekspresja desaturazy fitoenu z E. uredovora pod kon-
trola promotora 35S z wirusa mozaiki tytoniu CaMV (ang. cauliflower mosaic virus)
wplyneta na obnizenie catkowitej puli karotenoidow o 50 %, jednak poziom f-karotenu
wzrdst niemal 3-krotnie z 270 do 520 pg/g [27]. Natomiast w rzepaku (Brassica napus)
ekspresja syntazy fitoenu z E. uredovora pod kontrola macierzystego prekursora skut-
kowata 50-krotnym wzrostem catkowitej puli karotenoidow w homozygotycznych
nasionach [31]. Wbrew oczekiwaniom badaczy, ktorzy zaktadali zwigkszenie zawarto-
Sci luteiny, najwyzszy poziom osiagnat f-karoten (400 ug/g $wiezej masy) oraz
a-karoten (700 pg/g Swiezej masy). Inzynieria genetyczna szlaku karotenoidow stwa-
rza potencjalne zagrozenia zwiazane z deregulacja $ciezek metabolicznych odpowie-
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dzialnych m.in. za syntezg fitohormonéw. Rezultatem ekspresji genu syntazy fitoenu
w transgenicznym pomidorze bylo obnizenie puli kwasu giberelinowego, ktory ma
wspolny prekursor (pirofosforan geranogeranylu) z prowitaminag A, wskutek czego
wyhodowane rosliny cechowata kartowatos¢ [12].

Difosforan geranogeranylu
Geranylgeranyl diphosphate

’ Syntaza fitoenu (zonkil)
Fitoen Phytoene synthase (daffodil)
Phytoene

Desaturaza fitoenu (Erwinia uredovora)
Phytoene desaturase (Erwinia uredovora) Fitofluen

Phytofluene
Likopen
Lycopene

Cyklaza likopenu (zonkil)
Lycopene cyclase (daffodil)

[-karoten
[-carotene

Rys. 2. Inzynieria genetyczna szlaku biosyntezy f-karotenu w endospermie ,,Ztotego ryzu”.
Fig. 2. Genetic engineering of pathway of f-carotene biosynthesis in ‘Golden rice” endosperm.
Opracowanie wlasne na podstawie: [2, 22, 29].
The author’s own study based on: [2, 22, 29].

Witamina E

Naturalna witamina E obejmuje grupg 8 hydrofobowych pochodnych — tokoferoli
— zbudowanych z podjednostki izoprenoidowej oraz pierScienia aromatycznego.
Oprocz zasadniczej roli fizjologicznej, wynikajacej m.in. z wlasciwosci przeciwutle-
niajacych, witamina E jest stosowana w zywno$ci jako substancja przeciwutleniajaca
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np. w produktach migsnych, a takze na coraz szersza skalg w produktach farmaceu-
tycznych i kosmetycznych. Zapotrzebowanie §wiatowego rynku szacowane na ponad 1
mln USD jest pokrywane glownie poprzez produkcje syntetycznej witaminy E (85 - 88
%) 1 w nieznacznym stopniu (12 - 15 %) dzigki jej ekstrakcji z naturalnych zrodet [16].
Sciezke biosyntezy tokoferoli zidentyfikowano w badaniach na roslinach (rzodkiewnik
Arabidopsis thaliana, soja, tyton) oraz fostosyntetycznych bakteriach z rodzaju Syne-
chocystis [9]. Zastosowanie inzynierii genetycznej w intensyfikacji produkcji witaminy
E z naturalnych zrédet sprowadza si¢ do dwoch strategii: (1) przeksztalcenia toko-
chromanoli w pochodna o najwyzszej aktywno$ci witaminy E lub (2) zwigkszenia
w probach catkowitej puli tokoferoli [1, 26, 36]. Pierwsza metoda dotyczy gltownie
nasion, bowiem wigkszo$¢ aktywnych fotosyntetycznie komorek roslinnych i bakteryj-
nych produkuje a-tokoferol. Transgeniczna ekspresja j-metylotransferazy odpowie-
dzialnej za koncowe przeksztalcenie y~tokoferolu do a-tokoferolu w nasionach Arabi-
dopsis oraz rzepaku pozwolita na zwigkszenie puli tego ostatniego zwiazku o 95 —
100 % [37]. Nasiona soi charakteryzuje zlozone spektrum tokoferoli, obejmujace:
a-tokoferol (10 - 20 %), f-tokoferol (2 - 5 %), y~tokoferol (60 - 70 %) oraz S-tokoferol
(20 - 30 %). Ekspresja genu wspominanej metylotransferazy z Arabidopsis pozwolita
na catkowita konwersje y-tokoferolu do a-tokoferolu oraz réwnoczesne przeksztatce-
nie d-tokoferolu do B-tokoferolu [37].

Alternatywna strategia produkcji witaminy E, polegajaca na zwigkszaniu akumu-
lacji wszystkich tokoferoli, realizowana jest przy wykorzystaniu bakterii fotosynte-
tycznych z rodzaju Synechocystis oraz rzodkiewnika, tytoniu, rzepaku, kukurydzy czy
nasion soi. Rezultaty tych badan wskazuja na kluczowa role fitylotransferazy kwasu
homogentyzynowego, enzymu odpowiedzialnego za poczatkowe etapy biosyntezy,
potaczenie podjednostki izoprenoidowej oraz pier§cienia aromatycznego. Ekspresja
transgenicznej fitylotransferazy z Arabidopsis thaliana pozwolita na 1,8-1,4-krotne
zwigkszenie zawartosci tokoferoli w nasionach soi, a w przypadku lisci rzodkiewnika
dodatkowa stymulacja czynnikami S$rodowiskowymi (promieniowanie stoneczne,
sktadniki odzywcze) zapewnita 18-krotny wzrost poziomu witaminy E [7, 36].

Podsumowanie

Rosnace zapotrzebowanie na witaminy jeszcze do niedawna bylo zaspokajane
glownie przez przemystowa, chemiczna syntezg tych substancji. Jednak wysokie kosz-
ty energii, znaczne zuzycie agresywnych rozpuszczalnikow i problemy z utylizacja
substancji odpadowych stanowity impuls do opracowania biotechnologicznych metod
produkcji. Ekspansja biotechnologii polega na zast¢gpowaniu kolejnych etapdéw che-
micznych poprzez mikrobiologiczne biotransformacje (witamina C), czy tez na kom-
pleksowej biosyntezie witamin przez wyselekcjonowane, zmutagenizowane lub gene-
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tycznie zmodyfikowane szczepy drobnoustrojéow (witamina B),). Obiecujaca perspek-
tywe stanowi projektowanie metaboliczne, polegajace na sterowaniu kluczowymi
Sciezkami biosyntetycznymi prekursoréw witamin w transgenicznych mikroorgani-
zmach (witamina B;).
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BIOTECHNOLOGICAL METHODS OF PRODUCING VITAMINS USING
MICROORGANISMS

Summary

Vitamins are widely applied to produce food (including dietary supplements), pharmaceuticals, feed-
stuffs, and, also, as components of cosmetics. On the industrial scale, the majority of vitamins are pro-
duced using methods of chemical synthesis or through the extraction of natural substances, but, in many
cases, those processes consume high amounts of energy and generate high waste disposal and waste utili-
zation costs. Those arguments were the spur for searching for options to replace syntheses with biotechno-
logical processes beginning from the use of micro-organisms in the selected bio-transformations (vitamin
C) to the complete microbiological synthesis with engineered strains, for example in the case of vitamin
B12. An alternative is the production of raw materials of plants with an increased content of vitamins by
the metabolic design of pathways of their biosynthesis, or using them as bio-reactors, the so called ‘phy-
topharming’ (vitamins A and E). This paper presents some selected aspects relating to the biotechnologi-
cal production of vitamins and to the selection of transgenic organisms for their production.

Key words: vitamins, transgenic plants, metabolic design, phytopharming
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