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Sposob wytwarzania ryboflawiny

Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania ryboflawiny.

Ryboflawina, czyli 7,8-dimetylo-10-(1-D-rybitylo)izoalloksazyna, nazywana
witaming B2, jest prekursorem koenzyméw flawinowych  FAD oraz FMN,
uczestniczgcych w reakcjach oksydoredukcyjnych organizmu, w tym za tlenowe
oddychanie w komoérkach. Ryboflawina z reguly nie ma bezposrednich funkcii
metabolicznych w zywej komérce, a stuzy jedynie jako prekursor do syntezy FMN oraz
FAD (Abbas, Sibirny, 2011).

Ryboflawina jest szeroko rozpowszechniona we wszystkich komorkach i
dlatego, znalazta szerokie zastosowanie jako dodatek do pasz (pokarmu zwierzat
hodowlanych) oraz zywnosci. Jej gtdwnymi zrédtami sg mleko oraz przetwory
mleczne, mieso, jaja lub suche nasiona rodlin strgczkowych np. fasola. Dobrym
zrodtem sg roéwniez zboza, tluste ryby oraz niektére owoce | warzywa, zwtaszcza
ciemnozielone warzywa zawierajg doS¢ wysokie stezenia ryboflawiny.

Ryboflawina ma takze swoj udziat w przemianie biatka, weglowodandw i
ttuszczu oraz w oddychaniu. Jest rowniez odpowiedzialna za prawidiowe
funkcjonowanie proceséw oksydacyjno-redukcyjnych, przemiane aminokwasow i
lipiddw, a takze ukladu nerwowego. Wraz z witaming A uczestniczy w prawidtowym
funkcjonowaniu sluzéwki przewodu pokarmowego, nabtonka naczyr krwionosnych i
skéry oraz bton Sluzowych drég oddechowych. Odgrywa réwniez istotng role w
procesie widzenia. Na niedobdr witaminy B2 narazeni sg alkoholicy, dzieci i miodziez,
diabetycy, ludzie w podesztym wieku oraz kobiety w cigzy. Gtéwnymi objawami
niedoboru witaminy B2 sg zmiany w obrebie jamy ustnej, owrzodzenia i pekniecia w
kacikach warg, zapalenie $luzdwki nosa i jamy ustnej. Moga wystapic takze zmiany w
narzadzie wzroku, bezsennosé czy zawroty gtowy a nawet Swiattowstret. Ze wzgledu
na ograniczong zdolnos¢ wchfaniania witaminy Bz z przewodu pokarmowego nie
obserwuje sie szkodliwych skutkow jej przedawkowania (Abbas, Sibimy 2011;
Gawecki, 2002).

Ryboflawina jest w okoto 80%-ach stosowana w rolnictwie jako dodatek do
pasz, a takze w przemysle spozywczym jako zéity barwnik (10%) i medycynie (10%).



W dniu dzisiejszym ryboflawina jest pozyskiwana w przemysle wytacznie poprzez
synteze mikrobiologiczng. Rynek ryboflawiny wynosi okoto 250 milionéw US$ rocznie.
W ostatnich latach intensywnie rozwija sie sektor biotechnologicznej produkcii
ryboflawiny, ktéry polega na wykorzystaniu genetycznie zmodyfikowanych bakterii i
grzybdw. W syntezie mikrobiologicznej wykorzystywane sg wyselekcjonowane
szczepy, ktérych hodowla zoptymalizowana jest pod wzgledem doboru skiadnikdw
pozywki oraz warunkdéw hodowli. Substratami do hodowli i produkcji ryboflawiny sg
glukoza oraz ttuszcze, ktdre generujg duze koszty zwigzane z produkcjg ryboflawiny i
wplywajg na cene gotowych preparatow. Zastosowanie wysokowydajnych szczepow
mikroorganizmow z gatunkow Bacillus subtilis, Ashbya gossypii czy Eremothecium
pozwala na przeprowadzenie fermentacji, jednoczesnie znacznie redukujac koszty
produkcji i potencjalnego recyklingu substancji odpadowych. Perspektywicznymi
producentami ryboflawiny sg drozdze C. famata (Abbas and Sibimy, 2011).

Drozdze C. famata nalezg do grupy tzw. ,drozdzy flawinogennych”, zdolnych
do nadprodukgji ryboflawiny w warunkach niedoboru zelaza. Niektore szczepy C.
famata nalezg do najbardziej aktywnych flawinogennych organizméw i do niedawna
byly wykorzystywane w przemystowej produkcji ryboflawiny w USA. C. famata
charakteryzuje sie wysokg tolerancjg na zasolenie, przy stezeniach NaCl do 2,5 M.
Stosunkowo niedawno nastgpit rozwdj podstawowych narzedzi do inzynierii
metabolicznej C. famata, takich jak system transformacji, markery selekcyjne,
mutageneza insercyjna, system reporterowy i inne. Opracowane narzedzia
wykorzystuje sie do klonowania i identyfikacji genow strukturalnych oraz
regulatorowych syntezy ryboflawiny. Umozliwia to konstrukcje ulepszonych szczepdw
drozdzy wytwarzajgcych ryboflawine, FMN i FAD, w oparciu o przemystowe szczepy
wytwarzajgce ryboflawine (Dmytruk, Sibimy, 2012; Dmytruk et al., 2011, 2014; 2020).

Przez wiele lat drozdze C. famata uwazano za anamorficzng odmiane
Debaryomyces hansenii. Odrézniata je m. in. zdolnos¢ do nadprodukcji ryboflawiny u
C. famata. Pdzniejsze badania wykazaty, ze obecnie C. famata i D. hansenii sg
roznymi gatunkami, a nie odmianami anamorficznymi i teleomorficznymi tego samego
gatunku. C. famata mozna wyizolowac z réznych zrodet naturalnych, ale najczesciej z

przetworzonych produktdéw spozywczych. Rzadziej szczep ten pozyskiwany jest z



probek klinicznych, zwykle zwigzanych ze skora. Testy asymilacji zrodet wegla dia C.
famata sg dodatnie dla glukozy, galaktozy, maltozy, sacharozy, trehalozy, D-ksylozy,
melezitozy, glicerolu, rafinozy, celobiozy, L-arabinozy, D-mannitolu, D-glucitolu,
rybitolu, salicyny, DL- kwasu mlekowego i kwasu bursztynowego; zmienne dla laktozy,
melibiozy, erytrytolu, skrobi, L-ramnozy, D-arabinozy, L-sorbozy, D-rybozy, galaktitolu
i kwasu cytrynowego; ujemne w stosunku do azotanu potasu i inozytolu (Dmytruk,
Sibirny, 2012).

Woczesniej uzyskano juz wysokowydajny szczep C. famata dzieki
nadekspres;ji biatka drozdzy Debaryomyces hansenii IMH3 oraz wtasnych biatek
SEF1, RIB1, RIB7 (Dmytruk et al., 2011; 2014), a takze gendw biosyntezy
purynowych nukleotydow de novo PRS3 oraz ADE4 (Dmytruk et al., 2020).
Celem wynalazku jest uzyskanie nowego szczepu C. famata, zdolnego do
bardziej wydajnej produkciji ryboflawiny. Wszystkie ulepszone szczepy
wykazywaty zdolnos¢ do nadprodukgji ryboflawiny w podtozu z glukozg lub
sacharozg. Niedawno uzyskano takze nadproducentéw ryboflawiny C. famata
poprzez nadekspersje genu drozdzy D. hansenii RFE1 homologicznego genu

ssakdéw BCRP, ktdry koduje ekskretaze ryboflawiny. (Tsyrulnyk et al., 2020a).

Najblizszym do proponowanego sposobu wytwarzania ryboflawiny jest
uzyskanie jej stabilnego super producenta C. famata, zawierajgcego dwie
kopie genow SEF1, RIB1, RIB7 (Voronovski et al., 2010) oraz zwiekszona
ekskrecja ryboflawiny z komorek (Tsyrulnyk et al., 2020, a). Do hodowli
producenta ryboflawiny nalezy uzywac drogich podtozy zawierajgcych

glukoze, pepton i ekstrakt drozdzowy (Tsyrulnyk et al., 2020, b).

Istota wynalazku polega na tym, ze serwatke 0 minimalnej zawartosci laktozy
na poziomie 3,2 do 5,1 % sterylizuje sie w temperaturze od 118 do 123°C przez okres
od 18 do 25 minut, a nastepnie filtruje sie oddzielajgc wytracone biatka, po czym
dodaje sie zwigzek, bedacy zrodiem azotu w ilosci od 1 do 4 g/l. Do tak przygotowanej
serwatki dodaje sie komdrki Candida famata w fazie wzrostu logarytmicznego
wyptukane z poditoza syntetycznego w ilosci od 0,5 do 1 mg/l i prowadzi sie hodowle
bez dostepu Swiatta w temperaturze od 28 do 30°C, napowietrzajac jg i mieszajgc

przez okres od 120 do 240 h. pH hodowli utrzymuje sie na poziomie 4,5 do 5,5,



dodajgc w razie potrzeby 10%-owy roztwor NaOH badz 10%-owy roztwdr HoSO4. W
efekcie uzyskuje sie od 0,95 do 1,2 g/l ryboflawiny.

Korzystnie zrédtem azotu jest siarczan amonu.

Korzystnie hodowle napowietrza sie w ilosci 11/min.

Korzystnie hodowle miesza sie w wytrzasarce przy obrotach od 200 do 220 rpm.
Korzystnie hodowle miesza sie w bioreaktorze z predkoscig nie mniejszg niz 700

rpm.

Gtébwng zaleta rozwigzania wedtug wynalazku jest uzyskanie
ryboflawiny z wykorzystaniem odpadu produkcji mleczarskiej, jakim jest

serwatka, obnizajgc tym samym znacznie koszt jej wytwarzania.

Rozwigzanie wedtug wynalazku zilustrowano ponizszymi przyktadami

wykonania.

Przyktad 1

Oznaczenia dokonano przy uzyciu spektrofotometru dla biomasy przy
diugosci fali 590nm (absorbancja 3,4 odpowiada 1 mg/ml biomasy). Ze
wzgledu na ograniczong rozpuszczalno$¢ ryboflawiny, prébki rozcienczano, a
nastepnie ogrzewano przez minimum 30min w 80°C. Oznaczenie

wykonywano przy diugosci fali 445nm, a stezenie RF obliczano ze wzoru:

_ AbSy4s5um X rOZC [mg]
B 0,0306 l



Przyktad 2

Laktoza jest jednym z gtownych skfadnikdw serwatki. Zawartos¢ tego
cukru w serwatce wynosi 3,2-5,1%, a w serwatce skoncentrowanej — 15%. Aby
przetestowac zdolno$¢ do syntezy ryboflawiny szczepy C. famata hodowano na
szalce Petriego na pozywce YPD w temperaturze 28°C przez 1 dzien. Uzyskang
hodowle wysiano do kolb (100 ml) z 10 ml pozywki z serwatka, i inkubowano
przez 4 dni na wytrzgsarce kotowej przy predkosci 200 obr/min w temperaturze
28°C, a nastepnie okreslono zawarto$¢ ryboflawiny w ptynie hodowlanym.

Wyniki badan przedstawiono na rysunku Fig. 1.

Wzrost w pozywce z serwatkg przy stezeniach laktozy 2,5 i 5% jest
stabszy w poréwnaniu z pozywkami kontrolnymi YPD i YNB + ekstrakt
drozdzowy, jednak po dodaniu dodatkowego zrodta azotu (NH4)2SOs, 3 g/L
badany szczep gromadzi do 10 mg/ml biomasy. Dodanie dodatkowego zrodta
azotu — siarczanu amonu do serwatki znaczaco, bo nawet do 10 razy zwieksza
produkcje ryboflawiny przez rekombinowany szczep zawierajgcy dodatkowy gen
RFE1, a akumulacja ryboflawiny w tej pozywce jest wyzsza niz w bogatych
podtozach YPD i YNB z dodatkiem ekstraktu drozdzowego i wynosi do 1,2 g/L.
Gdy szczep C. famata BCRP hodowano w stezonej serwatce z 15% laktozy, nie

zaobserwowano zadnego wzrostu, a dodatek siarczanu amonu tego nie zmienit.

Testowano wptyw innych zrodet azotu — mocznika, kombinacji mocznika
i siarczanu amonu, fosforanu diamonu i difosforanu amonu - na zdolnosé do
nadprodukcji ryboflawiny przez szczep C. famata BCRP. Wszystkie badane
zwigzki zawierajgce azot zwiekszajg produkcje ryboflawiny w pozywce z
serwatkg co pokazano na rysunku Fig. 2. Dlatego, aby uzyskac¢ wysoki poziom
ryboflawiny syntetyzowanej przez szczep C. famata BCRP w serwatce jako
zrodio azotu mozna uzy¢ mocznika, potgczenia mocznika i siarczanu amonu,

siarczanu amonu, difosforanu amonu i fosforanu dwuamonowego.



Przyktad 3

Aby zbadac skuteczno$¢ pobierania laktozy z pozywki przez szczep C.
famata BCRP, przeprowadzono analize zawarto$ci tego cukru w pozywce przez
120 godzin hodowli. Sktad chemiczny, czyli zawartos¢ ttuszczu, biatka i laktozy,
kwasnej serwatki okre$lono za pomocag urzgdzenia Analizator Mleka na
podczerwien (Infrared Milk Analyzer Bentley B-150, Bentley Instruments, USA).
Podczas hodowli, stezenie laktozy w pozywce stopniowo maleje, jednak
znaczna ilo$¢, czyli ok. 1 % pozostaje, nawet po 100 godzinach hodowli. Na
rysunku Fig. 3. pokazano powolne spozywanie laktozy przez szczep drozdzy C.

famata BCRP z nadekspresjonowanym genem RFE1.

Przyktad 4

Serwatke o zawartosci laktozy wynoszacej 5 % sterylizowano
w temperaturze 121°C przez 20 minut, a nastepnie filtrowano w celu oddzielenia
wytrgconych biatek. Do serwatki dodano siarczan amonu jako zrodto azotu
w ilosci 3 g/l. Biomasa poczatkowa wynosita 1 mg/ml i stanowita komorki
Candida famata w fazie wzrostu logarytmicznego wyptukane z podtoza
syntetycznego o skfadzie: 1,7 g/l YNB, 0,05 g/l ekstrakiu drozdzowego, 3 g/l
siarczanu amonu, 20 g/l glukozy. Hodowle prowadzono w bioreaktorze
BioFlo115 firmy New Brunswick w trybie okresowym. Temperature utrzymywano
na poziomie od 28 do 30°C, a pH w zakresie od 4,5 do 5,5 dodajgc w razie
potrzeby 10%-owe roztwory NaOH badz H2SO4 | mieszajac z predkoscig nie
mniejszg niz 700 rpm. Jako czynnika przeciwpieniacego uzyto preparatu Struktol
673. Hodowle prowadzono przez 120 do 240 h w ciemnosci ze wzgledu na
negatywny wptyw $wiatta na samg ryboflawine. Uzyskano maksymalnie 950 mg/l

ryboflawiny co ilustruje rysunek Fig. 4.



