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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest szczep drozdzy Candida famata BCRP zdolny do nadprodukciji
ryboflawiny oraz zastosowanie szczepu drozdzy Candida famata do wytwarzania ryboflawiny.

Ryboflawina, czyli 7,8-dimetylo-10-(1"-D-rybitylo)izoalloksazyna, nazywana witaming Bz, jest pre-
kursorem koenzymoéw flawinowych FAD oraz FMN, uczestniczacych w reakcjach oksydoredukcyjnych
organizmu, w tym za tlenowe oddychanie w komoérkach. Ryboflawina z reguty nie ma bezposrednich
funkcji metabolicznych w zywej komorce, a stuzy jedynie jako prekursor do syntezy FMN oraz FAD
(Abbas, Sibirny, 2011).

Ryboflawina jest szeroko rozpowszechniona we wszystkich komoérkach i dlatego, znalazta szero-
kie zastosowanie jako dodatek do pasz (pokarmu zwierzat hodowlanych) oraz zywnosci. Jej glownymi
zrodtami sg mleko oraz przetwory mleczne, mieso, jaja lub suche nasiona roslin straczkowych np. fa-
sola. Dobrym zrédtem sa réwniez zboza, ttuste ryby oraz niektére owoce i warzywa, zwtaszcza ciemno-
zielone warzywa zawierajg dos¢ wysokie stezenia ryboflawiny.

Ryboflawina ma takze swoj udziat w przemianie biatka, weglowodanow i ttuszczu oraz w oddy-
chaniu. Jest réwniez odpowiedzialna za prawidtowe funkcjonowanie procesow oksydacyjno-redukcyj-
nych, przemiane aminokwasoéw i lipidow, a takze uktadu nerwowego. Wraz z witaming A uczestniczy
w prawidtowym funkcjonowaniu $luzowki przewodu pokarmowego, nabtonka naczyn krwionosnych
i skory oraz bton sluzowych drog oddechowych. Odgrywa réwniez istotng role w procesie widzenia. Na
niedobdr witaminy Bz narazeni sg alkoholicy, dzieci i mtodziez, diabetycy, ludzie w podesztym wieku
oraz kobiety w cigzy. Gtéwnymi objawami niedoboru witaminy B2 sa zmiany w obrebie jamy ustnej,
owrzodzenia i pekniecia w kacikach warg, zapalenie sluzowki nosa i jamy ustnej. Moga wystapi¢ takze
zmiany w narzadzie wzroku, bezsennosc¢ czy zawroty gtowy a nawet swiattowstret. Ze wzgledu na ogra-
niczona zdolno$¢ wchtaniania witaminy B2 z przewodu pokarmowego nie obserwuje sie szkodliwych
skutkow jej przedawkowania (Abbas, Sibirny 2011; Gawecki, 2002).

Ryboflawina jest w okoto 80%-ach stosowana w rolnictwie jako dodatek do pasz, a takze w prze-
mysle spozywczym jako zotty 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 biotechnologiczne;
produkcji ryboflawiny, ktory polega na wykorzystaniu genetycznie zmodyfikowanych bakterii i grzybow.
W syntezie mikrobiologicznej wykorzystywane sg wyselekcjonowane szczepy, ktérych hodowla zopty-
malizowana jest pod wzgledem doboru sktadnikow pozywki oraz warunkéw hodowli. Substratami do
hodowli i produkcji ryboflawiny sa glukoza oraz ttuszcze, ktore generuja duze koszty zwigzane z pro-
dukcja ryboflawiny i wptywaja na cene gotowych preparatow. Zastosowanie wysokowydajnych szcze-
pdw mikroorganizmow z gatunkow Bacillus subtilis, Ashbya gossypii czy Eremothecium pozwala na
przeprowadzenie fermentacji, jednoczesnie znacznie redukujac koszty produkcji i potencjalnego recy-
klingu substancji odpadowych. Perspektywicznymi producentami ryboflawiny sa drozdze C. famata
(Abbas and Sibirny, 2011).

Drozdze C. famata naleza do grupy tzw. ,drozdzy flawinogennych”, zdolnych do nadprodukgji
ryboflawiny w warunkach niedoboru zelaza. Niektore szczepy C. famata naleza do najbardziej aktyw-
nych flawinogennych organizméw i do niedawna byty wykorzystywane w przemystowej produkcji rybo-
flawiny w USA. C. famata charakteryzuje sie wysoka tolerancja na zasolenie, przy stezeniach NaCl do
2,5 M. Stosunkowo niedawno nastapit rozwoj podstawowych narzedzi do inzynierii metabolicznej
C. famata, takich jak system transformaciji, markery selekcyjne, mutageneza insercyjna, system repor-
terowy i inne. Opracowane narzedzia wykorzystuje sie do klonowania i identyfikacji gendw struktural-
nych oraz regulatorowych syntezy ryboflawiny. Umozliwia to konstrukcje ulepszonych szczepow droz-
dzy wytwarzajacych ryboflawine, FMN i FAD, w oparciu o przemystowe szczepy wytwarzajace rybofla-
wine (Dmytruk, Sibimy, 2012; Dmytruk et al., 2011, 2014, 2020).

Przez wiele lat drozdze C. famata uwazano za anamorficzng odmiane Debaryomyces hansenii.
Odrozniata je m. in. zdolno$¢ do nadprodukcji ryboflawiny u C. famata. Pdzniejsze badania wykazaty,
ze obecnie C. famata i D. hansenii sg réznymi gatunkami, a nie odmianami anamorficznymi i teleomor-
ficznymi tego samego gatunku. C. famata mozna wyizolowac z roznych zrodet naturalnych, ale najcze-
Sciej z przetworzonych produktéw spozywczych. Rzadziej szczep ten pozyskiwany jest z prébek klinicz-
nych, zwykle zwigzanych ze skora. Testy asymilacji zrodet wegla dla C. famata sg dodatnie dla glukozy,
galaktozy, maltozy, sacharozy, trehalozy, D-ksylozy, melezitozy, glicerolu, rafinozy, celobiozy, L-arabi-
nozy, D-mannitolu, D-glucitolu, rybitolu, salicyny, DL- kwasu mlekowego i kwasu bursztynowego;
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zmienne dla laktozy, melibiozy, erytrytolu, skrobi, L-ramnozy, D-arabinozy, L-sorbozy, D-rybozy, galak-
titolu i kwasu cytrynowego; ujemne w stosunku do azotanu potasu i inozytolu (Dmytruk, Sibimy, 2012).

Wczesniej uzyskano juz wysokowydajny szczep C. famata dzieki nadekspresji 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 zdolno$¢ do nadprodukcji ryboflawiny w podtozu
z glukoza lub sacharoza. Niedawno uzyskano takze nadproducentow ryboflawiny C. famata poprzez
nadekspresje genu drozdzy D. hansenii RFE1 homologicznego genu ssakow BCRP, ktory koduje eks-
kretaze ryboflawiny. (Tsyrulnyk et al., 2020a).

Wynalazek dotyczy szczepu Candida famata BCRP zdolnego do nadprodukcji ryboflawiny z ser-
watki kwasnej zdeponowanego w Kolekcji Kultur Drobnoustrojow Przemystowych, IBPRS im. prof. Wa-
ctawa Dabrowskiego w Warszawie pod numerem depozytowym KKP2078p.

Wynalazek dotyczy zastosowania nowego szczepu Candida famata BCRP zdeponowanego
w Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych, IBPRS im. prof. Wactawa Dabrowskiego w Warsza-
wie pod numerem depozytowym KKP2078p do wytwarzania ryboflawiny z serwatki kwasne;.

Gtowna zaleta rozwigzania wedtug wynalazku jest uzyskanie ryboflawiny z wykorzystaniem od-
padu produkcji mleczarskiej, jakim jest serwatka, obnizajac tym samym znacznie koszt jej wytwarzania.

Rozwiazanie wedtug wynalazku zilustrowano przyktadami wykonania.

Przyktad 1

Oznaczenia dokonano przy uzyciu spektrofotometru dla biomasy przy dtugosci fali 590 nm (ab-
sorbancja 3,4 odpowiada 1 mg/ml biomasy). Ze wzgledu na ograniczona rozpuszczalnos¢ ryboflawiny,
probki rozcienczano, a nastepnie ogrzewano przez minimum 30 min w 80°C. Oznaczenie wykonywano
przy dtugosci fali 445 nm, a stezenie RF obliczano ze wzoru:

AbS4450m X TOZC Mg
RE = —00306 [T

Przyktad 2

Uzyskanie bardziej wydajnego producenta ryboflawiny osiaga sie przy pomocy nadekspres;ji
biatka drozdzy C. famata RFE1 lub drozdzy spokrewnionych D. hansenii, homologicznego do biatka
BCRP zabezpieczajacego ekskrecje ryboflawiny w komaérkach gruczotu mlekowego ssakéw. Szczepy
te syntetyzuja zwiekszone ilosci ryboflawiny w podtozu z glukoza (Tsurulnyk et al., 2020; dane zgtosze-
nie patentowe). Homologi genu BCRP z drozdzy C. famata oraz D. hansenii zostaty nadeksprymowane
w komorkach C. famata dzieki ekspresji pod kontrola silnego konstytutywnego promotora TEF1.

Aby uzyskac rekombinowane szczepy o zwiekszonej syntezie witaminy B2 stabilny producent ry-
boflawiny C. famata #91 (AF-4/ SEF1/RIB1 / RIB7) (Dmytruk et al., 2014) metoda elektroporacji trans-
formuje sie plazmidem pUC57_TEF1_BCRP_ble (Fig. 1). Plazmid ten zawiera gen RFE1 D.hansenii
odpowiedzialny za wydalanie ryboflawiny z komorek, pod kontrolg silnego konstytutywnego promotoru
DhTEF1. Po transformacji komorki wysiewa sie na pozywke selektywna YPD zawierajaca antybiotyki
ampicyline (100 mg/l) i fleomycyne (20 mg/l). Kolonie zdolne do wzrostu na pozywce selekcyjnej poja-
wiaja sie po 3-5 dniach inkubacji z szybkoscia okoto 50 transformantéw na 1 ug plazmidowego DNA.
Transformowane komorki stabilizuje sie przez hodowle w nieselektywnej pozywce przez 15-17 pokolen,
a nastepnie poprzez przeniesienie do pozywki selektywnej z fleomycyna. Obecnos¢ genu RFE1 w ge-
nomie transformantow potwierdza sie metoda PCR. Zdolno$¢ do nadprodukgji ryboflawiny testowano
po 72 godzinach wzrostu w bogatej pozywce YPD. Uzyskano szereg transformantow, ktore produkuja
wiecej ryboflawiny niz szczep biorcy C. famata #91. Bardziej szczegotowo badano zdolnos¢ jednego
z otrzymanych transformantéw BCRP o najwyzszym poziomie syntezy ryboflawiny w pozywce YPD.

Przyktad 3

Aby przetestowac¢ zdolnos¢ do syntezy ryboflawiny szczep C. famata hoduje sie na szalce
Petriego na pozywce YPD w temperaturze 28°C przez 1 dzien. Otrzymana hodowle wysiewa sie do
kolby (100 ml) z 10 ml pozywki YNB lub YNB z dodatkiem ekstraktu drozdzowego i réznymi zrodtami
wegla, inkubuje przez 4 dni na wytrzgsarce obrotowej przy predkosci 200 obr./min w temperaturze 28°C,
a nastepnie oznacza sie biomase i zawarto$¢ ryboflawiny w ptynie hodowlanym wedtug przyktadu 1.
Wyniki badan przedstawiono na rysunku Fig. 2. Uzyskany szczep drozdzy jest zdolny do nadprodukciji
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ryboflawiny nie tylko w pozywce z glukoza i sacharoza, ale takze z laktoza. Ponadto lepiej rosnie i syn-
tetyzuje ryboflawine po dodaniu ekstraktu drozdzowego (0,5%) do pozywki YNB.

Przyktad 4

Laktoza jest jednym z gtdwnych sktadnikdéw serwatki. Zawartos¢ tego cukru w serwatce wynosi
3,2-5,1%, a w serwatce skoncentrowanej — 15%. Aby przetestowac¢ zdolnos¢ do syntezy ryboflawiny
szczepy C. famata hodowano na szalce Petriego na pozywce YPD w temperaturze 28°C przez 1 dzien.
Uzyskana hodowle wysiano do kolb (100 ml) z 10 ml pozywki z serwatka, i inkubowano przez 4 dni na
wytrzasarce kotowej przy predkosci 200 obr/min w temperaturze 28°C, a nastepnie okreslono zawartos¢
ryboflawiny w ptynie hodowlanym. Wyniki badan przedstawiono na rysunku Fig. 3.

Wzrost w pozywce z serwatka przy stezeniach laktozy 2,5 i 5% jest stabszy w porownaniu
z pozywkami kontrolnymi YPD i YNB + ekstrakt drozdZzowy, jednak po dodaniu dodatkowego Zrddta
azotu (NH4)2S0s4, 3 g/L badany szczep gromadzi do 10 mg/ml biomasy. Dodanie dodatkowego zrodia
azotu — siarczanu amonu do serwatki znaczaco, bo nawet do 10 razy zwieksza produkcje ryboflawiny
przez rekombinowany szczep zawierajacy dodatkowy gen RFE1, a akumulacja ryboflawiny w tej po-
zywce 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 zaobser-
wowano zadnego wzrostu, a dodatek siarczanu amonu tego nie zmienit.

Testowano wptyw innych zrédet azotu — mocznika, kombinaciji mocznika i siarczanu amonu, fos-
foranu diamonu i difosforanu amonu — na zdolno$¢ do nadprodukc;ji ryboflawiny przez szczep C. famata
BCRP. Wszystkie badane zwiazki zawierajace azot zwiekszaja produkcje ryboflawiny w pozywce z ser-
watkg co pokazano na rysunku Fig. 4. Dlatego, aby uzyska¢ wysoki poziom ryboflawiny syntetyzowanej
przez szczep C. famata BCRP w serwatce jako zrodto azotu mozna uzy¢ mocznika, potaczenia mocz-
nika i siarczanu amonu, siarczanu amonu, difosforanu amonu i fosforanu dwuamonowego.

Przyktad 5

Aby zbadac¢ skutecznos¢ pobierania laktozy z pozywki przez szczep C. famata BCRP, przepro-
wadzono analize zawartosci tego cukru w pozywce przez 120 godzin hodowli. Sktad chemiczny, czyli
zawartosc ttuszczu, biatka i laktozy, kwasne] serwatki okreslono za pomoca urzadzenia 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. 5. pokazano powolne spozywanie laktozy przez szczep droz-
dzy C. famata BCRP z nadekspresjonowanym genem RFE1.

Zastrzezenia patentowe

1. Szczep drozdzy Candida famata BCRP zdolny do nadprodukcji ryboflawiny zdeponowany
w Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych, IBPRS im. prof. Wactawa Dabrowskiego
w Warszawie pod numerem depozytowym KKP2078p.

2. Zastosowanie szczepu Candida famata BCRP zdeponowanego w Kolekcji Kultur Drobnou-
strojow Przemystowych, IBPRS im. prof. Wactawa Dabrowskiego w Warszawie pod numerem
depozytowym KKP2078p do wytwarzania ryboflawiny z serwatki kwasne.



PL 246658 B1

Rysunki
Hindlll BamHl Pstl Sacl EcoR
— —
prTEF1 D.h.  Excretase _D.h. ble_Sa bla ORI
Wykres liniowy plazmidu
Fig. 1
74 )N A
£=T] YNB + ekstrakt drozdzowy]
6+
<57
£
£
2
14
0
Glukoza Sacharoza Laktoza
1000
800
-
B
E 0.
< 600
£
s
% 400
e
3
200
0

Glukoza Sacharoza Laktoza

Fig. 2



Biomasa, g/L

PL 246658 B1

1 -YNB + ekstrakt drozdzowy (0.5%)
2-YPD

3 — Serwatka o zawartosci laktozy, 2.5%

Ryboflawina, mg/L

4 — Serwatka o zawarto$ci laktozy, 2.5% + (NH4)2SOa, 3 g/L

5 - Serwatka o zawarto$ci laktozy, 5%

6 - Serwatka 0 zawartosci laktozy, 5% + (NH4)2S04, 3 g/L

Fig. 3
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5 = (NH«)H2PO., 5.19 g/L

Fig. 4
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