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S t r e s z c z e n i e 

 
Przez ostatnie kilkanaście lat obserwuje się rosnące zainteresowanie alternatywnymi metodami pozy-

skiwania witamin. Jest to odpowiedź na produkcję żywności wysoko przetworzonej, często pozbawionej 
tych niezbędnych dla funkcjonowania organizmu składników, jak również poszukiwanie możliwości 
rozwiązania problemu niedoborów żywności w krajach rozwijających się. Zagadnienie dotyczy szczegól-
nie witaminy A oraz jej prekursorów, których deficyt w diecie może skutkować wadami wzroku, a nawet 
prowadzić do śmierci. 

Celem pracy było przybliżenie strategii związanych z mikrobiologiczną syntezą karotenoidów m.in. 
w komórkach Escherichia coli oraz wybranych gatunkach mikroalg i grzybów. Zastosowanie metod mi-
krobiologicznej produkcji tych nutraceutyków powoduje obniżenie kosztów, zmniejszenie ilości odpadów, 
wydatkowanej energii, jak również pozwala na wykorzystanie nowych surowców, takich jak nietypowe 
cukry pochodzące z odpadów przemysłu owocowo-warzywnego czy oleje roślinne. W artykule przedsta-
wiono też strategie inżynierii genetycznej stosowane w modyfikacji ścieżki biosyntezy karotenoidów 
w tkankach roślinnych zmierzające do akumulacji wybranych związków oraz zagadnienia związane z ich 
biodostępnością w uzyskanych produktach. Omówienie procesów produkcji karotenoidów poprzedzono 
charakterystyką najważniejszych właściwości i walorów żywieniowych witaminy A oraz jej karotenoido-
wych prekursorów. Szczególną uwagę zwrócono na zagadnienia dotyczące selekcji szczepów oraz warun-
ków hodowli mikroalg jako nadproducentów karotenoidów, jak również procesów transformacji komórek 
roślinnych w celu uzyskania bogatych w prowitaminę A odmian roślin, na przykładzie projektu „Złoty 
ryż” oraz perspektyw jego rozwoju. 

 
Słowa kluczowe: karotenoidy, β-karoten, witamina A, rośliny transgeniczne, „Złoty ryż” 
 

Witamina A oraz karotenoidy 

Rozległa literatura dotycząca β-karotenu dowodzi wysokiego zainteresowania wi-
taminą A oraz jej prekursorami – karotenoidami w kontekście aspektów biomedycz-
nych oraz żywieniowych [11, 14, 19, 40, 47]. 
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Odkrycia witaminy A dokonał Elmer McCollum na Uniwersytecie Yale w 1900 
roku w trakcie badań nad wysokobiałkową i węglowodanową, a równocześnie pozba-
wioną olejów oraz masła dietą szczurów doświadczalnych, która prowadziła do śmierci 
gryzoni. Zidentyfikowano wówczas tzw. czynnik A, który później nazwano witaminą 
A. Struktura witaminy A została wyjaśniona w latach 1929 - 1931 przez Paula Karrera, 
laureata nagrody Nobla, po ekstrakcji związku z olejów pochodzących z wątroby hali-
buta i makreli. Witamina A dostaje się do organizmu w formie prekursora – najistot-
niejszego pod względem biologicznym – β-karotenu (prowitamina A, C40H56). Proces 
metaboliczny konwersji karotenoidów z prowitaminy A do aktywności retinoli jest 
prowadzony poprzez utlenianie i symetryczny rozkład cząsteczki, reakcja jest katali-
zowana przez enzym 15,15′-monoksygenazę-β-karotenu (EC 1.13.11.21) [23]. 

Struktura chemiczna 

Karotenoidy to grupa terpenów, blisko 700 strukturalnie spokrewnionych związ-
ków, z których 10 % obecnych jest w znaczących ilościach w przyrodzie, a ponad 20 
zidentyfikowano w ludzkim osoczu [45]. Występują głównie w roślinach, glonach, 
bakteriach i grzybach. Są zbudowane z 8 podjednostek izoprenoidowych, formalnie to 
pochodne likopenu powstałe w wyniku reakcji uwodornienia, odwodornienia, utlenie-
nia czy cyklizacji cząsteczki [46]. Karotenoidy są znane jako pomarańczowo-czerwone 
barwniki występujące w takich roślinach, jak: marchew, pomarańcze, pomidory oraz 
w żółtych barwnikach wielu kwiatów. Charakterystycznym elementem jest wspomnia-
ny łańcuch polienowy o długości 3 - 15 podjednostek, co wpływa na spektrum absorp-
cji oraz barwę związku. W wielu przypadkach w warzywach i tkankach aktywnych 
fostosyntetyczne chlorofile maskują ciemnopomarańczową barwę produktów bogatych 
w karotenoidy (np. w pokrzywie, Urtica dioica L.) [27]. 

Funkcje 

Źródłem witaminy A w diecie są przede wszystkim: (1) estry retinylu, retinolu (2) 
α- i β-karoten, kryptoksantyna. Szeroka grupa związków pełni rozliczne funkcje za-
równo pod względem żywieniowym, jak i zastosowań w przemyśle spożywczym 
w aspekcie technologicznym [5, 7, 13, 14]. Karotenoidy są wykorzystywane m.in. do 
barwienia margaryny, masła, soków owocowych i piwa, zup, produktów mleczarskich, 
deserów i sałatek, syropów, mięsa oraz past. Należą do najważniejszych barwników 
roślinnych. Odgrywają kluczową rolę w definiowaniu parametrów jakościowych owo-
ców i warzyw, a w ochronie przed degradacją fotooksydacyjną wykazują korelację 
z właściwościami przeciwutleniającymi w żywieniu i organizmie człowieka. 

Szacunkowa wartość rocznej produkcji karotenoidów w 2019 roku będzie wyno-
siła 1,8 mld USD [44]. Związki te są wprowadzane do żywności w ilościach 2 ÷ 
50 ppm jako barwniki, z czego zaledwie 2 % całkowitej ilości wykorzystywanej 



WYBRANE ASPEKTY BIOTECHNOLOGICZNEJ PRODUKCJI KAROTENOIDÓW 17 

w przemyśle spożywczym pochodzi z ekstrakcji naturalnych źródeł. Warto zaznaczyć, 
że naturalne karotenoidy charakteryzuje bezpieczeństwo wynikające m.in. ze statusu 
GRAS (ang. Generally Recognized as Safe) przyznanego mikroorganizmom, z których 
są pozyskiwane, przez Agencję ds. Żywności i Leków USA (ang. Food and Drug Ad-
ministration, FDA). 

Za pomocą barwnika E160B, otrzymywanego naturalnie z nasion drzewa tropi-
kalnego arnoty właściwej (annatto) biksyny i norbiksyny, nadaje się barwę takim pro-
duktom, jak: margaryny, dekoracje i polewy na słodyczach, pieczywo i wyroby ciast-
karskie, lody, likiery, sery topione (aromatyzowane lub z dodatkami smakowymi), sery 
dojrzewające, ryby wędzone oraz aromatyzowane płatki śniadaniowe [48] (tab. 1). 
 
Tabela 1.  Przykłady zastosowania wybranych karotenoidów roślinnych 
Table 1.  Examples of application of selected plant carotenoids 
 

Roślina / Plant 
Karotenoidy 
Carotenoids 

Zastosowanie 
Application 

Korzeń marchwi / Caroot root 
Karoteny, głównie β-karoten 
Carotenes, mainly β-carotene 

Suplement diety 
Diet suplement 

Drzewko orleańskie (Bixa orellana L.) 
Orleana eve (Bixa orellana L.) 

Biksyna, norbiksyna (annatto) 
Bixin, norbixin (annatto) 

Barwnik spożywczy 
Food dye 

Owoc Capsicum annum 
Capsicum annum fruit 

Kapsantyna, kapsorubina 
(papryka)  
Capsanthin, capsorubin  
(peeper)  

Barwienie żywności 
Food colouring 

Płatki Crocus sativus 
Petals of Crocus sativus 

Krocyna, krocetyna 
Crocin, crocethin 

Suplement diety 
Diet suplement 

Owoc pomidora / Tomato fruit Likopen / Lycopene 
Suplement diety 
Diet suplement 

Olej palmowy / Palm oil Karoteny / Carotenes 
Suplement diety, barwnik 
Diet suplement, colourant 

Źródło / Source: opracowanie własne na podstawie [13, 39, 41, 44] / the author’s own study based on [13, 
39, 41, 44] 
 

Aspekty kliniczne 

Karotenoidy wpływają na obniżenie ryzyka wystąpienia choroby wieńcowej, no-
wotworów, dystrofii mięśniowej. Likopen redukuje ryzyko pojawienia się raka prosta-
ty [17, 42]. Zeaksantyna i luteina to związki, które chronią przed skorelowanym z wie-
kiem zwyrodnieniem plamki żółtej oka, ponadto niedobór β-karotenu i β-krypto-
ksantyny może prowadzić do ślepoty zmierzchowej [5, 23, 55]. 

Globalne występowanie niedoborów witaminy A w populacji na podstawie da-
nych opublikowanych przez Światową Organizację Zdrowia w 2015 roku wskazuje, że 
u blisko 19,0 mln dzieci w wieku przedszkolnym i 19,1 mln kobiet w ciąży odnotowa-
no poziomy stężenia retinolu poniżej 0,7 μmol/l, co stanowi dolną granicę normy, po-
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niżej której diagnozuje się niedobór witaminy A. Problem jest rozpowszechniony 
zwłaszcza w krajach rozwijających się, w których produkt krajowy brutto (PKB) jest 
mniejszy niż 15 000 USD rocznie (ok. 90 % ludności na świecie). 

Metody produkcji 

Synteza chemiczna 

Pierwsza synteza chemiczna witaminy A została przeprowadzona przez Holen-
drów Arensa i van Dorpa w latach 1946 - 1947 w przedsiębiorstwie Organon Interna-
tional. Synteza chemiczna karotenoidów to wciąż główny sposób pozyskiwania tych 
bioaktywnych substancji, a rynek zdominowany jest przez duże koncerny chemiczne 
[4]. Koszt pozyskiwania substratów do syntezy jest wysoki, co stanowi barierę dla 
potencjalnych nowych producentów. Wielkość produkowanej, głównie chemicznie, 
witaminy A wynosi 2700 t rocznie (Hoffmann-La Roche, BASF, Rhône-Poulenc),  
a β-karotenu – 400 t/rok, (Hoffmann-La Roche, BASF) [16, 17]. Wprowadzane 
w ostatnich latach techniki enkapsulacji lub innej formy inkorporacji syntetycznego  
β-karotenu, np. do ziaren ryżu, mogą być pewną alternatywą dla biotechnologicznych 
metod wzmacniania produkcji w roślinach oraz fitofarmingu [47]. 

Mikrobiologiczna produkcja karotenu – warunki hodowli 

Jedną z pierwszych mikrobiologicznych produkcji karotenu na skalę przemysło-
wą przeprowadzono w 1966 roku na terenie dawnego ZSRR. Od tego czasu znacznie 
udoskonalono zarówno same szczepy mikroorganizmów, jak i warunki ich hodowli 
oraz pozyskiwania końcowych produktów. Najbardziej wydajne szczepy to gatunki 
mikroalg, drożdży oraz grzybów: Haematoccocus pluvialis, Chlorella, Pfaffia rhodo-
zyma, Dunaliella salina, Rhodotorula glutinis czy Blakeslea trispora [1, 31, 43]. Nale-
ży podkreślić przewagę prowadzenia procesu metodami mikrobiologicznej syntezy nad 
tradycyjną technologią syntezy chemicznej wynikającą m.in. z: 
1) niższych kosztów produkcji. Np. cena syntetycznego związku do wytworzenia 

astaksantyny kształtuje się na poziomie 1000 - 2500 USD w stosunku do 500 – 
700 USD w przypadku produktu pozyskiwanego z biomasy mikroalg czy 250 USD 
– ekstrahowanego z komórek grzybów [18]; 

2) podwyższenia potencjalnych korzyści zdrowotnych z uwagi na obecność w pro-
duktach aktywnych pochodnych, takich jak: luteina, zeaksantyna, wiolaksantyna 
czy astaksantyna [14, 45]; 

3) rosnących kosztów syntezy chemicznej wynikających z wyczerpywania się źródeł 
surowców ropopochodnych oraz toksyczności wykorzystywanych półproduktów 
(toluen, aceton, pirydyna) [38, 43]. 
W optymalnych warunkach hodowli mikroalg stężenie soli (siarczanu chininy) 

powinno utrzymywać się na maksymalnym dopuszczalnym poziomie (18 ÷ 27 %), aby 
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zminimalizować rozwój orzęsków i ameb [39, 43]. Do hodowli kontrolowanej w ogra-
niczonym zakresie wykorzystywane są stawy o powierzchni 5 ÷ 250 ha. Hodowla in-
tensywna dotyczy akwenów o pow. 3000 m2, w których niwelowanie gradientu stęże-
nia substancji odżywczych następuje przy użyciu mieszadeł łopatkowych pracujących 
z niewielką intensywnością, aby ograniczyć efekt uszkodzenia komórek mikroalg. 
Wydajność hodowli to ok. 9 kg karotenu dziennie z akwakultury o powierzchni ok. 
1 ha. Proces akumulacji karotenoidów stymulowany jest w warunkach stresu środowi-
skowego wywołanego przez zmianę warunków świetlnych czy m.in. takich parame-
trów, jak: zasolenie, pH, zawartość składników odżywczych (m.in. fosforanów i azota-
nów) [30, 49]. Proces wymusza na komórkach gromadzenie zapasów karotenoidów 
stanowiących swoistą tarczę ochronną dla nadmiernej energii wydzielanej w wyniku 
fotosyntezy. 

Proces oczyszczania otrzymanego produktu obejmuje takie techniki preparatyw-
ne, jak: flokulacja, adsorpcja powierzchniowa (siarczanem(VI) glinu, siarczanem(VI) 
żelaza(III), chlorkiem żelaza(III)) lub wirowanie w wirówkach z przepływem ciągłym, 
(1m3/h, 5 ÷ 15 000 rpm). Końcowy produkt przyjmuje postać pasty zawierającej 20 ÷ 
40 % s.m., w której obecne są inne karotenoidy (do 15 %), m.in. luteina, zeaksantyna, 
kryptoksantyna [9, 18]. Karotenoidy są bardzo labilne i w trakcie procesu suszenia 
rozpyłowego produktu finalnego konieczny jest dodatek przeciwutleniaczy, który za-
pewnia ochronę przed utlenianiem i izomeryzacją (izomer cis-β-karotenu jest znacznie 
skuteczniejszy w prewencji raka, co wykazano w badaniach na szczurach) [22]. Meto-
dy pozyskiwania karotenoidów udoskonalono poprzez zastosowanie dezintegracji ko-
mórek ultradźwiękami oraz wprowadzenie surfaktantów, m.in. metylosulfotlenku, 
w procesie oczyszczania [51]. 

Nowe alternatywne źródła substratów, takie jak olej buriti pozyskiwany z palmy 
Mauritia flexuosa i wykorzystanie lipolitycznych szczepów Thermomyces lanuginosus 
(immobilizowane komórki) oraz Yarrowia lipolytica (płynne) przy zastosowaniu krio-
koncentracji, odkwaszania (usunięcie 70 % wolnych kwasów tłuszczowych) i wspo-
maganej etanolem ekstrakcji pozwalają na uzyskanie zawartości karotenoidów na po-
ziomie 3,9 ppm [43]. 

W porównawczej analizie transkryptomu H. pluvialis w odniesieniu do procesu 
biosyntezy astaksantyny w odpowiedzi na monochromatyczne czerwone (660 nm) oraz 
niebieskie (450 nm) światło emitowane przez diody LED wykazano, że promieniowa-
nie to stanowi kolejny czynnik, który umożliwia zwiększenie mikrobiologicznej pro-
dukcji tego karotenoidu [28]. Transformacja genu desaturazy fitoenu (EC 1.3.99.31) 
w chloroplastach H. pluvialis pod kontrolą promotora psbA/UTR pozwoliła na zwięk-
szenie akumulacji astaksantyny w komórkach o blisko 67 % [16]. Astaksantyna, której 
koszt pozyskania z Haematococcus wynosi 552 USD/kg, została zaaprobowana 
w Japonii do konsumpcji jako naturalny czerwony barwnik żywności i pigment pasz 
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w żywieniu ryb [35, 43]. Również amerykańska Agencja Żywności i Leków oraz Ka-
nadyjska Agencja Inspekcji Żywności (ang. Canadian Food Inspection Agency, CFAI), 
podobnie jak kilka krajów europejskich, zaakceptowały użycie tego pigmentu jako 
dodatku do karmy dla łososi oraz aktualnie również jako suplementu diety. 

Inny przykład mikrobiologicznej produkcji karotenoidów to kofermentacja szcze-
pu Rhodotorula glutinis 22P z bakteriami kwasu mlekowego [15, 20]. W tym przypad-
ku jest to naturalny substrat zawierający laktozę (permeat po ultrafiltracji serwatki). 
W miksotroficznej kulturze odnotowano akumulację głównie β-karotenu, torulenu oraz 
torularodyny. Szczep nie przyswaja laktozy, ale łatwo przyswaja glukozę oraz galakto-
zę, dlatego kofermentacja następuje z bakteriami rodzaju Lactobacillus (L. halveticus 
12A). 

Typowe warunki hodowli są następujące: 
– temperatura 30 ºC, pH 6,0, 
– napowietrzanie: 0,55 l powietrza/l pożywki/min, 
– mieszanie: 220 rpm, 7 dni hodowli, 
– maksymalna produkcja egzopolisacharydów (8,2 g/l): 4. dzień hodowli, 
– akumulacja karotenoidów (263 mg/g s.m. komórek): 6. dzień, faza stacjonarna. 

Alternatywną metodą stosowaną do zwiększania produkcji związków karotenoi-
dowych jest wykorzystanie czynników mutagennych, np. promieniowania UV, którego 
krótkie cykle pozwalają na wyselekcjonowanie wysokowydajnych szczepów (rys. 1) 
[21, 37]. 

Szczep Rhodotorula charakteryzuje się największym potencjałem produkcji karo-
tenoidów: torulenu oraz torularodyny, które mogą być wykorzystywane jako barwniki 
oraz przeciwutleniacze w przemyśle spożywczym [26]. 

Genetyczna modyfikacja ścieżki biosyntezy karotenoidów – problemy i strategie 

Zasadnicze problemy w modyfikacji szlaku biosyntezy karotenoidów stanowią 
prekursory, które są zużywane do rozszerzenia istniejących ścieżek metabolicznych 
[13, 28, 47]. Kolejna kwestia to zapewnienie magazynowania w komórkach produktu, 
zwłaszcza jeśli jest on lipofilny tak jak karotenoidy. Proste związki izoprenoidowe są 
równocześnie substratami do syntezy tokoferoli, fitohormonów oraz pochodnych karo-
tenoidowych [8, 10, 13, 14, 56]. 
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Rys. 1.  Przykładowy schemat procedury udoskonalania szczepu Rhodotorula glutinis w celu zwiększe-

nia produkcji karotenoidów 
Fig. 1.  Example scheme of Rhodotorula glutinis strain improving procedure for the purpose of increas-

ing carotenoid production 
 Źródło / Source: opracowanie własne na podstawie [20, 21] / the author’s own study based on 

[20, 21] 

 
Escherichia coli to wygodny gospodarz dla heterologicznej produkcji karotenoi-

dów. Większość genów karotenoidowych z bakterii, grzybów i roślin wyższych może 
podlegać funkcjonalnej ekspresji w komórkach tej bakterii. Na rys. 2. przedstawiono 
wczesne etapy biosyntezy karotenoidów. Należy zwrócić uwagę, że ścieżka bakteryjna 
i roślinna syntezy izoprenoidów jest odmienna od ścieżki biosyntezy u zwierząt (pre-
kursor – kwas mewalonowy) [53]. 
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Objaśnienia / Explanatory notes: 
DXP – 5-fosforan 1-dezoksy-D-ksylulozy / 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate; IPP – pirofosforan izopenty-
lu / isopentenyl pyrophosphate, DMAPP – pirofosforan dimetyloallilu / dimetyloallil diphosphate, GGPP – 
pirofosforan geranogeranylu / geranogeranyl pyrophosphate 
 
Rys. 2.  Wczesne etapy biosyntezy karotenoidów w transformowanych komórkach E. coli 
Fig. 2.  Early stages of carotenoids biosynthesis in transformed E. coli cells 
 Źródło / Source: opracowanie własne na podstawie [44, 49, 53] / the author’s own study based 

on [44, 49, 53] 

 
Problem dostarczania prekursorów może być rozwiązany po zastosowaniu inży-

nierii metabolicznej ścieżki 5-fosforanu-dezoksy-D-ksylulozy, która zwiększy poziom 
pirofosforanu izopentylu – prekursora biosyntezy większości karotenoidów. W tym 
celu poddano transformacji komórki bakteryjne i uzyskano nadekspresję: 
– syntazy 5-fosforanu 1-dezoksy-D-ksylulozy (EC 2.2.1.7), 
– reduktoizomerazy 1-dezoksy-D-ksylulozofosforanu (EC 1.1.1.267), 
– izomerazy fosforanu izopentenylu (EC 5.3.3.2). 

W efekcie odnotowano stymulację karotenogenezy 3,5-krotnie wobec macierzy-
stego szczepu bakteryjnego do końcowej wydajności 1,5 mg β-karotenu/g suchej masy 
komórek [44]. 

Stosunkowo nowa strategia w odniesieniu do komórek E. coli to tzw. inżynieria 
membranowa, gdzie karotenoidy, podobnie jak wiele związków lipofilnych, mogą być 
akumulowane poprzez nadeksperesję integralnych białek błonowych: podjednostki b 
ATPazy czy receptora chemotaksji Tsr oraz poszerzenie powierzchni i struktury błon. 
Zastosowanie tej strategii zapewniło depozycje β-karotenu w rekombinowanym szcze-
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pie E. coli CAR025, na poziomie 44,2 mg/g, co stanowi wzrost o 39 % w stosunku do 
macierzystego szczepu [56]. 

Transgeniczne rośliny 

Obecnie znane są trzy strategie zwiększania poziomu karotenoidów w tkankach 
roślin: 
1) modyfikacja szlaku biosyntezy w celu jego przesunięcia do kolejnego produktu 

karotenoidowego, np. w pomidorze (Lycopersicon esculentum), 
2) zwiększenie zawartości istniejących karotenoidów, np. w rzepaku (Brassica na-

pus), 
3) inżynieria ścieżki karotenogenezy w tkankach kompletnie pozbawionych karoteno-

idów, np. endosperma ryżu (Oryza sativa). 
Te strategie można jeszcze uzupełnić angielskimi terminami: „push” (strategia 1), 

„block” oraz „sink”, co w przypadku tych dwóch ostatnich technik projektowania 
oznacza blokowanie lub wyłączanie szlaków metabolicznych prowadzących m.in. do 
biosyntezy konkurencyjnych produktów, takich jak tokoferole [3, 32]. 

W przypadku pomidora (Lycopersicon esculentum) zasadniczym produktem ma-
cierzystych odmian jest likopen, który stanowi ok. 75 ÷ 80 % całkowitej zawartości 
karotenoidów [19], co wynika m.in. z negatywnej regulacji ekspresji dwóch genów 
cyklazy likopenu (EC 5.5.1.18) (Lcy-b i Lcy-e) na końcowym etapie dojrzewania owo-
cu. W tym przykładzie oczywistym wyborem jest strategia „push”, zmierzająca do 
cyklizacji liniowego prekursora w kierunku biosyntezy α- oraz β-karotenu. W wyniku 
procesów transgenezy, m.in. poprzez nadekspresję genu cyklazy likopenu, wyprowa-
dzono linie pomidora bogate w β-karoten (żółta barwa owoców) oraz jego cykliczne 
pochodne akumulujące 130 ÷ 200 μg β-karotenu/g s.m. (‘Red Setter’, ‘HighCaro’) [6]. 
Skuteczny mechanizm transformacji zapewniły m.in. wybór silnego konstytutywnego 
promotora CaMV 35S, wykorzystanie sekwencji cDNA Lcy-b oraz wytypowanie do 
transformacji odmiany ‘Red Setter’, komercyjnej, wyselekcjonowanej linii o dużej 
zawartości karotenoidów w owocach. 

Ostatnia ścieżka modyfikacji (strategia 3) wynika z analizy danych FAO/WHO 
oraz innych raportów żywieniowych, według których to trzy ziarna zbóż: ryżu, kuku-
rydzy i pszenicy, czyli tzw. „staple food”, wspólnie zapewniają ponad 50 % energii dla 
globalnej populacji, przy czym są stosunkowo ubogie w witaminy oraz składniki od-
żywcze. Ten deficyt jest szczególnie niebezpieczny w przypadku niedoboru witaminy 
A [35]. Jednocześnie w pewnych strefach klimatycznych, m.in. w Afryce Subsaharyj-
skiej, z uwagi na uwarunkowania agronomiczne dominujące areały mogą stanowić 
uprawy manioku czy bananów (Musa spp.), np. w Ugandzie, gdzie triploidalny genom 
tej rośliny posłużył naukowcom, przy wsparciu fundacji Billa i Melindy Gatesów, do 
selekcji oraz modyfikacji ścieżki karotenogenezy. Ostatnia faza projektu (2012 - 2017) 
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początkowo obejmowała uzyskanie całkowitej liczby 200 niezależnych linii transge-
nicznych odmian „M9” i „Nakitembe” MtPsy2a, które mogą akumulować blisko 20 μg 
β-karotenu/g tkanki [39]. 

„Złoty ryż” i co dalej 

Ryż (Oryza sativa) to istotne źródło białek i energii charakteryzujące się znaczą-
cym niedoborem mikroelementów oraz prekursorów witaminy A. Stanowi główny 
składnik diety w krajach rozwijających się. W Azji 70 % dzieci choruje z powodu nie-
doboru witaminy A, 1 ÷ 2 mln dzieci może uniknąć śmierci w wieku 1 - 4 lat dzięki 
dostarczeniu wymaganej dawki tej witaminy [55]. Nawet jeśli program rządowy zaleca 
fortyfikację ryżu witaminą A, to często nie dociera on do biedniejszych regionów, 
gdzie ryż podlega ręcznej obróbce i hodowcy dysponują własnym ziarnem. Łuskanie 
ziaren ryżu wiąże się z usuwaniem warstwy aleuronowej bogatej w tłuszcze, celem 
zahamowania procesu jełczenia, bardzo prawdopodobnego zwłaszcza w strefie tropi-
kalnej i subtropikalnej. Jednocześnie łuskany biały ryż nie zawiera praktycznie prowi-
taminy A, natomiast w nieprzemielonym brązowym ryżu obecne są znaczące pod 
względem żywieniowym ilości witaminy B1, żelaza, wapnia, ale już tylko śladowe 
ilości prowitaminy A (0,1 μg/g ziarna) [37]. 

Wymienione przyczyny i alarmujące dane stanowiły wystarczający impuls do za-
projektowania odmiany ryżu, która byłaby w stanie zaspokoić przynajmniej część za-
potrzebowania na witaminę A, głównie w społeczeństwach azjatyckich. Przy wparciu 
fundacji Rockefellera i po przejęciu komercyjnej ścieżki przez firmę Syngenta, zaini-
cjowano badania na Uniwersytecie we Freiburgu (Peter Beyer) oraz w Politechnice 
Federalnej w Zurychu (Ingo Potrykus) [2, 24, 35]. Pierwotnie sugerowano, że proble-
mem „Złotego ryżu” może być stosunkowo mała biodostępność prowitaminy. Przykła-
dowo współczynnik konwersji w owocach wynosi 6 : 1, a parametr ten w przypadku 
szpinaku ma wartość 24 : 1, co przejawia się ubogim wchłanianiem witaminy A 
w procesie trawienia [14]. W badaniach dzieci w wieku szkolnym, które spożywały 
„Złoty ryż”, szpinak lub czysty β-karoten w kapsułkach oleju wykazano jednak, że  
β-karoten w „Złotym ryżu” został przekonwertowany do retinolu równie skutecznie jak 
w preparacie podawanym jako suplement i skuteczniej nawet niż β-karoten obecny 
w szpinaku [14]. 

W celu zwiększenia zawartości prowitaminy testowano produkcję karotenu z od-
mian transgenicznych, w których źródłowe geny pochodziły nie tylko z żonkila (Nar-
cissus pseudonarcissus), ale i z sałaty, papryki czy kukurydzy i właśnie te ostatnie 
transgeny (ZmPSY i PaCrtI) okazały się najbardziej efektywne. W rezultacie, w roku 
2006 powstał projekt „Golden Rice 2” [49]. W ramach prac badawczych udało się 
pozyskać odmiany, które akumulowały w bielmie ryżu blisko 30 μg β-karotenu/g, co 
stanowi wynik blisko 20-krotnie lepszy niż początkowe rezultaty pierwszej edycji pro-
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jektu (1999 - 2002). Odpowiedzi na tak spektakularny wzrost należy szukać w mecha-
nizmach ekspresji genu syntazy fitoenu (PSY, EC: 2.5.1.32). Enzym ten występuje 
w tkankach roślinnych w postaci kilku izoenzymów psy1, psy2, psy3, których struktura 
III-rzędowa to tylko nieznaczne różnice w sekwencji pojedynczych aminokwasów  
(1-2 aa w pozycji 168 oraz 257). Odmiany z izoenzymem psy1, zidentyfikowane 
w kukurydzy tworzą różne typy globularnych lub fibrylarnych plastoglobul [49], które 
mogą kierować biosyntezę karotenoidów do alternatywnych subkomórkowych lokali-
zacji, co w istotny sposób wpływa na proces magazynowania oraz powiązaną z nim 
biodostępność karotenoidów. 

W ocenie biodostępności warto wspomnieć badania Lipkiego i wsp. [30], w któ-
rych analizie poddano transgeniczne sorgo. Oznaczono obecność kilkakrotnie większej 
puli karotenoidów w bielmie ziarna odmiany modyfikowanej genetycznie: 3,1 ÷ 14 μg 
β-karotenu/g s.m. (włączając izomery β-karoten, α-karoten, α-kryptoksantynę,  
i β-kryptoksantynę) w stosunku do 0,9 ÷ 1,5 μg/g s.m. w nietransgenicznym ziarnie. Za 
pomocą badania symulującego trawienie in vitro wykazano jednak, że karotenoidy 
z tego biofortyfikowanego ziarna sorga były mniej dostępne niż z ziaren pozyskanych 
z odmiany dzikiej [30]. Jedną z możliwych interpretacji otrzymanych wyników jest 
wiązanie karotenoidów przez białka kafiryny obecne w bielmie sorga, co utrudnia pro-
ces ich uwolnienia z matrycy. 

Kolejne problemy w programie „Złotego ryżu” to jego uprawa polowa oraz 
wpływ deficytu prekursora GGPP na syntezę innych substancji, dla których jest sub-
stratem, np. kwasu giberelinowego czy innych fitohormonów [12, 46]. Osobnym pro-
blemem jest konieczność przeprowadzenia kosztochłonnych i długotrwałych badań 
niezbędnych do zaakceptowania produktu przez międzynarodowe agencje, przy sto-
sunkowo sceptycznym podejściu części opinii publicznej [38, 51]. 

Podsumowanie 

W ostatnich kilkunastu latach odnotowuje się rosnące zapotrzebowanie na karote-
noidy jako substancje barwiące, składniki biofarmaceutyków czy też kosmetyków. 
Zdecydowana większość produkcji jest nadal realizowana metodami chemicznymi, 
chociaż dynamiczny rozwój inżynierii genetycznej pozwala na konstruowanie odmian 
roślin i udoskonalanie szczepów mikroorganizmów nadprodukujących czy też akumu-
lujących karotenoidy w ilościach 20 ÷ 40 μg/g tkanki lub biomasy. Pierwszoplanowym 
przykładem tej technologii jest omówiony projekt „Złoty ryż”, aczkolwiek przedsię-
wzięcie to jest równocześnie najlepszą ilustracją ograniczeń technologii GM w pro-
dukcji żywności funkcjonalnej. Pomimo kilkunastu lat badań i wysiłku dużej grupy 
naukowców projekt nadal jest w fazie wdrożenia z uwagi na aspekty prawne. 

 
Projekt finansowany w ramach Grantu MNiSW na działalność statutową. 
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SELECTED ASPECTS OF BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTION OF CAROTENOIDS  

 
S u m m a r y 

 
Over the past several years there is observed a growing interest in alternative methods of producing 

vitamins. This is a response to the production of highly processed food often devoid of those essential for 
the functioning of the body substances; also it is a search of the solutions to the problem of food shortages 
in the developing countries. This issue refers, in particular, to the vitamin A and its carotenoid precursors, 
the deficiency of which in the diet may result in visual impairment and even lead to death. 

The objective of the research study was to present the strategies associated with the microbiological 
synthesis of carotenoids, which takes place, among other things, in Escherichia coli cells and in some 
selected species of microalgae and fungi. The application of microbiological methods in the production of 
those nutraceuticals results in the cost reduction, decrease in the waste quantities and energy expenditure 
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cut; also it makes it possible to use new raw materials, such as atypical sugars derived from the fruit and 
vegetable processing industry by-products or vegetable oils. In the paper, there were also presented genetic 
engineering strategies used to modify a carotenoid biosynthesis pathway in plant tissues and targeted at 
accumulating selected compounds as were the issues related to their bioavailability in the products pro-
duced. The discussion on the carotenoid production processes was preceded by the characteristic of the 
most important properties and nutritional values of vitamin A and its carotenoid precursors. Particular 
attention was paid to both the issues referring to the selection of strains and the conditions of microalgae 
cultures as carotenoid overproducers and the plant cell transformation processes intended for obtaining 
plant varieties rich in provitamin A; the whole was exemplified by the "Golden Rice" project and pro-
spects for its development. 
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