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Microbiological sources of colorants in food technology

Abstract: Recent years have brought intensive discussions concerning harmful influence of synthetic colorants used in food industry. It
has focused the interest of both the food producers and the consumers on natural dyes. The aim of this review is to present novel methods
of biosynthesis of natural colorants. The scope of the paper is not limited to those substances which are currently in use, but includes also
some other compounds potentially useful in such applications are described. New sources of food colorants has been discovered among
such organisms as algae (Dunaliella producing -carotene), fungi (poliketides pigments), yeast (Ashbya gossypii producing riboflavin),
bacteria. The highest expectations are connected with carotenoids, which are currently being intensively investigated. Their structural
diversity opens up a wide range of potential new colorants. The most important method of their modification is cloning of crt genes and
their expression in E. coli cells.
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1. Wstep

Rozwoéj przemystu spozywczego, nowych zrddet
i sposobdw pozyskiwania surowcow, a takze wzrost
$wiadomosci spoleczenstwa powoduje, ze oczekiwa-
nia konsumentéw wobec zywnos$ci ulegaja ciaglym
zmianom. W ostatnich latach rozgorzata dyskusja nad
szkodliwoscig, stosowanych w zywnosci sztucznych
barwnikdw, co przyczynito sie do gwaltownego wzro-
stu zainteresowania zaréwno producentéw zywnosci jak
i konsumentéw barwnikami naturalnymi. Kolory petnia
podstawowa role w identyfikacji produktow spozyw-
czych oraz sg czynnikiem podwyzszajacym ich walory
smakowe. Zatem barwienie Zywnosci jest waznym pro-
cesem majacym na celu:

o odtworzenie pierwotnej barwy utraconej w wyniku
przetwarzania,

« nadanie barwy produktom spozywczym zazwyczaj
naturalnie bezbarwnym lub czasowo bezbarwnym,

« wzmocnienie istniejacej barwy,

o podkreslenie aromatu (smaku) $rodka spozyw-
czego zwigzanego z konkretng barwa, co czyni go
tatwiejszym do rozpoznania.

Barwniki spozywcze mozemy podzieli¢ na barw-

niki pochodzenia naturalnego oraz syntetyczne lub na

barwniki rozpuszczalne w wodzie (antocyjany, beta-
cyjany i chlorofile) oraz rozpuszczalne w ttuszczach
i rozpuszczalnikach organicznych (karotenoidy). Barw-
niki naturalne otrzymywane s3 na drodze wieloeta-
powego procesu ekstrakcji z materialu biologicznego,
ktorego zrodtem mogg by¢ rosliny lub owady, natomiast
te identyczne z naturalnymi pozyskuje si¢ na drodze
syntezy chemicznej.

Dotychczas Rada Unii Europejskiej (Council of
European Union) zatwierdzita 43 barwniki stosowane
jako dodatki do Zzywno$ci, w tym 16 naturalnych,
ktérym zostaly wyznaczone identyfikatory numeryczne
z literg E [14]. Jednak w 2007 roku Parlament Europejski
przyjal zapis zaostrzajacy mozliwo$¢ zastosowania nie-
ktérych barwnikow syntetycznych, a mianowicie tych
oznaczonych numerami 102 (tetrazyna), 104 (zdlcien
chinolinowa), 110 (z6lcien pomaranczowa), 122 (azoru-
bina), 124 (czerwien koszenilowa) i 129 (czerwien allu-
rowa). Przyczyng takich zaostrzen byly wyniki badan
naukowych dotyczacych potencjalnego niekorzystnego
wplywu wymienionych dodatkéw na zdrowie czlowieka,
w tym wzrost ryzyka wystepowania alergii, nowotwo-
réw czy nadpobudliwosci u dzieci. Wielu producentow
zywnosci, miedzy innymi Heinz, McDonald’s czy Tesco
dobrowolnie zrezygnowaly ze stosowania tych substancji.

* Autor korespondencyjny: Katedra Chemii, Wydzial Nauk o Zywnosci, Szkola Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Nowoursy-
nowska 159 C, 02-776 Warszawa; tel: (+ 48 22) 59 37 621; e-mail: izabela_stolarzewicz@sggw.pl
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Obecnie barwniki naturalne stanowig 31% rynku
substancji barwigcych [44]. W zwigzku z wycofywaniem
barwnikow sztucznych przewiduje sig, ze ich produkcja
bedzie wzrastata rocznie jedynie o 3-5%, za$ produkecja
barwnikéw naturalnych o 5-10% [43].

Z uwagi na niska wydajno$¢ procesu ekstrakeji
i malg stabilno$¢ dotychczas otrzymywanych barw-
nikéw naturalnych poszukuje sie nowych mozliwosci
pozyskiwania zwigzkéw mogacych petni¢ role substancji
barwigcych zywnos¢. Pomimo duzego zainteresowania
naturalnymi pigmentami nasza wiedza o ich wystepowa-
niu, mozliwosciach wykorzystania i wiasciwosciach jest
ograniczona. Wiele Zrédet nowych barwnikéw kryje sie
w bior6znorodnosci $wiata roélin i mikroorganizméw
wystepujacych w niezbadanych dotychczas ekosyste-
mach, zaréwno ladowych jak i wodnych.

W pracy przedstawiono potencjalne mikrobiolo-
giczne zrédta barwnikéw mogacych znalez¢ zastosowa-
nie w przemysle spozywczym.

2. Barwniki syntetyczne

Syntetyczne zwigzki barwigce moga mie¢ dwojaki
charakter w zaleznosci od ich budowy i wlasciwosci che-
micznych, a wigc moga zalicza¢ si¢ do grupy zwigzkow
organicznych lub nieorganicznych. Dopuszczone do
stosowania organiczne barwniki syntetyczne to przede
wszystkim zwigzki azowe o wzorze ogélnym R N=NR ,
np. Czerwien Allura (E129) (rys. 1). Barwniki te posia-
daja wiele zalet w poréwnaniu z ich naturalnymi zamien-
nikami, cechuje je mianowicie standardowa moc barwie-
nia definiowana jako zalezno$¢ miedzy ilo$cig dodanej
substancji barwigcej a uzyskanym odcieniem. Sa czy-
stymi, jednorodnymi zwigzkami chemicznymi, posia-
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Rys. 1. Syntetyczny barwnik azowy — Czerwien Allura (E129)

dajacymi wigksza odpornos$¢ na warunki srodowiska,
aich formy handlowe sg tatwiejsze do stosowania w pro-
dukcji zywnosci. Ponadto barwniki syntetyczne sg tan-
sze w poréwnaniu do ich naturalnych odpowiednikéw.
Z drugiej strony stosowanie tych zwigzkow budzi wiele
kontrowersji z powodu ich domniemanej szkodliwosci
dla zdrowia czlowieka [30].

Barwniki azowe powstaja w reakeji sprzegania soli
diazoniowych z pochodnymi fenolu lub amin aroma-
tycznych. Poniewaz oba skfadniki moga by¢ znaczaco
modyfikowane, w rezultacie mozna uzyska¢ ogromna
liczbe barwnikéw, szczegdlnie wtedy, gdy czasteczki
wyj$ciowe sa fatwo dostgpne i tanie. Synteza barwnikéw
azowych jest prowadzona w niskich temperaturach, a co
za tym idzie nie wymaga dostarczania energii. Ponadto
szkodliwy wplyw procesu na srodowisko jest niewielki,
poniewaz wszystkie reakcje zachodza w $rodowisku
wodnym. Dlatego z uwagi na wymienione powyzej
czynniki koszt produkgji tej grupy barwnikéw synte-
tycznych jest stosunkowo niewielki [45]. Pierwszym
otrzymanym w ten sposob barwnikiem w 1958 roku
byla zélcien anilinowa, natomiast przyktadem syntezy
zwigzku uzywanego do barwienia Zzywnosci jest reakcja
otrzymywania Czerwieni Allura (E129) (zwiazek mono-
azowy niesymetryczny) [7] (rys. 2).

Barwniki nieorganiczne odgrywaja stosunkowo
niewielkg role w barwieniu Zywnosci. Najczesciej sto-
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Rys. 2. Synteza Czerwieni Allura
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Rys. 3. Przyklady barwnikéw naturalnych

sowane s3 metale, ktorych atrakcyjne wlasciwosci kolo-
rystyczne sprawiaja, iz wykorzystywane sa one gtéwnie
do barwienia powierzchniowego [30].

3. Barwniki naturalne

Barwniki naturalne uzyskuje si¢ z materialu biolo-
gicznego pochodzenia roslinnego, zwierzecego i mikro-
biologicznego oraz z mineratéw (rys.3). W niniejszej
pracy zostang przedstawione barwniki, ktorych zrédto
stanowig mikroorganizmy.

Zwiazki barwigce pochodzenia naturalnego w prze-
ciwiestwie do syntetycznych barwnikéw azowych
majg mniej intensywng barwe, a co za tym idzie maja
mniejszg zdolnos$¢ barwienia. Ponadto s znacznie bar-
dziej wrazliwe na dzialanie czynnikéw utleniajacych,
podwyzszonej temperatury oraz zmian pH. Pomimo
tych wad sa pozadane przez producentéw zywnosci,
poniewaz budzg zaufanie konsumentéw w odniesieniu
do bezpieczenstwa ich stosowania. W przemysle spo-
zywczym barwniki naturalne stosowane sg w postaci
ekstraktow i koncentratéw otrzymanych z surowcow
naturalnych pochodzenia rodlinnego, a w zaleznosci od
ich struktury, mozna je podzieli¢ na nastgpujace grupy:

« izoprenoidowe - karotenoidy,

« porfirynowe — chlorofile,

« flawonoidowe - antocyjany,

o betalainowe — betaniny i betaksantyny,

o chinoidowe — koszenila,

o inne barwniki - ryboflawina, kurkumina.

Ekstrakcja substancji naturalnych, w tym barwni-
koéw, polega na ich izolacji z komoérek, tkanek badz orga-

néw roslinnych (korzenie, rozlogi, kwiaty, owoce) oraz
przeprowadzeniu do roztworu [14]. Wydajno$¢ takiego
procesu oscyluje najczesciej na poziomie 20%.

W przypadku barwnikéw zwigzanych z procesem
fotosyntezy zlokalizowanych gléwnie w chloroplastach
takich jak np. chlorofil, konieczne jest zniszczenie struk-
tur komorkowych przed rozpoczgciem procesu ekstrak-
cji. Dezintegracje Sciany komoérkowej przeprowadza
sie najczesciej metodami fizycznymi (homogenizacja,
zmiany temperatury, sonifikacja) i/lub chemicznymi
(dziatanie rozpuszczalnikami lub enzymami). Otrzy-
mane ekstrakty sg zageszczane i oczyszczane odpowied-
nio dobrang metoda [14].

3.1. Naturalne barwniki otrzymywane na drodze
syntezy chemicznej

Wzrost swiadomosci proekologicznej spoleczenstwa
powoduje, iz przemyst w tym takze przemyst spozyw-
czy poszukuje nowych przyjaznych srodowisku zrodet
i sposobow pozyskiwania surowcow.

Jednym z najczesciej otrzymywanych na drodze syn-
tezy chemicznej barwnikiem naturalnym jest - karo-
ten. Obok B- karotenu syntetyzuje si¢ réwniez jego
pochodne m.in. kantaksantyne (ciemnoczerwona),
B-apo-8’-karotenal i kwas - apo-8-karotenowy oraz
jego estry: metylowy i etylowy (dajace kolor od z6t-
tego do pomaranczowego w zaleznosci od st¢zenia
zwigzku). Te syntetyczne karotenoidy, przygotowane
w odpowiedniej formie aplikacyjnej w celu uzyskania
pozadanej barwy oraz satysfakcjonujacej stabilnosci,
maja szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym.
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Karotenoidy otrzymywane sa w postaci stabo rozpusz-
czalnych krysztalow, za$ preparaty uzytkowe przyjmuja
postac koncentratéw olejowych lub zostajg zdyspergo-
wane w wodzie. Formy olejowe dodawane s do takich
artykulow jak jaja (barwnik dodawany jest do pasz dla
kur), pieczywo oraz artykuty mleczne, natomiast barw-
niki zdyspergowane w wodzie wykorzystuje si¢ do bar-
wienia napoi bezalkoholowych [7].

4. Mikrobiologiczna produkcja pigmentow

Mikroorganizmy produkujg szereg zwigzkow o wlas-
ciwosciach barwigcych, jednakze z powodu trud-
nosci zwigzanych z wprowadzeniem takich substancji
na rynek wynikajacych migdzy innymi z mozliwosci
skazenia mikotoksynami, tylko niewielka liczbe pig-
mentéw pochodzenia mikrobiologicznego produkuje
sie na skale przemystows.

Najstarszym zrodtem barwnikéw produkowanych
przez grzyby i stosowanych przez czlowieka jest red
koji (angkak), ryz fermentowany przez rodzaj Monascus,
tradycyjnie uzywany w Azji od wiekéw do barwienia
czerwonego ryzowego wina, CZerwonego sera $ojo-
wego, migsa czy tez produktow rybnych. Ten od dawna
uzywany w krajach azjatyckich pigment jest ciagle nie-
dopuszczony do produkeji w USA z uwagi na miko-
toksyny, jakie moga produkowac¢ niektére gatunki plesni
z rodzaju Monascus.

Pierwszym europejskim sukcesem w dziedzinie
mikrobiologicznej produkcji pigmentéw bylo wykorzy-
stanie plesni z rodzaju Blakeslea w produkcji B-karotenu.
Europejska Dyrekcja Generalna do spraw Zdrowia
i Ochrony Konsumentéw zatwierdzita B-karoten produ-
kowany w ten sposob jako identyczny z tym syntetyzo-
wanym chemicznie, a tym samym dopuszczalny do bar-
wienia zywnosci. Gatunek Blakeslea trispora jest obecnie
wykorzystywany réwniez do produkeji likopenu [9].

Komercyjna produkcja likopenu, czyli pomaran-
czowo-czerwonego barwnika (E160d), opiera sie na
syntezie chemicznej (p.3.1) lub ekstrakcji z natural-
nych zrédet np. pomidoréw (Lycopersicum esculentum).
Z uwagi na rosnace znaczenia tego zwiazku oraz fakt, ze
rosliny i algi produkuja jedynie mieszanki karotenoidow,
a nie pojedynczy barwnik, zostaly podjete proby znale-
zienia alternatywnych drég produkeji, gwarantujacych
otrzymywanie z duzg wydajnoscig czystego likopenu.
Szlak biosyntezy P-karotenu, w ktérym produktem
przejsciowym jest likopen, zostal zbadany i opisany
w komorkach Phaffia balesleeanus, Mucor circinelloides
i Blakeslea trispora. Produkcja wspomnianego barwnika
u wyzej wymienionych gatunkéw grzybéw odbywa sig
dzigki wyeliminowaniu aktywnosci genu cyklazy liko-
penu lub chemicznemu jej zahamowaniu poprzez doda-
tek do podioza hodowlanego amin trzeciorzedowych,
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aminometylopirydyny lub heterocyklicznych zwigzkow
azotowych, takich jak np. imidazol, pirydyna. U B. tri-
spora wydajnos¢ syntezy likopenu sigga ok. 5% suchej
masy [20].

Kolejnym przyktadem syntezy mikrobiologicznej jest
produkcja zo6itego barwnika — ryboflawiny (witaminy)
przez drozdze Eremothecium ashbyii i Ashbya gossypi,
ktore nalezg do tzw. ,,mocnych” producentdéw (syntezuja
1 g barwnika/dm® podloza hodowlanego) oraz przez
drozdze Candida guilliermudii lub Debaryomyces sub-
globosus nazywane ,,umiarkowanymi” producentami tej
witaminy (ponad 600 mg/dm® podloza hodowlanego).
Gatunkiem bakterii produkujacym ryboflawing z nie-
wielka wydajnoscig jest Clostridium acetobutylicum
(100 mg/dm® podtoza hodowlanego) [9].

Wiasnie z produkcjg mikrobiologiczng, a co za tym
idzie z pozyskiwaniem substancji barwigcych w hodowli
takich mikroorganizméw jak bakterie, grzyby czy tez
algi, wielu naukowcow wigze nadzieje na otrzymywanie
barwnikéw do zywnosci konkurencyjnych w stosunku
do barwnikéw sztucznych zaréwno pod wzgledem ich
wlasciwosci jak i ceny.

4.1. Grzyby jako potencjalne zr6dlo barwnikow
w technologii Zywnosci

Produkcja wielu obecnie akceptowanych barwni-
kow zywnosci wigze si¢ z kilkoma ograniczeniami, do
ktérych nalezg m.in. zaleznos¢ producenta od zapasow
surowca czy tez zmienno$¢ metod ekstrakeji pigmen-
tow ze wzgledu na zréznicowanie skfadu surowcow
wykorzystywanych do ekstrakcji substancji barwigcych.
Przeprowadzone ostatnio autoryzacje produkowanych
przez grzyby barwnikéw stosowanych w zywnosci
zdopingowaly naukowcéw do badan nad chemiczng
i biologiczng réznorodnoscia swiata grzybéw w celu
pozyskania nowych pigmentéw dla przemystu. Bada-
nia te wymagaja stosowania metod chemotaksonomicz-
nych oraz wiedzy a priori dotyczacej metabolizmu tych
organizmow [22].

Grzyby charakteryzuja sie¢ duza wydajnoscig pro-
dukcji biomasy, a ich wtérne metabolity wykazujg malg
wrazliwos¢ na cieplo i zmienne pH. Dlatego wiasnie te
organizmy wydaja si¢ by¢ warte dalszych badan jako
alternatywne zrédla naturalnych barwnikéw [22]. Nie-
ktore pigmenty pozyskiwane z komorek grzybow strzep-
kowych byly znane juz od dawna i wykorzystywane jako
narzedzie taksonomiczne w identyfikacji gatunkow. Nie
badano ich jednak pod katem potencjalnego zastosowa-
nia w technologii Zywnosci [28]. Znaczna czg$¢ wczes-
niejszych prac dotyczacych otrzymywania barwnikéw
pochodzenia mikrobiologicznego skupiala si¢ na zwiaz-
kach karotenoidowych, ktdérych to produkeja zostata juz
skomercjalizowana [1].
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Rys. 4. Barwniki antrachinonowe

Podobnie jak roéliny, grzyby syntetyzuja pigmenty,
ktore w zaleznosci od typu zwigzku pelnia rézne funkcje
w komorce, poczawszy od ochrony przed fotoutlenia-
niem (karotenoidy) i stresem $rodowiska (melaniny),
a skoniczywszy na kofaktorach w katalizie enzymatycz-
nej (flawiny) [22].

Pigmenty grzybéw wykazuja unikatowg réznorod-
nos¢ chemiczng i strukturalng pofaczong z szerokim
zakresem koloréw. Sg to miedzy innymi chinony takie
jak antrachinony [10] i naftochinony [4,11,18], kom-
pleks dihydroksynaftalenu i melaniny [5] oraz pochodne
flawiny takie jak np. ryboflawina [4]. Przykladowe barw-
niki antrachinononowe produkowane przez Eurotium
spp., Fusarium spp., Curvularia lunata oraz Drechelera
spp. [24], zostaly przedstawione na rysunku 4.

Jednym z najlepiej poznanych grzybéw pod katem
produkcji pigmentdw jest Monascus spp., ktory wytwa-
rza takie barwne zwigzki jak monaskorubryna i rubro-
punktatyna (rys.5a, b). Oba pigmenty posiadaja cha-
rakterystyczng strukture odpowiedzialng za wysokie

powinowactwo do pierwszorzedowych grup amino-
wych, stad nazywane s3 aminofilami [17]. W obec-
nosci réznych aminokwaséw plesn z rodzaju Monascus
moze produkowa¢ pigmenty o barwach od pomaran-
czowo-zoltej do fioletowo-czerwonej. Obok wymie-
nionej monaskorubraminy i rubropunktaminy ostatnio
wyizolowano i opisano trzeci z czerwonych barwnikow
Monascus spp. rdzniacy sie od pozostatych podstawni-
kami w pozycji C3 i C9 w ich strukturze chemicznej
(rys. 5 c). Nowoodkryty pigment wykazuje wlasciwosci
antybakteryjne w szczegdlnosci w stosunku do bakterii
Gram-dodatnich, co predestynuje go do zastosowan
zarowno w przemysle spozywczym jak i farmaceu-
tycznym [26]. Niestety w ryzu poddanym fermentacji
prowadzonej przez plesnie Monascus spp., wykryto
mikotoksyne, cytrynine [19]. Fakt ten ogranicza zasto-
sowanie grzyboéw z rodzaju Monascus jako poten-
cjalnego producenta naturalnych barwnikéw spozyw-
czych i uniemozliwia wprowadzenie takiego produktu
na rynek w USA i Europie. Obiecujace moga by¢ tu

Rys. 5. Pigmenty Monascus sp.

a) rubropunktatyna, b) monaskorubryna, c) nowoodkryty barwnik czerwony
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Rys. 6. Barwniki naftochinonowe

jednak ostatnie doniesienia $wiadczace o tym, iz cytry-
nina jest produkowana tylko przez nieliczne szczepy
plesni z rodzaju Monascus [39].

Przykfadem barwnika produkowanego przez plesnie
i dopuszczonego do barwienia zywnosci jest Aprink
Red™ produkowany przez ASCOLOR BIOTEC w Cze-
chach. Ten czerwony barwnik jest pozakomérkowym
metabolitem z klasy antrachinonéw, produkowanym
przez Penicillium oxalicum var. Armeniach CCM 8242.
Po 3-4 dniowej hodowli szczepu plesni uzyskuje sie od
1.5 do 2.0 g/dm® tego zwiagzku. Barwnik Aprink Red™
jest stabilny w pH wyzszym niz 3.5, za§ w pH neutral-
nym zachowuje kolor nawet po 30 minutach gotowania
[46]. Dzieki tym wlasno$ciom i pozytywnym wynikom
testow toksykologicznych barwnik ten zostal zatwier-
dzony przez Komisje Codex Alimentarius. Z kolei
plesnie z gatunku Penicillium aculeatum i P. pinophilum
produkuja poliketydowe barwniki azofilne tzw. ,,Mona-
scus — like pigments”. Zaleta produkcji tych barwnikéw
jest brak toksycznosci dla czlowieka oraz fakt, iz pro-
dukcji tej nie towarzyszy wydzielanie cytryniny i innych
mikotoksyn [23].

Kolejna grupe pigmentéw o znaczeniu komercyjnym
stanowig naftochinony (rys. 6), ktére wykazuja szeroka
palete barw oraz sg rozpuszczalne w wodzie. Nie wyma-
gaja chemicznej modyfikacji ani stosowania nosnikéw
i stabilizatoréw w celu rozpuszczenia si¢ w zywnosci, co
wynika ze struktury chemicznej zblizonej do struktury
barwnikow roélinnych czy zwierzecych. Naftochinony
znajdowane s3 nawet w tak egzotycznych gatunkach
plesni jak Cordyceps unilateralis, ktory jest patogenem
mréwek, a jego spory odzywiajg sie miekkimi tkankami
insekta. C. unilateralis produkuje pig¢ czerwonych barw-
nikéw pozakomorkowych: erytrostominon, deoksy-
erytrostominon, 4-O-metylostominon, epierytostomi-
nol, deoksyerytrostominol i 3,5,8-trihydroksy-6-meto-
ksy-2-(5-oksoheksa-1,3-dienylo)-1,4-naftochinon (3,5,8-
-TMON), przy czym szczegdlnym zainteresowaniem
cieszy si¢ ten ostatni, ze wzgledu na niska cytoto-
ksycznos¢ oraz intensywny krwisty kolor. Chemiczna
struktura naftochinonéw produkowanych przez C. uni-
lateralis jest podobna do komercyjnie dostepnych czer-
wonych barwnikéw takich jak szikonina i alkanina
(rys.6), bedacych odpowiednio metabolitami korzeni
roslin Alkanna tinctoria i Lithospermum erythrorhizon.
Szikonina znajduje szerokie zastosowanie poczawszy

od przemystu farmaceutycznego jako dodatek o silnym
dziataniu antybakteryjnym i antymalarycznym poprzez
przemyst wiokienniczy, kosmetyczny i spozywczy, gdzie
moze by¢ wykorzystywana w roli barwnika [38].

4.2. Mikroalgi w produkcji barwnikow

Algi naleza do grupy nieunaczynionych organizmoéw
autotroficznych i produkujg wiele zwigzkow takich jak
weglowodany, biatka, aminokwasy, witaminy oraz kwasy
tluszczowe [27]. Gléwnymi pigmentami alg sa chloro-
file a, b i ¢, B-karoten, fikocyjanina, ksantofile i fiko-
erytryna. Wszystkie te pigmenty maja duza szans¢ na
wykorzystanie w przemysle spozywczym, farmaceu-
tycznym i kosmetycznym. Rosnacy popyt na barwniki
naturalne, ktére moga by¢ stosowane w wymienionych
galeziach przemystu, stal si¢ powodem szerokich badan
nad tymi organizmami. W 2007 roku szacowano roczng
produkgje alg na 5000 ton suchej masy. Najwiekszym
zainteresowaniem cieszg sie: Spirulina produkujaca nie-
bieska fikocyjanine, Dunalliela syntetyzujaca B-karoten
oraz rodzaj Haematococcus wytwarzajacy czerwong
astaksantyne [8,29].

Karotenoidy sa obecne w chloroplastach alg w pos-
taci ztozonej mieszaniny charakterystycznej dla kaz-
dej z ich klas. Na przyktad, czerwona alga Rhodophyta
posiada a i f-karoten oraz ich hydroksylowe pochodne,
Chloromonadophyta zawiera diadynoksantyne i hetero-
ksantyne, natomiast dla Chlorophyta charakterystyczne
sa acetylenowe pochodne karotenoidéw nazywane
alloksantyng, monadoksantyng i krokoksantyna. Spriru-
lina akumuluje p-karoten w stezeniach 0,8-1,0% suchej
masy, Haematococcus 1,5-3%, a Dunaliella nawet 14%,
co czyni ja najwigkszym jego producentem [8,36].

Do rodzaju Dunaliella nalezg gatunki halotoleran-
cyjne, jednokomoérkowe, majace wyjatkowa budowe
morfologiczng oraz specyficzne wlasciwosci fizjolo-
giczne. Gromadzenie duzych ilosci p-karotenu naste-
puje gtéwnie w odpowiedzi na duze natezenie $wiatla,
w optymalnych warunkach 25-30 lukséw. Dunaliella
salina potrafi wytworzy¢ nawet 400 mg -karotenu/m?
pola uprawy i moze by¢ bezpiecznie uzywana w przemy-
$le spozywczym, gdyz posiada status GRAS (ang. Gene-
rally Recognized As Safe) [8, 42]. Naturalny p-karoten
z alg Dunaliella dostgpny jest na wielu rynkach pod
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trzema postaciami: ekstraktu (-karotenu w postaci
emulsji o stezeniach od 1 do 20%, sproszkowanej bio-
masy alg oraz suszonej biomasy [8, 36].

Czerwona mikroalga z rodzaju Porphyridium stanowi
zrodlo zwigzkow posiadajacych wartosci odzywecze i tera-
peutyczne, w tym karotenoidéw, gléwnie zeaksantyny,
oraz fluorescencyjnych fikobiliprotein. Fikobiliproteiny
nalezg do pigmentdw uczestniczacych w fotosyntezie,
a gromadzone s3 w komorkach w postaci fikobilisoméw
zwigzanych z blona tylakoidow chloroplastéow. Zbudo-
wane s3 one z chromofordéw - bilin, bedacych podsta-
wionymi tetrapirolami polaczonymi z apoproteinami
[8] (rys.7). Czerwona fikobiliproteina - fikoertryna
oraz niebieska fikocyjanina sg rozpuszczalne w wodzie
i mogg pelnic role naturalnych barwnikéw w przemysle
spozywczym, kosmetycznym i farmaceutycznym [6].

Jeden z gatunkow z rodzaju Porphyridium jest zrod-
fem fluorescencyjnych rézowych pigmentéw nalezg-
cych do fikobiliprotein, a mianowicie B-fikoerytryny
i b-fikoerytryny. Ta rézowoczerwona fikoerytryna moze
by¢ stosowana do nadawania barwy wyrobom cukier-
niczym, zelatynowym deserom i produktom mlecznym.
Ilo$¢ wymagana do zabarwienia 1 kg réznych artyku-
téw waha si¢ od 50 do 100 mg/kg. Kolor tego barwnika
jest stabilny w 60°C przez 30 minut i posiada diugi czas
trwania w pH 6-7. Okazal si¢ on takze bardzo stabilny
w suchych preparatach przechowywanych w warunkach
niskiej wilgotnosci. Oprocz wilasciwosci barwiacych,
czerwona fikoerytryna wykazuje z6tta fluorescencje,
co daje mozliwos$¢ uzycia jej w specjalnych produktach
zywno$ciowych, miedzy innymi w przezroczystych liza-
kach, cukierkach, napojach bezalkoholowych i alkoho-
lowych. Omawiany barwnik nie jest jeszcze stosowany
w przemysle spozywczym, pomimo ze badania prowa-
dzone na szczurach karmionych suchg masa alg Porphy-
ridium nie ujawnily zadnego negatywnego wplywu na
ich wzrost czy tez histologi¢ [8].

Zrédtem niebieskiego barwnika zwanego Marine
blue jest mikroalga Porphyridium aerugineum. Ten gatu-

nek rézni sie od innych czerwonych mikroalg brakiem
czerwonej fikoerytryny, ekstrakt z komorek P. aerugi-
neum jest niebieski [13]. P. aerugineum to alga jedno-
komoérkowa, uprawiana w sztucznym lub w stonecznym
Swietle, w $wiezej wodzie bogatej w dwutlenek wegla.
Podczas badan nad optymalizacja procesu produkeji
wymienionej wyzej niebieskiej fikocyjaniny udalo sie
uzyska¢ wydajno$¢ wynoszaca ponad 60% suchej masy,
za$ ilo§¢ wymagana do zabarwienia 1 litra napoju wyno-
sita 140-180 mg. Zalete pigmentu produkowanego przez
P, aerugineum stanowi stabilno$¢ wobec zmiennego pH
oraz $wiatla, natomiast wad¢ jego termowrazliwos¢.
W pH 4-5 barwnik ten cechuje si¢ stabilnoscig w tem-
peraturze 60°C przez 40 minut, co jest istotne dla wyko-
rzystania tego zwiazku w przetworstwie spozywczym.
Pomimo swoich wilasciwosci nie produkuje sie go na
skale przemystowa, z uwagi na trwajace jeszcze testy
toksykologiczne [8].

4.3. Bakterie i drozdze jako producenci zwigzkow
o charakterze barwnikow

Spo$réd mikrobiologicznych zrédet barwnikéw bak-
terie i drozdze cieszg si¢ mniejszym zainteresowaniem
naukowcow jako potencjalni producenci substancji
wykorzystywanych do barwienia zywnosci w poréw-
naniu z grzybami i algami. Jednak i w tej grupie mikro-
organizmow znajduje si¢ wiele gatunkéw zdolnych do
produkcji pigmentéw, ktore moga petnic role suplemen-
tow diety zaréwno zwierzat jak i ludzi. W krolestwie
bakterii gatunkami zdolnymi do syntezy barwnikéw
sa miedzy innymi Chromobacterium violaceum, pro-
dukujacy wiolacyne (o barwie purpurowo-fioletowej),
Flavobacterium sp., ktory produkuje z61ta zeaksantyne
z wydajnoscia do 190 mg/dm® podfoza hodowlanego [9]
czy Agrobacterium aurantiacum wytwarzajacy roZowo-
czerwong astaksantyne [40, 41]. Ponadto fotosynte-
tyzujace bakterie Bradyrhizobium sp. [21] i halofilne
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Halobacterium sp. [3] sg producentami ciemnoczerwo-
nej kantaksantyny.

Drozdze produkujg przede wszystkim astaksantyne
i karotenoidy. Za najlepszego kandydata na komer-
cyjnego producenta astaksantyny uwazane sg drozdze
z gatunku Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia
rhodozyma), za$ karotenoidy sa produkowane przez
drozdze z rodzaju Rhodotorula [35]. Wydajnos¢ takiej
syntezy w przypadku dzikich szczepow jest bardzo mata,
dlatego w celu jej podniesienia stosuje si¢ modyfikacje
warunkéw hodowli i skladu podtoza [31] oraz wykorzy-
stuje techniki inzynierii genetycznej [37].

Bakterie i drozdze, ktérych metabolity nie zawieraja
substancji barwnych moga sta¢ si¢ ich producentami
w wyniku modyfikacji genetycznych. W ciggu ostatnich
kilku lat sklonowano znaczacg liczb¢ gendw kodujacych
szlaki syntezy karotenoidéw crt (dotychczas ponad
150 genéw kodujacych 24 enzymy). Heterologiczna eks-
presja wigkszosci tych gendw sprawila, ze stato si¢ moz-
liwe zaprojektowanie $ciezek biosyntezy karotenoidow
w komorkach drozdzy i bakterii m.in. E. coli, ktdére nie
produkuja tej grupy zwiazkow. Ekspresja okreslonych
kombinacji genéw i lgczenie $ciezek biosyntezy na
poziomie molekularnym zaowocowaly syntezg nowych,
rzadkich i cennych karotenoidéw, ktére moga odznacza¢
sie réznorodnoscig barw [33].

Geny kodujace wczesne enzymy szlaku biosyntezy
karotenoidow: syntaze¢ GGDP, syntaze fitoenu i desa-
turaze fitoenu stanowiag ponad polowe wszystkich klo-
nowanych genéw crt. Przykladem enzymu o duzym
znaczeniu w syntezie réznorodnych karotenoidéw jest
desaturaza fitoenu, ktéra moze tworzy¢ rézne ilosci
podwojnych wigzan w fitoenie. U roélin, cyjanobk-
terii oraz alg powstaja dwa wigzania i syntezowany
jest {-karoten, z kolei u bakterii z rodzaju Rhodobacter
powstajg trzy wigzania tworzac neurosporen. Powstawa-
nie czterech wigzan skutkuje syntezg likopenu (glownie
u eubakterii i grzybow), a pieciu wigzan 3,4-hydroliko-
penu w komorkach Neurospora crassa [12].

Pierwsze eksperymenty majace na celu projekto-
wanie syntezy karotenoidéw byly prowadzone poprzez
usuwanie niektorych genéw crt z kasety ekspresyjnej
na drodze delecji. Takie podejscie skutkowalo ekspre-
sjg catkiem nowych enzymoéw i synteza nieoczekiwa-
nych karotenoidéw u Erwinia herbicola i Rhodobacter
sphaeroides [15].

Proces modyfikacji gendéw crt bazuje na losowej
mutagenezie, rekombinacji i selekcji genéw kodujacych
dane biatka. Przyktadem tego typu dziatania moga by¢
modyfikacje desaturazy fitoenu (crtI) i cyklazy liko-
penu (crtY) w kierunku syntezy nowych karotenoidéw
w komorkach E. coli. Oba enzymy odgrywaja kluczowa
role na etapie rozgalezienia $ciezki biosyntezy acyklicz-
nych i cyklicznych karotenoidéw. Zmiana specyficzno-
$ci substratowej produktow gendw crtl i crtY, modyfika-
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cja wlasciwosci katalitycznych lub tasowanie genow crtI
i crtY, umozliwia synteze réznorodnych karotenoidéw
[2]. Pomimo obiecujacych wynikéow badan zwigzanych
z projektowaniem szlakéw biosyntezy karotenoidow
w E. coli, przeszkodg w komercyjnym wykorzystaniu
tego gatunku bakterii do produkcji barwnikéw jest fakt
posiadania przez nig ograniczonego zasobu podstawo-
wych prekursoréw izoprenoidowych potrzebnych do
biosyntezy karotenoidéw. Poziom produkgji karoteno-
idow w rekombinowanych komoérkach E. coli jest niski
(10-500 pg/g suchej masy) w poréwnaniu do komer-
cyjnie wykorzystywanych drobnoustrojow takich jakich
Dunalliella sp., Haematococcus sp. i X. dendrorhous, dla
ktérych poziom produkcji osigga nawet 50 mg na gram
suchej masy [16].

Ze wzgledu na toksyczne dzialanie zbyt wysokiego
stezenia prekursoréw izoprenoidowych na komorki
E. coli mozna stwierdzi¢, ze prawdopodobnie maksy-
malny mozliwy poziom produkeji karotenoidow w tej
bakterii zostal juz osiagniety [32]. W przeciwienstwie
do bakterii drozdze s3 zdolne do akumulowania duzych
ilo$ci izoprenoidowych pochodnych ergosterolu. Bio-
synteza ergosteroli w niekarotenoidowych drozdzach
Saccharomyces cerevisiae i Candida utilis z sukcesem
zostala skierowana w strone¢ produkeji karotenoidow
[25]. Nadekspresja reduktazy 3-hydroksymetylogluta-
rylo koenzymu A i blokada syntezy ergosteroli spowo-
dowata nadprodukeje likopenu w komoérkach C. utilis
(7,8 mg/g suchej masy) [34].

Pomysélne rezultaty sktadania genéw crt i projekto-
wania nowych $ciezek syntezy na poziomie moleku-
larnym poszerzylo mozliwosci produkeji struktural-
nie odmiennych karotenoidéw. Ostatnie dokonania
inzynierii genetycznej powinny pozwoli¢ na produk-
cje nowych karotenoidéw, znajdujacych zastosowanie
w przemysle spozywczym, farmaceutycznym i kosme-
tycznym oraz medycynie.

5. Podsumowanie

Procesy pozyskiwania pigmentéw pochodzenia natu-
ralnego oparte na ekstrakgji sa malo wydajne i wymagaja
duzego naktadu surowca, a co za tym idzie sg kosztowne
i nieoplacalne. Otrzymane w ten sposob barwniki wyka-
zuja malg odpornos$¢ na dzialanie takich czynnikéw
srodowiska jak i zmienne pH, temperatura, natlenienie
czy dzialanie $§wiatla stonecznego. Aspekty te w znaczacy
sposOb obnizaja mozliwosci stosowania barwnikow
naturalnych w przemysle spozywczym. Alternatywe dla
tych zwigzkow stanowig barwniki sztuczne czyli zwigzki
azowe, charakteryzujace si¢ znacznie wieksza intensyw-
noscig koloréw i trwaloscig, a ich synteza jest prosta
i tania. Okazuje si¢ jednak, ze substancje te w procesach
in vitro ulegaja redukcji do amin aromatycznych, co jest
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zjawiskiem niekorzystnym z powodu wzrostu toksycz-
nosci powstajacych zwigzkéw. Pomimo, ze wszystkie
zwigzki azowe stosowane w przemysle spozywczym
zawieraja grupy sulfonowe, zwiekszajace ich rozpusz-
czalno$¢ w wodzie i tym samym ufatwiajace usunigcie
ich samych lub ich metabolitéw z organizmu, to nie-
ktére z nich (np. tartrazyna) mogg powodowac alergie
lub wykazywa¢ dziatanie kancerogenne. Dlatego zasad-
nym wydaja si¢ dalsze badania nad mikrobiologicznymi
producentami barwnikéw, cechujacych si¢ wysoka
wydajnoscia syntezy zwigzkow o poréwnywalnej do pig-
mentow syntetycznych stabilno$cig. Ponadto duze moz-
liwosci niosg ze sobg modyfikacje genetyczne takie jak
np. tasowanie gendw crt i projektowanie nowych $ciezek
syntezy na poziomie molekularnym, stwarzajace nowe
mozliwosci produkeji strukturalnie odmiennych karo-
tenoidow. By¢ moze rozwdj metod mikrobiologicznych
opartych na inzynierii genetycznej lub badania dotych-
czas niepoznanych, potencjalnych Zrédel substancji
barwigcych przyniosg w przysztosci rozwigzanie pro-
blemodw, z jakimi spotykaja sie technolodzy i spowoduje
catkowite wyparcie z rynku barwnikéw sztucznych na
rzecz barwnikéw pochodzenia mikrobiologicznego,
ktorych réznorodnos¢ jest weigz godna zainteresowania
mikrobiologéw, biochemikow oraz genetykow.
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