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ABSTRACT

Baker’s yeast Saccharomyces cerevisiae is quite commonly applied as a whole-
cell biocatalysts in biotransformations – reactions based on enzymatic transformations
of chemical compounds. Yeast cells are easy in cultivation and use. They are usually
used to catalyze such reactions as bioreduction or hydrolysis. The full sequencing of
its genome accompanied with achievements of genetic engineering allowed to design
new yeast strains characterized by high conversion yield and reaction selectivity.
Genetically modified cells of Saccharomyces cerevisiae catalyze biotransformations,
which lead to chiral building blocks important in pharmaceutical industry (especially
those obtained by reduction of α- and β-oxoesters). „Designer yeast” is a new catalyst
for Baeyer–Villiger oxidation. Recombinant yeast lipases have been discussed
as useful means in biodiesel production because the microbiological method of
producing of this kind of fuel has many advantages. There is a growing interest in
application of modified yeast in biotransformation reactions. Modern directions to
improve catalytic abilities of baker’s yeast include: the use of surface display
technology of enzymes, optimization or increase in availability of cofactor required
for bioreduction reactions or gene knock-out, which eliminates the activity of enzymes
with conflicting and unwanted stereoselectivities. Commonly used technique is also
overexpression of the desired protein or expression of heterologous enzymes in yeast
cells.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, biotransformations, whole-cell biocatalysts,
genetic engineering
S³owa kluczowe: Saccharomyces cerevisiae, biotransformacje, biokatalizatory
komórkowe, in¿ynieria genetyczna
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WSTÊP

Przez biotransformacje rozumiemy reakcje przekszta³cania zwi¹zków chemicz-
nych przy katalitycznym udziale enzymów lub zawieraj¹cych je komórek czy tkanek.
Jest to dynamicznie rozwijaj¹ca siê dziedzina chemii i biotechnologii ze wzglêdu na
du¿¹ selektywnoœæ reakcji enzymatycznych i ich proekologiczny charakter [1–4].

Wykorzystanie czystych preparatów enzymatycznych w syntezie organicznej
jest ograniczone przez ich wysoki koszt. O wiele tañszym rozwi¹zaniem jest zastoso-
wanie ca³ych komórek mikroorganizmów produkuj¹cych odpowiednie enzymy.
Szczególn¹ uwagê zwraca siê na zastosowanie dro¿d¿y piekarskich (Saccharomyces
cerevisiae), które s¹ organizmami bezpiecznymi (posiadaj¹cymi status GRAS –
generally recognized as safe, nadany przez American Food and Drug Administration).
Dro¿d¿e piekarskie s¹ od stuleci wykorzystywane w tradycyjnych procesach
biotechnologicznych st¹d te¿ ingerencja metodami in¿ynierii genetycznej w ich meta-
bolizm, a co za tym idzie poszerzenie ich potencjalnego stosowania, cieszy siê du¿ym
zainteresowaniem. Dotyczy to nie tylko procesów fermentacyjnych przeprowadza-
nych w du¿ej skali lecz tak¿e wytwarzania przez komórki dro¿d¿y cennych produktów
chemicznych takich jak kwasy organiczne, alkohole cukrowe, steroidy czy izopre-
noidy [5].

Z punktu widzenia reakcji biotransformacji dro¿d¿e piekarskie stanowi¹ tanie
i ogólnie dostêpne Ÿród³o ró¿norodnych enzymów oraz, co najwa¿niejsze dla che-
mików, s¹ ³atwe w u¿yciu w laboratorium chemicznym nie dysponuj¹cym z regu³y
zapleczem mikrobiologicznym [6–8]. Dro¿d¿e Saccharomyces cerevisiae mo¿na
stosowaæ w postaci prasowanej, suchej, liofilizowanej czy immobilizowanej, a reakcje
z ich udzia³em zachodz¹ zarówno w wodzie jak i w rozpuszczalnikach organicznych.
Dro¿d¿e produkuj¹ enzymy nale¿¹ce praktycznie do wszystkich klas [9] i w zwi¹zku
z tym s¹ przydatne w wielu dziedzinach syntezy.

Zdarza siê jednak, ¿e mikroorganizmy katalizuj¹ równolegle kilka reakcji, co
prowadzi do obni¿enia wydajnoœci ka¿dej z nich. Z tego powodu podejmuje siê
próby ingerencji w przebieg reakcji za pomoc¹ inhibicji konkretnych enzymów lub
przez zastosowanie odpowiednich modyfikacji genetycznych dro¿d¿y S. cerevisiae.
W dalszym ci¹gu pracy zostan¹ omówione te grupy reakcji, w których zastosowanie
modyfikacji genetycznych pozwoli³o na poprawienie przebiegu poszczególnych
biotransformacji.

2. REAKCJE REDUKCJI ZWI¥ZKÓW KARBONYLOWYCH

Dro¿d¿e piekarskie znalaz³y najszersze zastosowanie w stereoselektywnych
reakcjach redukcji, przede wszystkim zwi¹zków karbonylowych takich jak ketony,
α- i β-diony, α- i β-oksoestry oraz aldehydy [10]. Powstaj¹ce w ten sposób chiralne
alkohole s¹ wa¿nymi blokami budulcowymi w syntezie cennych pó³produktów lub
produktów farmaceutycznych takich jak karnityna, czy Taxol®.
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Wykorzystanie dro¿d¿y piekarskich w przemianach oksydacyjnoredukcyjnych
jest szczególnie interesuj¹ce ze wzglêdu na to, ¿e komórki dro¿d¿y s¹ w stanie synte-
tyzowaæ nie tylko odpowiednie oksydoreduktazy, lecz tak¿e koenzymy niezbêdne
do przebiegu reakcji utleniania i redukcji [1], podczas gdy przy zastosowaniu wyizo-
lowanych enzymów koenzymy musz¹ byæ dodatkowo dostarczane do œrodowiska
reakcji.

Dro¿d¿e Saccharomyces cerevisiae wytwarzaj¹ enzymy, które nale¿¹ do ró¿nych
rodzin, z czego najwiêksz¹ liczbê stanowi¹: rodzina aldo-keto reduktaz (AKR)
i rodzina dehydrogenaz/reduktaz (SDR) substratów krótko³añcuchowych. Reakcje
z ich udzia³em wymagaj¹ obecnoœci kofaktorów nikotynoamidowych (zazwyczaj
NADPH), produkowanych przez komórki dro¿d¿y [11].

Enancjoselektywnoœæ (lub diastereoselektywnoœæ) reakcji wi¹¿e siê z powsta-
niem nowego centrum asymetrii w cz¹steczce alkoholu (Rys. 1).

Rysunek 1. Enancjoselektywnoœæ w reakcji redukcji ketonów [10]
Figure 1. Enantioselectivity in ketone reduction [10]

W systematycznie przeprowadzonych badaniach redukcji ketonów alifatycznych
wykazano, ¿e ketony metylowe s¹ Ÿród³em drugorzêdowych alkoholi o konfigura-
cji (S) [6, 7]. Natomiast na stereochemiczny przebieg redukcji β -oksoestrów ma
wp³yw zarówno d³ugoœæ ³añcucha wêglowodorowego cz¹steczki kwasu jak i alkoholu.
Krótszy podstawnik (do czterech atomów wêgla) powoduje redukcjê do enancjomeru
(S), a d³u¿szy, hydrofobowy, sprzyja powstawaniu enancjomeru (R) [10].

Dro¿d¿e piekarskie mog¹ produkowaæ oko³o dwudziestu reduktaz i z regu³y
ka¿da z nich charakteryzuje siê du¿¹ stereoselektywnoœci¹. Jednak w praktyce
w redukcji okreœlonego substratu uczestniczy zazwyczaj wiêksza iloœæ wzajemnie
konkurencyjnych enzymów, st¹d zazwyczaj otrzymuje siê mieszaninê stereoizomerów
[12].

Nakamura i wspó³pracownicy wydzielili i scharakteryzowali cztery podstawowe
oksydoreduktazy uczestnicz¹ce w reakcji redukcji estru acetylooctowego, ró¿ni¹ce
siê mas¹ cz¹steczkow¹, aktywnoœci¹ i specyficznoœci¹ dzia³ania. Dwie z nich
katalizowa³y powstawanie enancjomeru (R), dwie pozosta³e (S), przy czym ka¿da
z osobna dawa³a enancjoselektywnoœæ ponad 99%. Sumaryczne konkurencyjne
dzia³anie tych enzymów obni¿a stereoselektywnoœæ reakcji katalizowanej przez
komórki dro¿d¿y [13].

Stereoselektywnoœæ reakcji mo¿e byæ poprawiona miêdzy innymi przez dodatek
inhibitorów konkretnej reduktazy (np. chlorek fenacylu, czy zwi¹zki siarki [8]).
Alternatywnym sposobem jest zastosowanie mutantów dro¿d¿y pozbawionych
konkretnej reduktazy [10]. W ten sposób eliminowana jest aktywnoœæ jednego spoœród
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konkurencyjnych enzymów, co zwiêksza stereoselektywnoœæ reakcji. Pierwszym
przyk³adem wykorzystania takiej strategii (Rys. 2) by³a redukcja 4-chloroacetylo-
octanu etylu [14].

Rysunek 2. Redukcja 4-chloroacetylooctanu etylu przez dro¿d¿e S. cerevisiae
Figure 2. Bioreduction of ethyl 4-chloroacetylacetate with S. cerevisiae yeast

Powo³uj¹c siê na analogiê strukturaln¹ pomiêdzy substratem i cz¹steczkami
β-oksotioestrów uczestnicz¹cych w biosyntezie kwasów t³uszczowych, wykorzystano
do redukcji szczep dro¿d¿y z punktow¹ mutacj¹ genu FAS-2 (syntazy kwasów t³usz-
czowych). Takie podejœcie z dobrym skutkiem zastosowano w chemoenzymatycznej
syntezie taksolu, gdzie u¿ycie szczepu FAS pozwoli³o na wyeliminowanie produktu
trans, który powstawa³ równolegle do dwóch pozosta³ych zwi¹zków (Rys. 3) [15].

Rysunek 3. Redukcja α-keto-β-laktamu za pomoc¹ dro¿d¿y piekarskich
Figure 3. Baker’s yeast reduction of α-keto-β-lactam

Inn¹ metodê stanowi poddanie nadekspresji okreœlonej specyficznej reduktazy
karbonylowej, przez co uzyskuje siê szczepy dro¿d¿y wytwarzaj¹ce w nadmiarze
po¿¹dany enzym. Rodriguez, Kayser i Stewart zmodyfikowali komórki dro¿d¿y,
otrzymuj¹c szczepy ró¿ni¹ce siê stopniem ekspresji trzech enzymów odgrywaj¹cych
wa¿n¹ rolê w reakcjach redukcji, a mianowicie: syntetazy kwasów t³uszczowych,
reduktazy α-acetoksyketonowej i aldo-keto reduktazy [16]. Redukcja β-oksoestrów
w obecnoœci wyizolowanych enzymów prowadzi do ró¿nych stereoizomerów
(Rys. 4).
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Rysunek 4. Redukcja β-oksoestrów w obecnoœci enzymów (reduktaz i syntetazy)
Figure 4. β-Oxoesters reduction in the presence of the enzymes (reductases and synthases)

Przeprowadzaj¹c reakcjê w obecnoœci dro¿d¿y modyfikowanych genetycznie,
zaobserwowano zmiany w stereoselektywnoœci reakcji. W przypadku redukcji kata-
lizowanej szczepem z wyeliminowan¹ syntetaz¹ kwasów t³uszczowych otrzymano
izomery o konfiguracji (3S) z wysokim nadmiarem enancjomerycznym. Dobre wyniki
uzyskano tak¿e dla reakcji z udzia³em dro¿d¿y wytwarzaj¹cych w nadmiarze aldo-
ketoreduktazê (powstawa³ g³ównie produkt syn) i reduktazê α-acetoksyketonow¹
(powstawa³ tylko produkt anti). Natomiast reakcje redukcji katalizowane przez
szczepy pozbawione aldo-keto reduktazy oraz reduktazy α-acetoksyketonowej nie
przynios³y widocznych zmian w stereoselektywnoœci przemiany [16].

Z kolei Engelking i in. zastosowali szczep Saccharomyces cerevisiae z nad-
ekspresj¹ genu FAS oraz dehydrogenazy glukozowej z Bacillus subtilis do redukcji
4-chloroacetylooctanu etylu i benzoilooctanu etylu osi¹gaj¹c nadmiar enancjome-
ryczny odpowiednio 90% lub 97% [17].

W badaniach nad identyfikacj¹ NADPH zale¿nej reduktazy, która jest zaanga¿o-
wana w specyficzn¹ redukcjê grup karbonylowych, jako zwi¹zki modelowe wybrano
biacetyl i acetylooctan etylu (Rys. 5). Stwierdzono, ¿e bia³ka kodowane przez
YBR149w, YMR226c (NADP+-zale¿ne dehydrogenazy) i YDR368w (NADPH-
zale¿na aldo-keto reduktaza) s¹ (S) specyficznymi reduktazami biacetylu, natomiast
acetylooctan redukuj¹ enzymy kodowane przez geny YOL151w (NADPH-zale¿na
reduktaza) YHR104w (Gre3p),YGL157w (NADPH-zale¿ne aldoreduktazy),
YOR120w (NADP+-zale¿na dehydrogenaza) (Gcy1p) i YDR368w (NADPH-zale¿na
aldo-keto reduktaza)(Ypr1p). Ponadto stwierdzono, ¿e bia³ko Gcy1p jest kataliza-
torem redukcji obu substratów [12].
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Rysunek 5. Redukcja β-oksoestru i biacetylu
Figure 5. Reduction of β-oxoester and biacetyl

Przyk³adem skutecznej ingerencji in¿ynierii genetycznej w reakcjê otrzymywania
chiralnych ketoalkoholi, wykorzystywanych jako substraty do syntezy chiralnych
katalizatorów [18], mog¹ byæ prace nad syntez¹ optycznie czystego (1R, 4S, 6S)-6-
-hydroksybicyklo [2.2.2]oktan-2-onu (zwi¹zek nr 2, Rys. 6) [19]. O ile pierwsze
prace z zastosowaniem dro¿d¿y piekarskich pozwala³y na otrzymanie diastereo-
izomeru (–)-(2) o czystoœci optycznej 92–97% z wydajnoœci¹ 92% [20], to nadeks-
presja genu reduktazy YDR368w w komórkach szczepu TMB4110 dro¿d¿y Saccha-
romyces cerevisiae umo¿liwi³a syntezê tego zwi¹zku z 99% nadmiarem enancjome-
rycznym przy zachowaniu zbli¿onej proporcji diastereoizomeru egzo (3) [21].

Rysunek 6. Redukcja bicyklo[2.2.2]oktano-2,6-dionu (1) [19, 21]
Figure 6. Reduction of bicyclo[2.2.2]octane-2,6-dione (1) [19, 21]

Odrêbnym procesem, w który mo¿na ingerowaæ metodami genetycznymi, jest
regeneracja kofaktora nieod³¹cznie zwi¹zanego z przebiegiem reakcji. Regeneracja
ta odbywa siê poprzez kataboliczny metabolizm kosubstratu, takiego jak glukoza,
sacharoza b¹dŸ etanol. Glukoza mo¿e byæ wykorzystywana jako kosubstrat zarówno
w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. Wad¹ jej stosowania jest doœæ niska
wydajnoœæ regeneracji NADPH, a dodatkowo w procesach jej przemiany powstaje
wiele produktów ubocznych. Stosowanie etanolu jako kosubstratu w reakcjach bio-
transformacji jest korzystniejsze, jako ¿e jedynym produktem ubocznym powstaj¹cym
podczas jego katabolizmu jest dwutlenek wêgla. Niestety regeneracja z jego udzia³em
zachodzi jedynie w warunkach anaerobowych, a sam etanol w wysokich stê¿eniach
jest toksyczny dla komórki. Zadania stoj¹ce przed in¿ynieri¹ genetyczn¹ to miêdzy
innymi: przekierowanie przep³ywu wêgla w komórce w kierunku szlaków regeneracji
NADPH, zwolnienie zu¿ycia kosubstratu tak, aby zbalansowaæ tempo redukcji oraz
zwiêkszyæ wydajnoœæ kosubstratu (stosunku iloœci produktu powsta³ego do iloœci
zu¿ytego kosubstratu). W tym celu skonstruowano mutanty dro¿d¿y piekarskich
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o obni¿onej aktywnoœci enzymu izomerazy fosfoglukozowej (PGI) oraz szczep
z delecj¹ genu koduj¹cego enzym dehydrogenazê alkoholow¹, powoduj¹c tym samym
inhibicjê niektórych funkcji komórki, w tym prawdopodobnie konsumpcji glukozy
bez zmiany aktywnoœci reduktaz [11].

Przekierowanie wykorzystania Ÿród³a wêgla obecnego w po¿ywce do szlaku
pentozofosforanowego poprzez czêœciowe wyciszenie genu izomerazy glukozo-6-
-fosforanowej (PGI) pozwoli³o zwiêkszyæ regeneracjê NADPH, a dodatkowa nad-
ekspresja genu krótko³añcuchowej dehydrogenazy/reduktazy YMR226c w komór-
kach S. cerevisiae umo¿liwi³a rozdzia³ kinetyczny racemicznego bicyklo[3.3.1]nona-
no-2,6-dionu w reakcji stereospecyficznej redukcji jednego z izomerów wg schematu
na Rysunku 7 [22].

Rysunek 7. Kinetyczny rozdzia³ racemicznego bicyklo[3.3.1]nonano-2,6-dionu z udzia³em modyfikowanych
genetycznie komórek dro¿d¿y piekarskich [22]

Figure 7. Kinetic resolution of bicyclo[3.3.1]nonane-2,6-dione by genetically modified baker’s yeast [22]

Szkielet bicyklo[3,3,1]nonanu jest szeroko wykorzystywany w syntezie zwi¹z-
ków biologicznie czynnych (wykazuj¹cych w³aœciwoœci cytostatyczne, antybakteryjne
i hamuj¹cych aktywnoœæ acetylocholinesterazy) jak i w chiralnych kompleksach
supramolekularnych [22].

Autorzy modyfikacji osi¹gnêli 100% wydajnoœæ enancjomeryczn¹ dla izomeru
(+)-1 przy 75% konwersji substratu [22]. Co wiêcej modyfikowane dro¿d¿e
S. cerevisiae okaza³y siê bardziej przydatne w reakcjach przeprowadzanych w sposób
ci¹g³y ni¿ modyfikowany szczep E. coli [23]. Ten sam szczep modyfikowanych
dro¿d¿y zosta³ skutecznie wykorzystany do kinetycznego rozdzia³u (±) 5,6-epoksy-
bicyklo[2.2.1]heptan-2-onu (Rys. 8). W wyniku redukcji racematu otrzymano endo-
(–)-5,6-epoksy-bicyklo[2.2.1]heptan-2-ol – endo(–)-2 (80% nadmiaru diastereo-
izomerycznego i 74% enancjomerycznego) oraz (+)-5,6-epoksybicyklo [2.2.1]heptan-
2-on – (+)-1 (95% ee) [23].
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Rysunek 8. Rozdzia³ kinetyczny 5,6-epoksy-bicyklo[2.2.1]heptan-2-onu [23]
Figure 8. Kinetic resolution of 5,6-epoxy-bicyclo[2.2.1]heptan-2-one [23]

Komplikacji wynikaj¹cych z równoczesnego uczestnictwa kilku przeciwstawnie
dzia³aj¹cych reduktaz mo¿na unikn¹æ dokonuj¹c ekspresji odpowiednich genów
z Saccharomyces cerevisiae w organizmach, które nie maj¹ w³asnych endogennych
enzymów tej klasy. I tak ekspresja genów GCY1 i GRE3 z S. cerevisiae w komórkach
E. coli pozwoli³a na osi¹gniêcie nadmiaru diastereoizomerycznego powy¿ej 98%
w przypadku α-podstawionych-β-oksoestrów [24, 25].

2. REAKCJE UTLENIANIA

Najbardziej interesuj¹c¹ reakcj¹ utleniania, w której zastosowano dro¿d¿e
piekarskie jest reakcja Baeyera-Villigera (Rys. 9).

Rysunek 9. Reakcja Baeyera-Villigera
Figure 9. Baeyer-Villiger reaction

Reakcja Baeyera-Villigera, czyli utlenianie ketonów nadkwasami jest dogodn¹
metod¹ syntezy estrów lub laktonów. Dziêki zastosowaniu w tej reakcji enzymów
eliminuje siê toksyczne b¹dŸ niestabilne nadkwasy, zyskuj¹c jednoczeœnie mo¿liwoœæ
syntezy produktów chiralnych z wysok¹ enancjoselektywnoœci¹. Enzymy bior¹ce
udzia³ w omawianych typach reakcji, nale¿¹ do grupy flawoenzymów, w których
koenzymami s¹ nukleotydy flawinowe: FMN lub FAD i okreœlane s¹ mianem „mono-
oksygenaz Baeyera-Villigera” (BVMOs). Przede wszystkim katalizuj¹ one nukleo-
filowe utlenianie ketonów, ale tak¿e elektrofilowe utlenianie ró¿nych heteroatomów
takich jak bor, siarka, selen, azot czy fosfor w zwi¹zkach organicznych. W zale¿noœci
od rodzaju kofaktora, niezbêdnego do przebiegu reakcji, BVMO dzieli siê na dwa
typy: typ pierwszy – enzymy FAD- i NADPH- zale¿ne oraz typ drugi- FMN i NADH-
zale¿ne. Monooksygenazy Baeyera-Villigera produkuj¹ miêdzy innymi bakterie
(np. rodzaj Acinetobacter, Pseudomonas) i grzyby (np. rodzaj Aspergillus) [26].

NADPH-zale¿na monooksygenaza cykloheksanonowa (EC 1.14.13.22)
katalizuje drugi etap w katabolicznym szlaku bakteryjnym (Rys. 10) umo¿liwiaj¹cym
u¿ycie cykloheksanonu jako jedynego Ÿród³a wêgla i energii.
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Rysunek 10. Reakcja Baeyera-Villigera z udzia³em monokosygenazy cykloheksanonowej
Figure 10. Baeyer-Villiger reaction with cyclohexanone monooxygenase

Gen koduj¹cy wspomniany enzym, pochodz¹cy z bakterii Acinetobacter sp.
NCIB 9871, poddano ekspresji w komórkach dro¿d¿y piekarskich. Otrzymany
metodami in¿ynierii genetycznej szczep utlenia³ enancjoselektywnie prochiralne
4-alkilocykloheksanony (Rys. 11) z dobr¹ wydajnoœci¹ (tak¿e enancjomeryczn¹)
do odpowiednich kaprolaktonów [11].

R = CH3, C2H5, C3H7                     wydajnoœæ reakcji 60–80%; ee 92–98%

Rysunek 11. Utlenianie 4-alkilocykloheksanonu z udzia³em komórek dro¿d¿y [11]
Figure 11. 4-alkilcyclohexanone oxydation with baker’s yeast [11]

Ten sam szczep zastosowano tak¿e w reakcji utleniania 2 i 3-podstawionych
cykloheksanonów i cyklopentanonów otrzymuj¹c ró¿ne stereoizomery w zale¿noœci
od rozmiaru pierœcienia i rodzaju grupy alkilowej (Rys. 12). W wyniku tej modyfikacji
zosta³a tak¿e zminimalizowana uboczna reakcja redukcji grupy karbonylowej
[27–29].

Rysunek 12. Reakcja Baeyera-Villigera 3-podstawionych cykloheksanonów [27–29]
Figure 12. Baeyer-Villiger reaction of 3-substituted cyclohexanones [27–29]

Powsta³e laktony s¹ atrakcyjnymi zwi¹zkami dla przemys³u farmaceutycznego.
Szczególn¹ uwagê zwrócono na bi- i policykliczne gamma-laktony ze wzglêdu na
ich dzia³anie przeciwnowotworowe, mo¿liwoœæ aktywacji sercowej Ca2+-ATP-azy
oraz zastosowanie jako pó³produktów w syntezie silnych leków przeciw jaskrze
i nadciœnieniu [26].
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3. REAKCJE HYDROLIZY, ESTRYFIKACJI I TRANSESTRYFIKACJI

Oko³o dwóch trzecich opisanych w literaturze biotransformacji mo¿na skate-
goryzowaæ jako hydrolityczne transformacje wi¹zañ estrowych i amidowych
z udzia³em proteaz, esteraz b¹dŸ lipaz [4]. Zarówno esterazy (hydrolazy estrów
kwasów karboksylowych) jak i lipazy (hydrolazy triacylogliceroli) zaliczane s¹ do
ogólnej grupy karboksyloesteraz, ró¿ni¹c siê preferencjami w stosunku do d³ugoœci
³añcucha substratu i kinetyk¹ reakcji. Esterazy hydrolizuj¹ czêœciowo rozpuszczalne
w wodzie cz¹steczki estrów krótko³añcuchowych kwasów karboksylowych, podczas
gdy lipazy hydrolizuj¹ d³ugo³añcuchowe triacyloglicerole nierozpuszczalne w wodzie.
Centrum katalityczne lipaz zawiera triadê z³o¿on¹ z trzech aminokwasów: seryny,
histydyny i kwasu asparaginowego b¹dŸ glutaminowego. Ponadto wiêkszoœæ lipaz
posiada elastyczne wieczko chroni¹ce centrum aktywne enzymu w wodzie w czasie
spoczynku. Pokrywa zmienia konformacjê na wodno-lipidowej powierzchni miêdzy-
fazowej, aktywuj¹c lipazê [30].

 Dro¿d¿e piekarskie produkuj¹ wprawdzie obydwa rodzaje enzymów hydroli-
tycznych [31], ale w praktyce chemicznej wykorzystywane dotychczas by³y g³ównie
esterazy np. do hydrolitycznego rozdzia³u enancjomerycznych estrów (najczêœciej
octanów), podczas którego selektywnej reakcji ulega tylko jeden z enancjomerów
[6].

W porównaniu z esterazami zastosowanie lipaz w syntezie organicznej jest
o wiele szersze, przede wszystkim ze wzglêdu na ich powinowactwo do substratów
nierozpuszczalnych w wodzie; s¹ one tak¿e aktywne w rozpuszczalnikach organicz-
nych [32]. Lipazy s¹ wykorzystywane zarówno w syntezach (tak¿e stereospecy-
ficznych) estrów, w modyfikacjach acylogliceroli, a ostatnio w syntezie paliwa typu
biodiesel. Konsekwencj¹ tak szerokich zastosowañ s¹ próby ekspresji genów lipaz
pochodzenia mikrobiologicznego w komórkach innych organizmów, w tym dro¿d¿y
piekarskich.

Spoœród wielu lipaz pochodzenia mikrobiologicznego lipaza B z Candida
antarctica (Novozyme 435, CALB) znajduje du¿e zastosowanie w reakcjach che-
micznych jak i w procesach restrukturyzacji triacylogliceroli [33]. Ekspresji tej lipazy
dokonano w Saccharomyces cerevisiae MT8-1, po czym dro¿d¿e w postaci liofilizo-
wanej u¿yto w reakcji syntezy adipinianu butylu. Autorzy zwracaj¹ uwagê na doœæ
du¿¹ stabilnoœæ termiczn¹ preparatu, poniewa¿ synteza by³a przeprowadzona
w temperaturze 60°C [34]. Podobny biokatalizator zastosowano tak¿e do syntezy
zwi¹zku zapachowego – kapronianu etylu estryfikuj¹c kwasu kapronowy etanolem
w heptanie, z wydajnoœci¹ 98%; by³ on równie¿ aktywny w reakcji hydrolizy maœlanu
p-nitrofenylu [35].

Ostatnio szczególne zainteresowanie budzi lipaza ROL produkowana przez
pleœnie z gatunku Rhizopus oryzae, która jest lipaz¹ 1,3-specyficzn¹, wykorzystywan¹
w restrukturyzacji lipidów. Modyfikowane komórki Saccharomyces cerevisiae
produkuj¹ce lipazê z Rhizopus oryzae zastosowano do rozdzia³u enancjomerów
1-fenyloetanolu: (RS)-1-fenyloetanol poddano estryfikacji octanem winylu w rozpusz-
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czalniku wêglowodorowym (mieszanina heksan-oktan lub cykloheksan); estryfikacji
ulega³ enancjomer R (wydajnoœæ oko³o 97%), a osi¹gniêta najwy¿sza wydajnoœæ
enancjomeryczna wynosi³a 94% [36].

Podejmowane s¹ tak¿e próby wykorzystania lipazy ROL w przemyœle oleoche-
micznym w procesie produkcji biodiesla (Rys. 13). Nazwa biodiesel odnosi siê do
estrów metylowych i etylowych syntetyzowanych z naturalnych triglicerydów
i metanolu b¹dŸ etanolu na drodze alkoholizy chemicznej lub enzymatycznej:

Rysunek 13. Reakcja syntezy paliwa typu biodiesel
Figure 13. Biodiesel synthesis

Proces mikrobiologiczny jest alternatyw¹ dla transestryfikacji alkalicznej.
Podobnie jak lipaza B z Candida antarctica, enzym produkowany przez Rhizopus
oryzae mo¿e byæ wykorzystywany do produkcji i polepszenia jakoœci paliwa typu
biodiesel, obni¿aj¹c lepkoœæ oraz poprawiaj¹c jego w³aœciwoœci fizyczne. Efektywnej
ekspresji lipazy ROL dokonano tak¿e w komórkach dro¿d¿y piekarskich [37]. Dziêki
zastosowaniu komórek dro¿d¿y jako katalizatorów redukuje siê liczbê operacji
w procesie produkcji, a usuwanie produktu ubocznego – glicerolu jest stosunkowo
³atwe [38–40]. Komórki S. cerevisiae szczepu MT8-1 produkowa³y wewn¹trzko-
mórkowo lipazê ROL w podwy¿szonej iloœci, a ich zastosowanie po uprzedniej per-
meabilizacji pozwoli³o na syntezê estrów metylowych z 71% wydajnoœci¹ po 165 h
[42].

Aktywnoœæ lipaz w reakcjach biotransformacji zale¿y w decyduj¹cym stopniu
od ich lokalizacji: mog¹ siê one znajdowaæ w cytozolu komórkowym oraz w œcianie
komórkowej lub, podczas wzrostu komórki dro¿d¿y, mog¹ byæ tak¿e wydzielane na
zewn¹trz komórki [43, 44]. Stosuj¹c metody in¿ynierii genetycznej mo¿na sterowaæ
lokalizacj¹ enzymu wa¿nego z punktu widzenia przeprowadzanej przez niego
biotransformacji. Washida i in. [41] dokonali ekspozycji aktywnej lipazy z Rhizopus
oryzae na powierzchni œciany komórkowej Saccharomyces cerevisiae. Takie bia³ko
by³o kowalencyjne po³¹czone ze œcian¹ komórkow¹ poprzez glikozylofosfatydylo-
inozytolow¹ lipidow¹ kotwicê b³onow¹ (GPI), co umo¿liwi³o swobodne kontakto-
wanie siê enzymu z substratami znajduj¹cymi siê w przestrzeni zewn¹trzkomórkowej.
Zaobserwowano, ¿e lipaza prezentowana na powierzchni œciany komórkowej wyka-
zywa³a wy¿sz¹ aktywnoœæ od lipazy wydzielanej zewn¹trzkomórkowo. Dodatkowo
zastosowano peptydy linkerowe (ang. spacers) sk³adaj¹ce siê z powtórzonych sek-
wencji Gly/Ser, których obecnoœæ zwiêksza³a odleg³oœæ pomiêdzy centrum aktywnym
lipazy a powierzchni¹ komórki. Po wprowadzeniu linkera otrzymano szczególnie
korzystne w³aœciwoœci. Zmianom uleg³ metabolizm dro¿d¿y – o ile niemodyfikowane
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komórki Saccharomyces cerevisiae nie zu¿ywa³y trioleiny obecnej w pod³o¿u, o
tyle modyfikowany szczep móg³ na niej wzrastaæ, wykorzystuj¹c ten substrat jako
jedyne Ÿród³o wêgla [30, 38, 41]. £atwy dostêp do substratów podczas alkoholizy
eliminuje koniecznoœæ dezintegracji komórki w celu uwolnienia enzymów [39]
a zatem zastosowanie tego typu strategii eliminuje proces oczyszczania enzymów
przyczyniaj¹c siê do obni¿enia kosztów biokatalizy.

Podejmowane s¹ równie¿ podobne próby zwiêkszania efektywnoœci produkcji
lipaz przez dro¿d¿e przy wykorzystaniu innych drobnoustrojów. Na przyk³ad
dokonano ekspresji lipazy CaLIP4 (z Candida albicans) aktywnej w stosunku do
triglicerydów [45], a tak¿e lipazy A z Bacillus subtilis na powierzchni komórek
dro¿d¿y piekarskich; oba enzymy wykazywa³y du¿¹ aktywnoœæ – 400 U/ml p³ynu
pohodowlanego [46, 47]. Natomiast w hodowli modyfikowanego szczepu
S. cerevisiae 2805 zaobserwowano siedmiokrotny wzrost sekrecji zewn¹trzkomór-
kowej lipazy L1 z Bacillus stearothermophilus o w³aœciwoœciach termoalkaloicz-
nych i posiadaj¹cej aktywnoœæ hydrolityczn¹ w stosunku do substratów o œredniej
d³ugoœci ³añcucha wêglowego [31, 45].

4. REAKCJE ADDYCJI DO WI¥ZAÑ PODWÓJNYCH

Biotransformacje z udzia³em genetycznie modyfikowanych dro¿d¿y piekarskich
mog¹ znaleŸæ praktyczne zastosowania w syntezie kwasu L-jab³kowego. Kwas
jab³kowy, bêd¹cy  produktem metabolizmu cukrów w komórce, jest wykorzystywany
w przemyœle farmaceutycznym, kosmetycznym i spo¿ywczym jako regulator kwaso-
woœci (E 296). Enzymatyczna metoda produkcji kwasu L-jab³kowego polega na
reakcji addycji wody do kwasu fumarowego katalizowanej przez fumarazê (EC
4.2.1.2). Do mikroorganizmów cechuj¹cych siê wysok¹ aktywnoœci¹ tego enzymu
nale¿¹ Brevibacterium ammoniagenses oraz Brevibacterium flavum [48] .

Rysunek 14. Biotransformacja kwasu fumarowego w kwas L-jab³kowy
Figure 14. Biotransformation of fumaric acid to L-malic acid

Próby wykorzystania w tej reakcji szczepów dro¿d¿y piekarskich podejmowane
by³y ju¿ od lat 90. ubieg³ego stulecia, a prowadzona z udzia³em tego biokatalizatora
reakcja charakteryzowa³a siê minimaln¹ zawartoœci¹ produktów ubocznych. W celu
poprawy wydajnoœci biotransformacji Peleg i in. zastosowali do produkcji kwasu
L-jab³kowego modyfikowany szczep dro¿d¿y S. cerevisiae, który posiada³ wiele kopii
genu fumarazy, a tym samym cechowa³ siê nadprodukcj¹ tego enzymu [49].
W syntezie kwasu L-jab³kowego zastosowano tak¿e szczep dro¿d¿y Saccharomyces
cerevisiae DMM1-15A, w którym dokonano nadekspresji genu fumarazy FUM1.
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Reakcjê przeprowadzono w bioreaktorze, wykorzystuj¹c dro¿d¿e unieruchomione
w matrycy alginianowo-krzemianowej. Zalet¹ procesu w porównaniu z dotychczas
stosowanymi metodami by³a wy¿sza wydajnoœæ i czystoœæ otrzymanego produktu
(brak zanieczyszczeñ innymi kwasami, a zw³aszcza kwasem bursztynowym), któr¹
osi¹gniêto przy 100 % konwersji substratu [50].

6. KIERUNKI DOSKONALENIA KATALITYCZNYCH W£AŒCIWOŒCI
DRO¯D¯Y PIEKARSKICH

Przed er¹ in¿ynierii genetycznej naukowcy próbowali doskonaliæ szczepy drob-
noustrojów metod¹ sterowania warunkami hodowli (temperatur¹, Ÿród³em wêgla,
szokiem osmotycznym b¹dŸ oksydacyjnym, czy te¿ zastosowaniem inhibitorów)
w celu wzrostu b¹dŸ os³abienia aktywnoœci okreœlonego enzymu. Wspó³czeœnie
po¿¹dane cechy reakcji przeprowadzanych przez mikroorganizmy uzyskuje siê dziêki
modyfikacjom ich genomu, polegaj¹cym najczêœciej na metodzie mutagenizacji typu
„knockout”, nadekspresji okreœlonych genów, ekspresji heterologicznych bia³ek
enzymatycznych czy fuzji translacyjnej bia³ek enzymatycznych z bia³kami œciany
komórkowej w celu ich ekspozycji na powierzchni komórki.

Stosowanie modyfikowanych szczepów mikroorganizmów nie mo¿e eliminowaæ
etapu optymalizacji warunków ich hodowli. W celu uzyskania maksymalnej wydaj-
noœci reakcji katalizowanej przez komórki dro¿d¿y produkuj¹ce enzymy rekom-
binowane lub te¿ cechuj¹ce siê zwiêkszon¹ sekrecj¹ wybranych bia³ek enzyma-
tycznych, niezbêdny jest obok prawid³owo przeprowadzonej modyfikacji genetycznej,
tak¿e w³aœciwy dobór sk³adu po¿ywki hodowlanej, w tym Ÿród³a wêgla, azotu,
substancji indukuj¹cych czy soli mineralnych [36].

Na przyk³adzie doœwiadczeñ zwi¹zanych z nokautowaniem genów okreœlonych
reduktaz widaæ, ¿e czêsto niemo¿liwe jest ca³kowite wyeliminowanie aktywnoœci
enzymów o niepo¿¹danych lub konkuruj¹cych selektywnoœciach. Mo¿na jednak
zastosowaæ metody alternatywne, polegaj¹ce na klonowaniu genów reduktaz
Saccharomyces cerevisiae i ich ekspresji w komórkach innego gospodarza np. bakterii
Escherichia coli [10].

Pomimo postêpuj¹cego rozwoju ró¿nych metod prezentacji bia³ek na powierz-
chni komórki, wiele problemów z nimi zwi¹zanych nie zosta³o jeszcze do koñca
wyjaœnionych. Wa¿n¹ kwestiê stanowi redukcja aktywnoœci enzymu na powierzchni
komórki w porównaniu z jego woln¹ form¹. Przyczyn¹ tego zjawiska mog¹ byæ:
przeszkody natury przestrzennej, niepe³na ekspozycja bia³ka, nieprawid³owe
sfa³dowanie bia³ka lub brak jego sfa³dowania, a tak¿e odpychanie substratu na skutek
hydrofobowego oddzia³ywania ze œcian¹ komórkow¹. Strategi¹ maj¹c¹ zapobiec
wy¿ej wymienionym wadom jest fuzja bia³ka maj¹cego ulec ekspresji z peptydami
œciany komórkowej. Dodatkowe zastosowanie ³¹cznika peptydowego okreœlonej
d³ugoœci pomaga w w³aœciwym sfa³dowania obu bia³ek oraz zapobiega ich funkcjo-
nalnej interferencji miêdzy sob¹ oraz z elementami œciany komórkowej. £¹cznik
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mo¿e odgrywaæ tak¿e pozytywn¹ rolê w modyfikacji w³aœciwoœci katalitycznych
rekombinowanych enzymów. Wyzwanie stanowi ekspozycja bia³ka sk³adaj¹cego siê
z wiêcej ni¿ jednej podjednostki. Nale¿y jednak pamiêtaæ, ¿e prezentacja wielu bia³ek
na powierzchni œciany komórkowej mo¿e byæ du¿ym obci¹¿eniem dla komórki,
powoduj¹c os³abienie jej wzrostu, a nawet œmieræ [51].

Wykorzystanie dro¿d¿y piekarskich jako katalizatorów w biotransformacjach
stanowi przydatne rozwi¹zanie ze wzglêdu na brak koniecznoœci wprowadzania
kosztownych i pracoch³onnych etapów oczyszczania enzymów. Zastosowanie ca³ych
komórek pozwala na samorzutny proces regeneracji kofaktora oraz sterowanie stop-
niem jego regeneracji. Strategie zwiêkszania wydajnoœci i selektywnoœci reakcji
katalizowanych przez dro¿d¿e piekarskie wykorzystuj¹ce techniki rekombinowanego
DNA, stanowi¹ alternatywê dla strategii opieraj¹cych siê na zmianach warunków
hodowli, czy stosowania selektywnej inaktywacji b¹dŸ inhibicji enzymów. Skon-
struowanie i selekcja wybranego szczepu wymagaj¹ czasu i nak³adów finansowych,
jednak takie podejœcie daje w ostatecznym efekcie wymierne rezultaty i cechuje siê
³atwoœci¹ zastosowania w praktyce [16].

Przysz³oœæ wydajnych biotransformacji, a w szczególnoœci bioredukcji z udzia-
³em komórek dro¿d¿y wymaga po³¹czenia ró¿nych podejœæ – zastosowania zarówno
in¿ynierii genetycznej obejmuj¹cej modyfikacjê szczepów, jak i optymalizacji
dostêpnoœci kofaktora, a tak¿e optymalizacji warunków hodowlanych i sk³adników
pod³o¿a [11]. Zagadnienia, nad którym skupi¹ siê naukowcy obejmowaæ bêd¹ miêdzy
innymi: usprawnienie transportu substratów do wnêtrza komórki oraz procesu uwal-
niania z niej produktów, poprawienie czasu reakcji oraz zastosowanie immobilizacji
w celu wielokrotnego u¿ycia dro¿d¿y. Uwaga poœwiêcona zostanie enzymom, których
ekstrakcja z komórek dro¿d¿y i otrzymywanie jest trudne i drogie, a znacznie ³atwiej
jest je otrzymaæ na powierzchni komórki. Ponadto odrêbny problem stanowiæ bêdzie
powiêkszenie skali procesu ze skali laboratoryjnej z u¿yciem laboratoryjnych
szczepów, na warunki przemys³owe z u¿yciem szczepów przemys³owych [52].

Prowadzone badania nad ekspresj¹ heterologicznych niespecyficznych lipaz
z Candida antarctica, Pseudomonas cepacia b¹dŸ lipaz tolerancyjnych w stosunku
do metanolu, mog¹ prowadziæ do rozwoju rekombinowanych biokatalizatorów
pozwalaj¹cych na jeszcze wydajniejsz¹ transestryfikacjê olejów roœlinnych [38].

Rozwojem badañ nad ekspresj¹ bia³ek (nie tylko enzymów) w ró¿nych dro¿-
d¿ach, w tym Saccharomyces cervisiae zainteresowany jest tak¿e przemys³ farma-
ceutyczny, szczególnie w aspekcie otrzymywania preparatów takich jak albumina
surowicy ludzkiej, oksydaza glukozowa, insulina, interferon beta, szczepionka
przeciwko ¿ó³taczce [53, 54].
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PODSUMOWANIE

Biotransformacje z udzia³em dro¿d¿y piekarskich stosowane s¹ coraz szerzej
na skalê przemys³ow¹, z uwagi na ich konkurencyjnoœæ pod wzglêdem ekonomicznym
w stosunku do metod chemicznych. Ponadto spe³niaj¹ one wszelkie wymagania
ekologiczne. Procesy z ich zastosowaniem stanowi¹ klasyczny przyk³ad tzw. „zielonej
chemii”, poniewa¿ wykorzystuje siê w nich surowce odnawialne (dro¿d¿e oraz
glukozê lub sacharozê), a reakcje najczêœciej zachodz¹ w œrodowisku wodnym
i w temperaturze pokojowej oraz nie przyczyniaj¹ siê do produkcji toksycznych
odpadów. Enzymy komórkowe nie zawsze jednak wykazuj¹ satysfakcjonuj¹c¹
aktywnoœæ, stabilnoœæ, a co najwa¿niejsze selektywnoœæ reakcji. Obecny rozwój
biotechnologii, a w szczególnoœci in¿ynierii genetycznej, stwarza nowe perspektywy
dla rozszerzenia zakresu zastosowañ i poprawienia wydajnoœci enancjomerycznych
reakcji katalizowanych przez dro¿d¿e z gatunku Saccharomyces cerevisiae.
Za pomoc¹ technologii rekombinowanego DNA ulepsza siê cechy komórek dro¿d¿y,
b¹dŸ konstruuje szczepy o nowych cechach, przydatnych z punktu widzenia prze-
prowadzanych przez nie biotransformacji. Przytoczone w pracy przyk³ady, dotycz¹ce
modyfikacji ekspresji lipaz i oksydoreduktaz, ilustruj¹ mo¿liwoœci projektowania
szczepów dro¿d¿y piekarskich na drodze in¿ynierii szlaków metabolicznych
i in¿ynierii bia³ek.
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