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Streszczenie: Dihydroksyaceton (DHA) jest trójwęglowym monosacharydem redukującym, 
zaliczanym do ketotrioz. Ze względu na obecność grupy karbonylowej, dwóch I-rzędowych 
grup hydroksylowych i grup metylowych jest bardzo aktywny chemicznie. DHA znajduje 
zastosowanie w wielu gałęziach przemysłu. W przemyśle kosmetycznym jest stosowany jako 
aktywny składnik kremów samoopalających. W medycynie stanowi komponent biomate-
riałów tamujących krwotoki, jest używany do leczenia bielactwa skóry, wspomaga fotoche-
mioterapeutyczne metody leczenia łuszczycy oraz wykazuje działanie antagonistyczne przy 
zatruciu cyjankami. Rośnie też zainteresowanie jego zastosowaniem w produkcji żywności. 
Obecnie na skalę przemysłową DHA jest wytwarzany metodą biologiczną poprzez biokon-
wersję glicerolu prowadzoną przez bakterie Gluconobacter oxydans ATCC621. W pracy 
przedstawiono właściwości i zastosowanie dihydroksyacetonu oraz metody jego otrzymywa-
nia, z wykorzystaniem jako substratu glicerolu powstającego w produkcji biodiesla. 

Słowa kluczowe: dihydroksyaceton, biokonwersja glicerolu, bakterie octowe.

Summary: Dihydroxyacetone (DHA) is a three-carbon reducing monosaccharide, classified 
as ketotriose. Due to the presence of a carbonyl group, two hydroxyl groups and methyl 
groups, it is very chemically active. DHA is used in a lot of industries. In the cosmetics 
industry it is used as an active ingredient in self-tanning creams. In medicine, it is a 
component of biomaterials that inhibit haemorrhage and it is used to treat skin albinism, 
supports photochemotherapeutic methods of psoriasis treatment and has an antagonistic effect 
in cyanide poisoning. There is also growing interest in its use in food production. Currently, 
on an industrial scale, DHA is produced by a biological method through a bioconversion of 
glycerol carried out by Gluconobacter oxydans ATCC621. The paper presents the properties 
and the use of dihydroxyacetone and the method of its preparation using glycerol as a substrate 
formed in the production of biodiesel.

Keywords: dihydroxyacetone, bioconversion of glycerol, acetic acid bacteria.
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1.	 Wstęp

Dihydroksyaceton jest trójwęglowym monosacharydem redukującym, występują-
cym naturalnie w burakach cukrowych i trzcinie. Ze względu na obecność grupy 
karbonylowej, dwóch I-rzędowych grup hydroksylowych i grup metylowych dihy-
droksyaceton jest bardzo aktywny chemicznie. Dihydroksyaceton znajduje zastoso-
wanie w wielu gałęziach przemysłu, m.in. w przemyśle kosmetycznym i medycy-
nie. Rośnie też zainteresowanie jego wykorzystaniem w produkcji żywności, 
w której jest stosowany jako substancja słodząca i suplement diety oraz emulgator 
i plastyfikator. Obecnie na skalę przemysłową dihydroksyaceton jest wytwarzany 
metodą biologiczną poprzez biokonwersję glicerolu prowadzoną przez bakterie Glu-
conobacter oxydans ATCC621. Szerokie zastosowanie dihydroksyacetonu w róż-
nych gałęziach przemysłu powoduje, że zapotrzebowanie na ten produkt stale ro-
śnie, dlatego zasadne jest poszukiwanie takich metod otrzymywania 
dihydroksyacetonu, które będą gwarantować maksymalizację stężenia produktu 
i minimalizację kosztów produkcji.

Celem niniejszej pracy był przegląd piśmiennictwa na temat właściwości i za-
stosowania dihydroksyacetonu. Przedstawiono także aktualny stan badań nad 
otrzymywaniem dihydroksyacetonu, uwzględniając zastosowanie odpadowego gli-
cerolu jako surowca.

2.	 Właściwości dihydroksyacetonu

Dihydroksyaceton (1,3-dihydroksy-2-propanon) jest trójwęglowym monosachary-
dem redukującym, zaliczanym do ketotrioz [Ślepokura, Lis 2004], o masie molowej 
M = 90,08 g mol−1. Dihydroksyaceton (DHA) jest białym, higroskopijnym prosz-
kiem o słodkim, orzeźwiającym smaku i charakterystycznym zapachu [O’Neil (ed.) 
2006; Lewis 2007]. Podgrzany do temperatury wrzenia (188°C) wydziela silnie 
drażniące opary [Lewis 2007]. Występuje w różnych postaciach, w zależności 
od stanu skupienia lub rozpuszczalnika użytego do przygotowania jego roztworu. 
Wśród występujących struktur należy wyróżnić transdimeryczną formę, charakte-
rystyczną dla stanu stałego (DHA-dimer) oraz formę monomeryczną (DHA), obec-
ną w roztworze wodnym. Postać monomeryczna bardzo dobrze rozpuszcza się 
w wodzie, alkoholu etylowym, eterze i acetonie. Trudno rozpuszczalny dimer ulega 
w wodzie dysocjacji z uwolnieniem monomeru [Ślepokura, Lis 2004]. W wodnych 
roztworach dihydroksyacetonu występuje także aldehyd glicerynowy, będący jego 
izomerem [Yaylayan i in. 1999], który łatwo ulega rozkładowi do formaldehydu 
i kwasu mrówkowego [O’Neil (ed.) 2006].

Dihydroksyaceton jest stabilny w środowisku kwaśnym o pH w granicach 
od 4,0 do 6,0; w środowisku zasadowym równowaga jest przesunięta w kierunku 
aldehydu glicerynowego ‒ zachodzą wówczas reakcje izomeryzacji i kondensacji, 
których produktami są brązowe oligomery [Fesq i in. 2001]. W celu ograniczenia 



Właściwości, zastosowanie oraz bioekonomiczne aspekty otrzymywania dihydroksyacetonu� 27

tautomeryzacji DHA do aldehydu glicerynowego obniża się pH wodnych roztwo-
rów DHA do 4,0 [Shipar 2006]. Dihydroksyaceton nie posiada centrum chiralne-
go i dlatego nie wykazuje aktywności optycznej [Ferroni i in. 1999]. Ze względu 
na obecność grupy karbonylowej, dwóch I-rzędowych grup hydroksylowych i grup 
metylowych DHA jest bardzo aktywny chemicznie ‒ bierze udział m.in. w reak-
cji Maillarda, kondensacji i polimeryzacji [Petersen i in. 2004; Enders i in. 2005; 
Błażejak 2013]. Dihydroksyaceton jest niezwykle istotnym elementem budulcowym 
w nieenzymatycznych, ale bezpośrednich, organokatalitycznych reakcjach addycji 
aldolowej [Enders i in. 2005].

Dihydroksyaceton jest jednym z podstawowych produktów pośrednich meta-
bolizmu glicerolu w komórkach prokariotów i eukariotów [Tkáč i in. 2001; Saint-
-Amans i in. 2001]. Występuje w naturze w komórkach roślin wyższych i zwierząt 
w postaci fosforanu, można go wyizolować z buraków cukrowych lub trzciny cu-
krowej [Błażejak 2013]. Stanowi źródło węgla dla bakterii [Ivy 1998], uczestniczy 
w osmoregulacji drożdży i glonów [Akhtar i in. 1997] oraz odgrywa główną rolę 
w asymilacji metanolu przez niektóre organizmy [Ro i in. 1997; Stewart i in. 2001].

W żywych komórkach dihydroksyaceton, podobnie jak pozostałe sacharydy, 
ulega fosforylacji i w ten sposób jest przygotowywany do transformacji metabolicz-
nych [Ślepokura, Lis 2006]. Choć obecny stan wiedzy nie pozwala jasno określić 
roli DHA w funkcjonowaniu organizmów żywych, to wiadomo, że jego ufosforylo-
wany analog jest powszechnie występującym składnikiem budulcowym i kluczo-
wym związkiem pośrednim w procesach przemian energii i biosyntezy [Enders 
i in. 2005; Ślepokura, Lis 2006]. Dihydroksyaceton jest związkiem łatwo przyswa-
jalnym przez organizm człowieka [Obeid i in. 2006].

DHA pobudza wydzielanie insuliny [Tsuura i in. 1994; Antinozzi i in. 2002] 
oraz jest stosowany jako prekursor glukoneogenezy przez tkanki ssaków [Antinozzi 
i in. 2002; Taguchi i in. 2002; Erni i in. 2006].

Dodatek dihydroksyacetonu do diety szczurów stymuluje syntezę glikogenu 
oraz powoduje redukcję spożycia pokarmu i masy ciała, jednakże ten efekt jest krót-
kotrwały. Stymulowanie syntezy glikogenu w wątrobie może pomóc w normalizacji 
ilości spożywanego pokarmu i być nowym sposobem walki z otyłością [Obeid i in. 
2006].

3.	 Zastosowanie dihydroksyacetonu

Dihydroksyaceton znajduje zastosowanie w wielu gałęziach przemysłu, a zwłaszcza 
w przemyśle kosmetycznym, farmaceutycznym i medycynie. Rośnie też zaintereso-
wanie jego wykorzystaniem w produkcji żywności.

Dihydroksyaceton jest najczęściej stosowanym i często jedynym dopuszczonym 
do użytku środkiem brązującym skórę, wykorzystywanym w produkcji preparatów 
samoopalających [Green i in. 1961; Rogers 2005; Schmid i in. 2007]. W kosmety-
kach brązujących skórę stosuje się 3–5-procentowe alkoholowe lub wodno-alkoho-
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lowe roztwory dihydroksyacetonu o odczynie kwaśnym [Draelos 2002]. Efekt opa-
lenizny pojawia się po ok. 1 godzinie od aplikacji kosmetyku i utrwala się przez 
kolejne 24 godziny. Zanika po 5–7 dniach, wraz z regeneracją naskórka [Yourick 
i in. 2004]. Podczas tego procesu powstają melanoidyny, które wykazują nieznaczne 
działanie ochronne wobec promieniowania UVA, nie zapewniają natomiast ochro-
ny przed promieniami UVB [Levy 2001; Draelos 2002; Nguyen, Kochevar 2003; 
Schmid i in. 2007; Choquenet i in. 2009].

Właściwości pigmentacyjne DHA wykorzystano również w medycynie jako 
terapię w leczeniu nabytego bielactwa skóry, tzw. choroby vitiligo [Rogers 2005; 
Choquenet i in. 2009] oraz piebaldyzmu [Suga i in. 2002]. Badania przeprowadzo-
ne w grupie osób cierpiących na bielactwo wykazały, że preparat zawierający di-
hydroksyaceton wpływa na złagodzenie objawów choroby u 80% pacjentów [Fesq 
i in. 2001; Misterska i in. 2009]. DHA jest związkiem bezpiecznym, niewywołu-
jącym podrażnień i reakcji alergicznych, nie powoduje uszkodzeń naskórka, nie 
ma działania kancerogennego oraz toksycznego. Reakcja zachodzi w obrębie na-
skórka, głównie w warstwie rogowej, bez możliwości wnikania w głąb do skóry 
właściwej [Zegarska i in. 2008].

Dihydroksyaceton pozwala na bezpieczny kamuflaż miejsc dotkniętych bielac-
twem, szczególnie dłoni i stóp, gdzie inne sposoby leczenia często zawodzą [Rajata-
navin i in. 2008]. Kiedy postępujący proces chorobowy prowadzi do obniżenia jako-
ści życia oraz nietolerancji społecznej, odpowiednie maskowanie zmian za pomocą 
tego związku może być jedyną możliwością poprawiającą stan psychosomatyczny 
oraz jakość życia pacjentów cierpiących na bielactwo [Zegarska i in. 2008; Rajata-
navin i in. 2008].

Dihydroksyaceton stosowany powierzchniowo może wspomagać fotochemiote-
rapeutyczne metody leczenia łuszczycy (PUVA ‒ Psoralen Ultra-Violet A). Podczas 
leczenia PUVA dihydroksyaceton stanowi ochronę dla niezmienionej chorobowo 
skóry, co umożliwia wyższą tolerancję skóry na promieniowanie UVA. Pozwala 
to zmniejszyć liczbę zabiegów prowadzących do usunięcia zmian łuszczycowych 
na skórze [Taylor i in. 1999].

DHA może być stosowany do ochrony przeciwsłonecznej przez chorych na por-
firię mieszaną, gdy w przypadku występowania objawów skórnych pacjent musi 
unikać bezpośredniego działania światła słonecznego. W miejscach wystawionych 
na działanie światła słonecznego (grzbietowa strona dłoni, twarz, nogi) skóra staje 
się krucha, pęka, tworząc trudno gojące się miejsca, które łatwo ulegają infekcjom 
[Asawanoda i in. 1999].

Dihydroksyaceton wykazuje działanie antagonistyczne przy zatruciu cyjanka-
mi. Kwas cyjanowodorowy i jego sole powodują zablokowanie oksydazy cytochro-
mowej (enzymu odpowiadającego za aktywację tlenu w łańcuchu oddechowym). 
DHA, wiążąc się odwracalnie z jonami CN-, przeciwdziała skutkom zatrucia, two-
rząc cyjanohydrynę. Przywraca zahamowaną aktywność mitochondriów i dodat-
kowo wspomaga odbudowanie poziomu ATP zaniżonego przez cyjanki, a także za-
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pobiega drgawkom przez nie wywoływanym [Niknahad, O’Brien 1996; Niknahad, 
Ghelichkhani 2002]. Dihydroksyaceton pełni funkcję związku pośredniego w syn-
tezie metotreksatu, popularnego i skutecznego leku w leczeniu chorób nowotworo-
wych [Gätgens i in. 2007].

DHA jest stosowany jako składnik budulcowy wielu rodzajów polimerów: poli-
węglanów, poliestrów oraz poliuretanów [Zelikin, Putnam 2005; Zelikin i in. 2006; 
Weiser i in. 2011]. Kowalencyjne związanie dihydroksyacetonu z glikolem poliety-
lenowym umożliwia otrzymanie specyficznego biomateriału (MPEGpDHA), który 
w kontakcie z przeciętą tkanką powoduje gwałtowne zahamowanie krwawienia. 
Dzięki temu możliwe jest skrócenie procesu gojenia ran pooperacyjnych [Hender-
son i in. 2010]. Stwarza także obiecujące możliwości zastosowania w wielu proce-
durach chirurgicznych, od zabiegów kosmetycznych po resekcję nowotworu, ponie-
waż zapobiega nagromadzaniu płynu surowiczego i eliminuje martwą przestrzeń 
[Zawaneh i in. 2010].

Poliwęglan 2-oksypropylenu otrzymywany z DHA jest polimerem, którego 
powierzchnię można łatwo i jednoetapowo funkcjonalizować, ma temperaturę ze-
szklenia, która przekracza temperaturę ciała, a jego wytrzymałość na ściskanie jest 
podobna do ludzkiej kości ‒ te wszystkie unikalne właściwości pozwalają na po-
tencjalne zastosowanie go w organizmie człowieka [Zelikin i in. 2006]. Polimery, 
których składnikiem jest dihydroksyaceton, mogą być hydrolizowane do bezpiecz-
nych produktów i umożliwiają zwiększanie biozgodności materiałów [Zawaneh i in. 
2010].

Dihydroksyaceton wykazuje właściwości przeciwpasożytnicze wobec Plasmo-
dium falciparum (zarodźca sierpowatego) należącego do pierwotniaków, wywołują-
cego malarię. Udowodniono, że jednorazowa dawka 2,5 mmol dm-3 roztworu DHA 
hamuje aktywność dehydrogenazy gliceraldehydu 3-fosforanowego oraz cykl gliko-
lizy u tych pierwotniaków w ciągu 6 godzin od aplikacji [Pavlovic-Djuranovic i in. 
2006]. Antyproliferacyjny wpływ dihydroksyacetonu zaobserwowano także w sto-
sunku do Trypanosoma brucei (świdrowca nagany) ‒ pasożyta krwi wywołujące-
go chorobę nagana [Bakker i in. 1999]. Roztwór DHA o stężeniu 2 mM powoduje 
zatrzymanie cyklu życiowego u 70% tego pierwotniaka i może być punktem wyjścia 
do projektowania nowych leków przeciwpasożytniczych [Uzcátegui i in. 2007].

Przeprowadzone badania in vitro wykazują aktywność przeciwgrzybiczą di-
hydroksyacetonu przeciw dermatofitom i gatunkom z rodzaju Candida, będącym 
źródłem dermatomikoz. Te zakażenia grzybicze, które obejmują warstwę rogową 
skóry, paznokcie, włosy i błony śluzowe [Stopiglia i in. 2011], powodują wysoką 
zachorowalność, szczególnie u pacjentów powyżej 25. roku życia z osłabioną od-
pornością [Barchiesi i in. 2009]. DHA wydaje się obiecującą substancją do leczenia 
grzybicy skóry, ponieważ wykazuje właściwości przeciwgrzybicze w takich samych 
stężeniach, jakie są stosowane w sztucznych samoopalaczach, jest nietoksyczny 
w stężeniach nieprzekraczających 10% i może być stosowany miejscowo ze wzglę-
du na penetrację do warstwy rogowej skóry [Stopiglia i in. 2011].
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Dihydroksyaceton może być wykorzystywany jako substrat podczas syntezy 
biodegradowalnych związków pośrednich, stosowanych do wytwarzania farmaceu-
tyków, a także jako emulgator i plastyfikator w produkcji żywności i kosmetyków 
[Mishra i in. 2008; Weiser i in. 2011].

DHA jest stosowany jako substancja słodząca i suplement diety, zwykle w połą-
czeniu z pirogronianem wapnia, sodu lub potasu. Taka mieszanina wywołuje silny 
efekt metaboliczny, zmniejsza łaknienie, obniża masę ciała i tkanki tłuszczowej bez 
jednoczesnego ubytku masy białka w organizmie. Ma to znaczenie w żywieniu lu-
dzi otyłych, będących tuż po kuracji odchudzającej [Stanko, Arch 1996; Ivy 1998; 
Ślepokura, Lis 2006]. Przyjmowanie preparatów zawierających dihydroksyaceton 
wspomaga wzrost tkanki mięśniowej u osób uprawiających sporty siłowe. Dodat-
kowo suplementacja diety mieszaniną dihydroksyacetonu i soli pirogronianu w sto-
sunku wagowym 3:1 opóźnia zmęczenie podczas wysiłku fizycznego [Stanko i in. 
1992; Obeid i in. 2005; Ślepokura, Lis 2006].

DHA jest substratem do produkcji 6-acetylo-1,2,3,4-tetrahydropirydyny, która 
jest związkiem zapachowym odpowiedzialnym między innymi za wrażenia wy-
wierane przez skórki pieczywa pszennego. Jej zapach został opisany jako „zapach 
popcornu, krakersów”. Nadaje aromat wielu produktom, m.in.: chipsom, ciastu 
chlebowemu, tostom, popcornowi, tortillom kukurydzianym i waflom ryżowym 
[Schieberle 1991; Rychlik, Grosch 1996; Buttery i in. 1999; Adams i in. 2004].

Najnowsze badania wykazują, że dihydroksyaceton w roztworach pofermenta-
cyjnych może być bezpośrednio stosowany do syntezy kwasu mlekowego, tworząc 
nowy szlak metaboliczny syntezy tego produktu [Lux, Siebenhofer 2013]. Trwają 
badania nad zastosowaniem dihydroksyacetonu do syntezy cukrów wyższych, od-
grywających znaczącą rolę w biologii komórki, potencjalnie stosowanych jako ana-
logi antybiotyków i aktywatory biologiczne [Liu i in. 2004], poprzez organokatalizę 
[Cieplak i in. 2012].

Dihydroksyaceton może być używany do syntezy fosforanu dihydroksyacetonu 
(DHAP) o dużej czystości i z dużą wydajnością [Charmantray i in. 2004]. DHAP 
jest naturalnym substratem do syntezy różnych stereospecyficznych aldolaz, które 
wytwarzają szeroką gamę określonych monosacharydów i ich pochodnych [Takay-
ama i in. 1997; Koeller i Wong 2001].

4.	 Bioekonomiczne uwarunkowania  
otrzymywania dihydroksyacetonu

4.1.	 Metody chemiczne

W celu otrzymywania dihydroksyacetonu wykorzystuje się reakcję autokondensacji 
formaldehydu lub reakcję katalitycznego utleniania glicerolu [Gehrer i in. 1995;  
Painter i in. 2010]. Podczas autokondensacji formaldehydu w aprotycznym rozpusz-
czalniku, katalizowanej przez ylid tiazolowy, powstaje mieszanina produktów ta-
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kich jak: glukoza, galaktoza, dihydroksyaceton, ksylozy i arabinozy [Castells i in. 
1983], wśród których występują również toksyczne substancje [Castells i in. 1980]. 
Wydajność produkcji dihydroksyacetonu tą metodą wynosi 82%, jednak trudności, 
jakie niesie ze sobą oczyszczenie dihydroksyacetonu, zwiększają koszty produkcji 
tego związku [Mishra i in. 2008]. 

Selektywne utlenianie glicerolu do dihydroksyacetonu zachodzi w procesach 
z wykorzystaniem katalizatorów zawierających nanocząstki metali szlachetnych: 
platyny [Kimura i in. 1993; Garcia i in. 1995] i złota [Dimitratos i in. 2006; Ro-
drigues i in. 2011]. Ze względu na wysoką temperaturę wrzenia glicerolu reakcje 
prowadzone są w fazie wodnej z wykorzystaniem wody jako rozpuszczalnika [Ci-
chy 2012]. Katalizatory z platyną wykazują aktywność w środowisku kwaśnym. 
Dihydroksyaceton jest tworzony przez bezpośrednie katalityczne utlenianie II-rzę-
dowej grupy hydroksylowej glicerolu. Konwersja glicerolu i wydajność produk-
cji dihydroksyacetonu jest proporcjonalna do zawartości platyny w katalizatorze,  
a selektywność procesu jest niezależna od zawartości platyny [Katryniok i in. 2011]. 
Zastosowanie bizmutu jako promotora w katalizatorze platynowym [Brandner i in. 
2009; Hu i in. 2010] pozwala zwiększyć aktywność katalizatora i selektywność two-
rzenia dihydroksyacetonu [Bianchi i in. 2005]. Katalizatory ze złotem [Dimitratos 
i in. 2006; Claus i in. 2007; Demirel i in. 2007] są aktywne w środowisku zasado-
wym. Mechanizm reakcji opiera się na utlenianiu I-rzędowej grupy hydroksylowej 
glicerolu. Powstający aldehyd glicerynowy jest następnie przekształcany do dihy-
droksyacetonu [Katryniok i in. 2011]. 

Główną wadą katalitycznego utleniania glicerolu jest dezaktywacja katalizatora 
w długim czasie reakcji [Bagheri i in. 2015] oraz obecność wielu produktów utlenia-
nia w środowisku reakcji [Katryniok i in. 2011].

Obecnie trwają prace nad wykorzystaniem innych związków chemicznych jako 
katalizatorów. Crotti i Farnetti [2015] jako katalizator zastosowali kompleksy żelaza 
w połączeniu z bis(2-pirydynmetyl)aminą. Produktem reakcji katalitycznego utle-
niania oprócz dihydroksyacetonu był kwas mrówkowy. Wydajność reakcji syntezy 
dihydroksyacetonu wynosiła 50%. Autorzy postawili tezę, że w jej wyniku można 
uzyskać tylko dihydroksyaceton (100% selektywności). 

Obiecujący ze względu na wysoką selektywność wydaje się proces elektroka-
talitycznego utleniania glicerolu z użyciem 2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksylu 
(TEMPO), ponieważ jedynym ubocznym produktem tej reakcji jest kwas 3-hydrok-
sy-2-oksopropionowy [Ciriminna i in. 2006; Zheng i in. 2012; Wang i in. 2013]. 

Selektywne utlenianie glicerolu jest trudne ze względu na podobną reaktywność 
I- i II-rzędowych grup hydroksylowych w cząsteczce glicerolu [Padhi i in. 2013]  
i szereg czynników, które mają wpływ na przebieg reakcji, m.in. skład katalizatora, 
rodzaj utleniacza, środowisko reakcji, czas jej prowadzenia [Cichy 2012].

Przemysłowa produkcja dihydroksyacetonu w procesach chemicznych jest nie-
opłacalna ze względu na brak możliwości skutecznego kontrolowania i ukierunko-
wania przebiegu reakcji katalitycznego utleniania glicerolu, problem z oddzielaniem 



32	 Katarzyna Górska, Zbigniew Garncarek

ubocznych produktów, a także obecność szkodliwych substancji powstających i to-
warzyszących temu procesowi.

4.2.	 Metody biotechnologiczne

Od chwili odkrycia możliwości otrzymywania dihydroksyacetonu na drodze mikro-
biologicznej przebadano wiele rodzajów i gatunków drobnoustrojów pod kątem ich 
przydatności do otrzymywania dihydroksyacetonu.

Istnieją dwa naturalne szlaki metaboliczne biosyntezy dihydroksyacetonu  
w drobnoustrojach, z udziałem dehydrogenazy glicerolowej lub syntazy dihydrok-
syacetonu. Do drobnoustrojów, u których występuje dehydrogenaza glicerolowa, 
należą m.in. bakterie Acetobacter xylinum, Gluconobacter oxydans [Wethmar, 
Deckwer 1999; Deppenmeier i in. 2002] oraz Escherichia coli [Piattoni i in. 2013]. 
Bakterie z rodzaju Acinetobacter produkują dihydroksyaceton z udziałem syntazy 
dihydroksyacetonu [Ro i in. 1997]. Niektóre metylotroficzne drożdże, np. Hanse-
nula polymorpha, Candida boidinii i Hansenula ofunaensis, posiadają syntazę di-
hydroksyacetonu i mogą produkować dihydroksyaceton z metanolu, który najpierw 
utlenia się do aldehydu mrówkowego. Następnie aldehyd mrówkowy bierze udział 
w reakcji kondensacji z ksylulozo-5-fosforanem katalizowanej przez syntazę dihy-
droksyacetonu, której produktami są dihydroksyaceton i gliceraldehydo-3-fosforan 
[Nguyen, Nevoigt 2009]. Zdolność do produkcji dihydroksyacetonu zaobserwowano 
u osmofilnych drożdży Pichia membranifaciens. W przeprowadzonych badaniach 
uzyskano stężenie dihydroksyacetonu PK = 13,57 g dm−3 po 24 godzinach hodowli 
w bioreaktorze [Liu i in. 2008]. 

Za najlepszego producenta dihydroksyacetonu na drodze utleniania biologicz-
nego uznawane są bakterie octowe [Raška i in. 2007]. Biotransformacja glicerolu 
do dihydroksyacetonu przez bakterie octowe może przebiegać dwoma szlakami. 
Pierwszy szlak to bezpośrednie utlenianie glicerolu, niezależne od adenozynotri-
fosforanu (ATP) i dinukleotydu nikotynoamidoadenionowego (NAD), katalizowane 
przez dehydrogenazę glicerolową. Jest to enzym związany z błoną cytoplazmatycz-
ną, którego centrum aktywne jest skierowane do przestrzeni peryplazmatycznej, 
co pozwala na bezpośrednie wydzielanie produktu do środowiska, bez udziału me-
chanizmów transportowych obecnych w komórce [Deppenmeier i in. 2002; Bauer  
i in. 2005]. Powstający dihydroksyaceton zostaje uwolniony do podłoża lub jest da-
lej metabolizowany przez komórki drobnoustrojów. Aktywatorami dehydrogenazy 
glicerolowej są jony NH4

+, K+ i Rb+. Obecność kationów Zn2+, Li+ lub Na+ powoduje 
obniżenie aktywności tego enzymu [Błażejak 2013]. Podczas utleniania glicerolu do 
dihydroksyacetonu jako produkt uboczny powstaje kwas glicerynowy [Švitel, Štur-
dík 1994; Habe, Fukoka i in. 2009; Habe i in. 2010]. W tym procesie najpierw dehy-
drogenaza alkoholowa utlenia glicerol do aldehydu glicerynowego, który następnie 
jest przekształcany w kwas glicerynowy za pomocą niezidentyfikowanego dotych-
czas enzymu [Habe, Shimada i in. 2009; Habe i in. 2010; Wendisch i in. 2011]. 
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Drugi szlak umożliwia tworzenie dihydroksyacetonu w obecności ATP i jonów 
Mg2+ z udziałem kinazy glicerolowej. Podczas tej przemiany powstaje 3-fosfoglice-
rol, przekształcany przez dehydrogenazę 3-fosfoglicerolową, zależną od dinukle-
otydu nikotynoamidoadeninowego (NAD). Końcowym produktem biotransformacji 
glicerolu nie jest dihydroksyaceton, ale jego ufosforylowana forma ‒ fosforan dihy-
droksyacetonu, powstający w wyniku reakcji katalizowanej przez kinazę dihydrok-
syacetonu w obecności ATP i jonów magnezu (Mg2+) [Błażejak 2013].

4.2.1.	 Metody i warunki otrzymywania dihydroksyacetonu  
z udziałem bakterii octowych

Biokonwersja glicerolu do dihydroksyacetonu przez bakterie octowe może być pro-
wadzona we wgłębnych hodowlach okresowych. Proces wgłębnej hodowli okreso-
wej obciążony jest wieloma wadami, które ograniczają jego szersze zastosowanie. 
Należą do nich:
•• długi czas trwania procesu,
•• konieczność przeprowadzenia procedury czyszczenia, sterylizacji i inokulacji po 

każdym cyklu hodowli,
•• wysokie zużycie energii do sterylizacji,
•• silna inhibicja procesu przez wysokie początkowe stężenie substratu i przez wy-

sokie stężenie końcowe produktu [Hekmat i in. 2007],
•• wieloetapowy proces przygotowania inokulatu bakterii octowych, który obej-

muje proliferację bakterii octowych w pożywce hodowlanej i aktywację dehy-
drogenazy glicerolowej [Stasiak-Różańska, Błażejak 2012],

•• zawartość w płynie pohodowlanym innych metabolitów wytwarzanych przez 
bakterie, co utrudnia oczyszczanie i krystalizację dihydroksaycetonu [Hu i in. 
2011].
Bardziej skuteczną metodą produkcji dihydroksaycetonu jest proces zasilanej 

wgłębnej hodowli okresowej [Hekmat i in. 2003; Bauer i in. 2005; Hekmat i in. 
2007; Hu, Liu i in. 2010; Hu, Zheng i in. 2010; Hu, Zheng 2011; Zheng i in. 2016], 
który pozwala zniwelować wpływ inhibicji substratu na wydajność procesu [Raška 
i in. 2007].

4.2.2.	 Modyfikacje genetyczne bakterii octowych

Badania zmierzające do intensyfikacji biotransformacji glicerolu w dihydroksyace-
ton oprócz ustalenia optymalnych parametrów procesu (pH, stężenie składników 
podłoża, szybkość napowietrzania) obejmują również modyfikacje genetyczne bak-
terii octowych [Gätgens i in. 2007; Ma i in. 2010; Li, Wu, Liu i in. 2010; Błażejak i 
in. 2011; Hu i in. 2011; Lu i in. 2012; Hu i in. 2012] oraz unieruchamianie komórek 
tych bakterii [Navrátil i in. 2001; Tkáč i in. 2001; Hekmat i in. 2003; Hekmat i in. 
2007; Wei i in. 2007a; Wei i in. 2007b; Raška i in. 2007; Stasiak-Różańska i in. 2010; 
Stasiak-Różańska i in. 2011; Stasiak-Różańska, Błażejak 2012; Black, Nair 2013]. 
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Indukcja zmian w kodzie genetycznym bakterii za pomocą czynników muta-
gennych może powodować zwiększenie efektywności produkcji pożądanej substan-
cji, np. dihydroksyacetonu [Hekmat i in. 2007]. Jako czynniki mutagenne stosowa-
no m.in. naświetlanie laserem He-Ne [Ma i in. 2010], promieniowanie ultrafioletowe 
[Błażejak i in. 2011; Hu, Zheng 2011], implantację wiązki jonów N+ [Hu i in. 2012].

Jedna z pierwszych prób zastosowania inżynierii genetycznej obejmowała 
otrzymanie szczepu bakterii Gluconobacter oxydans DSM 2343, zdolnego do nad-
produkcji dehydrogenazy glicerolowej [Gätgens i in. 2007]. W podłożu hodowlanym 
o początkowym stężeniu glicerolu S0 = 550 mol dm-3 mutant DSM 2343 wytworzył 
350 mol dm-3 dihydroksyacetonu, natomiast szczep dziki – 280 mol dm-3 dihydrok-
syacetonu. Ponadto wykazano, że wyższe stężenie dehydrogenazy glicerolowej 
zahamowało całkowitą inaktywację enzymu oraz ograniczyło inhibicję utleniania 
glicerolu i zdolności życiowej komórek bakteryjnych.

W wyniku napromieniowania komórek bakterii Gluconobacer oxydans laserem 
helowo-neonowym He-Ne o długości fali 632,8 nm otrzymano mutant GM51 [Ma 
i in. 2010]. Zastosowanie tego mutanta pozwoliło na skrócenie procesu o 16 godzin 
i zwiększenie wydajności wytwarzania dihydroksyacetonu na drodze biokonwersji 
o 77,6%, do poziomu 91,5%, w porównaniu ze szczepem dzikim. Zaobserwowano 
również, że naświetlanie laserem He-Ne zmniejszało inhibicję produktem. 

Modyfikacje genetyczne bakterii można także przeprowadzić z wykorzysta- 
niem promieniowania UV [Hu, Liu i in. 2010; Gätgens i in. 2007]. Błażejak i wsp. 
prowadzili badania nad wykorzystaniem promieniowania ultrafioletowego do 
zwiększenia zdolności biokonwersji glicerolu do dihydroksyacetonu przez bakterie 
Gluconobacter xylinus [Błażejak i in. 2011]. Naświetlając promieniami UV bakterie 
przez 45,9 sekundy, uzyskali szczep o zwiększonej o 32% zdolności utleniania glice-
rolu do dihydroksyacetonu [Błażejak i in. 2011]. Hu i Zheng [2011], wykorzystując na-
świetlanie promieniami UV przez 60 sekund, otrzymali szczep bakterii Gluconobac-
ter oxydans, który w zasilanej wgłębnej hodowli okresowej w podłożu hodowlanym  
o początkowym stężeniu glicerolu S0 = 20 g dm-3 pozwalał na uzyskanie maksymalne-
go stężenia dihydroksyacetonu PK = 209,6 g dm-3 oraz objętościowej szybkości biokon-
wersji glicerolu do dihydroksyacetonu na poziomie RP = 2,91 g dm-3h−1. Stwierdzono 
także, że otrzymany mutant ZJB11001 tolerował wysokie stężenia dihydroksyaceto-
nu w podłożu hodowlanym. 

Inna mutacja polegała na implantacji szczepu bakterii Gluconobacter oxydans 
wiązką jonów N+ o niskiej energii [Hu i in. 2012]. Uzyskany w ten sposób mutant 
ZJB 09113, we wgłębnej hodowli okresowej prowadzonej w kolbach na wstrząsarce, 
wyprodukował 40 g dm-3 dihydroksyacetonu, przy początkowym stężeniu glicerolu 
S0 = 52,86 g dm-3. Stwierdzono, że bombardowanie wiązką jonów powoduje wzrost 
aktywności dehydrogenazy glicerolowej, co skutkuje poprawą produkcji dihydrok-
syacetonu.

Przeprowadzono również mutację szczepu Gluconobacter oxydans, polegają-
cą na wprowadzeniu do komórek bakterii plazmidu, który zawierał gen kodujący 
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hemoglobinę [Li, Wu, Lin i in. 2010; Li, Wu, Liu i in. 2010], co pozwoliło na ob-
niżenie zapotrzebowania na tlen podczas hodowli zmutowanych bakterii. Stężenie 
dihydroksyacetonu otrzymane w wyniku biotransformacji prowadzonej z udziałem 
szczepu poddanego mutacji, po 32 godzinach hodowli, wynosiło P = 34,78 g dm-3  
w podłożu hodowlanym o początkowym stężeniu glicerolu S0 = 80 g dm-3.

Li i wsp. zastosowali nadekspresję genu dehydrogenazy glicerolowej w szczepie 
bakterii Gluconobacter oxydans, który nie posiadał genu kodującego dehydrogenazę 
alkoholową [Li, Wu, Liu i in. 2010]. Taka modyfikacja spowodowała zwiększoną 
aktywność dehydrogenazy glicerolowej odpowiedzialnej za biokonwersję glicerolu 
do dihydroksyacetonu i doprowadziła do znacznej poprawy parametrów kinetycz-
nych produkcji dihydroksyacetonu. We wgłębnej hodowli okresowej mutanta 
M5AM/GDH, prowadzonej w podłożu hodowlanym o początkowym stężeniu glice-
rolu S0 = 100 g dm-3 w bioreaktorze, uzyskano stężenie dihydroksyacetonu  
P = 96 g dm-3 w ciągu 8 godzin. Stwierdzono także, że mutant M5AM/GDH wykazał 
zwiększoną tolerancję na wyższe stężenie dihydroksyacetonu w podłożu hodowla-
nym.

4.2.3.	 Immobilizacja komórek bakterii octowych

Immobilizacja polega na unieruchomieniu komórek drobnoustrojów, enzymów lub 
innych białek wewnątrz lub na powierzchni nośnika w sposób, który pozwala na 
zachowanie ich aktywności katalitycznej [Jack, Zajić 2006]. Głównymi zaletami 
immobilizacji są: łatwe oddzielanie materiału biologicznego z mieszaniny reakcyj-
nej zawierającej pożądany produkt [Wei i in. 2007b], przyspieszenie procesu wy-
twarzania pożądanych związków [Martynenko, Gracheva 2003], opłacalność reak-
cji (unieruchomiona biomasa może być ponownie zastosowana kilkakrotnie, bez 
konieczności ponownej jej proliferacji), zapewnienie większej stabilności enzymu 
w jego naturalnym środowisku [Wei i in. 2007a] oraz wzrost stężenia biokatalizato-
ra i poprawa właściwości technologicznych [Raška i in. 2007]. Niezwykle istotny 
dla biosyntezy z udziałem unieruchomionych komórek jest dobór odpowiedniego 
nośnika, który zapewni stabilność i dużą wydajność reakcji. Wybór nośnika do 
unieruchomienia jest zależny od rodzaju materiału biologicznego i metody immobi-
lizacji [Survase i in. 2010]. 

Badania dotyczące możliwości zastosowania unieruchomionych komórek bak-
terii octowych w procesie biotransformacji glicerolu do dihydroksyacetonu zaczęły 
się w latach 80. XX wieku [Nabe i in. 1979; Adlercreutz i in. 1985; Holst i in. 1985]. 
Nabe i wsp. [Nabe i in. 1979] unieruchomili komórki bakterii Acetobacter xylinum 
w żelu poliakrylamidowym. Uzyskali całkowitą konwersję glicerolu do dihydrok-
syacetonu z wydajnością równą 80% w ciągu 40 godzin hodowli. Stwierdzili jed-
nak, że zastosowanie unieruchomionych komórek bakterii Acetobacter xylinum do 
ciągłej produkcji dihydroksyacetonu napotyka niedogodności, które polegają na in-
hibicji utleniania glicerolu, z powodu ograniczonej dyfuzji tlenu do żelowego nośni-
ka, w podłożu o wysokim stężeniu substratu oraz niestabilności unieruchomionych 
komórek bakterii. 
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Wei i wsp. [2007a] unieruchomili komórki Gluconobacter oxydans w polialko-
holu winylowym. Otrzymali końcowe stężenie dihydroksyacetonu PK = 57,3 g dm−3 
i stopień konwersji 95,8%, prowadząc hodowlę w podłożu hodowlanym o pH = 6,0, 
w bioreaktorze z mieszadłem, przy przepływie powietrza A = 1,5 vvm i szybkości 
obrotowej wału mieszadła Vrpm = 200 obr. min−1. Hekmat i wsp. [2007] unierucho-
mili komórki bakterii Gluconobacter oxydans w polipropylenowych pierścieniach 
pokrytych silikonem. W hodowli prowadzonej w bioreaktorze kolumnowym ze zło-
żem fluidalnym uzyskali końcowe stężenie dihydroksyacetonu PK = 82,0 g dm−3  
i maksymalną prędkość objętościową biokonwersji glicerolu do dihydroksyacetonu 
RPmax = 5,9 g dm−3h−1. Użyty nośnik okazał się biokompatybilny, trwały, mecha-
nicznie stabilny i chemicznie obojętny, a także zapewniał obszerną przestrzeń do 
osadzania się komórek bakterii, ochronę komórek bakterii przed ścieraniem oraz 
wystarczająco wysoką podaż tlenu rozpuszczonego.

Stasiak-Różańska i wsp. [2010] unieruchomili komórki bakterii Gluconaceto-
bacter xylinus w alginianie wapnia i prowadzili okresową wgłębną hodowlę w kol-
bach na wstrząsarce, w podłożu hodowlanym o początkowym stężeniu glicerolu  
S0 = 100 g dm−3 i pH = 5,0. W procesie biotransformacji glicerolu uzyskali stężenie 
dihydroksyacetonu PK = 10,9 g dm−3 po 36 godzinach hodowli. Immobilizacja ko-
mórek bakterii Gluconacetobacter xylinus ułatwia późniejsze odzyskiwanie wyso-
kiej jakości produktu z mieszaniny poprodukcyjnej i umożliwia prowadzenie kilku 
cykli procesu produkcyjnego, bez potrzeby ponownej proliferacji biomasy.

Black i Nair [2013] unieruchomili komórki bakterii Gluconacetobacter xylinus 
w alginianie wapnia i w alginianie wapnia pokrytym chitozanem. Używając do kon-
wersji glicerolu komórek unieruchomionych w alginianie, uzyskali końcowe stęże-
nie dihydroksyacetonu PK = 12,7 g dm−3 oraz szybkość objętościową biokonwersji 
glicerolu do dihydroksyacetonu RP = 0,09 g dm−3h−1, prowadząc hodowlę w bioreak-
torze z mieszadłem przy przepływie powietrza A = 0,3 vvm i początkowym stęże-
niu glicerolu 2% (w/v). Końcowe stężenie dihydroksyacetonu i szybkość objętościo-
wa biokonwersji glicerolu do dihydroksyacetonu dla komórek Gluconacetobacter 
xylinus unieruchomionych w alginianie wapnia pokrytych chitozanem wynosiły 
odpowiednio PK = 11,9 g dm−3 i RP = 0,07 g dm−3h−1, przy przepływie powietrza  
A = 0,3 vvm oraz PK = 17,0 g dm−3 i RP = 0,11 g dm−3h−1 przy przepływie powietrza 
A = 1,0 vvm. Powłoka chitozanu zapewniała większą stabilność kuleczek alginianu 
wapnia przy zwiększonej szybkości napowietrzania w trakcie hodowli. 

Pomimo wielu zalet stosowania unieruchomionego materiału biologicznego  
w procesach biotransformacji, procesy te mają pewne ograniczenia wynikające 
głównie z częściowej utraty aktywności unieruchomionych komórek, ługowaniu 
materiału z nośnika i zatykania porów nośnika, co pogarsza kontakt pomiędzy sub-
stratem i biokatalizatorem [De Muynck i in. 2007].
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4.2.4.	 Zastosowanie odpadowego glicerolu do otrzymywania dihydroksyacetonu  
z udziałem bakterii octowych

W związku z rosnącą produkcją biodiesla, która w 2017 r. w Unii Europejskiej osiąg- 
nęła poziom 12,3 mln ton [USDA 2017], pojawia się problem zagospodarowania 
produktu ubocznego tego procesu. Możliwości wykorzystania fazy glicerynowej  
w przemyśle kosmetycznym, farmaceutycznym, chemicznym oraz spożywczym są 
ograniczone [Kachel-Jakubowska i in. 2011]. Konieczne jest zatem poszukiwanie 
nowych kierunków wykorzystania odpadowego glicerolu, między innymi jako 
składnika podłoży hodowlanych w bioprocesach.

W ostatnich latach wiele uwagi poświęcono zagospodarowaniu produktów od-
padowych z produkcji biodiesla jako substratów w procesach biotechnologicznych. 
W badaniach Stasiak-Różańskiej i wsp., Dikshit i Moholkar, Liebmingera i wsp. 
oraz Liu i wsp. zastosowano odpadowy glicerol do produkcji dihydroksyacetonu. 

Stasiak-Różańska i wsp. [2017] wytwarzali dihydroksyaceton w reakcji katali-
zowanej przez unieruchomiony ekstrakt komórek bakterii Gluconobacter oxydans 
ATTC 621. Podczas biokonwersji glicerolu z użyciem immobilizowanego ekstraktu 
komórkowego, prowadzonej w kolbach na wstrząsarce, uzyskali oni 6,9 g dm−3 dihy-
droksyacetonu po 24 godzinach hodowli, przy początkowym stężeniu odpadowego 
glicerolu S0 = 30,0 g dm−3. 

Dikshit i Moholkar [2016] prowadzili badania nad optymalizacją produkcji di-
hydroksyacetonu z odpadowego glicerolu z udziałem immobilizowanych komórek 
bakterii Gluconobacter oxydans MTCC 904. Stosując początkowe stężenie odpa-
dowego glicerolu równe 20 g dm−3, otrzymali końcowe stężenie dihydroksyacetonu 
wynoszące 14,08 g dm−3 i wydajność procesu na poziomie 70,4%.

Liebminger i wsp. [2014] we wgłębnych hodowlach okresowych bakterii Gluco-
nobacter oxydans w bioreaktorze otrzymali 26 g dm−3 dihydroksyacetonu w 38-go-
dzinnej hodowli. 

W badaniach Liu i wsp. [2013] wykorzystano nowo wyizolowany szczep bakte-
rii octowych Gluconobacter frateurii CGMCC 5397 do produkcji dihydroksyaceto-
nu z odpadowego glicerolu. We wgłębnych hodowlach okresowych prowadzonych 
w kolbach na wstrząsarce uzyskano 73,1 g dm−3 dihydroksyacetonu w 48-godzinnej 
hodowli, natomiast w zasilanych wgłębnych hodowlach okresowych prowadzonych 
w bioreaktorze uzyskano 125,8 g dm−3 dihydroksyacetonu w 48-godzinnej hodowli. 
Ten sam zespół prowadził badania nad optymalizacją produkcji dihydroksyaceto-
nu w zasilanej wgłębnej hodowli okresowej Gluconobacter frateurii CGMCC 5397 
prowadzonej w 30-litrowym bioreaktorze, stosując współczynnik przenikania tlenu 
na poziomie kLa = 82,14 h−1, i otrzymał stężenie dihydroksyacetonu na poziomie 
175,44 g dm−3 oraz wydajność produkcji YP/Sw = 89% [Zheng i in. 2016]. 
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5.	 Podsumowanie 

Dihydroksyaceton jest cennym surowcem w wielu gałęziach przemysłu. Znajduje 
zastosowanie w przemyśle kosmetycznym jako samoopalacz, w medycynie w lecze-
niu nabytego bielactwa skóry, łuszczycy, zatruć cyjankami, w przemyśle farmaceu-
tycznym jako środek przeciwgrzybiczy oraz związek pośredni do syntezy 
metotreksatu. Rośnie zainteresowanie jego zastosowaniem jako składnika budulco-
wego wielu rodzajów polimerów oraz jako substratu w przemyśle chemicznym ze 
względu na wysoką aktywność chemiczną. Dihydroksyaceton można być także 
używany w przemyśle spożywczym jako substancja słodząca i suplement diety, 
zwykle w połączeniu z pirogronianem wapnia, sodu lub potasu oraz jako emulgator 
i plastyfikator. 

Badania nad otrzymywaniem dihydroksyacetonu na drodze biokonwersji przez 
bakterie octowe są prowadzone od końca XIX wieku. Obejmują zarówno skład pod-
łoża hodowlanego, ustalenie optymalnych parametrów procesu, jak i zastosowanie 
immobilizowanych komórek bakterii oraz ich modyfikacje genetyczne. W ostatnich 
latach wiele uwagi poświęca się wykorzystaniu w procesach biotechnologicznych 
produktów ubocznych i odpadowych, szczególnie glicerolu, którego duże ilości 
powstają w produkcji biopaliw. Z przeglądu literatury wynika, że zastosowanie 
odpadowego glicerolu do produkcji dihydroksyacetonu przez bakterie octowe jest 
zagadnieniem nowym i mało poznanym. Tylko cztery zespoły badawcze prowadzi-
ły badania nad wykorzystaniem odpadowego glicerolu jako substratu do produkcji 
dihydroksyacetonu na drodze biokonwersji przez bakterie octowe.
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