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1 Bevezetés, torténeti attekintés

1.1 BEVEZETES:
A vildggazdasagban mind nagyobb szerepet letélik orszagban huzéagazatnak

szamitObiotechnoldgiaa vegyipari, nmiszaki és (mikro) biolégiai ismereteket egyesitirazo
célbdl, hogy valamilyen piacképes terméket allitedih Ebben a komplex folyamatban —
mely a torzsfejlesztést (esetleg genetikai mangidkat), a termék kinyerését és tisztitdsat, a
farmakoldgiai, toxikolégiai tesztek elvégzését aégabb értelemben a piackutatast és az
ertékesitést is magaba foglalja — a fermentaciobnikakra (koltség vonatkozasaban is!)
fontos szerep harul. Fermentécids technikdknak &aoereteket nevezzik, melyek révén a
definidlt kémiai és riiszaki kornyezetbe helyezett sejtekkel vagy sejtédal a kivant
terméket & tudjuk allitani. Az egyes technikai fogasok sonemdezése, optimalizalasa
eredményekeént sziletnek meg a fermentacios tedaiga&lioezek legtobbszor a vallalatok
féltve 6rzott titkai maradnak.

A fermentacio kifejezés a latinfervere' ("égetni") igéldl szarmazik, s kezdetben az
éleszégombéak gyumolcsszirupokban kifejtett cukorlebontitédsara vonatkozott. Mara az
eredeti jelentés kiveszett a kdztudatbdl, a szdlzeno két tudomanyterilet, a biokémia és az
alkalmazott mikrobioldgia/biotechnoldgia terminoiéidba is bekerdilt.

Amikor a glikdéz lebontasa oxigénmentes (anaerobjilkiEnyek kdzott torténik, a
képado redukalt koenzimek regeneralédasa nem a légzasomatorténik, hanem szerves
molekulak redukalasa kozepette. A biokémiaban ez&rh energianyérfolyamatot értjuk
fermentéacio alatt, amelyben az elektron donor ésdektron akceptor is szerves molekula.

Az alkalmazott biotechnoldgia élsdllomasai egyszér de fontos élelmiszeripari
termékek (alkohol, tejsav) d@llitasa voltak, melyek biokémiailag fermentacionaitak
tekinthebk. Az elnevezés rajtamaradt minden olyan folyamataimol tenyésztett sejtek
valamilyen "termék"-et allitanak &l tekintet nélkil az oxigénhez vald viszonyra. Kethen
a fermentacidk fahordokban, vagy talcdkon mentaejbgéA kihozatal emelése hatékonyabb
modszerek alkalmazéasat igényelte, ezért a hordédiatanyosan megtervezett készilékek
valtottak fel, melyeketermentornak hivnak.

Természetesen — €s szerencsére — az emberi talgddigoaz ipari biotechnoldgia
terlletén is konyvtarnyi informéaciot eredményezetiglyek szisztematikus ismertetése
meghaladna lehéségeinket. Reméljik azonban, hogy az alapok eisgaban és az (j

ismeretek megszerzésében segitséget tudunk eezpizattel nydjtani.
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1.2 TORTENETI ATTEKINTES:
Nem ismeretes olyan torténeti korszak vagy helysationnan az irott feljegyzések

ne tuddsitandnak a bor és az élesdt kelesztett kenyér fontos, sokszor kultikus ddesmi
szerepéil. A Teremtés Konyve (Genezis) szerint még maga Modeleesett a tulzott
alkoholfogyasztas erényébe. Mezopotamiabdkesiilt leletek szerint az ottaniak mékb
erjesztett sort ittak, az Okori Egyiptomban pedajodi sorbzdék ntikodtek. Mellettik a
tejbol eléallithato élelmiszerfélék (sajt, turd) és az esetdgy jeleritséggel birtak.

A bibliai idoktsl az djkor hajnalaig tal sok haladas a tudomanyneeeiletén sem
tortént. Noha a biotechnolégiahoz kdzvetlenil neapdsolddott, mégis a holland Antonie
van Leeuvenhoek felfedezései jelentettek a kovétkezrfoldkdvet. Sajat készitgsegyetlen
lencsébl allé mikroszkdpjain egy addig teljességgel isntlerevilag kapuit tarta szélesre.

A XVI. szazad elején mar nagy séztiék nmikddtek szerte Eurépaban (a legrégibb,
folyamatosan rikddé eurdpai sozdék tobb, mint ezer évesek!). Eleinte fabol késkil
térfogatuk elérte az ezer kbbmétert. Néhany éutieekié$bb mar réz tartalyokat készitettek,
s megtorténtek az élprébalkozasok a folyamatokiiszeres kontrollaldsara (1757 6nhers;
1801 - tbcseréd). Rendkivil fontos Iépés volt az éladgt mint éblények szerepének
felismerése az erjesztéses folyamatokban; ezekrtédgos igénfy vizsgalataban a francia
Louis Pasteur szerzett elévilhetetlen érdemek&tXA szazad vége felé a Carlsberg cégnél
dolgoz6 német Hansen megteremtette az éllegidzta tenyészetként valo fenntartdsanak és
hasznalatdnak technikai alapjait, mely maig nenogzatt |ényegesen. Kivételt a tradicionalis
brit "ale"-f6zdék jelentenek, ahol mind a mai napig kevert étetenyészetekkel erjesztenek.

Az ecetgyartas hajnalan a bort sekély talcakbamzadasl levegn hagytak, s az
magatol megsavanyodott (felszini, "surface" tengz Ez termeészetsfien vezetett a
leved@ szerepének felismeréséhez, és egy olyan készikdgalkotasahoz, melyben a
folyadék intenzivebben érintkezhetett a leiwadd. Egy tartdlyt valamilyen inert anyaggal
(faval, szénnel, forgaccsal) toltottek meg, s enieddzinén a fellitil adagolt bor lassacskan
végigcsorgedezett. Az inert hordozon helyezkednek exidaciot végz baktériumok. Ezek
a megalkotojukrodl elnevezett Frings-féle gener&orivagszerte mkodnek, s mai napig a
Fold ecetgyartasanak kozel harmadat allitjék el

A tbbbi erjesztéses folyamat ipari kiaknazasa samatett sokaig magara. Blondeau
1847-ben irta le a tejsavkdjues mikrobioldgiai alapjait, és alig 40 év mulva rma
tejsavgyarak ritkddtek Amerikaban és Eurdpaban egyarant. Foltétlemlitést érdemelnek
az aceton és butanol fermentaciok, mert ezeknebntod szerves olddszereknek az ipari

léptéki eldallitasa vezetett el a valodi, steril gyartasi &shatok kifejlesztéséhez. Kordbban a
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fertozéseket a jo inokulummal (oltéanyaggakitehyészettel) és a higiéniai rendszabalyok
gondos betartasaval prébaltak tébb-kevesebb sikelikerilni. Itt azonban mind a kezdeti
(még aerob), mind a késbi szakaszban idegen baktériumok szaporodhattaknieel a
termék nem jelentett az alkoholhoz, tejsavhoz vemgtsavhoz hasonld spontan védelmet. Az
angol Chaim Weizmann — a Kébi Izrael Allam el§ elntke — altal kifejlesztett fermentorok
nyilasait forrd6 ¢zzel, talnyomas alatt lehetett sterilezni, lecsditke ezzel az idegen
mikrébak behatolasanak esélyét. Az Ujzirmentacios technoldgiak révén gyorsan, nagy
mennyiségben &éllithatd szerves olddszereknek robbanoszer-alagént komoly szerepe
volt Anglia el$) vilaghaborus gyzelmében.

A két vilaghaboru kozti iéiszakra tehét a citromsav, a glikonsav, a glicerol, és a
pékéleszi nagylzemi gyartdsanak kezdete. Ezen folyamatokrégge kifejezetten aerob
volt, s hamar kiderilt, gazdag taptalajon a seggérs ndvekedése oxigén hianyhoz vezet,
aminek erjedéses melléktermékek megjelenése, vagi®zatal-csokkenés lesz az
eredmeénye. Ezt a taptalaj "gyengitésével” kiiszékdt, a névekedést tehat a szénforrassal, s
nem az oxigénnel korlatoztak. A szénforras lasslyamatos adagolasaval a termelés
elnydjthatd lett — ez a raadagolasos vagy "fedHjatechnikanak nevezett eljaras lett az
alapja vilagszerte az aerob terth&lyamatoknak az addigi sullyesztett, szakaszZimt¢h™)
fermentaciokkal szemben. Az oxigén ellatas fokozaskevedgbefuvatd csoveket és
kompresszorokat kezdtek hasznélni, s megjelentekeahanikus kevék is. Az intenziv
levegiztetés habkégdéshez vezetett, amivel szemben mechanikus liddetoalkalmaztak.
Ezek gyakorlatilag lecentrifugaltak a habot, kilélasztva benne a folyadékot és a gazt. A
sejtek novekedésének mértékét @mBrséklet gisen befolyasolja, ezért mind pontosabb
hémérket és bcseréd rendszereket fejlesztettek ki, s megjelentek a& pH-elektrodak
("off-line", azaz levett mintak alapjan téri&€mem folyamatos) szabalyozassal.

A 1l. vilaghaboru sordan — a tudomany egyéb teribete hasonléan — az ipari
biotechnolégia is jeleis fejlocdésen ment at. Fleming penicilléhr tett akadémikus
megéallapitasai hamarosan a klinikai gyakorlatbatemyegesek lettek — a penicillin révén
legyozhetive valtak a harctéri sérulések soran szerzett,gadégzetes sebféunések. Az
egymasra sokszor féltékeny brit és amerikai gy&sdzefogva probaltak a "csodafegyver”
gyartasat olcsobba tenni, az Egyesiilt Allamokbatigpeal6sagos népi mozgalomma valt a
penészgombak gjtése és ellefrzé kozpontokba kildése. A penicillin torténete kapcsé
mindenképpen meg kell emliteni a ma DSM néven ismelland gyodgyszergyar kutatoit,
akik a német megszallas alatt, a Gestapo ofith jeltottak el csaknem ugyanoda, ahova a

szovetséges orszagok egyesiteit. er



A penicillin elballitAsa nem egyszign aerob folyamat, hanem kifejezetten magas
oxigéntenziot igényel. A haboru alatti koltségekeim kiméb fejlesztések a fermentorok
leveghztetésének Kiszaki/mechanikai problémaira is sok szempontbol alaégt kinaltak.
Tobb szaz kbbméterespayel in situ sterilezhed é€s tulnyomas alatt ik6do bioreaktorok
epultek, a levetpuborékok hatékony porlasztasat kézponti elhelyienéschanikus kevék
biztositottak. A kontroll-iszereket mékorok valtottak fel, melyeket hamarosan szamitogép
vezérelt. A masik oOriasi Iépés a modern torzsfejteprogramok beindulasa volt; ez maig a
biotechnolégia egyik legfontosabb részterllete eferdetiPenicillium notatumtérzs a maiak
teljesitményének tizezredrészét tudi@akitani, s ez az arany sok termelésre fogottipeist
esetében is érvényes. A fejlesztés egyik fontasralba volt a kisérleti lzemek elterjedése,
ahol kisebb koéltség mellett, de "ipari korilmény&kzott tesztelhették az adott torzset.

A penicillin mellett a streptomycin, az erytromicia tetraciklinek, a kloramfenikol,
szamos aminosav, gibberelin, nukleotid és vitamikrobialis eballitasa is fellendilt, s
megtorténtek az alsbiokonverzios kisérletek. A 60-as évek elején séf foglalkozott a
mikrobialis biomassza élelmezési célokra vald fetimdlasanak leh#tégével ("Single Cell
Protein" eballitds). Ennek olcsdsaga miatt oriasi lefitdkhozatalra volt sziikség, s ez a
fermentor tervezést is@bre vitte; megjelentek a mechanikus kéveélkili levegoszlop-
fermentorok, s ets izben torténtek probalkozasok folyamatodikidési rendszerek
termelésbe allitdsara. Ezeknél a sterilitds drggpe jelentett Gjabb kihivast, amit a szelepek
és pumpéak folyamatos féttenitésével, valamint — az emberi hiba léképgét csokkentetd
— minél magasabb szinautomatizalassal igyekeztek légpi.

A mult szdzad hetvenes éveiben a laboratériumok gitarjedten hasznaltak
rogzitett sejteket illetve enzimeket specifikus kmék kivitelezésére. Ipari lépték
felhasznalasukat az enzimelektrodok és a biokikiaitszerves szintézisek kifejlesztése,
elterjedése hozta magaval. Ugyanerre @sadkra tehéta bioldgiai alapu szennyviztisztitok
hasznalatdnak kiterjesztése a kén, a nitrogérszidioés mas elemek eltavolitasara.

A laboratériumokban végzett élssikeres genetikai manipulaciok hamarosan a
termelésben is valtozast hoztak. Léét valt a genetikai anyag atvitele egyikléhyhsl a
masikba — pl. mikrobialis inzulin vagy interferoerinelés — masfél az adott organizmus
genetikai allomanyat is igény szerint lehetett ngddmi. Noha a klasszikus izolalasos és
szelekcios torzsfejlesztés jelésgge megmaradt, ezek a léisgigek () tavlatokat nyitottak a
biotechnolégiaban is. A molekularis biolégiai moéeisk gyors elterjedése és viszonylagos
olcsésaga szamos U0 tudomanytertlet (pl. proteomikeetabolomika, bioinformatika,

genomika) és ezek részterlleteinek vilagra jotetiményezte, melyek eredményei korabban
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elképzelhetetlen gyorsasaggal kertilnek be az gyatkorlatba. A termelésre fogottEnyek
és sejttipusok diverzitasa latvanyosan novekszhakdériumok, fonalas gombak és élékzt
mellett6sbaktériumokat, névényi-, rovar- és allati sejteketzéles korben hasznalnak.

Az ipari biotechnoldgia talan leginkabb koéltségrésnkaigényes része a hatéanyag
fermentléldl tortens kinyerése és tisztitasa. A céltermék mellett keftesejttormelékeket,
tapkomponenseket és a sejtek altal termelt sokhi@bolitot is tartalmaz6 6sszetett matrix
komoly kihivast jelent analitikai és preparativ mpentbol egyarant. A gyartasi folyamat
ezen részeét, valamint a szenny@nyagok megfelélkezelését dsszefoglaléadgwnstream
processing-nek nevezzik, elkildnitve ezzel ampstream processing résztl, mely a
torzsfejlesztést, taptalaj-optimalizalast, oltdanyeballitast, és a fermentaciosimelettani
Iépéseket foglalja magaba.

A biotechnologianak négy, egymastol tobbé-keveskifldanulo alkalmazasi tertlete
létezik: azegészségligyaz un. piros biotechnoldgia) neezigazdasag(zold biotechnolégia),

a széles kdien értelmezettegyipar és élelmiszeripar(fehér vagy ipari biotechnolégia) és a
koérnyezetvédelem A vizek és vizes rendszerek biotechnoldgidjarekisk iddnként a kek
jelzét alkalmazni. Mint lathatd, az elkilonilés résziedaszen pl. a penicillint (egészségugyi
felhasznalas), a glutaminsavat (élelmiszeriparhdstnéalads) és az itakonsavat (vegyipari
felhasznalas) fiszaki-technolégiai szempontbdl hasonlé médon, fetawds uton allitjak
els.

Részletesebb definiciéo szerint a fehér (ipari) dubholégia anyagok és energia
kornyezetbaréat, fenntarthaté moédon toétéatsallitasat jelenti bioldgiai eljarasok révén, az
energetika, a vegyipar, az élelmiszeripar, a fpsti] a festék- ésdngyartas és a papiripar
teriletén. Mindezen teriletek attekintésére sajmas vallalkozhattunk. Igyekeztiink ezért
azokat kiemelni, melyek termékei a mindennapi étet gazdasagi mutatok szempontjabél a

leginkabb jelertisek.



2 Iparifermenticios taptalajok Kkialakitasa

2.1 BEVEZETES
Mivel a termelésre fogott sejt vagy mikroorganizrabban a kérnyezetben él és alkot,

amelyet a tapfolyadék hataroz meg, a fermentapihs iapkdzegek kialakitasanak elméleti és
gyakorlati jelenbségét nem lehet tulbecstilni. A taptalajok megte¥sezaz egykori, nagyrészt
empirikus folyamatbd6l mara szisztematikus tudomariejt, noha egy sajatsagos ,Ugy érzem,
ez kell bele"-faktor kétségtelentl fennmaradt. Emnis megleP, ha figyelembe vessziik,
hogy a taptalajok ¢sszeallitasa soran szamos, egyraassal ellentétes kivanalomnak kell
teljesilnie. A mikroorganizmus/sejt ndvekedésénetbilkell segitenie a termék (alapanyag)
képadését, olcsonak, folyamatosan beszerériadt és allandé misédinek kell lennie, nem
szabad megnehezitenie a fermentaciivetettani lepéseit (pl. sterilezés, levetptes), nem
szabad akadalyozniadfs optimalis esetben segitenie kell) a termékkiagerA taptalaj egy
ipari biotechnologiai folyamat minden |épésére bsah van, részesedésik a teljes termelési
koltségben 5 % (pl. antitestek, szteroidok, hornkdrés 50 % (pl. bioalkohol) k6z6tt mozog.
Jegyzetinket ezért a tapkozeg kialakitas elvi ékayati szempontjainak attekintéseével
kezdjuk.

2.2 KEMIAILAG DEFINIALT TAPKOZEG
A kutatasban elterjedten hasznalt, kémiailag déftintptalajok (olyan tapkdzegek,

melyekben az dsszes komponens dsdge €s mennyisége ismert) a termelési gyakorlatban
nagyon ritkan fordulnak & mivel beszerzésik és osszedllitasuk koltségbosszadalmas,
és legtdbbszor a sejtndvekedés illetve a hozammaajabdl sem idealisak. Néhany esetben
azonban van ra példa: ha peptid jellegrméket allitanak &) a komplex komponens fehérje
tartalma megneheziti az alapanyag kinyerését; kiyea definialt taptalaj realis alternativa. A
kémiailag definialt taptalaj dsszeallitasanal ayésateni kivant (mikro)organizmus elemi
Osszetételének kozelitése a vez@ll; a tapkdzegben |é\elemek aranyat ez alapjan allitjak
be. Az elemi dsszetétel azonban fé}, tenyészési korilmeny-fluggigy meghatarozdsa nem
trivialis. Valamelyik elédleges biogén elemet (legtdbbszor a szenet vagyogént) limitald
mennyiségben adjak, az 6sszes tobbi komponenginti§aloslegben, igy a sejiisiséget (az
elérhed maximalis biomassza koncentraciot) a limitald sazitatum mennyisége fogja

meghatarozni. A gyorsan hasznosulé glikoz limigl&setén, aerob baktériumoknal a

10



szenforras/maximalis szaraz sejttdmeg aranya 5@3&ril, gombak és élesikt esetében
35-40 % kozott alakul. Lassabban hasznosul6 szésiok esetén ez az érték alacsonyabb. A
szénforrds hasznosulas mértékének egyik legbiztopdlemzje a szaraztomegre szamitott
hozamkonstans (a keletkezett szaraz sejttomededisasznalt szénforras aranya).

A kémiailag definialt taptalaj komoly hatranya, lyogovekedeést ékegity vitaminok,
kofaktorok, sth. hianyaban a biomassza Kégz jelenisen lelassul a komplex taptalajhoz
képest még gyorsan hasznosulé szén-és nitrogésftiaaznalata esetén is. A kémhatas
allandoséagat a nagy puffer kapacitasu komplex ssevegyuletek (pl. peptidek, aminosavak)
hianyaban kis moltomeégvegyuletek (pl. foszfatok, karbonatok) illetve &tipH-szabalyozas
biztositjak. Szeretnénk végezetil megjegyezni, haggémiailag definiélt taptalajt sokszor
minimal tapkozegnek is nevezik, noha a két kifejer&m teljesen szinonim. Minimal
tapkdzegnek azokat a taptalajokat nevezzik, medggkadott sejt vagy (mikro)organizmus
novekedéséhez minimalisan sziikséges Ossiatetartalmazzak. Az erdgsejt fermentaciok

soran alkalmazott taptalajok pl. jelleéen kémiailag definialt, de nem minimal tdpkdzegek.

2.3 KEMIAILAG NEM DEFINIALT (KOMPLEX) TAPKOZEG
Az ipari biotechnoldgiai folyamatok soran talnyorésrt komplex komponenseket is

tartalmazo tapkdzeget hasznalnak. A legtobb komipgdeponens tdbbféle szerepet is betdlt a
fermentacios tapkdzegben (pl. a kukoricalekvasdieges nitrogén-, masodlagos nyomelem-,

harmadlagos szénforrés).

2.3.1 A komplex tapkozeg elvi kritériumai
A komplex tapkomponensek kapcsan nem szabad é&ielehogy erederégin nem a

fermentacios ipar szamara késziltek, hanem masgakrmelléktermékei, hulladékai. A
laboratoriumi lépték kutatas-fejlesztés soran megszokott, ismert 88pid megbizhatéan és
allanddéan beszerezlietinyagokkal szemben itt olyan nyersanyagokkal dwigk, melyek
anyagi mirbsége jeleréts ingadozasokat mutathat szezonalisan vagy ak#&blessetre ugy,
hogy ezért a ,gyartd” semmiféle felskséget nem vallal,és sokszor mifiségi bizonylatot
sem ad. A fermentacios technoldgia sikerének émdealhatésdganak viszont éppen az
alland6sag az egyik @kltétele. Hogyan lehet ezt az ellentmondast felold Ebszor is, ki
kell alakitani egy analitikai hattérlabort (kisebbemekben ezt altalaban ki szoktak szervezni
egyetemi tanszékek, szolgéltatd laborok felé), ahona komplex komponens legfontosabb

Osszetedirdl és szennysiir6l megbizhatd informacié nyerltetMasodsorban, alaposan meg
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kell ismerni a komplex 6sszetiket forgalmazo Gzemeket és termékeiket. Léteznghnol
publikacidk (pl. Trader's guide to fermentation maefbrmulation), melyek szamos hasznos
inform@ciot tartalmaznak fermentacios Uzemek r@&sz&rbeszerzést diverzifikalni kell, akéar
a szallitasi koltségek megnovekedésének aran idh bészallitora alapozva az izem nagyobb
biztonsaggal rikodtetheb. Végezetil, célszértobbféle komplex szén- és nitrogénforrast
alkalmazni ugyanabban a taptalajban, hogy az egg@y masik miiségének megvaltozasa
kisebb hatassal legyen a fermentacio egészére.

2.3.2 Fermentacios szénforrasok
A fermentacios szénforras legtdbbszér szénhidi@kusan glukéz (2. 1. abra) vagy

glikdz tartalmu szacharid. A glikdz laboratériumztasagu valtozata draga, igy jellémz
a teljes hidrolizisen atesett, olcsé keméhyariansokat (dextr6z monohidrat és szirup)

hasznaljak az ipari gyakorlatban.

CH,OH

O H
HH
OH H

HO OH
H OH

2. 1. abra: D-glukoéz

Az enyhébb hidrolizisen atesett kemeédiy2. 2. abra), a dextrin a dextroznal joval nagyobb

méreti molekulakbdl all.

HO
OH
H
fo) (o)
H H H HO
al™H
HO OH §
H™ 4 0w

2. 2. abra: keményit
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Jellem®en a fermentaci6 masodik, termelési (idio-)fazisabalkalmazzak, mivel
hasznosulasa lassabb, igy karbon katabolit repésssmatasa nincs vagy joval enyhébb a
dextr6zénal, és ez ddegitheti a termékkéfdést. Vizoldékonysaga joval kisebb a
glikoz/dextroznal, ezért rdadagolas réevén (tomddstikent) nem juttathaté a reaktorba. A
dextrin ezért az indulé szénforrasok kdzeé tartomik)yet a tenyészet a gyorsan hasznosulo
egyéb szénforrasok elfogyasat ket kezd el asszimilalni.

A szachar6z (répacukos:-D-glikopiranozil-D-fruktofuranozid, 2. 3. &bra) szintén

gyakori szénforras.

CH,OH

HOH,C
=

H OH OH H

2. 3. dbra: szacharo6z

Hasznosulasa gyors, hiszen mindkét monomerje, #ikbg és a D-fruktéz (2. 4. 4bra) is

kozvetlendl be tud lépni glikolitikus utvonalba.

HOH ,C CH,OH
o

H HO

H OH

OH H
2. 4. dbra: D-fruktoz

Szarmazhat cukornadbdl (trépusi-szubtropusi ordda@s cukorrépabdl (mérsékelt égovi
orszagok). A kétféle forras kozotti kulonbségelegtygetiink ,Mikrobialis alkoholgyartas” c.
fejezetében elemezziik ki részletesen. A szachagmdsobb (és legkeveésbé tiszta) formaja a
kozismert cukorgyari melléktermék, a melasz, matyBel0 % fehérje is taldlhatd, emiatt a
melasz masodlagos nitrogénforrasnak is tekitithdéhany esetben (pl. glutaminsav gyartas)
ez kifejezetten éhyds, keresett tulajdonsag. A melas#éiitasanak menetét mutatja be a 2.

1. mozgokép elemhftp://www.liguidfeeds.com/molasses/louisiana-cane/
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A sajtgyartas melléktermékeként évi masfél millalhria mennyiségben ké&jd (s
emiatt megujulé szénforrasnak tekintijetakt6z (tejcukor; 1,4-0-R-D-galaktopiranozil-D-
glikdz; 2. 5. abra) a penicillin gyartas klasszikagnforrasa volt, mivel lassu hasznosulasa
miatt karbon katabolit derepressziét valt ki a tekimorganizmusban, ami az antibiotikum

bioszintézis utak aktivalasaval jar egyutt.

CH,OH CH.0H
o) H OH
Ho /1 ! \
10 4
OH H BH OH B /on
H
H OH H OH

2. 5. abra: laktoz

A lassu laktéz hasznosulas oka a hidrolizis illetveD-galaktéz monomer (2. 6. abra)

epimerizaciojanak isigenye.

CH,OH
HO O H
H
OH H
H OH
H OH

2. 6. abra: D-galakt6z

A laktéz kedve# hatadsat azonban kétféle moédon is helyettesitenetleEgyfebl, a
fermentacios folyamatszabalyozas gyorsétigsével a raadagolasos (fed-batch) technikak
immar technolégiai 1épték (> 50 ni) tenyésztés esetén is lehet tették a rataplalt
glukdz/dextroz/melasz mennyiségének preciz kofdtoHa a gyorsan hasznosulé szénforras
koncentracidja a gyartas soran nem haladja megzaettéket, amely folott karbon katabolit
represszio kovetkezik be, kivalthatd vele a lassmzimilalodo szénforras. A karbon katabolit
represszio jelensége ugyanis nenbsisban a szubsztratum anyagi 6ségédl, hanem a
rajta kialakulé novekedesi ratatol figg; ha egyrespzald szénforrast kis koncentraciéban
alkalmazunk, a létrej@valacsony ndvekedési rata mellett a karbon repiessm kovetkezik

be. Itt szeretnénk megjegyezni, hogy a karbon kiditatepresszio szigordan transzkripcios
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szinti folyamat: definicid szerint azt jelenti, hogy alkpz (és néhany egyéb, gyorsan
hasznosul6 szénforras, pl. frukt6z) jelenlétébenlassabban hasznosuld szénforrasok
lebontasahoz szukséges enzimeket kddolo génekt gepresszalt) allapotban vannak. A
jelenség molekularis mechanizmusainak viszonyldgloeritését kovéen terjesztették ki a
fogalmat az anyagcsere mas terlleteire, igy a itéléptvonalakra is (pl. penicillin
bioszintézis). Ezen tudoméanyosorelépések eredményeként valt léivét olyan mutans
torzsek létrehozasa, melyekben a karbon katabefitesszié kialakulasat géntechnoldgiai
Uton gatoltak. Ezeknek a mutansoknak nem volt toshiékséguk derepresszald (lassan
hasznosuld) szénforrasra, s igy a laktdz szénfévadgnalata egy éde visszaszorult. Ezzel
egyidben (az 1970-es évek masodik felében) azonban feiedsebbé valt a fungalis
cellulaz illetve hemicellulaz enzimek fermentaciason tortéi elfallitasa, melyhez a
Trichoderma reesefteleomorf:Hypocrea jecoringfonalas gombat hasznaljak. A legjobban
termeb T. reeseitdorzsek 100 g/L-t is meghaladé koncentraciobane&ék extracellularis
fehérjéket kivalasztani, és ezt a mennyiséget mynt®0 %-ban cellulazok illetve
hemicellulazok teszik ki. A fermentacio soran atkarott ipari szénforras a laktoz.

A nagy mennyis€g kivalasztott enzim felkeltette az érdédést egyesrl. reesei
celluldaz promoterek, mint pl. a cellobiohidrolazd Il gén expresszidjat szabalyadihl és
cbh2 irant is, mivel elvileg felhasznalhatok heterolfehérjék eballitasara is. Heterolog
fehérjék aT. reeseiben azonban ipari Iéptékben, gazdasagosan mégaremltethatk. A
bizonyitott okok k&zé tartozik a termelt fehérjéksperendegdésének és érésének zavarai,
valamint a tultermeléshez veéetzénforras hianya. Ez utobbi probléma — kisebliékien —

a cellulazok és hemicellulazokédllitasanal is jelentkezik, mivel a legeebben indukald,
celluléz tartalmu, részben vizoldékony hidrolizaokrolyan maradvanyokat tartalmaznak,
melyek megnehezitik a keletkezett fehérjéek tisgéita Laboratoriumi kértlmeények kozott
szamos szénforras (pl. noévényi olajok, szoforolob®z, celluloz) képes hatékonyan
indukalni illetve derepresszalni az érintett gékibédjezodését, de technikai és gazdasagi okok
miatt ezek ipari 1éptékben nem alkalmazhatok. Jeteezért, mint emlitettik, a laktéz az
egyetlen, termél korulmeények kozott is hasznalhato szénforrasutitbk, hemicellulazok és
rekombinans fehérjék termeltetésére. A jelenségkutdris szini magyarazata nem tartozik
kényvink céljai k6zé, annyit azonban szeretnénkjegggeni, hogy a laktéz nem a lassu
novekedés eredményezte derepresszalé hatdsa har@am aktiv induktorként vesz részt a
cellulaz és hemicelluldz gének kifejelésében.

A fentieken tal még a maltézt (4-@D-glikopiranozil-D-glikoz; 2. 7. &bra), a

mannitolt (mannit, a D-frukt6z poliolja), a szouiit (glucitol; a D-glikdz poliolja), a xildzt
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(2. 8. abra) (facukor) és a glicerolt (propantrigl)hasznaljak fermentacids szénforrasként,

valamennyit tisztitott formaban (a legfontosabliglok szerkezeti képletét 1asd 2. 9. 4bran).

2. 7. dbra: maltoz

HO—
L ~A0OH cen s
O D-Gliikéz
OH
HO
OH
D-Xiloz
OH
2. 8. abra: D-xil6z
D-Mannitol D-Szorbitol Dulcitol Xilitol
CH,OH CH,0H CH,OH
HO——H H——OH H—t—OH CH,0OH
HO——H HO——H HO——H H——OH
H—0OH H—T—0H HO——H HO=—+—H
H—+—OH H——0OH H—t—OH H——OH
CH-OH CH;OH CHOH CH.OH
2. 9. abra: poliol
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Néha — kombinalt szénforras és pH-kontroll agerengmt — szerves savakat (pl. ecetsav) is
alkalmaznak.

A szénhidratok utdn a masodik leggyakrabban hasstarélentacios szénforras-csalad
a novenyi olajoké. Egyarant hasznaljak kiindul&sré&adagolt szubsztratumnakt slyankor
is, ha a sejt kozvetlenldl nem asszimildljet. Az olaj jelenléte ugyanis megvédi a sejtet a
mechanikus kevéraltal okozott nyirééivel szemben, micellaképzés révén nyomelemeket
tehet jobban hozzafértie®, és kivalthatja a szintetikus habzasgatiokaterariben azok
hasznalata ellenjavallt. Ha pedig ténylegesen szgagként hasznosul, akkor szamasgé
van a szeénhidratokkal szemben. Legfontosabb az eunergiagriiség: térfogategységre
szamitva noveényi olajok révén tobb hasznosithagdgdt lehet bevinni a fermentorba, mint a
szénhidratok révén, ami alacsonyabb adagolasi é&tdtisebb adagolo6tartalyokat jelent az
ipari gyakorlat szamara. A masik jeléstebny a novényi olajok asszimilaciojanak relativ
szabalyozatlansaga. A szénhidrat-lebontashoz képestirsavak béta-oxidacioja kevesebb
ponton és kevésbé szigoruan kontrollalt; a szérgusgae funkciondlis kbzpontjanak szamito
Krebs-(citromsav-) ciklust a glikolizishez képegbrsabban fel tudja tolteni acetil-CoA-val.
Egy metabolit tultermelése soran ez fontos (bardiyaban altalaban nem elégséges) élettani
szempont lehet. A fermentacids gyakorlatban leggasan hasznalt olajtipus a szdjaolaj, de
eléfordul lzemekben a gyapot-, mogyoro-, napraforgorsafrany-Carthamus tinctorius 1),
hal- és disznoolaj (zsir) is. A szintetikus olajdlkzul a leggyakrabban hasznélt a metil-oleat.

A természetben legnagyobb mennyiségbéfoedulé szerves anyag a celluléz (3-1,4

glikoz; 2. 10. abra), ami a névényi biomassza @ag egyharmadat teszi ki.

H H

\
CH2
H\o
310 4 OH
CH, O\H /CHz H
/ \o
H\CH2
4
0
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ﬁ 04 _— I
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B CH, H ~H
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“H 0 W H- N
¥y H\CHz W ooy M
b ee-H~ H fo)
H—p_|H o 0~ "Ho o H
H
HO Ho 0 o 5 . OH
"-.H H H H
H ol i 0O
H_CH, ~H... H-CH; H
O, 0\
~
H H

2. 10. abra: cellulbz
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Fermentacios technoldgiai felhasznalasanak réskapesan konyvink kovetkéAejezetére
utalunk; itt csak annyit jegyeznénk meg, hogy egrgehem létezik olyan nagyléptékpari
technoldgia, ahol versenyképesen lehetne felhasizs@dnforraskeént.

2.3.3 Fermentacios nitrogénforrasok
Alapvetben haromféle nyers (komplex) nitrogénforrast halsan@rmentacios ipar: a

mezgazdasagi eredét a soripari melléktermékeket és a hus/halfeldodgamelléktermékeit.

A mezgazdasagi eredenitrogénforrasok (gabona, szdja feldolgozas mamayi), kozuluk

is a sz6ja a leginkabb elterjedt. A sz6jaolaj magbkortérd extrakcidja utan visszamarado
anyag, a szojaliszt mintegy fele fehérje, 30 %enbkirat, de nyomelemek, asvanyi anyagok
is jelents mennyiségben vannak benne. Inokulum tenyészetetélen — ahol a gyors
novekedés az egyetlen szempont — elég a szoéjaldatet néhany egyszersoval (pl.
magnézium-szulfat, kalium-foszfat) kiegészitenisetdd élettani hatasa van a gyapotmag-
lisztnek is, azzal a kilénbséggel, hogy a benné 1ékérjék lassabban asszimilalodnak, azaz
un. ,retard” nitrogénforrasként thkodnek. Ez a tulajdonsaguk az antibiotikum (ezeliilbe
elsssorban penicillin) fermentaciéknal jelentoeyt. Az antibiotikum fermentéciok kezdeti
idészakaban a kukoricalekvar (a kukoricakeménygjsavas extrakcidja utan visszamarado,
savas karaktér viszkdzus anyag) volt a legelterjedtebb nitrogérdfs, de egyenetlen anyagi
minésége miatt mara porlasztva szaritott valtozatajkakcalekvar por valtotta fel. Tovabbi
komplex nitrogénforras a foldimogyoré és a lennsmgl{az olaj kivonasa utani maradvany),
illetve a blza, rizs és arpa liszt.

A soéripar hozzajarulasa a fermentaciés nitrogéatwkhoz maga az erjesztés utan
visszamaradd élegitilletve annak szaritott-porlasztott valtozataegebkivonat). Fontos
megjegyezni, hogy az éleékivonat 6nmagaban nem teljes éitékitrogénforrds, hanem a
noveényi eredét nitrogén kiegészije; a kiegészik legfontosabbika a szerves foszfor, illetve
kulonbo®d mikroanyagok. Az élesdkivonatot néha a minimal tapkoézegek egyetlen komple
komponenseként hasznaljak (félig definidlt — sesfirsbd — médium; hibas, de folottébb
elterjedt elnevezésik még a félszintetikus taptalaj

A hus- és haltermékek fehérjében roppant gazdayaksznohus-feldolgozas soran a
csontokat és a szoveteket vizben felforraljak metgivolitasa céljabol (thként a folyamatot
protedzokkal seqitik &). A keletke® oldat vizes illetve lipid fazisokra oszlik. A vigdazist
porlasztva szaritva kdzel 80 %-os fehérjetartalmmd kapunk. Az enzimes/kémiai hidrolizis
kilénb6s tisztasdgu huspeptonokat eredményez. A halfeldédgeredménye mintegy 70 %-
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os fehérjetartalmu pepton. A diszné- illetve habialsszarmazé fehériek mintazata ejtér
aminek jelenisége lehet a fermentacios hatékonysag szempontjabol

Az éllati peptonok mellett a ndvényi eretilész6ja, burgonya, farkasbab-) pepton is
gyakorta hasznalt nitrogénforras, alkalmazasukdilati fehérjék altal esetlegesen kozvetitett
TSE/BSE prionfetizésekdl valo — sokszor jogos — félelem iisegiti (TSE = Tansmissible
Spongiform Ehcephalopathies, magyarul AtvibeBzivacsos Agyvégyulladasok, melyek
egyik tipusa a BSE, ad®ine $ongiform Encephalopathy, magyarul Marhak Szivacsos

Agyvelégyulladasa, az un. kergemarhakor).

2.3.4 Asvanyi anyagok

A kifejezés alatt nemcsak a fémionokat, de az itssrget és kémhatast szabalyozo6
agenseket, puffer hatdsu anyagokét, lizonyos prekurzorokat (a termék kialakulasdhoz
szliikséges, abba beéptiegyileteket) és inhibitorokat is értink.

A nitrogéntartalmi sok (ammaonium-szulfat/nitrat)iddn/natrium nitrat) a tenyészet
nitrogén igényének tekintélyes részét biztositadja, viszont asszimilaciéjuk megvaltoztatja
a t4ptalaj kémhatasat (az ammonium felvétele csiikka nitraté inkabb ndveli). Egy masik
fontos asvanyi komponens a foszfor, melyet oldfiasafat formajaban konnyebben tudnak a
sejtek felvenni, mint valamilyen komplex anyaghdll €leszbkivonat).

Noha a komplex nyersanyagok,@erban a nitrogénforrdsok szamottemennyiség
fémiont tartalmaznak, a fermentacios tapkozegetisrédtalaban ki kell egésziteni a nagyobb
mennyiségben szikséges sokkal (pl. magnézium,mkalid fémionok (pl. vas, cink, mangan,
réz, kobalt, molibdén) azonban egy komplex kompeaket Bven tartalmazé taptalajban
jellemzen olyan mennyiségben vannak jelen, hogy kilén kelna taptalajhoz adriket.
~Semi-defined” médium esetében azonban a kiindu&sialaj része kell, hogy legyenek. Ha
valamely, a termék é&dllitasaban esszencialis enzéinismert, hogy fém kofaktort igényel,
akkor ezt a fémiont altalaban féloslegben szoktigalni.

Semleges kémhatést igédiyermentaciok esetén a savasodast az ipari terbegiés
szemben a laboratériumi gyakorlattal — nem fosziék, hanem kalcium-karbonéat révén
oldjak meg; pH 6 alatt a kalcium-karbonat bomlig,a&karbonéat ion megemeli a kémhatast.
Az ioneBsséget natrium-kloriddal vagy natrium-szulfattahde fokozni. Tébb fontos ipari
fermentacio (pl. citromsav) esetén a sejtek novégeédfoszfat limitacioval fogjak vissza. Az
oldhato foszfatot kalcium ionnal szokték kicsagtenicillin €s cephalosporin C fermentaciok
esetén a kéntartalmd antibiotikum bioszintéziséfudozasa érdekében f6l6s mennyiség
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szulfatot tesznek a tapkdzegbe; ugyanezen elvaaagjklor-tetraciklin vagy a vankomycin
fermentacio tapkdzegébe extra mennyisklprid, a B, fermentaciokhoz a folyamat végén
cianid iont adagolnak.

2.3.5 Egyéb taptalaj-kiegészitok

Els6 helyen a habzasgatlokat emlitjik, mivel ezek szpunton befolyasolhatjak a
fermentacid menetét. A habzasgatlék novelik a |8vég a viz hatarfellletén a fellleti
feszlltséget (megndvelik azt az munkat, ami a hatakulasdhoz szikséges) és ezzel
eléseqitik a buborékok dsszeolvadasat. Korabban ndwéajypkat hasznaltak erre a célra, s
noha néhany fermentacid (pl. cephalosporin C) bseté&z maig igy maradt, a szintetikus
habzasgatlok jorészt kiszoritottdiket. A legelterjedtebb tipusaik a poli-propilén kgli
(valtoz6é polimerszammal) és a szilikon emulzidk.lav@ennyi habzasgatlot a fermentacio
indulo tapkozegébe is tesznek meg sterilezét, ele sokszor a fermentacio alatt is végig
adagolni kelléket. A szintetikus habzasgatlok gyakorlatilag nemtabolizalédnak (igy az
anyagcsereére nincs hatasuk), emiatt nem fogynalagyjis koltséghatékonyak. A hianyukban
fellépd habzas bakteridlis fézések dlidézoje lehet. Tulzott alkalmazasuk azonban az
oxigéntranszfer csokkenéssel jar egyutt (miveldkksntik a folyadék-gaz hatéarfeliletet), igy
a habzasgatlok adagolasa szigoruan kontrollalafobt, része a technolégianak.

A novényi olajok rosszul oldédnak a fermentacigsktizeg vizes oldataban, emiatt a
lehet) legkisebb fellldt cseppek form4jaban vannak jelen, amihez a sepblkzen férnek
hozza. A felllet novelése érdekében fellletaktiyagokat (pl. Tween, lecitin) alkalmaznak,
melyek cstkkentik az olaj és a viz hatarfellletizidtségét. Az olajcseppek felllete ezaltal
drdmaian megnovekszik, és a sejtek szamara konegdidrzzaférhévé valnak.

Noha tapanyagnak nem neveziketa modern ipari biotechnoldgia fermentacidinak
egyre gyakrabban hasznalt kieg&&zéz enzimek. Az amilaz, cellulaz, hemicellulaz yag
protedz készitmények (tipikusan nyers, tisztitatkiwonatok) révén a taptalaj polimer-
komponenseit még sterilezéstelhidrolizaljak. Ezzel egyrészt a mikroorganizmarmara
konnyebben hozzéafértiste teszik a szénforrast, masrészt a makromolek(lészleges)
bontasa révén a tapfolyadék viszkozitasat is cgiikke

Az asvanyi anyag jellég prekurzorokrol az ék6 alpontban tettiink emlitést. A
prekurzorok nagyobb része azonban olyan szerveskuoiék, melyek épdelemként tudnak
részt venni az alapanyag (vagyis a termék) biogzisgében. Peptid tipusu termék esetében

aminosavakat, aminosav tultermelés soran a bigzmkritikus kozteseit (intermedierjeit)
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adagoljuk a fermentacidhoz. A klasszikus példa baonaz izopenicillin N-t szubsztitualo

oldallancok (pl. fenil-ecetsav, fenoxi-ecetsav)galasa a fermentacio soran.

2.3.6 Aviz szerepe
Az ipari fermentaciok — keveés kivétélteltekintve — vizes oldatban mennek végbe. A

tapkdzeg mennyiségileg messze kiemetkkdmponense a viz. Laboratériumban a kutatok
ioncserélt vagy desztillalt vizet hasznélnak aefgjbmunka soran, technoldgiai Iéptékben
azonban ez aranytalanul nagy koltségeket jelentEgg. fermentacios lzem ezért vagy a
kommundlis vizhalozatbdl nyeri vizszikségletét,yealgve természetes vizek (tavak, folyok)
mellé telepitették, vagy sajat furt katjai vannakarmelyik esetfl legyen sz0, a vizben lév
szerves vagy szervetlen szenrlebekeriilnek a fermentlébe, és a Iéptékndvelésednso
nehézségeket okozhatnak. A viz gsége (a benne I&wldott ionok mennyisége-nisége)
ezért fontos szempont, kilonds tekintettel a szmomgadozasokra. Citromsav fermentacio
esetén a vizben oldott Mfnionok eltavolitasa fontos része a technolégianak.

A viz szempontjabdl kilén kategériat képez a sdriphol a termék 95 %-a viz. A viz
minésége része a sormarkanak (pl. az angol 'ale’ dletvpilseni sorok kemény — magas

kalcium/magnézium tartalmu — vidikészilnek, mig a barna sorok lagy Wb

2.3.7 A komplex taptalaj sterilezése
Sterilezés soran a taptalajt 121 °@ntérsékletre iftjlik fel, és tartjuk 30-60 percen

keresztll. A magas dmérsékleten a vizben l&vkomponensek kilonféle valtozasokon
mehetnek keresztll, illetve reakcioba is léphetgkmassal. Granularis anyagok (gabona- és
allati lisztfelék) teljesen oldatba kertlhetnek,kmamolekulak (proteinek, keméngjtkisebb
moltdmedi molekulakkad degradalédnak, ami szintén a vizoldgkag fokozédasaval jar
egyutt. A fémionok gyakorta reakcidba lépnek a fgihdel, komplexeket képeznek vellk, és
megvaltoztatjak oldékonysagukat; a szerves fossbimrtok leszakadhatnak és csapadékot
képezhetnek fémionokkal. A Maillard reakcio (melgrs®ran redukalo cukrok és aminosavak
reagalnak egymassal) a novekedésre gatld hatasio amkrok keletkezését eredményezheti.
Ezt megedzend a redukald cukrokat (pl. gliikdz) kulon, tomeényailk®nt sterilezik és utdlag
adjak a fermentorhoz olyan tapkdzeg esetén, mddyasunosavat és ammoniat tartalmaz. A
magas fehérjetartalmu tapkdzegeket sokszor stésilkézben is habzasgatloval kell kezelni.

Végezetil, fontos megjegyezni, hogy a mikroorganigrszamara a sterilizalt tapkdzeg lesz a
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tényleges kornyezet; a sterilezés alatt lejatsiziléai/kémiai folyamatok megismerése ezért

a technoldgia védsteljesitménye szempontjabdl is Iényeges.
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3 Mikrobialis alkoholgyartas

3.1 BEVEZETES
Az emberiség talan legregibb és legttbbek altabrsimivelt bioldgiai technoldgiaja

a cukrok alkoholla torténerjesztése. Adleg allati eredéi taplalékot fogyaszté nomadoknak
a foldmives életformara tortént atallassal az étkezésidsak is alapvéen megvaltoztak: a
gabonafélék valtak a legfontosabb tapanyagforrésszzel egy ttben kialakult a magokban
€s gyumolcsokben talalhatd cukrok alkoholos ergssaiek technikaja is. Elterjedésében
véletlenszelr események és ezek megfigyelése komoly szeremzhgibtt. A gabonaféléek
magjainak vizben torténaztatasa és puhitasa példaul a kbnnyebb emészéékeflemesebb
iz miatt alakulhatott ki, a vizben csiraztatott rsagszpenzié pedig spontan élésErt6zés
(vagyis leoltas) kovetkeztében alkoholos erjedésehetett keresztil. Az erjesztett italok a
kulinaris élvezeten tul higiénias biztonsagot isijipttak fogyasztdiknak. Mara a sér, a bor és
a desztillalt alkoholos italok &hllitasa fejlett miszaki és (mikro)bioldgiai szinvonalat igééyl
ipardgga valt szerte a vilagban.

A mikrobialis alkoholgyartasnak azonban vannak bgggpektusai is: az etil-alkohol
Uzemanyag (Henry Ford XIX. szazad végén gyartstt gépjarntiveinek zemanyaga is un.
~farm ethanol” volt, amig a XX. szazad elején akakmég olcsé asvanyolaj szarmazék, a
petréleum ki nem szoritotta a piacrél), tovabb&gyipar/gyodgyszeripar egyik leggyakrabban
hasznalt szerves olddszere és reaktansa. Mindegk am alkohol az ipari biotechnolégia
legnagyobb termelési volumennel és piaci értékked blapanyaga: csak a biolizemanyag
célu alkoholgyartas 2012-ben 85,2 milliard litestttki, ami vilagszerte kézel masfél millié
munkahelyet jelentett. A teljes mennyiség tobb Ahe-at az amerikai foldrészen, az USA-
ban és Brazilidban allitjak el A kémiai szintézissel, foldgazbol (etilén) illetvszénbl
tortérd, un. szintetikus alkoholgyartas mennyisége elhgolymtd szintre esett vissza; ma a
vildgpiacon |év ipari alkohol szinte teljes egészében fermentaoidtechnoldgiai eljarassal
készil (bioetanol).

3.2 AZALKOHOLGYARTAS BIOLOGIAJA
Kimagaslé (~18 %) alkohditésik miatt az erjesztési technolégidgk Szerepdi az

eleszégombak, melyek a cukrokat minimalis oxigén jelediién is képesek hasznositani. A

Saccharomycetaceasaladba egyséjtsarjadzassal szaporodd, de a tenyésztési korykidh
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fuggéen almicéliumot kégz gombak tartoznak. Ivaros szaporodasuk a vegetgijiek
0sszeolvadasaval torténik. Az idetartoz6 nemzetségeporaik alakja és kialakuldsa alapjan
kulonithetjuk el. A talajtél a melegvé@k bélcsatornajaig mindenitt talalkozhatunk velik.
Erjeszt) képesseégilket a boraszat, a stripar, a szesziparséipar hasznositja, a vegyipar
pedig enzimforrasként alkalmazza; biomasszajukatiatenyészik takarmanyként hasznaljak.

A legismertebb élesiflaj az Saccharomyces cerevisiae (synonym: Candida ropusta
Felgerjesztés technoldgidkban soréleéként, szamos valtozatat a boraszatban alkalmaazak.
pékélesz fotdmegét is ez a faj alkotja.

Az éleszbk ammoniabdl és szénhidratbdl a sejt felépitesshi@zseges vegyiletek teljes
valasztékat képesekaéllitani. A szénhidrat hasznositasat a glikolizisnpden-Meyerhof-
Parnas atvonal, EMP) enzimrendszere végzi, melgwe&n a D-glikdz alkoholla alakul. A
glikolizis kulcsintermedierjét — a frukt6z-1,6-tisgzfatot — az ATP szint altal szabalyozott
fruktozfoszfat-1-kinaz allitja 8lfrukt6z-6-foszfatbdl. A glikolizis végterméke ayprat, melyet a
piruvat dekarboxilaz enzim acetaldehiddé és széxidiia hasit. Az acetaldehidet az alkohol
dehidrogenaz enzim etanolla redukélja a glikolgikiion keletkezett NADH-k felhasznalasaval.
Az alkohol keletkezése tehat a redukalt kofaktoegleneralasanak szikségesseége miatt tortenik.
Az éleszbsejt ndvekedéséhez szikséges egyéb vegylleteka@raminosavak, nukleotidok,
pentdzok) képadése a pentdz-foszfat (hexdézmonofoszfat, HMP) Ukapzsolddva folyik.

A fakultativ anaerob szervezetek szénhidrat anga§Enek szabalyozasara vonatkozo
el tudomanyos megallapitds Pasteur neveheédidtKisérleti eredményei attételesen az
oxigén szabalyoz0 szerepére hivtak fel a figyel@gigén jelenlétében az éledizinbvekedése
jelentsen fokozodik. Megjelennek a légzést szolgald romokiumok, amelyek oxigén hiany
esetén Ujra sorvadasnak indulnak. Az oxidativ fo#atiohoz vezét elektronlanc ikodése, a
légzés fokozodasa, a tapkdzeg (szénhidrat) enemgimbanak gazdasagosabb hasznositasat teszi
lehetivé. Oxigén jelenlétében az anaerob anyagcseréolg@da, az alkohol keletkezése
szempontjdbol esszencidlis glikolizissel szembétérde kerlil a HMP Gt tikddése, mely a
novekedéshez szilkséges @amek képédése szempontjabdl meghatarozo jéleddi.
Valojaban az élesit nem tekinthéik anaerob szervezeteknek, mert a ndvekedésiketeljes
oxigénmentes kortlmények kozott leall, ugyanis neipesek a sejtmembran nélkilozhetetlen
epitelemeként ismert szterinek (ergoszterin) és bizengeszencialis telitetlen zsirsavak
szintézisére. Az ipari gyakorlatban ezért csek@hedt mindig juttatnak a tenyésrteaktorba,
ami az alkoholos erjedés hatasfokat nem rontja.

Azt, hogy az aerob-anaerob anyagcsere kozotti staliém kozvetlendl az oxigén

jelenléte okozza j6l demonstralja a Crabtree 4&19-ben leirt jelenség. A tapkdzeghez adott
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glikdéz mennyiségét fuggoen az élesét aerob kordlmeények kozott is képes az alkoholos
erjedés iranyaba terelni az anyagcserét. Glukogad@sakor a citokromok kéfdése ugyanigy
ledll, mintha oxigén hianyaban kbvetkezne be adétas. A l1égienzimek kiesése csokkenti a
sejt ATP szintjét, ez pedig feloldja az allosztes&n szabalyozott fruktozfoszfat-1-kinaz
gatoltsagat. Ennek az enzimnek dkigdését az aktualis ATP szint szabalyozza. A légzeés
csokkenése a redukalt kofaktorok (NADH, NADPH) feddlasahoz vezet. A NADhiany
gatolja a piruvat-dehidrogenaziikbdését, amil kovetkeden a Krebs ciklus leéll. Az ATP
szint alakulasa a D-glikéz (hex0z) permeédikddésére hatva fokozza a glikédz felvételét.
Végeredményben az oxigén jelenléte ellenére isranamyagcserére jelledegyensuly alakul

ki, amely a fokozott glikoz felvétel mellett a néedés lassu voltdban jelentkezik.

Az ipari alkohol gyartdsdban az élésrhellett ebnydsen hasznalhatd Zymomonas
mobilis anaerob Gram-negativ baktérium is.ZA mobilis az éleszinél Iényegesen nagyobb
szénhidrat koncentraciot és etanol tartalmat képaselni, €és magasabldmérsékleten erjeszt.
36 °C-on az elméletileg lehetséges alkohol hozarfle9t teljesiti, szemben& cerevisia®5
%-0s gyakorlati konverzidjaval. Mivel a szénhidgdiontas az Entner-Doudoroff Gton folyik, az
alkohol mellett csak 1 ATP képdik, amibl kdvetkeden a kép&ds sejttbmeg csekélyebb. A

kétféle mechanizmus 6sszehasonlitasat a 3. 1kébrgiti meg.

D-GLUKGZ D-GLUKOZ
) J' - - ~ . .
gliikdz—-6-FToazfat 2l kSz—-6—Foszfat
NAD/P/H\
6—foszfo—gliltkondat
fruktdz-—-6—-Toazfat
fruktdz-1,6-difoszfit 5 retoB—de zoxi—6-—
— — T 11k ./
S berer I foszfo-gllikonat
acceton~—
—foszfat
gliceraldehid~3—foszf{at gliceraldehid—-3—foszfét
NADH 1\ NADIH NADH
- an ] PR . A —
1,3—adifoszfo—-glicerat 1,5—-difoszfo—glicerat
\‘—“’_—‘ATP‘/11>’ATP'==?—-‘{ \ AT
B-—foszfo-glicerat 3—foszfo—glicersat
2—-foszfo—-glicerat 2—Ffoszfo-glicerat
foszfo—enolpiruvat foszfo~enolpiruvéat
piruvat L\\___.____,p:'L:E'L:wrél'l:
2 ETANOL & 2 ETANOL
Seccharomyces sSpe. Zymomonas: sp

Etanol képzdddssel Ssszefiigesld8 ATP szintézis

3.1. &bra: Saccharomyces és Zymomonas etanolzzaté

25



Az elméletileg lehetséges 51 %-0s hexoz-alkohov&omd melléktermékek képdése miatt
nem érhet el (3. 1. tAblazat).

Melléktermék | Mennyiség/1 mol D-gliik6z
Vajsav 0,21 mmol

Tejsav 1,37 mmol

Ecetsav 15,15 mmol

Hangyasav 0,49 mmol

Borostyank6sav 0,68 mmol

Etanol 129,9 mmol

Butandiol 0,7 mmol

Glicerin 32,3 mmol

Szén-dioxid 148.,5 mmol

3.1. téblazat: Az alkoholgyartas melléktermekei

3.3 AZ ALKOHOLGYARTAS ALAPANYAGAI
Az elédllitott alkohol aranak kozel 40 %-at teszik kisdapanyagok koltségel, ezzel a

technolégia egyik legfontosabb komponense. Fuggétla felhasznalt nyersanyag anyagi
minéségédl, az el 1épés a nyersanyag tisztitasa, mechanikai apritaggis egy viszonylag
homogén frakcié kialakitasa. Ezutan koévetkezneKilérboz hidrolizis technikak, melyek
soran egyszér fermentalhato cukrokhoz jutunk.

A szeszgyartas alapanyaga kezdetben a cukorgyaelisktermékeként megjelén
melasz volt, melynek hasznosithatd komponenselkadglés fruktéz monomerekbfelépiil
szachar6z. Noha szamos orszagban a cukorrépaietukornad szachar6z tartalmat teljes
egészeben alkoholla alakitjak (a vilag bioetanadpkcidjanak 60 %-at eredményezve), a

vilaggazdasag novekwalkohol igényét ez az alapanyag nem fogja tudzlgkiteni.

26



Az alkoholgyartas gazdasagossagat vizsgalva osstevédniink a cukorgyartasban
hasznositott mégazdasagi termékek édlllitasi koltségeit és a kdlik nyerhed hasznos
termékek mennyiségeét.

Egy tonna 73 %-o0s viztartalmd cukornad atlagosa®d ki cukortartalmu nadszar
esetén 231 kg levél és szarcsucsi részt tartalhamadszarbol felapritas utan 174 kg
szarazanyagot tartalmazo vizes oldatot lehet kgimésA visszamaradt ndvényi maradék
szaraz sulya 97,4 kg, amebjtelégetve 3,3 kg hamu marad vissza. A viz-oldhiatkcioban
122,5 kg fermentélhaté szénhidrat és 51,9 kg nemeietalhaté anyag (19,5 kg nitrogén
tartalmu vegydlet, 5-6 kg lipid, 13 kg hamu) takiih

Egy tonna 81 %-os viztartalmu cukorrépabdl 515 Xénkidratot tartalmazé gyokeér
illetve 485 kg takarmanyként hasznosithatd répégejlevél kulonithét el. A lefejezett
gyokertdl 84,8 kg szarazanyag tartalmu, vizoldhaté anyagz@2 kg szarazmaradékot
tartalmazo, takarmanyként hasznosithatd extralyélikégymaradvany képgeik. A vizoldhato
anyag 66,4 kg fermentalhaté szénhidratot és 18ekg fermentalhaté maradékot tartalmaz.

Ha ezeket az adatokat az egy hektaron ternteliggri nbvény mennyiségével
Osszevetjuk (3. 2. tablazat), akkor nyilvanvalowvalikv a cukornad termelésére alkalmas

éghajlattal rendelkézallamok ebnye.

Termelhet6 alapanyag (t/ha) Alkohol hozam (L/ha)
Atlagérték maximalis érték Atlagérték maximalis érték
Cukornad 60 125 4.200 8.750
Cukorrépa 30 56 2.850 5.320
Nyarfa 15 30 2.700 5.400
Kukorica 5 7 1.850 2.590

3.2. tdblazat: terdteriletre vonatkoz6 értékek

Ez az ebny fokozodik, ha a két alapanyagbdl nyert mellékigk a nadmelasz és a
répamelasz fermentalhatésagat 6sszehasonlitjukkéread melasz nagyobb cukor, biotin és
foszfor tartama éhytsen befolyasolja az alkoholtermelést.

Az alkoholgyartas egyik régi aspektusa, hogy adgazdasagi termelésben jelenikez

hulldmzasokat pufferként fogja fel. A keméwyitartalmi termékeket (gabonafélék,
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burgonya) alkoholla alakitva értékalléan lehet ldircEleinte a keménydtés glikoéz gyartas
hulladékat hasznositottak, k&b maga a keményit (a glikéz egységekb felépll
poliszacharid) jeles része is alkoholként kerllt a piacra. A keményitonomerjeire
bontasa savas vagy enzimes hidrolizissel torténhet.

A keményit savas hidrolizise technikailag ugyan kénnyen &leithed, de k6zben az
éleszbsejt szdméra toxikus melléktermékek (levulinsahidsoxmetilfurfurol, hangyasav)
képzdnek. A savkoncentricié optimélasaval esmérséklet megvéalasztasaval javitani lehet
a helyzeten, de vilagszerte mégis az enzimes luisblalkalmazzak, részben az ipari
felhasznalasu enzimek robbanasseerndovekd, biotechnlogiai Gton torténeloallitasanak
koszbnheaten. Az alabbiakban a legfontosabb enzimeket jelteiie

a-amilaz @-1,4-glukan-4-glukano hidrolaz): random hidrolizalh keményét a-1,4
kotéseit, de am-1,6 kotést, & aza-1,6 kotes szomszeédsagabarslewl,4 kotést mar nem.
Ezért a reakcid termékben jeléstmennyiségben fordulnakéebligomerek. AzAspergillus
oryzaegomba Aaltal termelt enzim példaul keméblgdl 4 % glikdzt, 56 % maltdzt, 28 %
maltotridézt és egyeéb oligoszacharidot tartalmazignazirupot készit.

B-amilaz @-1,4-glukan maltohidrolaz): Bacillus baktérium nemzetségberbfrduld
enzim, amely a keménygitedukalo végéil kezdve maltdéz egysegeket hasit le. Nem bontja az
0-1,6 kotéseket.

Glukoamilaz: Széles spektrumu, a poliszacharid resnkalo végeéil indulva az 1,3
1,4 és 1,6 kotéseket bontjadlég gombakban Aspergillus awamori, Aspergillus niger,
Rhizopusfajok) fordul el. Keményiébsl 97 % glukozt, 1,5 % maltdzt és kevés egyéb
oligoszacharidot tartalmazo elegyet készit.oAamilaz jelenléte gyorsitja a reakciot, fokozza
az eljaras teljesitményét.

A fenti enzimek keveréke j6 hatasfokkal, de az egpwévényfajokbol szarmazo
keményibt elté sebességgel bontja D-glikédzig. A gabonakemérgéldaul kénnyebben
bonthatd, mint a burgonya keméryiSok helyen a kukoricéat teljes egészében feldalgioz
az igy keletke& termékek (csiraolaj, aztatolé, kemédyiglikoz-szorp, izomerdz, stb.)

araban jelentkézgazdasagi haszon javitja az alkohol tefim@tanak alakulasat.
Az etanol nagyipari éBllitdsanak energiaigénye: cukornadbél 18 M3 lgtanol,

kukoricabol 19,4 MJ kg etanol. Az 1 tonna alapanyagbébéalithatd etanol mennyiségi

viszonyait a 3. 3. tAblazat mutatja.
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Alapanyag | Eléallitott alkohol
(liter/tonna)

Cukornad 70
Répagyokér 95
Melasz 280
Nyérfa 160
Burgonya 100
Kukorica 370

3.3. tablazat: alapanyagra vonatkozo6 értékek

Mint lathatd, a cukornadbdl nyert etanol 20 %-kalkukoricabdl nyert etanol 50 %-kal
dragabb, mint a cukoripari melléktermékb a melaszbdl szarmazd etanol. A melasz
mennyiségét viszont a cukorgyarak (egyre cstékdmpacitdsa hatarozza meg, igy nem
megle@, hogy az ipari szesztermelés tekintélyes hanyaalandr a gabonafélék szénhidrat
tartalmanak hasznositasaval torténik. Az elmulomaevtizedben a felhasznalhatdo melasz
mennyisége folyamatosan cstkketendenciat mutatott, ami a gabonafélék debsban a
kukorica) szeszipari alapanyagként todtétkalmazasanak tovabbicebtorését eredmeényezte
az USA-ban és Eurdopdban. A megtermelt gabona igseegkabb alkoholként hasznosult,
ami a XXI. szazad efséveiben vilagszerte sulyos zavarokhoz vezetefledmiszerpiacokon.
Emiatt jegyzetink irdsanakdplontjaban (2012 vége) az élelmiszerekabitasat (terméii
arat) kozvetlenal nem befolydsolé un. masodik gaciés alapanyagok hasznélata kertlt
elétérbe.

A XX. szazad végén Kkiterjedt kutatbmunka indult abanafélék lignocellul6z
tartalmanak hasznositasa céljabdl. A ndévényi biszemsugyanis évente megujuld, oriasi
mennyisé§ energiaforrast jelent, potencialisan tehat olcséldpanyag a melasznal és a
keményibnél. Harom &§ komponense a celluléz (atlagosan 45 %), a hemiéell(30 %) és a
lignin (25 %).

A celluléz 3-(1,4)-glikozidos koétéssel kapcsolédédlabiéz egységek ismétiése.
Természetes korilmények kozott ligninnel, hemidéiimal, keménytivel és fehérjékkel
asszocialodva szoros illeszkedésben fordyletért csak egy bonyolult enzim komplex tudja

bontani, mely az élesmiombakbaol hianyzik. Kémiai Uton @ savakkal hidrolizalhato.
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A hemicelluléz a cellul6znal kdnnyebben hidrolizdtih, elagazoé lanci, hexdzokat,
pent6zokat és uronsavakat tartalmazd heteropolidepolimer névényfajokra jellente
aranyban tartalmazza a felsorolt szénhidratokat.

A lignin cinnamon savbdl képds (lignolokat: transz-p-kumaril, transz-p-coniferil,
transz-p-sinapyl) alkoholokat tartalmazé, arom&otarészekbl feléptlb fenolos karakter
polimer.

Ahhoz, hogy a lignocellul6z erjeszthielegyen, fel kell a monomerjeit szabaditani.
Ennek két & lépése: (a) fizikai vagy kémiai ddezelés a hemicelluléz monomerek
felszabaditasa céljabol, (b) a glikéz monomerekzédaditasa cellulézbol savas vagy
enzimes hidrolizissel. A lignin monomerjeit egyatlelenleg ismert mikroorganizmus sem
tudja bontani.

A szénhidrat alapu etanol termelésben alkalm&.aterevisiamem képes erjeszteni a
Candida shehataePichia stipitiy ugyan tudunk, de alkohol érzékenységuk (40 glbtfo
novekedésuk ledll), mikroaerofil voltuk és savas-yai szembeni érzékenységik miatt
gyakorlati alkalmazhatésaguk kétséges. Etddmn a D-xil6zt egy NADPH-igényes reduktaz
alakitja xilitolla, amit egy NAD-fiiggs dehidrogenaz alakit xilul6zza. Prokariétakbdm (
coli) egy izomeraz enzim végzi a xiléz-xiluloz atalakit (ezt az aktivitast hasznositjak az
izocukor gyartok). A képmd xilul6z egy kinaz segitségével keril a HMP-Utraled
ismereteink szerint természétbizolalt ,vad tipusd” mikroorganizmus nem képes a
lignocelluléz gazdasagi haszonnal kecségatkoholos erjesztésére. Ez volt az a pont, ahol
elébb a hagyomanyos, mutagenezisen ésésen alapuld torzsfejlesztés, majd a rekombinans
DNS technolégia belépett az egyik dsthb biotechnoldgiai folyamat fejlesztésébe. A
jelenlegi eéfeszitések harom mikroba: a mobilis és azE. coli baktériumok illetve &.

cerevisiaegleszd fejlesztésének iranyaba koncenralddnak.

3.4 ALKOHOLGYARTASHOZ KAPCSOLODO TORZSFEJLESZTESEK
A lignocellul6z alapanyagként tort&nhasznositasa tehat komoly kivanalmakat

tamaszt az alkoholt erje$ztnikroorganizmus felé. Az alabbiakban felsoroljulegfontosabb
szempontokat.
» Széles szubsztratum hasznositasi képesseég.

* Magas etanol termelési képesség kihozatal és tékereyseg szempontjabol.
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o Csekély mérték melléktermék képalés.

* Magas etanolireés.

» Gatlészerekkel szembeni érzéketlenség, illetve tiagghatar.

» Alacsony pH és maga$meérsékletiirése.

* Atenyeszkorulmények hirtelen megvaltozasaval sasindérzeketlenség.

e Szimultan cukorhasznositas (ne érvényesiljon karkaabolit represszios
hatas)

» Hemicelluléz és celluldz hidrolizalasi képesség.

* Ismételt felhasznalhatésag (az enzimhordozd rdgziiemaban tortéh
alkalmazhat6saga)

* Minimalis rdadagolanddé tapanyag-igény.

» ,Generally Regarded As Safe” (GRAS) statusz (USAAFD

Mint emlitettik, a vad tipus®. cerevisiaeéleszé pentézokat nem fermentél. A
géntechnolégia eddig harom stratégiat probalt kiekrmegvaltoztatasara, ipari szempontbal
nézve 0sszességében szerény eredménnyel.

A bakterialis eredét(E. coli, Bacillus subtilis Thermos thermophilQil6z izomeraz
eleszésejtbe tortént beépitése semmilyen kedvezdményt nem hozott. Ennek vétheka
a gomba és a baktériumsejt biokémiai apparatusédithet jelents kilonbségek, ami
miatt a fehérje érése nem volt tokéletes.

A Pichia stipitis éleszé xil6z reduktaz (XYL1) és xilitol dehidrogenaz (X®) gén
beépitése. cerevisiade is csalodast kélteredmeényt hozott. 21,7 g xilozbdl mindbssze 1,6
g etanol kép&dott literenként. A két gén tudltermeltetése valankimmoszémaba integralasa
sem hozott eredményt. Feltételezték, hogy a HMBralnem kielégit aktivitasa, s az eléb
kovetked NADPH-hiany all a probléma hatterében. A HMP-Uer(wz-foszfat ciklus)
génjeinek tultermeltetése valamelyest névelte aansmutalkohol kihozatalat, azonban még
mindig messze volt a gazdasagilag minimalisan bbitétol.

A S. cerevisia#6l szarmazo xiluldz kindz (XKS1) ésha stipitisbdl szarmazo XYL1
es XYL2 geének transzformalasaval |étrehozBtt cerevisiael400 pLNH32 torzs képes
novekedni egyeduli szénforrasként xilozt tartalmégdtalajon, alkoholt erjesztkapacitasa
pedig az elméleti érték 66 %-at tette ki. Cukoggé tartalmazo taptalajon a hatasfok 90 %-

ra fejlodott, viszont az L-arabindzt nem metabolizalta.
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Egy masikSaccharomycesdrzs (1400 pLNH33) tébb kopidban tartalmazta raife
harom gént. Glukozt és xilozt tartalmazé taptalgfmovekedett. A gének kromoszémaba
integrélasa a torzs stabilitast javitotta.

Fentiekl®l is kovetkeden az élesdivel torterd alkoholgyartas jelenlegi ,frontvonala”
az L-arabin6z hasznositas korul huzodik. Az L-ar@bi anyagcsere geénjeit @andida
aurigiensisbél, a xil6z transzporter gént pedig R stipitisbdl klbnozva kisérelték meg
novelni aS. cerevisiaepentdéz hasznositdsat. Nem véletlenil hasznalnakbgoeredéi
géneket: mara egyertelirmn bebizonyosodott, hogy bakterialis lebonté gémerk, vagy csak

minimalis rataval fejefnek ki aS. cerevisia¢drzseiben.

Az éleszbé mellett aZ. mobilisbaktérium torzsfejlesztése is kiemelt figyelmepddh
Mint korabban emlitettiik, ez a mikréba az Entneu@aroff Gton hasznositja a glukozt; 1
mol glikozbdl 2 maol piruvat képeik, ami 1 csupan mol ATP létrejottét eredményEzi.az
alacsony energiatermelés felgyorsitjia a metabolitmbBmelkedik a glikolitikus Ut és az
etanologén enzimek (piruvat dekarboxildz és alkotiehidrogenaz) szintje. Az etanol
kihozatal eléri az elméleti értek 97 %-at. Ebbeneagtben is a szubsztratum hasznositasi
spektrum szélesitése volt a torzsfejlesztés célja.

A xil6z hasznositds novelése céljdbdélXanthomonas campestriés aKlebsiella
pneumoniaebaktériumokbdl szarmazdylA gént a xyldz-izomerdz aktivitdsnak a novelése
erdekében és aylB gént a xyluldoz kinaz megjelenitése céljabdl bajtdk egy olyanZ.
mobilis térzsbe, amely ennekétle nem névekedett egyedili szénforrasként xiléaatmazo
taptalajon. A HMP-Utvonal enzimei azonban nem alt€utak.

A limitaci6 megszintetése céljabBl colibdl kisérelték meg atvinni aylA (xil6z
izomeraz) aylB (xiluléz kindz), atalA (transzaldolaz) és tktA (transzketolaz) géneket. Az
igy kapott rekombinang. mobilistérzsben mind a négy enzim aktivitdsa kimutathuaib.
Egyedili xyl6z szénforrason a torzs az elmélejesdimény 86 %-at teljesitette. A szénhidrat
elegy®l a 95 %-o0s hatasfokkal, savval hidrolizalt kukagzaron 88 %-o0s hatasfokkal képes
alkoholt fermentalni. A transzformalt genek krom@s#éba integralasa a torzs stabilitasat
jelentsen fokozta.

Az L-arabin6z hasznositas fokozasa céljabdl T=dboli gént juttattak egy.. mobilis
torzsbe. Csupén L-arabindzt tartalmazo taptalajtitzs 98 %-ra kdzelitette meg az elméleti
értéket, ami glukozt is tartalmazé tdptalajon 84raeesokkent. Valamennyi L-arabinéz

visszamaradt a taptalajban, mivel a torzs a glupdeeraltan hasznositotta.
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Egy masik mutansba az L-arabindzt és D-xil6zt hasitd géneket, tovabba a HMP-
atvonal génjeit transzformaltak. Az igy nyert mobilistérzs D-xilézt és L-arabindzt is jol
fermentalt, a cukorkeveréket 82-84 %-os elmélathsfakkal alakitotta alkoholla.

A harmadik, alkohol gyartas szempontjabol kiemelentsédi mikroorganizmus, az
E. coliszéles szubsztratum hasznositasi képessége gtiddem hagyhato figyelmen kivil,
hogy a tobbiEnterobactethez hasonléan piruvatbdl etanolon és széndioxideil jelents
mennyiséf egyéb savat (tejsav, acetat, formiat) isa#it. A Z. mobilisbl szarmazo
etanologén gének, @dc (piruvat decarboxilaz) és aalhB (acetaldehid dehidrogenaz) kdzoés
promoterrel rendelkezve operonként (PET operon cdymtion of ethanol) épithék be a
kivalasztott gazddba. Az igy kapdit coli mutans alkoholt erjesztteljesitményét fokozni
lehet a szukcinat képdés visszaszoritasaval, amit &zl (fumarat dehidrogenaz) gén
delécidjaval vittek veégbe. Hemicellulézbol szarmazzenhidratok elegyéb 90 % fole
lehetett emelni a mutans térzs alkohol kihozatalat.

Az E. coli alkoholos erjesztésénél jeléatfejlesztési lehéség a glicerin képidés
csokkentése is. Glicerin akkor keletkezik, ha akolabl-dehidrogendz helyett aa-
glicerinfoszfat-dehidrogendz enzim regeneralja aukélt kofaktorokat. Az alkohol-
dehidrogenaz leallasat az okozza, ha a reakciok&tme az acetaldehidet — keletkezése
pillanataban natrium-szulfittal reagaltatjuk. Ekk@az EMP-Gton képmott NADH a
dihidroxiaceton-foszfat redukcidjara hasznalddik Aekepzd6 a-glicerinfoszfatot végul egy
foszfatdz alakitja glicerinné. A glicerin ké&mEsében részt vévenzimeket kodold gének
deléciojaval 40 %-al csokkentették a keletkezattegih mennyiségét és 8 %-al nbvelték az
alkohol mennyiségét. Meg kell azonban jegyezni, yhagtenyészet ndvekedeési rataja is

jelentbsen (~ 45 %) visszaesett.

3.4.1 Az etanol tiirés javitasa
Az alkohol-érzékenység a membran lipid tartalmatakzetételét fligg. Az ipari

gyakorlatban hasznal. cerevisiaeszterol tartalmi membranja 21 % (w/v) etanolt l&epe
eltarni. A Z. mobilis cisz-vaccén-savban gazdag €és hopanoidot tartalnfiegzfolipid
membranja 12 % etanolt visel el karosodas nélkitiirBképesség nem #&kithet a fizikai-
kémiai paraméterek altal kivaltott hatdsra. Nemyhagp figyelmen kivil a membranban
levs, fontos bioldgiai szerepet betltfehérjék (ATP-az, szuperoxid dizmutaz, trehaldz

szintdz) hatdsa sem. Ezeknek az aktiikddését a jelenlévetanol kilonbé& mértékben
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zavarja, azaz bonyolult modon befolyasolja az dtain@s szamszéreértéket. AzE. coli
alkohol firését random mutacioval ndvelni lehetett; egy mut@nxilézbol az elméleti
alkohol kihozatal 85 %-at érte el, ami 60 g/L alatdoncentraciot (7.5 % v/v) jelentett.

3.4.2 Inhibitorokkal szembeni érzékenység csokkentése
A lignocellul6z monomerekre hidrolizalasa magagmbrsekletet és gyakran

kemikalidk jelenlétét igéngl folyamat. llyen korilmények kdzott nehezen kord&lbltd
kémiai reakciok mennek végbe, melyek végtermékebdak lehetnek az alkoholt terréel
mikroorganizmusra. Pent6zok degradacidja soranufalf hexdézok lebontdsa soran
hidroximetil-furfural keletkezhet. Az &kezelés soran ecetsav és hangyasav szabadulhat fel.
A lignin degradacioja aldehideket, savakat, lighalo és egyéb aromés alkoholokat
eredmeényezhet. A kdros anyagok hatadsa sokszorrgikingan jelentkezik, vagyis egyittes
hatasuk rosszabb a mikréba szempontjabol, minggeseinhibitorok hatasainak 6sszege. Az
egyik legfontosabb inhibitor a furfural, mely a lgllizis enzimeit gatolja. Hatdsanak
csokkentése technoldgiai aton torténik: furfurk@iolla redukalva kevésbé karos hatasu.

A tobbi inhibitor hatasanak lekiizdésére a tetmelikréba fejlesztése maradt a
leginkabb jarhatdé at. A hagyomanyos adaptaciosegzgls technika, és a modern
géntechnoldgia egyarant alkalmazasra kertlt egydy\masik inhibitor ellen. /. cerevisiae
éleszé furfural érzékenységét hosszas adaptacids el@dras®bbszortsére lehetett fokozni.
Hasonldképpen lehetett fokoznZamobilisecetsavitrését.

Géntechnoldgiai uton eddig csakSa cerevisiaenhibitor-tirését sikertlt fokozni.
Lakkaz geénnel transzformalt éle$zejtek semleges anyagga tudtdk redukalni a kohiferi
aldehidet, mig a fenilakrilsav dekarboxildz génrexpresszidja aromas savakkal szembeni

toleranciat eredményezett.

3.4.3 Homérséklet-tiirés
Az alkoholos erjesztés exoterm folyamat, ezérrmémtorokat — jeleds koltséggel —

hiteni kell. EgyZ. mobilistdrzs ezzel szemben ezt nem igényli. Még érdekedulgy ez a
torzs egyben alkohol és ozmo-tolerans is egybekozZelmultban sikerilt azonositani egy
regulator gént, melyet egymastol efiétresszhatasok képesek indukalni.

A hémérsékletdirés fokozasa a tenyészet altalanos fiziologiai kemagseégével fligg
0ssze. Az alkohol gyartasa nagy térfogati fermektman megy végbe, ahol lokalisan az
optimalishoz képest jeletd eltérések lehetnek a kémhatds, a tdpanyag koacenta
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homérséklet, az oldott oxigén szint értékeiben. Uzmramk is valds valosziséggel
kovetkeznek be. Az ilyen, nehezen szamiszthet) hatasokkal szembeni ellenalld képesség

is fontos szempont a térzsszelekcié soran.

3.4.4 Monomerek egyidejii felvétele
Idedlis esetben egy tenyészet az Osszes tapkozeglemteb hexozt és pentdzt

parhuzamosan transzportalja és alakitja at alkahdll valésagban a mikrobak preferaltan
hasznositjak a szénforrasokat. A szénvaz lebordisdmabalyozasakor a legfontosabb
szempont az itegység alatt felszabadithaté nettd energia menygisesejt a leggyorsabban
hasznosul6 szénforrast fogja felvenni és oxidanilassabban hasznosulok lebontasahoz
szliikséges enzimek szintézise pedig gatolédik. énggget karbon katabolit szabalyozasnak
(represszidnak) nevezzik; szigortan transzkripsidisti folyamat. Jellem&en (de nem
kizarolag) a gliikozzal lehet kivaltani.

Az élesztkben a karbon repressziot kozvetiigl gén delécidja esetén a szachardz
hidrolizise (vagyis az invertaz enzim képeése) kozel tizszeresréthglikoz jelenlétében a
vad tipushoz képest, a D-galaktdéz felvétel pedighygdamosan ment végbe a D-glikoz

transzporttal.

3.4.5 Cellul6z/hemicelluldz hidrolizis a termel6 mikrébaval
Az éleszésejt nem képes cellulozt illetve hemicellulézt hassdtani, de a

Trichoderma reesegjomba (3-glikozidaz génjével transzfornfltcerevisiakis hatasfokkal
ugyan, de alkoholla erjesztette a cellulézt. A Egyobb sikert ezen a tertileten azonban egy
eddig nem targyalt mikrébaval Kdebsiella oxytocdakteriummal érték el. Egy rekombinans
K. oxytocatdrzs, melybe a PET-operont transzformaltak képésalkoholt erjeszteni egy sor
cukorbdl, valamint di-, tri-, és tetraszacharidb®l A tapkdzeghez cellulazt adagolva a

tenyészet 70 %-o0s elméleti hatasfokkal volt kémdisliézbdl etanolt termelni.

Az alkoholgyartas egyik fontos célkitése a szimultdn elcukrositds (hidrolizis) és
fermentacio (SSF) ipari |éptékmegvaldsitasa. Az ebbszarmazo énydk — pl. a csdkkentett
szamu nidveleti lépés és rovidebb fermentacio$ id gazdasagosabb bioetanol termelést
tesznek lehéwé. Az SSF technoldgia a hidrolizist és az etanmiméntaciot ugy
kombinalhatja, hogy a glikdéz koncentracioja alagaonmaradjon. Mivel a felhalmozo6do

etanol nem gatolja annyira a cellulaz enzimrendsaigodését, mint amennyire a magas
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gliikoz koncentracio gatolja az etanol termeléggt,az SSF lehéséget teremt a cellul6zbol

tortérs etanol gyartés teljes konverzidjanak novelésére.
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4 Szerves savak mikrobialis eloallitasa

4.1 BEVEZETES
A mikrobialis (fermentacios) uton d@llitott egy- illetve tobbérték szerves savak

(karbonsavak) az ipari biotechnologia legrégibbnnyeségileg legjeledsebb tomegtermékei
kozé tartoznak (4. 1. tablazat).

Szerves sav | Eves termelés | Termelo fajok

(t)

4 .1. tdblazat: karbonsavak

Az anyagcsere soran valamennyblé&hy oOsszes sejttipusdban keletkeznek szerves ,savak
melyek jellem#en tovabbalakulnak, meghatarozott élettani illdtdenyezeti korilmények
mellett viszont felhalmozdédhatnak, majd kivalaspiaki A szerves savak igy a sejtek
(technoldgiai) kornyezetében dusulnak fel, akarasdoncentracio éertékig.

Szerves savak felhalmozéséara prokaridta és eulasizarvezetek egyarant képesek.
Anaerob baktériumokban a szerves savak keletkezdm®san dsszefligg a ndvekedéssel,
mivel a szénvaz lebontasa soran kelatkemdukalt kofaktorok (NADH) kismérétszerves
molekulak redukalasa révén regeneralodnak (plavejpropionsav, vajsav keletkezeése).
Aerob baktériumokban és gombakban ezzel szembemrlaosavak felhalmozédasa a
szénforras lebontasanak tokéletlensége miatt mégpers (az oxidacios folyamat mintegy
~-megakad”), emiatt a ndvekedéshez csak kdzvet&tpnsolodik.

A szerves savak felhasznalasa sakrEegrégibb, és maig leggyakoribb alkalmazasuk
az élelmiszeriparhoz kédik (izesit-és tartositoszerek), de természetes kémiai tulagyaik

és kornyezetbarat jellegik miatt szamos speciabibl@ma megoldasanal is hasznalfdlet
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(lasd késbb, az egyes karbonsavak attekintésénél). Mindemgantbol (elméleti ismeretek
szintje, technolodgiai fejlettség, éélllitott mennyiség, vilagpiaci érték) @tromsav szamit
legfontosabb képvisgiiknek.

4.2 A CITROMSAV MIKROBIALIS ELOALLITASA

4.2.1 Torténeti attekintés
A citromsavat (2-hidroxi-propan-1,2,3-trikarbonsal; 1. abra) kristalyos forméban

elészor Scheele svéd kémikus allitotté &l784-ban, éretlen citrom termésEbmely 6-8 %

citromsavat is tartalmazhat.

CH,—COOH

OH— C — COOH

CH2 —COOH

4.1. dbra: citromsav

A gyumolcstl orléssel vizes szuszpenzidt készitett, az oldatlodint{ mész formajdban)
kalcium ionokat juttatott, az igy keletkiekalcium-citrat csapadékot ldste, majd kénsavval
szabaditotta fel bélle a szabad savat. A citromsaviéekereskedelmi célu &llitasa (Anglia,
1860) ugyanezen az elven tortént, Sziciliabdl irtgdbgylimolcsét hasznélva alapanyagként.
A technoldgiat hamarosan a tdbbi fejlett eurépaiag, illetve az USA is atvette, a &gjést
azonban behatérolta a citrom beszerzési ara, mefyeitaliai kartell hatékonyan ellérzott.

A kémiai szintézis alacsony hozama miatt nem vtdtképes alternativa, igy Uj, citrom-
fuggetlen biotechnoldgiai eljarast kellett keresni.

A citromsav — a citromsav-ciklus névadd molekuléjatk— szinte minden &lsejtben
eléfordul. Wehmer osztrak vegyész ugyan mar 1893-bHedezte, hogy egyes penészgomba
fajok képesek a tenyészlevilkbe szerves savakatiikoztromsavat is kivalasztani, a
gyakorlati jeleniséget azonban nem tudta kiaknazni. A% etskrobialis citromsavgyartasi
szabadalom az amerikai Zahorski (1913), a& fdsmentacios technoldgia a szintén amerikai
Currie (1923) nevéhezifédik. Ebben azAspergillus niger penészgomba tenyészetét
alkalmaztak (a mai napig ez a faj termeli a vilagglhasznalt citromsav oriasi tobbségét). A
micélium-témeget sekély (10-15 cm), nagy felijetukrok és szervetlen sok vizes oldatat

tartalmazo talcdkon novesztették (felszini techgiald a steril levegt (mely oxigén ellatasi
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és hitési célokat is szolgal) a talcak folott fujjak &z eljarast szamos orszag atvette, és
évtizedekig alkalmazta; noha fokozottan munkaigényevilag fejletlenebb tertletein maig
fennmaradt technolégiai egysiisége és olcsdsaga miatt.

A kovetked jelentss Iépés — a penicillin gyartas eredményeinek nydaddaladva —

a sullyesztett fermentéaciés technoldgia kidolgozdadal952-ben. A technologia alapjat azon
felismerések jelentették, melyek alagvetapcsolatokat allapitottak meg egyes tapanyag-
komponensek (pl. foszfat, nyomelemek — vas, mang@nnyisége és a citromsav kihozatal
ko6zott. Az amerikai kutatok (pl. Martin, Perquimhhson, Cleland) felfedezésein alapuld
technoldgiakat a nyugat-europai orszagok, I1zradb@gn is atvette.

Ma a citromsav gyarta$ fiejlédési irdnyat az alapanyagok aranak csokkentéstijele
ennek megfeléen szamos mégazdasagi hulladék jellégszénforras (alma-és @#torkoly,
sargarépa-, narancs-, kavé- és ananasz maradvangnganoskenyérfa termésének hivelye,
stb.) alkalmazasarol jelent meg hiradas. Az 1978kgsalsagig tobb élesi) (pl. Candida
lipolytica) az A. niger potencidlis alternativajanakirt, mivel ezek a technolégidk az addig
olcso kolajat hasznaltdk szénforrasként, a mai szénhidrdgek mellett azonban mar nem
gazdasagosak. Jelenleg a vilagon évente mintegynilli6 tonna citromsavat allitanakl
melynek piaci értéke meghaladja a 2 milliard US Bk mar a vilag termelési kapacitasanak
tobbsége kinai kézben van; Kina utdn az USA éslazaét legjelertisebb termél. A
tengerentuli konkurencia miatt az eurdpai és iziggrtok szovetségbe tomorulve (ECAMA
— the European Citric Acid Manufacturers Associatiolasd http://www.ecama.org/) védik

piacaikat.

4.2.2 A citromsav keletkezésének biokémiaja
A kereskedelmi forgalomba ketiititromsav tulnyomoé tdbbségét Az nigerfonalas

tomlésgomba Ascomycetgsrévén allitjak &l. Az Ascomycetesk gyakran, azspergillus
nemzetség tagjai pedig jellefien alkalmasak a szerves savak tultermelésére. Eokek
hogy ezek a fajok jél toleraljak a tapkozeg savasmlkatasat; pH 3 és 5 kdzotti értékeken is
képesek novekedni, de elviselik az extrémen saphis 1(5) kdzeget is. A szerves savak
tultermelése és tapkdzegbe totidivalasztasa tehat szelekcioérelyel jarhat rajuk nézve.

Az Aspergillus fajok karbonsav termelése stimulalhatd, vagyiseanék-kihozatal
torzs- és/vagy technoldgia fejlesztés réven aanyivelhet, hogy pl. a szénforras-citromsav

konverzié ma mar csaknem kvantitativ (tébb, mine®@echnoldgiai kortilmények kdzott).
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A citromsav keletkezésének &lbiokémiai Utvonala a glikolizis, melynek soran 1
mol glikézbdl 2 mal piruvat jon létre. Ezt kdgeh a két piruvatbol a citromsaweahyagai,
oxalecetsav és acetil-CoA keletkeznek. A folyamégzpgonti 1épése &Cleland-Johnson
reakcio, vagyis a piruvat> acetil-CoA atalakulas soran felszabadulo szénidimegkotése

a masik piruvat molekulan, ezaltal pedig az oxdksoelétrejotte (4. 2. abra).

Gliikoz (Cy)

Piruvat + Piruvat (C,)

COy
Acetil-CoA Oxalecetsav (C,)

(C2)
Citromsav (Cyg)
4.2. abra: Cleland-Johnson reakcio

A reakcio jelenisége nyilvanvald: ha a citromsav keletkezéshezsegjéds oxalecetsav csak a
citromsav-ciklus soréan johetne Iétre, minden md@legetsav (és citromsav) szintézise 2 mél
szén-dioxid keletkezésével jarna, vagyis egy héhatomos hexdz (pl. glikdéz) egyharmada
szén-dioxid formajaban elveszne. Ez azt jelentangy az elméleti hozam sem haladhatn
meg a 66 %-ot. Mivel a tényleges hozamok ennéldgagen magasabbak (~ 90 %), egy
anaplerotikus (feltod) reakcié meglétét mate factoleirasa ditt is sejtették.

A szén-dioxid anaplerotikus megkotésépimuvat karboxildz enzim katalizélja. Az
enzim eukariotakban jellerden a mitokondriumban talalhato, de nigerben mitokondriélis
és citoszolikus formaja is léetezik. Az utébbiikbdése miatt az anaplerotikus szén-dioxid
megko6tés (vagyis az oxalecetsav kialakulas) nagtyrés citoszolban megy végbe. Az
oxalecetsav a szintén citoszolikus malat dehidrégesnzim jovoltabdol malatta (almasav)
alakul tovabb. A reakci6 NADH-igényét a glikoliziesdezi (ezzel regeneralva a glikolizis
soran redukalédott kofaktort, és tehermentesitiégaési lancot)A. nigerben a glikolizis

végterméke tehat nem piruvat, haneralat (4. 3. abra).
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Gliiko CITOSZOL

Piru MITOKONDRIUM

dehigrogenaz

» Piruvat

CO, —

Piravat Piruvat

karboxilaz e

Oxilecet Oxalecetsav AC;COA
xalecetsav
\ - -
Citrat
Malat t akonitaz
) Izocitrat
alat i

Citrat | rbonsavFl]:ntarK ‘/Oc'-ketoglutarét

Szukcinat
4.3. abra: A trikarbonsav carrier

A citromsav egy biokémiai kdrfolyamat koztes vegyél igy logikusnakiint, hogy
felhalmozodasa a tovabbalakulas gatlasa miatt kég#t¢ be. A valésagban azonban a
citromsav-ciklus 6sszes génje és a roluk atirodonesk is hibatlanul riikddnek tulterme
korilmeények kozottA. nigerben. A felhalmozddéast ugyanis mas mechanizmus zakoa
legtobb eukariota sejt mitokondriumanak Batsembranjdban megtalalhat6 egy trikarbonsav-
carrier enzim, mely forgokapukéntikodik a mitokondrium matrix és a citoszol kozott.
Mukodéséhez egy citoszolikus, szerves elleniontsgarves savat) igényel viszonylag magas
koncentraciéban, emiatt élettani kérilmények kotipikusan inaktivA. nigerben azonban a
trikarbonsav carrier ellenionja éppen az a malai, glikolitikus végtermék gyanant feldusul
a citoszolban. A citoszolikus malat felhalmozodésdikezményeként a trikarbonsav carrier
aktivalodik, és mivel affinitasa a citrat irant egyagysagrenddel nagyobb az akonitaz
enziménél (mely a citrat-izocitrat atalakulast ka#dja), gyakorlatilag kiszivattylzza a
citromsavat a mitokondriumbdl a citoszolba. Mivetiromsav-ciklus enzimatikus Iépései
jellemzben kis szabadentalpia-valtozassal jarnak, a relk@liéitani korilmények kodzott is
reverzibilisek. Ennek kovetkeztében a ciklus kdeites melyek az aminosav és nukleotid
anyagcserében fontos intermedierek — reduktiv (eorciklusban visszafelé haladva) is
létrejohetnek, vagyis a gombasejt altalanos anyagpsnem sértl (4. 3. abra).

A citromsav tultermelés kovetkébiokémiai |Eépése a citrat exportja a citoszolBd.
intracellularis koncentracio nem lehet tdbb néhary-nal, mig a fermentacios tapkdzegben

a végs koncentracié az 1 M-t is meghaladhatja. Ennek mlefen a citromsav exportja
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ATP-fugg, energiaigényes folyamat. A helyzetet bonyolitjagy azA. nigera citromsavat
szénforrdsként hasznositani tudja, tehat rendddkedirat-permeaz enzimekkel. Ezek
szubsztratuma azonban kizarélag a“Mannal keldlt citrat, igy Mfi" ion hianyaban a citrat
permeaz rikddése egyiranyuava (export) valik. Nem meglepogy az ipari fermentaciés

technoldgiak egyik kozds és meghatarozé elemetalégpeljes MA*ion mentessége.

4.2.3 A citromsav gyartas technologiai kovetelményei
Standard laboratoriumi korilmények kozott a legpnbltermead A. nigertorzsek sem

képesek citromsavat felhalmozni a taptalajban. Kemineléshez ugyanis szamos specialis
technoldgiai feltételnek kell egyidagg teljesilnie.

Az egyik legfontosabb paraméter a szénforrdsésgige €s mennyisége. Kizérolag
gyorsan metabolizal6dé szénforrasok (gliikoz, szaehamaltdz, illetve ezeket tartalmazoé
alapanyagok) alkalmazhatok, ésdbik is sok (~ 10 %) szukséges; 100 g/L koncentratadt
a termelés visszaesik. Ennek oka egy alacsonyitafin gliikoz permeaz enzim, mely csak
magas (kuls) szubsztrdtum koncentracié esetéfikirdik, olyankor azonban ,elarasztja” a
sejtet glikdzzal. Ezzel egyrészt ellensulyozza xokiedz enzimre hatd, trehal6z-6-foszfat
altal kozvetitett gatlé hatast, masrészt megnoaefoszfo-fruktokinaz enzimet stimulalo
fruktdéz 2,6 biszfoszfat molekula intracellularisnk@ntraciojat, fokozva ezzel a glikolitikus
fluxust. A citromsav bioszintézis kdztesei igy mégekedett rataval jonnek Iétre.

A gombatenyészdtémhatasaszintén meghatarozé paraméter; pH 2.5 alatt cgaym
nem halmozaodik fel. A citromsav harom savi dissaoidis allandoja rendre pK = 3.1, 4.7 és
6.4, ezért puffer-hatast anyagok hianyaban a cgtaanvizes oldata ésen savas (pH 1.8).
Mivel azonban a tapkdzeg egyes komplex kompone(geicukorrépa-melasz) jeleist
mennyisé¢ aminosavat (pl. glutaminsav) tartalmaznak, putieibuk pH 4-5 kdzott jeletd
lehet, emiatt a kivanatos pH 2 korli érték az lideal lassabban all be. A savas kémhatas
megakadalyozza mas, melléktermék-jellegerves savak (oxalsav, glikonsav) keletkezését
(4. 4. abra).

42



Szacharé6z

Frukt‘oz/Eﬁkéz —» Gliikono-0-Lakton —» Gliikonsav
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TGP o np CITOSZOL
Fruktoéz *6P-——é——/—> )
BENN ‘,. FI6BP <5 ( MITOKONDRIUM
e v Plru\f‘t Co, » Piruvit
Acetat OAA OAA \l
'; ¢ % AcCoA

Oxalat Oxalat Malét Malat l
Citrat :I Citrat >‘f‘é Citrat

4.4. dbra: szerves savak szintézise gombakban

A glikonsav az extracellularis glukéz-oxidaz enznikodése réevén keletkezik; mivel a
magas glikdz koncentracio illetve oldott oxigénszakozza nikddését, a fermentacio éls
szakaszaban elkerilhetetlen veszteséget okoz, pHal8tt azonban — extracellularis volta
miatt — inaktivalédik. Az oxalsav a fermentécidjéie pH 6 korlli értéken keletkezik az
oxalecetsav hidrolizise kdvetkeztében. Mindkét [nmidra géntechnoldgiai uton (a glukéz
oxidaz és az oxalecetsav hidrolaz enzimeket kogéiek kiitésével) keresnek megoldast.

Az erdsen savas kifskémhatés fenntartadsa energetikai okok miatt isofortermed
korilmények kozott a szénvaz lebontas soran 1 mid? A 3 mol NADH keletkezik 1 mol
glikozbdl. A NADH-regeneralast a légzeési lanc alativ Gtja (lasd lentebb) elvégzi, de az
ATP felhasznéalasara — bioszintetikus folyamatokyédan — a sejt csak korlatozottan képes.
A sejtmembranban talalhat6 ATP-az enzim, melyndkdfiga a citoszol kozel semleges
kémhatasanak fenntartasa, adsen savas kibs kémhatas mellett fokozott {tkodésre
kényszerul, igy a lebonté anyagcserét menteséihalimozodo ATP gatlo hatasa alol.

Az oldott oxigén szintet a citromsav fermentacio soran joval magasatéeken kell
tartani, mint amit a gombatenyészet ndvekedése @gabaam indokolna. Ennek oka a cianid-
rezisztens, szalicilsav-hidroxamat érzékeny altérn@rminalis oxidazt (AOX) kddold gén
indukcidjanak szukségességében rejlik (4. 5. al@a)OX ugyanis ATP keletkezése nélkdl

tudja regeneralni (oxidalni) a glikolizis soranrégdvé redukalt kofaktorokat (NADH).
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4.5, dbra: Az alternativ oxidaz

A sejt ATP-hozama ezaltal lecsbkken, ami a leboardyagcsere ATP-gatlas aldli
felszabadulasat vonja maga utan.

Az AOX-on keresztil tortéhelektron aramlas szabadentalpia valtozasa temataze
ATP molekula kémiai kotéseinek kialakulasara, hamétermelésre forditodik. A citromsav
fermentacio ezért komolyoképzidéssel jar egyltt; ennek elvezetése (a fermentuitdse) a
gyartasi folyamat koltségeinek tekintélyes résedizit ki. Nem véletlen, hogy a citromsav
gyarakat természetes vizek kdzelébe szoktak teldpit

A fémionok minésége és mennyisége a fermentacié tapfolyadékalatersxritikus
szempont a citromsav gyartas soran.AAnigergomba ugyanazon fémionokat (Fe, Zn, Mn,
Cu, Co) igényli névekedéséhez, mint mas mikrooyansok, de a citromsav tultermeléshez
néhanynak (F&, Zn*") csak szuboptimélis koncentraciéban, mityla®*-nak gyakorlatilag
egyaltalan nem szabad jelen lenni a tapkozegbe/(2[2 ppb] Mrf* kb. 20 %-al csokkenti
a citromsav kihozatalt minden egyéb technologiaapeeter optimalis értéke mellett!). Mivel
ilyen kis mennyiség a komplex szénforras révéreisehilhet a tapkdzegbe, sterilez&stteh

tapkdzeget fémion-mentesiteni kell. Ez térténhdiokaserével (glikéz szirup szénforras
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hasznalatakor), vagy ferrocianidos kicsapassalqim#d/cukorrépa melasz alkalmazasakor).
Alternativ megoldasként alkalmazzak a?Cion adagolast, ami gatolja & niger Mn?*
felvételét, igy a fermentacios folyamat magasabB Mancentraciét is elvisel.

A Mn?" ion hidnyanak hatasa sokiétA legfontosabb a citromsav sejtmembranon
keresztiili transzportjanak egyiranyusitasa, de edlen Mrf* hiany a dezoxiribonukleotid-
reduktdz enzim aktivitisanak csokkentésén keregatilja a DNS-szintézist is, ami csokkent
fehérje-szintézishez, ez pedig megemelkedett szaatellularis NH* szinthez vezet. Az
NH;" pedig fokozza a foszfo-fruktokinaz enzim, azoneketiil pedig a teljes glikolitikus Gt
aktivitasat, ami a citromsav tlltermelés egyik &alte. Végezetil, Mii ion hianyaban a
legtobb fonalas gomba, igy & niger is esen vakuolizalt, lekerekedett, élgsztefi
morfolégiat vesz fel; az ilyen tenyészet fermerdlesk reoldgiai tulajdonsagai a kevertetés
illetve leve@ztetés szempontjabol kedwbek a micélialis morfolégiahoz képest.

A tovabbi taptalaj komponensek kozil kiemeléradfoszfor és anitrogén szerepe.
Nitrogénforrasként szinte minden nitrogén tartalregyilet (ammonia, nitrat, urea) megfelel,
amig nem novelik a taptalaj kémhatasat. Cukorréptasm szénforras alkalmazésa esetén
kulon nitrogénforrasra nincs szilkség; mas szerdokréesetén a nitrogén mennyisége az
optimalis alatt marad, lassitva ezzel a novekeddégyanez mondhat6 el a foszforrél, ami
foszfat formajaban keril be a tapkdzegbe: a gyonsaanosuld, nagy mennyisésgénforras
jelenlétében a tulzott biomassza kégast a tobbi elglleges biogén elem mennyiségének

szuboptimalis értéken tartasaval érik el.

4.2.4 A termeld torzsek kialakitasa
A citromsav termd ipari torzsek kivétel nélkil hosszas torzsfejlésaredményekeént

jottek létre; vad tipustA. niger torzsek maximum 20 %-o0s cukor-citromsav konveezior
képesek. A torzsfejlesztstratégiak célja lehet a nem-hidrolizalt poliszaatokon (pl.

keményid) tortérd termelés, a keletkézmelléktermékek (pl. glikonsav, poliszacharidok,
oxalsav) mennyiségének cstkkentése, valamint atgpyaiolyamat fémionokkal szembeni
érzékenységének illetve az oldott oxigén iranti ofoit igényének csokkentése. A
torzsfejlesztés eddigi eredményei a hagyomanyossmeddk (UV,y-, és rontgen-besugarzas,
mutagén kezelések) alkalmazasan alapult. A széielkis térfogatl lombikokban, Petri-
csészeén, Ujabban automatizalt mikrotiter plate neldigiaval végzik. A kulonbdy torzsek

kedved tulajdonsagai protoplaszt fuzio réven egyeséihet
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A rekombindns DNS technoldgian alapulé torzsfejieszeredményeit keves
informé&cio latott napvilagot, noha & niger genom szekvencigja mar 2002 6ta ismert (>
13.000 gén, mintegy 34.5 millié bazispar), melyeegdményeként tdbb microarray rendszert
is letrehoztak. Egyes gének tultermeltetése illetetcioja a referencia térzsekhez képest,
laboratoriumi Iéptékben megndvelte a citromsav kd#talt, de rekombinans gombatdrzsek
termebi |éptékben tortéh alkalmazasa egy alapden élelmiszeripari termék esetében

szadmos orszagban nem engedélyezett, s ez behat@ralyen irAnyu fejlesztéseket.

4.2.5 A citromsav gyartasi folyamata
Mint emlitettik, alapveéien kétféle — felszini és sulllyesztett — technolagiddrténik a

citromsav ebdllitAsa; harmadikként a Tavol-Keleten elterjedtilasd fazisu fermentacid
(,koji”) emlitheté még (Japanban az 6sszes citromsav 6todét ezmmlieianalis modszerrel
allitjak eld). Noha a felszini technoldgiat is sokfelé alkalz@z még, nagyobb hatékonysaga
miatt csak a sullyesztett, szakaszos (batch) téggidd fogjuk targyalni.

A sullyesztett technologia kdzponti egysége a fewore mely kétféle: kevert
tankreaktor (4. 6. 4bra) illetve buborékoltatottlopreaktor lehet (4. 7. abra).

4.6. dbra: Kevert tankreaktor
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4.7. abra: Buborékoltatott oszlopreaktor

A fermentor fala nagy tisztasagu savallé acélb&zké megdizend a fémionok oldatba
kerllését. A levetyte6 és a [it6 kapacitdsnak masszivnak kell lennie. AZteljes
levegiztetés és a komplex taptalaj-komponensek miattntigde a habképidés, amit
habzasgatldkkal €és mechanikus habtél csokkentenek.

Az inokulum mérete 10-20 % (v/v) kdzé esik, ezadalA. niger tenyészet hamar
novekedésnek indul. Egy tipikus citromsav fermeidt&oran (140 g/L kiinduldsi szachar6z
koncentracié mellett) 110-115 g/L citromsavat €s120g/L széraz tomegbiomasszéat
allitanak eb 10-12 nap alatt. Torz8itfliggoen a lbmeérsékletet 30-35 °C kozott tartjak.

Noha a sillyesztett fermentacios technoldgia folgtoilletve immobilizalt valtozatat
is kifejlesztették, ipari Iéptékben egyik sem vesdepes a batch tenyésztéssel.

A citromsav kinyerése a fermentt#la sZiréssel és a micélium mosasaval Ketik (a
gombasejtek fala jelets mennyiség feltapadt citromsavat tartalmazhat), majd a sejtese
fermentléldl a citromsavakicsapassal vagy olddszeresxtrakcidoval nyerik ki. Az ebbbi
esetben a fermentléhez meszet adnak, a ketetRazcitrat csapadékot gk, majd tomény
kénsavval Ujra oldatba viszik a citromsavat. A Kad& gipszet (CaSg) eltavolitjak, a
citromsav oldatot pedig aktiv szénen Ujra mégkz esetleg ioncseréloszlopon engedik at.
A tisztitott oldatbdl a citromsavat vakuum alatiskdlyositjak ki. A modszer hatranya, hogy
rengeteg mész és kénsav szikséges hozz4a, éégatemnnyiséd gipsz keletkezik (a fentiek
tbmege a micéliummal és az anyallggal egyutt kkszbBosa a keletkezett citromsavnak!).
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Emiatt fejlesztették ki az oldoszer-extrakciosrdlgh, melynek soran a citromsavat valamilyen
vizzel nem elegyeédolddszerrel vonjak ki a fermentlé@b Az extraktanst azonban minden
esetben engedélyeztetni kell az illetékes hatod@yoR kristalyositas ez esetben is vdkuum
alatt torténik; 36 °C alatt monohidrat, e folothadrat keletkezik.

4.2.6 A citromsav felhasznalasa
Mint az 4. 8. abra mutatja, a citromsavat tlulnyo@sat az élelmiszeripar hasznositja,

kellemes ize és minimalis toxicitAsa miatt.

Vegyipar/technolégia

Udit6 italok
4.8. abra: A citromsav felhasznalasa

A gyodgyszeripar €s a vegyipar fémionok (vas, reanpglex-képsdjeként alkalmazza; elbb
szamos alkalmazas (felllet-tisztito illetve staiild hatas, puffer). A kalcium ionnal téréén
komplexképzés okan vérkészitmények stabilizalasifletye alacsonyabb dermedéspontu

beton eballitasara is hasznaljak.

4.3 A GLUKONSAV MIKROBIALIS ELOALLITASA
A glukonsav (4. 9. abra) két-és haroméiitdkmionokkal vizoldhaté komplexeket

képez, aminek révén a fémfelszinek korr6zio-metéesdie hasznélhato.
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4.9. abra: A glukonsav szerkezeti képlete

Kedve® toxicitdsi jellemzi miatt élelmiszerekben és Uditalokban is hasznaljak
kiegészibként. Legfontosabb alkalmazasa azonban a gydgyaszapias vas- és kalcium
bevitel soran glikonsavat hasznalnak ellen-aniondak/ilagon évente mintegy 80 ezer
tonnat gyartanak bélk, kizarolag fermentacios (biotechnoldgiai) aton.

A glukonsav a glikdz oxidacidja soran keletkezikdehidrogénezés éldépésben D-
glikonod-laktont eredményez, ami a kbzegntérsékletdil és kémhataséatél fuggaranyban
szabad savva alakulhat (4. 4. abra). A két reakivifelezésére szamos gomba és baktérium
képes; glukonsav felhalmozodast mar a mult szaz&bd darmadaban észleltek
Gluconobacter Acetobacter Vibrio és Pseudomonadaktériumfajok, valaminAspergillus
PenicilliumésGliocladiumgombak fermentlevében.

Baktériumokban az extracellularis D-glikozt a sejmbranhoz kotottD-glikdz
dehidrogenaz enzim alakitja glukonsavva. A kdlstérsl felvett glikonsavat a sejt
szenforrasként, a pentdz-foszfat utvonal révéenrasija, azonban a pentdz-foszfat it magas
(> 15 mM) glukdéz koncentracio éséeen savas kémhatéds (pH < 3.5) esetén néRodik.

Ha a technologia korilményeket ennek megéelel(magas glikézkoncentraciéfsen savas
kémhatas) allitjuk be, a glikonsav feldusul azaodHularis térben.

Gombéakban a glikonsav kialakulasa jelléez két enzim rikodését igenyl
folyamat. A D-glikozt a fajtél fugien extracelluléris illetve sejtfalhoz kotagtiikoz-oxidaz
alakitja D-glukonoa-laktonna, amit daktonaz hidrolizal glikonsavva. A masodik lépés — a

kulsé koralményekdl fliggéen — spontan médon is végbemehet.
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4.3.1 A gliikonsav gyartasi folyamata
A folyamat biokémigjanak megfetedn a gyartasi folyamat is kétféle: bakterialis és

fungdlis lehet. Az ébbi esetben &luconobacter oxidansaz utébbi esetben agspergillus
niger a termeb organizmus. AA. nigeralapu technoldgiak joval elterjedtebbek.

Az els A. nigeralapu technoldgiatkalcium-glikonat gyartas’-nak nevezik, mivel a
szikséges kozel semleges kémhatast kalcium-karbemhegolasaval biztositottak.§. a
bakteridlis glikonsav gyartas tapkozegének savath&tsaval). Az extracellularis glikéz
oxidadz ugyanis savas (pH < 3.5) kémhatasu tapk@&reghaktivalodik, ezért a pufferolas
alapveb jelentsédi. A szénforras 14-15 % glukdz, ami jellefen kukoricakeménysbol
szarmazik. A folyamat — a glikonsav kégeés sztbchiometrijjanak megféleh — magas
oldott oxigén koncentraciét igényel, amit gyakraier@mentor jelerits (2-3 bar) tilnyomas ala
helyezésével biztositanak. A tobbi taptalaj-kompsh&foszfor, nitrogén, sok, stb.) limitalt
mennyiségben adagoljak, visszafogva ezaltal aksefieekedését.

A kélcium-glukonat gyartas fejlettebb alternativaanatrium-gliikonat eléallitas.
Ennél a technoldgianal a kémhatast NaOH-val takji#el semleges (pH 6.5) értéken, igy a
taptalaj glikéz koncentracidja a 35 %-ot (350 diiizel 2 M-os glikdz oldat!) is elérheti; ezt
a kalcium-glikonat sé gyengébb vizoldékonysaga mesmi leheivé. Mindkét esetben a
fermentacio kdzel kvantitativ (< 90 %) hozamot enédyez alig 24 oOra alatt.

A glukonsav kinyerése a tultelitett oldatbol kicdsgal torténik: kalcium-glikonat
esetében itéssel, natrium-glikonat esetében a kémhatds eimelésA so6bdol kénsavval
szabaditjak fel a szabad savat, majd a termél@yanmat ismétlésevel tisztitjak. Napjainkban
a natrium-glukonat aéf eldallitott glikonsav-szarmazék. Mint emlitettik, ailginsav és a
gyiris lakton forma kozti egyensulyt a kémhatas ééraénséklet szabalyozza, igy ezen két
paraméter révén a két forma aranya jol befolyasolha

4.4 AZITAKONSAV MIKROBIALIS ELOALLITASA
Az itakonsavat (metilén-szukcinat; 4. 10. abra)Aapergillus terreuggomba allitja

els.

O O
] |

HO—C~CH, ~C~C—OH
CH,

4.10. abra: Az itakonsav szerkezeti képlete
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Enyhén mérgez jellege miatt élelmiszeripari alkalmazasa nincsdrdfil karakteki
mianyagok gyartasanal ko-polimerként alkalmazzak.

Az itakonsav képaésének biokémiaja hasonld a citromsavéhoitdkes glikolizis,
anaplerotikus C@fixalas, melynek eredményeként citoszolikus oxétiegv, majd malat
keletkezik), de egy fontos eltérés akad: a mitokinmd membranban a trikarbonsav carrier
nem citrat/malat, hanemis-akonitat/malat elven tikddik. A cis-akonitatot azA. terreusra
specifikus enzim, az akonitat dekarboxilaz alaki)eabb itakonsavva. A gombaséjtlyegul

egy itakonsav-transzporter exportalja az itakonat@rmentlébe (4. 11. abra).

Gliiko CITOSZOL

Pirfvat MITOKONDRIUM

dehjdrogenaz

. .. Piruvat » Piruvat
Piruvat Co, 4
karboxilaz 1 AcCoA

Oxalecetsav Oxalecetsav ¥
Citrat
Malat akonitaz
Akonitat
Cisz-akonitat , b
N alat izocitrat

dekarboxila Trikkrbonsay

Ttakonat |Akonitat carrfer Fumar@t\‘ o Oketoglutarit

-—_

Szukcinat
4.11. abra: Az itakonsav bioszintézise

Az itakonsav gyartds technoldgiaja is hasonlé eomisavéhoz: nagy mennyisgg
gyorsan hasznosul6 szénforras (gliik6z szirup, kgittéhidrolizatum, melasz formajaban),
magas oldott oxigénszint, fémion limitacio, a néeeés foszfat altali visszafogasa. Eltérés a
Mn?*-effektus hianya, illetve a kémhatas magasabb @énték pH 3) tartasa, elkeriilghdz
itatartarat melléktermék keletkezését. Mivelrazerreusmezofil, a fermentaciodmérséklete
40 °C kordl van. A hozamok megkdzelitik a citromggartas soran elérféet(kb. 85 %).

A kinyerés aktiv szenes igEssel és az ezt kovekristalyositassal torténik, amit a

tisztitas érdekében tdbbsz6r megismételnek.
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4.5 A TEJSAV MIKROBIALIS ELOALLITASA
A tejsav két izomer, az L (+) és a D (-) formajabiletve a ketd racém elegyekent

(D, L tejsav) fordul & a természetben. A tejsavat tertnblaktériumokat hagyomanyosan
hetero- illetve homofermentativ tipusba soroljak #tdbbiak a fermentacié soran szinte
kizarolag tejsavat, mig az ébbiek etanolt, ecetsavat, hangyasavat és szénddioxs
termelnek. Ennek oka a glikolitikus Ut defektje: @dolaz enzim hianya miatt a szénvaz
lebontéas eltolddik a pentéz-foszfat Ut iranydbavéllia tejsav a glikolitikus Ut végterméke, a
piruvat redukciojaval keletkezik, elméletilieg 1 mdexozbol 2 mdl tejsav johet létre. A
gyakorlatban ez az arany valamivel kevesebb.

A tejsav baktériumok rendszertana még nem letisté& legfontosabb nemzetség a
Lactobacillus melynek kb. 40 homo- és 20 heterofermentatiut fajaerjik. Az alkalmazott
szénforras faj-, esetenként torzsféigglikozbol, laktozbdl, maltdzbdl ot keményibbol is
képesek tejsavat erjeszteni. A legtobb torzs cggikeragy masik izomert képesoédllitani,
de néhany — racemaz enzim aktivitasanak koszéahet képes racém elegyet létrehozni, ami
veszteséget okozhat. A terdelorzseknek sav-tolerdnsnak és bakteriofagokkaimbee
ellenallonak kell lennilik; ezek a szempontok adfajlesztés soran is alaptek.

A kereskedelmi forgalomba kefiitejsavat tilnyomé részben (kb. 70 %) fermentacios
aton, kalcium sé formajaban allitjakoelez volt az els, ipari léptékben termelt szerves sav
(Littletown, USA, 1881). A mai technolégiak sem eletiek: jellem®di a nagy
sejtndvekedés ellen, komplex komponensek alkalnaazdsejsav baktériumokra jellethz
vitamin- és aminosav auxotrofidk miatt. A fermemamagas tmérsékleten (40-60 °C)
megy végbe, nagy térfogatl (~ 10F)msavalld, enyhén kevertetett tankreaktorokban (a
kevertetés a fermentlé homogenizalasara szolg@araaechnoldgia anaerob!). A kémhatast
pH 5.5 — 6.0 kozott, CaCOadagolasaval tartjak. A fermentaci®tartama 4-6 nap. A
kinyerés szempontjabdl fontos, hogy a cukor konéeii minimalis legyen a fermentlében.

A tejsav kinyerésének élsszakaszaban a felhevitett kalcium-laktat oldatétils s
tobbszor atkristalyositjak (a kalcium sobol kénsdwzabaditjak fel a tejsavat). A fémionokat
hexaciano-ferratos kezeléssel tavolitjak el. A tdeat végul ioncseréh valasztjak el, majd
betdményitik. Ujabban szerves olddszeres (pl. tmlitaropropil-éter) extrakciés eljarasokat
is alkalmaznak. A tejsavat a felhasznalas fluggvéeyeaobbféle tisztasagban forgalmazzak
(4. 2. tablazat).
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mingség tulajdonsag alkalmazas

technikai textilipar

élelmiszeripari élelmiszer-adalék,
tejipar

gyogyaszati fémion-laktatok,
bélrendszer-
adalékok
milanyagipari lakkok,
biodegradabilis
milanyagok

4.2. tablazat: A tejsav felhasznélasa
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5 Aminosavak mikrobialis eloallitasa

5.1 BEVEZETES
Az aminosavak gyartasa az ipari biotechnoldgia é&giontos teriilete. A japan Ikeda

1908-ban ismerte fel, hogy a hazajaban tradiciergtielnek szamité kelp nagy mennyiség
glutaminsavat tartalmaz. A sz06jabdl illetve buzabgtrahalt glutaminsav Na-soéja_¢mo-
sodium dutamat, MSG) ételizesitént hamarosan kereskedelmi forgalomba is kerUfiiagi
igények gyors felfutasa miatt azonban sokkal hatgbb technologiakra volt szikség, amire
a mikrobiologia nyujtott lehéséget. Az el§, L-glutaminsav tultermelésre ipari léptékben is
alkalmas mikroorganizmust, a talajlak6, Gram-pezdorynebacterium glutamicwot 1957-
ben izolaltak Japanban, és hamarosan sikeres feaones technologiat dolgoztak ki ra. Az
MSG-n kivil ma mar szamos tovabbi aminosavat is gatlmeények kdzoétt gyartanak (5. 1.
tablazat); az éhllitas jellem#en fermentaciés-mikrobioldgiai, de szamos esetb&pgnaiai

technoldgiak is versenyképesek.

Aminosav  Termelo torzs Titer (g/L.) Hozam (g/100 g cukor)
L-glutaminsav C. glutamicum 150 60-70

L-lizin C. glutamicum 170 40-50
L-treonin E. coli 100 55-60
L-triptofan C. glutamicum 58 20-25
L-triptofan  E. coli 45 20-25

L-fenilalanin  E. coli 51 20-25
L-arginin Brevibacterium 36 30-40
L-hisztidin C. glutamicum 23 15-20
L-izoleucin E. coli 30 20-30
L-szerin Metilobacterium 65 30-35
L-valin C. glutamicum DY) 30-40

5.1. tablazat: A legfontosabb biotechnoldgiai (ggartott aminosavak
Az aminosavakat doéen négyféle célra haszndljak: (1) élelmiszeripeeqiitszerek),
(2) nagyuzemi allattartas (taplalék kiegésijit (3) vegyipar (kiralis vegyuletek szintézise),
(4) gyogyszeripar (infazios oldatok, specialis @8igt Az el$ kategodridba tartozékat az angol

név alapjarfood-, a masodikba tartozékbded-aminosavnak nevezziik.

54



5.2 AMINOSAVAK GYARTASA ES A TERMELO TORZSEK FEJLESZTESE
Az aminosavak piacan harom meghatarozé termékhadl az_-glutaminsav, azL-

lizin és aD,L-metionin. Az el$ ketit fermentécids Gton, a harmadikat kémiai szintétiss
allitjak els. Ez utobbit az teszi leh@té, hogy az endsok olyan enzimaktivitdsokkal birnak
(D-aminosav oxidaz és transz-aminaz), melyek réaémaplalék formajaban felvett D-
metionint képesek L-formava alakitani. A tobbi acsav esetében ez a lebstg nem adott.
Ennek kdszénhéen a metionin kémiai szintézissel |étrehozott raadegye is piacképes
termék.

A torzsfejlesztés aminosav-tultermelés esetén kprkiblivast jelent, mivel ezeket a
vegyuleteket (szemben pl. a karbonsavakkal) a rargamizmusok természetes korilmények
kozott nem vélasztjak ki jelef® mennyiségben. Az aminosavak bioszintézise a
legpontosabban szabalyozott biokémiai mechanizmkéné& tartozik, a produkciés rata csak
minimalisan haladja meg a sejtek igényeit, az adllalaris aminosav-koncentracioé rendkivl
alacsony. Emiatt az aminosav-tulterthddaktériumok anyagcseréjébe szamos (akar tobb
tucat) ponton is be kellett avatkozni a ma legja¥bszamitd termelési értékek elérésehez.

A torzsfejlesztés klasszikus modja a random mutagen(mutacio véletlenszer
elidézése pl. UV-besugarzassal, vagy mutagén anyafjokk ezt kovét szelekcio egy
specifikus fenotipusra (ami lehet maganak az arawmak a minél éiteljesebb tultermelése).
Az eljarast a mindenkori legjobban terhabrzsekkel Ujra é€s UGjra megismételve — mely
természetesen hosszu ideig, akar évtizedekigagtst — extrémen magas termelési értékeket
érhetiink el. Noha a random mutagenezisen alaptdéféjlesztésnek kdszdnhetjik a vilagon
ma gyartott ipari biotechnoldgiai termékek jelntészét, az eljaras komoly elvi hib4ja, hogy
a szukségeseken kivil nemkivanatos mutaciok isjééimek a genomban, és ezek szama a
torzsfejlesztési program hosszaval aranyosanldével olyan mutaciok is szikségséen
kialakulnak, melyek a baktériumok novekedési és/vagkor-lebontasi sebességet lassitjak.
Ezek meghosszabbitjak a fermentaciot és igy a tésmiedltségek szintjén visszaveszik azt
az ebnyt, amit a magasabb specifikus produkcios ratdreémyez.

A fenti problémat a géntechnolégia és a genom-progk elterjedése oldotta meg.
Ma mar megszokott gyakorlat a terthebrzs genomszekvenciajat dsszehasonlitani egy vad
tipusu (referencia) torzsével, és csak a valobaksgges mutaciokat kialakitani. Az eljarast a
torzs Ojraépitésének (re-building) vagy Ujratergének (re-designing) nevezik. Egy masik
elterjedt genomikai modszer a torzsfejlesztés sarémmnszkriptom analizis, melynek révén

kulonbod torzsek expresszids profiljainak kildnbségei himiok 6ssze.
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A torzsfejlesztési technikak talan leggyorsabbajedé tipusa a metabolikus fluxus
analizis, melynek révén mennyiségileg jellemeilet egyes anyagcsere utakon keresztul
aramlé szénvaz mennyisége. Segitségével azonaithgtsdpogések”, vagyis azok a sejten
beluli reakciok, melyek réevén a szénforras nenvaritiiranyba alakul. A biokémiai reakciok
ismeretében, géntechnoldgia moédszerekkel a ,cs@itogeedmenysz enzimeket kodold

géneket el lehet csendesiteni, ki lehet Gtni.

5.3 AZ L-GLUTAMINSAV MIKROBIALIS ELOALLITASA
Az L-glutaminsav maig az aminosav-piadt az ipari biotechnolégiai termékek egyik

legfontosabb képvisgle. Piacanak mérete mintegy 1.300.000 t/év, ésagy,piac — olcso
termék” elv alapjan ez a legolcs6bb aminosav (2538J kg). Az 6sszes gyartastechnoldgia a

C. glutamicurot alkalmazza.

5.3.1 Az L-glutaminsav keletkezésének biokémiaja
A glutaminsav keletkezésének biokémiai Utvonalaigohert: a glikolitikus Ut és a

pentdz-foszfat ciklus taplaljak a citromsav-ciklustelynek otszénatomos kozte$kkaz a-
ketoglutarsavbol glutaminsav dehidrogenazenzim katalizalta reduktiv aminalasi reakcié

soran keletkezik a glutaminsav (5. 1. abra).

NHS + a-ketoglutarate + NADPH + H™ ——
glutamate + NADP" + H,O

H*

+
MAD(PYH MAD(P)

I . ) \_/ iy,

+ NH - C
S
ooc” ™~ oo

a-ketoglutarat glutamat

e
-

- L
ooc” ™~ oo

5.1. abra: A glutaminsav bioszintézise

A citromsav-ciklus glutaminsav kiaramlas miatti ,ghékelése” kovetkeztében a feltdlt
(anaplerotikus) reakciok imkodése esszencialis. Baktériumokban két anaplemotikakciot
katalizalé6 enzimet ismerink: piruvat karboxilaz és afoszfo-enol-piruvat karboxilaz
egyarant oxalecetsavat hoz |étre harom szénatonotekubakbdl, szén-dioxid beépitésével.

A kilonbod fajokban jelleméen csak az egyik vagy a masik enzim szokdifoediulni, de
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C. glutamicurrban mindketi jelen van, ami jeleds feltdlo kapacitast, és ezzel
parhuzamosan glutaminsav-terthkEpességet eredményez.

A glutaminsav taltermelés egyik kdzponti Iépéseaarnosav exportja a fermentlébe.
Noha évtizedek 6ta ismert, hogy a sejtmembran @g/assejtfal gyengitésével a glutaminsav
kiaramlas felgyorsithaté, ennek mechanizmusat nmégsenerjuk teljes mélységében. Az
nyilvanvalo, hogy a jelenséget nem lehet pusztéikdi okokkal magyarazni, hiszen sulyos
membrankarosodas esetén mas metabolitok és iortdkdgnanak, ami a sejt pusztuldsahoz
vezetne. Ebdil viszont az kovetkezik, hogy @. glutamicumrendelkezik egy specifikuls-
glutamat transzporterrel, melynek membranbeli helyzete a leadas szerjgmitebnydsen
valtozik meg a kezelések hatasara. A legrégibmilp@dszer a biotin limitacio: néhapg/L
koncentracié alatt az acetil-CoA karboxilaz enzimmelynek a biotin kofaktora — nem
miikddik megfeleben, igy a zsirsav szintézis lelassul. A membranfédipid tartalma a felére
csokken, a telitetlen / telitett zsirsavak relat@nya viszont a duplajaré.rez a megvaltozott
membran-6sszetétel kedvekodrnyezetet nydjt a transzporternek, ami az exfokbzodasat
eredményezi. Ugyanezt a hatast érhetjiuk el oleingagy glicerol-auxotrof mutansokkal,
tovabba felliletaktiv anyagokkal (pl. Tween 40) éiiftkezeléssel; ezen utbbbiak szintén az
acetil-CoA karboxilaz komplex szétesését eredmékyézsejtfal penicillinnel vagy lizozim
enzimmel tortéé gyengitése szintén fokozott L-glutamat kiaraméistiményez.

Az L-glutaminsav tultermelés harmadik biokémiai kmmense az-ketoglutarsav
dehidrogenaz enzim aktivitasanak jelets (az eredeti érték tizedére tokigrcsokkenése
termebi korulmények (biotin limitacid) kozott. Az enzimséa glutaminsav dehidrogenaz
k6z0s szubsztratuma azketoglutarsav, igy a Krebs-ciklus felé iranyul@ldsent aktivitas

értelemszdien az L-glutaminsav tultermelést fokozza.

5.3.2 Az L-glutaminsav gyartasi folyamata
Az L-glutamét eballitas nagylépték tobb szaz rhtérfogatl aerob tankreaktorokban

torténik. A folyamat szabalyozésa tébb ponton iskkrs: ha aDO-szint tul magas, akkoa-
ketoglutarsav, ha tal alacsony, akkor tejsav metékék halmozdédik fel. A ammonia a
cukor-glutaminsav konverzié egyik reaktansa, maigascentracibban azonban gatolja a
novekedést, igy adagolasa a fermentacié sorarofagtan, alacsony egyensulyi koncentracio
mellett torténik. Masik fontos szerepe a soképagst.-glutamat ammonium s6 formajaban
lesz jelen a fermentlében. @. glutamicumérzékeny a taptalajdmérsékletére (T=30 °C)

illetve kémhatésara (pH 7.8 — 8) is.
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A termelési (idio-) fazist Tween 40 adagolassaitjall. A fermentacio 4-5 napig tart,

utana a sejteket szeparaljak, a sejtmentes ferevetbedig anioncserégyantara engedik.

Az L-glutamét anionok megkétnek, az ammonia felszabadul (desztillacidval \d@ngerik,

és Ujra hasznositjak). Az L-glutamatot NaOH-vakghak, ami egyfdll regeneralja a gyantat,

masfebl kozvetlenil MSG kialakulasahoz vezet (5. 2. bra)
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- 3
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5.4 AZL-LIZIN MIKROBIALIS ELOALLITASA

5.2. abra: Az MSG gyartasdiagramja

5.4.1 Az L-lizin keletkezésének biokémiaja
Az L-lizint is kizarélagC. glutamicumréven, fermentaciés uton allitjakéelA lizin

Feldolgozas
(Downstream)

bioszintézis soklépéses, a szénvaz piruvatbdl ékeostsavbol szarmazik (5. 3. abra)CA

glutamicumegyik érdekes tulajdonsaga, hogy lizin szintézsgiperidein 2,6 dikarboxilaz

szintjén kétfelé agazik (5. 3. abra).
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5.3. abra A lizin bioszintézise

A kétféle utvonal kozti fluxus-megoszlast az elésheammonia koncentraciéja szabalyozza: a
dehidrogenaz enzim amméniaval szembeni affinitésesany (K, = 28 mM), igy ez az ut
csak a fermentacié €lsszakaszdban, magas ammonia koncentraciénal akttermebi
fazisban (az ammonia szint csokkenésekor) a szlérienzimmel jellemezhétutvonal a
dominans. Ha azonban barmelyik utat inaktivaljakgeg® L-lizin kihozatal kevesebb, mint
felére esik vissza.

Sok més metabolit tultermeléshez hasonldéan azih-8setében is kritikus Iépésnek
szamit a sejid torternd kilépés (export). AC. glutamicunrendelkezik egy specifikus L-lizin
transzporterrel LysB), melynek természetes szerepe az intracellularislisuld L-lizin
eltavolitdsa a sejih A talajlaké C. glutamicumképes a peptideket felvenni és hidrolizalni,
azonban mas baktérium fajoktol ettén az L-lizin lebontdsara (illetve szénforraskéntérd
hasznositasara) nem képes. A transzporter igy jegyfatonsagi szelepkéntikodik: ha az
intracellularis L-lizin koncentracié tal magasra elkedik, kiengedi a sejth a folosleget. A
mechanizmus annyira specifikus, hogyysEhidanyosC. glutamicummutanst f6lés L-lizin
adagolassal el lehet pusztitani! A transzportetetileltetése viszont az L-lizin ké&jies

jelentss fokozodasaval jar egyutt, igy a torzsfejlesztgskealapved stratégiaja lett.
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5.4.2 Az L-lizin gyartasi folyamata
Az L-lizint nagyléptéki (> 100 nd), aerob, rdadagolasos (fed-batch) fermentaciénrévé

allitjadk eb. A szénforras biokémiai értelemben glikéz, am#get komplex formaban kap
meg. Korabban a melasz volt a leggyakoribb glikézibz6, de szezondlisan ingadozo
minésége és valtozd elérldstge miatt a tendencia a kémiailag definialtabb et
hidrolizatumok felé mutat (ennek az is oka lehegyha vilag L-lizin gyartasanak kozel fele
az USA-ban torténik, ahol a kukoricakemétybnnyen beszerezltedlapanyagnak szamit).
A termeb torzsek sokféle auxotrofidja miatt kukoricalekvisrtesznek a fermentlébe, ezzel
lényegében minden ndvekedéshez sziikséges vitamkafaktort biztositani lehet. A pozitiv
toltédi L-lizin ellenionjaként szulfatot (ammoénium-szulfdiormajdban) adagolnak a
fermentléhez. A képidé termék tehalizin-szulfat. A végs koncentracioé a 170 g/L értéket is
elérheti, kozel 50 %-o0s konverzié (cukor/aminogae)lett.

A lizin kinyerésére tobbféle eljaras hasznalatodedmagasabb tisztasagu terméket
anioncserél gyantan valo ioncsere réveén, a szulfat hidroklaricserélésével, beparlassal és
kristalyositasal érik el. Alacsonyabb foku L-liziartalom igénye esetén az ioncserés lépés
kimarad, a sirt fermentlevet paroljak, majd granulaljak. A kdwedelmi forgalomba kerdél
L-lizint tapanyag-kiegészikent alkalmazzak az allattarto gazdasagok. A viEgmérete
mintegy 700.000 t/év; ennek megféleh az L-lizin az egyik legolcsdbb aminosav (4-7 &5

kg); ara jelents évenkénti fluktuaciot mutat.

5.5 AZ L-TREONIN MIKROBIALIS ELOALLITASA

5.5.1 Az L-treonin keletkezésének biokémiaja
Az L-treonin az aminosavakszparaginsav-csalagba tartozik, az L-metioninnel, az

L-lizinnel és az L-izoleucinnal egyitt. A négy améav bioszintézise atfed egymassal, ami
k6zds szabalyozasi pontok meglétét eredményeziohtmpabb ezek kozll aszparaginsav

kindz enzim, mely az aszpartat-szemialdehid kdztestantitre (5. 4. abra).
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5.4. abra: A threonin bioszintézise

Az L-treonint ipari léptékben &allitdo E. coli baktériumban az aszparaginsav kinaz harom
izoenzime ismert, melyeket rendre az L-treoninLdzin €s az L-metionin gatol, vagyis az
enzim niikddését akkor is magas szinten lehet tartani, hia-tagonin tultermeddik. Az L-
treonint létrehoz6 enzimek operonba rerdieek (hrABC), amit egy klasszikus attenuacios
mechanizmus szabalyoz. Az &tirédd polipeptidek 1l aininosavbol felépdl vezeb
szekvenciaja 8 db L-treonint (és 3 db L-izoleuctartalmaz. Ha az L-treonin mennyisége a
sejtben kevés, a veseszekvencia nem tud kialakulni. Hidnya olyan sziga#ni azonnal
sokszorosara noveli az operon éatirodasanak mértdkéhrABC operon allandé és &
kifejezédése az ipari torzsfejlegzprogramok szamara is észamu célpontnak szamit. Egy
masik stratégia az L-izoleucin Kkeletkezését igydksmeggatolni, mivel ennek a

bioszintézisnek az L-treonin az egyik kdztese (Rabta).

5.5.2 Az L-treonin gyartasi folyamata
Mint emlitettiik, az L-treonint aE. coli mutans torzseivel allitjak &l A szénforras a

gyorsan hasznosul6 glikoz vagy szachardz; mivét.amli K-12 jeli térzse (mely az ipari

termeb torzsek kiinduldpontja volt) nem tudja a szachat@sznositani, az ehhez sziikséges
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enzimeket kodolé operont mé&s coli torzsekldl vittek at a termeli valtozatokba. A taptalaj
sOkat és kis mennyisédgomplex 6sszetéit (pl. éleszbkivonat) tartalmaz. A nitrogénforras
ammonia vagy ammonium-hidroxid; adagolasa folyasyaés a tapkdzeg pH-értéke vezérli.
A fermentacio kb. 3 napig tart, a termek wegsncentracioja meghaladhatja a 100 g/L-t, 60
%-0s konverzié (cukor/aminosav, g/g) mellett. Aztréenin kinyerése kristalyositassal
torténik, és viszonylag egys#erhatékony folyamat, mivel a vizoldékonysiga alagso
melléktermékek pedig a fermentaci6 soran csak ndlém mértékben keletkeznek.
Felhasznalasa hasonlé az L-lizinéhez. Az L-treqmnéci mérete alapjan a ,nagy harmas” (L-
glutaminsav, L-lizin és a kémiai Uton gyartott, ®zegyzetinkben kilén nem targyalt D,L-
metionin) utan a negyedik legfontosabb aminosav §h000 t/év). Magyarorszag egyetlen
aminosav-dlallito tzeme, a Debrecen vonzaskorzetében, Kabéadadvar kozott talalhato,
német tobbségi tulajdonu Evonik-AgroFerm Rt. igéshint gyart.

5.6 TOVABBI AMINOSAVAK MIKROBIALIS ELOALLITASA

5.6.1 L-aszparaginsav

Noha az L-aszparaginsavat a gyogyszeripar is ha#ifmovalddi piaci jelerdségét
(kb. 15.000 t/év) az élelmiszer- és Gdélgyartas soran elterjedten hasznalt mesterséges
izesitszer, azaszpartam jelenti. Az aszpartam L-aszparaginsavbol és Lidgaminbol allé
dipeptid, alacsony kalériatartalmu, a glikéznakrweist sokkal édesebb.

Noha fermentécids &llitasa is létezik, az aszparaginsavat enzinn@sonverzidval,
aszpartaz Mivel a konverzio végén az aszpartaz visszanyértee folyamat hatékonysaga
rendkivil j6. Az immobilizacié eredményeként azatlthn kifejezetten labilis enzim évekig
stabil marad. Egy masik modszer szerint a teljgsks immobilizaljak, de étte hs-sokknak
teszik kioket, ami a Kérzékeny fumaraz enzimet eliminalja. Ezen modslkairaazasakor a
fumarat-> malat atalakulas miatt bekdvetkeumarsav veszteséggel sem kell szamolni. A
gyartas folyamatosést igényel, mivel a kondenzacios reakcié exotédnkcal/mol). A
végterméket ismételt kristalyositassal szabaditjal a szennyédésekdl.

5.6.2 Aromas aminosavak
Az L-triptofan az egyik legdragabb aminosav, piacanak mérete (kios1.000 t/év),

de tapanyag-kiegéséként nagy jowt josolnak neki.E. coli, C. glutamicumés Bacillus
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subtilistorzsekkel is kidolgoztak ra fermentaciés techgi@t) mellettiik pedig éanyagokbdl
(indol + szerin) tortéh enzimatikus szintézise is létezik. Ezen utobbéréhoz triptofan
szintetaz tultermél E. coli torzseket hasznalnak. Az indolt a petrolkémiair igHitja eb
olcson, az L-szerin a cukorgyartas mellékterméekekéelaszbdl szintén viszonylag olcson
kinyerhet. A fermentacio soran az indol + szerin kondenz#&éipel kvantitativ konverziot
eredmeényez, a végtermék pedig nagy tisztasagu.

Az L-fenilalanin eldallitdsaE. colivagyC. glutamicummutans torzseivel torténik. A
torzsfejlesztési programok k6zos stratégiaja aitr@auxotrofia, melynek bioszintézise nagy
részben kdzos az L-fenilalaninnal. A gyartas kifimdt fermentacios technolégiat igényel: a
toxikus ecetsav felhalmozédas és a tulzott,&E€etkezés elkerulése érdekében az oldott
glik6z és DO-szinteket egyarantiikztartomanyban kell tartani. A sejtek ndvekedését L
tirozinnal limitaljak, ezért ezen taptalaj-komposékiindulasi mennyisége is kritikus, mivel
lényegében meghatarozza a fermentacié soran ddslmhassza koncentraciot, ami viszont
a specifikus oxigén illetve glikdz fogyasi ratatddgasolja.

Mint emlitettiik, az L-fenilalanin az aszpartam éggomponense, ennek megféleh

piacanak mérete hasonlé az L-aszparaginsaveéhoa 300 t/év).
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6 Mikrobialis poliszacharidok és poliszacharopeptidek

6.1 BEVEZETES
Az élblények, koztik a mikroorganizmusok altalanos éenets tulajdonsaga, hogy

szenforrasban gazdag tenyészkorilmeények kozotaldarttapanyagokat halmoznak fel
intracellularisan vagy a sejten kivili térben, asziénforras-hiany esetén hasznositani tudnak.
A tartalék tdpanyag kémiailag poliszacharid és/valgy jelledi. A poliszacharidokat sokféle
iparag hasznositja, alapgen ugyanazon tulajdonsaguk miatt: névelik a vis#kst, vagyis
megvaltoztatjak az oldatoleoldgiai tulajdonsagait A poliszacharidok egy része toltéssel
nem rendelkezik, mas tipusaik viszont savas kataldeubsztituenseik miatt elektrolitként
viselkednek.

Noha eballitasukat és felhasznalasukat tekintve sem taalozaz ipari biotechnologia
termeékei kozé, mégis emlitést érdemel, hogy szaguwsbafajbdl sikerilt izolalni olyan
bioaktiv poliszacharidokat és poliszacharopeptid¢REP), melyek bizonyitottardkellenes
illetve immunrendszert befolyasolohatasuak. A fejezet végén roviden ezen vegylleiske
attekintjuk.

6.2 A DEXTRAN ELOALLITASA
A dextran D-glikdz molekulakbdl felégiipoliszacharid. Az egyes monomerek kozti

kotések valtozoak(12>2,a 123, a 124, a 1->6), és a termélbaktérium fajra jellemizek.
Szamos baktérium faj képes dextraritditani; legismertebb &euconostoc mesenteroides
Gram-pozitiv, mozgasképtelen, nem-spérazo, fakuletaerob baktérium, melyet eredetileg
a cukorgyartas vilagszerte elterjedt kaéjekent ismertek. A szacharozbdl nyalkas tokot
létrehoz6 baktérium tokanyaga azonban a mult széxeshes éveiben onallé biotechnoldgiai
termék lett.
A dextrant szachar6zbdl, fermentacios technologialijak elv, azL. mesenteroides

extracellularidextran-szacharazaktivitasat kihasznalva. Az enzim a szacharoztotihlja,

a felszabadulé a D-glikoz komponenseket polimgaz&mellett szabad D-fruktozt hagy a
fermentlében. A ké@dott polimert a fermentéciot kovien szerves olddszerrel kicsapjak,
exo- illetve endo-dextrandz enzimekkel ,méretre j&dy amivel egyben meghatarozzak
fizikai tulajdonsagaikat is. A leggyakoribb dextrdpusok 1.000, 40.000, 60.000 és 70.000

moltémediek.
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A dextrant alapvéen kétféle célra hasznaljak fel: (1) klinikum (vészteség poétlasa,
vérplazma helyettesités, trombo6zis mégés, tarolo/védl oldat transzplantaland6 szervek
szamara, implantatumok odsszétey gydgyszerek hordozéja), (2) vegyipar (kromahfigs
matrixok alapanyaga, emulzidk viszkozitdsanak kéah, dextrin szarmazékok kiindulasi

anyaga).

6.3 AXANTAN ELOALLITASA
A xantan egy vizoldékony, anionos heteropoliszadhanelynek alapvaza D-glukozt,

D-mannozt és glukuronsavat tartalmazo pentaszatt@riépil fel, melyre valtozé szamau

ecetsav és piruvat szubsztituens kapcsolodik @orh).

...=> 4)-B-D-Glc-(1 -4)-B-D-Glc-(1->....

Pyr
| | :o;f
4 6 .

S

| | '
B-D-Man-(1->4)-3-D-GlcA-(1-»2)-a-D-Man-6-0O-Ac

Man: mannoz

Glc: gliikoz

GlcA: gliikuronsav

Ac: acetat

Pyr: piruvat

6.1. 4bra: xantan

A xantan méltdmege atlagosan®1Da koril van, ezzel az egyik legnagyobb mikrobiali
poliszacharid (méretét jelzi iparban hasznalt ngaatan gumi).

A xantant aXanthomonas campestriSram-negativ, aerob palcika alaki baktérium
termeli, mely el§ésorban a fekete rothadas tewetegséget okozo névényi patogénkeént ismert
(ennek tudhato be, hogy tobb campestrigbrzs genom-szekvenciaja is ismert). Mar a# els
természetes izolatumok 50 g/L-t meghaladé mennfiségtant termeltek, igy ezen termek
esetében a fejlesztések inkabb a Iéptékndvelésgyaaastechnoldgiara és az alkalmazas
kiterjesztésére, mintsem a bioldgiai torzsfejlesaéranyultak.

A xantan szintézis ugyanazon sejtmembranhoz rag@ieizoprenil-foszfat molekula
felszinén torténik, mely a Gram-negativ bakterigégfal lipopoliszacharidjanak szintézisét is

végzi. A bioszintézis soran az &lsukor (egy UDP-glikdz) rakapcsolédik a hordozéa (
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kotés kialakulasahoz az UBRJMP atalakulas biztositja az energiat), majd a ldmkleotid-
difoszfattal aktivalt glikéz, manndz, glikuronsavnéannoz révén pentaszacharidda érik. Ezt
kovetben a lanc levalik a hordozd lipitlr ami 0j lancot épit fel, és kapcsol azmi
pentaszacharidhoz.

A gyéartas aerob fermentacios technologiaval toktdmatch és fed-batch technoldgiak
egyarant sikerrel ttkddnek. Mint a legtébb poliszacharidnal, a xantéeté&ben is a legbb
problémat (és termelési koltséget) a fermentlékazitdsanak ndvekedése jelenti; a reaktort
az ebteljes kevertetés miatt fokozottartiténi is kell. Az egyesX. campestristdrzsek az
alapvazban megegy@zde a szubsztituensek szamat tekintve &kégterméket hoznak létre;

a xantan pontos szerkezetének a fermentacid, a&iéayes a felhasznalas szempontjabdl is
jelentbsége van. A tapkdzeg magas szén-, de limitdlogétrdkoncentracio mellett folyik. A
keletkezett polimer kinyerése alkoholos kicsapags#tnik. Piacanak mérete kb. 50.000 t/év.
Felhasznalasa alapwen élelmiszeripari jelldg gélképd, stabilizaldé és viszkozitas-novel
adalékanyagként 1967 ota hasznaljdk, de szamobhbigari alkalmazasa (pl. vizfestékek,
kozmetikumok, gyégyszerek gyartasa) ismert.

6.4 AZALGINAT ELOALLITASA
Az alginat egy anionos, linearis, kétkomporiepslimer; a D-mannuronsav és az L-

guluronsav alkotja (6. 2. abra).

..MMMMM...
..GGGGA...
...GMGMGM...

M: B-D-mannuronsav G: a-L-gquronsav
6.2. bra: alginét
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Tengeri algak l(aminaria, Macrocystis Ascophyllumsps.) és baktériumokP§éeudomonas
Azotobactesps) allitjdk eb. A torzsek instabilitAsa miatt a bakterialis afgigyartas csak az
elmult néhany évben ke&dott el ipari léptékben. A fermentacios technologiaran
alkalmazott taptalajpan a szén : nitrogén arany asagiagyis a baktériumtenyészet
novekedeését a nitrogénforrassal limitaljak.

Az alginat legfontosabb tulajdonsagaiaszivo képességsajat tomegének 250-300-
szorosét képes abszorbedlni. Elterjedten haszndljakpir- és textilgyartas sorén, vizallo
termékek komponenseként, fogaszati kezelésekngéthesié anyagkent, protézisekben, az
élelmiszeriparban levesek és koktéldkitesére. JOI ismert vegyipari/biokémiai alkalmazas
az alginatnak az enzimek és sejteimobilizalasa. llyenkor a sejteket/enzim-preparatumot
egy kalcium iont tartalmaz6 séoldattal elegyitik, & elegyet alginat oldatba 6ntik. AZa
ionok és az alginat karboxil csoportjai révén aqzaicharid lancok keresztkdtéseket hoznak
létre és gél allapotba kertlnek, régzitve magulkdaajteket/enzimeket.

Az alginat egyik fontos és az alkalmazas szempodtji jelenés tulajdonsaga, hogy
a két felépid monomer ardnya ddfgn megvaltoztathatja a polimer karakterét. A mdgas
mannuronsav arany elasztikus, mig a magas L-gwasoarany €s, rigid gélt eredményez.
Ehhez adodik még a bakterialis alginat azon jellgezogy a D-mannuronsav monomerhez
valtozé ardnyban ecetsav szubsztituensekdkitnek, ami szintén hatassal van a polimer

jellemzire.

6.5 GOMBA EREDETU BIOAKTIV POLISZACHARIDOK ES PSP-K
A Basidiomycotayombak térzsének (Phylum) talan legismertebb neségét alkotjak

a csiperke gombakA@aricus spg. Két fajuk A. blazej A. bisporu3 termbtestélsl is olyan
vizoldékony poliszacharidokat (valtozo szerkézséta-glikanokat) sikerult izolalni, melyek
ellen-aktivitdst mutatnak egyes tumorsejt tipusbldzemben. Hasonl6 felfedezéseket tettek
mas bazidiumosgomba nemzetségkidnita sp, Agrocybe sp Auricularia sp) esetén is.
Altalanossagban elmondhat6, hogy szamos gombaténedészacharid és PSP-preparatum a
tavol-keleti gyogyaszatban a tumorellenes terapgi@igészitjekent ismert, és legélisan is
beszerezhéta gydgyszertarakban (6. 1. tdblazat).
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Gombafaj Szacharid/PSP | Bioldgiai hatas

Coriolus versicolor PSP Tumor- és
virusellenes, gyokfogo

Flammulina (1=>3)-B-D-gliikan Tumorellenes,
velutipes immunrendszer-
stimulalo

Ganoderma lucidum Poliszacharid Tumorellenes,
gyokfogo

Tricholoma Heterogliikan, PSP Tumorellenes,
lobayense immunrendszer-
stimulalo, gyokfogo

Volvariella volvacea (1->3)-B-D-gliikan Tumorellenes,
gyokfogo

6.1. tdblazat: Poliszacharidok orvosi alkalmazasai

A szerek hatdsmechanizmusa ma meég csupén felliletaselenségek leirdsanak szintjén
ismert, ezért tultermeltetédr illetve a tdltermelést @ébegib/lehetve tew

gyartastechnologiarodl ezen készitmények esetélmarbrsezélhetlink.
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7 Terpenoidok és karotinoidok eldallitisa

7.1 BEVEZETES
A terpének a természetes szerves vegylletek egyik legnaggshblegvaltozatosabb

halmazat alkotjak, az ismertéé#nyek minden csoportjabatspaktériumok, eubaktériumok,
gombék, ndvények, allatok) megtaldlhatok. Legisei#ytformaik a ndvényi gyantak és az un.
esszencidlis (,tipikus, jellend?) névényi olajok. Gyakorlati felhasznalasa isdslsrban a
noveényi ereddi terpéneknek ismert (ételizédit étrend-kiegészik, alternativ gydgyaszat,
parfimok). Szemben a névenyi terpének sokszor gadpira visszanyulo alkalmazéasaval, a
mikrobialis ereddt, biotechnoldgiai jeleidsédi terpének csak az elmult néhany évtizedben

jelentek meg a piacokon.

7.2 A TERPENEK KEMIAJA ES BIOKEMIAJA
A terpének kémiai szerkezetének alapjazapréen (2-metil-1,3 butadién; 7. 1. abra).

=

CH,

C\C/CHz

|
H

7.1. bra: Az izoprén szerkezeti képlete

H,C”

Ha az izoprén egységek alkotta terpénen kémiai sdde kovetkezik be (metilcsoport
athelyesdése ill. eltavolitasa, oxidacio, stb.), az igyekiedzett vegylletekéerpenoidoknak
(izoprenoidoknak) nevezzik. Az izoprén egységekdiietnek egymashoz linearisan illetve
gyiris struktirat alkotva. A terpének és a terpenoidsportositasdnak alapja az izoprén
(CsHg) épitelemek szdma; az un. C5-szabaly értelmében a \atgitbien 16§ szénatomok
szama alapesetben az 6t tobbszérose. Ennek mégfeligiteznek hemi-terpének (egyetlen
képvisebjuk maga az izoprén) és hemi-terpenoidok (pl. prerzm-valeriansav), tovabba
mono-, szeszkvi-, di-, szeszter- és triterpéngbétenidok (vagyis rendre 2, 3, 4, 5 és 6
izoprén egysédh felépulb vegylletek), tovabba 8 izopréfibfelépils tetraterpenoidok
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lterpének is. Ezen utébbi, 40 szénatomos vegyllettarotinoidok. A természetben
eléfordulnak ennél magasabb izoprén-szamu terpénpktierdok is.
A terpének/terpenoidok bioszintézisében nem azré&opnolekula, hanem aktivalt

formaja, az izopentenil pirofoszfat (IPP) vesz te8z IPP két kulonb&z a mevalonsavas (7.

1. interaktiv animaciohttp://www.gqwiki.com/g/Mevalonate pathwpgs az et figgetlen,
ezért nem-mevalonsavasnak nevezett (7. 2. és 7. irBeraktiv animaciok;

http://www.qgwiki.com/g/Mevalonate pathwapletve http://en.wikipedia.org/wiki/File:Non-

mevalonate pathway.sygtvonalakon johet létre. Allatokban és gombakkiaardlagosan a

mevalonsavas utvonal fordul 6el allati egysejiekben Protozog, baktériumokban és
névényekben viszont mindkéte van példa. Kialakulasa utdn az IPP az IPP-izdmenzim
révén reverzibilisen dimetilallil-pirofoszfatta (DMPP) izomerizalodik, és ezzel kialakul az a
két koztes molekula, melyek kondenzacios reaka@disszes terpenoid alapvaz kialakulasaért
felelossek. A DMAPP + IPP kondenzacio geranil-pirofoszfatG,,) eredményez, mely a
monoterpének/terpenoidok alapmolekulaja. TovabbiP-kP csatlakozasaval farnezil-
pirofoszfat (Gs) illetve geranilgeranil-pirofoszfat ¢g) jon létre, melyekdl — tovabbi
kondenzacioval — karotinoidok £§} is kialakulhatnak. Blanyagként a terpenoidok szamos
tovabbi vegyilet bioszintézisében vehetnek réstt gpteroidok, szterolok), illetve az
(izo)prenilacidnak nevezett folyamat sordn fehérjékhez isédbetnek, segitve ezzel a

sejtmembranhoz rogziléstiket.

7.2.1 Terpenoidok gyakorlati jelentosége
A kereskedelmi forgalomban kaphaté terpenoidoksbri@bbsége novényi eredet

Mivel a nbvényi sejtek ipari biotechnoldgiai alkamédsat az 11. fejezetben taglaljuk, itt most
csupan a mikrobidlis (élsorban fungalis) eredeterpenoidokrol esik szo.

A gombaellenesantifungalis) terpenoidok az antibiotikumok fontos tipusat k.
Szisztémas gombaféresek tipikusan az immunrendszert legyénkéizelések (kemoterapia,
csontveb-és szervatiltetés, stb.) utan alakulnak ki, ékmgyavégzetesnek bizonyulnak. A
gombak eukaribta jellegébkifolydlag nehéz rajtuk olyan tamadaspontot tlamely nem
jar egyutt az egyébkeént is legyenglilt szervezeilibvkarosodasaval.

A szordarinok a legrégebben ismert, gombak altal szintetiz&ifuargalis terpenoid

csalad. Szerkezetileg harontigys diterpén-glikozidok (7. 2. abra).
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CHO

7.2. abra: A szordarin szerkezeti képlete

Szamos képviséjik ismert, ezek egy része csak mérsékelten hatésosgyik, 1998-ban
izolalt valtozatuk szamos human patogén gombafhaj Gandida albicans Cryptococcus
neoformans Pneumocystis cariniiellen specifikus gatlast mutatott (kontroll eukéa —
jellemzéen nydl retikulocita — sejtekkel szemben viszont tasilan  volt).
Hatasmechanizmusuk szerint a szordarinok fehénszis gatlok, jelenlétikben a
transzlacios elongacios faktor-2 nem tud levalnbaszomardél. A gatlo mechanizmus tehéat
alapveten eltér a legtébb ismert antifungalis antibiotiléigl, melyek tipikusan a gombak
sejtmembranjaban megtalalhatd, mas eukariota ®éjtekszont hidnyzd ergoszterolhoz
kotédnek (pl. poliének — amphotericin B, nisztatin, amaicin), vagy annak bioszintézisét
gatoljak (pl. azolok, allil-aminok). Toébb szordatipusnak is leirtAk mar a kémiai
totalszintézisét, és szamos kémiai modositast viégektek az alapmolekulakon. Az igy
|étrejott U] félszintetikus alcsaladok legfontosidiiagja az aza-szordarinok.

Szteroid-jellegi antifungalis antibiotikumokat szamos, egymastobtedbmiailag tavol
allo gombafajbol Geotrichum Aspergillus Favolaschia Neospartoryastb.) sikerult izolalni.
Hatasmechanizmusukat tekintve a szteroid bioszsgékinterferalnak.

A B-D-glikan szintetaz gatloantifungalis terpenoidok (pl. ergokonin, aszkoszel,
arundifungin, enfumafungin) egyik jelledj, hogy nem a szteroid bioszintézist gatoljak.
CandidaésAspergillusfajok ellen is hatasosak.

Az antibakterialis terpenoidok elss képvisebje az 1951-ben izolakleuromutilin
volt, amit szamos tovabbi valtozat izolalasa ikebzarmazék éhllitasa kovetett. Etsorban
Gram-pozitiv baktériumok és mikoplazméak ellen hasagé riboszoma peptidil-transzferaz
helyére kotdik, ezaltal gatolja a fehérje szintézist).

A klerocidin egy szeszkviterpén tipusu, a bakterialis DNS-gérdzmet géatlo, Gram-

negativ fajok ellen hatasos antibiotikum.
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A fentieken tal még szamos egyéb bioaktiv terpestoisimeriink. Vannak k6zottik
antiviralis szerek (pl. az influenza ellenes sztachiflartitumor hatasuak, melyek tipikusan
az angiogenezist (a tumorsejtek vérellatasat bidtag véredények kialakitasat) gatoljak (pl.
fumagillin), illetveimmunrendszert stabilizalo hatdanyagok. Mivel a terpenoidok a szteroid
bioszintézis dlanyagai, tobb szerkezeti analégjuk hatékony gétlésa koleszterin szintézis
kulcsenzimeinek, a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA MHG-CoA) reduktaznak illetve a HMG-

CoA szintetaznak.

7.2.2 Karotinoidok eléallitasa
A karotinoidok kdzé tdbb mint 600 természetes véajyiiartozik. Szerkezetiket

tekintve két csoportjuk létezik: karotinok és axantofillok. El6bbiek szénhidrogének,
vagyis szén illetve hidrogén atomokon kivil mashrartalmaznak, az utdbbiakban oxigén is
talalhato (7. 3. abra).

o-karotin

B-karotin

Likopén

B-kriptoxantin

Zeaxantin

Lutein

Kantaxantin

Asztaxantin
7.3. abra: Karotinok szerkezeti képlete

A csoport névado vegyilete a karotin, mely a s@&mmarDaucus carotq €s sok mas

z6ldség/gyumolcs jellegzetes szinét adja. Tdbb -, y- ésd) formdja ismert; g3-karotin
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molekula mindkét végén béta-jonontgy (az un. béta-gyri) taldlhatd, melynek lebontasa

soran retinal, az A-vitamin egyik formaja jon |éfie 4. bra).

CHy B-karotin

7.4. bra: A-vitamin tipusok szerkezeti képlete
Az a-karotin molekulanak csak az egyik végén talalt@dta-jonon giri, ezért ,A-vitamin
aktivitasa” (A-vitamin formakat létrehozé kepessgkisebb g3-izomerénél.
A karotinoidokat az élelmiszer- és kozmetikai ipasznélja. Szamos élelmiszer piaci
értékének fontos része a jellegzetes szin, amdtikaidok okoznak (pl. a lazachusban az

asztaxantin, paradicsomban a likopén). Biotechnai&@zempontbdl legfontosabb tipusaikat

a 7. 1. tablazat mutatja be.

Termelo faj Karotinoid Alkalmazas

Dunaliella salina (alga) B-karotin taplalék-kiegészito

Blakeslea trispora (gomba) (A-vitamin

Sphingomonas sp. eloanyag)

(baktérium)
Xanthophyllomyces asztaxantin Emberi taplalék-
dendrorhous (€leszt6) kiegészito
Haematococcus pluvialis (antioxidans),
(alga) Takarmany-

Pandalus borealis (tengeri kleges,zn(')’,
rak) (haltenyésztés)

Blakeslea trispora (gomba) likopén antioxidans
7.1. tblazat: A legfontosabb karotinoidok
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A piacra kerub B-karotin (7. 3. abra) talnyomé tobbségét (kb. 85 %) kémiain
allitjak eb; a keét legfontosabb terngelvallalat a holland DSM és a német BASF. A
fennmaradd részt biotechnoldgiai eljarasokkal, &dkin, gomba illetve alga fajok réveén
termelik.

A Mucoralesrendbe tartozé jaromsporas gombak glakeslea trispora [3-karotin
tartalma a tenyésztési korulményekkel befolyasothaz un.kémiai stimulaciéo soran3-
jonon gyiriit tartalmazé vegyuleteket (szerkezeti analégokddpalnak a tenyészethez, és ez
B-karotin tultermelésre készteti a sejteket. A féali stimulacié fotoindukcié) soran a
karotin bioszintézis génjei fokozott mértékben fégnek ki, azonban a hatas specifikus a
gomba életciklusanak meghatarozott szakaszailer(jglen a novekedés befefaiése és a
vegetativ sporak kialakulasa kozottbszakra), €s a megvilagito fény spektrumara is (esak
kék fény hatasos). Az ellentétes parosodasi timmabatorzsek jelenléte a tenyészetben
szintén fokozza a karotin kéfikést parosodasi tipus-stimulacid. A hatast trisporoid tipusu,

a B-karotinhoz hasonld szerketideromonok valtjak ki, melyekkel fokozott termelésghed

el akkor is, ha csak egyféle parosodasi tipustltaezd tenyészethez adagoljiket. Ezt az
indukcio-tipust un. interszexualis heterokarionégsel is ki lehet valtani, vagyis olyan torzs
létrehozasaval, melynek micéliumaban mindkét patasiaipus sejtmagja jelen van.

Ipari biotechnoldgiai szempontbéBdakeslea spsa legjelenisebbf3-karotin termebd.

A torzsfejlesztés soran kialakitott variansok migidarosodasi tipus sejtmagjat tartalmazzak,
és fokozottan érzékenyek a kémiai aktivatorokrdednentacids taptalaj szénhidrogéneket,
szénhidratokat és novenyi olajokat is tartalmazedjobban termél torzsek fermentlevéih

kb. 3 g karotin nyerhétki literenként.

Az asztaxantin (7. 3. 4bra) a xantofillok kézé tartozik; a ré6z8as allatok (lazac,
flamingd, rédkok) szinét ez a karotinoid okozza. Kaélag ap-karotinbdl keletkezik oxigén
tartalma funkciés csoportoknak (keto-, hidroxi-Bgonon gyiribe tortéw beépllése révén.
Az asztaxantin nem tud A-vitaminnd (retinolla) albk, kedve? élettani hatasa antioxidans
és gyokfogé tulajdonsagaban keresendPiacdnak mérete mintegy 200 milli6 USS$,
kereskedelmi ara kb. 6.000 US$ / kg. Kémiailag k@&m eballithatdé, de ez az eljaras
sztereoizomerek elegyét eredményezi (az asztaxahtikét kirdlis kbzpontja van és harom
sztereoizomer valtozata létezik). Sok fogyaszté atimtudatosan a bioldgiai illetve
biotechnolégiai uton ékllitott terméket preferalja. A termék piacatésigrban a hal (lazac),

rak, husbaromfi és tojas-termielizemek jelentik, de emberi taplalék-kiegésant is
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alkalmazzak. Erdekesség, hogy noha mennyiségitengagolhatd, az asztaxantin adalék a
lazachus élallitas koltségeinek 6todét teszi ki!

Bioldgiai uton tengeri planktonokbOE(phausia pacificaE. superba és kismérei
rakokbdl (pl.Pandalus borealisnyerik ki. A termék trigliceridek és asztaxanfolyékony
elegye.

A leghatékonyabb biotechnolégiai eljarasl@ematococcus pluvialialgat hasznositja.
A sejteket klasszikus, kétfazisu fermentacio saiéezor séges tapanyag ellatottsag mellett
nagy sejtériiség eléréséig novesztik, majd a masodik fazisbén-saitrogén- és foszfor
limitalt koralmények kozott, iséges (nap)fény expozicid mellett tenyésztik. Aatg@ag
hianya stresszvalaszt indukal, melynek kovetkezméagztaxantin felhalmozédés lesz. A
lesirt sejtekldl szerves oldoszerekkel (aceton, majd metanolabatjdk ki a végterméket
(7. 5. abra).

Mintavétel <% - > Kimend levegé + CO,

MembranszUr | e =

R—X | Membransz(iré

A

Steril il t4 i
Steril taptala
habzasgatlo pH P
I
VI || — Hutéviz
—>
Fényforras ——> €o,| Szén-dioxid
—> tartaly
HUtéviz ——
Membransz(rd Bemend levegd

| IR
7.5. abra: Az astaxanthin gyartas folyamatabraja
Az asztaxantin legrégibb fermentaciogadlitasa aXanthophyllomyces dendrorhous
(régebbi nevéPhaffia rhodozympeéleszégomba fajjal torténik. ABlakesleafajok B-karotin
termelésénél leirt fotoindukci6 az asztaxantin thsgmal nem dkodik, 5t a tdlzott
megvildgitds még csokkenti is a karotinoid felhatdaas mértékét. Meghatarozott stressz-
hatasok esetén (pl. nitrogén illetve foszfor limiéa alkohol adagoléas, reaktiv oxigén formak)

azonban a bioszintézis mérteke fokozodik. Az asathar részt vesz a gombasejtek oxidativ
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stressz elleni védekezésében, és ez a hatads &amdisztaxantin-tartalmi biomasszéaval
taplalt allatokra is. A jelenlegi maximalis iparéptéki termelési értek (kb. 30Qug/g
éleszétdmeq) kevés ahhoz, hogy piaci értelemben vetdélgtiagyen a kémiai szintézisnek. A
biotechnoldgiai eljarasban réjlpotencial azonban kiemelk&doptimalizalt laboratériumi
koérilmények kdzoétt, hemicelluloz hidrolizatumokig¢tve cukornad-szuszpenziot tartalmazé
komplex taptalajon aXanthophyllomyceséleszétorzsek a fenti értéknél kozel ket
nagysagrenddel tébb asztaxantint termeltek (~ 10gn#eszétomeg). A technoldgia
léptékének novelése folyamatban van.

A likopin (7. 3. abra) az egészseéges taplalkozas egyikpetkagense lett az elmult
években. Nevét a paradicsor8o(anum lycopersicumiellemz szinanyagaként kapta. A
likopin a B-karotin bioszintézisének utolso koztesef-&arotin gyiriiképzéssel (ciklizacio)
keletkezik bedle. A likopinnak A-vitamin aktivitdsa eldb kdvetkeden nincs (béta-gyii
hianyaban nem képdhet beble A-vitamin), antioxidans aktivitdsa viszont jelés Hataséat
erdsiti, hogy a szervezetben képes felhalmozddniodeiban novényekdh nyerik ki
(Momordica cochinchinensigaradicsom, goérégdinnye, grape-fruit, papayaymeatacios
biotechnolégiai Uton barmely eddig emlitett mikmgamizmust lehet likopén termelésre
hasznalni; a technolégia legfontosabb eleme azi&imaktivitas gatlasa.

Végezetul érdemes megemliteni, hogy az elmult émeklpéretes laboratériumi
eredmények lattak napvilagot heteroldg karotineignieléssel kapcsolatbaBaccharomyces
ésCandida spéleszb illetve E. coli ésErwinia sp baktérium platformokat alkalmazva (7. 6.

abra - http://openwetware.org/wiki/lmage:Beta carotenaiss.jpg. A stratégia dinye,

hogy olyan mikroorganizmusokat hasznalhatunk fielrenelésre, amelyek ipari fermentéacidja

mar jol ismert és relative olcso.
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8 Vitaminok mikrobialis eloallitasa

8.1 BEVEZETES
Definicio szerint a vitaminok olyan szerves molélkimelyeket az edsok (koztik

az ember) nem tudnakédllitani, viszont kis mennyiségben nélkiul6zhetatlemz élethez.
Nem tartoznak ide pl. az esszencialis aminosavatsigsavak (ezeki viszonylag nagyobb
mennyiségre van a szervezetnek sziksége), a nyoelelgnivel nem szerves molekulak) és
az egészségre hasznos étrend-kiedgészém (mivel nem esszencialisak). A vitamin definic
a fogado szervezetnek is flggvénye: pl. az aszksaliaz ember szempontjabdl vitamin (C-
vitamin), sok mas, az aszkorbinsavabadlitani tudo éblény szempontjabdl viszont nem.
Mivel a vitaminokat nem kémiai szerkezetik, haneohdgiai hatasuk alapjan csoportositjuk,
egy adott vitamin tébb, egyméashoz hasonl6 (de negeqgyed), egymasba atalakulni tudé
vegyluletet is jelenthet; ezekeitamereknek nevezzik. A fentieket figyelembe véve jelgnle
13 embs (human) vitamint kildonboztetink meg (8. 1. tablzkéziuluk négysiroldékony

(A-, D-, E-, K-vitamin), kilenc pedigizoldékony (a nyolcféle B-vitamin és a C-vitamin).

Generikus | Vitamerek kémiai nevei | Eldallitas médja Termelt
név mennyiség
A-vitamin retinol, retinal, B-karotin kémiai, extrakcids, ~ 3.000 t/év
biotechnolégiai
B;-vitamin tiamin kémiai ~ 5.000 t/év
B;-vitamin riboflavin biotechnolégiai ~7.000 t/év
Bs-vitamin niacin (nikotinsav), kevert (kémiai és ~ 40.000 t/év
niacinamid (nikotinsav-amid biolégiai 1épések)
Bs-vitamin pantoténsav kevert (kémiai és ~ 10.000 t/év
biolégiai 1épések)
Bs-vitamin piridoxin, piridoxamin, kémiai ~3.000 t/év
piridoxal
By-vitamin biotin kémiai ~ 40 t/év
By-vitamin folsav kémiai ~ 500 t/év
B»-vitamin metil-, hidroxi-, adenozin-, biotechnolégiai ~ 35 t/év
ciano-kobalamin
C-vitamin L-aszkorbinsav kevert (kémiai és ~ 80.000 t/év
biolégiai 1€pések)
D-vitamin kalciferol kémiai, extrakciés ~ 6.000 t/év
E-vitamin a-tokoferol, tokotrienol kémiai, extrakcids ~30.000 t/év
K-vitamin fillokinon (K;-vitamin), kémiai, extrakcids ~5t/év
menakinon (K;-vitamin) ~ 500 t/év

8.1. tdblazat: human vitaminok
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Tobbségtiket ipari korilmények kdzoétt, biotechnadgs/vagy kémiai aton allitjak el Az
éves termelés a néhanyszor tiz #eyB-vitamin) a 80.000 t/évig (C-vitamin) terjed (8. 1.
tablazat). Az A-vitamin biotechnolégai Uton tordéealdallitdsat tankényvink 7. fejezetében

targyaltuk.

8.2 A RIBOFLAVIN (B:-VITAMIN) ELOALLITASA
A szilard formaban sarga s#imiboflavin (8. 1. &braflavus = sarga latinul) a flavin

mononukleotid (FMN) és a flavin adenin dinukleoflAD) koenzimek élanyaga, melyek

elektronhordozoként alapweszerepet jatszanak a sejtek anyagcseréjében.

HO_
HO——H
HO——H
HO——H

H——H

H,C ‘ NN 0
~ NH
H,C N
0]
8.1. 4bra: A riboflavin szerkezeti képlete

Magasabb rend eukariota szervezetek nem tudjakéadlitani. Hianyaban &r- és
izomgyengeség, immun- és idegrendszeri zavarokubdatnak ki. A riboflavint el§sorban
(mintegy 70 % aranyban) takarmanyozasi, masodscébemezési és gyogyaszati célokbol
gyartjak. Mivel a szervezetbe kerilt folés menngisg vizelettel kitril, egészségugyi
kockézat nélkil adhato étrend-kiegédizént, $it szdmos orszagban ételszinezékként (E 101)
is alkalmazzak.

A riboflavin gyartas j6 példaja a biotechnoldgiagygaron belili térhoditasanak. A
XX. szazad els felében kizardlag kémiai uton allitottakbemajd évtizedekig a biologiai és
kémiai eljaras egymas mellett, valtakozé dominaratidétezett. Ma riboflavint kizarélag
biotechnolégia Uton gyartanak; & termebk a svajci Hoffman-La Roche, a német BASF, az
amerikai ADM és a japan Takeda. Azé@litott mennyiség kb. 7.000 t/év. A bioldgiai
eléallitas soran fonalas gombakaErémothecium ashbyiiAshbya gossypii éleszbket
(Candida flaerj Candida famatp és baktériumokat B@cillus subtilis Corynebacterium
ammoniagengsegyarant alkalmaztak. Ma ipari Iéptékben csd@k gubtilisés azA. gossypii
alapu biotechnolégia tikddik, és valoszifsithe, hogy a sokkal jobb produktivitas miatt
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hamarosan a&. gossypiilesz az egyetlen ipari |éptékben hasznalt tefmepanizmus. Az
novényi patogénA. gossypiigombatdrzset 1926-ban izolaltdk, mint olyan temeéss
tultermebt, amely kb. 100 mg /g szaraztomeg riboflavint uatpes d@allitani. A random
mutagenezisen alapuld dszakot koveten az elmult 20 évben a molekularis bioldgiai
modszerek széles tarhaza (iranyitott transzformacamszpozon-fudgg mutagenezis, stb.)
nyilt meg a torzsfejlesztéssel foglalkozol6tel A gomba genomszekvenciaja ismert és
publikus, igy nem meglép hogy a bioszintézis dsszes enzime éskat kodold gének is

ismertek (8. 2. abra).
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8.2. &bra: A riboflavin bioszintézise
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Az aerob, slllyeszteth. gossypiifermentacié soran névenyi olajat, tovabba melaszt
hasznalnak szénforrasként. A ndvényi olaj haszaidlebsegiti, hogy a gomba @&eljes
extracellularis lipdz aktivitdssal rendelkezik, @yriglicerideklél gyorsan szabad zsirsavakat
tud felszabaditani, melyeket a gomba konnyen félvienni. A keletked riboflavin jelents
része sejten belll marad, ezért a fermentacio vagtamyeészetet felmelegitik,éekegitve a
sejtek lizisét és a riboflavin felszabadulasat.igszalités lassan torténik, igy a riboflavin ki
tud kristalyosodni a fermentlében. A kristdlyokdeenentlébl dekantalassal valasztjak el. A
kristalyokat ezutan savas kézegben Ujra oldatbakyitelmelegitik, majd visszditik, amivel
jelents tisztulast érnek el. Noha a terth&brzseket géntechnoldgiai aton alakitottak kikcsa
homolég gének vannak jelen magasabb kopiaszambgna isejtmaradvanyok ellenére a
termék felhasznalhat6 takarmanyozasi célokra.

8.3 NIKOTINSAV ES NIKOTINSAV-AMIDOK (NIKOTINA TOK; Bs3-
VITAMIN) ELOALLITASA
Ez a vegyllet-csoport j0 példa a vitamer fogalmé&ibb, hatdsukat tekintve hasonlo,

szerkezetileg egymasbdl levezethetolekulat is B-vitaminnak nevezink. Két legfontosabb
képvisebjuk a nikotinsav (piridin-3-karbonsav) és a nikeawamid. Mindkét vegyilen vivo
NAD*/NADH- illetve NADP'/NADPH-va alakulhat, igy Iényegében a sejtek angaggének
minden aspektusahoz kapcsol6dhatnak. Hianyukbagllagpa neu betegség lép fel, mely
bérfelszini sebekkel, vérzéssel, hasmenéssel, defwahiellemezhét és kezelés hianyaban
halalos is lehet. A B viszonylag nagy mennyiségben gyartott vitamifé(éermebk a svajci
Lonza, illetve a német Degussa és BASF), mivel humpgogyaszati felhasznalasa mellett
féleg takarmany-javitdként hasznéljak a nagytizemattalitas soran.

A nikotinsav gyartas alapanyaga az 5-etil-2-meidjm és a 3-cianopiridin. Az
utobbit aRhodococcus rhodochrodmaktérium (illetve a béle izolalt nitrilaz enzim) szinte
sztochiometrikus aranyban képes nikotinsavva kdakrer Nikotinsav-amidot ugyancsak 3-
cianopiridink®l, a nitril hidratdz révén, viz belépésével nyeilihkt Az enzim tdltermeltetése
(melyhez a leggyakoribb platform szintéRahodochrousbaktérium) azt eredményezi, hogy
1 L vizben feloldott 1.230 g 3-cianopirididlb1.460 g nikotinamid kristalyt nyerhit
melléktermek keletkezése nélkul.

A nikotinsav-amid két, élettani szempontbdl is &ktpen fontos szarmazéka a
nikotinsavamid-adenin dinukleotid (NAD) és enneg#forilalt formaja, a NADP (8. 3. abra).
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8.3. abra: Nikotinatok szerkezeti képlete

Mindketts az analitikai kémia és a molekularis biolégia rdtdten hasznalt finomvegyszere,
tovabba a ketoreduktazt/alkohol dehidrogenazt mlkab biokatalitikus eljarasokban is nagy
mennyiségben alkalmazzééket. Régebbi mddszer szerint élésApl. Saccharomyces
cerevisiag sejtjei®l extrakcidval nyerik ki, de a korsZdab biotechnoldgiai eljarasok révén
lehethiség nyilt a fermentacidos gyartasra is. Ennek saakét kiindulasi vegyuletet
(nikotinsav-amid és adeninCorynebacterium ammoniagendsaktérium tenyészetéhez
adagoljdk. Az optimalizdlt technolégia eredményekéa sejtek néhany g/L-es
koncentracioban halmozzék fel a NADBt a fermentlében. A redukalt formak (NADH /
NADPH) kialakulasa kémiai valamint enzimes reakeiédményeként egyarant torténhet; az

utobbi esetben bakterialis illetve fungalis erédéthidrogenazokat hasznalnak.

84 A CIANOKOBALAMIN (B:2-VITAMIN) ELOALLITASA
A Bjvitamin két Nobel-dijjal is kitlintetett torténede 1920-as években ketbtt,

amikor az amerikai George Whipple megfigyelte, madd évvel késbb a szintén amerikai

Minot és Murphy bebizonyitotta, hogy az addig gyifluggtatlannak hitt betegség, a vészes
vérszegénység (anaemia perniciosa) nyers majaénex{B00-400 g/nap) mennyiségben
tartalmazo diétaval kezelléeforvosi Nobel-dij, 1934). A majban léwészes vérszegénység-
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ellenes hatdanyagot azonban csak a Il. vilaghab@mi években sikerilt izolalni az amerikai
Merck illetve a brit Glaxo gyogyszergyarak kutathn A voroses szinkristalyos anyagot
Bivitaminnak nevezték el. Kébb tovabbi szarmazékokat izolaltak, majd a brit dday
Mary Hodgin vezette csoportnak sikerllt a teljedakolaszerkezetet is meghatarozni (kémiai
Nobel-dij, 1964). Az 1970-es évek elejére;gBtamin kémiai totalszintézisét is elvégezték.
A Bis-vitamin elnevezést — helytelenil — az 6sszes lkmbial tipusu (vagyis kobalt
iont tartalmazo vitamer hatasu) vegyuletre hasirsaloktdk. Definicio szerint azonban aB
vitamin neve ciano-kobalamin, ami az ipabalitas végterméke. A bioldgia szintézis soran
hidroxi-kobalamin, metil-kobalamin és adenozil-kiamain (B;>-koenzim) johet létre, vagyis
a sejtekben ezek a kobalamin-formak forduln&k lisimertink un. pszeudorBvitaminokat is,
melyek szerkezetiket tekintve hasonléak a kobalakhioz, a klinikai gyakorlatban hasznalt
immunokémiai kimutatas soran is pozitiv reakcidtad bioldgiai hatdsuk azonban nincs. Az

egyes szarmazékok pontos szerkezetét, illetve t@kdeo kilonbséget a 8. 4. abra mutatja.

ik R R = Adenozil-csoport

Corrin-gyiiri g . '.__E' : Adenozil-kobalamin
i

b gl ‘ ) 'JJ,:'-’I _l : R = metil-csoport

I I  N=-Co N [ =" Metil-kobalamin

A AN | ezt R = hidroxil-csoport

o 0 ' NH. Hidroxil-kobalamin

o R = cianid-csoport

Cianid-kobalamin

Riboz Dimetil-benzimidazol
8.4. abra: Kobalaminok szerkezeti képlete
A Bivitamint csak néhaniu- illetve Archaeabaktérium képes édllitani; az allatok
€s a protistak a taplalékkal veszik fel, mig a mye& és gombak anyagcseréje jelen tudasunk
szerint Bo-fliggetlen. Az allatok és az ember esetében kétera metilmalonil CoA mutaz
€s a metionin szintaz itkddésehez szikséges. Az adenozil-kobalamin éfirggtiimalonil

CoA mutaz nikodésének hianya a propionyl-CoA lebontaséat fuggdst, melynek ket
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sulyos kovetkezménye is van: eggleh metilmalonil-CoA feldusul, emiatt szubsztratuma
lesz egy hidrolaz enzimnek, mely lehasitja réla AGsoportot, a szabad metilmalonilsav
pedig a sejten belll acidézist okoz. Maskeha propionyl-CoA intracellularis koncentracidja
is megemelkedik, igy szubsztratumava valik a cigédntaznak, mely ennek megfélen
oxalecetsavval kondenzalja. Az igy keletkez-metil-citrat pedig sejtméreg, az akonitaz
enzim gatloszere.

A metionin szintdz metil-kobalamin fi§gnzim, szerepe a homocisztein metilezése,
melyhez metildonorként 5-metil-tetrahidrofolatotshaal. B.-vitamin hianyaban az enzim
aktivitasa lecsokken, az 5-metil-tetrahidrofolah&entracioja medh ezzel parhuzamosan a
szabad tetrahidrofolat szint leesik. Ennek kovetdaen a DNS-szintézis karosul (metilfolat-
csapda). A metionin szintaz enzimaktivitas hianyéléa fel a megaloblasztikus anemiainev
betegség. Tovabbi sulyos kévetkezmeény lehet a hisaten koncentracio megemelkedése,
mely kardiovaszkularis betegségek kialakulasahazethet (ezek tlinetegyuttesét nevezik
vészes vérszegénysegnek, ami egy autoimmun betemedg a Bo-vitamin bélldl torténs
felszivobddsanak elmaradasat eredményezi). Eméitdstmel, hogy maga a metionin szintézis
jellemzsen nem esik vissza;Bvitamin hianyaban, mivel a;Bfiiggetlen betain-homocisztein
metiltranszferaz enzim at tudja venni a metionintsz szerepét.

Mivel a Bjx-vitamin bonyolult szerkezetét tobb, mint 70 lé@e&émiai szintézissel
lehet csak létrehozni, nem megiepogy a vegyllet gyartasa kizarélag biotechnoidagen,
baktériumok PropionibacteriumésPseudomonasemzetségek egyes fajai) réven tortenik.

A Bjvitamin bioszintézise alapuin kétféleképpen: oxigéiitfiggetlen és oxigén
flggd mdédon mehet végbe; a jelenség a bioszintézisreskbpktériumfajok anyagcseréjét
tikrozi. Az egyik jelenis ipari termad, a Propionibacterium freudenreichimikroaerofil,
ezért a Bvitamin gyartasahoz kdzel anaerob korilmeényekbtszaamara teremteni. A8
vitamin molekula egyik része, a dimetil-benzimidaggiiri (DMBI) bioszintézise viszont
oxigénigényes, ezért a fermentacids folyamat kstretoszthatd. Az éis3 nap soran anaerob
korilményeket biztositanak, ez alatt g-Bitamin DMBI-nélkulli része, az un. kobamid vaz
jon létre. A kovetke& 1-3 nap soran enyhe levizgetés mellett a tenyészet kialakitja a
DMBI-csoportot és a kobamidhez kapcsolja. A kémstatdindveégig semleges érteken kell
tartani, amit megnehezit a bioszintézis soran kemi nagy mennyiség propionsav. A
masik, ipari felhasznalas szempontjabdl jelenbrganizmus, @seudomonas denitrificans
viszont aerob, igy a fermentacié végig oxigén jEeben torténik. Iétartama rovidebb a
Propionibacteriumalapu fermentacional (2-3 nap); a kemhatas pHriélkartasa itt is fontos

technolégiai szempont.
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Mivel a teljes bioszintézis sok Iépéslall, ezért idben is hosszu folyamat, sokszor
epivelemeket (pl. kobalt ionok, glicid-aminolevulansav, de akar komplett DMBI) juttatnak
a tapkozegbe, felgyorsitva ezzel a gyartas menktégmagasabb ismert termelési érték 300
mg/L fermentlé koral van (vessik ezt 6ssze a mildlabkarbonsavak, enzimek, aminosavak
> 150 g/L-t meghalado vegsiterével!).

A Bivitamin kinyerésének eldépése a teljes fermentlé felforralasa 80-1208Cz
a hbmérséklet egyrészt inaktivalja a baktériumokat, & roncsolja is a sejteket, ezzel az
intracellularis végtermék hozzaférte¢ valik. A forr6 szuszpenzidhoz cianid ionokat yag
tio-cianatot (rodanid) adagolnak. A cianid csopmésebben kdidik a B -molekula vazahoz
a tobbi ismert szubsztituensnél (adenozil-, mdtidroxi-), igy a vegylulet stabilitasa meégn
A fermentlevet kdzvetlendl, vagy cink-hidroxidoszkéest kdveten lesarik, majd a B-
vitamint tanninsav vagy krezol (metil-fenol) adaggd révén kicsapjak és csapadékétikz
Az igy kapott végtermék kb. 80 %-os tisztasagullés gakarmanyként hasznalhatd. Tovabbi
szerves extrakcios és/vagy ioncserés tisztitasesklet koveéten a Bo-vitamin emberi
felhnasznalasra is alkalmassa valik.

Noha jelenleg Magyarorszagon nem folyikoBitamin eballitas, meg szeretnénk
emliteni, hogy a budapesti Richter Gedeon Vegyésagir NyRt. (akkori nevén: gbanyai
Gyogyszerarugyar) az 1950-as évek végibzel 40 éven at jelebs vilagpiaci szerephek
szamitott a B-vitamin gyartasa terén, koszonbe a soroksari szennyviztisztitd iszapjabdl
izolalt, kobalamin-fig§f metanogén 6s-(Archaea) baktériumokat (pl. Methanobacter
omelianski magas aranyban tartalmazé baktérium-konzorciurépdls, félfolyamatos

gyartastechnologianak.

8.5 AZ L-ASZKORBINSAV (C-VITAMIN) ELOALLITASA
Az aszkorbinsavat (8. 5. abra) Szent-Gyorgyi Allemtgedi pirospaprikabdl, 1928-

ban izolalta. Mivel reverzibilisen dehidro-L-aszkorsavva képes oxidalodni, a két vegyiilet
a sejtben redox part képez. Elettani hatasanakaasagmos enzim, koztiik a vastartalma di-
oxigenazok és a réztartalmi mono-oxigenazok stidsdd Az aszkorbinsav klasszikus

hianytlinete, a skorbut is ezen enzimek lecsokkentizisaval, majd a kollagén bioszintézis

visszaesésével/ledllasdval magyaradzhato. Az asmkarba fentieken tal védi a szervezetet a
reaktiv oxigénformak és a karcinogén nitroso-amikialkakulasatol, és alapwetzerepe van

a vas felvételében is. Mivel toxicitasa minimaég, élelmiszer- illetve gyogyszeripar jelést

piacot (> 600 M US$) jelent a gyartdknak, mely éeéib. 3-4 szazalékkal ndvekszik.
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Az aszkorbinsavat négy szerves kémiai és egy mibd@iiai-transzformacios Iépés

kombinaciojaval allitjak €I, melyeket egyitt Reichstein-szintézisnek hivunis(@&bra).
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8.5. abra: Az aszkorbinsav és a Reichstein-szmtézi

A folyamat D-glukozbdl indul ki: az egyes szénatomeedukcid, az 06t6s és hatos
szénatomokon oxidacioé torténik, a kettes, harmasegges szénatomok kiralitdsa valtozatlan
marad (2-keto-L-gulonsav). Az utolsé lépés a 2-Kketgulonsavy-lakton gyiriivé zarodasa
viz kilépése mellett. A biotechnoldgiai Iépés jetegge a folyamat harmadik koztesének (L-
szorbdz) kialakitasaban van; a sztereospecifikutalikest csak enzimes uaton lehet
végrehajtani. Az D-szorbitol> L-szorb6éz biotranszformaciot aAcetobacter xylinum
baktériumfaj hajtja végre, nagy térfogatl aeromfamtacio soran.

Noha a Reichstein-szintézist 1935-ben szabadalttéiztaaz L-aszkorbinsavat ipari
léptékben a mai napig ezzel az eljarassal all@jakNéhany, ahlorella nemzetségbe tartozé
mikroalga faj képes D-glukozbdl kézvetlenil L-asdkosavat eldllitani, de a termékhozam
alacsony érteke miatt az eljaras nem versenyképeschstein-szintézissel. A kémiai lépések
szamanak csokkentése is életképes stratégia; alz igggn megoldas a 2-keto-L-gulonsav
biotechnolégiai dlallitasa L-szorb6zbéBacillus megatheriunilletve Pseudogluconobacter

saccharoketogendmktériumfajok biokonverzios aktivitasat felhasxaal
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9 Mikrobialis olajok (SCO) el6allitasa

9.1 BEVEZETES
A glicerolipidek (a glicerol zsirsav-észterei) églicero-foszfolipidek (ahol az egyik

esztereé zsirsav helyén foszfat talalhatd, melyhez jelléemzegy tovabbi molekula kédik)
alapvebten fontos alkotorészei az 6élsejteknek. Baktériumokban az észtérezsirsav
kémiailag sokféle: alifas, aliciklusos, aromas,aoba telitett és valtozé6 mértékben telitetlen,
ezen utobbin belltis- illetve transszerkezdt ketios kotést tartalmazo is lehatigkotésol
akkor beszeéliink, amikor a ké&stkdtésben részt véwzeénatomokhoz kédé hidrogénatomok

a kettis kotés azonodranskotéspl pedig, ha az ellentétes oldalan vannak). Az aataar
sejtek azonban csak egyenes lamistkettds kotést tartalmazo zsirsavat tudnak szintetizalni,
az etbl eltérs szerkezet zsirsav-lipidek nem részei az anyagcserének. densdefien az
emberi fogyasztasra és allati takarmanyozasralagaeballitott zsirsav-lipidek (,olajok”)
mind eukariota ereditk.

A baktériumok tartalék tapanyagként jelledam poliszacharidokat hoznak létre (pl.
dextran, xantan, alginat — lasd 9. fejezet), zg&ikapedig foszfolipidek alkotéiként vannak
jelen a sejtekben. Az eukariota mikroorganizmusgk esoportja ezzel szemben képes nagy
mennyiség triacil-glicerolt intracellularis tartalék tapanyagként felhalmoadéhany faj a
felnalmozasban extrém, a sejttdomeg 75 %-at &ievéket érhet el; ezeketajtermeléknek

nevezzik.

9.2 A ZSIRSAVAK KEMIAJA ES BIOKEMIAJA
A zsirsavak és altaldban a lipidek nevezéktan@ivesg/biokémia sok félreértésre okot

ado terllete. A trividlis illetve szisztematikusvek mellett egyre inkdbb tért hadit az un.
numerikus megnevezés, ahol két, égponttal elvalasztott szam (C:D) kozill aBedszsirsav
szénlancaban lévszénatomok(arbon), a masodik a ké# kdtések Double bond) szamat
mutatja (pl. 18:3). Mivel ez az elnevezés nem s$eljespecifikus, sokszor eggo-x” jelzést is
megadnak hozza, ami az utolsé &etkotés helyét jelzi a lancvégi metilcsoporttolmpéva
(ennek szénatomjat hivjuk>-szénatomnak). Az eukariota zsirsav-lipidek szédban a
kettos kotesek majdnem mindig harom szénatomonkeént kbeglymast, ami masképpen
fogalmazva azt jelenti, hogy a k&t kotésben l&v egységeket (-CH=CH-) egy metilén
csoport (-CH-) vélasztja el. Ebll kdvetkezik, hogy elég az utolso kigtkotés pozicidjat
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megadni, mivel abbdl a tébbi helyzete meghatarazhdinél hosszabb egy zsirsav, és minél
kevesebb kel kotést tartalmaz, a i kialakul6 lipid annadl magasabb olvadaspontq,
vagyis anndl rigidebb. Az allati ereietszobaimérsékleten szilardsirok esetén hosszu,
telitett zsirsavak észterezik a glicerolt, a névéeredeti, szobatimérsékleten folyékony
olajokban az atlagosan rovidebb zsirsavakban szamdés kkbtés fordul €, ezeket
tobbszorbsen telitetlen zsirsavakak nevezzuk.

A zsirsavak a sejtben tulnyomorészt a tartalékrgpgként szolgaldriacil-glicerol
illetve a biologiai membranok alapvazat alkglticero-foszfolipid form4jaban fordulnak &l
A tarolé/véd illetve strukturalis funkcié mellett harmadik fast élettani szerepik, hogy
kiindulé molekulai néhany specidlia jelatvitelben szerepet jatszo lipidnek (pl. leukotriének
prosztaglandinok). Ezek a lipidek fehérjékhez, ppomkhoz képesek kédni, s ezzel olyan
sejtszinti folyamatokat szabalyoznak, melyeknek komolyéidgistani illetve egészségugyi
vonatkozasai lehetnek (pl. idegrendszer érési fostai). Az idegszovet foszfolipidjeiben az
arachidonsav (20:d>-6; ARA; 9. 1. abra) és a dokozahexansav (223% DHA,; 9. 2. abra) a
két leggyakoribb tobbsztrosen telitetlen zsirsavaayatej is relative nagy mennyiségben

tartalmazzaket.

9.1. &bra: arachidonsav

-
- “-u\._\_\_ _i_.-""w-._\__ ‘ _.__.-"‘-u.q_\_ ____,a-"-\-\._\_\_ __,.-‘-‘-u,\_\_\- -___.-‘-'\-\.\_H_\- -_F.-‘-"H.\_b\- J\H
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9.2. &bra: dokozahexansav

9.3 AZSCO ELOALLITAS TECHNOLOGIAJA
Noha a mikrobialis olajok potencidlis ipari jeléségét régen felismertékotsa Il.

vilaghabora alatt Németorszagban prébalkoztak ig-élélmezési célu olaj-&hllitassal a
nehezen beszerezBetdvenyi olajok alternativajaként, az ipari bioteglbgia valos piaccal
bird termékei kozé csak az elmult 30 évben kerilimkA mikrobialis proteingyartas (Single
(fermentacio) koltségei miatt ugyanis alaphelyzetbersenyképtelen a névényi és allati (hal)

olajokkal. A fermentacidhoz novenyi eretletzénforrast hasznalnak, vagyis cukortartalmu
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novényt (pl. cukorrépa) kell termeszteni ahhoz,yhagbeble kinyert cukrot kb. 20 %-0s
konverzidval, draga fiszaki kdrnyezetben olajja alakithassuk. Ugyaneklszantéfoldon
olajtartalmu noveényt (pl. napraforgd) termesztvé &z olaj-mennyiséget sokkal olcs6bban
eléallithatjuk. A szénforrasként szén-dioxidot, enafgiraskent pedig (nap)fényt hasznald
fotoszintetizalé szervezetek (pl. mikroszkopikusofmf algdk) SCO-termelésben toréen
felnasznalasa is zsakutcanak bizonyultgsdsban az alacsony elérbdiiomassza miatt. Az
utobbi évek latvanyos sikerei alapéeh annak koszonhik, hogy az SCO-gyartok specialis,
prémiumkategorias piacokat céloztak meg. Nem d@tssagban olajat, hanem kémiailag
definialt, mas (nem-mikrobidlis) forrasbol nehebmszerezhét de valds piaccal rendelkiz
ezért draga zsirsav-format prébalnak meg az éribietechnoldgiai vallalatok ééllitani és
eladni. Ha azonban egy adott lipidet névényi valigtiaforrasbodl is e tudnak allitani, az
kiszoritja a piacrél a mikrobidlis ekvivalenst, mitirtént ay-linolénsavban (GLA; 18:80-6)
gazdag (kb. 20 %) javaolajjal (,Oil of Javanicusdnit aMucor circinelloidesjaromsporas
gombaval allitottak &l fermentacids uton 1985-1990 kozott Angliaban, # @az ekcéma
kezelésére, illetve a menstruaciételtiinetek enyhitésére hasznaltak. A kerti bor@&mgrago
officinalis) olaja azonban még ennél is magasabb (25-28 Mylaaa tartalmazza a GLA-t, és
ez — a novény termesztésének nehézségei ellen@azdasagtalanna tette a mikrobidlis
eléallitast.

A fentiek ellenére mégis Iéteznek ipari |éptékbiemmentacids biotechnoldgiai Uton
gyartott SCO-k: aARA-ban illetve aDHA-ban gazdag olajok. Mindkéthosszu szénlancuq,
tobbszorésen telitetlen zsirsav;neesterséges anyatefontos kiegészét komponenseként
hasznaljakoket vilagszerte. Novények jelen tudasunk szerimh riedjak 6ket szintetizalni
(18-nal hosszabb szénatomszamu zsirsavak a novEnyehkvétve, a DHA pedig egyaltalan
nem fordul eb), a halméj-olaj pedig mindig tartalmaz olyan egydlirsavakat is, amelyek
csecsertrtdpszerbe nem Kkerllhetnek be. A tengeri halak lmagjdegyre gyakrabban
kimutathatd nehézfém-akkumulaciok Ujabb érvet jeleek a biotechnoldgiai @llitas
mellett. Az SCO-termékek kiulondsen érzékeny felhaksi teriilete miatt a kdzvélemeény
elétt siriin hangsulyozzak: az 6sszes SCO-technoldgia hagymsdnon fejlesztett torzseket
hasznal, rekombinans mikroorganizmusokat (GMQO) némtermékek piaca édr évre
jelentbsen novekszik, és elmondhatod, hogy jelenleg inkébkimalat, mint a kereslet limital.

Az ARA-gazdag SCOt a Mortierella alpina fonalas gombaval allitjak &l Noha
Japanban illetve Kindban is gyartjdk, az amerikartbk Biosciences és partnere, a holland
DSM biztositja a vilagpiac 95 %-at.
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Az elsallitas technoldgiai szempontbdl viszonylag egyiszeagymérdt (50-100 )
kevert tankreaktorban a minél magasabb sejtkoriedt(50-60 g/L) elérése a cél, amihez
gyorsan hasznosul6é szén- és nitrogénforrast és lkeant@ptalaj-komponenseket hasznalnak.
A szokatlanul magas sejtkoncentracié a kevertégst levegztetést jelertisen megneheziti.
A technologia soran ezért arra térekszenek, hoggraba a termél fazisban éles#szefi,
lekerekedett morfoldgidt mutasson — enyhitve eazedxigén ellatds nehézségeit — noha ez a
forma bizonyitottan kevesebb olajat képes raktaroaimt a fonalas.

A fermentacionak két fazisa van: azéblen a sejtek a nitrogénforras kimeriléséig
gyorsan novekszenek. A masodik (olajterdhébizisban a sejtek ndvekedési tteme lelassul,
de a taptalajban jelenlészénforrast (gliik6z) tovabbra is felveszik, étosetddas hianyaban
intracellularis olajokka konvertéljak, mint tartklépanyagot. Az atalakitas kiinduloé pontja a
citromsav-ciklus leallasa: a mitokondriumbol egidrbonsav-carrier enzim (lasd 10. fejezet)
viszi ki a citromsavat a citoszolba, ahol AZP:citrat lidz enzim révén oxalecetsavva és
acetil-CoA-va alakul. Az oxalecetsav malatta redddik (ezzel aktivan tartva a trikarbonsav-
carriert, lasd 10. fejezet), a malat pedignalat enzim mikoédése révén piruvatta és szén-
dioxidda alakul, NADPH-keletkezés mellett. Azetil-CoA és a redukaldo agem™ADPH a
zsirsav bioszintézis két kulcseleme: hianyukbasissavak nem tudnanak felépilni. Ennek
megfeleben az olajtermél eukaridtak kozos jellensie az ATP:citrat liaz enzim megléte.

A fermentacié befejeztével a fermentlevet felmdlkg{Pasteurizalag, inaktivalva
ezzel a termélgombat és megakadalyozva az esetleges (bakteféliszést. A fermentlevet
szeparaljak, a biomassz#irlasztva szaritassatarjak fel, az olajokat hexannal extrahaljak a
porszemek fellletél. Mivel a végtermékek egyik legfontosabb jelleijez a telitetlenség,
fokozottan hajlamosak az oxidacidra, ami viszormga mirbségiiket. Emiatt a feldolgozas
idétartamat a minimumra kell csokkenteni, a biomasesatz extrahalt olajat oxigénmentes
koérilmények kozott (pl. nitrogéngaz alatt) és atagshomeérsékleten taroljak. A kész olajhoz
antioxidanst (E-vitamin) adnak az oxidacio elkeseélééljabadl.

A DHA-gazdag SCOt két heterotrof (fényt nem igéréyl eukariota tengeri algafajjal,
a Crypthecodinium cohnwal és egySchizochytriumfajjal allitigk eb (a halak majaba
egyébkent valbszitleg ezen algak tomeges fogyasztasa révén kerilidAg. Csecserdr
tapszerbe jellenten aC. cohnitval eballitott DHA-olaj kerll, mig aSchizochytriuralapu
technoldgia inkabb felfit élelmezési célokat szolgal. A gyartd a Martekdgiences, mely a
vildgpiacot gyakorlatilag egymaga latja el (a k&eselemi forgalomban kaphaté SCO-k
mintegy 95 %-a ,Martek-olaj”). A technologidk eght szokatlan eleme, hogy a tengeri

algat érthet médon so6s (magas NaCl-tartalmu) vizben kell textgés. A kloridion azonban
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a termebi fermentorok acélfalat gyorsan korrodalja (az ig@otechnolégidban gyakori, S
31600 mirsédi savalldé acéllemezek jelleen 1.000 ppm Ckoncentraciét tudnak elviselni
karosodas nélkul, mely huszada a tengerviz atlapogl tartalmanak!). A sulyos koltség-
novekedéssel fenyedeprobléma elharitasara olyan algatorzset szelekt&lf mely alacsony

kloridion koncentracio mellett is képes névekedntermelni.
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10 Szilard fazisu fermentaciok és termékeik

10.1 BEVEZETES
A fermentacio folyamata soran mikroorganizmusols@sek sajat, masik @enyhol

szarmazo, esetleg ember altal tervezett (mesteységerves vegyuleteket allitanak elyan
mennyiségben, hogy az ipari |épiéRasznositast tegyen letieé. Az eballitds jellemden
nagymérdit, tapfolyadékkal felt6ltott acéltartalyokban toitémmelyekben a (tul) termeléshez
szlikseéges fizikai és kémiai korilmények biztositaanak. A tenyésztés e tipusat folyekony
vagy sullyesztett (batch, submerged) fermentacidmsdezzik. Amikor a mikroorganizmusok
/ sejtek szilard fellleten ndvekszenek, szilardstazermentaciorol_@id sate £rmentation,
SSF) beszélunk. Az SSF tradiciondlisan tavol-keksthnoldgia; legismertebb tipusa a koji,
amely tulajdonképpen a&spergillus oryzaggomba japan neve, de hasznéljak azon az SSF-
ekre is, melyekben a gomba bioldgiai agensként kesz (pl. saké édllitasa). Mara az SSF
vildgszerte elterjedt, olcsod, kornyezetbarat ésgamkarékos modija lett értékes mikrobidlis
vegyuletek (pl. szekunder metabolitok$dlitasanak. Hatranya, hogy nem lehet olyan &zint
biologiai/miszaki kontrollt gyakorolni félotte, mint a batchrigentaciok esetében, igy az
egyébkeént is szamos buktatot tartalmazoé leptekadvielvabb nehezil. Az SSF ezért inkabb
hasznos kiegéssje, mintsem alternativdja a sulllyesztett fermedceljarasokra épéil
termebi Iéptéki ipari biotechnoldgianak, annak ellenére, hogytabli 20 évben ez a terllet

is jelents fejlédésen ment keresztil.

10.2 AZ SSF ALKALMAZASA

A tipikus SSF-alapanyag m&gazdasagi (manidka-, kavé-, buza-, alma-, cukornad-
cukorrépa-, kukorica-, stb.) eredgtisztitason-finomitason at nem esett, lignocéfiyklledi
hulladék, az SSF révén tenyésztett mikroorganizpedig jellemsen (de nem kizardlag)
fonalas gombafaj. A penészgombak elterjedt alkadmazz SSF-technoldgiakban 6sszefligg
azzal, hogy a fonalas morfolégia gyakran megneh@niégdragitja) a batch tenyésztést (pl.
tapkdzeg viszkozitdsanak megnovelése, ndvekedésnemtor bels fellletén). A gombak
természetes korilmények kozott sokszor nedvegrdzizerves fellleten névekednek, igy az
SSF esetikben kozelebb all az evolucio soran ki#ladptimalis élettérhez. Ami pedig a

fermentacids szubsztratumot illeti; becslések szesak Eszak-Amerikaban 150 millié tonna
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lignocelluldz keletkezik évente, melynek tulnyon&sze hulladék, s amely olcsé, megujulo,

boséges tapanyagot jelent az SSF szamara.

10.2.1 SSF bioreaktorok
Alapvethen haromféle SSF-reaktortipust kilénboztetiink mélgdkat, forgddobos

reaktorokat (rotating drum reactor) és szilard badval feltéltott agy-reaktorokat (packed
bed reactor); méretiiket tekintve mindharom szanagysagrendekben létezik. A talca nem
teszi leheivé a mechanikus keverést és a spontantdl interiziesledztetést, ezért a szilard
tapkézeg maximalis vastagsaga korlatozott. ErextpAl. oryzaefermentaciok (koji) soran
alkalmaztak; a tradicionalis tavol-keleti konyhahagy fermentalt alapanyaganakalitasan
tul nincsen gyakorlati jeletsége.

A forgddobos reaktorokban a taptalaj atmozgatdsg@tvatien kétféle médon: a teljes
reaktor forgatasaval, illetve beépitett kékdwel végezhetik. Mindkét esetben az atmozgatas
folytonos és szakaszos lehet. A forgddobos reaktbatékonyabb levégtetést és altalaban
véve homogénebb koérilményeket biztositanak a dzsaubsztratumon novekvenyészet

szdméra (10. 1. abra).

Szell6z6
Levego fivoka l
ﬁ o ﬁ Tengely

Bemeno levego

Szilard taptalaj

Forgdédob
10.1.4bra: A forgodobos reaktor felépitése

Az agy-reaktorok (10. 2. abra) henger alakuak kfdéivegtdl, acélbol és ianyagbol

készllhet.
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E=—"—"—3| Folyadék eloszt

Szilard taptalaj/hordozo

Folyadék gyiijto
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10. 2. abra: Az agyreaktor felépitése

A mesterségesen magas nedvesseégtartalmudieardrol vezetik be a készilékbe a szilard
hordozén keresztil. A legbb probléma ezzel az SSF-reaktor tipussalé6anbhézkes
elvezetése, viszont @lydsen hasznélhatd olyan termékeka#itasara, melyek végtermék
gatlast idéznek 8l A végtermék ugyanis a reaktor fiiggges pozicidja miatt a gravitacionak
készbnheaten Iényegében lecsorog annak aljara, igy fizikaigagl keril a termél sejtol ill.

rogzitett enzinl.

10.2.2 Szerves savak gyartasa SSF technoldgia révén
Napjainkban a citromsav gyartasa ipari léptékberardlag sullyesztett fermentacios

technoldgia réven torténik (lasd 4. fejezet), dedszeresen olvashatok a szakirodalomban
olyan kdzlemények, melyek valamilyen lignocellukdztalmi meégazdaségi hulladék ezen
irAnya hasznositasarol szélnak. A névényi hullatiddenedvesitik, majddvel kezelik, igy
csokkentik le a kébi bakterialis fekizés lehaiséget. AzAspergillus nigergomba spérait
ezt koveben oltjak ra a szilard felszinre. Gazdasagi szeitygbis emlitésre méltd kulonbség
a stllyesztett illetve SSF gyartas kozott, hogyiibbi érzéketlen a fémionok, koztik a ¥n
jelenlétére (lasd 4. fejezet), igyorétes eltavolitAsuk nem sziikséges. A gyartas somdn
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forrast kivul6l adagoljak a rendszerhez; hasznosulasa az SSFak&ahak csokkenéséhez
vezet, ami éinyds a citromsav bioszintézis szempontjabol.

A citromsav mellett szamos tovabbi szerves sadafymarsav, tejsav, glikonsav) is
lehet SSF révén gyartani, legjelésebb SSF-alkalmazasa azonban az ecetsavnak van.

Az ecetgyartas hajnalan a bort sekély talcakbamahagl levegn hagytak, amig az
meg nem savanyodott (Orleans-modszer). Ez ternszsstatn vezetett a levégszerepének
felismeréséhez, és egy olyan késziulék megalkotasahelyben a folyadék intenzivebben
erintkezhetett a levégel. Egy tartalyt valamilyen inert anyaggal (favs¢gnnel, forgaccsal)
toltenek meg, s ennek felszinén a fdlliladagolt bor lassacskan végigcsorgedezik. A
hordozon helyezkednek el az oxidaciot egaktériumok. Ezek a megalkotéjukrdl Frings-
generatonak nevezett készllékek sokfelékiidnek, s mai napig a vilag ecetsavgyartasanak
mintegy harmadat allitjak €(10. 3. abra).
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10. 3. abra: A Frings generator felépitése
Tovabbfejlesztett valtozataiban a (jellefen gyenge midsedi) bort lesterilezik, és "jé ecet"-
tel leoltjak. A kémhatas igy eleve savas lesz, ambakterialis fefizések ellen nyujt

természetes védelmet. A levztetést mechanikus vagy elektronikus fujtatokkaletemég
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intenzivebbé tenni. Meg kell azonban jegyezni, hogyaz ecetsav mennyiségének tobbségét

is sullyesztett fermentaciéval allitjakoglFringsacetator 10. 4. abra).
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a: levegoztetd

b: habzasgatlé

c: hiité

d: alkohol szint méré

10. 4. abra: A Frings acetator felépitése

10.2.3 Komposztalas
A kézismert komposztalas lényegében SSF-nak teddifithzzal a kilonbséggel, hogy

a termék maga az atalakitott tdpanyag. A kompasz#italaban szabalyozatlan médon megy
végbe, az egyre inkabb elterfedbiogazdalkodas” soran azonban kontrollalt foly&ida
alakult, ahol a tmérsékletet, a nedvességtartalmat és a szubsztsagmmnitrogén aranyat is
miszeresen kovetik. A nedvességtartalom 55-70 % kpzohitrogéntartalom jellenéen 2

%, mig a C/N arany 17:1 koruli érték, bar a paramedt edsen szubsztratum flgek.

10.2.4 Szekunder metabolit termelés
Szinte minden szekunder metabolitot (k6ztik szaambbiotikumot) eb lehet allitani

SSF technoldgia révén is, de egyik sem versenyka&pédyesztett fermentacios eljarassal. A
Bacillus subtilisbaktérium bizonyos torzsei altal termelt, surfaatievi fellletaktiv anyag
(10. 5. 4bra) esetében igéretes probalkozasokntikéaz SSF Iéptékndvelésére, melynek

révén a draga tapfolyadék kivalthato lenne.
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10. 5. &bra: A surfactin szerkezeti képlete

A Claviceps gombafajok (pl.C. purpurea &ltal termelt un. ergot-alkaloidok esetében
szignifikhnsan magasabb specifikus termelési ékatkértek el SSF technoldgiaval, mint
sullyesztett eljarassal, melynek egyik oka a kématzasgatlok hasznalatanak elmaradasa.

Mint szinte minden mas esetben, itt is a léptéktgsvéllitia az alapvétnehézséget az SSF
technoldgia ipari |éptékelterjedése elé.
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11 Novényi sejt fermenticidok

11.1 BEVEZETES
Noha a biotechnoldgiai ipar maig talnyomorészt wiélis (fungalis, bakterialis)

agenseket alkalmaz piacképes termékékliéasara, az un. magasabb rerdikariota sejtek
(nbvények, allatok) egyre gyakrabban valnak fejleszk és rajuk épdilgyartasi folyamatok
fészerepbivé. Az allati (emds, rovar) sejtek biotechnoldgiajat jegyzetink uidisjezetében
targyaljuk.

Fontos megjegyezni, hogy ez a témakdr nem azonosaggazdasagi biotechnolbégiaval, ami
a termesztett novények terméshozamanak ééségenek fokozasat, a termelésben és/vagy a
forgalmazas soran hasznos U tulajdonsagok kidsé&itfoglalja magaba. Oda tartoznak a
keresztezések tobb ezer éves technikai, a névedyetienyesztés (melynek révén rovid id
alatt nagyszamu azonos egyedet lehet létrehozni. -digznbvénytermesztés), és az un.
genetikailag maédositott (GM) novények kialakitasa melynek tipikus célja a névény
életképessegének fokozasa (pl. kaikéel, kornyezeti hatasokkal szemben). A névényi sej
fermentaciok ezzel szemben az ipari biotechnoldgg@ltalanosabb céljat kdvetve olyan
természetes eredevegylletek, vagy bioldgiailag aktiv, 8korban gydgyaszati szempontbdl
fontos anyagok gyartasara szolgélnak, melyeket ptddormok révén nem, vagy csak
dragabban lehet @&llitani (11. 1. tablazat). Noha a Foldorbfetduld névéenyek becsilt
fajszama kisebb, mint allatoké vagy a mikroorganigoké, a jelenleg ismert mintegy
150.000 természetes erdtszekunder metabolit (SM) tobbsége (~ 80 %) novérgdeti. A
legjelentsebb két SM-csoport, a terpenoidok és a karotekdiitmtechnoldgidjat kdnyviink

7. fejezetében kulon targyaljuk.
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Termel6 novény Termelt alapanyag Felhasznalas

Papaver somniferum codein, morfin fajdalomcsillapito
Chinchona sp. kinin maldria-ellenes szer
Chinchona sp. scopolamin muszkarin-receptor gatlé

(anti-kolinerg)

Atropa belladonna

Datura stramonium athropin muszkarin-receptor gatlé

Mandragora officinarum (anti-kolinerg)

Digitalis sp. diosgenin, digoxin kardio-aktival6 szer
Catharanthus roseus vincristin, vinblastin rakellenes szer (mitdzis-
gatld)
Taxus brevifolia paclitaxel (taxol) rakellenes szer (mitdzis-
gatlo)
Camptotheca acuminata camptothecin rékellenes szer

(topoizomerdz-1 gitld)

Chrysanthemum cinerariifolium pyrethrin peszticid (rovarellenes szer)

11. 1. tdbl4zat: névényi szekunder metabolitok

11.2 NOVENYISEJT TENYESZETEK FERMENTACIOS TECHNOLOGIAJA
Barmilyen novényisejt tenyészetet kivanunk termrelémsznalni, az alapvekérdést

mindig fel kell tenni: elvileg olcsdbb lesz-e ajaeds a hagyomanyosnal, azaz a teljes névény
termofoldi eléallithsanal és a hasznos, bioldgiailag aktiv vesfpll biomasszabdl tortén
kivonasanal? Ha a valasz igen, meg kell probalnéninagasabb termelékenységet (g termék
x liter fermentlé" x ids™) elérni, melynek elslépése az alkalmas névényfaj kivalasztasa.

A ndvény és a béle készitett sejtszuszpenzid termelékenysége kdépétzor nincs
egyenes aranyossag, ezert a teszt-vizsgalatokisllasz tenyészetek (differencialatlan
noveényi sejttbmeg) szintjén érdemes elvégezni.\Alkisztas masik maddja lehet a szelekcio,
melynek soran kilonbéznévények sejttenyészeteit olyan Killrilmények kdzé helyezik,
melyek a magas termelékeny8éipusoknak kedveznek.

Amennyiben a vad tipusu névény nem termel elegetapanyagot, leh&ség nyilik
molekularis biologia modszerekkel ndvelni a kihadatA névényi sejt transzformacidjanak

taldn legismertebb eljardsa Agrobacterium tumefacier(8j nevén:Rhizobium radiobacter)
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neuvi talajlako, novényi korokozo baktériummal todégénbevitel. Ez a baktérium fizikai
sérllések helyén behatol a névényekbe, és egyadigeplazmid (tumor-inducing plasmid,
pTi) révén DNS-fragmentet juttat a genomba, megeposztodas felporgetése révén tumort
alakit ki a névényben (gyokérgolyva). AmennyibepTa plazmidon a tumort kivaltd DNS-
szakaszt az expresszaltatni kivant Iokuszra/gdietea génekre cserélik, nagy hatékonysagu,
természetes genetikai transzformacios rendszemrkapll. 1. nem-interaktiv animacié —
http://www.youtube.com/watch?v=L7gnY_GqytM&NR=1&teae=endscregn Sajnos az

,,,,,,

mukodik. Egy masik transzformacios eljaras (az kizvetlen génbevitel soran apro arany
vagy wolfram partikulumokat a bejuttatni kivant D8l vonnak be, és vakuum alatt szo
szerint belelovik a sejtbe anélkil, hogy a sejtedtgplasztalni (azaz sejtfal-mentesiteni)

kellene (11. 2. nem-interaktiv animacidhp://www.youtube.com/watch?v=E9|TVCnkHi4

A noveényi géntechnoldgia révéen ma mar bioszintatiktvonalak egyes részei is atviklet
egy-egy megfelél platform-névénybe, és a terméket abban tudjuk edami (pl. indol
alkaloidok — triptamin, ajmalicin, szerpentin -6&litdsa). Noha ezek alapjan joggal mertlhet
fel a rekombinans fehérjek (pl. gydgyaszati célditestek) novenyi sejtekkel tortén
termeltetése az éllati sejtes technoldgia alteramtként, ennek komoly akadalya van: a
legtbbb ndvényi sejtvonalnak nincs GRAS (GenerBigognized as Safe) statusza a terapias
célu fehérjék d@allitasara, ami nagyon jeldist tdbbletkiadast jelent a technolégia kialakitasa
soran. Etbl fuggetlentl laboratoriumi léptékben szamos Aall@tuman) fehérjét tudnak
noveényi sejtekkel termeltetni (pl. inzulin), ésais van bizonyitékunk, hogy a ndévények
protein-glikozilacios potencidlja altalaban megféleninésédi és sebesség(lasd Rovar-és
emibssejt fermentacidk c. fejezet).

A novényisejt tenyészet kialakitasanalodépésekeént levagunk egy darabot a néveny
valamely részéll, vatosan lesterilezzik a felszinét, és szilamtalajon névesztjik, amig
un. kallusz nem & ki bebble. A kalluszt levagjuk és ndvekedési hormonokatatmazo
szilard taptalajra tesszik at. A névekedési hormkdhy@n esetben szabalyozatlanul hatnak
minden sejtre, és korlatlan névekedést valtanakAkikalluszt kisebb részekre vagva és
tapfolyadékba (pl. razatott lombik) helyezve folypsan néveky sejt-szuszpenziot kapunk.
A novényi sejtek totipotencigja (teljes ériGlkege) miatt barmelyik novényi szebtib
kiindulhatunk, genetikailag ugyanazon sejteket URpA kallusz képes teljes névénnyé (akar
tobb szaz példannyad) is differencialddni (regerdehdl) — ez az ipari mikroszaporitas alapja.

A taptalaj optimalizalasa novenyi sejtek esetébemgikalt, mivel tdbb generacios

idonek is el kell telni a fenotipus megjelenéséig.aftalaj 6sszetettebb, mint a mikrobidlis
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tenyészetek esetében; szén-, nitrogén-és foszéor- Kalium és kalcium forrason tul mindig
tartalmaznia kell névényi névekedési hormonokakif@ak, citokininek — lasd lentebb) is. A
natrium és a klorid ion nem esszencidlis, de sptataj-receptben é&fordul. A nitrogénforras
jellemzéen nitrat, de ammoénium + nitrat vegyes nitrogérderris ebfordul a
szakirodalomban. A jol ismert kémhatas-effektusaknfionia asszimilacio csokkenéssel,
nitrat asszimilacié pH emelkedéssel jar) a novéalyienyészetekben is megfigyelbiet A
taptalaj puffer kapacitaséat foszfat ionok bizt@kitjA mikroelemek miésége €s mennyisége
hasonlo egy mikrobialis fermentaciéhoz, de a segkédést fokozé jodid iont szinte minden
receptura tartalmazza. A vasat komplexben (pl. EB®A adjadk. Noha a névények
természetes kozegikben minden, novekedéshez segkseéigamint képesek maguk
eléallitani, szamos irodalmi adat talalhaté a tianpinidoxin, nikotinsav, félsav, pantoténsav,
biotin, mio-inozitol, stb. szikségesséfjéegyik vagy masik ndvényi sejtvonal esetén; mas
sejtvonalak esetében azonban edlekincs emlités, igy elmondhatd, hogy a vitaminigén
nem altaldnos. A leggyakoribb szénforras a szaeh@€B % mennyiségben). Sok ndvényi
sejtvonal a szachar6zt gyorsan felveszi, majd rsetellil keménytivé alakitja, és akar
napokig élni tud ezen a tartalék tapanyagon. Masemg sejtek azonban extracellularisan
hidrolizaljak a szacharozt, ésébb a glukozt, majd a fruktozt hasznositjak. Mindedle
flggetlentl a legtobb ismert noévényi sejtvonaldiesen definialt tiptalajpban is lehet
tenyészteni.

A novényisejt fermentaciok kritikus komponensei@vekedési hormonok. Az auxin
csalad legismertebb tagjai az indol-ecetsav éada-vajsav, de hatranyuk, hogy stabilitasuk
gyenge; a fermentacié soran rdadagolasos techmikdttatjak a tapkdzegbe. A kiindulasi
taptalajba inkdbb a naftalin-ecetsav és a 2,4 diklenoxiecetsavat tesznek. A jellefrauxin
koncentracié 1 ppm (1 mg/L). A citokinin-csaladikrgertebb tagjai a teatin, a kinetin és a 6-
benzilamino purin. A sejttenyészet ndvekedéséngksslakaszaban esszencialisak, 1450
koncentracidban.

A legtdbb névényi alapanyag SM-jelie@s intracellularis. Keletkezésik kinetikajara
ugyanaz érvényes, mint a mikrobialis tenyészetefiréermentacio ets részében, a gyors
novekedés fazisdban (trofofazis) minimélis a tekégldés, mig a masodik szakaszban
(idiofazis) a névekedés leallasaval parhuzamosardbkaz alapanyag (termék) szintézise. A
két szakaszhoz altalaban kulonbdaptalajok tartoznak. A ndvényi sejtek fermentgcio
hasonl6an mas @Enyekéhez — batch, fed-batch és folytonos jéllletpet, de altaldban csak
az el$ keti6t alkalmazzak technoldgiai 1éptékben. A rdadagdafed-batch) tenyészet

komoly ebnye, hogy esetében a fenn emlitett kétféle taptedaptti valtas Iépésenként
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torténhet. A novényi sejt fermentacio a mikrobidiz képest lassu (2-6 hét), emiatt az
inokulum mérete nagy (10-20 %), a Iéptékndvelésgedk 1épésl all, mivel az egymas
utdn kovetke& reaktorok térfogata kozott 5-10 szeres kulonbség esupan. A névényi
sejtek specifikus 1égzési aktivitasa irodalmi adaatapjan 0.2 — 3.6 mmol ra* g*, ami
nagyjabol megegyezik a pékélegsmlevago ertékével, de nagysagrendekkel alacsongabb
aerob baktériumokénal. Emiatt tobb liter térfogeiipatott lombikokat is sikerrel hasznalnak
névényi sejt tenyésztésre, mivel oxigén limitagalcelvétve 1ép fel.

A novényi sejtek generacios ideje 1-3 nap kozé, esdximalis specifikus ndvekedési
ratajuk <0.05 H, fenntartasi (maintenance) ratajuk ~ 0.0075 A lasst ndvekedés miatt a
tenyészetek fokozottan érzékenyek a mikrobidligstésre. A ndvekedési gorbe hasonlé a
mikroorganizmusokéhoz, vagyis lag-, novekedési- séacioner fazisokra oszthatd. A
reaktorban a tenyészetek sokszor sejtaggregatuorokajadban vannak jelen (ez analog a
fungalis pelletekkel), melyek akar a cm-es mértttaanyt is elérhetik, & idonként még
differencialédhatnak is. A lassi ndvekedés ellerséraaximalis sejtgiiség dsszevethita
mikrobialis tenyészetekben méréetl: 10-20 g szaraz sejttdmeg / liter fermentléatagos,
de joval 100 g/L folotti érteket is elértek martényésztési meérséklet viszonylag alacsony
(~ 25 °C), az optimum-tartomany pedig kifejezetsaitk — tébb ndvényi sejtvonal T = 30 °C
folott elpusztul. A kiindulasi (sterilezésoi) kémhatas jellemien enyhén savas (pH 5.5 -
5.8), ami a sejtndvekedés soran, egy kezdeti pHkkes@s utan (kb. pH 4.5 — 4.7-ig)
semleges iranyaba mozdul el.

A novényi sejtek ndvekedési képessége dnmagabanfirggma fény jelenlétét, de
fényben illetve s6tétben mas-méas anyagcsere ut&kanek bennik, ami a termékképzst
is befolyasolhatja. Kutatasi célbdl (fotoszintékislétrehoztak fotoautotréf ndvényi
sejtvonalakat is, de technoldgiai Iéptékben a #Emyenletes biztositasa koltséges, rdadasul az
allando, intenziv fény pigment ké&jeshez, és ezzel parhuzamosan az SM bioszintézis
lealldsahoz vezethet. A ndvényi sejtvonalak egygkeknetlen jellemée, hogy viszonylag
hamar elvesztik a mesterségesen kialakitotbnygls tulajdonsagaikat (instabilitas);
fenntartasuk — mely jellenden fagyasztassal torténik — ezért kritikus elenechnolégianak.
Az életképességet altalaban fluoreszcens festés¢ikenfluorescein diacetat, trifenil-
tetrazolium klorid, Evan’s blue, stb.) alapulé nukekdpiaval ellebrzik — ezek a festések az
€él6 és a holt sejt membranjanak transzport-tulajdcaidéirti kilonbségeken alapulnak.

A novényi biotechnoldgidban elterjedten hasznafalbgzitett sejtes eljarast; ennek
alapveb oka a mar emlitett viszonylag alacsony oxigénig&mamos matrix-tipusrél vannak

kedved visszajelzések; leggyakoribb a kalcium-alginéa @®liészter alapu matrix.
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Mivel a legtobb novényisejt fermentacidos termékegem bellil marad, a termelési
gyakorlatban az egyik legfontosabb szempont a éz&kr vagyis a létrejott alapanyag
exportjanak disegitése a sejib a tapfolyadékba. A leggyakoribb mdodszer a sejtek
fermentacio végen tortérpermeabilizalasa szerves oldészerekkel (pl. dirsetilfoxid) vagy
detergensekkel. Ujabban sokszor egy tapfolyadéhtél fazist (szilard hordozot vagy nem-
elegyed folyadékot) adnak a tenyészethez, amelyek a ledtetk alapanyagot mintegy
kivonjak a fermentlétl. Ez az eljaras sokszor a sejtek termelékenységaegnoveli, mivel
igy lecsokken a bioszintézis végtermékemegitu koncentracioja, ami noveli a bioszintetikus
enzimek aktivitasat.

Szamos novényi SM élettani szerepét tekintve a \g&jeke# mechanizmusainak
részeét képezi. Bakteridlis, fungalis vagy rovartdwdik ellen a ndvény specialis vegyuletek
szintézisével védekezik; ezek a vegylletek az sgges ndvenyi szovetben nincsenek jelen.
A hatas kivaltasahoz nem sziikséges a ténylegekdap csak tenyészetének sejtmentes
fellluszdja, illetve bizonyos benne tevegylletek. Ezt a jelenséget hivjakcitalasnak; a
sejt altal termelt hatbanyag mennyisége akar assgpéasara is novelhietiz eljarassal.

Az elicitor hatas abiotikus is lehet, pl. UV-sugi@saagy nehézfémek (pl. réz, higany).
A biotikus elicitor a patogén sejtfalanak szamogwigete (pl. kitin, kitozan, peptidoglikan,
arachidonsav), a patogén altal kivalasztott extiaéeis enzimek (pl. cellulaz, ribonukleaz,
pektinaz), antibiotikumok, cukor-alkoholok. A melgfé elicitor kivalasztasa nem egysier
mivel a ndvényisejt tenyészetek legfeljebb nemzefgénus) szinten mutatnak hasonldésagot
ezen a terileten, csalad szinten mar nem. Az @liat tenyészet k8sndvekedési fazisaban
szoktak adagolni, mivel ebben a szakaszban adsglelb a névények SM-terndgbotencialja,
hasonléan a mikrobiélis SM termelés kinetikajahoz.

A novényisejt tenyésztésre hasznalt fermentor-thk®zul régebben az air-lift volt a
leginkabb elterjedt, mivel a ndévényi sejtek nyirtd#iréset jocskan alulbecstlték. Ennek oka
a novényi sejtek mikroorganizmusokhoz képest naggete és jeletis (akar a sejttérfogat 95
%-at kitewy) vakuolum tartalma volt (11. 1. abra).
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Mikrotubulusok Plasztid Mitokondrium

Kloroplasztisz -
Vezikulum
Golgi apparatus
. o Centralis vakuélum
Sima felszinii
endoplazmatikus
retikulum
~Plazmodezma
Durva felszinii I
endoplazmatikus ~ Sejtfal
retikulum
Sejtmembran
Nukleolusz

. Nuklaris p()rug.
Sejtmag Kromatin

Sejtmag hartya --

Riboszéma
11. 1. abra: A névenyi altalanos felépitése

A vakudlum nagyrészt vizet tartalmaz, igy a noveeyi beltartalom atlagos viszkozitdsa
relative alacsony, ami elméletben alatamasztotigime6-érzékenyseget. Vannak azonban
olyan novényi sejtek, melyeknek a sejtfala &ei ellenallonak bizonyult a mechanikus
kevertetés altal okozott nyirdeelviseléséhez. A fermentor illetve a bioreakt@usiat, az
adott sejttenyészetnek a kevereési nyifkleel szembeni érzékenység alapjan valaszthatjuk ki,
mind a laboratoriumi szifitfermentacié, mind pedig a Iéptékndvelés esetébelszamos
novényisejt technoldgia kevert tankreaktorokat hakzkihasznalva annak mindersmyét
(magas oxigén transzfer, tdpkdzeg homogenitasadatd niiszaki és analitikai eljarasok,
relative egyszéibb |éptéknovelés, stb.). Igéretes tenyésztési t@6him az egyszer
hasznalatos bioreaktor is, amit az é&sskjt kultirakra is hasznal a gyoégyszeripar. Ezek a
reaktorok nem Uvedl vagy aceéldl, hanem ndanyagbol készilnek, és nem tartaly, hanem
zsdk alakuak; a zsakot egy billegethetsztalra helyezik, megoldva ezzel a tenyészet
levediztetését (lasd pl. http://www.pharmaceutical-

technology.com/contractors/purification/ge-healteége-healthcarel.htinl

A szerdk kdszonikDr. L4szl6 Miklos (S-Biotech Kft., Budapest) hasznos tanécsait

és észrevételeit.
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12 Rovar- és emldssejt fermentaciok

12.1 BEVEZETES
Az ipari biotechnolégiai folyamatok soran hagyomdsan mikroorganizmusokat

(baktériumokat illetve élesit és fonalas gombéakat) alkalmaznak valamely piaekdéprmék
elééllitasara; a bioiparon belul jelésttulsulyban vannak a mikrobialis technologiak.gfek
azonban egyredaz olyan biotechnoldgiai eljardsok szama és jésgge, melyek ,magasabb
rendi” (allati, nbvényi) eukariota sejteket hasznalnaR. (1. abra).

Mitokondrium

Durva felszinii

Mikrofilamentumok
] ; endoplazmatikus
Lizoszéma .
WS retikulum
Peroxiszoma , . NG5y

Centriolum .- Sejtmag
Nuklearis porus
"~ = Plazmamembran

Nukleolusz

ik
Mikrotubulus Sejtmag hartya

Golgi apparatus
Kromatin

Csillok Durva felszinii
L endoplazmatikus
Sima felszinii v retikulum
endopla tik
. p azmatrius Riboszoma
retikulum

12. 1. dbra: Az allati sejt altalanos felépitése

Az embs- és rovarsejt tenyészetek esetében a terméle sandtrélag heteroldg rekombinans
protein, vagyis a termél sejt normal anyagcseréjéhez nem tartozd, szedtezelgy
kifejezodésének szabalyozasat tekintve molekuléris bioldgialszerekkel modositott fehérje
(pl. monoklondlis antitestek, citokinek, rakellerfekérjek, hormonok, stb.). A ndvényi sejt
fermentaciok alapjait és az igy létrehozott termkékgegyzetiink éiz6 (11.) fejezetében
tekintettik at.
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Egy baktérium tenyészet sokkal kdnnyebben, gyomalds olcsébban hozhato Iétre
és tarthaté fenn sterilen, mint egy allati sejtyteszet. A prokaridték élettana, biokémiaja és
genetikaja egyszébb és jobban ismert; robosztusak, vagyis kevéstékények a kdrnyezet
valtozasaira (ideértve a technoldgia okozta strbssasokat is); jéval gyorsabban, magasabb
sejtdiriiséget elérve dnek. Mi indokolja akkor az allati sejtek biotechogiai alkalmazasat
heteroldg fehérjék, hormonokésdllitdsara? A részletekbe ntemalasz sokrét de alapvet
ok ket6 van: (1) a baktériumok és a gombék szilard sejtia¢gneheziti (megdragitja) a nem-
szekretalt, vagyis a fermentlébe ki nem valastébieriek kinyerését; (2) a baktériumok, még
ha ki is tudjak fejezni a heteroldg proteineket dédyéneket, nem képesek poszt-transzlacios
modositasokat végezni a kész fehérjéken, melydhlisiaa, oldékonysaga éslég biologiai
aktivitdsa igy messze elmaradhat az optimalistéljaltba eltgq immunogenicitast is
eredményezhet. Az éleSgbmbak ugyan képesek poszt-transzlacidos modosia@soé ezek
minéségileg sok szempontbdl eltérnek az &srdejtekétl (lasd lentebb); edt figgetlendl a
Saccharomyces cerevisiaggy Pichia pastorisfajokkal igéretes és szerteagazd kutatasok
folynak az emis ereddt fehérjék teljes értdk Iétrehozasara és termelésére (,humanizalt

eleszd”).

12.2 EMLOSSEJT TENYESZETEK BIOLOGIAJA
Azt, hogy egy allat bizonyos szerveit a szervezéfeill is ,életben” lehet tartani, az

angol Ringer demonstraltaéekor, a szOvettenyésztés alapjait pedig a német Rakia le,
mindketten a XIX. szazadban. Az disdejtek tenyésztésének alagvétchnikai azonban
csak a Il. vilaghaborua utan, a virusos betegseétieki @#akcinak fejlesztése kapcsan alakultak
ki. Az el tenyésztett eniksejtek az afrikai szlirkemajor@iflorocebus sp veseéjének sejtjei
voltak 1949-ben, melyeket a gyermekbénulast (pofeitis) okozd poliovirus tenyésztésére
hasznaltak (Enders, Robbins, Weller — Orvosi Naligl1954). A felfedezést hamarosan a
mumpsz, a feketehid| a kanyard és egyéb virusok elleni vakcinak letgtése kovette,
mas-mas allatfajok sejtjeit hasznalva fel gazdanak.mai értelemben vett eddsejt
biotechnolégia sziletése 1975-re, azéelsibrid sejtek (hibridomak) megalkotasanak
idopontjara tehét Ezek a sejtkonstrukciok egyesitik az emberi myelqrakos csontvé)
sejtek idben végtelenitett és gyors névekedési potenciéfabz egér immunrendszer B-
limfocita sejtjeinek specifikus antitest termelképességét (Milstein, Kohler, Jerne — Orvosi

Nobel-dij, 1984;http://www.1lec.com/Immunology/Monoclonal%20Antibed/index.html-

12. 1. nem-interaktiv animéacié és 12. 2. 4bra).
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i;f%!'_ s .
< ¥ Fehérje

4/
/>
bﬂétel egér lépbdl

Egér

i:#/ Antitesteket termel6

A B-sejtek

:‘é‘-\\.‘\‘.u'

“‘/f—ﬁL /’ Hibridéoma
'1 ),
X Antitesteket termelo

Fehérje specifikus antitestet hibridoma klénok
termeld hibridémak /
kiszelektalasa —

Tumorsejtkultura

Fehérje specifikus
A/A’ /, monoklonalis

antitestek
12. 2. abra: Hibridéma sejtek kialakitasa

Mivel azonban az igy nyert egér-antitest az emblerészben eltér szerkezete miatt
immunvalaszt valtott ki a terapia soran, a gyakodikalmazashoz ,humanizalni” kellett a
fehérjét. Az el§, részlegesen sikeres modszer az un. kiméra-dakitesltak; ezekben az
antitestet kédolé gén egér illetve ember ergd@NS-fragmentumokbdl épllt fel, vagyis a
kulénbség a human antitesthez képest kisebb. Astaij humanizalt monoklonalis antitestek
kifejlesztése a ,phage display”’ technika révéen uélietségessé az 1990-es évek elején

(http://www.sciencelauncher.com/phagedisplay.html2. 2. nem-interaktiv animacio). A

monoklonalis (ugyanazon immunséjtb szarmazo, ezért mono-specifikus) antitestek

eléallitdsa az endksejt biotechnoldgia maig legfontosabb terilete {124ablazat).
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Fébb

kategérigk Név Alkalmazas Mechanizmus/Célpont Tipus
rheumatoid
arthritis
infliximab Crohn betegség || TNF-a inhibicié kiméra
fekélyes kolitisz
rheumatoid
arthritis
adalimumab Crohn betegség  [TNF-a inhibicié humdn
fekélyes kolitisz
Gyulladas-
csokkent6 akut rejekcid vese
basiliximab tra/nszplantacm IL.-2 inhibicié (aktivalt T- iméra
utdn sejtek)
akut rejekcio vese
daclizumab tra/nszplantacm IL.-2 inhibicié (aktivalt T- humanizalt
utdn sejtek)
omalizumab allergias asztma |fhuman }m/munoglobuhn E humanizdlt
(IgE) gdtlds
akut myeloid myeloid sejtfelszini
gemtuzumab leukémia antigén CD33 (leukémia |humanizalt
sejtek)
alemtuzumab B sejtes leukémia (;DSZ §I}t1gen (T- és B- humanizalt
limfocitdk)
o n.em-/Hodgkm foszfoprotein CD20 (B .
rituximab limféma . . kiméra
limfocita)
mellrdk
trastuzumab (HERZ/neu ., HER2/neu (erbB2) humanizalt
overexpresszid) |[receptor
Rakellenes
pikkelyes
nimotuzumab sejtkarcinéma, g opp Sohibitor humanizal
Gliéma
pikkelyes
sejtkarcinéma
cetuximab kolorektalis EGFR inhibitor kiméra
karcinéma
Anti-angiogén rak
bevacizumab terdpia VEGF inhibicié humanizalt
RSV infekcié
palivizumab (gyerek) (F) protein gatlds humanizalt
Egyéb K -
orondria .
abciximab angioplasztika trombocita GplIb/lITa kiméra

receptor gatlds

12. 1. tablazat: A legfontosabb termelt antitestek
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A hibriddma sejtek mellett szamos éssejt vonalat — azaz klonozott, a $zidejttel

megegyeé sejtpopulaciot — is platformként hasznalnak (12aBlazat).

Sejtvonal Forras

BHK21 Sziriai aranyhorcsog vese fibroblaszt
CHO Kinai tdrpehdresdg ovdrium
GH3 Patkdny hipofizis tumor
HEK?293 Humén embriondlis vese
HeLa Humadn cervix karcinéma
HepZ Patkany mdjsejtek

J558L Egér myeloma

MDCK Cocker spaniel (kutya) vese
NSO Myeloma

Vero Majom vesesejtek

WI-38 Humadn foetdlis tiidosejtek

12. 2. tablazat: A legfontosabb disdejt-vonalak

Rekombinans fehérjék termelésére jelenleg a leggphlan a kinai hércsogCficetulus
griseug petefészek sejtjeit alkalmazzak; gyenge felszntepadasi képessége miatt jOl
noveszthet sullyesztett korilmények kozott.

A monoklonalis antitestek — hasonldan a legtobtesd{ivilre kivalasztott (szekretélt)
proteinhez — glikoproteinek, vagyis olyan fehérjgielyekhez a transzlaciét kosen egy jol
definialt cukorcsoport kapcsolddik. A jelenség nel&ozilacio. A glikozilacio nem kovet
olyan, templéat altal egyértelran meghatérozott menetet, mint a DNS, az RNS vdghexje
szintézis, emiatt ugyanahhoz a polipeptid lanchanmyiségileg-mitiségileg kulonbdd
cukorszarmazékok kapcsolodhatnak (glikoform felkgrjé

A glikozilaciénak két tipusa van: a gyakoribb Nt{agén), és a ritkabb O-(oxigén).
Az elobbi esetben az N-acetil-glik6zamint, manndzt égdltitartalmazo oligoszacharid a
fehérje egyik aszparaginjdnak aminoHN) csoportjdhoz kédik a sejt endoplazmatikus
retikulumanak felszinén. Innen a molekula a Gopgparatusba keril, ahol a cukorkomponens
tovabbi valtozasokon mehet keresztil. Az O-glikdbaid soran az oligoszacharidok a fehérje

egyik szerinjének vagy treoninjanak hidroxilH© csoportjahoz kédnek. Az oligoszacharid
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pontos szerkezete alap&et glikoproteinek aktivitdsa szempontjabol, és abisaszerepet
jatszik, hogy a fehérje eljusson a szervezeten bediziikséges helyre. Glikoproteineket ezért
emisssejt tenyészet réevén termelnek — a baktériumokassmnilkséges enzimekkel, sem a sejt-
szervekkel nem rendelkeznek, a gombak poszt-traciesl modositasai pedig sokszor nem a
szlikseéges glikozilacios mintazatot eredményezikeM-glikoprotein jellety embs fehérjék
(pl. inzulin, hemoglobin, human nodvekedési hormazpnban olcsébban termeltetiet
bakterialis rendszerekkel.

A monoklonalis antitestek tobbségét onkologiaieggll illetve fertbz6 betegségek
gyogyitasara hasznaljak. A rakos/éexitt sejtekre specifikus antitestek célzott immuaszt
indukalnak. Megfelél médositast kovéen alkalmassa tehidt tovabba citotoxikus anyagok
(pl. ricin, abrin) megkotésére és szdllitaséra, yaleligy — a monoklonalis antitest
specificitdsat kihasznalva — a beteglfedit sejtet szelektiven, a koérnyesejtek/szévetek
karositasa nélkul pusztitjiak el. Transzplantaci@kals a szervezet immunrendszerének
szelektiv blokkolasara is alkalmasak. A molekulab®ldgiai mddszereket alkalmazo
diagnosztikai laboratériumokban rutinsizen hasznalnak monoklondlis antitesteket definialt
anyagok (elssorban fehérjék) jelenlétének kimutatasara szietefiieges matrixbol (pl. a
Western blot technika egy membran fellletére r@gzitehérje-halmazbdl, az immun-
fluoreszcens technikak pedig fixalt szovéthagy akar & sejtkdl is). A puszta detektalason
tul preparativ célokra (pl. enzimek tisztitdsa inmouaffinitds kromatografia réven) is

alkalmazzaloket.

12.3 ROVARSEJT TENYESZETEK BIOLOGIAJA
Szamos novényi és allati virus rovarok (szunyodgdryek, stb.) kdzvetitésével fért

(pl. a kulonboa virusos encephalitis-ek). Masbela Baculovirusviruscsalad tagjai kizarélag
gerinctelenekbengfeg jol meghatarozott rovarfajokban tudnak szapeiody potencialisan
felhasznalhatok a mégazdasag rovar-kartéwmek szelektiv pusztitasara (biopeszticidek). A
rovarsejt-virus koélcsonhatasok kutatasa tehat asmegésen tul gazdasagi jeléstggel is
bir.

A Baculovirudk — természetesen még nem néven nevezve, degpbbesithatdban —
mar a XVI. szazadban ismertek voltak, mint a selyemyo Bombyx moli betegségének
kivaltoi. A XX. szadzad kozepét alkalmaztakoéket nbévényvedelmi célokra, 1983-ban pedig

engedélyezték az élsBaculovirus expresszios vektor-rendszer (angol roviditése: BEV
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forgalmazasat, megfeterovarsejt vonalakkal egyitt. Ma mar tébb mint 360arsejt vonal
létezik (pl. Sf-9, Sf-21), melyeket tébb mint 100lénb6z rovarfajbdl izolaltak.

Miért volt sziikség rovarsejt-alapu technoldgialefdsztésére? A rovarsejtek jobban
nonek folyékony tenyészetben az ésdejteknél, jobban toleraljak a magas sokoncewtraci
kevesebb mellekterméket hoznak létre és jeltamzkdnnyebb velik dolgozni molekularis
biolégiai, fermentacios technoldgiai és biztonséigtékai szempontbol egyarant. A BEVS
legfontosabb éhye azonban &8aculovirusrelative nagy méretében rejlik: a hagyomanyos
plazmidokhoz képest nagyobb (hosszabb) idegen Dddaszokat lehet beépiteni a virus
genomba rkodoképességének veszélyeztetése nélkil. A BEVS-teépidmlak azonban
hatranyai is Iéteznek: az N-glikozilacid képesskgétalt az embs sejtekhez képest (ennek
oka a rovarsejtek glikozil-transzferaz enzimakésdinak alacsony szintje). Az O-glikozilacio
és a foszforilezés az e#sl sejtekhez hasonléan megy végbe. A legjétaiitb gond azonban
a virus litikus jellege. Mivel a gazdasejt liziset@azok indukcidjaval jar egyutt, a termelt
rekombinans fehérje sokszor aldozatul esik a r¢garda)sejt sajat lebonté enzimeinek (lasd
lentebb).

A Baculovirusdupla szalq, cirkularis, kb. 150 kb mér&@NS-t tartalmazo virus. Két
formaja van: az un. okkluzids (becsomagolt) formgiolihedrin nefr fehérje veszi szorosan
kordl, megvédve a virust a kdrnyezet fény- éslaatésaitol. Ennek megfeten ez a forma
szabadon, tipikusan ndvények felliletén talalhaténaan a taplalkozé rovar tapcsatornajaba
kerdl. Ott a polihedrin fehérjeburok a tapcsatdimps kémhatasa kévetkeztében leoldodik, a
szabad virus endocitozissal bekerll a rovar segjenajd azok sejtmagjaba, ahol 6nalléan
osztodni kezd. A lizis soran a sejtékkiszabadul6 virust nevezzik bimb6z6 formanakkeze
Ujabb sejteket tamadnak meg, szisztémassa tévdéadsat. A ciklus utols6 szakaszaban a
sejtekldl felszabadul6 virusok egyre nagyobb aranyban pdlin burkot névesztenek maguk
kore; az okkluzids formak a rovar pusztulasat kéeet a szabadban is képesek a tulélésre a
kovetked fertozés kezdeteig.

A polihedrin fehérjét kdédolé gén prométere szikgéden nagyon €is, hiszen nagy
mennyiség fehérjét kell gyorsan létrehoznia, a virus gazjiasdellili osztdédasahoz azonban
nem szikséges. A BEVS-technologiak lényege, haguplibedrint kddolé gént mesterségesen
eltavolitjak (a promoterét azonban nem!), helyédigp a rekombinans gént illetve cDNS-t
illesztik. Mindez jol magyarazza a keletkezkombinans fehérje nagy abszolit mennyiségét,
de azt is, miért bomlik le ennek egy jel&ntésze a fermentacié soran, illetve miért lesz egy
masik része bioldgiailag inaktiv: a polihedrin pier az un. k&s promoterek kdzé tartozik,

csak a fekizési ciklus végen, a lizis kdzeledtével kapcsoligg,a rekombinans fehérje jo
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eséllyel szubsztratumava valik a lizalo séijttelszabaduld proteazoknak. Masrészt, a poszt-
transzlaciés modifikaciok valésdayényii kémiai reakcidk; a lizis gyakran megakadalyozza,
hogy a glikozilaciok megfeléen végbemenjenek.

12.4 ALLATISEJT TENYESZETEK FERMENTACIOS TECHNOLOGIAJA
Az embs- illetve rovarsejtekkel torténfermentaciok alapelvei nem kilénbdznek a

mikrobialis fermentacidktdl: ha noveszthiletfolyékony tenyészetben, akkor a fermentaciok
lehetnek szakaszos (batch), raadagolasos (fed)bé@scfolytonos jelleiek. Ez utébbi — a
mikrobialis tenyészetekhez hasonl6an — inkabb atéstfejlesztés hasznos eszkdze, mintsem
a termelésé, bar Iéteznek olyan gyogyszerek, metysdrfizioval termelnek. A bioreaktorok
mérete kisebb, mint a mikrobidlis technolégiakiéllémzsen 1-5 ), de a piaci igényekkel
parhuzamosan folyamatosan novekednek, és éssejtek esetén — mar 20 mérfogatra is
van példa az ipari gyakorlatban. Az inokulum tempésk térfogataranya tipikusan 20 %
kordl van (baktériumok esetében 1-5 %, gombakn®0 34 a jellemé érték), emiatt joval
tobb lépcében lehet csak a végsfermentacios térfogatig eljutni. Mivel a tenyésket
aerobok, a bioreaktort levéztetni és kevertetni kell. A sterilitas kérdéseretmnyészeteknél
joval gyakoribb és sulyosabb probléma a mikrobidiistechnol6gidkhoz képest, hiszen a
fert6zé6 mikroorganizmus sokkal gyorsabbai aw allati sejteknél (az allati sejtek generacios
ideje tipikusan 12-30 oOra kozott van), a tenyésizkiények pedig altalaban kedvek a
behatold baktériumoknak/gombaknak. Tovabbi spegidlisterilitashoz kothefprobléma az
emibssejt fermentéacio fokozott biologiai kockazata. émlsssejt tenyészetek fogékonyak az
emlds/human korokozokra, igy azok képesek az alkalmazoyésztési kortilmenyek kozott
életben maradva a termékbe bekertilni. A kritikudotil oxigén szint biztositasa azonban —
koszbnhaten az alacsonyabb specifikus oxigén felvételi @an kinetikai értelemben
konnyebb. Az allatisejt tenyésztésre hasznalt bkiorok Kla értékei is alacsonyabbak, mint
a mikrobialis fermentoroknal.

Az allatisejt tenyészetek kapcsan elterjedt hiadeleogy sejtfal hianyaban extrémen
érzékenyek a nyiroére, s emiatt a taptalaj kevertetése csak minimatenzitdssal mehet
végbe. A valésdgban, noha az allati sejtek mechasiilardsaga valdban kisebb a szabadon
€lé mikroorganizmusokénal, meégis viszonylag ol visela kevertetést. Bakterialis
tenyészeteknél a specifikus energia disszipacits E2) jellemzien 1-2 W/kg fermentlé.
Ennek az értéknek a tizedét < 0.25 W/kg) az endk- és rovarsejt tenyészetek is kdrosodas

nélkil elviselik, igy a régebbi szakirodalmakbawashatéer ~ 0.01 W/kg ajanlott érték

111



szlukségtelentl alacsonynak tekintheEz két dolgot jelent (1) a bioreaktor Kla értéKkeb
szorosre lehet novelni ahhoz képest, amigqaz 0.01 W/kg érték biztositani tud, (2) nincs
szikség allatisejt-specifikus, un. alacsony nygjiekevekre (noha a legtdbb Gizem ezeket —
pl. Marine-tarcsa, axial-flow kevér— hasznalja); nincs ra bizonyiték, hogy jobb kdtait

eredményeznének a hagyomanyos Rushton-tarcsand. @ra).

1 1. Marine-tipusi
. keverod
'\\ II , 2. Axial-flow
= é ~ kevero
| _,ﬂ_'i-}! ! ._k':» ‘1__/ dl .-—\._.. '
L ¥__J b 3. Rushton tircsa
':--T .-9"'?.:" ! A F‘t;_ - . ‘
1 \g\‘\ ;;:-’ \ \ % \ 2.»_ _-
— +.;rs:{?‘ é? - \T
|IlI -/-" 3. \_\ |

12. 3. abra: Kulonbdzfermentor keveik
Egy masik ok a viszonylag &eljes kevertetésre — ésorban nagyobb térfogatu reaktoroknal
— a homogenitas szikségessége. Ez a probléma égemesen ételjesebben kevertetett
mikrobialis tenyészeteknél is gyakortéferdul. A kémhatas és a&mérseéklet 3-4 tized pH-
egységet meghaladd egyenetlenségei akar jasleejtpusztulassal egyitt jard stressz hatast is
okozhatnak. Baktériumoknal ez a tartomany a faték&obbszorose.

A tenyészetek oxigénnel tori@rellatdsanak masik komponense a |é\edporékok
reaktorba juttatasa (levéztetés). A buborékok a reaktor aljan talalhat6 fiétasi ponttol
felfelé mozognak, és a taptalaj felszinén szétpatia A szétpattanas soran, lokalisan oriasi
disszipaciés energia szabadul fef ¢ 10*-10° W/kg!), amit a buborékok feliiletéhez tapadit
sejtek ritkan élnek tal. A buborékhoz tapadas wéez2ppen az &eljes kevertetés, részben a
sejtek adhézids adottsagai miatt) mikrobialis &egé ritkdn okoz problémat, eddsejteknél
azonban sajnos gyakorta. Megoldast olyan felllataktyagok adagolasa jelenthet, melyek
megnehezitik a sejtek és a buborékok kozotti fiiecsolat kialakulasat, tovabba a fellleti
feszlltség csokkentése révén ,puhdbba teszik” aneetlé felszinét, lecsokkentve a
levegibuborékok szétpattanasakor felszabadijl@rtékét. A gyenge levégtetés azonban

veszélyes is lehet, mivel az oldott €€¥int kritikusan magas értéket érhet el. Kulondaen
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termebi |éptéki fermentorokban allhat &l ilyen helyzet, ahol a tébb méter magas
folyadékoszlop nagy hidrosztatikai nyomasa miatgmiea CQ telitési koncentraciéja. Az
oxigénellatas, a COkiszellbztetése és a kémhatas szabalyozasa tehat haromassal
szoros kdlcsdnhatasban ¢étechnoldgiai kérdés; a kémhatast esetenként kddgn a CQ
oldott koncentracidja révén szabalyozzak.

Az allati sejtek mérete nagyobb az atlagos baktesaejtéél (1-3 um, szemben az
emlbissejtek 5-1Qum, és a rovarsejtek 10-20m atmeéjével). Vannak allati sejtek, melyek
csak akkor novekednek, haeé szilard felileten meg tudnak tapadni; ez lehbtoreaktor
fala, vagy a tapfolyadékba szuszpendalt pici (Uf0— 2 mm) golydk (un. mikro-carrier),
melyek 6sszességében hatalmas fellletet biztokitasejtek ndvekedéséhez. Léteznek tdmor
illetve porézus mikro-carrierek; az utobbiak fizikeédelmet jelentenek a golyok belsejében
novekw sejteknek, egyidéjeg viszont a gazcsere nehezebbé valik. A felszitdggadast egy
zselatinhoz hasonlé extracellularis fehérje okozemiatt atoltas étt a tenyészethez
proteolitikus hatasu enzimet (pl. tripszint) kellng ebsegitend a sejtek levalasat a szilard
fellletrol.

Az &llatisejt tenyészetek sdjtfisége a 10— 10 db / mL tartomanyba esik. A
kémhatas és a tenyésztésinterséklet sejtvonal-specifikus, de az ésskjtek tipikus értekei
ligosabbak (pH 7-8) mint a rovarsejteké (pH 6-6/6kémhatéast leggyakrabban J}aDs-al
szabalyozzak. Az erdsejtek tenyésztésivmérséklete értelemszen 37 °C koril van, a
rovarsejteké alacsonyabb (25-30 °C). Az &sméjt tenyészetek egyik jelledje, hogy
glikozbdl viszonylag nagy mennyisétgjsavat halmoznak fel a taptalajban, ezzel szamabe
rovarsejtek a glikolitikus aton inkabb piruvatoti@nak eb, mely a Krebs-ciklusba keril. Az
emibssejtek specifikus glikéz felvételi ratdja ezémajp specifikus oxigén felvételi rataja
viszont csak kevéssel magasabb a rovarsejtekénénaerob Gtvonal dominancidja miatt
egységnyi gliikozbol csak kevesebb energiat tudrtgkligani. Erdemes megemliteni, hogy a
virusfertzést kbveten a rovarsejtek oxigénigénye jelésen, akar a duplajargimet.

Az dllatisejt fermentaciok egyik kritikus kérdéskdaz apoptdzis vagy programozott
sejthaldl jelensége. Természetes kdzeglkben (vag§isetekbe rendédve) az allati sejtek a
leghosszabb iit a sejtciklus 'G1’ fazisaban toltik, melyet az aggsere (pl. fehérjeszintézis)
normal ntikodésével jellemezhetink; ez a szakasz analognkkthett a mikrobidlis
tenyészetek stacioner/idiofazisaval. Az 'S’ (DN®gzzis) illetve 'G2’ (poszt-szintetikus)
fazisok egyltt a novekvosztédd szakaszt, vagyis az exponencidlis fazatgnfik. A

fermentorban, onalléan @lallati sejtek ezen utdbbi szakaszhoz alkalmazkodsekszor
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olyan mértékig, hogy nem is tudnak tobbé vissza#gi@1 fazisba. Ha a sejtek kérnyezete a
reaktorban megvaltozik — a véltozasok sokszor matisak — akkor egy aktiv, genetikailag
kédolt, 6nmegsemmisitmechanizmus révén elpusztitjak magukat (apopténiskretéve
ezzel a fermentaciot. Az eidsejtek apoptozisanak molekularis mechanizmusaspbnylag
sokat tudunk, de ismereteink egyel még elégtelenek ahhoz, hogy a jelenséget teagiaol
léptékben kontrollalni tudjuk. A rovarsejtek apapg@ardl még alapkutatas szinten is keveset
tudunk; a kérdést bonyolitja, hogy a rovarsejtgicdusa kissé eltér az etidsejtekéil.

Az élo/holt sejtek aranyanak ismerete kulcskérdés atisdjafermentaciok soran. Az
eletképesseég meérésenek leginkabb elterjedt eszbam. aramlasi (flow-) citométer (lasd

http://probes.invitrogen.com/resources/educatioovials/4Intro Flow/player.html- 12. 3.

nem interaktiv animéacid). Az eljaras soran olyamoffeszcens festékkel kezelik a sejteket,
melyek intracellularisan kétinek, de az intakt sejtmembranon nem tudnak kengsrt. Ha

a sejt elpusztult, sejtmembranja immar aterestasteket, ami kddik és jelet ad. A késztlék
masodpercenként sok ezer sejtet tud elemezni, alas vdefi, statisztikusan is értékelldet
adatot szolgaltat a felhasznal6é szamara.

Az apoptdzis kivaltd oka leggyakrabban valamily@pkbmponens (pl. ndvekedési
tenyésztésének egyik kulcseleme a taptalaj. Szeraleakteridlis és gombatenyészetekkel,
melyek szabadon élnek a természetben, az allédksejedetileg egy védelmet és taplalékot
biztositd kozegben, szdvetekbe reridbe talalhatok. Nem megléphogy emiatt a kdrnyezet
valtozasaira sokkal érzékenyebbek, anyagcseréjikg peem képes arra, hogy egyseer
s6kbol és szerves anyagokbol felépitse biomassaajdlz allati sejt tenyészetek taptalaja
ezért bonyolult: egy jol definialt recept altalabéitkos (védett) és az adott sejtvonalra
specifikus. Szamos cég kifejezetten allati sejtai@pok fejlesztésére és/vagy forgalmazasara
specializalédik. Az igényelt komponensek BBRgi-mennyiségi ismeretének hianya esetén
kordbban sokszor vérszérumot adtak a tenyészetimiz,szerepét tekintve analég volt a
mikrobialis taptalajok komplex komponenseivel (pepton, élesétkivonat). Ez a gyakorlat
azonban a virus illetve prion féresek valosziisége (biologiai kockazatok), illetve a termek
kinyerés megdragitasa miatt egyre ritkabb. A mikalid fermentaciokhoz képest jeléat
kulonbség, hogy az allatisejt fermentaciok tapélapm lehet felizni; a reaktor Ures, direkt
g6z0s sterilezését kovan siirik be a kész tapoldatot, ami szamosismaki és emberi
hibalehetséget rejt magadban. Nem véletlen, hogy azéemilletve rovarsejteket alkalmazo
Uzemekben a mikrobialis technologiakhoz képesjedfestten magas szintszigoru higiéniai

rendszabalyokat alkalmaznak (12. 4. abra).
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A szerdk kdszonikDr. Domonkos David (Richter Gedeon Vegyészeti Gyar NyRt.,

Debreceni BiotechnoldgiadBsztaly) hasznos tanacsait €s észrevételeit.
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