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Eloszo

A jelen digitalis tananyag a TAMOP-4.1.2.A/1-11/1-2011-0025 szamu, "Interdiszciplindris és komplex
megkdzelitésti digitalis tananyagfejlesztés a természettudomanyi képzési teriilet mesterszakjaihoz" cimii projekt
részeként késziilt el.

A projekt altalanos célja a XXI. szdzad igényeinek megfeleld természettudomanyos felsGoktatds alapjainak a
megteremtése. A projekt konkrét célja a természettudomanyi mesterképzés kompetenciaalapu és modszertani
megujitasa, mely folyamatosan képes kezelni a tarsadalmi-gazdasagi valtozasokat, a legujabb tudomanyos
eredményeket, és az info-kommunikacios technologia (IKT) eszkoztarat hasznalja.
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1. fejezet - Bevezetés, torténeti
attekinteés

Technikai informacio a tananyag hasznalatihoz: A tananyaghoz az elsajatitott tudas ellenérzésére online
interaktiv tesztek késziiltek. A tesztek a kovetkezd linken érhetdk el: link

Megnyitas utdn a targyhoz tartozé moodle kurzus nyilik meg. Biztonsagi okokbol a kurzust csak jelszd
megadasaval lehet megnyitni. A belépéshez sziikséges informaciot a tananyag szerzdje, vagy az oktatdja adja at
a hallgatoknak.

1. 1.1 Bevezetés:

A vilaggazdasagban mind nagyobb szerepet betdltd, sok orszagban huzéagazatnak szamité biotechnologia a
vegyipari, miiszaki és (mikro) bioldgiai ismereteket egyesiti azon célbol, hogy valamilyen piacképes terméket
allitson el6. Ebben a komplex folyamatban — mely a torzsfejlesztést (esetleg genetikai manipulaciokat), a termék
kinyerését és tisztitasat, a farmakologiai, toxikoldgiai tesztek elvégzését és tagabb értelemben a piackutatast és
az értékesitést is magaba foglalja — a fermentacios technikakra (koltség vonatkozasaban is!) fontos szerep harul.
Fermentacios technikdknak azon ismereteket nevezziik, melyek révén a definialt kémiai és miiszaki kdrnyezetbe
helyezett sejtekkel vagy sejtalkotokkal a kivant terméket eld tudjuk allitani. Az egyes technikai fogdsok sorba
rendezése, optimalizilasa eredményeként sziiletnek meg a fermenticids technologiak; ezek legtobbszor a
vallalatok féltve 6rzott titkai maradnak.

A fermentacié kifejezés a latin "fervere" ("égetni") igébOl szarmazik, s kezdetben az élesztégombak
gylmolcsszirupokban kifejtett cukorlebontd hatasara vonatkozott. Mara az eredeti jelentés kiveszett a
koztudatbol, a sz6 azonban két tudomanyteriilet, a biokémia és az alkalmazott mikrobiologia/biotechnologia
terminologiajaba is bekertilt.

Amikor a gliikdz lebontasa oxigénmentes (anaerob) koriilmények kozott torténik, a képzodo redukalt koenzimek
regeneralodasa nem a 1égzési lancon torténik, hanem szerves molekulak redukalasa kozepette. A biokémiaban
ezért azon energianyerd folyamatot értjiikk fermentacio alatt, amelyben az elektron donor és az elektron akceptor
is szerves molekula.

Az alkalmazott biotechnoldgia els6é allomasai egyszerii, de fontos élelmiszeripari termékek (alkohol, tejsav)
eléallitasa voltak, melyek biokémiailag fermentacionak voltak tekintheték. Az elnevezés rajtamaradt minden
olyan folyamaton, ahol tenyésztett sejtek valamilyen "termék"-et allitanak eld, tekintet nélkiil az oxigénhez valo
viszonyra. Kezdetben a fermentaciok fahordokban, vagy talcakon mentek végbe. A kihozatal emelése
hatékonyabb modszerek alkalmazasat igényelte, ezért a horddkat céliranyosan megtervezett késziilékek valtottak
fel, melyeket fermentornak hivnak.

Természetesen — és szerencsére — az emberi taldlékonysag az ipari biotechnologia teriiletén is konyvtarnyi
informaciot eredményezett, melyek szisztematikus ismertetése meghaladna lehetéségeinket. Reméljiik azonban,
hogy az alapok elsajatitasaban és az 11j ismeretek megszerzésében segitséget tudunk ezzel a jegyzettel nyujtani.

2. 1.2 Torténeti attekintés:

Nem ismeretes olyan torténeti korszak vagy helyszin, ahonnan az irott feljegyzések ne tuddsitananak a bor és az
¢élesztével kelesztett kenyér fontos, sokszor kultikus tarsadalmi szerepérdl. A Teremtés Konyve (Genezis)
szerint még maga Noé is beleesett a tulzott alkoholfogyasztas erényébe. Mezopotamiabodl eldkeriilt leletek
szerint az ottaniak mézbdl erjesztett sort ittak, az okori Egyiptomban pedig valodi sorfézdék mikodtek.
Mellettiik a tejbdl eldallithatd élelmiszerfélék (sajt, tirod) és az ecet is nagy jelentdséggel birtak.

A bibliai idékt6l az ujkor hajnaldig tal sok haladas a tudomany ezen terilletén sem tortént. Noha a
biotechnologidhoz kozvetleniil nem kapcsoldédott, mégis a holland Antonie van Leeuvenhoek felfedezései
jelentették a kovetkezd mérfoldkovet. Sajat készitési, egyetlen lencsébdl allo mikroszkopjain egy addig
teljességgel ismeretlen vilag kapuit tarta szélesre.



http://human.geo.science.unideb.hu/moodle/course/view.php?id=8
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A XVI. szazad elején mar nagy sorfézdék miikddtek szerte Eurdpaban (a legrégibb, folyamatosan miikodo
eurdpai sorfézdék tobb, mint ezer évesek!). Eleinte fabol késziiltek, térfogatuk elérte az ezer kobmétert. Néhany
évtizeddel késdbb mar réz tartalyokat készitettek, s megtorténtek az elsé probalkozasok a folyamatok miiszeres
kontrollalasara (1757 - hémérd; 1801 - hécseréld). Rendkivill fontos 1épés volt az élesztok, mint éldlények
szerepének felismerése az erjesztéses folyamatokban; ezek tudomanyos igényili vizsgalatdban a francia Louis
Pasteur szerzett eléviilhetetlen érdemeket. A XIX. szazad vége felé a Carlsberg cégnél dolgozé német Hansen
megteremtette az €lesztok tiszta tenyészetként valod fenntartdsanak és hasznalatanak technikai alapjait, mely
maig nem valtozott Iényegesen. Kivételt a tradicionalis brit "ale"-f6zdék jelentenek, ahol mind a mai napig
kevert ¢élesztd tenyészetekkel erjesztenek.

Az ecetgyartds hajnalan a bort sekély talcdkban a szabad levegén hagytdk, s az magatdél megsavanyodott
(felszini, "surface" tenyésztés). Ez természetszerlien vezetett a levegd szerepének felismeréséhez, €s egy olyan
késziilék megalkotasahoz, melyben a folyadék intenzivebben érintkezhetett a levegével. Egy tartalyt valamilyen
inert anyaggal (faval, szénnel, forgaccsal) toltottek meg, s ennek felszinén a feliilr6l adagolt bor lassacskan
végigesorgedezett. Az inert hordozon helyezkednek el az oxidaciot végzd baktériumok. Ezek a megalkotojukrol
elnevezett Frings-féle generatorok vilagszerte mitkodnek, s mai napig a Fold ecetgyartasanak kozel harmadat
allitjak elo.

A tobbi erjesztéses folyamat ipari kiaknazasa sem varatott sokaig magara. Blondeau 1847-ben irta le a
tejsavképz6dés mikrobioldgiai alapjait, és alig 40 év mulva mar tejsavgyarak miikodtek Amerikaban és
Eurépaban egyarant. Foltétleniil emlitést érdemelnek az aceton €s butanol fermentacidk, mert ezeknek a fontos
szerves oldoszereknek az ipari 1éptéki eldallitasa vezetett el a valodi, steril gyartasi folyamatok kifejlesztéséhez.
Korébban a fert6zéseket a jo inokulummal (oltéanyaggal, el6tenyészettel) és a higiéniai rendszabalyok gondos
betartasaval probaltak tobb-kevesebb sikerrel elkeriilni. Itt azonban mind a kezdeti (még aerob), mind a késébbi
szakaszban idegen baktériumok szaporodhattak el, mivel a termék nem jelentett az alkoholhoz, tejsavhoz vagy
ecetsavhoz hasonld spontan védelmet. Az angol Chaim Weizmann — a késébbi Izrael Allam elsé elnoke — altal
kifejlesztett fermentorok nyilasait forré gézzel, tilnyomas alatt lehetett sterilezni, lecsdkkentve ezzel az idegen
mikrobak behatolasanak esélyét. Az ujszerli fermentacidos technologidk révén gyorsan, nagy mennyiségben
eléallithatd szerves oldoszereknek robbanodszer-alapanyagként komoly szerepe volt Anglia elsé vilaghaboruas
gy6zelmében.

A két vilaghabori kozti idészakra tehetd a citromsav, a gliikonsav, a glicerol, és a pékélesztd nagylizemi
gyartasanak kezdete. Ezen folyamatok egy része kifejezetten aerob volt, s hamar kideriilt, gazdag taptalajon a
sejtek gyors novekedése oxigén hianyhoz vezet, aminek erjedéses melléktermékek megjelenése, vagyis
kihozatal-csokkenés lesz az eredménye. Ezt a taptalaj "gyengitésével" kiiszobolték ki, a novekedést tehat a
szénforrassal, s nem az oxigénnel korlatoztdk. A szénforrds lasst, folyamatos adagolasaval a termelés
elnyujthato lett — ez a rdadagoldsos vagy "fed-batch" technikdnak nevezett eljaras lett az alapja vilagszerte az
aerob termeld folyamatoknak az addigi siillyesztett, szakaszos, ("batch") fermentaciokkal szemben. Az oxigén
ellatas fokozasara levegbbefiivatd csoveket és kompresszorokat kezdtek hasznalni, s megjelentek a mechanikus
keverdk is. Az intenziv levegdztetés habképzddéshez vezetett, amivel szemben mechanikus habtoréket
alkalmaztak. Ezek gyakorlatilag lecentrifugaltak a habot, kiilonvalasztva benne a folyadékot és a gazt. A sejtek
novekedésének mértékét a hémérséklet er6sen befolyasolja, ezért mind pontosabb hémérdket és hdcseréld
rendszereket fejlesztettek ki, s megjelentek az elsé pH-elektrodak ("off-line", azaz levett mintak alapjan t6rténd,
nem folyamatos) szabalyozassal.

A 1I. vilaghaboru soran — a tudomany egyéb teriileteihez hasonloan — az ipari biotechnoldgia is jelentds
fejlodésen ment at. Fleming penicillinrdl tett akadémikus megallapitasai hamarosan a klinikai gyakorlatban is
lényegesek lettek — a penicillin révén legy6zhetové valtak a harctéri sériilések soran szerzett, addig végzetes
sebfertézések. Az egymasra sokszor féltékeny brit és amerikai gyarak dsszefogva probaltak a "csodafegyver”
gyartasat olcsobba tenni, az Egyesiilt Allamokban pedig valosagos népi mozgalomma valt a penészgombak
gylijtése €s ellendrzé kdzpontokba kiildése. A penicillin torténete kapcsan mindenképpen meg kell emliteni a ma
DSM néven ismert holland gyogyszergyar kutatdit, akik a német megszallas alatt, a Gestapo orra eldtt jutottak el
csaknem ugyanoda, ahova a szovetséges orszagok egyesitett erdi.

A penicillin eléallitisa nem egyszerlien aerob folyamat, hanem kifejezetten magas oxigéntenzidt igényel. A
habora alatti koltségeket nem kimélo fejlesztések a fermentorok levegdztetésének miiszaki/mechanikai
problémaira is sok szempontbdl megoldast kinaltak. Tobb szaz kobméteres, gbzzel in situ sterilezhetd és
tulnyomas alatt miikddo bioreaktorok épiiltek, a levegdbuborékok hatékony porlasztasat kozponti elhelyezésii
mechanikus keverdk biztositottdk. A kontroll-miiszereket mérokorok valtottak fel, melyeket hamarosan
szamitogép vezérelt. A masik oridsi 1épés a modern torzsfejlesztd programok beindulasa volt; ez maig a
biotechnoldgia egyik legfontosabb részteriilete. Az eredeti Penicilliumnotatum torzs a maiak teljesitményének
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tizezredrészét tudta eldallitani, s ez az ardny sok termelésre fogott sejttipus esetében is érvényes. A fejlesztés
egyik fontos allomasa volt a kisérleti iizemek elterjedése, ahol kisebb koltség mellett, de "ipari koriilmények"
kozott tesztelhették az adott torzset.

A penicillin mellett a streptomycin, az erytromicin, a tetraciklinek, a kloramfenikol, szamos aminosav,
gibberelin, nukleotid és vitamin mikrobidlis eléallitasa is fellendiilt, s megtorténtek az elsé biokonverzids
kisérletek. A 60-as évek elején sok cég foglalkozott a mikrobidlis biomassza élelmezési célokra vald
felhasznalasanak lehet6ségével ("Single Cell Protein" eldallitds). Ennek olcsoésdga miatt oriasi léptékd
kihozatalra volt sziikség, s ez a fermentor tervezést is elobbre vitte; megjelentek a mechanikus keverd nélkiili
levegdoszlop-fermentorok, s elsd izben torténtek probalkozasok folyamatos miikodésti rendszerek termelésbe
allitasara. Ezeknél a sterilitas megOrzése jelentett Gjabb kihivast, amit a szelepek és pumpak folyamatos
fert6tlenitésével, valamint — az emberi hiba lehetdségét csokkentendd — minél magasabb szintli automatizalassal
igyekeztek legy6zni.

A mult szazad hetvenes éveiben a laboratéoriumok mar elterjedten hasznaltak rogzitett sejteket illetve enzimeket
specifikus reakcidk kivitelezésére. Ipari 1éptékii felhasznalasukat az enzimelektrodok €s a biokatalitikus szerves
szintézisek kifejlesztése, elterjedése hozta magaval. Ugyanerre az iddszakra tehetd a bioldgiai alapu
szennyviztisztitok hasznalatanak kiterjesztése a kén, a nitrogén, a foszfor €¢s mas elemek eltavolitasara.

A laboratériumokban végzett elsd sikeres genetikai manipulacidk hamarosan a termelésben is valtozast hoztak.
Lehet6vé valt a genetikai anyag atvitele egyik él61énybdl a masikba — pl. mikrobialis inzulin vagy interferon
termelés — masfeldl az adott organizmus genetikai allomanyat is igény szerint lehetett modositani. Noha a
klasszikus izolalasos és szelekcids torzsfejlesztés jelentOsége megmaradt, ezek a lehetdségek 1 tavlatokat
nyitottak a biotechnoldgiaban is. A molekularis bioldgiai modszerek gyors elterjedése és viszonylagos olcsdsaga
szamos 0j tudomanyteriilet (pl. proteomika, metabolomika, bioinformatika, genomika) és ezek részteriileteinek
vilagra jottét eredményezte, melyek eredményei korabban elképzelhetetlen gyorsasaggal keriilnek be az ipari
gyakorlatba. A termelésre fogott ¢él6lények és sejttipusok diverzitisa latvanyosan novekszik, a baktériumok,
fonalas gombak és élesztok mellett Osbaktériumokat, novényi-, rovar- ¢s allati sejteket is széles korben
hasznalnak.

Az ipari biotechnologia talan leginkabb koltség-és munkaigényes része a hatéanyag fermentlébdl torténd
kinyerése és tisztitasa. A céltermék mellett sejteket, sejttormelékeket, tdipkomponenseket és a sejtek altal termelt
sokféle metabolitot is tartalmazd Osszetett matrix komoly kihivast jelent analitikai és preparativ szempontbol
egyarant. A gyartasi folyamat ezen részét, valamint a szennyezé anyagok megfelel6 kezelését dsszefoglaldan
downstream processing”-nek nevezziik, elkiilonitve ezzel az ,upstream processing” résztél, mely a
torzsfejlesztést, taptalaj-optimalizalast, oltéanyag eldallitast, és a fermentacids miivelettani 1épéseket foglalja
magaba.

A biotechnologianak négy, egymastol tobbé-kevésbé elkiiloniilé alkalmazasi teriilete 1étezik: az egészségiigy (az
un. piros biotechnologia), a mezdégazdasag (zold biotechnologia), a széles korlien értelmezett vegyipar és
élelmiszeripar (fehér vagy ipari biotechnologia) és a kornyezetvédelem. A vizek és vizes rendszerek
biotechnologiajara szoktak idonként a kék jelzot alkalmazni. Mint 1athato, az elkiiloniilés részleges, hiszen pl. a
penicillint (egészségiigyi felhasznalas), a glutaminsavat (élelmiszeripari felhasznalas) és az itakonsavat
(vegyipari felhasznalas) miiszaki-technologiai szempontbdl hasonld modon, fermentacios uton allitjak eld.

Részletesebb definicid szerint a fehér (ipari) biotechnoldgia anyagok és energia kdrnyezetbarat, fenntarthatd
modon torténd eldallitasat jelenti biologiai eljarasok révén, az energetika, a vegyipar, az élelmiszeripar, a
textilipar, a festék- és borgyartds és a papiripar teriiletén. Mindezen teriiletek attekintésére sajnos nem
vallalkozhattunk. Igyekeztiink ezért azokat kiemelni, melyek termékei a mindennapi élet és a gazdasagi mutatok
szempontjabdl a leginkabb jelentdsek.




2. fejezet - Ipari fermentacios
taptalajok kialakitasa

1. 2.1 Bevezetés

Mivel a termelésre fogott sejt vagy mikroorganizmus abban a kdrnyezetben él €s alkot, amelyet a tapfolyadék
hataroz meg, a fermentacios ipari tapkozegek kialakitasanak elméleti és gyakorlati jelentdségét nem lehet
tulbecsiilni. A taptalajok megtervezése az egykori, nagyrészt empirikus folyamatbol mara szisztematikus
tudomannya lett, noha egy sajatsagos ,,igy érzem, ez kell bele”-faktor kétségteleniil fennmaradt. Ez nem is
meglepd, ha figyelembe vessziik, hogy a taptalajok Osszeallitasa soran szamos, néha egymassal ellentétes
kivanalomnak kell teljesiilnie. A mikroorganizmus/sejt névekedésén tul el6 kell segitenie a termék (alapanyag)
képzbddését, olcsonak, folyamatosan beszerezhetének és allandé mindségiinek kell lennie, nem szabad
megnehezitenie a fermentacié miivelettani 1épéseit (pl. sterilezés, levegbztetés), nem szabad akadalyoznia (s6t,
optimalis esetben segitenie kell) a termékkinyerést. A taptalaj egy ipari biotechnologiai folyamat minden
1épésére hatassal van, részesedésiik a teljes termelési koltségben 5 % (pl. antitestek, szteroidok, hormonok) és 50
% (pl. bioalkohol) k6z6tt mozog. Jegyzetiinket ezért a tapkozeg kialakitas elvi és gyakorlati szempontjainak
attekintésével kezdjiik.

2. 2.2 kémiailag definialt tapkozeg

A kutatasban elterjedten hasznalt, kémiailag definidlt taptalajok (olyan tapkdzegek, melyekben az Osszes
komponens mindsége és mennyisége ismert) a termelési gyakorlatban nagyon ritkan fordulnak el6, mivel
beszerzésiik és Osszeallitasuk koltséges és hosszadalmas, és legtobbszor a sejtnovekedés illetve a hozam
szempontjabol sem idealisak. Néhany esetben azonban van ra példa: ha peptid jellegli terméket allitanak ¢ld, a
komplex komponens fehérje tartalma megneheziti az alapanyag kinyerését; ilyenkor a definialt taptalaj realis
alternativa. A kémiailag definialt taptalaj Osszeallitdsanal a tenyészteni kivant (mikro)organizmus elemi
Osszetételének kozelitése a vezérld elv; a tapkozegben 1évo elemek aranyat ez alapjan allitjak be. Az elemi
Osszetétel azonban faj, s6t tenyészési koriilmény-fiiggd, igy meghatarozasa nem trivialis. Valamelyik els6dleges
biogén elemet (legtdbbszor a szenet vagy a nitrogént) limitalé mennyiségben adjak, az 6sszes tobbi komponenst
viszont foloslegben, igy a sejtstirliséget (az elérhetd maximalis biomassza koncentraciot) a limitald szubsztratum
mennyisége fogja meghatarozni. A gyorsan hasznosuld gliikéz limitilasa esetén, aerob baktériumoknal a
szénforras/maximalis szaraz sejttomeg aranya 50-55 % koriil, gombak és éleszték esetében 35-40 % kozott
alakul. Lassabban hasznosuld szénforrasok esetén ez az érték alacsonyabb. A szénforras hasznosulas
mértékének egyik legbiztosabb jellemzdje a szaraztomegre szamitott hozamkonstans (a keletkezett szaraz
sejttomeg ¢€s a felhasznalt szénforras aranya).

A kémiailag definialt taptalaj komoly hatranya, hogy nodvekedést eldsegitd vitaminok, kofaktorok, stb.
hianyéaban a biomassza képzddés jelentdsen lelassul a komplex taptalajhoz képest még gyorsan hasznosul6 szén-
és nitrogénforras hasznalata esetén is. A kémhatas allandosagat a nagy puffer kapacitasti komplex szerves
vegytletek (pl. peptidek, aminosavak) hidnyaban kis moltomegii vegyiiletek (pl. foszfatok, karbonatok) illetve
kiils6 pH-szabalyozas biztositjdk. Szeretnénk végezetiil megjegyezni, hogy a kémiailag definialt taptalajt
sokszor minimal tapkozegnek is nevezik, noha a két kifejezés nem teljesen szinonim. Minimal tapkozegnek
azokat a taptalajokat nevezzilk, melyek egy adott sejt vagy (mikro)organizmus ndvekedéséhez minimalisan
sziikséges Osszetevoket tartalmazzak. Az emldssejt fermentaciok soran alkalmazott taptalajok pl. jellemzden
kémiailag definialt, de nem minimal tapkozegek.

3. 2.3 kémiailag nem definialt (komplex) tapkozeg
Az ipari biotechnologiai folyamatok soran tulnyomorészt komplex komponenseket is tartalmazo tapkozeget

hasznalnak. A legtobb komplex komponens tobbféle szerepet is betdlt a fermentacids tapkozegben (pl. a
kukoricalekvar elsédleges nitrogén-, masodlagos nyomelem-, harmadlagos szénforras).

3.1. 2.3.1 A komplex tapkozeg elvi kritériumai

A komplex tapkomponensek kapcsdn nem szabad elfelejteni, hogy eredendden nem a fermentacids ipar szamara
késziiltek, hanem mas iparagak melléktermékei, hulladékai. A laboratoriumi léptékii kutatas-fejlesztés soran
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megszokott, ismert tisztasigli, megbizhatoan és allandéan beszerezheté anyagokkal szemben itt olyan
nyersanyagokkal dolgoznak, melyek anyagi mindsége jelentds ingadozasokat mutathat szezonalisan vagy akar
esetrdl esetre ugy, hogy ezért a ,,gyartd” semmiféle felelosséget nem vallal, sét sokszor mindségi bizonylatot
sem ad. A fermentacios technologia sikerének és reprodukalhatosaganak viszont éppen az allandosag az egyik
elofeltétele. Hogyan lehet ezt az ellentmondast feloldani? El6szor is, ki kell alakitani egy analitikai hattérlabort
(kisebb iizemekben ezt altalaban ki szoktak szervezni egyetemi tanszékek, szolgaltatd laborok felé), ahonnan a
komplex komponens legfontosabb Osszetevoirdl és szennyezdir6l megbizhatd informacié nyerheto.
Masodsorban, alaposan meg kell ismerni a komplex Osszetevoket forgalmazo ilizemeket és termékeiket.
Léteznek olyan publikaciok (pl. Trader's guide to fermentation media formulation), melyek szdmos hasznos
informaciot tartalmaznak fermentacios tizemek részére. A beszerzést diverzifikalni kell, akar a szallitasi
koltségek megnovekedésének aran is. Tobb beszallitora alapozva az lizem nagyobb biztonsaggal miikddtethetd.
Végezetiil, célszerti tobbféle komplex szén- és nitrogénforrast alkalmazni ugyanabban a taptalajban, hogy az
egyik vagy masik mindségének megvaltozasa kisebb hatassal legyen a fermentacié egészére.

3.2. 2.3.2 Fermentacids szénforrasok
A fermentacids szénforras legtobbszor szénhidrat, tipikusan gliik6z (2. 1. abra) vagy gliikéz tartalmt szacharid.

A gliikkdz laboratoriumi tisztasaga valtozata draga, igy jellemzden a teljes hidrolizisen atesett, olcso keményit6-
variansokat (dextr6z monohidrat és szirup) hasznaljak az ipari gyakorlatban.

CH,OH

O H
|-lH
OH H

HO OH
H OH

2. 1. dbra: D-gliikkoz

Az enyhébb hidrolizisen atesett keményitd (2. 2. abra), a dextrin a dextréznal joval nagyobb méretli
molekulakbol all.

OH
H
0]
al™H
HO OH §
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2. 2. dbra: keményitd

Jellemzben a fermentacié masodik, termelési (idio-)fazisaban alkalmazzak, mivel hasznosulasa lassabb, igy
karbon katabolit repressziés hatdsa nincs vagy joval enyhébb a dextr6zénal, és ez elOsegitheti a
termékképzddést. Vizoldékonysaga joval kisebb a gliik6z/dextroznal, ezért rdadagolas révén (tomény oldatként)
nem juttathatd a reaktorba. A dextrin ezért az induld szénforrasok kozé tartozik, melyet a tenyészet a gyorsan
hasznosul6 egyéb szénforrasok elfogyasat kovetéen kezd el asszimilalni.
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A szachardz (répacukor; a-D-gliikopiranozil-B-D-fruktofuranozid, 2. 3. dbra) szintén gyakori szénforras.

CH,OH
HOH,C
0. H O. H

H HO
OH H | CH,OH

H OH OH H

2. 3. 4bra: szachardz

Hasznosulasa gyors, hiszen mindkét monomerje, a D-gliikdz €s a D-fruktoz (2. 4. abra) is kdzvetleniil be tud

lépni glikolitikus Gtvonalba.
HOH ,C CH,OH
: o

H HO

OH H
2. 4. dbra: D-fruktoz

Szarmazhat cukornadbdl (tropusi-szubtropusi orszagok) és cukorrépabol (mérsékelt égovi orszagok). A kétféle
forras kozotti kiillonbségeket jegyzetiink ,,Mikrobialis alkoholgyartas™ c. fejezetében elemezziik ki részletesen. A
szachardz legolcsobb (és legkevésbé tiszta) formaja a kézismert cukorgyari melléktermék, a melasz, melyben 3-
10 % fehérje is talalhatd, emiatt a melasz masodlagos nitrogénforrasnak is tekinthetd. Néhany esetben (pl.
glutaminsav gyartas) ez kifejezetten elényds, keresett tulajdonsag. A melasz eldallitasanak menetét mutatja be a
2. 1. mozgbdkép elem (http://www.liquidfeeds.com/molasses/louisiana-cane/).

A sajtgyartdas melléktermékeként évi masfél millid tonna mennyiségben képz6dd (s emiatt megujuld
szénforrasnak tekinthetd) laktoz (tejcukor; 1,4-0-B-D-galaktopiranozil-D-gliikkoz; 2. 5. abra) a penicillin gyartas
klasszikus szénforrdsa volt, mivel lassu hasznosuldsa miatt karbon katabolit derepressziot valt ki a termeld
organizmusban, ami az antibiotikum bioszintézis utak aktivalasaval jar egyiitt.

6
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CH,OH CH,OH

H OH

2. 5. abra: laktoz

A lassu laktoéz hasznosulds oka a hidrolizis illetve a D-galaktdoz monomer (2. 6. abra) epimerizacidjanak

iddigénye.
CH,OH

HO O H

H OH
2. 6. abra: D-galaktoz

A laktéz kedvezd hatasat azonban kétféle modon is helyettesiteni lehet. Egyfel6l, a fermentacios
folyamatszabalyozas gyors fejlédésével a raadagolasos (fed-batch) technikdk immar technolégiai 1éptéki (> 50
m?®) tenyésztés esetén is lehetové tették a rataplalt glikoz/dextrdéz/melasz mennyiségének preciz kontrolljat. Ha a
gyorsan hasznosuld szénforras koncentracidja a gyartds soran nem haladja meg azt az értéket, amely folott
karbon katabolit represszié kovetkezik be, kivalthato vele a lassan asszimilalodoé szénforras. A karbon katabolit
represszié jelensége ugyanis nem elsOsorban a szubsztratum anyagi mindségétdl, hanem a rajta kialakuld
ndvekedési ratatol fligg; ha egy represszalod szénforrast kis koncentracioban alkalmazunk, a 1étrejovo alacsony
novekedési rata mellett a karbon represszio nem kovetkezik be. Itt szeretnénk megjegyezni, hogy a karbon
katabolit represszid szigorian transzkripcios szintli folyamat: definicié szerint azt jelenti, hogy a gliikoz (és
néhany egyéb, gyorsan hasznosuld szénforras, pl. fruktdz) jelenlétében a lassabban hasznosuld szénforrasok
lebontasahoz sziikséges enzimeket kodold gének gatolt (represszalt) allapotban vannak. A jelenség molekularis
mechanizmusainak viszonylagos felderitését kovetOen terjesztették ki a fogalmat az anyagcsere mas teriileteire,
igy a felépitd utvonalakra is (pl. penicillin bioszintézis). Ezen tudomanyos eldrelépések eredményeként valt
lehetévé olyan mutans torzsek létrehozasa, melyekben a karbon katabolit represszié kialakulasat
géntechnologiai uton gatoltadk. Ezeknek a mutansoknak nem volt tobbé sziikségiik derepresszald (lassan
hasznosul6) szénforrasra, s igy a laktoz szénforras hasznalata egy idore visszaszorult. Ezzel egyidében (az 1970-
es évek masodik felében) azonban mind jelentdsebbé valt a fungalis cellulaz illetve hemicelluldz enzimek
fermentacios ton torténd eldallitasa, melyhez a Trichoderma reesei (teleomorf: Hypocrea jecorina) fonalas
gombat hasznaljak. A legjobban termeld T. reesei térzsek 100 g/L-t is meghaladd koncentracidban képesek
extracellularis fehérjéket kivalasztani, és ezt a mennyiséget mintegy 90 %-ban cellulazok illetve hemicelluldzok
teszik ki. A fermentaci6 soran alkalmazott ipari szénforrés a laktdz.

A nagy mennyiségii kivalasztott enzim felkeltette az érdeklddést egyes T. reesei cellulaz promoéterek, mint pl. a
cellobiohidrolaz I és II gén expresszidjat szabalyozd cbhl és cbh2 irant is, mivel elvileg felhasznalhatok
heterolog fehérjék eldallitasara is. Heterolog fehérjék a T. reesei-ben azonban ipari 1éptékben, gazdasiagosan
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még nem termeltethetdk. A bizonyitott okok kozé tartozik a termelt fehérjék dsszerendezddésének és érésének
zavarai, valamint a tultermeléshez vezetd szénforrds hidnya. Ez utobbi probléma — kisebb mértékben — a
celluldzok ¢és hemicellulazok eldallitdsanal is jelentkezik, mivel a legerésebben indukalo, celluléz tartalmu,
részben vizoldékony hidrolizatumok olyan maradvanyokat tartalmaznak, melyek megnehezitik a keletkezett
fehérjék tisztitasat. Laboratoriumi korilmények kozott szamos szénforrds (pl. ndvényi olajok, szoforoz,
cellobioz, celluloz) képes hatékonyan indukalni illetve derepresszalni az érintett gének kifejez6dését, de
technikai és gazdasagi okok miatt ezek ipari léptékben nem alkalmazhatok. Jelenleg ezért, mint emlitettiik, a
laktéz az egyetlen, termeldi korilmények kozott is hasznalhatd szénforras cellulazok, hemicellulazok és
rekombinans fehérjék termeltetésére. A jelenség molekularis szinti magyarazata nem tartozik konyviink céljai
koz¢, annyit azonban szeretnénk megjegyzeni, hogy a laktdz nem a lasst novekedés eredményezte derepresszald
hatasa révén, hanem aktiv induktorként vesz részt a cellulaz és hemicellulaz gének kifejezddésében.

A fentieken til még a maltozt (4-O-a-D-gliikopiranozil-D-gliikdz; 2. 7. dbra), a mannitolt (mannit, a D-fruktéz
poliolja), a szorbitolt (glucitol; a D-gliikkoz poliolja), a xilozt (2. 8. abra) (facukor) és a glicerolt (propantriol) is
hasznaljak fermentacios szénforrasként, valamennyit tisztitott formaban (a legfontosabb poliolok szerkezeti
képletét 1asd 2. 9. abran).

2.7. ébra: maltdz

HO—

H

—0OH b Gliikéz
OH
HO
OH
O OH
- D-Xiléz
OH
OH

2. 8. abra: D-xiloz
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D-Mannitol D-Szorbitol Dulcitol Xilitol

CH,OH CH,OH CH,OH
HO——H H——OH H——OH CH,OH
HO——H HO——H HO —+ H H——OH
Ho- OH H——OH HO——H HO——H
H—+—OH H——OH H—t—OH H——OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

2. 9. abra: poliol
Néha — kombinalt szénforras és pH-kontroll agens gyanant — szerves savakat (pl. ecetsav) is alkalmaznak.

A szénhidratok utdn a masodik leggyakrabban hasznalt fermentdcids szénforras-csalad a ndvényi olajoké.
Egyarant hasznaljak kiindulasi és raadagolt szubsztratumnak, st olyankor is, ha a sejt kdzvetleniil nem
asszimilalja 6ket. Az olaj jelenléte ugyanis megvédi a sejtet a mechanikus keverd altal okozott nyirderével
szemben, micellaképzés révén nyomelemeket tehet jobban hozzaférhetévé, és kivalthatja a szintetikus
habzasgatlokat, amennyiben azok hasznalata ellenjavallt. Ha pedig ténylegesen szénforrasként hasznosul, akkor
szamos elénye van a szénhidratokkal szemben. Legfontosabb az un. energiasiiriiség: térfogategységre szamitva
névényi olajok révén tobb hasznosithaté energiat lehet bevinni a fermentorba, mint a szénhidratok révén, ami
alacsonyabb adagolasi ratat és kisebb adagolodtartalyokat jelent az ipari gyakorlat szdmara. A masik jelentds
elény a ndvényi olajok asszimilacidjanak relativ szabalyozatlansaga. A szénhidrat-lebontashoz képest a
zsirsavak béta-oxidacidja kevesebb ponton és kevésbé szigortan kontrollalt; a szénanyagcsere funkcionalis
kozpontjanak szamité Krebs-(citromsav-) ciklust a glikolizishez képest gyorsabban fel tudja tolteni acetil-CoA-
val. Egy metabolit tiltermelése soran ez fontos (bar 6nmagaban altalaban nem elégséges) élettani szempont
lehet. A fermentacids gyakorlatban leggyakrabban hasznalt olajtipus a szbdjaolaj, de eléfordul {izemekben a
gyapot-, mogyoro-, napraforgo-, porsafrany-(Carthamus tinctorius L.), hal- és diszndolaj (zsir) is. A szintetikus
olajok koziil a leggyakrabban hasznalt a metil-oleat.

A természetben legnagyobb mennyiségben eléforduld szerves anyag a celluloz (B-1,4 gliikéz; 2. 10. dbra), ami a
ndvényi biomassza atlagosan egyharmadat teszi ki.
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2. 10. abra: celluloz

Fermentacios technoldgiai felhasznaldsanak részletei kapcsan konyviink kovetkezd fejezetére utalunk; itt csak
annyit jegyeznénk meg, hogy egyeldre nem létezik olyan nagyléptéki ipari technologia, ahol versenyképesen
lehetne felhasznalni szénforrasként.

3.3. 2.3.3 Fermentaciés nitrogénforrasok

Alapvetéen haromféle nyers (komplex) nitrogénforrast hasznal a fermentacios ipar: a mezdgazdasagi eredetiit, a
soripari melléktermékeket és a hus/halfeldolgozas melléktermékeit. A mezdgazdasagi eredetli nitrogénforrasok
(gabona, szdja feldolgozas maradvanyai), koziiliik is a szoja a leginkabb elterjedt. A szdjaolaj magokbol torténd
extrakcidja utdn visszamarad6 anyag, a szdjaliszt mintegy fele fehérje, 30 %-a szénhidrat, de nyomelemek,
asvanyi anyagok is jelent6s mennyiségben vannak benne. Inokulum tenyészetek esetében — ahol a gyors
novekedés az egyetlen szempont — elég a szodjaliszt-oldatot néhany egyszerii soval (pl. magnézium-szulfat,
kalium-foszfat) kiegésziteni. Hasonlo élettani hatasa van a gyapotmag-lisztnek is, azzal a kiilonbséggel, hogy a
benne 1évo fehérjék lassabban asszimilalodnak, azaz un. ,retard” nitrogénforrasként miikodnek. Ez a
tulajdonsaguk az antibiotikum (ezen beliil elsésorban penicillin) fermentacioknal jelent elényt. Az antibiotikum
fermentaciok kezdeti idészakaban a kukoricalekvar (a kukoricakeményitd tejsavas extrakcidja utan
visszamarado, savas karakter(, viszk6zus anyag) volt a legelterjedtebb nitrogénforras, de egyenetlen anyagi
mindsége miatt mara porlasztva szaritott valtozata, a kukoricalekvar por valtotta fel. Tovabbi komplex
nitrogénforras a foldimogyor6 és a lenmagliszt (az olaj kivondsa utani maradvany), illetve a buza, rizs és arpa
liszt.

A soripar hozzajarulasa a fermentacios nitrogénforrasokhoz maga az erjesztés utan visszamaradoé éleszto, illetve
annak szaritott-porlasztott valtozata (élesztkivonat). Fontos megjegyezni, hogy az élesztokivonat dnmagaban
nem teljes értékll nitrogénforras, hanem a névényi eredetii nitrogén kiegészitdje; a kiegészitok legfontosabbika a
szerves foszfor, illetve kiilonbozé mikroanyagok. Az élesztOkivonatot néha a minimal tapkdzegek egyetlen
komplex komponenseként hasznaljak (félig definialt — semi-defined — médium; hibas, de fol6ttébb elterjedt
elnevezésiik még a félszintetikus taptalaj).

A hus- és haltermékek fehérjében roppant gazdagok. A disznohtis-feldolgozas soran a csontokat és a szoveteket
vizben felforraljak a zsir eltavolitasa céljabol (idonként a folyamatot proteazokkal segitik el6). A keletkezd oldat
vizes illetve lipid fazisokra oszlik. A vizes fazist porlasztva szaritva kozel 80 %-os fehérjetartalmti port kapunk.
Az enzimes/kémiai hidrolizis kiilonb6z6 tisztasagi huspeptonokat eredményez. A halfeldolgozas eredménye
mintegy 70 %-os fehérjetartalmu pepton. A diszno- illetve halhtisbol szarmazoé fehérjék mintazata eltérd, aminek
jelentésége lehet a fermentacios hatékonysag szempontjabol.

Az allati peptonok mellett a ndvényi eredetli (szoja, burgonya, farkasbab-) pepton is gyakorta hasznalt
nitrogénforras, alkalmazasukat az allati fehérjék altal esetlegesen kdzvetitett TSE/BSE prionfertézésektdl valo —
sokszor jogos — félelem is elésegiti (TSE = Transmissible Spongiform Encephalopathies, magyarul Atviheté
Szivacsos Agyvel6gyulladasok, melyek egyik tipusa a BSE, a Bovine Spongiform Encephalopathy, magyarul
Marhak Szivacsos Agyveldgyulladasa, az un. kergemarhakor).

3.4. 2.3.4 Asvanyi anyagok

A kifejezés alatt nemcsak a fémionokat, de az ionerGsséget és kémhatast szabalyozd agenseket, puffer hatasu
anyagokat, s6t bizonyos prekurzorokat (a termék kialakulasahoz sziikséges, abba beépiilé vegyiileteket) €s
inhibitorokat is értiink.

A nitrogéntartalmil s6k (ammonium-szulfat/nitrat, kalium/natrium nitrat) a tenyészet nitrogén igényének
tekintélyes részét biztositani tudja, viszont asszimilacidjuk megvaltoztatja a taptalaj kémhatasat (az ammonium
felvétele csokkenti, a nitraté inkabb noveli). Egy masik fontos dsvanyi komponens a foszfor, melyet oldhaté
fosztat formajaban konnyebben tudnak a sejtek felvenni, mint valamilyen komplex anyagbol (pl.
¢élesztOkivonat).

Noha a komplex nyersanyagok, elsdsorban a nitrogénforrasok szamottevé mennyiségii fémiont tartalmaznak, a
fermentacios tapkozeget mégis altalaban ki kell egésziteni a nagyobb mennyiségben sziikséges sokkal (pl.
magnézium, kalium). A fémionok (pl. vas, cink, mangan, réz, kobalt, molibdén) azonban egy komplex
komponenseket béven tartalmazé taptalajban jellemzden olyan mennyiségben vannak jelen, hogy kiilon nem
kell a taptalajhoz adni Oket. ,,Semi-defined” médium esetében azonban a kiindulasi taptalaj része kell, hogy
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legyenek. Ha valamely, a termék eldallitasaban esszencialis enzimr6l ismert, hogy fém kofaktort igényel, akkor
ezt a fémiont altalaban foloslegben szoktak adagolni.

Semleges kémhatast igénylé fermentaciok esetén a savasodast az ipari termelésben — szemben a laboratoriumi
gyakorlattal — nem foszfat sok, hanem kalcium-karbonat révén oldjak meg; pH 6 alatt a kalcium-karbonat
bomlik, és a karbonat ion megemeli a kémhatast. Az ionerdsséget natrium-kloriddal vagy natrium-szulfattal
lehet fokozni. Tobb fontos ipari fermentacid (pl. citromsav) esetén a sejtek novekedését foszfat limitacioval
fogjak vissza. Az oldhat6 foszfatot kalcium ionnal szoktak kicsapni. Penicillin és cephalosporin C fermentaciok
esetén a kéntartalmu antibiotikum bioszintézisének fokozasa érdekében folos mennyiségli szulfatot tesznek a
tapkozegbe; ugyanezen elv alapjan a klor-tetraciklin vagy a vankomycin fermentacidé tipkozegébe extra
mennyiségt klorid, a B, fermentaciokhoz a folyamat végén cianid iont adagolnak.

3.5. 2.3.5 Egyéb taptalaj-kiegészitok

Els6 helyen a habzasgatlokat emlitjilk, mivel ezek szdmos ponton befolyasolhatjdk a fermentacid menetét. A
habzasgatlok novelik a levegd és a viz hatarfeliiletén a feliileti fesziiltséget (megnovelik azt az munkat, ami a
hab kialakulasdhoz sziikséges) és ezzel eldsegitik a buborékok Gsszeolvadasat. Korabban ndvényi olajokat
hasznaltak erre a célra, s noha néhany fermentacio (pl. cephalosporin C) esetében ez maig igy maradt, a
szintetikus habzasgatlok jorészt kiszoritottak Oket. A legelterjedtebb tipusaik a poli-propilén glikol (valtozo
polimerszdmmal) és a szilikon emulzidok. Valamennyi habzasgatlot a fermentacid induld tapkdzegébe is tesznek
még sterilezés el6tt, de sokszor a fermentacié alatt is végig adagolni kell dket. A szintetikus habzasgatlok
gyakorlatilag nem metabolizalédnak (igy az anyagcserére nincs hatdsuk), emiatt nem fogynak el, vagyis
koltséghatékonyak. A hianyukban fellépd habzas bakteridlis fertézések eldidézéje lehet. Tulzott alkalmazasuk
azonban az oxigéntranszfer csokkenéssel jar egyiitt (mivel lecsokkentik a folyadék-gaz hatarfeliiletet), igy a
habzasgatlok adagolasa szigortian kontrollalt folyamat, része a technoldgianak.

A ndvényi olajok rosszul olddédnak a fermentacios tapkozeg vizes oldataban, emiatt a lehetd legkisebb feliiletii
cseppek formajaban vannak jelen, amihez a sejtek nehezen férnek hozza. A feliilet novelése érdekében
feliiletaktiv anyagokat (pl. Tween, lecitin) alkalmaznak, melyek csokkentik az olaj és a viz hatarfeliileti
fesziiltségét. Az olajcseppek felillete ezaltal dramaian megndvekszik, €s a sejtek szdmara konnyebben
hozzéférhetévé valnak.

Noha tapanyagnak nem nevezhetdk, a modern ipari biotechnoldgia fermentacidinak egyre gyakrabban hasznalt
kiegészitéi az enzimek. Az amilaz, cellulaz, hemicelluldz vagy proteaz készitmények (tipikusan nyers,
tisztitatlan kivonatok) révén a taptalaj polimer-komponenseit még sterilezés el6tt hidrolizaljak. Ezzel egyrészt a
mikroorganizmus szamara konnyebben hozzaférhetdévé teszik a szénforrast, masrészt a makromolekulak
(részleges) bontasa révén a tapfolyadék viszkozitasat is csdokkentik.

Az asvanyi anyag jellegli prekurzorokrdl az el6z6 alpontban tettiink emlitést. A prekurzorok nagyobb része
azonban olyan szerves molekulak, melyek épitdelemként tudnak részt venni az alapanyag (vagyis a termék)
bioszintézisében. Peptid tipusii termék esetében aminosavakat, aminosav taltermelés soran a bioszintéziS
kritikus kozteseit (intermedierjeit) adagoljuk a fermentacidhoz. A klasszikus példa azonban az izopenicillin N-t
szubsztituald oldallancok (pl. fenil-ecetsav, fenoxi-ecetsav) adagolasa a fermentacid soran.

3.6. 2.3.6 A viz szerepe

Az ipari fermentaciok — kevés kivételtdl eltekintve — vizes oldatban mennek végbe. A tapkdzeg mennyiségileg
messze kiemelked6 komponense a viz. Laboratériumban a kutatok ioncserélt vagy desztillalt vizet hasznalnak a
fejlesztdmunka soran, technologiai léptékben azonban ez aranytalanul nagy koltségeket jelentene. Egy
fermentacios iizem ezért vagy a kommunalis vizhal6zatbol nyeri vizsziikségletét, vagy eleve természetes vizek
(tavak, folyok) mellé telepitették, vagy sajat furt kutjai vannak. Akarmelyik esetrdl legyen szo, a vizben 1€vé
szerves vagy szervetlen szennyezOk bekeriilnek a fermentlébe, és a 1éptéknovelések soran nehézségeket
okozhatnak. A viz mindsége (a benne 1év6 oldott ionok mennyisége-mindsége) ezért fontos szempont, kiilonds
tekintettel a szezonalis ingadozasokra. Citromsav fermentacid esetén a vizben oldott Mn® ionok eltavolitasa
fontos része a technologidnak.

A viz szempontjabol kiilon kategoriat képez a soripar, ahol a termék 95 %-a viz. A viz mindsége része a
sormarkanak (pl. az angol ’ale’ illetve a pilseni sorok kemény — magas kalcium/magnézium tartalma — vizb6l
késziilnek, mig a barna sérok lagy vizbol).
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3.7. 2.3.7 A komplex taptalaj sterilezése

Sterilezés soran a taptalajt 121 °C homérsékletre fltjiik fel, és tartjuk 30-60 percen keresztiil. A magas
hémérsékleten a vizben 1évé komponensek kiilonféle valtozdsokon mehetnek keresztiil, illetve reakcidba is
léphetnek egymassal. Granularis anyagok (gabona- és allati lisztfélék) teljesen oldatba keriilhetnek,
makromolekuldk (proteinek, keményitd) kisebb moltdmegli molekuldkka degradalodnak, ami szintén a
vizoldékonysag fokozddasaval jar egyiitt. A fémionok gyakorta reakcidba 1épnek a fehérjékkel, komplexeket
képeznek veliik, és megvaltoztatjak oldékonysagukat; a szerves foszfatcsoportok leszakadhatnak és csapadékot
képezhetnek fémionokkal. A Maillard reakcid (melynek soran redukald cukrok és aminosavak reagalnak
egymassal) a novekedésre gatlo hatasti amino cukrok keletkezését eredményezheti. Ezt megel6zend6 a redukald
cukrokat (pl. gliikoz) kiilon, tomény oldatként sterilezik és utodlag adjak a fermentorhoz olyan tapkozeg esetén,
mely sok aminosavat és ammoniat tartalmaz. A magas fehérjetartalmu tapkozegeket sokszor sterilezés kdzben is
habzasgatloval kell kezelni. Végezetiil, fontos megjegyezni, hogy a mikroorganizmus szamara a sterilizalt
tapkozeg lesz a tényleges kornyezet; a sterilezés alatt lejatszodo fizikai/kémiai folyamatok megismerése ezért a
technologia végsd teljesitménye szempontjabol is Iényeges.
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3. fejezet - Mikrobialis alkoholgyartas

1. 3.1 Bevezetés

Az emberiség talan legrégibb és legtobbek altal ismert/miivelt biologiai technologiaja a cukrok alkoholla torténd
erjesztése. A foleg allati eredetli taplalékot fogyaszté nomadoknak a foldmiives életformara tortént atallassal az
étkezési szokasaik is alapvetden megvaltoztak: a gabonafélék valtak a legfontosabb tapanyagforrassa és ezzel
egy id6ben kialakult a magokban és gylimdlcsokben talalhatd cukrok alkoholos erjesztésének technikaja is.
Elterjedésében véletlenszerli események és ezek megfigyelése komoly szerepet jatszhatott. A gabonafélék
magjainak vizben torténé aztatdsa és puhitasa példaul a konnyebb emésztés és a kellemesebb iz miatt
alakulhatott ki, a vizben csiraztatott mag-szuszpenzié pedig spontan ¢éleszto-fertézés (vagyis leoltas)
kovetkeztében alkoholos erjedésen mehetett keresztiil. Az erjesztett italok a kulinaris élvezeten til higiénias
biztonsagot is nyujtottak fogyasztdiknak. Mara a sor, a bor és a desztillalt alkoholos italok eldallitasa fejlett
miszaki és (mikro)biologiai szinvonalat igényl6 iparagga valt szerte a vilagban.

A mikrobialis alkoholgyartasnak azonban vannak egyéb aspektusai is: az etil-alkohol lizemanyag (Henry Ford
XIX. szazad végén gyartott elsd gépjarmiiveinek iizemanyaga is un. ,,farm ethanol” volt, amig a XX. szazad
elején az akkor még olcsé asvanyolaj szarmazék, a petroleum ki nem szoritotta a piacrol), tovabba a
vegyipar/gyogyszeripar egyik leggyakrabban hasznalt szerves olddszere és reaktdnsa. Mindezek miatt az
alkohol az ipari biotechnologia legnagyobb termelési volumennel és piaci értékkel bird alapanyaga: csak a
biolizemanyag célu alkoholgyartas 2012-ben 85,2 milliard litert tett ki, ami vilagszerte kozel masfél millio
munkahelyet jelentett. A teljes mennyiség tobb mint 90 %-at az amerikai f6ldrészen, az USA-ban és Brazilidban
allitjak el6. A kémiai szintézissel, foldgazbol (etilén) illetve szénbdl torténd, un. szintetikus alkoholgyartés
mennyisége elhanyagolhatd szintre esett vissza; ma a vilagpiacon 1év6 ipari alkohol szinte teljes egészében
fermentacios biotechnoldgiai eljarassal késziil (bioetanol).

2. 3.2 Az alkoholgyartas biolégiaja

Kimagaslé (~18 %) alkoholtiirésiikk miatt az erjesztési technologiak 6 szerepléi az élesztdgombak, melyek a
cukrokat minimalis oxigén jelenlétében is képesek hasznositani. ASaccharomycetaceae csaladba egysejtii,
sarjadzassal szaporodo, de a tenyésztési koriilményektdl fiiggéen almicéliumot képzé gombak tartoznak. lvaros
szaporodasuk a vegetativ sejtek Osszeolvadasaval torténik. Az idetartozé nemzetségeket sporaik alakja és
kialakulasa alapjan kiilonithetjiik el. A talajtdl a melegvériiek bélcsatorndjaig mindeniitt talalkozhatunk veliik.
Erjeszté képességiiket a boraszat, a soripar, a szeszipar és a siitGipar hasznositja, a vegyipar pedig
enzimforrasként alkalmazza; biomasszajukat az allattenyésztok takarmanyként hasznaljak.

A legismertebb éleszt6faj az Saccharomyces cerevisiae (synonym: Candida robusta). Felséerjesztést
technologidkban sorélesztoként, szamos valtozatat a boraszatban alkalmazzak. A pékéleszté fotomegét is ez a
faj alkotja.

Az élesztok ammoniabol és szénhidratbol a sejt felépitéséhez sziikséges vegyiiletek teljes valasztékat képesek
eldallitani. A szénhidrat hasznositasat a glikolizis (Embden-Meyerhof-Parnas Gtvonal, EMP) enzimrendszere
végzi, melynek soran a D-gliikdz alkoholla alakul. A glikolizis kulcsintermedierjét — a fruktoz-1,6-biszfoszfatot
— az ATP szint altal szabalyozott frukt6zfoszfat-1-kinaz allitja el6 fruktdz-6-foszfatbol. A glikolizis végterméke
a piruvat, melyet a piruvat dekarboxilaz enzim acetaldehiddé és szén-dioxidda hasit. Az acetaldehidet az alkohol
dehidrogenaz enzim etanolld redukalja a glikolitikus uton keletkezett NADH-k felhasznalasaval. Az alkohol
keletkezése tehat a redukalt kofaktorok regeneralasanak sziikségessége miatt torténik. Az élesztdsejt
novekedéséhez sziikséges egyéb vegyiiletek (aromas aminosavak, nukleotidok, pent6zok) képzddése a pentdz-
foszfat (hexdzmonofoszfat, HMP) uthoz kapcsolddva folyik.

A fakultativ anaerob szervezetek szénhidrat anyagcseréjének szabalyozasara vonatkozo els¢ tudoményos
megallapitas Pasteur nevéhez kotddik. Kisérleti eredményei attételesen az oxigén szabalyozo szerepére hivtak
fel a figyelmet. Oxigén jelenlétében az éleszt6k novekedése jelentGsen fokozddik. Megjelennek a légzést
szolgal6 mitokondriumok, amelyek oxigén hidny esetén Ujra sorvadasnak indulnak. Az oxidativ foszforilaciohoz
vezetd elektronlanc miikddése, a 1égzés fokozddasa, a tapkdzeg (szénhidrat) energiatartalmanak gazdasagosabb
hasznositasat teszi lehetévé. Oxigén jelenlétében az anaerob anyagcserét kiszolgald, az alkohol keletkezése
szempontjabdl esszencialis glikolizissel szemben el6térbe keriil a HMP ut miikddése, mely a novekedéshez
sziikséges épitdelemek képzddése szempontjabdl meghatarozd jelentdségli. Valdjaban az élesztdk nem
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tekinthetOk anaerob szervezeteknek, mert a novekedésiik teljesen oxigénmentes koriilmények kozott leall,
ugyanis nem képesek a sejtmembran nélkiilozhetetlen épitdelemeként ismert szterinek (ergoszterin) és bizonyos
esszencidlis telitetlen zsirsavak szintézisére. Az ipari gyakorlatban ezért csekély levegdt mindig juttatnak a
tenyésztd reaktorba, ami az alkoholos erjedés hatasfokat nem rontja.

Azt, hogy az aerob-anaerob anyagcsere kozotti valtast nem kozvetleniil az oxigén jelenléte okozza jol
demonstralja a Crabtree altal 1929-ben leirt jelenség. A tapkozeghez adott gliik6z mennyiségétdl fliiggben az
élesztd aerob koriilmények kozott is képes az alkoholos erjedés irdanyaba terelni az anyagcserét. Gliikoz
adagolasakor a citokroémok képzddése ugyanugy leall, mintha oxigén hidnyaban kovetkezne be a gatld hatds. A
légz6enzimek kiesése csokkenti a sejt ATP szintjét, ez pedig feloldja az alloszterikusan szabalyozott
fruktozfoszfat-1-kinaz gatoltsagat. Ennek az enzimnek a miikodését az aktualis ATP szint szabalyozza. A 1égzés
csokkenése a redukalt kofaktorok (NADH, NADPH) feldusuldsdhoz vezet. A NAD* hidny gatolja a piruvat-
dehidrogenaz miikodését, amibol kdvetkezden a Krebs ciklus leall. Az ATP szint alakulasa a D-gliik6z (hex6z)
permeaz miikodésére hatva fokozza a gliikoz felvételét. Végeredményben az oxigén jelenléte ellenére is anaerob
anyagcserére jellemz6 egyensuly alakul ki, amely a fokozott gliikoz felvétel mellett a novekedés lassu voltaban
jelentkezik.

Az ipari alkohol gyartasaban az éleszté mellett elényosen hasznalhaté a Zymomonas mobilis anaerob Gram-
negativ baktérium is. A Z. mobilis az éleszténél 1ényegesen nagyobb szénhidrat koncentraciot és etanol tartalmat
képes elviselni, és magasabb hémérsékleten erjeszt. 36 °C-on az elméletileg lehetséges alkohol hozam 97 %-at
teljesiti, szemben a S. cerevisiae 95 %-os gyakorlati konverzidjaval. Mivel a szénhidrat lebontas az Entner-
Doudoroff uton folyik, az alkohol mellett csak 1 ATP képzddik, amibdl kdvetkezéen a képz6dd sejttomeg
csekélyebb. A kétféle mechanizmus sszehasonlitasat a 3. 1. abra konnyiti meg.

D~-GLUKOZ D-GLUKOZ
2l édzn=-0=Fonazfat N 1l xéz—-6~fosgzlat

l S NAD/Z"/H\
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—NADH -ql\vrmmz 1\- NADH
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2 ETANOL 2 ETANOL
Saccharomycea ape. Zymomonas sp
Etonol képzddéssel VegszeflUgnld ATP szintdzis

3.1. abra: Saccharomyces és Zymomonas etanol szintézise

Az elméletileg lehetséges 51 %-os hexo6z-alkohol konverzié melléktermékek képzddése miatt nem érhetd el (3.
1. tablazat).
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Melléktermék | Mennyiség/1 mél D-gliikoz
Vajsav 0.21 mmol

Tejsav 1,37 mmol

Ecetsav 15.15 mmol

Hangyasav 0.49 mmol

Borostydankoésav 0,68 mmol

Etanol 129.9 mmol

Butdndiol 0.7 mmol

Glicerin 32.3 mmol

Szén-dioxid 148,5 mmol

3.1. tdblazat: Az alkoholgyartas melléktermékei

3. 3.3 Az alkoholgyartas alapanyagai

Az eldallitott alkohol aranak kozel 40 %-at teszik ki az alapanyagok koltségei, ezzel a technologia egyik
legfontosabb komponense. Fiiggetleniil a felhasznalt nyersanyag anyagi minéségétol, az elsé 1épés a nyersanyag
tisztitdsa, mechanikai apritisa, vagyis egy viszonylag homogén frakcid kialakitasa. Ezutan kovetkeznek a
kiilonb6z6 hidrolizis technikak, melyek soran egyszerti, fermentalhat6 cukrokhoz jutunk.

A szeszgyartas alapanyaga kezdetben a cukorgyartds melléktermékeként megjelend melasz volt, melynek
hasznosithaté komponense a gliikoz és fruktéz monomerekbdl felépiilé szachar6z. Noha szamos orszagban a
cukorrépa illetve a cukornad szachar6z tartalmat teljes egészében alkoholla alakitjak (a vildg bioetanol
produkcidjanak 60 %-at eredményezve), a vilaggazdasag novekvd alkohol igényét ez az alapanyag nem fogja
tudni kielégiteni.

Az alkoholgyartas gazdasagossagat vizsgalva Ossze kell vetniink a cukorgyartasban hasznositott mez6gazdasagi
termékek eldallitasi kdltségeit és a beloliik nyerhetd hasznos termékek mennyiségét.

Egy tonna 73 %-os viztartalmu cukornad atlagosan 769 kg cukortartalmii nadszar esetén 231 kg levél és
szarcsucsi részt tartalmaz. A nadszarbodl felapritds utan 174 kg szarazanyagot tartalmazo vizes oldatot lehet
kipréselni. A visszamaradt ndvényi maradék szaraz sulya 97,4 kg, amelybdl elégetve 3,3 kg hamu marad vissza.
A viz-oldhat6 frakcidban 122,5 kg fermentalhatd szénhidrat és 51,9 kg nem fermentalhaté6 anyag (19,5 kg
nitrogén tartalmu vegyiilet, 5-6 kg lipid, 13 kg hamu) talalhato.

Egy tonna 81 %-os viztartalmi cukorrépabdl 515 kg szénhidratot tartalmazd gyokér illetve 485 kg
takarmanyként hasznosithato répafej és levél kiilonithetdé el. A lefejezett gyokérbol 84,8 kg szarazanyag
tartalmu, vizoldhatd anyag és 26,2 kg szarazmaradékot tartalmazo, takarmanyként hasznosithaté extrahalt
gyokérmaradvany képzddik. A vizoldhaté anyag 66,4 kg fermentalhatdo szénhidratot és 18,4 kg nem
fermentalhaté maradékot tartalmaz.
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Ha ezeket az adatokat az egy hektaron termelhet6 ipari ndvény mennyiségével dsszevetjiik (3. 2. tablazat), akkor

nyilvanvalova valik a cukornad termelésére alkalmas éghajlattal rendelkez6 allamok elénye.

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

3.2. tablazat: termdteriiletre vonatkoz6 értékek

Ez az elény fokozodik, ha a két alapanyagbol nyert melléktermék a nadmelasz és a répamelasz
fermentalhatdsagat dsszehasonlitjuk. A cukornadd melasz nagyobb cukor, biotin és foszfor tartama elénydsen
befolyésolja az alkoholtermelést.

Az alkoholgyartas egyik régi aspektusa, hogy a mezdgazdasagi termelésben jelentkezé hullamzasokat
pufferként fogja fel. A keményitd tartalmu termékeket (gabonafélék, burgonya) alkoholla alakitva értékalldan
lehet tarolni. Eleinte a keményitd és gliikéz gyartas hulladékat hasznositottak, késébb maga a keményitd (a
gliikoz egységekbdl felépiilé poliszacharid) jelentds része is alkoholként keriilt a piacra. A keményitd
monomerjeire bontdsa savas vagy enzimes hidrolizissel torténhet.

A keményité savas hidrolizise technikailag ugyan konnyen kivitelezhetd, de kdzben az élesztdsejt szdmara
toxikus melléktermékek (levulinsav, 5-hidroxmetilfurfurol, hangyasav) képzédnek. A savkoncentracid
optimalasaval és a hdmérséklet megvalasztasaval javitani lehet a helyzeten, de vilagszerte mégis az enzimes
hidrolizist alkalmazzak, részben az ipari felhasznalasu enzimek robbanasszeriien névekvo, biotechnlogiai tton
torténd eldallitasanak kdszonhetéen. Az alabbiakban a legfontosabb enzimeket jellemezziik.

a-amilaz (a-1,4-glukan-4-glukano hidrolaz): random hidrolizalja a keményitd a-1,4 kotéseit, de az a-1,6 kotést,
s6t az a-1,6 kotés szomszédsagaban levé a-1,4 kotést mar nem. Ezért a reakcid termékben jelentds
mennyiségben fordulnak el6 oligomerek. Az Aspergillus oryzae gomba altal termelt enzim példaul
keményitébol 4 % gliikdzt, 56 % maltozt, 28 % maltotridzt és egyéb oligoszacharidot tartalmazé maltdz szirupot
készit.

b-amilaz (a-1,4-glukan maltohidrolaz): a Bacillus baktérium nemzetségben el6forduld enzim, amely a
keményité redukald végérdl kezdve maltdz egységeket hasit le. Nem bontja az a-1,6 ktéseket.

Glitkoamilaz: Széles spektrumu, a poliszacharid nem redukald végétdl indulva az 1,3 1,4 és 1,6 kotéseket
bontja. Féleg gombakban (Aspergillus awamori, Aspergillus niger, Rhizopus fajok)fordul el. Keményit6bél 97
% glikozt, 1,5 % maltozt és kevés egyéb oligoszacharidot tartalmazé elegyet készit. Az a-amilaz jelenléte
gyorsitja a reakciot, fokozza az eljaras teljesitményét.

A fenti enzimek keveréke jo hatasfokkal, de az egyes novényfajokbol szarmazéd keményit6t eltérd sebességgel
bontja D-gliikozig. A gabonakeményité példaul konnyebben bonthatod, mint a burgonya keményité. Sok helyen
a kukoricat teljes egészében feldolgozzak; az igy keletkezd termékek (csiraolaj, aztatdlé, keményitd, gliikoz-
szOrp, izomerdz, stb.) araban jelentkez6 gazdasagi haszon javitja az alkohol termel6i dranak alakulasat.

Az etanol nagyipari el6allitasanak energiaigénye: cukornadbol 18 MJ kg™ etanol, kukoricabol 19,4 MJ kg*
etanol. Az 1 tonna alapanyagbol eldallithato etanol mennyiségi viszonyait a 3. 3. tablazat mutatja.
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Alapanyag | Eléallitott alkohol
(liter/tonna)

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

3.3. tablazat: alapanyagra vonatkozo érté¢kek

Mint lathato, a cukornadbodl nyert etanol 20 %-kal, a kukoricabdl nyert etanol 50 %-kal dragabb, mint a
cukoripari melléktermékbdl, a melaszbol szarmazé etanol. A melasz mennyiségét viszont a cukorgyarak (egyre
csokkend) kapacitasa hatarozza meg, igy nem meglepd, hogy az ipari szesztermelés tekintélyes hanyada ma mar
a gabonafélék szénhidrat tartalmanak hasznositasaval torténik. Az elmult harom évtizedben a felhasznalhato
melasz mennyisége folyamatosan csokkend tendenciat mutatott, ami a gabonafélék (elsGsorban a kukorica)
szeszipari alapanyagként torténd alkalmazasanak tovabbi eléretdrését eredményezte az USA-ban és Eurdpaban.
A megtermelt gabona igy egyre inkabb alkoholként hasznosult, ami a XXI. szazad els6 éveiben vilagszerte
sulyos zavarokhoz vezetett az élelmiszerpiacokon. Emiatt jegyzetiink irdsanak idOpontjaban (2012 vége) az
¢lelmiszerek eldallitasat (termeldi arat) kozvetleniil nem befolydsold un. masodik generacids alapanyagok
hasznalata kertilt el6térbe.

A XX. szazad végén kiterjedt kutatdbmunka indult a gabonafélék lignocelluloz tartalmanak hasznositasa céljabol.
A novényi biomassza ugyanis évente megujuld, Oriasi mennyiségli energiaforrast jelent, potencialisan tehat
olcsobb alapanyag a melasznal és a keményiténél. Harom f6 komponense a celluloz (atlagosan 45 %), a
hemicellul6z (30 %) és a lignin (25 %).

A celluléz B-(1,4)-glikozidos kotéssel kapcsolodo cellobidz egységek ismétlddése. Természetes koriilmények
kozott ligninnel, hemicellulozzal, keményitovel €s fehérjékkel asszocialodva szoros illeszkedésben fordul eld,
ezért csak egy bonyolult enzim komplex tudja bontani, mely az élesztégombakbol hianyzik. Kémiai uton erds
savakkal hidrolizalhato.

A hemicelluldz a celluldznal kénnyebben hidrolizalhatd, elagazo lancu, hex6zokat, pentozokat és uronsavakat
tartalmazoé heteropolimer. A polimer ndvényfajokra jellemz6 ardnyban tartalmazza a felsorolt szénhidratokat.

A lignin cinnamon savbol képz6dd (lignolokat: transz-p-kumaril, transz-p-coniferil, transz-p-sinapyl)
alkoholokat tartalmazo, aromas alkotorészekbdl felépiil6 fenolos karakterti polimer.

Ahhoz, hogy a lignocelluldz erjeszthetd legyen, fel kell a monomerjeit szabaditani. Ennek két f6 1épése: (a)
fizikai vagy kémiai el6kezelés a hemicelluloz monomerek felszabaditasa céljabol, (b) a gliik6z monomerek
felszabaditasa cellulozbol savas vagy enzimes hidrolizissel. A lignin monomerjeit egyetlen jelenleg ismert
mikroorganizmus sem tudja bontani.

A szénhidrat alapu etanol termelésben alkalmazott S. cerevisiae nem képes erjeszteni a pentézokat. Néhany D-
xilozt alkoholla fermentald élesztéfélérdl (Pachysolen tannophilus, Candida shehatae, Pichia stipitis) ugyan
tudunk, de alkohol érzékenységiik (40 g/L folott novekedésiik leall), mikroaerofil voltuk és savas pH-val
szembeni érzékenységiik miatt gyakorlati alkalmazhatosaguk kétséges. Elesztokben a D-xilozt egy NADPH-
igényes reduktaz alakitja xilitolla, amit egy NAD*-fiigg$ dehidrogenaz alakit xilul6zza. Prokariotakban (E. coli)
egy izomeraz enzim végzi a xiloz-xiluloz atalakitast (ezt az aktivitast hasznositjadk az izocukor gyartok). A
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képz6dd xiluldz egy kinaz segitségével keriil a HMP-ttra. Jelen ismereteink szerint természetbdl izolalt ,,vad
tipust” mikroorganizmus nem képes a lignocelluléz gazdasagi haszonnal kecsegtetd alkoholos erjesztésére. Ez
volt az a pont, ahol elébb a hagyomanyos, mutagenezisen és szlirésen alapuld torzsfejlesztés, majd a
rekombinans DNS technologia belépett az egyik legésibb biotechnologiai folyamat fejlesztésébe. A jelenlegi
erdfeszitések harom mikroba: a Z. mobilis és az E. coli baktériumok illetve a S. cerevisiae élesztd fejlesztésének
iranyaba koncenralodnak.

4. 3.4 alkoholgyartashoz kapcsolodoé torzsfejlesztések

A lignocelluléz alapanyagként torténd hasznositasa tehat komoly kivadnalmakat tamaszt az alkoholt erjesztd
mikroorganizmus felé. Az alabbiakban felsoroljuk a legfontosabb szempontokat.

- Széles szubsztratum hasznositasi képesség.

- Magas etanol termelési képesség kihozatal és termelékenység szempontjabol.

- Csekély mértékii melléktermék képzodés.

- Magas etanol tiirés.

- Gatloszerekkel szembeni érzéketlenség, illetve nagy tliréshatar.

- Alacsony pH és magas hdmérséklet tiirése.

- A tenyészkorilmények hirtelen megvaltozasaval szembeni érzéketlenség.

- Szimultan cukorhasznositas (ne érvényesiiljon karbon katabolit represszids hatas)
- Hemicelluldz és celluldz hidrolizalési képesség.

- Ismételt felhasznalhatosag (az enzimhordoz6 rogzitett formaban térténd alkalmazhatosaga)
- Minimalis raadagoland6 tapanyag-igény.

- ,Generally Regarded As Safe” (GRAS) statusz (USA FDA)

Mint emlitettiik, a vad tipust S. cerevisiae éleszté pentozokat nem fermental. A géntechnologia eddig harom
stratégiat probalt ki ennek megvaltoztatasara, ipari szempontbol nézve 6sszességében szerény eredménnyel.

A bakterialis eredetii (E. coli, Bacillus subtilis, Thermos thermophilus) xiloz izomeraz élesztOsejtbe tortént
beépitése semmilyen kedvezd eredményt nem hozott. Ennek vélheté oka a gomba és a baktériumsejt biokémiai
apparatusaban fellelhetd jelentds kiilonbségek, ami miatt a fehérje érése nem volt tokéletes.

A Pichia stipitis éleszt6 xiloz reduktaz (XYL1) és xilitol dehidrogenaz (XYL2) gén beépitése S. cerevisiae-be is
csalodast keltd eredményt hozott. 21,7 g xilozbol minddssze 1,6 g etanol képzodott literenként. A két gén
tultermeltetése valamint kromoszémaba integralasa sem hozott eredményt. Feltételezték, hogy a HMP-utvonal
nem kielégitd aktivitasa, s az ebbdl kovetkezd6 NADPH-hiany all a probléma hatterében. A HMP-ut (pentdz-
foszfat ciklus) génjeinek tultermeltetése valamelyest ndvelte a mutans alkohol kihozatalat, azonban még mindig
messze volt a gazdasagilag minimalisan elvarhato6tol.

A S. cerevisiae-b6l szarmazo xiluldéz kindz (XKS1) és a P. stipitis-bél szarmazo XYL1 és XYL2 gének
transzformalasaval 1étrehozott S. cerevisiae 1400 pLNH32 t6rzs képes novekedni egyediili szénforrasként xilozt
tartalmazo taptalajon, alkoholt erjeszté kapacitasa pedig az elméleti értek 66 %-at tette ki. Cukor elegyet
tartalmazo taptalajon a hatasfok 90 %-ra fejlodott, viszont az L-arabindzt nem metabolizalta.

Egy masik Saccharomyces torzs (1400 pLNH33) tobb kopiaban tartalmazta a fenti harom gént. Glikozt és
xilozt tartalmazo taptalajon jol novekedett. A gének kromoszdmaba integraldsa a tdrzs stabilitast javitotta.

Fentiekbdl is kovetkezden az élesztdvel torténd alkoholgyartas jelenlegi ,,frontvonala™ az L-arabin6z hasznositas
koriil hiizodik. Az L-arabindz anyagcsere génjeit a Candida aurigiensis-bél, a xiloz transzporter gént pedig a P.
stipitis-bol klonozva kisérelték meg ndvelni a S. cerevisiae pentdz hasznositiasat. Nem véletleniil hasznalnak

18



Mikrobialis alkoholgyartas

gomba eredetii géneket: mara egyértelmiien bebizonyosodott, hogy bakteridlis lebontd gének nem, vagy csak
minimalis rataval fejez6dnek ki a S. cerevisiae torzseiben.

Az éleszté mellett a Z. mobilis baktérium torzsfejlesztése is kiemelt figyelmet kapott. Mint korabban emlitettiik,
ez a mikroba az Entner-Doudoroff uton hasznositja a gliikozt; 1 mol gliikozbol 2 mél piruvat képzoédik, ami 1
csupan mol ATP Iétrejottét eredményezi. Ez az alacsony energiatermelés felgyorsitja a metabolizmust.
Emelkedik a glikolitikus 0t és az etanologén enzimek (piruvat dekarboxildz és alkohol dehidrogenaz) szintje. Az
etanol kihozatal eléri az elméleti érték 97 %-at. Ebben az esetben is a szubsztratum hasznositasi spektrum
szélesitése volt a torzsfejlesztés célja.

A xiloz hasznositas novelése céljabol a Xanthomonas campestris és a Klebsiella pneumoniae baktériumokbol
szarmazd XylA gént a xyloz-izomeraz aktivitisnak a novelése érdekében és a XylB gént a xyluléz kinaz
megjelenitése céljabol bejuttattak egy olyan Z. mobilis térzsbe, amely ennek eldtte nem novekedett egyediili
szénforrasként xilozt tartalmazo taptalajon. A HMP-utvonal enzimei azonban nem aktivalodtak.

A limitacié megsziintetése céljabol E. coli-bol kisérelték meg atvinni a XylA (xiloz izomeraz) a xylB (xiluloz
kinaz), a talA (transzaldolaz) és a tktA (transzketoldz) géneket. Az igy kapott rekombinans Z. mobilis torzsben
mind a négy enzim aktivitasa kimutathato volt. Egyediili xyloz szénforrason a torzs az elméleti teljesitmény 86
%-at teljesitette. A szénhidrat elegybdl a 95 %-os hatasfokkal, savval hidrolizalt kukoricaszaron 88 %-0S
hatasfokkal képes alkoholt fermentalni. A transzformalt gének kromoszoémaba integralasa a torzs stabilitasat
jelent6sen fokozta.

Az L-arabindz hasznositas fokozasa céljabol 5 db E. coli gént juttattak egy Z. mobilis térzsbe. Csupan L-
arabindzt tartalmazé taptalajon a torzs 98 %-ra kozelitette meg az elméleti értéket, ami gliikozt is tartalmazo
taptalajon 84 %-ra csokkent. Valamennyi L-arabinéz visszamaradt a taptalajban, mivel a torzs a gliikozt
preferaltan hasznositotta.

Egy masik mutdnsba az L-arabindzt és D-xilozt hasznositd géneket, tovabba a HMP-utvonal génjeit
transzformaltak. Az igy nyert Z. mobilis torzs D-xilozt és L-arabinézt is jol fermentalt, a cukorkeveréket 82-84
%-o0s elméleti hatasfokkal alakitotta alkoholla.

A harmadik, alkohol gyartas szempontjabol kiemelt jelent6ségii mikroorganizmus, az E. coli széles
szubsztratum hasznositasi képessége jol ismert. Nem hagyhaté figyelmen kiviil, hogy a tébbi Enterobacter-hez
hasonldan piruvatbol etanolon és széndioxidon kiviil jelentés mennyiségii egyéb savat (tejsav, acetat, formiat) is
eléallit. A Z. mobilis-bél szarmazd etanologén gének, a pdc (piruvat decarboxildz) és az adhB (acetaldehid
dehidrogenaz) k6z6s promoterrel rendelkezve operonként (PET operon = production of ethanol) épitheték be a
kivalasztott gazdaba. Az igy kapott E. coli mutans alkoholt erjeszté teljesitményét fokozni lehet a szukcinat
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szarmazo6 szénhidratok elegyébol 90 % f61¢é lehetett emelni a mutans torzs alkohol kihozatalat.

Az E. coli alkoholos erjesztésénél jelentds fejlesztési lehetdség a glicerin képz6dés csdkkentése is. Glicerin
akkor keletkezik, ha az alkohol-dehidrogenaz helyett az a-glicerinfoszfat-dehidrogenaz enzim regeneréalja a
redukalt kofaktorokat. Az alkohol-dehidrogenaz leallasat az okozza, ha a reakcidtermékét — az acetaldehidet —
keletkezése pillanatdban natrium-szulfittal reagaltatjuk. Ekkor az EMP-aton képz6dott NADH a
dihidroxiaceton-foszfat redukciojara hasznalodik fel. A képz6dé a-glicerinfoszfatot végiil egy foszfataz alakitja
keletkezett glicerin mennyiségét és 8 %-al novelték az alkohol mennyiségét. Meg kell azonban jegyezni, hogy a
tenyészet ndvekedési rataja is jelentdsen (~ 45 %) visszaesett.

4.1. 3.4.1 Az etanol tiirés javitasa

Az alkohol-érzékenység a membran lipid tartalmanak Osszetételétél fiigg. Az ipari gyakorlatban hasznalt S.
cerevisiae szterol tartalmi membranja 21 % (w/v) etanolt képes eltlirni. A Z. mobilis cisz-vaccén-savban gazdag
¢€s hopanoidot tartalmazé foszfolipid membranja 12 % etanolt visel el kdrosodas nélkiil. A tir6képesség nem
szlikithetd a fizikai-kémiai paraméterek altal kivaltott hatdsra. Nem hagyhato figyelmen kiviil a membranban
levd, fontos bioldgiai szerepet betdltd fehérjék (ATP-4z, szuperoxid dizmutdz, trehaldz szintaz) hatdsa sem.
Ezeknek az aktiv miikodését a jelenlevd etanol kiilonb6zé mértékben zavarja, azaz bonyolult médon
befolyasolja az etanol tiirés szamszerii értékét. Az E. coli alkohol tlirését random mutacioval novelni lehetett;
egy mutans D-xilozbol az elméleti alkohol kihozatal 85 %-at érte el, ami 60 g/L alkoholkoncentracidt (7.5 %
v/v) jelentett.
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4.2. 3.4.2 Inhibitorokkal szembeni érzékenység csokkentése

A lignocelluléz monomerekre hidrolizalasa magas hémérsékletet €s gyakran kemikalidk jelenlétét igényld
folyamat. Ilyen koriilmények kozott nehezen kontrollalhatd kémiai reakciok mennek végbe, melyek végtermékei
karosak lehetnek az alkoholt termeld mikroorganizmusra. Pent6zok degradacidja sordn furfural, hexo6zok
lebontasa soran hidroximetil-furfural keletkezhet. Az el6kezelés soran ecetsav és hangyasav szabadulhat fel. A
lignin degradacidja aldehideket, savakat, lignolokat és egyéb aromds alkoholokat eredményezhet. A karos
anyagok hatasa sokszor szinergikusan jelentkezik, vagyis egylittes hatasuk rosszabb a mikroba szempontjabol,
mint az egyes inhibitorok hatdsainak osszege. Az egyik legfontosabb inhibitor a furfural, mely a glikolizis
enzimeit gatolja. Hatasanak csdkkentése technologiai iton torténik: furfuril alkoholld redukalva kevésbé karos
hatasu.

A tobbi inhibitor hatasanak lekiizdésére a termeld mikroba fejlesztése maradt a leginkabb jarhatéo ut. A
hagyomanyos adaptacids-szelekcios technika, és a modern géntechnoldgia egyarant alkalmazasra keriilt egyik
vagy masik inhibitor ellen. A S. cerevisiae éleszt6 furfural érzékenységét hosszas adaptacios eljarassal a
tobbszorosére lehetett fokozni. Hasonloképpen lehetett fokozni a Z. mobilis ecetsav tiirését.

Géntechnoldgiai uton eddig csak a S. cerevisiae inhibitor-tiirését sikeriilt fokozni. Lakkaz génnel transzformalt
élesztésejtek semleges anyaggd tudtak redukalni a koniferil aldehidet, mig a fenilakrilsav dekarboxilaz gén
overexpresszidja aromas savakkal szembeni toleranciat eredményezett.

4.3. 3.4.3 HoOmérséklet-tiirés

Az alkoholos erjesztés exoterm folyamat, ezért a fermentorokat — jelentds koltséggel — hiiteni kell. Egy Z.
mobilis torzs ezzel szemben ezt nem igényli. Még érdekesebb, hogy ez a torzs egyben alkohol és ozmo-tolerans
is egyben. A koézelmultban sikeriilt azonositani egy regulator gént, melyet egymastol eltéré stresszhatasok
képesek indukalni.

A hémérséklet-tlirés fokozasa a tenyészet altalanos fiziologiai érzékenységével fiigg 6ssze. Az alkohol gyartasa
nagy térfogatli fermentorokban megy végbe, ahol lokalisan az optimalishoz képest jelentds eltérések lehetnek a
kémhatas, a tapanyag koncentracio, a hémérséklet, az oldott oxigén szint értékeiben. Uzemzavarok is valds
valdszintiséggel kovetkeznek be. Az ilyen, nehezen szamszertisithet hatasokkal szembeni ellenalld képesség is
fontos szempont a tdrzsszelekcid soran.

4.4. 3.4.4 Monomerek egyideji felvétele

Idealis esetben egy tenyészet az dsszes tapkozegben jelenlévd hexozt és pentdzt parhuzamosan transzportalja és
alakitja at alkoholla. A wvaldsagban a mikrobdk preferaltan hasznositjdk a szénforrasokat. A szénvaz
lebontasanak szabalyozasakor a legfontosabb szempont az idGegység alatt felszabadithatd nettd energia
mennyisége: a sejt a leggyorsabban hasznosul6 szénforrast fogja felvenni és oxidalni, a lassabban hasznosulok
lebontasahoz sziikséges enzimek szintézise pedig gatolodik. A jelenséget karbon katabolit szabalyozasnak
(represszionak) nevezziik; szigortian transzkripcios szintli folyamat. Jellemzden (de nem kizarélag) a gliikozzal
lehet kivaltani.

Az élesztOkben a karbon repressziot kozvetitdé Migl gén delécidja esetén a szacharoz hidrolizise (vagyis az
invertaz enzim képzodése) kozel tizszeresre nétt gliikoz jelenlétében a vad tipushoz képest, a D-galaktoz felvétel
pedig parhuzamosan ment végbe a D-gliikoz transzporttal.

4.5. 3.4.5 Cellul6z/hemicelluléz hidrolizis a termelo mikrobaval

Az élesztOsejt nem képes celluldzt illetve hemicellulézt hasznositani, de a Trichoderma reesei gomba B-
glitkozidaz génjével transzformalt S. cerevisiae kis hatasfokkal ugyan, de alkoholla erjesztette a cellulozt. A
legnagyobb sikert ezen a teriileten azonban egy eddig nem targyalt mikrobaval, a Klebsiella oxytoca
baktériummal érték el. Egy rekombinans K. oxytoca tdrzs, melybe a PET-operont transzformaltak képes volt
alkoholt erjeszteni egy sor cukorbol, valamint di-, tri-, és tetraszacharidbol is. A tapkozeghez cellulazt adagolva
a tenyészet 70 %-os elméleti hatasfokkal volt képes cellulozbodl etanolt termelni.

Az alkoholgyartas egyik fontos célkitiizése a szimultdn elcukrositas (hidrolizis) és fermentacié (SSF) ipari
léptéki megvaldsitasa. Az ebbdl szarmazd elénydk — pl. a csokkentett szami miveleti 1épés és rovidebb
fermentacios id6 — gazdasagosabb bioetanol termelést tesznek lehetdvé. Az SSF technoldgia a hidrolizist és az
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etanol fermentaciot Ugy kombindlhatja, hogy a gliikéz koncentracidja alacsonyan maradjon. Mivel a
felhalmozodo etanol nem gétolja annyira a cellulaz enzimrendszer miikddését, mint amennyire a magas gliikdz
koncentracié gatolja az etanol termelését, igy az SSF lehetdséget teremt a cellulozbol torténd etanol gyartds
teljes konverzidjanak novelésére.
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4. fejezet - Szerves savak mikrobialis
eloallitasa
1. 4.1 Bevezetés

A mikrobidlis (fermentacids) uton eldallitott egy- illetve tobbértékli szerves savak (karbonsavak) az ipari
biotechnologia legrégibb, mennyiségileg legjelent6sebb tomegtermékei koz¢ tartoznak (4. 1. tablazat).

Szerves sav | Eves termelés | Termelé fajok

4.1. tablazat: karbonsavak

Az anyagcsere soran valamennyi é161ény Osszes sejttipusaban keletkeznek szerves savak, melyek jellemzéen
tovabbalakulnak, meghatarozott élettani illetve kornyezeti koriilmények mellett viszont felhalmozddhatnak,
majd kivalasztodnak. A szerves savak igy a sejtek (technoldgiai) kdrnyezetében dusulnak fel, akar molos
koncentraci6 értékig.

Szerves savak felhalmozasara prokariota és eukaridta szervezetek egyarant képesek. Anaerob baktériumokban a
szerves savak keletkezése szorosan Osszefligg a ndovekedéssel, mivel a szénvaz lebontdsa soran keletkezd
redukalt kofaktorok (NADH) kisméretii szerves molekuldk redukalasa révén regeneralodnak (pl. tejsav,
propionsav, vajsav keletkezése). Aerob baktériumokban és gombakban ezzel szemben a karbonsavak
felhalmozodésa a szénforras lebontasanak tokéletlensége miatt megy végbe (az oxidacios folyamat mintegy
,megakad”), emiatt a ndvekedéshez csak kozvetetten kapcsolodik.

A szerves savak felhasznalasa sokrétii. Legrégibb, és maig leggyakoribb alkalmazasuk az élelmiszeriparhoz
kotédik (izesit0-és tartdsitoszerek), de természetes kémiai tulajdonsagaik €s kornyezetbarat jellegiik miatt
szamos specialis probléma megoldasanal is hasznaljak dket (lasd kés6bb, az egyes karbonsavak attekintésénél).
Minden szempontbol (elméleti ismeretek szintje, technoldgiai fejlettség, eléallitott mennyiség, vilagpiaci érték)
a citromsav szamit legfontosabb képvisel6jiiknek.

2. 4.2 A citromsav mikrobialis eloallitasa
2.1.4.2.1 Torténeti attekintés
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A citromsavat (2-hidroxi-propan-1,2,3-trikarbonsav; 4. 1. abra) kristalyos formaban elészor Scheele svéd
kémikus allitotta elé 1784-ban, éretlen citrom termésébdl, mely 6-8 % citromsavat is tartalmazhat.

CH, —COOH
OH— C — COOH

CH, —COOH

4.1. abra: citromsav

A gylimdlesbdl 6rléssel vizes szuszpenzidt készitett, az oldathoz (oltott mész formajaban) kalcium ionokat
juttatott, az igy keletkezd kalcium-citrat csapadékot lesziirte, majd kénsavval szabaditotta fel beldle a szabad
savat. A citromsav els6 kereskedelmi célu eléallitasa (Anglia, 1860) ugyanezen az elven tortént, Sziciliabol
importalt gylimolcsot hasznalva alapanyagként. A technologiat hamarosan a tobbi fejlett eurdpai orszag, illetve
az USA is atvette, a fejlédést azonban behatarolta a citrom beszerzési ara, melyet egy italiai kartell hatékonyan
ellenérzott. A kémiai szintézis alacsony hozama miatt nem volt életképes alternativa, igy 1j, citrom-fiiggetlen
biotechnolodgiai eljarast kellett keresni.

A citromsav — a citromsav-ciklus névado molekuldjaként — szinte minden €16 sejtben eléfordul. Wehmer osztrak
vegyész ugyan mar 1893-ban felfedezte, hogy egyes penészgomba fajok képesek a tenyészleviikkbe szerves
savakat, koztiik citromsavat is kivalasztani, a gyakorlati jelentéséget azonban nem tudta kiaknazni. Az elsd
mikrobialis citromsavgyartasi szabadalom az amerikai Zahorski (1913), az elsé fermentacids technologia a
szintén amerikai Currie (1923) nevéhez fliz6dik. Ebben az Aspergillus niger penészgomba tenyészetét
alkalmaztak (a mai napig ez a faj termeli a vilagon felhasznalt citromsav Oriasi tobbségét). A micélium-tdmeget
sekély (10-15 cm), nagy feliiletli, cukrok és szervetlen sok vizes oldatat tartalmazé talcdkon ndvesztették
(felszini technoldgia); a steril levegdt (mely oxigén ellatasi és hiitési célokat is szolgal) a talcak folott fijjak at.
Az eljarast szamos orszag atvette, és ¢évtizedekig alkalmazta; noha fokozottan munkaigényes, a vilag
fejletlenebb teriiletein maig fennmaradt technologiai egyszerlisége €s olcsdsaga miatt.

A kovetkezd jelentds 1épés — a penicillin gyartds eredményeinek nyomdokan haladva — a siillyesztett
fermentacios technologia kidolgozasa volt 1952-ben. A technoldgia alapjat azon felismerések jelentették,
melyek alapveté kapcsolatokat allapitottak meg egyes tapanyag-komponensek (pl. foszfat, nyomelemek — vas,
mangéan) mennyisége és a citromsav kihozatal kdzott. Az amerikai kutatok (pl. Martin, Perquin, Johnson,
Cleland) felfedezésein alapuld technologiakat a nyugat-europai orszagok, Izrael és Japan is atvette.

Ma a citromsav gyartas fO fejlodési iranyat az alapanyagok aranak csokkentése jelenti, ennek megfeleléen
szamos mezdgazdasagi hulladék jellegii szénforras (alma-és sz616torkoly, sargarépa-, narancs-, kavé- és ananasz
maradvany, a szentjanoskenyérfa termésének hiivelye, stb.) alkalmazasardl jelent meg hiradas. Az 1973-as
olajvalsagig tobb éleszt6faj (pl. Candida lipolytica) az A. niger potencialis alternativajanak tiint, mivel ezek a
technologiak az addig olcso kdolajat hasznaltak szénforrasként, a mai szénhidrogén-arak mellett azonban mar
nem gazdasagosak. Jelenleg a vildgon évente mintegy 1.6 millié tonna citromsavat allitanak eld, melynek piaci
értéke meghaladja a 2 milliard US $-t. Ma mar a vilag termelési kapacitasanak tobbsége kinai kézben van; Kina
utan az USA ¢és az EU a két legjelentdsebb termeld. A tengerentili konkurencia miatt az eurdpai és izraeli
gyartok szovetségbe tomoriilve (ECAMA — the European Citric Acid Manufacturers Association — lasd
http://www.ecama.org/) védik piacaikat.

2.2.4.2.2 A citromsav keletkezésének biokémiaja

A kereskedelmi forgalomba keriild citromsav tilnyomé tobbségét az A. niger fonalas tomlésgomba
(Ascomycetes) révén allitjak el6. Az Ascomycetes-ek gyakran, az Aspergillus nemzetség tagjai pedig jellemzéen
alkalmasak a szerves savak thltermelésére. Ennek oka, hogy ezek a fajok jol tolerdljak a tadpkozeg savas
kémbhatasat; pH 3 és 5 kozotti értékeken is képesek novekedni, de elviselik az extrémen savas (pH 1.5) kozeget
is. A szerves savak thltermelése és tapkozegbe torténd kivalasztasa tehat szelekcios elénnyel jarhat rajuk nézve.
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Az Aspergillus fajok karbonsav termelése stimulalhatd, vagyis a termék-kihozatal torzs- és/vagy technologia
fejlesztés révén annyira ndvelhetd, hogy pl. a szénforrds-citromsav konverzi6 ma mar csaknem kvantitativ
(tobb, mint 90 % technoldgiai koriilmények kozott).

A citromsav keletkezésének elsé biokémiai utvonala a glikolizis, melynek soran 1 mol gliikkozbol 2 mol piruvat
jon létre. Ezt kovetben a két piruvatbol a citromsav el@anyagai, oxalecetsav és acetil-COA keletkeznek. A
folyamat kozponti 1épése a Cleland-Johnson reakci6é, vagyis a piruvat a acetil-CoA Aatalakulds soran
felszabadulo szén-dioxid megkotése a masik piruvat molekuldn, ezaltal pedig az oxalecetsav létrejotte (4. 2.

abra).
Gliikoz (Cy)

Piruvat + Piruvat (Cs)

CO;
Acetil-CoA Oxalecetsav (Cy)

© T

Citromsav (Cyg)

4.2. abra: Cleland-Johnson reakcio

A reakcid jelentdsége nyilvanvalo: ha a citromsav keletkezéshez sziikséges oxalecetsav csak a citromsav-ciklus
soran johetne létre, minden mol oxalecetsav (és citromsav) szintézise 2 mol szén-dioxid keletkezésével jarna,
vagyis egy hat szénatomos hexo6z (pl. gliik6z) egyharmada szén-dioxid forméjaban elveszne. Ez azt jelentené,
hogy az elméleti hozam sem haladhatnd meg a 66 %-ot. Mivel a tényleges hozamok ennél lényegesen
magasabbak (~ 90 %), egy anaplerotikus (felt61td) reakcié meglétét mar de facto leirasa el6tt is sejtették.

A szén-dioxid anaplerotikus megkdtését a piruvat karboxilaz enzim katalizdlja. Az enzim eukariotakban
jellemzden a mitokondriumban talalhatd, de A. niger-ben mitokondrialis és citoszolikus formaja is 1étezik. Az
utobbi mikodése miatt az anaplerotikus szén-dioxid megkotés (vagyis az oxalecetsav kialakulas) nagyrészt a
citoszolban megy végbe. Az oxalecetsav a szintén citoszolikus malat dehidrogendz enzim jovoltabol malatta
(almasav) alakul tovabb. A reakci6 NADH-igényét a glikolizis fedezi (ezzel regeneralva a glikolizis soran
redukalodott kofaktort, és tehermentesitve a 1égzési lancot). A. niger-ben a glikolizis végterméke tehat nem
piruvat, hanem malat (4. 3. abra).
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Gliiké CITOSZOL

Pirufit MITOKONDRIUM
dehig@rogenaz

CO,

Piruvat Piruvat > Piruvat

karboxilaz e

Oxilecet Oxalecetsav AC‘COA
xalecetsav i
Citrat
Malat t akonitaz
B Izocitrat
alat i
rbonsav .
Citrat Fumarat\‘ a-ketoglutarat

Szukcinat
4.3, abra: A trikarbonsav carrier

A citromsav egy biokémiai korfolyamat koztes vegyiilete, igy logikusnak tlint, hogy felhalmozdédasa a
tovabbalakulas gatlasa miatt kdvetkezik be. A valdésagban azonban a citromsav-ciklus dsszes génje és a roluk
atir6do enzimek is hibatlanul miikodnek taltermeld korillmények k6zott A. niger-ben. A felhalmozodast ugyanis
mas mechanizmus okozza: a legtobb eukaridta sejt mitokondriuméanak belsé membranjaban megtalalhat6 egy
trikarbonsav-carrier enzim, mely forgbkapuként mikodik a mitokondrium matrix és a citoszol kozott.
Mikddéséhez egy citoszolikus, szerves elleniont (pl. szerves savat) igényel viszonylag magas koncentracidban,
emiatt élettani koriilmények kozott tipikusan inaktiv. A. niger-ben azonban a trikarbonsav carrier ellenionja
éppen az a malat, ami glikolitikus végtermék gyanant feldusul a citoszolban. A citoszolikus malat
felhalmozodas kovetkezményeként a trikarbonsav carrier aktivalodik, és mivel affinitdsa a citrat irant egy
nagysagrenddel nagyobb az akonitaz enziménél (mely a citrat-izocitrat atalakulast katalizalja), gyakorlatilag
kiszivattyuzza a citromsavat a mitokondriumbol a citoszolba. Mivel a citromsav-ciklus enzimatikus 1épései
jellemzden kis szabadentalpia-valtozassal jarnak, a reakcidok élettani koriilmények kozott is reverzibilisek.
Ennek kovetkeztében a ciklus koztesei — melyek az aminosav és nukleotid anyagceserében fontos intermedierek
— reduktiv Gton (a ciklusban visszafelé haladva) is 1étrejohetnek, vagyis a gombasejt altalanos anyagcseréje nem
sériil (4. 3. abra).

A citromsav tultermelés kovetkezd biokémiai lépése a citrat exportja a citoszolbol. Az intracellularis
koncentracié nem lehet tobb néhany mM-nal, mig a fermentacios tapkozegben a végs6 koncentracio az 1 M-t is
meghaladhatja. Ennek megfeleléen a citromsav exportja ATP-fliggd, energiaigényes folyamat. A helyzetet
bonyolitja, hogy az A. niger a citromsavat szénforrasként hasznositani tudja, tehat rendelkezik citrat-permeaz
enzimekkel. Ezek szubsztratuma azonban kizarélag a Mn* ionnal kelalt citrat, igy Mn* ion hianyaban a citrat
permeaz mitkddése egyiranyuva (export) valik. Nem meglepd, hogy az ipari fermentacids technologiak egyik
kozos és meghatarozd eleme a taptalaj teljes Mn?" ion mentessége.

2.3. 4.2.3 A citromsav gyartas technolégiai kovetelményei

Standard laboratoriumi koriilmények kozott a legjobban termelé A. niger torzsek sem képesek citromsavat
felhalmozni a taptalajban. A taltermeléshez ugyanis szamos specialis technologiai feltételnek kell egyidejiileg
teljesiilnie.

Az egyik legfontosabb paraméter a szénforrds mindsége és mennyisége. Kizarolag gyorsan metabolizalodo
szénforrasok (gliikkdz, szachar6z, maltdz, illetve ezeket tartalmazo alapanyagok) alkalmazhatok, és beldliik is
sok (~ 10 %) sziikséges; 100 g/L koncentracid alatt a termelés visszaesik. Ennek oka egy alacsony affinitast
gliikdz permeaz enzim, mely csak magas (kiilsd) szubsztratum koncentracié esetén miikodik, olyankor azonban
»elarasztja” a sejtet gliikozzal. Ezzel egyrészt ellenstlyozza a hexokinaz enzimre hatd, trehaloz-6-foszfat altal
kozvetitett gatldo hatast, masrészt megnoveli a foszfo-fruktokindz enzimet stimulalod fruktoz 2,6 biszfoszfat
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s

igy megnovekedett rataval jonnek létre.

A gombatenyészet kémhatasa szintén meghataroz6 paraméter; pH 2.5 alatt citromsav nem halmozédik fel. A
citromsav harom savi disszociacios allandodja rendre pK = 3.1, 4.7 és 6.4, ezért puffer-hatastu anyagok hianyaban
a citromsav vizes oldata erdsen savas (pH 1.8). Mivel azonban a tapkdzeg egyes komplex komponensei (pl.
cukorrépa-melasz) jelentés mennyiségii aminosavat (pl. glutaminsav) tartalmaznak, pufferhatasuk pH 4-5 kozott
jelentds lehet, emiatt a kivanatos pH 2 koriili érték az idedlisnal lassabban all be. A savas kémbhatas
megakadalyozza mas, melléktermék-jellegli szerves savak (oxalsav, gliikonsav) keletkezését (4. 4. abra).

Szacharé6z

Frukt?)z/'}mmiz =» Gliikkono-d-Lakton - Gliikonsav

KINN I
. > PPP
Té’z*’ S e CITOSZOL
Frukt6z ‘)P-—'——”F"'()BP
»F1.,6B P(—-{ MITOKONDRIUM
BENN ¢ B —,
. - lruvflﬁ CO- Piruvit
Acetat 1; OAA OAA ﬂ
- — 5 4 t t AcCoA
- Oxalat | - Oxalat | Mal4t Malit l
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4.4. abra: szerves savak szintézise gombakban

A gliikonsav az extracellularis gliikdz-oxidaz enzim miikddése révén keletkezik; mivel a magas gliikoz
koncentracio illetve oldott oxigénszint fokozza miikodését, a fermentacid elsé szakaszaban elkeriilhetetlen
veszteséget okoz, pH 3.5 alatt azonban — extracellularis volta miatt — inaktivalodik. Az oxalsav a fermentacio
elején, pH 6 koriili értéken keletkezik az oxalecetsav hidrolizise kovetkeztében. Mindkét problémara
géntechnoldgiai Gton (a glikkoz oxidaz és az oxalecetsav hidrolaz enzimeket kodold gének kilitésével) keresnek
megoldast.

Az erbsen savas kiils6 kémhatas fenntartasa energetikai okok miatt is fontos: termelé koriilmények kozott a
szénvaz lebontas soran 1 mol ATP + 3 mol NADH keletkezik 1 mol gliik6zbol. A NADH-regeneralast a 1égzési
lanc alternativ utja (lasd lentebb) elvégzi, de az ATP felhasznalasara — bioszintetikus folyamatok hianyaban — a
sejt csak korlatozottan képes. A sejtmembranban talalhatdé ATP-4z enzim, melynek feladata a citoszol koézel
semleges kémhatasanak fenntartasa, az erdsen savas kiilsd kémhatas mellett fokozott miikodésre kényszeriil, igy
a lebonto anyagcserét mentesiti a felhalmozodo ATP gatld hatasa alol.

Az oldott oxigén szintet a citromsav fermentacid soran joval magasabb értéken kell tartani, mint amit a
gombatenyészet novekedése Onmagaban indokolna. Ennek oka a cianid-rezisztens, szalicilsav-hidroxamat
érzékeny alternativ terminalis oxidazt (AOX) kodold gén indukcidjanak sziikségességében rejlik (4. 5. abra); az
AOX ugyanis ATP keletkezése nélkiil tudja regeneralni (oxidalni) a glikolizis soran Iétrejové redukalt
kofaktorokat (NADH).
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4.5. abra: Az alternativ oxidaz

A sejt ATP-hozama ezaltal lecsokken, ami a lebontd anyagcsere ATP-gatlas aloli felszabadulasat vonja maga
utan.

Az AOX-on keresztiil torténd elektron aramlas szabadentalpia valtozasa tehat nem az ATP molekula kémiai
kotéseinek kialakulasara, hanem hétermelésre forditodik. A citromsav fermentacid ezért komoly héképzédéssel
jar egyiitt; ennek elvezetése (a fermentorok hiitése) a gyartasi folyamat koltségeinek tekintélyes részét teszi ki.
Nem véletlen, hogy a citromsav gyarakat természetes vizek kozelébe szoktak telepiteni.

A fémionok mindsége és mennyisége a fermentacié tapfolyadékaban szintén kritikus szempont a citromsav
gyartas soran. Az A. niger gomba ugyanazon fémionokat (Fe, Zn, Mn, Cu, Co) igényli ndvekedéséhez, mint mas
mikroorganizmusok, de a citromsav tultermeléshez néhanynak (Fe*, Zn*") csak szuboptimalis koncentracidban,
mig a Mn*-nak gyakorlatilag egyaltalan nem szabad jelen lenni a tapkdzegben (2 mg/L [2 ppb] Mn? kb. 20 %-
al csokkenti a citromsav kihozatalt minden egyéb technoldgiai paraméter optimalis értéke mellett!). Mivel ilyen
kis mennyiség a komplex szénforras révén is bekeriilhet a tapkozegbe, sterilezés el6tt a tapkozeget fémion-
mentesiteni kell. Ez torténhet kationcserével (gliikoz szirup szénforrds hasznalatakor), vagy ferrocianidos
kicsapassal (cukornad/cukorrépa melasz alkalmazasakor). Alternativ megoldasként alkalmazzdk a Cu® ion
adagolast, ami gatolja az A. niger Mn* felvételét, igy a fermentacios folyamat magasabb Mn?* koncentraciot is
elvisel.

A Mn* ion hianyanak hatasa sokrétii. A legfontosabb a citromsav sejtmembranon keresztiili transzportjanak
egyiranyusitasa, de ezen til a Mn® hidny a dezoxiribonukleotid-reduktdz enzim aktivitdsdnak csokkentésén
keresztiil gatolja a DNS-szintézist is, ami csOkkent fehérje-szintézishez, ez pedig megemelkedett szabad
intracellularis NH,* szinthez vezet. Az NH,* pedig fokozza a foszfo-fruktokinaz enzim, azon keresztil pedig a
teljes glikolitikus ut aktivitasat, ami a citromsav taltermelés egyik feltétele. Végezetiil, Mn* ion hianyaban a
legtobb fonalas gomba, igy az A. niger is erfsen vakuolizalt, lekerekedett, élesztGszerti morfoldgiat vesz fel; az
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ilyen tenyészet fermentlevének reologiai tulajdonsagai a kevertetés illetve levegdztetés szempontjabol
kedvezébbek a micélidlis morfologidhoz képest.

A tovabbi taptalaj komponensek koziil kiemelend6 a foszfor és a nitrogén szerepe. Nitrogénforrasként szinte
minden nitrogén tartalmu vegyiilet (ammonia, nitrat, urea) megfelel, amig nem novelik a taptalaj kémhatasat.
Cukorrépa melasz szénforras alkalmazasa esetén kiilon nitrogénforrasra nincs sziikség; mas szénforrasok esetén
a nitrogén mennyisége az optimalis alatt marad, lassitva ezzel a novekedést. Ugyanez mondhat6 el a foszforrol,
ami foszfat forméjaban keriil be a tapkozegbe: a gyorsan hasznosuld, nagy mennyiségii szénforras jelenlétében a
tulzott biomassza képzdodést a tobbi els6dleges biogén elem mennyiségének szuboptimalis értéken tartasaval
érik el.

2.4. 4.2.4 A termelo torzsek kialakitasa

A citromsav termeld ipari torzsek kivétel nélkiil hosszas torzsfejlesztés eredményeként jottek 1étre; vad tipusu A.
niger térzsek maximum 20 %-0S cukor-citromsav konverziora képesek. A torzsfejleszt6 stratégiak célja lehet a
nem-hidrolizalt poliszacharidokon (pl. keményitd) torténd termelés, a keletkezé melléktermékek (pl. gliikkonsav,
poliszacharidok, oxalsav) mennyiségének csokkentése, valamint a gyartasi folyamat fémionokkal szembeni
érzékenységének illetve az oldott oxigén iranti fokozott igényének csokkentése. A torzsfejlesztés eddigi
eredményei a hagyomanyos moédszerek (UV, g-, és rontgen-besugarzas, mutagén kezelések) alkalmazasan
alapult. A szelekciot kis térfogati lombikokban, Petri-csészén, ujabban automatizalt mikrotiter plate
technologiaval végzik. A kiilonb6zo torzsek kedvezo tulajdonsdgai protoplaszt fiizid révén egyesithetok.

A rekombinans DNS technoldgian alapuld torzsfejlesztés eredményeirdl kevés informaciéd latott napvilagot,
noha az A. niger genom szekvencidja mar 2002 6ta ismert (> 13.000 gén, mintegy 34.5 millié bazispar),
melynek eredményeként tobb microarray rendszert is 1étrehoztak. Egyes gének taltermeltetése illetve delécioja a
referencia torzsekhez képest, laboratoriumi léptékben megnévelte a citromsav kihozatalt, de rekombinans
gombatdrzsek termeldi 1éptékben torténé alkalmazasa egy alapvetden élelmiszeripari termék esetében szamos
orszagban nem engedélyezett, s ez behatarolja az ilyen irdnyt fejlesztéseket.

2.5. 4.2.5 A citromsav gyartasi folyamata

Mint emlitettiik, alapvet6en kétféle — felszini és siillyesztett — technologiaval torténik a citromsav eléallitasa;
harmadikként a Tavol-Keleten elterjedt, szilard fazisu fermentacio (,,koji”) emlithetd még (Japanban az &sszes
citromsav 06todét ezzel a tradicionalis mddszerrel allitjak eld). Noha a felszini technoldgiat is sokfelé
alkalmazzak még, nagyobb hatékonysaga miatt csak a siillyesztett, szakaszos (batch) technologiat fogjuk
targyalni.

A siillyesztett technologia kdzponti egysége a fermentor, mely kétféle: kevert tankreaktor (4. 6. abra) illetve
buborékoltatott oszlopreaktor lehet (4. 7. dbra).

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

A fermentor fala nagy tisztasagu savallo acélbol késziil, megeldzendé a fémionok oldatba keriilését. A
levegdztetd és a hiitd kapacitdsnak masszivnak kell lennie. Az erbteljes levegdztetés €s a komplex taptalaj-
komponensek miatt jelentds a habképzddés, amit habzasgatlokkal és mechanikus habtdrével csokkentenek.

Az inokulum mérete 10-20 % (v/v) kozé esik, ezaltal az A. niger tenyészet hamar novekedésnek indul. Egy
tipikus citromsav fermentacié soran (140 g/L kiinduldsi szachar6z koncentracié mellett) 110-115 g/L
citromsavat és 10-12 g/l szaraz tomegii biomasszat allitanak elé 10-12 nap alatt. Torzstél fliggben a
hémérsékletet 30-35 °C kozott tartjak.

Noha a siillyesztett fermentacids technoldgia folytonos illetve immobilizalt valtozatat is kifejlesztették, ipari
1éptékben egyik sem versenyképes a batch tenyésztéssel.

A citromsav kinyerése a fermentlébdl a sziiréssel €s a micélium mosasaval kezdddik (a gombasejtek fala
jelentds mennyiségli feltapadt citromsavat tartalmazhat), majd a sejtmentes fermentléb6l a citromsavat
kicsapassal, vagy oldoszeres extrakcioval nyerik ki. Az elébbi esetben a fermentléhez meszet adnak, a
keletkezoé Ca-citrat csapadékot sziirik, majd tomény kénsavval Gjra oldatba viszik a citromsavat. A keletkezd
gipszet (CaS0,) eltavolitjak, a citromsav oldatot pedig aktiv szénen Gjra megsziirik, esetleg ioncserélé oszlopon
engedik at. A tisztitott oldatbol a citromsavat vakuum alatt kristalyositjak ki. A moédszer hatranya, hogy
rengeteg mész ¢és kénsav sziikséges hozza, és jelentds mennyiségli gipsz keletkezik (a fentiek tomege a
micéliummal és az anyaltiggal egyiitt kb. 16-szorosa a keletkezett citromsavnak!). Emiatt fejlesztették ki az
oldoszer-extrakcios eljarast, melynek soran a citromsavat valamilyen vizzel nem elegyed6 oldoészerrel vonjak ki
a fermentlébOl. Az extraktanst azonban minden esetben engedélyeztetni kell az illetékes hatdsagokkal. A
kristalyositas ez esetben is vakuum alatt torténik; 36 °C alatt monohidrat, e folott anhidrat keletkezik.

2.6. 4.2.6 A citromsav felhasznalasa

Mint az 4. 8. abra mutatja, a citromsavat tilnyomorészt az ¢lelmiszeripar hasznositja, kellemes ize és minimalis
toxicitasa miatt.
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4.8. abra: A citromsav felhasznalasa

A gydgyszeripar és a vegyipar fémionok (vas, réz) komplex-képzdjeként alkalmazza; ebbdl szamos alkalmazas
(feliilet-tisztito illetve stabilizald hatés, puffer). A kalcium ionnal torténd komplexképzés okan vérkészitmények
stabilizalasara, illetve alacsonyabb dermedéspontu beton eldallitasara is hasznaljak.

3. 4.3 A glukonsav mikrobialis eldallitasa

A gliikonsav (4. 9. abra) két-és haromértekii fémionokkal vizoldhaté komplexeket képez, aminek révén a
fémfelszinek korr6zio-mentesitésére hasznalhato.

(I.I“l—OH
H—C—OH
HO —-C::——H
H—C—OH
H —(;“,—OH
CH,OH
4.9. dbra: A glikonsav szerkezeti képlete

Kedvez6 toxicitasi jellemz6i miatt élelmiszerekben és tiditditalokban is hasznaljak kiegészitdként. Legfontosabb
alkalmazdsa azonban a gyoOgyaszat: terapids vas- €s kalcium bevitel soran glilkonsavat hasznalnak ellen-
anionnak. A vilagon évente mintegy 80 ezer tonnat gyartanak beldle, kizardlag fermentacids (biotechnoldgiai)
uton.
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A gliikkonsav a glikkoz oxidacidja soran keletkezik. A dehidrogénezés els6 1épésben D-gliikono-d-laktont
eredményez, ami a kozeg homérsékletétdl és kémhatasatol fiiggd ardnyban szabad savva alakulhat (4. 4. dbra).
A két reakcio kivitelezésére szamos gomba és baktérium képes; glitkonsav felhalmozddast mar a mult szazad
els6 harmadaban észleltek Gluconobacter, Acetobacter, Vibrio és Pseudomonas baktériumfajok, valamint
Aspergillus, Penicillium és Gliocladium gombék fermentlevében.

Baktériumokban az extracellularis D-gliikozt a sejtmembranhoz k&tott D-gliikkéz dehidrogenaz enzim alakitja
glilkonsavva. A kiils6 térbdl felvett glilkonsavat a sejt szénforrasként, a pentoz-foszfat wtvonal révén
hasznositja, azonban a pentdz-foszfat ut magas (> 15 mM) gliikdz koncentracié €s erdsen savas kémhatas (pH <
3.5) esetén nem mukddik. Ha a technolégia koriilményeket ennek megfeleléen (magas gliikkdzkoncentracio,
erdsen savas kémhatas) allitjuk be, a glilkonsav feldusul az extracellularis térben.

Gombaékban a gliikonsav kialakuldsa jellemzden két enzim miikddését igényld folyamat. A D-gliikdzt a fajtol
fiiggben extracellularis illetve sejtfalhoz kotott gliikéz-oxidaz alakitja D-gliikono-d-laktonna, amit a laktonaz
hidrolizal gliikonsavva. A masodik 1épés — a kiils6 koriilményektdl fiiggden — spontan modon is végbemehet.

3.1. 4.3.1 A gliikkonsav gyartasi folyamata

A folyamat biokémiajanak megfeleléen a gyartasi folyamat is kétféle: bakteridlis €s fungalis lehet. Az elébbi
esetben a Gluconobacter oxidans, az utobbi esetben az Aspergillus niger a termeld organizmus. Az A. niger
alapu technologiak joval elterjedtebbek.

Az els6 A. niger alapu technolégiat ,kalcium-gliikkonat gyartas”-nak nevezik, mivel a sziikséges kozel
semleges kémbhatast kalcium-karbonat adagolasaval biztositottak (v.d. a bakteridlis gliikonsav gyartds
tapkozegének savas kémhatdasavall). Az extracellularis glilkéz oxiddz ugyanis savas (pH < 3.5) kémhatast
tapkozegben inaktivalodik, ezért a pufferolds alapvetd jelentdségli. A szénforrds 14-15 % glikoz, ami
jellemzden kukoricakeményit6bél szarmazik. A folyamat — a glikonsav képzO6dés sztochiometridjanak
megfelelden — magas oldott oxigén koncentraciot igényel, amit gyakran a fermentor jelentds (2-3 bar) tilnyomas
ala helyezésével biztositanak. A tobbi taptalaj-komponenst (foszfor, nitrogén, sok, stb.) limitalt mennyiségben
adagoljak, visszafogva ezaltal a sejtek ndvekedését.

A kalcium-gliikonat gyartas fejlettebb alternativdja a natrium-gliikonat eléallitas. Ennél a technologianal a
kémhatast NaOH-val tartjak kozel semleges (pH 6.5) értéken, igy a taptalaj gliikdz koncentracidja a 35 %-ot
(350 g/L, kozel 2 M-os gliikoz oldat!) is elérheti; ezt a kalcium-gliikonat s6 gyengébb vizoldékonysaga nem
teszi lehetéveé. Mindkét esetben a fermentacio kozel kvantitativ (< 90 %) hozamot eredményez alig 24 6ra alatt.

A gliikonsav kinyerése a tultelitett oldatbol kicsapassal torténik: kalcium-gliikonat esetében hiitéssel, natrium-
glitkonat esetében a kémhatas emelésével. A sobdl kénsavval szabaditjak fel a szabad savat, majd a terméket a
folyamat ismétlésével tisztitjadk. Napjainkban a natrium-gliikonat a fo eléallitott gliikonsav-szarmazék. Mint
emlitettiik, a gliikonsav és a gyiiris lakton forma kozti egyensulyt a kémhatas és a hdmérséklet szabalyozza, igy
ezen két paraméter révén a két forma aranya jol befolyasolhato.

4. 4.4 Az itakonsav mikrobialis eloallitasa

Az itakonsavat (metilén-szukcinat; 4. 10. abra) az Aspergillus terreus gomba allitja el6.

O O
Il |

HO~C~CH, ~C~C—OH
CH,

4.10. abra: Az itakonsav szerkezeti képlete

Enyhén mérgezd jellege miatt élelmiszeripari alkalmazésa nincs; hidrofil karakterti miianyagok gyartasanal ko-
polimerként alkalmazzak.
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Az itakonsav képzddésének biokémidja hasonld a citromsavéhoz (erdteljes glikolizis, anaplerotikus CO,-fixalas,
melynek eredményeként citoszolikus oxdlecetsav, majd malat keletkezik), de egy fontos eltérés akad: a
mitokondrium membranban a trikarbonsav carrier nem citrat/malat, hanem cis-akonitat/malat elven mikodik. A
cis-akonitatot az A. terreus-ra specifikus enzim, az akonitat dekarboxilaz alakitja tovabb itakonsavva. A
gombasejtbol végiil egy itakonsav-transzporter exportalja az itakonatot a fermentlébe (4. 11. abra).
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4.11. abra: Az itakonsav bioszintézise

Az itakonsav gyartas technologidja is hasonlé a citromsavéhoz: nagy mennyiségli, gyorsan hasznosuld
szénforras (glikoz szirup, keményitd hidrolizatum, melasz formajaban), magas oldott oxigénszint, fémion
limitacio, a ndvekedés foszfat altali visszafogasa. Eltérés a Mn?**-effektus hidnya, illetve a kémhatds magasabb
értéken (~ pH 3) tartasa, elkeriilend6 az itatartarat melléktermék keletkezését. Mivel az A. terreus mezofil, a
fermentacio homérséklete 40 °C koriil van. A hozamok megkdzelitik a citromsav gyartas soran elérhet6t (kb. 85
%).

A kinyerés aktiv szenes sziiréssel és az ezt kovetd kristalyositassal torténik, amit a tisztitas érdekében tobbszor
megismételnek.

5. 4.5 A tejsav mikrobialis el6allitasa

A tejsav két izomer, az L (+) és a D (-) formajaban, illetve a kettd racém elegyeként (D, L tejsav) fordul el6 a
természetben. A tejsavat termeld baktériumokat hagyomanyosan hetero- illetve homofermentativ tipusba
soroljak. Az utobbiak a fermentacid soran szinte kizardlag tejsavat, mig az elobbiek etanolt, ecetsavat,
hangyasavat és szén-dioxidot is termelnek. Ennek oka a glikolitikus ut defektje: az aldolaz enzim hianya miatt a
szénvaz lebontas eltolodik a pentdz-foszfat ut iranyaba. Mivel a tejsav a glikolitikus ut végterméke, a piruvat
redukcidjaval keletkezik, elméletileg 1 mol hexdzbol 2 mdl tejsav johet 1étre. A gyakorlatban ez az ardny
valamivel kevesebb.

A tejsav baktériumok rendszertana még nem letisztazott. A legfontosabb nemzetség a Lactobacillus, melynek
kb. 40 homo- és 20 heterofermentativ fajat ismerjik. Az alkalmazott szénforras faj-, esetenként torzsfiiggo:
gliikozbol, laktozbol, maltozbol, s6t keményitobol is képesek tejsavat erjeszteni. A legtobb torzs csak egyik
vagy masik izomert képes eldallitani, de néhany — racemaz enzim aktivitdsanak kdszonhetden — képes racém
elegyet létrehozni, ami veszteséget okozhat. A termeld torzseknek sav-toleransnak €s bakteriofagokkal szemben
ellenallonak kell lenniiik; ezek a szempontok a torzsfejlesztés soran is alapvetoek.

A kereskedelmi forgalomba keriild tejsavat talnyomod részben (kb. 70 %) fermentacids uton, kélcium so
formajaban allitjak eld; ez volt az els6, ipari léptékben termelt szerves sav (Littletown, USA, 1881). A mai

32
XMLmind XSL-FO Converter



Szerves savak mikrobialis el6allitasa

srer

foszfor limitacié a tulzott sejtndvekedés ellen, komplex komponensek alkalmazasa a tejsav baktériumokra
jellemz6 vitamin- €s aminosav auxotro6fidk miatt. A fermentacié magas hdmérsékleten (40-60 °C) megy végbe,
nagy térfogatit (~ 100 m?®), savallo, enyhén kevertetett tankreaktorokban (a kevertetés a fermentlé
homogenizalasara szolgal, maga a technologia anaerob!). A kémhatast pH 5.5 — 6.0 kozott, CaCO; adagolasaval
tartjak. A fermentacié iddtartama 4-6 nap. A kinyerés szempontjabol fontos, hogy a cukor koncentraciod
minimalis legyen a fermentlében.

A tejsav kinyerésének elso szakaszaban a felhevitett kalcium-laktat oldatot sziirik és tobbszor atkristalyositjak (a
kalcium s6bol kénsavval szabaditjak fel a tejsavat). A fémionokat hexaciano-ferratos kezeléssel tavolitjak el. A
terméket végiil ioncserélén valasztjak el, majd betoményitik. Ujabban szerves olddszeres (pl. butanol, izopropil-
éter) extrakcids eljarasokat is alkalmaznak. A tejsavat a felhasznalds fliggvényében tobbféle tisztasdgban
forgalmazzak (4. 2. tablazat).

minoség tulajdonsag alkalmazas

technikai textilipar

élelmiszeripari élelmiszer-adalék,
tejipar
gyogyaszati fémion-laktatok,
bélrendszer-
adalékok

miuanyagipari lakkok,

biodegradabilis
miuanyagok

4.2. tablazat: A tejsav felhasznalasa
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5. fejezet - Aminosavak mikrobialis
eloallitasa
1. 5.1 Bevezetés

Az aminosavak gyartasa az ipari biotechnologia régi és fontos teriilete. A japan Ikeda 1908-ban ismerte fel,
hogy a hazajaban tradicionalis ételnek szamité kelp nagy mennyiségli glutaminsavat tartalmaz. A sz6jabol
illetve blizabol extrahalt glutaminsav Na-sdja (mono-sodium glutamat, MSG) ételizesit6ként hamarosan
kereskedelmi forgalomba is keriilt. A piaci igények gyors felfutdsa miatt azonban sokkal hatékonyabb
technologiakra volt sziikség, amire a mikrobiologia nyujtott lehetdséget. Az els6, L-glutaminsav tiltermelésre
ipari Iéptékben is alkalmas mikroorganizmust, a talajlakd, Gram-pozitiv Corynebacterium glutamicum-ot 1957-
ben izolaltdk Japanban, és hamarosan sikeres fermentacids technologiat dolgoztak ki ra. Az MSG-n kiviil ma
mar szamos tovabbi aminosavat is ipari koriilmények kozott gyartanak (5. 1. tdblazat); az eléallitas jellemzden
fermentacios-mikrobioldgiai, de szamos esetben a kémiai technologidk 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

L-treonin E. coli 100

L-triptofan " glutamicum 58

L-triptofan E. coli 4

L-fenilalanin  E. coli

L-arginin Brevibacterium

L-hisztidin C. glutamicum

L-izoleucin E. coli

L-szerin Metilobacterium 30-35

L-valin C. glutamicum 30-40

5.1. tablazat: A legfontosabb biotechnoldgiai Giton gyartott aminosavak

Az aminosavakat dontéen négyféle célra hasznaljak: (1) élelmiszeripar (izesitOszerek), (2) nagyiizemi allattartas
(taplalék kiegészitdk), (3) vegyipar (kiralis vegyiiletek szintézise), (4) gyogyszeripar (infuzids oldatok, specialis
diétak). Az elsé kategériaba tartozokat az angol név alapjan food-, a masodikba tartozokat feed-aminosavnak
nevezziik.

2. 5.2 aminosavak gyartasa és a termel6 torzsek
fejlesztése

Az aminosavak piacan harom meghatarozé termék talalhaté, az L-glutaminsav, az L-lizin és a D,L-metionin.
Az elso kettdt fermentacios uton, a harmadikat kémiai szintézissel allitjak el6. Ez utdbbit az teszi lehetdvé, hogy
az emlésok olyan enzimaktivitasokkal birnak (D-aminosav oxidaz és transz-aminaz), melyek révén a taplalék
formajaban felvett D-metionint képesek L-formava alakitani. A tobbi aminosav esetében ez a lehetGség nem
adott. Ennek kdszonhetden a metionin kémiai szintézissel 1étrehozott racém elegye is piacképes termék.

A torzsfejlesztés aminosav-tultermelés esetén komoly kihivast jelent, mivel ezeket a vegyiileteket (szemben pl. a
karbonsavakkal) a mikroorganizmusok természetes koriilmények kozott nem vélasztjdk ki jelentOs
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mennyiségben. Az aminosavak bioszintézise a legpontosabban szabalyozott biokémiai mechanizmusok ko6zé
tartozik, a produkcids rata csak minimalisan haladja meg a sejtek igényeit, az intracelluldris aminosav-
koncentracié rendkiviil alacsony. Emiatt az aminosav-tiltermel6 baktériumok anyagcseréjébe szamos (akar tobb
tucat) ponton is be kellett avatkozni a ma legjobbnak szamité termelési értékek eléréséhez.

A torzsfejlesztés klasszikus modja a random mutagenezis (mutacié véletlenszerii eldidézése pl. UV-
besugarzassal, vagy mutagén anyagokkal) és ezt kovetd szelekcido egy specifikus fenotipusra (ami lehet
maganak az aminosavnak a minél erdteljesebb tultermelése). Az eljarast a mindenkori legjobban termeld
torzsekkel Gjra és ujra megismételve — mely természetesen hosszu ideig, akar évtizedekig is eltarthat — extrémen
magas termelési értékeket érhetiink el. Noha a random mutagenezisen alapul6 torzsfejlesztésnek kdszonhetjiik a
vildgon ma gyartott ipari biotechnologiai termékek jelentds részét, az eljards komoly elvi hibaja, hogy a
sziikségeseken kiviil nemkivanatos mutaciok is létrejonnek a genomban, és ezek szdma a tdrzsfejlesztési
program hosszaval aranyosan nd. Id6vel olyan mutaciok is sziikségszeriien kialakulnak, melyek a baktériumok
novekedési és/vagy cukor-lebontasi sebességet lassitjadk. Ezek meghosszabbitjdk a fermentaciot és igy a
termelési koltségek szintjén visszaveszik azt az elonyt, amit a magasabb specifikus produkcios rata eredményez.

A fenti problémat a géntechnologia és a genom-programok elterjedése oldotta meg. Ma mar megszokott
gyakorlat a termel6 torzs genomszekvencidjat dsszehasonlitani egy vad tipust (referencia) térzsével, és csak a
valdban sziikséges mutdcidkat kialakitani. Az eljarast a torzs ujraépitésének (re-building) vagy ujratervezésének
(re-designing) nevezik. Egy masik elterjedt genomikai modszer a torzsfejlesztés soran a transzkriptom analizis,
melynek révén kiilonboz6 torzsek expresszios profiljainak kiilonbségei hasonlithatok 6ssze.

A torzsfejlesztési technikak talan leggyorsabban terjedd tipusa a metabolikus fluxus analizis, melynek révén
mennyiségileg jellemezhetd az egyes anyagcsere utakon keresztiil aramlo szénvaz mennyisége. Segitségével
azonosithatok a ,,csopogések™, vagyis azok a sejten beliili reakciok, melyek révén a szénforras nem a kivant
iranyba alakul. A biokémiai reakcidk ismeretében, géntechnologia modszerekkel a ,,csdpdgést” eredményezd
enzimeket kodolo géneket el lehet csendesiteni, ki lehet {itni.

3. 5.3 Az |-glutaminsav mikrobialis el6allitasa

Az L-glutaminsav maig az aminosav-piac, s6t az ipari biotechnoldgiai termékek egyik legfontosabb képviseldje.
Piacanak mérete mintegy 1.300.000 t/év, és a ,,nagy piac — olcs6 termék” elv alapjan ez a legolcsobb aminosav
(2-3 US $ / kg). Az 6sszes gyartastechnologia a C. glutamicum-ot alkalmazza.

3.1. 5.3.1 Az L-glutaminsav keletkezésének biokémiaja

A glutaminsav keletkezésének biokémiai utvonala jol ismert: a glikolitikus Ut és a pentdz-foszfat ciklus taplaljak
a citromsav-ciklust, melynek 6tszénatomos koztesébdl, az a-ketoglutarsavbol a glutaminsav dehidrogenaz
enzim katalizalta reduktiv aminalasi reakcio soran keletkezik a glutaminsav (5. 1. abra).

—

NH. + a-ketoglutarate + NADPH + H™ ==
glutamate + NADP" + H,0

o-ketoglutarit glutamat

5.1. abra: A glutaminsav bioszintézise

A citromsav-ciklus glutaminsav kidramlas miatti ,,meglékelése” kovetkeztében a feltolté (anaplerotikus)
reakciok miikodése esszencialis. Baktériumokban két anaplerotikus reakciot katalizalé enzimet ismeriink: a
piruvat karboxilaz és a foszfo-enol-piruvat karboxilaz egyarant oxalecetsavat hoz 1étre harom szénatomos
molekulakbdl, szén-dioxid beépitésével. A kiilonb6zd fajokban jellemzden csak az egyik vagy a masik enzim
szokott eléfordulni, de C. glutamicum-ban mindkettd jelen van, ami jelentds feltoltd kapacitast, és ezzel
parhuzamosan glutaminsav-termel6 képességet eredményez.
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A glutaminsav tultermelés egyik kozponti Iépése az aminosav exportja a fermentlébe. Noha évtizedek ota
ismert, hogy a sejtmembran és/vagy a sejtfal gyengitésével a glutaminsav kidramlas felgyorsithat6, ennek
mechanizmusat mégsem ismerjiik teljes mélységében. Az nyilvanvald, hogy a jelenséget nem lehet pusztan
fizikai okokkal magyarazni, hiszen sulyos membrankarosodas esetén mas metabolitok és ionok is tavoznanak,
ami a sejt pusztulasahoz vezetne. Ebbdl viszont az kovetkezik, hogy a C. glutamicum rendelkezik egy specifikus
L-glutamat transzporterrel, melynek membranbeli helyzete a leadas szempontjabol elénydsen valtozik meg a
kezelések hatasara. A legrégibb ilyen modszer a biotin limitacid: néhany mg/L koncentraci6 alatt az acetil-CoA
karboxilaz enzim — melynek a biotin kofaktora — nem miikodik megfelelen, igy a zsirsav szintézis lelassul. A
membran foszfolipid tartalma a felére csokken, a telitetlen / telitett zsirsavak relativ aranya viszont a duplajara
né. Ez a megvaltozott membran-osszetétel kedvezd kornyezetet nyujt a transzporternek, ami az export
fokozodasat eredményezi. Ugyanezt a hatast érhetjiik el oleinsav- vagy glicerol-auxotr6f mutansokkal, tovabba
feliilletaktiv anyagokkal (pl. Tween 40) torténd kezeléssel; ezen utdbbiak szintén az acetil-CoA karboxilaz
komplex szétesését eredményezik. A sejtfal penicillinnel vagy lizozim enzimmel torténd gyengitése szintén
fokozott L-glutamat kidramlast eredményez.

Az L-glutaminsav taltermelés harmadik biokémiai komponense az a-ketoglutarsav dehidrogenaz enzim
aktivitasanak jelentGs (az eredeti érték tizedére torténd) csdkkenése termeldi koriilmények (biotin limitacio)
kozott. Az enzim és a glutaminsav dehidrogenaz k6zos szubsztratuma az a-ketoglutarsav, igy a Krebs-ciklus felé
iranyuld csokkent aktivitas értelemszertien az L-glutaminsav taltermelést fokozza.

3.2. 5.3.2 Az L-glutaminsav gyartasi folyamata

Az L-glutamat eléallitds nagyléptékii, tobb szaz m?® térfogati aerob tankreaktorokban torténik. A folyamat
szabalyozasa tobb ponton is kritikus: ha a DO-szint tal magas, akkor a-ketoglutarsav, ha til alacsony, akkor
tejsav melléktermék halmozodik fel. Az amménia a cukor-glutaminsav konverzié egyik reaktansa, magas
koncentracidban azonban gatolja a novekedést, igy adagolasa a fermentacié soran folytonosan, alacsony
egyensulyi koncentracio mellett torténik. Masik fontos szerepe a soképzés; az L-glutamat ammoénium sé
formajaban lesz jelen a fermentlében. A C. glutamicum érzékeny a taptalaj hdmérsékletére (T=30 °C) illetve
kémhatasara (pH 7.8 — 8) is.

A termelési (idio-) fazist Tween 40 adagolassal inditjak. A fermentacid 4-5 napig tart, utana a sejteket
szeparaljak, a sejtmentes fermentlevet pedig anioncseréld gyantara engedik. Az L-glutamat anionok
megkotddnek, az ammonia felszabadul (desztillacioval visszanyerik, és ujra hasznositjak). Az L-glutamatot
NaOH-val elualjak, ami egyfeldl regeneralja a gyantat, masfel6l kozvetleniil MSG kialakulasahoz vezet (5. 2.
abra).

Eimend levegd
-

pH szabdlyozas
(ammonia)
Szénforras Folyamatos
tartdly sterilizalas v Inokuldid Levegd
lermentor s2urd
o4 .
Téptalaj o Sterit levegd 1
l tanaly 1
Inokuldlds
Nyomelemek I
1 |
| Eimendylevegd
Téaptalaj Folyamatos (]
készités stenkzalas |
Taptalaj o O
tantdly 2 Termeld
I fermentor
Habzasgald
3 O+
. o
Steriizalas
Feldoigozas
| (Downstream)

5.2. dbra: Az MSG gyartasdiagramja
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4. 5.4 Az |-lizin mikrobialis eloallitasa

4.1.5.4.1 Az L-lizin keletkezésének biokémiaja

Az L-lizint is kizar6lag C. glutamicum révén, fermentacids tton allitjak el6. A lizin bioszintézis soklépéses, a
szénvaz piruvatbol és oxalecetsavbol szarmazik (5. 3. abra). A C. glutamicum egyik érdekes tulajdonsaga, hogy
lizin szintézise a piperidein 2,6 dikarboxilaz szintjén kétfelé agazik (5. 3. abra).

Piruvat + CO,

l pyc piruvat karboxilaz
Oxalacetat

!

Aszpartat

L-Treonin homoszerin dehidrogendz i

hom lysC aszpartat kinaz

L.-Metionin

L-lzoleucin = ... Aszpartat szemialdehid

Piruvat
T L— 5] dapa dihidrodipikolindt szintéz
Dihidro-dipikolinat

|

Piperidin-dikarboxilat —,

Sejtfal szintézis < RO ke
D D,L-diamino-pimelat —

|
L-Lizin
1 permedz

HN7 TCOOH L-Lizin

5.3. abra A lizin bioszintézise

A Kkétféle utvonal kozti fluxus-megoszlast az elérhetdé ammodnia koncentracidja szabalyozza: a dehidrogenaz
enzim ammonidval szembeni affinitdsa alacsony (K. = 28 mM), igy ez az 0t csak a fermentacid elsd
szakaszaban, magas ammonia koncentracional aktiv. A termel6i fazisban (az ammonia szint csokkenésekor) a
szukcinilaz enzimmel jellemezhet6 Gtvonal a dominans. Ha azonban barmelyik utat inaktivaljak, a végs6 L-lizin
kihozatal kevesebb, mint felére esik vissza.

Sok mas metabolit taltermeléshez hasonldéan az L-lizin esetében is kritikus 1épésnek szamit a sejtbol torténd
kilépés (export). A C. glutamicum rendelkezik egy specifikus L-lizin transzporterrel (LysE), melynek
természetes szerepe az intracellularisan feldisuld L-lizin eltavolitasa a sejtbdl. A talajlaké C. glutamicum képes
a peptideket felvenni és hidrolizalni, azonban mas baktérium fajoktdl eltéréen az L-lizin lebontasara (illetve
szénforrasként torténd hasznositasara) nem képes. A transzporter igy egyfajta biztonsagi szelepként miikddik: ha
az intracellularis L-lizin koncentracié tul magasra emelkedik, kiengedi a sejtbol a folosleget. A mechanizmus
annyira specifikus, hogy a LysE-hianyos C. glutamicum mutanst folos L-lizin adagolassal el lehet pusztitani! A
transzporter tultermeltetése viszont az L-lizin képz6dés jelentds fokozodasaval jar egyiitt, igy a torzsfejlesztés
egyik alapvetd stratégiaja lett.

4.2.5.4.2 Az L-lizin gyartasi folyamata

Az L-lizint nagyléptékii (> 100 m®), aerob, raadagolasos (fed-batch) fermentacié révén allitjak eld. A szénforras
biokémiai értelemben gliikoz, amit a sejt komplex formaban kap meg. Korabban a melasz volt a leggyakoribb
gliik6z-hordozo, de szezonalisan ingadozo mindsége és valtozo elérhetdsége miatt a tendencia a kémiailag
definialtabb keményit6 hidrolizatumok felé mutat (ennek az is oka lehet, hogy a vilag L-lizin gyartdsanak kozel
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fele az USA-ban torténik, ahol a kukoricakeményité kénnyen beszerezhet alapanyagnak szamit). A termeld
torzsek sokféle auxotrofidja miatt kukoricalekvart is tesznek a fermentlébe, ezzel lényegében minden
novekedéshez sziikséges vitamint és kofaktort biztositani lehet. A pozitiv toltésii L-lizin ellenionjaként szulfatot
(ammoénium-szulfat formajaban) adagolnak a fermentléhez. A képz6dd termék tehat lizin-szulfat. A végsé
koncentracié a 170 g/L értéket is elérheti, kdzel 50 %-os konverzid (cukor/aminosav) mellett.

A lizin kinyerésére tobbféle eljaras hasznalatos. A legmagasabb tisztasagu terméket anioncserélé gyantan vald
ioncsere révén, a szulfat hidrokloridra cserélésével, beparlassal és kristalyositasal érik el. Alacsonyabb foku L-
lizin-tartalom igénye esetén az ioncserés 1épés kimarad, a szlrt fermentlevet paroljak, majd granuldljak. A
kereskedelmi forgalomba keriild L-lizint tdpanyag-kiegészitoként alkalmazzidk az allattarté gazdasdgok. A
vilagpiac mérete mintegy 700.000 t/év; ennek megfeleléen az L-lizin az egyik legolcsobb aminosav (4-7 US $ /
kg); ara jelentds évenkénti fluktuaciét mutat.

5. 5.5 Az I-treonin mikrobialis eloallitasa

5.1. 5.5.1 Az L-treonin keletkezésének biokémiaja

Az L-treonin az aminosavak aszparaginsav-csaladjaba tartozik, az L-metioninnel, az L-lizinnel és az L-
izoleucinnal egyiitt. A négy aminosav bioszintézise atfed egymassal, ami kozos szabalyozasi pontok meglétét
eredményezi. Legfontosabb ezek koziil az aszparaginsav kindz enzim, mely az aszpartat-szemialdehid koztest
hozza 1étre (5. 4. abra).

oo Aszpartat
lysC lll aszpartat kindz
‘-\
“say Aszpartil-foszfat
H;N~ COOH “Ns i l
L-Lizin Aszpartat-szemialdehid
homoszerin dehidrogenadz
thea || g
Homoszerin
o e
o o
/ e B l homoszerin kindz
.
| . Z
HoN" COOH Homoszerin-foszfat
- thrC treonin szintaz
L.-Metionin o l
un"coon | L~-Treonin
I‘ l treonin deamindz
A Seo0N L-Izoleucin

5.4. abra: A threonin bioszintézise

Az L-treonint ipari 1éptékben eldallitd E. coli baktériumban az aszparaginsav kindz harom izoenzime ismert,
melyeket rendre az L-treonin, az L-lizin és az L-metionin gatol, vagyis az enzim miikodését akkor is magas
szinten lehet tartani, ha az L-treonin tltermelédik. Az L-treonint létrehozo enzimek operonba rendezddnek
(thrABC), amit egy klasszikus attenuaciés mechanizmus szabalyoz. Az atir6d6 polipeptidek 11 db aminosavbol
felépiilo vezetd szekvenciaja 8 db L-treonint (és 3 db L-izoleucint) tartalmaz. Ha az L-treonin mennyisége a
sejtben kevés, a vezetd szekvencia nem tud kialakulni. Hianya olyan szignal, ami azonnal sokszorosara ndveli
az operon atirddasanak mértékét. A thrABC operon alland6 és erés kifejezOdése az ipari torzsfejlesztd
programok szamara is els6szamu célpontnak szamit. Egy masik stratégia az L-izoleucin keletkezését igyekszik
meggatolni, mivel ennek a bioszintézisnek az L-treonin az egyik koztese (5. 4. abra).
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5.2.5.5.2 Az L-treonin gyartasi folyamata

Mint emlitettiik, az L-treonint az E. coli mutans torzseivel allitjak el6. A szénforras a gyorsan hasznosulo gliikoz
vagy szachar6z; mivel az E. coli K-12 jelii térzse (mely az ipari termel6 torzsek kiindulopontja volt) nem tudja a
szachar6zt hasznositani, az chhez sziikséges enzimeket kodold operont mas E. coli toérzsekbdl vitték at a
termel6i valtozatokba. A taptalaj sokat és kis mennyiségii komplex dsszetevot (pl. élesztékivonat) tartalmaz. A
nitrogénforras ammonia vagy ammonium-hidroxid; adagolasa folyamatos, €s a tapkdzeg pH-értéke vezérli. A
fermentacio kb. 3 napig tart, a termék végsé koncentracioja meghaladhatja a 100 g/L-t, 60 %-os konverzid
(cukor/faminosav, g/g) mellett. Az L-treonin kinyerése kristalyositassal torténik, és viszonylag egyszerd,
hatékony folyamat, mivel a vizoldékonysaga alacsony, melléktermékek pedig a fermentacié soran csak
minimalis mértékben keletkeznek. Felhasznalasa hasonld az L-lizinéhez. Az L-treonin piaci mérete alapjan a
»hagy harmas” (L-glutaminsav, L-lizin és a kémiai Uton gyartott, ezért jegyzetiinkben kiilon nem targyalt D,L-
metionin) utdn a negyedik legfontosabb aminosav (kb. 50.000 t/év). Magyarorszag egyetlen aminosav-el6allitd
iizeme, a Debrecen vonzaskorzetében, Kaba és Nadudvar kozott talalhatd, német tdbbségi tulajdont Evonik-
AgroFerm Rt. is L-treonint gyart.

6. 5.6 tovabbi aminosavak mikrobialis eloallitasa
6.1. 5.6.1 L-aszparaginsav

Noha az L-aszparaginsavat a gyodgyszeripar is hasznositja, valdédi piaci jelent6ségét (kb. 15.000 t/év) az
¢lelmiszer- és iditditalgyartas soran elterjedten hasznalt mesterséges izesitGszer, az aszpartam jelenti. Az
aszpartam L-aszparaginsavbdl és L-fenilalaninbdl allé dipeptid, alacsony kaloriatartalmu, a gliikkdznal viszont
sokkal édesebb.

Noha fermentacios eldallitasa is 1étezik, az aszparaginsavat enzimes biokonverzioval, fumarat és ammonia
aszpartaz visszanyerhet6, a folyamat hatékonysaga rendkiviil j6. Az immobilizacié eredményeként az oldatban
kifejezetten labilis enzim évekig stabil marad. Egy masik mddszer szerint a teljes sejteket immobilizaljak, de
el6tte ho-sokknak teszik ki 6ket, ami a hdérzékeny fumaraz enzimet eliminalja. Ezen modszer alkalmazasakor a
fumarat a malat atalakulds miatt bekdvetkezé fumarsav veszteséggel sem kell szamolni. A gyartas folyamatos
hiitést igényel, mivel a kondenzéciés reakcid exoterm (6 kcal/modl). A végterméket ismételt kristalyositassal
szabaditjak meg a szennyezddésektdl.

6.2. 5.6.2 Aromas aminosavak

Az L-triptofan az egyik legdragabb aminosav, piacanak mérete kicsi (kb. 1.000 t/év), de tapanyag-
kiegészit6ként nagy jovét josolnak neki. E. coli, C. glutamicum és Bacillus subtilis torzsekkel is kidolgoztak ra
fermentacios technologiat, mellettilk pedig eléanyagokbdl (indol + szerin) torténd enzimatikus szintézise is
l1étezik. Ezen utobbi eljarashoz triptofan szintetaz tultermelé E. coli torzseket hasznalnak. Az indolt a
petrolkémiai ipar allitja eld olcson, az L-szerin a cukorgyartas melléktermékeként melaszbol szintén viszonylag
olcson kinyerhetd. A fermentacié soran az indol + szerin kondenzaci6 kdzel kvantitativ konverziot eredményez,
a végtermék pedig nagy tisztasagul.

Az L-fenilalanin eléallitasa E. coli vagy C. glutamicum mutans torzseivel torténik. A torzsfejlesztési
programok k6z0s stratégiaja a tirozin-auxotrofia, melynek bioszintézise nagy részben kozos az L-fenilalaninnal.
A gyartas kifinomult fermentacids technologiat igényel: a toxikus ecetsav felhalmozodas és a tulzott CO,-
keletkezés elkeriilése érdekében az oldott gliilkdz és DO-szinteket egyarant sziik tartomdnyban kell tartani. A
sejtek novekedését L-tirozinnal limitaljak, ezért ezen téptalaj-komponens kiindulasi mennyisége is kritikus,
mivel lényegében meghatarozza a fermentacio soran elérhetd biomassza koncentraciot, ami viszont a specifikus
oxigén illetve gliikkdz fogyasi ratat befolyasolja.

Mint emlitettiik, az L-fenilalanin az aszpartam egyik komponense, ennek megfelelden piacanak mérete hasonlo
az L-aszparaginsavéhoz (kb. 15.000 t/év).
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6. fejezet - Mikrobialis
poliszacharidok és
poliszacharopeptidek

1. 6.1 Bevezetés

Az ¢él6lények, koztik a mikroorganizmusok altalanos és jellemzd tulajdonsaga, hogy szénforrasban gazdag
tenyészkoriilmények kozott tartalék tapanyagokat halmoznak fel intracellularisan vagy a sejten kiviili térben,
amit szénforras-hiany esetén hasznositani tudnak. A tartalék tapanyag kémiailag poliszacharid és/vagy olaj
jellegli. A poliszacharidokat sokféle iparag hasznositja, alapvetéen ugyanazon tulajdonsaguk miatt: novelik a
viszkozitast, vagyis megvaltoztatjak az oldatok reologiai tulajdonsagait. A poliszacharidok egy része t6ltéssel
nem rendelkezik, mas tipusaik viszont savas karakterli szubsztituenseik miatt elektrolitként viselkednek.

Noha eldallitasukat és felhasznalasukat tekintve sem tartoznak az ipari biotechnoldgia termékei kozé, mégis
emlitést érdemel, hogy szamos gombafajbol sikeriilt izolalni olyan bioaktiv poliszacharidokat és
poliszacharopeptideket (PSP), melyek bizonyitottan rakellenes illetve immunrendszert befolyasolé hatastak.
A fejezet végén roviden ezen vegyiileteket is attekintjiik.

2. 6.2 A dextran eloallitasa

A dextran D-gliikdz molekulakbol felépiilé poliszacharid. Az egyes monomerek kozti kotések valtozoak (a 142,
a 133, a 1a4, a 1a6), és a termeld baktérium fajra jellemz6ek. Szadmos baktérium faj képes dextrant eldallitani;
legismertebb a Leuconostoc mesenteroides Gram-pozitiv, mozgasképtelen, nem-sporazo, fakultativ anaerob
baktérium, melyet eredetileg a cukorgyartas vilagszerte elterjedt kartevdjeként ismertek. A szachar6zbol nyalkas
tokot Iétrehozo baktérium tokanyaga azonban a mult szazad Gtvenes éveiben 6nallo biotechnologiai termék lett.

A dextrant szachar6ozbol, fermentacios technologiaval allitjak eld, az L.mesenteroides extracellularis dextran-
szacharaz aktivitasat kihasznalva. Az enzim a szachardzt hidrolizalja, a felszabaduld a D-gliik6z
komponenseket polimerizalja, emellett szabad D-fruktozt hagy a fermentlében. A képz6dott polimert a
fermentaciot kovetden szerves oldoszerrel kicsapjak, exo- illetve endo-dextranaz enzimekkel ,,méretre vagjak™,
amivel egyben meghatarozzak fizikai tulajdonsagaikat is. A leggyakoribb dextran tipusok 1.000, 40.000, 60.000
¢és 70.000 moltomegliek.

A dextrant alapvetden kétféle célra hasznaljak fel: (1) klinikum (vérveszteség potlasa, vérplazma helyettesités,
trombozis megelézés, tarolo/védd oldat transzplantiland6 szervek szamara, implantatumok Osszetevdje,
gyogyszerek hordozdja), (2) vegyipar (kromatografidas matrixok alapanyaga, emulziok viszkozitasanak
beallitasa, dextrin szarmazékok kiindulési anyaga).

3. 6.3 A xantan eloallitasa

A xantan egy vizoldékony, anionos heteropoliszacharid, melynek alapvaza D-gliikoézt, D-manndzt és
glitkuronsavat tartalmazé pentaszacharidb6l épiil fel, melyre valtozd szamu ecetsav és piruvat szubsztituens
kapcsolodik (6. 1. abra).
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B-D-Man-(1->4)-B-D-GlcA-(1->2)-a-D-Man-6-0O-Ac

Man: mannéz
Glc: gliikoz

GlcA: gliikuronsav
Ac: acetat

Pyr: piruvat

6.1. abra: xantan

A xantan moéltomege atlagosan 10° Da koriil van, ezzel az egyik legnagyobb mikrobialis poliszacharid (méretét
jelzi iparban hasznalt neve: xantan gumi).

A xantant a Xanthomonas campestris Gram-negativ, aerob palcika alaku baktérium termeli, mely elsdsorban a
fekete rothadas nevii betegséget okoz6 ndvényi patogénként ismert (ennek tudhato be, hogy tobb X. campestris
torzs genom-szekvencidja is ismert). Mar az elsé természetes izolatumok 50 g/L-t meghaladd mennyiségii
xantant termeltek, igy ezen termék esetében a fejlesztések inkabb a 1éptéknovelésre, a gyartastechnologiara és az
alkalmazas kiterjesztésére, mintsem a bioldgiai torzsfejlesztésre iranyultak.

A xantan szintézis ugyanazon sejtmembranhoz rogzitett Css-izoprenil-foszfat molekula felszinén torténik, mely a
Gram-negativ bakterialis sejtfal lipopoliszacharidjanak szintézisét is végzi. A bioszintézis soran az els6 cukor
(egy UDP-gliikdz) rakapcsolodik a hordozora (a kotés kialakulasahoz az UDPaUMP atalakulas biztositja az
energiat), majd a lanc nukleotid-difoszfattal aktivalt glikéz, mannoéz, glilkkuronsav €s mannéz révén
pentaszacharidda érik. Ezt kovetéen a lanc levalik a hordozdé lipidrél, ami uj lancot épit fel, és kapcsol az el6z6
pentaszacharidhoz.

A gyartas aerob fermentacios technologiaval torténik; batch és fed-batch technologidk egyarant sikerrel
milkddnek. Mint a legtdbb poliszacharidnal, a xantan esetében is a legfébb problémat (és termelési kdltséget) a
fermentlé viszkozitasanak novekedése jelenti; a reaktort az erbteljes kevertetés miatt fokozottan hiiteni is kell.
Az egyes X. campestris torzsek az alapvazban megegyez0, de a szubsztituensek szamat tekintve eltérd
végterméket hoznak Ilétre; a xantdn pontos szerkezetének a fermentacid, a kinyerés és a felhasznalas
szempontjabol is jelentdsége van. A tapkdzeg magas szén-, de limitald nitrogén koncentracidé mellett folyik. A
keletkezett polimer kinyerése alkoholos kicsapassal torténik. Piacanak mérete kb. 50.000 t/év. Felhasznalasa
alapvetden élelmiszeripari jellegii: gélképzo, stabilizald és viszkozitas-noveld adalékanyagként 1967 ota
hasznaljak, de szdmos tovabbi ipari alkalmazasa (pl. vizfestékek, kozmetikumok, gydgyszerek gyartasa) ismert.

4. 6.4 Az alginat el6allitasa

Az alginat egy anionos, linearis, kétkomponensii polimer; a D-mannuronsav és az L-guluronsav alkotja (6. 2.
abra).
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M: B-D-mannuronsav G: a-L-guluronsav

6.2. abra: alginat

Tengeri algdk (Laminaria, Macrocystis, Ascophyllum sps.) és baktériumok (Pseudomonas, Azotobactersps.)
allitjak eld. A torzsek instabilitasa miatt a bakterialis alginat gyartas csak az elmult néhany évben kezdddott el
ipari 1éptékben. A fermentacios technoldgia soran alkalmazott taptalajban a szén : nitrogén arany magas, vagyis
a baktériumtenyészet novekedését a nitrogénforrassal limitaljak.

Az alginat legfontosabb tulajdonsiga a vizszivé képesség: sajat tomegének 250-300-szorosat képes
abszorbealni. Elterjedten hasznaljak a papir- és textilgyartas soran, vizallo termékek komponenseként, fogaszati
kezeléseknél helyettesitd anyagként, protézisekben, az élelmiszeriparban levesek és koktélok siiritésére. Jol
ismert vegyipari/biokémiai alkalmazdsa az alginatnak az enzimek és sejtek immobilizalasa. llyenkor a
sejteket/enzim-preparatumot egy kalcium iont tartalmazo sooldattal elegyitik, és az elegyet alginat oldatba ontik.
A Ca* ionok és az alginat karboxil csoportjai révén a poliszacharid lancok keresztkotéseket hoznak 1étre és gél
allapotba keriilnek, rogzitve magukban a sejteket/enzimeket.

Az alginat egyik fontos és az alkalmazas szempontjabdl is jelentds tulajdonsaga, hogy a két felépité monomer
aranya dontéen megvaltoztathatja a polimer karakterét. A magas D-mannuronsav arany elasztikus, mig a magas
L-guluronsav arany erds, rigid gélt eredményez. Ehhez ad6dik még a bakterialis alginat azon jellemzdje, hogy a
D-mannuronsav monomerhez valtozé aranyban ecetsav szubsztituensek kotodhetnek, ami szintén hatassal van a
polimer jellemzdire.

5. 6.5 Gomba eredetii bioaktiv poliszacharidok és
PSP-k

A Basidiomycota gombak torzsének (Phylum) talan legismertebb nemzetségét alkotjak a csiperke gombak
(Agaricus sps.). Két fajuk (A. blazei, A. bisporus) termétestébdl is olyan vizoldékony poliszacharidokat (valtozo
szerkezetii béta-gliikanokat) sikeriilt izolalni, melyek ellen-aktivitdst mutatnak egyes tumorsejt tipusokkal
szemben. Hasonlo felfedezéseket tettek mas bazidiumosgomba nemzetségek (Amanita sp., Agrocybe sp.,
Auricularia sp.) esetén is. Altaldnossagban elmondhaté, hogy szamos gomba eredetii poliszacharid és PSP-
preparatum a tavol-keleti gyodgyaszatban a tumorellenes terapidk kiegészitjeként ismert, és legalisan is
beszerezhetd a gyogyszertarakban (6. 1. tablazat).
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Gombafaj Szacharid/PSP | Biolégiai hatas

Coriolus versicolor PSP Tumor- és

virusellenes, gyokfogo

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

Ganoderma lucidum Poliszacharid Tumorellen
gyokfogo

Tricholoma Heterogliikan, PSP Tumorellenes,
lobayense immunrendszer-
stimulalo, gyokfogo
Volvariella volvacea (1> 3)-B-D-gliikan Tumorellenes,
gyokfogo

6.1. tablazat: Poliszacharidok orvosi alkalmazasai

A szerek hatasmechanizmusa ma még csupan feliilletesen, a jelenségek leirasanak szintjén ismert, ezért
tultermeltetésrol illetve a tultermelést eldsegitd/lehetévé tevd gyartastechnologiardl ezen készitmények esetében
nem beszélhetiink.
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7. fejezet - Terpenoidok és

karotinoidok eloallitasa

1. 7.1 Bevezetés

A terpének a természetes szerves vegyiiletek egyik legnagyobb és legvaltozatosabb halmazat alkotjak, az ismert
¢l6lények minden csoportjaban (Osbaktériumok, eubaktériumok, gombak, ndvények, allatok) megtalalhatok.
Legismertebb formaik a ndvényi gyantak €s az un. esszencialis (,,tipikus, jellemz4”’) ndvényi olajok. Gyakorlati
felhasznalasa is elsdsorban a ndvényi eredetli terpéneknek ismert (ételizesitok, étrend-kiegészitdk, alternativ
gyogyaszat, parfimok). Szemben a ndvényi terpének sokszor évszazadokra visszanyuld alkalmazasaval, a
mikrobialis eredetii, biotechnologiai jelentéségli terpének csak az elmult néhany évtizedben jelentek meg a
piacokon.

2. 7.2 A terpének kémiaja és biokémiaja

A terpének kémiai szerkezetének alapja az izoprén (2-metil-1,3 butadién; 7. 1. abra).

P

CH,

Cc~CH:

|
H

7.1. abra: Az izoprén szerkezeti képlete

H,C”

Ha az izoprén egységek alkotta terpénen kémiai modosulas kovetkezik be (metilcsoport athelyezédése ill.
eltavolitasa, oxidacio, stb.), az igy keletkezett vegylileteket terpenoidoknak (izoprenoidoknak) nevezziik. Az
izoprén egységek kotddhetnek egymashoz linearisan illetve gyiriis struktarat alkotva. A terpének és a
terpenoidok csoportositasanak alapja az izoprén (CsHs) épitéelemek szama; az un. C5-szabaly értelmében a
vegyliletekben 1évé szénatomok szdma alapesetben az 6t tobbszordse. Ennek megfelelden léteznek hemi-
terpének (egyetlen képviseldjiik maga az izoprén) és hemi-terpenoidok (pl. prenol, izo-valeriansav), tovabba
mono-, szeszkvi-, di-, szeszter- és triterpének/terpenoidok (vagyis rendre 2, 3, 4, 5 és 6 izoprén egységbdl
felépiil6 vegytiletek), tovabba 8 izoprénbdl felépiild tetraterpenoidok /terpének is. Ezen utdbbi, 40 szénatomos
vegyiiletek a karotinoidok. A természetben el6fordulnak ennél magasabb izoprén-szami terpének/terpenoidok
IS.

A terpének/terpenoidok bioszintézisében nem az izoprén molekula, hanem aktivalt formaja, az izopentenil
pirofoszfat (IPP) vesz részt. Az IPP két kiilonbdz6: a mevalonsavas (7. 1. interaktiv animacio;
http://www.qwiki.com/g/Mevalonate_pathway) és az ettdl fliggetlen, ezért nem-mevalonsavasnak nevezett (7. 2.
és 7. 3. interaktiv animaciok; http://www.qwiki.com/gq/Mevalonate_pathway illetve
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Non-mevalonate_pathway.svg) utvonalakon johet létre. Allatokban és
gombakban kizarolagosan a mevalonsavas utvonal fordul eld, allati egysejtiiekben (Protozoa), baktériumokban
és novényekben viszont mindkettdre van példa. Kialakuldsa utan az IPP az IPP-izomeraz enzim révén
reverzibilisen dimetilallil-pirofoszfatta (DMAPP) izomerizalodik, és ezzel kialakul az a két koztes molekula,
melyek kondenzacids reakcidi az 0Osszes terpenoid alapvaz kialakulasaért felelések. A DMAPP + IPP
kondenzacié geranil-pirofoszfatot (C,,) eredményez, mely a monoterpének/terpenoidok alapmolekulaja. Tovabbi
IPP-k csatlakozésaval farnezil-pirofoszfat (Cs) illetve geranilgeranil-pirofoszfat (Cy) jon 1étre, melyekbdl —
tovabbi kondenzacioval — karotinoidok (C,) is kialakulhatnak. Elfanyagként a terpenoidok szamos tovabbi
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Terpenoidok és karotinoidok
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vegyiilet bioszintézisében vehetnek részt (pl. szteroidok, szterolok), illetve az (izo)prenilaciénak nevezett
folyamat soran fehérjékhez is kotddhetnek, segitve ezzel a sejtmembranhoz rogziilésiiket.

2.1. 7.2.1 Terpenoidok gyakorlati jelentésége

A kereskedelmi forgalomban kaphat6 terpenoidok driasi tobbsége ndvényi eredetli. Mivel a ndvényi sejtek ipari
biotechnologiai alkalmazasat az 11. fejezetben taglaljuk, itt most csupan a mikrobialis (els6sorban fungalis)
eredetii terpenoidokrol esik szo.

A gombaellenes (antifungalis) terpenoidok az antibiotikumok fontos tipusat alkotjak. Szisztémas
gombafertézések tipikusan az immunrendszert legyengitd kezelések (kemoterapia, csontveld-€s szervatiiltetés,
stb.) utan alakulnak ki, és gyakran végzetesnek bizonyulnak. A gombék eukaridta jellegébdl kifolyolag nehéz
rajtuk olyan tdmadaspontot taldlni, mely nem jar egylitt az egyébként is legyengiilt szervezet tovabbi
karosodasaval.

A szordarinok a legrégebben ismert, gombak altal szintetizalt antifungalis terpenoid csalad. Szerkezetileg
haromgytirtis diterpén-glikozidok (7. 2. abra).

HO. _~_ ..OMe

CHO

7.2. abra: A szordarin szerkezeti képlete

Szamos képviseldjiik ismert, ezek egy része csak mérsékelten hatasos, de egyik, 1998-ban izolalt valtozatuk
szamos human patogén gombafaj (pl. Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Pneumocystis carinii) ellen
specifikus gatlast mutatott (kontroll eukariota — jellemzéen nyul retikulocita — sejtekkel szemben viszont
hatéastalan volt). Hatasmechanizmusuk szerint a szordarinok fehérjeszintézis gatlok, jelenlétiikkben a transzlacios
elongacids faktor-2 nem tud levalni a riboszomarol. A gatldo mechanizmus tehat alapvetden eltér a legtobb
ismert antifungalis antibiotikumétol, melyek tipikusan a gombak sejtmembranjaban megtalalhat, mas eukaridta
sejtekbdl viszont hianyzd ergoszterolhoz kotédnek (pl. poliének — amphotericin B, nisztatin, natamicin), vagy
annak bioszintézisét gatoljak (pl. azolok, allil-aminok). T6bb szordarin-tipusnak is leirtdk mar a kémiai
totalszintézisét, és szamos kémiai mddositast is elvégeztek az alapmolekuldkon. Az igy létrejott v félszintetikus
alcsaladok legfontosabbik tagja az aza-szordarinok.

Szteroid-jellegii antifungalis antibiotikumokat szdmos, egymastdl taxondmiailag tavol all6 gombafajbdl
(Geotrichum, Aspergillus, Favolaschia, Neospartorya, stb.) sikeriilt izolalni. Hatasmechanizmusukat tekintve a
szteroid bioszintézissel interferalnak.

A Db-D-gliikan szintetiz gatlé antifungalis terpenoidok (pl. ergokonin, aszkoszterozid, arundifungin,
enfumafungin) egyik jellemzdje, hogy nem a szteroid bioszintézist gatoljak. Candida és Aspergillus fajok ellen
is hatasosak.

Az antibakterialis terpenoidok els6é képvisel6je az 1951-ben izolalt pleuromutilin volt, amit szamos tovabbi
valtozat izolalasa illetve szarmazék eldallitasa kovetett. Elsdsorban Gram-pozitiv baktériumok és mikoplazmak
ellen hatasos (a riboszoma peptidil-transzferaz helyére kotddik, ezaltal gatolja a fehérje szintézist).

A Klerocidin egy szeszkviterpén tipust, a bakteridlis DNS-giraz enzimet gatld, Gram-negativ fajok ellen
hatasos antibiotikum.
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A fentieken til még szamos egyéb bioaktiv terpenoidot ismeriink. Vannak kozottiik antiviralis szerek (pl. az
influenza ellenes sztachiflin), antitumor hatastak, melyek tipikusan az angiogenezist (a tumorsejtek vérellatasat
biztositd 11j véredények kialakitasat) gatoljak (pl. fumagillin), illetve immunrendszert stabilizalé hatéanyagok.
Mivel a terpenoidok a szteroid bioszintézis el@anyagai, tObb szerkezeti analogjuk hatékony gatloszere a
koleszterin szintézis kulcsenzimeinek, a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) reduktaznak illetve a
HMG-CoA szintetaznak.

2.2. 7.2.2 Karotinoidok eloallitasa

A karotinoidok k6z¢ tobb mint 600 természetes vegyiilet tartozik. Szerkezetiiket tekintve két csoportjuk 1étezik:
a karotinok ¢és a xantofillok. El6bbick szénhidrogének, vagyis szén illetve hidrogén atomokon kiviil mast nem
tartalmaznak, az utdbbiakban oxigén is talalhat6 (7. 3. 4bra).

W o-karotin

W B-karotin

FiAr s Td Likopen
,.OW B-kriptoxantin
ww 0" Zeaxantin

Lutein
[+]
o" = Kantaxantin
: : SO
m -
2 Asztaxantin

7.3. abra: Karotinok szerkezeti képlete

A csoport névadd vegyiilete a karotin, mely a sargarépa (Daucus carota) és sok mas zoldség/gyiimolcs
jellegzetes szinét adja. Tobb (a-, b-, g- és d) form4ja ismert; a b-karotin molekula mindkét végén béta-jonon
gylrl (az un. béta-gytri) talalhatd, melynek lebontasa soran retinal, az A-vitamin egyik formaja jon létre (7. 4.
abra).
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7.4. abra: A-vitamin tipusok szerkezeti képlete

Az a-karotin molekulanak csak az egyik végén talalhaté béta-jonon gyiiri, ezért ,,A-vitamin aktivitasa” (A-
vitamin formakat létrehozo képessége) kisebb a b-izomerénél.

A karotinoidokat az élelmiszer- és kozmetikai ipar hasznalja. Szamos élelmiszer piaci értékének fontos része a

jellegzetes szin, amit karotinoidok okoznak (pl. a lazachtsban az asztaxantin, paradicsomban a likopén).
Biotechnoldgiai szempontbol 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. eléanyag)
(baktérium)

Xanthophyllomyces asztaxantin Emberi taplalék-
dendrorhous (éleszto)

Kiegészito
Haematococcus pluvialis (antioxidans),
(alga) Takarmany-

. . Kiegészito

Pandalus borealis (tengeri ey A
‘L (haltenyésztés)

rak) .
Blakeslea trispora (gomba) likopén antioxidans

7.1. tablazat: A legfontosabb karotinoidok
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A piacra keriild b-karotin (7. 3. abra) tGlnyom¢é tobbségét (kb. 85 %) kémiai uton allitjak el6; a két
legfontosabb termelé vallalat a holland DSM és a német BASF. A fennmaradd részt biotechnologiai
eljarasokkal, baktérium, gomba illetve alga fajok révén termelik.

A Mucorales rendbe tartozd jaromsporas gombak (pl. Blakeslea trispora) b-karotin tartalma a tenyésztési
koriilményekkel befolyasolhatd: az un. kémiai stimulacié soran b-jonon gyiiriit tartalmazd vegyiileteket
(szerkezeti analogokat) adagolnak a tenyészethez, és ez b-karotin tultermelésre készteti a sejteket. A fény altali
stimulacié (fotoindukeid) sordn a karotin bioszintézis génjei fokozott mértékben fejezédnek ki, azonban a hatas
specifikus a gomba életciklusinak meghatarozott szakaszaira (jellemzden a ndvekedés befejezddése és a
vegetativ spordk kialakulasa kozotti iddszakra), és a megvilagitd fény spektrumara is (csak a kék fény hatasos).
Az ellentétes parosodasi tipusu gombatdrzsek jelenléte a tenyészetben szintén fokozza a karotin képzddést
(parosodasi tipus-stimulaci6). A hatést trisporoid tipusu, a b-karotinhoz hasonlé szerkezetii feromonok valtjak
ki, melyekkel fokozott termelés érhetd el akkor is, ha csak egyféle parosodasi tipust tartalmazoé tenyészethez
adagoljuk 6ket. Ezt az indukcio-tipust un. interszexualis heterokarion képzéssel is ki lehet valtani, vagyis olyan
torzs l1étrehozasaval, melynek micéliumaban mindkét parosodasi tipus sejtmagja jelen van.

Ipari biotechnoldgiai szempontbol a Blakeslea sps. a legjelentdsebb b-karotin termeld. A torzsfejlesztés soran
kialakitott variansok mindkét parosodasi tipus sejtmagjat tartalmazzak, és fokozottan érzékenyek a kémiai
aktivatorokra. A fermentacids taptalaj szénhidrogéneket, szénhidratokat és novényi olajokat is tartalmaz. A
legjobban termel6 torzsek fermentlevébdl kb. 3 g karotin nyerhetd ki literenként.

Az asztaxantin (7. 3. abra) a xantofillok kdzé tartozik; a rozsaszini allatok (lazac, flaming6, rakok) szinét ez a
karotinoid okozza. Kémiailag a b-karotinbol keletkezik oxigén tartalmt funkcids csoportoknak (keto-, hidroxi-)
a b-jonon gytirlibe torténd beépiilése révén. Az asztaxantin nem tud A-vitaminna (retinolld) alakulni, kedvezé
¢lettani hatasa antioxidans és gyokfogo tulajdonsagaban keresendd. Piacanak mérete mintegy 200 milli6 USS,
kereskedelmi ara kb. 6.000 US$ / kg. Kémiailag konnyen eldallithatd, de ez az eljaras sztereoizomerek elegyét
eredményezi (az asztaxantinnak két kiralis kdzpontja van és harom sztereoizomer valtozata létezik). Sok
fogyasztd emiatt tudatosan a bioldgiai illetve biotechnoldgiai tton eldallitott terméket preferalja. A termék
piacat elsdsorban a hal (lazac), rak, husbaromfi és tojas-termeld iizemek jelentik, de emberi taplalék-
kiegészitoként is alkalmazzak. Erdekesség, hogy noha mennyiségileg elhanyagolhato, az asztaxantin adalék a
lazachus el6allitas koltségeinek 6todét teszi ki!

Bioldgiai uton tengeri planktonokbdl (Euphausia pacifica, E. superba) és kisméretii rakokbol (pl. Pandalus
borealis) nyerik ki. A termék trigliceridek és asztaxantin folyékony elegye.

A leghatékonyabb biotechnologiai eljaras a Haematococcus pluvialis algat hasznositja. A sejteket klasszikus,
kétfazisti fermentacid soran eldszor béséges tapanyag ellatottsag mellett nagy sejtsiirliség eléréséig novesztik,
majd a masodik fazisban szén-, nitrogén- és foszfor limitalt koriilmények kozott, béséges (nap)fény expozicid
mellett tenyésztik. A tapanyag hianya stresszvalaszt indukal, melynek koévetkezménye asztaxantin
felhalmozodas lesz. A lesziirt sejtekbdl szerves olddszerekkel (aceton, majd metanol) extrahaljak ki a
végterméket (7. 5. abra).
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7.5. abra: Az astaxanthin gyartéas folyamatabraja

Az asztaxantin legrégibb fermentacios eldallitasa a Xanthophyllomyces dendrorhous (régebbi nevén Phaffia
rhodozyma) élesztégomba fajjal torténik. A Blakeslea fajok b-karotin termelésénél leirt fotoindukcido az
asztaxantin gyartasanal nem miikddik, s6t a tulzott megvilagitas még csokkenti is a karotinoid felhalmozodas
mértékét. Meghatarozott stressz-hatasok esetén (pl. nitrogén illetve foszfor limitacio, alkohol adagolas, reaktiv
oxigén formak) azonban a bioszintézis mértéke fokozodik. Az asztaxantin részt vesz a gombasejtek oxidativ
stressz elleni védekezésében, €s ez a hatas atadodik az asztaxantin-tartalmi biomasszaval taplalt allatokra is. A
jelenlegi maximalis ipari 1épték(i termelési érték (kb. 300 mg/g éleszt6tomeg) kevés ahhoz, hogy piaci
értelemben vetélytarsa legyen a kémiai szintézisnek. A biotechnologiai eljarasban rejlé potencial azonban
kiemelked6: optimalizalt laboratériumi koriilmények kozott, hemicelluldz hidrolizatumokat illetve cukornad-
szuszpenzit tartalmazo komplex taptalajon a Xanthophyllomyces éleszt6torzsek a fenti értéknél kozel két
nagysagrenddel tobb asztaxantint termeltek (~ 10 mg/g éleszt6tomeg). A technoldgia léptékének ndvelése
folyamatban van.

A likopin (7. 3. abra) az egészséges taplalkozas egyik felkapott agense lett az elmult években. Nevét a
paradicsom (Solanum lycopersicum) jellemz6 szinanyagaként kapta. A likopin a b-karotin bioszintézisének
utolsd koztese; a b-karotin gytiriiképzéssel (ciklizacid) keletkezik beléle. A likopinnak A-vitamin aktivitasa
ebbdl kovetkezéen nincs (béta-gyliri hidnyaban nem képzddhet beldle A-vitamin), antioxidans aktivitasa
viszont jelentds. Hatasat er6siti, hogy a szervezetben képes felhalmozddni. Elsésorban ndvényekbdl nyerik ki
(Momordica cochinchinensis, paradicsom, gérogdinnye, grape-fruit, papaya). Fermentacids biotechnoldgiai Giton
barmely eddig emlitett mikroorganizmust lehet likopén termelésre hasznalni; a technologia legfontosabb eleme
a ciklaz enzimaktivitas gatlasa.

Végezetiil érdemes megemliteni, hogy az elmult években igéretes laboratériumi eredmények lattak napvilagot
heterolog karotinoid termeléssel kapcsolatban, Saccharomyces és Candida sp. éleszté illetve E. coli és Erwinia
sp. baktérium platformokat alkalmazva (7. 6. abra -
http://openwetware.org/wiki/Image:Beta_carotene_strains.jpg). A stratégia  elénye, hogy  olyan
mikroorganizmusokat hasznalhatunk fel a termelésre, amelyek ipari fermentacidja mar jol ismert €s relative
olcso.
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8. fejezet - Vitaminok mikrobialis
eloallitasa
1. 8.1 Bevezetés

Definicid szerint a vitaminok olyan szerves molekulak, melyeket az eml6sok (koztiik az ember) nem tudnak
eléallitani, viszont kis mennyiségben nélkiilozhetetlenek az élethez. Nem tartoznak ide pl. az esszencialis
aminosavak és zsirsavak (ezekbdl viszonylag nagyobb mennyiségre van a szervezetnek sziiksége), a
nyomelemek (mivel nem szerves molekuldk) és az egészségre hasznos étrend-kiegészitok sem (mivel nem
esszencialisak). A vitamin definicio a fogadd szervezetnek is fliggvénye: pl. az aszkorbinsav az ember
szempontjabol vitamin (C-vitamin), sok mas, az aszkorbinsavat eldallitani tudo €él6lény szempontjabdl viszont
nem. Mivel a vitaminokat nem kémiai szerkezetiik, hanem bioldgiai hatasuk alapjan csoportositjuk, egy adott
vitamin tobb, egymashoz hasonld (de nem megegyezd), egymasba atalakulni tud6 vegyiiletet is jelenthet; ezeket
vitamereknek nevezziik. A fentieket figyelembe véve jelenleg 13 emlés (human) vitamint kiilonboztetiink meg
(8. 1. tablazat); koziilik négy zsiroldékony (A-, D-, E-, K-vitamin), kilenc pedig vizoldékony (a nyolcféle B-
vitamin és a C-vitamin).

niacinamid (nikotinsav-amid

biolégiai Iépések)

Generikus | Vitamerek kémiai nevei | Eloallitas modja Termelt
név mennyiség
A-vitamin retinol, retinal, B-karotin kémiai. extrakcids, ~ 3.000 t/év
, biotechnolégiai
B)-vitamin tiamin kémiai ~ 5.000 vév
Ba-vitamin i riboflavin biotechnolégiai ~ 7.000 vév
Bs-vitamin niacin (nikotinsav), kevert (kémiai és ~ 40.000 t/év

Bs-vitamin

pantoténsav

kevert (kémiai ¢s
biol6giai Iépések)

~ 10.000 t/év

Be-vitamin piridoxin, piridoxamin. kémiai ~ 3.000 t/év
piridoxil

Bs-vitamin biotin kémiai ~ 40 t/év

Bg-vitamin fGlsay kémiai ~ 500 t/év

B)2-vitamin metil-, hidroxi-, adenozin-, biotechnolégiai ~ 35 Wév
ciano-kobalamin

i : | < afi i
C-vitamin L-aszkorbinsav kevert (kémiai €s ~ 80.000 t/év
biol6giai 1épések)
D-vitamin kalciferol kémiai, extrakcios ~ 6.000 t/év

E-vitamin a-tokoferol, tokotricnol kémiai, extrakcios ~ 30.000 t/év
K-vitamin fillokinon (K;-vitamin), kémiai, extrakcios ~ 5 /¢y
menakinon (Ks-vitamin) ~ 500 t/év
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8.1. tablazat: human vitaminok

Tobbségiiket ipari koriilmények kozott, biotechnoldgiai €s/vagy kémiai tton allitjak eld. Az éves termelés a
néhanyszor tiz t/évt6l (Bi-vitamin) a 80.000 t/évig (C-vitamin) terjed (8. 1. tablazat). Az A-vitamin
biotechnolodgai uton torténd eldallitasat tankonyviink 7. fejezetében targyaltuk.

2. 8.2 Ariboflavin (B.-vitamin) el6allitasa

A szilard formaban sarga szini riboflavin (8. 1. abra; flavus = sarga latinul) a flavin mononukleotid (FMN) és a
flavin adenin dinukleotid (FAD) koenzimek el6anyaga, melyek elektronhordozoként alapvetd szerepet jatszanak
a sejtek anyagcseréjében.

HO

N
HO——H
HO——H
HO——H
Moo
HaC NN 0
HaC N/Jvﬁ(NH

8.1. abra: A riboflavin szerkezeti képlete

Magasabb rendii eukaridta szervezetek nem tudjak eldallitani. Hianyaban bér- és izomgyengeség, immun- és
idegrendszeri zavarok alakulhatnak ki. A riboflavint els6sorban (mintegy 70 % aranyban) takarmanyozasi,
masodsorban élelmezési és gyodgyaszati célokbdl gyartjadk. Mivel a szervezetbe keriilt folos mennyiség a
vizelettel kilirlil, egészségligyi kockazat nélkiil adhatdé étrend-kiegészitOként, s6t szamos orszagban
ételszinezékként (E 101) is alkalmazzak.

A riboflavin gyartas jo példaja a biotechnoldgia vegyiparon beliili térhoditasanak. A XX. szazad elsd felében
kizarélag kémiai uton allitottak eld, majd évtizedekig a bioldgiai és kémiai eljards egymas mellett, valtakozd
dominanciaval 1étezett. Ma riboflavint kizarélag biotechnoldgia uton gyartanak; a {6 termeldk a svajci Hoffman-
La Roche, a német BASF, az amerikai ADM ¢és a japan Takeda. Az eléallitott mennyiség kb. 7.000 t/év. A
biologiai eldallitds soran fonalas gombakat (Eremothecium ashbyii, Ashbya gossypii), élesztéket (Candida
flaeri, Candida famata) és baktériumokat (Bacillus subtilis, Corynebacterium ammoniagenes) egyarant
alkalmaztak. Ma ipari 1éptékben csak a B. subtilis és az A. gossypii alapu biotechnologia miikodik, és
valdsziniisithetd, hogy a sokkal jobb produktivitds miatt hamarosan az A. gossypii lesz az egyetlen ipari
1éptékben hasznalt termeld organizmus. Az névényi patogén A. gossypii gombatorzset 1926-ban izolaltak, mint
olyan természetes tultermeldt, amely kb. 100 mg /g szaraztomeg riboflavint volt képes eléallitani. A random
mutagenezisen alapulo idészakot kovetden az elmult 20 évben a molekularis biologiai modszerek széles tarhaza
(iranyitott transzformacio, transzpozon-fiiggd mutagenezis, stb.) nyilt meg a torzsfejlesztéssel foglalkozok elétt.
A gomba genomszekvencidja ismert és publikus, igy nem meglepd, hogy a bioszintézis 6sszes enzime és az Oket
kodold gének is ismertek (8. 2. abra).
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8.2. 4bra: A riboflavin bioszintézise

Az aerob, siillyesztett A. gossypii fermentacié soran novényi olajat, tovabba melaszt hasznalnak szénforrasként.
A ndvényi olaj hasznalatat eldsegiti, hogy a gomba erdteljes extracellularis lipaz aktivitassal rendelkezik, igy a
trigliceridekbdl gyorsan szabad zsirsavakat tud felszabaditani, melyeket a gomba konnyen fel tud venni. A
keletkez6 riboflavin jelentds része sejten beliil marad, ezért a fermentacié végén a tenyészetet felmelegitik,
elésegitve a sejtek lizisét és a riboflavin felszabadulasat. A visszahiités lassan torténik, igy a riboflavin ki tud
kristalyosodni a fermentlében. A kristalyokat a fermentlétdl dekantalassal valasztjak el. A kristalyokat ezutan
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savas kozegben Ujra oldatba viszik, felmelegitik, majd visszahititik, amivel jelentds tisztulast érnek el. Noha a
termeld torzseket géntechnologiai uton alakitottdk ki, csak homoldég gének vannak jelen magasabb
kopiaszamban, igy a sejtmaradvanyok ellenére a termék felhasznalhatd takarmanyozasi célokra.

3. 8.3 Nikotinsav és nikotinsav-amidok (nikotinatok;
B.-vitamin) eldallitasa

Ez a vegyiilet-csoport jo példa a vitamer fogalmara: tobb, hatasukat tekintve hasonlo, szerkezetileg egymasbol
levezethet6é molekulat is Bs-vitaminnak neveziink. Két legfontosabb képvisel6jilk a nikotinsav (piridin-3-
karbonsav) és a nikotinsavamid. Mindkét vegyiilet in vivo NAD'/NADH- illetve NADP*/NADPH-va alakulhat,
igy lényegében a sejtek anyagcseréjének minden aspektusahoz kapcsolodhatnak. Hianyukban a pellagra nevi
betegség 1ép fel, mely boérfelszini sebekkel, vérzéssel, hasmenéssel, dementiaval jellemezhetd és kezelés
hianyaban halélos is lehet. A Bs;- viszonylag nagy mennyiségben gyartott vitamin (a f6 termeldk a svajci Lonza,
illetve a német Degussa és BASF), mivel human gyogyaszati felhaszndldsa mellett f6leg takarmany-javitoként
hasznaljak a nagyiizemi allattartas soran.

A nikotinsav gyartas alapanyaga az 5-etil-2-metilpiridin és a 3-cianopiridin. Az utébbit a Rhodococcus
rhodochrous baktérium (illetve a bel6le izolalt nitriliz enzim) szinte sztochiometrikus aranyban képes
nikotinsavva konvertalni. Nikotinsav-amidot ugyancsak 3-cianopiridinb6l, a nitril hidratiz révén, viz
belépésével nyerhetiink. Az enzim taltermeltetése (melyhez a leggyakoribb platform szintén a R.rhodochrous
baktérium) azt eredményezi, hogy 1 L vizben feloldott 1.230 g 3-cianopiridinbdl 1.460 g nikotinamid kristalyt
nyerhetd, melléktermék keletkezése nélkiil.

A nikotinsav-amid két, élettani szempontbol is alapvetden fontos szdrmazéka a nikotinsavamid-adenin
dinukleotid (NAD) és ennek foszforilalt formaja, a NADP (8. 3. abra).

Nikotinsav-amid
N
i [\/\IL
: G-NH;
i O

Nikotinsav

8.3. 4bra: Nikotinatok szerkezeti képlete

Mindkettd az analitikai kémia és a molekularis biologia elterjedten hasznalt finomvegyszere, tovabba a
ketoreduktazt/alkohol dehidrogenazt alkalmazo biokatalitikus eljarasokban is nagy mennyiségben alkalmazzak
Oket. Régebbi modszer szerint éleszté (pl. Saccharomyces cerevisiae) sejtjeibdl extrakcioval nyerik ki, de a
korszerlibb biotechnologiai eljarasok révén lehet6ség nyilt a fermentacids gyartasra is. Ennek soran a két
kiindulasi vegyiiletet (nikotinsav-amid és adenin) Corynebacterium ammoniagenes baktérium tenyészetéhez
adagoljak. Az optimalizalt technoldgia eredményeként a sejtek néhany g/L-es koncentracidban halmozzak fel a
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NAD*-ot a fermentlében. A redukalt formak (NADH / NADPH) kialakulasa kémiai valamint enzimes reakcio
eredményeként egyardnt torténhet; az utdbbi esetben bakteridlis illetve fungalis eredetii dehidrogenazokat
hasznalnak.

4. 8.4 A cianokobalamin (B..-vitamin) elballitasa

A By-vitamin két Nobel-dijjal is kitlintetett torténete az 1920-as években kezdddott, amikor az amerikai George
Whipple megfigyelte, majd par évvel késobb a szintén amerikai Minot és Murphy bebizonyitotta, hogy az addig
gyogyithatatlannak hitt betegség, a vészes vérszegénység (anaemia perniciosa) nyers majat extrém (300-400
g/nap) mennyiségben tartalmazé diétaval kezelheté (orvosi Nobel-dij, 1934). A majban [évd vészes
vérszegénység-cllenes hatdéanyagot azonban csak a II. vilaghdbort utani években sikeriilt izolalni az amerikai
Merck illetve a brit Glaxo gyogyszergyarak kutatéinak. A voroses szinli kristalyos anyagot Bi-vitaminnak
nevezték el. Késébb tovabbi szarmazékokat izolaltak, majd a brit Dorothy Mary Hodgin vezette csoportnak
sikeriilt a teljes molekulaszerkezetet is meghatarozni (kémiai Nobel-dij, 1964). Az 1970-es évek clejére a Bi,-
vitamin kémiai totalszintézisét is elvégezték.

A By-vitamin elnevezést — helyteleniil — az 6sszes kobalamin tipusu (vagyis kobalt iont tartalmazd vitamer
hatas(1) vegyiiletre hasznalni szoktak. Definicié szerint azonban a Bj,-vitamin neve ciano-kobalamin, ami az
ipari eldallitas végterméke. A bioldgia szintézis soran hidroxi-kobalamin, metil-kobalamin és adenozil-
kobalamin (B.,-koenzim) johet létre, vagyis a sejtekben ezek a kobalamin-formak fordulnak el8. Ismeriink un.
pszeudo-B..-vitaminokat is, melyek szerkezetiiket tekintve hasonloak a kobalaminokhoz, a klinikai gyakorlatban
hasznalt immunokémiai kimutatas soran is pozitiv reakciot adnak, bioldgiai hatasuk azonban nincs. Az egyes
szarmazékok pontos szerkezetét, illetve a koztiik 1évo kiilonbséget a 8. 4. abra mutatja.

ar R = Adenozil-csoport
A r~—NH

Corrin-gyiiri " 4 ot Adenozil-kobalamin

o , N/ 1 R = metil-csoport

Metil-kobalamin

4 : " R = hidroxil-csoport

NH. Hidroxil-kobalamin

o
L)

R = cianid-csoport

Cianid-kobalamin

)3 1 - - . -
Riboz Dimetil-benzimidazol

8.4. abra: Kobalaminok szerkezeti képlete

A By-vitamint csak néhany Eu- illetve Archaea baktérium képes eldallitani; az allatok és a protistak a
taplalékkal veszik fel, mig a novények és gombak anyagcseréje jelen tudasunk szerint Bi,-fliggetlen. Az allatok
¢és az ember esetében két enzim: a metilmalonil CoA mutdz és a metionin szintdz miikddéséhez sziikséges. Az
adenozil-kobalamin fiiggdé metilmalonil CoA mutaz miikddésének hidnya a propionyl-CoA lebontasat fiiggeszti
fel, melynek két sulyos kdvetkezménye is van: egyfel6l a metilmalonil-CoA feldtsul, emiatt szubsztratuma lesz
egy hidrolaz enzimnek, mely lehasitja rola -CoA csoportot, a szabad metilmalonilsav pedig a sejten beliil
acidozist okoz. Masfeldl, a propionyl-CoA intracellularis koncentracidja is megemelkedik, igy szubsztratumava
valik a citrat szintaznak, mely ennek megfeleléen oxalecetsavval kondenzalja. Az igy keletkezd 2-metil-citrat
pedig sejtméreg, az akonitdz enzim gatloszere.
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A metionin szintaz metil-kobalamin fiiggd enzim, szerepe a homocisztein metilezése, melyhez metildonorként
5-metil-tetrahidrofolatot hasznal. Bi,-vitamin hidnyaban az enzim aktivitisa lecsokken, az 5-metil-tetrahidrofolat
koncentracidja megnd, ezzel parhuzamosan a szabad tetrahidrofolat szint leesik. Ennek kdvetkeztében a DNS-
szintézis karosul (metilfolat-csapda). A metionin szintdz enzimaktivitds hianyaban 1ép fel a megaloblasztikus
anemia nevi betegség. Tovabbi sulyos kdvetkezmény lehet a homocisztein koncentracid megemelkedése, mely
kardiovaszkularis betegségek kialakulasahoz vezethet (ezek tlinetegyiittesét nevezik vészes vérszegénységnek,
ami egy autoimmun betegség, mely a Byp-vitamin bélbdl térténd felszivodasanak elmaradasat eredményezi).
Emlitést érdemel, hogy maga a metionin szintézis jellemzden nem esik vissza Bi,-vitamin hianyaban, mivel a
B,,-fliggetlen betain-homocisztein metiltranszferaz enzim at tudja venni a metionin szintaz szerepét.

Mivel a B;,-vitamin bonyolult szerkezetét tobb, mint 70 1épéses kémiai szintézissel lehet csak 1étrehozni, nem
meglepé, hogy a vegyiilet gyartasa kizardlag biotechnologiai tuton, baktériumok (Propionibacterium és
Pseudomonas nemzetségek egyes fajai) révén torténik.

A By,-vitamin bioszintézise alapvetden kétféleképpen: oxigéntdl fiiggetlen és oxigén fiiggé mdédon mehet végbe;
a jelenség a bioszintézisre képes baktériumfajok anyagcseréjét tiikrozi. Az egyik jelentds ipari termeld, a
Propionibacterium freudenreichii mikroaerofil, ezért a By,-vitamin gyartasdhoz kozel anaerob koériilményeket
kell szdmara teremteni. A Bj,-vitamin molekula egyik része, a dimetil-benzimidazol gytirti (DMBI) bioszintézise
viszont oxigénigényes, ezért a fermentacios folyamat két részre oszthaté. Az els6 3 nap sordn anaerob
koriilményeket biztositanak, ez alatt a Bj-vitamin DMBI-nélkiili része, az un. kobamid vaz jon létre. A
kovetkez6 1-3 nap soran enyhe levegéztetés mellett a tenyészet kialakitja a DMBI-csoportot és a kobamidhez
kapcsolja. A kémhatast mindvégig semleges értéken kell tartani, amit megnehezit a bioszintézis soran keletkezd,
nagy mennyiségli propionsav. A masik, ipari felhasznalds szempontjabdl jelentds organizmus, a Pseudomonas
denitrificans viszont aerob, igy a fermentacido végig oxigén jelenlétében torténik. IdGtartama rovidebb a
Propionibacterium-alapti fermentacional (2-3 nap); a kémhatas pH 7 koriil tartasa itt is fontos technologiai
szempont.

Mivel a teljes bioszintézis sok 1€pésbdl all, ezért iddben is hosszu folyamat, sokszor épitéelemeket (pl. kobalt
ionok, glicin, d-aminolevulansav, de akar komplett DMBI) juttatnak a tapkozegbe, felgyorsitva ezzel a gyartas
menetét. A legmagasabb ismert termelési érték 300 mg/L fermentlé koriil van (vessiik ezt 6ssze a mikrobialis
karbonsavak, enzimek, aminosavak > 150 g/L-t meghalad végsé titerével!).

A By,-vitamin kinyerésének elsé 1épése a teljes fermentlé felforralasa 80-120 °C-ra; ez a hdmérséklet egyrészt
inaktivalja a baktériumokat, masrészt roncsolja is a sejteket, ezzel az intracellularis végtermék hozzaférhetdvé
valik. A forré szuszpenzidhoz cianid ionokat vagy tio-cianatot (rodanid) adagolnak. A cianid csoport erésebben
kotédik a Bj,-molekula vazahoz a tobbi ismert szubsztituensnél (adenozil-, metil-, hidroxi-), igy a vegyiilet
stabilitasa megnd. A fermentlevet kdzvetleniil, vagy cink-hidroxidos kezelést kdvetden leszlrik, majd a B,-
vitamint tanninsav vagy krezol (metil-fenol) adagolasa révén kicsapjak és csapadékot sziirik. Az igy kapott
végtermék kb. 80 %-0s tisztasagu és allati takarmanyként hasznalhatd. Tovabbi szerves extrakcids és/vagy
ioncserés tisztitasi Iépéseket kvetden a Bi,-vitamin emberi felhasznalasra is alkalmassa valik.

Noha jelenleg Magyarorszagon nem folyik Bi,-vitamin el6éallitas, meg szeretnénk emliteni, hogy a budapesti
Richter Gedeon Vegyészeti Gyar NyRt. (akkori nevén: Kébanyai Gyogyszerarugyar) az 1950-as évek végétol
kozel 40 éven at jelentds vilagpiaci szereplonek szamitott a Bi,-vitamin gyartasa terén, koszonhetden a soroksari
szennyviztisztito  iszapjabol izolalt, kobalamin-fiiggd metanogén Os-(Archaea-) baktériumokat (pl.
Methanobacter omelianski) magas aranyban tartalmazé baktérium-konzorciumra épiild, félfolyamatos
gyartastechnologianak.

5. 8.5 Az L-aszkorbinsav (C-vitamin) eldallitasa

Az aszkorbinsavat (8. 5. abra) Szent-Gyorgyi Albert szegedi pirospaprikabol, 1928-ban izolalta. Mivel
reverzibilisen dehidro-L-aszkorbinsavva képes oxidalodni, a két vegyiilet a sejtben redox part képez. Elettani
hatdsdnak alapja szdmos enzim, koztik a vastartalmi di-oxigendzok és a réztartalmi mono-oxigendzok
stimulalasa. Az aszkorbinsav klasszikus hidnytiinete, a skorbut is ezen enzimek lecsokkent aktivitdsaval, majd a
kollagén bioszintézis visszaesésével/leallasdval magyarazhatd6. Az aszkorbinsav a fentieken tal védi a
szervezetet a reaktiv oxigénformak és a karcinogén nitroso-aminok kialakulasatol, és alapvetd szerepe van a vas
felvételében is. Mivel toxicitasa minimalis, az élelmiszer- illetve gyogyszeripar jelentds piacot (> 600 M US$)
jelent a gyartoknak, mely évente kb. 3-4 szazalékkal ndvekszik.
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Az aszkorbinsavat négy szerves kémiai €s egy mikrobiologiai-transzformacios 1épés kombinacigjaval allitjak
elé, melyeket egyiitt Reichstein-szintézisnek hivunk (8. 5. abra).

Gliikoz

Szorbitol \

Aspergillus xylinum i
L-Szorbéz

Gliikuronsayv

2,3:4,6-Di-O-izopropilidén-o-L-szorbofuranéz Glikuronolakton

2,3:4,6-Di-O-izopropilidén-2-keto-L-gliikonsav J

L-Gulonlakton

Biokatalizis

L-ASZKORBINSAV

8.5. abra: Az aszkorbinsav és a Reichstein-szintézis

A folyamat D-gliikozb6l indul ki: az egyes szénatomon redukcio, az 6tds és hatos szénatomokon oxidacié
torténik, a kettes, harmas és négyes szénatomok kiralitasa valtozatlan marad (2-keto-L-gulonsav). Az utolséd
1épés a 2-keto-L-gulonsav g-lakton gyiiriivé zardédasa viz kilépése mellett. A biotechnologiai 1épés jelent6sége a
folyamat harmadik koztesének (L-szorboz) kialakitasdban van; a sztereospecifikus katalizist csak enzimes iton
lehet végrehajtani. Az D-szorbitol a L-szorbdz biotranszformaciot az Acetobacter xylinum baktériumfaj hajtja
végre, nagy térfogatu aerob fermentacid soran.

Noha a Reichstein-szintézist 1935-ben szabadalmaztattak, az L-aszkorbinsavat ipari 1éptékben a mai napig ezzel
az eljarassal allitjak el6. Néhany, a Chlorella nemzetségbe tartozé mikroalga faj képes D-gliikzbol kozvetleniil
L-aszkorbinsavat eléallitani, de a termékhozam alacsony érté¢ke miatt az eljaras nem versenyképes a Reichstein-
szintézissel. A kémiai 1épések szamanak csokkentése is életképes stratégia; az egyik ilyen megoldas a 2-keto-L-
gulonsav biotechnologiai elballitasa L-szorbozbol, Bacillus megatherium illetve Pseudogluconobacter
saccharoketogenes baktériumfajok biokonverzios aktivitasat felhasznalva.
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9. fejezet - Mikrobialis olajok (SCO)
eloallitasa
1. 9.1 Bevezetés

A glicerolipidek (a glicerol zsirsav-észterei) és a glicero-foszfolipidek (ahol az egyik észterezé zsirsav helyén
foszfat talalhatd, melyhez jellemzden egy tovabbi molekula kotédik) alapveten fontos alkotorészei az él16
sejteknek. Baktériumokban az észterezd zsirsav kémiailag sokféle: alifas, aliciklusos, aromas, tovabba telitett és
valtozo mértékben telitetlen, ezen utdbbin beliil cis- illetve trans-szerkezetli kettés kotést tartalmazo is lehet
(cis-kotésrol akkor beszéliink, amikor a kett6s kotésben részt vevé szénatomokhoz kotéddé hidrogénatomok a
kettds kotés azonos, trans-kotésrdl pedig, ha az ellentétes oldalan vannak). Az eukariota sejtek azonban csak
egyenes lancu, cis-kettés kotést tartalmazo zsirsavat tudnak szintetizalni, az ettdl eltéré szerkezetii zsirsav-
lipidek nem részei az anyagcserének. Ertelemszertien az emberi fogyasztasra ¢és allati takarmanyozasra iparilag
eléallitott zsirsav-lipidek (,,0lajok’) mind eukariéta eredetiiek.

A baktériumok tartalék tapanyagként jellemzdéen poliszacharidokat hoznak 1étre (pl. dextran, xantan, alginat —
lasd 9. fejezet), zsirsavaik pedig foszfolipidek alkotoiként vannak jelen a sejtekben. Az eukaridta
mikroorganizmusok egy csoportja ezzel szemben képes nagy mennyiségli triacil-glicerolt intracellularis
tartalék tapanyagként felhalmozni. Néhany faj a felhalmozasban extrém, a sejttomeg 75 %-at kitevo értéket
érhet el; ezeket olajtermelokneknevezziik.

2. 9.2 A zsirsavak kémiaja és biokémiaja

A zsirsavak ¢és altalaban a lipidek nevezéktana a szerves/biokémia sok félreértésre okot ado teriilete. A trivialis
illetve szisztematikus nevek mellett egyre inkabb tért hodit az un. numerikus megnevezés, ahol két,
kettdsponttal elvalasztott szam (C:D) koziil az els6 a zsirsav szénldncaban 1év6 szénatomok (Carbon), a masodik
a kettés kotések (Double bond) szdmat mutatja (pl. 18:3). Mivel ez az elnevezés nem teljesen specifikus,
sokszor egy ,,w-x" jelzést is megadnak hozza, ami az utols6 kettds kotés helyét jelzi a lancvégi metilcsoporttol
szamolva (ennek szénatomjat hivjuk w-szénatomnak). Az eukaridta zsirsav-lipidek szénlancaban a kettds
kotések majdnem mindig harom szénatomonként kovetik egymast, ami masképpen fogalmazva azt jelenti, hogy
a kettds kotésben 1évé egységeket (-CH=CH-) egy metilén csoport (-CH,-) valasztja el. Ebbol kovetkezik, hogy
egy zsirsav, és minél kevesebb kett6s kotést tartalmaz, a beldle kialakulo lipid annal magasabb olvadaspontu,
vagyis annal rigidebb. Az allati eredetli, szobahémérsékleten szilard zsirok esetén hosszq, telitett zsirsavak
észterezik a glicerolt, a novényi eredetli, szobahOmérsékleten folyékony olajokban az atlagosan rovidebb
zsirsavakban szamos kettds kotés fordul eld; ezeket tobbszorosen telitetlen zsirsavaknak nevezzik.

A zsirsavak a sejtben tilnyomorészt a tartalék-tapanyagként szolgald triacil-glicerol illetve a biologiai
membranok alapvazat alkoto glicero-foszfolipid formajaban fordulnak eld. A tarold/védo illetve strukturalis
funkcié mellett harmadik fontos élettani szerepiik, hogy kiinduldé molekulai néhany specialis, a jelatvitelben
szerepet jatszo lipidnek (pl. leukotriének prosztaglandinok). Ezek a lipidek fehérjékhez, receptorokhoz képesek
kotédni, s ezzel olyan sejtszintii folyamatokat szabalyoznak, melyeknek komoly fejlodéstani illetve
egészségiigyl vonatkozasai lehetnek (pl. idegrendszer érési folyamatai). Az idegszovet foszfolipidjeiben az
arachidonsav (20:4 w-6; ARA,; 9. 1. dbra) és a dokozahexansav (22:6 w-3; DHA; 9. 2. abra) a két leggyakoribb
tobbszordsen telitetlen zsirsav; az anyatej is relative nagy mennyiségben tartalmazza dket.

9.1. abra: arachidonsav

)
N N N N E//\:/\)\ OH
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9.2. abra: dokozahexansav

3. 9.3 Az SCO eloallitas technologiaja

Noha a mikrobialis olajok potencidlis ipari jelentGségét régen felismerték, s6t a II. vilaghaboru alatt
Németorszagban probalkoztak is nép-¢élelmezési célu olaj-eldallitdssal a nehezen beszerezhetd novényi olajok
alternativajaként, az ipari biotechnolégia valds piaccal bird termékei kozé csak az elmult 30 évben keriiltek be.
termékcsalad az eldallitas (fermentacio) koltségei miatt ugyanis alaphelyzetben versenyképtelen a ndvényi és
allati (hal) olajokkal. A fermentaciohoz ndvényi eredetii szénforrast hasznalnak, vagyis cukortartalma névényt
(pl. cukorrépa) kell termeszteni ahhoz, hogy a beldle kinyert cukrot kb. 20 %-os konverzidval, draga miszaki
kornyezetben olajja alakithassuk. Ugyanekkora szant6foldon olajtartalmii ndvényt (pl. napraforgod) termesztve
ezt az olaj-mennyiséget sokkal olcsobban eldallithatjuk. A szénforrasként szén-dioxidot, energiaforrasként pedig
(nap)fényt hasznalo fotoszintetizald szervezetek (pl. mikroszkopikus fototrof algdk) SCO-termelésben torténd
felhasznalasa is zsadkutcanak bizonyult, elsdsorban az alacsony elérhetd biomassza miatt. Az utdbbi évek
latvanyos sikerei alapvetden annak kdszonhet6k, hogy az SCO-gyartok specidlis, prémiumkategdrias piacokat
céloztak meg. Nem altalanossagban olajat, hanem kémiailag definidlt, mas (nem-mikrobialis) forrasbdl nehezen
beszerezhetd, de valds piaccal rendelkezd, ezért draga zsirsav-format probalnak meg az érintett biotechnologiai
vallalatok eldallitani és eladni. Ha azonban egy adott lipidet ndvényi vagy allati forrasbol is el6 tudnak allitani,
az kiszoritja a piacrél a mikrobialis ekvivalenst, mint tortént a g-linolénsavban (GLA; 18:3 w-6) gazdag (kb. 20
%) javaolajjal (,,0il of Javanicus”), amit a Mucor circinelloides jaromsporas gombaval allitottak el6
fermentacios Gton 1985-1990 ko6zott Anglidban, és amit az ekcéma kezelésére, illetve a menstruacio elétti
tiinetek enyhitésére hasznaltak. A kerti boragd (Borago officinalis) olaja azonban még ennél is magasabb (25-28
%) aranyban tartalmazza a GLA-t, és ez — a ndvény termesztésének nehézségei ellenére — gazdasagtalanna tette
a mikrobialis eléallitast.

A fentiek ellenére mégis 1éteznek ipari 1éptékben, fermentacios biotechnoldgiai Gton gyartott SCO-k: az ARA-
ban illetve a DHA-ban gazdag olajok. Mindkettd hosszi szénlancu, tobbszordsen telitetlen zsirsav; a
mesterséges anyatej fontos kiegészit6 komponenseként hasznaljak oket vilagszerte. Novények jelen tudasunk
szerint nem tudjak 6ket szintetizalni (18-nal hosszabb szénatomszamu zsirsavak a novényekben elvétve, a DHA
pedig egyaltalan nem fordul el6), a halmaj-olaj pedig mindig tartalmaz olyan egyéb zsirsavakat is, amelyek
csecsemO-tapszerbe nem keriilhetnek be. A tengeri halak majaban egyre gyakrabban kimutathaté nehézfém-
akkumulacidk ujabb érvet jelentenek a biotechnologiai eldallitas mellett. Az SCO-termékek kiilondsen érzékeny
felhasznalasi teriilete miatt a kozvélemény el6tt stirin hangstlyozzak: az 6sszes SCO-technologia hagyomanyos
uton fejlesztett torzseket hasznal, rekombinans mikroorganizmusokat (GMO) nem. A termékek piaca évrdl évre
jelentdsen novekszik, és elmondhato, hogy jelenleg inkabb a kindlat, mint a kereslet limital.

Az ARA-gazdag SCO-ta Mortierella alpina fonalas gombaval allitjak el6. Noha Japanban illetve Kinaban is
gyartjak, az amerikai Martek Biosciences és partnere, a holland DSM biztositja a vilagpiac 95 %-at.

Az el6allitas technoldgiai szempontbdl viszonylag egyszerii: nagymeéreti (50-100 m®) kevert tankreaktorban a
minél magasabb sejtkoncentracié (50-60 g/L) elérése a cél, amihez gyorsan hasznosul6d szén- €s nitrogénforrast
és komplex taptalaj-komponenseket hasznalnak. A szokatlanul magas sejtkoncentracié a kevertetést és a
levegdztetést jelentdsen megneheziti. A technoldgia sordan ezért arra tdrekszenek, hogy a gomba a termeldi
fazisban élesztészerii, lekerekedett morfologiat mutasson — enyhitve ezzel az oxigén ellatas nehézségeit — noha
ez a forma bizonyitottan kevesebb olajat képes raktarozni, mint a fonalas.

A fermentacionak két fazisa van: az elsében a sejtek a nitrogénforras kimeriiléséig gyorsan novekszenek. A
masodik (olajtermeld) fazisban a sejtek novekedési iiteme lelassul, de a taptalajban jelenlévd szénforrast
(gliikoz) tovabbra is felveszik, €s sejtosztddas hianyaban intracellularis olajokka konvertaljak, mint tartalek
tapanyagot. Az atalakitas kiinduld pontja a citromsav-ciklus ledllasa: a mitokondriumbol egy trikarbonsav-
carrier enzim (lasd 10. fejezet) viszi ki a citromsavat a citoszolba, ahol az ATP:citrat liaz enzim révén
oxalecetsavva és acetil-CoA-va alakul. Az oxalecetsav malatta redukalodik (ezzel aktivan tartva a trikarbonsav-
carriert, lasd 10. fejezet), a malat pedig a malat enzim mikodése révén piruvattd és szén-dioxidda alakul,
NADPH-keletkezés mellett. Az acetil-CoA és a redukalé agens NADPH a zsirsav bioszintézis két kulcseleme:
hianyukban a zsirsavak nem tudnanak felépiilni. Ennek megfeleléen az olajtermeld eukariotak kozos jellemzéje
az ATP:citrat lidz enzim megléte.

A fermentacid befejeztével a fermentlevet felmelegitik (Pasteurizalas), inaktivalva ezzel a termeld gombat és
megakadalyozva az esetleges (bakterialis) fert6zést. A fermentlevet szeparaljak, a biomasszat porlasztva
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szaritassal tarjak fel, az olajokat hexannal extrahaljdk a porszemek feliiletérdl. Mivel a végtermékek egyik
legfontosabb jellemzdje a telitetlenség, fokozottan hajlamosak az oxidacidra, ami viszont lerontja mindségiiket.
Emiatt a feldolgozds iddtartamat a minimumra kell csokkenteni, a biomasszat és az extrahalt olajat
oxigénmentes koriilmények kozott (pl. nitrogéngaz alatt) és alacsony homérsékleten taroljak. A kész olajhoz
antioxidanst (E-vitamin) adnak az oxidacio elkeriilése céljabol.

A DHA-gazdag SCO-t két heterotrof (fényt nem igényld), eukariota tengeri algafajjal, a Crypthecodinium
cohnii-val és egy Schizochytrium fajjal allitjak el (a halak majaba egyébként valosziniileg ezen algak tomeges
fogyasztasa révén keriil be a DHA). Csecsemé-tapszerbe jellemzéen a C. cohnii-val eldallitott DHA-olaj kertil,
mig a Schizochytrium-alapu technoldgia inkabb felndtt élelmezési célokat szolgal. A gyartd a Martek
Biosciences, mely a vilagpiacot gyakorlatilag egymaga latja el (a kereskedelemi forgalomban kaphatdo SCO-k
mintegy 95 %-a ,,Martek-olaj”). A technoldgidk egyetlen szokatlan eleme, hogy a tengeri algat értheté médon
so6s (magas NaCl-tartalmu) vizben kell tenyészteni. A kloridion azonban a termeldi fermentorok acélfalat
gyorsan korrodalja (az ipari biotechnoldgiaban gyakori, S 31600 mindségli savalld acéllemezek jellemzden
1.000 ppm CI koncentraciot tudnak elviselni karosodas nélkiil, mely huszada a tengerviz atlagos klorid
tartalmanak!). A sulyos koltség-novekedéssel fenyegetd probléma elharitasara olyan algatorzset szelektaltak ki,
mely alacsony kloridion koncentracié mellett is képes névekedni és termelni.
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10. fejezet - Szilard fazisu
fermentaciok és termeékeik

1. 10.1 Bevezetés

A fermentacio folyamata sordn mikroorganizmusok és sejtek sajat, masik €¢161énybdl szarmazo, esetleg ember
altal tervezett (mesterséges) szerves vegylileteket allitanak eld olyan mennyiségben, hogy az ipari 1éptékii
hasznositast tegyen lehetové. Az eléallitas jellemzéen nagyméretii, tapfolyadékkal feltdltott acéltartalyokban
torténik, melyekben a (tul) termeléshez sziikséges fizikai és kémiai koriilmények biztositva vannak. A
tenyésztés e tipusat folyékony vagy siillyesztett (batch, submerged) fermentacionak nevezziik. Amikor a
mikroorganizmusok / sejtek szilard felilleten novekszenek, szilard fazisu fermentaciordl (solid state
fermentation, SSF) beszéliink. Az SSF tradicionalisan tavol-keleti technologia; legismertebb tipusa a koji, amely
tulajdonképpen az Aspergillus oryzae gomba japan neve, de hasznaljak azon az SSF-ekre is, melyekben a
gomba biologiai agensként részt vesz (pl. saké eldallitasa). Mara az SSF vilagszerte elterjedt, olcso,
kornyezetbarat és energiatakarékos modja lett értékes mikrobidlis vegyiiletek (pl. szekunder metabolitok)
eléallitasanak. Hatranya, hogy nem lehet olyan szintli bioldgiai/miiszaki kontrollt gyakorolni folétte, mint a
batch fermentaciok esetében, igy az egyébként is szamos buktatot tartalmazo 1éptékndvelés tovabb neheziil. Az
SSF ezért inkabb hasznos kiegészitéje, mintsem alternativaja a siillyesztett fermentacios eljarasokra épiild,
termeldi 1éptéki ipari biotechnologianak, annak ellenére, hogy az utdbbi 20 évben ez a teriilet is jelentds
fejlodésen ment keresztiil.

2. 10.2 Az SSF alkalmazasa

A tipikus SSF-alapanyag mez6gazdasagi (manidka-, kavé-, buiza-, alma-, cukornad-, cukorrépa-, kukorica-, stb.)
eredetdl, tisztitdson-finomitason &t nem esett, lignocelluloz jellegli hulladék, az SSF révén tenyésztett
mikroorganizmus pedig jellemzéen (de nem kizardlag) fonalas gombafaj. A penészgombak -elterjedt
alkalmazésa az SSF-technologidkban Osszefiigg azzal, hogy a fonalas morfologia gyakran megneheziti
(megdragitja) a batch tenyésztést (pl. tapkozeg viszkozitdsanak megndvelése, ndvekedés a fermentor belsd
felilletén). A gombak természetes koriilmények kozott sokszor nedves, szilard, szerves felilleten novekednek,
igy az SSF esetiikben kozelebb all az evoliicio soran kialakult optimalis élettérhez. Ami pedig a fermentacios
szubsztratumot illeti: becslések szerint csak Eszak-Amerikiban 150 millid tonna lignocelluldz keletkezik
évente, melynek tilnyomo része hulladék, s amely olcsd, megujulod, bdséges tapanyagot jelent az SSF szamara.

2.1.10.2.1 SSF bioreaktorok

Alapvetden haromféle SSF-reaktortipust kiilonbdztetiink meg: talcakat, forgddobos reaktorokat (rotating drum
reactor) és szilard hordozoval feltoltott agy-reaktorokat (packed bed reactor); méretiiket tekintve mindharom
szamos nagysagrendekben létezik. A talca nem teszi lehetdvé a mechanikus keverést €s a spontantol intenzivebb
levegOztetést, ezért a szilard tapkdzeg maximalis vastagsaga korlatozott. Eredetileg A. oryzae fermentaciok
(koji) soran alkalmaztak; a tradiciondlis tavol-keleti konyha néhany fermentalt alapanyaganak eléallitasan tdl
nincsen gyakorlati jelent6sége.

A forgddobos reaktorokban a taptalaj atmozgatasat alapvetden kétféle modon: a teljes reaktor forgatasaval,
illetve beépitett keverGkkel végezhetik. Mindkét esetben az atmozgatds folytonos és szakaszos lehet. A
forgddobos reaktorok hatékonyabb levegdztetést €s altaldban véve homogénebb koriilményeket biztositanak a
szilard szubsztratumon novekvo tenyészet szamara (10. 1. abra).
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10.1.abra: A forgddobos reaktor felépitése

Az agy-reaktorok (10. 2. dbra) henger alakuak, faluk {ivegbdl, acélbol és milanyagbol késziilhet.
Kimeno levego

Folyadék adagolas

=" Folyadék eloszté

Szilard taptalaj/hordozo

Folyadék gyiijtoé

Folyadék eloszto

Szilard taptalaj/hordozo

A A4 | Steril levegé

Folyadék elvezetés
-

10. 2. abra: Az agyreaktor felépitése

A mesterségesen magas nedvességtartalmu levegot alulrol vezetik be a késziilékbe a szilard hordozon keresztiil.
A legfébb probléma ezzel az SSF-reaktor tipussal a hé nehézkes elvezetése, viszont elénydsen hasznalhatod
olyan termékek eldallitasara, melyek végtermék gatlast idéznek eld. A végtermék ugyanis a reaktor fiiggdleges
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pozicidja miatt a gravitacionak koszonhetden lényegében lecsorog annak aljara, igy fizikailag tavol keriil a
termeld sejttdl ill. rdgzitett enzimtdl.

2.2.10.2.2 Szerves savak gyartasa SSF technolégia révén

Napjainkban a citromsav gyartasa ipari 1éptékben kizardlag siillyesztett fermentacids technoldgia révén torténik
(lasd 4. fejezet), de rendszeresen olvashatok a szakirodalomban olyan kozlemények, melyek valamilyen
lignocelluldoz tartalmi mezdgazdasagi hulladék ezen iranyG hasznositasarol szolnak. A ndvényi hulladékot
benedvesitik, majd hdvel kezelik, igy csokkentik le a késGbbi bakterialis fert6zés lehetdségét. Az Aspergillus
niger gomba sporait ezt kovetden oltjak ra a szilard felszinre. Gazdasagi szempontbdl is emlitésre méltd
kiilonbség a siillyesztett illetve SSF gyartas kozott, hogy az utdbbi érzéketlen a fémionok, koztik a Mn*
jelenlétére (lasd 4. fejezet), igy eldzetes eltavolitdsuk nem sziikséges. A gyartds sordn a N-forrast kiviilrdl
adagoljak a rendszerhez; hasznosuldsa az SSF kémhatadsanak csokkenéséhez vezet, ami eldnyds a citromsav
bioszintézis szempontjabal.

A citromsav mellett szamos tovabbi szerves savat (pl. fumarsav, tejsav, gliikonsav) is lehet SSF révén gyartani,
legjelentdsebb SSF-alkalmazasa azonban az ecetsavnak van.

Az ecetgyartas hajnalan a bort sekély talcakban a szabad levegén hagytak, amig az meg nem savanyodott
(Orleans-modszer). Ez természetszerlien vezetett a levegd szerepének felismeréséhez, és egy olyan késziilék
megalkotasahoz, melyben a folyadék intenzivebben érintkezhetett a levegével. Egy tartalyt valamilyen inert
anyaggal (faval, szénnel, forgaccsal) toltenek meg, s ennek felszinén a feliilr6l adagolt bor lassacskan
végigesorgedezik. A hordozon helyezkednek el az oxidaciot végzd baktériumok. Ezek a megalkotojukrol
Frings-generdtornak nevezett késziilékek sokfelé mitkodnek, s mai napig a vilag ecetsavgyartasanak mintegy
harmadat allitjak el6 (10. 3. abra).
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10. 3. abra: A Frings generator felépitése

Tovabbfejlesztett valtozataiban a (jellemzdéen gyenge mindségii) bort lesterilezik, és "jo ecet"-tel leoltjak. A
kémbhatas igy eleve savas lesz, ami a bakterilis fertdzések ellen nyujt természetes védelmet. A levegdztetést
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mechanikus vagy elektronikus fajtatokkal lehet még intenzivebbé tenni. Meg kell azonban jegyezni, hogy ma az
ecetsav mennyiségének tobbségét is siillyesztett fermentacioval allitjak eld (Frings-acetdtor; 10. 4. abra).
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10. 4. abra: A Frings acetator felépitése

2.3. 10.2.3 Komposztalas

A kozismert komposztalas 1ényegében SSF-nak tekinthetd, azzal a kiilonbséggel, hogy a termék maga az
atalakitott tApanyag. A komposztalds altalaban szabalyozatlan moédon megy végbe, az egyre inkabb elterjedd
,,biogazdalkodas” soran azonban kontrollalt folyamatta alakult, ahol a hémérsékletet, a nedvességtartalmat és a
szubsztratum szén/nitrogén aranyat is miszeresen kovetik. A nedvességtartalom 55-70 % kozotti, a
nitrogéntartalom jellemzden 2 %, mig a C/N arany 17:1 koriili érték, bar a paraméterek erdsen szubsztratum
figgdek.

2.4. 10.2.4 Szekunder metabolit termelés

Szinte minden szekunder metabolitot (koztiik szamos antibiotikumot) el lehet allitani SSF technologia révén is,
de egyik sem versenyképes a siillyesztett fermentacios eljarassal. A Bacillus subtilis baktérium bizonyos torzsei
altal termelt, surfactin nevii feliiletaktiv anyag (10. 5. abra) esetében igéretes probalkozasok torténnek az SSF
Iéptéknovelésére, melynek révén a draga tapfolyadék kivalthatd lenne.
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10. 5. abra: A surfactin szerkezeti képlete

A Claviceps gombafajok (pl. C. purpurea) altal termelt un. ergot-alkaloidok esetében szignifikansan magasabb
specifikus termelési értékeket értek el SSF technologiaval, mint siillyesztett eljarassal, melynek egyik oka a
kémiai habzasgatlok hasznalatanak elmaradéasa. Mint szinte minden mas esetben, itt is a 1éptékndvelés allitja az
alapvet6 nehézséget az SSF technoldgia ipari 1éptéki elterjedése elé.
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11. fejezet - Noveényi sejt
fermentaciok

1. 11.1 Bevezetés

Noha a biotechnologiai ipar maig talnyomoérészt mikrobialis (fungalis, bakterialis) agenseket alkalmaz
piacképes termékek eldallitdsara, az un. magasabb rendii eukaridta sejtek (ndvények, allatok) egyre gyakrabban
valnak fejlesztések és rajuk épiild gyartasi folyamatok fészerepléivé. Az allati (emlds, rovar) sejtek
biotechnologiajat jegyzetiink utolso fejezetében targyaljuk.

s

ez a témakor nem azonos a mezdgazdasagi biotechnoldgiaval, ami a termesztett ndvények terméshozamanak ¢€s
mindségének fokozasat, a termelésben és/vagy a forgalmazas soran hasznos Uj tulajdonsidgok kialakitasat
foglalja magéba. Oda tartoznak a keresztezések tobb ezer éves technikai, a novényi szovettenyésztés (melynek
révén rovid id6 alatt nagyszami azonos egyedet lehet létrehozni — pl. disznévénytermesztés), és az un.
genetikailag moédositott (GM) novények kialakitasa is, melynek tipikus célja a ndvény életképességének
fokozasa (pl. kartevokkel, kornyezeti hatasokkal szemben). A névényi sejt fermentaciok ezzel szemben az ipari
biotechnologia legaltalanosabb céljat kovetve olyan természetes eredetii vegyiiletek, vagy bioldgiailag aktiv,
elsGsorban gyogyaszati szempontbol fontos anyagok gyartasara szolgalnak, melyeket mas platformok révén
nem, vagy csak dragabban lehet eldallitani (11. 1. tablazat). Noha a Foldon eléforduld ndvények becsiilt
fajszama kisebb, mint allatoké vagy a mikroorganizmusoké, a jelenleg ismert mintegy 150.000 természetes
eredetli szekunder metabolit (SM) tobbsége (~ 80 %) ndvényi eredetii. A legjelentdsebb két SM-csoport, a
terpenoidok ¢és a karotenoidok biotechnologiajat konyviink 7. fejezetében kiilon targyaljuk.

Termel6 novény

Termelt alapanyag

Felhasznalas

Papaver somniferum

codein, morfin

fdjdalomesillapité

Mandragora officinarum

Chinchona sp. Kinin maldria-cllences szer
Chinchona sp. scopolamin muszkarin-receptor gatlé
(anti-kolinerg)
Atropa belladonna
Datura stramonium athropin muszKkarin-receptor gatlé

(anti-kolinerg)

Digitalis sp.

diosgenin, digoxin

kardio-aktivalo szer

Catharanthus roseus

vincristin, vinblastin

rakellenes szer (mitézis-
gitl6)

Taxus brevifolia

paclitaxel (taxol)

riakellenes szer (mitdzis-

gitl6)
Camptotheca acuminata camptothecin rikellenes szer
(topoizomerdz-1I gatl6)
Chrysanthemum cinerariifolium pyrethrin peszticid (rovarellenes szer)

11. 1. tablazat: novényi szekunder metabolitok

65

XMLmind XSL-FO Converter




Novényi sejt fermentaciok

2. 11.2 Novényisejt tenyészetek fermentacios
technolégiaja

Barmilyen névényisejt tenyészetet kivanunk termelésre hasznalni, az alapvetd kérdést mindig fel kell tenni:
elvileg olcsobb lesz-e az eljaras a hagyomanyosnal, azaz a teljes névény term6foldi el6allitasanal és a hasznos,
biologiailag aktiv vegyiiletek biomasszabol torténd kivonasanal? Ha a valasz igen, meg kell probalni minél
magasabb termelékenységet (g termék x liter fermentlé’ x id6™) elérni, melynek elsd 1épése az alkalmas
ndvényfaj kivalasztasa.

A ndvény és a beldle készitett sejtszuszpenzid termelékenysége kozott sokszor nincs egyenes aranyossag, ezért a
teszt-vizsgalatokat a kallusz tenyészetek (differencialatlan novényi sejttomeg) szintjén érdemes elvégezni. A
kivalasztas masik médja lehet a szelekcid, melynek soran kiilonb6zé novények sejttenyészeteit olyan kiilsé
koriilmények k6z¢ helyezik, melyek a magas termelékenységi tipusoknak kedveznek.

Amennyiben a vad tipust novény nem termel elegendd alapanyagot, lehetéség nyilik molekularis biologia
Agrobacterium tumefaciens (4j nevén: Rhizobium radiobacter) nevli talajlaké, novényi korokozo
baktériummal torténd génbevitel. Ez a baktérium fizikai sériilések helyén behatol a névényekbe, és egy specialis
plazmid (tumor-inducing plasmid, pTi) révén DNS-fragmentet juttat a genomba, mely a sejtosztodas
felporgetése révén tumort alakit ki a ndvényben (gyokérgolyva). Amennyiben a pTi plazmidon a tumort kivaltd
DNS-szakaszt az expresszaltatni kivant 16kuszra/génre illetve génekre cserélik, nagy hatékonysagu, természetes
genetikai transzformacios rendszert kapunk (11. 1. nem-interaktiv animacio -
http://www.youtube.com/watch?v=L7gnY_GqytM&NR=1&feature=endscreen). Sajnos az eljaras a legtobb
egyszikli novény (pl. gabonafélék, fiifélék) esetében csak kis hatékonysaggal miikodik. Egy masik
transzformacios eljards (az un. koézvetlen génbevitel) soran apro arany vagy wolfram partikulumokat a
bejuttatni kivant DNS-sel vonnak be, és vakuum alatt sz6 szerint belelovik a sejtbe anélkiil, hogy a sejtet
protoplasztalni  (azaz  sejtfal-mentesiteni)  kellene (11. 2. nem-interaktiv ~ animacié = —
http://www.youtube.com/watch?v=E9jTVCnkHi4). A novényi géntechnologia révén ma mar bioszintetikus
utvonalak egyes részei is atvihetok egy-egy megfelelé platform-novénybe, és a terméket abban tudjuk
termeltetni (pl. indol alkaloidok — triptamin, ajmalicin, szerpentin — el6allitasa). Noha ezek alapjan joggal
mertilhet fel a rekombinans fehérjék (pl. gyogyaszati célu antitestek) névényi sejtekkel torténd termeltetése az
allati sejtes technoldgia alternativajaként, ennek komoly akadalya van: a legtobb névényi sejtvonalnak nincs
GRAS (Generally Recognized as Safe) statusza a terapias céli fehérjék eldallitasara, ami nagyon jelentds
tobbletkiadast jelent a technologia kialakitasa soran. Ett6l fliggetleniil laboratoriumi 1éptékben szamos allati
(human) fehérjét tudnak névényi sejtekkel termeltetni (pl. inzulin), és arra is van bizonyitékunk, hogy a
ndvények protein-glikozilacids potencialja altalaban megfeleld mindségii és sebességii (1asd Rovar-és emldssejt
fermentaciok c. fejezet).

A ndvényisejt tenyészet kialakitasanak elsé lépéseként levagunk egy darabot a ndvény valamely részébdl,
ovatosan lesterilezziik a felszinét, és szilard taptalajon novesztjikk, amig un. kallusz nem né ki beldle. A kalluszt
levagjuk és novekedési hormonokat tartalmazé szilard taptalajra tessziik at. A névekedési hormonok ilyen
esetben szabalyozatlanul hatnak minden sejtre, és korlatlan novekedést valtanak ki. A kalluszt kisebb részekre
vagva ¢és tapfolyadékba (pl. razatott lombik) helyezve folytonosan ndvekvo sejt-szuszpenziot kapunk. A ndovényi
sejtek totipotencidja (teljes értékiisége) miatt barmelyik novényi szervbél kiindulhatunk, genetikailag ugyanazon
sejteket kapjuk. A kallusz képes teljes ndvénnyé (akar tobb szaz példannya) is differencialodni (regeneralodni) —
ez az ipari mikroszaporitas alapja.

A taptalaj optimalizalasa ndvényi sejtek esetében komplikalt, mivel tobb generacios idének is el kell telni a
fenotipus megjelenéséig. A taptalaj Osszetettebb, mint a mikrobidlis tenyészetek esetében; szén-, nitrogén-és
foszfor- kén, kalium és kalcium forrason tal mindig tartalmaznia kell névényi névekedési hormonokat (auxinok,
citokininek — 1asd lentebb) is. A natrium és a klorid ion nem esszencialis, de sok taptalaj-receptben el6fordul. A
nitrogénforras jellemzden nitrat, de ammonium + nitrat vegyes nitrogénforras is eléfordul a szakirodalomban. A
jol ismert kémhatas-effektusok (ammonia asszimilacio csokkenéssel, nitrat asszimilacio pH emelkedéssel jar) a
novényisejt tenyészetekben is megfigyelhetok. A taptalaj puffer kapacitasat foszfat ionok biztositjak. A
mikroelemek mindsége és mennyisége hasonld egy mikrobidlis fermentacidhoz, de a sejtndvekedést fokozod
jodid iont szinte minden receptura tartalmazza. A vasat komplexben (pl. EDTA-s6) adjak. Noha a ndvények
természetes kozegiikben minden, ndvekedéshez sziikséges vitamint képesek maguk eléallitani, szamos irodalmi
adat talalhaté a tiamin, piridoxin, nikotinsav, folsav, pantoténsav, biotin, mio-inozitol, stb. sziikségességérol
egyik vagy masik novényi sejtvonal esetén; mas sejtvonalak esetében azonban ezekrdl nincs emlités, igy
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elmondhatd, hogy a vitaminigény nem altalanos. A leggyakoribb szénforras a szacharéz (2-3 % mennyiségben).
Sok ndvényi sejtvonal a szachardzt gyorsan felveszi, majd sejten beliil keményitévé alakitja, és akar napokig
¢lni tud ezen a tartalék tapanyagon. Mas ndvényi sejtek azonban extracellularisan hidrolizaljak a szacharézt, és
elébb a gliikézt, majd a fruktozt hasznositjak. Mindezekt6l fiiggetleniil a legtobb ismert novényi sejtvonalat
teljesen definialt taptalajban is lehet tenyészteni.

A novényisejt fermentaciok kritikus komponensei a novekedési hormonok. Az auxin csalad legismertebb tagjai
az indol-ecetsav és az indol-vajsav, de hatranyuk, hogy stabilitisuk gyenge; a fermentacioé soran raadagolasos
technikaval juttatjdk a tapkozegbe. A kiindulasi taptalajba inkdbb a naftalin-ecetsav és a 2,4 dikloro-
fenoxiecetsavat tesznek. A jellemz6 auxin koncentracié 1 ppm (1 mg/L). A citokinin-csalad legismertebb tagjai
a teatin, a kinetin és a 6-benzilamino purin. A sejttenyészet novekedésének elsé szakaszaban esszencialisak, 1-
50 mM koncentracioban.

A legtobb novényi alapanyag SM-jellegii és intracellularis. Keletkezésiik kinetikajara ugyanaz érvényes, mint a
mikrobialis tenyészetekre: a fermentacid elsé részében, a gyors ndvekedés fazisaban (trofofazis) minimalis a
termékképz6dés, mig a masodik szakaszban (idiofazis) a ndvekedés ledllasaval parhuzamosan beindul az
alapanyag (termék) szintézise. A két szakaszhoz altaldban kiilonboz6 taptalajok tartoznak. A ndvényi sejtek
fermentacioja — hasonldan mas él61ényekéhez — batch, fed-batch és folytonos jellegii lehet, de altalaban csak az
els6 kettét alkalmazzak technoldgiai 1éptékben. A rdadagolasos (fed-batch) tenyészet komoly elénye, hogy
esetében a fenn emlitett kétféle taptalaj kozotti valtas 1épésenként torténhet. A ndvényi sejt fermentacid a
mikrobialishoz képest lassti (2-6 hét), emiatt az inokulum mérete nagy (10-20 %), a Iéptékndvelés pedig sok
1épésbol all, mivel az egymas utan kdvetkez6 reaktorok térfogata kozott 5-10 szeres kiilonbség van csupan. A
novényi sejtek specifikus 1égzési aktivitisa irodalmi adatok alapjan 0.2 — 3.6 mmol O, 6ra™ g*, ami nagyjabol
megegyezik a pékélesztd idevagd értékével, de nagysagrendekkel alacsonyabb az aerob baktériumokénal.
Emiatt tobb liter térfogati razatott lombikokat is sikerrel hasznalnak névényi sejt tenyésztésre, mivel oxigén
limitacio csak elvétve 1ép fel.

A ndvényi sejtek generdcids ideje 1-3 nap kozé esik, maximalis specifikus ndvekedési ratdjuk <0.05 h7,
fenntartasi (maintenance) ratajuk ~ 0.0075 h. A lasst ndvekedés miatt a tenyészetek fokozottan érzékenyek a
mikrobialis fertézésre. A novekedési gorbe hasonld a mikroorganizmusokéhoz, vagyis lag-, novekedési- és
stacioner fazisokra oszthatd. A reaktorban a tenyészetek sokszor sejtaggregatumok formajaban vannak jelen (ez
analog a fungalis pelletekkel), melyek akar a cm-es mérettartomanyt is elérhetik, sét idonként még
differencialodhatnak is. A lassii novekedés ellenére a maximalis sejtsliriség Osszevethetd a mikrobialis
tenyészetekben mérhetével: 10-20 g szaraz sejttomeg / liter fermentlé az atlagos, de joval 100 g/L f616tti értéket
is elértek mar. A tenyésztési homérséklet viszonylag alacsony (~ 25 °C), az optimum-tartomany pedig
kifejezetten sziik — tobb ndvényi sejtvonal T = 30 °C folott elpusztul. A kiindulési (sterilezés eldtti) kémhatas
jellemzéen enyhén savas (pH 5.5 - 5.8), ami a sejtnovekedés soran, egy kezdeti pH csékkenés utan (kb. pH 4.5 —
4.7-ig) semleges iranyaba mozdul el.

A ndvényi sejtek novekedési képessége dnmagaban nem fiigg a fény jelenlététdl, de fényben illetve sotétben
mas-mas anyagcsere utak mikodnek benniik, ami a termékképzddést is befolyasolhatja. Kutatasi célbol
(fotoszintézis!) 1étrehoztak fotoautotrof ndvényi sejtvonalakat is, de technoldgiai 1éptékben a fény egyenletes
biztositasa koltséges, raadasul az allando, intenziv fény pigment képzddéshez, és ezzel parhuzamosan az SM
bioszintézis leallasahoz vezethet. A ndvényi sejtvonalak egyik kellemetlen jellemzdje, hogy viszonylag hamar
elvesztik a mesterségesen kialakitott elényos tulajdonsagaikat (instabilitas); fenntartasuk — mely jellemzdéen
fagyasztassal torténik — ezért kritikus eleme a technoldgianak. Az életképességet altalaban fluoreszcens
festéseken (pl. fluorescein diacetat, trifenil-tetrazolium klorid, Evan’s blue, stb.) alapulé mikroszkopiaval
ellenérzik — ezek a festések az é16 és a holt sejt membranjanak transzport-tulajdonsagai kozti kiilonbségeken
alapulnak.

A ndvényi biotechnoldgidban elterjedten hasznaljak a rogzitett sejtes eljarast; ennek alapvetd oka a mar emlitett
viszonylag alacsony oxigénigény. Szdmos matrix-tipusrél vannak kedvezd visszajelzések; leggyakoribb a
kalcium-alginat és a poliészter alapi matrix.

Mivel a legtobb ndvényisejt fermentacios termék a sejten beliil marad, a termelési gyakorlatban az egyik
legfontosabb szempont a szekrécid, vagyis a létrejott alapanyag exportjanak eldsegitése a sejtbdl a
tapfolyadékba. A leggyakoribb modszer a sejtek fermentacid végén torténd permedbilizalasa szerves
oldészerekkel (pl. dimetil-szulfoxid) vagy detergensekkel. Ujabban sokszor egy tapfolyadéktol eltéré fazist
(szilard hordozot vagy nem-elegyedd folyadékot) adnak a tenyészethez, amelyek a keletkezett alapanyagot
mintegy kivonjadk a fermentlébdl. Ez az eljards sokszor a sejtek termelékenységét is megndveli, mivel igy
lecsokken a bioszintézis végtermékének in situ koncentracioja, ami noveli a bioszintetikus enzimek aktivitasat.
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Szamos novényi SM élettani szerepét tekintve a sejt védekezd mechanizmusainak részét képezi. Bakterialis,
fungalis vagy rovar kartevok ellen a ndvény specidlis vegyiiletek szintézisével védekezik; ezek a vegyiiletek az
egészséges novényi szovetben nincsenek jelen. A hatas kivaltasahoz nem sziikséges a tényleges koérokozd, csak
tenyészetének sejtmentes feliiliszoja, illetve bizonyos benne 1évo vegyiiletek. Ezt a jelenséget hivjuk
elicitalasnak; a sejt altal termelt hatbanyag mennyisége akar a szazszorosara is novelhetd az eljarassal.

Az elicitor hatas abiotikus is lehet, pl. UV-sugarzas vagy nehézfémek (pl. réz, higany). A biotikus elicitor a
patogén sejtfalanak szamos vegyiilete (pl. kitin, kitozan, peptidogliikdn, arachidonsav), a patogén altal
kivalasztott extracellularis enzimek (pl. cellulaz, ribonukleaz, pektinaz), antibiotikumok, cukor-alkoholok. A
megfeleld elicitor kivalasztdsa nem egyszeri, mivel a ndvényisejt tenyészetek legfeljebb nemzetség (genus)
szinten mutatnak hasonldsdgot ezen a teriileten, csaldd szinten mar nem. Az elicitort a tenyészet késoi
novekedési fazisaban szoktak adagolni, mivel ebben a szakaszban a legerdsebb a novények SM-termeld
potencialja, hasonldéan a mikrobialis SM termelés kinetikajahoz.

A novényisejt tenyésztésre hasznalt fermentor-tipusok koziil régebben az air-lift volt a leginkabb elterjedt, mivel
a novényi sejtek nyirderd-tiirését jocskan alulbecsiilték. Ennek oka a ndvényi sejtek mikroorganizmusokhoz
képest nagy mérete és jelentds (akar a sejttérfogat 95 %-at kitevd) vakuolum tartalma volt (11. 1. abra).

Mikrotubulusok Plasztid Mitokondrium

Kloroplasztisz
Vezikulum
Golgi apparatus

: o Centralis vakudlum
Sima felszint

endoplazmatikus
retikulum

Plazmodezma
Durva felszinii
endoplazmatikus Sejtfal
retikulum

Sejtmembran
Nukleolusz

. Nukldris pérus
Sejtmag Kromatin

Sejtmag hirtya

Riboszoma

11. 1. abra: A ndvényi altalanos felépitése

A vakudlum nagyrészt vizet tartalmaz, igy a ndvényisejt beltartalom atlagos viszkozitasa relative alacsony, ami
elméletben alatimasztotta a nyiroer6-érzékenységet. Vannak azonban olyan névényi sejtek, melyeknek a sejtfala
kellden ellendllonak bizonyult a mechanikus kevertetés altal okozott nyirderd elviseléséhez. A fermentor illetve
a bioreaktor tipusat, az adott sejttenyészetnek a keverési nyirder6kkel szembeni érzékenység alapjan
valaszthatjuk ki, mind a laboratériumi szinti fermentacid, mind pedig a léptékndvelés esetében is. Szamos
novényisejt technologia kevert tankreaktorokat hasznal, kihasznalva annak minden elényét (magas oxigén
transzfer, tapkozeg homogenitasa, standard miiszaki és analitikai eljarasok, relative egyszeriibb léptéknovelés,
stb.). Igéretes tenyésztési technoldgia az egyszer hasznélatos bioreaktor is, amit az emléssejt kultarakra is
hasznal a gyogyszeripar. Ezek a reaktorok nem iivegbdl vagy acélbdl, hanem miianyagbol késziilnek, és nem
tartaly, hanem zsak alaktak; a zsdkot egy billegethetd asztalra helyezik, megoldva ezzel a tenyészet
levegodztetését (lasd pl. http://www.pharmaceutical-technology.com/contractors/purification/ge-healthcare/ge-
healthcarel.html).

A szerzOk koszonik Dr. Laszlé Miklos (S-Biotech Kft., Budapest) hasznos tanacsait és észrevételeit.

68
XMLmind XSL-FO Converter


http://www.pharmaceutical-technology.com/contractors/purification/ge-healthcare/ge-healthcare1.html
http://www.pharmaceutical-technology.com/contractors/purification/ge-healthcare/ge-healthcare1.html

12. fejezet - Rovar- és emlossejt
fermentaciok

1. 12.1 Bevezetés

Az ipari biotechnologiai folyamatok sordn hagyomanyosan mikroorganizmusokat (baktériumokat illetve
éleszté- és fonalas gombakat) alkalmaznak valamely piacképes termék eléallitasara; a bioiparon beliil jelentds
talsulyban vannak a mikrobialis technologidk. Relative azonban egyre né az olyan biotechnologiai eljarasok
szama és jelentdsége, melyek ,,magasabb rendli” (allati, novényi) eukariota sejteket hasznalnak (12. 1. abra).

Mikrofilamentumok Mltokondnum Durva felszinii

endoplazmatikus

Lizoszoma ¢
retikulum

Peroxiszoma s

Centriolum Sejtmag
Nukledris porus

- "
"‘-l = Plazmamembran

Nukleolusz
Mikrotubulus Sejtmag hirtya
Golgi apparitus
Kromatin

Csillok Durva felszinii
endoplazmatikus
Sima felszinii retikulum
endoplazmatikus . 2
retikulum Riboszoma

12. 1. abra: Az allati sejt altalanos felépitése

Az eml8s- és rovarsejt tenyészetek esetében a termék szinte kizardlag heteroldg rekombinans protein, vagyis a
termeld sejt normal anyagcseréjéhez nem tartozo, szerkezetét vagy kifejez6désének szabalyozasat tekintve
molekularis biologiai modszerekkel modositott fehérje (pl. monoklonalis antitestek, citokinek, rakellenes
fehérjék, hormonok, stb.). A ndvényi sejt fermentaciok alapjait és az igy létrehozott termékeket jegyzetiink
el6z6 (11.) fejezetében tekintettiik at.

Egy baktérium tenyészet sokkal konnyebben, gyorsabban és olcsobban hozhato 1étre és tarthaté fenn sterilen,
mint egy allati sejt tenyészet. A prokariotak élettana, biokémidja és genetikdja egyszeriibb és jobban ismert;
robosztusak, vagyis kevésbé érzékenyek a kornyezet valtozasaira (ideértve a technologia okozta stressz
hatasokat is); joval gyorsabban, magasabb sejtstiriséget elérve nének. Mi indokolja akkor az allati sejtek
biotechnolodgiai alkalmazasat heterolog fehérjék, hormonok eléallitasara? A részletekbe mend valasz sokrétii, de
alapvetd ok kettd van: (1) a baktériumok és a gombak szilard sejtfala megneheziti (megdragitja) a nem-
szekretalt, vagyis a fermentlébe ki nem valasztott fehérjék kinyerését; (2) a baktériumok, még ha ki is tudjak
fejezni a heterolog proteineket kodold géneket, nem képesek poszt-transzlacios modositasokat végezni a kész
fehérjéken, melyek stabilitasa, oldékonysaga és féleg biologiai aktivitasa igy messze elmaradhat az optimalistol,
tovabba eltér6 immunogenicitast is eredményezhet. Az élesztdgombak ugyan képesek poszt-transzlacios
modositasokra, de ezek mindségileg sok szempontbol eltérnek az emlds sejtekétdl (lasd lentebb); ettdl
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fiiggetleniil a Saccharomyces cerevisiae vagy Pichia pastoris fajokkal igéretes és szertedgazo kutatisok folynak
az emlds eredetli fehérjék teljes értékil Iétrehozasara és termelésére (,,humanizalt éleszts”).

2. 12.2 Emlossejt tenyészetek biologiaja

Azt, hogy egy allat bizonyos szerveit a szervezeten kiviil is ,,életben” lehet tartani, az angol Ringer demonstralta
elészor, a szovettenyésztés alapjait pedig a német Roux rakta le, mindketten a XIX. szdzadban. Az eml6ssejtek
tenyésztésének alapvetd technikai azonban csak a II. vilaghabora utan, a virusos betegségek elleni vakcinak
fejlesztése kapcsan alakultak ki. Az elsé tenyésztett emléssejtek az afrikai sziirkemajom (Chlorocebus sp.)
veséjének sejtjei voltak 1949-ben, melyeket a gyermekbénulast (poliomyelitis) okozd poliovirus tenyésztésére
hasznaltak (Enders, Robbins, Weller — Orvosi Nobel-dij, 1954). A felfedezést hamarosan a mumpsz, a
feketehimld, a kanyar6 és egyéb virusok elleni vakcindk kifejlesztése kovette, mas-mas allatfajok sejtjeit
hasznalva fel gazdanak. A mai értelemben vett emldssejt biotechnologia sziiletése 1975-re, az elsé hibrid sejtek
(hibridémak) megalkotasanak idépontjara tehetd. Ezek a sejtkonstrukciok egyesitik az emberi myeloma (rakos
csontveld) sejtek id6ben végtelenitett és gyors novekedési potencialjat és az egér immunrendszer B-limfocita
sejtjeinek specifikus antitest termelési képességét (Milstein, Kohler, Jerne — Orvosi Nobel-dij, 1984;
http://www.1lec.com/Immunology/Monoclonal%20Antibodies/index.html - 12. 1. nem-interaktiv animacié és

12. 2. abra).
'(;ml_ ” .
+~ < Fehérje

Saw Qétel egér 1épbd

Egér )
) Antitesteket termel6
* B-sejtek

[__ﬁf - \ / Hibridéma

Tumarsejreuitar * Antitesteket termel6
Fehérje specifikus antitestet hibridoma klénok
termeld hibridémak /
kiszelektalasa

N A N Fehérje specifikus
P k

A * /, monoklonalis

antitestek
12. 2. abra: Hibridoma sejtek kialakitasa

Mivel azonban az igy nyert egér-antitest az emberit6l részben eltérd szerkezete miatt immunvalaszt valtott ki a
terapia soran, a gyakorlati alkalmazashoz ,,humanizalni” kellett a fehérjét. Az elsd, részlegesen sikeres modszer
az un. kiméra-antitestek voltak; ezekben az antitestet kodold gén egér illetve ember eredeti DNS-
fragmentumokbol épiilt fel, vagyis a kiilonbség a human antitesthez képest kisebb. A teljesen humanizalt
monoklonalis antitestek kifejlesztése a ,,phage display” technika révén valt lehetségessé az 1990-es évek elején
(http://www.sciencelauncher.com/phagedisplay.html - 12. 2. nem-interaktiv animacié). A monoklonalis
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(ugyanazon immunsejtbdl szarmazo, ezért mono-specifikus) antitestek el6allitdsa az emldssejt biotechnologia
maig legfontosabb teriilete (12. 1. tablazat).
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Fobb | |
Kateeéridk Név Alkalmazas Mechanizmus/Célpont Tipus
e rheumatoid
arthritis
infliximab ¢ Crohn betegség F-a inhibicié kiméra
« fekélyes kolitisz
¢ rheumatoid
arthritis
adalimumab ¢ Crohn betegség F-o inhibicid humin
o fekélyes kolitisz
Gyulladas-
csokkento * akut rejekei6 vese
basiliximab transzplanticié lL.-2 inhibici6 (aktivalt T- i
utdn jtek)
« akut rejekeid vese
Ty transzplanticié  |[IL-2 inhibicié (aktivilt T- bt

utdn jtek)

i e allergids asztma |tumfm immunoglobulin E ' &
omalizumab IoE) gatlds humanizalt
—_— |

¢ akut myeloid myeloid sejtfelszini

gemtuzumab leukémia ntigén CD33 (leukémia  |humanizailt
jiek)
Al * B sejtes leukémia ' D52 f'mhgén (T- és B- Sl
limfocitdk)
« nem-Hodgkin 2 =
rituximab limfoma foszlopotein CO20(B.  fosinery
limfocita)
¢ mellrik
trastuzumab (HERM‘C"‘_ - HER 2/ (e0B2) humanizailt
overexpresszio) ceplor
Rikellenes
« pikkelyes
nimotuzumab scjtkarcinéma. — fp GeR inhibitor humanizlt
*  Gliéma

ITGFR inhibitor ikimém

¢ Anti-angiogén rik '
bevacizumab terdpia VEGEF inhibici6é humanizalt
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sejtkarcinéma

celuximab « Kkolorektilis

karcinéma

« RSV infekeid
palivizumab (gyerek) (F) protein gdtlds humanizalt
Egyéb
e Koroniria i
abciximab angioplasztika oubocit Gplio/ilia kiméra
ptor gatkis
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A hibridoma sejtek mellett szdmos emldssejt vonalat — azaz klonozott, a sziiléi sejttel megegyezd sejtpopulaciot

12. 1. tablazat: A legfontosabb termelt antitestek

— is platformként hasznalnak (12. 2. tablazat).

Sejtvonal Forras

BHK21 Sziriai aranyhoresdg vese fibroblaszt
CHO Kinai térpehoreség ovdrium
GH3 Patkdny hipofizis tumor
HEK293 Humin embriondlis vese
Hela Humin cervix Karcinéma
HepZ Patkdny mdjsejtek

J558L Egér myeloma

MDCK Cocker spaniel (kutya) vese
NSO Myecloma

Vero Majom vesesejtek

WI-38 Humin foetilis tiidosejtek

12. 2. tablazat: A legfontosabb emléssejt-vonalak

Rekombinans fehérjék termelésére jelenleg a leggyakrabban a kinai horcsog (Cricetulus griseus) petefészek
sejtjeit alkalmazzak; gyenge felszinhez tapadasi képessége miatt jol noveszthetd siillyesztett koriilmények
kozott.

A monoklonalis antitestek — hasonléan a legtobb sejten kiviilre kivalasztott (szekretalt) proteinhez —
glikoproteinek, vagyis olyan fehérjék, melyekhez a transzlaciot kdvetden egy jol definidlt cukorcsoport
kapcsolodik. A jelenség neve glikozilacio. A glikozilacid nem kovet olyan, templat altal egyértelmiien
meghatarozott menetet, mint a DNS, az RNS vagy a fehérje szintézis, emiatt ugyanahhoz a polipeptid lanchoz
mennyiségileg-mindségileg kiilonb6z6 cukorszarmazékok kapcsolddhatnak (glikoform fehérjék).

A glikozilacionak két tipusa van: a gyakoribb N-(nitrogén), és a ritkabb O-(oxigén). Az el8bbi esetben az N-
acetil-gliikozamint, mannozt és gliikozt tartalmazo oligoszacharid a fehérje egyik aszparaginjanak amino (NH,-)
csoportjahoz ko6tddik a sejt endoplazmatikus retikulumanak felszinén. Innen a molekula a Golgi-apparatusba
keriil, ahol a cukorkomponens tovabbi valtozasokon mehet keresztil. Az O-glikozilacié sordn az
oligoszacharidok a fehérje egyik szerinjének vagy treoninjanak hidroxil (OH-) csoportjadhoz kotddnek. Az
oligoszacharid pontos szerkezete alapvet6 a glikoproteinek aktivitasa szempontjabol, és abban is szerepet
jatszik, hogy a fehérje eljusson a szervezeten beliil a sziikséges helyre. Glikoproteineket ezért emldssejt
tenyészet révén termelnek — a baktériumok sem a sziikséges enzimekkel, sem a sejt-szervekkel nem
rendelkeznek, a gombak poszt-transzlacidos modositasai pedig sokszor nem a sziikséges glikozilacidés mintazatot
eredményezik. A nem-glikoprotein jellegti emlds fehérjék (pl. inzulin, hemoglobin, huméan névekedési hormon)
azonban olcsobban termeltethetdk bakterialis rendszerekkel.

A monoklonalis antitestek tobbségét onkologiai jellegii illetve fert6z6 betegségek gyodgyitdsara hasznaljak. A
rakos/fert6zott sejtekre specifikus antitestek célzott immunvalaszt indukalnak. Megfelel6 modositast kovetéen
alkalmassa tehetdk tovabba citotoxikus anyagok (pl. ricin, abrin) megkotésére és szallitasara, melyek igy — a
monoklonalis antitest specificitasat kihasznalva — a beteg/fert0zott sejtet szelektiven, a kornyezo sejtek/szovetek
kérositasa nélkiil pusztitjak el. Transzplantacidk sordn a szervezet immunrendszerének szelektiv blokkolasara is
alkalmasak. A molekularis biologiai modszereket alkalmazd diagnosztikai laboratériumokban rutinszeriien
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hasznalnak monoklonalis antitesteket definialt anyagok (elsésorban fehérjék) jelenlétének kimutatasara szinte
tetsz6leges matrixbol (pl. a Western blot technika egy membran feliiletére rogzitett fehérje-halmazbol, az
immun-fluoreszcens technikak pedig fixalt szovetbdl vagy akar é16 sejtb6l is). A puszta detektilason tul
preparativ célokra (pl. enzimek tisztitdsa immuno-affinitads kromatografia révén) is alkalmazzak 6ket.

3. 12.3 Rovarsejt tenyészetek biolégiaja

Szamos novényi és allati virus rovarok (szunyogok, legyek, stb.) kozvetitésével fertdz (pl. a kiilonb6z6 virusos
encephalitis-ek). Masfel6l, a Baculovirus viruscsalad tagjai kizar6lag gerinctelenekben, féleg jol meghatarozott
rovarfajokban tudnak szaporodni, igy potencidlisan felhasznalhatok a mezdgazdasag rovar-kartevdinek szelektiv
pusztitasara (biopeszticidek). A rovarsejt-virus kolcsonhatasok kutatdsa tehat a megismerésen tul gazdasagi
jelentdséggel is bir.

A Baculovirusok — természetesen még nem néven nevezve, de jol beazonosithatdan — mar a XVI. szdzadban
ismertek voltak, mint a selyemhernyé (Bombyx mori) betegségének kivaltoi. A XX. szazad kozepétdl
alkalmaztdk Oket ndvényvédelmi célokra, 1983-ban pedig engedélyezték az elsd Baculovirus expresszids
vektor-rendszer (angol roviditése: BEVS) forgalmazasat, megfelelé rovarsejt vonalakkal egyiitt. Ma mar tobb
mint 500 rovarsejt vonal 1étezik (pl. Sf-9, Sf-21), melyeket tobb mint 100 kiilonbdz6 rovarfajbol izolaltak.

Miért volt sziikség rovarsejt-alapu technologiak kifejlesztésére? A rovarsejtek jobban nének folyékony
tenyészetben az emldssejteknél, jobban toleraljak a magas sokoncentraciot, kevesebb mellékterméket hoznak
létre és jellemzden konnyebb velikk dolgozni molekularis bioldgiai, fermentacids technoldgiai és
biztonsagtechnikai szempontbol egyarant. A BEVS legfontosabb elénye azonban a Baculovirus relative nagy
méretében rejlik: a hagyomanyos plazmidokhoz képest nagyobb (hosszabb) idegen DNS-szakaszokat lehet
beépiteni a virus genomba miikodoképességének veszélyeztetése nélkiill. A BEVS-technoldgianak azonban
hatranyai is 1éteznek: az N-glikozilacio képessége limitalt az emlds sejtekhez képest (ennek oka a rovarsejtek
glikozil-transzferaz enzimaktivitisainak alacsony szintje). Az O-glikozilacio és a foszforilezés az emlds
sejtekhez hasonldéan megy végbe. A legjelentdsebb gond azonban a virus litikus jellege. Mivel a gazdasejt lizise
proteazok indukcidjaval jar egyiitt, a termelt rekombinans fehérje sokszor aldozatul esik a rovar-(gazda)sejt sajat
lebont6 enzimeinek (1asd lentebb).

A Baculovirus dupla szalu, cirkularis, kb. 150 kb méretii DNS-t tartalmazd virus. Két formaja van: az un.
okkluzids (becsomagolt) format a polihedrin nevii fehérje veszi szorosan koriil, megvédve a virust a kdrnyezet
fény- és a hohatasaitol. Ennek megfeleléen ez a forma szabadon, tipikusan ndvények feliiletén talalhato,
ahonnan a taplalkozo6 rovar tapcsatornajaba keriil. Ott a polihedrin fehérjeburok a tapcsatorna lugos kémhatasa
kovetkeztében leoldddik, a szabad virus endocitozissal bekeriil a rovar sejtjeibe, majd azok sejtmagjaba, ahol
onalldan osztédni kezd. A lizis soran a sejtekbdl kiszabaduld virust nevezziik bimbozé formanak; ezek ujabb
sejteket tamadnak meg, szisztémassa téve a fert6zést. A ciklus utolsé szakaszaban a sejtekbdl felszabaduld
virusok egyre nagyobb aranyban polihedrin burkot névesztenek maguk koré; az okklazidés formak a rovar
pusztulasat kdvetden, a szabadban is képesek a tulélésre a kdvetkezd fert6zés kezdetéig.

A polihedrin fehérjét kodold gén promotere sziikségszertien nagyon erds, hiszen nagy mennyiségi fehérjét kell
gyorsan létrehoznia, a virus gazdasejten beliili osztodasdhoz azonban nem sziikséges. A BEVS-technoldgiak
Iényege, hogy a polihedrint kédold gént mesterségesen eltavolitjak (a promoterét azonban nem!), helyére pedig
a rekombinans gént illetve cDNS-t illesztik. Mindez jol magyarazza a keletkez6 rekombinans fehérje nagy
abszolut mennyiségét, de azt is, miért bomlik le ennek egy jelentés része a fermentacid soran, illetve miért lesz
egy masik része bioldgiailag inaktiv: a polihedrin promoter az un. kés6i promoterek kozé tartozik, csak a
fert6zési ciklus végén, a lizis kozeledtével kapcsol be, igy a rekombinans fehérje jo eséllyel szubsztratumava
valik a 1izal6 sejtbol felszabaduld protedzoknak. Masrészt, a poszt-transzlacids modifikaciok valos idéigényl
kémiai reakciok; a lizis gyakran megakadalyozza, hogy a glikozilaciok megfeleléen végbemenjenek.

4. 12.4 Allatisejt tenyészetek fermentacios
technolégiaja

Az eml6s- illetve rovarsejtekkel torténd fermentaciok alapelvei nem kiilonboznek a mikrobialis fermentacioktol:
ha ndvesztheték folyékony tenyészetben, akkor a fermentaciok lehetnek szakaszos (batch), rdadagolasos (fed-
batch) és folytonos jellegiick. Ez utobbi — a mikrobialis tenyészetekhez hasonléan — inkabb a kutatas-fejlesztés
hasznos eszkoze, mintsem a termelésé, bar 1éteznek olyan gyogyszerek, melyeket perfuzioval termelnek. A
bioreaktorok mérete kisebb, mint a mikrobialis technologiaknal (jellemzdéen 1-5 m®), de a piaci igényekkel
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parhuzamosan folyamatosan novekednek, és — emléssejtek esetén — mar 20 m® térfogatra is van példa az ipari
gyakorlatban. Az inokulum tenyészetek térfogataranya tipikusan 20 % koriil van (baktériumok esetében 1-5 %,
gombaknal 5-10 % a jellemzd érték), emiatt joval tobb 1épcsdben lehet csak a végsé fermentacios térfogatig
eljutni. Mivel a tenyészetek aerobok, a bioreaktort levegéztetni és kevertetni kell. A sterilitas kérdése ezen
tenyészeteknél joval gyakoribb és stilyosabb probléma a mikrobialis biotechnologiakhoz képest, hiszen a fert6z6
mikroorganizmus sokkal gyorsabban nd az allati sejteknél (az allati sejtek generacios ideje tipikusan 12-30 6ra
kozott van), a tenyészkoriilmények pedig altalaban kedvezdek a behatold baktériumoknak/gombaknak. Tovabbi
specialis, a sterilitashoz kothetd probléma az emldssejt fermentacio fokozott bioldgiai kockazata. Az emldsse;jt
tenyészetek fogékonyak az emlds/human korokozokra, igy azok képesek az alkalmazott tenyésztési
koriilmények kozott életben maradva a termékbe bekeriilni. A kritikus oldott oxigén szint biztositasa azonban —
kdszonhetéen az alacsonyabb specifikus oxigén felvételi ratanak — kinetikai értelemben kdnnyebb. Az allatisejt
tenyésztésre hasznalt bioreaktorok Kla értékei is alacsonyabbak, mint a mikrobidlis fermentoroknal.

Az allatisejt tenyészetek kapcsan elterjedt hiedelem, hogy sejtfal hidnyaban extrémen érzékenyek a nyirderére, s
emiatt a taptalaj kevertetése csak minimalis intenzitassal mehet végbe. A valosagban, noha az allati sejtek
mechanikai szilardsaga valoban kisebb a szabadon é16 mikroorganizmusokénal, mégis viszonylag jol viselik a
kevertetést. Bakterialis tenyészeteknél a specifikus energia disszipacios rata (er) jellemzden 1-2 W/kg fermentlé.
Ennek az értéknek a tizedét (er ~ 0.25 W/kg) az emlds- és rovarsejt tenyészetek is karosodas nélkiil elviselik, igy
a régebbi szakirodalmakban olvashatd er ~ 0.01 W/kg ajanlott érték sziikségteleniil alacsonynak tekinthetd. Ez
két dolgot jelent (1) a bioreaktor Kla értékét 4-5 szorosre lehet ndvelni ahhoz képest, amit az er ~ 0.01 W/kg
érték biztositani tud, (2) nincs sziikség allatisejt-specifikus, un. alacsony nyirderejii keverdkre (noha a legtobb
izem ezeket — pl. Marine-tarcsa, axial-flow keveré — hasznalja); nincs ra bizonyiték, hogy jobb kihozatalt
eredményeznének a hagyomanyos Rushton-tarcsanal (12. 3. abra).
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12. 3. dbra: Kiilonb6z6 fermentor keverdk

Egy masik ok a viszonylag erételjes kevertetésre — elsdsorban nagyobb térfogatu reaktoroknal — a homogenitas
sziikségessége. Ez a probléma még a lényegesen erételjesebben kevertetett mikrobialis tenyészeteknél is
gyakorta el6fordul. A kémhatas és a hémérséklet 3-4 tized pH-egységet meghaladd egyenetlenségei akar
jelentds sejtpusztulassal egyiitt jaro stressz hatast is okozhatnak. Baktériumoknal ez a tartomany a fenti érték
tobbszorose.

A tenyészetek oxigénnel torténd ellatasanak masik komponense a levegébuborékok reaktorba juttatasa
(levegdztetés). A buborékok a reaktor aljan talalhatéd betaplalasi ponttol felfelé mozognak, és a taptalaj felszinén
szétpattannak. A szétpattands soran, lokalisan oriasi disszipacios energia szabadul fel (e ~ 10%-10° W/kg!), amit
a buborékok feliilet¢hez tapadt sejtek ritkan élnek tul. A buborékhoz tapadas (részben éppen az erdteljes
kevertetés, részben a sejtek adhézids adottsdgai miatt) mikrobidlis sejteknél ritkdn okoz problémat,
emldssejteknél azonban sajnos gyakorta. Megoldast olyan feliiletaktiv anyagok adagolédsa jelenthet, melyek
megnehezitik a sejtek és a buborékok kozotti fizikai kapcsolat kialakulasat, tovabba a feliileti fesziiltség
csokkentése révén ,,puhabba teszik” a fermentlé felszinét, lecsdkkentve a levegdbuborékok szétpattanasakor
felszabadul6 e értékét. A gyenge levegbztetés azonban veszélyes is lehet, mivel az oldott CO,-szint kritikusan
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magas értéket érhet el. Kiilondsen a termeldi 1éptékii fermentorokban allhat el ilyen helyzet, ahol a tobb méter
magas folyadékoszlop nagy hidrosztatikai nyomasa miatt megnd a CO, telitési koncentracidja. Az oxigénellatas,
a CO, kiszelloztetése és a kémhatds szabdlyozasa tehdt harom, egymassal szoros kolcsonhatasban 1évo
technologiai kérdés; a kémhatast esetenként kifejezetten a CO, oldott koncentracioja révén szabalyozzak.

Az allati sejtek mérete nagyobb az atlagos baktériumsejtétél (1-3 mm, szemben az emldssejtek 5-10 mm, és a
rovarsejtek 10-20 mm atmér6jével). Vannak allati sejtek, melyek csak akkor novekednek, ha elbtte szilard
felilleten meg tudnak tapadni; ez lehet a bioreaktor fala, vagy a tapfolyadékba szuszpendalt pici (100 mm — 2
mm) golyok (un. mikro-carrier), melyek dsszességében hatalmas feliiletet biztositanak a sejtek ndvekedéséhez.
Léteznek tomoér illetve por6zus mikro-carrierek; az utobbiak fizikai védelmet jelentenek a golyok belsejében
novekvd sejteknek, egyidejlileg viszont a gazcsere nehezebbé valik. A felszinhez tapadast egy zselatinhoz
hasonld extracellularis fehérje okozza, emiatt atoltds eldtt a tenyészethez proteolitikus hatdst enzimet (pl.
tripszint) kell adni, elsegitendd a sejtek levalasat a szilard feliiletrdl.

Az allatisejt tenyészetek sejtstirsége a 10° — 107 db / mL tartomanyba esik. A kémhatas és a tenyésztési
hémérséklet sejtvonal-specifikus, de az emléssejtek tipikus értékei lagosabbak (pH 7-8) mint a rovarsejteké (pH
6-6.5). A kémhatast leggyakrabban Na,COs-al szabalyozzdk. Az emldssejtek tenyésztési homérséklete
értelemszertien 37 °C korill van, a rovarsejteké alacsonyabb (25-30 °C). Az emldssejt tenyészetek egyik
jellemz6je, hogy gliikzbdl viszonylag nagy mennyiségii tejsavat halmoznak fel a taptalajban, ezzel szemben a
rovarsejtek a glikolitikus uton inkabb piruvatot allitanak el, mely a Krebs-ciklusba keriil. Az emldssejtek
specifikus gliikoz felvételi rataja ezért joval, specifikus oxigén felvételi rataja viszont csak kevéssel magasabb a
rovarsejtekénél; az anaerob utvonal dominancidja miatt egységnyi gliikkozbol csak kevesebb energiat tudnak
el6allitani. Erdemes megemliteni, hogy a virusfertézést kovetéen a rovarsejtek oxigénigénye jelentésen, akéar a
duplajara néhet.

Az allatisejt fermentaciok egyik kritikus kérdéskore az apoptozis vagy programozott sejthalal jelensége.
Természetes kozegiikben (vagyis szovetekbe rendezddve) az allati sejtek a leghosszabb id6t a sejtciklus *G1’
fazisaban toltik, melyet az anyagcsere (pl. fehérjeszintézis) normal miikodésével jellemezhetiink; ez a szakasz
analognak tekinthet6 a mikrobidlis tenyészetek stacioner/idiofazisdval. Az ’S’ (DNS-szintézis) illetve G2’
(poszt-szintetikus) fazisok egyiitt a novekvé-osztdodd szakaszt, vagyis az exponencialis fazist jelentik. A
fermentorban, 6nalloan €16 allati sejtek ezen utdbbi szakaszhoz alkalmazkodnak sokszor olyan mértékig, hogy
nem is tudnak tobbé visszatérni a G1 fazisba. Ha a sejtek kdrnyezete a reaktorban megvaltozik — a valtozasok
sokszor minimalisak — akkor egy aktiv, genetikailag kodolt, 6nmegsemmisitd mechanizmus révén elpusztitjak
magukat (apoptdzis), tOnkretéve ezzel a fermentaciot. Az emldssejtek apoptdzisanak molekularis
mechanizmusair6l viszonylag sokat tudunk, de ismereteink egyelére még elégtelenek ahhoz, hogy a jelenséget
technologiai 1éptékben kontrollalni tudjuk. A rovarsejtek apoptdzisarol még alapkutatds szinten is keveset
tudunk; a kérdést bonyolitja, hogy a rovarsejtek sejtciklusa kissé eltér az emléssejtekétol.

Az ¢l6/holt sejtek aranyanak ismerete kulcskérdés az allatisejt fermentaciok soran. Az életképesség mérésének
leginkabb elterjedt eszkoze az un. aramlasi (flow-) citométer (lasd
http://probes.invitrogen.com/resources/education/tutorials/4Intro_Flow/player.html - 12. 3. nem interaktiv
animacio). Az eljaras soran olyan fluoreszcens festékkel kezelik a sejteket, melyek intracellularisan kdtédnek,
de az intakt sejtmembranon nem tudnak keresztiiljutni. Ha a sejt elpusztult, sejtmembranja immar atereszti a
festéket, ami kotédik és jelet ad. A késziilék masodpercenként sok ezer sejtet tud elemezni, ami valos ideji,
statisztikusan is értékelhetd adatot szolgaltat a felhasznalé szamara.

Az apoptozis kivaltd oka leggyakrabban valamilyen tdpkomponens (pl. novekedési faktor) hidnya vagy
Szemben a bakteridlis és gombatenyészetekkel, melyek szabadon élnek a természetben, az allati sejtek
eredetileg egy védelmet és taplalékot biztositdé kdzegben, szdvetekbe rendezédve taladlhatok. Nem meglepd,
hogy emiatt a kdrnyezet valtozasaira sokkal érzékenyebbek, anyagcseréjiik pedig nem képes arra, hogy egyszerl
sokbol és szerves anyagokbol felépitse biomasszajukat. Az allati sejt tenyészetek taptalaja ezért bonyolult: egy
jol definialt recept altalaban titkos (védett) és az adott sejtvonalra specifikus. Szamos cég kifejezetten allati sejt
taptalajok fejlesztésére és/vagy forgalmazasara specializalodik. Az igényelt komponensek minéségi-mennyiségi
ismeretének hianya esetén korabban sokszor vérszérumot adtak a tenyészethez, ami szerepét tekintve analog
volt a mikrobidlis taptalajok komplex komponenseivel (pl. pepton, éleszté-kivonat). Ez a gyakorlat azonban a
virus illetve prion fertézések valosziniisége (bioldgiai kockazatok), illetve a termék kinyerés megdragitasa miatt
egyre ritkabb. A mikrobialis fermentaciokhoz képest jelentés kiilonbség, hogy az allatisejt fermentaciok
taptalajat nem lehet felfozni; a reaktor {iires, direkt g6zos sterilezését kdvetden sziirik be a kész tapoldatot, ami
szamos miiszaki és emberi hibalehetGséget rejt magaban. Nem véletlen, hogy az emlds- illetve rovarsejteket
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alkalmazo tizemekben a mikrobialis technologidkhoz képest kifejezetten magas szintii, szigorti higiéniai
rendszabélyoka alkalmaznak (12. 4. 4bra).

12. 4. abra: Allatisejt fermental6 tizem

A szerzok koszonik Dr. Domonkos David (Richter Gedeon Vegyészeti Gyar NyRt., Debreceni Biotechnologia
Fdosztaly) hasznos tanacsait és észrevételeit.
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