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Aszkorbinsav termelése biotechnolégiai
modszerekkel
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biokatalizis.

Az L-aszkorbinsav (L-AA) termelése a vilagon évente 80 000 t-ra becsul-
hetd, a globalis piaci forgalom 600 M USD és az évi novekedési rata 3—4%. A
szintetikus L-AA kb. 50%-at vitaminpotld és gydgyszerkészitményekhez (pl.
égések kezelésére szolgald kendcsok) hasznaljak. Gyorsan bdvilé piacot je-
lent kozmetikai és kollagéntermelést serkentd képessége alapjan. Az L-AA
antioxidans sajatsagait az élelmiszeriparban (az egész termelés 25%-a) és az
uditéital-gyartas soran (15%) is felhasznaljak a pigment elszintelenedésének
€s az enzimes barnulasnak a megel6zésére, az iz €s aroma megodvasara és a
tapérték novelésére. Az L-AA-t gyakran adagoljak allati takarmanyhoz (10%),
bar a haziallatok maguk képesek szintetizalni. Az L-AA-val kiegészitett takar-
manyt altalaban csirkék, malacok, borjak és stressznek kitett allatok optimalis
fejlbdése és egészségenek megtartasa céljabol alkalmazzak, gyakran halte-
nyészetek takarmanyozasahoz is, mivel tobb, kereskedelmi forgalomban lev6
halfaj (pl. pisztrang) nem képes szintetizalni.

Jelenleg a szokvanyosan gyartott L-AA-t a hétlépéses Reichstein eljaras-
sal szintetizaljak D-glikozbdl (d-glc) kiindulva (1. abra). Ez a mddszer hat ké-
miai és egy fermentacios lépésbdl all a D-szorbitol D-szorb6zza oxidalasa
céljabol. A igy eldallitott L-AA hozama ~50%. Bar ez az eljaras valamennyi
elénnyel rendelkezik, amely tébb mint 60 évi fejlesztés utan varhatd, azonban
igen energiaigényes és sok |épésében nagy hémérséklet és/vagy nyomas
szUkséges.

Ezenkivll a kémiai atalakitdsok zome jelentés mennyiségl szerves és
szervetlen oldoszert és reagenst (pl. aceton, kénsav, NaOH) igényel. Bar né-
hany vegyulet ujrahasznosithato, szigoru kornyezetvédelmi intézkedésekre
van szukség, ami jelentés hulladéklerakasi koltséget okoz. Ezek és egyéb
gazdasagi tényezbk fokoztak a érdekl6dést a mikrobialis
biotranszformacioknak az L-AA gyartasahoz valé felhasznalasa irant. A leg-
Ujabb technoldgiai innovacidk fermentacidés eljarasokkal és sejtmentes
biokatalitikus rendszerekkel kapcsolatosak, és elémozditjak a tovabbi fejlé



dést. Ezenkivil a biokémidban a rekombinans DNS-technoldgidban elért
eredmények — a genomika forradalmaval egyutt — bévitették a hozzaférhetd
lehetéségek korét az L-AA-gyartashoz és L-AA-tartalmu biomassza eldallita-
sahoz alkalmazhato biotechnologia céljabdl.
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Reichstein koztitermékek szintézise bakterialis
biotranszformacioval

A Reichstein eljarast réviddel az L-AA felfedezése utan dolgoztak ki
(1928). A szintézis kémiai mdédszereken alapszik és nincs kapcsolatban az L-
AA-szintetizalé szervezetek altal hasznalt biokémiai folyamatokkal. Azonban
hamarosan arra torekedtek, hogy biotranszformaciét alkamazzanak az L-AA
termelésére. Erre utal, hogy egy mikrobialis lIépést iktattak be a D-szorbitolnak
L-szorbdézza oxidalasahoz. Olyan baktériumtorzseket (pl. Gluconobacter
oxydans) fejlesztettek ki a transzformacio céljara, amelyekkel rendkivul nagy
(kdzel 100%-0s) hozam érhetd el. Mivel az iparilag hasznos prokariotak nem
szintetizalnak L-AA-t, ezért a Reichstein koztitermékek szintetizalasara pro-
baltak ezeket felhasznalni. A két legelterjedtebb modszer:

1. a D-glc oxidalasa 2-keto-L-gulonatta (2-KLG) D-glukonaton, 2-keto-D-
glukonaton és 2,5-diketo-D-glukonaton (2,5 DKG reakciout) keresztul,
és

2. D-szorbitol vagy L-szorb6z oxidalasa 2-KLG-va az L-szorbozon kozti-
terméken keresztul (szorbitol ut 2. abra).

Mivel egyedi baktériumtérzsek, amelyek képesek a D-glc 2-KLG-va vald
hatékony atalakitasat katalizalni nem ismertek, igy kezdetben kevert vagy
szakaszos fermentaciot alkalmaztak. Ezeket a torekvéseket késébb kiszori-
totta a baktériumtorzsek metabolikus kapacitasanak kibévitése géntechnika-
val. Hamarosan kifejlesztettek egy olyan Erwinia herbicola torzset, amelyben
kifejez6dik a Corynebacterium sp.-bél szarmazo, a 2,5-DKG-reduktazt kodold
gen, és igy lehetdvé valik a 2-KLG bioszintézise kdzvetlenul D-glc-bdl. Azon-
ban igen gyenge (~5%) 2-KLG-hozamot értek el, mivel a 2,5-DKG-
termeléshez szukséges harom dehidrogenaz mashol helyezkedik el a sejtben
(periplazma), mint a 2-KLG-vé valé atalakitashoz szikség 2,5-DKG (citoplaz-
ma). Késobb kifejlesztették az E. citreus torzset, amely kifejezi a 2,5-DKG-
reduktazt kddolo gént, és ez 49%-o0os hozammal termel 2-KLG-t D-glc-bél. Ko-
z0lték, hogy Pantoea citrea torzsek 120 g/l 2 KLG-t termelnek D-glc-bdl <120
h alatt, fermentorokban. Varatlanul azt észlelték, hogy a térzsek kezelése egy
latens plazmiddal javitotta a szaporodasi jellegeket magasabb hémeérsékleten,
igy csOkkentette a teljes fermentacids idét.

A géntechnikat is alkalmaztak a torzsek javitasara, hogy noveljék a ho-
zamot a D-szorbitol folyamaton keresztll, amikor a D-szorbitolt egy dehidro-
genaz-sorozat 2-KLG-vé oxidalja. Erre a célra a Gluconobacter oxydans al-
kalmas, de az atalakitashoz szikséges, harom dehirdogenaz szubcellularis
elhelyezkedése torzsenként valtozik (2. abra). A D-szorbitol folyamat koztiter-
meékeinek atvitele a sejtplazmaba a citoszol-reduktazok jelenléte miatt karos,
mert ezek atvezetik a koztitermékeket a pentéz-foszfat ciklusba. Ennek a
problémanak a megoldasa céljabdl mas forrasokbdl szarmazd, membranhoz
kotott dehidrogenazokat fejeztek ki rekombinans Gluconobacter oxydansban,
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2. dbra L-AA-szintézis mikrobialis utja
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3. abra A 2-KLG szintézise és lebomlasa ecetsav-baktériumok hatasara

hogy kiegészitsék vagy potoljak a citoszol enzimeket. Ezen a modon jelentd-
sen javult a 2-KLG hozama mind L-szorb6zbdl (68-81%), mind L-szorbozon-
bdl (25-83%) nyugvod sejtekben, azonban fementacios viszonyok kozott nem
javult a hozam. Nemrég izolaltak egy G. oxydans torzset japan 6szibarackbdl,
amely kozel kvantitativan atalakitotta a D-szorbitolt L-szorb6zza membranon
kdz6tt szorbitol-dehidrogenaz utjan, de 2-KLG-t nem tudott szintetizalni. Ujab-
ban japan szerz6k kozolték, hogy tisztitottak és klénoztak egy kettds specifici-
tasu L-szorbdz/L-szorbozon-dehidrogenazt, amely képes L-szorb6z oxidalasa-
ra 2-KLG-vé in vitro. Feltételezik, hogy a fehérje periplazmas elhelyezkedése
fokozza felhasznalhatésagat egy teljesen periplazmas D-szorbitol reakciout
kifejlesztéséhez.

Folyamatos biokatalitikus rendszerek

Az eddig javasolt rendszerek kozul egyedul a 2,5-DKG folyamaton ala-
puld mddszer fejleszthetd ki ipari alkalmazas céljara (4. abra). Ebben a rend-
szerben a D-glukozt D-glukonatta alakitjak Thermoplasma acidophilumbdl
szarmazo, NADP-fliggd, oldhatdé glikéz-dehidrogenaz utjan. A 2,5-DKG-vé
valé tovabbi atalakitas olyan sejtpreparatumokkal érhet6 el, amelyek memb-
ranhoz kotott D-glukonatot, 2-keto-D-glukonat-dehidrogenazt és citokrom C



kofaktort tartalmaznak. Végul a 2,5-DKG-t 2-KLG-vé alakitjak egy oldhatd,
NADPH-fugg6
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4. dbra 2-KLG szintézisének biokatalitikus utja

2,5-DKG-reduktazzal, egyidejlileg a NADP regeneralddik és D-glukonat-dehid-
rogenaz altal felhasznalhatd. Ezt a technoldgiat valoszinlileg egymastdl fug-
getlenul fejlesztették ki az USA-ban és Kinaban. A kinai kutatécsoport labo-
ratoriumi méretekben dolgozta ki a modszert, D-glukonat és 2-keto-glukonat-
dehidrogenaz forrasaként G. oxydans nyugvo sejtjeit alkalmazva. igy D-glc-bél
16,8%-0s 2-KLG-hozamot értek el 30 h alatt, 388-as kofaktorciklussal. Ha-
sonlé koncepciot fejlesztettek ki az USA-ban kulonb6zé vallalatok és a Szab-
vanyugyi Intézet kozremikodésével. Ennek soran a Pantoea citrea sejtjeit
mutagenizaltak, hogy inaktivaljak a membranhoz kotott glukéz-dehidrogenazt,
majd permeabilizaltak szerves olddszerekkel. Ezek a sejtek a D-glukonat 2,5-
DKG-va valé atalakitasért felelés, két membranhoz kotott dehidrogenaz forra-
saként mikodtek. A bioreaktort 6 6raig jarattak 60%-os oxigéntelitettség mel-
lett, mialatt a kezdeti 2-KLG-képz8&dési aranyok 10 g/l - h-t értek el — 5 g/l - h
integralt produkciés aranyok mellett — és a teljes kofaktorciklus >500 volt.
Ezutdn a bioreaktort leallitottak és lassu keveréssel biztositottdk a végsé 2-
KLG-titert (42 g/l) és a 100%-ot megkdzelité hozamot. A két oldhaté enzim
aktivitasa nem csdkkent a kisérlet folyaman. Ennek az eljarasnak szamos el6-
nye varhato: koltségcsokkenés a draga enzimkofaktorok ujrafelhasznalasaval,
melléktermék képzbdésének kikliszobolése, tisztabb termékkinyerés, kvanti




tativ hozam, nagy térfogati produktivitas, a tékeberuhazas csdkkentése a ter-
mel6éreaktor meéretének kisebbitésével. Varhatéan ezt a technoldgiat hamaro-
san alkalmazzak ipari méretekben is. A folyamatos biokatalitikus eljaras egyik
korlatja az alkalmazott 2,5-DKG-reduktaz nagy K.-értéke (2—-13,5 mM). A
Corynebacteriumbdl elballitott enzimek ezenkivil nem héalléak. Az eljaras
tokéletesitése céljabol megprébaltak izolalni olyan 2,5-DKG-reduktazokat,
amelyek kedvezébb katalitikus sajatsagokkal rendelkeznek. Nemrég sikerult
izolalni és kifejezni két Uj és kisebb K, -értékl 2,5-DKG-reduktazt, amelyek
1000-szer nagyobb katalitikus hatékonysagot mutatnak az eddigieknél. Ezen-
kival mindkét enzim mind NADPH-t, mind NADH-t hasznosit kofaktorként. Az
egyik enzim ezenkivul héstabilabb, mint a korabban izolalt reduktazok.

2-KLG biokonverziéja L-aszkorbinsavva

Jelenleg a kutatas hangsulya a 2-KLG termelésére helyezddott, amely
felhasznalhaté L-AA szintézisére. A hagyomanyos kémiai konverzios modsze-
rek tobb problémaval jarnak (sok Iépésre van szukség, HCI-gazt alkalmaznak,
a veégtermék jelentés tisztitasra szorul). Ezek kikiszobodlésére hidrolazenzi-
meket hasznaltak a 2-KLG-észterek L-AA-va konverzidjahoz, bar ennek a
modszernek a hatékonysaga még ismeretlen. Kozolték, hogy Zymomonas
mobilisbél, E. colibdl és Fusarium oxysporumbdl izolalt laktonazokkal atalakit-
haté a 2-KLG L-AA-va. Azonban jelenleg egyik mddszer sem eredményez
elég nagy L-AA-hozamot, hogy gazdasagos lenne.

Ujabban kézolték, hogy sikeriilt olyan élesztétdorzsek (Candida blankii és
Cryptococcus dimennae) azonositasa, amelyek képesek a 2-KLG-t L-AA-va
alakitani. Azonban az igy elért hozamok igen alacsonyak voltak. Mindkét faj ké-
pes szaporodni L-AA-n — mint egyedlli szénforrason —, a katabolikus folyamat
mutagenezise €s a tenyésztési viszonyok optimalasa javithatja a hozamot.

L-AA direkt bioszintése eukariotakban

A természetesen L-AA-t szintetizald, eukariotikus rendszer felhasznalasa
L-AA el6allitasara még gyermekcipdben jar, bar mar tobb szabadalmat vettek
nyilvantartasba.

Ez f6leg annak tulajdonithaté, hogy nem ismeretes az L-AA-bioszintézis
folyamata és szabalyozasa bioldgiai rendszerekben. Azonban az elsésorban
novényekben és élesztékben elért legujabb eredmények, valamint a rendelke-
zésre allé adatgyijté és genomanalizalé berendezések szaporodasa arra utal,
hogy a kovetkezd években jelentds szerepe lesz ennek a mddszernek.

Novények és mikroalgak alkalmazasa L-AA termelésére

Kisérleteket végeztek a mikroalgak kozvetlen L-AA termelésére valo fel-
hasznalasara olcs6 nyersanyagokbol. Azonban igen kis L-AA-hozamot értek el
a Chlorella mikroalga vad tipusu sejtjeinek tenyésztésével fermentorokban. Egy



mutagenezis-program é€s a fermentalas optimalasa segitségével a hozam 2 g/l
L-AA-ra emelkedett. Az algak altal termelt L-AA zome a sejten belul maradt, és
az eljarast ugy szabadalmaztattak, mint egy L-AA-val dusitott biomassza-
eléallitasi médszert, féleg allati takarmany vagy taplalékkiegészité céljara. Sike-
rult feldusitani az L-AA-t a fermentlében, amikor atalltak a Prototheca szintelen,
acidofil mikroalga alkalmazasara. Ez a mddszer még nem jelent iparilag ver-
senyképes lehetéséget L-AA-gyartas céljara. Azonban a magasabb rend( noé-
vényekben folyd, primer L-AA-bioszintézis tisztazasa (5. abra) ujabb lehetésé-
get nyujt az eljaras javitasara géntechnikai médszerrel. A névényekben az L-AA
D-glukozbdl szintetizalddik egy tizlépéses folyamat soran, L-galaktézon (L-gal)
keresztul. Gyorsan sikerult azonositani és klonozni azokat a fontos géneket,
amelyek kapcsolatosak a bioszintetikus folyamattal, és mar szamos enzim
szekvenciajat kozolték. A GDP-mannéz-3,5-epimeraz klénozasa lehetdve teszi
a GDP-L-galaktdz egyszerl szintézisét. Varhatd, hogy a kozeljovében a tobbi
enzimet is megtisztitjak és génjeiket klénozni fogjak.
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Amerikai kutatok kozolték, hogy 6sszefiggést észleltek a GDP-manndéz-
3,5-epimeraz aktivitasa é€s mutagenizalt torzsek (Prototheca) L-AA-tartalma
kozott. Arra utaltak, hogy ennek a I1épésnek a fokozott szabalyozasa lehetové
teszi nagyobb L-AA-tartalmu algak és novények termelését. A novényi L-AA-
tartalom fokozasara iranyuld, egyetlen sikeres kisérlet — amelyet géntechnikai
modszerrel végeztek — eredményeirél 2000-ben szamoltak be. Ennek soran
az L-gulono-1,4-lakton-oxidaz kédolé patkanygént salataban fejezték ki, és a
transzgénikus vonalakban az L-AA-tartalom hétszeres ndvekedését figyelték
meg. Még nem vilagos, hogy egy emlésgén expresszioja miért okozza az L-
AA-termelés fokozddasat ndvényekben. Azonban Arabidopsis sejtkulturaval
végzett vizsgalatok szerint a ndvényekben egy masodlagos L-AA-bioszinteti-
kus folyamat megy végbe, amelyben L-gulono-1,4-lakton szerepel koztiter-
mékkeént. Tovabbi vizsgalatok soran jellemezni akartak az L-AA-bioszintézis
fokozasanak legjobb modszerét egy- vagy tobbsejtes novényekben, géntech-
nikaval. A lehet6ségek kozé tartozik a novényi teljesitmény fokozasa a hely-
szinen, nagy L-AA-tartalmu takarmany termelése, funkcionalis és egészséges
tapanyagok gyartasa. A jelenlegi kdzhangulatban nem valdszind, hogy egy
emldsgén kifejezésére modositott és tapanyagként hasznalhatd novényfajta
elfogadhatod lesz a szabalyozd szervek vagy a kdzvélemény szamara, bar a
géntechnikai médszereket kedvez&bben kellene fogadni.

Kozvetlen L-AA-szintézis élesztokkel

Mivel az éleszt6ket a biologiai iparban elég széleskorien alkalmazzak,
igen vonzo olyan torzsek kialakitasa, amelyek egyszer( cukrok L-AA-va valo
direkt fermentalasara képesek. A korabbi vizsgalatok arra utalnak, hogy az
eleszt6sejtek tartalmaznak L-AA-t, de az ujabb vélemények szerint a szokasos
szénszubsztratumon tenyésztett élesztésejtekben nincs L-AA, de ehelyett D-
eritro-aszkorbinsavat (D-EAA) tartalmaznak. Ez a vegyulet hasonlé antioxi-
dans funkcidkat teljesit élesztbkben, de nincsen skorbut elleni aktivitasa.
Azonban az élesztésejtek felhalmoznak L-AA-t, ha nem élettani szubsztratu-
mok jelenlétében — L-gulono-lakton (L-GulL), L-galaktono-lakton (L-GL) vagy L-
galaktéz — szaporodnak, amelyek az allati és novényi L-AA-bioszintézis kozti-
termékei. Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy ezekbdl a szubsztratumokbal
az élesztékben a D-EAA-bioszintézis enzimjei utjan szintetizalddik az L-AA (5.
abra). igy pl. a megfeleld névényi enzimektél eltéréen az élesztéenzimek — D-
arabin6z(D-ara)-dehidrogenaz, D-arabinono-lakton(D-AL)-oxidaz — in virto
igen széles szubsztratspecificitassal rendelkeznek és képesek oxidalni nem-
csak D-ara-t, hanem L-gal-t, L-fruktézt és L-xilozt is, valamint ezek megfeleld
savas laktonjait. Az S. cerevisiae sejtek el6inkubalasa 30 mM D-ara-val er6-
sen csokkenti (85%-kal) a sejtek L-(1-'*C)galaktézt L-AA-va valo atalakitasi
képességét, ami a szubsztrat ugyanazon aktiv hely(ek)ért valé versengésére
utal. Ezenkivll S. cerevisiae D-AL-oxidazanak expresszibja E. coliban kibdviti



a szervezet metabolikus kapacitasat, és képes D-EAA szintetizalasara exogén
L-GL vagy L-GuL hozzaadasaval, vagy pedig L-AA szintézisére exogén L-GL
vagy L-GuL jelenlétében. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a D-EAA bioszin-
tézisére hasznalt enzimek lehetévé teszik, hogy a jovdben élesztbket hasz-
naljanak L-AA termelésére. A hasznositasi lehetéség attdl fligg, sikerll-e biz-
tositani olcso forrast a kiindulasi szubsztratumhoz (L-gal vagy L-GL). Az L-GL
a cukoripar mellékterméke, amelyet az L-AA kozvetlen, mikrobialis fermenta-
lasara lehet felhasznalni. Az L-gal igen ritka cukor és olcs6 forrasa nem all
rendelkezésre. Azonban a szabad L-gal termelésében részt vevdé gének izo-
lalasa — L-AA-bioszintézis folyaman, novényekben — hasznos biokémiai esz-
kozoket biztosithat az ipari mikroorganizmusok metabolikus kapacitasanak
bovitéséhez. Ezt az iranyt koveti jelenleg vilagszerte tobb kutatécsoport. Az a
tény, hogy az élesztGsejtek képesek L-AA-t szintetizalni L-galaktozbdl arra
utal, hogy csak harom enzim (GDP-D-manno6z-3,5-epimeraz, valamint a sza-
bad L-gal-t GDP-L-gal-bdl felszabadité enzimek) expresszidja szikséges a
szintetizal6 kapacitas kiterjesztéséhez élesztére.

Kovetkeztetések és tavlatok

A Reichstein modszer uralma véget ért, mivel igen koltséges. Emellett a
fenntarthato alternativak kifejlesztése iranyaban vald eltolédas észlelhetd a
kémiai eljarasokkal szemben. A 2-KLG termeléséhez kétszakaszos fermenta-
cios technologia all rendelkezésre, amely tisztabb és hatékonyabb maodszer,
raadasul egyharmaddal olcsébb, mint a Reichstein eljaras. A legfontosabb
ipari vallalatok fokozott érdekl6dést mutatnak a fermentacios technoldgia irant.
Uj szereplk jelennek meg a piacon, akik valdsziniileg hamarosan megkedik a
C-vitamin termelését fermentacioval.

A ndvényekben és élesztékben folyd L-AA-bioszintézis jobb megértése
lehetévé fogja tenni uj, direkt L-AA-termelési mddszerek kifejlesztését. Az em-
beri fogyasztasra és allati takarmany céljara szant novényi termékek L-AA-
tartalmat noveld genetikai moédszerek mar hozzaférhetdk. Az élesztbsejtek
L-AA-szintetizalé képessége felhasznalhatd egylépéses fermentalasi eljaras
kidolgozasahoz.

(Dr. Palfi Agnes)
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