1. Vitaminok

A vitaminok olyan mikrotdpanyagok, amelyek pardnyi mennyiségiik dacara nélkiilozhe-
tetlenek az anyagcserében. Ezeket az emlOsok, igy az emberi szervezet sem képes eldallitani,
ezért a taplalékkal kell bevinni. Forrasaik a tdplaléklancban a novények €s a mikroorganizmu-
sok, ezek latjék el az allatvilagot. Kis molekuldji anyagok, dltaldban valamely enzim kofakto-
raként miikodnek. Tapldlkozéas-élettani szerepiik miatt felhasznaldsuk egyre novekszik a ta-
karméanyok és élelmiszerek komplettdlasdban, az élelmiszer technolégidban, mint szinezd és
antioxiddns adalékok, valamint a gydgyszerként. Emellett szdmos kozmetikum és vegyi ter-
mék tartalmaz vitamin adalékot.

Jelenleg a vitaminok egy részét kémiai szintézissel allitjdk eld, masokat biomasszabdl
extrahdlnak. Ezek mellett, illetve helyett terjednek a versenyképes biotechnoldgiai eljarasok.
Ezeknek kisebb az energiaigénye, kevesebb az artalmatlanitand6 hulladék, €s kevesebb az
élelmiszerbiztonsagi szempontbdl veszélyes vegyszermaradék. A termeld organizmus szem-
pontjabdl a vitaminok elsddleges anyagcseretermékek. Ebben a fejezetben a biotechnoldgiai
uton gyartott vitaminokra koncentralunk. Ipari méretekben azonban csak a B> és B> vitami-
nok fermentdcios elddllitdsa gazdasdgos, illetve a C-vitamin gyartds 1épései kozott szerepel
egy biokonverzids 1épés.

1.1. Biz-vitamin (kobalamin)

Az anyagcserében nélkiilozhetetlenek az un. C1-4atvivo molekuldk (metil-terahidrofolat,
betain, metil-B12, S-adenozil-metionin) amelyek egyszénatomos egységek (metil-, metilén-,
metenil-, formil-, és formimino-csoportok) széllitdsdban vesz részt. A Biz-vitamin két fontos
enzim, a metionin-szintdz és a metil-malonil-CoA-mutdz mikodéséhez sziikséges. Az ember
szamdra a napi igény paranyi, 1 pg/nap, de a hianya a halalhoz is vezet0 vészes vérszegénysé-
get (anemia pernicosa) okozza.

Adalék: Nobel dijak sora: az 1920-as évekig haldlos betegségnek szamito vészes vérszegénység gyogyito-
Jja két orvos volt, George Richards Minot és William Perry Murphy. Rdjottek, hogy ha betegeik nagy mennyiségii
marhamdjat esznek, azzal a betegség korddban tarthato. 1926-os felfedezésiikért 1934-ben Nobel-dijat kaptak.
Az 1930-as évek folyamdn a kutatok vildgszerte probdltdk izoldlni a mdjban taldlhato gyogyito hatéanyagot,
melyrdl iigy hitték, hogy egy B-vitamin, ezért a B nevet adtdk az anyagnak, joval az izoldldsa elott. 1934-ben
Ricke és Smith mdjbol izoldltdk a vészes vérszegénységet gyogyito vitamint. A vitamint el6szor kristdlyos
formdban 1948-ban dllitottdk el6 mg-os mennyiségben, mintegy hat tonna mdj feldolgozdsdval. A Bjz-vitamin
szerkezetének felderitésében nagy szerepet jdtszott Dorothy Hodgkin munkdja, melyért 1964-ben kémiai Nobel-
dijat is kapott.

A vitamint élelmiszerekbdl vessziik fel (mdj, vese, sziv, hal, tojas, tejtermékek). A Bi2-
vitamin felszivddasa a taplalékbol a gyomor nydlkahartydja altal kivalasztott glikoproteinhez
(intrinsic faktor) kapcsolt formaban megy végbe a vékonybél alsé szakaszan. Az esetek tobb-
ségében vitaminhidny akkor 1€p fel, ha nem képzddik a kobalaminokat sz4llit6 intrinsic fak-
tor. A vitamint az emberi szervezetben a vastagbélben €16 mikrofldra is képes termelni, de on-
nan nem tud felszivodni, mert ott nincs jelen sem a sziikséges faktor, sem a felszivé transzpor-
ter.

1.1.1. Felépités, szerkezet

A Bio-vitamint négy pirrolgytrt épiti fel (koringytirti), amelyhez hasonl6 szerkezetet a kloro-
fillban, illetve a hemoglobin hem egységében taldlhatunk. A molekula centrumdban egy ko-
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1. dbra A kobalamin szdrmazékok szerkezete
balt iont taldlunk, amelynek elektronjai hibridizalédva hat irdnyban képesek kotéseket 1étesi-



teni. EbbOl négy a pirrol gylriik, egy pedig az 5,6-dimetil-benzimidazol nitrogénjéhez koto-
dik, a hatodikhoz kapcsolénak a cserélhetd csoportok. Az anyagcserében hidroxi-kobalamin
keletkezik, ezt a feldolgozas soran cianid csoportra cserélik, mert ez a forma stabilabb. Az ap-
6 kis funkciés csoportok helyére bekothet a nagyméretli 5’-dezoxi-adenozil molekularész is,
ezt a format nevezik kobamamidnak.

1.1.2. Bioszintézis

A Bi»-vitamin bioszintézise kezdetben a porfirinekkel és klorofillal k6zos utat kdvet. A
teljes, de novo szintézisben tobb mint harminc gén vesz részt. A fokozatosan €piilé vazhoz
glicin, 2-amino-propanol, €s treonin sziikséges, ezeket prekurzorként adagolva fokozhat6 a vi-
tamin szintézis. A kozponti kobalt ion biztositdsara kb. 20 mg/liternyi kobalt-kloridot is be
kell vinni.

Tobb mikroorganizmus 6sszehasonlité vizsgdlata kimutatta, hogy két kiilonb6z6 szinté-
zisut 1étezik. Az aerob, pontosabban oxigén-fiiggd Ut a Pseudomonas denitrificans-ra és ha-
sonlé mikrobdkra jellemzd. Az anaerob, avagy oxigén-fiiggetlen utat a Propionibacterium
shermanii, a Salmonella typhimurium és a Bacillus megaterium-ban azonositottak.

1.1.3. Elédllitds

A Bpz-vitamin el6éllitasdra tobbféle eljaras és tobbféle mikroorganizmus hasznalatos.

mikroorganizmus szénforras | fermentacios koriilmények BlZ(;:;il)eles
Prop lonlbg ctfrlum gliik6z |anaerob, 5,6-dimetil-benzimidazol 206
freudenreichii

Rhodopseudomonas oliikéz |5,6-dimetil-benzimidazol 135
protamicus

Propionibacterium oliikéz | 5,6-dimetil-benzimidazol 60
shermanii

Pseudomonas denitrificans | szachar6z | aerob, betain 60

B12 fermentacié Propionibacterium torzsekkel

A tablazatban is lathat6, hogy a Propionibacteria fajok képesek sejtjeikben intracellula-
risan a legnagyobb mennyiségben B12 vitamint felhalmozni. A legszélesebb korben a Propio-
nibacterium shermanii valamint a Propionibacterium freudenreichii torzset hasznéljak. Ezek
a sejtekben tartjak a termelt vitamint, de a fermentlébe iiritik a termelt propionsavat és ecetsa-
vat. A haszndlt torzsek mind mikroaerofilek, és a nagy B12 hozamok csak nagyon alacsony
oxigén koncentracié mellett alakulnak ki.

A dimetil-benzimidazol (DMBI) bioszintézise azonban oxigént igényel. Ezért a fermen-
taciot két szakaszra osztjadk. Az els6 harom napon a fermentédciét anaerob modon vezetik, eza-
latt termelddik a kobamid, a vitamin molekula nagyobb része. Ezt kdvetéen 1-3 napos kis in-
tenzitasu levegoztetéssel érik el a DMBI termelést és két molekularész 0sszekapcsolddasit.
Emellett meg kell oldani a keletkezett propionsav semlegesitését, a pH-t végig hetes értéken
kell tartani. Ez jelent6s mennyiségii ligot igényel, mivel a termelt sav koncentricidja a tiz
szazalékot is elérheti. A baktériumok nem érzékenyek a szubsztréat inhibicidra, egyesek 17 %-
os cukoroldatban is novekednek és termelnek. Ugyanakkor a termékinhibicié 1ép fel, a sok
propionsav gitolja a tenyészet anyagcseréjét. Ennek megsziintetésére tobb mérnoki megoldast
is talaltak. A savakt el lehet tavolitani a rendszerbol mikrosziréssel, hollow fiber modulokon
keresztiil. Ez egyuttal sejtvisszatartdst is eredményez, amit6l megnd a reaktorban az aktiv



sejtek szdma, ami megnoveli a produktivitdst. Mds megoldas a levegdztetett és nem levegdz-
tetett szakaszok véltogatdsa. Optimdlis esetben (pl. 6 6rds levegdztetés) a propionsavat fel-
hasznéljdk a sejtek, mig a vitamin szintézis folyik.

A harmincgénes bioszintézis dacara minden korban megkisérelték a torzseket genetikai-
lag feljavitani. A random mutécidk, a rekombindns technikdk és a metabolikus fluxusmérnok-
ség mind javitott valamennyit a torzsek termeldképességén.

B12 fermentaci6 Pseudomonas denitrificans torzzsel

Elsoként a Merck gyogyszergyar szabadalmaztatott fermentécids eljardst a B12 vitamin
gyértasara az 1950-es években. Ok a Ps. denitrificans torzset hasznaltak.

A torzs genetikai feljavitdsa sordn nem egyesével manipulaltdk a géneket, hanem egész,
nyolc génbdl all6 operont amplifikaltdk multiképids plazmidokkal. Toébb gén heterolog kifeje-
z&sét oldottak meg, atvéve Methanobacterium ivanovii-bol és Rhodobacter capsulatus-bol.

Ennél a mikrobdndl a kobalamin szintézis a sejtszaporoddssal parhuzamosan folyik. A
folyamat aerob, de a vitamin termelése alacsony oldott oxigén koncentraciondl gyorsabb. A
fermentlébe prekurzorként DMBI-t és kobaltsokat adagolnak. Az optimdlis hémérséklet 30
°C, a pH-értéket pedig 6-7 kozott kell tartani. A szakaszos fermentécio ciklusa rovid, a folya-
mat 2-3 nap alatt végbemegy.

B12 fermentacié Rhodopseudomonas protamicus torzzsel

Ez voltaképpen mesterséges torzs, a kutatok a Protaminobacter ruber (mas néven Pro-
pionibacter ruber) és a Rhodopseudomonas spheroides protoplaszt fuziéjaval hoztdk 1étre. Az
alapgondolat az volt, hogy a Rhodopseudomonas fotoszintézisre képes torzs, anyagcseréjében
megtaldlhatok a bakterioklorofill bioszintézis génjei/enzimei. Ennek els6 1épései (az uroporfi-
rinogén-3-ig) kozosek a B12 szintézis 1€péseivel, és az igy termelt metabolitok ,.eltérithetok™
a vitamin termelés irdnyaba. A létrehozott torzs segitségével versenyképes, 120-150 mg/1 ter-
mékkoncentracio érheto el.

B12 fermentacié metanolhasznosité baktériumokkal

Felmeriilt az a lehet6ség, hogy a mas fermentacids technolégidkban melléktermékként
képzO6d6 biomassza vitamin tartalmét is ki lehetne nyerni. Megvizsgaltak példaul a szennyviz
eleveniszap B12 tartalmat, és az anaerob rothasztékban 1év0 iszapban taldltak 2-5 mg/kg vita-
mint. Ezeket a torzseket kiillonbdz6 szénforrasokon tartva kideriilt, hogy a metanolon megsok-
szorozodik a kobalamin termelés. Ez biokémiailag magyardzhatd, hiszen a B12 egy C-1 atvi-
vO kofaktor, bekapcsolédhat a metanol anyagcserébe is.

A szennyviz iszap vegyes kultirat félfolytonos anaerob tenyésztésben fokozatosan me-
tanol szénforrdsra allitottdk at. Hosszabb adaptédcids iddszak utan létrejott egy dlland6 keve-
réktenyészetet, mely két-harom B> termeld és emellett harom-négy ,,szimbionta” torzsbol
allt. Megkisérelték az egyes torzseket izolalni, és tiszta tenyészetben, steril fermenticidban te-
nyészteni, de a termékképzés mindegyiknél elmaradt a vegyes kultiratol.

A folyamat nagyon olcsd, mert az eljards anaerob (nincs sziikség levegdztetésre), nem
steril, kozonséges vaslemez tartalyokban, akar 1000 m3-es 1éptékben is kivitelezhetd, keverési
igénye minimalis (naponta négyszer negyeddra). A félfolytonos eljards sordn naponta a fer-
mentlé 10%-at cserélik le. A befert6zddés veszélye csekély, mert a kizarélagos szénforrasként
adott metanol sterilizal6 hatast is kifejt. Ez tette gazdasdgossa a viszonylag alacsony hat6-
anyag koncentracié (35 mg/kg) ellenére is.

Adalék: a Richter Gedeon Rt (kordbban Kébdnyai Gydgyszergydr) ezzel a technologidval a vildgpiacon is
szdmottevo mennyiséget termelt. Az 1950-es években a vildgtermelés (700 kg) felét hazdnkban gydrtottdk (362
kg). A dorogi gydregység iizembe helyezésével (4x1000 m? fermentdciés kapacitds) tovdbb novelték a termelést,

1977-ben mdr egy tonndt gydrtottak (a vildgpiac ekkor mdr 10 tonndra novekedett). Az tizem az ezredforduldig
miikodott, ekkor mdr annyira elhaszndlodott, hogy a feliijitdsa nem lett volna gazdasdgos.



Feldolgozas

A feldolgozas elsé 1€pése a fermentlé hokezelése. Ez 10-30 perces forralds, 80-120°C-
on, 6,5-8,5 pH-n. Ettdl a sejtek feltdirddnak €s a kidramld vitaminnak készonhetéen vorosre
festik a fermentlevet. Az igy kapott termék az instabil hidroxi-kobalamin, melyet melegen 1
g/l kédlium-cianid hozzdaddsaval atalakitanak a stabilabb ciano-kobalaminnd. A sejttomeget
kicsapassal vagy centrifugdldssal elvalasztjdk. A tovabbi tisztitds csapadékos és/vagy kroma-
tografias 1épésekkel torténik (az atlatszo fald oszlopon jol kovethetd a voros szinli Biz-vitamin
haladdsa). A terméket kétféle tisztasigi szinten forgalmazzak. A kb. 80%-os anyagot takarma-
nyozasi célra haszndljdk, humén felhaszndldsra tovabb kell tisztitani 96-98%-ra.

Felhasznélds

A Bi2 nagyobb részét takarmanyok komplettaldsara hasznaljdk, egy-gyomraak (sertések
és szdrnyasok) tenyésztése soran alkalmazzak. Novényi takarmédnyok kiegészitdje, igy fel-
haszndldsaval dllati fehérjét lehet megtakaritani, illetve novényi fehérjékkel helyettesiteni.
Sertés és csirketdpok esetében 10-15 mg Bio-vitamint adagolnak 1 tonna takarmanyhoz.

A vészes vérszegénység manapsdg igen ritka korkép, de megeldzésképpen szdmos
gyogyszerkészitménnyel visznek be B12 vitamint az emberi szervezetbe.

A Bi2 éves piaca mintegy 10-12 tonna, beleértve a kiillonb6zd vitaminformakat (ciano-

kobalamin, hidroxikobalamin, koenzim B>, metil-kobalamin).

1.2. B:-vitamin (riboflavin, laktoflavin)

1933-ban Gyorgy Pél és Richard Kuhn izoldltdk, azonositottdk tejsavobol, majd 1935-
ben Kuhn és Karrer a vitamin szerkezetét is felderitették. A vitamin nevét szinérol (flavus =
sarga) és a kémiai szerkezetét alkotd otszénatomos molekulardl kapta.

A riboflavin egy alloxazin szarmazék, melynek redukalt formdja szintelen, oxidélt for-
madja voroses-barnds szini. A flavin-mononukleotid valdjdban riboflavinfoszfat, amelyben a
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cukoralkohol 6todik szénatomjdhoz egy foszforsav kapcsolddik. A flavin-adenin-dinukleotid
(FAD) egy adenilsavval kapcsol6dé riboflavin-foszfat.

Megtalélhat6 a tejben, méjban, vesében, tojasban, azonban csak a tejben fordul eld sza-
badon a riboflavin, egyéb €lelmiszerekben kotott formaban, flavoproteinként. A riboflavin sok
human- és allatgydgydszati készitmény alkotéeleme, hidnya novekedészavart, borgyulladast
(dermatitis) és szemkarosodast okozhat, ezért javasolt vitaminban dusitott kenyér (B, B1, ni-
kotinsav) fogyasztasa.

1.2.1. Elédllithato:

Kémiai szintézissel: de ez soklépéses, szdmos anyagot igényld, és sok mellékterméket
ad¢6 folyamat, emiatt visszaszorult.

Kémiai + biotechnoldgiai vegyes eljardssal: a D-rib6z molekularészt fermentacioval al-
lijak el6 (gliik6zbol Bacillus pumilus segitségével), €s ezt kapcsoljdk 0ssze a szintetikus allo-
xazin vazzal.

De novo fermentdcidval: tobb, egymastdl nagyon tavol 4ll6 torzset is sikeriilt genetikai-
lag igy manipuldlni, hogy gazdasdgos mennyiségben (kb. 15 g/l) riboflavint akkumulaltak a
fermentlében. Manapsdg minden nagy gyarté fermentédcids eljarast haszndl. A vildgpiacon
mintegy féltucatnyi termeld cég van jelen, ezek mindegyike kifejlesztette a sajat termeld tor-
zsét. Nem kertiilt be a tdbl4zatba, de 1étrehoztak olyan Lactococcus lactis torzset is, amely
mind riboflavinra, mind folsavra taltermeld.

Torzs titer g/l ferm. 1do0,
ora
Eremothecium ashbyii 2,5
Ashbya gossypii (BASF) 6,5-15 168
Corynebacterium ammoniagnes 17,4 72
Bacillius subtilis Marburg 168 (DSM) 15 48
Bacillius subtilis (VNII304, orosz) 4,5 25
Bacillius subtilis Y32 (kinai) 3 72
Bacillius subtilis RH33 (kinai) 12

1. tdabldzat Riboflavin termeld torzsek

Riboflavin termelés Ashbya gossypii torzzsel

Idében elsoként az iparban két fonalas gombaval foglalkoztak. Kezdetben Eremotheci-
um ashbyii torzsekkel végezték a fermentaciot, majd egy hasonld, de genetikailag stabilabb
torzsre, az Ashbya gossypii torzsre dolgoztak ki fermentacios eljarast.

A legtobb mikroorganizmusban a vas ionok tobb ponton is gétoljak a riboflavin bioszin-
tézisét. Az Eremothecium ashbyii és Ashbya gossypii torzsek viszont vasionok jelenlétében is
termelik, soOt tdltermelik a vitamint.

A tenyészet levegdigénye kicsi (0,3 vvm), a fermentacids id6 hosszu (7 nap). A kiilonfé-
le szénforrasok (pdlmaolaj, kukorica lekvar, glikk6z, melasz, savd) koziil a melasz és novényi
olaj kombindci6javal lehet a legnagyobb, 15 g/l-es koncentraciét elérni. A fermentacié harom
szakaszra oszthatd. Az elsO, szaporodasi fazisban piruvat termelés és ennek megfeleléen a pH
csokkenése jellemzd. A masodik idészakban a tenyészet sporasodik, a piruvat felhasznalodik,
és az ammonia felszabaduldsa megemeli a pH-t. Végiil gyors riboflavin képz0dés jelentkezik,
de ez a termék FAD és FMN formdjaban a sejtekhez kotodik.



Riboflavin termelés Bacillus subtilis torzzsel

Mivel ez a torzs prokaridta, a biokémiai anyagcsereutakat egyszeriibben lehetett vizs-
gdlni és modositani. A riboflavin bioszintézisét megvizsgalva kideriilt, hogy a sziikséges enzi-
mek egyetlen, mintegy 4,3 kb-nyi operonon helyezkednek el. A génamplifikédcié és a szaba-
lyozasi régiok kicserélése egy erds konstitutiv promoterrel (SPO-1 fag) megnovelte a ribofla-
vin termelést. A tdltermelést megakadalyozé szabalyozast antimetabolit (roseoflavin) rezisz-
tens mutansok izolédldsaval keriilték meg.

A fermentécié oldaldn a szamitégépes irdnyitds noveli a technoldgia hatékonysagat. A
cukor rataplalas és a pH szabalyozds fuzzy logic alapu automatizaldsét elsként a japanok ol-
dottdk meg.

Riboflavin termelés Corynebacterium ammoniagenes torzzsel

A torzs termelOképességét rekombindns DNS-technikédval novelték meg. Megkeresték a
C. ammoniagenes legerdsebb promoterét (P54-6), és ezt épitették be az operon elejére. Ettdl a
termeld enzimek aktivitdsa 2,4 — 44-szeresére emelkedett. (Az elsd 1€pés a leglassabb, a se-
bességmeghatarozo.)

Technol6giai paraméterek

A fermentécids upstream technoldgidk minden esetben steril, szubmerz, aerob eljarasok.
Nagy mennyiségli, konnyen metabolizalhaté cukrot (gliikéz, melasz) adnak szénforrasként,
rataplalasos technikdval. A szénforrds hasznosuldsa a vitaminra nézve gyenge, tomegre Sz4-
molva 5-10% koriili.

A riboflavin oldhatésdga rossz, vizes kozegben csak 80-100 mg/l. Emiatt megtermelt és
kivalasztott riboflavin a fermentlében sargds, tiis kristdlyok formdjaban kivélik. Az elérhetd
termékkoncentracié 15 g/l koriil van. Egy kinai kozlés beszamol 25-30 g/l-es technol6gidrdl,
48 oras fermentacids idovel, de ezt a kiugré adatot més informéacidk nem tdmasztjak ala.

Feldolgozés: a sejteket hokezeléssel elolik, majd differenciél-centrifugaldssal elvalaszt-
jék a sejttomeget és a sarga tlis kristdlyokat. Meleg savas mosassal 96%-os tisztasdgi termék
allithat6 eld. Atkristdlyositdssal 99%-os, élelmiszer mindségii terméket kaphatunk.

A riboflavin éves piaca kb. 4000 tonna, ennek mintegy 70%-a kevéssé tisztitott, por-
lasztva szaritott takarmany adalék.

1.3. C-vitamin (L-aszkorbinsav)

A vitamint Szent-Gyorgyi Albert izoldlta 1928-ban, majd munkdssagét 1937-ben orvosi
és élettani Nobel-dijjal ismerték el.

A vizoldékony, erésen redukal6 vegyiilet szervezetiinkben rendkiviil fontos antioxidéns,
emellett szamos reakciot segit el kiilonb6zd biokémiai folyamatokban.

HQ

3. dbra Az L-aszkorbinsav szerkezete



Az L-aszkorbinsav a legtobb €10 szervezet szamdra egy fontos metabolit, de a tobbi
vitaminnal ellentétben a legtobb allati szervezet képes a C-vitamin eldéllitasara. Kivételnek
szamit, hogy az ember és néhany mas faj (pl. a tengerimalac) nem képes szintetizalni, a tapla-
1ékkal kell bevinni.

Aszkorbinsav legfontosabb feladata, hogy megvédje a sejteket a karos oxidalé hatdsu
anyagoktdl. Az élelmiszerekben részben vitamin adalékként, részben antioxidansként hasznal-
jék. Szerepe van emellett a kotészovetek megfeleld Gjraképzédésében, molekuldris szinten a
kollagén érésében. A kollagént alkot6 prolin molekuldk hidroxi-prolinna valé atalakulasdhoz
nélkiilozhetetlen. E hatdsa miatt kozmetikumokban is alkalmazzk.

CH3
CH20M CHs
CH  80-125 atm, b
' 140- 150 C Gluconobacter :..p CHH H ?CHzCOCHa HeOH
H H Thsor H2G L
POQH2
HsC: CH3

D-glucose D-sorbitol L-sorbose diacetone-L-sorbose
Pd2+
H HQ H H H
HO ? TS LQM}CM - CHoH Kﬁ&n -
CaHsOH HCI
H H HO OH HO OH

L-ascorbic acid  2-keto-L-gulonic acid methylester 2-keto-L-gulonic acid

4. dbra A Reichstein eljdrds

Jelenleg a kereskedelmi forgalomba keriild L-aszkorbinsav tilnyomo részét a D-gliikoz-
bél kiindul6 Reichstein eljarassal gyartjdk. A Reichstein eljaras ot kémiai és egy biokonverzi-
Os 1épésbdl all. A konverzid sordn a D-szorbitot oxiddljak L-szorb6zza Acetobacter suboxy-
dans segitségével. A szorbozt kénsavas vizelvondssal két aceton molekuldval kondenzaltatjak.
A diacetonidet palladium katalizdtorral 2-keto-gulonsavva alakitjak. Ebbdl tovabbi két kémiai
1épéssel kapjak az aszkorbinsavat.

Az enzimes 4talakitds a maga idejében (1934) nagyon nagy eldrelépésnek szamitott, mi-
vel az enzim célzottan, régidszelektiven csak

egyetlen hidroxil csoportot oxidalt. A reak- Cl:H2OH ?HZOH
ci6 a Bertrand szabdly iskolapélddja, a reak- HO—C—H C=0

- s . . L g I |
ci6 csak olyan szubsztriton, illetve région HO—C—H - 2[H] HO—C—H
megy végbe, amelyben harom vicindlis OH H—(IS—OH Acetobacter H—Ci)—OH

csoport sztereokémiailag egy irdnyba mutat L 1
(sztereo-cisz helyzet). A hdrom alkoholos HO ? H HO Cf H
OH koziil a kozépsd oxiddlédik ketocsoport- CHzOH CH,0H
t4, igy jon létre a szorboz.

5. dbra Szorbit — szorboz oxiddcio

A Reichstein technoldgia azonban tobb magas homérsékletii és/vagy nyomadsu 1épést
tartalmaz, kornyezeti szempontbodl kdros vegyszereket haszndl, és az eredd hatdsfoka alig ha-
ladja meg az 50%-ot. Emiatt probédlkoztak egyszeriibb, tobb biotechnoldgiai 1€pést alkalmazd
technoldgidkkal is. Az utolsé két 1épést nem lehet kikeriilni, de a 2-keto-gulonsav eldéllitasira
tobb biokonverzids technoldgiat is kidolgoztak.

A 2,5-diketo-L-gulonsav tutvonal két egymads utdni mikrobidlis reakciot haszndl a 2-ke-
to-L-gulonsav kialakitasdra. Az elsé 1€pésben a kiindulasi D-gliikkézt egy Erwinia sp. torzs
oxidélja 2,5-diketo-L-gulonsavva, majd a médsodik 1épésben ezt egy Corynebacterium torzs 2-



keto-L-gulonsavva redukalja. Ez jéval praktikusabb folyamat, mint az el6z0, mivel a négy 1é-
pés helyett csak kettd sziikséges, mindkettd j6 hozammal mikodik €s a durva kémiai 1épések
elhagyhat6k. Ezt a transzformdicids tutvonalat tovabbfejlesztették gy, hogy heterolég ex-
pressziéval egyetlen torzsben egyesitették az enzimeket. Igy a D-gliikéz a genetikailag médo-
sitott torzsek haszndlataval kozvetleniil, egy 1épésben dtalakithatd 2-keto-L-gulonsavva.

(liHO ?OOH ?OOH
H—?-—OH (IDZO C=0
HO—C—H  E. herbicola  HO—C—H Corynebacterium sp.  HO— (l;_ H
| S | >
H—-(|3—-OH H-—(li—OH g H—(|3—OH
H—CIJ—OH (]220 HO—é—H
|
CH,OH CH20H CH,OH
D-Glucose 2,5-Diketo-gluconic acid 2-Keto-L-gulonic acid
recombinant Erwinia herbicola

6. dbra C-vitamin gydrtds rekombindns Erwinia herbicola torzzsel

A vildgpiac évente 60-70.000 tonna, a novekedési iitem kb. 3 %-o0s. Ennek a mennyi-
ségnek minegy a felét forgalmazzdk vitaminként gydgyszerekben €s élelmiszerekben, a masik
felét antioxiddnsként és adalékként egyéb termékekben.



