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ν. ΠΕΡΙΛΗΨΗ
Η παρούσα εργασία αναφέρεται στη χρήση των γενετικά τροποποιημένων 

μικροοργανισμών στις βιομηχανικές ζυμώσεις.

Παρουσιάζονται τα χαρακτηριστικά των μικροοργανισμών που χρησιμοποιούνται 

στις βιομηχανικές ζυμώσεις καθώς και οι μέθοδοι που χρησιμοποιούνται για τη 

γενετική τροποποίησή τους.

Αναφέρονται χαρακτηριστικά παραδείγματα βελτιστοποίησης βιομηχανικών 

ζυμώσεων μέσω γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών, ενώ έμφαση δίνεται 

στους κλάδους της βιομηχανίας τροφίμων, φαρμάκων και βιοκαυσίμων.

Τέλος παρουσιάζονται κάποιες απόψεις σχετικά την ασφάλεια της χρήσης των 

γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών στις βιομηχανικές ζυμώσεις καθώς και 

οι στάσεις του επιστημονικού κλάδου της Βιοηθικής απέναντι σε αυτούς.
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vi. ABSTRACT

This study refers to the use of genetically modified microorganisms in industrial 

fermentation.

The basic characteristics of the microorganisms that are commonly used in industrial 

fermentations are described, as well as the methods used in their genetic modification.

Moreover, specific examples of the use of genetically modified microorganisms in 

food, biofuel and drugs industry are given.

Finally, views concerning the safety of genetically modified microorganisms being 

used to industrial fermentations are displayed, together with the outlook of the 

scientific branch of Bioethics on that matter.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Ο τομέας των βιομηχανικών ζυμώσεων παρουσίασε αλματώδη εξάπλωση κατά τις 

δεκαετίες 1980 και 1990, όταν για πρώτη φορά προϊόντα μικρόβιακής προέλευσης 

χρησιμοποιήθηκαν ευρέως. Μέχρι και τα τέλη της δεκαετίας του 1970 τα 

περισσότερα ένζυμα που προορίζονταν για βιομηχανική χρήση, ήταν κυρίως ζωικής 

και φυτικής προέλευσης. Αυτό όμως ήταν ένα ουσιαστικό εμπόδιο για την εξάπλωση 

του τομέα των βιομηχανικών ζυμώσεων που πραγματοποιούνταν μεσω ενζύμων 

προερχόμενων από ανώτερους οργανισμούς, τα οποία παράγονταν σε περιορισμένες 

ποσότητες, με αποτέλεσμα το κόστος τους να είναι ιδιαίτερα υψηλό. Το σημαντικό 

αυτό εμπόδιο, ξεπεράστηκε με τα μικροβιακής προέλευσης ένζυμα, τα οποία 

αφενός έχουν μικρότερο κόστος παραγωγής, μιας και οι καλλιέργειες μικροβίων 

απαιτούν φθηνά θρεπτικά υλικά και αφετέρου ο ρυθμός παραγωγής τους είναι πολύ 

μεγάλος μιας και ο χρόνος γενεάς των μικροοργανισμών είναι πολύ μικρότερος σε 

σχέση με αυτόν των ανώτερων οργανισμών. Επιπλέον, το γενετικό υλικό των 

μικροβίων μπορεί εύκολα με τη βοήθεια της γενετικής μηχανικής να τροποποιηθεί, με 

σκοπό την παραγωγή ενζύμων αλλά και άλλων μικρό βιακών προϊόντων 

συγκεκριμένης ποιότητας, σε μεγάλες ποσότητες (Shime, 1999).

Σήμερα, πλήθος μικροβιακών προϊόντων βρίσκει εφαρμογές σε διάφορους 

βιομηχανικούς κλάδους. Στη βιομηχανία των τροφίμων μέσω μικροβιακών 

καλλιεργειών επιτυγχάνεται η παραγωγή κρασιού, μπύρας και γαλακτοκομικών 

προϊόντων (Olempska-Beer et al., 2006), στη βιομηχανά φαρμάκων, φαρμακευτικές 

ενώσεις συχνά αποτελούν βασικά ή παραπροϊόντα μικροβιακού μεταβολισμού (Lee 

et al., 2008), ενώ σημαντική είναι και η χρήση των μικροοργανισμών για την 

παραγωγή βιοκαυσίμων, από φτηνές κυρίως φυτικές πρώτες ύλες (Fortman et al., 

2008).

Η κυρίαρχη όμως βιομηχανική εφαρμογή των μικροοργανισμών είναι η παραγωγή 

ενζύμων. Ήδη τη δεκαετία του 1990 για την παραγωγή πολλών ενζύμων 

εφαρμόζονταν τεχνολογίες ανασυνδιασμένου γενετικού υλικού. Το 1993 το 50% των 

ενζύμων που χρησιμοποιούνταν στη βιομηχανία ήταν προϊόν μεθόδων γενετικής 

μηχανικής (Hodgson, 1994). Την ίδια περίοδο φυτικές φυτάσες (phytases) που 

παράγονταν από γενετικά τροποποιημένα στελέχη του Aspergillus niger 

χρησιμοποιούνταν ως συστατικό στις ζωοτροφές που λάμβανε το 50% των χοίρων
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στην Ολλανδία (Van Hartingsveldt et al., 1993). Λιπάσες που βρίσκουν εφαρμογή 

στη βιομηχανία παραγωγής καθαριστικών, σε προϊόντα προσωπικής υγιεινής (υγρά 

φακών επαφής), σε καλλυντικές ουσίες για την περιποίηση του δέρματος καθώς και 

στη βιομηχανία τροφίμων ως γαλακτωματοποιητές, από τη δεκαετία του 1990 

παράγονταν από το Aspergillus oryzae που είχε γενετικά τροποποιηθεί για το σκοπό 

αυτό.

Σήμερα, με τη βοήθεια της γενετικής μηχανικής παρασκευάζονται ένζυμα που 

ανταποκρίνονται απόλυτα στις απαιτήσεις του κάθε βιομηχανικού κλάδου που 

σχετίζεται με τις ζυμώσεις. Έτσι οι βιομηχανικές ζυμώσεις δεν εξαρτώνται πλέον 

απόλυτα από ένζυμα που προέρχονται από φυσικές πηγές.

Ορισμένες από τις σημαντικότερες βιομηχανικές εφαρμογές των μικροβιακών 

ενζύμων είναι: (1) Οι αμιδάσες (amidases) της Escherichia coli για την παραγωγή 6- 

ΑΡΑ (aminopenicillanic acid) με ετήσια παραγωγή 40.000 τόνων, (2) η ισομεράση 

της ξυλόζης (xylose isoraerase) για τη μετατροπή της D γλυκόζης σε D φρουκτόζη 

από είδη του γένους Streptomyces με ετήσια παραγωγή 100.000 τόνων, (3) το ένζυμο 

nitrile hydratase του Pseudomonas chlorapis για την παραγωγή ακρυλαμίδης από 

ακριλονιτρίλιο με ετήσια παραγωγή 30.000 τόνους (Jaeger et al. 2002), ενώ η ετήσια 

παραγωγή αμυλασών για βιομηχανικούς σκοπούς υπολογίζεται σήμερα στους 95.000 

τόνους.

Το 2000 το συνολικό κόστος για την παραγωγή βιομηχανικών ενζύμων ήταν της 

τάξεως των 2 δισεκατομμυρίων δολαρίων, ενώ στις ημέρες μας το κόστος έχει 

ανέλθει στα 2,5 δισεκατομμύρια δολάρια (Demain et al. 2009). Τα ένζυμα που 

σχετίζονται με τις βιομηχανικές ζυμώσεις και κατέχουν το μεγαλύτερο μερίδιο 

σήμερα στην παγκόσμια αγορά είναι οι πρωτεάσες (57%), ενώ ακολουθούν οι 

αμυλάσες, οι γλυκοαμυλάσες, οι λακτάσες και οι λιπάσες.

Η βιομηχανία τροφίμων είναι ο τομέας με τη μεγαλύτερη κατανάλωση ενζύμων. 

Περισσότερα από τα μισά ένζυμα σήμερα προέρχονται από ζύμες, ενώ τα ένζυμα 

βακτηριακής προέλευσης αντιστοιχούν στο 30% περίπου της συνολικής παραγωγής. 

Τα ένζυμα που προέρχονται από φυτικούς και ζωικούς οργανισμούς αντιστοιχούν στο 

12% της συνολικής παραγωγής (Demain et al., 2009).
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2. ΓΕΝΕΤΙΚΑ ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΜΕΝΟΙ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ

2.1 Χαρακτηριστικά μικροοργανισμών βιομηχανικών ζυμώσεων

Οι δυο κύριες κατηγορίες μικροοργανισμών που χρησιμοποιούνται στις βιομηχανικές 

ζυμώσεις είναι τα βακτήρια και οι ζύμες, ενώ συχνά και τα μικροφύκη 

χρησιμοποιούνται σήμερα σε πολλούς βιομηχανικούς κλάδους.

2.1.1 Βακτήρια

Τα βακτήρια είναι μονοκύτταροι προκαρυωτικοί οργανισμοί, δεν διαθέτουν δηλαδή 

οργανωμένο πυρήνα. Συνήθως σχηματίζουν αθροίσματα, τις αποικίες που είναι 

χαρακτηριστικές (σχήμα, υφή, χρώμα) για το κάθε είδος. Ανάλογα με το σχήμα του 

κυττάρου τους, τα βακτήρια διακρίνονται σε κόκκους (σφαιρικό σχήμα), βάκιλους 

(ραβδοειδές σχήμα), δονάκια και σπειρύλλια (ελικοειδές σχήμα).

Η πλασματική τους μεμβράνη, περιβάλλεται από κυτταρικό τοίχωμα που περιέχει 

πεπτιδογλυκάνη, ενώ ορισμένα διαθέτουν και ένα επιπλέον περίβλημα, την κάψα. 

Βάση της δομής του κυτταρικού τους τοιχώματος, τα βακτήρια χρωματίζονται 

διαφορετικά μετά την εφαρμογή της χρώσης Gram και διακρίνονται σε δύο 

κατηγορίες. Στα Gram θετικά βακτήρια και στα Gram αρνητικά βακτήρια. Τα Gram 

θετικά βακτήρια που μετά την εφαρμογή της χρώσης χρωματίζονται μπλε, διαθέτουν 

ένα παχύ κυτταρικό τοίχωμα που αποτελείται κυρίως από πεπτιδογλυκάνη. Ενώ τα 

Gram αρνητικά βακτήρια που μετά την εφαρμογή της χρώσης χρωματίζονται 

κόκκινα, φέρουν μια εξωτερική μεμβράνη που καλύπτει το κυτταρικό τους τοίχωμα, 

το οποίο αποτελείται από λεπτό στρώμα πεπτιδογλυκάνης.

Τα μοναδικά οργανίδια που διαθέτουν στο κυτταρόπλασμά τους είναι τα 

ριβοσώματα (70S) στα οποία πραγματοποιείται η διαδικασία της πρωτεϊνοσύνθεσης.

Το γενετικό υλικό των βακτηρίων εντοπίζεται σε μια ορισμένη περιοχή που 

ονομάζεται πυρηνοειδές. Είναι ένα δίκλωνο κυκλικό μόριο DNA και περιέχει ένα 

αντίγραφο του γονιδιώματος. Σε πολλά βακτήρια εκτός από το κύριο κυκλικό μόριο 

DNA, υπάρχουν και τα πλασμίδια. Τα πλασμίδια είναι δίκλωνα κυκλικά μόρια DNA 

με αριθμό ζευγών βάσεων που ποικίλει από είδος σε είδος. Περιέχουν μικρό ποσοστό 

της γενετικής πληροφορίας και συνήθως αποτελούν το 1-2% του βακτηριακού DNA. 

Ένα βακτήριο μπορεί να περιέχει ένα ή περισσότερα πλασμίδια, τα οποία
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αντιγράφονται ανεξάρτητα από το κύριο μόριο DNA του βακτηρίου. Μεταξύ των 

γονιδίων που περιέχονται στα πλασμίδια, υπάρχουν γονίδια που προσδίδουν στα 

βακτήρια ανθεκτικότητα απέναντι σε αντιβιοτικά και γονίδια που σχετίζονται με τη 

μεταφορά γενετικού υλικού από ένα βακτήριο σε ένα άλλο. Τα πλασμίδια έχουν τη 

δυνατότητα να ανταλλάσουν γενετικό υλικό τόσο μεταξύ τους, όσο και με το κύριο 

μόριο DNA του βακτηρίου, καθώς και να μεταφέρονται από ένα βακτήριο σε ένα 

άλλο. Τα πλασμίδια αποτελούν πολύτιμο εργαλείο της γενετικής μηχανικής (Κολιάης, 

1992).

2.1.2 Ζύμες

Οι ζύμες είναι μονοκύτταροι μύκητες (ευκαρυωτικά κύτταρα). Το κύτταρο τους φέρει 

οργανωμένο πυρήνα, μέσα στον οποίο εντοπίζεται το γενετικό υλικό. Οι ζύμες 

φέρουν επίσης όλα τα τυπικά οργανίδια (μεμβρανικά ή μη) που φέρει ένα τυπικό 

ευκαρυωτικό κύτταρο. Το κύτταρό τους μοιάζει με το κύτταρο των ανώτερων φυτών. 

Διαφέρει όμως προς τη σύσταση της κύριας ουσίας του κυτταρικού τοιχώματος, η 

οποία στις ζύμες είναι η γλυκάνη ενώ στα φυτικά κύτταρα η κυτταρίνη. Συνήθως τα 

κύτταρα των ζυμών είναι μεγαλύτερα σε μέγεθος από τα βακτηριακά κύτταρα και 

έχουν σχήμα σφαιρικό ή ωοειδές. Μερικές ζύμες παράγουν εκβλαστήσεις, οι οποίες 

αποτυγχάνουν να αποχωριστούν μεταξύ τους και έτσι δημιουργούν αλυσίδες 

κυττάρων που ονομάζονται ψευδομυκήλια.

Οι ζύμες δεν φωτοσυνθέτουν και αποτελούν μια ετερογενή ομάδα 

μικροοργανισμών που δεν σχετίζονται σε μεγάλο βαθμό μεταξύ τους. Σήμερα είναι 

αναγνωρισμένα περίπου 680 διαφορετικά είδη ζυμών (Bamett et al, 2000).

2.1.3 Μικροφύκη

Οι σημαντικότερες κατηγορίες μικροφυκών είναι τα κυανοφύκη, τα προχλωρόφυτα, 

τα απτοφύκη και τα δινοφύκη. Τα μικροφύκη παρουσιάζουν μεγάλη μορφολογική, 

δομική και λειτουργική ποικιλότητα. Το κοινό χαρακτηριστικό όλων των κατηγοριών 

των μικροφυκών, είναι ο φωτοαυτότροφος χαρακτήρας τους και κατά συνέπεια η 

άμεση εξάρτησή τους από τη φωτεινή ακτινοβολία (-400-700 ran) για την ενεργειακή 

κάλυψη των αναπνευστικών τους αναγκών.

Τα μικροφύκη προσλαμβάνουν θρεπτικά στοιχεία που βρίσκονται στο υδάτινο 

περιβάλλον στο οποίο αναπτύσσονται, μέσω διάχυσης ή ενεργής μεταφοράς. Η
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χημική σύσταση και ο βασικός μεταβολισμός των μικροφυκών σχετίζεται άμεσα με 

το περιβάλλον ανάπτυξής τους και εξαρτώνται από το φως, τη θερμοκρασία και τα 

διαθέσιμα θρεπτικά (Μουστάκα, Γούνη, 1997).

2.2 Μέθοδοι γενετικής τροποποίησης μικροοργανισμών

Για την αύξηση της παραγωγής των μικροβιακών προϊόντων και διεργασιών καθώς 

και για την καλυτέρευσή της ποιότητάς, της ταχύτητας και της απόδοσής τους, οι 

επιστήμονες τόσο κατά το παρελθόν όσο και σήμερα, εφαρμόζουν μεθόδους 

γενετικής τροποποίησης των μικροοργανισμών. Τα πρώτα βήματα στον τομέα αυτό 

έγιναν με τη δημιουργία τυχαίων μεταλλάξεων. Η μέθοδος αυτή παρουσίαζε πολλά 

μειονεκτήματα (ανεπιθύμητα αποτελέσματα, απώλεια επιθυμητών χαρακτηριστικών 

και θνησιμότητα των φορέων των μεταλλάξεων). Σήμερα, εφαρμογή βρίσκουν οι 

κατευθυνόμενες-στοχευμένες μεταλλάξεις, καθώς και ο μετασχηματισμός των 

μικροοργανισμών με τη βοήθεια της γενετικής μηχανικής.

2.2.1 Μεταλλαξιγένεση

Μετάλλαξη ή μεταλλαγή ονομάζεται η αλλαγή στην αλληλουχία των βάσεων του 

νουκλεϊκού οξέως, που αποτελεί το γονιδίωμα ενός οργανισμού ή ιού. Στους 

οργανισμούς που δεν πολλαπλασιάζονται αμφιγονικά (πχ βακτήρια και ζύμες) οι 

μεταλλάξεις είναι πάντα κληρονομήσιμες στις επόμενες γενιές κυττάρων.

Ενώ η συχνότητα των αυθόρμητων μεταλλάξεων είναι πολύ χαμηλή (λόγω 

ύπαρξης ενζύμων που λειτουργούν ως επιδιορθωτικοί μηχανισμοί), υπάρχουν 

διάφοροι φυσικοί, χημικοί και βιολογικοί παράγοντες, που μπορούν να αυξήσουν τη 

συχνότητα αυτή, δηλαδή να επάγουν μεταλλάξεις. Αυτοί οι παράγοντες ονομάζονται 

μεταλλαξιγόνα. Στο παρελθόν η χρήση μεταλλαξιγόνων για τη βελτίωση των 

στελεχών που χρησιμοποιούνταν στις βιομηχανικές ζυμώσεις ήταν μια πολύ κοινή 

πρακτική. Σήμερα οι τεχνικές που οδηγούσαν σε τυχαία μεταλλαξιγένεση έχουν 

αντικατασταθεί από μη τυχαίες θεσηκατευθυνόμενες μεταλλάξεις (site-directed 

mutations) (Κουγιουνού, Κουτσούκου et al., 1997).
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2.2.1.1 Χημικά μεταλλαξιγόνα

Υπάρχουν διάφορες κατηγορίες χημικών μεταλλαξιγόνων. Μια σημαντική κατηγορία 

τέτοιων ενώσεων είναι τα ανάλογα βάσεων, που έχουν δομή όμοια με της πουρίνες 

και τις πυριμιδίνες των νουκλεϊκών οξέων (π.χ η ινοσίνη που είναι παράγωγο της 

γουανοσίνης που αποτελείται από υποξανθίνη και πεντόζη. Η ινοσίνη έχει μια 

αμινομάδα λιγότερη σε σχέση με τη γουανοσίνη, αλλά παρόλα αυτά μπορεί να 

υποκαταστήσει τη γουανοσίνη στη διπλή έλικα του DNA. Ανάμεσα στο ζεύγος 

ινοσίνης-κυτιδίνης σχηματίζονται μόνο 2 δεσμοί υδρογόνου σε αντίθεση με το ζεύγος 

γουανοσίνης-κυτιδίνης όπου σχηματίζονται 3 δεσμοί υδρογόνου (Martin et al.,1985). 

Η ινοσίνη αποτελεί χρήσιμο εργαλείο για τη μελέτη του ρόλου της αμινομάδας της 

γουανοσίνης στην αλληλεπίδραση του DNA με διάφορα φάρμακα (Bailly et al., 

2001)) . Τα ανάλογα βάσεων, ενσωματώνονται κατά τη διαδικασία της αντιγραφής 

στο γενετικό υλικό των κυττάρων, δημιουργώντας στη συνέχεια, κατά τη διαδικασία 

της μετάφρασης των γονιδίων που τις περιέχουν, τροποποιημένα πρωτεϊνικά 

προϊόντα.

Άλλη σημαντική κατηγορία χημικών μεταλλαξιγόνων είναι οι παράγοντες 

αλκυλίωσης, που επάγουν μεταλλάξεις με μεγαλύτερη συχνότητα από ότι τα 

ανάλογα βάσεων. Οι ενώσεις αυτές αντιδρούν με το DNA και μπορούν να 

προκαλέσουν αλλαγές, ακόμη και στο μόριο μη αντιγραφόμενων DNA.

Μια ακόμη ενδιαφέρουσα ομάδα χημικών ουσιών που επάγουν μεταλλάξεις είναι οι 

ακριδίνες, που δρουν ως παρεμβαλλόμενοι παράγοντες. Αυτά τα μεταλλαξιγόνα 

εισχωρούν ανάμεσα σε δύο ζεύγη βάσεων DNA, με αποτέλεσμα να τα απωθούν και 

κατά την αντιγραφή να δημιουργούνται ενθέσεις ή ελλείμματα μικρών αλληλουχιών. 

Το βρωμιούχο αιθίδιο που συχνά χρησιμοποιείται για την παρατήρηση DNA σε 

ηλεκτροφορήσεις, είναι ένας από τους παρεμβαλλόμενους παράγοντες και δρα ως 

μεταλλαξιγόνο ακόμη και σε κύτταρα ανώτερων οργανισμών (π.χ ανθρώπου) (Bains, 

1998).

2.2.1.2 Φυσικοί παράγοντες- Ακτινοβολίες

Πολλές μορφές ακτινοβολίας είναι ιδιαίτερα μεταλλαξιγόνες. Μπορούμε να 

υποδιαιρέσουμε τη μεταλλαξιγόνο ακτινοβολία σε δυο κύριες κατηγορίες: την 

ιονίζουσα και τη μη ιονίζουσα ακτινοβολία (Εικόνα 1).
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Μη ιονίζουσα ακτινοβολία. Στη μη ιονίζουσα ακτινοβολία ανήκουν οι 

ακτινοβολίες με μήκη κύματος μεγαλύτερα των 10 nm. Οι αζωτούχες βάσεις των 

νουκλεϊκών οξέων, απορροφούν έντονα την υπεριώδη ακτινοβολία με μέγιστη 

απορρόφηση για το DNA τα 260 nm. Σήμερα, είναι γνωστό ότι η υπεριώδης 

ακτινοβολία επάγει τη δημιουργία διμερών πυριμιδίνης στο DNA, μια κατάσταση 

κατά την οποία δυο γειτονικές πυριμιδίνες (κυτοσίνη ή θυμίνη) συνδέονται 

ομοιοπολικά, οπότε η πιθανότητα ενσωμάτωσης «λανθασμένης» νουκλεοτιδικής 

βάσης στη θέση αυτή, από τη DNA πολυμεράση, αυξάνεται σημαντικά κατά την 

αντιγραφή του DNA.

Ο τύπος της πηγής ακτινοβολίας που συχνότερα χρησιμοποιείται για 

μεταλλαξιγένεση είναι η μικροβιοκτόνος λυχνία, που εκπέμπει UV στην περιοχή των 

260nm. Συνήθως χρησιμοποιείται δόση ακτινοβολίας που θανατώνει το 90-95% του 

πληθυσμού των κυττάρων και ακολουθεί αναζήτηση μεταλλαγμάτων, στα επιζόντα 

κύτταρα (Bains, 1998).

Ιονίζουσα ακτινοβολία. Η ιονίζουσα ακτινοβολία περιλαμβάνει ακτινοβολίες 

χαμηλού μήκους κύματος, όπως οι ακτίνες X, οι ακτίνες γ και οι κοσμικές ακτίνες. Η 

ακτινοβολία αυτή προκαλεί ιονισμό στο νερό και σε άλλες ενώσεις, με αποτέλεσμα 

να δημιουργούνται ελεύθερες χημικές ρίζες, οι οποίες αντιδρούν με τα μακρομόρια 

και μεταβάλλουν τη δομή ορισμένων αλληλουχιών τους (Bains, 1998).

ι Ο κ' μ * τ ρ α  ί ο  ' Ι Ο *  ίο -*  Ι Ο “ ΊΟ »
1 νανομιτρο 10ΟΟ «ανοικιρα 1 χιλιοστό 1 μ ίτρο  1 χιλιόμετρο

I I I I I I I I I I I I I I I
ΚΟΣΜΙΚΗ ΑΚΤΙΝΕΣ X [ ΜΙΚΡΟΚΥΜΑΤΑ ΜΗΚΗ ΚΥΜΑΤΟΝ
ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑ | ΤΗΛΕΠΙΚΟΙΝΟΝΙΠΝ

ΤΠΕΡίηΛΗΙ ΥΠΕΡΥΟΡΗ
ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑ Ραντάρ

400  νάνο μέτρα 500 ναυομιτρα 600 υανόμιτρα 700  νανόμ ιτρα

Εικόνα 1: Το ηλεκτρομαγνητικό φάσμα

2.2.1.3 Μη τυχαίες μεταλλάξεις (στοχευμένες)

Οι πρώτες προσπάθειες θεσηκατευθυνόμενης μεταλλαξιγένεσης, περιελάμβαναν την 

επεξεργασία ενός μεταγωγικού βακτηριοφάγου με χημικά μεταλλαξιγόνα και 

κατόπιν, τη μόλυνση βακτηρίων και τη διαλογή για εντοπισμό μεταλλάξεων. Μια
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τέτοια στρατηγική, είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση του ρυθμού των μεταλλάξεων σε 

μια συγκεκριμένη περιοχή του γονιδιώματος.

Σήμερα, λόγω του μεγάλου αριθμού απομονωμένων περιοριστικών ενζύμων που 

διατίθενται, είναι δυνατό να βρεθούν στο υπό μελέτη γονίδιο, διάφορες περιοριστικές 

θέσεις (MCS). Σε αντίθετη περίπτωση, θέσεις για το κατάλληλο ένζυμο μπορούν να 

προστεθούν με θεση-κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεση. Εάν οι θέσεις περιορισμού 

βρίσκονται σε κοντινή απόσταση μεταξύ τους, το παρεμβαλλόμενο DNA μπορεί να 

κοπεί και να αντικατασταθεί από ένα συνθετικό DNA, στο οποίο έχουν 

αντικατασταθεί μια ή περισσότερες βάσεις. Τα συνθετικά αυτά κομμάτια 

ονομάζονται κασέτες και η όλη διαδικασία ονομάζεται μεταλλαξιγένεση κασέτας.

Μεταλλάξεις ένθεσης, μπορούν να δημιουργηθούν με απλή εισαγωγή κάποιας 

κασέτας σε μια θέση. Ιδιαίτερα διαδεδομένες είναι οι κασέτες που περιέχουν 

αλληλουχίες για την κωδικοποίηση πρωτεϊνών, που προσδίδουν ανθεκτικότητα σε 

συγκεκριμένα αντιβιοτικά (Bains, 1998).

2.2.2 Κατασκευή ανασυνδυασμένου DNA με τη βοήθεια της γενετικής μηχανικής

Η τεχνολογία του ανασυνδιασμένου DNA για την παραγωγή γενετικά 

τροποποιημένων μικροοργανισμών περιλαμβάνει συνοπτικά τα εξής βήματα (Bains, 

1998):

(1) στόχευση και απομόνωση του επιθυμητού γονιδίου (γονίδιο στόχος) από το 

σύνολο του γονιδιώματος του οργανισμού δότη,

(2) ενσωμάτωση του γονιδίου στόχου σε ένα φορέα (δημιουργία ανασυνδιασμένου 

DNA),

(3) εισαγωγή του ανασυνδιασμένου DNA σε κύτταρα (προκαρυωτικά π.χ βακτήρια) ή 

στον πυρήνα ευκαρυωτικών κυττάρων, π.χ ζύμών,

(4) καλλιέργεια/διαίρεση των κυττάρων και παράλληλα πολλαπλασιασμός του 

ανασυνδιασμένου DNA και

(5) παραγωγή και παραλαβή του προϊόντος του γονιδίου στόχου
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2.2.2.1 Στόχευση και απομόνωση του επιθυμητού γονιδίου (γονίδιο στόχος) από 

το σύνολο του γονιδιώματος του οργανισμού δότη

Τα περισσότερα γονίδια των ευκαρυωτικών οργανισμών, καθώς και των ιών που τους 

προσβάλλουν, είναι ασυνεχή ή διακεκομμένα. Δηλαδή η αλληλουχία που 

μεταφράζεται σε αμινοξέα διακόπτεται από ενδιάμεσες αλληλουχίες, οι οποίες δεν 

μεταφράζονται σε αμινοξέα. Οι αλληλουχίες που μεταφράζονται σε αμινοξέα 

καλούνται εξώνια (exons), ενώ οι ενδιάμεσες που δε μεταφράζονται, καλούνται 

εσώνια (introns). Στους προκαρυωτικούς οργανισμούς δεν υπάρχουν ασυνεχή γονίδια 

(Bains, 1998).

Στη συνέχεια θα αναφερθούν τεχνικές για την απομόνωση τόσο διακεκομμένων όσο 

και συνεχών γονιδίων.

Απομόνωση του συνόλου της αλληλουχίας των γονιδίων στόχων

Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες είναι ένζυμα που παράγονται από βακτήρια και ο 

φυσιολογικός τους ρόλος είναι να τα προστατεύουν από την εισβολή ξένου DNA π.χ 

DNA φάγων. Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες, αναγνωρίζουν ειδικές αλληλουχίες 

νουκλεοτιδίων στο δίκλωνο DNA. Μια από τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες που 

χρησιμοποιείται ευρέως, είναι η EcoRI που απομονώθηκε από στελέχη βακτηρίων 

Escherichia coli.

Το ένζυμο αυτό όταν συναντά την αλληλουχία 

5'- GAATTC-3'

3'-CTTAAG-5' στο γονιδίωμα οποιουδήποτε οργανισμού, υδρολύει τους 

φωσφοδιεστερικούς δεσμούς που ενώνουν τα νουκλεοτίδια με βάσεις G και Α σε 

κάθε αλυσίδα (με κατεύθυνση 5'- 3'), αφήνοντας μονόκλωνα άκρα από αζευγάρωτες 

βάσεις στα κομμένα άκρα. Τα άκρα αυτά μπορούν να σχηματίσουν δεσμούς 

υδρογόνου με τις συμπληρωματικές βάσεις άλλων κομματιών DNA που έχουν κοπεί 

με το ίδιο ένζυμο.

Η αλληλουχίες που αναγνωρίζονται από τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες, 

υπάρχουν διάσπαρτες στα γονιδιώματα των διαφόρων ειδών. Έτσι το γονιδίωμα ενός
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οργανισμού μπορεί να κοπεί σε πολλά κομμάτια με τη χρήση των ενζύμων αυτών. 

Κάποιο από τα κομμάτια αυτά, όταν χρησιμοποιείται η κατάλληλη περιοριστική 

ενδονουκλεάση, περιέχει το γονίδιο στόχο που κωδικοποιεί το προϊόν που μας 

ενδιαφέρει. Αν το επιθυμητό γονίδιο στόχος είναι ασυνεχές, μετά τη χρήση της 

κατάλληλης περιοριστικής ενδονουκλεάσης, το κομμάτι που θα περιέχει το γονίδιο θα 

περιλαμβάνει τόσο αλληλουχίες εξωνίων όσο και αλληλουχίες εσωνίων (Αλεπόρου- 

Μαρίνου, et al., 2002).

Απομόνωση από ασυνεχή γονίδια στόχους μόνο των αλληλουχιών που 

κωδικοποιούν αμινοξέα/complementary DNA

Στους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, πολλά γονίδια μεταγράφονται σε 

ορισμένους μόνο κυτταρικούς τύπους. Αν θέλουμε να μετασχηματίσουμε 

μικροοργανισμούς χρησιμοποιώντας ασυνεχή γονίδια που εκφράζονται σε 

συγκεκριμένα κύτταρα, τότε μια από τις μεθόδους που μπορούμε να ακολουθήσουμε 

είναι η κατασκευή cDNA. Τα cDNA μόρια περιέχουν αντίγραφα των mRNA των 

γονιδίων στόχων και έχουν το πλεονέκτημα απομόνωσης μόνο των εξονίων των 

συγκεκριμένων γονιδίων.

Για να κατασκευαστεί ένα cDNA μόριο, απομονώνεται αρχικά το ολικό ώριμο 

mRNA από κύτταρα στα οποία εκφράζεται το γονίδιο στόχος. To mRNA 

χρησιμοποιείται σαν καλούπι για τη σύνθεση μιας συμπληρωματικής αλυσίδας DNA 

(cDNA: complementary DNA). Η σύνθεση του cDNA γίνεται από το ένζυμο 

αντίστροφη μεταγραφάση. Παράγονται έτσι υβριδικά μόρια cDNA-mRNA. Το 

mRNA διασπάται με κατάλληλες χημικές ουσίες ή αποδιατάσσεται με θέρμανση και 

τα cDNA χρησιμεύουν σαν καλούπι, για τη σύνθεση μιας συμπληρωματικής 

αλυσίδας DNA, με τη βοήθεια του ενζύμου DNA πολυμεράσης. Το αποτέλεσμα είναι 

η δημιουργία δίκλωνων μορίων DNA που περιέχουν τα γονίδια στόχους (Αλεπόρου- 

Μαρίνου, et al., 1998).

2.2.2.2 Ενσωμάτωση του γονιδίου στόχου σε ένα φορέα (δημιουργία 

ανασυνδυασμένου DNA)

Αφού απομονωθούν οι αλληλουχίες που περιέχουν τα γονίδια στόχους, 

ενσωματώνονται σε ειδικούς φορείς. Οι mo κοινοί φορείς που θα αναφερθούν στη 

συνέχεια είναι τα πλασμίδια, οι βακτηριοφάγοι, τα κοσμίδια, τα YACs, και τα BACs.
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Πλασμίδια

Τα πλασμίδια που χρησιμοποιούνται ως φορείς έχουν την αλληλουχία που 

αναγνωρίζεται από την περιοριστική ενδονουκλεάση μια μόνο φορά (MCS: Multiple 

Cloning Site). Έτσι όταν κόβονται από το ένζυμο, δημιουργείται ένα δίκλωνο 

γραμμικό μόριο με μονόκλωνα άκρα. Τα δύο είδη DNA, δηλαδή του πλασμιδίου και 

η αλληλουχία που φέρει το επιθυμητό γονίδιο, αναμιγνύονται και με τη βοήθεια μιας 

άλλης κατηγορίας ενζύμων, των DNA λιγασών ενώνονται μεταξύ τους. Έτσι 

δημιουργούνται ανασυνδιασμένα πλασμίδια (Αλεπόρου-Μαρίνου, et al., 1998).

Βακτηριοφάγοι

Οι ιοί που προσβάλουν βακτήρια, χρησιμοποιώντας τα ως ξενιστές τους, ονομάζονται 

βακτηριοφάγοι ή απλά φάγοι. Ο πιο κοινός και ευρέως χρησιμοποιούμενος φάγος, 

είναι ο βακτηριοφάγος λ. Το γονιδίωμα του είναι ένα γραμμικό δίκλωνο μόριο DNA. 

Τα γονίδια του φάγου που είναι υπεύθυνα για την έναρξη του λυσιγονικού του 

κύκλου και επομένως για την παθογένειά του, δεν είναι απαραίτητα στο φάγο για την 

επιβίωσή του στον ξενιστή και είναι αυτά που αντικαθιστούνται με τα γονίδια 

στόχους που έχουν απομωνοθεί από κάποιο δότη. Το εξωγενές DNA που 

ενσωματώνεται στο DNA του φάγου, δεν πρέπει να υπερβαίνει τις 24Kb ώστε το 

συνολικό γονιδίωμα να μην ξεπερνά τις 50Kb. Η ανάγκη το ανασυνδιασμένο DNA να 

χωρέσει κατά το πακετάρισμα στην κεφαλή του φάγου (εξωτερικό πρωτεϊνικό 

κάλυμμα που περιβάλει το γενετικό υλικό του φάγου), είναι ο κύριος περιοριστικός 

παράγοντας για το μέγεθος του γενετικού υλικού, που μπορούμε να ενσωματώσουμε 

στο γονιδίωμα του φάγου (Αλεπόρου-Μαρίνου, et al., 1998).

Κοσμίδια

Τα κοσμίδια είναι τεχνητά μόρια DNA που συνδυάζουν τα πλεονεκτήματα των 

πλασμιδίων και των φάγων, ως φορέων κλωνοποίησης. Τα κοσμίδια είναι δίκλωνα 

μόρια DNA που αποτελούνται από τις εξής κύριες αλληλουχίες: i) τα συνεκτικά άκρα 

του βακτηριοφάγου λ (cos-cohesive sites), αλληλουχίες που είναι απαραίτητες για το 

πακετάρισμα του DNA του φάγου στην κεφαλή του ii) την αλληλουχία που 

αντιστοιχεί σε περιοχή MCS βακτηριακών πλασμιδίων. Σε αυτή εισάγεται το γονίδιο 

στόχος του δότη iii) γονίδιο που προσδίδει ανθεκτικότητα απέναντι σε ορισμένο 

αντιβιοτικό και iv) την περιοχή έναρξης της αντιγραφής του DNA, ORI (origin of
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replication) για την αντιγραφή του ανασυνδιασμένου DNA μέσα στα 

μετασχηματισμένα μικροβιακά κύτταρα.

Τα κοσμίδια διαθέτουν πολυάριθμα πλεονεκτήματα. Η ύπαρξη των cos sites του 

φάγου, επιτρέπει το πακετάρισμα του κοσμιδίου στην κεφαλή του φάγου και στη 

συνέχεια η εισαγωγή του ανασυνδιασμένου DNA στα βακτηριακά κύτταρα γίνεται με 

μεγάλη επιτυχία, μέσω της διαδικασίας της επιμόλυνσης των βακτηρίων από τους 

φάγους. Επιπλέον, εφόσον το ανασυνδιασμένο κοσμίδιο βρεθεί μέσα στο βακτήριο, 

συμπεριφέρεται σαν πλασμίδιο, μιας και διαθέτει όλα τα χαρακτηριστικά του 

πλασμιδίου. Παράλληλα, λόγω του πολύ μικρού μεγέθους του (~8Kb), μπορεί να 

ενσωματώσει εξωγενείς αλληλουχίες πολύ μεγαλύτερου μεγέθους σε σχέση με τα 

πλασμίδια και τους φάγους (Bainw, 1998).

Τεχνητά χρωμοσώματα ζύμης (YACs)

Τα YACs (Yeast Artificial Chromosomes) είναι δίκλωνα τεχνητά μόρια DNA, που 

αποτελούνται από αλληλουχίες απαραίτητες για την παραμονή, καθώς και την 

αντιγραφή των χρωμοσωμάτων, μέσα στα ευκαρυωτικά κύτταρα. Τέτοιες 

αλληλουχίες είναι τα τελομερή, τα κεντρομερή και το σημείο ή τα σημεία έναρξης 

αντιγραφής του DNA. Τα YACs φέρουν επίσης ένα γονίδιο που είναι απαραίτητο για 

την επιλογή των ανασυνδιασμένων κλώνων (π.χ ένα γονίδιο που δημιουργεί την 

ανάγκη για ύπαρξη ενός συγκεκριμένου θρεπτικού παράγοντα, στο θρεπτικό υλικό 

που αναπτύσσεται ο μικροοργανισμός που φέρει τα YACs), καθώς και μια 

συγκεκριμένη μοναδική θέση αναγνώρισης από περιοριστική ενδονουκλεάση (στην 

περιοχή αυτή γίνεται και η ένθεση του γονιδίου που είναι υπεύθυνο για το επιθυμητό 

χαρακτηριστικό). Το μέγεθος των γονιδίων που μπορούν να ενσωματωθούν στα 

YACs είναι της τάξεως των Mb (Bains, 1998).

Το βασικό μειονέκτημα των συγκεκριμένων φορέων είναι η αστάθειά τους, μιας 

και συχνά κατά την κυτταρική διαίρεση, χάνουν τμήματα της αλληλουχίας τους.

Υβριδικά πλασμίδια (BACs)

Τα BACs (Bacterial Artificial Chromosomes) είναι δίκλωνα τεχνητά μόρια DNA, που 

περιέχουν αλληλουχίες προερχόμενες από τον παράγοντα F (F factor) των βακτηρίων 

Escerichia coli (η αλληλουχία αυτή χρησιμοποιείται για την επιτυχή ανταλλαγή 

γενετικού υλικού μεταξύ βακτηρίων κατά τη διάρκεια της σύζευξής τους). Τα BACs

Η χρήση των γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών στις βιομηχανικές ζυμώσεις Σελίδα 21



έχουν τη δυνατότητα ενσωμάτωσης εξωγενούς DNA μεγέθους έως και 300 Kb 

περίπου.

Σε σχέση με τα YACs τα BACs είναι πολύ πιο σταθερές δομές και δίνουν τη 

δυνατότητα της αμιγούς διατήρησης του ανασυνδιασμένου DNA από γενιά σε γενιά 

μετασχηματισμένων κυττάρων (Bains, 1998).

2.2.23 Εισαγωγή του ανασυνδυασμένου DNA σε κύτταρα (προκαρυωτικά π.χ 

βακτήρια) ή στον πυρήνα ευκαρυωτικών κυττάρων

Από τους φορείς που προαναφέρθηκαν μόνο οι βακτηριοφάγοι διαθέτουν 

μηχανισμούς επιτυχούς εισόδου του ανασυνδιασμένου γενετικού υλικού στα κύτταρα 

που πρόκειται να μετασχηματίσουν. Οι υπόλοιποι φορείς μεταφέρονται στα κύτταρα 

κυρίως με τις εξής μεθόδους: με ηλεκτροδιάτρηση και με τη χρήση χημικών ουσιών.

Ηλεκτροδιάτρηση (electroporation)

Η ηλεκτροδιάτρηση, είναι μια τεχνική κατά την οποία τα κύτταρα τοποθετούνται σε 

ηλεκτρικά παλμικά πεδία, έτσι ώστε να διανοιχθούν μικροί πόροι στις μεμβράνες 

τους. Κατά τη διάρκεια της εφαρμογής του ηλεκτρικού παλμού, τα μόρια του DNA 

που βρίσκονται έξω από τα κύτταρα μπορούν να εισέλθουν σε αυτό δια μέσου των 

πόρων. Η ηλεκτροδιάτρηση απαιτεί ένα ιδιαίτερα ευαίσθητο σύστημα παροχής 

ισχύος, διότι οι παλμοί πρέπει να ελέγχονται προσεκτικά και να διαρκούν μόνο για 

milliseconds. Η ηλεκτροδιάτρηση επιτρέπει τόσο την είσοδο όσο και την έξοδο 

μορίων νουκλεϊκών οξέων στα κύτταρα προκαρυωτικών και ευκαρυωτικών 

οργανισμών (Bains, 1998).

Χημικές ουσίες

Η τεχνητά επαγώγιμη δεκτικότητα με χημική επεξεργασία των κυττάρων, 

χρησιμοποιεί μια ποικιλία χημικών ουσιών που σχετίζεται με την τοπική αποδίαταξη 

της κυτταρικής μεμβράνης, τόσο των ευκαρυωτικών όσο και των πρωκαρυωτικών 

κυττάρων, που επιθυμούμε να μετασχηματίσουμε. Χαρακτηριστικά παραδείγματα 

αποτελούν, η χρήση υψηλής συγκέντρωσης ιόντων ασβεστίου παρουσία χαμηλής 

θερμοκρασίας, για την αύξηση της διαπερατότητας της κυτταρικής μεμβράνης σε 

κύτταρα του βακτηρίου Escherichia coli, καθώς και η χρήση λιπόφυλων ουσιών σε 

κύτταρα ζυμών (δημιουργία λιποσωμάτων) (Bains, 1998).
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3. ΤΥΠΟΙ ΚΑΙ ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΒΙΟΜΗΧΑΝΙΚΩΝ 

ΖΥΜΩΣΕΩΝ

3.1. Ορισμός και τύποι ζύμωσεων

Οι ζυμώσεις είναι καταβολικές διεργασίες κατά τις οποίες παράγεται ενέργεια 

μέσω της μερικής οξείδωσης ενός οργανικού υποστρώματος, κατά την οποία 

ενδιάμεσα οργανικά υποστρώματα λειτουργούν ως δότες και δέκτες ηλεκτρονίων. 

Δεν μετέχουν εξωτερικοί δέκτες ηλεκτρονίων, όπως συμβαίνει κατά την αναπνοή, και 

όλο το παραγόμενο ΑΤΡ προκύπτει μέσω φωσφορυλίωσης σε επίπεδο 

υποστρώματος.

Υπάρχουν πολλά είδη ζυμώσεων και συχνά ένας μικροοργανισμός ακολουθεί 

περισσότερα του ενός. Το πρωταρχικό βήμα είναι η γλυκόλυση, μέσω της οποίας 

παράγεται πυροσταφυλικό οξύ, το οποίο μεταβολίζεται περαιτέρω προς τα τελικά 

προϊόντα που είναι οργανικά οξέα και αλκοόλες. Κοινές ζυμώσεις είναι η γαλακτική 

και αλκοολική ζύμωση που διεξάγονται κυρίως από τα βακτήρια του γαλακτικού 

οξέος και τις ζύμες αντίστοιχα. Τα βακτήρια του γαλακτικού οξέος ανάγουν το 

πυροσταφυλικό οξύ προς γαλακτικό οξύ, ενώ οι ζύμες ανάγουν το πυροσταφυλικό 

οξύ προς αιθανόλη και διοξείδιο του άνθρακα. Εκτός του γαλακτικού οξέος και της 

αιθανόλης, μπορεί να προκύψει μια πληθώρα προϊόντων. Κάποια βακτήρια 

χαρακτηρίζονται από την ικανότητα παραγωγής συγκεκριμένων προϊόντων μέσω 

ειδικών τύπων ζυμώσεων που επιτελούν. Σημαντικοί τύποι ζυμώσεων είναι οι 

ακόλουθοι:

•  Ομογαλακτική ζύμωση. Το γαλακτικό οξύ είναι το μοναδικό τελικό 

προϊόν. Βακτήρια που επιτελούν αυτόν τον τύπο ζύμωσης είναι όσα ανήκουν στο 

γένος Lactobacillus και οι περισσότεροι στρεπτόκοκκοι. Μέσω της ζύμωσης αυτής 

παράγονται τα γαλακτοκομικά προϊόντα.

•  Ζύμωση μικτών οξέων. Η οικογένεια Enterobacteriaceae. με κύριο 

αντιπρόσωπο το είδος Escherichia coli επιτελούν αυτό τον τύπο ζύμωσης κατά την 

οποία παράγονται τα οξέα γαλακτικό, οξικό, μυρμηκικό και ηλεκτρικό, αιθανόλη, 

καθώς και CO2 και ΕΒ.) διαθέτει το ένζυμο διάσπασης του μυρμηκικού οξέος, 

μυρμηκική αφυδρογονάση.
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•  Ζύμωση βουτανοδιόλης Κατά τον τύπο αυτό, παράγονται τα οξέα και τα 

αέρια που χαρακτηρίζουν την ζύμωση μικτών οξέων καθώς επίσης και την 2,3 

βουτανοδιόλη από την ένωση δύο μορίων πυροσταφυλικού οξέος. Τον τύπο αυτό 

ζύμωσης ακολουθούν τα μη κοπροειδή εντεροβακτηρίδια όπως είναι το Klebsiella και 

το Enterobacter.

•  Ζύμωση βουτυρικού οξέος. Ο τύπος αυτός ζύμωσης είναι

αντιπροσωπευτικός των κλωστριδίων. Εκτός του βουτυρικού οξέος παράγονται 

επίσης οξικό οξύ, CO2  and Η2 , και ενδεχομένως αιθανόλη και ισοπροπανόλη.

•  Ζύμωση βουτανόλης-ακετόνης. Η βουτανόλη και η ακετόνη αποτελούν 

τα κύρια τελικά προϊόντα της ζύμωσης που χαρακτηρίζει το Clostridium 

acetobutylicum, και ανακαλύφθηκε κατά τον 1° Παγκόσμιο Πόλεμο, λύνοντας το 

πρόβλημα παραγωγής ακετόνης.

•  Ζύμωση προπιονικού οξέος. Η ζύμωση αυτή χαρακτηρίζει τα βακτήρια 

Propionibacterium και Bifidobacterium. Το παραγόμενο προπιονικό οξύ δεν 

προκύπτει από την απ’ ευθείας κατανάλωση σακχάρων, αλλά από την περαιτέρω 

ζύμωση του γαλακτικού οξέος. Επίσης παράγονται οξικό οξύ και CO2 . Συνολικά, 3 

mol γαλακτικού μετατρέπονται σε 2 mol προπιονικού, 1 mol οξικού και 1 mol CO2 

ενώ παράγεται επίσης 1 mol ATP (Gottshalk, 1986).

3.2 Εφαρμογές μικροβιακών ζυμώσεων

3.2.1 Παραγωγή μεταβολιτών

Οι μικροοργανισμοί χρησιμοποιούνται από τον άνθρωπο για να παράγουν μια μεγάλη 

ποικιλία από μικρού μοριακού βάρους συστατικά. Τα συστατικά αυτά όταν 

συμμετέχουν στους μηχανισμούς ανάπτυξης του κυττάρου, ονομάζονται 

πρωτογενείς μεταβολίτες. Οι πρωτογενείς μεταβολίτες διαχωρίζονται περεταίρω στα 

προϊόντα που παράγονται σε μικρές ποσότητες και χρησιμοποιούνται μόνο για την 

ανάπτυξη του κυττάρου (π.χ αμινοξέα, νουκλεοτίδια) και σε αυτά που είναι τελικά 

προϊόντα του μεταβολισμού και παράγονται σε μεγάλες ποσότητες (π.χ αιθανόλη, 

γαλακτικό οξύ). Τα συστατικά τα οποία συνθέτονται μετά τη συμπλήρωση της 

ανάπτυξης του κυττάρου ονομάζονται δευτερογενείς μεταβολίτες.
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Οι μικροοργανισμοί χρησιμοποιούνται και για χημικό μετασχηματισμό ορισμένων 

υποστρωμάτων, σε προϊόντα χρήσιμα για τον άνθρωπο. Η διαδικασία αυτή που 

ονομάζεται βιομετασχηματισμός (ή βιομετατροπή) γίνεται με τη βοήθεια διαφόρων 

ενζύμων που οι μικροοργανισμοί παράγουν, σε μη συνήθη υποστρώματα που 

βρίσκονται στο θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας τους (Κολιάης, 1992).

3.2.1.1 Πρωτογενείς μεταβολίτες

Οι πρωτογενείς μεταβολίτες είναι συστατικά τα οποία παράγει ο μικροοργανισμός 

και είναι απαραίτητα για την ανάπτυξή του. Στη φύση οι μικροοργανισμοί που είναι 

ικανοί να παράγουν μόνο τις αναγκαίες ποσότητες πρωτογενών μεταβολιτών, 

πλεονεκτούν έναντι αυτών, που παράγουν πρωτογενείς μεταβολίτες σε μεγάλες 

ποσότητες. Η υπερπαραγωγή των πρωτογενών μεταβολιτών απαιτεί κατανάλωση 

μεγάλων ποσοτήτων άνθρακα και ενέργειας, που αφαιρούνται από την αύξηση της 

βιομάζας. Αντίθετα στις βιομηχανικές ζυμώσεις είναι πιο χρήσιμοί οι 

μικροοργανισμοί που υπερπαράγουν κάποιο πρωτογενή μεταβολίτη που παρουσιάζει 

οικονομικό ενδιαφέρον (Κολιάης, 1992).

Σήμερα, πραγματοποιείται συχνά μετασχηματισμός συγκεκριμένων στελεχών 

μικροοργανισμών, σε υπερπαραγωγείς πρωτογενών μεταβολιτών. Αυτό επιτυγχάνεται 

με πλήθος διαφορετικών μεθόδων που σκοπό έχουν να μεταβάλουν κυτταρικούς 

ρυθμιστικούς μηχανισμούς. Παραδείγματα των μηχανισμών αυτών αποτελούν η 

αναδρομική παρεμπόδιση της δραστικότητας κάποιου ενδιάμεσου ενζύμου από το 

τελικό προϊόν (π.χ παραγωγή θρεονίνης από ασπαρτικό οξύ στην E.coli: Εικ.2) και η 

καταστολή σύνθεσης κάποιου ή κάποιων ενζύμων που μετέχουν σε συγκεκριμένα 

βιοχημικά μονοπάτια (Chassagnole et al., 2001).

Aspartate
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Εικόνα 2: Βιοχημικό μονοπάτι παραγωγής του αμινοξέος θρεονίνη στην Ε. coli. Τα διαφορετικά 

μονοπάτια καταλύονται από κινάσες του ασπαρτικού οξέως (ΑΚΙ-ΙΙΙ), ασπαρτική ημιαλδεύδη (ASD), 

δευδρογονάση της ομοσερίνης (HDH), κινάση της ομοσερίνης (ΗΚ) και συνθετάση της θρεονίνης 

(TS). ASA, D,L ασπαρτική β ημιαλδεύδη, Ρ-ασπαρτικό οξύ, β Ρ-ασπαρτικό οξύ και (-) : μόρια 

καταστολής βιοχημικών μονοπατιών (Chassagnole et. al. 2001).

Ένας άλλος τρόπος μεταβολής των ρυθμιστικών μηχανισμών του κυττάρου είναι η 

αλλαγή της διαπερατότητας της κυτταρικής μεμβράνης του μικροβιακού κυττάρου 

(π.χ αύξηση της διαπερατότητας της μεμβράνης λόγω της ελάττωσης της βιοτίνης, 

μιας υδατοδιαλυτής βιταμίνης, συστατικού απαραίτητου για τη σύνθεση λιπαρών 

οξέων που συμμετέχουν στη δομή των μεμβρανών). Αυτό επιτρέπει την εκροή του 

μεταβολίτη από το κύτταρο ελαττώνοντας έτσι τα ενδοκυτταρικά του επίπεδα.

Η τροποποίηση των φυσιολογικών ρυθμιστικών μηχανισμών του κυττάρου ή 

κάποιων ανταγωνιστικών βιοχημικών μονοπατιών μπορεί να επιτευχθεί και με 

συμβατικές, μη κατευθυνόμενες μεθόδους όπως π.χ χρήση χημικών μεταλλαξιγόνων, 

υπεριώδους ακτινοβολίας κ.α.

Με την ανάπτυξη των μεθόδων της γενετικής μηχανικής, είναι δυνατή η 

κατευθυνόμενη τροποποίηση των ρυθμιστικών μηχανισμών του κυττάρου. 

Παράδειγμα αποτελεί η ενσωμάτωση στο γενετικό υλικό των μικροβιακών κυττάρων, 

πολλών αντιγράφων ενός γονιδίου που κωδικοποιεί κάποιο ένζυμο που συμμετέχει σε 

συγκεκριμένο βιοχημικό μονοπάτι. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση της 

παραγωγής των τελικών προϊόντων του συγκεκριμένου βιοχημικού μονοπατιού. 

Επιπλέον, η κλωνοποίηση γονιδίων που η έκφρασή τους βρίσκεται κάτω από τη 

ρύθμιση γνωστού προαγωγέα, επιτρέπει το χειρισμό της σύνθεσης του τελικού 

προϊόντος κατά βούληση (Chassagnole et al., 2001).

3.2.1.2 Δευτερογενείς μεταβολίτες

Οι δευτερογενείς μεταβολίτες παράγονται αργά κατά την ανάπτυξη του κυττάρου. 

Δεν συμμετέχουν στους μηχανισμούς ανάπτυξης του κυττάρου, ενώ η βιολογική 

δράση αρκετών από αυτών δεν έχει πλήρως εξακριβωθεί. Παράδειγμα δευτερογενών 

μεταβολιτών αποτελούν τα αντιβιοτικά που παράγονται από ορισμένους 

μικροοργανισμούς, κυρίως μύκητες και βακτηρία. Τα αντιβιοτικά παρεμποδίζουν την 

ανάπτυξη μικροοργανισμών διαφορετικών από αυτών που τα παράγουν και έτσι 

προσδίδουν σε ορισμένες περιπτώσεις οικολογικό πλεονέκτημα στο μικροοργανισμό
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που τα παράγει. Άλλες γνωστές κατηγορίες δευτερογενών μεταβολιτών αποτελούν οι 

διάφορες χρωστικές, οι φερομόνες, οι καταστολείς ενζυμικών συστημάτων (π.χ 

Arylomycin στο Streptomyces s p Εικ. 3), ουσίες με παρασιτοκτόνο δράση, καθώς 

και οι μυκοτοξίνες. Στον πίνακα 1 που ακολουθεί παρουσιάζονται ενδεικτικά 

ορισμένοι δευτερογενείς μεταβολίτες του γένους Streptomyces καθώς και ο 

λειτουργικός τους ρόλος στις περιπτώσεις που αυτός έχει αποσαφηνιστεί (Demain, 

1998).

A ry lo m y c in  A  s e r ie s

A 1: / s o C i i
A 2: /SO-C-I2
A 3: n-C-12
A4: anteiso- C-13
A6: /'so-C-14

Εικόνα 3:. Συντακτικός τύπος του δευτερογενούς μεταβολίτης του Ξίεβρίοιηγοβς ςρ Ατγ1οωγοίη Α. 

(ΒιώίηΜηπ εί. εΐ 2002)

Πίνακας 1: Δευτερογενείς μεταβολίτες βακτηρίων του γένους ΣΐτερΙοωγεεε και ο ρόλος τους

Δ ε υ τ ε ρ ο γ ε ν ή ς
Μ ε τ α β ο λ ίτ η ς

Μ ικ ρ ο ο ρ γ α ν ισ μ ό ς Δ ρ ά σ η Α να φ ο ρ ά

E c h in o se r in e Streptomyces
tendae

Αντιβακτηριακή Blum et al., 1995

D io x o lid e s  A, Β  an d  

D

Streptomyces
tendae

Δεν έχει βρεθεί 
βιολογική δράση

Blum et al., 1995

K a n c h a n a m y c in s  A, 
C  a n d  D

Streptomyces
olivaceus

Αντιβακτηριακή
Μ υκητοκτόνος

Fiedler et al., 1996

S p iro fu n g in Streptomyces
violaceusniger

Μ υκητοκτόνος Höltzel et al., 1998

D e c a d ie n o ic  a c id Streptomyces
viridochromogenes

Επαγωγική M aier ei al., 1999
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D e c a d ie n o ic  acid Streptomyces
viridochromogenes

Επαγωγική M aier et ah, 1999

S im o c y c lin o n e s

A ~ D :

Streptomyces
antibioticus

Αντιβακτηριακή — 
ογκοκατασταλτική -  
καταστολέας 
βακτηριακής 
γυράσης (gyrase)

Schimana et ah, 2000, 
2001, Holzenkäm pfer et 
ah, 2002

S tr e p to c id in s  A ~ D Streptomyces sp. Αντιβακτηριακή Gebhardt et ah, 2001, 
Höltzel et ah, 2001

P h e n a lin o la c to n e s

A ~ D :

Streptomyces sp Ενεργή έναντι των 
Gram θετικών 
βακτηρίων

Gebhardt, 2001

B a g r e m y c in s  A  an d  

B

Streptomyces sp. Αντιβακτηριακή
Μ υκητοκτόνος

Bertasso et ah, 2001

R ip r o m y c in Streptomyces sp. Αντιβακτηριακή
ογκοκατασταλτική

Bertasso et ah, 2003

A r y lo m y c in  A  a n d  B  

ser ie s

Streptomyces sp Καταστολέας
βακτηριακών
πεπτιδασών

Schimana et ah, 2002

S p ir id io n ic  A c id Streptomyces sp Δεν έχει βρεθεί 
βιολογική δράση

Textor et ah, 2007

N a to x a z o le Streptomyces sp Ογκοτασταλτική Sommer et ah, 2008

Οι πρωτεϊνικής σύστασης δευτερογενείς μεταβολίτες, καθώς και τα ένζυμα που 

συμβάλλουν στην παραγωγή των μη πρωτεϊνικών δευτερογενών μεταβολιτών, 

κωδικοποιούνται στα βακτηριακά κύτταρα, συνήθως από γονίδια οργανωμένα σε 

οπερόνια ή μη, καθώς και λιγότερο συχνά από γονίδια που εδράζονται σε πλασμίδια.

Συχνά σε βιοσυνθετικά μονοπάτια που σχετίζονται με δευτερογενείς μεταβολίτες, 

παίζουν σημαντικό ρόλο και ορισμένοι πρωτογενείς μεταβολίτες. Στις περιπτώσεις 

αυτές οι πρωτογενείς μεταβολίτες ή αποτελούν απλώς ενδιάμεσα προϊόντα των 

βιοσυνθετικών μονοπατιών, είτε επάγουν τη δράση ενός ή περισσότερων ενζύμων 

που είναι απαραίτητα για την παραγωγή των δευτερογενών μεταβολιτών. 

Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν η λυσίνη η οποία επάγει τη δράση της 

αμινοτρασφεράσης της λυσίνης (lysine aminotransferase), στο βιοσυνθετικό μονοπάτι
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της κεφαμυκίνης (cephamycin) στο Streptomyces clavuligerus (Rius et al., 1996), 

καθώς και η βαλίνη, για τη δευδρογονάση της βαλίνης, στο βιοχημικό μονοπάτι της 

τυλοσίνης (tylosine) στο Streptomyces fradiae (Nguyen et al., 1995).

3.2.2 Ένζυμα

Για να πραγματοποιηθεί μια χημική αντίδραση, είναι απαραίτητο τα αντιδρώντα να 

διεγερθούν, να περάσουν δηλαδή από μια ενδιάμεση κατάσταση, η οποία έχει 

υψηλότερη ενέργεια από τα αντιδρώντα και τα προϊόντα. Η διαφορά μεταξύ της 

ενέργειας των αντιδρώντων και της ενέργειας της ενδιάμεσης κατάστασης ονομάζεται 

ενέργεια ενεργοποίησης.

Σε πολλές χημικές αντιδράσεις η ενέργεια η οποία απαιτείται προκειμένου να 

φτάσουν τα αντιδρώντα στην ενδιάμεση κατάσταση και να προχωρήσει η αντίδραση, 

μπορεί να δοθεί με τη μορφή θερμότητας. Ένας άλλος τρόπος επιτάχυνσης των 

χημικών αντιδράσεων είναι η κατάλυση. Οι καταλύτες είναι ουσίες που μεταβάλλουν 

την ταχύτητα της αντίδρασης, χωρίς να επηρεάζουν τη θέση της τελικής ισορροπίας. 

Με τη βοήθεια του καταλύτη μειώνεται η ενέργεια ενεργοποίησης και η αντίδραση 

προχωράει με πολύ μεγαλύτερη ταχύτητα. Μέσα στα κύτταρα πραγματοποιούνται 

ακατάπαυστα χημικές αντιδράσεις. Όλες οι αντιδράσεις πρέπει να πραγματοποιηθούν 

σε περιορισμένο χρονικό διάστημα, χωρίς η θερμοκρασία να υπερβεί το όριο στο 

οποίο είναι λειτουργικά τα κύτταρα κάθε οργανισμού. Πολύτιμη βοήθεια στη 

διεξαγωγή των αντιδράσεων αυτών δίνουν οι βιολογικοί καταλύτες, τα ένζυμα.

Τα ένζυμα είναι πρωτεϊνικής φύσεως μόρια, που μπορεί να είναι ενωμένα και με 

άλλες μη πρωτεϊνικές ουσίες. Επιταχύνουν τις αντιδράσεις στα κύτταρα, 

ελαττώνοντας την ενέργεια ενεργοποίησης των αντιδρώντων, χωρίς να χρειαστεί 

αύξηση της θερμοκρασίας (Εικ. 4). Πολλά ένζυμα για να δράσουν χρειάζονται και 

ένα πρόσθετο, μη πρωτεϊνικό μόριο. Στην περίπτωση που το μη πρωτεϊνικό μόριο 

είναι οργανικό, καλείται συνένζυμο. Η ενζυμική πρωτεΐνη χωρίς το συνένζυμο 

ονομάζεται αποένζυμο, ενώ το αποένζυμο μαζί με το συνένζυμο συνιστούν το 

ολοένζυμο (Γεωργάτσος, 1991).
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Χωρίς

Ελάττωση ενέργειας ενεργοποίησης 
παρουσία ένζυμων

Πρόοδος αντίδρασης
Προϊόντα

Εικόνα 4: Ελάττωση ενέργειας ενεργοποίησης αντιδρώντων, παρουσία ένζυμου

3.2.3 Βιομετατροπές

Η έννοια της βιομετατροπής είναι πολύ ευρεια και περιλαμβάνει στην 

πραγματικότητα κάθε χημική μεταροπή που πραγματοποιείται είτε από κάποιον 

οργανισμό ή από ένζυμο. Στο παρρόν κεφάλαιο η έννοια της βιομετροπής 

χρησιμοποιείται για να περιγράφει ζυμωτικές διεργασίες που πραγματοποιούνται από 

μικροοργανισμούς και δεν αποσκοπούν στην παραγωγή συγκεκριμένων μεταβολιτών 

ή ενζύμων αλλά στην βιοεπεξεργασία συγκεκριμένων υποστρωμάτων. Σε αυτές 

μπορούν να ενταχθούν η αναερόβια επεξεργασία υγρών και στερεών αποβλήτων 

και ρυπαντών, η βιοεξυγίανση (ύϊοΓεπιβάίαίίοη) και η αποτοξικοποίηση 

αγροτο βιομηχανικών καταλοίπων και αποβλήτων.
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4. ΒΕΛΤΙΣΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΒΙΟΜΗΧΑΝΙΚΩΝ 

ΖΥΜΩΣΕΩΝ ΜΕΣΩ ΓΕΝΕΤΙΚΑ ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΜΕΝΩΝ 

ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΩΝ

4.1 Γ ενικά

Ένας μεγάλος αριθμός γενετικά τροποποιημένων ευκαρυωτικών και προκαρυωτικών 

οργανισμών, χρησιμοποιείται στις ημέρες μας για παραγωγή ενζυμικών πρωτεϊνών με 

εφαρμογή στις βιομηχανικές ζυμώσεις. Μεγάλου μοριακού βάρους πρωτεΐνες, 

παράγονται κυρίως σε ευκαρυωτικούς οργανισμούς, ενώ μικρού μοριακού βάρους 

πρωτεΐνες εκφράζονται κυρίως μέσω πρωκαρυωτικών μεταβολικών συστημάτων. 

Στις περιπτώσεις που απαιτείται γλυκοσυλίωση του πρωτεϊνικού μορίου ώστε αυτό 

να γίνει λειτουργικό, επιλέγονται ευκαρυωτικοί οργανισμοί (κυρίως κύτταρα 

θηλαστικών καθώς και ζυμών και μυκήτων).

Η πλέον οικονομική, εύκολη και γρήγορη παραγωγή μικροβιακών προϊόντων 

πραγματοποιείται σε κατάλληλα γενετικά τροποποιημένα βακτηριακά κύτταρα. 

Παρόλα αυτά, στα βακτηριακά κύτταρα συχνά υπάρχουν περιορισμοί που σχετίζονται 

με την παραγωγή συγκεκριμένων πρωτεϊνών. Για παράδειγμα δεν μπορεί να 

πραγματοποιηθεί παραγωγή πρωτεϊνών μεγάλου μοριακού βάρους ή πρωτεϊνών που 

συχνά στο μόριό τους παρατηρούνται δισουλφιδικοί δεσμοί (S - S). Επιπλέον στα 

βακτηριακά κύτταρα δεν μπορούν να πραγματοποιηθούν μετά -  μεταφραστικές 

τροποποιήσεις όταν αυτές απαιτούνται λόγω έλλειψης κατάλληλων ενζυμικών 

συστημάτων.

Σε αντίθεση με τα βακτηριακά κύτταρα, στα κύτταρα των γενετικά τροποποιημένων 

ζυμών μπορούν να πραγματοποιηθούν στο σύνολό τους οι τροποποιήσεις που 

απαιτούνται σε ένα πρωτεϊνικό μόριο ευκαρυωτικής προέλευσης (Demain et al., 

2009).

Σήμερα η χρήση των γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών στις βιομηχανικές 

ζυμώσεις, βρίσκει εφαρμογή σε πολλούς βιομηχανικούς τομείς όπως η βιομηχανία 

τροφίμων και ποτών, η φαρμακοβιομηχανία και η βιομηχανία παραγωγής 

βιοκαυσίμων. Εν τούτης η νομοθεσία που διέπει τη χρήση των γενετικά
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τροποποιημένων μικροοργανισμών στους διάφορους βιομηχανικούς τομείς, διαφέρει 

μεταξύ των χωρών ίδιων ή διαφορετικών ηπείρων.

4.2 Γενετικά τροποποιημένοι μικροοργανισμοί στη βιομηχανία τροφίμων

Η μαζική παραγωγή ενζύμων για τη χρησιμοποίησή τους στην παραγωγή τροφίμων 

ξεκινά το 1874 όταν ο Δανός επιστήμονας Christian Hansen χρησιμοποιεί ρεννίνη 

(χυμοσίνη) από στομάχια μοσχαριών για παρασκευή τυριού (Nielsen et al., 1994). 

Σήμερα, η χυμοσίνη παράγεται από μικροοργανισμούς που περιέχουν το βόειο 

γονίδιο της προχυμοσίνης, το οποίο έχει εισαχθεί στο γονιδίωμά τους με μεθόδους 

χρήσης rDNA. Η χυμοσίνη των βοοειδών που εκφράστηκε στην Escherichia coli Κ­

Ι 2 αποτέλεσε το πρώτο ένζυμο που παράχθηκε από γενετικά τροποποιημένους 

μικροοργανισμούς και πήρε έγκριση για χρήση από τον Οργανισμό Τροφίμων και 

Φαρμάκων των Ηνωμένων Πολιτιών της Αμερικής (FDA) (Flamm, 1991).

Στη σύγχρονη βιομηχανία τροφίμων ένα πλήθος ενζύμων προέρχεται από γενετικά 

τροποποιημένους μικροοργανισμούς. Οι επιστήμονες χρησιμοποιώντας τις 

κατάλληλες τεχνικές τροποποιούν όπου απαιτείται και στη συνέχεια παράγουν 

ένζυμα που εξυπηρετούν τις απαιτήσεις της βιομηχανίας. Τα ένζυμα αυτά συχνά 

προέρχονται από μικροοργανισμούς που δεν μπορούν εύκολα να καλλιεργηθούν υπό 

εργαστηριακές ή βιομηχανικές συνθήκες. Με συνδυασμό όμως συγκεκριμένων 

τεχνικών μπορούν να επιλεγούν μικροοργανισμοί, που μετά τη γενετική τροποποίησή 

τους, δίνουν κλώνους που είναι σε θέση, αφενός να παράγουν το επιθυμητό ενζυμικό 

προϊόν και αφετέρου να μην παράγουν μη επιθυμητά παραπροϊόντα (ενζυμικά 

προϊόντα ή άλλους μεταβολίτες).

Η διαρκής ανάπτυξη της βιομηχανίας των τροφίμων δημιουργεί νέες απαιτήσεις για 

εξειδικευμένα ένζυμα. Για παράδειγμα οι κοινές γλυκαντικές ουσίες όπως η γλυκόζη 

και η φρουκτόζη σε μορφή σιροπιών, παράγονται με διάσπαση του αμύλου 

καλαμποκιού με τη χρήση υδρολυτικών ενζύμων. Στο πρώτο στάδιο της υδρόλυσης 

το άμυλο υγροποιείται με τη βοήθεια α-αμυλασών σε θερμοκρασία 105°C για 2 έως 5 

λεπτά και στη συνέχεια στους 90-100 °C για 1 με 2 ώρες. Με τη χρήση τεχνικών 

rDNA έγινε δυνατή η παραγωγή α-αμυλασών με αυξημένη σταθερότητα σε υψηλές 

θερμοκρασίες, χωρίς να επηρεάζεται η συμβατότητά τους με τους υπόλοιπους 

παράγοντες που λαμβάνουν μέρος στην υδρόλυση του αμύλου. Αυτό επιτεύχθηκε με
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αλλαγές στο μόριο των α-αμυλασών που προέκυψαν μετά από κατάλληλες αλλαγές, 

στις αλληλουχίες του DNA που κωδικοποιούν τα συγκεκριμένα ένζυμα (Olempska - 

Beer et al., 2006).

Για την εξασφάλιση της ποιότητας των τροφίμων που παράγονται με τη χρήση 

ενζύμων που προέρχονται από γενετικά τροποποιημένους μικροοργανισμούς έχουν 

απορριφθεί από την παραγωγική διαδικασία παθογόνοι μικροοργανισμοί, καθώς και 

μικροοργανισμοί που παράγουν ουσίες τοξικές. Εξαίρεση αποτελούν ορισμένα είδη 

μυκήτων τα οποία παράγουν σε μικρές ποσότητες τοξικούς δευτερογενείς 

μεταβολίτες, οι οποίοι όμως παύουν να παράγονται μετά τη γενετική τροποποίηση 

των μικροοργανισμών (Olempska - Beer et al., 2006).

4.2.1 Έγκριση καταλληλότητας ενζύμων από γενετικά τροποποιημένους 

μικροοργανισμούς

Τις δύο τελευταίες δεκαετίες ο FDA έχει δεχθεί ένα μεγάλο αριθμό αιτήσεων για 

έγκριση της καταλληλότητας ενζύμων από γενετικά τροποποιημένους οργανισμούς 

που προορίζονται για χρήση στη βιομηχανία τροφίμων. Στον Πίνακα 8 που 

ακολουθεί παρουσιάζονται ορισμένα από τα ένζυμα που έχουν λάβει έγκριση, καθώς 

και ο μικροοργανισμός από τον οποίο προέρχονται.

Όσον αφορά την Ευρώπη, ο Οργανισμός Ασφάλειας Τροφίμων (EFSA) αναμένεται 

σύμφωνα με τον 1332/2008 κανονισμό του ευρωπαϊκού κοινοβουλίου να 

παρουσιάσει το Δεκέμβριο του 2010 αναλυτικές λίστες ενζύμων που προέρχονται 

από γενετικά τροποποιημένους μικροοργανισμούς και επιτρέπεται να

χρησιμοποιηθούν στις βιομηχανίες τροφίμων.

4.2.2 Γενετικά τροποποιημένοι μικροοργανισμοί στις βιομηχανικές ζυμώσεις

Οι μικροοργανισμοί που κυρίως χρησιμοποιούνται στις βιομηχανικές ζυμώσεις είναι 

τα βακτήρια, οι ζύμες και οι μύκητες. Στη συνέχεια παρουσιάζονται 

αντιπροσωπευτικά παραδείγματα γ.τ μικροοργανισμών καθώς και οι εφαρμογές τους 

στη βιομηχανία τροφίμων.
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4.2.3 Βακτήρια

4.2.3.1 Είδη του γένους Bacillus
Όπως φαίνεται από τον πίνακα 8 πολλά ένζυμα σημαντικά για τη βιομηχανία των 

τροφίμων, προέρχονται από γενετικά τροποποιημένα Gram θετικά βακτήρια του 

γένους Bacillus. Είδη όπως ο Β. subtilis και ο Β. licheniformis χρησιμοποιούνται 

ευρύτατα για την παραγωγή κυρίως α-αμυλασών και πρωτεασών. Σύμφωνα με 

πλήθος αναφορών σε επιστημονικές εργασίες (de Boer and Diderichsen, 1991, de 

Boer et al., 1994, Pedersen et al., 2002) τα ένζυμα αυτά παρουσιάζονται ασφαλή για 

χρήση στη βιομηχανία τροφίμων. Και άλλα είδη όμως του γένους Bacillus έχουν 

πιστοποιηθεί ως ασφαλείς πηγές παραγωγής ενζύμων. Ορισμένα παραδείγματα 

αποτελούν ο Β. licheniformis, ο Β. amyloliquefaciens, και ο Β. stearothermophilus 

(μετά από ανακατάταξη αναφέρεται πλέον ως Geobacillus stearothermophilus, 

Nazina et al., 2001). Οι μικροοργανισμοί αυτοί χρησιμοποιούνται επίσης, κυρίως για 

την παραγωγή α-αμυλασών. Την τελευταία δεκαετία έγινε πλήρης χαρτογράφηση του 

γενετικού υλικού δύο βιομηχανικά χρησιμοποιούμενων κυτταρικών σειρών του Β. 

licheniformis και βρέθηκε σε μεγάλο βαθμό ομολογία με το γενετικό του Β. subtilis. 

Αντίθετα σε σύγκριση με το γενετικό υλικό των B.cereus και Β. anthrax που 

αποτελούν παθογόνους μικροοργανισμούς για τον άνθρωπο (ο B.cereus παράγει 

τοξίνες που προκαλούν τροφικές δηλητηριάσεις και ο Β. anthrax προκαλεί την 

ασθένεια του άνθρακα) το γενετικό υλικό του Β. licheniformis βρέθηκε να 

παρουσιάζει μεγάλη ετερογένεια (Ray et al., 2004, Veith et al., 2004).

Ένα σημαντικό πλεονέκτημα της χρήσης γενετικά τροποποιημένων ειδών του γένους 

Bacillus για την παραγωγή ενζύμων και άλλων πρωτεϊνών σε βιομηχανική κλίμακα, 

είναι ότι εκκρίνουν τα προϊόντα αυτά κατευθείαν στο υπόστρωμα που πρόκειται να 

ζυμωθεί (Simonen και Palva, 1993). Το γεγονός όμως αυτό αποτελεί παράλληλα 

πρόβλημα σε ορισμένες περιπτώσεις, αφού συχνά οι ίδιοι οι μικροοργανισμοί 

παράγουν και πρωτεάσες με εξωκυτταρική δράση, που μπορούν να υδρολύσουν τα 

υπόλοιπα ένζυμα που εκκρίνονται από τα κύτταρα, καταστρέφοντάς τα. Σε αυτό το 

πρόβλημα οι επιστήμονες δίνουν λύση παράγοντας γενετικά τροποποιημένους 

μικροοργανισμούς, στους οποίους αδρανοποιούνται τα γονίδια που σχετίζονται με 

την παραγωγή των πρωτεασών (που παρουσιάζουν εξωκυτταρική δράση).
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Εικόνα 5: Bacillus subtilis (από Image courtesy Waterscan.co.yu)

Aspergillus niger Phytase GRASP 2G0381
Chymosin 21 CFR 184.1685
Lipase GRN 158

Aspergillus oryzae Esterase-lipase GRASP 7G0323
Aspartic proteinase GRN 34
Glucose oxidase GRN 106
Laccase GRN 122 

GRN 43, GRN 75

Lipase GRN 103
Pectin esterase GRN 8
Phospholipase A1 GRN 142

Bacillus licheniformis a - amylase GRASP 0G0363, 
GRN 22, GRN 24, 
GRN 79

Pullulanase GRN 72

Bacillus subtilis a-acetolactate
decarboxylase

21 CFR 173.115

a - amylase GRASP 4G0293, 
GRASP 7G0328

Maltogenic amylase GRASP 7G0326
Pullulanase GRN 20

Escherichia coli K-12 Chymosin 21 CFR 184.1685
Fusarium venenatum Xylanase GRN 54
Kluyveromyces Chymosin 21 CFR 184.1685
Pseudomonas Xuorescens 

Biovar I

a- amylase GRN 126

Trichoderma reesei Pectin lyase GRN 32

Πίνακας 2: Ένζυμα από γ.τ βακττ ρια με έγκριση από το FDA

α Η αναφορά GRAS(Generally Recognized As Safe), σχετίζεται με την έγκριση ασφάλειας που έχουν λάβει τα ένζυμα. Λίστες 
αναλυτικές με το σύνολο των ενζύμων, καθώς και με τις απαιτήσεις που ένα ένζυμο πρέπει να πληροί για να λάβει έγκριση 
βρίσκονται στην επίσημη ιστοσελίδα http://www.cfsan.fda.gov/~rdb/opa-gras.htral.
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4.23.2 Escherichia coli K-12
To 1990 o FDA χαρακτήρισε ως GRAS (ασφαλές για χρήση σε τρόφιμα) το ένζυμο 

χυμοσίνη (chymosin) που προέρχονταν από την Ε. coli Κ-12. Η χυμοσίνη είναι ένα 

ένζυμο που χρησιμοποιείται για την πήξη του γάλακτος και είναι επίσης γνωστό ως 

ρεννίνη, ενώ η κοινή ελληνική του ονομασία είναι πυτιά. Ο χαρακτηρισμός του 

ενζύμου αυτού ως GRAS αποτέλεσε πράξη ορόσημο στη βιομηχανία τροφίμων, αφού 

ήταν το πρώτο ένζυμο από γενετικά τροποποιημένο μικροοργανισμό που 

χρησιμοποιήθηκε στην Αμερικάνικη βιομηχανία παραγωγής τυριού και άλλων 

γαλακτοκομικών προϊόντων. Τα γενετικά τροποποιημένα βακτήρια E.coli Κ-12 

διαθέτουν το γονίδιο που παράγει την βόεια προχυμοσίνη. Αφού η προχυμοσίνη 

συσσωρευτεί στα κύτταρα των βακτηρίων, αυτά λύονται, η προχυμοσίνη συλλέγεται 

και μετά από επεξεργασία της με οξέα μετατρέπεται σε χυμοσίνη.

Η χρήση της E.coli Κ-12 στη βιομηχανία των τροφίμων θεωρείται ασφαλής μιας 

και ο μικροοργανισμός χρησιμοποιείται εδώ και 30 χρόνια και δεν έχουν αναφερθεί 

μολύνσεις από αυτόν. Επίσης δεν σχετίζεται με την παραγωγή τοξινών που 

προκαλούν τροφικές δηλητηριάσεις, όπως για παράδειγμα οι τοξίνες τύπου Shiga που 

παράγονται από άλλα στελέχη του E.coli. To E.coli Κ-12 αποτελεί έναν από τους πιο 

καλά μελετημένους μικροοργανισμούς και το γονιδίωμά του έχει πλήρως 

χαρτογραφηθεί (Blattner et al., 1997).

4.2.3.3 Pseudomonas fluorescens

Η γενετικά τροποποιημένη Pseudomonas fluorescens Biovar I χρησιμοποιείται για 

την παραγωγή α-αμυλασών που παρουσιάζουν μεγάλη σταθερότητα σε υψηλές 

θερμοκρασίες. Είναι ένα Gram θετικό βακτήριο που ζει στο έδαφος και δεν είναι 

παθογόνο για τον άνθρωπο. Είναι μικροοργανισμός ιδιαίτερα κοινός και συχνά 

καταναλώνεται από με τον άνθρωπο μαζί με ωμά φρούτα ή λαχανικά. Το γονιδίωμά 

του έχει πλήρως χαρτογραφηθεί (Paulsen et al., 2005).

Ο άγριος τύπος της Pseudomonas fluorescens που τροποποιήθηκε γενετικά για την 

παραγωγή α-αμυλασών, απομονώθηκε από καλλιέργειες μαρουλιών στην 

Καλιφόρνια. Μέχρι το 1989 χρησιμοποιήθηκε για τη βιομηχανική παραγωγή της 

εντομοκτόνου τοξίνης του Bacillus thurigiensis (B.t toxin) για χρήση σε αγροτικές 

καλλιέργειες (Landry et al., 2003).
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4.2.3Λ Βακτήρια του γαλακτικού οξέος

Τα βακτήρια του γαλακτικού οξέος χρησιμοποιούνται ευρέως από τον άνθρωπο στη 

βιομηχανία παραγωγής και συντήρησης τροφίμων εδώ και πολλά χρόνια. Είναι Gram 

θετικά βακτήρια και δεν σχηματίζουν σπόρια. Στη φύση τα συναντάμε σε ωμά 

θρεπτικά συστατικά καθώς και στο πεπτικό σύστημα των θηλαστικών. Η ομάδα των 

βακτηρίων του γαλακτικού οξέως παρουσιάζει μεγάλη ετερογένεια και περιλαμβάνει 

τόσο βακίλους όπως οι lactobacilli όσο και κόκκους όπως streptococci, lactococci, 

pediococci και leuconostocs. Τα βακτήρια του γαλακτικού οξέως χρησιμοποιούνται 

συχνά σε καλλιέργειες από τις οποίες ξεκινούν οι ζυμώσεις τόσο στη βιομηχανία του 

γάλακτος όσο και στη βιομηχανία του κρέατος, καθώς και σε άλλους κλάδους της 

βιομηχανίας τροφίμων. Τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά τους χρησιμοποιούνται για την 

παραγωγή προϊόντων όπως τα διάφορα είδη τυριού, γιαούρτης, προϊόντα ζυμώσεως 

του γάλακτος, ποτών και ελιών Από το είδος των βακτηρίων του γαλακτικού οξέως 

εξαρτάται σε πολλές περιπτώσεις η ασφάλεια, ο χρόνος ζωής, η διατροφική αξία, η 

γεύση, η υφή και η ποιότητα του τροφίμου. Επιπλέον τα βακτήρια του γαλακτικού 

οξέως μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την παραγωγή πρόσθετων τροφίμων και 

αρωματικών υλών. Ένας αριθμός βακτηρίων του γαλακτικού οξέως χρησιμοποιείται 

σήμερα στη βιομηχανία παραγωγής προβιοτικών, η κατανάλωση των οποίων 

συμβάλλει σε ορισμένες περιπτώσεις στην καλύτερη κατάσταση της υγείας. Στον 

πίνακα 9 που ακολουθεί παρουσιάζονται ενδεικτικά ορισμένα γενετικά 

τροποποιημένα βακτήρια του γαλακτικού οξέως καθώς και η εφαρμογή των ενζύμων 

τους στις βιομηχανικές ζυμώσεις (Sybesma, et al,, 2006).

Εικόνα 6: α) Lactobacillus helveticus και β) Lactococcus lactis (από jpkc.njau.edu.cn)
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Πίνακας 3: Γενετικά τροποποιημένα βακτήρια του γαλακτικού οξέως και τα ένζυμα που παράγουν 
(Βγύεεηιπ εί α\., 2006)

Lb. Bulgaricus lacZ Ελάττωση ζύμωσης λακτόζης
L. lactis Idh Αύξηση παραγωγής C02
L. lactis Idh Αύξηση παραγωγής διακετυλίου
L. lactis aldB Αύξηση παραγωγής διακετυλίου
L. lactis aldB Αύξηση παραγωγής διακετυλίου
L. lactis ribC Αύξηση παραγωγής ριβοφλαβίνης
S. thermophilus gal operon Ζύμωση γαλακτόζης
L. lactis glk, e i r wg,° Μη ζύμωση γλυκόζης
L. lactis aldB Αύξηση παραγωγής διακετυλίου
L. lactis popN, popX, 

popC, popl
Μετατροπή πρωτεολυτικού συστήματος 
ωρίμανσης τυριού

L. lactis popi, popL, 
popW, popG

Μετατροπή πρωτεολυτικού συστήματος 
ωρίμανσης τυριού

L. lactis Gdh Αύξηση παραγωγής α κετογλουταρικού
L. lactis υποκινητής

φάγου
Έκφραση cassette LlalR + ,

L. lactis anti sense φάγου Αδρανοποίηση γονιδίων φάγου
L. lactis anti sense φάγου Αδρανοποίηση δομικών γονιδίων φάγου
L. lactis pip Αδρανοποίηση μολυσματικών πρωτεϊνών 

φάγου
L. lactis strains γονίδιο λακτίνης Παραγωγή λακτίνης
L. lactis strains γονίδιο λακτίνης Παραγωγή λακτίνης
L. lactis abiA, abiG Παρεμπόδιση δράσης γονιδίων φάγου
L. lactis IcnO IcnD Παραγωγή λυσίνης
L. lactis lytA, lytH Παραγωγή λυσίνης και χολίνης
L. lactis EPS γονίδιο Μεταβολή παραγωγής EPS
L. lactis EPS γονίδιο Μεταβολή παραγωγής EPS
Lb. gasseri folate gene Ενεργοποίηση βιοσυνθετικού μονοπατιού 

folate
S. thermophilus pgmA, galU Απενεργοποίηση φωσφογλυκομουτάση

L. lactis idh, alaD, air Αλλαγή βιοσυνθετική μετατροπής 
πυροσταφυλικού σε L αλανίνη

L. lactis γονίδιο
ριβοφλαβίνης

Υπερέκφραση ριβοφλαβίνης

L. lactis folate γονίδιο Υπερέκφραση βιοσυνθετικού μονοπατιού 
folate

L. lactis gik, pfnABCD, 
pfcBA,

Αδρανοποίηση ζυμωτικού συστήματος 
γλυκόζης

L. lactis gal A, aga Εισαγωγή δράσης α γαλακτοσιδάσης
Lb. plantarum phyC Δράση φυτάσης
Lb. plantarum a my A Εισαγωγή δράσης α αμυλάσης
Lb. plantarum a-arnylase 

γονίδιο, cel A
Εισαγωγή δράσης α- αμυλάσης και α- 
κυτταρινάσης
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S.
Thermophilus

giyA Αύξηση παραγωγής ακεταλδεύδης

Lb. termentum IdhD, IdhL Αύξηση παραγωγής μαννιτόλης

Lb. helveticus IdhD Παραγωγή Ε-(+) λακτικού οξέως

Lb. delbrueckii γονίδιο EPS Μ εταβολή παραγωγής ΕΡ8

S.
Thermophilus

γονίδιο
ελικάσης

Αδρανοποίηση γονιδίων φάγου

Streptococcus
mutans

Idh, adh Πρόληψη κατά τερηδόνας

Lb. delbrueckii γονίδιο β- 
γαλακτοσιδάσης

Αύξηση δράσης ύ-γαλακτοσιδάσης

4.2.4 Μύκητες/Ζύμες

4.2.4.1 Aspergillus oryzae και Aspergillus niger

O Aspergillus oryzae και o Aspergillus niger είναι μύκητες που σχηματίζουν υφές. 

Και οι δύο έχουν μεγάλη παρουσία στη βιομηχανία τροφίμων αφού χρησιμοποιούνται 

στην αρτοποιία, στη ζυθοποιία και σε άλλους τομείς. Το γονιδίωμα του Aspergillus 

oryzae έχει πλήρως χαρτογραφηθεί από Ιάπωνες επιστήμονες (Machida et al., 2005). 

Λόγω της μακράς ιστορίας τους σε διαδικασίες ζυμώσεων για παραγωγή τροφίμων 

και ποτών τόσο ο Aspergillus oryzae όσο και ο Aspergillus niger θεωρούνταν μη 

παθογόνοι μύκητες. Εν τούτοις βρέθηκε ότι κυτταρικές σειρές και των δύο ειδών 

μπορεί να παράγουν σε μικρές ποσότητες τοξικούς δευτερογενείς μεταβολίτες όπως 

οι μυκοτοξίνες. Έτσι με τη βοήθεια της γενετικής μηχανικής παράγονται πλέον 

γενετικά τροποποιημένοι μύκητες προερχόμενοι από άγριους τύπους και των δύο 

ειδών, που δεν παράγουν μυκοτοξίνες με αποτέλεσμα να θεωρούνται ασφαλείς για τη 

χρήση τους στη βιομηχανία τροφίμων (βλ. Πίνακα 8).

4.2.4.2 Fusarium venenatum

To 2001 ο FDA χαρακτήρισε ως GRAS το ένζυμο ξηλανάση (xylanase) που 

προέρχονταν από γενετικά τροποποιημένο μύκητα του είδους Fusarium venenatum, ο 

οποίος περιείχε το γονίδιο για την παραγωγή της ξηλανάσης από το μύκητα 

Thermomyces lanuginosus. Η κυτταρική σειρά του Fusarium venenatum που 

χρησιμοποιήθηκε για την έκφραση του γονιδίου της ξηλανάσης προήλθε από κύτταρα 

άγριου τύπου (Α3/5) τα οποία βρέθηκαν σε δείγμα εδάφους στο Ηνωμένο Βασίλειο. 

Αρχικά οι μικροοργανισμοί του άγριου τύπου είχαν προσδιοριστεί ως μύκητες του 

είδους Fusarium graminearum, αργότερα όμως οι επιστήμονες στηριζόμενοι σε
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μορφολογικά και μοριακά δεδομένα, καθώς και σε δεδομένα που προέκυπταν από τις 

αναλύσεις των μυκοτοξινών που παρήγαγαν οι μύκητες, τους κατέταξαν στο είδος 

Fusarium venenatum (O’Donnell et al., 1998, Yoder και Christianson, 1998).

Ο μύκητας Fusarium venenatum χρησιμοποιείται επίσης και για την παραγωγή 

μυκοπρωτείνης ενός διατροφικού προϊόντος πλούσιου σε πρωτεΐνες που μέχρι το 

1985 κυκλοφορούσε στο Ηνωμένο Βασίλειο με την εμπορική ονομασία «Quom». 

Σήμερα η μυκοπρωτείνη κυκλοφορεί τόσο σε ευρωπαϊκές χώρες όσο και στην 

Αμερική κυρίως ως υποκατάστατο πρωτεϊνών ζωικής προέλευσης. Οι γενετικά 

τροποποιημένοι μύκητες που χρησιμοποιούνται για την παραγωγή της πρωτεΐνης 

έχουν προέλθει όλοι από τους μύκητες άγριου τύπου Α3/5 (Wiebe, 2002).

Ο Fusarium venenatum δεν θεωρείται παθογόνος μύκητας για τον άνθρωπο. 

Μελέτες όμως έχουν δείξει ότι κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες οι γενετικά 

τροποποιημένοι μύκητες που έχουν προέλθει από τους άγριου τύπου Α3/5 μπορούν 

να παράγουν μυκοτοξίνες, τριχοθισινες (trichothecenes) καλμορίνες (culmorins) και 

φουσαρίνες (fusarines) καθώς και ένα κυκλικό εννιαπεπτίδιο Β, που δεν αποτελούν 

ουσίες κατάλληλες για κατανάλωση από τον άνθρωπο (O’Donnell et al., 1998, Miller 

και MacKenzie, 2000, Song et al., 2004). Η παραγωγή των παραπάνω ουσιών μπορεί 

να εμποδιστεί με κατάλληλη ρύθμιση των συνθηκών της ζύμωσης.

Εκτός από ξηλανάση ο Fusarium venenatum χρησιμοποιείται και για την 

παραγωγή άλλων ενζύμων όπως καρβοξυπεπτιδάση της σερίνης του A.oryzae 

(Blinkovsky et al., 1999), αμινοπεπτιδάση του A.oryzae (Blinkovsky et al., 2000), 

γλυκοαμυλάση του A.niger (Gordon et al., 2001), και οξειδάση της λακτόζης του 

Microdochium nivale (Ahmad et al., 2004).

4.2.4.3 Trichoderma reesei

Ο μύκητας Trichoderma reesei είναι ιδιαίτερα γνωστός για την παραγωγή ενζύμων 

που υδρολύουν κυτταρίνη και ημικυτταρίνες. Σήμερα, έχει τροποποιηθεί γενετικά με 

γονίδιο που προέρχεται από το μύκητα A.niger var. awamory για τη βιομηχανική 

παραγωγή του ενζύμου λυάση της πεκτίνης.

Ο Trichoderma reesei πρώτη φορά απομονώθηκε από βαμβακερό καραβόπανο στα 

Νησιά του Σολομώντα το 1944. Ο γνήσιος άγριος τύπος που απομονώθηκε αποτελεί 

σήμερα τον πρόγονο όλων των κυτταρικών σειρών που τροποποιήθηκαν γενετικά και 

χρησιμοποιούνται για τη βιομηχανική παραγωγή προϊόντων. Πρόσφατες έρευνες 

υποστηρίζουν ότι ο μύκητας Trichoderma reesei αποτελεί την αγενή μορφή ενός

Γ Γ -Γ ” ...... ....-" .Γ  Wggg g g g fm  ------  -....Λ g  g j|  — ........ ...............

Η χρήση των γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών στις βιομηχανικές ζυμώσεις Σελίδα 40



τροπικού μύκητα, του Ηγροπβα ]βοοήηα (Κιιΐιΐε εί εά., 1996). Ο μύκητας θεωρείται 

μη παθογόνος για τον άνθρωπο. Κυτταρινάσες του έχουν χρησιμοποιηθεί στις 

βιομηχανίες ποτών, τροφίμων, ζωοτροφών και φαρμάκων από τη δεκαετία του 1960.

4.2.4.4 Saccharomyces cerevisae

Στην αρτοποιία αλλά και στη βιομηχανία παραγωγής κρασιού και μπύρας 

χρησιμοποιείται ευρύτατα η ζύμη Saccharomyces cerevisiae.

Το αλεύρι, η πρώτη ύλη για τη δημιουργία αρτοπαρασκευασμάτων, περιέχει σε 

μεγάλες ποσότητες των πολυσακχαρίτη άμυλο. Στο σιτάρι περιέχονται ένζυμα, τα 

οποία διασπούν το άμυλο στο δισακχαρίτη μαλτόζη και σε γλυκόζη. Στη συνέχεια 

γίνεται προσθήκη ζυμών που διασπούν αναερόβια τη γλυκόζη σε αιθανόλη 

(αλκοολική ζύμωση), με αποτέλεσμα να απελευθερώνεται CO2 που προκαλεί τη 

διόγκωση (φούσκωμα), των αρτοπαρασκευασμάτων. Τα αποτελέσματα της 

αλκοολικής ζύμωσης εξαρτώνται από το είδος του μικροοργανισμού που 

χρησιμοποιείται. Ο λόγος που ο Saccharomyces cerevisiae παρουσιάζεται ιδιαίτερα 

πλεονεκτικός για τη διεξαγωγή των ζυμώσεων τόσο στην οινοποιία όσο και στην 

αρτοποιία είναι το γεγονός ότι μεταξύ των άλλων απελευθερώνει κατά τις ζυμωτικές 

διαδικασίες μεγάλα ποσά CO2 .

Κατά την παραγωγή κρασιού γίνεται συλλογή ώριμων σταφυλιών που η 

συγκέντρωση των σακχάρων τους είναι υψηλή. Μετά την παραγωγή μούστου με 

συνθλιπτικές διαδικασίες, ακολουθεί η ζύμωσή του σε δύο στάδια. Στο πρώτο στάδιο 

ακολουθούνται αερόβιες διαδικασίες, ενώ στο δεύτερο αναερόβιες οπότε και 

παράγεται η αιθυλική αλκοόλη (Αλεπόρου-Μαρίνου, et al., 1997).

Το στέλεχος της ζύμης που θα χρησιμοποιηθεί για τις ζυμωτικές διαδικασίες έχει 

σημαντική επίδραση τόσο στην ποιότητα του κρασιού που θα παραχθεί όσο και στη 

γεύση του. Για το λόγο αυτό οι οινοποιοί εδώ και πολλές δεκαετίες είναι ιδιαίτερα 

επιλεκτικοί όσον αφορά το στέλεχος της ζύμης που θα χρησιμοποιήσουν (Fleet, 

1993). Επιπλέον, επιστημονικές μελέτες κατευθύνονται προς τη δημιουργία νέων 

στελεχών, με τη χρήση κλασικών μεθόδων, όπως ο υβριδισμός, η επαγόμενη 

μεταλλαξιγένεση και η χρήση σφαιροπλαστών. Οι κλασικές όμως μέθοδοι,
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αδυνατούν να παράγουν ζύμες με τα ακριβή επιθυμητά χαρακτηριστικά λόγο της εν 

μέρη τυχαιότητας των αποτελεσμάτων που δίνουν οι πρακτικές αυτές.

Ένα πλήθος στελεχών Saccharomyces cereviciae έχει τροποποιηθεί με μεθόδους 

γενετικής και μεταβολικής μηχανικής και οι επιστημονικές έρευνες υποστηρίζουν την 

καταλληλότητα για χρήση των στελεχών αυτών στην παραγωγική διαδικασία. 

Παρόλα αυτά δύο μονό από τα γενετικά τροποποιημένα στελέχη έχουν μέχρι σήμερα 

χαρακτηριστεί ως GRAS: το ML 01 (υπερπαραγωγή ενζύμων για αυξημένη διάσπαση 

μαλικού οξέος), και το ECMoOl (παραγωγή ενζύμων για αυξημένη διάσπαση 

ουρίας). Στον πίνακα 10 που ακολουθεί παρουσιάζονται αναφορές για γενετικά 

τροποποιημένα στελέχη Saccharomyces cerevisiae και τα πλεονεκτήματα που 

προσδίδουν. Οι αναφορές σχετίζονται με ζύμες που δεν έχουν ακόμη λάβει έγκριση 

για βιομηχανική χρήση.

Πίνακας 4: Δράση γενετικά τροποποιημένων στελεχών Ξχβγβνίδίαβ στην παραγωγή κρασιού

Αλλαγή της δράσης της 
εστεράσης (Α ΙΤ Ι)

Γεύση περισσότερο φρουτώδης Lilly, et al., 2000

Αλλαγή δράσης του ενζύμου 
ΰ Ρ ϋ Ι

Αύξηση εκχύλισης γλυκερόλης M ichnik et al., 1997

Αύξηση διάσπασης μαλτόζης 
και παραγωγής λακτόζης

Ισορροπημένη οξύτητα Dequin et al., 1999

Αύξηση δράσης πεκτινασών Βελτίωση διηθήσεως, εναλλακτική 
δράση έναντι χρήσεως μπεντονίτη

Gonzales-Candelas et 
a l ,  1995

Αύξηση δράσης γλυκολιτικών 
ενζύμων

Βελτίωση διηθήσεως Perez-Gonzales et a l ,  
1993

Παραγωγή αντιβακτηριδιακών 
πρωτεϊνών

Μ ικρότερες απαιτήσεις σε 802 Shoeman et a l ,  1999

4.2Α.5 Kluyveromyces marxianus var.lactis

To 1992 o FDA χαρακτήρισε ως GRAS το ένζυμο χυμοσίνη (chymosn) που 

προέρχονταν από τη γενετικά τροποποιημένη ζύμη Kluyveromyces marxianus 

var.lactis. Ο μικροοργανισμός αυτός χρησιμοποιήθηκε ως φορέας έκφρασης του 

βόειου γονιδίου της προχυμοσίνης λόγω της ικανότητάς του να παράγει μεγάλες
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ποσότητες προχυμοσίνης τις οποίες και εκκρίνει στο εξωκυτταρικό του περιβάλλον. 

Η προχυμοσίνη μετατρέπεται σε χυμοσίνη σε όξινο περιβάλλον.

Η ζύμη ΚΙιιγνβΓοηιγαβδ ητατχΐαηΐΜ ναν. ΙαΜϊδ χρησιμοποιείται επίσης για την 

παραγωγή λακτάσης ενός ενζύμου που διασπά τη λακτόζη σε γλυκόζη και γαλακτόζη 

και χρησιμοποιείται στην παραγωγή γαλακτοκομικών προϊόντων. Ο μικροοργανισμός 

θεωρείται μη παθογόνος για τον άνθρωπο και η χρησιμοποίησή του για την 

παραγωγή χυμοσίνης και λακτάσης που προορίζονται για βιομηχανικές ζυμώσεις, 

θεωρείται ασφαλής. (ΟΙειηρεΙια-ΒεεΓ εί εΛ., 2006).
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Πολλές χημικές ενώσεις και βιολογικά μακρομόρια που έχουν χρησιμοποιηθεί στη 

βιομηχανία των φαρμάκων προέρχονται από μικροοργανισμούς, φυτά και ζώα. Οι 

ενώσεις όμως αυτές, παράγονται σε μικρές ποσότητες στα κύτταρα των οργανισμών 

και έτσι οι ποσότητες που απαιτούνται για να καλύψουν τις ανάγκες στον τομέα της 

φαρμακοβιομηχανίας δεν μπορούν να απομονωθούν από φυσικές πηγές.

Η γενετική μηχανική και συγκεκριμένα οι εφαρμογές της που σχετίζονται με τη 

μετατροπή των μεταβολικών μηχανισμών των κυττάρων έχει δώσει λύσεις για την 

παραγωγή μιας πληθώρας φαρμακευτικών ουσιών. Η ανάπτυξη νέων μεθόδων, καθώς 

και η ολοένα αυξανόμενη γνώση των επιστημόνων σχετικά με τη ρύθμιση της 

λειτουργίας των μεταβολικών μονοπατιών στα κύτταρα των οργανισμών, οδήγησε 

στη δημιουργία γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών, ικανών να παράγουν με 

μεγάλη πιστότητα χημικά μόρια που χρησιμοποιούνται είτε ως φάρμακα είτε ως 

συστατικά φαρμάκων (Εικόνα 9) (Lee et al., 2008).

Η παραγωγή φαρμάκων από γενετικά τροποποιημένους μικροοργανισμούς 

παρουσιάζει αρκετά πλεονεκτήματα σε σχέση με την εξολοκλήρου χημική 

παρασκευή τους (όταν αυτό είναι δυνατό) ή την παραλαβή τους από φυσικές πηγές. 

Οι χημικές ενώσεις που χρησιμοποιούνται για την παρασκευή φαρμάκων συχνά 

έχουν σύνθετη δομή (π.χ ύπαρξη εναντιομερών) και είναι ιδιαίτερα δύσκολο να 

κατασκευαστούν με τις υπάρχουσες συμβατικές χημικές μεθόδους. Επίσης η 

παραλαβή χημικών ενώσεων από φυσικές πηγές μπορεί να προκαλέσει αρνητικές 

επιπτώσεις στο περιβάλλον, είτε μειώνοντας τους οργανισμούς που αποτελούν τις 

φυσικές πηγές, είτε υποβαθμίζοντας τις περιοχές που αποτελούν το φυσικό 

περιβάλλον για την ανάπτυξη των οργανισμών αυτών (Chang and Keasling, 2006).

Από την άλλη, φαρμακευτικές ουσίες μπορούν να παραχθούν μέσω μικροβιακών 

ζυμώσεων με απλές και οικονομικές πρώτες ύλες. Η ταχεία ανάπτυξη και ο 

πολλαπλασιασμός των μικροβιακών κυττάρων είναι ένα βασικό πλεονέκτημα που 

λαμβάνουν υπόψη τους οι βιομηχανίες παραγωγής φαρμακευτικών ενώσεων. 

Επιπλέον με τη βοήθεια της γενετικής μηχανικής και μεταβολικής, μπορούμε πλέον 

να επέμβουμε στα μεταβολικά μονοπάτια των κυττάρων, παράγοντας τα προϊόντα 

που επιθυμούμε, σε ποσότητες ικανές να καλύψουν τις ανάγκες μας.

4.3 Γενετικά τροποποιημένοι μικροοργανισμοί στη βιομηχανία φαρμάκων
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γΛ Ανάλυση με ηλεκτρονικό υπολογιστή

W

-  Ενίσχυση των αντιδράσεων ελεγχόμενου 
ρυθμού

- Απομάκρυνση μη απαραίτητων ρυθμιστικών 
μονοπατιών και στοιχείων

'  Ετερόλογη έκφραση βιοσυνθετικών μονοπατιών
- Βελτιστοποίηση υποκινητών
~ Συντονισμός έκφρασης γονιδίων
- Συνδυαστικές βιοσυνθέσεις

Παραγωγή σε 
βιομηχανική κλίμακα

Α νά λυση  του γονιδιώματος 
'Ορθολογικός σχεδιασμός πειραμάτων 
'Προσομοιώσεις μεταβαλικών 

αντιδράσεων

Αναπτυξιακές απαιτήσεις 
Διαθεσιμότητα εργαλείων γενετικής 
ηχανικής
Διερεύνηση καταλληλότητας 
ικροοργανισμου για την παραγωγή του 
•αρμάκου
Διαθεσιμότητα πληροφοριών για το 
ονιδίωμα και το μεταβολισμό του

Γενετικά
τροποποιημένοι
μικροοργανισμοί

'Πληροφορίες από την ανάλυση Οιπίοδ 
'Συστηματική ανάλυση των πληροφοριών από 

τα Οπιίοδ

Μικροοργανισμοί 
άγριου τύπου

Επιλογή κατάλληλου 
μικροοργανισμού

Το φάρμακο ττου 
επιθυμούμε να 
παρασκευάσουμε

Ε π ιλ ο γ ή  θρεπτικού μέσου 
Απομάκρυνση δευτερευόντων προϊόντων 
'Ρύθμιση συνθηκών ζύμωσης

%

Εικόνα 7: Γενίκευση της στρατηγικής που ακολουθείται από τη μεταβολική μηχανική για τη 
βιομηχανική παραγωγή φαρμάκων. Αρχικά επιλέγεται το φάρμακο που θα παραχθεί. Στη συνέχεια η 
κατάλληλη κυτταρική σειρά επιλέγεται με γνώμονα πολλές παραμέτρους κυρίως μεταβολικές, καθώς 
και την ικανότητα για παραγωγή του επιθυμητού προϊόντος, την ικανότητα καλλιέργειας του σε 
συγκεκριμένα μέσα, καθώς και τη δυνατότητα τροποποίησής του με συγκεκριμένες τεχνικές. Με τη 
βοήθεια κατάλληλου λογισμικού πραγματοποιούνται αναλύσεις για το σύνολο του γονιδιώματος των 
κυττάρων (Large-scale genome-wide analysis:omics) και βάση αυτών γίνονται προσομοιώσεις σε 
μεταβολικό επίπεδο, που σχετίζονται με διαδικασίες μετάφρασης για παραγωγή πολυπεπτιδικών 
αλυσίδων, κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες. Από τις πληροφορίες που προκύπτουν από αυτή τη 
σειρά διαδικασιών, σχεδιάζεται η παρέμβαση στο γονιδίωμα με μεθόδους γενετικής μηχανικής. 
Ξεκινώντας από τα μεταβολικά μονοπάτια που εξυπηρετούν τον άγριο τύπο κύτταρων, 
πραγματοποιείται ο σχεδιασμός νέων μεταβολικών μονοπατιών. Αφού δημιουργηθούν οι γενετικά 
τροποποιημένοι μικροοργανισμοί που μπορούν να παράγουν την επιθυμητή φαρμακευτική ουσία, 
ξεκινά η διαδικασία της παραγωγής των προϊόντων μέσω αντιδράσεων ζυμώσεων. Αν το προϊόν της 
ζύμωσης χρειάζεται μετατροπές για να δώσει την τελική μορφή της φαρμακευτικής ουσίας, μπορούν 
να πραγματοποιηθούν επιπλέον αλλαγές στα κύτταρα σε επίπεδο μεταβολικών μονοπατιών, ώστε να 
δημιουργηθούν κύτταρα κατάλληλα για βιομηχανική παραγωγή του φαρμάκου (Lee et al., 2008).
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Στον Πίνακα 11 συνοψίζονται πρόσφατα, χαρακτηριστικά επιτεύγματα της γενετικής 

και μεταβολικής μηχανικής στην παραγωγή φαρμακευτικών ουσιών από 

μικροοργανισμούς.

Ουσίες όπως πολυκετίδια, σημαντικές χημικές ενώσεις που σχετίζονται με την 

ανθρώπινη υγεία, καθώς και φυτικής προέλευσης προϊόντα, έχουν παραχθεί από 

μεταβολικά τροποποιημένους μικροοργανισμούς, γεγονός που αποδεικνύει ότι οι 

μικροοργανισμοί και κυρίως τα βακτήρια, στο άμεσο μέλλον θα αντικαταστήσουν σε 

μεγάλο βαθμό στις βιομηχανίες φαρμάκων, τις κυτταροκαλλιέργειες φυτικών 

κυττάρων και κυττάρων που προέρχονται από θηλαστικά (Zhang et al., 2004, Mazor, 

2007».

Αντιδράσεις ή μετασχηματισμοί που στο παρελθόν δεν ήταν δυνατό να 

πραγματοποιηθούν σε μικροβιακά κύτταρα, μπορούν πλέον να πραγματοποιηθούν με 

επιτυχία σε πολλούς γενετικά τροποποιημένους μικροοργανισμούς. Για παράδειγμα 

είναι πλέον δυνατό να πραγματοποιηθεί από βακτήρια γλυκοσιλύωση πρωτεϊνών, μια 

σημαντική μετά-μεταφραστική διαδικασία απαραίτητη για να μετατραπούν οι 

φαρμακευτικές πρωτεΐνες σε λειτουργικές. Ακόμη μπορούν σήμερα να παραχθούν 

από μικροοργανισμούς, πλήρη τόσο σε δομικό όσο και σε λειτουργικό επίπεδο 

αντισώματα. Μεταξύ των πρώτων μορίων που παρασκευάστικαν είναι η ινσουλίνη 

και η αυξητική ορμόνη, ενώ σήμερα παράγονται και ιντερφερόνες με αντιική δράση.

Μικρομοριακές φαρμακευτικές ουσίες, καθώς και πρόδρομες φαρμακευτικές 

ενώσεις, αποτελούν πιο εύκολα πραγματοποιήσιμους στόχους για τη γενετική καθώς 

και τη μεταβολική μηχανική. Δεδομένου της ταχείας προόδου που έχει 

πραγματοποιηθεί στη μικροβιακή μεταβολική μηχανική δεν είναι δύσκολο να 

κατανοήσουμε ότι τα μικροβιακά συστήματα παραγωγής θα παρουσιάσουν στο 

μέλλον ακόμη μεγαλύτερη ανάπτυξη.

4.3.1 Η διεύρυνση του ρόλου των μικροοργανισμών στη βιομηχανία φαρμάκων
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Πίνακας 5: Παραδείγματα παραγωγής φαρμακευτικών ουσιών με τη χρήση γενετικά τροποποιημένων 
μικροοργανισμών

Φ αρμακευτική ουσία Ιδιότητα
φ αρμ ακ ευτική ς
ουσίας

Μ ικροοργανισμός Ε φαρμογή Γ ενετικής  
Μ ηχανικής

Α ναφ ορά

Κλαβουλανικό (Clavulanic) 
οξύ

Αντιβιοτικό Streptomyces
clavuligerus

Αδρανωποίηση του 
gapl και του gap2 και 
της ενδιάμεσης σε αυτά 
αργινίνης για τη 
βελτίωση της δράσης 
του φαρμάκου

Li, R. and 
Townsend, C. 
(2006)

Δαπτομυκίνη (Daptomycin) Αντιβιοτικό Streptomyces
lividans

Ετερόλογη παραγωγή 
δαπτομυκίνης στο 
S.lividans,
αδρανοποίηση της 
ακτινοχορδίνης 
(actinorhodin) και 
βελτιστοποίηση του 
θρεπτικού υλικού με 
προσθήκη επιπλέον 
φωσφορικών αλάτων

Penn, J. et al. 
(2006)

Παράγωγα Δαπτομυκίνης 
(Daptomycin)

Αντιβιοτικά Streptomyces
roseosporus

Χρήση γονιδίων του 
φάγου λ για τη 
μετατροπή ενζυμικών 
πεπτιδικών αλυσίδων 
(συνθασών) (ΕικόναΙΟ)

Nguyen, K.T. 
(2006)

Ερυθρομυκίνη A 
(Erythromycin A)

Αντιβιοτικό Saccharopolyspora
erythraea

Υπερέκφραση των 
γονιδίων eryK και eryG 
στο S. erythraea

Chen, Y. et al. 
(2008)

Φωσφομυκίνη (Fosfomycin) Αντιβιοτικό Streptomyces
lividans

Κλωνοποίηση των 
γονιδίων της 
φωσφομυκίνης από το 
γονιδίωμα του 
Streptomyces fradiae 
και ετερόλογη 
παραγωγή του 
φαρμάκου στο S. 
lividans

Woodyer,
R.D. et al. 
(2006)

Lantibiotic subtilin Αντιβιοτικό Bacillus subtilis Υπερέκφραση των 
γονιδίων που 
κωδικοποιούν τις 
πολυπεπτιδικές αλυσίδες 
της σαμπτιλίνης 
(subtilin)

Heinzmann, S. 
et al. (2006)

Macrolide
6-δεοξυερυθρομυκίνη D

Αντιβιοτικό Escherichia coli Ετερόλογη παραγωγή 
της
6-δεοξυερυθρομυκίνης 
D στην Ε. coli

Lee, H.Y. and 
Khosla, C. 
(2007)

Magnoflorine and (S)- 
scoulerine

Αντιβιοτικό Escherichia coli Kai
Saccharomyces
cerevisiae

Ετερόλογη παραγωγή 
benzylisoquinoline 
αλκαλοειδών από Ε. 
coli
και 5. cerevisiae 
χρησιμοποιώντας 
γονίδια μικρό βιακής και 
φυτικής προέλευσης

Minami, H. et 
al. (2008)
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Ty lactone Αντιβιοτικό Streptomyces
venezuelae

Ετερόλογη παραγωγή 
της συνθάσης των 
πολικετιδίων της 
τυλοσίνης στο S. 
venezuelae

Jung, W.S. et 
al. (2006)

Carvone Αντιμικροβιακό,
αντικαρκινικό

Escherichia coli Αυξημένη παραγωγή 
ετερόλογων γονιδίων 
για τη βιοσύνθεση 
(-)-carvone

Carter, O.A. et 
al. (2003)

Astaxanthin Αντιοξειδωτικό Escherichia coli Υπερέκφραση της 
ισομεράσης της 
ισοπτενιλικής 
διφωσφατάσης στην 
Ε. coli

Wang, C.W. et 
al. (1999)

Lycopene Αντιοξειδωτικό Escherichia coli Ετερόλογη έκφραση 
γονιδίων καροτενοιδών 
των Pantoea 
agglomerans και 
Pantoea ananatis

Yoon, S.H. et 
al. (2007)

Εχινομυκίνη Ογκοκατασταλτικό Escherichia coli Ετερόλογη έκφραση των 
γονιδίων της 
εχινομυκίνης στην 
Ε. coli

Watanabe, K. 
et al. (2006)

Indolocarbazole compounds Ογκοτατασταλτικό Streptomyces albus Ετερόλογη έκφραση 
διαφορετικών 
συνδιασμών γονιδίων 
που συμμετέχουν στο 
βιοσυνθετικό μονοπάτι 
της ρεββεκαμυκίνης στο 
S. albus

Sanchez, C. 
etal. (2005)

Ανθρώπινη α-αιμογλοβίνη Στοιχείο του 
ανθρώπινου αίματος

Escherichia coli Υπερέκφραση α 
αιμογλοβίνης μέσω 
μοριακών μετατροπών 
στο chaperon της α 
αιμογλοβίνης

Vasseur- 
Godbillon, C. 
(2006)

Νικοτιναμίνη (Nicotianamine) Καρδιοαγγειοδραστικό Saccharomyces
cerevisiae

Ετερόλογη έκφραση του 
Arabidopsis AtNAS2 
γονιδίου στο 
Saccharomyces 
cerevisiae

Wada,Y(2006)

Ανθρώπινη αυξητική ορμόνη Ορμόνη Escherichia coli Ενεργοποίηση του 
υποκινητή του γονιδίου 
PL του φάγου λ με 
ρύθμιση της 
θερμοκρασία για 
παραγωγή
ανθρώπινης αυξητικής 
ορμόνης

Soares, C.R. et 
al. (2008)

Ανθρώπινη παραθυρεοειδική 
ορμόνη

Ορμόνη Escherichia coli Χρήση της γενετικά 
τροποποιημένης 
Ε. coli BL21 (Ε)Ε3)για 
έκφραση γονιδίων που 
βρίσκονται στο 
πλασμίδιο pET32aBIl 
για παραγωγή 
θυροξίνης και της 
παραθυρεοδεικής 
ορμόνης

Fu, X.Y. et al. 
(2005)
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Valencene, cubebol, και 
patchoulol

Αντικαρκινικά, αντιικά 
και αντιμικροβιακά

Saccharomyces
cerevisiae

Ετερόλογη έκφραση 
γονιδίων τερπενίων 
φυτικής προέλευσης, 
μείωση ρυθμού 
παραγωγής του ERG9 
και προσθήκη 
μεθειονίνης στο 
θρεπτικό μέσο

Asadollahi, 
Μ.A.. (2008)

IgG Αντισώματα Αντισώματα Escherichia coli Έκφραση των 
αντισωμάτων IgG στο 
περίπλασμα της 
Ε. coli και συνδιασμός 

τους με Fc-binding 
πρωτεΐνες στο 
εσωτερικό τις 
πλασματικής τους 
μεμβράνης

Mazor, Y. 
(2007)

Συκιμικό οξύ (Shikimic acid) Αντιικό Escherichia coli Ετερόλογη έκφραση της 
κινάσης της γλυκόζης 
του Z ym om onas m ob ilis

Chandran, S. S. 
étal. (2003)

Εικόνα 8: Βιοσυνθετικά μονοπάτια για τη σύνθεση δαπτομυκίνης. Αρχικά, το 128 kb γονίδιο της 

δαπτομυκίνης (dpt) εκφράστηκε στον ετερόλογο ξενιστή S. lividans. Για επιπλέον βελτιστοποίηση 

επισήμανση και καθαρισμό της δαπτομυκίνης το βιοσυνθετικά μονοπάτι της ακτινοχορδίνης n and 

purification of daptomycin, (act) απενεργοποιήθηκε. To θρεπτικό μέσο βελτιστοποιήθηκε με την 

προσθήκη σημαντικής ποσότητας φωσφορικών αλάτων. Η γονιδιακή έκφραση της δαπτομυκίνης 

μπορεί επιπλέον να βελτιωθεί όπως στην περίπτωση του S. roseosporus. Τα αμινοξέα στα κόκκινα 

πλαίσια μεταβάλλονται λόγω αντικατάστασης γονιδίων. Με τον τρόπο αυτό παράγονται ουσίες όμοιες 

δομικά και λειτουργικά με τη δαπτομυκίνη όπως: 3,4-DHPAA, 3,4-dihydroxyphenylacetaldehyde, 

'40ΜΤ, 3-hydroxy-N-methylcoclaurine-'4-0-methyltransferase, 60ΜΤ, norcoclaurine 6-0- 

methyltransferase; ADS, amorphadiene synthase, AtoB: acetoacetyl-CoA thiolase, BAC, bacterial 

artificial chromosome, BBE, berberine bridge enzyme, cDNA of CYP71, CYP71AV1, CNMT, 

coclaurine-N-methyltransferase, CPR, cytochrome P450 oxidoreductase, CYP80G2, corytuberine 

synthase, DMAPP, dimethylallyl diphosphate, ERG20, FPP synthase, FPP, famesyl pyrophosphate, 

HMGS, HMG-CoA synthase, IDI, IPP-DMAPP isomerase, IPP, isopentenyl diphosphate, MAO, 

monoamine oxidase, NCS, norcoclaurine synthase, SS, squalene synthase, tHMGR, truncated form of 

3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase, TIGR, tunable intergenic regions, (S)-NLDS, (S)- 

norlaudanosoline, (S)-HCL, (S)-30-hydroxycoclaurine, (S)-FINMCL (Lee et al., 2008).
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4.4 Γενετικά τροποποιημένοι μικροοργανισμοί στη βιομηχανία παραγωγής 
βιοκαυσίμων

Τα εναλλακτικά καύσιμα κίνησης για τα μέσα μεταφοράς, αποτελούν αντικείμενο 

ιδιαίτερης επιστημονικής μελέτης. Η εξάντληση των παγκόσμιων αποθεμάτων 

πετρελαίου, η ανάγκη για καύσιμα που δεν επιδεινώνουν το πρόβλημα της κλιματικής 

αλλαγής, καθώς και η ανάγκη για την μελλοντική εξασφάλιση του πλανήτη σε 

ενέργεια εντείνουν τις προσπάθειες για αύξηση της παραγωγής βιοκαυσίμων 

(Stephanopoulos, 2007 και Kerr, 2007).

Σήμερα σε παγκόσμιο επίπεδο, τα βιοκαύσιμα που χρησιμοποιούνται περισσότερο, 

είναι η αιθανόλη που προέρχεται από άμυλο καλαμποκιού ή από ζαχαροκάλαμα και 

το βιοντίζελ που παράγεται από φυτικά έλαια ή ζωικά λιπαρά (Ροιΐηιαη εί ά\, 2008). 

Παρόλα αυτά η αιθανόλη δεν θεωρείται ως το ιδανικό καύσιμο, αφού παρουσιάζει 

αρκετά μειονεκτήματα που σχετίζονται τόσο με τη δυσκολία στην αποθήκευσή της 

όσο και με τη διανομή της, λόγω της μεγάλης υγροσκοπικότητάς και 

διαβρωτικότητάς της (Βίερίιαηοροιτίοε, 2007 και Αίειιτηϊ εί 2008). Το βιοντίζελ 

εμφανίζει παρόμοια μειονεκτήματα μιας και αφενός δεν μπορεί με ευκολία να 

μεταφερθεί στους διαθέσιμους αγωγούς και αφετέρου η αξιοποιήσιμη ενέργεια του 

είναι κατά 11% λιγότερη από ότι στο πετροντίζελ.

XINTERNATJONAL.COiM

Εικόνα 9: Διαφημιστική καμπάνια προώθησης βιοκαυσίμων (www.fullflex.co.uk)
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Συνεχώς, τα τελευταία χρόνια, κερδίζει έδαφος η παραγωγή βιοκαυσίμων από 

λιγνοκυτταρινούχες πρώτες ύλες που χρησιμοποιούνται ως θρεπτικά μέσα σε 

βιομηχανικές ζυμώσεις. Το ξύλο, το γρασίδι, τα διάφορα γεωργικά και δασικά 

υπολείμματα που είναι άφθονα στη φύση και δύνανται να βιοανοικοδομηθούν, 

αποτελούν τις κύριες πηγές λιγνοκυτταρινούχων υποστρωμάτων. Τα 

λιγνοκυτταρινούχα υλικά αποτελούνται σε μεγαλύτερο ποσοστό (30-60%) από 

κυτταρίνη (πολυσακχαρίτης αποτελούμενος από γλυκόζες ενωμένες μεταξύ τους με β

1,4 γλυκοζυτικούς δεσμούς), σε ποσοστό 20-40% από ημικυτταρίνες (πολυμερή 

αποτελούμενα από πεντόζες και εξόζες) και λιγνίνη (φαινολικό πολυμερές) σε 

ποσοστό 10-30%. Η συγκέντρωση των συστατικών αυτών ποικίλει στις διάφορες 

πηγές λιγνοκυτταρινούχων υλικών (Πίνακας 12).

Πίνακας 6: Μέση περιεκτικότητα (%) διαφόρων φυτικών ιστών σε λιγνοκυτταρινούχα συστατικά 
(Peters, 2007).

Ξυλεία φυλλοβόλων 
δέντρων

43-47 25-35 16-24

Ξυλεία κωνοφόρων 
δέντρων

40-44 25-29 25-31

Σιτάρι 30 50 15

Στελέχη από 
αραβόσιτο

45 35 15

Βαγγάση
(Ζαχαροκαλαμόσχονη)

40 30 20

Η παραγωγή καύσιμων υλών για μέσα μεταφοράς από μικροοργανισμούς, μέσω 

λιγνοκυτταρινούχων πηγών, παρουσιάζει αρκετά πλεονεκτήματα. Η 

λιγνοκυτταρίνη είναι το πλέον άφθονο βιοπολυμερές στη γη. Ωστόσο λίγοι 

ζυμωτικοί μικροοργανισμοί έχουν την ικανότητα να παράγουν τα απαραίτητα 

ένζυμα για την διάπαση της κυτταρίνης προς γλυκόζη και της ημικυτταρίνες προς 

πεντόζες. Μέσω της γενετικής τροποποίησης μικροοργανιμών καθίσταται εφικτή η 

ταυτόχρονη αποδόμηση των σύνθετων υδατανθράκων και η ζύμωση των 

παραγόμενων ολισακχαριτών και μονοσακχαριτών προς βιοκαύσιμα όπως 

υδρογόνο, αιθανόλη και μεθάνιο. Ένα άλλο μειονέκτημα της λιγνοκυτταρίνης ως 

πρώτη ύλη για την παραγωγή βιοκαυσίμων είναι η σύνθετη δομή της. Η λιγνίνη
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που είναι εξαιρετικά δύσκολα αποδομήσημη πρέπει να διαχωριστεί από τους 

σύνθετους υδατάνθρακες της λιγνοκυτταρίνης προκειμένου να είναι εφικτές 

ζυμωτικές διεργασίες παραγωγής βιοκαυσίμων υψηλών αποδόσεων. Και πάλι 

μέσω της γενετικής μηχανικής καθίσταται δυνατή η ενσωμάτωση γονιδίων που 

παράγουν τα κατάλληλα ένζυμα (λακάσσες, περοξειδάσες κ.λπ.) που οξειδώνουν 

τους σύνθετους χημικούς δεσμούς της λιγνίνης οδηγώντας στην απαομάκτρυσή 

της από το πλέγμα της λιγνικυτταρίνης. Επιπλέον μέσω της μεταβολικής 

μηχανικής, βιοσυνθετικά μονοπάτια μικροοργανισμών μπορούν να τροποποιηθούν 

με σκοπό την παραγωγή ποικίλων ενώσεων, όπως π.χ οργανικών ενώσεων με 

ολιγανθρακικές αλυσίδες, αλκοόλες, αλκάνια, αλκένια, εστέρες και αρωματικές 

ενώσεις, για χρήση τους ως συστατικών βιοκαυσίμων (Ntaikou et al, 2010).

4.4.1 Αξιοποίηση λιγνοκυτταρινούχας βιομάζας.

Η λιγνοκυτταρινούχα βιομάζα αποτελεί ένα σημαντικό πόρο που θα μπορούσε να 

αξιοποιηθεί για την παραγωγή βιοαιθανόλης. Η λιγνοκυτταρίνη απότελείται από 

κυτταρίνη, ημικυτταρίνες και λιγνίνη.

Η κυτταρίνη είναι πολυμερές της γλυκόζης, αποτελεί το κύριο συστατικό του 

κυτταρικού τοιχώματος των φυτών, καθώς και τον υδατάνθρακα με τη μεγαλύτερη 

συγκέντρωση σε βιομάζα φυτικής προέλευσης. Οι ημικυτταρίνες αποτελούνται 

κυρίως από διακλαδισμένες αλυσίδες πεντοζών και εξοζών ορισμένες από τις οποίες 

είναι συχνά ακετυλιωμένες. Εμφανίζουν μεγάλη ποικιλότητα η οποία σχετίζεται με 

το είδος των κυττάρων που απαντώνται, καθώς και με το είδος των φυτών στο οποίο 

απαντώνται τα κύτταρα (Nevoigt, 2008).

Η λιγνίνη αποτελεί μόριο τρισδιάστατο στο χώρο που σχηματίζεται από 

φαινυλοπροπανοειδή μεθυλιωμένα ή μη που ενώνονται μέσω αιθερικών ή 

ανθρακικών δεσμών. Η λιγνίνη παρουσιάζεται ιδιαίτερα ανθεκτική τόσο στις 

ενζυμικές επιδράσεις βιολογικών συστημάτων όσο και στην επίδραση τη χημικών 

ενώσεων και είναι υπεύθυνη για τη μηχανική ανθεκτικότητα του ξύλου (Martinez et 

al., 2005).

Σε αντίθεση με την κυτταρίνη και τις ημικυτταρίνες τα μονομερή της λιγνίνης δεν 

μπορούν να μετατραπούν σε καύσιμα ή χρήσιμες εμπορικά χημικές ενώσεις μέσω 

ζυμωτικών διαδικασιών, μπορεί όμως να γίνουν εκμεταλλεύσιμα για την παραγωγή 

θερμότητας μέσω καύσης καθώς και για την παραγωγή ηλεκτρικής ενέργειας (Galbe 

et al., 2007).

________ ,,, , ...... ;__ ..
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Η παρουσία της λιγνίνης σε λιγνοκυτταρινούχες ενώσεις που μετέχουν ως 

υποστρώματα σε ζυμωτικές διαδικασίες έχει και ορισμένες αρνητικές επιπτώσεις 

όπως (ΐ) παρεμπόδιση των κυτταρινασών (Chandra et al., 2007) και (ii) παραγωγή 

φαινολικών υποπροϊόντων που παρεμποδίζουν τη μικροβιακή ανάπτυξη (Ando et al., 

1986, Larsson et al., 2000)

O ιδανικός μικροοργανισμός για την παραγωγή βιοαιθανόλης από λιγνοκυτταρινούχα 

υποστρώματα θα πρέπει να μπορεί να υδρολύει πολυμερή σακχάρων, να αξιοποιεί 

όλα τα μονομερή που μπορούν να υποστούν ζύμωση και να τα μετατρέπει σε 

αιθανόλη με υψηλή συγκέντρωση και αυξημένη παραγωγή.

Μέχρι σήμερα δεν έχει βρεθεί κάποιος μικροοργανισμός που να συγκεντρώνει όλα 

αυτά τα χαρακτηριστικά. Για παράδειγμα o S. cerevisiae που αποτελεί τον πιο κοινό 

μικροοργανισμό που χρησιμοποιείται σε ζυμωτικές διαδικασίες για την παραγωγή 

αιθανόλης δεν μπορεί να διασπάσει υδρολυτικά κυτταρίνες και ημικυτταρίνες. 

Επιπλέον δεν μπορεί να αξιοποιήσει διάφορες χημικές ενώσεις που παράγονται κατά 

τη διάρκεια των υδρολυτικών διασπάσεων της λιγνοκυτταρινούχας βιομάζας όπως π.χ 

την ξυλόζη, την αραβινόζη και τα γλυκουρονικά οξέα.

Ένα επιπλέον πρόβλημα που δημιουργείται κατά την εξέλιξη των αντιδράσεων που 

πραγματοποιούνται για τη διάσπαση των λιγνοκυτταρινούχων υποστρωμάτων είναι η 

παραγωγή ουσιών που παρεμποδίζουν την ανάπτυξη των ζυμών. Τέτοιες ουσίες είναι 

για παράδειγμα διάφορα οργανικά οξέα, φαινολικές ενώσεις και ανόργανα άλατα 

(Nevoigt, 2008).

Η τεχνολογία του ανασυνδιασμένου DNA μπορεί να μας βοηθήσει στην κατανόηση 

των μοριακών μηχανισμών που χρησιμοποιούνται για την ενζυμική διάσπαση των 

λιγνοκυτταρινούχων υλικών καθώς και στη δημιουργία μικροοργανισμών 

κατάλληλων για την πλήρη αξιοποίηση των υλικών αυτών. Επιπλέον θα μπορούσε να 

συνεισφέρει στην κατανόηση της δράσης εξειδικευμένων ενζύμων όπως οι 

κυτταρινάσες και οι λιγνάσες και να βοηθήσει στην ανάπτυξη συστημάτων για την 

οικονομική μετατροπή των ουσιών που απομένουν ως απόβλητα μετά τη μετατροπή 

της βιομάζας σε προϊόντα με οικονομική αξία. Για να έχουν άριστη εφαρμογή σε 

επίπεδο βιομηχανικών ζυμώσεων οι κυτταρινάσες θα πρέπει να εμφανίζουν 

μεγαλύτερη σταθερότητα υπό την επίδραση υψηλής θερμοκρασίας, να παρουσιάζουν 

μεγάλη προσροφητική ικανότητα, υψηλή καταλυτική δραστηριότητα και μειωμένη 

παρεμποδιστική δράση έναντι αντιδράσεων που συχνά οδηγούνται στον τερματισμό 

με την επίδραση των κυτταρινασών. Για τους λόγους αυτούς θα ήταν επιθυμητό να
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πραγματοποιηθεί κλωνοποίηση γονιδίων με δυνατότητα παραγωγής κυτταρινασών με 

συγκεκριμένες ιδιότητες, σε ορισμένους μικροοργανισμούς που λαμβάνουν μέρος σε 

βιομηχανικές ζυμώσεις. Ένας μεγάλος αριθμός γονιδίων βακτηριακής ή μυκητιακής 

προέλευσης έχει τα τελευταία χρόνια κλωνοποιηθεί στο E.coli (Feng et al., 2007, 

Wulff et al., 2006). Επιπλέον γονίδια που κωδικοποιούν κυτταρινάσες έχουν 

εκφραστεί αποτελεσματικά και σε μεταβολικά συστήματα και άλλων 

μικροοργανισμών όπως π.χ Pénicillium crysogenum, Trichoderma reesei, 

Pseudomonas Xuorescens και σε ορισμένες ζύμες (Hong et al., 2007, Hou et al., 

2007, Li et al., 2006, Ouyang et al., 2006).

H κλωνοποίηση και η ανάλυση της αλληλουχίας μια ποικιλίας γονιδίων που 

κωδικοποιούν κυτταρινάσες μελλοντικά θα βοηθήσει στην ανάπτυξη 

καταλληλότερων συστημάτων για την αξιοποίηση λιγνοκυτταρινούχων 

υποστρωμάτων (Kumar, 2008).

4.4.2. Ζυμώσεις και καταβολισμός σακχάρων

Τα λιγνοκυτταρινικά προϊόντα που προκύπτουν από την υδρόλυση φυτικών πρώτων 

υλών περιλαμβάνουν κυρίως γλυκόζη, ξυλόζη καθώς και μικρές ποσότητες 

αραβινόζης, γαλακτουρονικού οξέως και ραμνόζης. Για την οικονομική μετατροπή 

των ενώσεων αυτών σε χημικές ενώσεις που μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως 

καύσιμα πρέπει η σύσταση των αντιδρώντων να έχει υψηλή συγκέντρωση 

μονοσακχαριτών.

Μολονότι ο μεταβολισμός της γλυκόζης πραγματοποιείται στα κύτταρα των 

περισσότερων οργανισμών, η ικανότητα των μικροοργανισμών να μεταβολίζουν 

άλλα σάκχαρα και κυρίως μονοσακχαρίτες, παρουσιάζει μεγάλο εύρος στα διάφορα 

είδη και για το λόγο αυτό, η κατανόηση του μηχανισμού των μεταβολικών 

μονοπατιών καταβολισμού μονασακχαριτών, έχει αποτελέσει σημαντικό στόχο για 

τους επιστήμονες που ασχολούνται με τη δημιουργία γενετικά τροποποιημένων 

μικροοργανισμών, ιδανικών για παραγωγή βιοκαυσίμων.

Τα γονίδια που ελέγχουν τα μεταβολικά μονοπάτια της ξυλόζης και της αραβινόζης 

πρόσφατα με μεθόδους της γενετικής μηχανικής ενσωματώθηκαν στο γενετικό υλικό 

των ζυμών Saccharomyces cerevisiae (Hahn-Hagerdal, 2001, Van Maris et al. 2007) 

και Zymomonas mobilis (Mohagheghi, 2002).
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Για την παραγωγή αιθανόλης από μικροοργανισμούς έχουν πραγματοποιηθεί 

πολυάριθμες αναφορές (Dien et. al, 2003 Jarboe et. al, 2007). H S. cerevisiae, είναι o 

πιο κοινός μικροοργανισμός που χρησιμοποιείται για παραγωγή αιθανόλης. Η Ζ 

mobilis χρησιμοποιείται επίσης σε ζυμώσεις για παραγωγή αιθανόλης, όπως άλλωστε 

και ο άγριος τύπος της Escherichia coli που με ζυμωτικές διαδικασίες μετατρέπει 

σάκχαρα σε ένα μείγμα αιθανόλης και οργανικών οξέων.

Με τη γενετική και μεταβολική τροποποίηση της Ε. coli επιτυγχάνεται αυξημένη 

παραγωγή καθαρής αιθανόλης μέσω ζυμωτικών διαδικασιών. Ο Ingram και οι 

συνεργάτες του περιγράφουν τη γενετική τροποποίηση του άγριου τύπου της E.coli 

με τη χρήση του οπερονίου της αιθανόλης (ΡΕΤ) του Ζ. mobilis. Τα στελέχη ΚΟΙΙ 

που δημιουργήθηκαν είναι κατάλληλα για παραγωγή ενώσεων της ομόλογης σειράς 

της αιθανόλης σε αυξημένες ποσότητες (Ingram, et al. 1987). Μια βελτιωμένη μορφή 

αυτού του στελέχους πρόσφατα εξετάστηκε για την ικανότητα του να παράγει 

αιθανόλη για εμπορικούς σκοπούς (Service, 2007) ενώ ο Kim και οι συνεργάτες του 

περιγράφουν την ικανότητα του στελέχους SE2378 της Ε. coli παραγωγής 

σημαντικών ποσοτήτων αιθανόλης μέσω ζυμωτικών διαδικασιών, από πρώτες ύλες 

γλυκόζη και ξυλόζη (Kim et al., 2007)

Οι ζυμώσεις αποτελούν βασική πηγή παραγωγής πολυάριθμων προϊόντων σχετικών 

με καύσιμα. Η ποικιλότητα των τελικών προϊόντων των ζυμώσεων, εξαρτάται από τις 

αντιδράσεις μεταβολισμού του πυροσταφυλικού οξέως και μετατροπής του NADH 

σε NAD. Τα δύο είδη βιοκαυσίων που προκύπτουν από ζυμωτικές διαδικασίες και 

κερδίζουν ολοένα και περισσότερο έδαφος τα τελευταία χρόνια, είναι το υδρογόνο 

και η βουτανόλη.

Σύμφωνα με τον Yoshiba και τους συνεργάτες του (Yoshiba et. al, 2006) πρόσφατα 

αναλύθηκε η δομή γονιδιώματος ενός στελέχους της E.coli ικανού να παράγει 

ικανοποιητικές ποσότητες υδρογόνου στα τελικά προϊόντα ζύμωσης της γλυκόζης. 

Στο συγκεκριμένο στέλεχος έχουν αδρανοποιηθεί τα βιοσυνθετικά μονοπάτια lactate- 

και σουκινικού οξέως και αυτό οδηγεί στην αυξημένη παραγωγή υδρογόνου λόγω της 

υπερέκφρασης του συμλέγματος της λυάσης του υδρογόνου (FHL). Το αποτέλεσμα 

είναι το στέλεχος αυτό να παράγει μεγαλύτερες ποσότητες υδρογόνου σε σχέση με τα 

άγριου τύπου άτομα (1.82 mol/mol glucose έναντι 1.08 mol/mol glucose).

Η βουτανόλη έχει προταθεί ως το εναλλακτικό καύσιμο για την αιθανόλη μιας και 

αποδίδει μεγαλύτερα ποσά ενέργειας και είναι λιγότερο υδατοδιαλυτή. Μπορεί να 

μεταφερθεί μέσω αγωγών και μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε συνδυασμό με τα
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καύσιμα ντίζελ και τη βενζίνη. Παραδοσιακά η βιολογική παραγωγή της βουτανόλης 

γίνεται από το Clostridium acetobutylicum. To Clostridium beijerinckii BA101 

χρησιμοποιείται επίσης για την παραγωγή βουτανόλης μέσω του βιοσυνθετικού 

μονοπατιού ακετόνη -  βουτανόλη -  αιθανόλη (ΑΒΕ) λόγω της μεγάλης του 

απόδοσης στο συγκεκριμένο βιοκαύσιμο (Ezeji, et al. 2007). Τα περισσότερα από τα 

στελέχη του Clostridium που χρησιμοποιήθηκαν κυρίως κατά το παρελθόν για 

παραγωγή βουτανόλης, προήλθαν μέσω διαδικασιών πρόκλησης τυχαίων 

μεταλλάξεων Rogers, et al. 2006). Η συνολική παραγωγή βουτανόλης από τα 

στελέχη C. beijerinckii ΒΑ101, C. Acetobutylicum PJC4BK και C. acetobutylicum 

Ρ260 κυμαίνεται από 25 έως 33 g/L (Ezeji, et al. 2007), ενώ στο C. beijerinckii 

BA101 η παραγωγή είναι 11.9-14.3 g/L (Ezeji, et al. 2005).

Στους μελλοντικούς στόχους των επιστημόνων είναι η αύξηση της παραγωγής 

βουτανόλης μέσω γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών (σημαντικές έρευνες 

πραγματοποιούνται σε στελέχη Ε. coli και S. cerevisiae) καθώς και η μερική 

τροποποίηση του μορίου της με σκοπό την ελάττωση της τοξικότητας της.

4.4.2.1 Μεταβολικό μονοπάτι λιπαρών οξέων

Τα λιπαρά οξέα είναι οργανικές ενώσεις που αποτελούνται από αλυσίδες 

υδρογονανθρακών οι οποίες καταλήγουν σε μια καρβοξυλική ομάδα. Ανάλογα με τη 

φύση της ανθρακικής αλυσίδάς τα λιπαρά οξέα διακρίνονται σε κορεσμένα και 

ακόρεστα. Σήμερα για την παραγωγή βιοντίζελ χρησιμοποιούνται ως πρώτη ύλη, 

κυρίως φυτικά έλαια (Fukuda, et al. 2001). Η τρανσεστεροποίηση λιπαρών οξέων (π.χ 

μεθυλεστέρες λιπαρών οξέων: FAME και εθυλεστέρες λιπαρών οξέων: FAEE) 

οδηγούν στο σχηματισμό οργανικών ενώσεων - βιοκαυσίμων που είναι συμβατές με 

μηχανές ανάφλεξης με συμπίεση.

Διάφορα βιοσυνθετικά μονοπάτια που οδηγούν στη βιοσύνθεση ποικίλων λιπαρών 

οξέων σε μικροβιακά κύτταρα έχουν μελετηθεί και αναλυθεί επαρκώς (White, et al. 

2005). Το μικροβιακό λίπος, γνωστό ως Single cell oil (SCO), αφορά στο λίπος που 

παραλαμβάνεται από ένα μικροοργανισμό, ενώ παρουσιάζει συνηθέστερα σύσταση 

ομοιάζουσα με εκείνης των ελαίων φυτικής ή και ζωικής προέλευσης. Η συσσώρευση 

λίπους δεν επιτελείται από όλους τους μικροοργανισμούς. Οι μικροοργανισμοί που 

παράγουν λίπος πάνω από το 20% της βιομάζας τους ονομάζονται ελαιογόνοι. Οι 

κύριοι μικροοργανισμοί που παράγουν λίπος είναι οι μύκητες, οι ζύμες και ορισμένα
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μικροφύκη.

Εικόνα 10: Δεξαμενές καλλιέργειας μικροφυκών στην Αργεντινή.( Mdp.utn.edu.ar)

Το μικροφύκος Botryococcus braunii αποτελεί μια σημαντική πηγή ελαίων, μιας 

και πάνω από το 40% του ξηρού βάρους του αποτελείται από λιπαρά οξέα (Chisti, 

2007). Σε άλλα μικροφύκη παρατηρούνται διαφορετικές συγκεντρώσεις λιπαρών 

οξέων που κυμαίνονται από 40 έως 70 % της βιομάζας τους.

Μεταβάλλοντας τις συνθήκες καλλιέργειας των μικροφυκών όπως π.χ τη 

συγκέντρωση του CO2 και των αζωτούχων ενώσεων, καθώς και την ένταση του 

φωτός, η συγκέντρωση των λιπαρών οξέων μπορεί να αυξηθεί (Metzger and Largeau, 

2005).

Για την αύξηση της παραγωγής των λιπαρών οξέων που προορίζονται για 

βιοκαυσίμα χρησιμοποιούνται επίσης γενετικά ή μεταβολικά τροποποιημένοι 

μικροοργανισμοί. Παράδειγμα αποτελεί ένα στέλεχος της E.coli που λόγω της 

τροποποίησης πολλών βιοσυνθετικών μονοπατιών του με μεταβολή της ενεργότητας 

ενζύμων όπως, η καρβοξυλάση του ακέτυλοσυνενζύμου, η συνθάση των λιπαρών 

οξέων και η θειοεστεράση, αύξησε την παραγωγή ελευθέρων λιπαρών οξέων 

(Voelker και Davies, 1994). Επίσης, η αύξηση της συγκέντρωσης των λιπαρών οξέων 

στους μικροοργανισμούς, επιτυγχάνεται και μέσω της μείωσης του ρυθμού 

καταβολισμούς τους. Για την ελάττωση του καταβολισμού των λιπαρών οξέων 

γονίδια όπως το yfcYXydiD στην Ε. coli (Campbell, 2003), και τα faal, faa2 και faa3 

στο S. cerevisiae (Michinaka, 2003) αδρανοποιήθηκαν. Επίσης η απενεργοποίηση 

τεσσάρων γονιδίων σχετικών με την παραγωγή ουδέτερων λιπιδίων στη S. cerevisiae 

(i.e. arel, are2, dgal και lrol) οδήγησε στο διπλασιασμό της παραγωγής ελεύθερων
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λιπαρών οξέων κατά την εκθετική και τη στατική φάση ανάπτυξης των ζυμών 

(Mullner and Daum, 2004).

4.4.2.2 Μεταβολικό μονοπάτι ισοπρενοειδών

Τα ισοπρενοειδή είναι μια οικογένεια φυσικών προϊόντων που συντίθενται από 

μονομερή του πυροφωσφορικού ισοπρενηλίου (ΙΡΡ) και του ισομερούς του, 

πυροφωσφορικού διμεθυλίου (DMAPP) (Kuzuyama,2002). Μέσω του βιοσυνθετικού 

μονοπατιού των ισοπρενοειδών είναι δυνατό να συντεθούν αλκοόλες, αλκάνια, 

αλκένια, καθώς και κυκλικοί υδρογονάνθρακες και για το λόγο αυτό εδώ και 

δεκαετίες, πραγματοποιούνται έρευνες για την παραγωγή βιοκαυσίμων από τα 

ισοπρενοειδή (Metzger and Largeau, 2005).

Επιπλέον εκτός από τους διακλαδισμένης αλυσίδας υδρογονάνθρακες, το 

βιοσυνθετικό μονοπάτι των ισοπρενοειδών, μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την 

παραγωγή ισοπεντανόλης καθώς και του οξικού της εστέρα, ουσίες που μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν ως πρόσθετα καυσίμων, κατάλληλα για μηχανές έναυσης με 

σπινθήρα (spark ignition) (Hull, 2006).

Πηγές ισοπρενοειδών αποτελούν μεταξύ των άλλων τα μικροφύκη του είδους Β. 

braunii που εκτός από μεγάλες ποσότητες ισοπρενοειδών παράγουν και μεγάλες 

ποσότητες λιπαρών οξέων (Banerjee, 2002).

Τα ισοπρενοειδή παράγονται είτε από το ακετυλοσυνένζυμο α μέσω του 

μεβαλονικού οξέως είτε από το πυροσταφυλικό οξύ και την 3-φωσφογλυκεραλδεύδη 

μέσω της φωσφατάσης της δεοξειξυλουλόζης (DXP) (Kuzuyama, 2002, Withers και 

Keasling, 2007).

Πολλές από τις πληροφορίες που σχετίζονται με το σχεδιασμό της παραγωγής 

βιοκαυσίμων έχουν προκόψει από μελέτες σχετικές με την παραγωγή χημικών 

ενώσεων που χρησιμοποιούνται στις φαρμακοβιομηχανίες, όπως π.χ το λυκοπένιο, τα 

καροτενοιδή, οι στερόλες και το αρτεμισινικό οξύ (Chang και Keasling, 2006). 

Σημαντική παραγωγή (ΙΡΡ) έχει επιτευχθεί σε γενετικά τροποιημένα άτομα Ε. coli 

και S. cerevisiae, και ποικιλία ισοπρενοειδών παράγεται από τα παραπάνω στελέχη 

(Martin, 2003, Chang, 2007).

Επίσης, πρόσφατες έρευνες αναφέρονται στη δυνατότητα παραγωγής ουσιών 

μέσω του μεταβολικού μονοπατιού των ισοπρενοειδών που δρουν ως ενισχυτικά 

ποιότητας στην βενζίνη. Τέτοιες ουσίες για παράδειγμα η ισοεπτανόλη και η
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ισομυλαακετάση (Hull, 2006). Για παράδειγμα η πυροφωσφατάση του Bacillus 

subtilis μπορεί να αποφωσφορυλιώσει ΙΡΡ προς σχηματισμό ισοεπτανόλης (Withers, 

2007). Τέλος η ακετυλίωση της ισοεπτανώλης από γενετικά τροποποιημένα στελέχη 

Ε. coli αποτελεί ένα ακόμη παράδειγμα παραγωγής ουσιών από μικροοργανισμούς 

χρήσιμων στη βιομηχανία παραγωγής καυσίμων (Horton, 2003 Singh, 2008).
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5. ΑΣΦΑΛΕΙΑ ΚΑΙ ΗΘΙΚΗ ΔΙΑΣΤΑΣΗ ΤΗΣ ΧΡΗΣΗΣ 

ΓΕΝΕΤΙΚΑ ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΜΕΝΩΝ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΩΝ

Η ανάπτυξη της γενετικής μηχανικής και οι δημιουργία γενετικά τροποποιημένων 

οργανισμών συνοδεύτηκε από μια σειρά προβληματισμών, οι οποίοι αφορούσαν τις 

συνέπειες που συνοδεύουν την ανάπτυξη του νέου αυτού επιστημονικού κλάδου. Οι 

προβληματισμοί δεν περιορίζονται στις πιθανές αρνητικές συνέπειες τον εφαρμογών 

των επιτευγμάτων της γενετικής μηχανικής, τόσο στον άνθρωπο όσο και στο 

περιβάλλον, αλλά σχετίζονται και με την ανάλυση θεμάτων υπό την σκοπιά της 

ηθικής. Το ρόλο αυτό αναλαμβάνουν κυρίως επιστήμονες ενός νέου επίσης 

επιστημονικού κλάδου, αυτόν της Βιοηθηκής. Η χρονική περίοδος κατά την οποία 

εμφανίζεται η Βιοηθική, είναι η δεκαετία του 1960 στις Η.Π.Α (ο όρος βιοηθική 

προτάθηκε από τον Van Rensselaer Potter το και προέρχεται από τις ελληνικές λέξεις 

«βίος» και «ηθική»). Την εποχή εκείνη είχαν λειτουργήσει οι πρώτες μηχανές 

υποστήριξης των νεφροπαθών, οι οποίες όμως ήταν πολύ λίγες με αποτέλεσμα να 

έπρεπε να αποφασιστεί ποιοι θα κάνουν την θεραπεία και ποιοι όχι. Αυτή την 

απόφαση πολλοί την συνέκριναν με το να “υποδύεται κάποιος τον θεό”(Κοϊός, 2003). 

Τότε, δημιουργήθηκε μια επιτροπή από γιατρούς και επιστήμονες από διάφορα 

επιστημονικά πεδία για να αποφανθεί σχετικά με το παραπάνω ζήτημα. Από το 

χρονικό σημείο αυτό κι έπειτα άρχισαν να εμφανίζονται επιτροπές βιοηθικής στα 

νοσοκομεία και τα πανεπιστήμια, να συγγράφονται άρθρα με θέματα που αφορούν 

την βιοηθική, να ιδρύονται τμήματα σπουδών με περιεχόμενο βιοηθικού 

προβληματισμού, αρχικά στις ιατρικές σχολές και αργότερα σε φιλοσοφικές σχολές. 

Το 1969 ιδρύεται στις Η.Π.Α το Hasting Center, το πρώτο ινστιτούτο βιοηθικών 

μελετών. Στον ελληνικό χώρο δημιουργήθηκε το 1998 η Εθνική Επιτροπή Βιοηθικής, 

η οποία λειτουργεί ως συμβουλευτικό όργανο της πολιτείας για τα θέματα αυτά.

5.1 Ασφάλεια χρήσης γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών

Οι προβληματισμοί που σχετίζονται με την ασφάλεια της χρήσης των γενετικά 

τροποποιημένων μικροοργανισμών είναι πολυάριθμοι και απόλυτες απαντήσεις 

σχετικές με το θέμα, ακόμη και αν στηρίζονται σε έρευνες και επιστημονικά 

δεδομένα είναι δύσκολο να δωθούν. Στη συνέχεια αναφέρονται ορισμένοι μόνο από
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τους πιθανούς κινδύνους που ελοχεύουν από τη χρήση γενετικά τροποποιημένων 

μικροοργανισμών.

Γονίδια ανθεκτικότητας: ένας από τους φορείς μεταφοράς γενετικού υλικού σε 

μικροοργανισμούς είναι τα πλασμίδια. Συχνά όμως τα πλασμίδια εκτός από το 

γονίδιο ή τα γονίδια που βοηθούν στη βελτίωση των ιδιοτήτων των μικροοργανισμών 

φέρουν και γονίδια ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά. Έτσι οι γενετικά τροποποιημένοι 

μκροοργανισμοί πέραν των νέων ιδιοτήτων που αποκτούν, γίνονται και ανθεκτικοί 

απέναντι σε αντιμικροβιακές ουσίες. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα οι γενετικά 

τροποποιημένοι μικροοργανισμοί να εμφανίζονται πιο ανθεκτικοί σε σχέση με τους 

μικροοργανισμούς άγριου τύπου από τους οποίους προήλθαν. Η ενδεχόμενη 

απελευθέρωση (σκόπιμη ή τυχαία) του γενετικά τροποποιημένου μικροοργανισμού 

στη φύση, πιθανών να έχει ως αποτέλεσμα την επικράτηση του, έναντι του άγριου 

τύπου.

Βιοποικιλότητα: βιοποικιλότητα καλείται το πλήθος των διαφορετικών έμβιων 

όντων ενός οικοσυστήματος και σχετίζεται άμεσα με την ισορροπία του. Οι ζωντανοί 

οργανισμοί ενός οικοσυστήματος είτε ανώτεροι, είτε μικροοργανισμοί κατάφεραν να 

επικρατήσουν στους διάφορους βιοτόπους και να συμβάλλουν στην ισορροπία τους. 

Η απελευθέρωση γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών σε ένα βιότοπο 

πιθανών να έχει ως αποτέλεσμα την επικράτηση τους έναντι των υπολοίπων, με 

αποτέλεσμα την ανατροπή της οικολογικής ισορροπίας της περιοχής, που μπορεί να 

οδηγήσει ακόμη και στην κατάρρευση του οικοσυστήματος.

Αλλεργίες: οι γενετικά ή μεταβολικά τροποποιημένοι μικροοργανισμοί που 

χρησιμοποιούνται στις βιομηχανίες τροφίμων και ποτών καθώς και στις 

φαρμακοβιομηχανίες παράγουν συχνά κύρια ή δευτερεύοντα προϊόντα που η μοριακή 

σύνθεσή τους διαφέρει από αυτή, που παράγουν οι άγριου τύπου μικροοργανισμοί ή 

οι ανώτεροι μικροοργανισμοί από τους οποίους προέρχονται τα γονίδια. Αυτό μπορεί 

να έχει ως πιθανό αποτέλεσμα τη δημιουργία αλλεργικών αντιδράσεων.

Κόστος: Η αύξηση της παραγωγής και η ελάττωση του κόστους για τις βιομηχανικές 

μονάδες από τη χρήση ενζύμων από γενετικά τροποποιημένους μικροοργανισμούς 

δεν συνοδεύτηκε από την παράλληλη ελάττωση της τιμής των προϊόντων για τον 

καταναλωτή. Αντίθετα οι μονάδες παραγωγής αύξησαν το κέρδος τους και 

μετατράπηκαν σε οικονομικούς κολοσσούς, με αποτέλεσμα να αυξήσουν την ισχύ
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τους και να αποκτήσουν ηγετικό ρόλο στη ρύθμιση του εμπορίου που σχετίζεται με 

προϊόντα, στων οποίων την παραγωγή εμπλέκονται γενετικά τροποποιημένοι 

μικροοργανισμοί. Η πιθανή δημιουργία μονοπωλίων σε ορισμένους τομείς θα αφήσει 

απροστάτευτο και πιθανών χωρίς δυνατότητα επιλογής τον καταναλωτή.

Αναδιανομή γενετικού υλικού: τα βακτηριακά πλασμίδια έχουν τη δυνατότητα, να 

ανταλλάσσουν αυτόματα γενετικό υλικό τόσο μεταξύ τους όσο και με το κύριο μόριο 

DNA του βακτηρίου, καθώς και να μεταφέρονται από ένα βακτήριο σε άλλο. Η 

απελευθέρωση γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών στο περιβάλλον (π.χ για 

την απορρύπανση εδαφών ή υδάτων) πιθανών να οδηγήσει στην ανταλλαγή 

τροποποιημένου γενετικού υλικού μεταξύ των γ.τ βακτηρίων και βακτηρίων άγριου 

τύπου που αναπτύσσονται στο φυσικό περιβάλλον. Σε αυτή την περίπτωση τα 

αποτελέσματα σχετίζονται με το σημείο ένθεσης του γενετικού υλικού και πιθανών 

σε ορισμένες περιπτώσεις να δημιουργηθούν γονιδιακά προϊόντα με αρνητική δράση, 

απέναντι στον άνθρωπο και το περιβάλλον.

5.2 Η στάση των πολιτών απέναντι στους γενετικά τροποποιημένους 
μικροοργανισμούς

"Η γενετική", γράφει ο Steve Jones, "έχει γίνει για τον κοινό νού ένα υποκατάστατο 

θρησκείας, ένα δόγμα πίστεως. Έτσι, ανάλογα με τις κλίσεις των εκάστοτε πιστών της 

παρουσιάζεται άλλοτε ως κατάρα και απειλή και άλλοτε ως επαγγελία και λύτρωση" 

(Jones, 1998). Οι πολίτες σήμερα εμφανίζονται άλλοτε απόλυτα θετικοί και άλλοτε 

κάθετα αρνητικοί απέναντι στη χρήση γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών. 

Στον Πίνακα 13 που ακολουθεί παρουσιάζονται τα αποτελέσματα έρευνας που 

διεξήχθη στην ευρωπαϊκή ένωση σχετικά με την αποδοχή των γενετικά 

τροποποιημένων οργανισμών ή των προϊόντων τους από τους πολίτες διάφορων 

ευρωπαϊκών κρατών (Gaskell, 2000). Στον πίνακα φαίνεται πως σχεδόν στο σύνολο 

τους οι πολίτες είναι θετικοί απέναντι στους γ.τ που σχετίζονται με την παραγωγή 

φαρμακευτικών ουσιών, ενώ η στάση τους διαφοροποιείται τελείως στα προϊόντα που 

σχετίζονται με τη διατροφή. Μπορεί λοιπόν κάποιος να διαπιστώσει πως το ορατό 

όφελος (όπως στην περίπτωση των φαρμάκων) διαμορφώνει θετική στάση, ενώ το μη 

ορατό όπως στην περίπτωση της χρήσης μικροοργανισμών στην βιομηχανία 

τροφίμων, δημιουργεί αμφιβολίες και στην περίπτωση που συνοδεύται από έλλειψη 

ενημέρωσης, φόβο απέναντι στους πιθανούς κινδύνους που μπορεί να κρίβει η 

κατανάλωση των προϊόντων.

Η χρήση των γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών στις βιομηχανικές ζυμώσεις Σελίδα 62



Πίνακας 7. Η στάση των ευρωπαίων πολιτών απέναντι στους γενετικά τροποιημένους οργανισμούς.

Country
Rank Negative Positive
(1996)

A ustria Greece F Ca CCh BM — G Greece

Germany Austria — FC Ca ChB
MG

— — Austria

Sweden Luxemburg . . . FC Ca BCh GM . . . Luxemburg

Denmark Sweden . . . F CaC BCh GM Sweden

Luxemburg
©
o. Denmark Q< . . . F C Ca — ChB GM — Denmark

Ireland
¡3

Ireland . . . . . . FCaC Ch MBG . . . Ireland

Netherlands 8 United 
Kingdom

. . . — F C Ca Ch BMG —
United
Kingdom

United
Kingdom

Germany . . . -- F Ca CCh GMB — Germany

France Belgium . . . . . . F C Ca B ChMG — Belgium

Belgium France — — F Ca C Μ B Ch G France

Greece Italy . . . — F Ca C Ch B M G Italy

Italy tJ Netherlands o — — F Ca C ChMB G Netherlands

Finland g· Portugal

m Finland o
§

— — F Ca CMB Ch G Portugal

Spain — . . . —
CaF

C MBG — Finland

Portugal Spain — . . . — F Ca C Ch B 
MG

Spain

Ρ: γενετικά τροποποιημένο τρόφιμο, Ο: γενετικά τροποποιημένοι σπόροι, Οι: κλωνοποίηση κυττάρων ανθρώπινων ιστών, Οα: 
κλωνοποίηση ζώων, Β: βιομετατροπές, Ο: γενετικά τεστ και Μ: φάρμακα
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6. ΓΕΝΙΚΑ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Τα τελευταία χρόνια τα ενζυμικά συστήματα έχουν ένα πλήθος εφαρμογών, τόσο σε 

επίπεδο βιομηχανικό (χημικές βιομηχανίες, βιομηχανίες τροφίμων, βιομηχανίες 

υφασμάτων κ.α), όσο και σε επίπεδο βιομεταροπών που πραγματοποιούνται σε 

φυσικά περιβάλλοντα.

Η βιομηχανία τροφίμων είναι ο τομέας με τη μεγαλύτερη κατανάλωση ενζύμων. 

Περισσότερα από τα μισά ένζυμα προέρχονται από ζύμες, ενώ τα ένζυμα 

βακτηριακής προέλευσης αντιστοιχούν στο 30% περίπου της συνολικής παραγωγής. 

Τα ένζυμα που προέρχονται από φυτικούς και ζωικούς οργανισμούς αντιστοιχούν στο 

12% της συνολικής παραγωγής.

Σήμερα, με τη βοήθεια της γενετικής μηχανικής παρασκευάζονται ένζυμα που 

ανταποκρίνονται απόλυτα στις απαιτήσεις του κάθε βιομηχανικού κλάδου που 

σχετίζεται με τις ζυμώσεις. Έτσι οι βιομηχανικές ζυμώσεις δεν εξαρτώνται πλέον 

απόλυτα από ένζυμα που προέρχονται από φυσικές πηγές.

Η διαδικασία έγκρισης των ενζύμων από γενετικά τροποποιημένους 

μικροοργανισμούς διαφέρει μετάξύ Η.Π.Α και χωρών Ευρωπαϊκής με τις πρώτες να 

εμφανίζονται πιο ελαστικές. Μάλιστα όσον αφορά την Ευρώπη δεν έχουν ακόμη 

εκδοθεί λίστες ενζύμων που θεωρούνται ασφαλή για τη χρήση τους στη βιομηχανία 

τροφίμων.

Πέραν των σημαντικών πλεονεκτημάτων που προκύπτουν από τη χρήση των 

γενετικά τροποποιημένων μικροοργανισμών, υπάρχει και έντονος προβληματισμός 

για την ασφάλεια χρήσης των προϊόντων που προκύπτουν από αυτούς. Έτοιμες 

λύσεις δεν υπάρχουν στα μεγάλα ερωτήματα που θέτουν οι βιοτεχνολογικές εξελίξεις 

και φυσικά ούτε η βιοηθική έχει έτοιμες απαντήσεις. Η ηθική όμως μαζί με τη σωστή 

πληροφόρηση μπορούν να μας προφυλάξουν από τη σύγχυση, την άγνοια και την 

αδράνεια και να μας μετατρέψουν σε υπέυθυνους πολίτες, με γνώση απένατι στα 

βασικά πεδία ενός νέου επιστημονικού κλάδου, της γενετικής μηχανικής.
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