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Лекція 1

Біотехнологія як наука. Її становлення
План

1. Трактування поняття "біотехнологія".

2. Використання біотехнологічних процесів у наукових дослідженнях і практичній діяльності людей

1. Трактування поняття "біотехнологія". Біотехнологія  – складне слово. Перша частина його „біо” – з грецького означає життя, живий організм. Друге – „техно” не що інше, як техніка. Але у словнику Даля на російську (українську) перекладається як заводське і ремісниче мистецтво, знання, уміння, а також способи робіт і прикладання їх до справи, вправність. Третє – „логос” – вчений. Дуже поширене у нас і інше слово – технологія, тобто процес, послідовність виконання операцій, пов’язаних із залученням техніки. Це дослівно. А тепер, що вкладають в це поняття виробничники, науковці.

У словнику, який нещодавно вийшов, Тлачко (батько і донька) дають таке трактування поняттю „біотехнологія” – це: 1) комплекс природних або штучно створених засобів для створення біологічних систем чи використання в промислових наукових цілях; 2) сукупність промислових методів, які використовують для виробництва живі організми і біологічні процеси. Двояке значення: для створення біологічних систем і для виробництва.

Мабуть правильніше ці трактування поміняти місцями, бо зародження біотехнології на початку (свідомо чи не свідомо) відбувалося з використанням живих організмів для виробництва певної продукції.

2. Використання біотехнологічних процесів у державах Стародавнього Світу. Знаєте, що у світі існувало декілька древніх цивілізацій. Мабуть остання відкрита в долині річки Унда. У цьому місці археологи відкопали глиняні змієвики, з допомогою яких населення отримувало міцні напої. В цей процес не може відбуватися без участі дріжджів. Така технологія була відома і в Єгипті, Китаї.

Більше 6000р. тому шумери, які проживали в Міжріччі (по гр. Месопотамія) між річками Тигр і Євфрат вже володіли мистецтвом пивоваріння. З цією метою ячмінь або полбу (форма пшениці) зволожували і пророщували. В результаті отримували солод. Потім випікали “пивні хлібини”, дрібнили їх і заливали водою. Потім з допомогою сита відділяли тверді частини, а розчин розливали в глиняні ємності, які запробковували. Через деякий час в рідині утворювалися бульбашки газу (вона забродила, як говориться зараз). Греки це називали по-іншому, але процес відбувався як і зараз. Таким чином в рідині утворювався спирт. Це і було пиво.

Досвід шумерів перейняли вавілоняни і мабуть пішли в удосконалення технології виготовлення пива значно далі, бо у них уже було відомо більше 20 сортів пива. Цей напій користувався великою популярністю і, мабуть, був високоякісним, особливо після указу вавилонського царя Хаммурані. Він наказав висікти на камінні наказ – якщо пивовари, розбавлятимуть пиво водою, вони будуть покарані – питимуть розбавлене пиво до тих пір, поки не сп‘яніють, або будуть утоплені в своїх бочках.

Єгипетська технологія виготовлення пива відрізнялась тим, що в солод добавляли відстій вдало звареного пива.

Слід зазначити, що хоча в далекому минулому і використовувалася біотехнологія в сучасному розумінні, але природа процесів, які відбувалися, не була відома. Не можна було побачити об‘єкти досліджень – величина клітини пивних дріжджів складає біля сотої долі міліметра, а тому неозброєним оком її не видно. Так би продовжувалося невідомо скільки, якби не геній Антоніо ван Левенгука (голландського крамничного). А все почалося з того, що Левенгук навчився у оптика мистецтву шліфування лінз. З їх допомогою він змайстрував саморобний мікроскоп. Одного разу розглядаючи каплю води з бочки, куди стікала вода з даху, він прийшов в жах, побачивши маленьких істот, які швидко плавали. Про це Левенгук написав в Лондонське Королівське товариство. Так звіт взнав про наявність мікроорганізмів. Вивчаючи наліт із зубів Левенгук побачив ще менших “звірят”, які були різні за формою, швидкістю пересування. Це були бактерії. За внесок в науку Антоніо ван Левенгук одноголосно був обраний членом Лондонського Королівського товариства. Завдяки вмілим рукам, питливості і терпінню він зробив більше, ніж багато вчених. Його відвідали королева Англії, король Пруссії Фрідріх І, Петро І.

В давнину також замітили, що коли довго тримати вино, пиво відкритим, тто воно стає кислим – спирт перетворюється в оцет. Шумери розбавляли його і використовували як освіжаючий напій.

Слід відмітити, що дріжджі утворюють спирт лише з певною концентрацією не >8-10%. При більшій – клітини дріжджів відмирають. Міцніші напої стали відомі лише з ХІІ ст. Їх отримували, нагріваючи вино в закритому чані. Спирт при 70С випаровувався, його пари відводили змієвиком, де спирт під дією холодної води конденсувався. Процес випаровування і конденсації назвали дистиляцією або перегонкою.

Випічка хліба, що також є біотехнологічним процесом, стала відомою, ймовірно, пізніше. До цього вживали прісний хліб, а 6000 років тому народ став виготовляти пористий хліб із заквашеної кашиці з муки. Таке тісто мало численні бульбашки газу, в результаті чого ставало рихлим. При випіканні клітини дріжджів гинули, випаровувався і спирт, а пустоти залишалися.

З давніх давен відомі технології біотехнологічної переробки молока. Було підмічено також, що сир смачніший, якщо до молока добавити сичуг-матеріал, який знаходиться в шлунках молочних телят. Він здатний швидко коагулювати молочний білок. Це вже роблять плісняві гриби, які на відміну від дріжджів є багатоклітинними організмами. Їх навіть видно на поверхні продуктів, але не грибницю, а лише спороношення. 

Ще один давній біотехнологічний процес квашення капусти. Кожен знає як в домашніх умовах відбувається цей процес. Він закінчується бродінням капусти. Без повітря свіжа капуста перетворюється у квашену. Аналогічно відбувається заготівля силосу.

3. Розвиток біотехнології, починаючи з 19ст.. Всі перераховані біотехнологічні процеси пов‘язані з бродінням, хоча довго не було відомо ні про причини його, ні як воно відбувається. І тільки в ХІХ ст. Луї Пастер пролив світло, що бродіння обумовлене життєдіяльністю мікробів. З цього часу вже можна було керувати цими процесами. В 1856 році Пастера запросили визначити – чого в деяких чанах не утворюється спирт, а тягуча рідина з кислим запахом. Було встановлено, що на відміну від жовтих шариків дріжджів в цих чанах знаходилися організми у вигляді паличок. Це були бактерії (bakterion – палочка). Вони виробляли з цукру молочну кислоту, тоді як дріжджі зброджували цукор до спирту і СО2.

Хоча бактерії як і дріжджі одноклітинні організми, але вони в 10 разів менші, ніж клітини дріжджів. Для такого виміру використовують мікрометри (1мкм=0,001мм). Поряд з палочковидними відомі бактерії у вигляді кульок – коккі, вібріони у формі коми, гвинтовидні. У багатьох бактерій є джгутики, за допомогою яких вони пересуваються. Бактерії діляться переважно на дві клітини (їх раніше називали гриби, які діляться). Якщо вони не роз‘єднуються, то утворюють ланцюги-стрептококи, а якщо у вигляді гілки винограду – стафілококи. Палочковидні молочнокислі бактерії (лактобацилли) забезпечують скисання молока, але не повинні бути присутніми при виробництві спирту. саме тому, що гнилісні бактерії не можуть розвиватися в присутності молочної кислоти, кисла капуста, огірки, силос можуть довго зберігатися. Ось і ви вже знаєте секрет цих біотехнологічних процесів.

У деяких випадках (напр. виноробам) потрібно позбавитися від небажаних мікроорганізмів. Пастер встановив, що вони гинуть при короткочасному нагріванні. Цей процес в подальшому в честь Пастера названо пастеризацією.

Не всі вчені поділяли думку Пастера, яку він виклав в 1876 році в своїй праці, де узагальнив результати 20-річних досліджень. Наприклад, видатний німецький хімік Юстус фон Лібіх вважав, що при отриманні спирту відбувається чисто хімічна реакція. Пастер заключив, що “бродіння є дихання без кисню”. Відомо, що під час дихання у живих організмів цукор, жири, білки розпадаються до СО2 і Н2О, які залишають клітину. В процесі цього виділяється енергія, яку організм використовує для рухання тощо. Але для цього процесу потрібен О2. Без цього тварини і рослини не можуть мати енергію.

Протилежне відбувається з мікроорганізмами. При нестачі О2 мікроби здатні обійтися без нього. Висновок напрошується один – бродіння відбувалося навіть тоді, коли Земля не мала (або мала зовсім небагато) в повітрі О2. 

При скисанні молока, квашенні капусти молочно - кислі бактерії основні діючі процесу бродіння. При спиртовому бродінні, яке здійснюється дріжджами при відсутності повітря, вони розщеплюють цукор лише до спирту і СО2. Але залежно від умов бродіння можуть або дихати, або бродити. Правда при бродінні (без О2) вони розмножуються в 20 разів повільніше. На певних етапах випічки хліба дріжджі знаходяться в “аварійній ситуації”. А коли потрібна значна маса дріжджів, то О2 навіть подається штучно.

Слід відмітити, що для окремих мікроорганізмів (напр. метанобактерій) навіть невелика кількість О2 смертельна.

З усього, що говорилося, ясно, що бродіння викликають мікроорганізми, що хоч і після смерті Пастера, вирішило наукову дискусію на його користь. В 1897 році німецький хімік Едуард Бухннер провів цікавий експеримент, яким хотів показати, чи можливе бродіння без живих клітин. Він дрібно розтер в ступі з кварцовим піском дріжджі, поки не залишилося жодної живої клітини. Потім добавив до розтертої суміші цукор і через деякий час помітив в розчині бульбашки газу, який виявився - СО2. Боячись того, що може окремі клітини не втратили життєздатність, хімік неодноразово повторював дослід, але результат був однаковим. Залишилося припустити, що у дріжджів є речовина, яка викликає бродіння. Вона проходить через найдрібніші сита. Ці речовини названі ензимами або ферментами.

Цікаво, що словом фермент римляни в 1 в.н.е. називали рихлення ґрунту, а Сенека застосовував для опису одержання меду. Ферментація використовувалася для одержання “містичних” процесів бродіння вина, утворення бульбашок, піни, заквашування тіста. Зараз відомо, що клітина дріжджів для перетворення цукру у спирт і СО2 залучає 12 різних ферментів. Згадаємо дискусію Пастера і Лібіха. Дійсно бродіння без дріжджів неможливе, але безпосередньо процес викликають ферменти.

Ферменти направляють і контролюють всі хімічні реакції в організмі. В даний час описано більше 2000 різних ферментів. Їхню високу активність як прискорювачів реакцій можна підтвердити прикладом. Утворення спирту і СО2 з молекули цукру здійснюється ферментами за декілька секунд, а без них продовжувалось би 5000 років.

При пивоварінні ферменти діють не лише на останньому етапі одержання пива. Вже коли ячмінь проростає і стає солодом, крохмаль зерна амілазами перетворюється в цукор (крохмаль за латинню – amylum, аза – фермент). Як же відбувається цей процес? При фотосинтезі утворюється цукор, який як запасна поживна речовина накопичується в зернах, бульбах у вигляді крохмалю. Коли ж рослині для отримання енергії потрібен цукор, то необхідний зворотній процес – розложити крохмалю на блоки – цукрові залишки. Амілази являють собою сферичні молекули білка, діаметром=0,01мкм з виїмкою, якою і з‘єднуються фермент з крохмальним ланцюгом за декілька секунд. В слині, кишечнику людини і тварини також є амілаза, в цьому легко упевнитися, коли довго розжовувати хліб. Особливо це стосується шкоринки, у якій крохмаль уже знаходиться в більш доступній формі – декстрину.

Викладене вище свідчить, що для покращення свого життя люди здавна використовували мікроорганізми. Але вони можуть продукувати не лише речовини, які сприяють проходженню певних реакцій, але й лікарські препарати. Перший антибіотик – мікофенолова кислота (карболка) виділена з грибів в 1896 році. В цьому ж році студент Ліонської військово-медичної академії Дюшен в дипломній роботі  описав конкуренцію мікроорганізмів і плісняви. Після серії дослідів Дюшен невелику кількість бульйону, на якому ріс пеніціллюм, ввів морським свинкам, інфікованих черевним тифом. Всі свинки залишилися живі. Російські лікарі ще у 80-х роках ХІХ ст. лікували нагноєння прикладанням до ран зеленої плісняви.

Іноді в науці відкриття допомагає знайти випадок. Ось про один з них. Осінь 1928р. Після літніх канікул повернувся до роботи в лабораторії при шпиталі св. Марії в Лондоні мікробіолог Олександр Флемінг, який вивчав різні гноєві бактерії. Всі посіви, які він зробив до канікул, були добре засіяні бактеріями, але в окремих чашках Петрі, де виросли плісняві гриби бактерії поблизу не розвивалися. До речі чашки Петрі придумав асистент Коха Юліус-Ріхард Петрі. Флемінг відібрав цю колонію і пересіяв у нову стерильну чашку. Потім навколо нової колонії вчений висадив різні види бактерій. Всі вони не розмножувалися в безпосередній близькості від грибів. Вчений визначив, що його гриб є Penicillum notatum. В наступних дослідах встановлено, що не лише живий гриб, але й поживний розчин, на якому він ріс, також подавляв розмноження бактерій. Але з ученим трапився нещасливий випадок – Флемінг не надав значення своєму відкриттю і навіть висловлювався, що пеніциліном не варто займатися. Але поштовх було зроблено, хоч багатьом вченим чимало (особливо Флорі) прийшлось попрацювати, щоб отримати пеніцилін. В 1941 році в США відбулося перше випробування пеніциліну на людині. Ним лікували пораненого поліцейського, але пеніциліну не хватило для його одужання. Після цього Х.Флорі відправився в СРСР, де професор З.В. Єрмольєва створила власний пеніцилін, навіть кращий, ніж англійський. Інтенсивна робота по знаходженню форм пеніциліну, здатного інтенсивно продукувати антибіотик, продовжувалася тривалий час. Вже згаданому американському поліцейському, якому не вистачило препарату, потрібно було для вилікування 1000 л грибного бульйону. В цих пошуках знову ж таки допоміг випадок. Флорі (дослідження виконувалися в США) доручив співробітниці ходити на овочевий ринок і закупати продукти з пліснявою. Одного разу вона принесла зіпсовану диню, на якій ріс Penicillum chrysogenus. Він і виявився найкращим продуцентом антибіотика. В подальшому дослідження проводили в напрямку добору більш продуктивних форм.

Одним із методів зміни спадковості організмів – Мутація . Спонтанно вони відбуваються дуже рідко: з 1 млн. мікробів може змутувати один. Відпрацьовані методи збільшення частоти цього процесу. Отримують штучні (індуковані) мутації, наприклад, використовуючи рентгенівське проміння. У цьому випадку мутації відбуваються з частотою 1:1000. Динний гриб не менше 20 разів опромінювали з подальшим добором більш продуктивних форм. Порівняйте – після доборів уже можна було отримати 50г пеніциліну з 1л поживного середовища. Це у 1000 разів більше. ніж при першому виділенні з дині і у 10 000, ніж виявив Флемінг.

Наведені приклади свідчать про складність налагодження біотехнологічних виробництв. Але поряд з тим практична цінність від них надзвичайно висока. Як уже говорилося, під час другої світової війни пеніцилін спас цілі дивізії людей. І як висока оцінка учасників проекту створення пеніциліну – А. Флемінг, Х.Флорі і Е. Чейн отримали Нобелівську премію.

Що ж на сьогодні являє собою “біофабрика”. Це створення приміщення, в якому розміщенні біореактори. Всі процеси, які у них відбуваються, контролюються датчиками, а це температура, концентрація кисню, кислотність середовища. Повітря додається профільтроване, стерильне. Розчин безперервно перемішується. Зараз в біореакторах вирощуються: плісняві гриби, дріжджі, бактерії, водорості.

Слід відмітити ще одну особливість мікроорганізмів – швидке ділення. Наприклад, бактеріальна клітина ділиться повні 20 хвилин. Багато це, чи мало? Згадайте давню притчу як бахманський властитель Шерам пообіцяв своєму визирю виконати будь яке бажання, якщо він придумає цікаву гру. Нею виявилися шахи. І як нагороду візир попросив віддати йому пшениці з розрахунку одна клітина дошки – 1 зерно, друга – 2, третя - 4 і т.д. Виявляється на 64 клітину припадає 18,5 триліона зернин. Ним можна було б засипати Землю шаром в 1 см. І знаєте що зробив Шерам? Наказав відрубати голову визирю.

Стосовно продуктивності мікроорганізмів. Корова масою 500 кг за добу прибавляє 0,5 кг білка, 500 кг рослин сої – 5 кг, а 500 кілограмова маса дріжджів – 50 т білка. При цьому для дріжджів необхідні дешеві поживні речовини.

Серед інших поширених видів продукції, які виробляють мікроорганізми слід віднести метанол, амінокислоти, тощо, але про це в наступній лекції.

