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1. BEVEZETES

Biotermék technoldgia? Mi is ez a targy? Mivel foglalkozik? A cim szerint a biotermékek
(=biotechnoldgiai tton eldallitott termékek) gydrtastechnoldgidjaval foglalkozik. Tehat
technoldgiai targy.

Eldszor is, mi az a biotechnoldgiai tt? Sokféle definicio sziiletett rd, de egyre tdgitani
kellett a lefedett kort. Végiil is egy eléggé altalanos €s sokféleképpen értelmezhetd meghataro-
zas sziiletett: Sejt és molekuldris szinti folyamatok alkalmazdsa problémak megoldasara vagy
termékek eldallitasara. Technoldgiai szempontbdl ezt leszlikithetjiik annyira, hogy olyan tech-
noldgia, amelyben mikroorganizmusokat, szoveti sejteket, vagy azok valamely alkotérészét (pl.
enzimeket) haszndlunk fel. Ez jdl illeszkedik a Biomérnoki miiveleteknél hasznalt felosztashoz:
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1. dbra Biotechnoldgiai gydrtdsi technologidk

Ha ez mar megvan, akkor nézziik, milyenek azok a biotermékek. Ezeket is tobbféle-
képpen csoportosithatjuk. Képzddésiik, bioszintézisiik szerint lehetnek:

» Sejtek, sejttomeg: pékélesztd, egysejt-fehérje, starter kultirak

» Primer metabolitok: etanol, szerves savak, aminosavak, nukleotidok

» Szekunder metabolitok: antibiotikumok, névényi hormonok, pigmentek, alkaloidok

» Polimer sejtalkotok: enzimek, poliszacharidok, nukleinsavak

» Rekombindns fehérjék: hormonok, ellenanyagok, enzimek
A képzddés mddja sok tekintetben meghatdrozza a technoldgiat:

Alcohol or sugar or cell number

Penicillin or sugar or cell number

Time Time
2. dbra Primer és szekunder metabolit fermentdciok lefutdsa
Kiilonbséget tehetiink az egyes termékek kozott a gyartdsi volumen szerint:
» Nagy tomegben eldallitott (bulk) anyagok: élelmiszeripari, vegyipari alapanyagok, a
fehér és a zold biotechnoldgia termékei. Jellemzoi:
— versenypiac, kis haszon
— az innov4cid a koltségek lefaragasara iranyul
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» Finomvegyszerek, dj gyogyszerek, diagnosztikumok: kis mennyiségben termelik, de
magas aron. Els@sorban a piros biotechnoldgia termékei.
— innovativ termékek,
— kisebb mennyiség
— nagyobb profit
A termelés 1éptéke meghatdrozza a technologiaban hasznalhaté muveleteket €s berendezéseket.
Pl. elektrodializist vagy vizes kétfazisu extrakciot még nem lehet tonna/éras kapacitassal alkal-
mazni.
A biotechnolégiai termékekre is érvényes a termelési volumen és az ar kozotti forditott
ardnyossdg. Ezt az Osszefliggést logaritmikus dbrdzoldsban vizsgélva kozelitéleg egyenest ka-
punk.
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3. dbra A termelés és az dr kapcsolata biotechnolégiai termékeknél

Mit néziink meg az egyes termék(csoport)okndl? Nem elsdsorban a sziikken vett technoldgiat
(taptalaj, hdmérséklet, pH, id6, fordulatszam, higitasi sebesség), hanem a teljes folyamatot, a
termék tulajdonsagait, a termeld torzseket, a fermentaciot (upstream), és a feldolgozast (down-
stream processing). Ezzel a sorrenddel kovetjiikk a technoldgia kifejlesztésének menetét (4.
abra).

A termék felhasznélasa, funkcidi altaldban a legelso alfejezethez, a termék leirdsahoz tar-
toznak. Ha viszont a termék tovabbfejlesztésérdl lesz szd, ujabb modositdsok tjabb alkalma-
zéasokat tesznek lehetévé, akkor ez az adott fejezet végére kertil.
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4. dbra A fermentdcios technologia fejlesztés fdazisai

1.1.1. A céltermék molekula alapos megismerése.

Szerkezetét, fizikai, kémiai tulajdonsagait mind ismerni kell, nehogy a fejlesztés egy
késdbbi fazisdban deriiljon ki egy Osszeférhetetlenség vagy bomlékonysdg. Sok paramétert
érdemes méréssel ellendrizni, nem mindig lehet a szakirodalomra tdmaszkodni.

Adalék: példdul a tejsav forrdspontjdra a legtobb tdbldzatban 112 C-ot taldlunk. Az csak egy kis ldbjegy-
zetbdl deriil ki, hogy ez 14 Hgmm-en mért adat, valdjaban atmoszférikus nyomdson ez 218 °C.

Termékiink pontos ismerete kiilondsen fontos a rekombindns fehérjéknél. Nem lehet
meguszni a hosszadalmas és draga vizsgélatokat:

» Az aminosav sorrend elemzés (MS — MS)

» A glikozilaciés mintazat elemzése (MS — MS), izoformék el6forduldsa

» A masodlagos/harmadlagos szerkezet felderitése (legaldbb a diszulfid hidak),
(Rontgen-krisztallogréafia)

» Domén-szerkezet, természetes érési/aktivalasi utvonal

» Aktivald/inaktival6 hatdsok, bomlékonysag

Ide tartozik még a megfeleld érzékenységii analitika kidolgozésa a f6 é€s melléktermékek-
re. Ezzel elkeriilhetjiik az olyan kellemetlen meglepetést, hogy mar a tisztitds optiméldsa utan
deriil ki, hogy a termékiink nem egységes, hanem tobb komponensbdl 4ll.
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1.1.2. A megfelel6 termel6 szervezet kivalasztasa/létrehozasa.

A természetben €16 mikrobdk a legritkdbb esetben termelnek olyan mennyiségii terméket,
hogy az azonnal izemesithetd legyen. Ezzel egyiitt az elsO 1€pés a torzs keresése, a screening.
Természetbdl, illetve torzsgylijteményekbdl Osszeszedett torzseket sorozatban vizsgalunk ab-
b6l a szempontbdl, hogy képesek-e — ha kis mértékben is — az altalunk kivant termelésre, atala-
kitasra. Ez torténetileg is a legels6 mddszer (~100 éves) a tdrzsmunkéban, az igy kivalasztott
torzseket majdnem mindig tovabb fejlesztik, de a torzsizoldlds ma is hasznos kutatémunka.

Adalék: az italcsomagoldsban nagyon elonyos a PET palack haszndlata: dtldtszo, inert, nyomdsdllo (ezért
szénsavas italokat is lehet benne tdrolni). Ugyanakkor éppen az inertsége miatt a természetben nem bomlik le,
évszdzadokig szennyezi a kornyezetet. Japdn kutatok sziszifuszi screening munkdval végiil taldltak egy mikroorga-
nizmust, amely képes a PET anyagdt bontani. Azonositottdk az enzimet, el is nevezték PETdz-nak. Ez egy lassan
novekvé mikroba kis aktivitdsii enzime, de ez jo alap, amin el lehet indulni, a tovdbbi torzsjavitdsi lépésekkel
valdsziniileg megoldhato lesz a PETdz nagybani termelése.
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engineering engineering
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5. dbra A torzsfejlesztési modszerek fejlédése

A kivalasztott torzs genetikai tovdbbfejlesztésének elsd generdcidja az indukdlt muticid
+ szelekcid volt (~70-80 éve alkalmazzdk). Az anyagcsereutak térképének ismeretében egyes
reakcidlépések és szabalyozasi mechanizmusok eliminalasaval torekednek a célvegyiilet tilter-
melésére. Ez a technika elvesz a genetikai tulajdonsdgokbdl, nem ad hozza 4j elemeket. Auxo-
trof és rezisztens mutdnsok izoldldsdval éri el a megnovekedett termékképzést.

A masodik generaciét (~50 éve) szoktdk génmanipuldciénak nevezni, a 1étrejott él6lény
GMO (genetikailag manipulélt organizmus). Eszkdze a rekombindns DNS technika, a kivélasz-
tott gazdaszervezetbe vektorok segitségével viszik be az idegen fehérjék termeléséhez és annak
szabdalyozdsahoz sziikséges géneket.

Harmadik generacionak tekintik a rendszerszintli biokémiai vizsgdlatot/beavatkozdst.
Felderitik és dtalakitjak az érintett anyagcsere-folyamatok fluxusat, azonositjdk és megsziinte-
tik a szlik keresztmetszeteket (,,-omikdk™: metabolomika, genomika, proteomika).

1.1.3.  Upstream optimalas

A harmadik szakaszban a kialakitott nagy termel6képességili torzshoz ki kell dolgozni a
megfeleld fermentécids technikét. Ennek targyaldsa soran nem elsdsorban az optimalis techno-
l6giai paraméterek (T, pH, t, V, stb.) bemagolasarél sz6l, hanem olyan altaldnos elvek bemuta-
tasardl, amelyek segitenek eligazodni 1j, még nem ismert technolégidk esetében is.

Példa: ha az optimdlis pH a kérdés, akkor jo becslés az élesztok és fonalas gombqik esetén az 5-6 kozotti
érték. Baktériumokndl nem hibdzunk nagyot, ha 6,5 — 7,5 kozotti értéket adunk meg. Erdemes megjegyezni a

kivételeket: a tejsavbaktériumok lesavanyitjdk a fermentlevet akdr 4,5-re is, de itt mdr sajdt magukat is gdtoljdk —
célszerti ezeknél is a pH-t ennél magasabb értéken szabdlyozni.
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A fermentacids folyamat két célfiiggvénye a végso (vagasi) termékkoncentracié és a pro-
duktivitds (termék/idd.térfogat). A kettd gyakran ellentmondésba keriil egymdssal. A szakaszos
fermentéacidval, kiillonosen a ratdplalassal nagy termékkoncentracié érhetd el, de alacsony a
produktivitds. A folytonos fermentécid viszont kisebb koncentraciét eredményez, de joval na-
gyobb a produktivitas.

1.1.4.  Downstream optimalas

A fermentécids technoldgia fejlesztésétdl nem valaszthat6 el élesen a negyedik fazis, a
termékizoldlas (downstream processing) optimélésa.

A termékizoldlds egy miiveletsor, aminek sordn a kivant anyag egyre nagyobb tisztasagu
lesz, végiil megfelel a felhaszndld, a piac igényeinek. A miveleteknek nincs kébevésett sor-
rendje, de az esetek nagy részében a kovetkezd sorrendet alkalmazzak:

1. Szilard-folyadék elvalasztas: a fermentlé folyadékfazisatol kiilonitik el a sejttomeget,
és/vagy a taptalaj szilard szemcséit, esetleg a kikristadlyosodott terméket.

(1/b) Sejtfeltaras. Erre a miiveletre csak akkor van sziikség, ha a kinyerni kivant anyag a
sejteken beliil taldlhat6 (intracelluléris). Ekkor a sejtek falat €és membranjat el kell ron-
csolni ahhoz, hogy a termék molekuldk kiszabaduljanak, oldatba keriiljenek.

2. Koncentralds/capturing: a legnagyobb mennyiségili idegen anyagokat, azaz els0sorban

a vizet tavolitjdk el, altaldban fazisvaltassal. Fehérjéknél ez affinkromatografidval tor-

ténik.

Tisztitds: a termé€k és a mellette 1évo szennyezd anyagok fokozatos elvalasztasa

4. Végtisztitas: a terméket a kereskedelmi forgalomba hozés eldirdsainak megfeleld tisz-
tasagig tisztitjak

het
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6. dbra Az upstream optimdlds részfeladatai
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7. dbra A downstream optimdlds részteriiletei

A termékizoldlas miiveleteivel a ,,Bioldgiai iparok elvdlasztdasi miiveletei” targy foglal-
kozik részletesen.

1.2. Gazdasagi hattér

A kovetkezOkben azt vizsgaljuk, hogy gazdasigilag mennyire jovedelmezd a biotechno-
16gia termékeinek gyartdsaval foglalkozni. A gazdasagi teriilet jovdjének fontos mérdszama,
hogy mennyi pénzt forditanak kutatas-fejlesztésre. Tehat nem a termeld kapacitdsok bovitésére
Uj beruhdzdsokkal, hanem innovécidra. Az dbran lathato, hogy a gydgyszer- és biotechnoldgiai
iparban a legnagyobbak a raforditdsok, meghaladjak az autéipar €s az IT technoldgia fejlesz-
tésére szant Osszeget is.
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8. dbra K+F beruhdzdsok a kiilonbozo ipardgakban

Gazdaséagi téren érdemes megkiilonboztetni az olcsé tomegtermékeket (bulk products) és
az innovativ, szabadalommal védett, nagy hasznot hozé termékeket.

A bulk termékek piacan erds verseny van, a profitratdk alacsonyak. Ezzel egyiitt a piac
évrol évre boviil. A termék onkoltségében dontd tényezd a tdpoldat koltsége, elsdsorban a szén-
forrds. Ennek dra az egész vilagon kozel dllandd, de az azsiai orszdgok olcsé munkaereje is
érvényesiil a versenyképességben
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9. dbra A bulk termékek piacdnak novekedése
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A 9. dbrén lathat6, hogy minden kategéridban nétt a termelés, kivéve a vitaminokat. Ez
utobbi csokkenés arra vezethetd vissza, hogy a kétezres évek elsd évtizedében tetdzott a ,,vita-
mindriilet”, az a trend, hogy az egészség szempontjabol elonyods, ha az emberek a normadl vita-
min sziikségletiik tobbszorosét viszik be naponta. Ez az6ta elmult, mint minden divat, a vitamin
igény és ezzel a termelés normalizdlddott.

Top 15 pharmaceutical products by sales worldwide

Humira 13 427
Rituxan
Revlimid

Enbrel

Herceptin

Eliquis

Remicade

Avastin
Xare(to
Eylea

Lantus

Expand statistic

10. dbra A gyogyszeripar legnagyobb drbevételii termékei

Az igazi blockbuster-ek, az 6ridsi bevételt €s profitot hozo termékek a gydgyszerek, azon
beliil a biotechnoldgiai tton gydrtott gydgyszerek, még szitkebben a monoklondlis antitestek.

A top10-be csak két kis molekuldju anyag fért be, az Eliquis és a Xarelto, ezek véralva-
dasgétlo szerek. A Lantus hosszu hatasidejit modositott inzulin, a tobbi gydgyszer monoklondlis
antitest.

A termékek bemutatdsdndl azt is figyelembe kell venni, hogy az adott anyag, vagy tech-
noldgia életciklusdnak melyik szakaszaban van. Erre a teriiletre is jellemz0, hogy minden uj-
donsag iddvel érett és elterjedt megoldds lesz, ami azutdn fokozatosan elavul, és 4tadja a helyét
Ujabb, eldnyosebb fejlesztéseknek.



BEVEZETES

Pécs Miklos: Biotermék technoldgia

I Emerging Growing ' Mature Aging
ELTERJEDTSEG
Q’?*
I xC‘-\‘” ' Fermertation
AP
o~ Eiocatalysis
¥ o d \
@ Reoctor Engingering_
ﬁ}- g ]
4 , ; J
Metabolic Engmeerulng
Downstream Processing Genetic_Lngineering
Animal Cell Cylture Technology _
Hybrtdcilma Technology.
ONA Synthesis Technology -

Two phase, Coenzyme reg.

olymerase Chain Reuction Technotogy

Catalytic Antibody DNA Sequencing Technology ] 9??“'
Technology. | Biosensor Technotogy | ‘oY
Praotein Engineering, Plant Tissue Culture ol
ntisense Technalogy, Protein Folding @Qs-“
N

Biochips Technology ,Polysaccharide Technalogy

TECHNOLOGIA ERETTSEGE Time ﬁ

11. dbra A biotechnolégia részteriileteinek életciklus-gorbéje
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2. EGYSEJT-FEHERJE TERMELES

2.1. Bevezetés

A fermentdacios ipar technoldgidi koziil a legegyszeriibbek azok, amelyekben maga a sejt-
tomeg a termék. A mikrobidlis sejteknek két f6 felhaszndlasi teriilete van:
1. Proteinforras (egysejt-fehérje, single cell protein, SCP) emberi és dllati fogyasztdsra.
2. Inokulum (olt6-, starter-) kultdrakként, élelmiszeriparban (pl. pékélesztd), mezdgazda-
sadgban, hulladékkezelésben.

2.1.1. Proteinigény

A vilag fejlodd orszdgainak nagy részében gondot jelent a novekvo lakossdg megfeleld
élelmiszer ellatdsa. Ennek egyik aspektusa a fehérje hidny. Nem elegendd a sziikséges kaldria
mennyiséget pl. szénhidratokbdl biztositani, a megfeleld fehérje bevitelre is sziikkség van. A
taplaléklancban az origindlis fehérje termeldk a novények. Az éllati szervezet csak fehérjébol
tud fehérjét termelni, és rdaddsul ez az 4talakitds elég rossz hatdsfoku (j6 esetben is csak kb. 2-
3 kg takarmény fehérjébol lesz 1 kg allati fehérje. Tisztdn novényi (vegetaridnus) étrenddel
kortilményes a megfeleld fehérje bevitelt biztositani, igy az dllattenyésztés kozvetitd, atalakitd
szerepét nem lehet megkeriilni. Igy a fehérjeigény mind az emberi, mind az 4llati tiplalkozs-
ban jelentkezik.

A fehérje alultaplaltsdg kétféle formaban is jelentkezhet: mennyiségi és mindségi hidny-
ként. A mennyiségi hidny azért 1€p fel, mert az emberi szervezet a beviteltdl fliggetleniil naponta
kb. 8-10 g elemi nitrogénnek megfeleld nitrogénvegyiiletet valaszt ki, elsdsorban a vizelettel.
Ennek pétlasdra legalabb ugyanennyi nitrogént kell bevinni, szerves vegyiiletek, elsdsorban fe-
hérjék formdjadban. Tehat napi 50-60 g fehérje bevitele sziikséges. A mindségi fehérjeéhezés
viszont abbdl adddik, hogy az esszencidlis aminosavakat szervezetiink nem képes elddllitani,
ezért azokat a taplalékkal kell elfogyasztanunk. A megfeleld aminosav dsszetétell, teljes értéki
fehérje bevitelre kiilon figyelmet kell forditani. A legnagyobb mennyiségben termelt haszon-
novények (gabonafélék) fehérje tartalma kicsi, és ebben is kevés az esszencidlis aminosav.
Egyediil a hiivelyesek (sz6ja, csicseriborsd, babfélék) tartalmaznak nagyobb mennyiségii és
teljes értékii fehérjét. Az allati eredetli termékek (hus, tej, tojas) fehérjetartalma és osszetétele
megfeleld, de ez csak fehérjék atalakitdsaval jon 1étre.

Ennek fényében a vildg egyre novekvo élelmiszerigénye 0sztonzi az in. nem-konvenci-
ondlis proteinforrasokra irdnyul6 kutatdsokat, amellyel kiegészithetjiik a mar meglévo forraso-
kat. A novények és allatok atalakité kapacitdsa mellett célszerlinek latszik a 1ényegesen gyor-
sabban szaporodé mikroorganizmusok anyagcseréjét igénybe venni.

Nagy érdeklddés irdnyul az olcsé anyagok hasznositdsdval nyerhetd mikrobiélis fehérjé-
re, vagy mas néven egysejt-fehérjére (Single Cell Protein). Az egysejt-fehérje igény két terii-
leten is jelentkezik. Egyfeldl a jelenleg meglévo fehérje forrasok mellett a taplalékbazis kiszé-
lesitése, masfeldl a takarmanyozasban alkalmazott konvenciondlis fehérje-komponensek (sz6-
ja, halliszt, tejfehérje) kivaltasa lehetéleg olcsobb mikrobidlis fehérjékkel.
amelyet tiszta vagy vegyes 0sszetételll alga, élesztd, gomba vagy baktérium kultirdkbdl vonnak
ki. A kultirakat olcs6é mezogazdasdgi vagy élelmiszeripari hulladékon tenyésztik, a fehérjéket
pedig nagy protein-tartalmu tdpanyagok helyettesitésére lehet felhasznélni akar emberi, akar
allati célra.
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12. dbra A hiisfogyasztds alakuldsa

A Single Cell Protein (magyarul egysejt-fehérje) kifejezést a Massachusettsi Miiszaki
Egyetem (MIT) tuddsainak egy csoportja alkotta meg 1966-ban. A kifejezés félrevezetd, mert
val6jaban nem csak az izolalt sejtfehérjét jelenti, hanem valgdjdban ,,barmely mikrobidlis bio-
massza, akdr egy-, akar soksejtli baktériumok, élesztdk, fonalas gombak vagy algak, amelyek
hasznalhaték taplalékként, vagy takarméany-adalékanyagként.”

2.1.2. Torténeti attekintés

Az élesztot empirikusan mér 5000 éve hasznaltak kenyér €s italok eloallitdsa sordn, anél-
kiil, hogy tudtak volna a mibenlétérdl. A fermentalt élelmiszerekben marad6 biomasszat ontu-
datlanul is elfogyasztottdk. A sorgyartds melléktermékeként keletkezd élesztot a sortorkollyel
egyiitt mar nagyon régen allatok hizlaldsara hasznaltdk fel. Az élesztd tulajdonsédgait és miko-
dését végiil Pasteur munkdssédga térta fel. A szdritott, élelmiszermindségii élesztok €s ezek auto-
lizatumai sok éve hasznalatosak. A szaritott gombamicéliumok a kellemes iziik miatt felhasz-
nalhatok levesekben, szdszokban, martdsokban. A mésodik vildghdbori sordn az élelmiszerhi-
any enyhitésére mind Németorszdgban, mind a Szovjetuniéban nagy mennyiségii élesztot ter-
meltek emberi fogyasztasra. 1966-ban, amikor az SCP kifejezést el0szor hasznaltik, ekkor a
vildgon Osszesen kb. 800.000 tonna mikroba biomasszat éllitottak eld, ebbdl 600.000 tonna
pékélesztd volt.

Altaldnosan elmondhatjuk, hogy az 4r, ezzel a gazdasdgossag erésen fiigg a felhasznéldsi
céltdl. A pusztan takarmanyozasi célu termék gydrtdsa a gazdasdgossdg hataran billeg. Csak
nagyon olcsé szubsztratbol, olcsé technoldgidval lehet gazdasdgos. Ha a sejttomeget €élelmi-
szerként vagy élelmiszer adalékként lehet eladni, az ar mdris tobbszordse az el6zonek, dragabb
szubsztratok és technoldgia is alkalmazhat6. Ugyanez a helyzet az inokulum/starter tenyésze-
tekkel is, magasabb aron értékesithetok.
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Az SCP-gydrtds elonyei
A tradiciondlis fehérje-eldallitd modszerekkel szemben az egysejt-fehérje termelés a ko-

vetkez6 eldnyokkel rendelkezik:

A mikroorganizmusok nagyon erdteljesen ndovekednek, és nagy hozammal gyarapodnak.
(100 kg élesztd 500 tonna fehérjét termel 24 6ra alatt, mig egy 500 kilds fiatal marha
ennyi id6 alatt csupén fél kg fehérjét képes szintetizalni — 5,5-9 kg novényi fehérje el-
fogyasztdsa utan. Hasonl6an, a mesterséges toban él6 algdk 50 tonndnyi (szdraz tomeg)
fehérjét képesek termelni évente egy hektarnyi teriileten. Ez a hozam 10-15-sz0r nagyobb,
mint a sz6jababé, és 25-50-szer nagyobb, mint a kukoricéé.)

Nagy a fehérjetartalmuk — 1d. a tdblazatot

Az egysejt-fehérjében sok esszencidlis aminosav van.

A termelt €lesztd tomeg vitamintartalma is nagy.

Nyersanyagként mezdgazdasagi €s ipari hulladékok és melléktermékek is hasznosithatok
a mikrobdk szdmaéra.

A magas hozamd, j6 Osszetételli torzseket kivélaszthatjuk, és relative konnyen szaporit-
hatjuk.

A biomassza-gydrtas fliggetlen az évszakoktdl és az iddjarastol.

Az SCP-gydrtds hdtrdnyai
A sejtfalak anyagai nem, vagy csak nehezen emészthetok. Ez egyrészt veszteség, mas-
részt ezek a makromolekuldk allergids reakcidkat okozhatnak.

2.1.3. Az SCP és termelé mikrobak tulajdonsagai

Ha a biomasszat mas fehérjék helyettesitésére akarjuk hasznalni, akkor az els6 megvizs-

galand6 kérdés az, hogy Osszetételiikben, tulajdonsdgaikban mennyire hasonldk.

Altaldnossdgban a mikrobidlis biomassza 45-55 % fehérjét tartalmaz, habér néhany bak-

térium proteintartalma akar 80% is lehet. A biomassza egyéb esszencidlis tdpanyagokat is tar-
talmaz, igy idedlis kiegészités a hagyomanyos tdpanyagok mellett vagy helyett.

% élesztd b?gz?iz; tiletég)ét gombdk algak sz@jaliszt | tejpor
fehérje 60.0 83.0 80.0 42.0 70.0 45.0 34.0
aminosavak 54.0 65.0 40.0
zsirok 9.0 7.4 8.0 13.0 5.0 1.8 1.0
nukleinsavak 5.0 15.0 1.0 9.7 4.0
dsvanyi s6k 6.0 8.6 8.0 6.6 7.0 6.0 8.0
i’;r‘tl;‘(’)s;ég' 45 2.8 4.0 13.0 6.0 12.0 5.0

1. tdbldzat Kiilonbozo fehérjeforrdsok dsszetétele

Az 1. tablazat jobb oldaldn l4that6 a klasszikus teljes értékii fehérje forrasok osszetétele.

Ehhez képest az egysejtii biomasszak fehérjetartalma jéval nagyobb. Az aminosav tartalom sor
az 0sszes fehérjébdl emésztéssel felszabadithaté mennyiséget jelenti. Az Osszes fehérje tar-
talomnak csak 80-90%-a hasznosul az enzimes bontas utan, a tobbi a nehezen bonthatd frak-
ciokban (pl. sejtfal) taldlhatd. Az Osszetétel 100%-ahoz hidnyz6 anyagmennyiség a nem mért

12



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia EGYSEJT-FEHERJE TERMELES

szénhidrat tartalomnak tudhat6 be. A ,tisztitott fehérje” a metanol hasznosité baktérium bio-
masszdjabol kinyert, nukleinsav-mentesitett prepardtumot jelenti. A hagyomanyos fehérje for-
rasok nukleinsav tartalma gyakorlatilag nulla, mig a mikrobdké, kiilonosen a baktériumoké je-
lentds. Ez azért hatranyos, mivel a szervezetben a nukleinsavak, pontosabban a purinvédzas nuk-
leotidok higysavva bomlanak le. 1 g RNS-bdl 100-150 mg huagysav képzddik. Ennek pedig
rossz az oldhatésdga, hajlamos kristidlyos formdban kivélni. Megjelenhet vesek6é formajaban,
de kirakodhat az iziileti felszinekre is, ami fijdalmas gyulladast okoz (kdszvény). A zsirtartalom
0sszehasonlitdsa nem relevans, mert a sz6jadara €s a tejpor olaj/zsirtartalmat eldzetesen kivon-
jék, szb6jaolaj illetve vaj formdjaban élelmiszerként hasznositjak.

Az Osszetételen til mas praktikus szempontok is befolyédsoljak, hogy melyik mikroorga-
nizmust vélasztjdk ki a technolégidhoz.

A baktériumokra gyakran magas fehérjetartalom jellemz6 és nagy a novekedési sebes-
ségiik, de emellett hatranyos tulajdonsagaik is vannak:

- A sejtek kis méretliek és kis stirliségliek, ami nehézzé €s koltségessé teszi a szaporitd
kozegtdl valo elvalasztast.

- nukleinsav tartalmuk magas a gombakhoz és élesztokhoz képest. A nukleinsav mennyi-
ségének csokkentésére tovabbi 1épéseket kell bevezetni az eljards sordn, ezzel emelked-
nek a koltségek.

- Az éltalanos kozvélekedés szerint minden baktérium karos és betegségeket okoz. Széles-
korh tdjékoztatd programok kellenének, hogy ezt a félreértést megsziintessiik, és a tarsa-
dalom elfogadja a bakteridlis fehérjéket is.

Az éleszték elonyeit jelentik a nagyobb sejtméret (konnyebb elvalasztds), alacsonyabb
nukleinsav-tartalom, magas lizin-tartalom és a savas pH-n vald szaporitds lehetdsége. Am a
legfobb eldny mégiscsak a tarsadalom feldli bizalom, elfogadas a tradiciondlis erjesztési elja-
rasok és a sok éves torténelem miatt. Hatranyt jelent a lassabb novekedés, az alacsonyabb fe-
hérjetartalom, és az, hogy a baktériumokndl kevesebb metionint tartalmaznak.

A fonalas gombak elénye az egyszerl elvdlasztasuk, de lassabban novekednek, alacso-
nyabb a fehérjetartalmuk és a tarsadalmi elfogadottsaguk. Az algaknal hatrany, hogy a sejtfa-
lukban 1év6 cellulézt az ember nem képes megemészteni, valamint hajlamosak a nehézfémek
felhalmozdsara.

A torzs kivalasztdsaban nem elhanyagolhat6é szempont, hogy milyen szubsztratok hasz-
nositasara képes. Mivel az egysejt-fehérje termelésénél a koltségek nagy hanyadat a szubsztrat
koltsége teszi ki, a valasztds is aszerint torténik, hogy melyik, olcsén rendelkezésre all6 szén-
forrast melyik mikroba képes gazdasdgosan hasznositani. Mik lehetnek ezek az olcsé szénfor-
rasok? A legolcsébb a 1égkori szén-dioxid, valamint az ipari €s mezdgazdasagi melléktermékek
és hulladékok.

Mikroorganizmus Nyersanyag
Baktériumok Hygrogenomonas, Cellulomonas, kdolajipar szénhidrogén maradékai,
Pseudomonas, Methylomonas, stb. metanol
Eleszték Candida sp, Saccharomyces fragilis, | Savo, etil-alkohol, keményitd, n-paraf-
Torula sp, Rhodoturula spp. finok, szulfitlig, stb.
) Aspergillus terreus, Trichoderma Papircellul6z, keményitd, szalma,
Penészek : e P p
reesei, Penicillium spp. cukorndd baggassz/répaszelet, stb.
, Scenedesmus sp, Spirulina, e
Algak Chiorella 1égkori szén-dioxid

2. tabldzat A kiilonbozd szubsztrdtokon szaporithaté mikroorganizmusok
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A mikrobatorzs kivalasztasdban a kovetezo tényezoket kell figyelembe venni:

- milyen szubsztritot igényel szén- és nitrogénforrasként, illetve milyen kiegészitd tap-
anyagok sziikségesek

- nagy fajlagos novekedési sebesség, termelékenység és hozam egy adott szubsztrét esetén

- pH- és hdmérséklettiirés

- levegdztetési igény, habzasi jellemzok

- novekedés morfoldgidja a reaktorban

- biztonsag és elfogadottsdg — nem patogén, nem termel toxinokat

- konnyl elvalaszthatdsdg

- atermék fehérje, RNS és tdpanyag-tartalma. A baktériumok az élesztOknél €s gombaknal
tobb és értékesebb fehérjét termelnek. Azonban a magasabb protein-szintekhez tobb nem-
kivanatos RNS is tartozik.

- avégtermék szerkezeti tulajdonsagai

- é&ltalanossdgban a baktériumok gyorsabban és magasabb homérsékleten novekednek,
mint a gombdk, igy kevesebb hiitésre van sziikség.

- A bakteridlis és élesztd fermentaciok levegdztetése egyszeriibb.

- A gombakkal Osszevetve, amelyek sziiréssel konnyen elvalaszthatok, a baktériumok és
élesztok esetében iilepitési technikdk €s centrifugalas sziikséges.

- Az SCP-gyartasban alkalmazott mikroorganizmusoknak biztonsdgosnak és élelmiszer-
ipari hasznalatra elfogadottnak kell lennie. A szervezeteknek genetikailag stabilnak kell
lenniiik, hogy az optimalis biokémiai és fizioldgiai tulajdonsigu torzsek a folyamat soran
tobb szaz generacion keresztiil fenntarthatok legyenek.

2.1.4. Az SCP-gyartasi technoldgia

Sejtszaporités a felsorolt alapanyagokon, aerob fermentacidval torténik. A gyartds gazda-
sdgossdga a minél nagyobb, tobb szdz, vagy akar tobb ezer kobméteres fermentorok alkalma-
zasat indokolja. Ezekben intenziv levegdztetéssel nagy oxigénbevitelt kell biztositani, ami el6-
segiti a mikroba 1égzését. Ez viszont tobb metabolikus hdt termel, aminek elvezetéséhez pedig
hatékony, nagy feliileti hiitrendszer sziikséges. A produktivitds maximaldsdhoz folytonos fer-
mentaciot célszerli alkalmazni. Ennél viszont a kilépd fermentlében viszonylag alacsony a bio-
massza koncentracio, ez a feldolgozas koltségeit noveli. A kiilonbozo eljarasokhoz kiillonb6zo
fermentor konstrukciok sziikségesek, figyelembe véve a kérdéses folyamat éltal tdmasztott 1gé-
nyeket.

A sejtek kinyerésére valtozatos miiveleteket alkalmaznak, igy novekvo koltség szerint
rendezve: iilepités, flotdlds, kicsapds, szlirés, membransziirés és legdragabb a centrifugalds. Ha
a terméket nem haszndljdk fel azonnal, helyben, akkor a tarolhatésdg, széllithat6sag érdekében
szaritjak, esetleg savanyitjak, ami tovabbi koltségekkel jar.

2.1.4.1. SCP termelés COz-on
A 1étez6 legolcsobb szénforrds a levegd szén-dioxid tartalma. Ennek hasznositdsahoz
azonban energia sziikséges, ezt a fotoautotréf szervezetek a szintén ingyenes napfénybdl bizto-
sitjdk. Fotoszintézisre egysejtli szervezetek, a kékbaktériumok és a zoldalgdk is képesek, ezekre
tobb egysejt-fehérje eldallitasi technoldgia épiil.

Spirulina — Arthrospira fajok
A kékbaktériumok (Cyanobacteria) kozé tartozd Spirulina (méas néven Arthrospira) fa-
jokat mar a mai Mexik® teriiletén €16 aztékok is fogyasztottak. A Texcoco t6 vizébdl sziirték ki
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13. dbra A Texcoco tora épiild technologia

a lancokat formdzo sejteket. Ettdl teljesen fiiggetleniil Afrikdban, a Csdd t6 mellett é16 kanembu
torzs is fogyasztotta, sOt piacra is vitték a szaritott algalepényeket. Iparszertien az 1970-es évek-
t6] foglalkozik vele a Sosa Texcoco vallalat. A tenyésztés szabad téren, mintegy 10 hektdron
elhelyezkedd sekély tavakban torténik. A mélységiik kb. 60 cm, a napfény koriilbeliil ilyen
mélységig hatol be a vizbe. A bikarbondtban gazdag viz (pH~8,5) a 1égkorbdl tud felvenni to-
vabbi szén-dioxidot és oxigént. Nitrogénforrasként nitrat sokat is adnak a vizhez. A terméket
félfolytonos tizemben lefejtik, sziirés és pasztorizalds utdn porlasztva szdritjdk. Annak dacdra,
hogy a prokariétdknak nincs z6ld szintestiik, termék mégis s6tétzold szinti.

A technoldgia elsdsorban a napfényes, meleg éghajlati orszdgokban terjedt el, jelenleg
22 orszagban foglalkoznak vele Hawaiitdl Indidig. Eur6pdban egyediil Gorogorszagban pro-
balkoznak vele.

| War st & Bnerey ™

-spirulina-

14. dbra Etkezési Spirulina termékek

Valédi zoldalgdk
A zo6ldalgak kozott szamos olyan faj taldlhatd, amelyik szuszpenziéban maganyosan vagy
néhany sejtbdl 4ll6 csoportokban novekszik (Chlorella, Scenedesmus). A fotoszintézisen ala-
puld szaporitist az el6zéekhez hasonléan szabad téren, sekély (20-50 cm mély) beton vagy
milanyag lagindkban, csatorndkban végzik. Nitrogénforrasként szervetlen sokat alkalmaznak.
A folyadékon idonként levegot fuvatnak at, inkdbb az iilepedés meggéatldsa, mint a gazcsere
érdekében. Folytonos betdplalast és elvételt alkalmaznak. Veszélyt jelenthet a baktériumok

15



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia EGYSEJT-FEHERJE TERMELES

megjelenése. Az algdk és a baktériumok hajlamosan szimbidzisba 1épni (az algdk oxigént ter-
melnek és szén-dioxidot fogyasztanak, a baktériumok éppen forditva). A vegyes biomassza tu-
lajdonsdgai mar nem olyan kedvezdek, ezért a vegyes populdcio tenyésztése nem eldnyos.

Az algak fehérjetartalma 40-50%, nukleinsav tartalma kicsi, minddssze 4-6%. A bio-
massza kinyerésére nem alkalmaznak centrifugdldst, mert az tdl dridga miivelet, hanem mész-
tejjel kicsapjak az algakat.

A tenyésztéssel csak a napfényes orszagokban érdemes foglalkozni (Izrael, Florida). A
telep kialakitdsa elég nagy beruhdzast igényel, ami csak nehezen tériil vissza. Az eldallitasi
koltség: 4-10 USD/kg kozott mozog, mig a széjadara csak 3 USD/kg. Tehat takarményozasi
célra nem gazdasdgos, élelmiszerként viszont az lehet.

Atmenetet jelent a kovetkezd fejezethez (ahol a szénhidrét szénforrdsokat vizsgaljuk) a
Chlorella alga heterotrof tenyésztése. Japanban az algat aszeptikusan, zart fermentorban, me-
lasz szénforrdson szaporitjdk. Az igy kapott alga tomeget a japan konyha specidlis élelmiszer
adalékként hasznalja. Az éves termelés ~3.000 t/év, az eldéllitasi koltsége: 10-15 USD/kg.

2.1.4.2. Egysejt-fehérje szénhidrdtokon

Az egysejt-fehérje eldallitashoz ugyanazok a szamitasba johetd szénhidratok, mint a fer-
mentaciods ipar egyéb teriiletein. Egyediil az ar a kritikus tényez0, a més teriileten megszokott
gliikdz, izocukor, (tiszta) szachardz itt dragdnak szamit, csak akkor johet szdmit4sba, ha a bio-
masszat élelmiszerként és nem takarmanyként lehet eladni.

Célszerti megkiilonboztetni a konnyen metabolizalhaté cukorforrdsokat (melasz, tejsavo,
szulfit szennylug, gyiimolcs feldolgozasi maradékok), és a nehezen bonthat6 9sszetett szénhid-
ratokat (keményité maradékok, cellul6z).

Elesztészaporitds melaszon

Jellemzden ezen szénforrason termelik a pékélesztot, ami az egyik legnagyobb mennyi-
ségben gyartott biomassza termék. A melasz a cukorgyartds mellékterméke (anyaligja), ami
40-45% cukrot, tilnyomorészt nem-kristalyosithatd szachardzt tartalmaz. A melaszt eredeti to-
ménységében nagyon nehéz sterilezni, mert védokozeget jelent a benne 1évé mikrobdk szdmaéra,
ezért higitas (4-6%-ra) utdn sterilezik, és kiegészitik szervetlen s6kkal. Az élesztok koziil a
Saccharomyces cerevisiae mellett a Candida utilis-t tenyésztik, jellemzden folytonos fermen-
taciéban, D=0,2-0,3 h! higit4si sebességgel. Intenziv levegdztetésre van sziikség ahhoz, hogy
az teljesen eloxidalja a cukrot szén-dioxidda és vizzé és ne termelddjon alkohol. A sejteket
szepardtor centrifugdval bestiritik (éleszttej) majd a felhaszndlasnak megfelelden dolgozzak
fel. A siit6élesztében meg kell Orizni az enzimaktivitdsokat, ezért a vizet préseléssel vagy ki-
méletes szaritassal tavolitjak el.

A takarmanyéleszténél ez nem szempont, a denaturalt fehérjék is megfeleldek az allatok
szdmdra. Az élesztd emberi fogyasztdsa manapsdg nem jellemzd, a masodik vilaghdboru alatt
viszont nagy mennyiségben termelték az élelmiszerhidny enyhitésére mind Németorszagban,
mind a Szovjetunidban.
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15. dbra Az élesztogydrtds teljes folyamata

Elesztészaporitds laktézon (sajtgydri savon)

A sajtgyartas mellékterméke, a savé kb. 5% tejcukrot kb. 1% fehérjét és oldott dsvanyi
anyagokat tartalmaz. A gyartds sordn nagy mennyiségben keletkezik, a sajt tomegének tobb-
szorose. Ha ezt szennyvizként tekintjiik, a BOI = 70.000 mg O/, ami igen nagy szerves anyag
terhelést jelentene. Valamilyen drtalmatlanitdsi/hasznositdsi médot mindenképpen talalni kell.
Kis szdrazanyag tartalma miatt elszallitani gazdasagtalan, helyben érdemes megoldast taldlni.
A fehérje tartalmat érdemes elkiiloniteni €s hasznositani (f6zéssel kicsaphat6, vagy ultrasziirés-
sel betoményithetd), ez tdpszerekben, élelmiszeripari adalékként felhaszndlhat6. A laktézt a
legtobb mikroorganizmus nem képes szénhidratforrasként felhaszndlni, csak egyes élesztok ké-
pesek B-galaktozidaz termelésére:

- Saccharomyces lactis,

- Candida utilis,

- Saccharomyces fragilis,

- Kluyveromyces lactis

- Kluyveromyces marxianus (a torzsek nevét tobbszor megvaltoztattak)

Ennek jellegzetes példdja a BEL Fromageries (francia tejipari cég) eljarasa. Kluyvero-
myces marxianus torzset szaporitottak tejsavon, amiben az 5% lakt6z mellett jelen volt 0,8%
protein (nem valasztottak el) és 0,2-0,6% tejsav is. A biomassza termeléshez intenziv levegdz-
tetés sziikséges, ezt keverd nélkiil, air lift fermentorban oldottdk meg. A takarmédnyozasi céli
biomassza mellett az 4svanyi anyagok €s a tejsav is megmaradhatnak. Az élelmiszer mindsé-
gli sejttdomegnél viszont nem, a sejteket lecentrifugaljdk, az oldott anyagokat mosdassal eltdvo-
litjak, és a terméket szaritjdk. A sejthozam 0,45-0,55 g/g, az elfogyasztott laktézra vonatkoz-
tatva.

17



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia EGYSEJT-FEHERJE TERMELES

Savo tartaly
/__\' szlirés

Fermentor

pasztérozes

gy &

Fehérje csapadék dekantalsa hiitd

l hiftéviz —p

O szlirés levegd ——————|
AT O | e — A -
{MNH)z 50 | sejttdmeg

szeparator

S’
!
Srlés
0 ’

szarito

\W/ drlés

tarolas

16. dbra BEL Fromagerie eljdrds

Szulfit szennyliig, mint szénforrds

A szulfit szennylig a celluléz/papiripar mellékterméke. A faanyagot a kalcium-hidrogén-
szulfittal, kén-dioxid feleslegben f6zve a lignin lignoszulfosavva alakul és feloldodik, a cellul6z
szalak kiszabadulnak, ezeket hasznadljak papirgyartasra. Ekozben a hemicellul6z részben mo-
noszacharidokka hidrolizdl, amit egyes mikroorganizmusok képesek hasznositani. A szabad
cukrok osszetétele, €s mennyisége (2-7 %) az alapanyag és a f0zési eljaras tipusaval valtozik,
rendszerint nagyrészt pentozokat tartalmaz. Ez a cukortartalmi 1€ a szulfit szennylug.
Szennyvizként ez nagyon kornyezetterheld, a BOI 50.000 mg O»/1 koriil van, célszerii helyben
artalmatlanitani/hasznositani. Svédorszagban 1909 6ta fermentécids alapanyagként hasznaljak.
A masodik vildghdbort idején az élelmiszerhidany enyhitésére az igy termelt élesztét emberi
fogyasztdsra is felhasznaltak. ElsOként Saccharomyces cerevisiae-t szaporitottak, de ez a torzs
rosszul hasznositja a pentézokat. Késébb éttértek a Candida tropicalis és Candida utilis tor-
zsekre, amelyek az dtszénatomos cukrokat is j6l metabolizaljak.

Candida utilis torzzsel Csehorszagban is épitettek egy nagy, 25.000 t SCP/év kapacitasu
tizemet a szulfit 1dg hasznositaséra.

Finn szakemberek fejlesztették ki a finn fafeldolgozé iparra alapozva a Pekilo-eljarast,
amelyben szulfit ldg szubsztraton tenyésztik az erre a célra szelektdlt Paecilomyces varioti tor-
zset. A pentdzokat a gomba nagy fehérjetartalmu sejttomeggé alakitja. Egy nagy, 360 m3-es
keverds, levegdztetett fermentort miikodtettek folytonos iizemben, D = 0.2 h'! higit4si sebes-
séggel. Ezzel évi 10.000 tonna biomasszat kaptak, aminek fehérjetartalma 55-60%. A fonalas
gomba elvalasztdsa a fermentlétdl egyszeriibb, mint az élesztOké, mert nem kell centrifugélni,
szliréssel is kinyerhetd. A biomasszat Finnorszdgban élelmiszerként engedélyezték.
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Keveset tudunk a szovjet/orosz fermentaciés technolégidkrdl. Annyi bizonyos, hogy min-
den papir/cellul6z gyarhoz épitettek egy SCP iizemet (kb. 30 db), amelyben Candida élesztot
szaporitottak takarmédnyozasi célra. Az 1985-6s évben Osszesen kb. egy millié tonna terméket
jelent.

Gliikoz szénforrds

A gliik6z tilsdgosan driga alapanyag a takarmdnycéli egysejt-fehérje gyartasdhoz. De ha
humaén étkezési célra termelik, akkor a magasabb eladdsi ar elbirja a nagyobb koltségeket. Ez
mutatkozik meg a Rank Hovis McDougall (RHM) Mycoprotein hishelyettesité készitményé-
nél. Az igény az Anglidban €10, szdzezrekben mérhetd vegetarianus, elsésorban indiai popula-
ci6 részE€rol meriilt fel. Szamukra fejlesztették ki ezt hishoz hasonléan rostos szerkezetii, nagy
fehérjetartalmui készitményt. A rostos jelleghez inkdabb micélium sziikséges, ezért ebben az
esetben nem egy élesztdt, hanem fonalas gombat vélasztottak. Az RHM mintegy 3000 torzset
vizsgalt meg, ezek koziil bizonyult a legjobbnak a Fusarium venenatum (eredetileg F. grami-
nearum) faj.

Adalék: a torzseket nagyon sok helyrdl begyiijtott talajmintdkbol izoldltdk. A ,,nyertes” torzs végiil is egy
Buckinghamshire-i kertbdl szdrmazott, ami mindossze négy kilométerre volt az RHM kozponti laboratoriumdtol.

A tdpoldat élelmiszer mindségl gliikdz szirupot, szervetlen sdkat €s biotint tartalmaz. A
fermentécié sordn a pH-t ammonia géz (N-forrds is) adagolasédval (a levegdztetd rendszeren
keresztiil) 6-os értéken tartjdk. A fermentaciot magas (kb. 40 m) air lift fermentorokban, foly-
tonos iizemben (D=0,2 h™'") végzik. Allandésult allapotban 15-20 g/l sejtkoncentraciét lehet el-
érni. A folytonos fermentaciét 5-6 hétig tartjak fenn, azutan két hét tisztitasi, karbantartasi szii-
net kovetkezik.

A feldolgozas sordn egy hidrociklonos eldstirités utdn az RNS tartalom csokkentésére
hokezelést iktatnak be. A levet 30 percig 64°C-on tartjdk, ezalatt a sejtek sajit hostabil RNéaza
lebontja a ribonukleinsavakat, az RNS-koncentracié 80 mg/g-r6l 2 mg/g-ra csokkenthetd. A
keletkezett mononukleotidok kidramlanak a sejtekbdl, a makromolekuldk viszont bent marad-
nak. Ugyanakkor a sejtek protedzai inaktivalédnak, a fehérjetartalom nem bomlik, ezaltal sta-
bilizdlédik a termék. Ezutdn a micéliumot szlirdcentrifugdval levalasztjak, egy tésztaszerii
masszat kapnak, amelyben a szdrazanyag fehérjetartalma 45%. Ezt tojasfehérjével dolgozzdk
0ssze, ami ,,0sszeragasztja” a fonalakat és ezaltal javitja a texturat. Az anyagot kb. 30 percig
g6zben fozik, a kicsapddd, denaturdlédo fehérjék megszilardulnak. A lehiités utdn ugyanigy
szeletelik, kockazzak vagy dardljak, mint a husokat. Zaré 1épésként megfagyasztjak, a kialakul6
jégkristalyok alakitjak ki a végsod strukturat.

MEAT FREE, SOY FREE

PIECES

hmiw-nhnqdﬁﬂhﬁmry

17. dbra Etkezési Quorn termékek
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Sokféle félkész és késztermék termék formajaban emberi fogyasztasra szdnt huishelyet-
tesitOkként Quorn néven hozzak forgalomba. A teljesen vega étrenden éloknek kifejlesztettek
egy tojadsmentes véaltozatot is, ebben egy burgonya frakci6 a ragaszto.

Kiilon torténet az élelmiszerként val6 engedélyeztetés. Amikor belekezdtek a projektbe,
még nem volt meg az engedélyezési protokoll, nem volt olyan hivatalos szerv, aminek a jogko-
rébe tartozott volna az engedélyezés. Ezek miatt 10 évbe telt procedira, laboratériumi, allati és
klinikai vizsgdlatok sorat végezték el, mire kiadtak az engedélyt. A Quorn termékeket azota is
sokan tdmadjak, de ez elsdsorban piaci konkurenciaharc.

Keményito szénforrds
Svédorszdgban fejlesztették ki a Symba eljarast, amelyben burgonyakeményitobol két 1é-
pésben SCP-t dllitsanak eld. A tiszta, élelmiszer mindségli keményitd ennél az eljarasnal is tul-
sdgosan driga szubsztrit lenne, ezért a burgonya feldolgozas soran keletkez6 hulladékokat (héj,
nyesedék, moséviz) hasznaljak fel.

Saccharomycopsis
fibuliger inokulum

1. fermentor Szimbibzis
fermentor

\ 4 »
Centrifugalas

M)
V/

Burgonya keményit6 —m
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18. dbra Symba eljdrds

A folyamat két olyan élesztétorzs felhasznaldsaval megy végbe, amelyek képesek szimbidzis-
ban egyiitt élni. A Saccharomycopsys fibuliger (mas néven: Endomyces fibuliger, Endomycop-
sis fibuliger) amildz enzimet termel, ami cukrokka bontja a keményitot, ezzel pedig lehetdvé
teszi a gyorsabban, jobb hozammal névekedd Candida utilis szaporodasat is. Az elsd 1épésben
egyediil a S. fibuliger-t szaporitjak, egy kisebb térfogati reaktorban, sterilizalt burgonyahulla-
dékon, amit nitrogén és foszfor forrasként szervetlen sokkal egészitenek ki. A részben elcukro-
sitott szénhidratot tartalmazé tenyészetet szivattyizzak 4t a nagyobb, 300 m3-es masodik fer-
mentorba. Itt oltjak rd a C. utilis inokulumot, a két torzs kevert kultirdban ndvekszik tovabb.
Ez a folyamat ,,egyidejli elcukrositds és fermentaci6é”-ként (SSF = simultaneous saccharifica-
tion and fermentation) ismert. A Candida fokozatosan tilnovi az eredetileg nagyobb sejtszamu
Saccharomycopsys-t, a tiznapos fermentacio végére a sejttomegnek mar 90%-a Candida. A fel-
dolgozas sordn szeparator centrifugdval elvélasztjdk a biomasszat, majd szdritdssal konzerval-
jak. A termék fehérjetartalma 45%, dllati takarmanyozdasra hasznélhaté.
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Celluloz, lignocelluloz

A bioszférdban évrdl évre hatalmas mennyiségli celluloz keletkezik. A természetben, a
mezogazdasdgban és az erddgazdilkoddsban keletkezd celluléz a legnagyobb tomegili bio-
massza, sokszorosan meghaladja a keményité mennyiségét.

A novényi anyagokbdl és fahulladékbodl szarmazo celluléz bésége miatt az egysejt-fehér-
je-eldallitdshoz vonzo alapanyagot jelent. A celluléz hidrolizis utdn megfeleld szubsztrat lenne
az SCP termeléshez, de a természetben éltaldban ligninnel, hemicellul6zzal, kombinélva kép-
z0dik. A lignocellul6zos szerkezetl anyag felhasznédldsdhoz altalaban elokezelés sziikséges. Ez
lehet Idgos, vagy savas kezelés vagy gdzrobbantds is. Ezek koltsége az intenziv fejlesztési mun-
ka ellenére is gazdasagtalannd teszi a hasznositést.

Adalék: Jelenleg a lignocelluloz hulladékok egyetlen gazdasdgos hasznositdsa a gombatermesztés. A koz-
ismert csiperke (Agaricus bisporus) mellett nagy mennyiségben termesztenek sii-takét (Lentinus edodes) és mds
dzsiai gombdkat.

Ha a kinyert cellulézt szubsztratként kivanjdk haszndlni, azt kémiai- (savas hidrolizis)
vagy enzimatikus tton (cellulazok) még le kell bontani fermentalhaté cukrokkd. Ma mér az
extracellularis enzimként fermentéacidval eldallitott celluldzokat ipari méretben is gyartjak.

A cellulaz teljes bontdsdhoz legalabb hirom enzim (endocellulédz, cellobiohidrolaz, cel-
lobidz) egyiittes miikodésére van sziikség.

Endo-B1.4-gliikanaz (endocellulaz, Cx enzim): ennek hatasara az oldhaté cellulézbdl cel-
lobidz és oligomerek keletkeznek.

Exo-B1.4-gliikandz (cellobiohidroldz, C1 enzim): kristalyos cellul6zbdl a lancvégekrol a
C1 enzim cellobidzt hasit le.

B-1.4-gliikoziddz (cellobidz): a cellobidzt két gliik6zz4 hidrolizélja.

Szamos hatékony celluldz termel0 torzset talaltak, de a Trichoderma viride hosszabb ideje
az éaltalanosan hasznélt enzimtermeld mikroorganizmus. A Chaetomium cellulolyticum egy ma-
sik hatékony cellul6zbont6 gomba, amely cellul6z szubsztraton gyorsabban novekszik, és 80%-
kal tobb biomassza fehérjét képez, mint a Trichoderma, de a kinyerhetd enzim mennyisége
joval kevesebb. Ez azt jelenti, hogy a C. cellulolyticum els6sorban SCP-termelésre alkalmas,
mig a T. viride a cellulazok gyartasidban hasznélhato.

A tiszta cellul6z bontdsa (pl. hulladék papir) enzimes bontdsa megoldhat6, de a valds,
mezdgazdasigi eredetli komplex alapanyagok gazdasdgos hasznositdsa még nem megoldott.

Szamos helyen foglalkoznak a celluldz tartalmu szilard hulladékok atalakitdsaval is. En-
nek a technikdnak a roviditése is SSF (solid state fermentation). Az alapanyagot (pl. szalma)
silékban vagy nagyméretli zsdkokban benedvesitik az inokulumot és a tdpanyagokat (pl. am-
monium sok) tartalmazé folyadékkal. A levegd hozzaférését biztositjak, és a gombafonalak né-
hany hét alatt 4tszovik a rostos anyagot. A kapott termékben a biomassza mellett jelentds a
maradék novényi anyag mennyisége, de ez takarmanyozasi szempontbdl nem hétrany. Tricho-
derma torzzsel a szalma alapon fermentélt takarmany adalék fehérjetartalma eléri a 15%-ot.

2.1.4.3. Egysejt-fehérje termelés koolajszdrmazékokon

n-Alkdnok

Az SCP-termelés szempontjabol felmertilt az élelmezési célra alkalmatlan anyagok koziil
a kéolajnak vagy szarmazékainak dtalakitdsa biomasszava. A masodik vildghaborutdl az olaj-
valsdgig terjedd évtizedekben a kdolaj dra nagyon alacsony volt, ami vonz4v4 tette, mint fer-
mentacids szubsztritot, és nem csak az egysejt-fehérje gyartasanal. A nyersolaj feldolgozasanal
a hosszabb lancu alkdnokra (C10-C17 frakcid, 10-20%) kisebb az igény (pl. kendolajok, zsirok).
A megmaradé paraffin vagy viasz frakciét vagy kisebb molekuldkra tordelik (krakkoljdk), vagy
a pakurdval egyiitt elégetik. Igy meriilt fel a bioldgiai hasznositds lehetésége. Az els6 probléma,
amivel szembe kellett nézni, az volt, hogy a mikrobdk csak az egyenes szénldncu alkanokat
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tudtak hasznositani, az eldgazé lancokat nem, igy ezek megmaradtak és szennyezték a terméket.
A normdl-frakcié elvalasztasdt molekulasziirdkkel oldottdk meg, de még igy is maradtak
szennyezések, amelyek kellemetlen mellékizt okoztak és fennallt a karcinogén vegyiiletek (kii-
16ndsen a benzpirén szarmazékok) veszélye is.

Elséként tekintsiik at, hogyan képesek a mikroorganizmusok az alkdnokat hasznositani.
A szénhidrogének nem szokvanyos vegyiiletek a természetben, mégis szamos torzsben eldfor-
dulnak olyan enzimrendszerek, amelyek képesek ezeket hasznositani. A kulcslépés az elsd, oxi-
déacios reakcid, amelyben az addig kevéssé reakcidképes (paraffin = parum affinis) molekuldba
az els6 oxigén atomot beviszik. A tovdbbiakban a reakcidsor becsatlakozik a zsirsav lebontés
folyamatdba. A tdmaddspont szerint két mechanizmust kiilonboztethetiink meg. A termindlis
oxidéaciéndl a lancvégi szénatomon, a szubtermindlis oxidaciéndl a masodikon indul reakcio.

A termindlis oxiddciondl elsként hidroxil csoport alakul ki, majd ezt az alkohol-dehid-
rogendz és az aldehid-oxidaz karbonsavva oxidélja. Az igy kapott zsirsav azutdn a B-oxidaci
folyamatédban acetil-CoA-v4 alakulva belép az anyagcserébe. A hosszu szénldncu alkanok ese-
tében eldfordulhat, hogy a folyamat mind a két lancvégen elindul (w-oxidacid) és igy dikarbon-
sav keletkezik. Ekkor a reakcidsor végén szukcindt marad, ami a citratkor természetes eleme.

A szubtermindlis oxiddcié a méasodik szénatomon (szekunder) alkohol 1étrejottével kez-
dddik. Ez aztin ketocsoportta oxidalodik. A lancvégi metil csoport ettdl konnyebben tdmadha-
tova valik, tovabbi oxigén bevitelével a-keto-karbonsav alakul ki. Ez dekarboxilezddik, szén-
dioxid 1ép ki (analdgia: a piruvat dekarboxilezése). Az igy kapott zsirsav a -oxidaciéban hasz-
nosul.
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19. dbra Az alkdnok biologiai lebontdsi titvonalai

Mivel a kdolajban pdros és paratlan szénatomszamud molekuldk egyarant el6fordulnak,
mindkét reakcidsor végén a zsirsav lebontdsnal eléfordulhat, hogy legvégiil harom szénatomos
propionil-CoA marad. Ez a biokémidban szokatlan ugyan, de a legtobb sejt képes hasznositani.

Az els6 alkan alapi SCP fermentdcios eljarast a British Petroleum (BP) fejlesztette ki
Franciaorszagban. Két élesztOtorzset, a Yarrowia lipolytica-t (régebben: Candida lipolytica) és
a C. tropicalis-t talaltak alkalmasnak a gyartasra.

A fermentécids technoldgia kialakitdsa sordn kiilonleges problémat jelentett, hogy négy-
fazisu rendszerben kellett dolgozni. A szokasos fermentlé-sejt-levegébuborék harmas mellett
jelen van a vizzel nem elegyedd olaj fazis is. A sejtek a vizes fazison keresztiil érintkeznek a
szén- és oxigénforrassal, ez két elkiiloniilt anyagtranszportot jelent. Mindkettonél az a cél, hogy
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az anyagatadds sebessége nagyobb legyen, mint a mikroba anyagcseréjének sebessége, igy a
sejtnovekedés ne keriiljon limitalt dllapotba. Ehhez viszont mindkét fazisnal nagy fajlagos fe-
lilletre van sziikség, azaz mind a buborékokat, mind az olajcseppeket erdteljesen diszpergalni
kell. Az olajokndl valamelyes konnyebbséget jelent, hogy az olaj az élesztdsejtek lipid részei-
ben (membranok, vakuélumok) j6l oldédik, ezek mintegy kivonjak, extrahdljak az apolaris mo-
lekulédkat a koriilvevo vizes fazisbdl. A finom olajemulzi6 kialakitdsdhoz feliiletaktiv, emulzi-
O0képz0 és stabilizdld anyagokra is sziikkség van. Szerencsére maguk az élesztok is termelnek
valamennyi detergens jellegli vegyiiletet, ezzel csokkenthetd a vegyszerigény. Az olajfazis ak-
kor hasznosul jol, ha a cseppek mérete nagysagrenddel kisebb (0,01-0,5 um), mint a sejteké (5-
10 pm).

Mivel a szubsztrat molekuldban nincs oxigén, mint a szénhidratokban, a tenyészeteknek
nagyon sok oxigénre van sziiksége. Az n-hexadekédnon szaporitott aerob mikroorganizmus egy-
ségnyi biomasszara vonatkoztatott fajlagos oxigénigénye 2,5-szer nagyobb, mint a gliikézon
novekedett biomasszaé, eléri a 2,2 kg O»/kg biomassza értéket. Ennek biztositidsahoz intenziv
levegdztetésre van sziikség. Hasznédlnak teljesen atkevert, turbinakeverds fermentorokat €s air-
lift megoldédsokat is. Ez utébbiakndl magas késziilékeket €s tilnyomadst alkalmaznak, ezzel ja-
vitjdk az oxigén oldhatésagat. A levegdztetd rendszeren keresztiil adjak be a pH szabédlyozasa-
hoz hasznélt ammonia gézt is. Az alkdnok energiatartalma is joval nagyobb, mint a szénhidra-
toké, igy a fermentacié hotermelése is tobb. 1 kg SCP eldallitdsahoz sziikséges 1-1,2 kg alkén,
elfogy 2,0-2,2 kg Oz és 25-27.000 kJ hd szabadul fel. Ennek elvezetéséhez jokora feliileti ho-
cseréloket kell beépiteni a késziilékekbe.

A termelés nagy, tobb szaz kobméteres fermentorokban folyik, altaldaban folyamatos tech-
noldgidval.

A sokkal jobb hozam eldnyeit sajnos kompenzalja az, hogy a szénhidrogéneken az élesz-
tok lassabban szaporodnak. Szdmszertien:

— n-alkannal: Hmax = 0,28 1/6ra Y =098 kg/kg
— gliikkéznal: Hmax = 0,62 1/6ra Y =0,51 kg/kg

A kilépd fermentlébdl a sejtek kinyerésének elsd 1épése centrifugdlas, ekkor egy 15%
szarazanyag-tartalmu levet kaptak, ezt azutan beparldssal 25%-ig koncentraltak, végiil porlaszt-
va szaritottak.

A BP dltal kifejlesztett terméket TOPRINA néven hoztdk forgalomba. Engedélyeztetése
jelentdsen elhizodott, mivel az 1960-as években még nem létezett az engedélyeztetési proto-
koll, és még az sem volt vildgos, hogy melyik intézménynek kellene ezzel foglalkozni. A Top-
nogenitasat. Végiil takarmanyadalékként engedélyezték, fehérje forrasként a halliszt, husliszt
és kazein helyettesitésére.

A BP az els6, 4000 t/év kapacitasu iizemet Grangemouth-ban (UK) épitette fel. 1971-ben
az Italproteine céggel Sarroch-ban, Szardinia szigetén épitette fel SCP tizemét, amelynek kapa-
citdsa 100.000 t/év volt. 1973-ban mar viszont be is kellett zarni. A kudarcnak gazdasigi és
tarsadalmi okai is voltak. Ebben az évben kezdddott az olajvalsdg, a kdolaj drak a sokszorosukra
emelkedtek, mig a szdja arak éppen alacsonyak voltak. Mésrészt birdltdk a terméket magas
nukleinsav tartalma €s a gydrtds kornyezeti artalmai miatt.

Olaszorszagban, Japanban, Romanidban mas alkdn bazisu technoldgidkat is kifejlesztet-
tek, viszont mindig problémét okoztak a potencidlisan karcinogén maradékok, €s a legtobb
tizem sohasem miikodott teljes kapacitdssal vagy be kellett zarni. Roménidban 1étrehoztak egy
tizemet 60.000 t/év kapacitassal, de ez is csak a szocialista hidnygazdalkodas koriilményei ko-
zOtt €s a sajat roman kdolaj termelésre alapozva tudott néhany évig miikkddni.
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Viszonylag keveset lehet tudni a szovjet/orosz technologidkrol. Termelési adat, hogy a
szovjet idOkben legaldbb hat tizem termelt olaj alapon kb. 100.000 t/év élesztd sejttomeget.

A {6 ellenzd Japan volt, az elsd orszdg, amely megtiltotta a petrolkémiai alapu fehérje
gyartast. Ebben nyilvan nagy szerepe volt annak, hogy Japan piaci dron kénytelen importdlni
teljes olajsziikségletét, és arra torekednek, hogy ezt minél nagyobb hozzdadott értékii termé-
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20. dbra Egysejt-fehérje gydrtds n-paraffinokon
kekké dolgozzdk fel. Olaszorszdg 1977-ben allitotta le az SCP termelését alkdnokbdl az olaj-
arak emelkedése miatt. A sz6ja fehérjeforras tartésan versenyképesebbnek bizonyult. Manap-
sdg nincs olyan gydr, amely petrolkémiai alapon termel fehérjét.

Metdn

A szénhidrogének kozé tartozik, de a paraffinokhoz képest masképpen viselkedik és ez-
altal mas technoldgiat igényel a metan. Megfelel6 mikroorganizmusok alkalmazasaval ebbdl is
lehet biomasszat, egysejt-fehérjét eldallitani. A metilotréfok egyszerii, C1 (egyszénatomos)
szubsztratokon is képesek novekedni. A C1 vegyiiletekben nincs szén-szén kotés, pl. a metan
(CHy) vagy metanol (CH3OH), de ide sorolhat6 a dimetil-éter és a dimetil-amin is. Ezek kozott
a metanhasznositokat metanotréfoknak nevezik. Tovéabb szlikitve a kort 1éteznek szigortan
(strict) metanotrofok, olyan baktériumok, amelyek csak metdn szénforrason élnek meg.

Technoldgiailag az el6z0 fejezethez képest jelentd eltérés, hogy a metdn gdz halmazalla-
potd, nem cseppek, hanem buborékok formdjaban van jelen a reaktorban. Oldhatésdga vizes
kozegben szintén csekély. KézenfekvOnek latszik, hogy a két betdplalt rosszul old6d6 gazt, a
metant és az oxigént egyiitt vigyék be és oszlassdk el a rendszerben. A metan-levegd elegyek
viszont tliz- és robbandsveszélyesek, igy a technoldgidkban keriilendék. A masik alapvetd kii-
lonbség, hogy a levegd oxigéntartalma a fermentoron athaladva nem fogy el teljesen, a kilépd
gazban kétharmad, haromnegyed része még jelen van. Ugyanez a metdnndl nem engedhetd
meg. Ha a kiengedett gdzban metdn marad, az egyrészt anyagi veszteség, masrészt megint csak
tliz- és robbandsveszélyes keverék, harmadsorban pedig tiveghdz hatdsi gazként silyos kor-
nyezeti artalmat okoz. A bevitt metdnnak tehét a folyadékon athaladva teljesen el kell fogynia.
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Ez nehezen oldhaté meg egy (kozel) idedlisan kevert tartdlyreaktorban, ahol a koncentra-
ci6 mindenhol azonos. Jobb megoldds a cséreaktor, ahol metan koncentracié a belépési ponttol
a kilépésig fokozatosan csokken, végiil elfogy. Tovabb gondolva beldthatd, hogy az athaladés
soran csak annyi biomassza képzddik, amennyi a kevéske beoldédott metdnbdl 1étre tud jonni.
Egy athaladas tehat nem hatékony, inkdbb cirkuladciés reaktort érdemes kialakitani, ahol minden
kortilfordulasndl a telitési metan koncentracionak megfeleld mennyiségii sejttomeg keletkezik.
Megfeleld elrendezéssel elérhetd, hogy a levegd és a metdn gaz ne érintkezzenek egymadssal.
Ez a folyamat is jelentOs ho fejlddéssel jar, ezért megfeleld hiitéfeliiletet kell beépiteni a reak-

torba.
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21. dbra Az ,,U-loop” fermentor kialakitdsa

Ezen az elven alapul a dan Nozzle-U-Loop fermentor kialakitdsa. A gdzok betiplaldsa a
hurok fels6 pontjan torténik. A kényszerdramlés lefelé viszi el a buborékokat, és mire a felszallo
ag tetején kilépnek, a metan elfogy €s szén-dioxidra cserélodik. A késziilékben nincs forgd ke-
verd, a keringetd szivattyu mellett a statikus keverd elemek biztositjak a két fazis megfeleld
diszperzidjat.

Erre a fermentor tipusra alapoztak az UniProtein eljarast. F nyersanyaga a foldgaz, ame-
lyet a Methylococcus capsulatus torzs szén- €s energiaforrasként hasznosit. A hatékonyabb le-
vegoOztetés érdekében tiszta oxigént fivatnak be és nitrogénforrdsként ammonidt hasznalnak.
Emellett a tdpoldathoz csak szervetlen sokra van sziikség. Minden vegyi anyag élelmiszer mi-
ndségii. A pH-t 6,5+0,3 értéken tartjdk, és a hdmérsékletet 45 °C.
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22. dbra A metdn alapui egysejt-fehérje gydrtds folyamata

A fermenticiét folyamatos iizemben, 0,20-0,25 h'! higit4si sebességgel végzik. Az 4llan-
dosult biomassza koncentracié 20-30 g szarazanyag/liter. A kilépd fermentlevet centrifugédlés-
sal mintegy tizszeresen, 22%-ra koncentraljak. Ezt kdvetden mintegy 70 °C-ra melegitik. A
folyamatban a biomassza inaktivalédik, €s a sejtek lizélni kezdenek, ettdl a fehérje hozzaférhe-
tobbé valik. Végiil a biomasszat porlasztva szaritjak. A vizigény minimalizdldsa és a szennyviz
mennyiségének csokkentése érdekében a centrifugdkbdl szarmazo feliiliszot visszaviszik a fer-
mentorba.

A produktivitds eléri a 4 kg/m*/h-t, ami mintegy kétszerese a hagyomanyos fermentorok-
ban elérhetd kihozatalnak.

2.1.4.4. Egysejt-fehérje termelés metanolon

A metén katalitikusan konnyen konvertalhat6 metanolld, fermentaciés hasznositdsa ki-
sebb oxigénigénnyel jar, nem kell olyan intenziv hiités, és a metanol jol oldédik vizben, vala-
mint a robbands kockdzata is sokkal kisebb. Kézenfekvd tehat a gondolat, hogy a metéan helyett
a valamivel kisebb energiatartalmu, de sokkal jobban kezelhetdé metanolt hasznéljuk szénfor-
rasként az egysejt-fehérje gyartashoz. A metanol kis mennyiségben, de el6fordul a biokémiai
folyamatok sordn, igy a mikrobdk enzimrendszerei ,,felkésziiltek™ a hasznositdsara. A baktéri-
umok kozott obligat metilotréfokat is taldlunk: Methylobacter, Methylococcus, Methylomonas,
Methylosinus, Methylocystis torzsek. Fakultativ metilotr6fok minden nagy rendszertani egység-
ben elofordulnak. fgy a baktériumok kozott Arthrobacter, Bacillus, Klebsiella, Micrococcus,
Protaminobacter, Pseudomonas, Streptomyces, Rhodopseudomonas, Vibrio fajok képesek a
metilalkohol hasznositasara. Az élesztok kozott nem dltaldnos a metanol szubsztrat, a gyakran
hasznalt Saccharomyces cerevisiae és a Candida utilis példaul nem képesek ezen ndvekedni.
JOl szaporodik viszont a Pichia pastoris és a P. haplophila, a Candida boidinii, a Hansenula
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capsulata és a Torulopsis glabrata. A fonalas gombak kozott a Paecilomyces és a Trichoderma
fajok bizonyultak alkalmasnak.

A metanol biokémiai hasznositdsdnak elsé 1épése mindenhol azonos. Az alkohol-dehid-
rogendz enzim formaldehiddé oxidalja. Ez azonban nem jelenik meg szabad formaban, hanem
tetra-hidro-félsavhoz (THF) kotve ,,aktiv C1 egységként” sokféle biokémiai reakcidban vehet
részt.
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23. dbra A metanol hasznositdsdnak biokémiai itvonalai

Az energiatermel6 folyamat, a katabolizmus viszonylag egyszeri. A formaldehid han-
gyasavva oxidalédik, majd ez szén-dioxiddd és vizzé alakul. Az anabolikus hasznosuldsnak
viszont 6tféle valtozata is van, ezt, mutatja be (leegyszerisitve) a 23. dbra.

A szerin ut kulcsenzime a szerin-transz-hidroximetildz. A glicin szubsztrathoz kapcsolja
az aktivalt formaldehidet és ezéltal szerin keletkezik. Ez eddig egy aminosav termeld reakcid,
amit ténylegesen ki lehet haszndlni szerin gyartdsra. De a sejtek novekedése szempontjabol
érdekesebbek a mogotte 1évo korfolyamatok, amelynek sordn a metanol szénatomjai beépiilnek
a sejt anyagaiba. A folyamatok nem egész szamu sztochiometridval jellemezhetdk, a metaboli-
kus fluxusok elemzése kimutatta, hogy C2, C3, C4 és C5-6s molekuldk is dtlépnek a sejt anyag-
cseréjébe. A képet bonyolitja, hogy a metanolbdl szarmazo6 szén mellett tobb szén-dioxid fixa-
lasi 1épés is miikodik, ami javitja a hozamot. Ezzel egyiitt a metanolra vonatkoztatott hozam
csak 0,3 g/g koriil van.

A metanolt szerin dton hasznositd mikrobdk azonositdsat megkonnyiti, hogy a szilard
taptalaj feliiletén kinovo telepek altalaban rézsaszin pigmentet termelnek.

A ribuléz-monofoszfat at (Quayle-ciklus) kulcsenzime a hexuldz-foszfat-szintetdz,
amely az 6t-szénatomos ribuléz-foszfathoz kapcsolja az aktiv formaldehidet és igy hexuldz-
foszfatot hoz 1étre. Ez aztan frukt6z-6-foszfitta alakul. Itt egy eldgazds kovetkezik a reakcid-
utakban, az F6P molekuldk hdrom tdton haladnak tovabb. Egyik elhasad két harom-szénatomos
egységre, amelyek koziil a foszfo-glicerat belép az anyagcserébe, ez a reakcidsor nyeresége a
sejt szamara.
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25. dbra A metanol hasznosuldsdnak metabolikus fluxusai a szerin iiton
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24. dbra A ribuloz-monofoszfdt korfolyamat lépései
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A masik, a gliceraldehid-foszfat a masik két frukt6zzal egyiitt a pentdz-foszfat ciklus re-
akciodin keresztiil visszaépiti a kiindulasi harom ribul6z-5-foszfatot, igy djraindulhat a ciklus. A
korfolyamatban tehat harom metanol felhasznédlasaval egy foszfo-glicerat keletkezett. Ebben az
anyagcsere-folyamatban nincs szén-dioxid fixdlds, mégis jobb a hatdsfoka, a hozam 0,5 g/g
koriil alakul.

ICI Technolégia: Az Imperial Chemical Industries (ICI, brit vegyipari oridscég), amely
nagy mennyiségben gyart metanolt, ezt valasztotta szubsztratnak bakterialis SCP eloallitdsahoz.
Ennek érdekében elinditottak egy 6ridsi R+D projektet.

Ennek egyik teriilete a torzs szelekcidja és fejlesztése volt. Részletesen vizsgéltdk a me-
tanolhasznositok biokémidjat, tulajdonsagait és rendszertanat. Végiil a Methylophilus methylo-
trophus torzs mellett dontottek. Ez a torzs a hexuldz-foszfat uton hasznositja a metanolt, a ho-
zam is kiemelkedd, 0,53 g/g. Gyorsan szaporodik, fajlagos novekedési sebessége eléri a 0,5 h!
-t is. Szamos kedvezd tulajdonsdga mellett azonban volt egy hatranya is. A glutaminsav bio-
szintézise minden él6lényben azonos mdédon megy végbe: a-keto-glutarsavban a keto-csoport
transzamindalassal amino-csoportra cserélddik. Az amino-donor molekula viszont tobbféle le-
het, egyes €161ények meg tudjdk oldani ammoénium ionnal, mig mdsok aminosavakat igényelnek
a reakcidhoz. A kivdlasztott torzsnél is ez volt a probléma, a glutaminsav szintéziséhez gluta-
mint igényelt. Ez megnehezitette, illetve dragava tette a fehérjeszintézist. Emiatt a torzset ge-
netikailag atalakitottdk, a sajat glutaminsav szintézise helyett az E. coli enzimét vitték be, amely
szervetlen (NH4") ionnal alakitja ki a terméket.

A masik kiemelkedd miiszaki teljesitmény a fermentor megtervezése €s felépitése volt.

Egy 6ridsi méretli air-lift reaktort terveztek, keverd nélkiil, amelyben a felszall6 levegd
hurokdramlést idéz eld. Az air-lift csOben buborékok Osszedlldsat, koaleszcencidjat specidlis
kivitelezésti perforalt tdlcakkal akadédlyoztak. A keletkezd hot a kiilso, leszalld daramlashoz épi-
tett hdcserélokkel vezették el. Ez volt a vildg legnagyobb aerob fermentora, a térfogata 3000
m?, ebben kb. 2000 m? volt a fermentlé mennyisége. A magassiga 60 méter, az dtmérdje 7-11
m. A fejrész nagyobb atmérdje az dramlasi sebességet lelassitja, €s csokkenti a kialakuld hab-
réteget. A reaktor aljan a nagy hidrosztatikai nyomds miatt igen jé az oxigén oldhatdsaga,
ugyanakkor a levegd beftivatisdhoz a kompresszornak le kell gy0znie ezt az ellendllast. A
levegbztetd rendszeren keresztil ammoénia gizt is adagoltak a rendszerbe. Ez azonnal
beoldddott a fermentlébe, €s helyredllitotta a pH értéket (~7 értékre) és nitrogénforrasként is
hasznosult. Kiilon megoldast igényelt a metanol beadagoldsa. Mivel a tenyészet igen gyorsan
elhasznélja a szubsztratot, nincs 1d0 az elkeveredésre. Emiatt nagyon sok szinten, nagyon sok
ponton, dsszesen 8000 helyen vitték be a metanolt. Utélag kideriilt, hogy még ez sem volt
elegendd, nem tudtdk tartani a sziikséges metanol koncentrécidt, €s ettdl leromlott a hozam kb.
0,3 g/g-ra. Mivel a szén- és nitrogénforrast kiilon vitték be, a tdpoldat csak dsvanyi sokat tartal-

mazott. A fermentaciét 37 °C-on, pH=7-en vezették.

A berendezést folyamatos iizemben mitkodtették, a higitdsi sebességet 0,2 h™l-re dllitottdk
be. A kilépd 1€ egy részét a biomassza eltdvolitasa utdn a betaplalashoz keverve visszavitték a
rendszerbe. Igy a maradék metanolt és a sdkat is hasznositani lehet. Az 4llandésult (=kilép&)
sejtkoncentracié 30 g/l. A rendszer produktivitisa 4 g/l.h, ami Osszehasonlitdsban jonak
mondhaté. Az tizem tehat évente 50-60.000 tonna SCP eldallitasara képes.

A 1€ feldolgozasa sorédn a sejteket savas kozegben 70°C-on kezelik, ezalatt az RN4z en-
zimek hatdsdra az RNS koncentracié lecsokken. Steril koriilmények kozott centrifugaléssal el-
valasztjak a sejteket, a feliiliszo vizes oldatot visszataplaljak. A sejteket megszaritjak.

A technoldgiat 1979-80-ban helyezték tizembe, és egy 100 napos prébaiizemet végeztek
el fert6zddés nélkiil. Ebben szerepe volt a megfeleld sterilezésen kiviil a metanol szubsztratnak
(més mikrobdkra mérgezd, de legaldbb is nem tudjak hasznositani), és a nagy higitasi sebesség-
nek — minden lassabban szaporodé mikroba kimosédik a rendszerbdl.
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A terméket az ICI Pruteen néven allati
takarmdnyként hozta forgalomba.

Sajndlatos médon mire az iizem meg-
valosult és miikodni kezdett, az arviszonyok
megvéltoztak. A termelt fehérje ara 600 fet
USD/t koriil alakult, a sz6jafehérje viszont
1980 utdn mar csak a feleannyiba keriilt.
Ezek a gazdasagi gondok ahhoz vezettek,
hogy az ICI k6zos véllalkozast hozott 1étre az
RHM-mel, hogy a fermentorban az allati ta-
karméany Pruteen helyett az élelmiszerként
eladhaté6 Mycoproteint (Quorn, Fusarium
SCP, 1d. korabban) allitsanak el6. Ez a mi-
szaki csucsteljesitmény, amit a Queens’s
Award-dal is elismertek, csak rovid ideig
mukodott, a fermentort 1988-ban lebontot-
tak.

L

A

el 4-20vh
metanol

26. dbra Az ICI fermentor felépitése

27. dbra Az ICI fermentor szdllitdsa és feldllitdsa
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28. dbra Az ICI fermentor bontdsa

A projekt harmadik teriilete az engedélyezés és az ehhez kapcsolddé bioldgiai vizsgalatok
elvégzése volt. A Toprina-hoz hasonléan ennek az anyaghoz is meg kellett taldlni az engedé-
lyezési protokollt, sok toxikoldgiai, emészthetdségi, allergoldgiai vizsgélatot kellett elvégezni.

2.1.5. Az egysejt-fehérje elbéllitas gazdasagi helyzete

Arucikként az SCP-nek versenyképesnek kell lennie az egyéb kereskedelemben 16vé 4l-
lati és novényi proteinekkel szemben az ar és tapérték szempontjabol, valamint igazodnia kell
az emberi €s allati élelmiszerbiztonségi feltételekhez. A termelékenység, a hozam és az értéke-
sitési ar azok a f6 tényezdk, amelyek befolydsoljak a gyartds gazdasagi helyzetét. A mikrobidlis
inokulumok, amelyeket bizonyos folyamatok eldsegitésére hasznalnak, dltaldban nagyobb ér-
tékiiek. Ebben az esetben az elddllitdsi folyamat célja optimadlis hozam elérése olyan szaporo-
doképes sejtekbdl, amelyek meghatarozott bioldgiai aktivitdssal rendelkeznek és jok a tarolha-
tdsagi jellemzbik. A Saccharomyces cerevisiae elsdsorban ilyen mikrobidlis inokulumnak te-
kinthetd. Az inaktiv, szdritott sor-, vagy siitdélesztd szintén étkezési céllal haszndlatos, mint
vitamin- és nyomelem-forrés egyes specidlis egészségiigyi dllapotokban. Szamottevé mennyi-
ségli éleszté-extraktumot éllitanak eld siitdélesztobdl, izesitdanyagként és vitaminforrasként.

A cégek, mint a BP és ICI kezdeti érve az volt az SCP-gydrtdsba valé bekapcsolddds
mellett, hogy alacsony koltségekkel nagy értékli fehérje allithato eld kdolajbol az allati takar-
manyok kiegészitésére. A szandék az importalt fehérjep6tlok (pl. szdjaliszt) helyettesitése volt.
A szénhidrogén alapu egysejt-fehérje-gyartds bukasidban az 1973-as dramai olajar-emelkedés
jatszotta a legfobb szerepet, ami megemelte a betdpldlt nyersanyag- és energiakoltségeket, mig
a mezOgazdasagi termékek (pl. szdjabab) ara csak kisebb mértékben emelkedett. Figyelembe
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véve, hogy a nyersolaj dra 6-szorosdra emelkedett 1973-ban és hogy az SCP elddllitas teljes
koltségeinek 40-60%-at a szubsztrat beszerzése jelenti, érthetd a negativ hatés.

A mezOgazdasagi termények, amelyek az dllati takarmadnyozas tekintetében az SCP {6
versenytdrsai, képesek voltak piaci nyomadsra a stabil ar fenntartdsdra. Az emberi fogyasztasra
szant protein kiegészitd termékek 4ra sokkal magasabb, mint a takarméany fehérjéé, igy nem
okoz problémat, hogy a gyartdsi eljarashoz konvenciondlisabb és koltségesebb szubsztratokat
(pl. gliik6z) kell haszndlni. Ezek a termékek j6é hushelyettesitoként szolgdlnak, amit a vegetari-
anusok is fogyaszthatnak. A Quorn és a Spirulina markanevil termékek régobta, stabilan jelen
vannak a piacon.

A magas tOkeigény és a steril koriilmények biztositdsa éppen a fejlodo orszagok szamdra,
ahol gyakori az €élelmiszerhidny, teszi problémassa az egysejt-fehérje gyartas bevezetését. De
az allati takarményozas céljara, mezdgazdasigi hulladékokon termelt SCP bizonyosan meg fog-
ja taldlni a jovoben a helyét ezen orszagok gazdasagéiban.

2.1.6. Termékminbség és -biztonsag

Az egysejt-fehérje a fehérje fokomponensen kiviil zsirt, nukleinsavakat, szénhidrétot, vi-
zet €s 4svanyi anyagokat is tartalmaz (pl. foszfor és kdlium). Az Osszetétel az adott mikroorga-
nizmustol, valamint a taptalaj Osszetételétdl fiigg. A nem-konvenciondlis élelmiszerekbdl fel-
vett RNS mennyisége nem haladhatja meg a napi 5 g-ot, ugyanis az RNS-bomlasbdl szarmazo
purin vegyiiletek megemelik a plazma huigysav-koncentracigjat, ami koszvényt és vesekovet
idézhet eld.

Ha az SCP-t sikeresen piacra kivanjuk juttatni, akkor a kdvetkezd kritériumoknak kell
megfelelni:

1. Fogyasztas szempontjabdl teljesen veszélytelen legyen.
Az aminosav-0sszetétel szempontjabdl a tapértéke legyen nagy.
A kozvélemény éltal legyen elfogadott.
Funkciondlisan hasonlitson a legfontosabb kozonséges élelmiszerekre.
A gazdasagi megvaldsithatosag rendkiviil komplex, még bizonyitasra var.

SNk w
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3. AMINOSAVAK, ANYAGCSERE MERNOKSEG
3.1.1. Anyagcsere mérnokség

Az ipari termelésnél olyan torzsek kialakitdsa a cél, ahol a kivant metabolitot nagy
mennyiségben tudja eldéllitani a sejt. Ehhez az anyagcsere-utvonalakat fel kell deriteni, és a
kivant irdnyba kell médositani. Ezt a célt a torzsfejlesztés utdbbi szdz évén beliil a kiillonb6zo
évtizedekben egyre modernebb technikakkal érték el. Az els6 fazisban a klasszikus indukalt
mutacids + szelekcios technikat alkalmaztak, akar célzottan, akar black box szemlélettel. A
masodik fazisban a modern technolégidk, mint a raciondlis anyagcsere- és géntechnoldgia je-
lentOs eldrelépést jelentettek a kordbbi véletlenszerti mutacids médszerekhez képest. A kozel-
multban a metabolomika, a flux balance elemzések (FBA) és metabolit fluxus elemzés (MFA)
Uj lehetOségeket nyitott meg a termeldképesség novelésében. A kozeljovoben olyan djszerti
megkozelitésekre szamithatunk, amelyek a rendszerbioldgia és a szintetikus bioldgia eldnyeit
egyiittesen aknazzak ki (systems metabolic engineering, SME).

| Producer Traditional T?:'::“ﬁ r:::;::::'sc
. . metabalic I
m mMukagengsis : :
L_ i . engineering engineering
= |

|

Identification First Generation  Second Generation  Third Generation

29. dbra A torzsfejlesztési modszerek fejlodése

A primer metabolitokat termeld torzsek fejlesztése indult meg legeldszor, igy ezeknél

elsdsorban a klasszikus anyagcsere mérnokséget (classic metabolic engineering) alkalmazzk.

Ennek eszkoze a klasszikus indukélt mutdcios + szelekcids technika, amellyel sok megismételt

1épésben fejlesztik a megfeleld torzseket. (Klasszikusnak nevezziik, mert ~40 évvel megeldzte

a rekombindns génmanipuldciét.) Ha mar ismerjiik bioszintézis reakcidlépéseit, akkor:

1. Eldszor is le kell zarni azokat az eldgaz6 anyagcsereutakat, amelyek elvonnék a kivant ter-
mék eldallitdsdhoz sziikséges koztitermék molekuldkat, le kell dllitani a mellékreakcidkat.

2. Emellett meg kell sziintetni azokat a reakcidkat, amelyek termékiinket tovabb alakitandk,
hiszen ezek elbontjdk a mar létrehozott célterméket. Ezt a két célt hidny- (auxotr6f) mutan-
sok izolaldsdval lehet megvaldsitani. Ha a mellék-, vagy bomlédstermék egy l1étfontossagu
metabolit, ami esszencidlis a mikrobanak, akkor ezt az anyagot a bioszintézis ut lezardsa
esetén is biztositani kell. Erre két lehet0ség van: - vagy a tdptalajba kell adagolni a hianyz6
vegyiiletet (ami megnoveli a koltségeket), vagy a hidnymutansok kozott igynevezett leaky
(szivargd) mutdnst kell keresni. Ennél a terméket tovabbalakité 1épés a muticid kovetkez-
tében nem 4ll le teljesen, csak lelassul (csokkent kdpiaszam, vagy kisebb véltdsszamu
enzimfehérje). Igy a mikroba kis mennyiségben megtermeli maganak a sziikséges anyagot,
de a hasznos termék felhalmozddédsit nem csokkenti.

3. Mas oldalrdl a tdltermelést megakadalyozo visszacsatoldsokat kell kiiktatni, amelyek a ter-
mék feldisuldsa esetén ledllitandk a bioszintézist. Még a legegyszeribb mikrobédban is
miikddnek ilyen enzimszintli szabalyoz6 mechanizmusok. A felhalmozddott metabolit hoz-
zakotédik a bioszintézis tt legelso reakcidjat katalizalé enzim egy specidlis kotohelyéhez
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(nem a szubsztrat kotOhelyhez, hiszen a tovabbi dtalakitisok miatt mar a szerkezet nem
hasonlit a szubsztrathoz) és ezéltal megvéltoztatja az enzimfehérje konformaciojat (har-
madlagos vagy negyedleges szerkezetét) amitdl az enzim aktivitdsa lecsokken.

A sériilt feed back represszidji mutdnsokat rendszerint antimetabolit rezisztencidjuk
alapjan azonosithatjuk. Az antimetabolitok a ,,valédi” metabolitok szerkezetanaldgjai, szarma-
z€kai, amelyek nem képesek betolteni az eredeti metabolit biokémiai funkcigjat, de képesek a
szabdalyozott enzim kotOhelyhez kapcsolddni és ledllitani annak mitkodését. Az antimetabolitok

glikk6z

az ép szabdlyozasu sejtek szamdara mér-
gezoek, hiszen dllandéan akadalyozzak
a bioszintézist. Az antimetabolitos ke-
zelést csak azok a mutansok élik tul,
amelyeknél a szabdlyozott enzim koto-
helye sériilt, és igy sem az eredeti, sem
az antimetabolit nem tud kotddni.
Ezeknél az antimetabolit rezisztens
mutansokndl a tultermelést fékezo sza-
balyozas nem miukdodik, képesek a ki-
vant anyagot nagy mennyiségben fel-
halmozni.

30. dbra A klasszikus anyagcsere-
mérndokség beavatkozdsi pontjai

3.1.2.  Aminosavak gyartasa

Koztitermek-1

Koztitermek-2

b

'

Koztitermeék-3

KT T

Céltermék -———-

Melléktermék

X X

Melléktermékek

Bomlastermék

Az aminosavak tipikusan olyan elsddleges anyagcsere termékek, amelyek termelésénél
anyagcseremérnoki beavatkozasokkal fejlesztették a termeld torzseket. Szemléltetésiil néhany
ipari aminosav termeld mutdns torzs genetikai jellemzdit mutatja a 3. tdblazat:

Aminosav Torzs .Genetlkfl Kihozatal C-forrés
jellemzok (g/h)
. Brevibacterium flavum Cr 35 Gliik6z
Arginin Gua’, Ta 75 Ecetsay
Corynebacterium >100 Gliik6z
. glutamicum, .
Glutaminsay Beribacterium flavum, Vad torzs 98 Ecetsav
Arthobacter paraffineus 82 n-paraffin
Corynebacterium Hom’, Leu ,AEC" 39 Gliikéz
Lizin glutamicum,
Beribacterium flavum, AEC! 57 Szacharéz
Beribacterium flavum Homieaky, Thr 75 Ecetsav
) . Corynebacterium Phe’, Tyr, 1 s
Triptofan alutamicum 6FTrp’. SMTrp' 12 Gliikéz

3. tdbldzat Néhdny, mutdcioval létrehozott aminosay tiilltermeld torzs

( - = hidnymutans, r = rezisztens mutans, Ta = tiazol-amin, Hom = homoszerin, AEC =

amino-etil-cisztein, 6FTrp = 6-fluor-triptofan, SMTrp = 5-metil-triptofan)
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3.1.3. Az aminosavak felhasznélasa

Aminosavakat tobb célbdl termelnek.

Izfokozoként hasznéljdk a natrium glutamatot az élelmiszeriparban (Delikat, Vegeta).

Edesit6szert (aszpartdam, Asp-Phe-OMe) gyértanak az aszparaginsavbél és a fenilalanin-
bol.

Takarmany- és élelmiszer-kiegészitOként alkalmazzak a lizint, a metionint, a treonint és
a triptofant. A takarmanyozasndl alapvetd kérdés az Osszetétel kiegyensulyozottsidga, azaz a
bevitt anyagok ardnya minél jobban feleljen meg a taplalt szervezet igényeinek. Ez megegyezik
a Liebig altal a novényekre feldllitott minimum-torvénnyel: ,ha egyetlen tdpanyag-kompo-
nensbdl is hidny van, a noévények novekedése korlatozott, még akkor is, ha az Gsszes tobbi
tdpanyag megfeleld mennyiségben jelen van. A ndvények novekedése akkor fokozddik, ha a
hidnyz¢6 tdpanyagot hozzdadjuk.”

Ez érvényes a fehérjetartalomra, és a fehérjén beliil az aminosavak ardnydra is. Az esszen-
cidlis aminosavakat a taplalékkal kell bevinniink a megfeleld mennyiségben. Ha egy kompo-
nensbdl is kevesebb van a kivédnatosndl, az lefékezi a gyarapodast, és a tobbi tdpanyag sem
hasznosul megfelelden (analég a mikrobandvekedésnél targyalt szubsztratlimiticidval). Ezt
szemlélteti a jelképes dbra, amelyen lathatd, hogy a legkisebb elem hatdrozza meg a teljes ka-
pacitdst. Ha bizonyos aminosavakbdl hidny van, a fehérje nem, vagy csak rosszul hasznosithat6.
Ha nem hasznosul a fehérje, akkor a megmaradt aminosavak kiiiriilnek és kornyezetszennyezést
okoznak.

A mérsékelt égovon, igy Magyarorsza-
gon is az alapvetd takarmany bdzis a kukori-
ca, mellette egyéb gabonafélék. Ezek fehér-
jetartalma kicsi, és rdaddsul a fehérjék sem
tartalmazzdk megfeleld6 mennyiségben az
esszencidlis aminosavakat. A szénhidrét tar-
talom mellé tehat teljes értékli fehérjét kell
adni. Szdmit4sba johet novényi oldalrdl a
sz0ja, illetve a 16bab, de ezek termesztése
ezen a klimdn nem gazdasdgos. Egyediili ha-
zai fehérjeforras a napraforgddara, viszont ez
is korlatozott mennyiségben termelddik és li-
zin-hidnyos. Allati eredet(i fehérjeforrasok a
halliszt, a husliszt és tejfehérje, de ezek na-
gyon dragdk.

Ez indokolja, hogy biotechnoldgiai
uton eldallitott esszencidlis aminosavakat
adagolnak a tdplalékokhoz és a takarma- JUSTUS VON LIEBIG 1803 - 1873
nyokhoz. A kukorica komplettdldsdban a ha-
rom legfontosabb aminosav: metionin, lizin,  37. dbra Liebig minimum elvének szemiéltetése
triptofan.
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32. dbra Kukorica fehérje hasznosuldsdnak fokozdsa lizin hozzdaddsdval.
Antioxiddnsként a cisztein €s a triptofdn valt be (féleg gyiimolcslé, illetve tejpor gyarta-
sanal).
Aminosavakat még sokféleképpen fel lehet haszndlni. Péld4ul a kenyér készitésénél is
adhatnak lizint a tésztdhoz, barndbb lesz a héja és no a tapértéke. Orvosi gyakorlatban inftizids
oldatok készitésére haszndlnak aminosavakat, illetve gyogyszerek eldéllitasdhoz is.

3.1.4. Toérténet és piac

Az aminosav gyartés torténete 1909-ben kezdddott, amikor Japanban nédtrium-glutamatot
kezdtek gyartani (ételizesitd, izfokozd) sikér, illetve széjafehérje hidrolizisével. 1957-ben Ki-
noshita, a Kyowa-Hakko cég kutatdja a Corynebacterium glutamicum muténs torzseivel kezdett
glutaminsavat és nukleotidokat el6éllitani, ezzel Japanban megjelent a fermentacids ipar 4j 4ga,
az aminosavak €s a nukleotidok elddllitdsa. A Corynebacterium és Brevibacterium torzsekbol
izolalt mutdnsokat hasznaltdk mert ezeknél két anaplerotikus 1t is miikodik, mig az E. colindl
és a B. subtilisnél csak egy.

1981-ben mér évi 365.000 t aminosavat dllitottak eld, 1998-ra pedig az aminosavak éves
forgalma elérte a 1.7 Mrd $-t:

Aminosav Eves termelés
Glutaminsav 320.000 t/év
D,L-metionin 70.000 t/év
Lizin 40.000 t/év
Aszparaginsav 1.000 t/év
Arginin 300 t/év
Cisztein, triptofan 200 t/év

4. tdbldzat Az aminosav termelés megoszldsa (1998)
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Ehhez képest a 2006-o0s adatok:

Mennyiség t/év_ | Aminosav Alkalmazott eljards Felhaszndlds
1.000.000 | L-Glutaminsav | Fermentécid Izfokozé
350.000 | L-Lizin Fermentacio Takarménykiegészitd
350.000 | D,L-Metionin Kémiai szintézis Takarménykiegészitd
75.000 | L-Threonin Fermentacio Takarménykiegészitd
10.000 | L-Asparaginsav | Enzimes konverzio Aszpartdm
10.000 | L-Fenilalanin Fermentécio Aszpartdm
10.000 Glicin Kémiai szintézis Téplfilf’:kkiegészité,
édesitOszer
3.000 L-Cisztein Cisztin-redukci6 Té;/)lzilf”:kkiegészité,
gyogyaszat
1.000 | L-Arginin Fermentdcid, extrakcid Gyobgyszergydrtas
500 | L-Leucin Fermentdcio, extrakcid Gyobgyszergyartas
500 L-Valin Fermentacid, extrakcio Pes,zticidek, o
gyogyszergyartas
300 | L-Triptofdn Nyugvosejtes konverzid | Gydgyszergyartds
300 | L-Izoleucin Fermentacio Gyobgyszergydrtas

5. tdbldzat Az aminosav termelés dttekintése (2006)

Jelenleg a vildgon 17 nagy cég folytat fermentaciés aminosavgyartast, ebbdl 13 Japan
tulajdond. Az Ajinomoto egymagaban uralja az aminosav piacot mintegy 60 %-os részesedé-
sével. 23 orszagban 121 iizeme miikddik, alkalmazottainak szama kb. 30 000. A vildgpiacon
szamottevod versenytars a német bazisd Evonik multi (2007 eldtt: Degussa), amely sokféle vegyi
anyag mellett aminosavakat is gydrt (150.000 t/év metionint, 280.000 t/év lizint, 30.000 t/év
treonint). Az USA-ban a Stauffer Chem. allit el6 glutaminsavat, az ADM lizint (60.000 t/év),
Franciaorszagban az Orsan S.A glutaminsavat és aszparaginsavat, a Rhone Poulenc szintén asz-
paraginsavat. Magyarorszagon az Agroferm Rt (Kaba, elsé tulajdonos: Kyowa-Hakko, Japan)
5-6.000 t/év kapacitdssal allitott el0 lizint, de a piac valtozasai miatt 2004-ben eladtdk a Degus-

sa-nak €s treonin gyartisara alltak at.
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33. dbra Az aminosav termelés léptéke és az drak Osszefiiggése
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Az aminosavakra is érvényes a mennyiség-ar fliggvénynek az a formdja, amely log-log
abréazolédsban egyenest ad.

3.1.5.  Aminosavak gyartasa

Aminosavakat tobbféle uton is el6 lehet allitani:

» Azegyik lehet6ség az izoldlas fehérje-hidrolizatumokbdl. Miik6d6é technoldgia 1étezik cisz-
tein, leucin, aszparaginsav, tirozin és glutaminsav gyartdsara.

» EIO lehet allitani kémiai szintézissel (Met, Gly, Ala, Trp), ezeknél az aminosavaknal a fer-
mentécids ut nem elég hatékony. A szintézisek racém elegyet eredményeznek, amit aztan
reszolvélni kell.

» EIO lehet 4llitani aminosavakat biotechnolégiai tton is:

Direkt fermentacioval (de novo bioszintézis): a vad torzsekbdl az anyagcsere mérnokség
elvei szerint 1étrehozott €s izoldlt auxotrof és regulator-mutdnsokat hasznéljdk, féleg glutamin-
sav és lizin elddllitdsakor.

Prekurzoros eljarassal (Ser, Trp): ennél egy olyan vegyiiletet adnak a fermentédciéhoz,
amit a mikroba beépit a végtermékbe, ezdltal konnyebben, gyorsabban, nagyobb mennyiségben
tudja eldéllitani az aminosavat.

Biotranszformécidval (enzimes, sejtes): csak egyetlen biokémiai reakcié végrehajtasa,
amihez a sziikséges enzimet nem mindig izoldljdk, hanem sokszor nyugvoésejtes tenyészet for-
madjaban alkalmazzak (pl.: aszparaginsav).

Fermentacio Fermentacio Fermentacio
Sejtek elvalasztasa Sejtek elvdlasztasa \
l Biomassza l Biomassza
Sav adagolas pH allitas

ki

Kationcseréld

Ammdnia eluens—bl

Lizin frakcio
l A J A J
1. bepadrlas 1. beparlas 4+— 1. beparlas

:

Semlegesités

' ' '

2. beparlds 2. beparlds Porlasztva
l l szaritas
Kristalyositas Kristalyositas
Elvélasztés\ Elvalasztas .
Anyalug l Anyallg v
Szaritas Szaritas
l l Lizin-szulfat +
o . biomassza =
Lizin.HCI Treonin Biolys

34. dbra Aminosav feldolgozdsi miiveletsorok
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A fermentdciét nagy, 50-500 m>-es levegdztetett fermentorokban célszerti végrehajtani,
ami viszonylag olcsOva teszi a gyartdst. A rataplalasos technoldgidk alkalmazasaval nagy kon-
centraciokat lehet elérni, igy a downsream miiveletek koltségei csokkennek. Aminosav
termelésnél szabalyozni kell a pH-t, amit a szokasos alkdli lugok mellett ammoniagaz beveze-
tésével vagy karbamid adagoldséaval is meg lehet oldani, rdaddsul ezek nem higitjdk az oldatot.
A fermentorokban a sterilitdst fenn kell tartani, illetve a fagok elleni védekezésként érdemes
fagrezisztens mutansokat alkalmazni.

Az aminosavak feldolgozédsanadl jellemzden ioncserét, izoelektromos ponton torténd ki-

csapast, szerves olddszeres extrakciot szoktak alkalmazni. Az aminosavak - az egy triptofdn
kivételével - viszonylag hdstabil molekuldk, lehet (vakuum)beparlassal toményiteni az oldatot.
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3.2, Glutaminsav fermentacio

OH

2
CH—C C C OH

Egy kis torténelem:
1866 — eldszor buza gluténbdl izolaltdk (Ritthousen)
1890 — kémiai szintézis (Wolff)

1908 — Ikeda els6ként izolalt egy sajatos izii kivonatot egy hindrszer(i tengeri moszatbdl (La-
minariaceae). Ezt az izt ,,umami”-nak nevezik, és nem sorolhaté be a négy alapizhez
(,,0todik 1z”).

1909 — Ikeda és Suzuki szabadalmuk alapjan gyartani kezdték a mononétrium-glutamét mo-
nohidratot, mint izesitot.

1910 — az Ajinomoto cég megkezdte a gyartast glutén és szdjadara a hidrolizdtumabol.

1957 — Kinoshita a Kyowa-Hakko cég kutat6ja a Corynebacterium glutamicum mutans tor-
zseivel megvaldsitotta a de novo fermentacids gyartast.

2007 — avilagtermelés elérte az 1.000.000 tonnat

A glutaminsav fermentacidjat el0szor 1957-ben a Corynebacterium glutamicum (régi ne-
ve Micrococcus glutamicus) torzzsel oldottdk meg. Mikrobioldgiai leirdsa szerint ez egy
Gram+, nem spords, nem csillos torzs.

3.2.1. Bioszintézis és szabalyozasa

A Corynebacterium glutamicum torzsnél, ha az a-keto-glutarat dehidrogendz (az dbran a
9. enzim) aktivitdsat lecsokkentjiik, és a szubsztritjat glutaminsav formdjiban elvonjuk, akkor
a citratkor mint korfolyamat nem zérul, a folyamat végén nem kapjuk vissza az oxdlacetatot. A
folyamat mégis miikodik, mert a sziikséges intermediereket a két anaplerotikus reakcio (1 és 2)
szolgdltatja. A piruvatok hasznosuldsat megfigyelve lathatd, hogy egyrészrdl dekarboxilezéssel
acetil-CoA és szén-dioxid keletkezik, masrészt viszont CO» fixédl4ssal oxdlacetat jon l1étre. Az
eredd folyamatot tekintve tehat két piruvatbdl keletkezik egy citromsav molekula. Ez tartal-
mazza a kiindulési glilkéz mind a hat szénatomjat. Ebbdl egy szén-dioxid formdjaban elvész az
izocitrat dekarboxilezésénél, igy 6t sz€natom keriil a glutaminsavba.
Ha a membran permeabilitasa n0, a glutaminsav kidramlik a sejtb0l. Ez szdmunkra kedvezo
jelenség, mert egyrészt a bels6 koncentracié a feed back hatar alatt marad, nem fékezddik le a
bioszintézis, masrészt az extracelluldris terméket konnyebb kinyerni a fermentlébdl.
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A szabdlyozott enzimek: 1. fosz-

1 . , i, .
Clucose fo-enol-piruvat karboxildz; 2 pi-
) 1 | ruvét kindz; 3. piruvét karboxi-
( SRt e laz; 4. piruvét dehidrogenaz; 5.
@ citrat szintetaz; 6. akonitaz; 7.
Pyruvate izocitrat-dehidrogendz; 8. gluta-
mat-dehidrogendz; 9. a-keto-glu-
@ ) . PRSP
Acetyl-CoA tgfat dehldrofgenqz, 1Q. izocitrat-
L-Aspartic acid 6§ lidz; 11. malét-szintetaz.
Citrate
@ ® N\
Oxalactate cis-aconitate
(11) (10
Glyoxylate
Malate — < '
Isocitrate
U]
Fumarate a-Ketoglutarate
N\ ) “”l
Suctinate,___~

Feedback inhibition
—— Repression

35. dbra A glutaminsav bioszintézisének reakcioi és szabdlyozdsa

A membrén permeabilitdsa viszont az alkoté foszfolipidek zsirsavosszetételétdl fiigg. A
savprofilra a kovetkez0 tényezOk vannak hatassal:

1. Biotin koncentrici6: a biotin az acetil karboxildz enzim kofaktora. Ez a reakci6 a zsirsav
bioszintézis els6 1épése, minden egyes C2 egység beépitésének elsd dllomdsa. A biotin hi-
dnya tehat megzavarja a lipidek bioszintézisét, a membran dteresztové valik. Ugyanakkor a
sejtek novekedéséhez valamennyi biotinra sziikség van. A két ellentétes hatds ereddjeként
bedllithaté egy optimdlis biotin koncentracié, amely mellett a glutaminsav szintézis
maximalis. Ez az érték altalaban 2-5 pg/l, de mindenképpen 10 pg/l alatt van. 30 pg/l folott
a tenyészet a glutaminsav mellett/helyett mar jelentés mennyiségii tejsavat termel.

2. Olajsav (telitetlen zsirsav) adagolasa fokozza a permeabilitast.

3. Nem-ionos detergensek, igy szorbitan zsirsav észterek (Tween 60, Tween 40) hozzdadasa
is megvaltoztatja a membran szerkezetét, noveli a permeabilitast.

4. Penicillin alkalmazasa valdjdban nem a sejtmembrint, hanem a sejtfalat gyengiti meg, de
ez is a Glu kidramlasaval jar.

A szénforrasok koziil a melaszban sok a biotin, igy e taptalajkomponens hasznélatakor ez
problémat jelent. Ilyen tdpoldatokndl a biotin hatdsit a fent emlitett anyagok adagoldsaval
szoktdk ellensulyozni.

3.2.2. Fermentacio

A glutaminsav fermentéaciondl 100-200 g/1 C-forrés bevitelt szoktak alkalmazni, ami lehet
szachardz (melasz), gliik6z, esetleg ecetsav, etanol és n-paraffinok. Ilyen tomény (>10%) cukor
oldattal nem lehet inditani a fermenté4ciét (0zmozis, savtermelés), ezért egy részét a 36. 6ra utdn
rataplalassal (fed batch) viszik be. Kis 1éptékben (laboratériumi és oltétenyészetek) nitrogén-
forrasként szerves anyagokat (kukoricalekvart, kazein hidrolizdtumot) is adnak a taptalajba, a
nagy l1éptékii, termel6 fermentacidkndl az olcs6bb ammonium sékat. A késébbiekben a nitrogén
bevitel megoldhat6 ugy, hogy a pH szabadlyozdsra ammonia gézt illetve karbamidot hasznalnak.
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Tulsdgosan sok ammonia jelenlétében viszont a glutaminsav egy része glutaminnd alakul at,
ami rontja a kihozatalt.

A fermentacio optimadlis pH-ja 7-8 kozott van (mint dltaldban a baktérium fermentaciok),
a homérsékletprofil kétlépcsos: az elsd 14 6raban 30-32 fok, ezutdn felemelik 38 °C-ra. Ez
megvaltoztatja az anyagcserét, lecsokkenti az a-ketoglutarsav dehidrogendz aktivitasat és no-
veli a sejtmembran permeabilitasat glutaminsavra nézve. A fermentécids 1d6 72 6ra, maga a
sejtszaporodas ~30 ora alatt lezajlana, de a rataplalasokkal elnydjtjak a folyamatot, ezzel lehet
nagy termékkoncentraciot (~10%) elérni. Intenziv levegdztetés sziikséges, mert ennek hidnya-
ban melléktermékként tejsav jelenik meg. A termeld torzs Fe**, K*, Mn?* ionokat igényel ko-
faktorként. A fermentdcio végén a cukorra szamitott konverzié 50-60% kozott mozoghat.

| Fermentlé | £
3.2.3. Feldolgozas
A
A fermentlé feldolgozasa két szakaszra | Sejtek elvalasztasa [ |Na-GIu anyalug
bonthaté. EI6bb a kristdlyos glutaminsavat v ' )
allitjak eld, majd ezt mono-nétrium glutamdt- | | Beparlas | kensav || [Giucaminsa
ta alakitjdk. Mindkét folyamat kulcslépése a & gyartés
beparlds, majd kristdlyositds. Kénsavval be- | | pH allitas [
allitjak az izoelektromos pontot, a glutamin- v
sav disszocidcidja visszaszorul, ezaltal oldha- | Kristalyositas |
tésdga romlik, hatékonyabban kristilyositha- v
t6. A kivalt anyagot pl. szlir6centrifugaval el- | Elvalasztas [ __________________ ) . 2
valasztjak. v
A
| Elvalasztas |

I
Y
Y

A kristdlyos glutaminsavat natrium

hidroxiddal feloldjdk és kozombositik. Aktiv | | Sziirés |

szenes tisztitds utdn bekoncentrdljak és ki-

kristalyositjdk. A kristdlyositds anyaltgjdt | | Soiriat |

visszaviszik a glutaminsav feldolgozés folya-

mataba. L Na-Glu
| Beparlas | gyartas

| Kristalyositas |

A 4

| Elvalasztas }—»l Na-Glu anyalug

\ 4
| Szaritas |

A 4

36. dbra Na-glutamdt kinyerése Na-Glu termek |__________________________"___

fermentlébol
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3.3. Lizin fermentacio (a,e-diamino-kapronsav)

O0=—¢C

Ho  Hy Hy Hp
CH—C —C —C —C —NH,

NH,

Hazéankban a takarméanyozéasban hasznélatos gabonak, kiilondsen a kukorica lizinben sze-
gény (6. tabl4zat). A lizin hidnya korl4tozza a tobbi komponens hasznosulésat is, ezért célszerli
kiegészitésként hozzdadni (32. dbra). Lizin kiegészitéssel az egy-gyomruaknal (sertés, csirke)
15-20%-kal javul a takarmény-hasznositis. Egy tonna lizin elegendé 70 tonna takarmany
komplettilasahoz is.

Tépanyag/takarmény Lys (%)
Kukorica 0.21
Zab 0.5
Arpa 0.4
Biza 0.6
Szb6ja 2.9
Eleszt$ 3.4
Tejpor 2.5
Husliszt 2.6

6. tdbldzat Takarmdnyok lizin tartalma

3.3.1.  Bioszintézis, anyagcsere-mérnokség

A lizin de novo fermentacidjanak kidolgozasdhoz is az anyagcsere-mérnokség modszereit
hasznaltdk. ElsOként fel kellett deriteni €s megérteni a reakcidutakat és szabalyozasi kapcsola-

AK HSD
Asp —Op Asp-P —» ASA —O—» Hom —O—» Hom-P—» Thr —p lle

37. dbra Az aszparaginsav aminosav csaldd bioszintézise és szabdlyozdsi mechanizmusai a C.
glutamicumban

tokat. A sejtekben a lizin kétféle anyagcseretiton is képzddhet, mindkettd aszparaginsavbol in-
dul:
» Diamino-pimelinsav tt
» Aszparagin-szemialdehid ut
A Corynebacterium és Brevibacterium torzsek ez ut6bbi utat hasznéljak.
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Anyagcsere-mérnokileg a kovetkezd Asp

mutacids valtozasokat hoztak 1étre:
Aszparto- o _
- T —

- leak - - < kiniz o T

Hom' illetve Hom™**Y, Met’, Thr™ auxotrof ~
torzseket izolaltak, amelyek A AN
AEC" = (5-(2amino-etil)-L-cisztein))-rezisz- ra \\ AN
tensek, azaz regulaciés mutdnsok. \ )
| Negativ Y
. 2 . . < 1 lasok

A homoszerin és treonin tdltermelés \ ; Tieszacsatelase
visszacsatoldsat nem kell megsziintetni, mert Asp-szemialdehid / '?
az auxotrofia miatt ezek nem jelennek meg \\ / !
szamottevé mennyisségben. Homoszerin- R }J

A 38. dbran egy lizin tiltermeld torzs |dehidrogenaz /
mutacids atalakitasai lathatok. ,’(

A regulalt enzim az aszpartokindz, ez I : //

L L L B B O OITI0SZETIN

két a és két 3 alegységet tartalmaz. Két kiilon “a e
promoter indukalja az o €s a B mRNS szinté- I \ e
zisét. A B-alegységhez kotddik a lizin és a ! Thr-=~
treonin, ezzel csokkentik az enzim komplex Y
aktivitasat. Met

1996-ban a korszerli génmanipuldcids
modszerek felhaszndldsaval tokéletesitették a
torzset. A lizin exportaldsaért felelds enzim
génjét — LysE — multiképids plazmid segitségével sok kopidban vitték be a sejtbe, ezaltal meg-
novelték a sejtbdl a fermentlébe irdnyuld transzport sebességét, fokoztdk a lizin termelést.

Lizint lehet még termelni Candida periculosa, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomy-
copsis lipolytica fajokkal, de ezek intracelluldris lizint termelnek.

38. dbra A lizin tilltermelés érdekében végrehajtott
anyagcsere modositdsok

3.3.2. Lizin fermentacio

A lizin fermentéacié az azonos torzs miatt sok szempontbdl hasonlit a Glu fermentaciora.
A C-forras gliik6z, melasz, alternativ megolddsokban ecetsav vagy paraffin lehet. A nitrogén-
forrasként ammoénium sok, a pH szabdlyozashoz hasznalt ammonia johet szamitasba. A homo-
szerin, treonin és metionin szuboptimdlis koncentracidban jelen kell, hogy legyen (szdjadara,
kukoricalekvar adagolés), de ha leaky a mutéans, akkor nem kell adagolni, ezzel csokken az
onkoltség. A biotin koncentracionak itt is szerepe van, de forditott: legalabb 30 pg/l-es kon-
centracioban kell jelen lennie.

A fermentéci6 optimdlis pH-ja 7, optimdlis homérséklete 28°C, a fermentécio ideje 60
ora. 100-120 g/l végso lizin koncentraciot lehet elérni, a produktivitds Y,=30-40%. A ferment-
1ébe adagolva az antibiotikumok serkentik a lizin termelését (titer noveld anyagok: kléram-
fenikol, tetraciklin) tovéabba feliiletaktiv anyagoknak (kvaterner ammoénium sok) is hasonld
termelésfokozo hatdsuk van. A lizin fermentacional egy specidlis fertdzésvesz€ly dll fenn, lizin-
dekarboxilazt termel6 baktériumok jelenhetnek meg. Ezek kaddverinné (hullaamin) alakitjak a
megtermelt lizint. Ilyen torzsek pl. az Escherichia coli, Clostridium welchii, Aerobacter
aerogenes. Tetraciklin adagoldsdval a befert6zodés veszélye is csokkenthetd.

A kovetkezd dbran a lizin kinyerés és feldolgozas sémadja lathato.
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Savanyitds (H2SO4, pH=1.5, betain nem kotddik

Baktérium tomeg ¢ Szepardlds <+ loncsere (erds kationcseréld, Amberlite 112-120 B)

}

pH allitds (NH4OH) Szennyviz Eludlas

}

Vakuumbepirlds (40 % sz.a.) Lys frakcié beparldsa (3 testes vakuumbeparl6)

|
v v

Semlegesités (HCI)

Protoferm (takarmany Biotragya
Osszetett gyomridaknak
[NH3 miatt]) Vékuumbepérlas
Kristalyositas
Fluidszaritas
Orlés

Lys +—— Csomagolés (Iégmentesen zarni, higroszképos)

39. dbra A lizin feldolgozds lépéssora

A magas a nitrogén-tartalmi mellékterméket takarméany adalékként, vagy biotragyaként
hasznositjik.

Magyarorszagon is mikodott egy lizin gyar Kabdn, a Kyowa-Hakko cég 1991-ben tele-
pitett hazankba egy 6000-6200 t/év kapacitasu iizemet (Agroferm), ami manapsag kis iizemnek
szamit. A lizin termelésnél drhdbord van, a vildgtermelés 3-400.000 t/év (ledllitott, iires kapa-
citasok is vannak), ennek tilnyomé részét japan cégek, japan torzzsel és technoldgidval, sok
orszagban termelik. Az éves forgalom koriilbeliil 200 M$/év. Magyarorszagon a szdja, illetve
a l6bab termesztése nem gazdasdgos, a halliszt és a husliszt draga, a napraforgédara viszont
lizinhidnyos, igy a lizinnek biztos piaca van. A gyér a hazai igényeket (3-4000 t) kielégitette,
és még exportra is termelt. Az lizemben a fermentacidk reprodukélhatésiga nagy, ami a
technoldgiai fegyelemnek és az 4lland6 nyersanyag-mindségnek volt kdszonhetd. A fermento-
rok fed-batch idOprogram szerint miikodtek, egy folytonos sterilezé miikodott a higitott melasz
sterilezésére. Leaky torzset haszndltak, igy nem kellett kukoricalekvéart vagy széjahidrolizatu-
mot adagolni. 4 db 240 m? térfogatid fermentor volt az iizemben.

Az lizem gazdasédgi helyzetét megingatta a sz6jafehérje alacsony dra. A gyérat 2004-ben
atvette a Degussa cég, és atdllitotta treonin termelésre. Nagy kapacitds-bovités utan (~30.000
t/év) Evonik Agroferm néven termelt. Az lizemet végiil sajnos gazdasigi okok miatt 2018 dp-
rilis 30-dn bezartdk ®.
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3.4. Treonin eloallitasa

A treonint genetikailag manipulélt E. coli torzzsel allitjak eld. A manipulacié a mikroba-
torzsek raciondlis atalakitdsdnak iskolapélddja. A kiinduld torzseket, az L-treonin szerkezet-
analégjéra, az a-amino-f-hidroxi-valeridnsavra (AHV) rezisztens mutansokat1969-ben izoldlta
Shiio és Nakamori. Ezutan tobb, ipari termelésben is alkalmazhat6 mikrobatorzset fejlesztettek
ki olyan auxotréf €s antimetabolit rezisztens mutansok létrehozasaval, amelyek egyiittesen a
treonin bioszintézis irdnydba terelték az anyagcserét.

A treonin tdltermeld E. coli mutdnsok ésszerli megtervezéséhez részletesen meg kellett
ismerni a bioszintézist. A treonin bioszintézis szabdlyozdasa az E. coli-ban bonyolultabb, mint a
C. glutamicum-ban. A Corynebacteriumoktdl eltérdéen az E. coli -ban az aszpartokindznak
harom izoenzime van (AK-I, AK-II és AK-III). Az els6 kettd tobb doménbdl allé fehérje,
amelynek homoszerin dehidrogendz aktivitdsa is van, tehdt ugyanaz a fehérje katalizdlja a fo-
lyamat els6 és harmadik 1épését. Az AK-I aktivitasat csokkenti a treonin feed back inhibicidja,
termelddését pedig operon szinten fékezi a treonin €s az izoleucin egyiittes hatdsa. Az AK-II
bioszintézisét a metionin represszdlja. Az AK-III-ra pedig a lizin hat, mind enzim inhibicidval,
mind represszidval.

[k

o e T -
Vl,_'-----------\y ------------------------------------------------ 1 :
AK ASD HSD* HK TS ! !
AP Asp-P —O— ASA —8—» Hom —O— Hom-P—O—Thr —p e
AN N A ! !
/:N /:\ | | et et =
| | .
P i
b i i DAP
| ! N
o ] l
i | L. v
i

40. dbra Az aszparaginsav aminosav csaldd bioszintézise és szabdlyozdsi mechanizmusai E. coli-ban

A folyamat mésodik 1épését az aszpartit-szemialdehid-dehidrogendz (ASD) katalizélja.
Expresszidjat mind a lizin, a treonin és a metionin gétolja, leger0sebb hatdsu a lizin. A két
utols6 enzim, a homoszerin kindz (HK, thrB), és a treonin szintetdz (TS, thrC) egyiittesen ex-
presszalodik az AK-I-gyel (thrA), ezek harman alkotjdk a thrABC operont.

Ezeken a szabdlyozdsi mechanizmusokon til mas hatdsok is befolydsoljdk a treonin fel-
halmozdédast. Ilyenek a treonint lebonté enzimek, mint a treonin dezamindz (ilvA), a treonin
dehidrogendz (tdh) és a treonin felvételt és kibocsatast szabdlyozé transzport mechanizmusok.

Az Osszetett szabdlyozé mechanizmusok ismeretében tobbféle megkozelitéssel is meg-
probaltdk | kitdgitani” a treonin bioszintézis folyamatat. Kezdetben az anyagcsere-mérnokség
elveinek megfelelden melléktermék auxotrof €s termékanaldg rezisztens mutansokat szelektal-
tak.

A mér emlitett AHV-rezisztens torzset, amelynél megsziint az AK-I feed back inhibicidja,
fejlesztette tovabb minden prébalkozas. A tovabbi munka sordn izoleucin auxotréf mutansokat
izoléltak. Megsziintették az anaplerotikus PEP-karboxildz enzim gatlasit az aszparaginsav 4ltal.
Kiiktattdk a treonin-dezamiddz és treonin-dehidrogendz enzimek miikodését. A klasszikus
muticids-szelekcids technikdn tdl génmanipuldcidval is fejlesztették a torzset. A treonin
operont (thrABC) multiképids plazmidba épitették és bevitték a sejtekbe. Az igy kapott torzs
65 g/l treonint halmozott fel a fermentlében, 48%-os (g Thr/g cukor) hatékonyséaggal.
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A treonin fermentécié sem tér el jelentOsen az el6zd két aminosav technolégiatol. A ma-
nipulalt E. coli torzzsel 124 g/1 koncentraciot is el lehet elérni cukor szénforrasokon. A konver-
zi6 cukorra szdmolva ~60%. A cukor beadagoldsdndl még a szokasosndl is koriiltekintébben
kell eljarni, a koncentracié a folyamat sordn nem emelkedhet 30 g/l f6lé. A cukrot tehat
folyamatosan vagy nagy gyakorisaggal kell adagolni. A steril cukoroldattal ugyanakkor jelentds
mennyiségll vizet visziink be a fermentorba, igy a 1€ térfogata nagymértékben novekszik. Olyan
technoldgia is 1étezik, ahol oltdsndl csak egyharmaddig toltik fel a késziiléket, a 1€ masik két-
harmada a beadagolasokkal keriil be. Ezzel a termelési ciklus lerdvidiil, mésfél nap (36 6ra)
alatt lezajlik. Ilyen rovid fermentacios idé mellett jelentds idoveszteséget jelent két gyartas ko-
zOtt a fermentor tisztitdsa, besarzsirozdsa, sterilezése, oltdsa, emiatt gyakran torekednek
félfolytonos-rataplalasos (repeated fed batch) tizemeltetésre, amelynél ezek a 1épések kihagy-
hatok. Komolyabb kockazat nélkiil 4-6 ciklust lehet sszevonni, ez utdn mar sziikséges a leiiri-
tés, tisztitas €s sterilezés.

Az E. coli torzs érzékeny a koncentracié viszonyokra. A nagy ipari fermentorokban a
keverés nem tokéletes, koncentracié kiilonbségek alakulhatnak ki. A rosszabb oxigén ellatasu
zoéndkban a coli hajlamos anyagcseréjét megvéltoztatva kevert savas erjedésbe kezdeni, a cu-
korbdl ecetsavat €s tejsavat termel. Ezzel rontja a hozamot, hiszen a szénforras egy része mel-
léktermékké alakul. A jobb és rosszabb oxigén ellatdsu terek kdzott mozogva a sejtek gyorsan
valtoztatjdk az anyagcseréjiiket, de ezek a valtasok rontjak a termékképzést. Nagy fermento-
rokndl (200-500 m?) nem csak az oxigén koncentraciéban alakulhatnak ki gradiensek, hanem a
pontszeriien beadagolt anyagok (cukor, lig, ammo&nium-szulfat) lassu elkeveredése miatt is. Az
atkeverési 1d0 (mixing time) 1-2 perc is lehet.

Nitrogénforrasként a torzs hasznositja a szervetlen nitrogént (ammoénium-szulfat), de az
auxotr6fidk miatt valamennyi szerves nitrogén forrés (pl. éleszt6 kivonat) is sziikséges. A fo-
lyamatot az E. coli igényeinek megfeleléen 37 C-on, pH= 7,0-7,5 kozott vezetik. A termelt
savakat k6zombdositeni kell, amire alkali lugot, vagy ammoniagdzt haszndlnak. A gdznak az az
eldnye, hogy nem visziink be vizet a rendszerbe, azaz nem higitjuk még jobban a fermentlevet.

Magyarorszagon treonin gyartassal az Agroferm (Kaba) cég foglalkozik. Az eredetileg 5-
6000 tonna/év lizin gyartasara épiilt tizemet (1991, Kyowa Hakko, Japan), 2004-ban atvette a
Degussa cég, €s treonin gyartasra allitotta at. 2007-re a kapacitasat 20.000 t/évre novelték, majd
2013-ban 30.000 tonndra bovitették. Felvasarlasok és atszervezések kovetkeztében a cég
jelenleg Evonik Agroferm néven miikodott. Az tizemet végiil sajnos gazdasagi okok miatt 2018
aprilis 30-4n bezartik ®.

3.5. Aszparaginsav eloallitasa biokonverzioval

Az aszparaginsav gydartasdra is kialakitottdk a de novo fermentaciora alkalmas mutanso-
kat, de manapsag inkdbb egylépéses biokonverzidval allitjdk eld. Az olcsén hozzaférhetd fu-
marsavbdl és ammonidbdl az aszpartat-ammonia-lidz hozza l1étre az aszparaginsavat. Az atala-
kitdshoz nyugvoésejtes tenyészetet, illetve tisztitott, immobilizalt enzimet egyarant hasznédlnak.

A Japan Tanabe cég 1973 kezdett el immobilizalt sejttel (poliakrilamid gélben) a vilagon
elészor igy aszparaginsavat elddllitani. Tizszeres aktivitdsnovekedést értek el azzal, hogy a
citoplazma membran permeabilitdsat megnovelték. Az enzim életideje Mg, Mn, és Ca ionok
jelenlétében tizszeresére nott (120 nap). 1000 I-es reaktort hasznalnak, évente 700 t aszparagin-
savat termelnek. A Japan Kyowa-Hakko 1974-ben kezdett el E. colibdl szarmazé immobilizalt
enzimmel aszparaginsavat termelni, mig a Mitsubishi 1986-ban kezdte el a termelést Bre-
vibacterium flavum sejtszuszpenzi6 tobbszori tjrafelhasznaldsival.
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Az amerikai Biocatalytics cég E. coli-bdl kinyert, immobilizalt aszpartdz enzimet hasz-
ndl. A biokonverzi6 vizes fazisban, 37 °C-on (a coli szaporoddsi optimuma), 8,5-es pH-n jat-
szodik le.

¥ o
L|“.|—DH
‘ HaH——CH—C——0H
CH enzim + NHj . CH,
I [,
L’:JZG L'_|!H
oH

fumarsav aszparaginsay

41. abra Fumdrsay dtalakitdsa aszparaginsavvd
MgCl: kofaktor adagoldsa noveli az enzim aktivitdsét és stabilitdsat. Az agytérfogat 75 1, meg-
feleld sebesség bedllitdsaval 99%-os konverzid érhetd el. Az enzim ezen a hodmérsékleten is
stabil, aktivitdsdnak felezési ideje ~6 honap.

A kilépO aszparaginsav kinyerésére eloszor a pH-t kénsavval 2,8-re, az izoelektromos
pontra allitjak. Itt az oldhat6sag minimalis, hiitésre a termék kicsapddik és sziiréssel elvalaszt-

hato.

HOOC- A ~coom

* NH3

H,SO,
* NH,

»| precipitation |—__> nooe.
pH28 P P COOH

42. dbra Az aszparaginsav gydrtds folyamatdbrdja.
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Az aszparaginsavat elsdsorban aszpartdm (édesitdszer, ~200-szor édesebb, mint a sza-
char6z) gyartasdhoz haszndljdk fel, masrészt élelmiszer-adalékként és infuzids oldatokban.
Ezenkiviil gyogyszergyartasi intermedierként is hasznaljak.

3.6. L-Alanin gyartas

Az alanin egyszerii szerkezetli molekula, szintetikusan is eldallithatd, de az racém keve-
réket ad, amit reszolvélni kell. A tiszta L-izomer el6éllitasdra kifejlesztettek de novo fermen-
tacids eljarast is, de egyszeribb biotechnoldgiai Uit az enzimes konverzié L-aszparaginsavbdl.
A Pseudomonas dacunhae torzs aszpartat-p-dekarboxildz enzimével egy 1épésben kialakithatd
az L-alanin (Japan, Evonik/Kina).

3.7. Szerin eloallitasa

43. dbra A metanol hasznositds szerin litja

A szerint ipari mértékekben glicinbdl, foként fakultativ
0 metilotréfokkal (pl. Pseudomonas torzzsel) allitjak elo. A fer-
mentaciondl glicint és metanolt adagolnak egyszerre (koszubszt-
HN——CH—C ——0H ratok). Az anyagcserében a szerint tovédbbalakitdé enzim, a
’ hidroxi-piruvét-reduktdz aktivitasit csokkentik pH emeléssel
CH, (8.5-9.5), és homérséklet emeléssel (30°C-rél 40-42 °C-ra) il-
’ letve Co?* vagy Ni** adagoldssal (specifikus inhibitorok). A fo-
OH lyamat igy biokonverziova egyszertisodik. Ezért gyakran hasz-
nalnak nyugvé/immobilizalt sejtes tenyészetet.
Methanol Bar a glicin fontos fehérjealkot6é aminosav, a
+ gyartashoz sziikséges koncentrdciéban toxikus a
HCHO sejtekre. Ezért glicin-tolerans mutdnsokat izoléltak
\ €s alkalmaznak.
CH,=H,MPT  CH,=HF
\
A L-Serine A végso szerin koncentricié 20-24 g/l , ami
HCOOH ~50%-0s konverzionak felel meg. Az dbran a sze-
* rin elddllitdsdhoz 4talakitott anyagcsere-utvonal
CO, Glycine lathato (1asd a metanol alapu egysejtfehérje terme-
1ésével foglalkozo fejezetet).

3.8. L-triptofan termelés

O

| OH

HN NH,

A triptofdn  biotechnoldgiai elddllitasa

tobbféle uton is lehetséges:

1. De novo bioszintézis: szénhidratokbdl sok
1épéssel. A japanok erre is taldltak anyagcsere-mér-
noki megoldast a Corynebacterium és Brevibac-
terium torzsekkel. A hdrom aromds aminosav bio-
szintézise az allosztérikusan szabdlyozott elagazé
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anyagcsereutak iskolapélddja. A cukorszarmazékokbdl indulé bioszintézis kozosen halad a
korizminsavig, itt kettévélik. Az anyagfluxus egy része antranilsavon keresztiil négy 1épésben
triptofannd alakul. A tovdbbi mennyiségbdl prefénsav lesz, ami egy tovédbbi eldgazds utin
fenilalanint és tirozint ad.

Az anyagcsere-mérnokség elveinek megfeleléen a klasszikus mutécids-szelekcids tech-
nikdval a kovetkezd tulajdonsagd mutansokat izolaltdk:

» Phe, Tyr, (auxotréfok)
» 5-Me-Trp" (5-metil-triptofan
antimetabolitra rezisztensek)

glitk 6z

eritréz 4-foszfat + foszfoenolpiruvat (PEP)

A mutdnsokkal a fermentdci6 megva- |+ *l Es0mr x __________
16sithaté, de az elézdekben emlitett techno- 3-dezoxi-D-arabino-heptulézonat-7-foszfat

| |

l i

16gidkhoz képest hétrany, hogy a triptofan | | | |
P . L . |

sokkal rosszabbul oldédik, mint a poléris | | Ry |

oldalldncii aminosavak. Az oldhatésagi hatar | | korizminsav :

~12 g/l (erbsen fiigg a pH-t6l és a hé- | | X\ _ |

mérséklettol), azaz csak kb. tizedrésze a li- : prefénsav antranilsav :

zinnél vagy a glutaminsavnal elérhetd kon- | i * * l !
s 2 |

centracionak. fenilalanin tirozin triptofan - - - -~ --- - l

44. dbra Triptofan tiltermelo torzs ~  — —  ----c---e--oooooooooooooon
anyagcseréjének dtalakitdsa

2. Prekurzoros bioszintézis: indol, vagy indol+glicin adagoldsaval.

A triptofan bioszintézis utols6 1épésében a triptofan szintetdz enzim az indol vazrol leha-
sitja az addig felépitett oldallancot, és egy szerint kapcsol a helyére. A reakcié mésodik 1épését,
az indol + szerin = triptofan folyamatot szdmos mikroba enzime képes katalizalni.

Erre a folyamatra tobbféle technoldgiat is lehet épiteni. Az prekurzor mindegyikben
szintetikusan eldéllitott indol. Adagolhatjuk:

» Szerin termeld metilotréfok tenyészetéhez, ezzel a szerin €s a triptofan szintézist 6ssze
lehet kapcsolni: metanol, glicin és indol adagolaséval.

> Elesztd torzsek (Candida, Hansenula) tenyészetéhez — j6 hatasfokkal triptofann4 ala-
kitjak. Az indol nagyobb koncentracidban karositja a sejteket, ezért folyamatosan, mé-
rések alapjan adagoljak, koncentraciéjat a 0,5 — 1,0 g/l-es tartomanyban tartjak. Trip-
tofdnra el lehet érni az oldhatdsagi hatart (~12 g/1)

‘ ‘ + ‘ E.coli CH,
CH, Trp szintetaz

Yy

Ir=z
o—
T

Indol L-szerin

45. dbra A triptofdn-szintetdz reakcio
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3. Enzimes biokonverzid: pl. az E. coli triptofan-szintdz enzime a szerinbdl és indolbdl
triptofdnt hoz 1étre. Az Amino GmbH (D) 1988-ban kezdte a triptofan termelést az abran l14that6
reakciéséma szerint, nyugvosejtes E. coli szuszpenziét hasznélva.

A biokonverzi6 vizes fazisban jatszddik le, 8-9 kozotti pH-n, 40 °C hdmérsékleten. A Trp
koncentracié eléri a telitési hatart (~12 g/l), st a képzddott termék kivalik az oldatbdl. A
reakcidhoz piridoxal-foszfat kofaktor sziikséges. A pH-t NH4OH-dal szabalyozzak, az indolt
on-line analizis alapjan adagoljak.

Hat 6ra elteltével a levet feldolgozzdk, a triptofan csapadékot €s a sejteket lesziirik. A
szirén maradt anyagbdl a terméket meleg vizben feloldjak, elvalasztjdk, majd aktiv szénnel
deritik. A konverzi6 indolra szdmolva ~96%. Kihozatal: 75 g Trp/l/nap, az éves kapacitas: 30
t/év. (Kevésnek tlinik, de a Trp vildgpiaca csak néhany szdz tonna/év)

. (E_-ﬁ o\_-on
3 ~ => /\./(:J\w
HO/\lj\OH N——— K/Lh'

46. dbra A triptofdn elédllitdsa enzimes konverzidval

A triptofan felhasznalasa:
- esszencidlis aminosavként tdpszerekben €s infizids oldatokban adjék;

- aktiv gydgyszerkomponens, mert intermedierje a szerotonin anyagcserének, igy altato,
nyugtatd, sot antidepresszans hatdsa van;

- gybgyszeripari alapanyag

3.9. L-fenilalanin termelés

Az L-fenilalanint tobb kiilonboz6 aton is el6 lehet allitani:
> de novo fermentacidval és
> Dbiokonverzigval.

1. A de novo fermentacids technoldgianal
OH a Corynebacterium glutamicum vagy E. coli muténsait
hasznaljék. A triptofannal leirtak szerint az aromds amino-
0o—=¢C savak bioszintézise Osszekapcsolddik,ugyanazt az abrat

haszndlhatuk itt is, csak mds ponton kell lezarni
reakcidutakat: auxotrof (Tyr, Trp’) és feed back reguldcios
(p-F-fenilalanin rezisztens) mutansok.
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Ipari 1éptékben (3x150 m*-es fermen- glikéz
tor) 2,5 napos fermentacios 1do alatt 20 g/l-es
koncentrdciot lehet elérni. (A fenilalanin is eritréz 4-foszfit + foszfoenolpiruvat (PEP)
rosszul oldddik.) Az iizem kapacitidsa évi R % _____ *L B 4m oo
~1000 tonna, a vildgpiac ~10%-a. ! :
| 3-dezoxi-D-arabino-heptul6zonat-7-foszfat |
|
| b I
| e |
| korizminsav |
! prefénsav antranilsav !
|
R l =
47. dbra Fenilalanin tiltermelo torzs fenilalanin  tirozin triptofan —--------- :
1

anyagcseréjének dtalakitdsa i

2/1. Biokonverzi6 fenilpiroszdlésavbol

Az aminosavak bioszintézisének egyik alapreakcidja a transzamindlds, ahol az o-ketosav
oxigénje amino csoportra cserélddik ki. A reakcidnak szamos valtozata ismert, ezek az at-
alakitott aminosav szubsztraton kiviil amino donorban kiilonbéznek. Az egyszeriibb és gazda-
sdgosabb esetben ammonium ion is megfelel a reakcidhoz, de sokszor szerves nitrogén donor
sziikséges. A fenil-piroszOldsavat dtalakité enzim sajnos aminosavat igényel amino donorként
(Glu, Asp).

Igy tulajdonképpen egyik aminosavbdl hozzuk létre a mdsikat — nehéz gazdasigossd
tenni. A reakcidt nyugvosejtes tenyészettel (E. coli, Pseudomonas fluorescens) hajtjak végre.

0 NH:
gz A aminotranszferaz . Ez _in
G C=—0
SH OH
ferulpirosz@lisay

48. dbra Fenilalanin elddllitdsa fenilpiroszélésavbol

2/2. Biokonverzi6 transz-fahéjsavbol

A szerves kémidbdl jol ismert addicids reakcié enzimes katalizissel sztereoszelektiven
hajthaté végre. A sziikséges fenilalanin ammonia-lidzt Rhodotorula és Rhodococcus torzsek
termelik megfeleld aktivitassal. Mas torzseknél is 1étezik az enzim, de labilis, és erds a fahéjsav
szubsztratinhibicidja.

A haszndlt enzimek is bomlékonyak, ezért a reakcidt szigordan anaerob koriilmények ko-
z0ott, nitrogén atmoszféraban, az oxigén teljes kizdrasaval hajtjak végre. Az élesztot aerob ko-
riilmények kozott szaporitjak el, majd az enzimet indukaljdk. Ehhez fenilalanint kell bevinni,
erre olcsObb megoldas, ha fehérje hidrolizatumot vagy szintetikus DL-fenilalanint adnak.
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MHz
/ \ fenilalanin -amménia lidz T
E:(TH *+ NH3 Rh|:|d,|:|1:|:|r'|41151r'ubra= C_TH
C—0 C—0
C|’H ['_|JH
transz-fahéjsav

49. dbra Fenilalanin elédllitdsa transz-fahéjsavbol

Ha kialakult az enzim aktivitds, akkor bevisznek 25 g/l fahéjsavat ammoénium-cinnamat
formdjaban és 15% (!!) ammoniat, ami 10,6-es pH-t eredményez. Erre az extrém koncentraciéra
azért van sziikség, hogy a reakci6 egyensulyét jobbra, a fenilalanin termelés irdnyaba toljuk el.
A folyamat eldrehaladtdval tobb részletben még egyszer ennyi ammonium-cinnamaétot adagol-
nak be. Az 50 g szubsztratbdl 42-43 ¢ fenilalanin keletkezik, ami ~85%-os kihozatalnak felel
meg.

A harom bemutatott technoldgia paramétereinek 6sszehasonlitdsat mutatja be a kovetke-
z0 7. tblazat.

Az 6sszehasonlitas felsd két sordban, a miiszaki paraméterek a konverzids technolégidk
eldnyét mutatjak, de gazdasagi szempontbdl mégis a fermentacio a legolcsébb.

A termelt L-fenilalanin tdlnyomé részét (~90%) aszpartam (édesitOszer) gyartasdhoz
haszndljék fel. Az aszpartdm egy aszparaginsavbol és egy fenilalanin metilészterbol 4116 dipep-
tid. Gyartdsat részletesen az ,,Ipari enzimek” fejezetben targyaljuk.

Fermentacio Biokonverzi6-1 Biokonverzi6-2
Nyersanyag gliikoz fenil-piroszdldsav transz-fahéjsav
Produktivitas (g/1/h) 0.6 3.5 1
Reakci6id6 (6ra) 24 8 15
pH 7 7.5 10,5
Hoémérséklet (°C) 35 35 25
Sejttomeg konc. (g/1) 20 10 70
Amino donor - L-aminosav NH;
Onkoltség ($/kg) 13 35 32

7. tdbldzat Fenilalanin termeld technologidk dsszehasonlitdsa

Kisebb mennyiséget esszencidlis aminosavként adagolnak tapszerekbe és inflizids olda-
tokba, illetve a vegyiparban alapanyagként szolgal.

3.10. Reszolvalas

A sz6 jelentése altalanossagban a racém (DL) elegyek komponenseinek szétvéalasztasa.
Kémiai szintézisek rendszerint nem sztereoszelektivek, az optikailag aktiv termékek racém
elegy formdjaban keletkeznek. A bioldgiai, biokémiai rendszerek viszont csak az egyik izomert
hasznositjdk, a mésik izomer legaldbb is haszontalan ballaszt, veszteség, sOt negativ hatdsu is
lehet (pl. az egyik izomer édes izli, a masik kesert(i). Maga a reszolvalds miivelete is kapcsolddik
a biotechnoldgiai iparokhoz, mivel ezekben legtobbszor az enzimek sztereoszelektivitdsat
haszndljék ki. A technol6giat azért targyaljuk itt, az aminosavak fejezetben, mert a legnagyobb
1éptékdl, ipari reszolvdlds az L-metionin gyartasdhoz kapcsolodik. Az aminosavakndl csak a L-
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forma bioldgiailag aktiv, ez épiil be a fehérjékbe. A metionin eldallithaté de novo fermentacid-
val is, de a szintetikus gydrtds gazdasdgosabb, annak dacéra, hogy az DL-metionint eredmé-
nyez. Ezt a terméket enzimesen reszolvaljak a tiszta L-forma elérésére.
A biokémiai Uton torténd reszolvalasnak két £6 ttja van (I1d. Biomérnoki alapfolyamatok):
» aszimmetrikus szintézis,
» aszimmetrikus hidrolizis

QH
| OH
0—=C
0 \
| Lo o=
H—p L 3 OH :
aminoacilaz Hagy ' Cc— :
| - ¢ ey
NH f |
| H,N NH
[
\ .
H:,C/ \0 L-aminosav (l
: : 1-130/ g
NM-acetil-D,L-arminosav
Racemizalas N-acetil-D-aminosav

50. dbra Aszimmetrikus hidrolizis

Ezek koziil az aszimmetrikus hidrolizissel foglalkozunk, mert a szintetikusan eldallitott
aminosavak (metionin, alanin,stb.) esetében ezt alkalmazzak. Ennek els6 1€péseként a racém
aminosav keverékre olyan funkcids csoportot kétnek, aminek eltdvolitdsa azutidn egy sztereo-
szelektiv enzimmel megoldhatd. Az éltalanosan alkalmazott szarmazékképzés az N-acilezés
(legegyszeriibben acetilezés), majd hidrolizis aminoacildz enzimmel. Az aminoacildz csak az
L-aminosavakat szabaditja fel, a D-szarmazék megmarad. Elvalasztas utdn ez utébbit ligos f6-
zéssel racemizaljdk, djra acilezik, és visszaviszik a folyamat elejére. gy gyakorlatilag a teljes
anyagmennyiség atalakithato.

Az enzimet az Aspergillus oryzae termeli, sokféleképpen immobiliziljak (DEAE-Sepha-
dexhez ionos kotéssel, acetil-cellul6zhoz kovalens kotéssel vagy poliakrilamid gélbe zarassal).

3.10.1. A metionin reszolvalasa (Degussa eljaras).

Az Evonik (régi nevén Degussa) nagy aminosav gyartd, fermentacidsan és szintetikusan
is gyart aminosavakat. Eljarasukat alapvetden metioninra dolgoztdk ki, de mikodik mas ami-
nosavakra is (Ala, Phe, Val, Leu, Trp, Tyr).

A folyamatban acetil csoporttal acileznek, a hidrolizist oldott enzimmel, semleges kozeg-
ben (pH = 7,0), 37 °C-on végzik. Az enzim mitkodéséhez Co?* kofaktor sziikséges.

Feldolgozds: az enzimet ultrasziiréssel lehet visszanyerni, az L-Met kristdlyosithat6. A
D-N-acetil-metionint ligos f6zéssel racemizaljak és visszaviszik a folyamat elejére.
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51. dbra Metionin reszolvdldsa

3.10.2. A Degussa AG kisérleti enzim membran reaktora

Az oldott enzimet egy ultrasziir6 membran visszatartja, mig a termék szabadon athalad.
A keringetés sordn az enzim lassan elveszti az aktivitdsit a nyiré hatdsok miatt. Kapacitas: 200
t/év. Ugyanebben a berendezésben megoldottdk a metionin, valin és fenilalanin reszolvaldsat
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A Tanabe eljdrds
A japédn Tanabe cég ugyanezt a reszolvalasi technoldgiat immobilizalt enzimekkel oldja
meg. A folyamat majdnem minden lépése folytonosithatd, ez egyediil a kristalyositdsnél és az
azt kovetd szlirésnél okoz nehézséget.

EONTROLPANEL
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KRISTALY O-
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ACETIL- |
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53. dbra Tanabe eljdrds rogzitett enzimmel

3.10.3. Lizin elbéllitasa kaprolaktambol aszimmetrikus hidrolizissel

Az aszimmetrikus hidrolizis egy nagyon specidlis esete a D,L-a-amino-g-kaprolaktam
hidrolizise lizinné (a Toray Ind. Co eljardsa).

A kaprolaktdm szintetikus intermedier, polikondenzaciés miilanyagok alapanyaga. En-
zimes reakcidval viszont L-lizinné alakithat6. A kémiai szintézis racém kaprolaktdmot hoz
létre, az enzim viszont ebbdl csak az L. forméat hidrolizdlja, a D-kaprolaktdm gytriis formdja
megmarad. Az eljarés jol kiegészithetd enzimes racemizdldssal, melynek sordn egy mdsik mik-
roorganizmus erre alkalmas enzime a maradék D forméat racemizdlja. Célszerti lenne a két
reakciolépést egy reaktorban, egyidejlileg megvaldsitani. Ehhez viszont olyan enzimeket/mik-
roorganizmusokat kell valasztani, amelyek azonos koriilmények kozott miikodnek optimalisan.
Ha a két enzim/torzs azonos pH-n aktiv, akkor a két 1épés egy reaktorban megvalosithatd. A
kivalasztott reakciokoriilmények: vizes lugos kozeg (pH = 8-9), a hdmérséklet t = 40 °C,
nyugvoésejt szuszpenzid. A technolégidhoz szelektdlt mikroorganizmus parok:

Candida humicola + Alcaligenes faecalis (alkalikus rothaszt6, ligos a kozeg) vagy
Cryptococcus laurentii + Achromobacter obae

A reaktor szakaszos iizemben miikodik, a ciklus hossza 25 6ra. Ezalatt a kihozatal eléri

a 99,5%-ot. Az tizem kapacitdsa 4000 t/év. Ez inkdbb egy pilot (tanulmany) {izem, termelése
elhanyagolhaté a vilagpiachoz képest.
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54. dbra Lizin gydrtds kaprolaktdm aszimmetrikus hidrolizisével

A gyartés a kaprolaktdam kémiai szintézisével kezdddik. A kiinduldsi anyagok a ciklohe-
xén és a nitrozil-klorid (NOCI). A kettds kotésre addiciondlt termék dimer forméban jelenik
meg, ez ammonia hatdsara oximot képez. Ebb6l Beckmann dtrendezddéssel alakul ki a racém

kaprolaktdm, amit azutdn az enzimek atalakitanak.
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4. SZERVES SAVAK GYARTASA

A szerves savak globadlis termelését 2007-ben kozel 16 millié tonnéra becsiilték, ebbdl
kb. 2 milli6 tonna késziilt fermentécids eljardssal. A szerves savak termelése évente kb. 5%-kal
novekszik. A szerves savak a harmadik legnagyobb csoportot képviselik a fermentéacids termé-
kek kozott. A megujuld szénforrdsokbol mikrobidlis folyamatokkal eldéllithatd, sokféleképpen
tovabbalakithaté platform molekuldk j6 példéi a szerves savak. Hagyomanyosan ezeket egyes
baktériumcsoportok (példaul ecetsav és tejsavbaktériumok) €s fonalas gombdk (példaul
Aspergillus niger) felhaszndlasaval termelik.

E savak elsddleges anyagcseretermékek, bioszintézisiik az energiatermeléshez vagy a
novekedéshez kotott. A savtermelés dltaldban hidnyos anyagcserét jelez — a szénforrds oxida-
cidja nem megy végig szén-dioxidig és vizig. Anaerob organizmusoknal nem az oxidacio hia-
nyos, hanem éppen a redukci6 all meg karbonsav szinten, a molekula nem hidrogénezddik
tovabb oxo-vegyiiletté vagy alkoholl4 (tejsavas, kevertsavas erjedés).

4.1. CITROMSAV

A citromsav, a 2-hidroxi-1,2,3,-propantrikarboxil sav a masodik legjelentdsebb fermentalt
ipari termék az etanol utdn. Fehér, kristdlyos, kellemesen savanyu izli anyag. Haromértékii kar-
bonsav, séinak nagy a pufferkapacitdsa, a harom disszocidcids 1épcsd miatt széles tartomanyban
hasznélhat6. Komplexképzésre hajlamos, ezdltal fémionok megkotésére alkalmas. Nem korro-
ziv, de elég erds sav. Bioldgiailag bonthatd, a citrat pufferek bepenészedésre hajlamosak. Viz-
ben 6l oldodik; oldata kellemes savanyu izii.

H,C- COOH
|
HO-C-COOH

|
H,C-COOH

Osszegképlete: CsHsO7 molekulatomege: 192 g/mél, 36 fok alatt egy kristalyvizzel
kristalyosodik.

4.1.1. Eléfordulasa

A trikarbonsav (vagy Szent-Gyorgyi-Krebs) ciklus része, ezért szinte minden sejtben elo-
fordul. Egyes citrusfélék (lime, citrom) félig érett termésében a szdrazanyagnak akar a 8%-at is
elérheti a citromsav tartalom, a XX szdzad kozepéig ebbdl nyerték ki nagyobb mennyiségben.

4.1.2. Felhasznalas

Elelmiszeripar: élelmiszerekben elsésorban savanytsagot szabdlyozé anyagként, izesits-
szerként alkalmazzak (sav-cukor ardny bedllitdsa) E330 kédnéven. A 1étrehozott savas kozeg
tartdsit, lassitja az élelmiszerek romlédsit. Emellett antioxiddnsként is haszndljak, bar 6nédlléan
nincs ilyen hatdsa, de eldsegiti a tobbi antioxiddns hatasat. Gyiimolcsok esetében késlelteti az
oxigén hatdsara torténd elszinez0dést. Napi maximum beviteli mennyisége nincs korldtozva.

Adalék: A citromsavat az élelmiszeriparban széles korben haszndljdk, mint sokoldali, tobbfunkcios élelmi-
szeradalékot. Teljesen biztonsdgos, korldtozds nélkiil megkapta a GRAS (generally recognised as safe) mindsitést.
Etelekben és italokban savanyito, tartésité, pH szabdlyozd, izfokozd, keldtképzd, stabilizdlé és antioxiddns
adalékként szolgdl. Nagyon jol oldodik, igy tomény szirupokban is alkalmazhato. A citromsavat és mds szerves
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savakat sok élelmiszer sav-cukor ardnydnak (pontosabban a savanyii és édes iz ardnydnak) bedllitdsdhoz hasz-
ndljdk. Az izek ardnydt optimdljdk az iiditditalok, gyiimolcs- és zoldséglevek, lekvdrok, szorpok, cukorkdk, egyes
fagylaltok, bor és a boralapii italok, almabor és konzerv gyiimolcs készitésénél. Mivel a citromsav sok gyiimolcs
természetes osszetevije, jol illeszkedik az izek kozé és hatékonyan hozza ki az aromdkat. A ndtrium-citrdt forma
szerepe is hasonlo egyes italokban, kiilondsen a citrom és lime alapiiakban. Keldtképzoként megkoti a fémionokat
és ezzel megakaddlyozza a fémkatalizdlt barnuldsi és izromldsi folyamatokat. Lecsokkenti a pH-t, ezzel késlelteti
a romldst okozo organizmusok novekedését.

A pH csokkentése megvaltoztatja az élelmiszerek tulajdonsagait, ezzel a feldolgozasi pa-
ramétereket, példaul a f6zEsi idot és homérsékletet. Az alacsony pH a legtobb enzim aktivitasat
is lecsokkenti, ezzel is lassitja a romlési folyamatokat. 0,1-0,3% citromsav hozzdad4sa meg-
akadélyozza a fagyasztott és konzerv gyiimolcsok és zoldségek szinének és izének romlésat.
Ha friss zoldségeket 1-2%-os citromsav fiirddbe meritenek 30 médsodpercre, az 2-4 6raval kés-
lelteti barnulast. A lekvarok, zselék és édes toltelékek készitésénél a citromsav tartdsitoszerként
szolgdl. Az alacsony pH, 3,0-3,5 alatt a zavarossidgot okoz6 pektineket kicsapja.

A natrium-citratot is széleskortien alkalmazzak, példaul tejtermékekben. Stabilizélja az
emulzidkat, megakaddlyozza a zsir elvaldsat. A sajtokndl javitja és egységesiti textarat, csok-
kenti ragaddssagot az iz befolyédsolasa nélkiil.

Gyébgyszeripar: eldsegiti a kalcium és vas bevitelét citrat komplex formdjaban, Na-séja
véralvadasgatlé hatdsu (megkoti a kalciumot a vérbdl), kozmetikumokban tartésitészerként is
hasznaljak.

Mianyagipar: citromsav észterek: lagyitok (vinil- és cellul6zgyantakhoz)

Fémipar: feliiletek tisztitdsa, rozsdamentesités, passzivalas (salétromsav helyett, ahol ez
nem alkalmazhat6), galvanizal¢ fiirdok adaléka.

Tisztit6- és mosdszerek: viz lagyitasara hasznaljdk polifoszfatok helyett, mert nem okoz
eutrofizéacidt (a foszfét alapu vizlagyitokat egyes orszagokban be is tiltottak).

4.1.3. Torténete

A citromsavat el6szor Scheele izoldlta citromlébdl 1784-ben. A kovetkezé 100 évben az
olaszok a citrom szdllitdsaval gyakorlatilag monopolizaltak a termelést €s ettdl a termék driga
maradt. Kivondsa az éretlen citrombdl a XX szdzad kozepéig gazdasagos technolédgia volt. Egy
tonna citromsavat kalcium-sé formajaban 40 tonna citrom préslevébdl nyertek ki. Wehmer
1893-ban véletlenszertien észlelte, hogy a citrus novényeken €16 egyes fonalas gombdk citrom-
savat termelnek. Egy kalcium-oxaldtot eldallit6 torzs tenyészlevében melléktermékként észlelte
a citromsav megjelenését. Wehmer felfedezésének gyakorlati jelentdségét felismerve késébb
fotermékként citromsavat termeld gombdékat keresett és taldlt, majd ezeket a mikroszkdpos
gombdkat dj genus-ként, a Citromyces nemzetség tagjaiként irta le 1903-ban. A részletes rend-
szertani vizsgélatok késobb kideritették, hogy a torzsek valdjaban a Penicillium nemzetségbe
sorolandok.

1913-ban Zahorsky jelentette be az els6 Aspergillus niger-rel végzett citromsav termelés-
re vonatkoz6 szabadalmat.

1917 A citromsav termelés ipari megval6sithatdsagat biztosito felfedezés Currie nevéhez
kapcsolddik. Az Aspergillus nemzetség savtermeld képességét vizsgalva megéllapitottdk, hogy
ezek a gombdk savanyu kémhatdsu taptalajon is ndvekednek, és ez a savanyu kornyezet a cit-
romsavképzddésnek is kedvez. Ilyen savanyu (pH=1,5-2) koriilmények kozott a baktériumos
fert6zés mar nem zavarhatja a folyamatot, s6t pH=2 alatt, a ndvekedés részleges gétlasa fokozza
is a citromsav képzddést. Az optimalt és nagyipari méretben is biztonsdgosan megval6dsithatd
technoldgia feliileti tenyészetben viszonylag rovid idd (1-2 hét) alatt a szénhidrét tartalomra
szamolva 60 % feletti citromsav hozamot eredményezett.
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1919-ben késziilt el az els6 citromsavat termeld iizem Belgiumban. Ezt kovette a Pfizer
tizemének a felépitése az USA-ban Currie eredményei alapjan (1923). Anglidban a Rowntree
Ltd. - sajat szabadalmét haszndlva - 1927-ben inditotta meg a citromsavtermelést.

1928-ban melaszt hasznosito eljardsra épiilt izem Csehorszagban, Kaznejovban, német
szabadalom alapjan. Ez azonban 4j nehézségeket is okozott a melaszban 1év6 fémionok zavard
hatdsa miatt. Erre taldlt megoldast Leopold, aki a kédros vas ionokat K-ferrocianiddal kototte
meg.

Késobb nagy kapacitdsu citromsav iizemek épiiltek Németorszdgban, a Szovjetunidban
és mas eurdpai orszagokban. Ezek az tizemek mind feliileti tenyésztéssel termelték a citromsa-
vat, mégpedig olyan olcson, hogy a citromlébdl torténd citromsav eldallitds elsorvadt. Az olcsé
ipari termék mar nem csak az €élelmiszeriparban, de az ipar més teriiletén is felhasznaldsra ke-
riilt.

A masodik vildghdboru utan fokozodott az érdeklddés a citromsav irdnt. A piac igényeit
csak djabb iizemek épitésével lehetett kielégiteni. Ezek az iizemek azonban mér 1) technolégiat
alkalmaztak, a szubmerz, levegdztetett eljarast (1950-ben Perquin, Kluyver Laboratory)

A foszfét limitdcié hatdsét, illetve annak megszlintetését hazdnkfia, Sziics Janos irta le,
igaz, az Egyesiilt Allamokban (1944-48).

Erdekes kitéré a technolégiai fejlesztésben, hogy a cukor helyett n-paraffinon (kéolaj ala-
pon) is megoldottdk a citromsav gyartast, Candida lipolytica torzs alkalmazdsaval. Termeld
tizemet is épitettek Szardinia szigetén, de a kdolaj ardnak novekedésével a gyartds gazdasigta-
lanna vlt.

4.1.4. Termelés

A citromsav termelési volumenének intenziv ndvekedését mutatja be az aldbbi adatsor:

8. tabldzat A citromsav termelés novekedése

Evszdm termelés, t/€v
1929 5000
1953 50 000
1976 200 000
1980 350 000
2007 1 600 000
2014 1 850 000

A vilagon évente mintegy 1,85 milli6 tonna citromsavat termelnek, ezen beliil 1,05 millié
tonna szarmazik Kindbdl. Magyarorszdgon 2014. szeptember 9-én tették le a Szolnokon épiild
citromsav gydar alapjait, ahol 60 ezer tonna terméket kivannak elddllitani. A Kazincbarcikdn
épiild gyarban évi 100 ezer tonna eldallitasat tervezik. Az lizemek elkésziilte esetén a vi-
lagtermelés 8%-a szdrmazik majd Magyarorszagrol.

A piacvezetd Kindn kiviil ott vannak a piacon a torténeti részben emlitett orszagok és
cégek:

USA: Pfizer, Miles Lab

Anglia: Sturge Ltd.

Belgium: Citrique Belge (Hoffmann La Roche)

NSZK: Benckiser, Boehringer

Ausztria: Jungbunzlauer

Olaszorszag, Spanyolorszag, Torokorszag, Lengyelorszag, Jugoszlavia
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4.1.5. Bioszintézis

A citromsav a citratkor indit6 1épésének terméke: oxdlacetatbol és acetil-CoA-bdl alakul
ki. A korfolyamatban a citrat molekula tovabb alakul és az acetil csoporttal belépett két szén-
atom szén-dioxidok formdjaban 1ép ki a rendszerbdl. A gyéartés célja viszont az, hogy a citrat
ne alakuljon tovabb, hanem 1épjen ki a mitokondriumbdl és a sejtbdl is, és nagy mennyiségben
halmozdédjon fel a fermentlében. A citromsav elvondsdval viszont a citratkor nem zarul, nem
alakul ki az oxélacetat templat a kovetkezd ciklus inditdsdhoz. Ezeket az intermediereket az
anyagcsere mds folyamataival kell potolni a sejtnek, ezeket a folyamatokat nevezziik anaplero-
tikus, vagy feltolté anyagcsereutaknak. Ezek foszfo-enolpiruvatbdl és piruvatbdl szén-dioxid
fixalassal karboxilezve allitanak eld oxdlacetatot illetve malatot.

A szén-dioxid anaplerotikus megkotését a piruvat karboxildz enzim katalizélja. Az enzim
eukaridtdkban jellemzden a mitokondriumban taldlhat6, de az A. niger-ben mitokondriélis és
citoszolikus formdja is 1étezik. Az utébbi mitkodése miatt az anaplerotikus szén-dioxid megko-
tés (vagyis az oxdlecetsav kialakulds) nagyrészt a citoszolban megy végbe.

Glucose
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/ l-’]](h]:hm'nc

1. phosphoenolpyruvate carboxylase; 2. pyruvate Ki-

ol pyruvate
: nase; 3, pyruvate carboxylase: 4, pyruvate dehydroge-
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Pyruvate a-ketoglutarate dehydrogenase: 10, isocitrate lyase: 11,
malate synthetase.
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Acetyl-CoA Feedback inhibition
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\
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56. dbra A citrdtkor az anaplerotikus utakkal

Az egy molekula gliikk6zbol képzddo két piruvat molekula sorsa a szén-dioxidon keresztiil
kapcsolddik 0ssze. A dekarboxilezéssel felszabadul6 szén-dioxid felhaszndlédik az oxélacetat
képzédésénél. Igy a kiindulési gliikéz molekula mind a hat szén atomja bekeriilhet a citrom-
savba.

A citoszolban taldlhaté malat dehidrogendz enzim jévoltabdl az oxdlecetsav malattd (al-
masavva) alakul. Ez a citratkor szempontjabol visszafelé mend reakcid. A reakcié NADH-igé-
nyét a glikolizis fedezi. Az A. niger-ben tehat a glikolizis végterméke a citoplazmédban nem
piruvat, hanem malat.
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Az eddig targyalt primer metabolitok esetében indukalt mutdcidval allitottdk meg az
anyagcsere-folyamatokat, hidnymutdnsok 1étrehozéasdval kényszeritették ki a céltermék felhal-
mozddasat. A citromsav esetében erre nincs sziikség, a citromsav-ciklus 0sszes génje és a réluk
atir6d6 enzimek is hibatlanul mitkddnek tultermeld koriillmények kozott is.

Az A. niger-ben a tiltermelést mas mechanizmus okozza: a mitokondrium membranjaban
megtaldlhato egy trikarbonsav karrier enzim, mely antiporttal szerves savakat cserél ki a mito-
kondrium és a citoszol kozott. Miikodéséhez egy szerves savat igényel viszonylag magas kon-
centracioban, emiatt altaldban inaktiv. Az A. niger-ben azonban cserepartnerként szolgdl az a
maldt, ami az anaplerotikus reakci6 termékeként felddsul a citoplazmdban. A malat hatdséara a
transzporter aktivalodik és kiviszi a citratot a mitokondriumbél. Osszehasonlitva az akonitdz és
a transzporter reakcidsebességét, ez utobbi nagysagrenddel gyorsabb, igy a citromsav nagy ré-
sz€t kiviszi a matrixbol. A cserébe bevitt malét pedig oxdlacetaton keresztiil citromsavva alakul.

A citromsavon kiviil melléktermékek is megjelenhetnek. Az oxdlecetsav a sejtben elbo-
molhat oxélsavra és ecetsavra. Emellett az A. niger mindig termel gliik6z-oxiddzt, amely a nagy
koncentraciéju gliik6zbdl és oxigénbdl gliikonsavat képez (lasd a gliikonsav fermentacional).

Glitkoz
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57. dbra A citrdt kilépése a mitokondriumbdol antiporttal

A megtermelt és a citoplazmadba transzportalt citromsavat ki is kell vinni a sejtbol, rdada-
sul igy, hogy a koncentrici6 a fermentlében sokkal nagyobb (10-12%), mint a citoplazméban.
Ennek megfelelden a citromsav aktiv transzporttal, energia befektetésével 1€p ki a sejtbol. Ra-
segit a folyamatra a nagy kiilonbség a 1é (pH=2) és a citoplazma (pH=6-7) aciditdsa kozott. A
permedzok a kétértékii citrat> aniont szillitjadk megfelelden (ez van tilsilyban a sejtben), mig
a kiviil, a savas kozegben megjelend, kevésbé disszocialt formdkat sokkal lassabban. Emellett
a citrat-permedz enzimek Mn”* iont igényelnek, pontosabban a citromsavat kizdrélag Mn>*
komplex formdjaban képesek importalni, igy Mn?* ion hidnyaban a permedz miikodése egyira-
nyuva (export) valik. Ezért az ipari fermentéacids technoldgidkban mindig nagyon alacsonyan
tartjak a manganion koncentraciot (<2ug/l). Ugyanakkor a mangénhidny fokozza a fehérjék
lebomlasat, megvaltoztatja a lipid bioszintézist, a sejtfal szintézisét, osszetételét €s morfoldgia-
jat is.
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Gliikéz 4.1.6. Anyagcsere szabalyozasok

| A klasszikus anyagcsere-mérnokség elsd 1épése a reak-

| e cidutak, az egymast kovetd 1épések, koztitermékek feltérképe-

P @_EE-G-P zése volt. Ennek alapjan dontotték el, hogy mely 1épéseket cél-

I @7‘4_?)(2"@ szerii genetikai beavatkozdsokkal lezarni, korlatozni vagy de-
/ Fru-1,6-P represszdlni. A vizsgédlatok kovetkezd foka az egyes enzimek
i tulajdonsagainak felderitése, a befolydsolé anyagok, ionok

s sPEP azonositasa. Ennek ismeretében a tdpoldat Osszetételét ugy al-
!@t‘gﬂ e DiFUVER lithatjuk be, hogy az enzimaktivitdsokat a termékképzés foko-
@ (\FE/) zésa érdekében noveljilk, vagy csokkentjilk. A tdpanyagok

koncentraciéjanak bedllitdsaval szabdlyozhatjuk a folyamatot.
Az 3. dbran lathatok az anyagcsere térkép legfontosabb elemei.
Az enzimek szdmozdsa:

CITRAT 1) Citrat szintetdz — ennek aktivitidsa legyen nagy

glioxolat @E 2) Akonitdz — ez a citromsavat tovabb alakitja, tehdt miikodé-

fumarat sét le kell lassitani. Mivel a kofaktora a Fe ion, ennek
izocitE\t koncentraciéjat csokkentve az enzim aktivitdsa csokken.
w2l cigét ."é.) 3) Izoci?rét .dehidrogenéz —ezisa cit.romsav tovabbalakitasat
¢ katalizalja, igy a gyartas szempontjabol kedvezdtlen.

a—keto glutarsav

58. dbra A citromsav bio-

szintézist befolydsolo anyagok Anaplerotikus reakcidk:

4) Piruvat karboxilaz:
szén-dioxid fixdlassal a piruvatbdl malétot hoz 1étre:

Piruvat + CO; + ATP — malat + P; + ADP

Ez az enzim Mg?*, Fe?* és K* ionokat igényel, azaz a vas ionra itt sziikség van, nem lehet
teljesen elvonni a fermentlébdl.

5) PEP karboxilaz:
analég modon a C3 egységbdl szén-dioxid fixdldssal C4-et hoz létre. Lényeges kiilonbség,
hogy mig az el6z0 reakcié ATP-t fogyasztott, ez viszont ATP-t termel.

PEP + CO; + ADP - oxal-acetat + ATP

Miikodéséhez ennek az enzimnek is ionokra (Mg®*, K* és Mn?* és amménium ionra) van

sziiksége. fgy a mangdn jelenlétét sem lehet a nulldra csokkenteni, pardnyi, nyomnyi kon-

centracioban sziikség van rd. Az ammodniumion hatdsa jelentds, tigyelni kell r, hogy a tenyé-

szet ne keriiljon nitrogén limitbe.
6) Foszfo-fruktokinaz

A glikolizis kulcsenzime, a masodik ATP itt 1€p be a folyamatba. Evolicids célszeriiség,

hogy ha nincs sziikség a glikolizis intenziv miikodésére, akkor a folyamat lefékezddjon. Ne
haszndljon fel a sejt sok ATP-t, ha van elegendd késébbi intermedier. Igy a nagy citromsav
koncentraci6 gétolja a foszfo-fruktokindzt (feed back inhibicid). Ugyanakkor a nagy foszfat és
ammoniumion koncentracié kompenzélja ezt a gatlast, mégsem fékezddik le a glikolizis, ezzel
a citromsav termelés. Azaz e két ion koncentricigjat a folyamat sordn végig magasan kell tar-
tani.
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4.1.7. Termel6 torzsek

Gyakorlatilag az 6sszes citromsavat az Aspergillus niger, és a hozza nagyon hasonlé A.
wentii torzzsel termelik. Emellett az elmult szdz évben kidolgoztak Penicillium citrinum, Can-
dida lipolytica (n-paraffinon), C. guillermondii, Trichoderma viride (cellulézon, Kyowa
Hakko, J) torzseken alapul6 eljardsokat is, de ezek mar nem hasznalatosak.

A torzsekkel szemben kovetelmény, hogy elnyomhat6 legyen az izocitromsav, és gliikkon-
sav termelés, valamint miikddjenek az anaplerotikus reakciok.

A termeld torzsek, valtozatok screenelésénél a szokasos szelekcids modszerek:

» pH indikatort kevernek az agarba — a szinvéltozas jelezi a savtermelést;

» atapoldat pH-jat eleve 1,4-2,0-re dllitjak be, illetve 20 %-os citromsav oldatot hasz-

nalnak — ilyen extrém koriilmények kozott csak jo termel6 torzsek ndnek ki;

4.1.8. Tapoldat
4.1.8.1. Szénforrds

Szénhidratok: konnyen metabolizdlhaté cukrok, gliikkéz, fruktéz, szacharéz, vagy az ol-
csobb melasz, keményitd hidrolizdtum és hulladék szénhidrat tartalmu anyagok.

Az elméleti hozam szdz szdzalék folotti, glikozra nézve, moltomegekkel: 192/180 =
107%, szacharézon 112% (2*192/342), a valés hozam a sejttomeg képzddés és a fenntartdsi
energiardforditds miatt csak maximum 92%.

Az 6nkoltség szempontjabol kritikus tényezd a nyersanyag és az eldkezelés koltsége. A
szachardz a legalkalmasabb szénforras, de tesztelték a melaszt, a keményitd- és celluléz-hidro-
lizatumot, és trépusi gyiimolcsok hulladékait (kakad, bandn, sz6ja és anandsz).

Az olyan komplex, tisztitatlan nyersanyagok, mint a répa- és cukorndd melasz, a nyers
keményitd, keményitd hidrolizatum, nyerscukor eldkezelést igényelnek. A melasz kivalo szén-
forras, szachardz tartalma 40-50 szdzalék €s nitrogén tartalma is elegendd. De problémit jelent,
hogy éltaldban jelentds mennyiségii, a répa éltal a talajbdl folvett fémiont, példaul a kritikus Fe,
Mn és Zn ionokat tartalmaz. Ridaddsul a melaszok mindsége €s 0sszetétele valtozo.

A fémionokat példaul ioncserével lehet eltavolitani, de ekkor szamolnunk kell azzal, hogy
a gyanta kapacitdsa a gyorsan kimeriil mas ionok megkotésével.

A fermentéci6 sordn a vasionok koncentraciéjat alacsonyan lehet tartani natrium- vagy
kalium-ferrocianid hozzdadasdval. Més hasonld ferro- vagy ferricianid sk is megfeleldk, ada-
golasuk torténhet oltas eldtt vagy késobb, a termeld tenyészethez. Ezek a sok Gsszetett aniono-
kat alkotnak a vas ionokkal. A komplexek kicsapédnak, pontosabban oldatdsagi szorzatuk egy
nagyon alacsony vasion koncentraciét 4llit be.

Szénhidrogénekbdl (Co —C30 n-paraffin frakcid) Candida lipolytica torzzsel j6 konverzi-
oval (145%, g citromsav/g paraffin) lehet citromsavat gyartani, de technikai és gazdasagi okok
miatt az eljards versenyképtelenné valt. Probléma az alkdnok rossz vizoldhatésdga (emulzid
képzés) €s a nagyobb ardnyban keletkez6 izocitromsav. Emellett meg kell szabadulni a szén-
hidrogén nyomokt6l, mert egyesek karcinogének. Az olcsé kdolaj idején, a mult szdzad hatva-
nas-hetvenes éveiben gazdasdgosan miikodo gyarat épitettek Szardinia szigetén, de az olaj ara-
nak ugrasszerli novekedésével az lizemet be kellett zarni.

4.1.8.2. N-forrds

A torzs egyforman j6l hasznositja a szervetlen €s a szerves nitrogén forrdsokat: az ammo-
nium és nitrat sokat, karbamidot, a melasz nitrogén tartalmu vegyiileteit. A szabalyoz6 mecha-
nizmusokndl mar emlitésre keriilt, hogy az NH4" ionok adagoldsa noveli a foszfo-fruktokinaz
aktivitast ezzel serkenti a sejtek novekedését és fokozza a citromsav termelést. Az anyagcsere
sordn az ammonia elfogyasztdsdval a kdzeg savanyodik - ez fokozza a citromsav képzddést,
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valamint a pigment és nydlkaképzddés is csokken. Ettdl tisztabb a termék, egyszeriibb a feldol-
g0z4s.

P-forrds: az oldhat6 foszfatok dereguldljdk a foszfo-fruktokinazt, felporgetik a glikoli-
zist, ezzel eldsegitik a citromsav €s oxalsav képzodést.

4.1.8.3. Nyomelemek:
A Fe, Mn és Zn ionoknak szabdlyozé hatdsuk van a citromsav termelésben kritikus enzi-

mekre. A vasion koncentraciét egy optimédlis sdvban kell tartani, mert egyrészrol:

» ha kevés a vas, akkor lassu a novekedés, a cukorfelhaszndlds és a piruvat-karboxildz

aktivitasa csokken;

» masrészrol a nagy koncentracié sem jO, mert a vas az akonitdz kofaktora is, a citromsav

tovabbalakuldsat fokozza

Az optimdlis koncentraci6 a szaporodasi szakaszban ~2000 ug Fe/liter, késobb, a savter-
meld szakaszban viszont csak 50-200 pg/l. Melasz szénforrés estében a vastartalmat ioncserével
csokkentik. Menet kézben a vasionokat K-ferrocianid hozzdadédsaval lehet megkotni. Ez kom-
plex formédban megkoti a vasat, és a komplex disszocidcids dllanddja olyan kicsi, hogy a szabad
ion koncentracié kozelitéleg a kivant zonédba esik. A fémion koncentracié szempontjabol fontos
a késziilékek anyaga is. Ha a fermentor nem jo mindségli rozsdamentes acélbol késziilt, akkor
a sav hatasara vas €s mas fémionok oldédnak ki a falabdl, ami tonkreteszi a fermentacidt. A
vasionok hatdsat bizonyos mértékig ellensulyozni lehet metanol adagoléssal.

A Mn ion a mar targyalt médon vesz részt a citromsav importjdban, jelenlétében a meg-
termelt €s kivélasztott termék visszadramlik a sejtbe, ezért is fontos a Mn-szintet 2 pg/l alatt
tartani. A melaszt példaul Mn-mentesiteni kell (ioncserével, a Fe eltavolitassal egyiitt). A man-
gan karos hatdsat ellensulyozni lehet kis mennyiségli rézion adagolasédval.

A nyomelemek koncentriciéja és ardnya befolydsolja a gombafonalak morfolégidjat, a
pelletképzddést is.

4.1.9. Technologiak

Ipari méretekben a citromsavat feliileti, szubmerz, és szilard fazisu fermentacioval gyart-
jék. A tdpoldat flkomponense valamilyen szénhidrét, kiegészitve szervetlen vagy szerves
nitrogén forrassal és megfelelden 6sszedllitott 4svanyi sokkal.

4.1.9.1. Feliileti fermentdcio

Ez volt az elso ipari gyértas, amit 1920 koriil dolgoztak ki. Annak ellenére, hogy azéta
kifinomultabb és hatékonyabb technoldgidkat fejlesztettek ki, ezt még mindig alkalmazzdk a
meglévl lizemekben, mert az energia koltségek alacsonyabbak, mint a szubmerz eljarasnal.
Ugyanakkor az éldmunka igény viszont magasabb. A jelenlegi gazdasagi helyzetben egy Uj
tizem létesitése erre a technoldgidra nem gazdasdgos. Sok technoldgiai részletet szabadalmaz-
tattak, illetve titokban tartanak. A feliileti fermentaciénal a micélium sekély talcakban 1évo tap-
oldat feliiletén alkot szovedéket. A talcdk feliilete 5-8 m?, a tdpoldat 5-20 cm-es réteget alkot
benne. Anyaguk tisztasdgui aluminium vagy rozsdamentes acél, mert a savas kdozeg mas fémek-
bdl a fermentaciora karos fémionokat old ki.

A talcdkat egymads folott dllvanyokon helyezik el olyan kamrdkban, amelyek kialakitdsa
lehetdvé teszi a kozel aszeptikus (az adott folyamatra drtalmas mikrobdkt6l mentes) miikodést.
A talcdk egymas folott, egy sterilen zart, de allandé levegd befuvatdssal ellatott kamraban
helyezkednek el.

Cukor szénforrasndl a koncentraciét 20-25%-ra allitjak és a talcdkba valé kitoltés utan a
citromsav termeld gombatorzsek spordival beoltjdk. A kezdeti pH-t altaldban 3,5-re allitjak,
mivel ilyen koriilmények kozott a befert6zodéstdl nem kell tartani és az oxalat képzddése mi-
nimalis.
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Melasz szénforrds haszndlata esetén a tdpoldatban higitdssal 15% erjeszthetd cukor kon-
centriciot éllitanak be. A fémionokat eltavolitjak és a tdpkozeget éltaldban forraldssal sterili-
zaljak. A folyadékot lehiités utan a talcdkba szivattytizzak.

Az oltds megoldhat6 kozvetleniil spéra szuszpenziéval (100-150 mg spéra/m?) vagy a
levegdvel beftivatott spordkkal. A nagy sporakoncentracié az oltasndl leroviditi a termékképzés
eldtti novekedési szakaszt és a morfoldgiat inkdbb a fonalas novekedés irdnyéba tolja el a pellet
képzbddés rovasara.

Sok torzsnél a sporuléci6 fellépése csokkenti vagy gatolja a citromsav képzddést. Ennél
fogva a koriilményeket tigy allitjuk be, hogy a micélium hosszabb ideig novekedjen a sporazas
meginduldsa nélkiil. Ez az ammonium ion koncentracié novelésével és nemionos detergensek
hozzdadésaval érheto el. A folyamat altaldban 8-12 nap alatt jatszodik le. A 1€ feldolgozasanak
elso 1épése a micélium elvélasztdsa a folyadéktol.

Félfolytonos fermentacional friss tdpoldatot adnak a micélium szovedékhez, ezaltal csok-
kentik a lag szakasz hosszat az egymast kovetd ciklusokban. A micélium ismételt hasznalata
attol fiigg, hogy a torzs mennyire hajlamos autolizisre az elsddleges novekedési fazisban.

Erdekes véltozata a feliileti technolégidnak a tobblépcsés fermentacié. Ennél a 16 az egy-
mads folotti talcak kozott gravitacidsan folyik lefelé €s a legalsordl elvett levet dolgozzak fel.

A talcédk kozott folyamatosan steril levegot fiivatnak 4t. A levegdztetésnek az oxigénell4-
tason tul tobb funkcidja is van, igy elviszi a termelt széndioxidot és hot. A befijt levegot ned-
vesitik, mert kiilonben jelentds mennyiségli parat visz magaval, és ezdltal jelentdssé valik a
beparlddas, két hét alatt akér a viz 30-40%-a is elparologhat.

A konverzi6 hatdsfoka cukorra szamolva 65-75 %, a ,reaktor” produktivitasa 7-8 kg
citromsav/m>*nap. Alacsonyabb, mint a szubmerz eljardsnal, de a koltségek is kisebbek.

4.1.9.2. Szildrd fdzisu fermentdcio

A szilard fazisi fermentaci6 (solid state fermentation, SSF) a kdrnyezet szempontjabol
eldnyos, mert csokkenti a hulladék kibocsatast. A kiilonb6z6 mezdgazdasagi €s ipari sz€nhid-
rattartalmu hulladékok hozzdadott értéket tartalmaz6 termékekké alakithatok. Ez egy egyszerti
technika, mellyel a szilard hulladék anyagokat, mint a rostok, szalma, korpa stb. szubsztratként
hasznositjuk egy vagy tobb cellul6zbonto torzs szaporitdsdhoz. A megfeleld termelékenységhez
meg kell oldani a megfelel6 levegdztetést, ezzel a metabolikus ho eltavolitasat és a paratartalom
szabdlyozdsat. Nagyon fontos a szemcseméret a megvalasztdsa. Kisebb részecskeméret noveli
a kitermelést és csokkenti fermentaciés idot. Az SSF kultirdk nem érzékenyek a fémionokra,
ezek nagyobb koncentracidban sem zavarjak a citromsav termelést.

Az SSF fermentaciokat legtobbszor tdlcdkon hajtjdk végre. A szilard anyagot gbzzel ste-
rilizdljak, majd a feliiletére permetezik a spordkat. A tenyészetet 10-15 napig nevelik a szubszt-
rat bonthatdsagatdl és a lebontasi sebességtol fiiggden. A penészgombdk mar a spordk csirdza-
satol kezdve extracelluléris enzimeket, példdul celluldzokat és amildzokat valasztanak ki. Ezek
a szilard szubsztrat sz€nhidrat tartalmat monoszacharidokkd bontjdk és ebbdl alakul ki a cit-
romsav. Kiilonleges szubsztrat a cukorndd baggassz, a cukros 1€ kipréselése utdn megmaradé
novényi szdr, ami még szachardzt, azaz konnyen bonthaté cukrot is tartalmaz, ami konnyen
citromsavva alakithato.

4.1.9.3. Szubmerz fermentdcio
A vilag citromsav termelésének tilnyomé részét szubmerz fermentéaciéval allitjak eld.
Ennek szdmos eldnye van a feliileti vagy az SSF tenyésztéshez képest, igy kisebb a munkaero-
igény, nagyobb a konverzio és a produktivitds, kevesebb a befert6zodés, stb.
Ipari 1éptékben az Aspergillus niger torzseket hasznéljdk citromsav termelésre. Szubmerz
tenyészetben szigorian szabélyozott kornyezeti koriilmények kozott, pelletes formaban szapo-
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ritjdk. A tdpoldat jellemzden 15-20% fémion-mentesitett cukrot tartalmaz, ami altaldban me-
lasz, szachardz, gliikk6z vagy fruktéz. Nitrogén forrdsként ammoénium-szulfatot vagy ammoni-
um-nitratot hasznélnak, és ezek koncentraci6jat pontosan az optimalis értékre allitjak. A nyom-
elemek koncentréacidjét is pontosan be kell allitani, kiilondsen a vas, cink, réz és mangan iono-
két. Kritikus a manganion koncentricidja, ezt 2 ug/l (2 ppb = 2 parts per billion) alatt kell
tartani.

A fermentor beoltdsa torténhet konidiummal (spérakkal) vagy vegetativ sejtekkel (pellet).
Ez ut6bbi esetben a lag szakasz és az egész fermentacié mintegy 12 draval lerovidiil.

A fermenticiés id6 a szénforrdstol
fiigg, lehet 5-8 nap, de elnyulhat 10-15 napra
is. A fermentéci6 soran el6bb egy novekedési
szakasz figyelhetd meg, a cukorhasznositas a
sejttomeg novekedését szolgdlja (2-3 nap pel-
letképzddés). Azutan a termékképzési fazis
(5-8 nap) sordn az intenziv citromsav terme-
1és mellett csak kis sejtnovekedés észlelhetd.
Hossza fiigg a cukor koncentraciétol, adago-
lastdl, a hasznalt torzstol. Az atallasnal K-fer-
rocianid betdplalassal csokkentik le a vasion
koncentraciot.

Az 4bran lathatdk a citromsav fermen-
ticié egyes paramétereinek iddbeli valtoza-
sai. A szachar6z invertdléddsa mintegy 30 6ra
alatt végbemegy. A felszabadul¢ gliik6z kon-
centracidja eddig a pontig emelkedik, ezutan
csokken. Az invertalodassal képzodo fruktoz
atmenetileg eltlinik a diagramrél, mert poli-
merizalddik a transz-fruktozildz enzim haté-
sara, majd visszaalakul és gorbéje a gliikk6zé-
val egyiitt halad. A micélium és a mellékter-
mékek koncentracidja egy inflexiés S-gorbe
mentén novekszik. A citromsav csak az elsd
30 6ra utdn jelenik meg, ezutdn meredekeb- 59. dbra A citromsav fermentdcio lefutdsa
ben novekszik, mint a sejttomeg.

4.1.9.4. Fermentdcids paraméterek

Az Aspergillus niger citromsav termelését jelentdsen befolyésolja a pH. Jelentds mennyi-
ségli citromsav csak pH=2,5 érték alatt halmozddik fel. A kiilsé pH-nak (~2) csak kis hatdsa
van a citoszol pH-jara (~7). A sejtek elviselik, sOt aktiv transzporttal 1étrehozzdk ezt a nagy
koncentracié kiillonbséget.

A fermentlé pH-jat 1,5 és 2,8 kozott szabdlyozzak. Melasz alapu tdpoldat esetén inkabb
a felsd hatar kozelében. Magasabb pH-n melléktermékek, oxélsav és gliikonsav képzddnek. A
pH=3-6 kozotti z6ndban a citromsav mellett oxdlsav és gliikkonsav is keletkezik. Semleges ko-
zeli pH-n mér az oxélsav domindl. Az extracelluldris glilk6zoxidaz enzim pH=5 alatt jelentésen
veszit aktivitasdbol, pH=3-ndl teljesen inaktivalodik. Eszerint a pH-t gyorsan harom ald kell
csokkenteni. A cukoralapu tdpoldatoknak alig van puffer hatdsa, a termel6dd sav hatdséara a
fermentlé gyorsan lesavanyodik. A melaszban 1év0 szerves anyagoknak viszont jelentOs a
puffer kapacitdsa, a pH kevésbé csokken. Melasz alapu tdpoldatokndl emiatt kénsavval viszik
le a pHt.
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Adalék: minden mds szerves sav fermentdcios elddllitdsdndl a keletkezé savat kozombdositeni kell, mert a
sejtek nem viselik el a savas kozeget. A citromsav az egyetlen kivétel, ahol nem liiggal, hanem savval szabdlyozzdk
a pH-t.

A hémérsékletet 28-33 °C tartomanyban szabdlyozzak. Ef6l6tt megnovekszik az oxélsav
képzddés, alacsonyabb hdéfokon pedig lelassul a folyamat. A citromsav termelése jelentds ho-
fejlodéssel jér, a fermentlé melegszik. A ho elvondsara nagy hiitofeliileteket kell beépiteni a
fermentorba.

Levegdztetés, oldott oxigén szint. A tenyészet oxigén igénye nem nagy, de nagyon érzé-
keny az oldott oxigén szint csokkenésére. Ha csak dtmenetileg, néhany percre is a DO 20-30
relativ % ala csokken (példaul iizemzavar esetén), akkor a citromsav termelés megéll. A leve-
goztetés megnovelése utdn az anyagcsere, a sejtek novekedése tjraindul, de a citromsav terme-
1és nem, vagy csak nagyon kis sebességgel.

A levegdztetésnek az oxigénelldtason tdl tobb funkcidja is van, elviszi a termelt széndi-
oxidot és ho egy részét. A til nagy levegdaram ugyanakkor visszaiithet, mert egyrészt lecsok-
kenti az anaplerotikus reakcidkhoz sziikséges a szé€n-dioxid szintjét, masrészt er0s beparlddast
idéz eld. A levegot a keverds késziilékekbe 0,5-1 vvm darammal tapléaljak be, de vésztartalékként
tiszta oxigén befuvatdsat is lehetové teszik. Az air lift fermentorokndl extrém nagy, 10 vvm
betaplalast is leirtak.

A folyamat elején a csirdzasi-novekedési szakaszban kevesebb levegé is elegendo, ké-
sObb fokozni kell a levegdztetést.

Az oxigén bevitelét jelentdsen befolya-
solja a tenyészet morfoldgidja. Az Aspergil-
lus-ok micelidlis novekedésuek, a fermentlé-
ben gombafonalak tomege jelenik meg. A fo-
nalak elhelyezkedhetnek rendezetlen szove-
dékben, ami az anyagétadast megneheziti, il-
letve alkothatnak pelleteket. A pellet jelentése
szemcse, azaz a fonalak kis gomboket alkot-
nak. Jellemz6 méretiik 1-2 mm, bar laboratoé-
riumban, razatott tenyészetben akar ~1 cm-es
csomok is eléfordulnak.

A pelletes morfologia az anyag- és im-
pulzusatadas (oxigénbevitel, keverés) szem-
pontjabdl sokkal hatékonyabb €s a fermentlé
sziirése is egyszertibb. A micélium morfol6- 60. dbra Pelletes novekedés rdzott lombikban
gia alakuldsa a keverés intenzitdsatdl, nyir6-
erejétdl és a pH-tdl egyarant fiigg. A fonalak hossza pedig befolydsolja a citromsav termelést
is. A rovidebb micéliumok tobb a citromsavat allitanak eld.

A levegdztetési rendszerek koziil mind a keverd nélkiili torony fermentorokat (air lift,
meriilésugaras), mind a kevertds fermentorokat alkalmazzdk. A torony fermentorok célszeru
magassig/atmérd ardnya 4:1 -6:1 kozé esik. Szerkezetiik egyszertibb, ezért nagyobb térfogattal
épitheték (200-1000 m?).

Kontrolldlt koriilmények kozott a gliik6z 4talakitdsa a citromsavva 87-92%-o0s konverzi-
oval megy végbe, a torzstdl, a sz€nhidrat alapanyagtdl, valamint a technoldgiai paraméterektdl
fliggden. Az elérhetd citromsav koncentracié 120-130 g/l (melaszon). A technolégia produkti-
vitasa 0,67-0,75 kg citromsav/m>*h; azaz 16-18 kg citromsav/m>*nap, tobbszorose a feliileti
eljarasnak.
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4.1.10. Feldolgozas

A fermentlében a folyamat végén 10-13% citromsav halmozddik fel. A technoldgia mé-
sodik szakasza, a feldolgozds (downstream processing) a tisztitott céltermék kinyerése. A mii-
veletsorban meg kell szabadulni a szildrd fazistol (sejtek), a termékhez hasonld kis molekuldja
szennyezésektdl (pl. oxdlsav) és nem utolsé sorban a viztol.

4.1.10.1.A micélium

elvdlasztdsa 1. MICELIUM |
A sziirhetdség szempontjabol a pelletes ELVALASZTAS
szerkezet az idedlis, a szuszpenzid newtoni

folyadékként viselkedik.

A micéliumokat altaldban vakuum dob-
sziirdvel valasztjak el. Ha sziir6segédanyagra s
is sziikség van, az dsvanyi anyagok helyett 2. OXALAT

gyakran novényi melléktermékeket (pelyva, FERROCIANID

szalmatorek) haszn4lnak. ELTAVOLITAS

4.1.10.2. Oxaldtmentesités
A citromsav-fermentacié sordn a leg-

gpndosabbqn vezetett f,errr}'el}téci.és techn(.)l(?— . 3. KALCIUM-CITRAT ‘
gia mellett is mindig képzddik kis mennyisé- KICSAPAS ES
gli oxélsav is. A sziirt fermentlé elsd kezelése ELVALASZTAS '

ennek elvalasztasdra szolgédl. Az elvélasztas ._ )
elve azon alapul, hogy a kalcium-oxalét
rosszul oldédik vizben, igy az oxdlsav mész-
tejjel reagdltatva lecsaphaté. A gondot az je- ( |

lenti, hogy ugyanez igaz a citratra is, abbdl is 4. CITROMS.AV .
csapadék képzodik. A megoldas a kalcium- FELSZABADITAS ES
hidroxid fokozatos hozzdaddsa, amivel mint- | GIPSZ ELVALASZTAS |

egy ,megtitrdljuk” a fermentlevet. Kevés
Ca(OH): bevitelével az oxalat levalik, mig az
egybdzisi (mono-)kalcium-citrat (a haromba-
zisuval ellentétben) elég jol oldodik.
A vasat elvoné ferrocianidot is ebben a 1épésben tavolitjak el. Feleslegben adott FeCls-
dal kék szinli csapadék képzddik. Ez a vegyiilet a fehér oxalat csapadékot kékes szintire festi.
A csapadék kisziirésére dobsziir6t, nyomdsziirét vagy Funda-szlir6t alkalmaznak.

61. dbra A nyers citromsav kinyerése

4.1.10.3. A citromsay kicsapdsa

A citromsav elvélasztasanak klasszikus modja a kicsapas kalcium-citrat formajaban. Eh-
hez tovdbbi mésztejet adagolnak az oldatba, ami teljes mértékben semlegesiti a savat, trikalci-
um-citrat képzdédik. A kicsapds mentét befolydsold technoldgiai paraméterek:

— a citromsav koncentricidja,

— a homérséklet,

—apH, és

—a Ca(OH);-adagolas iiteme

A citromsav-koncentréacié adott, ezen nem gazdasdgos valtoztatni. A hdmérséklet hatdsa
egyedi. A legtobb anyag oldhat6saga javul magasabb hodmérsékleten. A kalcium-citrat oldhat6-
sdga viszont maximumos fiiggvény, magasabb hdmérsékleten djra csokken (9. tablazat).
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HOmérséklet oldhat6sig
°C g/100 ml
18 0,085
25 0,096
40 0,085
90 0,058 !!

9. tdbldzat A trikalcium-citrdt oldhatosdga a hémérséklet fiiggvényében

A maximalis kihozatal érdekében a csapadékos levet forrén, 90 °C-on sziirik. Ezt el0segiti
az, hogy a mész beolddsandl, illetve a kozombositésnél jelentds mennyiségli hd szabadul fel,
ami felmelegiti az oldatot. A szilirlet hotartalmét hocserélokkel vissza lehet nyerni, és haszno-
sitani. A lecsapds hatdsfoka semleges kozegben a legjobb, ezért a 7 koriili pH bedllitasara tore-
kednek, talzott lugositas djra javitja az oldhatésagot. A reakcidhoz CaO-ra nézve 18-25%-o0s
oldatot haszndlnak, lassan beadagolva. gy nagyobb kristilyok keletkeznek, amelyek kevesebb
szennyezést visznek magukkal. A csapadékot a klasszikus vakuum dobsziiron valasztjak el.

4.1.10.4. Feltdrds kénsavval

Gyengébb savat s§jabol egy erdsebb savval lehet felszabaditani. A citromsav gyartdsi
technoldgia esetében a kénsav a legmegfelelobb, mert a melléktermékként keletkezd gipsz old-
hatatlan, konnyen elvalaszthat6 a citromsav oldattdl. Sésav vagy salétromsav haszndlata esetén
a kalcium-klorid, illetve kalcium-nitrit oldatban maradna, és ez megnehezitené a citromsav ki-
nyerését. A feltards tomény (60-70%-o0s) kénsavval torténik. Ez a koncentracié még nem oxi-
dalja a szerves anyagokat, és ugyanakkor nem higitjuk meg vele tilsdgosan az oldatot. A kén-
savat a sztochiometrikushoz képest kis feleslegben (+1-2 g/l) adagoljak. A képzddd gipszet
ismét csak vdkuum dobszlirdn sziirik le. A melléktermékként képz6do kristalyvizes gipsz
mennyisége igen nagy, 1 tonna citromsav eldallitasaval mintegy 1,4 tonna gipsz képzdodik.
Hasznositasa, illetve elhelyezése egyre nagyobb problémat jelent.

4.1.10.5. Tisztitdas adszorpcidval

A feltarassal kapott citromsav oldat még szinanyagokat €s dsvanyi ionokat tartalmaz.
Ezektdl oszlopokban végrehajtott adszorpcidval szabadulhatunk meg. A szinanyagokat aktiv
szénnel toltott oszlopon lehet megkotni. Az dsvanyi sok ionjait ioncseréld gyantdkkal lehet el-
tavolitani, ,,flow through” technikdval, azaz nem a fékomponenst kotjiik meg a kolonnan, ha-
nem a szennyezéseket. A termék ataramlik az oszlopon, nincs sziikség eliciora. Ipari 1€ptékben
nem egy-egy oszlopot telepitenek, hanem tobb tucat vagy akér szdz, egyenként néhdany kobmé-
teres kolonnat kapcsolnak 6ssze egy teleppé. Ezek egy része dolgozik, més részét egyidejiileg
regeneraljak, igy lehet biztositani a folyamatos tizemmenetet.

4.1.10.6. Koncentrdlds bepdrldssal
A tisztitott citromsav oldat koncentricidja 200-250 g/l, ez még nem kristdlyosithatd, to-
vabb kell toményiteni. A koncentrdlds célszerli miivelete ennél a terméknél a beparlas. A bio-
l6giai anyagok esetében ritkdn alkalmaznak bepérlést, mert a legtobb ilyen anyag hoérzékeny.
A citromsav-technolégidnadl kiméletesen, azaz alacsony homérsékleten, rovid tartézkodasi ido-
vel torténik a beparlas. Tobbfokozatd, tobbtestes vakuumbeparl6t haszndlnak, ahol az utolsé
fokozatban a tomény oldat hdmérséklete nem haladja meg a 40 °C-ot.
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4.1.10.7. Kristdlyositds
A betoményitett oldat lehiitve mér tdltelitetté valik, beldle a citromsav kristalyosithatd. A
mivelet kritikus paramétere a hdmérséklet. 36,5 °C alatt ugyanis a sav egy kristalyvizzel, efolott
pedig vizmentesen kristdlyosodik. A citromsav-monohidrat jobban kezelhetd, stabilabb és nem
utolsésorban esztétikusabb anyag, ezért JE—

ennek  létrehozasara  torekednek. A 1. SZINTELENITES ES |
vakuumbeparlds utén a ~40 °C-os oldatot 20- IONMENTESITES
25 °C-ra hiitik, ebbdl véalnak ki a kristalyvizes - -

kristdlyok. A citromsavgydartds olyan nagy
1éptékben folyik, hogy érdemes folyamatos .
kristalyositokat alkalmazni. Ezekben az - 2. KONCENTRALAS
allandésitott koriilmények hatdsara allando l

tisztasaga  és  dlland6  méreteloszlasu
kristalyok jonnek 1étre. A kristalyok elvélasz- ; -y |
tdsa €s mosdsa dltaldban sziirdcentrifugdban KI%SI‘%-TLSYTQEEOPEQAD\LS AS ‘
torténik. Az anyalig még jelentds mennyisé- )
gli terméket tartalmaz, ezt visszavezetik a
technoldgidba, a tisztitasi 1épések elé, és Ujra

feldolgozzak. 4. SZARITAS

4.1.10.8. Szdritds
A szlir6bol kikeriild mosott kristalyok

feliilete nedves. Ezt a maradék folyadékot 5. APRITAS,
OSZTALYOZAS

62. dbra Kristdlyos citromsav elddllitdsa

szaritassal tavolitjak el. Ez a folyamat is tulaj-
donképpen bepérlds, pontosabban a feliileten
1év6 folyadék szdrazra paroldsa. Alapvetd 6. CSOMAGOLAS

kiilonbség, hogy a szaritdsndl a hokozlésre

meleg levegodt alkalmaznak. A miivelet sordn

Ujra jelentkezik a kristalyvizvesztés veszélye. A szaradé anyag homérséklete nem haladhatja
meg a 36,5 °C-ot. Emiatt vagy vdkuumszaritokat haszndlnak, vagy igen nagy mennyiségi,
kozel szobahdmérsékletii levegdvel szaritanak.

4.1.11. Mellektermékek, szennyviz

A citromsav gyartdsi technoldgia sajnos sok jarulékos anyag termelddésével jar, ezek
hasznositdsardl, elbontasardl vagy deponaldsardl is gondoskodni kell. Ezek a tételek jelentOsen
befolyésoljak a gyartds gazdasagossagat is. 1 t citromsavra szamitva a kovetkezd anyagmennyi-
ségekkel kell szamolni:

Micélium: ~135 kg

Aspergillus niger biomassza, szlirdsegédanyaggal keveredve. A sejttomeg 25-30% fehér-
jét és 15-20% szénhidratot tartalmaz. Ugyanakkor jelentés mennyiségii nehezebben bonthaté
sejtfal anyagot is van benne. Ertékesithetd, ha takarmdnyadalékként tdpokba keverik. Ennek
viszont elofeltétele, hogy a sziirésegédanyag bioldgiai anyag (korpa, rost, torek) legyen, az ds-
vanyi segédanyagokat nem fogyasztjdk az dllatok. A savanyt iz nem okoz gondot, azt szivesen
fogyasztjak (vo.: silétakarmany). Kevesebb hasznot hoz, ha a biomasszat biotragyaként szan-
tofoldekre szorjék ki, ezzel javitjak a talaj szervesanyag-tartalmat. Ligos el0kezeléssel a papir-
ipar is hasznélhatja a cellul6zos alapanyagok mellett. Ha nincs mas megoldas, biogdzositassal
futogazt is el6 lehet allitani beldle.
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Gipsz: ~1,4 tonna

CaSOq x (1-2 H20), el nem bonthat6 melléktermék. Az épitdipar valamennyit felhasznél
beldle, de ekkora mennyiséget nem képes felvenni. Rdaddsul ez kristalyvizes gipsz, ezt ki kell
izzitani, hogy kotéképes legyen. Altaldban lerakoéra keriil.

Szennyviz: ~8 m?

Szérazanyagtartalma 5-6%, kémiai oxigén igénye igen nagy, KOI = 50 000 mgO./1. Ezt
szennyviztisztitoban elbontani nagyon koltséges. Célszerlibb inkabb bepdarldssal feldolgozni, a
szarazanyagtartalmat 65-70%-ra novelni. Ezt a koncentratumot lehet takarmany kiegészitoként
értékesiteni (pl. Citragil néven forgalmazzdk). Az arbevétel nem fedezi a beparlas koltségeit,
de kisebb a veszteség, mint a szennyviztisztitas koltsége.

Mas lehetdség a szerves anyag hasznositasra az egysejt-fehérje elddllitasa. Erre a célra
szelektalt Torula élesztd szaporitasaval 14 kg/m?, azaz 112 kg/tonna takarmdnyélesztSt lehet
elddllitani.

Erre az anyagra is lehet biogaz gyartast alapozni. ANAMAT néven egy kombindlt eljarast
fejlesztettek ki, amely aerob €s anaerob 1€pések utan teljes mineralizacidhoz vezet, gyakorlati-
lag mindent metdnnd, vizzé és szén-dioxidd4 bont le.
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4.2. ECETSAV GYARTAS

A bor ecetesedése torténelem eldtti idoktdl ismert folyamat, egyidds a borkészitéssel. Ez
a két folyamat a legdsibb, spontén is végbemend biotechnoldgiai eljards: a must cukortartalma
— borrd erjed — a bor ,,megecetesedik” — borecet keletkezik. Az ecet tudatos gyartdsa és
konyhai hasznositdsa szintén 6kori eredet. Elelmezési célra évente 2-3 millié m> ecet késziil,
aminek koncentraciéja 10-15%, azaz ebben 300-400 ezer tonna tiszta ecetsav taldlhato.
Vegyipari alapanyagként jelentds mennyiségli ecetsavat dllitanak eld kémiai szintézissel
is, mégis élelmiszeripari célra csak az ecetsav baktériumok 4ltal termelt, tehat bioldgiai uton
nyert ecetet haszndljak. A teljesség kedvéért tekintsiik 4t, hogy milyen kémiai reakciéutakon
lehet ecetsavat eldallitani:
» Metanol karbonilezése
» Acetaldehid oxidaciéja
» Etilén oxidaciéja
» Fa szdraz leparlasa
A kémiai szintézissel gyartott ecetsavat onmagaban, erds savként is szamos célra alkal-
mazzak, igy fémfeliiletek tisztitdsira (er0s, de nem korroziv sav), vizkdoldasra, stb. Kisérleti
stddiumban van egy tjabb nagy 1éptékii alkalmazas is, télen az utak j€égmentesitésére a kornye-
zetszennyez0 sOk helyett Ca- vagy Mg-acetatot szérnak ki.
Vegyipari reakcidk alapanyagként is nagyon szertedgazé a haszndlata (63. dbra).
A bioldgiai uton termelt ecetsavat elsdsorban az élelmiszeriparban hasznositjak, a sava-
nyu iz bedllitasara, illetve tartdsitasra.

Ecetsav

Vinil- Klor- Acet- Acetat- Acetat-
acetat ecetsav anhidrid észterek sok

Textilek

Gyogyszerek lagyitok Gyogyszer
ételecet
Celluléz-acetat
oldoszerek
b O Hékozlofolyadék

Efx};l—lfikesmte; Transzparens lapok Hustartositas
o e Fotofilmek Fungicidek
IS RS lakkok Jégmentesitok
ragasztok

63. dbra Az ecetsav ipari felhaszndldsa
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A biotechnoldgiai dton az alapanyag etilalkohol, tehat tulajdonképpen két fermentacids
1épés kapcsolddik Ossze.

Cukrok - etanol - ecetsav
Saccharomyces cerevisiae Acetobacter aceti
(anaerob) (aerob)

Az ecetsav képzddésének brutté leirdsa:

C,H,OH + 0, » CH,COOH + H,0  AG° = - 455 kJ/mol

Az ecetsav baktériumok az alkoholt molekuldris oxigén felhaszndldsdval ecetsavva oxi-
daljak.

4.2.1. Az esetsav-baktériumok

Az alkoholt ecetsavva oxiddlé mikroorganizmuso-
kat 4taldnosan ecetsav-baktériumoknak nevezziik. Poli-
morf, Gram negativ baktériumok, sejtjeik ellipszoid vagy
palca alakudak; melyek egyenesek vagy enyhén hajlitot-
tak; 0,6-0,8 um hosszuak (=aprok); egyesével, parokban
vagy lancokban fordulnak eld. Mozgésra képtelen és
mozgésra képes formaéi is eléfordulnak, poléris vagy pe-
ritrich flagellummal rendelkeznek. Obligét aerobok, bizo-
nyos fajai pigmentet, mig mds fajai cellul6zt termelnek.

Az ecetsav baktériumok osztdlyozdsa

Az Acetobacteraceae—n belill 3 genus kiilonithetd
el: Acetobacter, Gluconobacter, Frauteria. Ebner és Foll-
man tobbszor is megkisérelték az ecetsav-baktériumok &
osztilyozasat. A legfontosabb segitség a pontos taxond- [ :
mia kialakitdsdban a Gillis és De Ley DNS-rRNS hibridi- ‘ \
zécids tanulmdnya. A legfontosabb kovetkeztetés, hogy a R
kordbbi osztdlyozds alapjén elkiilonitett két csoport, az
Acetobacter és a Gluconobacter igazabol kozeli rokonsa-
got mutat. Az Acetobacter-félék er0sen savas kdzegben az ecetsavat tiloxidaljak CO2-d4 és
vizz€, mig a Frateuria és a Gluconobacter csaldd nem.

K

64. dbra Ecetsavbaktériumok

NSy 4 X

65. dbra Gluconobacter Acetobacter Frateuria

74



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia SZERVES SAVAK GYARTASA

A torzsek izoléldsa €s azonositdsa sok problémaval jar. Az ecetgyartdsban mindig olyan
ecetsav baktériumokkal dolgoznak, amelyek nem tiszta tenyészkultirdkbol szirmaznak. A fer-
mentacié sordn hasznalt baktériumokat nehéz taxondmiai osztalyokba besorolni. A természet-
ben (és az ipari félfolytonos/folytonos eljardsokndl is) vegyes kultdrdkat alkotnak, sok, jelen-
tosen eltérd altipussal és spontan hibridekkel. A fenotipusos megkiilonboztetés is nehéz, mert
egy faj kiillonbozo baktérium torzsei nem feltétleniil hasznositjadk ugyanazt a szénforrast. Az
Acetobacter torzs egy Uj fajat izolaltdk Németorszagban és Svéjcban is, er0sen savas fermenta-
ciokbol. Ezt a fajt Acetobacter europaeus-nak nevezték el. Az 0sszes vizsgalt torzs, amit szub-
merz ferment4ciébodl izoldltak csak kis mértékben mutatott DNS-DNS hasonldsdgot a hagyo-
manyos Acetobacter torzsekkel. Viszont szignifikdnsan meg lehet kiilonboztetni az Acetobacter
europaeust az Acetobacter nemzettség tobbi tagjatol azért, mert ez a faj er0sen tolerans 4-8%-
os ecetsavra AE-agarban.

A torzseket szilard és félszilard taptalajon nehéz tenyészteni, folyadékban meg nehéz
»sz€leszteni”. JelentOs elorelépést értek el Japanban, ahol specidlis dupla rétegii agaron tenyész-
tették ki a baktériumokat (Acetobacter polyoxigenes).

Az iparban haszndlt ecetsav baktérium torzsek
A fermentéci6 oltdecet beoltdsaval kezdddik meg, ez egy mikrobioldgiailag meghataro-
zatlan maradéka az el6z6 fermentacionak. Ha megfeleld ecetsav tolerancidju és tipanyagigényl
baktériumtorzzsel dolgozunk, évekig fenntarthat6 a fermentéci6 anélkiil, hogy félbeszakadna a
folyamat vagy csokkenne a hozama, illetve a hatékonysaga. Iparban hasznalt torzsektdl elvart
tulajdonsagok:
» tolerdlja a nagy ecetsav €s alkohol koncentraciét
» kis tdpanyagsziikséglet
» ne lépjen fel tiloxidacio
» magas hozamot produkéljon
» fagrezisztens legyen.

4.2.2. Az ecetsav képz6dés biokemiaja

A folyamat két 1épésben megy végbe, az etanol el6bb acetaldehiddé oxidalddik (alkohol-
dehidrogendz), majd az aldehid oxidéalédik ecetsavva (aldehid dehidrogendz).

Tobb ecetsav-baktériumbdl is sikeresen tisztitottak alkohol-dehidrogendz enzimet, ilyen
irdnyu kutatdsokat féleg Acetobacter aceti, A. rancens, G. suboxydans baktériumokkal végez-
ték. Az ADH prosztetikus csoportja PQQ (pirrolo-kinolin-kinon), ez veszi 4t a hidrogéneket.

66. dbra Az ecetsav képzodése

Az enzimek a citoplazma membréanba épiilnek be. A hidrogéneket ubikinonnak adjdk at.
Az ubikinol visszaoxiddldsa sordn a termindlis oxiddcidhoz hasonléan molekuléris oxigénnel
viz képzddik és proton exportalddik a periplazmikus térbe. A protonok visszadramlasdval a sejt
ATP-t termel, igy nyer energiat a folyamatbol.
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Ethanol Acetaldehyde Acetate H*
1 2 1 Periplasm
{ Paa- QH;
T QH, + QH, Q
] Cytoplasm
ya
%0,° H,0

67. dbra Az ecetsav képzodésének enzimei és koenzimei

4.2.3. Tapanyagok, szubsztratok

A tapoldat 6 komponense a tisztitott €s higitott etilalkohol. A legtobb orszagban az ilyen
célra szant alkoholt denaturdljék, az USA-ban etil-acetéttal, Eur6pdban pedig ecetsavval.

Az alkoholtartalmu tapoldatot cefrének nevezik. Az alkoholtartalmat térfogatszdzalékban
adjak meg. Az oldat dltaldban kis mennyiségben ecetsavat is tartalmaz, ezt vegyes szdzalékban
(gramm ecetsav/100 ml oldat) mértékegységben fejezik ki. A két kiillonbozd mértékegységii
koncentracié szamértékének Osszegét dsszkoncentracionak nevezik, ez kozelitéleg megadja a
teljes fermentacio alatt kinyerhetdé maximalis ecetsav koncentréaciot. Az eltérdé mértékegységek
latszolag értelmetlen haszndlata azért praktikus, mert figyelembe véve a két anyag moltomegé-
nek és slirliségének kiillonbségeit az anyagok atalakuldsa sordn az 6sszkoncentrdcié nem valto-
zik. Egy tf% alkoholbdl kozelitdleg egy m/v% ecetsav keletkezik. A kinyert ecetsav koncent-
racio és az dsszkoncentracio hanyadosa a hozam.

Az ecetsav fermentdcié sordn az etanol teljes mennyisége ecetsavvé oxid4lédik. Altald-
ban a kitermelés 95-98% koriil szokott lenni, a maradék elveszik a kidraml6 gdzzal. Kézben az
esetleges egyéb szénforras (pl. gliikkéz) oxidalodik, ennek termékei H,O és CO».

Az étkezési ecetek gyartdsandl a tiszta
alkohol helyett kiilonboz0 természetes, er-
jesztett, alkoholtartalmi leveket haszndlnak
nyersanyagként. A borecetnél bor, az alma-
ecetnél az almabor az alapanyag. A maldta
ecet az drpa vagy egyéb gabona forrazatanak
az alkoholosan erjesztett (sorszerii) levébol
késziil. A rizsecet pedig elcukrositott rizsbol
késziil alkoholos és ecetsavas fermentdcio-
val.

A balzsamecetek az ecet mellett sok
cukrot (gylimolcslé, szirup) is tartalmaznak.

68. dbra Izesité ecetek

Szénforrdsok
Acetét

Az Acetobacter torzsek képesek a citromsav-cikluson keresztiil hasznositani az acetétot
és a laktatot, de a tdloxidacié minimalizalasara toreksziink.
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Cukrok (gliikéz, szacharéz): konnyebben beépiilnek a sejt anyagdba, mint az acetit.
Ezeket az ecetsav baktériumok a pentdz-foszféit uton hasznositjadk. A fermentacio inditdsdhoz
kis mennyiségben adagoljak.

Szén-dioxid

A sejtek igénylik szén-dioxidot a novekedéshez. A szén-dioxid asszimildlddik a sejt anya-
gaba, a sejt széntartalmanak ~0,1%-a ebbdl szdrmazik. Nagyon kis mennyiségii ecetsav is ebbdl
a COz-bdl szdrmazik.

Nitrogén-forrds:
Szerves szénforrds jelenlétében sok ecetsav-baktérium torzs képes ammonium ionokat is
nitrogénforrasként felhasznélni. Egyes torzseknek viszont aminosavakra is sziiksége van.

Novekedési faktorok:

Egyes torzsek novekedési faktorokat/vitaminokat igényelnek (p-aminobenzoesav, niacin,
tiamin, pantoténsav), illetve ezek jelenlétében jobban termelnek. Az A. aceti torzsnél halmo-
zottan pozitiv hatdst érhetiink el glutation és Na-glutamat egyiittes adagoldsaval. A novekedési
faktor sziikséglet a szénforrds ellatastol fiigg.

Szervetlen sok

Természetes nyersanyagokndl altaldban nincs sziikség tovabbi tdpanyag hozzdaddsara.
Bar az almaborban kevesebb nitrogéntartalmu vegyiilet van, de ez feljavithat6 ammonium-fosz-
fat hozzdaddsaval. Néhdny szoldborhoz is sziikséges ammonium-foszfatot adni az optimélis
fermentdciéhoz.

Tiszta alkohol alapu ecetsav gydrtdsndl mindenképp sziikség van kalium, ndtrium, mag-
nézium, kalcium, ammoénium (ammonium-foszfat formdjaban), szulfét és klorid hozzdaddsara.
Ezen kiviil nyomelemekre: vas, mangén, kobalt, réz, molibdén, vanddium és cink is sziikség
van. Kereskedelmi forgalomban taldlhaté tdpanyag keverékek tovabbi adalékokat is tartalmaz-
nak, mint példaul szdritott élesztot.

Etanol

Az ecetsav-baktériumok karosodhatnak, ha a fermentacid soran az 6sszes etanol oxidalo-
dik és az etanol tartalmu friss tdpoldat hozzdaddsa nem torténik meg idoben. Az etanol hidnya
a 1égzési lanc kiesése miatt az oxigénhidnyhoz hasonléan megzavarja a fermentaciét. A kar
mértéke a teljes koncentraciotdl és az etanol hidny idejétdl fiigg. A tiloxidacié az a nem ki-
vanatos reakcid, mely sordn az ecetsav tovabb oxidalodik és CO» és HoO keletkezik. Ezt meg-
eldzhetjiik, ha az 0sszkoncentraciot magas értéken tartjuk €s az etanolt dlland6an pétoljuk. En-
nek érdekében célszerli az etanol koncentraciét folyamatosan mérni. A Frings cég altal kifej-
lesztett Alkosens 1dOkésés né€lkiil méri az g
etanolt a fermentlében. A szenzor miitkodé-
se membrandiffizion alapszik, ezért csak
allandé6 hoémérsékleten ad megbizhato
eredményeket.

s

Oxigén

Az Acetobacter-ek obligat aerobok,
a fermentacid soran nagy mennyiségli oxi-
génre van sziikség, ezért nagyon fontos a " -
megfeleld levegbztetés. Kiterjedt kutatd- = | I
sok bizonyitjdk, hogy a levegdztetés meg- g '-,i‘ﬁ ]',
szakitasa a fermentacidéban zavart okozhat,

(29 1]
e W H‘:@}’ :

69. dbra Frings Alcosens

-
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példaul az ecetsav koncentracié vagy a fermentacids sebesség csokkenését. Az oxigén ellatas
zavara 1s éles esést okoz az oxidédcids sebességben, illetve az enzimek aktivitidsaban. Minél
hosszabb iddre szakad meg a levegdztetés és minél nagyobb cefre dsszkoncentracidja, annal
erdsebb a hatés. Egy 11-12%-o0s 6sszkoncentracidju elegynél a 15-60 mp-ig tart6 levegdztetés
kimaradas ugyanakkora kért okoz, mint az 5%-os 6sszkoncentracidju elegynél a 2-8 perces.

Ugyanakkor a levegd nagy térfogatdrama sok illékony komponenst (ecetsav és etanol)
visz magaval, ezzel veszteséget okoz. Ezt igy szoktdk csokkenteni, hogy az elmend levegot
egy tartdlyban vizen buborékoltatjdk at, és az elnyeli az ill6 komponenseket. Az igy kapott vizes
oldattal készitik el azutdn a kovetkezd fermentacio tapoldatat.

4.2.4. Levegbztetesi megoldasok

Feliileti fermentdcio, Orleans-i eljdrds

Régebben hasznaltak borecet készitésé-
re, ilyen mdédszer az Orleans-i eljarés, ahol al-
16 fahorddba vezették a bort, a hordo felso ré-
szében 1égzOnyilasokat alakitottak ki és szo-
bahémérsékleten allni hagytdk. Az ecetsav-
baktériumok a levegdvel jutottak a bor felszi-
nére €s elkezdték a borban 1€v¢ etilalkohol &t-
alakitasit ecetsavvd. A keletkezd ecetsav el-

1 . s 2 L1 1 e 12 o Fra. 49. Barrel Arranged for Vinegar Making. a, Holes for admis-
vezethetO a hordo alsoé részébol. Kivalo mino- sion of air. b, Open bung hole. e, Spigot.

ségli ecetet lehetett igy eldallitani.

Ujabb tipusd feliileti fermentacidknal
egy sekély folyadékréteg feliiletén baktérium filmet alakitanak ki. A folyadékot (cefre)
aramoltatjak. A folyadék mélysége ~10 mm, az kifolyé ecetsav koncentracidja 5-6%.

70. dbra Orleans-i ecetgydrtds

Mozgocefrés fermentdcio

A mozgocefrés fermentorok toltott oszlopnak tekinthetok, benniik biikkfa forgdcsot, nyir-
fa gallyakat vagy kukoricacsutkdt hasznéltak hordoz6 anyagként. Az ecetsav baktériumok a
toltet feliiletén telepedtek meg, biofilm alakult ki. Az alkoholtartalmu cefrét feliilr6l locsoltdk
a toltetre, ezzel egyid6ben alulrél
a hézagokban felfelé dramoltat-
tdk a levegdt. A lecsorgé folya-
dékot ujra ravezették a toltetre,

TILE EXHAUST
RUBBER FEED LINE

recirkuldltattdk (innen a mozgé- - | INSPECTION QUASS
cefrés elnevezés), mindaddig, | SPARGERARM
amig az atalakulas teljesen végbe — : INSPECTION PLUG
nem ment. Nagy, fabol késziilt WA 20

tartalyokat (akdr 100 m®) épitet- SHAVINGS

tek erre a célra. —

A belsO tér nem steril, de a AR
befert6z6déstdl védi az alkohol- MASH FLOW METER /. AIRFILTER
tartalom és a savas pH. Viszont a —_T. P AIRINTAKE
biofilmben gyakran megtelep- . R CO0LNG cons
szik egy nagyon specializalédott VINEGARFILTER S oy S DRAWOFF COCK

baktériumfal6 fonalféreg, az
»ecetangolna” (Anguillula aceti).

71. dbra Mozgdcefrés ecetsav generdtor
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Szubmerz, levegoztetett fermentdcio

A szubmerz fermentdcidknal intenziv levegdztetésre van sziikség, keverds €s air-lift meg-
oldast egyarant alkalmaznak. Kiilonleges megoldds a Frings-acetdtor (onbeszivé turbinake-
vero).

Frings acetator

A Frings levegdztetd onbeszivé rendszer(, nincs sziiksége kompresszorra, a kornyezetbdl
szivja be a levegOt egy szivocsovon keresztiil. A motor alulrdl forgatja, és a levegot feliilrdl, a
tengelycsovon at szivja be, €s eloszlatja. Egy belso forgo- €s egy kiilsé allorészbdl all. A for-

R

72. abra A Frings turbina és turbinahdz (forgo-
és dllorész) kialakitdsa

g6rész voltaképpen egy centrifugal-szivattyud, ami a tengelynél levegot és fermentlevet sziv be,
a keriiletén kilépo keverék atpréselddik a sztator csatorndin, és erds vizszintes aramlés jon 1étre.
A leveg0ztetés sebességét ugy kell megvalasztani, hogy az a levegd egyenletes eloszlisat bizto-
sitsa a fermentor teljes keresztmetszetén. Mivel
nem lehet teljesen kikiiszobdlni a habképzodést,
az acetator egy mechanikai habtorével van fel- FERE L. 0
szerelve. A gyorsan forgd habtord levalasztja a tivozs ghzok ————
habb6l a folyadékot és visszaengedi a e Tl Ssiman i
fermentorba. Az elpusztult baktériumok lizise
soran fehérjék szabadulnak ki, amelyek
fokozzdk a habzdst. Mivel az intenziv
levegdztetés okozza a habzast, ezért a
habtorének a ciklus nagy részében miikodnie
kell.

levegdbevezetés -

fermentor

kdzponti csé

A Frings Acetator a legelterjedtebb eszkoz
ecet gydartdsdara. 1996 végére 642 Acetitor mii-
kodott a vilag minden részén, teljesen automati-
zaltan, teljes termelése 1,5 *10° m%/év ecet volt,
10%-os ecetsavra dtszamitva. Energia fogyasz-
tasa 400 Watt.h/liter etanol, kitermelése 98% fe-
letti.

EFFIGAS-turbina — i Bl ceciss rugos womices

learesztd szelep

morer - >4

73. dbra A Frings acetdttor metszete
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74. dbra Frings turbindk, motorral szerelve (katalogus foto)

4.2.5. Technologiak

A szubmerz gyartasoknadl félfolytonos és folytonos fermentécids technolégidkat egyarant
alkalmaznak.

A 12-15%-o0s ecet gyartasat félfolyamatos mddszerrel végzik. Itt minden fermentacios
ciklusnak azonos hosszisigunak kell lennie. Amikor az alkohol koncentracié 0,05-0,3% kozé
csokken, a fermentlé egy részét eltavolitjdk a fermentorbdl, majd djratdltik 0-2% ecetsav tar-
talmu és 12-15% alkohol tartalmu cefrével. Az tjratoltést lassan, erdteljes kevertetés és allando
homérséklet mellett kell végezni. A fermentor toltése sordn ugyanolyan dsszkoncentracidja cef-
rét kell betolteni, mint az el6z6 ciklusban, €s kozben kevertetni kell, mert a helyileg kialakuld
nagy koncentréci6 kdrosithatja a baktériumokat. A kovetkez6 ciklus lag fazis nélkiil indul el.
Az allandé homérséklet érdekében a beadagolt cefrét eld kell melegiteni.

Egylépcsos félfolytonos

1994 6ta lehetséges toményebb, 19%-os ecetsav gyartdsa modositott fermentacioval. A
cefrét €s a tobbletalkoholt kiilon program szerint adagoljdk. Az el6z6hoz hasonlé kiindulési
cefrével inditjak a folyamatot, majd lassan adagoljdk a tobblet alkoholt. Az alkohol adagolést
addig folytatjdk, amig el nem érik a kivant (19%) 6sszkoncentricidt. Az oxid4cié végbemegy,
és amikor az alkohol koncentraci6 lemegy nullara, a fermentlé egy részét lefejtik és a helyébe
a higabb cefrét taplaljak be. Késébb 1jbol alkohol adagolasaval novelik az 6sszkoncentraciot.

Kétlépcsos félfolytonos

A konzerviparban magas ecetsav tartalmu ecetre van sziikség. A kétlépcsOs folyamat so-
ran 15%-os és ennél nagyobb ecetsav tartalmu ecetet lehet gyartani. Amikor az elsé fermentor-
ban az ecetsav koncentracio eléri a 15%-ot, a fermentlé 30%-at attoltik a masodik fermentorba
és az elsd fermentort Ujratoltik alacsonyabb Osszkoncentraciéju eleggyel. A madsodik fer-
mentorban folytatddik a fermentécid, az alkoholt lassan adagoljadk hozza, amig el nem érik a
18,5%-0s 0sszkoncentraciot €s a konverzié majdnem teljes nem lesz, ekkor a levet lefejtik.

Folyamatos fermentdcio

Az elérheto ecetsav koncentrici6 csak 9-10%, mivel meg kell talalni a kompromisszumot
a novekedés, a termékképzés, a sejt és a szubsztrat koncentracié kozott. Az dllandésult allapot-
ban a nagy ecetsav €s kis maradék alkohol koncentracidra toreksziink, de az alacsony allando-
sult etilalkohol koncentracio viszont lecsokkenti a baktériumok fajlagos novekedési sebességét,
ezzel a higitasi sebességet, azaz a kilépd termékaramot.
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Kisérletek immobilizdlt ecetsav baktériumokkal

A mozgdcefrés eljards biofilmje is tulajdonképpen immobilizdldsnak tekinthetd, de pl.
Japéanban sok kisérlet folyik rizsecet vagy gyiimolcsecet gyartdsara immobilizalt ecetsav bak-
tériumokkal. A rogzitett sejteket félfolytonos fermentéacidban, airlift bioreaktorokban alkalmaz-
tdk. Karragénan gél gyongyokon immobilizalt ecetsav baktériumokkal nagy fajlagos noveke-
dési sebességet és respirdcids aktivitast értek el. Mas hordoz6 anyagoknal, mint a polipropilén
rostokndl a 3%-os, mig méhsejt szerkezetli kerdmia monolitndl maximum 4%-os ecetsav kon-
centricio érhetd el. Kalcium-alginét gél gyongyokkel fluidizalt reaktorban pedig 3,5%-os ecet-
sav koncentracié nyerheto ki.

Feldolgozas

A fermentlébdl a sejtek eltdvolitdsdndl problémat okoz, hogy az Acetobacter sejtek na-
gyon aprok, centrifugdldssal, szlréssel alig valaszthaték el. Célszerlien membransziiréssel
(mikrosziiréssel) tavolitjdk el, ehhez nem sziikséges szlirési segédanyag.

PERMEATE

PERMEATE

75. dbra Keresztdrami (cross flow) szurés iireges szdl (hollow fiber) modulban

Az ecetsav bepdrldssal toményithetd, de nem tisztithatd, mivel a viz az illékonyabb kom-
ponens, elparologtatdsaval az ecetsav €s a nem-illé szennyezések koncentracidja nd (az ecetsav
forrpontja = 118 °C).

4.2.6. Homoacetogének

Uj lehetéséget jelentett az ecetsav gydrtdsban a homoacetogének alkalmazésa. A Clostri-
diumok kozott sok faj autotr6f médon Ho/CO» vagy CO gazkeveréken is tud szaporodni. Egyes
kemoautotréf reakcidkra képes fajok a gliikk6z szénforras mellett 2 CO2 —bdl autotréf CO; fixa-
lassal egy ) acetil-CoA-t hoznak 1étre (termofil homoacetogének: Clostridium thermoaceti-
cum, Cl. thermoautotroficum). Ezek egy gliik6z molekula felhaszndlasaval harom ecetsavat ter-
melnek, ezért kaptdk a homoacetogén gylijtonevet.

A brutté reakcidegyenlet:

1 C¢H1206 + 2 H2O = 2 CH3-COOH + 2 CO2 + 8 H* + 8e
2CO2+8H*+8e - CH3-COOH + 2 H,O
CeH1206 - 3 CH3-COOH !
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A folyamat nyilvanval6 eldnye a +50% hozam (100 g cukorbdl az elméleti hozam: 100 g
ecetsav, ebbdl gyakorlatilag 90-95 g érhet6 el). A fermentort nem kell levegdztetni, viszont a
szén-dioxid betdplalas lehetdségét meg kell oldani.

Hitranya viszont, hogy a torzsek novekedése, anyagcseréje lassd. Osszehasonlité kisér-
leteket végeztek kiillonbozo fermentacids technikakkal.

A szakaszos fermentaciondl a keletkezd savat dolomittal (f6 komponense: MgCO3): sem-
legesittették. A nagyobb termékkoncentracié érdekében gliikéz rataplalast alkalmaztak, igy
12%-o0s termékkoncentraciot is elértek.

Az aerob eljarasokhoz hasonléan félfolytonos technikat is kidolgoztak, 50% lefejtési
ardnnyal.

A folyamatos fermentacié nagyobb produktivitdst, de joval kisebb termékkoncentraciét
eredményezett.

A legnagyobb produktivitast egyfajta rogzitett sejtes modszerrel érték el. Egy forgd dob
feliiletén biofilmet alakitottak ki, amely csak periodikusan meriilt a fermentlébe.

Fermentdcio tipusa Produktivitds (g¥1"'*h™!) | Ecetsav konc. (g*1!)
Szakaszos, rataplalassal 0,9 120
Folyamatos 2.5 7
Folyamatos sejtvisszatdplédldssal 4 22
Forgédobos (biofilm) eljaras 10 37

10. tdbldzat Homoacetogén technologidk osszehasonlitdsa

82



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia SZERVES SAVAK GYARTASA

4.3. GLUKONSAV GYARTAS

A gliikkonsav egy gyenge szerves sav, piaca mintegy 100 000 tonna/év. Ebbe beleértendd
a savon kiviil a &-lakton-, és a s6k formdjaban eladott mennyiség is.

A gliikonsavat gliik6zbol gyartjak, az aldehid csoport oxidacidjaval karboxilcsoport kép-
z0dik. Bar ezt kémiai oxidacidval is meg lehet oldani, a hozamok, és a szelektivitas miatt el6-
nyosebb a biotechnoldgiai dtalakitds. A folyamat inkabb hasonlit enzimes atalakitisra, mint egy
de novo fermentécids folyamatra.

4.3.1. A gliikonsav képzbdeés biokémiaja

Sokféle organizmus képes gliikonsavat felhalmozni: egyes gombafajok, mint az Asper-
gillus niger vagy a Penicillium luteum vagy a baktériumok kozott a Gluconobacter, Pseudomo-
nas vagy Acetobacter torzsek. A folyamat biokémidja eltérd a prokariotaknadl és az eukariotak-
nal.

Respiratory
chamn
/_\ \K
L \
Glucose PQOH,
(A) Hy0
(bacteda)
D-Glucose ¥ D-Gluconolaclone Tm%ﬂ_:-x—se_’ Gluconic acid
oxidase {fung)
®) FAD (fungs) FADH,
g‘a&_ ~ /
Hy0p 02

76. abra A gliikonsav bioszintézise Gluconobacter suboxidans-ban (A)és Aspergillus niger-ben (B)
PQQ = pirrolo-kinolin-kinon

A baktériumokban az oxidacié az ecetsavndl bemutatott médon, a citoplazmamembran-
ban kotott D-gliik6z-dehidrogendz enzim altal megy végbe. A hidrogén akceptor a PQQ, illetve
a NAD" vagy NADP*, amely a 1égzési lancnak adja at a hidrogéneket. A reakcié terméke a D-

glitkono-&-lakton, ami a fermentlébe kikeriilve spontdn hidrolizél glikkonsavva. A hidrolizis
sebessége a pH-tdl és a hdmérséklettol fiigg.

A megtermelt gliikonsavat a sejt képes szénforrasként hasznositani. Ez a pent6z-foszfat
utvonalon torténik, de ezt az utat a katabolit represszié (magas gliik6z koncentracio, >0,5%)
elnyomja. Tehat ha a technol6gidban nagy gliik6z koncentraciot llitanak be, akkor glitkonsav
tultermelést lehet elérni. A folyamat hatékonysagat rontja, hogy a képzddott gliikonsav — a Bert-
rand-szabdlynak megfelelden — tovabb oxiddlédik 5-keto-gliikonsavva. Ezt a médsodik 1épést a
reakcié koriilményeinek szabdlyozdsaval vissza lehet szoritani (semleges pH, 37 °C), ill. el6
lehet segiteni (savanyu pH, 25-30 °C), vagy CaCOs-adagoldssal, mert az 5-keto-Ca-gliikkonat
csaknem oldhatatlan, igy az egyenstly erdsen jobbra tolédik.
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A fonalas gombdkban a gliikonsav kialakuldsa sordn két enzim miikodik. A D-gliikozt a
gliikéz-oxidéz alakitja D-gliikono-&-laktonnd, amit a laktondz hidrolizal gliikkonsavva. A glii-

konsav-0-lakton ugyan spontan is hidrolizal gliikonatta, de az Aspergillus-okban egy specifikus
lakton-hidrolizdlé enzim miikddése is észlelhetd.

TN T

02 H202

glucose \_(/ gluconolactone gluconic acid
catalase

H,O

77. dbra Gliikonsav bioszintézise Aspergillus-okban.

A penészgombak gliikkdz-oxiddza egy homodimer flavoprotein. Az enzim kb. 10% szén-
hidrétot tartalmaz6 186.000 méltomegii glikoprotein. Prosztetikus csoportként két kotott FAD-
ot tartalmaz. A kofaktor visszaoxidéldsa hidrogén-peroxid képzddése kdzben egy oxigén mole-
kulat fogyaszt. Ezt a toxikus terméket a mikroorganizmusban miikodd kataldz elbontja. gy a
netto reakcio:

gliik6z + 1/2 O, — gliikkonsav.

Adalék: Tobb szerzd a negyvenes évek elején ezt az enzimet. antibiotikumként irta le (notatin, penicillin B),
mert megtévesztette Oket a felszabadulo hidrogén-peroxid dezinficidlo hatdsa, ami kioltdsi gyiiriiket eredménye-
zett.

A FAD regeneraldsa sordn keletkez6 hidrogén-peroxid a gliik6z-oxid4z erds inhibitora.
Ezért a megfeleld katalaz-aktivitds is fontos a hatékony folyamat szempontjabol.

Az Aspergillus niger gliik6z-oxidazarol megéllapitottdk, hogy a D-gliik6z B-anomerjét
150-szer gyorsabban képes oxiddlni, mint az a-D-gliik6zt. Lehet, hogy a rendszer egy mutaro-
taz aktivitassal rendelkezo fehérjét is tartalmaz.

A gliik6z-oxiddz masik szubsztratja az oldott oxigén, ennek koncentracidja is befolyésol-
jaareakcidsebességet. Az enzim Michaelis dllanddja (Kno2) néhany mg/liter, igy atmoszférikus
nyomadson az oxigén oldhatésdganak tartomanyaban van, tehat a reakcidsebesség meg sem ko-
zeliti a Vmax-ot. Emiatt a fermentorokban tilnyomast (pl. 3 bar) szoktak alkalmazni.

Az enzim meglehetdsen héérzékeny, 50 °C felett elveszti az aktivitdsat. Az optimalis
pH=5,5, alacsonyabb pH-n gyorsan inaktivalodik. Ezért a fermentlé pH-jat 4,5 és 6,5 kozott
kell tartani.

Az enzimet altaldban intracelluléarisként irjak le, egyes szerzOk szerint a sejtek feliiletén,
madsok szerint a peroxiszéméakban taldlhatd, de kimutattak a sziirt fermentlében is.

A gliikonsav termelés képessége minden bizonnyal evolicids elonyt jelent. Egyrészt a pH
gyors csokkentése akaddlyozza a kompetitiv mikroorganizmusok szaporoddsat, masrészt a ter-
melt gliikonsav rosszul hasznosithat6 szénforrés a versengd mikroorganizmusok szdmara, de j6
tdpanyag az A. niger-nek.
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4.3.2.  Gliikonsav fermentacids technologiak

A folyamat biokémidjanak megfelelden a gyartdsi folyamat is kétféle: bakteridlis és fun-
galis lehet. Az A. niger alapu technol6gidk joval elterjedtebbek.

Erdekes technolégiai valtozatot dolgozott ki az
osztrak Vogelbush cég. Acetobacter methanolicus bakté-
riumot haszndlnak a gliikkonsav-fermentaciéhoz, egy spe-
cidlis leveg0Oztetd rendszerrel. Els6 1épésként metanol
szén/energia-forrdson kemosztat folytonos fermentaci-
oval elszaporitjdk a mikroorganizmust, majd az Ossze-
gyljtott sejttomeggel egy kiilon bioreaktorban nagy
gliik6z koncentréacidt fenntartva végzik a gliikdz-glilkon- | roiyadéksugar
sav konverzidt. A nagy gliikkéz koncentracié és a nagy
sejttomeg (mint katalizator) igen intenziv oxigébevitelt
(levegdztetést) igényel, amit az un. becsapéddsugaras
(Vb-1Z, plunging jet) reaktorral oldottak meg.

hécserelé

szivattyn

78. abra Becsapddo sugaras
levegdztetd rendszer
Gliikonsav termelés fonalas gombdkkal

Az ipari fermentdciét szubmerz koriilmények kozott végzik, rendszerint Aspergillus niger
torzzsel. A termelési paramétereket a gliikk6z-oxiddz enzim tulajdonsdgai hatarozzak meg. A
folyamat tipikusan 5% gliik6z — praktikusan keményitd hidrolizdtum — koncentracidval indul.
15-20 6ras kortdl az atalakuld gliikézt pétolva steril tomény gliik6z oldatot adagolnak. Erre
azért van sziikkség, mert a nagyobb cukor koncentricié esetén lassabban, hosszabb lag-sza-
kasszal indul el fermentacio.

. 155 , . B
p 10% : P £
f

s Kis pképzodési 7 |

} sebesség 4 |

; I

P . >
t t << | ta
nagy lag szakasz : tas<t)? : t
Produktivitas (kg'm’.h)

79. dbra Induldsi cukorkoncentrdcio hatdsa a gliikonsav fermentdcio lefutdsdra

Kalcium-karbonatos kozombositéssel igy kb. 15% gliikéz atalakitdsat lehet elérni 20 6ra
alatt. Natrium hidroxid oldat adagoléssal, automatikus pH szabalyozdssal viszont az dtalakitott
gliik6z Osszmennyisége elértheti a 35 %-ot is.

A konverzi6 felporgetése érdekében a sejtnovekedést célszerli korlatozni nitrogén- (20-
30 mM) és foszfat-limit (80-90 mM) bedllitdsdval. A nyomelemek koziil a mangdn ionok je-
lenléte (1-10 mM) sziikséges.

A reakci6 oxigénigénye igen nagy. Az oxigén koncentraciét intenziv levegdztetéssel (1
vvm) magasan kell tartani az egész folyamat sordn, amit gyakran a fermentor fejnyomdsanak
jelentds megnovelésével (2-4 bar) biztositanak.

Az oxidacid kozben felszabaduld ho elvondsa intenziv hiitést (nagy hiitéfeliilet, sok hiitd-
viz) igényel.
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Az oxidécio soran képz0do gliikonsavat semlegesiteni kell, mert pH=4,5 alatt ledll a sav-
termelés. A k6zombosités mddja szerint tobbféle technoldgiat dolgoztak ki.

Kalcium-gliikondt gyértds: a sziikséges pH=5-6 tartomanyt kalcium-karbonat adagolasa-
val biztositjak. A tapoldat 2,5% kalcium-karbonatot (mészkdlisztet) tartalmaz. Ezt kiilon, vizes
szuszpenzidban sterilezve adjdk oltés elott a taptalajhoz. A Ca-gliikonat korlatozott oldhatésaga
miatt ezzel az eljardssal csak kb. 15% cukrot lehetett atalakitani. Nagy eldrelépést jelentett az a
felismerés, hogy borax jelenlétében az atalakitand6 gliik6z koncentracidja tovabb novelhetd
akdr 350 g/liter értékig. A bor ugyanis akaddlyozza a kalcium-gliikonat kivél4sat, a termék ol-
datban marad. Viszont élelmiszeripari hasznositasra késziilo termék esetében a bdrsav-észter
toxicitdsa miatt bérax nem hasznélhato.

A nétrium-gliikondt gyartds: a pH-t NaOH oldattal tartjdk 6,5 értéken. A natriumsé sokkal
jobban oldédik vizben, bérax nélkiil is el lehet érni a 35 %-os koncentraciot.

A fermenticié mindkét esetben 90% feletti hozammal mukodik, el6fordul 98% is. A fer-
mentacids 1dok is rovidek, 24 €s 60 6ra kozé esnek. EzEért nem meglepd, hogy a torzs fejleszté-
sével eddig nem sokan foglalkoztak.

Egyes gyartok félfolytonos fermentdcios eljarassal dolgoznak, azaz a szakaszos fermen-
tacios ciklus befejezése utan a tenyészet 1/4-1/5-ét a fermentorban hagyjék, és friss tdpoldattal
toltik fel, igy kezdenek egy djabb tenyésztési ciklust. (A folyamat 3-4-szer ismételhetd.)

A szakaszos atalakitds végén is kiszlrt micélium tomeg ismételten felhasznélhat6 a fo-
lyamat katalizalasara aktivitasvesztés nélkiil. (Ebben az esetben valddi transzforméciordl, €s
nem novekedéssel kapcsolatos fermentaciorél van szo.)

4.3.3. A gliikonsav izolalasa fermentléb6l

A feldolgozas elsd 1€pése a sejttomeg elvalasztasa. A micélium jo6l sziirhetd, pl. vakuum
dobsziiron elvalaszthat6. Egyuttal az esetleg megmaradé mészkoliszt szemcséktdl is megsza-
badulnak. A sziirletet aktiv szénnel lehet deriteni, szinteleniteni. A tovabbi 1épések mar fiiggnek
a kozombositésre haszndlt bazistol.

Kalcium-hidroxidos technoldgia esetén mésztej hozzdadasaval a pH-t 7,0-ra emelik, majd
a levet kb. 20%-os koncentraciora beparoljdk. Az oldatot -10 °C-ra hiitve a Ca-gliikonéat kikris-
talyosodik. A kivalas hatasfokat javitani lehet vizzel elegyedd szerves oldoszer, pl. alkohol hoz-
zdaddsaval. A kristalyokat elvalasztjdk, majd sziirén hideg vizzel mossdk. Az anyalig és a mo-
sOviz egy ujabb aktivszenes tisztitds utan visszavihetO a beparloba. A kristalyokat 80 °C ho-
mérsékleten szaritjak.

A kalcium-gliikonat maga is egy értékesithetd termék, de a piac nagyobb tomegben a
natriumsoét és a szabad savat igényli. A Ca-gliikonat kristdlyok tomény vizes szuszpenzidjahoz
szamitott mennyiségli kénsavat adva a gliitkonsav felszabadithat6. Melléktermékként gipsz ke-
letkezik, ami sziiréssel elvalaszthat. A szabad sav vizben jol oldédik, akar 50 %-os oldat is
készithet6 beldle. Ebben a vizes oldatban a hdmérséklettdl fiiggd ardnyban egyidejiileg jelen
van a szabad sav mellett a d illetve a y-lakton is. A tiltelitett oldatbdl 30 °C alatt a szabad sav
kristalyosodik, 30-70 °C ko6zott a d-lakton kristalyosithato, 70 °C felett pedig a y-lakton valik
ki. A termék tisztitdsa ismételt kalcium-gliikonét képzéssel, majd aktiv szenes deritést kovetd
kristalyositassal torténik.

A nétrium-hidroxidos pH szabalyozds esetén a sejttomeg kisziirése utdn a pH-t NaOH-dal
7,5-re emelik, az oldatot aktiv szénnel deritik, majd 45%-o0s koncentraciéra paroljék be. Ez a
tomény oldat egybdl dobszéritéra vihetd, de igy szennyezettebb marad a termék. Hiitéssel ki-
kristalyositva tisztdbb anyagot kapunk. A natriumsdbdl szabad savat ioncserével allithatunk elo.

A kisziirt biomassza nem csak takarmanyozdsra, biogdzositasra haszndlhatd, hanem az

enzimek forrasa is, beldle melléktermékként gliik6z-oxidaz és katalaz enzim nyerheto ki.
Erdekesség: a gliikoz-oxiddz enzim felhaszndlhato a szubsztdtjainak eltavolitdsdra élelmiszeripari termé-
kekbdl.
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A tojdslé porlasztva szdritdsdndl problémdt okoz a készitményben levé néhdny ezreléknyi gliikoz, amely
melegen a fehérjékkel Maillard reakcioba lép, és ettdl barna lesz a termék. A folyadékba gliikoz-oxiddzt, kataldzt
és egy kevés hidrogén peroxidot adva a gliikoz eloxiddlodik gliikonsavvd, és elmarad a barnulds.

Mds termékeknél a csomagoldsba zdrt oxigén jelenthet problémdt (enzimes barnulds, pl. katecholok
oxiddcidja kinonnd). A zdrt csomagoldsba adagolt gliikoz-oxiddz + kataldz felhaszndlja az oxigént és ezzel
megakaddlyozza az elszinezodést. Gyiimolcsok esetében nincs sziikség gliikoz hozzdaddsdra, mivel ezekben mindig
van kis mennyiségii szolocukor.

Az enzim specifikus miikodése miatt a gliik6z kvantitativ mérésére is hasznalhat6. Gyor-
sasdga, megbizhatésdga miatt ez a reakcidé analitikai médszerré fejlesztve bevonult a klinikai

gyakorlatba is.

A technoldgia fejlesztésének egyik jovObeni irdnya a konverzié megvaldsitasa tisztitott
enzimekkel. Az enzim viszont intracelluldris, illetve sejtfalhoz kotott, ezért a kinyeréshez sejt-
feltards sziikséges, ami a jelentdésen megdragitja a prepardlast. Ma mdr nagyipari glilkonsav
technoldgiat is tizemeltetnek tisztitott enzimes biokonverzidval (Argonne, USA), amelynek so-
ran rogzitett glilk6z-oxid4z enzimet haszndlnak. A keletkezett savat nem semlegesitik klasszi-
kus médszerekkel, hanem az enzimes reaktorba integralt elektrodializissel folyamatosan tavo-
litjak el a rendszerbdl.

4.3.4. A glilkonsav felhasznalasa

A gliikonsav nem-korroziv (nem-oxidal6) kozéperds sav. Két- és haromértékli fémionok-
kal vizoldhat6 komplexeket képez, aminek révén a fémfelszinek tisztitdsdra, rozsdamentesité-
sére haszndlhat6. Vizes (50 %-o0s) oldatat a tejipar haszndlja a tarol6 edények, aluminium esz-
kozok és a csOrendszerek tisztitdsara.

Fémkomplexei (Ca, Fe, Mg), jol felszivodnak, ezért ezeket dllati takarmanyba keverve is
hasznéljdk. A human gydgyaszatban a vas- €s kalcium bevitel sorén is gliikkonsavat hasznalnak
ellen-anionként. Ezeket a vizoldhaté komplexeket hasznélja az épitési-, textil-, detergens-, il-
letve gydgyszeripar is.

Az élelmiszerekben enyhe savanyu ize miatt hasznaljak. Kedvezd toxicitési jellemzdi mi-
att élelmiszerekben €s idit0 italokban is alkalmazzdk kiegészitOként. A mikrobialis gliikkonsav
termelési eljardasokat az FDA is jovahagyta. A &-lakton savanyu izhatdsa lassan alakul ki a
hidrolizis sorén.

Japénban évente 3000 tonna laktont hasznalnak fel csak a szdjafehérje kicsapdsara.
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4.4. Almasav gyartas

Az almasavat el0szor éretlen almabdl izolaltak, innen ered a neve is. A természetben az
L-izomer fordul el6. Kémiai szintézissel, maleinsav vagy fumdarsav kémiai hidratdlasaval vi-
szont racém keverék, DL-almasav keletkezik. Elelmiszeripari célra mindkét forma felhasznal-
hato, iziik azonos és egyformén biztonsdgosak. Az Osszes termelés kb. 65.000 tonna/év.

Az élelmiszerekben gyiimolcslevek, szénsavas iiditéitalok és cukorkdk izesitésénél fa-
nyar savanyu ize miatt az édes iz ellensulyozdsdra alkalmazzdk. A kozmetikai iparban, a
krémek és mas készitmények pH-janak bedllitdsara, alfa-hidroxi-karbonsavként hamkezelésre
haszndljadk. Ezen kiviil mds ipardgakban fémfeliiletek valamint textilszdlak kezelésére is
alkalmas. Az almasav igény megugrasaval szdmolhatunk, ha ipari 1éptékben is megoldddik a
bioldgiailag bonthat6 poli-almasav miianyag gydrtdsa és alkalmazasa.

Az emlitett szintetikus gyartasok mellett a fumarsavbol enzimmel katalizalt konverzidval
is gyartjak.

‘00C H
fumarase

H COOr

Fumarate

80. dbra A fumardz reakcio

Eredetileg a Brevibacterium ammoniagenes, késobb a B. flavus altal termelt fumardz en-
zimet kinyerés, tisztitas nélkiil k-carrageenan gélben rogzitett sejtes formaban hasznalva 70%-
os kihozatalt értek el. Az optimdlis pH = 8, a hémérséklet: 25 °C (Tanabe Co., J).

Genetikailag médositott Saccharomyces cerevisiae sejtjeiben tultermeltették a fumarazt,
és ezzel a konverzi6 elérte az egyensulyi 85%-ot.

Ennél nagyobb, kozel 100%-os kitermelés csak akkor érhetd el, ha a terméket eltavolitjuk
arendszerbdl. Ez torténhet membranos bioreaktorban, illetve csapadékképzéssel. A csapadékos
eljaras (Corynebacterium glutamicum sejtszuszpenzio, Amino GmbH, D) azon alapul, hogy
mind a szubsztrit, mind a termék kalcium séja rosszul oldddik vizben, az oldhatésaguk kb. 1%.
Ha a szilard kalcium fumaratot visziink be a rendszerbe, akkor az egyensilyban lesz sajat teli-
tett, kb. 1%-os oldatdval. Ahogy az enzim atalakitja a fumaratot, az folyamatosan pétlédik a

calcium fumarate fumarase calcium malate
(in solution) (in solution)

calcium fumarate calcium malate
(precipitate) (precipitate)

81. dbra Csapadékos almasav gydrtds

kristalyok feloldodasaval. A keletkez6 malat viszont, amikor koncentracioja eléri az egy szdza-
1ékot, kicsapddik. Igy a folyamat egészen addig megy, amig a szilard szubsztrat el nem fogy.
Az almasavat s6jabodl kénsavval szabaditjak fel, a kicsap6dé gipszet leszlirik. A szlirletet be-
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parlassal toményitik, lehiitve a kikristdlyosodik az almasav. A nyersterméket sziiréssel elva-
lasztjak, a szlirébn mossdk és szdritjdk. Ha tovabbi tisztitdsra van sziikség, akkor az anyagot
Ujraoldjak, ioncserével és/vagy aktiv szénnel tisztitjak, és djra kristdlyositjak.

Foglalkoztak az L-almasav de novo fermentacids el6éllitaséval is. Az Aspergillus flavus
j6 termeldnek bizonyult, csak az a probléma, hogy mind a hdrom négy-szénatomos dikarbon-
savat (fumarsav, maleinsav, almasav) tiltermeli.

HOOC/\/ COOH

H,S0,4

centrifugdlis
sz(irés

centrifugdlis
sz(irés

= =>
Enzimes Feltaras bepdrlas kristalyositas
konverzié kénsavval v
OH
CaSO,
HOOC\/\ COOH
R-almasav

82. dbra A csapadékos almasav gydrtdsi technologia lépései
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5. NUKLEOTIDOK (NUKLEOZIDOK) ELOALLITASA

A nukleotidok az aminosavakhoz és a szerves savakhoz hasonléan elsddleges anyagcse-
retermékek, kulcsfontossdgi metabolitok a sejtek életfolyamataiban. Ipari fontossdga az alabbi
négy purin nukleotidnak van:

83. dbra A purin-nukleotidok szerkezete

Nukleotid R R> Elofordulas
5’-AMP —NH» -H

5’-GMP —-OH -NH> DNS, RNS
5’-IMP —OH -H Int Jierek
5 XMP “OH “OH ntermediere

11. tdbldazat A purin-nukleotidok szubsztituensei

5.1. A nukleotidok felhasznalasa

Izjavité, izfokozd szerek

A natrium-glutamét és az 5 -ribonukleotidok egyiitt
egy erds, gazdag izérzést okoznak, ez az umami, vagy ==
0todik iz, amelyet az emberi nyelven 1év6 G-proteinfiiggd il
heterodimer TIR1/T1R3 receptorok kozvetitenek. A nuk-
leotidok fokozzdk az izleldbimbdk reagaldsat az L-gluta-
matra, ezzel magyarazhat6 az aminosav és a nukleotidok
szinergikus hatdsa. Az 5’-GMP-nek, az 5’-IMP-nek és az
5’-XMP-nek natrium-glutamattal kombindlva mér

|

 Dsszetevik: étkezési sa,
20ldsegszaritmanyok 15,5%
(sdrgarépa, paszternak, burgonya,
- voroshagyma, zelles,
eszrevételeit: UnilevérMagyarorszag Kft pelrezselyemzold), izfokozok
elikat < unileverinfo.hu, www.delikat hu (mononatrium-glutamat,
dindtrfum-inozinét), cukor, fiiszerek,

kukoricakeményild, szinezék
{riboflavin).

100 g termék dtlagosan tartalmaz:
energia 697 kJ/164 keal, zsir <0,5 g,
amelybil: telitett zsirsavak 0,2 g,
szénhidrét 32 g, amelyhél: cukrok 22 g,
fehérje 8,59, 36 56,9 g.

LORAY %

84. dbra Guanin, inozin és Na-glutamdt az ételizesitokben
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nagyon kis mennyiségben (0,005 - 0,01%) is erételjes izfokozé hatdsa van.

Japénban a XVII. szdzad 6ta hasznaljdk az un. umami izii ételizesitOket (erjesztett, hidro-
lizalt sz6ja és egyéb termékek, benniik glutaminsav €s mds izanyagok keletkeznek).

Ezeket az izesit6 kombindcidkat a feldolgozott élelmiszerek széles skéldjanal, leveseknél,
martdsoknal hasznaljak.

Gyogyszerek

Szarmazékaik antibiotikumok, citosztatikumok mellett alkalmazhatdk, igy a nukleinsav
szintézis sordn fejtik ki hatdsukat, antimetabolitként (8-azaguanin). Megtalalhatoak ezen kiviil
virusok reprodukcidjat gatlo szerekben (ribavirin, acyclovir), valamint szivgydgyszerekben,
izomerdsitokben is.

A nukleotidok piacén vezet az Ajinomoto Co. (Japan), piaci részesedése mintegy 40%.
Versenytarsai még a koreai a CJ Group €s a Daesang csoport, Japanban a Kirin Kyowa Foods,
és Kindban a Star Lake Bioscience. Az nukleotidok irdnti igény a feldolgozott élelmiszerek
piacaval parhuzamosan novekszik.

Felhasznalas (t/év) | Funkcio
IMP 20000 ételizesitd
GMP 10000 ételizesitd
Inozin 250 szivgyogyszer
ATP 60 izomerdsitd, laborvegyszer

12. tabldazat Nukleotidok felhaszndldsa

5.2. A nukleotidok gyartasa

Az nukleotidok ipari 1éptékil gydartdsa két titon valdsithaté meg. Az egyik ut az RNS ki-
vondsa valamilyen biomasszabdl, majd lebontésa hidrolizissel mononukleotidokig; a masik pe-
dig a de novo fermentacios eljaras.

Az ipari RNS hidrolizis és direkt fermentécids technoldgia kialakitdsa 1959-1961-re te-
hetd. Az Ajinomoto véllalat 1960-as alapitdsa 6ta gyart ételizesitoként haszndlt nukleotid-szér-
mazékokat (natrium-inozindt é€s natrium-ribonukleotid); a szintén japan Kyowa Hakko véllalat
1966-ban alapitotta élelmiszer adalékokat gyarté részlegét, mely azéta is termel jellegzetes,
umami izl ételizesitoket.

5.2.1. Az RNS enzimes hidrolizise

Kézenfekvd gondolat, hogy valamilyen természetes sejttomegbdl vonjuk ki a RNS-t, és
ennek hidrolizisével 4llitsuk el6 a mononukleotidokat. Az dsszetett szervezetek (ndvények, al-
latok) nukleinsav tartalma kicsi, igy ezek nem johetnek szdmitdsba. A mikroorganizmusoknal
az intenziv novekedés szakaszdban viszont a fehérjeszintézis sok RNS (mRNS, tRNS, rRNS)
kozremikodését igényli. A {6 rendszertani egységek sejtjeinek nukleinsav tartalmat hasonlitja
ossze a kovetkezd 13. tdblazat. Erdemes Osszevetni az egysejt-fehérje (SCP) termelésnél
vizsgalt osszetételekkel. Anndl a technoldgidndl a nagy nukleinsav tartalom hatrany volt, itt
viszont éppen ez a cél.
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DNS-tartalom (%) RNS-tartalom (%)*
Baktérium 0,37-4,5 5-25
Eleszté 0,03-0.,5 2,5-15
Penész 0,15-3,3 0,7 -28

13. tablazat: Mikroorganizmusok nukleinsayv tartalma
*: a jelzett RNS-tartalom 5%-a mRNS, 10-15%-a tRNS, 75-80%-a rRNS

Lathat6, hogy a baktériumok tartalmazzak a legtobb nukleinsavat, de az apré sejtméret
miatt a fermentlé biomassza tartalma sokkal kisebb, mint az élesztoknél. Ezért élesztoket (Can-
dida, Saccharomyces, Pichia) alkalmaznak a technolégidkban.

5.2.1.1. Nagy RNS-tartalmi éleszto elddllitdsa

Az élesztésejtekben joval nagyobb mennyiségli RNS taldlhatd, mint DNS, mert nemcsak
az informdcidatvitel a feladatuk, hanem szerkezeti anyagokként is funkciondlnak. A folyamat
célja a ,klasszikus” SCP-gyartassal ellentétben olyan sejttomeg elddllitdsa, melynek nagy a
nukleinsav-tartalma. Ennek eléréséhez nem sziikséges a genetikat befolydsolni, csak a célnak
megfeleld, nagy RNS-tartalmu torzseket kell kivalasztani. A Candida utilis és a Saccharomyces
cerevisiae jOl ismert, konnyen kezelhetd torzsek, hasznalatuk élelmiszerekben is engedélyezett,
szaporitasuk, izoldlasuk viszonylag egyszerli. A maximalis RNS-tartalom eléréséhez figyelem-
be kell venni, hogy:

- amaximalis szaporodasi sebességhez tartozik a maximalis fehérjeszintézis. Ez az expo-
nencidlis fazisban all fenn, tehat a sejteket ebbdl a szakaszbdl célszerii elvenni, ennek
is a végén, amikor mar nagy a sejtkoncentracio. A szakaszos fermentéci6 produktivitdsa
viszont gyenge, ezért érdemes mas technikat alkalmazni. Félfolytonos, vagy folytonos
fermentécidval tobb biomasszit kaphatunk. A kemosztitot viszont nem lehet a pmax-nal
tizemeltetni, csak szubsztrat limitben. Eszerint a higitasi sebességet a pmax alatt nem
sokkal kell bedllitani. Folytonos technoldgidval melasz, vagy szulfit-szennylug szénfor-
rason 35 g/l SCP koncentrécié érhet6 el, 10-15% RNS-tartalommal.

- azintenziv fehérjeszintézishez a C/N ardnyt célszerli alacsonyan tartant,

- aZn*" ion jelenléte is befolydsold paraméter, ha az egyéb komponensekkel bevitt kon-
centraci6 nem éri el a 0,25 ppm-et, akkor adagoldssal ki kell egésziteni.

5.2.1.2. Az RNS kivondsa

A nukleinsavak fehérjéknél nagyobb stabilitdsa kihaszndlhaté a nagy RNS-tartalmu
élesztd nukleinsav-tartalmdnak kinyerése sordn. Tomény, 5-20%-os NaOH oldattal, 100°C ho-
mérsékleten, 8 6ran 4t tartd forrd ligos fozéssel a nukleinsavak elérhetdévé valnak. A DNS bom-
lékonyabb, mint az RNS, igy az nagyobb mértékben bomlik a folyamat soran.

Sejtfeltaras sordn a sejtek fehérjéi tonkre mennek, az RNS-tartalom natriumsé forméjaban
feloldodik, mert megsziinik a riboszomék kompakt szerkezete. A sejtfalmaradvanyok centrifu-
galassal elkiilonithetok, majd a ribonukleinsavak savas kdzegben (sésav) szelektiv kicsapassal
elvalaszthatdk. Etilalkoholos mosdassal, majd széritdssal juthatunk az RNS-hez.

5.2.1.3. Enzimes hidrolizis (enzimtermelés, kinyerés)
A kinyert RNS-bdl a nukleotidokat enzimes hidrolizissel allithatjuk eld. A folyamatok az
RNS molekula hidrolizisével indulnak, melyben exo- és endonukledzok egyardnt részt vesznek
(A és B). A lancon beliil hasité endoenzim oligonukleotidokat eredményez, az 5’ végen fosz-
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oligonukleotid 5'-IMP
(5'-terminalis foszfat) nukleozid
deaminaz
exonukledaz \ B
& roneas D E foszfataz
endonukleaz
5'-AMP .
purin . 5
exonukleaz 5'-GMP nukleotid N-ribozidaz A
RNS B > 5 UMP F » bazis + ribdz-5-

5.CMP } pirimidin
& polinukleotid foszforilaz
F o
nukleozid-difoszfataz

nukleozid-5-difoszfat

85. dbra Az RNS hidrolizis enzimjei

fatcsoporttal. A folyamatok az RNS molekula hidrolizisével indulnak, melyben exo- és endo-
nukledzok egyarant részt vesznek (A és B). A lancon beliil hasité endoenzim oligonukleotidokat
eredményez, az 5’ végen foszfitcsoporttal. Ezeket az oligonukleotidokat tovdbbi 1épésekben
végiil mononukleotidokkd hidrolizaljak (B). A vegyes enzim preparatumok eldallitdshoz olyan
mikroba torzseket (Penicillium citrinum, Streptomyces aureus) érdemes vdalasztani, amelyek-
ben az A-D enzimek domindlnak.

Az RNS molekula bazisosszetételétdl fiiggd ardnyban purin- és pirimidin-nukleotidok
képzdédnek. Ezeket ioncserélon vagy metanolos frakciondlt kicsapéssal lehet szétvalasztani. Az
IMP kialakitdsdhoz az AMP molekuldkat Aspergillus oryzae enzimmel dezaminéljak (D). Az
5’-mononukleotid-foszfatok bomlasat nukleozidokka (E) a foszfatdz enzim gétlasdval akada-
lyozzak meg (a folyamat homérsékletén, azaz 65 °C-on a foszfatdz enzim inaktivalodik, ho-
mérsékleti optimuma csak 45°C).

Az ipari gyartas sordn a hidrolizist 2%-os RNS-oldatban végzik, pH=5 mellett, 4 6ran
keresztiil, 65°C-on. Egyes gyartok immobilizélt enzimekkel is dolgoznak.

5.2.2. De novo fermentacio

A masik lehetdség a nukleotidok vagy nukleozidok kozvetlen fermentacids eldallitasa.
Nukleozidok termelése esetén a foszforilezést a fermentéci6 utdn kell elvégezni, ez megoldhatd
kémiai tton (foszforil-kloriddal) vagy enzimatikusan.

A nukleotidok ugyanigy elsddleges anyagcseretermékek, mint az aminosavak, vagy a
szerves savak. Azaz bioszintézisiik ismeretében ugyanigy alkalmazhatjuk a klasszikus és a mo-
dern anyagcsere-mérnokség modszereit. Ehhez elobb meg kell vizsgalnunk a bioszintézis utak
és a szabdlyozasi mechanizmusok térképét. Mivel az €élelmiszeripar a purinvazas nukleotidokat
igényli, ezért ezek képzddésére koncentrdlunk. A purin vazak felépitése egyszerli metabolitok-
bél (pl.: glicin, fumarsav) indul ki. Innen egy tizlépéses folyamat vezet az IMP-molekuldkhoz,
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5-foszforibozil-pirofoszfat (PRPP)

PRPP—amido‘transzferézl

foszforibozilamin
SAICARP
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{
/

IMP
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86. dbra A purin-nukleotidok bioszintézise és ennek szabdlyozdsa Bacillus subtilis torzsben
Roviditések: SAICARP: 1-(5°-foszforibozil)-4-(N-szukcinokarboxamid)-5-aminoimidazol,
AICARP: 5-amino-1-(5’-foszforibozil)-imidazol-4-karboxamid
melyek AMP-vé vagy GMP-vé alakulhatnak. Az IMP szintézisében hat enzim vesz részt, me-
lyek koziil harom tobbfunkcids, tobb reakciot is katalizdlhat. A purinvaz kialakuldsdhoz a szin-

tézisbe belépd aminosavak jarulnak hozza, egy-egy tjabb csoport hozzdaddséaval.

Az IMP, AMP, GMP, XMP metabolitok bioszintézisének szabdlyozdsa Osszetett, tobb-
szintll feed back inhibicid. A tiltermelés megakadalyozdsaban nem csak a végtermékek, ha-
nem az elottiik 1évo intermedier is részt vesz.

Az anyagcsere-mérnokség célja, hogy a sejt altal termelt utolsé intermedier az IMP
legyen, a tovabbi anyagcsereutakat elzarjak, valamint a feed back szabdlyozasokat is kiiktassak.
A szabdlyozasi térképen lathatd, hogy az IMP utdni metabolitoknak van szabédlyozé szerepe.
Ha viszont az IMP-t nem engedjiik tovabb alakulni, akkor nem képzddnek szabalyozé hatasu
molekuldk sem, igy ezzel a kérdéssel nem kell foglalkozni. A sejt életfunkcidinak fenntartasa-
hoz azonban kis mennyiségben sziikség van AMP-re és GMP-re, ezért ezeket az anyagokat a
kis mennyiségben be kell vinni tiptalajba. Célszerti ,,szivargd” (leaky) mutdnsokat izoldlni,
amelyekben csokkent aktivitdssal termelik az AMP-t és GMP-t, igy ezeket a tdpanyagokat még-
sem kell beadagolni.

5.2.2.1. Mutdcios beavatkozdsok IMP- és XMP-termeld torzseknél

Az inozin—monofoszfat (IMP) és a xantozin—monofoszfat (XMP) eldallitisa ugyanazon
az utvonalon torténik. A klasszikus mutdcids anyagcsere-mérnokséggel irdnyithatjuk a metabo-
likus fluxust: a megfeleld anyagcsereutak blokkoldsaval (11 ill. 14) és az AMP ill. GMP kon-
centricio alacsony értéken tartdsdval elérhetd, hogy a folyamatok a megfeleld irdnyban menje-
nek végbe.
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87. dbra IMP és XMP elodllitdsa anyagcsere mérnoki beavatkozdsokkal

Annak érdekében, hogy az AMP ill. GMP képzddés ne fogyassza az intermediereket,
auxotr6f mutansokat hoznak 1étre, amelyekben a 11 ill. 14 jelzésh 1épések nem miitkodnek. A
két nukleotid hidnydban viszont fontos, hogy a fermentacids tdpoldat nukleotidokat tartalmaz-
zon. Megfelel6 komponens pl. az élesztokivonat vagy a huskivonat (de a kukoricalekvar pl.
nem jo).

A torzsfejlesztés alanydul a japan kutatok a Brevibacterium ammoniagenes, Corynebac-
terium glutamicum, a kinaiak Bacillus subtilis és B. licheniformis a torzseket valasztottak.

A 1étrehozott torzsek mutdcios jellemzdi:

XMP termelés: 11 és 14 mutacié + AMP és GMP kis koncentraciéban (~19 g/l XMP)

IMP termelés: 11 mutacié: a SAMP-szintetdz enzim hidnyzik, ezek a torzsek AMP-re auxotr6f
tulajdonsaguak. + AMP kis koncentracidban sziikséges (az érintetlen GMP szintézis ter-
meli a GMP-t, de a sejt sajit szabdlyozdsa miatt lecsokken az IMP — XMP 4talakitas
katalizisét végz0 enzim aktivitdsa, ez alacsonyan tartja a koncentraciot).

A sejt citoplazma membranja permeabilis 5’-IMP-re, a termék extracelluldris.

Torzs, mutans neve Genetikai azonositd ?g;II)M P hozam
Bacillus subtilis Ade Nuc” 0,6
A-1-25 Ade 6MP’ 2,0
Corynebacterium glutamicum

Brevibacterium ammoniagenes

KY 7208 Ade 5,0
KY 13102 Ade 12,8
KY 13105 Ade Mn?* -ra érzéketlen 19
KY 13369 Ade” Mn**-ra érzéketlen, Gua’ 20-27-39

14. tabldzat: Mutdns torzsek 5°-IMP hozamai

Ade’: adeninra auxotrdf, Gua': guaninra auxotrdf, Nuc': nukleotiddz-negativ (nem bontja le a
terméket), 6 MP': 6-merkaptopurin-rezisztens (antimetabolit)

A fermentécié sordn Iényeges a megfeleld foszfat, Mg- és Mn-koncentraciok beallitasa.
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Az anyagcsereutak médositdsandl eddig nem foglalkoztunk a termékek, a nukleotidok tovabb-
alakuldsanak lehetdségével. A bontdsi ttvonal a hipoxantinon keresztiil a higysavhoz vezet 88.
abra. Ennek kovetkeztében a termelddd IMP egy része hipoxantinna alakul. Ez azért nem okoz
kiilonosebb problémat, mert idével a reakcié megfordul, és a hipoxantin visszaalakul IMP-vé.

De Novo Synthesis
Ribose-5-P
PRPP ~__
‘ 7™ 5-Phosphoribosyl-
Salvage Synthesis glycinamide
GMP ‘ IMP
Guanosine Inosine
Guanine Hypoxanthine
¢ l . s\\\\NA ~ -
_ Xanthine Deoxyinosine
5-Amino-4-imidazole .-~
Carboxylate ‘
Jitad URIC ACID
Formiminoglycine <

88. dbra A purinvdzas vegyiiletek lebontdsi titvonala

A fermentéci6 elsé 2-3 napjan megfigyelhetd a hipoxantin-képzddés, de ez a tovabbiak-
ban megsziinik.

14 120
12 100
= 101 = 80
E .| E
5 8 D 60 |
E 6 =
o 4 o 40 -
5 | 20 |
[
0 T . X X 0 T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
—=—sejtsza. Fermentacio ideje (nap) Fermentacio6 ideje (nap)
—&— IMP —x—maradék
—%— Hipoxantin cukor

89. dbra B. ammoniagenes KY 13102 torzzsel végzett 5’-IMP fermentdcio lefutdsa

A fermentacids technoldgidban szokatlan jelenség, hogy a folyamat induldsédndl nem sav-

termelés észlelhetd, hanem a pH emelkedése, ami azutdn az exponencidlis fazis utdn visszatér
a semleges értékre.
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90. dbra pH-vdltozds az IMP fermentdcio sordn

A klasszikus muticiés médszerek mellett a modern genetikai médszereket is bevetették
a torzsjavitas érdekében. A vizsgalt organizmusok kozé bevették az E. coli-t is. Az enzimek
kiejtése mellett gyakran épitették be a deregulélt prométereket, amelyek egész enzimcsoportok
termelését tették konstitutivva. Mindezzel egyiitt ezek a torzsek sem tudtdk meghaladni a 40 g/1
termékkoncentraciot. Az elOnyiik abban nyilvdnul, hogy ezt fele annyi id6 alatt, 3-4 nap alatt
termelik meg.

5.3. ATP-bioszintézis

Az ATP-t torténetileg el0bb szervextrakcidval, 16 izombdl éllitottak eld, de fél évszdzada
mar biokémiai dton gyartjak. Ezt az eljarast magyar kutatd, Ganti Tibor dolgozta ki.

Adalék: Gdnti Tibor nem kutatéintézetben dolgozott, hanem a REANAL Finomvegyszergydrban.
Zsenidlis otletei mellett kidolgozta az €10 rendszerek mitkddését reakciokinetikai elveken leiré chemo-
ton elméletet. Konyvét angol nyelven tobbszor is kiadtdk.

Az eljaras lényege az, hogy a glikolizis ATP-t fogyaszt6é 1épéseit atugorjdk, és csak a
reakciésor masodik felét, az ATP termeld 1€péseket miikodtetik. Ezt gy valdsitjadk meg, hogy
a glikolizis egy koztitermékét, a fruktdz-1,6-biszfoszfitot és adenozint adagolnak az élesztOsej-
teknek (Saccharomyces cerevisiae). Ezzel kozel 100%-os P/O hanyados érhetd el. A szubszt-
ratokat szintetikusan allitjak eld. Az élesztd tovabbi életfolyamatait igyekeznek ledllitani, ana-
erob koriilmények kozott, nyugvo sejtekkel végzik a konverziot.

NH,
N
g Ny
N )
N éleszts
+ fruktoz-1,6-P —er‘F AMP —» ADP —— - ATP
Mg

91. dbra Ipari ATP elddllitds élesztével
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Jelenleg a vilag termelése évente koriilbeliil 5 tonna, tilnyomo részét a Ganti eljaras alap-
jén Kindban allitjak eld, egy 300 literes, immobilizalt élesztd sejteket tartalmazé reaktorban.
Biokémiai reakcidkban koszubsztratként alkalmazzak, de gyogyszerként, szivizom-ero-

siwtoként is hasznalatos (Atrifos, Reanal).
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\
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ATP <———— ADP (v. AMP, adenozin)
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3-foszfo-glicerinsav
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PEP

ATP <———— ADP (v. AMP, adenozin)
\

piroszélosav

|

etanol

92. dbra ATP anyagcsere a glikolizis folyamatdban
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6. VITAMINOK

A vitaminok olyan mikrotdpanyagok, amelyek pardnyi mennyiségiik dacara nélkiilozhe-
tetlenek az anyagcserében. Ezeket az emldsok, igy az emberi szervezet sem képes elddllitani,
ezért a taplalékkal kell bevinni. Forrdsaik a tdpldléklancban a novények és a mikroorganizmu-
sok, ezek latjék el az allatvilagot. Kis molekuldji anyagok, dltalaban valamely enzim kofakto-
raként miikodnek. Taplalkozas-€lettani szerepiik miatt felhasznalasuk egyre novekszik a takar-
manyok és élelmiszerek komplettidldsaban, az élelmiszer technoldgidban, mint szinezd €s anti-
oxidans adalékok, valamint a gyégyszerként. Emellett szimos kozmetikum és vegyi termék
tartalmaz vitamin adalékot.

Jelenleg a vitaminok egy részét kémiai szintézissel allitjdk eld, masokat biomasszabol
extrahdlnak. Ezek mellett, illetve helyett terjednek a versenyképes biotechnoldgiai eljardsok.
Ezeknek kisebb az energiaigénye, kevesebb az artalmatlanitand6 hulladék, és kevesebb az élel-
miszerbiztonsagi szempontbdl veszélyes vegyszermaradék. A termeld organizmus szempont-
jabol a vitaminok elsddleges anyagcseretermékek. Ebben a fejezetben a biotechnolédgiai titon
gydrtott vitaminokra koncentrdlunk. Ipari méretekben azonban csak a B2 és B> vitaminok fer-
mentacids elddllitdsa gazdasigos, illetve a C-vitamin gyartas 1é€pései kozott szerepel egy bio-
konverzios 1€pés.

6.1. Biz-vitamin (kobalamin)

Az anyagcserében nélkiilozhetetlenek az un. C1-4tvivo molekuldk (metil-terahidrofolat,
betain, metil-Bi2, S-adenozil-metionin) amelyek egyszénatomos egységek (metil-, metilén-,
metenil-, formil-, és formimino-csoportok) széllitdsdban vesz részt. A Biz-vitamin két fontos
enzim, a metionin-szintaz és a metil-malonil-CoA-mutdz miikodéséhez sziikséges. Az ember
szamdra a napi igény paranyi, 1 pg/nap, de a hidnya a halalhoz is vezet0 vészes vérszegénysé-
get (anemia pernicosa) okozza.

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

A vitamint €élelmiszerekbdl vessziik fel (mdj, vese, sziv, hal, tojas, tejtermékek). A Bio-
vitamin felszivddasa a taplalékbol a gyomor nyélkahartydja altal kivalasztott glikoproteinhez
(intrinsic faktor) kapcsolt formdban megy végbe a vékonybél alsé szakaszan. Az esetek gében
vitaminhidny akkor 1ép fel, ha nem képzddik a kobalaminokat szallitd intrinsic faktor. A vita-
mint az emberi szervezetben a vastagbélben €16 mikroflora is képes termelni, de onnan nem tud
felszivédni, mert ott nincs jelen sem a sziikséges faktor, sem a felszivo transzporter.

6.1.1. Felépités, szerkezet

Bi2-vitamint négy pirrol gytirti épiti fel (korin gytirli), amelyhez hasonl6 szerkezetet a
klorofillban, illetve a hemoglobin hem egységében taldlhatunk. A molekula centrumaban egy
kobalt iont taldlunk, amelynek elektronjai hibridizdlédva hat irdnyban képesek kotéseket
l1étesiteni. EbbOl négy a pirrol gytirlik, egy pedig az 5,6-dimetil-benzimidazol nitrogénjéhez ko-
tédik, a hatodikhoz kapcsolénak a cserélhetd csoportok. Az anyagcserében hidroxi-kobalamin
keletkezik, ezt a feldolgozas sordn cianid csoportra cserélik, mert ez a forma stabilabb.
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93. dbra A kobalamin szdrmazékok szerkezete

Az apro kis funkcids csoportok helyére bekothet a nagyméretli 5’-dezoxi-adenozil molekula-
rész is, ezt a format nevezik kobamamidnak.
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6.1.2. Bioszintézis

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

Tobb mikroorganizmus 6sszehasonlité vizsgdlata kimutatta, hogy két kiillonb6zo szinté-
zisut l1étezik. Az aerob, pontosabban oxigén-fiiggd ut a Pseudomonas denitrificans-ra és hason-
16 mikrobdkra jellemzd. Az anaerob, avagy oxigén-fiiggetlen utat a Propionibacterium sher-
manii, a Salmonella typhimurium és a Bacillus megaterium-ban azonositottak.

6.1.3. Elbaéllitas

A Bio-vitamin elééllitasara tobbféle eljards és tobbféle mikroorganizmus hasznalatos.

mikroorganizmus szénforras | fermentécids koriilmények Blz(rf;%eles
Propzombg ct.e‘rlum gliik6z |anaerob, 5,6-dimetil-benzimidazol 206
[freudenreichii

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

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

Pseudomonas denitrificans | szachar6z |aerob, betain 60

15. tabldzat B12 termelo torzsek

6.1.3.1. BI2 fermentdcio Propionibacterium torzsekkel

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

A dimetil-benzimidazol (DMBI) bioszintézise azonban oxigént igényel. Ezért a fermen-
taciot két szakaszra osztjdk. Az elsd hdrom napon a fermentéciét anaerob médon vezetik, ezalatt
termelddik a kobamid, a vitamin molekula nagyobb része. Ezt kovetden 1-3 napos kis intenzi-
tasu levegdztetéssel érik el a DMBI termelést és két molekularész 6sszekapcsolodasit. Emellett
meg kell oldani a keletkezett propionsav semlegesitését, a pH-t végig hetes értéken kell tartani.
Ez jelentds mennyiségl lugot igényel, mivel a termelt sav koncentricidja a tiz szazalékot is
elérheti. A baktériumok nem érzékenyek a szubsztrat inhibiciéra, egyesek 17 %-os cukoroldat-
ban is novekednek és termelnek. Ugyanakkor a termékinhibici6 1€p fel, a sok propionsav gatolja
a tenyészet anyagcseréjét. Ennek megsziintetésére tobb mérnoki megoldast is taldltak. A savakt
el lehet tavolitani a rendszerbdl mikrosziiréssel, hollow fiber modulokon keresztiil. Ez egyuttal
sejtvisszatartast is eredményez, amitdl megnd a reaktorban az aktiv sejtek szdma, ami megno-
veli a produktivitast. Mds megoldds a levegdztetett és nem levegdztetett szakaszok valtogatasa.
Optimalis esetben (pl. 6 6rds levegdztetés) a propionsavat felhaszndljak a sejtek, mig a vitamin
szintézis folyik.

A harmincgénes bioszintézis dacdra minden korban megkisérelték a torzseket genetikai-
lag feljavitani. A random mutécidk, a rekombinéns technikdk és a metabolikus fluxusmérnok-
ség mind javitott valamennyit a torzsek termeldképességén.
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6.1.3.2. BI2 fermentdcio Pseudomonas denitrificans torzzsel

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

Evtizedekkel késGbb a torzs genetikai feljavitdsa sordn nem egyesével manipulaltdk a gé-
neket, hanem egész, nyolc génbdl all6 operont amplifikaltadk multiképids plazmidokkal. Tobb
gén heteroldg kifejezését oldottdk meg, atvéve Methanobacterium ivanovii-bol és Rhodobacter
capsulatus-bol.

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

6.1.3.3. BI2 fermentdcié Rhodopseudomonas protamicus torzzsel

Ez voltaképpen mesterséges torzs, a kutatok a Protaminobacter ruber (mas néven Pro-
pionibacter ruber) és a Rhodopseudomonas spheroides protoplaszt fuzidjaval hoztdk létre. Az
alapgondolat az volt, hogy a Rhodopseudomonas fotoszintézisre képes torzs, anyagcseréjében
megtaldlhatok a bakterioklorofill bioszintézis génjei/enzimei. Ennek elso 1épései (az uroporfi-
rinogén-3-ig) kozosek a B12 szintézis 1épéseivel, és az igy termelt metabolitok ,.eltérithetok” a
vitamin termelés irdnydba. A létrehozott torzs segitségével versenyképes, 120-150 mg/l ter-
mékkoncentracio érhetd el.

6.1.3.4. B2 fermentdcié metanolhasznosito baktériumokkal

Felmeriilt az a lehetdség, hogy a mas fermentdcids technologidkban melléktermékként
képz6do biomassza vitamin tartalmat is ki lehetne nyerni. Megvizsgéltak példaul a szennyviz
eleveniszap B12 tartalmat, és az anaerob rothasztékban 1év0 iszapban talaltak 2-5 mg/kg vita-
mint. Ezeket a torzseket kiillonb6zo szénforrdsokon tartva kideriilt, hogy a metanolon megsok-
szorozddik a kobalamin termelés. Ez biokémiailag magyardzhatd, hiszen a B12 egy C-1 4tvivd
kofaktor, bekapcsolédhat a metanol anyagcserébe is.

A szennyviz iszap vegyes kulturat félfolytonos anaerob tenyésztésben fokozatosan meta-
nol szénforrasra allitottdk at. Hosszabb adaptécids idészak utan 1étrejott egy dlland6 keverék-
tenyészetet, mely két-hdrom Bi2 termeld és emellett hdrom-négy ,,szimbionta” torzsbol allt.
Megkisérelték az egyes torzseket izoldlni, és tiszta tenyészetben, steril fermentaciéban tenyész-
teni, de a termékképzés mindegyiknél elmaradt a vegyes kultdratol.

A folyamat nagyon olcsé, mert az eljards anaerob (nincs sziikség levegOztetésre), nem
steril, kozonséges vaslemez tartdlyokban, akdr 1000 m3-es 1éptékben is kivitelezhetd, keverési
igénye minimadlis (naponta négyszer negyedora). A félfolytonos eljards sordn naponta a fer-
mentlé 10%-at cserélik le. A befertdzodés veszélye csekély, mert a kizar6lagos szénforrdsként
adott metanol sterilizal6 hatast is kifejt. Ez tette gazdasdgossa a viszonylag alacsony hatéanyag

koncentracié (35 mg/kg) ellenére is.

Adalék: a Richter Gedeon Rt (kordbban Kébdnyai Gydgyszergydr) ezzel a technologidval a vildgpiacon is
szdmottevo mennyiséget termelt. Az 1950-es években a vildgtermelés (700 kg) felét hazdnkban gydrtottdk (362 kg).
A dorogi gydregység iizembe helyezésével (4x1500 m? fermentdcids kapacitds) tovabb novelték a termelést, 1977-
ben mdr egy tonndt gydrtottak (a vildgpiac ekkor mdr 10 tonndra novekedett). Az iizem az ezredforduloig miikodott,
de ekkor mdr annyira elhaszndlodott, hogy a feliijitdsa nem lett volna gazdasdgos.

6.1.3.5. Feldolgozds
A feldolgozas els6 1€pése a fermentlé hokezelése. Ez 10-30 perces forralés, 80-120°C-on,
6,5-8,5 pH-n. Ettdl a sejtek feltdarodnak €s a kidramlé vitaminnak koszonhetéen vorosre festik
a fermentlevet. Az igy kapott termék az instabil hidroxi-kobalamin, melyet melegen 1 g/ kali-
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um-cianid hozzdaddsdval 4talakitanak a stabilabb ciano-kobalaminnd. A sejttomeget kicsapas-
sal vagy centrifugdldssal elvdlasztjdk. A tovébbi tisztitds csapadékos és/vagy kromatografids
1épésekkel torténik (az atlatszo fali oszlopon jol kovethetd a vords szinti Bio-vitamin haladasa).
A terméket kétféle tisztasagi szinten forgalmazzak. A kb. 80%-o0s anyagot takarmédnyozasi célra
haszndljadk, human felhaszndldsra tovabb kell tisztitani 96-98%-ra.

6.1.4. Felhasznalas

A Bi2 nagyobb részét takarmdnyok komplettdlasara hasznaljak, egy-gyomriak (sertések
és szarnyasok) tenyésztése soran alkalmazzak. Novényi takarmanyok kiegészitdje, igy felhasz-
nalasdval allati fehérjét lehet megtakaritani, illetve novényi fehérjékkel helyettesiteni. Sertés és
csirketdpok esetében 10-15 mg Bi2-vitamint adagolnak 1 tonna takarméanyhoz.

A vészes vérszegénység manapsdg igen ritka korkép, de megel6zésképpen szdmos
gyogyszerkészitménnyel visznek be B12 vitamint az emberi szervezetbe.

A B2 éves piaca mintegy 10-12 tonna, beleértve a kiilonb6z6 vitaminformékat (ciano-
kobalamin, hidroxikobalamin, koenzim B2, metil-kobalamin).

6.2. B2-vitamin (riboflavin, laktoflavin)

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

A riboflavin egy alloxazin szarmazék, melynek redukélt formdja szintelen, oxidélt for-
madja voroses-barnds szinii. A flavin-mononukleotid valéjaban riboflavin-foszfat, amelyben a
cukoralkohol 6todik szénatomjdhoz egy foszforsav kapcsolddik. A flavin-adenin-dinukleotid
(FAD) egy adenilsavval kapcsolddé riboflavin-foszfat.

Megtaldlhat6 a tejben, mdjban, vesében, tojasban, azonban csak a tejben fordul el sza-
badon a riboflavin, egyéb élelmiszerekben kotott formdban, flavoproteinként. A riboflavin sok
humén- és allatgydgyadszati készitmény alkotéeleme, hidnya novekedészavart, borgyulladast
(dermatitis) €s szemkarosodast okozhat, ezért javasolt vitaminban dusitott kenyér (B2, B1, ni-
kotinsav) fogyasztésa.

HsC
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-
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94. dbra: A B2-vitamin szerkezete
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6.2.1. Gyartasok

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

Kémiai + biotechnolégiai vegyes eljardssal: a D-rib6z molekularészt fermentaciéval al-
litjak el6 (gliik6zbol Bacillus pumilus segitségével), és ezt kapcsoljdk Ossze a szintetikus allo-
xazin vazzal.

De novo fermentaciéval: tobb, egymastdl nagyon tavol all6 torzset is sikeriilt genetikailag
Uugy manipuldlni, hogy gazdasiagos mennyiségben (kb. 15 g/l) riboflavint akkumuléltak a fer-
mentlében. Manapsdg minden nagy gyart6 fermentéacids eljarast haszndl. A vildgpiacon mint-
egy féltucatnyi termeld cég van jelen, ezek mindegyike kifejlesztette a sajit termeld torzsét.
Nem keriilt be a tdblazatba, de Iétrehoztak olyan Lactococcus lactis torzset is, amely mind ri-
boflavinra, mind folsavra tdltermeld.

Torzs titer g/l ferm. ido,
ora
Eremothecium ashbyii 2,5
Ashbya gossypii (BASF) 6,5-15 168
Corynebacterium ammoniagenes 17,4 72
Bacillus subtilis Marburg 168 (DSM) 15 48
Bacillus subtilis (VNII304, orosz) 4.5 25
Bacillus subtilis Y32 (kinai) 3 72
Bacillus subtilis RH33 (kinai) 12

16. tdbldzat Riboflavin termeld torzsek

6.2.1.1. Riboflavin termelés Ashbya gossypii torzzsel

Id6ben elsoként az iparban két fonalas gombaval foglalkoztak. Kezdetben Eremothecium
ashbyii torzsekkel végezték a fermentaciot, majd egy hasonld, de genetikailag stabilabb torzsre,
az Ashbya gossypii torzsre dolgoztak ki fermentacids eljarast.

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

A tenyészet levegdigénye kicsi (0,3 vvm), a fermentaciés id6 hosszu (7 nap). A kiilonféle
szénforrasok (palmaolaj, kukorica lekvar, gliik6z, melasz, savd) koziil a melasz és novényi olaj
kombinécidjaval lehet a legnagyobb, 15 g/l-es koncentraciot elérni. A fermentéacié harom sza-
kaszra oszthatd. Az elsO, szaporodasi fazisban piruvat termelés és ennek megfelelden a pH
csokkenése jellemzd. A masodik iddszakban a tenyészet spérasodik, a piruvat felhasznalodik,
és az ammonia felszabaduldsa megemeli a pH-t. Végiil gyors riboflavin képzddés jelentkezik,
de ez a termék FAD és FMN form4jaban a sejtekhez kotodik.

6.2.1.2. Riboflavin termelés Bacillus subtilis torzzsel
Mivel ez a torzs prokariota, a biokémiai anyagcsereutakat egyszeriibben lehetett vizsgélni
és modositani. A riboflavin bioszintézisét megvizsgalva kideriilt, hogy a sziikséges enzimek
egyetlen, mintegy 4,3 kb-nyi operonon helyezkednek el. A génamplifikaci6 és a szabalyozasi
régiok kicserélése egy erds konstitutiv promoterrel (SPO-1 fag) megnovelte a riboflavin terme-
1ést. A tiltermelést megakadédlyozé szabdlyozast antimetabolit (roseoflavin) rezisztens mutan-
sok izoléldsaval keriilték meg.
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A fermentécié oldaldn a szamitégépes irdnyitds noveli a technoldgia hatékonysagat. A
cukor rataplalas és a pH szabalyozds fuzzy logic alapu automatizaldsét elsként a japanok ol-
dottadk meg.

6.2.1.3. Riboflavin termelés Corynebacterium ammoniagenes torzzsel
A torzs termelOképességét rekombindns DNS-technikédval novelték meg. Megkeresték a
C. ammoniagenes legerdsebb promoterét (P54-6), és ezt épitették be az operon elejére. Ettdl a
termeld enzimek aktivitasa 2,4-44-szeresére emelkedett. (Az els6 1épés a leglassabb, a sebes-
ség-meghatarozo.)

Technol6giai paraméterek

A fermentécids upstream technoldgidk minden esetben steril, szubmerz, aerob eljarasok.
Nagy mennyiségili, konnyen metabolizalhaté cukrot (gliik6z, melasz) adnak szénforrasként, ra-
taplalasos technikaval. A szénforrds hasznosulasa a vitaminra nézve gyenge, tomegre szdmolva
5-10% koriili.

A riboflavin oldhatésdga rossz, vizes kozegben csak 80-100 mg/l. Emiatt megtermelt €s
kivalasztott riboflavin a fermentlében sargds, tiis kristdlyok formdjédban kivélik. Az elérhetd
termékkoncentracié 15 g/l koriil van. Egy kinai kozlés beszamol 25-30 g/l-es technol6gidrél,
48 oras fermentacids idovel, de ezt a kiugré adatot més informéacidk nem tdmasztjak ala.

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

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

6.3. C-vitamin (L-aszkorbinsav)

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

A vizoldékony, erdsen redukdl6 vegyiilet szervezetiinkben rendkiviil fontos antioxidans,
emellett szimos reakciot segit el kiilonb6z6 biokémiai folyamatokban.

Az L-aszkorbinsav a legtobb €16 szervezet szamdra egy fontos metabolit, de a tobbi vita-
minnal ellentétben a legtobb 4dllati szervezet képes a C-vitamin el6allitasdra. Kivételnek szamit,
hogy az ember és néhany mas faj (pl. a tengerimalac) nem képes szintetizalni, a taplalékkal kell
bevinni.

HO OH

95. dbra Az L-aszkorbinsav szerkezete
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Aszkorbinsav legfontosabb feladata, hogy megvédje a sejteket a karos oxidalé hatdsu
anyagoktodl. Az élelmiszerekben részben vitamin adalékként, részben antioxidansként hasznal-
jék. Szerepe van emellett a kotészovetek megfeleld Gjraképzddésében, molekuldris szinten a
kollagén érésében. A kollagént alkotd prolin molekuldk hidroxi-prolinnd valé atalakulasédhoz
nélkiilozhetetlen. E hatdsa miatt kozmetikumokban is alkalmazzdk.

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

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

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

96. dbra A Reichstein eljdrds

Jelenleg a kereskedelmi forgalomba keriild L-aszkorbinsav tilnyomo részét a D-gliikoz-
bél kiindulé Reichstein eljarassal gyartjak. A Reichstein eljards 6t kémiai és egy biokonverzids
1épésbal all. A konverzid sordn a D-szorbitot oxidaljak L-szorb6zza Acetobacter suboxydans
segitségével. A szorbdzt kénsavas vizelvondssal két aceton molekuldval kondenzéltatjak. A di-
acetonidet palladium katalizatorral 2-keto-gulonsavv4 alakitjdk. Ebbdl tovabbi két kémiai 1é-
péssel kapjék az aszkorbinsavat.

Az enzimes dtalakitds a maga idejében (1934) nagyon nagy eldrelépésnek szamitott, mi-

vel az enzim célzottan, régidszelektiven csak

egyetlen hidroxil csoportot oxidélt. A reakcid ?H2OH ?Hi’OH
a Bertrand szabdly iskolapélddja, a reakcid HO—(E—H CE::O
csak olyan szubsztraton, illetve région megy HO—C—H - 2[H] HO—C—H
végbe, amelyben hdrom vicindlis OH csoport H—(|3—OH Acetobacter H—&—OH
sztereokémiailag egy irdnyba mutat (sztereo- | f

cisz helyzet). A harom alkoholos OH koziil a HO_?_H HO_Cy_H
kozépsd oxidalodik ketocsoporttd, igy jon CH0H CH,OH
1étre a szorbdz.

) . L. . 97. dbra Szorbit — szorboz oxiddcio
A Reichstein technol6gia azonban tobb

magas homérsékletii és/vagy nyomadsu 1épést tartalmaz, kornyezeti szempontbol kdros vegysze-
reket haszndl, és az eredd hatdsfoka alig haladja meg az 50%-ot. Emiatt prébalkoztak egysze-
riibb, tobb biotechnoldgiai 1épést alkalmazé technoldgidkkal is. Az utolsé két 1épést nem lehet
kikeriilni, de a 2-keto-gulonsav eldallitdsara tobb biokonverzids technoldgiat is kidolgoztak.

A 2,5-diketo-L-gulonsav utvonal két egymads utdni mikrobidlis reakciét haszndl a 2-keto-
L-gulonsav kialakitasara. Az elsd 1épésben a kiindulasi D-gliik6zt egy Erwinia sp. torzs oxidal-
ja 2,5-diketo-L-gulonsavva, majd a masodik 1épésben ezt egy Corynebacterium torzs 2-keto-L-
gulonsavva redukalja. Ez joval praktikusabb folyamat, mint az el6z0, mivel a négy 1€pés helyett
csak kettd sziikséges, mindkettd j6 hozammal mitkddik €s a durva kémiai 1épések elhagyhatok.
Ezt a transzformécids ttvonalat tovabbfejlesztették tigy, hogy heteroldég expresszidval egyetlen
torzsben egyesitették az enzimeket. Igy a D-gliik6z a genetikailag médositott torzsek hasznala-
taval kozvetleniil, egy 1épésben dtalakithat6 2-keto-L-gulonsavva.

106



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia VITAMINOK
(llHO (|ZOOH (|300H
H——(ll—OH %:O G=0
HO—C—H E. herbicola  HO—C—H Corynebacterium sp.  HQ— (l;_ H
| > | >
H—?—-OH H—?—OH o H—(ll—OH
H—(IZ—OH (IT_—.O HO—(IZ—H
|
CHZOH CH20H CHZOH
D-Glucose 2,5-Diketo-gluconic acid 2-Keto-L-gulonic acid

recombinant Erwinia herbicola

98. dbra C-vitamin gydrtds rekombindns Erwinia herbicola torzzsel

A vilagpiac évente 60-70.000 tonna, a novekedési litem kb. 3 %-os. Ennek a mennyiség-
nek mintegy a felét forgalmazzédk vitaminként gyogyszerekben és élelmiszerekben, a masik fe-

1ét antioxiddnsként és adalékként egyéb termékekben.
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7. ANAEROB TECHNOLOGIAK

Anaerob technol6gidk = erjedési iparok

Az erjedés a heterotr6f mikroorganizmusok anaerob energiatermeld folyamata, amely a
szénhidratok ill. egyes szarmazékaik egy vagy tobb szén-szén kotésének hasitdsival és az oxi-
génatomok 4trendezddésével jar. A heterotréf mikroorganizmusok energiatermelése anaerob

koriilmények kozott erjedéssel torténik.

Adalék: a fermentdcio (fermentation, Gdhrung) szo eredetileg csak ezt az anaerob folyamatot jelentette. A
XX. szdzadban a biotechnologia kialakuldsdval és térhoditdsdval viszont a jelentés eltolodott, az aerob mikrobidlis
folyamatokat is igy nevezziik.

Az anaerob anyagcserének sokféle reakcidja és terméke van, de néhany k6zos szabdly-
szerliséget megfigyelhetiink. A szénhidratokat hasznosité glikolizis anaerob ATP-termeld fo-
lyamat, tehat oxigén nélkiil is miikodik. Végterméke a piruvit €s a NAD-hoz kotott hidrogének.
Ez utébbiak okozzdk a nehézséget, ezeket kell valahova depondlni, hogy a koenzimek tjra fel-
hasznalhatok legyenek. Ez az a természetes folyamat, amit az ipari enzimes reakcioknal ,,.koen-
zim regeneralds” néven tudatosan, tervezetten alkalmazunk. Sokféle molekula lehet hidrogén

akceptor, ennek megfelelden sokféle termék képzddhet, akar molekuldris hidrogén is. A kiilon-

Ethyl alcohol

Butyric acid CcO, Acetic acid
Butyl alcohol Lactic acid
Acetone Succinic acid
Isopropyl alcohol Ethyl alcohol
CcO CcO
H22 Sacch. myces sz
Clo

Pyruvate

Propioni i acter

Formic acid
Ethyl alcohol
Lactic acid
2,3-Butanediol

Lactic acid CcO,

Hy

Propionic acid
Acetic acid
CcCO,

99. dbra Az anaerob termékek sokfélesége

boz6 anyagcseréjli mikrobdk mas-mas termékeket hoznak 1étre (99. dbra).

Ha ebben a fazisban megéllitjuk a folyamatot, sokféle hasznos terméket kaphatunk. To-
vabbvive viszont a metanogén fazisba jutunk, ahol mér csak metdn, szén-dioxid és szervetlen
anyagok maradnak.

Anaerob technol6gidkkal nagyipari 1éptékben éllitanak el6 olyan tomegtermékeket, mint
Etanol
Biogaz
Tejsav
Aceton-butanol-etanol elegy
Dextran
B12 vitamin

VVVVVYY
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Az etanol €s a biogdz gyartds mds tantargyak anyaga, ezért itt nem foglalkozunk vele. A
B12 vitamin fermentacié az eldz6 ,,Vitaminok™ fejezetben szerepel, a dextrdn gydrtds pedig
kés6bb, a mikrobidlis poliszacharidok kozott keriil sorra. fgy csak két technolégia marad, a
tejsav és az ABE gyartas.

7.1. Tejsav gyartas

7.1.1.  Tulajdonsagok

A tejsav optikailag aktiv vegyiilet, két izomer, az L(+) €s a D(-) formdjdban, illetve a kettd
racém elegyeként (DL tejsav) fordul eld a természetben. A forgatds irdnya megfordul, ha a
szabad savbol észter vagy kétértékli fémso képzodik.

?OOH

Coos
H,c” 3 H { “CH;,
OH HO

(S)-Lactic acid g (R}-Lactic acid
or (+)-Lactic acid or (-)-Lactic acid

HOO?
w G

100. dbra A tejsav optikai izomerei

Erdekes jelenség, hogy az izomerek olvadaspontja jelentésen kiilonbozik. A tiszta izome-
reknél 53 °C, a racém keveréknél viszont csak 16,8 °C. Vizzel korlatlanul elegyedik, forrpontja
magas (~228 °C), ezért vakuumban kell desztillalni (fp.: 0,5 Hgmm-nél 82 °C, 14 Hgmm-nél
122 °C).

7.1.2. Bioszintézis

Az (L)-tejsav tipikusan az anaerob anyagcsere terméke, a pirosz6l0sav hidrogénezésével
keletkezik. A tejsavas erjedés esetén a tejsav-dehidrogendz egy NADH és egy proton segitsé-
gével a piruvatot laktattd redukalja.

2 ADP + 2(P); 5“2,7\\11?
\

/ \ "
%o
o  L2naD*] CcH,
é=o \j 2 Pyruvate
H—(I:—OH= J
CH,

101. dbra A tejsav képzodés a glikolizishez kapcsolt reakcio

A tejsav termelOk anyagcseréje nem egységes, két alaptipusba sorolhatd. A kiilonbség
abban 4ll, hogy a kiindulési hex6zbdl kiilonb6z0 tton jutnak el a piruvatig.
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Glucose Pentose
Fructose-1,6diP Glucose-6P
Aldolase +
Gluconate-6P
Triose-3P co,
Xylulose-5P ———
* Phosphoketolase

Pyruvate -¢——————— Triose-3P + Acetyl-P

/

Lactate Ethanol (or Acetate)
Embden-Meyerhof pathway Pentose phosphate pathway
Homofermentation Heterofermentation

102. dbra A homo- és heterofermentativ tejsav képzodés

A homofermentativ torzsek egy hex6zbdl két tejsavat képeznek, melléktermék nélkiil,
mig a heterofermentativak csak egy molekula tejsavat termelnek, mellette egy kétszénatomos
egységet (ecetsavat és etanolt) és egy szén-dioxidot.

A heterofermentativ torzsekben az aldoldz enzim hidnyzik, és emiatt a tejsav mellett sz4-
mottevé mennyiségben etanol és ecetsav is képzddik. Ez esetben a gliik6z a pent6z-foszfat tton
hasznosul, és a xilul6z-5-foszfatbol csak egy piruvat lesz, mellette egy acetat és egy szén-
dioxid. A homofermentativ torzsekben glikolizis j6l miikodik, ezért elméletileg 1 mol hex6zbol
2 mol tejsav johet létre. A gyakorlatban ez az ardny valamivel kevesebb, de a hozam a 90%
folotti.

A tejsav termelésnél termékinhibici6 érvényesiil. A nem-disszocialt tejsav fejt ki gatld
hatdst, a disszocialt nem. Tehat savas kozegben lelassul a fermentécid, de ha k6zombositjiik a
savat, akkor ez a hatds nem Iép fel.

Anaerob viszonyok kozott a keletkezett laktat kidiffunddl a citoplazmamembranon 4t a
kornyezetbe.

7.1.3.  Atejsav termel6 torzsek

A szénhidréitokat tejsavva lebontd baktérium nemzetségek €s fajok a Bergey's Manual
szerint a kovetkezd csoportokra oszthatok:
17. csoport: Gram pozitiv coccusok: Lactococcus, Enterococcus, Pedicoccus, Saccha-
rococcus, Streptococcus;
18. csoport: endosporaképz6 Gram pozitiv palcdk és coccusok: Bacillus, Sporolacto-
bacillus;
19. csoport: normdl, nem sp6rdz6é Gram pozitiv palcak: Lactobacillus
A tejtermékek (joghurt, kefir, sajtok) eldallitdsaban nagyon sok faj, jellemzden vegyes
kultdrdban részt vesz, de a tejsav gyartasanal a Lactobacillus-okat haszndljak, mert ezek jéval
savtlirobbek, mint a tobbi tejsav baktérium.
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A baktériumok mellett tobb gombanemzetség is termel tejsavat, pl. a Rhizopus, Mucor és
Monilia, am az Aspergillusok, Fusariumok és Penicilliumok nem. Egyes Rhizopus fajok fer-
mentacids szempontbdl gazdasdgosabban termelik a tejsavat, mint a baktériumok. Egyrészt ké-
pesek keményitdbdl is tejsavat elddllitani hidrolizalé enzimrendszeriik segitségével, méasrészt
szervetlen nitrogén forrdsokat is tudnak hasznositani, valamint nem igényelnek aminosav és
vitamin-kiegészitést sem. Anyagcseréjiik elméletileg 1,5 mol tejsavat ad 1 mol gliik6zbol. En-
nek dacdra az iparban Lactobacillus-okkal allitjak el a tejsavat.

A Lactobacillus-ok kozott homo- és heterofermentativ fajok egyarant eléfordulnak. A
legtobb torzs az egyik tiszta enatiomert termeli, de néhdnyban racém keverék képzddik. Ezek-
ben mindkét sztereospecifikus laktiat-dehidrogendz enzim megtaldlhaté. Tobbségében az L(+)
tejsavat gyartjak.

Baktérium anyagcseretit enan” | ozénforrds
tiomer
Lactobacillus delbrueckii ssp. . . laktoz, savo,
bulgaricus kordbban L. bulgaricus obligdt homolaktikus D() permedtum
Lactobacz{?us rhamnosus korabban L. homolaktikus, indukalhat6 gliik6z, )
delbrueckii i L(+) | szachardz,
heterolaktikus
burgonya
. . - . laktéz,
Lactobacillus helveticus obligat homolaktikus DL p
permedtum
Lactobacillus amylophilus obligit homolaktikus L(+) | keményitd
Lactobacillus amylovorus obligat homolaktikus DL | keményitd
Lactobacillus casei ssp. casei és ssp. homolaktikus, indukalhat6 . )
. L(+) | laktdz, savo
rhamnosus heterolaktikus
Lactocqccus gactls ssp. lactis és ssp. . obligat homolaktikus L(+) laktoz,/
cremoris kordbban Streptococcus lactis permedtum
Streptococcus thermophilus obligédt homolaktikus L(+) | laktoz

17. tdbldzat A tejsav termeld torzsek jellemzdi

Az ipari termel06 torzseknél alapvetd kdvetelmény a sav-tolerancia (pH=4,4-ig) és a bak-
teriofagokkal szembeni ellendllé képesség. A fagok igen nagy karokat okozhatnak a tenyésze-
tekben, ezért kulcskérdés a genetikailag rezisztens vonalak szelekcidja.

7.1.4. A tejsav termel6 tbrzsek tapanyagigénye

Az alkalmazott szénforrds faj-, esetenként torzsfiiggd: gliik6zbdl, lakt6zbol, maltdézbol,
sOt keményitobdl is képesek tejsavat erjeszteni.

A tejsav baktériumok anyagcseréje tobb ponton hidnyos. Nem képesek a citokrom és a
porfirin (1€gzési lanc részei) 1étrehozasara, a proton-gradiensek segitségével nem tudnak ATP-
t 1étrehozni, azt foként a glikolizisbdl nyerik. Nem tudjdk hasznositani a szervetlen nitrogén
vegylileteket, komplex, szerves nitrogén forrast igényelnek. Emellett sziikségiik van vitaminok-
ra, purin és pirimidin bazisokra.

Adalék: Erdekes jelenség, hogy ezek a torzsek ilyen hidnyos anyagcserével fenn tudtak maradni az evolii-
cios tilélési versenyben. Meg tudtdk taldlni azokat az élohelyeket, dkologiai fiilkéket, amelyekben komplex tdp-
anyagokhoz juthattak (pl. novényi nedvek — Ild. silozds). Savtermelésiik ugyanakkor versenyelonyt jelent a tobbi
baktériumfajjal szemben.

A tejsav baktériumok mindegyike képes a lakt6zt felvenni és hidrolizélni, majd a galak-
tézt hasznositani.
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7.1.5. A tejsav fermentacio

A teljesség kedvéért emlitsiik meg, hogy a tejsav eldéllitasra 1étezik szintetikus vegyipari
technoldgia. Acetaldehid és hidrogén cianid reakcidjaval laktonitril keletkezik, majd ezt erds
savval tejsavva hidrolizaljdk. A kapott termék racém, ami korlatozza a felhasznalhatésagat,
masrészt a rendkiviil mérgez6 alapanyag miatt kiilonlegesen kialakitott iizemre van sziikség. A
viladg tejsav termelése viszont nagyrészt (~70%) biotechnolégiai eredetii. A tejsavas erjedés
spontdn médon is végbemegy, a haztartisokban empirikus médon évezredek 6ta alkalmazzak.
Ilyen folyamat a

kaposzta savanyitas

aludttej, kefir, joghurt, gyartas
kovészolas

kovéaszos uborka készités

YV VVY

Az ipari fermentacios technoldgidkra jellemzo a nagy szénforrds koncentracié (120-150 g/l).
A tapoldatban komplex nitrogén tartalmi komponenseket adnak a tejsav baktériumokra jellem-
z0 vitamin- és aminosav auxotréfidk miatt, mint pl. a kukoricalekvar, malata kivonat, szdja
kivonat. J6 tdpanyag a melasz is, de a benne 1évd egyéb anyagok megnehezitik a termék tiszti-
tasat a feldolgozasi szakaszban, ezért nem terjedt el. Savé szénforrds esetén a tejcukor mellett
oldatban 1évo egyéb komponensek nagyrészt fedezik a baktériumok tdpanyag igényét. Ugyan-
akkor a tilzott sejtnovekedés lelassitasara nitrogén- és/vagy foszfor limitaciot dllitanak be.

A fermentdciot magas hdmérsékleten (40-60 °C) vezetik. A fermentorok szinte tetszole-
gesen nagy méretiiek lehetnek (akdr tobb szdz m?), mivel a technolégia anaerob, nem kell leve-
gOztetni. A savtartalom miatt a késziilékeket rozsdamentes acélbdl kell késziteni. Egy minimé-
lis keverésre sziikség van, de ez csak a fermentlé homogenizéldsara, az iilepedés megakadalyo-
zésdra szolgdl). A keletkez6 tejsavat kozombositeni kell, mivel a savas kozeg kdrositja a sejte-
ket. Erre tobbféle megoldast alakitottak ki.

» CaCOs3 (mészkdliszt) a tdpoldatban. Ez a megoldads nem igényel pH mérést és szaba-
lyozast, kémiai automatizmussal torténik, de plusz egy szilard fazist visz be rendszer-
be, ami problémékat okozhat.

» Alkali ligok adagolasaval. Ehhez sziikség van pH méro elektrédra és szabalyozé rend-
szerre, valamint jelentOsen higitja a fermentlevet.

» NH3 gaz beftivatdsaval. Az ammonia azonnal beoldédik a 1ébe, és ammdnium-hidro-
xidként reagdl a tejsavval. A bazis dragabb, mint az alkali lugok, de nem higitja a
fermentlevet.

A sterilitds megOrzésére nem kell nagy gondot forditani. Az oxigénhidny, a savas kozeg
és a magas homérséklet egyiittesen kedvezdtlen kdrnyezet a legtobb gyorsan ndvo mikroorga-
nizmus szdmara.

A fermentdci6 idG6tartama 2-4 nap. A kinyerés szempontjabdl fontos, hogy a cukor kon-
centracié a végén minimadlis legyen a fermentlében. A folyamat végén el lehet érni a 12-15%-
os tejsav koncentraciot, de ennek hatédrt szab a kalcium-laktat oldhatésaga. A keletkezett bio-
massza a beadott cukor silydnak kb. 15%-a, azaz a fermentlére nézve 2-2,5%.

A folyamat klasszikus kivitelezése a szakaszos fermentacid, mivel ezzel lehet nagy ter-
mékkoncentraciot elérni. A produktivitds értékek viszont a folytonos fermentdciondl sokkal
jobbak, de alacsonyabb tejsav koncentraciéval. A kettd elOnyeit egyesiti a sejtvisszatartasos
folytonos rendszer, ahol egy membranon keresztiil veszik el terméket tartalmazé levet, mig a
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sejtek a fermentorban maradnak. Igy extrém nagy sejtsiiriiség érhet6 el, ami megnéveli a bio-
kémiai reakci6 sebességét. llyen megolddsokkal fenn lehetett tartani a 60-120 g/l-es termék-
koncentraciét igen nagy produktivitds értékek mellett.

7.1.6. A tejsav izolalasa (downstream processing)

A feldolgozasi miiveletsor nagyon sokféle valtozatban ismert, kialakitasuk fiigg:
- fermentlé tulajdonsagaitol (milyen koncentracidban és milyen kationnal alkotott s for-
madjaban van jelen a laktat)
- végtermék kivant tisztasagatol, azaz a végso felhaszndlasi céltol

A fermentlében a sejtek és sejttormelékek mellett mindig talalhaté kis mennyiségii fel
nem haszndlt cukor, egyéb szerves sav (ecetsav, esetleg fumadrsav), szinanyagok, szervetlen
sOk, ezen beliil fémionok.

A tejsav végtermék megkivant tisztasdga lehet ipari, élelmiszeripari vagy gyégyszerkony-
vi mindség. A polimerizicids célra haszndlt tejsav egyes tisztasdgi mutatdi szigoribbak, mint a
gybgyaszati mindségnél, példaul nem tartalmazhat szénhidratot.

A ,heat stable” mindsités olyan tisztasdgu tejsavat jelent, amely kénsavval melegitve sem
ad elszinezddést.

A , klasszikus”, kalciumos technologia
A ,klasszikus” feldolgozasi technoldgia a ,.klasszikus”, kalcium-laktatot tartalmazé fer-
mentlére épiil. Lépései a kovetkezok:
1. A fermenticié vagdsa utdn a homérsékletet 80-90 °C-ra emelik, az oldat pH-jat kalci-
um-hidroxiddal 10-11 koz¢€ allitjak. Ezzel a ldgos f6zéssel a mikroorganizmusokat el-
Olik és a jelen 1€vo fehérje természetli anyagokat kicsapjdk. Ezen a homérsékleten és
pH-n a kalcium-laktét oldhatdsaga jo, teljes egészében oldatba megy.
2. A kivalt csapadékot melegen elvalasztjak (jellemzden sziiréssel)
3. Az oldatban kénsav hozzdadasédval felszabaditjdk a tejsavat, a kalcium gipsz forméd;a-
ban kicsapodik.
4. A jelenlévd fémionokat (vas, réz) kénhidrogén, vagy hexaciano-ferrat s adagoldsaval
lecsapjék.
A csapadékos oldatot lesziirik, jellemzen vakuum dobsziirdvel, esetleg sziir6préssel.
. A szinanyagokat €s a szennyez0 ionokat aktiv szenes deritéssel tavolitjak el.
7. Akapott tejsav oldat tetszdlegesen toményithetd, akar 80-90 %-ig, csokkentett nyoma-
son.

o

A bemutatott technoldgia eldnye, hogy jol ismert, kidolgozott eljards, amelyet ipari 1éptékben

is sokszorosan kiprébéltak. Hatranya, hogy:

- nagyok a veszteségek, a teljes sorban a termék mintegy 20 %-a elvész.

- igen nagy a vegyszerigénye, 100 tonna termék kinyeréséhez mintegy 45 tonna Ca(OH)a és
55 tonna kénsav sziikséges

- ennek megfelelden a termékkel kozel azonos tomegili melléktermék (gipsz, CaSO4[2H,0)
keletkezik

- ilymddon csak élelmiszeripari tisztasagu tejsav allithat6 eld, nagyobb tisztasdghoz tovabbi
miuveletekre van sziikség.
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103. dbra A tejsav gydrtds anyagforgalama

A, kalcium nélkiili” technologidak miiveletei
A tejsav gyartas fejlesztése sordn egyre inkabb arra torekedtek, hogy a mell6zzék a kal-
ciumot, €s mas bazisokkal (NaOH, NH4OH, esetleg KOH) k6zombositsék a keletkez6 savat.
Ez a véltoztatds kihat a feldolgozasi technol6gidkra is. Megfelel6 technoldgia kialakitasaval a
bazis a feldolgozas sordn visszanyerhetd és Ujra felhaszndlhaté a fermentalt sav k6zombosité-
sére. A fejlesztések irdnya a kalcium mell6zésén kiviil a kinyerés hatékonysdganak fokozasa és
a termék tisztasdganak novelése.

Ha a feldolgozasi technolégidkat 1épésekre bontjuk, az egyes miiveleteket harom kategdridba
sorolhatjuk, amelyek sorrendje nem kotott, hanem opcionalis:

1. aszabad sav felszabaditdsa s6jabol

2. koncentrdlé miiveletek

3. tisztitasi miiveletek

A szabad sav felszabaditdsa sojdbol

A folyamat kulcslépése minden esetben a szabad tejsav eldéllitdsa s6jabol. Ennek megval6si-

tasara tobbféle eljarast dolgoztak ki, ezeknek megfelelden valtozik a vegyszerigény €s a kelet-

kez6 melléktermékek mennyisége. Néhany valtozat:

- A szlrt fermentlé savanyitisa kénsavval. A mddszer hatranya, hogy sztochiometrikus
mennyiségli kénsav sziikséges, €s ennek megfeleld6 mennyiségii ammonium-szulfat mellék-
termék keletkezik. Ez értékesithetd miitragyaként, de mivel viszonylag kis koncentacioban
(kb. 1 M) jelenik meg, toményitése és kristalyositdsa sok energiat igényel.

- A szabad sav el6dllitasa torténhet kation cserélé gyantan is. A H* fazisban 1évé gyantaval
lecserélik az elleniont, és ezzel tejsavat kapnak. Az eljaras elegansnak tlinik, azonban 6ridsi
méretli gyantadgyra van sziikség, amelynek regenerdldsandl szintén sztochiometrikus
mennyiségll er0s savra van sziikség, amelybdl melléktermékként dsvéanyi s keletkezik.

- A laktat s6 megbontdsdra alkalmas a bipoldris membranokat alkalmazé elektrodializis
(EDB) is.
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Koncentrdlo miiveletek

A képzddd tejsav, illetve laktdt koncentracidja a fermentdcié végén kozelitdleg 1
mol/liter. Ez kiilonféle akkumulalé technikdk alkalmazasaval novelhetd kb. 1,5 molig. A vég-
termékként kiadott tejsav koncentracidja viszont igény szerint 80-90-95%, esetleg efolotti ér-
ték. Eszerint a technoldgia sordn mindenképpen sziikség van a koncentraciét néveld miivele-
t(ek)re:

- Bepérlds. A tejsav forrdspontja igen magas (228 °C), emiatt a viz lehajtdsdnak latszolag
semmi akadalya. A 100 °C koriili hdmérsékleten azonban karos folyamatok indulnak be,
egyrészt a fermentlébdl szdrmaz6 anyagok sotét szinanyagokat képeznek, masrészt a tej-
savmolekuldk is kondenzalédni kezdenek. A gyakorlatban ezért vdkuum desztillaciét alkal-
maznak (fp.: 0,5 Hgmm-nél 82 °C, 14 Hgmm-nél 122 °C).
extrahdlhat6 (C4-C8 alkoholokkal, ketonokkal vagy éterekkel - MIBUK, DIBUK, DIPE).

- Reverz ozmézis. A klasszikus forditott ozmozis, amely csak a vizet engedi 4t, alkalmas ipari
1éptékben is a laktat oldatok koncentralasara. pH=6 koriili értéken koriilbeliil 90%-os reten-
ci6 érhetd el.

- (Monopoléris) elektrodializis. Az eredetileg sdmentesitésre kidolgozott elektrodializis j6l
alkalmazhat6 séoldatok koncentrdldsdra is. Az ammonium laktét oldatot 20-25 %-os kon-
centracioig lehet toményiteni, ugyanakkor a nemionos szennyez6 anyagok egy részétdl is
meg lehet szabadulni.

Tisztitdasi miiveletek

A technoldgia soran, illetve a végtermék mindségének beallitdsa sordn sziikséges a kis
mennyiségben jelen 1évo, de zavar6 hatdsu komponensek eltavolitdsa. Ezek az anyagok tobb-
féle elv szerint csoportosithatok. Egy résziik makromolekula, amely a tdpoldatbdl marad, illetve
a mikroorganizmusok lizisénél képzddik. Jelen vannak ezen kiviil kis szerves molekuldk (cuk-
rok, aminosavak, szerves savak, szinanyagok) illetve d4svanyi ionok is. Tulajdonsdgaiknak meg-
felelden sokféle elvalasztisi miiveletet alkalmazhatunk.

7.1.7. Atejsav felhasznéalasa

Az emberiség nagyon régéta fogyaszt tejsav tartalmu €lelmiszereket (tejtermékek, kova-
szolt 4ruk, kovészos uborka, bor, sor). Igy természetes, hogy az iparszerti élelmiszergyértdsban
is haszndljdk a tejsavat, mint kellemes izli (14gy, nem karcos) savanyit6- és tartositoszert. A
tejsavat és soit az FDA is biztonsdgosnak mindsitette (GRAS: generally recognized as safe).
Ugyanigy engedélyezték a sztearoil-lakatokat és mas észtereket, amelyeket a siitiparban a tész-
tak allagjavitasara hasznédlnak. Ezek gyartdsahoz nagyon tiszta ,,hOstabil” tejsavra van sziikség.

A bdriparban €s a textiliparban technikai mindségili tejsavat haszndlnak a savas aztatas-
hoz. A szervetlen savak hasznélata olcsobb ezekben a folyamatokban, de a kdrnyezetvédelmi
szempontok miatt terjed a tejsav haszndlata.

Sok gyoégyszer- €s kozmetikai termék tartalmaz tejsavat, illetve szarmazékait. A kozme-
tikai termékekben hidratalo, emulgealo és stabilizalo komponensként szerepelnek. A kalcium-
laktatot széles korben haszndljak a kalcium-hidny kezelésére, pl. a varandéssag ideje alatt.

Nagy potencidl van a politejsavnak, mint bioldgiailag lebomlé milanyagnak az elterjedé-
sében. Puha csomagoldanyagok €s filmek készitésére alkalmas. A talajban nedves koriilmények
kozott harom hénap alatt szétesik és egy-két év alatt teljesen lebomlik. Becslések szerint a po-
lilaktét elterjedésével a jelenlegi ~200.000 t/éves termelés meg is dupldzddhat.

Masik ,,z0ld” alkalmazds a tejsav észterek, pl. a butil-laktat alkalmazésa a szénhidrogén
alapu oldészerek helyett. JOI hasznédlhatok festékek, lakkok, lemosdk oldészereként. Alkalma-
zasukkal csokkenthetd a koolaj felhasznélds, masrészt a természetben gyorsan lebomlanak.
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104. dbra A tejsav szdrmazékai és alkalmazdsa

7.2. Aceton-butanol-etanol (ABE) fermentacio

7.2.1. Bevezetés

A butanolt erjesztési termékként el0szor Pasteur emliti 1861-ben. Termelése az aceton-
butanol-etanol (ABE) anyagcseredton torténik. A harom termék parhuzamosan képzddik,
ardnyuk 4ltalaban 3:6:1. Az ipari fermenticids gyértds a huszadik szdzad legelején kezdddott.
A viltoz6 igényeknek megfeleléen mindig mas anyagot tekintettek foterméknek. Az 1. Vilag-
habort el6tt a szintetikus gumi (butadién) gyartasdhoz a butanolra volt sziikség. Az 1. Vilagha-
boru idején viszont inkdbb az acetont tekintették foterméknek, mert ezt hasznaltdk a TNT rob-
bandanyag gyartdsidhoz. A Vildghdbora utdn djra a butanol vélik fontoss4, a festékek, lakkok
olddszereként (butilacetat formaban).

A maésodik vildghabori alatt megint az acetonra volt nagyobb igény, ezuttal a Cordite
(tizérségi 16szerek robband anyaga) gyartasdhoz.

A szdzad masodik felében a kdolaj bazisu termékek kiszoritottdk a fermentalt olddszere-
ket. A kdolajipar fejlodése mellett a kozrejatszott a melasz drdnak jelentds emelkedése is. Az
tizemek nagy részét az dtvenes években ledllitottak, kivéve néhdny specidlis adottsagu orszagot
(pl. Tajvan és Dé€l-Afrika) ahol a gyartds fennmaradt a nyolcvanas évekig. Az olajvalsag idején
néhdny lizemet djrainditottak, majd ezek is ledlltak. Jelenleg csak néhdny kisebb iizem miiko-
dik, olyan helyeken, ahol olcsé és masképpen nem hasznosithaté melasz keletkezik.
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A XXI. szazadban a butanol, mint biotizemanyag/adalék keriilt Gjra a kutatdsok fokusza-
ba. A természeti eréforrdsok kimeriilése megndvelte az alternativ iizemanyagok irdnti keresletet
és ez arra késztette a tudésokat, hogy tjabb stratégidkat tarjanak fel ebben az irdnyban. A mai
napig az etanolt tartjak a legmegfelelobb biolizemanyagnak, mert gyartdsa egyszerli a méar ki-
dolgozott erjesztési technoldgidkkal. Azonban az etanol nem a legjobb valasztds, mert higrosz-
kopos és nagy a gdznyomadsa. Ha alternativat keresiink, akkor taldn a butanol a legigéretesebb,
mert egyrészt jobbak a fizikai tulajdonsdgai, masrészt 30%-os koncentracidig hozzdkeverhetd
a benzinhez a motor modositasa nélkiil. A teljesen butanolos hajtashoz is csak minimalis
valtoztatasok kellenek. Rdaddsul nem csak a benzinhez adhat6, hanem a dizel tizemanyaghoz
is, igaz, kisebb koncentraciéban (10-15%).

Tulajdonsig Butanol Etanol Benzin
Energiasiiriiség (MJ/liter) 29,2 21,2 32,5
Oldhatésdg vizben (ml/100 ml) 9,1 elegyedik <0,01
GdOznyomds 6,4 18-22 6,4-11,9
Oxigéntartalom (m/m%) 21,6 34,8 0
Oktanszam 96 112-129 91-99

18. tdbldzat Uzemanyag komponensek tulajdonsdgainak ésszehasonlitdsa

A butanol energiatartalma nagyobb és gdznyomasa kisebb, mint az etanolé. (17. tablazat).
Kis nedvszivo hatdsa miatt kevésbé korrodélja a motort. Konnyen széllithatd, és konnyen ele-
gyitheté a benzinnel. Benzinnel kombindlva a hosszabb szénldncu alkoholok, igy a butanol is
hozz4jarulhat a fosszilis energiahordozok felhasznéldsanak csokkentéséhez és igy a globdlis
felmelegedés fékezéséhez.

Hidba jok az anyag tulajdonsdgai, a gydrtds gazdasdgossédgat javitani kellene ahhoz, hogy
versenyképes legyen az etanollal. Az ABE-fermentécié a legtobb ipari fermentacids technold-
gidhoz képest kevésbé hatékony. A végsoé termékkoncentracié csak 17-20 g/l, mivel ennél a
koncentraciondl a butanol mar karositja a termeld mikrobdkat. Emellett a hozam is alacsony
(0,28-0,33 g/g cukor). Tovédbbi problémdt jelent a szubsztrat magas dra a termékhez képest.
Emellett az oldészer kinyerésének (downstream) koltségei is nagyok.

7.2.2. Bioszintézis

A Clostridium-ok a tobbi anaerob mikroba anyagcseréjétol eltéréen az egyszerti cukrok-
bdl eldbb szerves savakat allitanak eld, majd ezeket redukélva hozzdk 1étre az olddszereket
(105. abra).

Az ABE erjesztd Clostridium fajok energiatermelése Osszetett reakcidhalézat. A termé-
kek szempontjabdl harom folyamatot kiilonithetiink el: (1) a szerves savak termelését (ecetsav,
vajsav €s tejsav), (2) a gaztermelést (szén-dioxid és hidrogén) és (3) az olddszertermelést
(aceton, butanol és etanol). Az ABE fermentacié kétfazisu folyamat. Az els6 fazis acidogén,
ezalatt ecetsav és vajsav, valamint H> é€s CO; keletkezik. Ez a fazis egybeesik a baktériumok
exponencidlis novekedésével, mivel ezekben a reakcidokban sok ATP képzddik. A savtermelés
hatdsdra a pH csokken. Ha intenziv a folyamat és bdséges a szubsztrat ellatas, akkor a pH le-
mehet 4,5-re is, ami mar gatolja a sejtek életfolyamatait. EzErt a fermentaci6 soran a pH-t sza-
balyozzdk, nem engedik 5,0-5,4 érték ald. A masodik fazisban a szerves savakbol olddszerek
keletkeznek. Ennek sordn a redukalt koenzimek regenerédldsa folyik, aminek sokkal kisebb az
energiahozama. Az anyagcsere lassuldsaval a tenyészet spordsodni kezd. A savak fogydsa a pH
emelkedését eredményezi.

117



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia

ANAEROB TECHNOLOGIAK
- Glucose
A
ol |
Fructose 6-P
ATP
Acid ADP Solvent
- Glyceraldeh 3.p -
fermentation SATP s fermentation
phase e phase
Pyruvate

- N

v1—¢:cmu —Ez»mmu_

——> AcETONE

o,

NADH NAD*

m Butyiadenyde —>> EHTANGHE

105. dbra Az ABE termékek bioszintézise

A folyamatnak nincs rogzitett sztochiometridja, a termékek mdlaranya kozelitéleg 6:3:1.
Nyomokban mindig keletkezik egy kevés izopropanol is.

9 CsH1206 — 6 CH3(CH2);0H + 3 CH3COCH3 + C.HsOH + 19 CO2 +6 H2O + 6 H2

A termékek relativ ardnya fligg:
» baktérium torzstol
» fermentécids koriilményektdl
A termékardnyok szerint harom fermentaci6 tipust kiilonboztetd meg:

1. Aceton-butanol fermenticié — Clostridium acetobutylicum
2. Butanol - izopropanol fermentéacié — Clostridium butylicum

3. Vajsav - ecetsav fermentacié — Clostridium butyricum

Ipari jelent0sége az elso tipusnak van, a fenti reakcidegyenlet ezt irja le. A tovabbiakban
erre a folyamatra és a C. acetobutylicum torzsre koncentralunk.
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7.2.3. ABE termel6 térzsek

A butanol termelésre képes vad torzsek
tilnyomérészt a Clostridium nemzetséghez
tartoznak. Ezek Gram-pozitiv sporaképzo
palcdk, egyik végiikon tobb ostorszerli moz-
gasszervilkk van. Elnevezésiik onnan ered,
hogy spérdzaskor a nagy méretli endospordk
deformaljak, kitagitjdk a sejtfalat, ezdltal a
sejt egyik végén buzoganyszerii dudort alkot-
nak. A sporak nagyon ellenélléak, és hosszu
ideig eltarthat6k, homokban tdrolva akar 30
évig is életképesek. A torzsek igen érzéke-
nyek a fag fertdzésekre, ami jelentds karokat
okozott az ipari termelésben is.

A Clostridium baktériumcsalddba tarto-
z6 mikrobdk képesek a keményitdt (egyesek
a cellulézt is), vagy egyszeriibb szénhidréto-
kat (gliikozt, fruktozt, xilozt, szachardzt, lak-
t6zt, stb.) anaerob koriilmények kozott erjesz- 106. dbra Spords Clostridiumok mikroszkopos
teni. A Clostridium-ok extracelluléris enzi- képe
meket vélasztanak ki, amelyekkel lebontjdk az 0sszetett szénhidritokat. Az ,.,enzimkoktél” a-
amildzt, a-gliikozidazt, B-amildzt, B-glikkozidazt, glikoamildzt, pullulandzt és amilopullulanézt
is tartalmaz. A kapott monoszacharidokat membrankotott transzporterek viszik be a sejtekbe.
A szénhidritok ezt kovetden a glikolizisben vagy a pentdz-foszfiat dton metabolizdlédnak.
Ugyanakkor bdséges tdpanyag elldtds esetén keményitdszerli tartalék tdpanyagot (granuldzt)
képeznek.

Els6éként Chaim Weizmann 1916-ban izolalt és azonositott egy C. acetobutylicum torzset,
amely keményitdbdl butanolt és etanolt erjesztett. Ez egy Gram-pozitiv, spoéraképz0, szigorian
anaerob baktérium, amely aerob koriilmények kozott néhany ora alatt elpusztul. Ez a tulajdon-
sdga korlatozza az alkalmazhatésagat.

A termelt olddszerek is toxikusak a sejtek szdmara. A MIC50 (a sejtszaporodast 50%-ban
gatl6 koncentracié) butanolra 11 g/, etanolra 51 g/, és acetonra 84 g/l. Azaz a legértékesebb
termékbdl viseli el a legkevesebbet a tenyészet. Az olddszertlirést hosszu torzsjavitdsi munkdval
kb. mésfélszeresére novelték, igy lehet elérni a folyamat végére a 17-20 g/l szintet.

Torzs Szubsztrat Butanol, | kihozatal, | Fermentacios technika
g/l glg
kassz/avzil ) 20.1 023 Bioreaktor, szakaszos
keményitd
gliik6z 19.12 Bioreaktor,
C. acetobutylicum ’ ratéplalasos
gliikéz 18,9 0,29 Bioreaktor, szakaszos
gliik6z Bioreaktor,
17,1 P
rataplaldsos
C. tyrobutyricum cukornid 1¢é 16 0,24 Bioreaktor
C. pasteurianum glicerin 12 0,27 Bioreaktor, szakaszos
C. beijerinckii gliikéz 18,6 0,32 Bioreaktor, szakaszos

19. tabldzat Kiilonbozo Clostridium torzsek butanoltermelésének dsszehasonlitdsa

A torzsfejlesztd munka, a genetikai manipuldcio sordn a C. acetobutylicum térzs genom-
Jaba sok ponton beavatkoztak. A véltoztatasok jellemzden a savképz0 reakciok génjeinek ki-
iitésére és az oldoszer termeld 1épések enzimeinek overexpresszidjdra irdnyultak. (18. tdblazat)
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A génmanipuldcidval a termékardny is megvdltoztathat6. 1980-ban leirtak egy olyan C.
acetobutylicum torzset, amelynél a termelt aceton ardnyét a szokdsos 30%-r6l (60:30:10 arany)
70%-ra (20:70:10 ardny) novelték.

7.2.4. Aceton-butanol fermentacio, a klasszikus technoldgia

Mivel az ismert mikroorganizmusok kozott a C. acetobutylicum és a hozza nagyon ha-
sonl6 C. beijerinckii termeli €s tiiri a legnagyobb koncentracidban a butanolt, ezek a leggyak-
rabban hasznélt termeld organizmusok. Tulajdonsdgaikat és a fermentacios folyamat paramé-
tereit részletesen vizsgaltdk, a cél mindig a végso butanol koncentracié novelése volt. Torzs-
konzervként a spérdkat steril homokban vagy talajban taroljak. Az inokulum készités elso 1é-
péseként a sporakat hovel aktivaljdk, 65-100 °C-on 1-3 percig. Két-négy felszaporitasi 1épcsod
utdn a fermentorokat 2-4 %-nyi inokulummal oltjak.

Az ipari fermentorok 200-700 m>-es, mechanikus keveré nélkiili tartdlyok. Ezeket iiresen
g6zzel sterilezik, a tdpoldatot folyamatos sterilezon keresztiil vezetik be.

A fermentorokat kapacitdsuk 90-95%-dig toltik fel a steril tdpoldattal, tiszta szén-dioxid
atmoszféraban. Az oltds kozben €s utan a folyadékon steril szén-dioxidot buborékoltatnak at,
ezzel biztositjdk a keverést. A késobbiekben a gizfejlodés pezsgése mozgatja, keveri a folya-
dékot, masrészt kiszoritja az esetleges oxigén nyomokat.

A folyamat fazisai jol kovethetdk a koncentracié gorbéken. Az induldsi pH-t 5,8-6 kozé
allijak. Az elso, acidogén szakaszban a pH csokken, mert szerves savak (ecetsav €s vajsav)
keletkeznek. Nagyobb mennyiségli szénforrds 4talakitidsa esetén olyan sok sav keletkezhet,
hogy a pH lemehet 4,5-re is, ahol a torzs anyagcseréje lefékezddik. Az olddszertermelés szem-
pontjabol az optimélis pH értéke még a C. acetobutylicum kiillonb6z0 izolatumai kozott is elté-
r0. Van olyan torzs, amely pH=4,5 értéknél termel j6l, masok a kiindulasi hatos pH alland6si-
tasa mellett halmoznak fel sok olddszert. Célszerli megoldas, hogy a pH-szabalyozas sordn nem
alkali lugokat adagolnak, hanem ammo&nium-acetatot, acetat puffert vagy kalcium-karbonétot.
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107. dbra Szakaszos ABE fermentdcio lefutdsa
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Az acetat az oldoszerképzési fazisban belép az anyagcserébe, és maga is oldoszer molekulakka
alakul. Ugyanigy kimutathatd, hogy ha a fermentdci6 sordn vajsavat adagolnak, akkor az is j6l
hasznosul, egy része kozvetleniil butanolld alakul 4. Az ammodniumion is hasznosul, pétolja az
elfogyasztott nitrogénforrast.

A tépoldatba bemért kalcium-karbonatnak nincs ilyen hatdsa, de megvan az az eldnye,
hogy pH-mérés és adagolas nélkiil pufferolja a kozeget, 6nszabdlyoz6é modon k6zombdositi a
savakat és nem engedi a pH-t 4,8 al4.

A nyomelemek koziil a cink ion szerepe jelentds, elosegiti a savak atalakitdsat olddsze-
rekké.

A kovetkez6 szakaszban a pH emelkedik, mert a savak tovabb alakulnak, aceton és buta-
nol képzddik. Amikor felesleges NADH> van jelen, akkor a sejtek felveszik a megtermelt vaj-
savat és butanolla redukaljak. Erre a fazisra jellemz6 a sporaképzés megindulasa €s a granul6z
termelés is.

Végiil a novekedés €s az olddszer termelés ledll. A legnagyobb véltozds a gaztermelés
sebességében mutatkozik. Ez jelzi az anyagcsere ledllasat, a fermentécié végét. A pH kozelito-
leg visszadll a kiindul4si értékre.

7.2.4.1. ABE fermentdcio kukorica szénforrdson

A hagyomanyos ipari folyamatban a kukoricédbdl cefrét készitenek. A szemekbdl a csirat
eltavolitjak (kitorik), és a szemeket megorlik. A darabdl szuszpenziét készitenek, ezt folyama-
tos f6zében 130-133 °C-on 60-90 percig elcsirizesitik és megfézik. Ez a keményitd mellett sok
egyéb anyagot is tartalmaz, igy nem volt sziikség egyéb tdpanyagok hozzdaddsdra. Viszont a
tapoldat készitésénél viz helyett egyharmad részben az olddészer leparlds iistmaradékat
hasznaltdk, igy sok hasznos anyag, ,,fott” biomassza keriilt a 1ébe. A kukorica felhasznalas kb.
8-10% volt a fermentlé mennyiségére vonatkoztatva.

Icsirétlanitott kukorica |

|
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108. dbra A kukorica alapii ABE fermentdcio anyagforgalma

A kukorica alapu fermentédcié hdmérséklete 34-39 °C, id6tartama 40-60 6ra és a hozama
mintegy 25-26% a kukorica szdrazanyagra vonatkoztatva. A végsé olddszer koncentracié 12 és
20 g/liter kozott mozog, dltaldban alacsonyabb, mint melasz alapon. A kapott olddszer-arany
nagyjabol megfelel a Weizmann-féle 6:3:1-nek.
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7.2.4.2. ABE fermentdcié melasz szénforrdson

A melasznak tobb eldnye is van a kukorica szénforrdssal szemben. Nem kell hidrolizélni,
azonnal konnyen metabolizdlhaté cukrot tartalmaz, emiatt idoben is rovidebb (~36 6ra). Nem
kell a csirizes, extrém viszkozitdsi anyagot nagyon magas hdfokra heviteni és mozgatni. A
melaszndl is koriilbeliil 6,5 % erjeszthetd cukor koncentraciét allitanak be. A sterilizaldsnal
elegendd a 107-120 °C hofok és a 15-60 perces hokezelés. A csirizesito helyett elegend6 egy
gozinjektoros folytonos sterilezé alkalmazasa. A melaszndl viszont az egyharmad rész {istma-
radékon tul tovabbi tdpanyag kiegészitésre is sziikség van, szerves €s szervetlen nitrogénforrast
és foszfat sokat adagolnak.

A melasz alapu fermentacidk optimalis hdmérséklete alacsonyabb (29-35 °C), legtobb-
szor 31-32 °C. Az oldészer koncentricidk €s a hozamok (29-33%) nagyobbak, mint a kemé-
nyitd alapi technoldgidkndl. A sejtek anyagcseréjét gatolja, ha az olddszer koncentracidja eléri
a 18-22 g/litert, bar a gyakorlatban ritkdn kaptak ilyen nagy értéket.

Melasz (benne 100 kg cukor)
(6%-os oldat + NHa' + Py

H +CO 50 kg takarmany
(1,4kg) (56,1kg)|<€ ===3|(B, vit =60ug/g)
| | |
Aceton Butanol Etanol
@8.5kg) (20kg) 0 ,9kg)

109. dbra A melasz alapii ABE fermentdcio anyagforgalma

Az erjesztés sordn termelt szén-dioxidot és hidrogént elvalasztjak, és kiilonbozd célokra
haszndljék fel. Az fermentaci6 utin az oldészereket elobb szakaszos vagy folytonos leparlassal
valasztottdk el, majd és a parlatot rektifikalva tiszta acetont, butanolt és egy kevert olddszeres
frakciot kaptak. A desztillaciés maradék 4-4,5% (tomeg/térfogat) szarazanyagot tartalmaz. Ez
a biomassza nagy tapértékii, 28-30% fehérjét és B vitaminokat tartalmaz. Szaritott formdban
sz€les korben hasznaltdk éallati takarméanyok adalékaként.

7.2.4.3. Erjesztési technikdk

Az eljaras alapja a klasszikus szakaszos fermentacié volt. De mivel a masodik féazis, az
olddszer termelés eldfeltétele a viszonylag nagy cukor koncentracié (>7 g/1), mar a korai gyér-
tasoknal is alkalmaztak ratdplalast. Igy a vad tipusi torzsekkel 10-12 g/, a manipulalt torzsek-
kel 17-20 g/l-es butanol szintet lehetett elérni.

A folytonos fermentécids technika elénye, hogy nagy produktivitdst lehet elérni, viszont
a termékkoncentracié lényegesen alacsonyabb. Az ABE fermentaciondl viszont a kétszakaszos
lefutds megneheziti a folytonos fermentaciot. Ha az elsd szakasz egy pontjaban folytonositunk,
akkor csak savakat termel a tenyészet, ha viszont a szolventogenezis szakaszat allandositjuk,
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akkor egy lassulé novekedésti, sporazé tenyészet allapotat kellene allanddsitani. Ez a gyakor-
latban is igy miikodott, az egylépcsOs kemosztatok rovid miikodés utan instabilld valtak, min-
den paraméter leromlott.

Kétszakaszos fermentécié esetén logikus 1épés a kétlépcsds folytonos technika alkalma-
zésa. Az els6 1épésben nagyobb higitasi sebességgel a sejtszaporodasi, savtermeld fazist allan-
dositjdk, mig a masodikban kisebb higitasi sebességgel, azaz nagyobb térfogatban az olddszer
termelést. Ezzel a megoldéssal el lehet érni a szakaszos fermentaciok kb. 20 g/l-es termékkon-
centriciojat, Iényegesen jobb produktivitas mellett.

Adalék: A kaszkdd rendszerek csiicstartéja a Szovjetunioban (Doksukino, 1961) megépitett nyolclépcsds

folytonos fermentdcids ABE iizem, 220-280 m’-es reaktorokkal. A gydrtds a produktivitdsa kb. 20%-kal, a hozama
4%-kal volt jobb, mint a kordbbi technologia.

A folytonos fermentacié tovabbi intenzifikdlasat jelentette a sejtvisszatartdsos rendszer
bevezetése. A elfolyd fermentlébdl még a desztillacio eldtt lecentrifugaltik a sejteket (steril és
szigordan anaerob koriilmények kozott = containment!), és ezek egy részét visszavitték a fer-
mentorba. Ezzel a sejtslirliséget a tobbszorosére emelték, amitdl a produktivitds is megnoveke-
dett.

A fermentécids technikdk tovabbi fejlesztését az upstream €és downstream miiveletek
0sszekapcsoldsa jelenti, amellyel lehetévé valik a keletkez6 olddszer folyamatos eltavolitasa a
fermentorbdl. Ezt a késdbbiekben részletezziik.

7.2.5. Tovabbi fejlesztési iranyok

Az utébbi évek gazdasigi tanulmdnyai szerint a bio-butanol termelése a petrolkémiai

gyartashoz viszonyitva nem gazdasagos.

Ahhoz, hogy a biotechnoldgiai tt versenyképes legyen a kémiai eldéllitassal tovébbi fej-

lesztésekre van sziikség,

1. Genetikailag modositasokkal olyan 1j torzseket 1étrehozni, melyek képesek lignocel-
lul6zbdl szdrmazé cukrok felhasznaldséra és rezisztensek e hidrolizdtumok a mikrobi-
alis inhibitoraival szemben

3. Minél olcsébb szénforrdsok hasznositdsa (melléktermékek, hulladékok, példaul a
kukorica rost hidrolizatum)

4. a szénhidrat alapanyag minél teljesebb elerjesztése és az értéktelen melléktermékek
képzodésének minimalizaldsa. Ez a kihozatal javitdsa mellett a szennyvizbe keriild
szerves anyag mennyiségét is csokkenti.

. A sejttdmeg visszavezetése, nagy sejtsiirliség

. A fermentacios melléktermékek (CO,, Hz, biomassza) hasznositasa

7. A termelt oldészerek folyamatos elvétele a fermentorbdl, az upstream €s a downstream
miveletek integralasa.

AN

7.2.5.1. Tovdbbi lehetdségek: olcsobb szénforrdsok

A fermentécids technoldgia koltségeinek mintegy hatvan szdzaléka a szubsztratok ara.
Emiatt fontos lenne, hogy olcs6, megujuld, élelmiszeripari célokra nem hasznalhaté nyersanya-
gokat valasszanak, ezzel csokkenhetd a szubsztrat koltség. A konfliktus alapja ugyanaz, mint a
tobbi biolizemanyag gyartdsandl. Az elsé generdcids gydrtdsok az élelmiszeripart6l vonnak el
alapanyagokat (cukrok, keményitd novények). Emiatt minden gyartasnadl, igy a biobutanol ter-
melésnél is célszerli 4tdllni a masodik genericids eljardsokra, amelyek az élelmezésre nem
haszndlhat6 szénhidratokat (cellul6z, hemicelluldz, lignocellul6z) hasznositjak.

A butanolt termel6d Clostridium-ok sokféle szubsztratot képesek hasznositani, a hex6zo-
kon tdl pentézokat, glicerint, s6t a szintézisgazt (CO+CO»+H>) is, csak kisebb hatékonysaggal.
A legnagyobb potencial a celluléz hasznositd torzsekben van. Genetikailag manipulalt C.
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cellulovorans, C. cellulolyticum és C. thermocellum torzsek kozvetleniil is képesek a celluldzt
lebontani €s butanolld alakitani. Ezek a sejtek celluloszomékat tartalmaznak, amelyek a krista-
lyos cellul6z és hemicellul6z bontasara specializdlédtak. Ezen a teriileten sokan kutatnak, de a
hatékonysag szamai még jelentdsen elmaradnak a cukor és keményitd alapu technolégiaktol.

A mezdgazdasagi hulladékok (pl. a cukornad baggassz és a rizsszalma) hatalmas mennyi-
ségben dllnak rendelkezésre, €és mds mdédon nem is hasznosithatok. De ezekkel az a f6 problé-
ma, hogy ezekbdl nehéz erjeszthetd cukrot eldéllitani. A novényi rostok komplex szerkezete
miatt a poliszacharid molekuldk nehezen hozzaférhetdk, és a sziikséges hidrolizdlé enzimek is
dragék. Ezek a nyersanyagok elokezelést igényelnek, és ez megnoveli a koltségeket. Sokféle
kezelési eljardson dolgoznak vildgszerte, de még nincs optimalis megoldés.

Egy hatékony eldkezelési technolégidval szemben az az igény, hogy kevés vegyszer és
energia felhasznéldsaval és hatékony enzimes hidrolizissel miikodjon, ugyanakkor kevés erje-
désgatlé mellékterméket hozzon létre. Az alkoholt termel6 élesztokhoz képest a Clostridium-
ok sokkal érzékenyebbek a lignocellul6zok hidrolizaitumaiban eléfordulé inhibitorokra (pl. a
hidroximetil-furfurol, a furfurol és a lignin szarmazékokra). A hidrolizis sordn kiilonféle 6t- és
hat szénatomos cukrok keveréke keletkezik, amelyek eltér6 mdédon metabolizdlédnak és
gatolhatjak egymads hasznosulésat. A kezelés soran mindig marad egy oldhatatlan rostokbdl allo
szilard frakci6, ami megneheziti a tovabbi muveleteket.

7.2.5.2. Tovdbbi lehetoségek: Génmanipuldcio

A Clostridium torzsek olddszer-tiirdképességét nem egyszerli tovabb novelni. Mar évti-
zedek ota foglalkoznak vele, és igy jutottak el az eredeti 10-12 g/l-es koncentréaci6tdl a 17-20
g/l-es jelenlegi szinthez.

Sokszoros genetikai atalakitisokat végeztek az E. coli-n €s a S. cerevisiae-n is, remélve,
hogy az eleve nagyobb olddszertiirést torzsekbe klénozva a megfeleld géneket magasabb bu-
tanol szintet lehet elérni. Napjainkig laboratériumi léptékben is csak 14-15 g/l-es olddszer kon-
centraciot értek el igy, ami kisebb, mint a Clostridium-oknal ipari fermentorban is reprodukal-
hat6 17-20 g/l-es szint. Tovabbi manipulalt baktériumok fajokndl a termékkoncentracié 1 g/l
alatt maradt.

7.2.5.3. Tovdbbi lehetéségek: Downstream fejlesztések
Az etanol gyartasndl a leerjedt cefre koncentracidja dltaldban 5-9 %, de el lehet elérni a
16 %-os koncentraciodt is. Ezzel szemben az ABE fermentécidndl az elérhetd butanol koncent-
racio csak 17-20 g/, az 6sszes olddszer egyiitt kb. 3%. Ennek megfelelden az ABE feldolgozasi
koltsége joval nagyobb, mint az etanolé. Jarhat6 ttnak tiinik az olddszerek folyamatos elvétele
az erjesztés sordn, igy a koncentracio a toxikus szint alatt tarthatd. A folyamatos elvételre tobb-
féle miivelet is alkalmas lehet.

Sztrippelés gdzzal

A sztrippelés az illékonysag kiilonbségen alapul. Ha a folyadékon, adott esetben a fer-
mentlén gazt (célszerlien a termelddd szén-dioxidot) buborékoltatnak keresztiil, akkor megin-
dul a pérolgas, és az illékony anyagok géznyomdasuknak megfelelden megjelennek a gazban.
Az egyensuly bedlldsara a buborékok élettartama alatt nincs id6, a gdzdram folyamatosan oldé-
szer gOzoket €s vizgdzt visz magdval. Egy hiitoben ezek lekondenzaltathatok és elvezethetok.
A géz felmelegités utan recirkuldltathaté a fermentorba tovébbi olddszer kinyerésére. Mivel a
Clostridium-ok érzékenyek az oxigénre, a sztrippelésre semmiképpen sem szabad levegdt hasz-
ndlni. A folyamat sordn jelentés mennyiségli szén-dioxid keletkezik (az 6sszes szénatom kb.
egyharmada ebben a formaban tdvozik), igy van kelld mennyiségli inert gz a sztrippeléshez.
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Pervapordcio
A fermentlé egy membrannal érintkezik, amelynek masik oldalan dramlé inert gdz vagy
vakuum van. A termelt oldészer molekuldk beoldédnak a membran apoléris anyagéba, atdif-
fundalnak rajta és a masik oldalon gdzként jelennek meg. Az egyensuly akkor dllna be, amikor
a gazoldalon a g6zok koncentracidja eléri az adott hdmérséklethez tartoz6 géznyomast. Ha vi-
szont a gbzoket egy szivattyuval folyamatosan elvissziik egy kondenzétorba, a termelt olddsze-
rek elvétele is folyamatossa valik.
A mivelet hatékonysdgat két paraméterrel jellemezhetjiik:
» szelektivitds: az eltéré polaritasu illékony anyagok ateresztésének/visszatartasanak
mértéke
» fluxus: az egyes komponensek anyagtranszportjanak sebessége, egységnyi idore és
membrénfeliiletre vonatkoztatva
A pervaporicio szelektiv és hatékony muvelet, de a drdga membranok és az eltomddés
veszélye korldtozza a nagy volumeni alkalmaz4sat.

Extrakcio/persztrakcio

A butanol jobban oldddik a szerves fazisban, mint a vizesben (a fermentlében), megoszlas
jon létre. Az egyensily bedlldsa utdn a fazisokat szétvdlasztjdk (iilepités/centrifugalds).
Problémat jelenthet, hogy a fermentlé feliiletaktiv (emulgeétor tulajdonsagi) anyagai stabil,
nehezen szétvdlaszthaté emulziét hoznak 1étre. Emellett elofordul, hogy a sejtek a két fazis
hatarfeliiletére tapadnak, a homogenitds megsziinik.

A folyadék-folyadék extrakcio is szelektiv miivelet, de a szamitasba johetd hatékony ol-
doszerek altaldban mérgezdek a baktériumokra. Még legapoldrosabb olddszer is kis mértékben
oldédik a vizes fazisban, igy eljut a sejtekhez és kérositja sejtmembrant. Az atoldédas egyben
olddszerveszteséget is okoz. A legkevésbé mérgezd olddszer a biodizel, azaz a hosszi szénldn-
cu zsirsavak metilészterei.

Az extrakcio6 hatranyait felsorolt hatranyait nagymértékben csokkenthetjiik, ha a két fazis
kozé egy apoldris membrant helyeziink. A két, egymadssal nem elegyedd folyadék csak memb-
ran anyagén keresztiil érintkezik (membranextrakcié = persztrakcid) Nincs direkt kapcsolat a
két fazis kozott, igy az olddszer toxicitdsa, fazis diszperzid, emulzio és réteg képzddés draszti-
kusan lecsokken vagy megsziinik.

Apolaris anyagd membrén esetén a butanol (és a tobbi olddszer) beoldddik a membran
anyagdba és atdiffunddl rajta, mig mas, hidrofil komponensek illetve fermentacios koztitermé-
kek (pl.: ecetsav, vajsav) visszamaradnak a vizes fazisban. A membran tiloldaldn a molekuldk
beoldddnak a szerves fazisba, és elvileg bedllna a megoszlasi egyensily. Ha viszont az szerves
fazist aramoltatjuk, akkor az egyensuly nem all be, mert a termékeket folyamatosan elvissziik
a rendszerbdl.

Tovabbi hatrany, hogy az extrakcid/persztrakcid utdn a termelt olddszereket el kell va-
lasztani az extrahdlé olddszertdl. Ez desztillacidval lehetséges, ami energiaigényes folyamat.
Tehat ilyen modon a desztillacié miiveletét nem lehet megkeriilni.

A kiilonb6z6 fermentacios €s feldolgozasi technikdk integracidjaval kapott eredményeket

mutat be a 19. tdblazat. Ha az olddszereket folyamatosan elvessziik, akkor egy liter fermentlé-
bdl nem csak ~20 g butanolt lehet kinyerni, hanem akér tobb szdz grammot is.
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ABE ABE Butanol pﬁ)]z]jk
Oldészer kinyerés Fermentacio Szubsztrat Torzs hozam titer . S
(/o) (/1) titer (g/1)| tivitas
(g/l'h)
sztrippelés gazzal Szakaszos Gliikéz C. beijerinckii BA101 0.39 759 46.4 0.61
fapép hidrolizatum| C. beijerinckii CC101 0.44 17.7 13.5 0.25
Rataplalasos Gliikéz C. beijerinckii BA101 0.47 232.8 151.7 1.16
elcukrositott C. beijerinckii BA101 0.36 81.3 56.2 0.59
kukorica-
keményitd
Gliikéz C. acetobutylicum 0.36 172 113.3 0.53
JB200
C. acetobutylicum 0.38 177.6 108.3 0.67
ABE1401
Rataplalasos; bestiritett kasszava| C. acetobutylicum 0.37 108.5 76.4 0.53
FBB baggasz hidroliz4- | JB200
tum
Rétaplalasos; Gliikoz C. acetobutylicum B3 0.36 106.3 66.1 0.61
FBB
Rataplalasos; C. acetobutylicum 0.38 255.6 166.8 1.15
immobilizalt ABE1401
kétlépcsds Rétaplalasos; Gliikoz C. acetobutylicum 0.40 532.3 0.64
sztrippelés FBB JB200
Extrakci6 és Szakaszos Gliikéz C. acetobutylicum 0.37 204 113 0.46
sztrippelés ATCC824
Rétaplalasos C. acetobutylicum 0.43 460 250 0.65
ATCC824
sztrippelés és Rataplaldsos Gliikéz C. acetobutylicum 0.35 622.9 521.3 0.50
pervaporacio JB200
C. acetobutylicum 0.38 706.7 482.6 0.67
ABE1401
pervaporacio Rétaplalasos Gliikoz C. beijerinckii 0.43 165.1 - 0.98
BA101
C. acetobutylicum 0.37 118 - 0.30
XY16
0.28 142 - 0.29
0.31 90 - 0.62
Folytonos Gliikoz C. acetobutylicum ~0.36 62.6— 35.3— 0.30
ATCC 824 117 64.0
~0.35 85.6— 60.4— 1.13
202 131.6
C. acetobutylicum 0.37 160 104.6 0.30
DP217
Kasszava 0.38 201.8 1224 0.76
kétlépcsos Folytonos Gliikéz C. acetobutylicum 0.35 782.5 452.0 0.45
pervaporacid ABE1401

20. tabldzat Integrdlt ABE fermentdciok hatékonysdgi paraméterei

A butanol gyartas gazdasagossa tételében, a torzsek €s a technoldgidk fejlesztésében nagy
kihivasok vannak, sokan foglakoznak a K+F-el. Az EU a H2020 program keretén beliil jelentds
tdmogatdssal elinditotta a ButaNexT projectet a butanol gyartasi technoldgia fejlesztésére. Ez a
program feloleli a fent felsorolt fejlesztési iranyok mindegyikét. Sajnos ennek a programnak
nincs magyar résztvevoje.

A butanol vildgpiaca 2019-ben kb. 6500 millié Euro. Az 1,2-1,3 €/kg arral visszaszamol-
va ez ~5 milli6 tonna/év. Ennek tilnyomo része jelenleg petrolkémiai eljarassal késziil. A f6
felvevo piac Kina (~50%), szinte barmilyen mennyiséget dtvenne. A termelés éves novekedési
titeme ~3.5 %.

126



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia IPARI ENZIMEK

8. IPARIENZIMEK

8.1. Az enzimek hasznalatanak torténete

Az enzimek a bioldgiai anyagok, bioldgiai makromolekuldk, amelyeket é16 szervezetek
allitanak eld, és amelyek egy meghatdrozott biokémiai reakcié katalizdtoraként miikodnek.
Ezek a kémiai reakciok kémiai katalizatoraihoz hasonléan egy bioldgiai/biokémiai reakcidt
gyorsitanak fel akar a sejt belsejében, akdr azon kiviil is. Igy miikodésiiket jobban lefrja a bio-
katalizator elnevezés. Wilhelm Friedrich Kiihne, a Heidelbergi Egyetem a fiziol6gia professzo-
ra 1877-ben hasznélta el6szor az enzim kifejezést, amely a gordg evloun (enziimé) =
»elesztében” szOobdl szarmazik. Az enzimeket mar évezredek 6ta hasznélta az emberiség, de
Kiihne volt az elsd, aki tudoméanyos terminoldgiat alkotott erre a biomolekulara. Mar a sumé-
rok, az egyiptomiak és gorogok is ismerték az enzimtartalmi anyagok empirikus hasznélatat.

Az enzimaktivitdsuk miatt haszndlt preparditumoknak is megvan a maga torténete. En-
zimhatdsuk miatt hasznéltdk a malatat (keményitébonté enzimek), a borjigyomrot (rennin), a
kovészt (tejsavbaktériumok), s6t még a fekalidt is (protedz aktivitdsa a borkikészitésnél volt
hasznos). Idorendbe szedve:

1894-ben Jokichi Takamine felfedezte a takadiasztizt, amely az Aspergillus oryzae
torzzsel termeltetett diasztdz prepardtum, a penész extracelluldris enzimeit, elsésorban amila-
zokat és protedzokat tartalmazta. Emésztést segit0 szerként is alkalmaztdk, potolta a hasnyél-
mirigy altal termelt enzimek hidnyat.

A kovetkez06 preparatum éppen ellenkezdleg, dllati hasnyédlmirigy kivonatot tartalmazott,
protedz (tripszin, kimotripszin) aktivitdsa révén az els6 enzimes mosépor (Burnus, 1913, Otto
R6hm) alkotérésze volt.

A mai értelemben vett fermentacids enzim gydrtast 1960-ban kezdte meg a NOVO cég,
ipari léptékben kezdte termelni a Bacillus licheniformis proteaz enzimét.

1980 utdn sok tudds a génmanipulécids technikdk alkalmazdsdval az enzimtermelés fo-
kozasan, illetve az enzimek a tulajdonsdgainak fehérjemérnoki javitdsan kezdett dolgozni.

Az ipari enzim fermentaciés technoldgidk fejlesztése a célzottan kivalasztott/manipulalt
torzsek felhaszndldsaval termelt, tisztitott, jOl jellemzett enzimprepardtumok nagy 1éptékii elo-
allitasara iranyul. Ez tette lehet6vé az enzimek bevezetését olyan nagyipari termékekbe €s fo-
lyamatokba, mint példaul a moso- és tisztitdszerek, a textil- és a keményitd iparok.

Az 1940-es évektdl kezdve az intenziv biokémiai kutatds kialakitotta az enzimek alkal-
mazdsat a diagnosztikdban, és a klinikai kémidban is megjelentek. Az elmult néhdny évtizedben
az érdeklddés a diagnosztikai enzimoldgia teriiletén megsokszorozddott. Viszont szamos, a
szakirodalomban leirt médszer még nem terjedt el széles korben, €s az orvosi kutatds nagy
teriiletein még nem sikeriilt felhaszndlni az enzimes diagnosztika minden lehetdségét.

Jelenleg a legtobb ipari enzimet hidrolitikus reakcidban hasznaljak, kiilonbozo természe-
tes anyagok lebontdsdra. A domindns enzimtipus a protedzok csoportja, ezeket széles korben
haszndljdk a mosoészer és tejiparban. A mésodik legnagyobb csoport a kiillonb6z6 szénhidrat-
bonté enzimeké, f6 képviseldi az amilazok, cellulazok, amelyeket a keményito-, textil-, tiszti-
tészer- €s siitdiparban hasznédlnak.

Az ipari enzimek forgalmat a vildgpiacon 2010-ben 3 milliard dollarra becsiilték. Ez a
piac 2015-re varhatdan eléri a 4 millidrd dollart. Az enzimek kulcsfontossdgu szerepet jatszanak
szamos biotechnoldgiai termékben és folyamatban. Ipardgak szerint az élelmiszer, ital, tisztito-
szer, ruha, papir, izemanyag és gyogyszergyartas a legnagyobb felhaszndlok.

Az enzimek egy része sztereospecifikus, kival6an alkalmasak aszimmetrikus szintézisek-
re illetve a racém elegyek reszolvéldsdra. Ezt a szelektivitdst enantiomer tisztasagi gyogy-
szerek, mezOgazdasagi és vegyi anyagok, takarmany és élelmiszer-adalékanyagok gyartasanal
hasznaljak ki.
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8.2. Lehetséges enzim forrasok

A sziikséges enzimeket sokféle é161énybdl vonhatjuk ki. Kiindulhatunk allati szervekbdl,
vagohidi melléktermékekbdl (gyomor, bél, hasnydlmirigy), ezekbdl emészté enzimeket (pep-
szin, tripszin, rennin, stb.) nyerhetiink ki. A m4j is sokféle aktivitdsd enzimet tartalmaz, ebbdl
nyerhetd ki pl. a glutamét dehidrogendz. Az &llati nyersanyag mindenképpen korlatozott
mennyiségben 4ll rendelkezésre, nagyipari felhasznaldsndl mindenképpen keresni kell valami-
lyen més forrast.

Valamivel tagabb keresztmetszet a novényi alapanyag. Torténetileg és mennyiségben is
a legnagyobb jelentdségli novényi enzim prepardtum a maldta. A csirdz6é novényi magvak sok-
féle enzimaktivitast hordoznak, ezek koziil elsésorban az amildzok (a- és B-amildz) és a prote-
azok aktivitasat haszndljuk ki. Emellett szamottevo a papain (papaja gyiimolcs) €s a bromelin
(anandsz novény) termelése is.

Ipari 1éptékben egyértelmiien a legjobb megoldds a mikrobidlis enzimek termelése. A
mikroorganizmusok rengeteg enzimes reakcidra képesek, és ezen beliil is az egyes funkcidkra
a kiilonbozo torzsekben sokszor nagyon eltérd tulajdonsdgi enzimet hozott 1étre az evolucio.
Ha 4llati vagy novényi enzim helyettesitésére keresiink mikroba eredetlit, szinte mindig tald-
lunk egyenértékii vagy jobb enzimet megfeleld screeneléssel. A génmanipulacié segitségével
az sem probléma, hogy az emlds enzimet mikroorganizmussal termeltessiik, erre kivél6é példa
az eredetileg borjigyomorban taldlhat6 rennin, a sajtgyartasban haszndlatos tejalvasztd enzim,
amit a Kluyveromyces lactis élesztOvel gyartanak. Ma mar a fermentdlt enzimek kb. 90%-a nem
természetes, vad tipusud, mert

— vagy atvitték a génjét génmanipuldciéval egy masik mikroorganizmusba,
— vagy fehérjemérnokséggel (protein engineering) megvaltoztattik a szerkezetét.

8.3. Az enzimek piaca és alkalmazasai

Az enzimeket legkiilonb6zobb teriileteken alkalmazzdk, beleértve a kémiai szintéziseket,
az élelmiszergyartast, az dllati takarmanygydartdst, kozmetikumok és gyogyszerek eldallitisat,
valamint a kutatds-fejlesztést is. Jelenleg kozel 4000 enzim ismert, ezek koziil koriilbeliil 200
mikrobidlis enzimtipus van nagykereskedelmi forgalomban. Ebbdl val6jaban csak koriilbeliil
20 enzimet termelnek valdban ipari méretekben. Megjésolhatd, hogy a biokémiai ismeretek, a
fermentdcids technologidk és az izoldldsi modszerek fejlddésével egyre tobb enzimet fognak
ipari 1éptékben elddllitani. A vilag teljes enzim igényét mintegy 12 a nagyobb gyartd és 400
kisebb szdllit6 elégiti ki. A teljes enzim piac kozel 75%-4t harom nagy cég, a ddniai kdzpontd
Novozymes, az amerikai gyokerti DuPont (beleértve a 2011. mdjusdban megszerzett dan
Danisco-t), és a svdjci bdzisi Roche domindlja. A piacon igen er6s a verseny, kicsi a
haszonkulcs és a technoldgiai fejlesztés domindl (a gyartdsfejlesztés a gyartmanyfejlesztés
elott).

Az enzimek alkalmazésa a termelés volumenét is meghatarozza. A skdla egyik végén a
nagy tomegben gyartott, viszonylag olcsé ipari enzimek dllnak, a masik végén a kis tételben
termelt és felhasznalt, finomvegyszer jellegli innovativ anyagok (pl.: restrikcids enzimek, Tag
polimeraz). Az alkalmazas szerint az alabbi csoportok kiilonithetok el:

Ipari enzimek

Az ipari enzimek csaknem 75%-a hidrolitikus aktivitdsd. Szénhidratbontok, protedzok,
lipazok uraljék az ipari enzimek piacat, az értékesités tobb mint 70%-at ezek adjak. Az 1. tab-
lazat bemutatja, hogy a kiilonb6zd ipari dgazatokban milyen enzimeket alkalmaznak.
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Analitika

P1.: gliikk6z-oxidéz, alkohol dehidrogendz, koleszterin oxidaz, foszfatdzok

Orvosi alkalmazds

Pl.: aszparagindz, heparindz, sztreptokindz, urikdz, urokiniz
Kutatds, nukleinsav manipuldcio
PL.: restrikcids endonukledzok, reverz transzkiptaz, DNS-ligdz, DNS-polimerazok,

Klenow enzim.

E tantargy keretében csak az ipari enzimekkel foglalkozunk

Alkalmazasi . s
. Enzim Felhaszndlds
teriilet
amildzok keményitd elbontésa a feliiletkezeléshez
lipazok festék és gyantamentesités a pépesitésnél
cellulazok a celluléz rostok elbontasaval ldgyitja a szdlakat
mannandzok fényesiti a papirt a gliikomanndnok elbontdsdval
lakk4zok fehérit, fényesit
B-xilandzok eldsegiti a fehéritést
amilazok keményitd bevonat eltavolitasa, irtelenités
Ipari
. cellulazok fehérit, fényesit
alkalmazdsok Y
pektindzok kiszabaditja a cellulézt a novényi rostok koziil
Lakkézok, oy .
L fehérit, fényesit
gliik6zoxiddzok
protedzok hidrolizalja a fehérje szennyezéseket
. elbontja a zsiradékokat, amelyek ételbdl vagy borrol
lipdzok . <
keriiltek a ruhdra
amildzok eltidvolitja a keményit szennyezéseket
. modositja a celluléz szdlak szerkezetét, lagyit, élénkebb
cellulazok )
szinek
rennin, lipdzok sajtgyartas
B-galaktozidaz tejcukor elbontdsa a lakt6z intoleransok szamara
w-amildz részben bontja a liszt keményitdjét, térfogatot novel, javitja
a bélzet mindségét
B-xilanaz javitja a tészta mindségét
oxidoreduktdzok |fokozzdk a glutén erésségét
lipazok fokozzdk a gdzbuborékok stabilitdsit
protedzok csokkentik a fehérjetartalmat
amilaz, . e Cdts il ok
. . . e ey lebontja a keményitét, ezzel édesit, tiikrosit
Elelmiszeripar amilogiikozidédz
pektindzok lebontja a pektint, ezzel javul a Iéhozam és tiikrosit
cellulazok, D . L . L. .
. ) eldsegiti a pektin hatasat, csokkenti a viszkozitast
hemicelluldzok
lakkazok barnuldsgatlok
naringiniz . p P P
armetnaz, kesertiség szabdlyozds citrusleveknél
limonindz
a-amilaz keményitd bontésa, elfolydsitdsa
ullulandz 1z e as s
P O keményitdldncok eldgazdsainak hasitdsa
izoamildz
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B-amildz

maltéz molekuldkat hasit le a keményitd nem-redukalé
végérdl, maltéz szirup eldallitisa

amilogliikozidédz

gliikéz molekuldkat hasit le a keményitd nem-redukalé
végérol, gliikdz szirup eldéllitdsa

gliik6z izomerdz

keményitd bontdsa, elfolydsitdsa, noveli a maltéz és gliik6z

a-amilaz

tartalmat
pullulanaz, keményit6ldncok eldgazasainak hasitdsa, tobb erjeszthetd
izoamildz cukor

B-gliikkanaz

B-gliikdnok bontdsa, jobb szlirhetdség

gliikéz molekuldkat hasit le a keményité nem-redukalé

gliikéz oxidaz

A1 amilogliikoziddz |, = ", = . . ,,
Soripar & végérdl, tobb erjeszthetd cukor
protedzok fehérje bontds, jobban novekszik az élesztd
entozandzok, S . o yor g
pentos hidrolizdlja a pentozanokat, javitja a szlirhet6séget
xilandzok
a-acetolaktat . . s
s megakadalyozza a diacetil képzodést, javitja a sor izét
dekarboxildz & y p Javiy
xilandzok lebontja a rostokat
fitdzok lebontja a fitinsavat, felszabaditja a Ca és Mg ionokat
Allati takarmany gyartds cotedzok lebontja a fehérjéket, az emésztésgatld faktorokat, javitja
P az emészthetdséget
a-amildz lebontja a keményitdt, gyorsabban felszivodik a cukor
sokféle
Szerves e 1 g 114 . PP
N kiilonboz8 példaul enantioszelektiv szintézisek
szintézisek s
aktivitds
oxidazok,
eroxiddzok e
per ’ hajfestés
polifenol
oxiddzok
protein diszulfid
izomerazok, hai hulldmosit4
Kozmetikai ipar glutation a) hullamositas
oxiddzok
apain, bromelin, |, , e
papain, b > | bor feliilet tisztitds
szubtilizin
amilogliikozidaz,

fogpasztak és szdjvizek
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muaosaszergyartas 37%

textilipari
termékek 12%

egyeéb 25%

allati

takarmany kemeényitd
eldallitasa siitdipar 8% || hidrolizise 11%
6%

110. dbra Az enzimek haszndlatdnak megoszldsa
ipardgak szerint

8.3.1. Stratégiak a mikrobialis enzimek tulajdonsagainak javitasara

Az enzimek folyamatosan boviild alkalmazasaval egyiitt egyre nagyobb az igény az ed-
digieknél jobb vagy uj tulajdonsdgokkal rendelkezd biokatalizdtorokra. Az enzimek hatéko-
nyak a reakciok felgyorsitdsaban, ugyanakkor nem illeszkednek mindenben a technoldgiai
folyamatokba, ezért tulajdonsagaik ,,finomhangoldsdra” van sziikség. Ilyen probléma lehet a
szubsztrat vagy termék inhibicid, a fehérje molekula gyenge stabilitdsa, a szubsztrat specifités
vagy enantioszelektivitds gyengesége vagy éppen tilsdgos pontossiga. A genetikai mddositd-
sok igen eredményesek ezen a téren, rekombindns DNS-technikdval az enzimes technoldgia
hatékonysédga akar szdzszorosara is novelhetd.

Uj, illetve jobb biokatalizitorok fejlesztése nehéz és Gsszetett feladat (111. dbra). Az en-
zimek moédositdsanak két f6 modszere, amellyel tulajdonsdgaikat a technoldgidk igényeihez
alakithatjuk: (1) a meglévo biokatalizatorok raciondlis dtalakitdsa és (2) fehérjekonyvtarakban
kombinatorikus médszerekkel keressiik meg a kivant funkciét.

A rekombindns DNS-technolégidval egyrészt tovabb fokozhatd az enzimek termelése,
masrészt olyan tulajdonsdgu enzimek gyartdsa is lehetdvé valt, amelyek korabban nem léteztek.
A biotechnoldgiai fejlesztések, mint példaul a fehérje mérnokség €s az irdnyitott evolicid to-
vabbi 10kést adtak a fontos ipari enzimek gyartasdnak. A biotechnoldgia fejlddése lehetdvé tette
a legkiilonbozobb Uj aktivitdst enzimek megjelenését, illetve az eddigitdl eltérd koriilmények
kozotti alkalmazasat.

Raciondlis tervezés

Ez a megkozelités a helyspecifikus mutagenezist alkalmazza, célzott aminosav-szubszti-
tuciokat, ehhez viszont a fehérje haromdimenzids szerkezetének és az enzimes reakcié mecha-
nizmusdnak részletes ismerete sziikséges, amely sokszor még nem tisztdzott. Azonban mind az
aminosav sorrendet, mind a térszerkezeteket gylijtd adatbdzisok intenziv bdviilése segit
lekiizdeni ezt az informdci6 hidnyt. Egy szliréprogramban azonositott j enzim aminosav sor-
rendjének Osszehasonlitdsa az adatbdzisokban tarolt tobb ezer mar ismert adatsorral lehetdvé
teszi a hasonl6 szerkezetli vagy funkciéju fehérjék kivalasztasat, a szerkezet-hatds Osszefiig-
gések vizsgalatat. A természetben is az evolucié sordn az Uj enzimek az eredeti aktiv centrum
szerkezetének viszonylag kisebb mdédosuldsaival (spontdn mutdcié — aminosav csere) jottek

131



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia IPARI ENZIMEK

Rational /Semi-rational design

5 Directed evolution
Metagenome screening

Microbial genomes mining

Libraries of variants

(mutation/recombination)

Extremophyles

|

Novel ORF | —»

Iterative l Screening

Wild-type Enzyme 10 4 0%
) g
| s
Original Bioprocess Improved Enzyme ——1> WigfololV=To M=ilelo] oIt

111. dbra Az enzimek fejlesztése fehérjemérnoki viton

létre. A homoldgian alapuld célzott valtoztatdsok érinthetik egyrészt az aktiv centrumot, al-
kalmassa teszik az eddigitdl eltérd szubsztratok beilleszkedésére, azaz a szubsztrat specifitds
megviltoztatdsara, masrészt a kicserélt aminosavak segitségével mdsfajta dtmeneti komplex
johet 1étre, mas reakcidutak aktivalasi energidja csokken, megvaltozhat az enzim funkcidja. E
fehérje mérnoki beavatkozasokndl tobb véltozatot is 1étrehoznak, és ezeket tesztelik. Gyakran
bebizonyosodik, hogy a természet, az evolucid ,,0okosabb”, az altalunk tervezett és 1étrehozott
véltozatok kevésbé jok, mint az eredeti, de vannak nagyon jo eredmények is

A fehérjelancok komputeres tervezésénél elsddleges a félanc térbeli helyzetének célszer
kialakitdsa, és az ezt stabilizal6 erdterekhez rendelik hozza az aminosavak sorrendjét és elren-
dezését. Ezek nagyon bonyolult és szamitasigényes feladatok, ezeket az algoritmusokat most
kezdik alkalmazni a funkciondlis fehérje tervezésben.

A mosoészer protedzokat példaul ugy fejlesztették, hogy az aktiv centrumtdl tavol esé 8
aminosavat médositottak, igy megnovekedett a moséderd valamint 100°C-on a hdstabilitds 34-
szeresre novekedett.

Irdnyitott evoliicio
A kombinatorikus médszerek, mint példdul az irdnyitott evolicié szdmos valtozatot hoz-

nak létre, amelyeket azutan tesztelni kell enantiomer szelektivitasra, katalitikus hatékonysagra,
reakcidsebességre, oldhatosagra, stabilitdsra és mas enzimtulajdonsdgokra, de nem igénylik az
enzim és a reakciéo mélyebb ismeretét. Az irdnyitott evolicidval gyorsan €s olcson 1étre lehet
hozni a meglévo enzimek nagyszamu véltozatat. Szamos ezek koziil meghatarozott feltételek
mellett jobban miikddik, mint a természetben eldfordulé enzimek. Az irdnyitott evolicid
alkalmazasdhoz molekuldris bioldgiai technikdk széles korére van sziikség, amelyek lehetdvé
teszik a természetben eléforduld genetikai sokféleség utanzasat. Ez lehet a fehérje-k6dold gén
random mutagenezise kiilonbozd technikakkal, mint példaul a hibazé polimerdz ldncreakcio,
mutagenezis ismétlodo oligonukleotidokkal, vagy mutagén kémiai szerek. A hibdzé PCR
véletlenszerli pontmutdcidkat visz be az enzimmolekuldk populdciéjaba. A DNS manipulacids
modszerek (DNA shuffling, Molecular Breeding) lehetdvé teszik a valtozatos DNS molekuldk
in vitro random homoldg rekombindcidjat, ha a gének kozott a homoldgia magasabb, mint 70%.
Klénozds és expresszié utdn nagyszamid (10* - 10° enzim viltozat jelenik meg, ezek
vizsgdlatdval lehet kiszlirni a legalkalmasabbakat.

A fent emlitett megkozelitések a nem zarjak kolcsonosen ki egymadst, a raciondlis, az
iranyitott és a random enzimfejlesztés teriilete atfed egymassal. Igy példdul iranyitott evoliicids
technikdk, ahol lehetséges, raciondlis vagy félig raciondlis modszerekkel tervezett kisebb enzim
varians konyvtarakat vesznek igénybe, hogy csokkentsék a tesztelés munkaigényét, de anélkiil,
hogy a jobb varidnsok megtaldldsanak valdszinliségét veszélyeztetnék. Az egyik lehetdség,
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hogy a mutacidk célteriilete csak az aktiv centrumra (koriilbeliil 10-15 aminosav) €és a hozza
legkdzelebb esd tovabbi 20-30 aminosavra terjed ki, hatdsuk ezekben a régidkban
szamottevobb. Egy madsik stratégia, az ugynevezett CASTing, az aktiv hely kombinatorikus
vizsgalatdn alapul, amelyben az aktiv centrum két vagy harom aminosavbdl 4ll6 csoportjaival
operalnak.

Az iranyitott evoludcids fejlesztés csucsteljesitménye pillanatnyilag a glyphosate-N-ace-
tiltranszferdz, amelynek aktivitdsa a 10.000-szeresére, ugyanakkor, a hdstabilitdsa 6tszorosére
novekedett. Az ipari enzimek kozott elséként (2000-ben) a Novo Nordisk LipoPrime lipdza
jelent meg a piacon.

8.3.2.  Rekombinans fehérjék gyartasa mikroba gazdaszervezetekkel

A rekombindns DNS technolégia nagyban hozzdjarult ahhoz, hogy iparilag ismeretlen
mikroorganizmusok, illetve magasabb rendli szervezetek enzimeit olyan, a fermentacids
iparban jOl ismert €s jOl kezelhetd mikroorganizmusok segitségével allithassunk el6, mint
példaul E. coli, Bacillus subtilis és tovabbi Bacillus fajok, Ralstonia eutropha, Pseudomonas
fluorescens, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, valamint az
Aspergillus és Trichoderma tajok. Az 6sszes ipari enzim mintegy 90%-at rekombinans fehér-
jeként termelik.

Az E. coli-t tobb okbdl is széles korben hasznéljak, rekombinans gazdaszervezetként:

» genomja konnyen, gyorsan, és pontosan modosithat6
» gyors novekedés és nagy sejtkoncentracid

» konnyen tenyészthetd olcsé tdpoldaton

» konnyen kiiktathat6 a protedz aktivitdsa

Az E. coli képes heteroldg fehérjébdl akdr az 6sszes fehérje 50%-at is felhalmozni. Mind-
emellett tobb hatranya is van, példaul nem képes poszt-transzlaciés médositdsokra, hajlamos
pirogén toxinokat képezni, illetve egyes esetekben zarvanytest (inclusion body) forméjaban
termeli a heterolog fehérjét.

Ennek ellenére nagy fehérje koncentrdciokat értek el, példdul alkalikus foszfatazbol
(PhoA) 5,2 g/l a periplazmdban, levan-fruktotranszferazbol (LFT) 4 g/l a kozegben, més
torzzsel 20 g/l fehérjekoncentraciot is elértek.

Az élesztd gazdaszervezeteknek tobb eldnye is van a prokaridta host-okhoz képest. A S.
cerevisiae gyorsan szaporodik egyszert tdpoldaton, nagy sejtstirliséget lehet elérni, hajlamos a
heteroldg fehérjéket az extracelluléris térbe kivdlasztani, valamint a genetikdja konnyebben
kezelhetd, mint barmely mas eukariotaé.

Mindennek ellenére a S. cerevisiae nem mindig legjobb gazda az emlds fehérjék nagy-
tizemi termeléséhez, alkalmazdsanak megvannak a nehézségei is. Kevés az erds és jol szaba-
lyozhat6 prométere, emellett hajlamos a hiperglikozilalasra, akar 6tven-szdztagii manndz lancot
is raépithet a termékre, és ebben a-1,3 kotések is eléfordulnak, ami pedig antigénként immun-
valaszt valthat ki a szervezetben.

A Pichia pastoris valt az egyik legszélesebb korben hasznalt expresszids rendszerré, ed-
dig tobb mint 700 fehérje eldallitasat irtak le ezzel az élesztdvel. Szabadalmakban P. pastoris-
szal mar 30 g/l-es rekombindns fehérje termelést is leirtak. E metilotréf élesztd nagy eldnye a
S. cerevisiae-hez képest, hogy

» er0s és jol szabalyozott metanol prométere van (AOX1), amely az alkohol-oxidaz en-

zim mennyiségét az dsszes oldhatd fehérje 30%-ig is képes novelni,

» kevésbé intenziv a glikozilacid, a hordozé N atomokhoz révidebb, maximum 20 egy-

ségbdl 4ll6 oligoszacharidok kapcsolddnak, €s ezekben nem fordul eld az a-1,3-man-
noz kotés,
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» a bevitt idegen DNS integrdlhat6 a kromoszomadlis DNS-be, igy a transzformansok
stabilizalhatok,

» sok rekombindns fehérjét képes extracelluldrisan kivalasztani

» gyors novekedés, nagy sejtslirliség, és problémamentes 1éptéknovelés.

A Hansenula polymorpha metilotréf élesztd hasonlé médon alkalmazhaté heterol6g gén-
expressziora, mint a P. pastoris. Itt a metanol-oxiddz gén promoterét haszndljdk az idegen
gének kifejezésére. A P. pastoris AOX1 génjéhez hasonldéan a H. polymorpha MOX génje is
erdsen €s szabalyozottan expresszalddik, az enzim mennyisége elérheti a 0sszes sejtfehérje akar
37%-ét is. Alapvetd kiillonbség, hogy a MOX gén expresszidja szignifikdnsan derepresszalodik
gliik6z hidnydban vagy gliik6z limitben, és forditva, nagy gliik6z koncentracié mellett (pl. a
sejtszaporitédsi fazisban) a MOX prométer szabdlyozasa megsziinik.

A harmadik nagy rendszertani egység, a fonalas gombdk esetében a rekombinans hetero-
16g fehérjék termeltetésére irdnyuld molekuldris genetikai technikdk mar sokkal bonyolultab-
bak €és faradsagosak, mint az élesztok esetében. A gének bevitele vagy eltavolitisa még mindig
nehézkes, bar néhany teriileten sziilettek eredmények, pl.: a restrikciés enzim medidlt integra-
cio, és az Agrobacterium tumefaciens T1 plazmidja altal kozvetitett dtalakitdsok. Az elért
fehérjekoncentraciok rendszerint alacsonyabbak, mint mds gazdaszervezetekkel.

A fonalas gombdk manipuldcidjara kiilonbozd stratégidkat dolgoztak ki, pl.: protedz-de-
ficiens torzsek létrehozasat, multikopids génbevitelt, az erds penész promoterek, hatékony szek-
réciés szigndlok azonositdsat. Kevesebb figyelmet forditottak a glikozildcidra. Bar hiper-
glikozilacié nem 1ép fel, de rovid manndz lancok kialakulnak a fehérjén.

Néhany ipari enzim forrds- és gazdaszervezetei:

AQUAZYM ULTRAR (amildz) Bacillus stearothermophilus — B. licheniformis

PENICILLIN ACILASER E. coli multiképids plazmid,

RENNIN (protedz, sajtgyartasban) borjigyomor — E. coli (Pfizer, USA)
borjigyomor — B. subtilis (Genencor, USA)
borjigyomor — Kluyveromyces lactis (DSM, NL)

NATURPHOSR (fitdz) Asp. niger — Asp. niger (genomba)

PURADAXR (mosészer celluldz) Bacillus BCE103 — B. subtilis

CD-glikozil-transzferdz (ciklodextrin) Klebsiella pneumoniae — B. subtilis

8.4. Enzim fermentaciok

Tenyésztés

A mikrobidlis enzimek elallitdsanak éltalanos technikdja a levegdztetett szubmerz fer-
mentacid, emellett régi technoldgiaként, vagy mas folyamatokkal dsszekapcsolva eléfordulnak
feliileti, illetve SSF (solid state fermentation = szilard fazisi fermentécid) eljarasok is (pl.:
pektinazok, hemicelluldzok gyartasa mezdgazdasagi hulladékokon, korpan, répaszeleten, stb.).

A szubmerz fermentdcion belill a szakaszos, rataplaldsos, folytonos technika egyardnt
eléfordul. Ennek megvalasztasat a miiszaki paramétereken kiviil az anyagcsere is befolyésolja:
induktiv enzimek gyartdsdnal az induktor bevitele rataplalast igényel. Sok fontos enzim nem
konstitutiv, csak akkor termelddik, ha a mikroorganizmusnak sziiksége van ra. Alapesetben az
induktor maga a szubsztrit, ennek adagoldsdval lehet kivaltani az enzim termelédését. Igy az
amildzokat — keményitdvel, az invertazt — szacharézzal, a B-galaktoziddzt — laktézzal a
gliik6z-izomerazt — xil6zzal (xilan, korpa formdjaban) lehet indukalni.
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A masik anyagcsere jelenség, amely a fermentacids technikdt is befolydsolja a katabolit
represszid. A sejtek a legkdnnyebben hasznosithatd szénforrést, a gliikkozt preferdljak, ennek
jelenlétében az egyéb anyagcesereutakat ledllitjak. Sok esetben a mikroba szaporoddsdhoz adott
gliik6z lefékezi az enzim termelést. Ekkor a folyamatot tobb szakaszban hajtjuk végre, a
sejtszaporitds utdn olyan koriilményeket teremtiink, hogy gliikk6z hidnydban ne ndovekedjen, ha-
nem enzimet termeljen a tenyészet. Ezt tobbféleképpen is megoldhatjuk. Lehet példaul a glii-
kézt olyan kis adagokban beadni, hogy a koncentracié folyamatosan a limitdlé tartomdnyban
maradjon. Lehet ezen kiviil a mikroba szdmara nehezen hozziférhetd szubsztritot adni, amit
csak egy lassui enzimes bontds utdn tud hasznositani (lakt6z, keményitd, manndz, glicerin, stb.),
vagy adenil-cikldz reguldciés mutdnsokat izolalni.

Az ipari enzimek olcsé tomegtermékek, igy a tervezok igyekeznek a késziilékek kapaci-
tasat a miiszakilag elérheté maximumra ndvelni. Ez a kevert, levegdztetett fermentorokndl tobb
szaz kobméteres térfogatot jelent.

A levegOztetésre, oxigén elldtdsra nincs altalanos szabdly, egyes enzimeket oxigén li-
mitben allitanak eld (pl. gliik6z izomerdz, penicillin acildz), médsokndl intenziv levegdztetés
sziikséges (pl. protedzok).

Feldolgozas

A tisztitds folyamatét az enzim forrdsa, a fehérje tulajdonsdgai, és az alkalmazds koriil-
ményei hatdrozzdk meg. Célszerli minden tisztitdsi miivelet utdn vizsgélni a kapott 6sszes en-
zimaktivitast (U) és a fajlagos aktivitast (U/mg). Az elsd valtozdsabdl a kihozatalt, a mdsodik-
bdl a tisztitasi tényez6t hatdrozhatjuk meg.

Az alapkérdés, hogy a termelt enzim a sejten beliil marad (intracelluldris) vagy a mikroba
kivalasztja a fermentlébe (extracelluldris). Az eldbbi esetben a sejttomeget fel kell tarni, ez
plusz egy bonyolult miivelet a feldolgozasi technoldgidban. Ennek elkeriilésére célszerii a fe-
hérjét tigy manipuldlni, hogy egy megfeleld inditd szakaszt (szigndl peptid, leader sequence)
épitenek az elejére, aminek segitségével az
enzim a sejt sajat fehérjéihez hasonléan ki tud
1épni a sejtmembrdnon. A homogén oldatbdl
a célterméket, az enzimfehérjét kell izoldlni a
kivant formdban és tisztasdgban. A fehérjék
tisztitasanak jellemz6 miiveletei:

Kicsapds - kis6zds, olddszeres kicsapds
(IEP)

Kromatogréfia — ioncsere, adszorpcids,
néha affin- és gélkromatografia

Ultraszurés — koncentralas, diaszurés
A teljes tisztasdg a nagy tomegben gyartott ol-
cs6 ipari enzimeknél nem kovetelmény, csak
a zavaré idegen aktivitidsoktdl és gatld
anyagoktodl kell megszabadulni. Inert, aktivi-
tdssal nem rendelkezd fehérjék és mas anya-
gok jelenléte altaldban nem zavard. A végsd
formuldzasndl olyan enzim preparatumot kell
l1étrehozni, amelyben biztositott az enzimakti-
vitds megdrzése a szavatossdgi idon beliil,
mdsrészt a technoldgidban val6 felhasznalas
egyszeriien, beméréssel vagy oldassal megva- 5o SR USSR TS
l6sithato. A szilard prepardtumok gydartasanal 112. dbra Folyékony enzim prepardtum ipari
az oldészer maradékat szaritassal (fluid kiszerelésben
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agyas, porlasztva szaritd, dobszarito) tavolitjdk el. A kapott porszerli anyag tulajdonségait is be
kell allitani granuldldssal vagy mikrokapszuldzassal (a szdllo finom por allergidt, vagy mas
megbetegedést okozhat).

A szilard termék el6allitasa koltséges, €s csokkentheti az aktivitdst, emiatt inkabb
stabilizélt oldat formdjaban hozzak forgalomba az enzimet (112. dbra).

8.5. Ipari enzimek

Az ipari 1éptékben termelt enzimek szinte mind hidroldzok. Ezen beliil a szubsztratok
szerint célszerll csoportositani az egyes készitményeket.
» Szénhidratbont6 enzimek (ez a keményitdipar kapcsan is tananyag volt)
» Protedzok (pH optimumuk szerint ldgos, semleges és savas protedzok)
» Lipazok

8.5.1.  Amilazok

Az amildzok a keményitd hidrolizisét katalizdljak egyszeribb cukrokkd. Az emberi
szervezetben amildzt taldlunk az emberi nyélban, ezzel kezdddik az emésztés folyamata. A
hasnydlmirigy szintén alfa-amildzt termel, amely a tdplalék keményitdjét di- €s triszacharidok-
ké bontja. A ndvények és mikroorganizmusok is termelnek amildzokat. Eppen a diasztdz amildz
volt az els6 enzim, amit Anselme Payen felfedezett és prepardlt 1833-ban. Valamennyi amildz
az a-1,4-glikozidos kotéseket hidrolizalja.

A mikrobidlis enzimek az elsd nagy attorése az élelmiszeriparban a korai 1960-as évek-
ben tortént, a glilkoamildz piacra vitelével, amely lehetové tette a keményitd lebontasat glii-
koézza. Azéta a gliikkoz termelés teljes egészében atvaltott a hagyomdanyos savas hidrolizisrdl az
enzimes hidrolizisre. Osszehasonlitasképpen, az enzimes hidrolizis a géz koltségeket 30, a
hamutartalmat 50 és a melléktermékek mennyiségét 90 szdzalékkal csokkentette a régi savas
eljarashoz képest.

1973 6ta a keményito-feldolgozé ipar az enzimek egyik legnagyobb felvevd piacdva ndtte
ki magéat. Az édesito szirupok gyartdsanak minden fazisaban (folyodsitas, cukrositds és izomeri-
zacid) enzimeket hasznalnak.

Az amildzok forgalma az enzim piac kozel 25 %-at teszi ki. Az iparban a mikrobidlis
amildzokat haszndljak szélesebb korben, mivel sokkal stabilabbak, mint a novényi és allati
eredetli amildzok. A mikroorganizmusok hasznélatdnak nagy eldnye a gazdasidgos tomegter-
melés, és a mikrobdkat egyszerlibb genetikailag manipuldlni.

A fontosabb amildzok:

8.5.1.1. a-amildzok

o-amildz, foly6sité enzim: endo-amildz, a keményitd lancok belsejében, véletlenszertien
az a(1-4)-glikozid kotéseket hasitja, a terméke amil6z szubsztrat esetén maltotriéz és maltdz,
amilopektin esetén dextrin, maltéz és gliikkdz. A folydsitdé nevet azért kapta, mert hatdsara a
nagyon viszkézus elcsirizesitett keményitd elfolydsodik, a bontdstol a viszkozitds dramaian
lecsokken. A keményitélanc tetszéleges pontjat képes megtamadni, ezért gyorsabban bont a
csak lancvégen dolgoz6 enzimeknél.

A hidrolizishez legaldbb harom egymads mellett al16 a(1-4)-kotésti D-gliikdz egységre van
sziikség. A hidrolizis sebességét vizsgdlva az enzim a linedris amil6z lancokat hasitja a
leggyorsabban. A bontds nagymértékben lelassul a szubsztrat polimerizaci6fokanak csokkené-
sével. Az amil6z lanc hidrolizise két szakaszbdl all. E16bb a kevéssé rendezett spirdlis szaka-
szokbol 6-8 gliikdzbdl all6 oligomerek képzddnek, majd ezek kisebb sebességgel malt6zza és
maltotriézz4 hasadnak. Végiil a maltotrioz még lassabban tovéabb hidrolizdlédhat maltézra €s
gliikézra. A képzddott termékek mind a-konfigurdciéban valnak szabaddd. Az a-D(1-6)-os
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eldgazasokat is tartalmazé amilopektin enzimes hidrolizise hasonld, de két elagazds kozott csak
akkor hasadnak fel az a(1-4)-es gliikkozidos kotések, ha legalabb hat gliik6z egységbdl allo
linedris szakasz all rendelkezésre. A teljes mértékii lebontaskor a maltéz €s gliik6z mellett 5-15
gliik6z egységbdl 4allo és 1-2 eldgazast tartalmazdé oligomerek, Un. o-hatardextrinek is
keletkeznek.

,. — glilkoamilaz
’ —- a-amilaz
'. pullulanaz

— » pB-amilaz

@ Mem redukalalancveég
(D Redukdldlancvég

113. dbra A keményitébonto enzimek tamaddspontjai

Az 0-amildz az allatvilag alapvetd emésztdenzime, de el6fordul mikroorganizmusokban,
novényekben, gombadkban is. Ipari szempontbdl azok a mikrobédk érdekesek, amelyek extracel-
lularis enzimet termelnek:

Aspergillus oryzae
Aspergillus niger

Mucor nemzetség

Bacillus licheniformis
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis

A termel0 organizmusnak megfelelden sokféle enzimtipus 1étezik.

Bakteridlis a-amilazok: pl. B. amyloliquefaciens, B. licheniformis termeli. Igen magas
héfokon (90-105 °C) is hasznélhatdk, tobb 6rdig megdrzik aktivitdsukat. Aktivitdsukhoz, sta-
bilitdsukhoz Ca?** ionok jelenlétét igénylik. Miikodésiik optimélis pH tartoméanya 6.7-7.0 kozé
esik. Moltomegiik ~50 kDa, de hajlamosak a dimerizdlédasra.

Penészgomba a-amildzok: a legjelentdsebb enzimforrdsok az Aspergillus torzsek (A.
oryzae, A. niger). Ipari célra altaldban az Asp. oryzae torzs éltal termelt készitményeket hasz-
naljak. Moltomegiik 50-60 kDa koriili, pH optimumuk 5-6 k6zé esik. Aktivitasuk 55-60 fokig
novekszik, efelett bomlanak. Ca?* és Na* ionokkal aktivalhatok.

YVVVYVYYY
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Novényi a-amildzok: Ipari szempontbdl a malatazott arpa a legfontosabb enzimforras. A
nem csiraztatott gabonaféléknek nincs a-amildz aktivitdsuk. A maldta amildz optimaélis re-
akciokoriilményei a penész enzimekre hasonlitanak, annyi eltéréssel, hogy a pH optimum 4,7-
5,5 kozé esik.

Az amildz termel6 Bacillus torzsek enzim termeld képességének javitdsdban a klasszikus
indukalt mutacids-szelekcids modszerek is jelentds eredményeket hoztak, a kinyert aktivitas
50-100-szoroséra novekedett.

Az amildzok fermentécids eldallitdsandl két alapvetd anyagcsere szabdlyozasi mechaniz-
must kell szem elott tartani. Az amilaz induktiv enzim, termelddését a szubsztrattal, azaz ke-
ményitdvel lehet indukélni. A masik a katabolit represszid, azaz gliikkéz jelenlétében nem indul
meg a keményitd hasznositds. A ferment4cid sordn tehét a kezdeti gliik6z szénforrds elfogyasa
utdn keményité adagoldsaval indithatjuk el az enzim termelést.

A technoldgia tehét ratépldldsos szakaszos fermentécid, nagy térfogatd (100-150 m3),
levegdztetett fermentorokban.

Felhaszndlds

Az a-amildzokat sok ipardgban alkalmazzdk, csak felsorolasszertien:

Keményitdipar, a keményitd lebontdsa maltodextrinekké, gliikk6zz4, izocukorré (Terma-
myl, 1d. késébb).

Soripar, gabonaszesz gyartasa, a maldta aktivitdsanak kiegészitésére

Textilipar, irtelenités - a szdlakat a technoldgia egyik fazisdban keményitd bevonattal
védik, késObb ezt emésztik le az enzimmel. Az irtelenité enzim eldszor a maldta volt, majd
1917-ben probaltak ki az elsd baktérium amildzt. Majd 1950-ben a NOVO-NORDISK hozott
forgalomba egy olcsé, stabil, kemikélidkra nem érzékeny, nagy aktivitasa B. subtilis enzimet
AQUAZYM néven. A tovéibbfejlesztés sordn a B. stearothermophilus enzimét valasztottdk,
mert nagy a hdstabilitasa és széles a pH optimuma, de a torzs kis mennyiségli enzimet termelt.
Ezért az enzim génjét B. licheniformis-ba klonoztdk (nem patogén, maga is amildz és protedz
termeld), ez az djabb termék az AQUAZYM ULTRAR,

Mos6- €s tisztitoszerek: a mosdszerek detergens tartalma a csak zsiros jellegli szennye-
zések eltavolitdsara alkalmas. Mds anyagu szennyezések, fehérjék és szénhidratok esetében
nem hatékonyak. A ruhanemii és az edények viszont rendszeresen szennyezOdnek étellel és a
testfeliilet anyagaival — ezek foként fehérjébdl és keményitdbdl dllnak. Ezért a megfelel? tisz-
titdshoz fehérje- és sz€nhidrit bont6 enzimeket is adagolnak a termékekbe.

8.5.1.2. Maltamildzok

[-amildz

Ez az enzimcsoport a keményité lancok nem redukdl6é végérdl maltéz egységeket (glii-
ko6z(1-4)gliik6z diszacharidokat) vag le. Legrovidebb szubsztratja a maltotetradz (4 gliikkdz egy-
ség), a maltotrizt csak nagyon kis sebességgel bontja.

Az Q- és B-amildzok nevében a gordg betiik nem a szubsztrat molekuldra utalnak, hiszen
mindkét enzim a keményitd a(1-4)-es gliikozidos kotéseit hidrolizdlja, hanem a termékek
térallasara. Az a-amildzoknal a lanchasitas utan a redukél6 lancvégén 4116 pirandz gytriis glii-
kéz -OH csoportja marad o (axidlis) térallasd, a B-amildzoknal viszont a keletkez6 malt6zé [3
(ekvatoridlis) helyzetii. Ez természetesen csak a keletkezés pillanatdban igaz, oldatban azonnal
megindul a mutarotacié és lassan kialakul a két forma egyensulyi Osszetételi keveréke.

Az 0- és [B-dextrinek elnevezése a létrehoz6 enzimek specifitdsabdl vezethet6 le. Az -
amildzok termékei az 0-dextrinek, olyan kis oligoszacharidok, amelyeknél a redukdl6 lancvég
o térallasu, és csak egy-két eldgazds van a molekula belsejében. Mivel az a-amildz vigasdhoz
legaldabb hat egységnyi linedris szakasz sziikséges, az eldgazdsi pontoknal még legalabb harom
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gliik6znyi lancvég marad. Az a-amildz egyarant megroviditi az eldgazé cukorlancok redukéld
és nem-redukalé szdrait, igy az a-dextrinek Y vagy K alakdak.

A B-dextrinek, mas néven hatardextrinek a maltamilazok vagy amilogliikoziddzok hata-
sara jonnek létre. Ezek az enzimek csak a nem-redukal6 végek feldl kozelitik meg az eldgazasi
pontokat, de a redukdl6 oldalra nem tudnak atlépni, az a szerkezeti rész €rintetlen marad. Ezek
az enzimek onmagukban csak az amildzt tudjak teljesen lebontani, az amilopektin bontdsa az
elso eldgazasnal ledll. A keményitd szemcse réteges szerkezetét tekintve lathato, hogy igy csak
egy-egy zonat lehet lebontani, az amorf rétegek elagazo fiirtos szerkezete véltozatlan marad.
Nagy dextrin molekula keletkezik, amely lancai végén valtozatlanul tartalmazza az 6sszes (1-
6) kotést. Ezért a teljes hidrolizishez az amildzok kombinélt alkalmazdsara van sziikség.

crystalliney 1 Y|/ AY
lamellae | |{)L))

amorphous "
lamellag

amorphous growth ring

114. dbra A keményitészemcse szerkezete

A B-amilazok elsésorban a magasabb rendii novényekben fordulnak eld, de szamos mik-
roorganizmus is termeli. Kristdlyos formdban is eldallitottdk gabonafélékbdl (buza, arpa,
maldtazott arpa, rizs) valamint sz9jabol és batitdbol (édesburgonya). A mikrobdk kozott jelen-
tds mennyiségl extracellularis amildzt termel a Bacillus polymyxa, B. megaterium, B. cereus,
B. circulans, valamint néhany Streptomyces és Pseudomonas faj. A kiillonboz0 eredetli enzimek
tulajdonsagai jelentdsen eltérnek. A novényi enzimek molekulatomege nagy, 80-250 kDa, mig
a baktériumokndl csak 35-60 kDa. A pH optimum is eltérd, 4,8-5,2 illetve 6,0-7,0 koz¢€ esik. A
hoémérséklet optimum viszont hasonld, 45-55 °C. Aktivitdsuk tovabb né 60-65 fokig, de ezen a
hoéfokon mér gyorsan inaktivalodnak.

Felhaszndlds

Igen nagy mennyiséget hasznédlnak fel maldta formdjéban a sorcefrézésnél és a gabona-
szesz gyartdsdndl. Régebben a tisztitott enzim prepardtumot is ebbdl az olcsé alapanyagbdl
nyerték ki. Manapsag els6sorban B. polymyxa fermentaciéjaval allitjak eld. Az élelmiszeripar
szdmadra nagy tételben allitanak el6 maltéz szirupot (HMS = high maltose syrup) keményitobol.
Ennek megvan az az eldnye a tobbi cukor oldathoz képest, hogy hd hatdsdra nem barnul, nem
karamellizalodik.

Maltogén a-amildzok

Ezek az enzimek az elébbiekhez hasonléan maltéz egységeket vagnak le a keményitd
nem-redukald lancvégérdl, de a termék téralldsa o marad. A két malt6z izomer kozotti kiilonb-
ség oldatban fokozatosan eltlinik a mutaroticié jelensége miatt, a két forma egymaésba atizo-
merizalodik, és egyensilyi Osszetételli elegyiik alakul ki. A mechanizmusnak megfeleléen az
o-maltéz mellett 3-hatardextrinek keletkeznek.
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Az iparban dltaldban penész eredetli enzimeket hasznéalnak.

8.5.1.3. Amilogliikoziddz, gliikoamildz

Az amilogliikoziddz (szinonim nevei gliikkoamildz, y-amildz) exoenzim, a keményitd nem
redukalé végeirdl B konfiguracidju glitk6z molekulakat valaszt le. Specifitdsa nem tokéletes, az
a(1-4) kotések mellett hidrolizdlja az a(1-6) és a(1-3) kotéseket is, de nagysdgrendekkel
lassabban. Igy, ha lassan is, de Gnmagdban is képes a keményit6 teljes elbontdsdra gliik6zza. A
gyakorlatban a hidrolizis 1d6 lerdviditése érdekében mégis az a-amildzzal eldbontott keményitd
tovabbi bontasdra alkalmazzak. A reakciésebességek 0sszehasonlitdsabdl kitlinik, hogy minél
rovidebb a cukorldnc, anndl lassabban megy hidrolizis (22. tdblazat).

Szubsztrat (kotés) Reakcidsebesség, %
maltopent6z (1-4) 100
maltotetradz (1-4) 77
maltotridz (1-4) 36
maltoz (1-4) 10
izomaltopentdz (1-6) 2,3
izomaltotetradz (1-6) 1,5
izomaltotri6z (1-6) 0,8
izomaltéz (1-6) 0,13
pandz (1-6) 7,3
nigerdz (1-3) 0,11

22. tdbldzat Amiloglikoziddz hidrolizis sebességének osszehasonlitdsa

Amiloglikoziddzok az allati szovetekben (mdj, vékonybél), éleszto és penészgombdkban,
valamint baktériumokban egyardnt el6fordulnak. Ipari szempontbdl is a legjelentdésebb
enzimforrds az Aspergillus niger, emellett gyartjadk Asp. awamori, és Rhysopus nigricans tor-
zsekkel is.

A glilkoamilazok glikoproteinek. Az Aspergillus niger enzime jelentds mennyiségili man-
nozt tartalmaz. A torzs két izoenzimet termel, nagyobb mennyiségben a 97 kDa méltomegiit,
kisebb mennyiségben a 112 kDa-osat. Stabilis miikodési tartomanyuk 40-60 °C kozé esik,
efolott ez az enzim is gyorsan inaktivalédik. A pH optimum 4,5-5,0, a két izoenzim izo-
elektromos pontja 3,4 és 4,0.

A penésztorzsek szubmerz tenyésztése kiszoritotta a régebben (1970 eldtt) még alkalma-
zott feliileti technoldgidkat. Az enzim indukci6 és a katabolit represszi6 ennél a technol6gidnal
is mukodik. Gliikéz, laktéz, de még a glutaminsav jelenléte is fékezi az enzimtermelést. Ezért
célszerli a folyamat soran szénforrast cserélni, a glilkkdz utan keményitot és/vagy dextrint
adagolni. A fermentdciés id0 a fonalas gombdkndl megszokott 4-5 nap, de ratdplalasos
technikaval 10-12 napig is elnyujthato.

Felhaszndlds

Iparban az elfolyoésitott keményitd cukrositdsara hasznéljak. FO alkalmazasi teriilete a
bakteridlis a-amildzzal egyiitt a keményitobdl kiindul6 enzimes gliikkéz gyartds. A gliikoz az
élelmiszer €s fermentacids ipar fontos alapanyaga és kozbenso terméke (izocukor gyértés, szor-
bit gyartds, fermentdcids technoldgidk szénforrdsa, szeszgyartds). A gliikkéz gyartdson kiviil
felhaszndljék kiilonleges Osszetételli keményitdszirupok €s diabetikus készitmények eldalli-
tasara, a sOrlét zavarossa tevo dextrinek eltavolitasara.
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8.5.1.4. Pullulandz, izoamildz

A pullulandz (EC 3.2.1.41) egy amilolitikus glilkandz enzim, amely az (1-6)-a-D-gliiko-
zid kotések hidrolizisét katalizdlja a pullulanban, amilopektinben és glikogénben, és ezek a- és
B-hatardextrinjeiben (debranching enzyme = eldgazast megsziintetd enzim).

A név onnan szarmazik, hogy eredetileg a Pullularia pullulans nevli mikrobaban fedez-
ték fel. A torzs tartalék tdpanyaga a pullulan, ami o(1-6) kotésekkel polimerizalt gliikk6z. En-
nek visszabontdsara, mobilizadldsara termeli a pullulanazt.

A késobbiekben a Klebsiella aerogenes (mai nevén: Aerobacter aerogenes) éltal termelt
enzimet vizsgaltak, termelték, és engedélyezték élelmiszeripari célokra.

Emellett szdmos olyan torzsben is kimutattdk, amelyek egyéb amildzokat is termelnek.
gy megtaldltak élesztékben, a prokariétik kozott pedig Pseudomonas, Streptomyces, Clostri-
dium és Bacillus fajokban. Ez utébbiak koziil sokat foglalkoztak a B. cereus, B. acidopullulyti-
cus, B. stearothemophilus, B. circulans, B. polymyxa, B. sectorramus, B. cereus enzimeivel.
Mivel az izoamildzokat rendszerint mas enzimekkel, dltaldban amilogliikoziddzokkal egyiitt
alkalmazzak, az ipari technolégidkhoz célszerli olyan enzimeket valasztani, amelyek pH és ho-
mérséklet optimuma azonos vagy nagyon kozel all egymashoz. A glikkoamilaz miikddési
paraméterei 50-60 °C és pH=4,5-5,0. Tehat a semleges vagy gyengén ligos kozegben miikodo
izoamildzok nem jonnek szamitasba. A savas tartomdnyban miikodik viszont a Pseudomonas
amyloderamosa, a Bacillus acidopullulyticus és a Bacillus sectorramus enzime. Ezek koziil is
a magasabb homérsékleten aktiv enzim alkalmazasa elonyds. Mivel a termeld organizmusok
produktivitdsa vagy mds tulajdonsdgai nem mindig megfelelok, ilyenkor célszerli a jonak
bizonyult enzim génjét inkdbb mds fajba kldénozni és igy megoldani a gyartast. A B. subtilis
emberekre nem patogén €s nem toxikus, €s haszndlata a multban élelmiszeripari enzimek ter-
melésében biztonsdgosnak bizonyult. Ezért gazda szervezetiil egy genetikailag médositott B.
subtilis torzset valasztottak, amely nem spdraképz0, protedz-hidnyos, amildz negativ és sur-
factin negativ. Ebben expresszaltik a B. acidopullulyticus-bol szarmaz6 pullulandz (pulC) gént.
Ez a génmanipulalt B. subtilis 4ltal termelt pullulandz megkapta a GRAS (generally recognised
as safe) mindsitést. A génmanipuldcidval azt is elérték, hogy az eredetileg induktiv enzimek
(induktor: pulluldn, izomalt6z) konstitutivva valtak, az enzimtermelés dllanddan folyik.

Felhaszndlds
Az eddig targyalt amilazok egyike sem volt képes az amilopektin eldgazdsainal taldlhaté az a(1-
6) kotések elfogadhat6 sebességili bontdsara. A pullulandzt és a hasonl6 enzimeket éppen erre
hasznaljdk. Hatdsdra az eldgazdsok eltlinnek, minden dextrin linedrissd vélik és ezzel az
exoamildzok teljesen le tudjak bontani a keményitot. Az elagazds-bontéd enzimeket a hidrolizis
masodik szakaszaban, az amilogliikoziddzzal egyiitt alkalmazzak.

8.5.2. Gliikoz és izocukor elballitas

A keményitébdl sok értékes termék allithato eld. Ezen a téren komoly munkét fektettek
egyrészt az enzimek kutatdsdba, mésrészt a technoldgiai folyamatok fejlesztésébe. Az enzimek
idedlis katalizatorok a keményitdiparban hatékonysaguk, specifitdsuk €s az enyhe reakcioko-
rilmények (hdmérséklet, pH) miatt. Ilyen koriilmények kozott kevesebb melléktermék, kelle-
metlen iz és szinanyag képzddik. Emellett az enzimes reakcidok konnyen szabdlyozhatdk és a
kivant konverzi6 elérésénél leallithatok.

Idérendben az elsé enzim készitmény a glitkoamil4z volt, ami teljesen lebontja keményi-
tot gliik6zza. Megjelenése utdn a teljes keményito ipar teljes egészében atvaltott a hagyomanyos
savas hidrolizisrdl az enzimes hidrolizisre. Az 4j technoldgia tisztabb terméket, nagyobb hoza-
mot és konnyebb kristilyositast eredményezett.

A masodik 1épés 1973-ban a rogzitett gliilkdz izomerdz megjelenése volt, amely lehetové
tette a nagy fruktdz tartalmu szirup (HFCS = high fructose corn syrup, magyar neve: izocukor,
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izoszOrp) ipari gyartasat. Ez volt az a nagy attorés, ami egy tobb millidrd dolldros iparag, a
HFCS termelés sziiletéséhez vezetett az USA-ban.

8.5.2.1. Enzimekkel modositott keményitok

Megfeleld enzimek €és a megfeleld reakciokoriilmények kivalasztasdval a keményitobol
sokféle értékes termék allithato eld, amelyek az élelmiszeripar szinte barmely konkrét igényét
ki tudjak elégiteni. A kiilonb6zd Osszetételd, illetve fizikai tulajdonsagu szirupokat és médosi-
tott keményitoket sokféle élelmiszer, iditok, cukrdszdai, hdsipari, siitdipari termékek, fagylal-
tok, martasok, bébiételek, befottek, lekvarok gyartasdnal hasznaljak fel.

A hidrolizalt keményitot sok fermentacids tdpoldatban hasznaljdk, mint konnyen meta-
bolizdlhat6 cukrot. Viszonylag olcsé szénforrdsként alkalmazhat6 ipari alkohol, primer meta-
bolitok, enzimek eldallitasahoz.

8.5.2.2. Gliikoz szirupok igény szerint

Gliikéz szirupokat kiilonb6z6 névényekbdl (buiza, kukorica, tapidka, manidka és burgo-
nya) kinyert keményit6 hidrolizisével kapunk. A hidrolizis mddja és mértéke alakitja ki a végso
sz€nhidrat 0sszetételt, ezdltal az anyag funkciondlis tulajdonsdgait. A hidrolizis mértékét alta-
lanosan a dextréz egyenértékkel jellemzik.

A dextroz (gliikkéz) egyenérték a cukrok redukald képességén alapul. A gliikk6z aldehid
csoportja miatt onmagédban egy redukdl6 cukor. Viszont a keményitd ldncaba épiilve az (1-4)
kotések miatt elveszti redukdlé képességét, csak a lanc egyik végén (=redukalé lancvég) 1évo
egyetlen gliik6z képes redukdlni. A hidrolizisnél forditott folyamat megy végbe: a keményitd
molekula minden hasitésanal két 1ancvég, egy redukal6 és egy nem-redukélé vég jon létre. fgy
a redukdl6 csoportok szamanak novekedésével jellemezhetjiik a folyamat elére haladasét.

Definicidja:
DE =100 eljbontott glikozid ko'teself szama
kezdetben jelen volt Osszes glikozid kotések szdma

DE =100 |:Eredukéd(’) cukor, glitkozban kifej ezveJ
teljes szénhidrat mennyiség

Ertéke tehdt a kiinduldsi keményiténél gyakorlatilag nulla, a teljes bontasnal, amikor mar
csak szabad gliik6z van jelen, 100. Egy maltéz oldat DE értéke értelemszertien 50. A DE fordi-
tott aranyossdgban 4ll az oligoszacharidok polimerizacids fokdval: atlagos tagszdm = 100/DE.

Az irdnyitott enzimes hidrolizissel j6l meghatarozott cukor spektrumu hidrolizdtumok
allithatok eld. Az elcukrositott levek Osszetételét kromatogréafids technikakkal analizdljdk. A
HPLC és GPC (gélpermeécids kromatografia) elemzések megadjdk az oldat molekulatomeg-
eloszldsat és a teljes szénhidrat-osszetételt. gy pontosan jellemezhetd és szabvanyosithaté egy
termék, példaul a malt6éz szirup (HMS=high maltose syrup) dsszetétele és tulajdonsagai. Ezek
a modszerek pontos Osszetételt adnak, de a gyakorlat szempontjabdl a mindsitéshez sokszor
elegendd kozvetett paraméterek, mint példaul a viszkozitds mérése.

8.5.2.3. Technolégia
A modern enzimes miveletek a kukorica nedves Orléses feldolgozasi technoldgidjdba

épiilnek be. Bar ez mar kiforrott technoldgia, még mindig folynak kutatdsok az enzimes atala-
kitas kihozataldnak és hatékonysdgénak javitdsa érdekében.
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A keményito feldolgozasanak a f6 1épéseit a 115. dbra mutatja be. Az enzimes 1épések az
aldbbiakban keriilnek bemutatésra.

Folyositas

A legelterjedtebben felhaszndlt nyersanyag a kukoricakeményitd, ezt koveti a buza, a
tdpidka és a burgonya. Mivel a nativ keményitd az alfa-amildz hatdsara csak lassan bomlik le,
a 30-40% szarazanyag tartalmu szuszpenziét elobb a homérséklet emelésével elcsirizesitik. A
hozzdadott hdstabil bakteridlis alfa-amildz megkezdi a keményitd ldncok daraboldsat
(foly6sités), ezzel a tovabbi enzimes bontdst is lehetévé teszi.

A miivelet kivitelez€sét mechanikailag is ki kell dolgozni, mert a csirizes keményitod
szuszpenzié rendkiviil viszkézus,
a szokdsos kever6k a szokdsos

Starch
teljesitményfelvétellel nem ‘L
képesek dtkeverni a reaktort. A
kevero rendszert inkabb Slurry preparation

dagasztasra kell méretezni, mint
keverésre. A folydsitds mivelete
onnan kapta nevét, hogy ez az
6ridsi  viszkozitds az enzim Liquefaction Wnitsnir
hozzaadasara rovid ido6 alatt (0,5-1
perc) dramaian lecsokken, a
keményitd ,elfolyésodik”. A e —P
keverds (szakaszos vagy

folyamatos iizemill) reaktorok

alkalmazasat meg lehet keriilni, ha

folytonos iizemben gdzinjektoros Purification Glucose syrups
flitést (jet cooker) alkalmaznak.

Saccharification

Maltose syrups.

Mixed syrups

A legtobb iizemben a e —}
keményitd elfolyositasa egyszeri
enzimadagoldssal, gdzinjektoros
futéssel zajlik (116. 4bra). A
hostabil alfa-amildzt hozzdadjak a
keményit6 szuszpenzidhoz, azutan

ezt szivattydval atnyomatjdk a

gbzinjektoron. It éles gdzt 115. dbra A keményitd feldolgozdsdnak a fo lépései
nyomatnak a folyadékba, ami

lekondenzdlva felemeli a homérsékletet kb. 105 fokra. Az elegy ezutdn egy hdszigetelt csoki-
gyo6n halad keresztiil — ez a hontartasi szakasz — ahol az 5 perces tartozkodasi id0 elégséges az
elcsirizesitéshez és elfolydsitashoz. A részben elfolydsitott keményitd szuszpenzidt egy expan-
zi0s szelepen keresztiil atmoszférikus nyomasra engedik ki. Ennek sordn a folyadék egy része
elparolog, f6tomege pedig 90-100 °C-ra hiil. Ezen a hdmérsékleten kevertetik tovabb egy-két
oran at, amig az enzimes hidrolizis el nem éri a tervezett DE értéket.

Isomerization
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_~
Starch water 359
30-35% dry matter To saccharification

pH =456

0.4-05kg

Steam
95 °C (203 °F) / 2 hours

I —

Steam

U

N N 105 °C4221,°F) / Mminutes
>

Jet cooker

116. dbra A folyositds berendezései

Az enzim hidrolizélja az elcsirizesitett keményité a(1,4)-glikozidos kotéseit, ezaltal
gyorsan csokkenti a viszkozitést, és a-dextrinek keletkeznek. A folyamatot ezen a ponton meg
lehet allitani, és az oldatot tisztitds utdn beparolni. A maltodextrineket (DE 15-25) reoldgiai
tulajdonsdgaik miatt az élelmiszeriparban hasznéljak. Edeskés izii funkciondlis sszetevok,
toltd és slritd anyagok pasztdkban, bébiételekben, szészokban, martdsokban, ragasztok a
levesporokban és instant élelmiszerekben stb.

Cukrositds

A maltodextrineket tovdbbi enzimes (gliikkoamildzos, pullullandzos) hidrolizissel a
kiilonbozo édes szirupokkd lehet alakitani. Ezeket a dextr6z ekvivalensiik szerint kiillonb6z6
csoportokba lehet sorolni: DE= 40-45: maltéz, 50-55: nagy maltéz tartalmu (high maltose), és
55-70: nagy konverzidju (high conversion) szirup. Tobb enzim kombinacidjaval (béta-amilaz,
gliikoamildz, és pullulandz, mint eldgazast bontd enzim) kozepes konverzidju szirupot is eld
lehet éllitani, amelynek maltdz tartalma kozel 80%.

A maltodextrin fazist6l glilkoamildz €s eldgazast bonté enzimek segitségével a legtobb
keményitd-nyersanyag (kukorica, buiza, burgonya, tdpidka, drpa, és arizs) gyakorlatilag teljesen
elhidrolizdlhat6 95-97%-os gliik6z tartalomig.

Az enzimgyéartok eleve tobbféle enzimet tartalmazo, k6zos optimumu preparatumot for-
galmaznak, pl. a DEXTROZYME amiloglikozidazt és eldgazasbonté enzimet tartalmaz, ame-
lyeknél a komponensek pH és homérséklet optimuma nagyon kozel all egymdshoz. Ennél a
terméknél a miikodési paraméterek: 55-65 °C és pH=4,0-5,0. Az enzim mennyisége és a sziik-
séges reakci6ido forditottan ardnyos egymadssal, sok enzimmel 18 6ra alatt el lehet érni a kb.
98%-os hidrolizist, kisebb beméréssel viszont 48 6ra is sziikséges lehet.

A cukrositasnal célszerli meghigitani a 30-40%-os dextrin oldatot, mert ilyen nagy kon-
centracioknal mellékreakcidk 1éphetnek fel. Ha az amil4dzok ,,nem taldlnak elég vizet” a hidro-
lizishez, akkor a levett cukrot viz helyett egy masik oligoszacharidhoz kapcsoljék, ezaltal szo-
katlan szerkezetli oligoszacharid melléktermékek jelennek meg.

A kapott gliikéz oldatot a felhaszndlasi cél szerint tisztitjak, elsésorban adszorpcidés mi-
veletekkel. A tiszta gliilkéz monohidrit formdjaban kristalyosithatd. A bepérlas és a kristalyo-
sitds energiaigényes muvelet, ezért gazdasagosabb a gliikkdzt tomény oldat, szirup formdjaban
értékesiteni.

A gliik6z gyartds olyan nagy tizemméretben folyik, hogy minden technoldgiai 1épésben a
gazdasagosabb folytonos mitkddtetésre torekednek.

144



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia IPARI ENZIMEK

A gyartés kihozatala €s a termék tisztasdga a novényi nyersanyagtol fiigg, a keményitore
nézve 90-99% kozé esik.

8.5.2.4. Gliikoz-izomerdz (xiloz-izomerdz)

A gliik6z gyartdsa mind agrotechnikailag, mind technoldgiailag gazdasdgosabb, mint a
szachar6zé. Van azonban egy nagy hatranya, mégpedig az, hogy az édesitd hatdsa joval
kisebb. Emiatt ugyanolyan édességhez joval tobbet kell az élelmiszerekbe adalékolni, mint a
répacukorbdl. Ez egyrészt gazdasagi kérdés, mert a tobb gliik6z nagyobb koltséget is jelent,
masrészt egészségiigyi kérdés, mert megnovelt cukorbevitel hosszu tdvol komoly egészségi
karosodésokat okoz. Ezért keresték a megoldast, hogy hogyan lehetne az édesito értéket
megnovelni. Megallapitottdk, hogy a szachar6z masik komponense, a frukt6z édesebb az
eldbb emlitetteknél, az édesitd értékek ardnya: gliikoz : szachardz : frukt6z =0,6 : 1 : 1,5.

Izomerizdcio

Kézenfekvonek latszott, hogy a gliikdzt egy izomerizacids reakcidban at kellene alakitani
frukt6zza. Erre tobb enzimes reakcid utat is taldltak, de a technikai-gazdasigi problémdk (ar-
zenat kofaktor, alacsony hdéfok) miatt végiil egy viszonylag rossz konverzidji enzimet, a xil6z
izomerazt alkalmazzdk vildgszerte. Az enzim eredetileg xil6z izomerdz, de az egy szén atommal
hosszabb hexdzokkal is végrehajtja ugyanazt a konverziét. Az enzim eredeti funkcidja abban
is megmutatkozik, hogy termelddését a xildnok (xil6z polimerek, korpdban, flirészporban, fas
anyagokban taldlhaték) indukaljak.

A szokdsos 60 °C koriili homérsékleten az elméleti egyensily kozel 50-50%-os kon-
centracié aranyndl van. Az egyensuly viszont csak hosszu reakci6idd utan all be, ezalatt pedig
melléktermékek (pl.: pszikoz) keletkezésével kell szamolni. Ennek elkeriilésére €s a kihozatal
javitasara a reakci6idot leroviditik, a konverziét csak kb. 43%-os fruktéz tartalomig vezetik.

Mikroorganizmusok

Az enzimet sokféle mikroorganizmusban azonositottak, szinte minden gyarté a sajat
izolalasu nemesitett torzsét hasznélja. K6zos vondsa a fejlesztésnek, hogy az eredetileg
induktiv enzimek génjeit dthelyezték a konstitutiv génallomanyba.

Bacillus coagulans (Sweetzyme, NOVO, DK)

Actinoplanes missouriensis (Maxazyme, DSM, NL)
Streptomyces rubiginosus (Optisweet22, Miles-Kali Chemie)
Streptomyces phaeochromogenes (Sweetase, Nagase, J)
Arthrobacter (ICI)

Az izomeréazok intracelluldrisan termelddnek. A hasznositandé xildn poliszacharid nem
1ép be a sejtbe, de hidrolizisterméke, a xil6z igen, és ezt a sejten beliil izomerizalja az enzim. A
sejtfeltaras, enzimizoldlds nehézkes miivelet, még nagyobb probléma az izolalt enzimek bom-
lékonysdga. Emiatt kiilonb6z6 immobilizdciés moddszerekkel rogzitik az enzimeket. Hasz-
ndlnak rogzitett sejteket, sejtfeltards utdn a tormelékkel keresztkotott enzimeket formulazott
tolteteket is.

A NOVO Bacillus coagulans folytonos fermentacidjdban a megfelelé enzimtermelés ér-
dekében Co és Mg ionokat adagolnak a tdpoldatba. A katabolit represszidval itt is szamolni
kell, a termelési szakaszban gliik6z és oxigén limitet kell fenntartani. A kozeg pH-ja a Bacillus
fermentacidknal szokasos 7,5-8.

YV V V V

A\

Konverzio
Az izomerizdlasra keriilo gliikéz szirupnak tisztdnak kell lennie: sziirés és aktiv szenes
kezelés vagy ioncserés tisztitds sziikséges. Ha az amildzok kalcium igénye miatt az oldat Ca
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ionokat tartalmaz, azt el kell tdvolitani, mert ezek az ionok mérgezik az enzimet. A Mg ionok
viszont éppen ellenkezdleg, stabilizaljak és aktivaljak az enzimet. Az oldott oxigén jelenléte
inaktivdlja az enzimet €s fokozza a melléktermékek képzddését. Emiatt a meleg cukoroldatban
amugy is rosszul old6dé oxigén nyomait natrium-metabiszulfittal tavolitjak el.

Az izomerizacids reakcidt oszlopba toltott immobilizélt enzimekkel hajtjdk végre. A re-
akci6 optimalis pH-ja 7,5 vagy efelett, a hdmérséklet 55-60 °C. E koriilmények kozott nagy az
enzimaktivitds, a mikrobidlis befert6z6dés esélye kicsi és az enzim stabilitdsa is még megfeleld.
Ugyanakkor a gliikéz €s fruktéz meglehetOsen instabil, és konnyen atalakul, szerves savak és
szines melléktermékek keletkezhetnek. Ezt ugy csokkentik, hogy minimalizdljak a reakci6idot,
a cukrok csak annyi id6t toltenek e reakcidkoriilmények kozott, amig az oldat atfolyik az
immobilizalt izomerdzt tartalmazé oszlopon. Az enzimet szemcsékben rogzitik, igy toltik az
oszlopba. A szemcsék elég merevek ahhoz, hogy ne roppanjanak 6ssze a nyomaskiilonbségtol,

Na,CO,
Mgso1
CH,OH
———0
heat exchanger
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KOH ::> P catio deaeration
CH
CH
v
L& R
- 1 v
5 1
o i
8o .
8E,
520 @naiytics)
@ M
% o i
" E ;
o
i 1
1

‘— acid

b,

ion exchanger
. \Q
L
charcoal
\Q

CH,OH CH,OH

)

117. dbra Izoszorp elddllitdsa
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és ne zarjak el a folyadék utjat. A folyamat kis mennyiségii hot termel, amit folyamatosan el
kell vezetni a rendszerbdl

A rogzitett enzim idOvel veszit aktivitdsdbol. Manapsag a kereskedelmi gliikéz izomera-
zok aktivitdsdnak felezési ideje ipari koriilmények kozott 200 nap koriil van. Az enzimtoltet
hatékonysagat minden reaktorndl az elfolyondl optikai szenzorokkal folyamatosan mérik.

Az aktivitas csokkenése miatt az oszlopreaktor konverzidja id6ben valtozik, igy nehéz
lenne fenntartani az dlland6 fruktéz koncentraciét a termékben. Le kellene lassitani az dramldsi
sebességet, ami viszont a melléktermékek keletkezésének kedvez. Ennek elkeriilése érdekében
sok oszlopot miikddtetnek egyiitt 6sszekapcsolva. Egy gyengébb és egy aktivabb toltetet sorba
kotve kozel allanddésult miikddést lehet elérni. Az USA-ban haszndlatos oszlop jellemzd dtmé-
réje altalaban 0,6-1,5 m, és tipikus 4gymagassaga 2-5 m. Egy naponta tobb mint 1000 tonna
izocukrot el64llito iizem legalabb 20 egyedi reaktort hasznal.

A kilép6 cukorelegy szdzalékos Osszetétele jellemzden 53 : 42 a gliik6z javéra, a tobbi
melléktermék. Ez még mindig nem poétolja tokéletesen a megszokott szachardzt. A 1€ tovabbi
feldolgozdsa soran adszorpcids lépésekkel megtisztitjdk, majd egy specidlis kromatografias
mivelettel részlegesen elvdlasztjdk a gliikkozt és a fruktozt.

Az elvalasztasra kalcium ionokkal telitett erds kation cseréld gyantat, pl.: DOWEX MO-
NOSPHERE 99-et haszndlnak. Az elvédlasztds mechanizmusa Osszetett. Egyrészt az oldott al-
lapotban levd cukrok -OH csoportjai kolcsonhatdsba 1épnek a gyantdn levo kalcium ionokkal
(kelatképzés). A fruktdz és gliikoz elvalasztasa azon alapul, hogy, hogy a fruktéz/kalcium ion
komplexben erdsebb kolcsonhatas jon 1étre, mint a gliikdz/kalcium ion komplexben. Az elva-
lasztds mechanizmusat ligandcserés kromatografidnak is nevezik. Masrészt méretkizarasos kro-
matogréfia is megvaldsul, mivel a nagyobb molekuldk, mint a tri-, tetra- és nagyobb méretii
oligoszacharidok, fizikailag nem férnek be a gyantdban taldlhaté polisztirol lancok kozotti
legkisebb nyilasokba. Fruktoz tisztitas esetén a méretkizdrasos kromatografia a ligandcserés
kromatogréfidval egyiitt, parhuzamosan jatszodik le. A szirupban levd oligoszacharidok a
gyanta gyongyokon kiviil maradnak, igy elsoként érnek az oszlop aljéra.

Az elvdlasztashoz igen nagy oszlophosszra van sziikség (~10 m), ezért nem egy kolonna-
val, hanem tobb, révidebb oszlop 6sszekapcsoldsaval, az G.n. szimuldlt mozgé dgyas (simulated
moving bed = SMB) technikdval hajtjdk végre. A kapott frakcidk igy sem tisztdk, mindkettd

42% fruktoz 90% fruktoz
53% gliikoz . . 10% gliikoz _ )
> Elvalasztas > Keverés
5% fruktoz 90% fruktézként 55% frukt6z
90% gliikoz értékestve 45% gliikoz

5% oligomer
(a raffinatumot vagy
mellékterméket
recirkulaltatjuk)

118. dbra A fruktoz tartalom bedllitdsa
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tartalmaz mintegy 10%-ot a masik cukorbdl is. A gliilkéz dramot visszavezetik az izome-
rizécidra, a fruktéz dramot pedig tobbféleképpen is fel lehet hasznélni. Lehet tovabb tisztitani
a fruktozt, tetszoleges tisztasagig, lehet ebben a 90%-os formédban értékesiteni, de a legnagyobb
részét az izomeriz4ciobol kapott 43%-os elegyhez keverik ugy, hogy a frukt6z arany 55%-ra
novekedjen. Ez az 6sszetétel felel meg legjobban a szachar6z tulajdonsagainak, ezt haszndlja
fol az oriasi mennyiségben az élelmiszeripar izocukor/izoszorp néven. Ezt az elegyet nem
kristalyositjak ki, hanem 70% szarazanyag tartalomig beparolva oldatban forgalmazzak.
Az izocukor szinte minden téren képes helyettesiteni a szacharézt, de a legtobbet mégis

az udito italokban, fagylaltokban, édes- és tejiparban hasznéljak fel.

Adalékok: ez a technologia, mint annyi mds miiszaki fejlesztés, a hdbortis politikdanak kdszonheto. Amikor
Fidel Castro rendszere dtvette az irdnyitdst Kubdban, az USA gazdasdgi blokddot hirdetett ellene. Kuba f6 ex-
portcikke a nddcukor volt, ez nem keriilhetett az amerikai piacra. Ettol viszont cukorhidny lépett fel. Az Egyesiilt
Allamok nem tudta megtermelni a megfeleld mennyiségii cukrot. Cukorndd termesztésére csak Floriddban volt
mdod, ott is csak kis teriileten. A répacukor pedig eleve drdgdbb, mint a nddcukor, csapadékigényes, és az agro-
technikdja koltséges, nehezebb gépesiteni. Rdaddsul jol termé gabonatermeld teriileteket kellett volna dtdllitani
cukorrépdra. (A répacukor is valojdban hdboris kényszermegoldds, a napdleoni hdboriik idején az angolok
kontinentdlis zdrlata miatt a tropusi teriiletekrél megsziint a nddcukor importja, és ezért kezdtek Europdban az
édes répa nemesitésével és a cukor kinyerésével foglalkozni.) Emiatt sziiletett meg az igény, hogy a béséges kuko-
rica feleslegbdl kellene valahogy cukorpdtlot elddllitani. A gydrtds igy Amerikdbol indult (Clinton Corn Proc. Co,
1967, nincs kapcsolat a késobbi elndkkel), azutdn elterjedt az egész fejlett vildgon. A kdvetkezé technologiai
fejlesztés az izomerdz enzim rogzitése volt (1974).

Magyarorszdgon még a rendszervdltds elott (1982-ben) dllami vdllalatként hoztdk létre Szabadegyhdzdn a
kukorica-feldolgozo vertikumot, mai szoval biofinomitot, ami melléktermék nélkiil dolgozta fel a kukoricdt kb. 15
[féle termékké (izocukor, gliikoz, ipari alkohol, glutén, kukorica csira, csiraolaj, élesztd, takarmdnyok stb.). Teljes
egészében megvdsdroltdk a fejlett technologidt. Ami akkor azért volt nagy szo, mert a forint még nem volt konver-
tibilis, és ezt dolldrban kellett kifizetni. Ez7 kivételesen jo beruhdzdsnak bizonyult, hdrom év alatt dolldrban is
megtériilt a befektetés.

Az tizem jelenleg is mikodik HUNGRANA néven osztrak tobbségi tulajdonban, de az
eredetileg évi 140 000 tonnds kukorica feldolgozé kapacitasat azéta tobb mint egy millié ton-
ndra novelték.

8.5.3. Pektindzok

A pektin a keményitohoz hasonléan a természetben gyakran eléfordulé poliszacharid,
Osszetétele azonban messze nem olyan egységes. Elsé kozelitésben poli-galakturonsavnak
tekinthetd, melynek karbonsav csoportjai részlegesen (40-70%-ban) metilalkohollal észtere-
zettek. A monomerek béta 1,4-es kotéssel kapcsolddnak dssze. Valdjaban heteropoliszacharid,
csak a linedris alapldncot alkotja tisztin galakturonsav, az eldgazé zondkban mds cukor
molekuldk is megjelennek. Itt a linedris alaplancba ramn6z molekuldk is beépiilnek, és ezekhez
rovidebb, 10-20 egységbdl &llé oligoszacharidok kapcsolédnak, amelyek galakt6zbdl,
arabindzbdl és xil6zbdl dllnak.

A pektin szinte minden novényi sejt falanak kozéprétegében eldfordul, a cellulozzal, he-
micellulézzal egyiitt. A kultirndovények kozott a zoldségek és gyiimolcsok (alma, korte, bo-
gyo6s gyiimolcsok, citrusfélék, paradicsom, répa, uborka) termésének érésénél jatszik szerepet.
Az éretlen termés kemény, a sejtfalak szilard tartast adnak a szoveteknek. Az érés folyamén a
novény sajat enzimei részlegesen elbontjak a pektint, az a sejtfalbdl a citoplazméba keriil, et-
tdl a termés megpuhul, élvezhetdvé vélik. Ez a pektin a felelds a feldolgozas sordn a dzsemek
gélesedéséért (ez itt elonyos, sokszor adagolnak is a gél keményitése érdekében ,,befozdpek-
tint” a gylimolcshoz), ugyanakkor sok vizet/folyadékot tart vissza a gyiimolcs hisdban, ezaltal
a gylimolcslégyartasnél kevesebb levet lehet kipréselni, csokkenti a 1éhozamot. Mint kivald
véddkolloid ,,0ldatban” tartja a gytimolcslé kolloidalis anyagait (fehérjéket, rostanyagokat
stb.), ettdl a 1€ zavaros, nem sziirhetd és tarolasi problémak is fellépnek.
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119. dbra A pektin alapldnca

A pektint a gyiimolcsfeldolgozds melléktermékeibdl extrahdljdk, mérsékelt égovon alma
maradékbdl, melegebb kliman pedig citrusfélék héjabol.

A novényi pektinbontds mellett sok mikroorganizmus, elsdsorban a fonalas gombak ter-
melnek bont6 enzimeket. Ezek bioldgiai szerepe egyértelmii. A penészek szamara kivalo tap-
talaj a novények termése a benne taldlhat6 tartalék tdpanyagokkal, ehhez pedig a sejtfal lebon-
tasaval tudnak hozzdjutni. A prokaridtdk kozott a lagyrothadast el6idézé novénypatogén Er-
winia fajokra jellemz6 az enzimtermelés.

A pektin bontdsdban még tobb fajta enzim vesz részt, mint a keményitdében. Itt is meg-
taldljuk az exo- és endoenzimeket. Az exo-poligalakturondzok a ldnc végérdl hasitanak le egy-
egy galakturonsav egységet. Az endoenzimek kozott az endo-poligalakturondzok statisztikusan
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120. dbra Endopektindzok hatdsa

hidrolizéaljak a lancot, rovidebb pektin darabokat hoznak létre. Emellett az enzimkomplexben
gyakran eldfordul a pektin lidz enzim is, amely nem hidrolizissel vdgja el a pektin ldncot, hanem
a hidrogének atrendezésével egy kettds kotést hoz létre a nem-redukdld lancvégen allo
cukorban.

A poligalakturondzok (pektindzok) mellett rendszerint jelen van a pektinészteraz is,
amely a pektin metilészter kotéseit hidrolizdlva metanolt szabadit fel.

Ipari termékként a pektinbont6 enzim komplexeket elsdsorban penészekkel (Aspergillus-
és Penicillium-fajokkal) allitanak el0. Az enzimek extracelluldrisan (sejten kiviil) termelddnek,
tehat tenyésztés utdn a fermentlébdl egyszeriibben preparalhatok. A fermentacié sordn tobb
enzim termelddik parhuzamosan, a felsoroltakon kiviil rendszerint hemicelluldz-keverék is
megjelenik, amelyben xilandzok, arabindzok is jelen vannak. Ezek szétvalasztasdra, kitisztita-
sdra az iparban nincs sziikség, ezek a mellékaktivitisok nem zavarjdk, hanem segitik a f6 funk-
ciot, a poliszacharidok lebontasat.

149



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia IPARI ENZIMEK

co0 -
A/n
R
OH
OH I l
€00 - coo -
(o]
A/u /
B R
OH OH
OH o
OH OH

121. dbra Pektin lidz

Felhaszndlds

A pektin hidrolizisnek tobb ipari folyamatndl van jelentdsége. Ha pektindz preparatumot
adunk gyiimolcszizalékhoz, akkor a 1éhozam 2-8%-kal novelhetd. Ugyanez az eljarés
hasznalhat6 a sz616 feldolgozasdndl a must préselés hozamanak javitdsdra, illetve az oliva olaj
kipréselésénél is.

A gytimolcsléipar az enzimet ezen kiviil gytimolcslé deritésére is felhasznélja. Az enzim-
mel nem kezelt gyiimolcslé zavaros és sziirhetetlen, de ha a pektint enzimes tton lebontjuk, a
védokolloid hatdsa megsziinik, és a 1€ konnyen ,,tiikkrosre” sziirheto.

A pektin-hidrolizisnek a felsoroltakon kiviil a textiliparban is van jelentosége, a len és a
kender aztatdsandl. A len és kenderkordk feltdrdsa egy spontdn mikrobioldgiai folyamatban, az
dztatds sordn torténik. Az 4ztatds célja a kiilsé hancsrostok maradéktalan elvdlasztdsa a belso
fas részektdl. A hancsrészben cellulézban dis, rugalmas kotegeket, rostnyaldbokat taldlunk,
amelyeket egymadssal és a farésszel pektin (mint ragasztéanyag) kot ossze. A kenderdztatdsnal
ez a pektinanyag elbomlik, és ezéltal a szalak szabaddd valnak, szdritds utan a tilolassal és
gerebenezéssel elvdlaszthatok. A kender €s len névényen mindig vannak a talajbdl szarmazd,
pektinazt termeld Bacillus macerans és Bacillus asterosporus sejtek, amelyek a szdmukra
kedvezo életfeltételeket jelentd aztatovizben gyorsan elszaporodnak, enzimet termelnek és
ezzel fellazitjdk a rostokat.

8.5.4. Cellulaz

A celluléz a keményit6hoz hasonldan egy gliik6z homopolimer, de az egyes gliik6z egységek
kozotti glikozidos kotések téralldsa nem o, hanem [ (ekvatoridlis), ett6l a lanc nem spirdlis
alakd, hanem egyenes. A cellul6z molekuldnak nincsenek eldgazésai, igy a linedris B-(1—4)-
gliikan ldncok képesek parhuzamosan egymas mellé rendezddni, kvazikristdlyos szerkezetet
alkotni. A cellul6z a novényi sejtek sejtfaldnak f6 komponense. Linedris molekulaldncai a
novények rostjaiban bonyolult szerkezetli kompozitot alkotnak a hemicellulézokkal (5- és 6-
szénatomos heteropoliszacharidok) €s a ligninnel (polifenol alapu polimerek). A cellul6znak az
ad jelentdséget, hogy a bioszférdban termel6dd biomassza tilnyomo része cellulz, a keményitd
és egyéb poliszacharidok termelése joval kisebb. Ha sikeriilne ennek az anyagnak a gazdaséagos,
ipari 1éptékli feldolgozasat megoldani, az az élelmiszeriparnak, a bioenergia termelésnek, de
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122. dbra A celluldz enzimek tdmaddspontjai

még a vegyiparnak is hatalmas 16kést adhatna. Ehhez viszont le kellene bontani a felépitd
gliikoz egységekre, amelyek azutdn a tovabbi dtalakitasok kiindul6 anyagai lehet (pl. bioetanol,
egyéb fermentacidk). A feltételes moéd annak szol, hogy ezek a folyamatok még nem érték el a
gazdasagossdg hatdrat. Nagyon sok kutatds és fejlesztés folyik a cellul6z kémiai és enzimes
bontésa teriiletén, de ipari szinten miikodo eljaras még nem sziiletett. Ennek oka nem elsésorban
a cellul6z molekula nehéz bonthatésdga, hanem a novényi rostok emlitett komplex szerkezete,
amelybe a celluléz bedgyazdédik. A celluléz kiszabaditdsdhoz olyan fizikai vagy kémiai
eldkezelések (gdzrobbantds, ammodnids dztatds) sziikségesek, amelyek megdragitjak az eljarést.
Emellett a celluléz (tartalmud anyagok) nem oldédnak vizben, a reakcié heterogén fazisu, ami
tovabbi problémadkat okoz. E technoldgidk nagy elvi lehetdségei dacdra jelenleg a celluldzokat
nagy mennyiségben mas célokra termelik, igy pl. a textilipar €s a mosOszergyartds szamara.

A cellul6z enzimes bontasdban — hasonldan a keményitdéhez — egy tobb enzimbdl allo
komplex vesz részt. Ennek egyik eleme a B-endogliikanaz (EG), amely a poliszacharid lanc
belsejében hidrolizdlja a gliik6zok kozotti kotéseket €s ezzel oligo-B-gliikkdnokat hoz létre. A
cellul6z bontéds exoenzimei a B-amildzokhoz hasonldan a lanc végérdl kettesével valasztjak le
gliik6z monomereket cellobidz formdjdban. Ezek a cellobioziddzok, két alaptipusukat kiilonit-
hetjiik el aszerint, hogy a lanc redukdlé (CB1) vagy nem-redukal6é (CB2) végén fejtik ki hata-
sukat (122. abra).

A bontés utolsé 1épése a cellobidz hidrolizise gliik6zza, ezt az eléggé elterjedt cellobiaz
(béta-gliikozidaz) enzim katalizélja.

8.5.4.1. Trichoderma enzimek

Egy sor mikroorganizmus képes ilyen enzimek eldallitdsara, ezek kozott legelterjedteb-
ben alkalmazott a Trichoderma reesei és a T. viride. Ezek celluliz komplexei mind a hdrom
aktivitast tartalmazzdk, de ezeken beliil elkiilonithetd 7-8 izoenzim is. Az enzimek parhu-
zamosan termelddnek és egyiittesen, ugyanabban a kdzegben hatnak, igy az evolicid sordn a
mukodési optimumuk is 6sszehangolddott. A Trichoderma enzimek pH = 4,2-5,2 kozott mii-
kodnek hatékonyan.

Az enzimtermelés ebben az esetben is induktiv és a katabolit represszié hatdsa alatt all.
Gliikéz jelenlétében nem termelddik az enzim, hidnydban viszont cellulézzal (cellul6z tartalmi
melléktermékekkel, hulladék anyagokkal), cellobiézzal, és, barmilyen kiilonos, de laktézzal is
indukalhat6. A fermentdciondl a szilard szubsztratok, a reakcié heterogén volta miatt sokat
foglalkoztak a szilard fazisu fermentaciéval (SSF), de a szubmerz technolédgia jéval gyorsabb-
nak bizonyult, bar mds enzimekkel dsszehasonlitva a celluldz fermentéci6 ebben a formaban is
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lassu €s viszonylag kis mennyiségli enzimfehérjét termel. Prébalkoztak folytonos fermen-
tacidval is, abbdl a megfontolasbol, hogy a termelddd és felhalmoz6dd redukald cukrokat
eltavolitsak a rendszerbdl, mielo6tt lefékeznék az az enzimtermelést.

8.5.4.2. Felhaszndlds

A pamut az egyik legelterjedtebb textilanyag, szdlai gyakorlatilag tiszta cellul6zbol all-
nak. A celluldzok egyik textilipari alkalmazédsa az enzimes kdmosas. Az enzimes kezelés ugy
valtoztatja meg a pamutszalak feliiletét, hogy azok részben elengedik az indigé festéket, és ez-
zel ugyanolyan hatdst érnek el, mint a durva mechanikus kémosassal.

Az anyag tapintdsa és fénye egyarant fiigg a feliilet simasagitol. Mindkettot rontja, ha az
alkot6 fonalak feliiletén kidllé paranyi rostvégek meredeznek, ettdl a feliilet matt hatdsu lesz.
Ezt celluldzos kezeléssel csokkenteni lehet, mind a gyartasndl a kikészitésnél, mind a ruhdk
mosasa soran. A celluldzt emiatt széleskorien alkalmazzdk a mosdporokban, az enzim a
pelyheket (bolyhokat) eltavolitja, de nem timadja meg a cellul6z rostokat, a textil szines, fényes
marad hosszu hordas és gyakori mosés utén is.

A problémat az okozza, hogy a Trichoderma enzimek enyhén savas kdzegben mitkod-
nek hatékonyan. Ez a gyarban, a kikészitésnél bedllithatd, de a ruha mosasa ligos kozegben és
magasabb hdfokon torténik. Erre a célra mds enzimeket kellett keresni. Ilyen esetekben a ter-
mészetben extremofil fajokat keresnek, feltételezve, hogy ezek enzimei is képesek szélsOséges

kortilmények kozott miikodni.

Adalékok: A magas pH-jii és hémérsékletii élohelyeket Kelet-Afrika szikes tavaiban keresték (Kenya, Rift
Valley, Bogoria t6, ott is egy flamingo fészkeld telep, ahol a maddriiriilék még ligosabbd tette a kozeget), innen
izoldltak alkdli tolerdns vagy obligdt alkalofil és hdtolerdns fajokat.

A megfeleld tulajdonsdgu alkalikus cellulazt a Bacillus BCE103 fajban taldltdk meg. Ez
a torzs viszont nehezen szaporithatd és kevés enzimet termel, emiatt az endocellulaz gént B.
subtilis-be klénoztdk. Ez jol ismert, biztonsdgos gazdaszervezet, extracelluldrisan termeli az
enzimet, igy a feldolgozas is egyszeriibb. Az igy termelt ho-, alkali- és fehéritotiird enzimet a
Genencor hozta forgalomba 1998-ban PURADAXR néven.

8.5.5. p-galaktozidaz (laktaz)

Ez az enzim di- €s oligoszacharidokban az egyes szénatom béta térallasu gliikozidos ko-
tésével kapcsolddo galaktoz egységet ismeri fel, és ezt a kotést hidrolizalva galakt6zt szabadit
fel. Leggyakoribb szubsztratja a tejcukor (lakt6z, galakt6z(1—4)gliikkéz diszacharid), amely a
hidrolizis sordn galaktdzra és gliitkézra bomlik.

Laktéz — galaktéz + gliik6z

oHOH anOH H

lactose p-D-galactose dlucose

123. dbra A tejcukor hidrolizise

Az 4bran az is jol megfigyelhetd, hogy a két aldohex6z szerkezete nagyon hasonlit egy-
mashoz, a minddssze a 4 szénatomon 1évo -OH csoport térallasa kiilonbozik, a gliikoznal
ekvatoridlis, a galakt6znal axidlis.
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A laktdz aktiv centrumdban egy cisztein és egy hisztidin aminosav vesz részt kozvetle-
niil a katalizisben. A B-kotésben 1€vd galaktéz kapcsolddik az enzimhez, az SH-csoport pro-
tont ad 4t a galaktéz oxigén atomjanak, és a hisztidin imidazol csoportja nukleofil tdimadast
intéz a galaktéz C-1 szénatomjara. A gliikkdz vagy mas aglikon molekularész levalik. A kovet-
kez6 fazisban egy ROH tipusu akceptor, példdul viz protonédlja a szulfhidril aniont és
felszabaditja galaktozt.

Az akceptor egy madsik cukor is lehet, ekkor di-, tri- vagy akar poliszacharidok is
képzOddhetnek. Ezt a transzferdz aktivitdst nem-emészthetd oligoszacharidok el6allitdsara
hasznalhatjuk fel.

Egyes kationok, mint példdul a Ca** és Na* gatolhatjdk a reakciot, ugyanakkor a K*, a
Mg?* és a Min>* aktivéljdk az enzimet. Termékinhibicié is fellép, kiilonosen a galaktdéz gétolja
erdsen az enzimes reakciot.

8.5.5.1. Termelo organizmusok

B-galaktozidazt nagyon sok torzs termel. A baktériumok kozott részletesen foglalkoztak
az E. coli enzimével, amelynek génje a lac operonban taldlhaté (operon szabalyozas, Jacob és
Monod, Nobel dij 1965), de ez az intracelluldris enzim ipari szempontbdl érdektelen.

Aspergillus oryzae, A. niger: penész eredetll laktazok, vagy savas laktdazok. pH optimu-
muk 4-5 ko6z¢€ esik, optimélis miikodési hdmérsékletiik ~55 °C. A fonalas gombak extracellu-
larisan termelik az enzimet, viszonylag olcsé termékek, de alkalmazasi korldtjuk, hogy az
alacsony pH optimum miatt tejben nem alkalmazhatok.

Kluyveromyces lactis (élesztd laktdz, semleges laktdz): pH optimuma majdnem semleges,
6-7 kozotti, hofok optimuma ~35 °C. Az €lesztd intracellularisan termeli, emiatt koltségesebb
eldallitani, viszont alkalmazhat6 tejben is a laktéz hidrolizisére.

Az emldsok kicsinyeiket tejjel tapléljak, ez valtozé toménységben, de minden esetben
tartalmaz tejcukrot. Az Ujsziilottek vékonybele termeli a laktdzt, amely emészthetd monome-
rekké bontja a tejcukrot. Az életkor elérehaladtdval (az embernél kb. harom éves kor utin) ez
az enzimtermelés gyakran megszilnik, ez okozza a laktdz intoleranciét.

Az enzim eldallitdsa szubmerz, aerob fermentacioval torténik (bar az Aspergillus-oknal
leirtak szildrd fazisu fermentéciot is). Szénforrasként célszerli tejcukrot alkalmazni, ez indu-
kalja a novekedéshez kotott laktaz termelést. A fermentacio idotartama a torzstol fiigg, az élesz-
té fermentacid egy-masfél nap alatt lefut, a penészeknél 4-5 napig is eltart. A feldolgozas az
élesztoknél bonyolultabb a sejtfeltirds miivelete miatt. Az enzim kinyerésénél segithet a sejt-
tomeg kezelése hidegen toluollal.

8.5.5.2. Felhaszndlds

A kiilonb6z6 laktazok konkrét alkalmazasait els6sorban a pH optimum, és mas pH-fiiggd
jellemzOk hatdrozzdk meg. A semleges optimumdu élesztd laktizt tilnyomorészt a laktozsze-
gény sterilizalt tej termelésére hasznaljdk. Ugyanez alkalmazhat6 az édes savo (pH = 6,1) latéz
tartalmdnak bontdsdra is. A penész laktazt viszont a sajtgydrtds masik melléktermékének, a
savanyu savonak a kezelésére hasznaljak.

Fermentalt tejtermékeknél (joghurt, sajt stb.) a hidrolizissel 1étrehozott cukrok a sejtkul-
turdk szaporodasat felgyorsitjak.

Az élelmiszeriparban a tej, tejalapu italok és tejpor gyartdsandl a laktdz hidrolizise, ndveli
az édességet. Az egyes cukrok relativ édessége a gliik6zhoz viszonyitva: lakt6z 20% < galakt6z
58% < gliik6z 70%. Ebbdl lithatd, hogy a hidrolizis tobb mint hdromszorosiara noveli az
édességet, ettdl a termékek vonzdbbak lesznek, kiillondsen a gyermekek szamara. A fagylaltok-
ndl az iz mellett még egy szempont sz6l az enzimes kezelés mellett. A lakt6z oldhatésdga rossz,.
kiilonosen fagypont koriili hémérsékleten, igy eléfordulhat, hogy a fagylaltban kikristalyo-
sodik, ami rontja a termék élvezeti értékét.
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Hidrolizis utdn a monoszacharidok jol oldédnak, kivélds nem fordul eld.

Lakt6z intolerancia esetén az is megoldas lehet, hogy a tejcukrot tartalmazé élelmiszerrel
egyiitt tabletta, drazsé, vagy kapszula formdjaban laktdz enzimet vesz be a fogyasztod, és ezzel
potolja az emésztdcsatorndbol hidnyzo enzimet.

A laktaz felndttkori hidnya a haziallatoknal is természetes. Ha tehat a lakt6zt felndtt alla-
tok takarmanyozasiban alkalmazzdk, ezt a tejcukrot is célszerii el6z0leg hidrolizalni. Borju és
szopdsmalac-tdpokban gyakran alkalmaznak sajtgyari savot, ezeknél a tejcukor bontdsa elo-
ny0s, de nem feltétleniil sziikséges.

8.5.5.3. Technologidk

1. Szakaszos enzimes technoldgia laktézszegény tej eldallitaséra:

Azért valasztjak a szakaszos eljarast, mert a folytonoshoz képest kisebb a befert6z6dés veszé-
lye. Oldott élesztd enzimet adnak a tejhez, a tej sajat kozel semleges pH-jat nem valtoztatjak
meg. A tejet 35 °C-on tartjak 4 6ran keresztiil. Ennyi 1d0 alatt a lakt6z 70-80%-a dtalakul, a
mikrobdk szaporodésa viszont még nem szdmottevd. Az enzimfehérje a tejben marad, a folya-
matos sterilezés (UHT = ultra high temperature, ~140 °C) soran inaktivalodik. A termék tehat
nem lakt6zmentes, csak csokkentett laktéz tartalmud, mds szoval laktézszegény, low lactose
milk.

2. Folytonos technolégia immobilizalt enzimekkel:

Ezt savanyu savo (sajtgyari melléktermék) lakt6zanak hidrolizisére haszndljak. A savas
kozegben jol alkalmazhatdk az olcs6 penész enzimek. Az alacsonyabb pH részleges védelmet
nyujt a befertdzddés ellen is. Az enzimet oldhatatlan hordozora rogzitik, ezzel oszlopokat tol-
tenek meg, amin megfeleld tartézkodasi idovel dtengedik a savot.

Adalék: Laktoz intolerancia, laktoz érzékenység

A csecsemdk bélrendszere kb. 3 éves korukig elegendd laktdz enzimet termel, ezdltal tokéletesen megemész-
tik az anyatej laktoz tartalmdt (~ 7,5%). E kor folott a tdpldlkozds vdltozdsdval ez az enzim feleslegessé vdlik,
alapesetben termelddése fokozatosan ledll, felnott korra eltiinik. Ha ezek a személyek tejet (tejcukrot) fogyaszta-
nak, az emésztetleniil halad végig a vékonybélen és a vastagbélbe jut. Ott ozmotikus hatdsdndl fogva jelentds
mennyiségii vizet tart vissza, ezdltal hasmenést okoz. Rdaddsul a jelen 1évé anaerob bélmikroflora szénforrdsként
hasznositja a laktozt, amibol széndioxid és szerves savak keletkeznek. Az erds gdzfejlodéssel kisért hasmenést ne-
vezik explosive diarrhea-nak. Maga a jelenség a laktoz intolerancia, ezek a személyek nem tolerdljdk a laktozt, a
kellemetlen tiinetek elkeriiléséhez keriilniiik kell tejet és a beldle késziilt ételeket.

Az emberi faj fejlodése sordn egyes csoportokban, a pdsztornépeknél viszont a tdpldlkozds ugy alakult,
hogy a felnéttek is rendszeresen fogyasztottak tejet és tejtermékeket. Ezekben a populdciokban szelekcids hdt-
rdnnyd vdlt a felndttkori enzimhidny. Azok, akik érett korukban is fogyaszthattak laktoz tartalmii élelmiszert,
roddsi esélyeik. A nemzedékek sordn a szelekcié dtforditotta az ardnyokat, a felndttkori enzimtermelés lett a jel-
lemzd, és az intolerancia kisebbségbe szorult. Az eltérd tdpldlkozds miatt a laktoz intolerancia térkép nagyon
tarkdvd alakult. A thai, kinai, és afroamerikai populdciokban az intolerancia ardnya 97, 90, és 73 szdzalék. A
fehér (kaukdzusi) és a svéd populdcickban viszont a tolerdnsak eloforduldsa 84 illetve 96%. Teriiletileg is erds
dtmenetek figyelheték meg. Az intolerdns kinaiak mellett €16 pdsztorkodo mongolok tolerdnsak. Fekete-Afrikdban
a lakossdg nagyrészt intolerdns, viszont a marhatarté maszdjok tolerdnsak.

8.5.6. Proteazok

A protedzok a peptid lanc az 16. dbran lathat6 hidrolitikus bomlésat katalizaljak. A
reakci6 valgjdban harom egymast kovetd részfolyamatbdl tevddik dssze:

1. 1étrejon a Michaelis komplex az eredeti peptid lanc (S) és az enzim kozott (ES),

2. apeptid kotés hasitdsa, az Gj N-termindlis peptid levélasa,

3. nukleofil timadés a még kotott masik peptidre és a szabad enzim rekonstrudldsa
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124. dbra A protedzok alapreakcidja

A szubsztrat koncentracio jelentdsen kiilonbozik az élelmiszeripari és a mososzer alkal-
mazasokndl. Az élelmiszereknél a fehérje koncentracié nagy, szazalékokban is kifejezhetd,
mig a mosdsndl a tisztitando feliileten kevés fehérje természetli szennyezés van jelen. Ezzel
egyiitt a rendszer messze van a kémiai egyensulytdl, a folyamat a bomlds irdnydba megy vég-
be, a nagyobb molekuldk szintézise elhanyagolhat6. A folyamat csak ugy fordithaté meg, ha
nagy aminosav koncentraciot allitunk be, ez esetben a protedzok képesek peptid kotések l1étre-
hozésara, de csak di- és tripeptidek keletkeznek (pl.: aszpartdm gyértds). Sok protedz enzim
szubsztrat specifitdsa nem korlatozédik a peptid (savamid) kotésre, képesek a karbonsav
észtereket is hidrolizalni. Ezt a mellékreakcidt az enzimaktivitds mérésére lehet kihasznélni.

A fehérje hidrolizis kvantitativ leifrdsara a hidrolizis ekvivalenst (h) hasznéljak. A (h)
mértékegysége (mol elbontott peptid kotés)/(kg fehérje (szubsztrat)). A hidrolizis ekvivalens
jol haszndlhat6 a fehérje hidrolizis kinetikai vizsgdlatandl, de mds célokra inkdbb a hidrolizis
fokot (DH = degree of hydrolysis) szdmitjak ki. Definicidja:

DH = hi 100%

tot

ht az egy kilogramm fehérjében taldlhat6 Osszes peptid kotések mennyisége, moélban
kifejezve. J6 becslésként ezt 8 mol/kg-nak vehetjiik, mert ha az aminosavak 4tlagos molekula-
tomegét 125 g/mol-nak vessziik, akkor egy kg fehérjére nyolc aminosav, azaz 8 peptid kotés
jut. Pontos értékét a fehérje aminosav-Osszetétele alapjan szdmithatjuk ki. Néhdny extrém
osszetételll fehérjétdl eltekintve (pl.: zselatin — 11,1) ez az érték jol hasznalhato.

Az élelmiszeriparban a hidrolizis fok nagymértékben meghatdrozza a termék tulajdonsé-
gait, igy az enzimek alkalmazhatdsagat is. Ehhez kapcsoléddan fontos, hogy a hidrolizis eldre-
haladtat a folyamat kézben kovetni lehessen €s a reakcidkat egy j6l meghatarozott szakaszban,
a termék optimdlis allapotdban le lehessen dllitani. A moso- €s tisztitoszerek esetében a
hidrolizis fok meghatédrozdsa felesleges, mert mind a szubsztrat koncentracid, mind annak val-
tozdsa nagyon kicsi és nehezen mérheto.

A protedzokat tobbféle szempont szerint csoportosithatjuk, igy a termeld organizmus
szerint lehetnek 4llati, n6vényi vagy mikrobidlis eredetiiek, timadaspontjuk szerint endopep-
tidazok vagy exopeptiddzok. Az exopeptidazok a peptid kotéseket a polipeptid lanc az amino-
vagy karboxil végén bontjak, egy, két, vagy hdrom aminosavat valasztanak le, mig az endo-
peptidazok a lanc bels6 peptid kotéseit hasitjdk. A pH optimum alapjdn meg szoktak kiilonboz-
tetni alkdlikus, neutrdlis €s savas protedzokat, ami viszont kapcsolatban van katalizis me-
chanizmusdval, az aktiv centrumban miikodé kémiai funkciés csoportokkal (szerin, tiol-, asz-
paraginsav €és metallo-protedzok). A szerin-protedzok csalddja két tovabbi alcsoportra oszthaté:
kimotripszin-szerli és szubtilizin-szerli protedzokra, (ezek a legfontosabb ipari termékek). Az
osztilyok neve onnan ered, hogy mas-mas katalitikus csoport vesz részt a reakcidban. A szerin
és cisztein protedzokndl az aktiv centrumban 1év0 szerin hidroxil, illetve a cisztein tiol csoportja
indit nukleofil tdmadast a katalizis sordn.
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Szerin-protedzok
A név arra utal, hogy az enzim aktiv centrumdban a szerin oldallanca a nukleofil csoport.
A katalitikus hely harom aminosavbdl all, a szerin mellett egy-egy aszpartét és hisztidin oldal-
lanc egyiittesen alkotja az ugynevezett katalitikus triddot. Ezek az aminosav lancban egymdstol
tavol helyezkednek el (pl.: a kimotripszin esetében: His57, Asp102, Ser195), de a fehérje
haromdimenzids szerkezetében egymds kozelébe poziciondlédnak. A szerin protedzok gyako-
riak mind a prokariéta, mind az eukaridta szervezetekben.

Cisztein protedzok
A cisztein-protedzok is széles korben elterjedtek, megtaldlhatdk az 4llatok, novények,
baktériumok és virusok korében egyarant. Hatdsmechanizmusuk kozel 4ll a szerin protedzok-
hoz, de itt a tiamado nukleofil 4gens a szerin hidroxil csoportja helyett a tiol-csoport. A katali-
tikus tridd is hasonld (papain esetében: Cys25, His159, Aspl175), de kiegésziil egy negyedik
aminosavval (GIn19), amelynek savamid nitrogénje a peptid kotés oxigénjével képez hidrogén
hidat.

Aszparaginsav protedzok

Az aszparaginsav protedzok neviiket az aktiv centrumban 1év0 két katalitikus fontossagu
aszparaginsavrol kaptdk. A kiilonbozo eredetii, emlds, gomba, virus enzimek haromdimenzids
szerkezete nagyon hasonl6 egymdéshoz. Az enzimek két szerkezetileg hasonlé doménbdl allnak,
és az aktiv centrum a két domén kozotti résben alakul ki. A legtobb aszparaginsav protedz a pH
2-4 tartomdnyban aktiv (pl.: pepszin), emiatt régebben ezt az enzim osztdlyt a savas
protedzokkal azonositottak. Ez aldl kivétel a rennin, amelynek optimélis pH tartoménya 5,5-7,5
kozé esik.

Metalloprotedzok

Katalitikus aktivitdsukat az aktiv centrumban 1évo egy vagy két fém ion, leggyakrabban
cink ion biztositja (pl.: termolizin). Erdekessége a mechanizmusnak, hogy a nukleofil timadast
itt egy erdsen polarizalt vizmolekula hajtja végre.

Szamos kereskedelmi enzimprepardtum tobbféle protedz keveréke. Ezeket a termeld
organizmus pdrhuzamosan szintetizdlja, €s nem érdemes az egyes enzimeket tisztdn
kipreparélni, mert egyiittesen altaldban hatékonyabban miikddnek, mint izoldlt formédban. A
gyogyszeriparban szigoribbak a tisztasagi kovetelmények, de az élelmiszeriparban és a
mososzereknél elterjedtek a vegyes enzimkészitmények.

Néhany kereskedelmi forgalomban 1évo protedz jellemzdit foglalja 0ssze az 23. tablazat.
Az Alcalase, Esperase, Savinase és a tripszin szerin protedzok, mig a Neutrase metalloprotedz,
amelynek aktiv centruméban egy Zn ion helyezkedik el. A Durazym és az Everlase a Savinase
fehérje mérnokileg tovéabbfejlesztett varidnsai. A sajtgydrtdsban hasznélatos Rennilase vagy
Fromase aszparaginsav protedzok. Tiol- vagy cisztein protedzokkal novényi enzimek kozott
taldlkozhatunk, ilyen a papain (papaja), a bromelin (anandsz novény) és a ficin (fiige).

Kereskedelmi név Eredet Formuldzés pH tartomdny Héfok tartomany
Alcalase Bacillus spp. folyadék/granulatum 6-10 10-80
Esperase Bacillus spp. folyadék/granuldtum 7-12 10-80
Everlase Bacillus GMO folyadék/granuldtum 8-11 15-30
Savinase Bacillus GMO folyadék/granuldtum 8-11 15-75
Durazym Bacillus spp. GMO folyadék/granuldtum 8-11 15-70
Neutrase Bacillus spp. folyadék/granuldtum 6-8 10-65
Protamex Bacillus spp. mikrogranuldtum 6-8 10-65
Flavourzyme Aspergillus spp. folyadék/granuldtum 4-8 10-55
Rennilase vagy Fromase Rhizomucor meihei folyadék/granuldtum 3-6 10-50
Trypsin hasnyalmirigy granuldtum 7-9 10-55

23. tdbldzat Kereskedelmi forgalomban lévé enzimek tulajdonsdgai
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A protedzok bioszintézisénél gyakori jelenség, hogy az enzim egy inaktiv fehérje (zimo-
gén) formdjdban jon 1étre €s vélasztodik ki, és csak a sejten kiviil aktivalodik. Ez éltalaban
irdnyitott proteolizis, egy rovidebb-hosszabb peptidet le kell hasitani a fehérjelancrol (pl.: pep-
szinogén — pepszin atalakulds). A mikroorganizmusok sajat enzimei esetében kihasznalhatjuk
az aktivalodas természetes mechanizmusait. A rekombinédns fehérjeként termelt enzimeknél
viszont tobblet feladatként meg kell oldani az aktivalast is.

A protedzokat ipari 1éptékben mikrobdkkal éllitjdk eld, mert az 4llati és ndvényi enzim-
forrasok korlatozottak. Ha masként nem megy, az allati enzim génjét klénozzak mikroorganiz-
musba, €s igy termeltetik nagy mennyiségben (pl.: rennin). A mikrobdk protedz termelése szer-
vesen kapcsolddik az anyagcseréjiikhoz, enzimeikkel lebontjdk a fehérjéket és a kapott egy-
szerlibb molekuldkat anabolikus vagy katabolikus anyagcseréjiikben hasznositjadk. A reakci6
végbemehet extra- vagy intracellularis enzimekkel. A bontés elsd 1épése dltaldban oligopep-
tidek létrehozdsa endopeptiddzokkal, majd az exopeptiddzok ezeket tovdbb hidrolizéljak
aminosavakka. Az els6 1épést az extracelluldris protedzok végzik, a sejt csak a kis molekuldkat
képes felvenni €s hasznositani. Az intracelluldris protedzok is létfontossdguiak a sejt kiilonféle
celluléris és anyagcsere-folyamatainak fenntartdsdhoz, mint a fehérjék folyamatos megtjulasa,
a sejtek differencidlddésa, a fehérjék aktivalasa.

A protedzok a teszik ki az ipari méretben termelt enzimek nagy részét, ezen beliil az al-
kalikus protedzok a vannak tulsulyban. A termeld torzsek kozott talalunk baktériumokat, fona-
las gombdkat, élesztoket €s sugargombdkat, de a legnagyobb sullyal a Bacillus-ok altal termelt
enzimek szerepelnek.

8.5.6.1. Alkalikus protedzok

Az alkalikus protedzok éltalanos tulajdonsagai

Az mosdszerekben haszndlatos alkélikus protedzok pH = 8-12 kozotti tartomanyban ak-
tivak, ezen beliil az optimélis pH altalaban 9-11 kozé esik. Egy-két extrém bakteridlis enzimet
is izoldltak, amelyek jol mikodnek pH = 12-13-nél is.

A protedzok optimalis hdmérséklete rendszerint 50 — 70 °C kozé esik. Mint minden en-
zimnél, itt is keresik a magasabb hdmérsékleten dolgozé valtozatokat. Ilyenek a prokariétak
korében fordulnak eld, példaul a Bacillus sp. B189 optimalis hdmérséklete kivételesen magas,
85 °C-o0s. Mas fajok, mint pl.: a Bacillus-ok a Streptomyces-ek és a Thermus fajok enzimeinek
héstabilitasa Ca®* ionok hozzdaddsaval novelheté meg hasonlé értékre. Altalinossdgban el-
mondhaté, hogy a ltigos protedzok — bar nem fém protedzok — fémionokat (leggyakrabban Ca?*,
Mg?* vagy Mn?* iont) igényelnek az aktivitdsukhoz vagy stabilitdsukhoz.

A fonalas gombdk (Aspergillus, Mucor) altal termelt alkélikus protedzok ipari jelentdsége
véltozatos tulajdonsigaik ellenére kicsi, inkdbb a szélsOséges koriilmények kozott is jol
miikodd bakteridlis enzimeket termelik ipari méretekben. Ezek jellemz0 tipusa a szubtilizin
csoport. Nevét a Bacillus subtilis-r6] kapta, de sok mds organizmus termel hasonlé szerin
protedzokat. Ipari méretekben a genetikailag manipulalt Bacillus amyloliquefaciens és Bacillus
licheniformis torzsekkel 4llitjak el6. Magas pH és hdmérséklet optimuma révén kiiléndsen jol
alkalmazhat6 mosdszerekben.

Adalék: ezeket az extremofil baktérium torzseket a természetbdl specidlis tdptalajon szelektdljdk. A f6 szén-
forrds nem-hidrolizdlt fehérje (ha aminosavak vannak jelen, a sejtek nem termelnek protedzt, mert nincs rd
sziikségiik). A pH-t 10-re dllitjdk és a lemezeket melegen inkubdljdk. Ami ilyen koriilmények kozott kind, az nagy
valosziniiséggel termeli az alkalikus protedzokat.

A génmanipuldciondl az enzimfehérje kopiaszamdt meg lehet novelni, ha — a gén elé egy erds promotert
épitiink be, — a gént multikopids plazmiddal fejeztetjiik ki. Az enzim szerkezetét a fehérjemérnokség modszereivel
lehet javitani, aminosavak cseréjével lehet az aktivitdst, illetve a héstabilitdst novelni.
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Mososzer protedzok

A moso6lé, mint miikodési kornyezet tobb szempontbdl is kedvezdtlen az enzimek szama-
ra. A mosds magasabb homérsékleten, 40-90 fokon torténik. Bar az iparban torekednek az
alacsonyabb a hdmérsékletekre, de a hdztartdsi moségépek mindegyikében van 90 fokos prog-
ram. A kozeg erdsen ligos (pH = 9-12), és inaktivald/inhibitor jellegli anyagok is jelen vannak.
A teljesség igénye nélkiil: detergensek: n-alkil-benzol-szulfonétok, alkohol-szulfatok, alkohol-
éter-szulfatok, etoxilalt alkoholok, kationos tenzidek. Vizlagyitok: zeolitok, natrium-karbonat,
natrium-szilikat, natrium-citrat, natrium-tripolifoszfat (STTP), natrium-nitrilotriacetat (NTA),
polikarboxilatok. Fehéritdk: natrium-perborat, néatrium-perkarbondt, tetraacetil-etiléndiamin
(TAED), nondnoil-fenol-szulfoniat (NOBS) és mads adalékanyagok: habzds-szabdlyozok,
stabilizdtorok, feldolgozasi segédanyagok, optikai fehéritok, lerakodas elleni szerek, korr6zio-
inhibitorok, illatanyagok, szinezékek. Toltéanyagként a porokndl natrium-szulfatot, a fo-
lyékony mososzereknél vizet hasznédlnak. Ez a komplex kozeg nagyon lesziikiti az alkalmaz-

hat6 enzimek korét.

Adalék:

A mosdszer enzimek torténete egészen 1914-ig nyiilik vissza, amikor a két német tudos, a Rohm and Haas
hasnydlmirigy protedzt és ndtrium-karbondtot tartalmazo mosdszert hozott forgalomba Burnus néven. Ez ujitds
volt, megeldzte a kordt, de egyittal tobb kezdeti problémdba iitkozott. Egyrészt a nyers fehérjebonto enzim prepa-
rdtum sok szennyezddést tartalmazott, igy gyakran beszennyezte a tisztitando ruhdkat. Mdsrészt, mivel csak egy
tablettdt kellett 10 liter vizbe adni, a hdziasszonyok tobbszorosen tilladagoltdk, mivel nem hitték el, hogy ennyi is
elegendd a mosdshoz. Ehhez jdarult, hogy az enzim kinyerési technolégia nem volt elég gazdasdgos.

Az elsé bakteridlis enzimet, alkdlikus protedzt tartalmazo mosdészert 1956-ban Alcalase kereskedelmi néven
vezették be a piacra. Por formdban a Novo hozott forgalomba enzimes moséport BioTex mdrkanéven 1963-ban.
Az ipardg 1971-ben krizisen ment dt. Az enzimes mosdszer finom pora a levegbben szdllva siilyos allergids
reakcickat vdltott ki a nydlkahdrtydkon és a bérfeliileten. At kellett alakitani a szer formuldzdsdt. Finom por helyett
mikrokapszuldzdssal, granuldldssal olyan szemcséket kellett kialakitani, nem szdllnak a levegében és a nem is
aprozodnak a manipuldcio sordn, ugyanakkor vdltozatlanul konnyen és gyorsan oldodnak a mosolében.

Ma a mosdszerekben sokféle enzim kombindciojdt haszndljdk (lipdzok, celluldzok, amildzok), de a fokom-
ponensek vdltozatlanul a Bacillus torzsek dltal termelt szubtilizin tipusi alkdlikus protedzok.

Protedzok a boriparban

A bor kikészitése torténhet kémiai tton, vegyszerekkel, de ezek az anyagok veszélyesek
a dolgozokra €s a kornyezetre nézve (ndtrium-szulfid, natrium hidroxid, krémvegyiiletek stb.)
Az enzimek alkalmazasdval ezek az artalmas vegyszerek nagyrészt kivalthatok, a technoldgia
»megszelidithetd”. A borfeldolgozas tobb 1€pésbdl all, az egyes fazisokban mas és mas enzimek
alkalmazhatdk (24. tdblazat). A sok részfolyamatban alkalmazott protedzok hasznédlatdban az a
kihivas, hogy maga a bor is fehérje rostokbdl dll, amit meg kell drizni, mig az egyéb fehérje
anyagokat szelektiven el kell bontani.

A borfeldolgozas fézisai | résztvevd enzim funkcid

tartdsits nem enzimatikus bor és irha tartdsitdsa

aztatas lugos/hasnyédlmirigy protedz | nem-fibrillaris fehérjék eltavolitdsa

szortelenités lugos/semleges protedz szOrtelenités

zsirtalanitds lipdzok és protedzok zsirok eltdvolitdsa

pacolds tripszin €s alkalikus protedz | puha, rugalmas, hajlékony bor

cserzés nem enzimatikus, az el6z6 a cserz€s mindségének javitisa
kezelések hatnak

24. tdabldzat Enzimek alkalmazdsa a borfeldolgozds egyes fdazisaiban
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Adalék: a kozépkorban is alkalmaztak proteolitikus enzimeket a bérfeldolgozdsban. Enzimforrdsul emberi
és kutya fekdlidt haszndltak, mivel ezek az élolények termelnek emésztérendszeriikben fehérjebonto enzimeket. Az
ezzel foglalkozo miihelyeket (timdr, cserzévarga) a szag és a jarvdnyveszély miatt a telepiilés periféridjdra ,,szdm-
tizték”. Mivel miikodésiikhoz vizre is sziikség volt, ez a helyszin rendszerint a telepiilés vizfolydsdnak legalso pontja
volt, ott, ahol a folyéviz elhagyta a lakott teriiletet. Igy a kizépkori Buddn a céh mithelyei az Ordégdrok torkolati
szakaszdra, a mai Dobrentei tér kornyékére telepiiltek.

A nyersbort nem haszndljék fel azonnal a vagés helyszinén, a szallitds/tarolds sordan vi-
szont sajatenzimes és mikrobiol6giai romlés indul meg. Ezért az irhdkat konzervélni sziikséges.
Ez torténhet: ~sés vizbe meritéssel, ~htus-oldali sézdssal vagy ~szdritdssal. Mindezek
dehidratéljdk a bort, ezzel akaddlyozzdk a biokémiai folyamatokat. Ebben a fazisban nincs
sziikség enzimekre, éppen a miikodésiik meggatldsa a cél.

A beérkezd boroket eldszor egy dztato fiirdoben djra hidrataljak. Az dztatdsnak tobb funk-
cidja is van. A viz kioldja a sékat és a globulinokat. Eltavolitja a szennyezéseket, a mos6hatds
fokozdsara lipazokat és/vagy detergenseket is lehet adagolni. A viz hatdsara a kollagén rostok
megduzzadnak, a szerkezet szivacsossd, azaz konnyebben hozzéaférhetové valik. A vizfelvétel
protedzokkal fokozhat6, mivel ezek kioldjdk a koztes nem-rost fehérjéket, hismaradékot,
hamfehérjéket. E célra kettds enzimprepardtumot adagolnak: egyrészt alkdlikus protedzokat
(Alcalase, Promod 206P), mésrészt tripszint, vagy hasonl6 protedzt, azonos mennyiségben. Az
4ztatdst melegités nélkiil, 10-20°C-on végzik, alkalikus kozegben, amit mésztej hozzdad4sdval
allitanak be.

125. dbra Borok kezelése dztatokddban

A klasszikus, vegyszeres szdrtelenitésnél a bort erdsen ligos, 10-12% mésztejet, szervet-
len szulfidokat vagy tioglikolsavat és aminokat tartalmaz6 fiirdoben aztatjak. Ezek veszélyes
anyagok és a keletkezd szennyviz artalmatlanitasa is komoly problémat jelent. Emiatt terjedtek
el az enzimes kezelések. Az enzimekkel nem a szOr anyagdt, a keratint bontjdk le, mert az a
legtobb protedz szamdra nem bonthatd, a kompakt, spirdlis, rengeteg diszulfid hiddal rogzitett
szerkezet miatt.

Adalék: A keratindz enzimek kiilon csoportot képeznek a protedzok kozott. A keratindzt termeld torzsek
izoldldsandl a szildrditott tdptalajba aprora vdgott maddrtollat foznek, igy biztositjdk ezt a specidlis szénforrdst a
mikroorganizmusok szdmdra.

Adalék: a hajsiités azon alapszik, hogy a haj keratinjdban ezek a diszulfid hidak magas homérsékleten
felnyilnak, majd lehiilve tijra dsszekapcsolodnak

Az enzimek a keratin helyett a sz0rtiiszot timadjak meg, a szOrszdl gyokerének emész-
tésével a szOr meglazul €s enyhe mechanikai hatdsra lemosédik. Ebben a 1épésben kiillonb6zo
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eredetti alkalikus protedzokat haszndlnak (Promod 206P, NUE = Novo Unhearing Enzyme).
Durva szorii allatok (pl. birka) esetén a kezelés hosszabb 1d6t vesz igénybe. Ekkor a huisoldalt
egy festékréteggel védik meg. A reakciét szobahdfokon, éjszakan at folytatjdk. Magasabb ho-
mérséklet vagy az enzim tuladagoldsa a bor szerkezetének roncsolodasaval jar. Szerencsére a
bor fibrillaris fehérjéi, a kollagén és az elasztin nehezebben bonthatdk, mint az dket koriilvevo
egyéb proteinek. A kollagén ldncok hdrmas spirdlokat alkotnak, ami sztérikusan neheziti az
enzimek hozzaférését. Emellett az aminosav dsszetétel is kiillonleges, sok prolint és hidroxipro-
lint tartalmaz, amihez kicsi a protedzok affinitdsa.

A bakteridlis protedzok mellett itt szerepet kapnak a Streptomyces és Aspergillus fajok
altal termelt enzimek is, mivel ennél a technol6giandl nincs sziikség magas hdmérsékletre, sot
éppen hidegen is nagy aktivitdsui enzimre van sziikség. Elterjedt az Aspergillus flavus protedza
Clarizyme markanéven.

A zsirtalanitds fazisa nem mindig kiiloniil el a technolégidban. A zsiros anyagok eltdvo-
litasa sziikséges a vegyi anyagok behatoldsanak el0segitéséhez, illetve a folyamat legvégén az
egyenletes festéshez. A zsiradék eltavolitdsdba besegit az dztatdsndl alkalmazott detergens, de
a trigliceridektdl enzimes bontdssal is megszabadulhatunk. Ha a protedzokkal egyiitt alkalmaz-
zuk, akkor azonos pH optimumu enzimeket kell keresni. Hidba jé hatdsu pl. a birkabor zsir-
talanitdsara a Rhizopus lipaz, ez savas kdzegben miikodik jol, ehhez be kell iktatni a techno-
l6gidba egy kiilon savas enzimes aztatast. Az Aspergillus niger enzime, illetve a bakteridlis
lipazok viszont lugos kézegben hatékonyak, ezeket lehet a protedzokkal egyiitt, egy dztato fiir-
doben alkalmazni. A mésztejes oldatban az alkalikus protedzok és lipazok egyiittes alkalma-
zasdnak (NovoLime® = protedz/lipaz keverék) tobb eldnye is lehet. A protedzok felnyitjak a
zsirsejteket, igy a zsirok hozzaférhetdévé valnak a lipazok szdméra. Tovabba a zsirok hidrolizi-
sével (= elszappanositdsaval) 1étrejovd szappanok emulgedljdk a zsiros anyagokat, igy helyet-
tesitik a detergenseket.

A cserzés mar nem enzimes folyamat, de a megel6z0 enzimes kezelések hatdrozzdk meg,
hogy a cserzdanyagok mennyire tudnak behatolni a rostokba, milyen mindségii lesz a kikészitett
bor. A cserzOanyagok keresztkotéseket hoznak létre a kollagén lancok kozott, ezaltal
stabilizdljak a bor szerkezetét, ellendllova teszik a bakteridlis, enzimes, illetve savas bomlassal
szemben.

Alkalikus protedzok elddllitasa: fermentdcio

Az alkalikus protedzokat nagyrészt Bacillus torzsekkel allitjak eld, jellemzden fed batch
(ratdpléalasos) fermentacidval. (Spordzo torzseknél a folytonos fermentaciot nehéz jol termeld
munkaponton a poszt-exponencialis fazisban stabilizdlni.) Szénforrdsként konnyen metaboli-
zélhat6 cukrokat alkalmaznak, a tobbszori ratdpldlast indokolja a katabolit represszi
veszélye. Nitrogénforrasként szerves anyagokat (szdjadara, kukoricalekvar, részlegesen
hidrolizélt fehérje tartalmd melléktermékek) adagolnak. szubsztrat ez esetben is indukalja a
hasznosité enzim, a protedzok termelését. Az ammonium- €s a szabad aminosav tartalmat
célszerli alacsonyan tartani, mivel ezek jelenléte feleslegessé teszi a fehérje szubsztratok
hidrolizisét, ezért a protedz termelés csokken.

Az olcsébb szervetlen nitrogén forrdsok koziil ammonium nitratot adhatunk, de azt is
inkabb csak kiegészitésként. A tenyészet oxigénigénye nagy, a folyamat érzékeny az oxigén
limit4cidra. A fermentdci6 sordn végig intenziv levegdztetésre van sziikség.
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Alkalikus protedzok elddllitasa: Feldolgozds

A termék izoldlasanak elsd 1épése a sejtek elvalasztasa. Mivel a termeld baktérium sejtek
kicsik, a fermentlé el0kezelés nélkiil nem sziithetd. A 1é savanyitasdval és/vagy flokkuldlod
anyagok hozzdaddsaval konnyithetd meg a sziirés, illetve a szlirés helyett centrifugalast lehet
alkalmazni. A nagy térfogatu, viszonylag hig sejtmentesitett enzimoldatot ultraszliréssel lehet
betoményiteni. Az enzimfehérjét az oldatbdl kicsapjak. Ez egyarant torténhet kisdzéssal és ol-
doszeres kicsapdssal. A kis6zdsndl az szokdsos ammonium szulfét helyett dltaldban natrium
szulfatot haszndlnak, mert ez esetben ligos kozegben kell dolgozni, és ekkor az ammo&nium
s0kbol ammonia szabadul fel. Az oldoszeres kicsapasnal két-haromszoros térfogati acetonnal
csapjak ki az enzimet. Egy altalanos feldolgozasi sémat mutat be a 126. abra.
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126. dbra Protedzok dltaldnos gydrtdsi sémdja

8.5.6.2. Neutrdlis protedzok
A sejtek nagy tobbsége szamadra a ,,fiziol6gids”, semleges kozeli pH az optimalis, enzi-
meik is ehhez adaptdlédtak az evoliicié soran. Igy sok faj rengeteg neutrélis protedzat izolaltak
mar, de gyakorlati jelentdségiik mégis kisebb, mert kevésbé tiirik a szélsdséges koriilményeket
(hdmérséklet, pH), igy alkalmazasi teriiletiik is sziikebb. J6l termeld torzsek minden nagy
rendszertani egységben eldfordulnak, dltaldnosan hasznalatosak a
— Bacillus subtilis
— Streptomyces. griseus
— Aspergillus oryzae
enzimei. Miikodésiikhoz gyakran igényelnek kationokat, pl. a CaClz, NaCl novelheti a
stabilitdsukat.
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Protedzok a siitoiparban

A buzaliszt egyediildllé tulajdonsaga, hogy sikértartalma vizzel 0sszedolgozva egy visz-
koelasztikus tésztaszerkezetet hoz létre. Ez a glutén matrix visszatartja a kelesztés soran kelet-
kezd gazt a tésztdban, és egy buborékokkal lazitott szerkezet jon 1étre. A laza, rugalmas szer-
kezet hokezelés (siités) utdn is megmarad. A buzaliszt elény0s siitdipari tulajdonsdgai a fehér-
jéknek koszonhetok, igy a fehérjék mindsége és a mennyisége meghatdrozza a buzaliszt mind-
ségét. Fehérjebontd enzimek adagoldsa megvéltoztatja a té€szta szerkezetét €s ezzel a siitési tu-
lajdonséagokat is.

A kelesztett péksiiteményeknél eléfordulhat, hogy a tdl stiri fehérjeszerkezet nem engedi
kell6en kitdgulni a pékarut, az tdlsdgosan tomott és kicsi marad. Kis mennyiségli specifikus
proteaz (jellemzden fonalas gomba eredetti - pl. Aspergillus oryzae - proteaz) képes tigy lazitani
a sikért, hogy jobb lesz a tészta nyujthatdsdga, gyorsabban kel €s ezéltal a végtermék éllaga és
mérete is jobb lesz. Hasonlé hatds érhetd el kémiai szerekkel, példaul L-ciszteinnel vagy
natrium-metabiszulfittal is. Ezek a redukdl6 szerek a fehérjeldncok kozti diszulfid hidak
felbontasaval csokkentik a térhaldsitds mértékét. Ezek az idegen anyagok viszont benne
maradnak termékben és fel kell tiintetni az aru csomagolasdn, ezért szivesebben vélasztjdk az
enzimes kezelést.

A kelesztés nélkiil késziilt termékeknél, mint a kekszek, ostydk, ropi, stb. a viszkoelasz-
tikus tulajdonsdg nem eldnyos, sot sziikségtelen. Ezeknél mds a kivanalom, a puha, rugalmas,
laza textdra helyett a kemény, torékeny, ropogds terméket keresik. A glutén térhal6 a rugalmas-
sagot segiti eld, ennek hidnydban kapunk merev, torékeny terméket. A szerkezetalkotd fe-
hérjéket specifikus protedzok, jellemzden Bacillus protedzok alkalmazédsaval megbontani. Az
enzimek alkalmazdsaval lehet6ség nyilik arra, hogy a kiilonb6z6 fehérjetartalmu lisztek siit6-
ipari tulajdonségait egységesitsék. Ez a cél ebben az esetben is elérhetd enzimek helyett az
eldbb emlitett kémiai redukdl6 szerek adagoldsaval, de ezeket ritkdn alkalmazzdk. A peptidazok
alkalmazasa befolyasolhatja a kenyér izét és a kéreg szinét is. A peptiddzok aminosavakat és
oligopeptideket termelnek. Ezek, és az ezekbdl a h6 hatdsara keletkezé molekuldk befolyasoljak
az izeket. Aromads, édes és keserli anyagok, izfokozdk €s potencidlis oxiddnsok jelenhetnek
meg. A szabaddd valé amino-csoportok hd hatdsiara reakcioba lépnek a cukrok aldehid
csoportjaval (Maillard-reakcid), ami szintén szin- €s izanyagok kialakuldsat eredményezi. Ezek
adjak példaul a kenyérhéj jellegzetes izét és barna szinét.

Protedzok a hiisfeldolgozdsban

A fott vagy siilt hust akkor tekintjiik megfelel6 allaginak, ha konnyen raghat6, ugyanak-
kor megtartja rugalmas, rostos textirdjat. Ezek az érzékszervi tulajdonsdgok nehezen kvanti-
fikalhatok és nagyon sok tényezo6tdl fiiggenek. A nyers hus dllaga a vagds utdn tobb 1épésben
valtozik. Az izmokban el6bb bedll a hullamerevség, majd ez fokozatosan felenged, ahogy a
bomlasi folyamatok el6re haladnak. A szerkezet fellazuldsdban endogén protedzok, elsdsorban
a katepszinek jatszanak szerepet. A hus természetes érése lassu folyamat, hiitOhazi koriilmé-
nyek kozott (+1-4 °C) legalabb 10 napot igényel, de akar 3-4 hétig is tarthat. Ez az érlelési
folyamat igen j6 dllagd hust eredményez, de kozben a vizvesztés elérheti a 7%-ot is, és a hts
ettdl osszezsugorodik. A folyamat felgyorsitisara az élelmiszeriparban mér fél évszdzada al-
kalmaznak exogén protedzokat. Tulnyomoérészt névényi enzimeket hasznalnak (bromelint, pa-
paint, ficint), de szeletelt hisokndl bakteridlis eredetli protedzokat is alkalmaznak. A f6 problé-
ma az enzim bejuttatdsa a hus belsejébe. Ha csak rafrocskolik az enzimoldatot vagy bedztatjak
a hust, a puhit6 hatds nem lesz egyenletes, a belso részek keményebbek maradnak. Hatékonyabb
megoldds az oldat beinjekciézdsa. A kémiai reakciok termodinamikdjanak megfeleléen az
enzimes folyamat sebessége a homérséklet emelésével exponencidlisan ndvekszik. Ebbdl az
kovetkezik, hogy a puhitas tilnyomé részben a hokezelés (f6z€s, siités) soran megy végbe, nem
a hiitve taroléds kozben.
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8.5.6.3. Savas protedzok

A savas protedzokat régebben egyértelmiien az aszparaginsav protedzokkal azonositot-
tdk, de manapsdg mar ide soroljék a késébb besorolt glutaminsav protedzokat is. Az Asp pro-
tedzokon beliil két alaptipus kiilonitheto el:

- Pepszin tipust enzimek (pHopt = 2-4), elsésorban Aspergillus-ok termelik

- Rennin tipusd enzimek: (pHope= 5-7), f6leg Mucor torzsek termelik

A savas protedzokat tobb teriileten is felhasznaljak:
Emésztést eldsegitd preparitumokban (a gyomorban a pepszin hatds kiegészitésére,
potlaséra)
Sz6ja sz6sz eldéllitasara, a szdjafehérjék iranyitott hidrolizisére
Tej alvasztasara. Ez a sajtgyartas kritikus 1€pése, a tej kolloid szerkezetének megbon-
tdsa, aminek hatdsdra a tej két fazisra, tirdra €s savora valik szét.

Ez ut6bbi enzimet 4llitjak eld nagyipari méretekben, ezzel foglalkozunk részletesebben.
Az enzimnek tobb neve is van, magyarosan oltéenzimnek, latinosan chymosinnak nevezik,
ennek magyaros atirdsa a kimozin. A szakirodalomban elterjedt a rennin és a rennet név is.

Adalék: az oltdenzim név onnan ered, hogy ezzel ,,oltjdk be” a tejet, hogy megalvadjon a sajtkészitésnél.
Az enzim klasszikus forrdsa a 3-4 hetes borji negyedik gyomra, amelynek az a funkcioja, hogy a tejet a konnyebb
emésztés érdekében megalvasztja. A pdsztornépeknél, igy Mongdlidban ma is haszndljdk a félretett, zacskoszerii
gyomrot oly médon, hogy beletiltik a tejet, ami egy id6 utdn a gyomorfal enzimtartalmdnak hatdsdra megalvad és

kionthetd a ,,reaktorbol”. Hasonlo enzim minden emlos iijsziilottiének gyomrdban megjelenik, igy a csecsemdknél
is.

Az enzimfehérje inaktiv zimogén formaban termelddik, ez a preprokimozin. A fehérje-
lanc 381 aminosavbdl éll, a molekulatomege 42200. Az els6 16 aminosav a szigndl peptid, a
bioszintézisnél azonnal levalik, az igy kapott prokimozin 365 aminosavbdl 4ll, moltomege
40500. A tovabbi aktivalas egy tovabbi peptid lehasaddsdval savas kozegben autokatalitikusan

127. dbra Kimozin A, két Asp az aktiv centrumban

163



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia IPARI ENZIMEK

381 amino acids, molecular weight 42 200

pre-pro~chymosin
(inactive)

secretion into v

stomach ]
v

l 365 amino acids, molecular weight 40 300

pro~chymosin
(inactive)
42 amino 27 amino
acids acids
removed removed

pH45  pH 20

mol wt 35 600 mol wt 37 400
active chymosin pseudo-chymostn
(active) (active)
pE 43 ’ 15 amino acids

]
] fost
v

an rnA

moi wt 33 40

active chymosin

128. dbra A kimozin aktivdloddsa kiilonbdzo kozegekben

megy végbe. Erdekes, hogy az dtalakulds a kozeg savassagatdl fiiggden kétféle médon is be-
kovetkezhet. pH=2-nél egy kisebb, 27 aminosavbdl all6 peptid valik le, igy jon 1étre a pszeu-
dokimozin, aminek mér van katalitikus aktivitdsa. Ha viszont a kozeg pH-ja csak ~4,5 korii-
lire csokken, akkor egy nagyobb, 42 tagu fehérjerész hasad le, és 1étrejon a kész, aktiv kimo-
zin. A pszeudo-kimozin a savas kozegben meglehetOsen stabil, csak akkor alakul 4t a végso
formdba, ha a pH értéket megemeljiik a 4,5 koriili szintre (128. dbra).

A szarvasmarha kimozinnak két izoform4ja van, ezek kozott csak egyetlen aminosavban
van kiilonbség: az A formdban a 244 helyen aszparaginsav taldlhat6, a B enzimnél glicin. Az
egyes egyedekben a szerkezetet az allélek hatdrozzdk meg, az allatok ~40%-a A, ~60% pedig
a B format termeli.

A kimozin aktivitdsa:

A kimozin egy nagyon specifikus endopeptidaz. Hasitdsi helye kizardlag a fenilalanin-
metionin kozti peptid kotés. Szelektivitasara jellemzd, hogy a tejben taldlhat6 tucatnyi fehérje
koziil egyediil a K-kazein a szubsztratja, azon is csak egyetlen hasitdsi helyet taldl. A hidroli-
zissel kettévagja a K-kazeint és ezzel destabilizélja a tej micellaris szerkezetét. A hidrolizister-
mékek a para-K-kazein és a glikomakropeptid (129. dbra)

Mintegy szdzotven évvel ezelott dolgoztak ki a legelsé ipari enzimgyartasi technoldgiat.
A véagohidon 0sszegytijtott borjugyomorbdl séoldattal vontdk ki a kimozint (Christian Hansen,
1874).

Allati oltéenzim kimozin és pepszin keveréke. A két enzim ardnya elsésorban az illat
életkoratdl fiigg, a kimozin tartalom a szopds borjindl legmagasabb (mintegy 95%). A borjd
gyomranak alacsony pepszin tartalma azzal magyardzhatd, hogy a pepszin képes a kolosztrum-
ban (focstej) jelen 1€évé immunglobulinokat is elbontani, amelyek sziikségesek az Gjsziilott allat
immunitdsdnak kialakuldsédhoz.

164



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia IPARI ENZIMEK

His Phe-Met Lys

N I |C

98 105106 111
K-casein

Chymosin

His Phe Met Lys

N [ - Ic

98 105 106 111
para-k-casein glycomacropeptide

129. dbra A K-kazein hidrolizise

A sajtgyarak egyre novekvo igényét ez a termék nem tudta fedezni, igy sorozatos prébal-
kozasok torténtek az édllati kimozin pétlasdra mas enzimmel.

Elobb egy masik allati eredetli készitménnyel, a ,,csirke pepszinnek” nevezett emésztd
enzimmel probalkoztak. Ezt szintén vdgohidi melléktermékbdl vontdk ki. A termék nem telje-
sen valtotta be a hozz4 fizott reményeket, hatdsa nem volt teljesen azonos az eredetivel, rdada-
sul az alapanyag mennyisége ebbdl is korlatozott volt, Izraelen és Csehorszdgon kiviil nem
terjedt el.

Misok abbdl a megalapozott feltevésbdl indultak ki, hogy a legtobb allati enzimmel
azonos hatdsut lehet taldlni a 1ényegesen valtozatosabb mikrobialis enzimek korében. Széles-
korli screening programot inditottak anal6g hatdsi enzimek felkutatdsara.

A hasonl6 tulajdonsdgi enzimeket a fonalas gombék korében talaltdk meg. Ipari méretben
is alkalmazott enzimtermelok a Rhizomucor miehei (régebben Mucor miehei), Rhizomucor
pusillus (régebben Mucor pusillus), és a Cryphonectria parasitica (régebben Endothia pa-
rasitica), a magyar neve gesztenyepenész. Ez utébbit 1967-ben az US A-ban hoztdk forgalomba
SUPRAREN néven.

Ezek az alvaszt6 enzim preparatumok is tartalmaznak a kimozinon kiviil més fehérjebon-
t6 enzimeket. Ennek jellemzésére az MC/PA (vagy roviden C/P) ardnyt hasznaljék. Jelentése:
milk clotting activity (tejalvasztd aktivitds)/proteinase activity (0sszes protedz aktivitds). A
sajtgyartas szempontjabol a magas érétkek a kedvezdk, mert ha sok az egyéb protedz, akkor
azok a tejfehérjéket sok kis oldhat6 peptiddé apritjak, amelyek a savéban oldédva elvesznek a
sajtkészités szamadra, rdadasul keserli izt okoznak. Az aktivitasok ardnya é4llandé enzimarany
mellett is valtozik a pH-val. Alacsony pH értéknél a pepszin tipusud savas protedzok aktivitdsa
nagyobb, enyhén savas kozegben pedig a kimoziné. A tej normadlis 6,5-es pH-jdn mérve a re-
kombinans kimozinok C/P értéke a legnagyobb, a borjigyomorbdl kivont prepardtumé alacso-
nyabb, majd a mikroba eredetli (R. miehei, R. pusillus és a C. parasitica) enzimek tisztasaga
sorrendben egyre kisebb. A kiilonbozo eredetii enzimek tulajdonsigait az 25. tablazat mutatja
be.
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enzim forras MS, kDa IEP topt °C
Kimozin borju 35,7 4,98 4044
Mucor pepszin R. miehei 38 4,58 58-62
Mucor pepszin R. pussilus 30-39 4,41 42-45
Endothia pepszin | C. parasitica 33,8 4,89 42

25. tdbldzat A kiilonbozo eredetii enzimek tulajdonsdgainak dsszehasonlitdsa

A kimozin heterolog termelése

A rekombinéns fehérjék eldéllitdsara ma mar szamos genetikai transzformacios rendszert
all rendelkezésre, de kezdetben csak néhany gazdaszervezetbdl lehetett vélasztani. A sokféle
lehetséges gazda koziil az élelmiszeripari enzimek termelésében még mindig két torzs domindl,
az Aspergillus niger és a Kluyveromyces lactis. Mindkét torzset tobb évtizeden keresztiil
biztonsdgosan hasznéltdk az élelmiszeriparban, és mind a sejtek, mind az ezekbdl szarmazd
enzimek elnyerték a GRAS (Generally Recognised As Safe = 4ltaldnosan biztonsagosnak
elismert) FDA statuszt.

A kimozin el6éllitasat elsoként a Pfizer Inc engedélyeztette E. coli gazdaszervezettel
1988-ban. Késdbb mindkét emlitett eukaridtdval is megoldottdk a gyartast.

Az enzimek fermentécids gyartasanal leggyakrabban a fonalas gombakat hasznaljak, mert
ezek vad torzsként is nagy mennyiségii fehérjét valasztanak ki a fermentlébe. Igy a feldolgozasi
1épéssor viszonylag egyszerli, nagyok a hozamok és alacsonyak a koltségek. Ugyanakkor a
penész alapu gyartdsnak megvannak a maga hatrdnyai a bakteridlis fermentaciokkal
Osszehasonlitva. A fermentécids id6 hosszabb, 4-6 nap, ez noveli az energiakoltségeket, rontja
a fermentorok kapacitdsdnak kihasznaltsagat. Emellett nagyobb a fert6zés kockazata, a fonalas
tenyészetnél morfoldgiai és reoldgiai problémak 1éphetnek fel, ami megneheziti a mretezést, a
1éptéknovelést és a reprodukélhatésagot.

Baktériumok {6 eldnye a gombakhoz képest a viszonylag egyszerti tdpoldat és a gyors
novekedés. Sokszor elegendd egy kémiailag meghatarozott (chemically defined), dsvanyi sok-
bdl 4ll6 tdpoldat, amelyen jobb a tenyésztés reprodukalhatésaga, mert az eredmény nem fiigg a
fonalas gombdkndl hasznélatos komplex tdpanyagok (szdja- vagy élesztd kivonat) valtozékony-
sagatol. Egy bakteridlis fermentaci6 ideje alig fele a penészgomba alapti technoldgidk szokasos
id6tartamanak, ami jelentds koltségmegtakaritast jelent. Masrészrdl a legtobb baktérium nem
képes a célfehérjék kivalasztasara, azok a sejten beliil, intracelluldrisan halmozddnak fel, ami
megneheziti a termék kinyerését €s tisztitasat, ezzel rontja a kihozatalt és az egész technoldgia
gazdasagossagat. Ezen kiviil az intracelluldris fehérjék izoldldsa soran nagy mennyiségli vegyi
anyagot hasznalnak fel, ami hulladékként jelentGsen terheli kornyezetet.

A mikroorganizmusok kozott akadnak olyan gazdaszervezetek, amelyek egyesitik ma-
gukban a bemutatott két csoport elonyos tulajdonsdgait. A Kluyveromyces lactis és egyes Ba-
cillus expresszios rendszerek egyrészt gyorsan szaporodnak, mésrészt nagy mennyiségii termé-
ket hoznak 1étre extracellulérisan.

A megfeleld host kivéalasztasat legtobbszor nem lehet elére, elméleti alapon elvégezni.
Sokszor tobb kiilonbozo torzsben is kifejeztetik a célfehérjét és ezek tesztelése alapjan hozzdk
meg a végso dontést. A bioldgiai és technikai szempontokon til szerepet jatszik még a gazda-
szervezet ismertsége, a kordbbi genetikai manipulaciok sordn szerzett tapasztalat és a techno-
l6giai ismeretek. Ezek birtokdban jelentdsen lerovidithetd a fejlesztés ideje, hamarabb lehet a
piacon megjelenni a termékkel, ami jelentdsen befolydsolja az tj technoldgia profitabilitasat

Kimozin termelés penészgombdkkal

Tobb gyarto is van a piacon: Christian Hansen (DK) CHY-MAX néven, Genencor
(USA) CHYMOGEN néven forgalmaz kimozint. A génmanipulalt A. niger var. awamori-ra
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Fig. 11.3  Schematic overview of an industrial chymosin production processes with filamentous fungi (at Chr. Hansen).

130. dbra Kimozin gydrtds technolégidja fonalas gombdval

épiil6 technoldgia az dltaldnos, soklépcsds oltotenyészet nevelés helyett egyetlen inokulum
fermentécids 1épést alkalmaz, ezt a fermentort vegetativ tenyészet helyett sporakkal oltjak be.
Az oltétenyészet a fOfermentédcionak kb. tiz szazaléka, azaz tobb tiz kobméteres. Feladata nem
a termékképzés, hanem nagy mennyiségii gyorsan szaporodé sejttomeg elddllitdsa. A termeld
fermentéciot tizszeres térfogati, azaz akar tobb szdz kobméteres, keverds, levegdztetett készii-
1ékben végzik.

A folyamatot komplex tdpoldatban, rataplalassal hajtjak végre. Szénforrasként konnyen
metabolizdlhaté cukrokat (melasz, maltéz, maltodextrin vagy gliik6z) adagolnak. A malt6znak
vagy a maltodextrinnek akkor van jelentdsége, ha a kimozin gén elé a gliikoamildz malt6zzal
indukélhaté prométerét épitik be. Az enzim extracelluldrisan termelddik. Altaldban egy hetes
fermentacid utan az enzimkoncentracid mar nem novekszik tovabb, sor keriil a fermentacio
vagéasara és elkezdddik a feldolgozas (termékizolalds) 1épéssora. Az elsd 1€pés a sejttomeg
elvalasztdsa. Fonalas gombdk esetében ez sziirdvdsznon, példaul vikuum dobsziirdn torténhet.
A tovébbi 1épések az enzim végtermék kivant tisztasagatdl fiiggenek. Ha nem zavardak az
egyéb fehérjék, akkor tovébbi elvélasztds helyett egyszerlien porlasztva szdritdssal eltdvolitjak
a vizet a rendszerbdl. Mdés technolégidban az enzimoldatot ultrasziiréssel toményitik, és
egyuttal eltdvolitjdk a kis molekuldji szennyezéseket is. Ha tisztabb prepardtumra van sziikség,
akkor kromatografidaval (Christian Hansen, DK) vagy adszorpcidval vélasztjak el az enzimet a
szennyezésektOl. A tisztitott fehérjét adalékanyagokkal formuldzzdk, ezzel tartdsitjdk (pro-
longed shelf life), szilard preparatum esetében oldédasat gyorsitjak (130. dbra).

Kimozin termelés baktériummal (E. coli-val)

Az E. coli a legjobban tanulményozott gazdaszervezet, mar szamtalan genetikai manipu-
l4ciét hajtottak végre rajta. Nem véletlen, hogy ez volt az elsé kimozin termel6 gazdaszervezet,
a Pfizer Inc engedélyeztette 1988-ban, és ez volt a legelsé genetikai manipulacidval eldéllitott
élelmiszeripari enzim a piacon. Hatranya viszont, hogy a kimozint intracelluldrisan termeli. A
manipulécids eljaras azéta klasszikussa valt: az E. coli K-12 torzsbe traszfektéltdk a prokimozin
gént a pBR322 plazmid vektorral, a kifejez0dést a trp promoterrel szabdlyoztidk. A Pfizer
késobb az egész lizletdgat tovdbbadta a Christian Hansen, (DK) cégnek.
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131. dbra Kimozin gydrtds technolégidja E. coli-val

A folyamat jelentdsen kiilonbozik az A. niger-rel kidolgozottdl. Specidlis rataplalasi stra-
tégiaval alland6 szénforrds limitben tartjdk a tenyészetet, ugyanakkor nagy sejt- €s enzimkon-
centraciot tartanak fenn, mikozben lefékezik az anyagcserét és megakadalyozzak az ecetsav
felhalmozddasat. Az E. coli ugyanis korlatozatlan novekedésben ecetsavat termel, ami nagyobb
koncentracioban toxikussa valik €s akaddlyozza a novekedést, valamint a termékképzodést. A
coli sejtekben a kimozin oldhatatlan zarvanytestek (inclusion bodies, IB) formédjaban
halmozddik fel. Ezek feloldaséra, foldingjara, az aktiv szerkezet kialakitdsara specidlis miive-
letsort kellett kidolgozni. E16bb az elkiilonitett sejteket nagynyomast homogenizatorral feltar-
jék, és az IB szemcséket centrifugalédssal levalasztjak, majd pH=2 pufferrel mossdk. Az oldést
kaotrép oldészerekben (7-9 M karbamid) ligos kézegben lehet megoldani. Az igy kapott oldat-
ban a fehérje még nem aktiv, a megfelel6 harmadlagos szerkezet erds higitasban lassan, spontan
alakul ki az un. folding pufferben, amely dsvanyi sokat és kis molekuldju anyagokat, pl. arginint
tartalmaz.

Ezutdn az aktiv enzimet a szokdsos fehérjetisztitdsi modszerekkel, példaul anioncsere-
kromatografiaval tisztitjdk (131. 4bra).

Kimozin termelés élesztével (Kluyveromyces lactis-szal)

A K. lactis-t a Dutch States Mines (DSM, NL) alkalmazta gazdaszervezetként a kimozin
gyartdsara (MAXIREN néven, 1990). Ezt a j6l ismert élesztOtorzset mér az otvenes évek Ota
haszndltdk a laktdz fermentacios eldallitdsara, amit az élelmiszeriparban a tejcukor bontdsara
alkalmaztak (Gist-Brocades, NL).

Az expresszidhoz a bovin kimozin gén elé az erds lac4-promotert épitették be és az enzim
sejtbdl vald kilépését a jol ismert élesztd a-faktor leader szekvencia hozzacsatoldsdval segi-
tették eld. Az elsd fejlesztéseknél az expresszids kazettat plazmiddal fejeztették ki (pUCI19
élesztd plazmid), de késobb a gént a kromoszomaélis DNS-be épitették be.

A fermentédcié sordn az E. coli-hoz hasonléan a tdpanyag specidlis Osszetételével és
adagolasi stratégidjaval nagy sejtsiriséget dllitottak be, mikozben a keletkezd etanol
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koncentrici6jat alacsonyan tartottdk. A technoldgidk sikeresen 1éptéknovelték 100 m? f6lé is.
Az extracelluldris enzim tisztitdsa a penész eredetli enzimhez hasonl6 1€péssorral torténik.
Mivel a torzs kevés egyéb extracelluldris fehérjét termel, a kimozint konnyl izoldlni. Az
eldirdsok szerint a termék nem tartalmazhat €16 sejteket ezért a levet benzoesavval kezelik, és
alacsony pH-n sziirik. Ekozben a sav hatdsdra a prokimozin — kimozin &talakulds is
végbemegy. A termék (MAXIRENR) tart6sitdsat benzoesavval vagy NaCl-dal oldjik meg.

A rekombindns terméknek tobb eldnye is van az eredeti, borjigyomor kimozinnal szem-
ben:

— tisztdbb, mint a borji rennin, mert nem tartalmaz kiséré enzimeket (pepszint és

egyebeket)

— kémiailag és bioldgiailag teljesen azonos a borji enzimmel

— termelése olcs6bb

— allando tisztasdgu, mentes allati szervmaradvanyoktdl (pl. nincs BSE veszély)

— korlatlanul termelhetd

Az ipari termelés Franciaorszdgban, Seclinben indult meg, hosszu és bonyolult engedélyez-
tetési eljards utdn. Az iizem engedélyt kapott rekombindns mikroba tenyésztésére és meg-
szerezte az ISO 9002 bizonyitvanyt is. Magéat a terméket pedig — mivel mér nem 4llati eredetii
— elfogadtdk a vegetaridnusok is, és a késer €s halal valldsi szabdlyok szerint is megfelelonek
mindsitették. Az engedélyeztetés sordn meg kellett vizsgélni a

— rekombindns torzs DNS stabilitdsét,
— esetleges patogenitasat,
— atermék mutagenitasat,
— toxicitasat,
— allergenitasat.
Ezutan sajtgyartasi teszteket és organoleptikus vizsgalatokat is végeztek, és akkor fogadtak
el, amikor a francia sajtinyencek sem tudtdk megkiilonboztetni a termékeket.

8.5.6.4. A kimozin szerepe a sajtgydrtdsban

A sajtgyartas kulcslépése a tej megalvasztasa. A tej kolloidalis szerkezete atalakul, a mi-
celldk elveszitik stabilitdsukat €s a tej szétvélik egy fehérje alapu gélre és a homogén savo fo-
lyadékra. A kivalt gél szerkezetét mechanikai hatdsokkal (keverés, apritas, préselés) megbont-
jék, igy kivonjdk a benne visszatartott savé nagy részét. A folyadék eltavolitasat melegitéssel
és sozassal is elOsegitik.

A tejfehérjék kicsapasa mas médon is megvaldsithatd. A kazeinok izoelektromos pontja
4,5 koriil van. Ha a pH-t erre az értékre csokkentjiik, a fehérjék kicsapédnak. A mechanizmus
eltérd, ez esetben nem torténik kémiai bontds a fehérjelancban, csak a disszocidcié mértéke
valtozik. A savas tejalvasztast is nagyon régéta haszndljak a haziiparban és a nagyiparban egya-
rant. A savat a tejben elszaporitott tejsavbaktériumokkal allitjdk eld, amelyek egyrészt kellemes
izanyagokat termelnek, masrészt a pH biztosan nem csokken 4,5 ald, mert ekkor a baktériumok

10X koncentralodas

Tejzavas bakisrium Tejcuker nince zavas zajft frizs
/ \ oldhatd fehérje nincs ) Rennet zajt: &rlst
: Knagulacio Tartos

Tej[+su}\\
Rennet /

132. dbra A tej alvasztdsdnak lehetbségei
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mukodése is ledll. A savas és enzimes alvasztdst parhuzamosan, sét sokszor kombindlva
alkalmazzdk a kiilonbozo termékek készitésénél. Nem szigoru szabdly, de éltaldban a friss
sajtokndl a savas, érlelt sajtokndl az enzimes technoldgiat hasznéljak (132. dbra).

Adalék: Magyarorszdgon is elterjedt novény a tejolto galaj. Nevét onnan kapta, hogy fézete a tejfehérjé-
ket ugyaniigy kicsapja, mint a tejsav vagy a kimozin. A kozépkorban is haszndltdik sajtkészitésre, sdrga szinanya-
ga a sajtokat is megfestette.

A fehérje csapadék a tard, illetve ebbdl préseléssel, sozdssal, érleléssel, esetleg tovabbi mikro-
bak elszaporitasaval készitenek nagyon sokféle sajtot.

‘- Foszfét csoportok
Fehérje % molekulanként
Kazein
alfa s1-kazein 32 8
alfa s2- kazein 8 10-13
béta-kazein 32 5
kappa-kazein 8 1-2
Savo fehérjék
béta-laktoglobulin 12 0
béta laktalbumin 4 0
immunglobulin 3 0
szérum albumin 1 0

26. tdbldzat A tehéntej f6 fehérje frakcioi
A tehéntej fehérjetartalma 0sszesen kb. 8%. Ennek mintegy 80 %-a kazein, ami négy {6
frakciobdl dll: al-, a2-, B- és K-kazein. A kazeinek hidroféb jellegti fehérjék, mindegyik tartal-
maz foszforsav csoportokat. A fehérjék tovabbi 20%-a vizoldhat6 savofehérje 26. tdblazat.
A kazeinek apoldris jellegiik miatt a vizes kdzegben csak kolloid formaban old6dnak,
micelldkat alkotnak. A micelldk tovdbbi szubmicelldkbdl dllnak. Ezek feliiletén taldlhaté az

: . : h K-Cusein
A casein micelle is

< hoesphate

-
composed of submicelles chuster
\l'i vilropha bhic

Core

133. dbra A tej micelldris szerkezete

170



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia IPARI ENZIMEK

amfifil jellegli k-kazein molekula, amely polaris aminosav oldallancaival fordul a vizes fazis
felé. A feliileten 1év6 szerin aminosavak OH csoportjai kolcsonhatdsba 1épnek a Cag(POs)s
komplexekkel, amelyek hidként 6sszekapcsoljdk a szubmicelldkat (133. dbra).

Ez a szerkezet meglehetOsen stabil, hiszen a tej felforraldsa sem bontja meg a kolloidot.

Amikor a kimozin elhidrolizdlja a k-kazein 105-106 helyén talalhat6 fenilalanin-metionin
kozti peptid kotést, destabilizdlja az egész micella rendszert. A micelldban taldlhaté fehérjék
kicsapddnak. A hidrolizis €s a csapadékképzés két kiilon folyamat, a kdrnyezeti tényezok eltérd
modon hatnak rajuk. A kalcium ionok eldsegitik a kazeinek aggregdlddasat, de magat az
enzimes reakciot nem befolydsoljdk. Ugyanez a helyzet a homérséklettel is. A 25-35 fokos
tartomanyban a reakcidsebesség csak kis mértékben gyorsul, ugyanakkor a fehérjék kivalasa
sokkal intenzivebbé valik. Az enzimaktivitds érzékeny a pH-ra, a tej normadlis, 6,5-es pH-jan
nagy, savas irdnyba mozditva jelentésen csokken, a 4,5-es érték mar az enzim izoelektromos
pontja, ahol az aktivitds minimalis.

A kapott két fazis Osszetétele a kovetkezoképpen alakul: a tird tartalmazza az eredeti-
leg 8%-nyi fehérje tilnyomo részét, kb. 7 szdzalékot, a zsirokat, és a Ca-foszfitot. A savoba
keriil a tejcukor teljes egészében (5,5-7,5%), a maradék ~1% fehérje, valamint az dsvanyi sok.

Adalék: a savobol a maradék egy szdzaléknyi fehérjét forraldssal ki lehet csapni. Egyes orszdgokban ebbdl
is készitenek sajtot. Az olasz ricotta sajt neve is erre utal: re+cotta = ijra + f0zés. A friss sajtok gyakorlatilag
azonnal fogyaszthatok, az érlelt sajtok csak hosszabb (4 hét-2 év) érlelés utdn. Ennek sordn csokken a viztartalom
és kémiai, biokémiai, mikrobiologiai vdltozdsok mennek végbe. A fehérje bomlds folyamatos, szabad aminosavak,

biogén aminok, ammonia is keletkezik. Szdmos sajtfajtdt starter tenyészetekkel oltanak be az érlelés elbsegitése
érdekében (camembert, rokfort, brie, kéksajt, stb.).

8.5.6.5. Fémprotedzok

A termolizin egy hdstabil fémprotedz, amit eredetileg a Bacillus thermoproteolyticus
torzs termelt. Az enzim kofaktora Zn>+ ion, a stabilitdsat 4 Ca’+ biztositja. Az ipari felhaszna-
lasra gyartott protedzok kozott ennek a legnagyobb hdstabilitdsa. A termolizin és hasonlé mik-
robiéalis enzimek azért kaptdk a fémprotedz besoroldst, mert katalitikus aktivitdsukhoz egy fém-
ionra, dltaldban Zn’+ ionra van sziikség. Kordbban ezeket a semleges protedzok kozé soroltik,
mert a pH optimumuk 7 koriil van. Tovéabbi k6z0s tulajdonsdguk a hasonld szubsztrat specifitas,
a legnagyobb sebességgel a hidrof6b és terjedelmes oldallanci aminosavak (Leu, Phe) amino
csoportjanél elhelyezkedd peptid kotéseket hidrolizaljak.

Bar a metalloprotedzokat nem csak a laboratériumi felhaszndldsra, hanem ipari Iéptékben
is gyartjak, a piac kicsi, mert a hidrolizis specifitdsa sziikkebb a tobbi protedzhoz (szerin pro-
tedzok, cisztein protedzok) viszonyitva. Haszndlatuk akkor indokolt, ha mds enzimek nem ké-
pesek a hidrolizisre. Ilyen nehezen bonthat6 anyag példaul az arpa fehérje, amely egy specifikus
szerin protedz inhibitort tartalmaz.

134. dbra Az aszpartdm szerkezete
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A termolizin legnagyobb felhasznéldja az aszpartdm gyartas. Az aszpartam (L-a-aszpar-
til-L-fenil-alanin-metilészter, APM) egy mesterséges édesitOszer, amely mintegy kétszdzszor

édesebb, mint a szachardz. Kémiailag egy dipeptid szarmazék (134. dbra).

Adalék: Az aszpartdmot a Searle cég vegyésze, G.D. Schlatter véletleniil fedezte fel 1965-ben, mikozben
egy tetrapeptid szintézisén dolgozott. A Searle cég sok nehézség drdn engedélyeztette és piacra vitte az aszpartd-
mot. 1985-ben a Monsanto felvdsdrolta az egész céget és NutraSweet Company néven miikodtette tovdbb. Kozben
megjelentek a versenytdrsak, az alapanyag aminosavakat termelé Ajinomoto, és a holland-japdn kozos vdllalat a
Holland Sweetener Company (HSC). 2000-ben az Ajinomoto dtvette a terméket a Monsanto-tol, és ezzel a
vildgpiac 40%-t ldtja el. A HSC 2006-ban besziintette a gydrtdst, mert nem birta a piaci versenyt. Ennek oka
elsésorban a kinai gydrtok megjelenése volt.

A gyartas egylépéses enzimes biokonverzio, igy az enzim és hasznalatanak koltsége
kulcsfontossagu gazdasdgossagi kérdés. Az egyik technoldgiai elérelépés ezen a téren az enzim
immobilizaldsa volt. Tobbszori felhasznaldssal az adott enzim mennyiség jobban kihaszndlhato.
Az immobilizacié eredményeként az oldatban kifejezetten labilis enzim évekig stabil marad.
Egy mdsik mddszer szerint a teljes sejteket rogzitik. A rogzités elott a sejttomeget hokezelik.
Ez a hdstabil termolizinnek nem éart, de a héérzékeny enzimek, igy a fumaraz is elbomlik.
Ezaltal a fumdrsav—almasav atalakulds miatt bekovetkez6 fuméarsav veszteség kikiiszobolhetd.

Az enzim aktivitasa jelentds mértékben novelhetd a koriilmények beéllitasaval. SOk (2-4
M NaCl), n-pentanol hozzdadasa, illetve nagy nyomads (50-100 bar) a tobbszordsére noveli az
enzim aktivitdsat. Emellett jelentds eredményt hozhat magénak az enzimnek a fehérjemérnoki
modositasa. Site directed mutagenezissel Bacillus subtilis-ben kifejezve mind az enzim aktivi-
tasat, mind stabilitasat a tobbszorosére novelték. Mds lehetdség az enzim fermentacié hatékony-
sdganak javitasa, olcsobb enzim elddllitasi technoldgia keresése.

A reakciot vizes kozegben, pH = 7-7,5 kozott hajtjak végre, az optimélis hémérséklet
t=50 °C, ez a kompromisszum a kielégitd reakcidsebesség és az enzim hosszu élettartama ko-
Z0tt.

Az enzim tulajdonsdgai utdn nézziik magét a reakcidt. A termolizin protedz, tehat fehér-
jebontd enzim, de itt forditott irdnyud reakcioban, peptid kotés 1étrehozdsara hasznaljuk. A két
aminosavbol (Phe + Asp) irdnyitottan dipeptidet hozunk 1étre. A katalizalt reakci6 (135. dbra):

NH; HN’X coo
2 _E .
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X = protecting group

DL-1 -2 D-1 L-3

135. dbra Az aszpartdam elddllitdsa

A szelektivités itt is érvényesiil, a nagy, apolaris aminosav (Phe) amino csoportjin alakul
ki a peptid kotés. Ahhoz, hogy csak a fenilalanin amino csoportja reagdljon az aszparaginsav
1-karboxil csoportjaval, a rajtuk 1évé egyéb funkcids csoportokat blokkolni kell, egyébként
random di- és oligopeptidek képzddnek. A Phe karbonsav csoportjat metilészter formajaban
blokkoljédk, az aszparaginsav amino csoportjit pedig egy benzil-oxi-karbonil (BOC) csoporttal
védik. Ez utébbit a termékrdl katalitikus hidrogénezéssel lehet eltdvolitani, a metil csoport
viszont a termék része, nem kell levalasztani.
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Az enzim specfitdsait tobbszordsen kihasznéljak. Az atalakitds szelektivitdsa abban all,
hogy az Asp két karbonsav csoportja koziil csak 1 pozicidju 1ép reakcidba, a 4 helyzetli viszont
nem. Ez onnan vezethetd le, hogy a fehérjéket a-aminosavak alkotjdk, a protedzok ezek peptid
kotéseit hidrolizaljdk, igy visszafelé is ezt a szerkezetet hozzdk 1étre. Mdasrészt az enzim
sztereoszelektiv, csak az L-aminosavak Iépnek reakcidéba. Ez azt jelenti, hogy alapanyagként
az olcsobb, szintetikus, racém DL-fenilalanint is fel lehet haszndlni mégis csak L-aszpartim
keletkezik (enantiomer tisztasag: 99,99 %), a D-Phe véltozatlan formdban marad.

NH2 HN/X
COOMe * :__COOH
Hooc”
D,L-phenylalanine methylester L-aspartic acid (protected)

i 5

(=4
o
§ NH, COOH
= .
3 COOMe COOMe (0]
©

D-phenylalanine methylester o-aspartame (protected)

i) HCI

ii) Hp, Pd/C, MeOH

NH3"Cl COOH
—_—— +
COOMe COOMe ¢
D-phenvlalanine methviester hudrachlarida aspartame

136. dbra Az aszpartdm gydrtds reakcioi

A termék tisztasdga azért lényeges szempont, mert az izomer melléktermékek nem édes,
hanem keserti izliek. Az aszpartdim gyartidsa kémiai szintézissel is megoldhat6, de ott jelentds
mennyiségli keserli izomer keletkezik, aminek elvédlasztisa jelentdsen megdragitja a
folyamatot. A racém fenilalanin alkalmazdsanak van még egy elénye. A keletkez6 BOC-
aszpartdim és a megmaradd D-Phe oldhatatlan komplexet képeznek, ami kicsapddik a
reakcidelegybdl, kiszlirhetd. A csapadékot sésavval kezelik, ebben a D-fenilalanin feloldodik,
a BOC-aszpartdm tovabbra is oldhatatlan marad, elvdlaszthat6. Az eldbbit racemizéljak és
visszaviszik a folyamatba, az utébbir6l hidrogénezéssel levalasztjdk a véddécsoportot (136.
abra). A reakci6 hot termel, a késziiléket hiiteni kell. A technoldgia 1épéseit az enzim fermen-
tacios eldallitasaval egyiitt mutatja be a 137. dbra.

Az aszpartdm piaca jelenleg kb. 30 000 t/év, lassan, de folyamatosan bdviil. Ennek leg-
alabb haromnegyed részét kiilonféle italok édesitésére haszndljak fel, a tovabbi mennyiség is
az élelmiszerekbe keriil, dzsemek, cukorkdk, édességek, tejtermékek, diabetikus készitmények
édesitésére. Elterjedésének korlatja, hogy magasabb homérsékleten, f6zés, siités hatdsara el-
bomlik, igy siitdipari termékekben nem alkalmazhat6
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8.5.7. Lipazok

A lipazok (triacil glicerin hidroldzok) a hidroldzok koz¢ tartoznak, a karbonsavak észter
kotéseit bontjak. Elettani szerepiik a trigliceridek hidrolizise digliceridekké, monogliceridekké,
zsirsavakka és glicerinné.

Az iparban a zsirok hidrolizise megoldhat6 kémiai tton is, magas hdmérsékleten és nagy
nyomds alatt (250 °C és 30-60 bar). Azonban ez az eljards nem alkalmas a telitetlen zsirsavakat
tartalmaz6 olajok, kiilondsen a tobb kettds kotést tartalmazd olajok feldolgozédsara. Emiatt
terjedt el az enzimes hidrolizis.

Mivel a szubsztrit rosszul oldédik vizben, kiilon fazist is képez, a reakcid, ezzel a katalizis
is részben heterogén fézisu, a viz-olaj hatarfeliileten megy végbe. A tobbi hidroldz enzimhez
hasonléan a lipizok sem igényelnek koszubsztritot. Altaliban sokféle hasonld szubsztrit
atalakitasara képesek, de régidspecifitast és sztereospecifitdst mutatnak.

A reakcid sebessége dltaldban fiigg a zsirsavak szénldncdnak hosszatdl. Rendszerint a
rovid szénldncu zsirsavak észtereit lassabban bontjak, mint a kozepes és hosszi szdnldnctiakét.
A hossz mellett befolydsol az esetleges kettds kotések szama és helyzete. A Geotrichium
candidum lipaz példaul szelektiven bontja a 9 pozicidban cisz helyzetl kettds kotést tartalmazd
zsirsavak észtereit. Sok lipdz régidspecifikus abbdl a szempontbdl, hogy a glicerinen a primer
alkohol csoportok (1 és 3 pozicid) észtereit nagysagrendekkel gyorsabban hidrolizédlja, mint a
kozépso (szekunder) csoportét (pl. Rhizopus lipazok) (138. dbra). Egyes enzimek specifikusak
a glicerinre, masok egyéb alkoholos vegyiiletek észtereit is bontjak.

0
AMAAANG-0-CH, HO-CH,
| Lipase Q |
AN, E-0-CH - = AAAAAAALO-CH
0 I 2H,0 |
/MAANN,C-0-CH, + HO- CH,

2 AMAAAAC—OH
O

138. dbra Régioszelektiv lipdazok reakcidja
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Hoéfok optimumuk véltozatos, alacsony és magas homérsékleten miikodd enzimeket is
taldlhatunk. A hdstabil lipazok, mint a Thermus aquaticus, T. flavus és T. thermophilus fajok

enzimeivel magasabb hémérsékleten (50-70 °C kozott) lehet dolgozni, ami tobb eldnnyel is jar.
Csokken a befert6zddés kockdzata, javul a diffizids anyagatadds sebessége és a lipidek
oldhatéséga.

Mindez sokféle, véltozatos ipari alkalmazast tesz lehetévé, a lipdzokat mosdszerekben, a
bor-, textil-, élelmiszer-, papir- és gydgyszeriparban hasznaljak.

A lipazok széles korben elterjedtek, az dllatok, novények €s mikroorganizmusok korében
egyarant, gyakorlatilag minden sejt termel tobb-kevesebb lipazt.

A legtobb kereskedelmi forgalomba keriil6 lipdz mikrobidlis eredetli, mivel csak ezeket
lehet ipari 1éptékben eldallitani. Mind a gombak, élesztdk €s a baktériumok korében taldlhatok
lipaz termeld torzsek. A baktériumok korében az emlitett Pseudomomonas-ok és Thermus-ok,
az élesztOk kozott a Candida torzsek (C. cylindracea, C. antarctica, C. rugosa), a fonalas gom-
baknal pedig a Rhizomucor, Rhizopus, Aspergillus és Penicillium fajok alkalmasak ipari 1éptéki
lipaz termelésre. A bakteridlis enzimek kozott kiilon figyelmet érdemelnek a Pseudomonas
lipazok, amelyek kitlinben miikodnek vizes kozeg helyett szerves oldészerekben is.

Kisebb 1éptékben gyartanak még hasnydlmirigy lipazt is, ezt sok mas enzimhez hasonlé-
an a sertés vagoéhidakon 6sszegyljtott szervekbol nyerik ki

A torzsek valtozatossagdnak megfelelden a fehérje molekula is sokféle. A molekulato-
megek 22-69 kDa kozott valtoznak. Az enzimek miikodésére jelentOs hatdssal vannak a jelen
1évd fémionok. A kétértékii ionok altaldban novelik az aktivitast, illetve eldsegitik a fehérje
levalasat a sejtek feliiletérdl. A nehézfémekre viszont érzékenyek, gatoljak miukodésiiket.

A lipazok szubsztratjai, a zsirok €s olajok rosszul oldédnak vizben, az oldott szubsztrat
koncentracié alacsony, emiatt a reakcidsebesség is kicsi. Szerves olddszerek jelenléte megno-
veli a szubsztrat oldhatdsigat, ezzel a reakcidsebességet. Ugyanakkor az olddszeres kozeg a
legtobb fehérjét denaturdlja, tonkreteszi. Szerencsére a lipazok kozott sok olddszertiird fehérje
van, amelyek apoldris kozegben is megtartjak szerkezetiiket és aktivitdsukat. A szerves oldo-
szerben végrehajtott enzimes reakciok dj lehetdségeket nyitottak meg a kémiai szintézisekben.
Sok lipazrol kimutattdk, hogy aktivan mikodik vizzel elegyedd (metanol, etanol, aceton, glice-
rin) és nem elegyedd (hexan, ciklohexan, heptan, izo-oktén, xilol és MTBE) oldészerekben. A
reakciot gyakorlatilag vizmentes kozegben is végre lehet hajtani, arra azonban iigyelni kell,
hogy a hidrolizishez sziikséges sztochiometrikus mennyiségli viz (dltaldban néhany ezrelék)
jelen legyen.

Az oldészer nem csak az enzimaktivitast ndveli, hanem a lipdzok stabilitdsat, élettartamat
is. Olddszeres kozegben (viztartalom <3%) a lipazokat 20-30 fokkal magasabb hdmérsékleten
lehet alkalmazni, mint vizes pufferben.

8.5.7.1. Fermentdcio

A lipaz enzimet leggyakrabban szubmerz szakaszos, illetve rataplalasos fermentacidval
allitjak el6. Indukdlhat6é enzimek, termelésiiket a szubsztrat, azaz novényi olajok adagoldsaval
lehet kivéltani. Gétolhatja az enzim képzddését a katabolit represszio (a gliikkéz jelenléte),
illetve a termékinhibici6é (glicerin szénforrds). A termékképzés novekedéshez kapcsol6do
folyamat, foként az exponencidlis fazisban torténik. A Rhizopus chinensis fermentacional a ma-
ximalis intracelluldris lipaz aktivitdst az exponencidlis fazis végén kaptdk, amikor az alapvetd
szubsztratok koncentracidja limitdléva valt. Jelentésen novelni lehet az enzim termelést ra-
taplalasos fermentacioban, a beadagolt szubsztrét lehet hiskivonat illetve ndvényi olaj.

A nitrogén-forrasok kozott a torzsek igényétdl fiiggden szerves és szervetlen anyagok
egyarant alkalmazhatok. Elegend6 lehet egy minimal taptalaj, 4svanyi sokkal, natrium-nitrattal,
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ammonium-szulfattal €s ammodnium-nitrattal esetleg karbamiddal kiegészitve. Més torzsek
olyan komplex szerves nitrogénforrason termelnek jol, mint a kukorica lekvér, pepton, tripton
vagy az €lesztd kivonat. Szerves nitrogénforrds egyrészt szamottevoen megnoveli a koltsége-
ket, masrészt megneheziti az enzim izolalasét, tisztitdsat.

A levegdztetés intenzitdsa nagyon eltérd hatdssal van a lipazok fermentécidjara. Egyes
mikroorganizmusok minimalis levegdztetés mellett termelik a lip4dzt, mdsokndl béséges oxi-
génellatasra van sziikség. Az oxigén hatdsa feltehetdleg kozvetett, nem az enzimtermeléshez
van ré sziikség, hanem az enzim termékeinek, a szabad zsirsavaknak az oxidacidjdhoz. Rhizo-
pus torzseknél egyértelmiien kimutattak, hogy az oldott oxigén szint emelése (keveréssel, leve-
goztetéssel, stb.) fokozza a lip4z termelést.

A lipaz fermentéacidkndl specidlis lehet0ség a szerves olddszerek haszndlata. A Ps. aeru-
ginosa ugyanugy nott €s termelte a lipdzt n-tetradekan és n-dodekan jelenlétében, mint oldészer
nélkiil. A Bacillus sphaericus 205y vizzel elegyedd oldoszerek (akar 75%) jelenlétében is
novekedett és lipazt termelt. A Pseudomonas sp. G6 torzset egyediili szénforrasként n-hexade-
kanon minimal tdpoldaton szaporitva a tenyészet j6l szaporodott, és sok lipazt termelt.

Az igy termelt enzimek olddszeres vagy vizes-olddszeres kozegben is miikodnek, sot
sokszor nagyobb az aktivitdsuk, mint egy vizes pufferben.

8.5.7.2. Izoldlds, tisztitds

A lipazok sokféle ipari alkalmazésa ismert, de ezek nagy tobbségében nincs sziikség nagy
tisztasagu enzimre. Bizonyos esetekben, amikor valdban tisztitott biokatalizatorra van sziikség,
egyszeril €s olcsé feldolgozasi miveletsorral kell ipari mennyiségli, stabil és nagy aktivitasu
enzim készitményt eldallitani.

Az enzim tisztitdsat a szokdsos fehérje elvalasztdsi miiveletekkel (csapadékképzés,
ultrasziirés, kromatografia, adszorpcid) oldjak meg.

Az ioncserél6d kromatografiandl dltaldban anion cserélod toltetekkel (gyenge — DEAE, erds
— Q) kotik meg a lipazokat. A hidroféb kolcsonhatds kromatografiat (HIC) szivesen alkal-
mazzdk, mert a lipazokrdl ismert, hogy a fehérje feliiletén hidroféb foltok talalhatok, amelyek
jol kotédnek a hidroféb toltethez. A feldolgozads végén gyakran tisztitjdk az enzimet gélkro-
matografiaval.

8.5.7.3. Enzim rogzités

A lipazok immobilizdldsdban specidlis lehetdségeket biztosit a fehérjék hidroféb jellege,
aminek révén spontan adszorpcidval is kotddnek apoldris hordozok feliiletére. Ezeket jol
nedvesitik a szerves olddszerek, a reakcié akaddlytalanul végbemehet. A hordoz6 lehet
poliuretan hab, polipropilén szemcse vagy akdr dsvanyi anyag is.

Az kotott enzimek mellett alkalmaznak immobilizalt sejteket is. A lipazt tartalmazé
sejteket agar, algindt vagy poliakrilamid gélbe zarjdk. Ennél a megolddsndl a rogzités dltalanos
eldnyei mellett szaimolni kell az anyagatadas limitalé hatdsaval.

8.5.7.4. Alkalmazdsok
A lipazokat kozvetleniil is lehet alkalmazni emésztést eldsegitd készitményekben. Erre a
célra a legalkalmasabb a hasnyéalmirigy lipaz. Sok ipardg haszndl lipaz készitményeket:
— Elelmiszeripar (a sajtok érlelésénél és a siitdiparban a tészta javitdsdra)

Boripar (zsirtalanités)
Kozmetikai ipar (kiméletes, ligmentes elszappanositas)
Cellul6z és papiripar (szennyezések eltavolitdsa)
Atészterezési reakcidk
Ez utébbiakkal foglalkozunk részletesebben.
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Az atészterezéseknél is azt hasznéljak ki, hogy minden enzimes reakcié megfordithatod,
az ,.elére” és ,,vissza” mend folyamatok egyidejlileg jatszodnak le és bedll kozottiikk egy dina-
mikus egyensuly. A hidrolizis és az észterezés parhuzamosan folyik, egy adott hidroxil csoport-
rol ismételten levalnak, majd rakotddnek a zsirsavak. A természetes zsiradékok zsirsav Ossze-
tétele sohasem homogén, igy az adott pillanatban szabadon 1év6 zsirsavak is sokfélék. Az
észterezésnél a nagy valdsziniliséggel nem ugyanaz a zsirsav keriil vissza az —OH csoportra,
hanem statisztikusan valamelyik a jelen 1év0 szabad karbonsavak koziil. Ettdl a bevitt trigli-
ceridek zsirsav Osszetétele megvaltozik. Ezt a véltozast céljainknak megfelelden kihasznélhat-
juk, sét irdnyithatjuk, ha megfeleld specifitdsi enzimeket valasztunk, illetve megfeleld reak-
cidpartnereket visziink a rendszerbe. A két f0 lehetdség, hogy nem-specifikus, vagy 1,3-
specifikus lipdzokat alkalmazunk. El6bbire akkor van sziikség, ha mind a harom észter kotést
at kivanjuk alakitani. A reagalé partner lehet karbonsav vagy alkohol, aszerint, hogy a molekula
melyik részét sziikkséges megvaltoztatni. De lehet egy masik triglicerid is, amellyel a zsirsavak
statisztikusan kicserélédnek (139. abra).

(a) Esterification

Oocor, + RCOOH

1

OCOR, + HO

OH ——OCOR
(b) Transesterification
(1) Interesterification

——OCOR, ——OCOR, ——OCOR; ——OCOR, [——OCOR;
n ——OCOR, + M |——OCORs - OCOR, + ——OCOR, + ——OCORs , etc
L—O0COR; “——OCORg L——OCOR, ——OCORy “——OCORg

(2) Alcoholysis

——OCOR; ——OH
n ——OCOR, + mROH - OH + RCOOR; + RCOOR, + RCOOR;
——OCOR; ——OH
(3) Acidolysis
——OCOR; ——OCOR  ——OCOR;
n ——OCOR; + mRCOOH - OCOR; + ——OCOR + R,COOH + R,COOH
——OCOR; OCOR3 OCOR;3

139. dbra Lipdzok dtészterezési reakcioi
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8.5.7.5. Esettanulmdny: kakadvaj potlo anyag elodllitasa

A csokolddégyartds és a kapcsol6do iparok sziik keresztmetszete az, hogy a kakad korla-
tozott mennyiségben all rendelkezésre. A kakadcserjét iiltetvényeken termesztik, de a termelés
nem intenzifikalhatd, mint mds ipari novényeknél, és a kultira érzékeny az iddjards szélsosé-
geire. Az alapanyag dragasdga létrehozta az igényt valamilyen pétanyag kifejlesztésére. A ka-
kaomag feldolgozdsa sordn két hasznos frakciot allitanak el6: a kakadmasszat (amely barna
szinl, keser(, iz és aromaanyagokat tartalmaz), és a kakadvajat — ez fehéres szinii, iztelen és
gyakorlatilag tisztan trigliceridekbdl 4ll, szobahdmérsékleten szilard és csak 37 fokon olvad
meg. Az eldbbi pétlasa szinte lehetetlen, de a kakadvaj kémiai 0sszetételét meg lehet kozeliteni.
Az alapgondolat az, hogy valamilyen olcso, hozzaférhetd novényi olaj telitetlen zsirsavait ki
kell cserélni hosszd szénlancu, telitett savakra. Erre a feladatra kézenfekvé megoldés az at-
észterezés lipadz enzimmel. Eljarasokat dolgoztak ki pdlmamag olaj, illetve napraforgé olaj at-
alakitasara is. A 27. tdbldzatban szerepel a pdlmaolaj és a kakadvaj triglicerid Osszetétele. A
kakadvaj magas olvaddspontjat a hosszu szénldncu telitett zsirsavaknak (sztearinsav, palmitin-
sav) kOoszonheti.

Triglicerid Pélmaolajban Enzimes termékben Kakadvajban

% % %
StStSt 5 3 1
POP 58 16 16
POSt 13 39 41
StOSt 2 28,5 27
StLnSt 9 8 8
StOO 4 4 6

St = sztearat (C18,0); P = Palmitat (C16,0); O = Oleat (C18,1); Ln = Linolat (C18,2)
27. Tabldzat Zsiradékok triglicerid dsszetétele

A pélmaolajban (ami szobahdfokon szintén szilard, emiatt pdlmazsirnak is szoktdk ne-
vezni) ezek részardnya lényegesen kisebb, a folyékony napraforgé olajban pedig elenyész6. Az
is megfigyelhetd, hogy a kizépsé poziciéban még a kakadvajban is olajsav taldlhatd. Igy az
atalakitds arra irdnyul, hogy a két sz€1ls6 zsirsavat cseréjiik le sztearinsavra. Erre a célra az 1,3-
szelektiv lipazok is megfelelnek. A napraforgé olaj atalakitdsanal is hasonl6 a helyzet, a trioledt
fokomponens két sz€ls6 pozicidjan cserélik le az olajsavat sztearinsavra (140. dbra)

Az ipari technoldgidkban oldészeres kozegben (példaul petroléterben) hajtjak végre a re-
akciot. Kis mennyiségii vizet (1-2 ezrelék) adnak az elegyhez, ez sziikséges az enzim hidrata-
lasdhoz és a hidrolizishez. A folyadékot immobilizalt enzim tolteten engedik at (pl. Rhyzomucor
miehei lipaz, diatémafoldon kotve). A jellemz6é hémérséklet 70 °C, a konverzi6 javitdsa érde-
kében az anyagot recirkulaltatjak. A termékek koziil elobb molekuléris desztillacidval eltavo-
litjak a szabad zsirsavakat (olajsav, maradék sztearinsav), ez utdbbit izoldlva vissza lehet vinni

O S
O + Stearic acid —— EO + Qleic acid
O S

Component of
cocoa butter equivalent

High-olcate
sunflower o1l

140. dbra Napraforgo olaj dtészterezése
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141. dbra Kakaovaj potlo anyag elddllitasa napraforgo olajbol

a gyartasi folyamatba. A maradékot lehlitve a sztearinsav észterek kikristdlyosodnak, az olajsa-
vasok olvadékban maradnak. A szilard fazist lecentrifugdlva kapjuk a kakadvaj p6tlé anyagot,
a feliiliszéban maradé gliceridek visszakeriilnek a reakcidba.

8.5.7.6. Esettanulmdny: dtészterezés alkoholokkal — biodizel iizemanyag
enzimes elodllitdsa
A fosszilis eredetll izemanyagok kivéltdsanak egyik lehet6sége, hogy novényi olajokat
haszndlunk fel bels6 égésti motorok hajtéanyagaként. Ipari mennyiségben a repce, illetve nap-
raforgé olaj johet szamitasba. Ezek egyes dizel er6gépekben (pl. traktorokban) kozvetleniil is
felhasznalhatok, de az égés nem tokéletes és sok kellemetlen melléktermék keletkezik. A trigli-

/

& Triglyceride |

0 o

CHrO—g—R1 2 .“;Q CH;—OH CHBO—E—Rl
| |

CH—O—C—R, + 3CH,OH CH—OH 4 CH;0—C—R,

choc~ R, cn|-|2—oa-| CH,0—C—R;

142. dbra Biodizel iizemanyag gydrtdsa napraforgo olajbol
ceridek tdl nagy molekuldk, illékonysaguk, géznyomasuk kicsi. Célszertien ezeket a kisebb és
illékonyabb zsirsav metilészterekké alakitjak at, és ezt hasznaljdk tizemanyagként. A folyamat
egy lépésben atészterezéssel hajthatd végre. Ez megval6sithaté a klasszikus kémiai dton, kali-
um hidroxidos f6zéssel is. Ez az eljarés olcsobb, de a melléktermékként keletkezd ligos gyan-
ta/iszap veszélyes hulladék, artalmatlanitasa kiilon koltségekkel jar. Lipdz enzimmel viszont
enyhe koriilmények kozott, artalmas melléktermékek nélkiil megoldhat6 a gyértas. Ehhez olyan
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nem-specifikus lipdzra van sziikség, amely mindhdrom észter kotést egyforma sebességgel
bontja (142. abra).

Az enzimeket membrannal vagy mds mddon visszatartjdk a reaktorban. A keletkezo gli-
cerin kiilon fazist képez, elvalik az olajoktdl és igy centrifugdlis szeparétorral elvalaszthatd. A
maradék metanol is megoszlik a két fazis kozott, tilnyomo része a glicerines fazisba oldédik.
Ezt a két anyagot desztillacioval szétvélasztjdk, a metanolt vissza lehet vezetni a reakcidba, a
glicerin mint hasznos termék értékesithetd. Az olajos fazis megfeleld konverzid esetén egybdl
haszndlhat6 tizemanyagként, ha viszont sok a maradék glicerid, akkor azokat kifagyasztassal el
lehet tavolitani (143. abra).

Enzymes — Unreacted oil,

o (enzymes),
Qil with alcohol N I A
free falty acids %a Biodjesef
Alcohol
Alcohol —1—|

A : Reactor

Glycerol,
alcohol

1
B : Separation (Centrifuge Glycero

or Decanter)

C : Filter or Membrane

D : Alcohol recovery

143. dbra A biodizel gydrtds technologiai folyamata

8.5.7.7. Esettanulmdny: észter képzés lipdzzal — izopropil-palmitdt/mirisztdt

Az észter képzodés egyszerii egyensulyi kémiai reakcid, amely sav illetve bazis katalizis-
sel megy végbe. Katalizatorként lipdz enzimet is alkalmazhatunk. A konverzi6 novelése érde-
kében a képzddo vizet el kell tavolitani a rendszerbdl. Erre tobb megoldast is talltak: - azeotrép
desztillaciot, - pervaporaciot.

Az izopropil palmitdt és mirisztat a kozmetikai iparban nagy mennyiségben hasznalatos
krémek, szappanok, testapolok alapkomponenseként. Az észter eldallitdsat immobilizalt enzim-
mel (Candida antarctica lipaz) oldjédk meg.

O ’ .
)L . /L\ —————T [} - AL+ HO

/14 L e
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Az oldészer a kis viztartalmu izopropanol, eb- on
ben oldjék fel a palmitinsavat (pH=7-nél nem-disszo- r PN
ciélt, apolaris formdban van). A reakcié optimélis ho-

mérséklete 60 °C. A keletkezd viz eltdvolitdsat folya-
matos azeotrop desztillacidval oldjdk meg. Az izopro-
panol-viz rendszer minimélis forrpontd azeotrépot al-
kot, amelynek forrpontja 80,4 °C. Ez til magas az en-
zim optimdlis hdmérsékletéhez képest, ezért vakuum-
desztillaciét alkalmaznak 60 °C-on. A tdvozé izopro-
panolt folyamatos adagoldssal potoljak. A szakaszos

E
(o]
reakcioban 14 o6ra alatt 99% {olotti kitermelést lehet l ]——_—_j>
elérni (144. bra). HJ\O ;\L

&

e

14

OH

144. dbra Eszter elédllitdsa lipdz
enzimmel
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9. MIKROBIALIS POLISZACHARIDOK

9.1. Altalanos bevezetés

A nagy mennyiségben rendelkezésre all6 novényi poliszacharidokat mar régdta alkal-
mazzak a héziipar és az ipar teriiletén (keményitd, celluldz, agar-agar, alginét, pektin, inulin,
karragén, guar gumi, médositott keményitd, gabonagliikdnok, gumiardbikum stb.). A névényi
forrasokbdl izoldlt poliszacharidokkal 0sszehasonlitva a hasonl6 célokra is felhaszndlt mikro-
biélis poliszacharidok eldnye, hogy a gyartds nagy volumenben, viszonylag kis teriilet- s id6-
igénnyel, jol szabalyozottan megoldhatd. A termék édllandé mindségli, a piaci igényeknek
megfelelden allithatd eld, szemben a novényi eredetli termékekkel, amelyek termelése a te-
nyészidotol, évszaktol, iddjarastdl fiigg és kémiai jellemzoi sem dllanddak.

A novényi alapu hidrokolloidokkal dsszehasonlitva fermentdlt anyagok elénye, hogy a
termelés iddigénye rovidebb, a tobb honapos tenyésziddvel szemben csak néhany nap, és nem
foglal el mezdgazdasagi teriileteket. Ezzel egyiitt a termelési koltség a dontd tényezd, amely
meghatdrozza a mikrobidlis eredetli anyagok elterjedését. A koltségek meghatdrozo elemei a
szubsztrat ara, valamint a (nagyméretll) fermentor beruhdzasa és tizemeltetése.

Szamos érdekes tulajdonsagokkal rendelkezd, jol alkalmazhat6 biopolimert fedeztek fel
és vizsgaltak meg laboratériumban, de mégis csak néhdny valt nagy 1éptékben gyartott ter-
mékké. Ennek okai tobbfélék, de elsOsorban a gyartdsi nehézségek teszik gazdasiagtalannd a
termelést. A magas termelési koltségek, az alacsony poliszacharid hozamok, melléktermékek
képzddése és a feldolgozdsi milveletek (downstream) bonyolultsdga egyardnt problémat jelen-
tenek. Ezek megfeleld mérnoki optimalizéldssal csokkenthetOk. Ehhez a folyamat mélyebb
megértésére (process understanding) van sziikség, mind a mikrobidlis fiziologia, mind a bio-
szintézis és genetika, mind az upstream €s downstream miiveletek teriiletén.

Gondot okozhat, hogy a termeld torzs gyakran tobbféle poliszacharidot is termel parhu-
zamosan, illetve az egyes termékek sem homogének, moltomegiik és eldgazdsi fokuk nem
egységes. Ez a torzs tulajdonsdgain tul a tdpoldat osszetételétdl, a fermentacios koriilményektdl
és a tisztitasi 1épések hatdsossdgatol is fiigg.

Egyes mikrobidlis poliszacharidok kozvetleniil helyettesithetik a névényi (pl. guar gumi,
gumiardbikum vagy pektin) vagy alga eredeti (pl. karragén vagy alginit) anyagokat. Mdsok
viszont specidlis egyedi tulajdonsdgaikkal Gjabb alkalmazasi lehetdséget teremtettek. Azok
valtak iparilag fontos termékké, amelyek kitlintek kedvezd reoldgiai tulajdonsdgaikkal, vagy
helyettesitettek valamilyen nehezen vagy korlatozottan hozzaférhetd anyagot. Tobb, eredetileg
osszetett é161ényekbdl kivont poliszacharid termelését is megoldottdk méar mikrobdkkal. Igy
gyartanak mar mikrobidlis celluldzt, alginatot, hialuronsavat, s6t heparint is.

A hidrokolloidok globdlis piacat a mikrobidlis polimerek névekvd ardnya ellenére még a
novényi- €s alga eredetii poliszacharidok (pl. keményitd, galaktomannanok, pektin, karragén és
alginit) domindljadk. Az Osszes piaci forgalombdl a xantdn, a legjelentdsebb fermentalt anyag
is csak 6%-kal részesedik.

A mikrobidlis poliszacharidok vagy extracelluldris vegyiiletek vagy a sejthez kotott
anyagok. Lehetnek elsddleges (pl. sejtfal biopolimerek) vagy mdsodlagos anyagcseretermékek.
Funkcidjuk tobbféle lehet. Egy résziik a sejtfal alkotérésze (mint példaul a gombdk B-glukén-
jai), vagy tartalék tdpanyag (mint példdul a poli-hidroxibutirat), vagy a kiszdradds ellen védo
nydlkaanyag. Alkothatnak kiilsd nyalkds réteget, ami valamilyen feliiletre ragasztja a sejtet
(mint péld4ul xantdn és gellan) vagy képezhetnek merev kapszulat, ami megvédi a sejteket a
kedvezotlen koriilmények (pl. szélsOséges pH, kiszaradds, oxigén stressz, antibiotikumok, fa-
gocitdk) hatdsai ellen.
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Sokuk természetes 0sszetevo az élelmiszereinkben (pl. az ehetd gombakban vagy a sor-
élesztoben), masokat évtizedek ota adalékként hasznédlnak az élelmiszeriparban, valamint a
gyogyszerekben, kozmetikai és egyéb ipari teriileteken, az olajiparban, a biolégiailag lebomlé

milanyagokban.

9.1.1.  Tulajdonsagok

9.1.1.1. Reologiai tulajdonsdgok
A poliszacharidok haszndlata vizes oldataik érdekes reoldgiai tulajdonsdgain alapul.
Egyesek viszonylag kis koncentracidban is gélt képeznek, amit sok teriileten fel lehet haszndlni.
Maisok nagy viszkozitdsukkal és nem-newtoni viselkedésiikkel tlinnek ki. Az id6td] fiiggetlen
reoldgiai alaptipusokat mutatja be a 145. dbra. A newtoni folyadékok folyasgorbéje az origébol
indul6 egyenes, meredeksége a dinamikai viszkozitas.

2t
% idealis Bingham plasztikus
3
'
z dilatans
_ plasztikus
F 3
o
‘D
] Newtoni
N
]
= pszeudoplasztikus
=
A 4 a6
O nyirosebesség dt

145. dbra A reologiai folydsgorbék alaptipusai
A poliszacharid oldatok altaldban pszeudoplasztikus viselkedésiiek, a folyasgorbe ,,lehaj-
lik”. Leegyszerusitve ez azt jelenti, hogy az oldat kis nyirdsebességnél nagy viszkozitisu, nagy
nyirésebességnél viszont kis viszkozitdst mutat. Az kapcsolat hatvanyfiiggvénnyel irhat6 le:
Newtoni fluidum esetén n értéke 1, pszeudoplasztikus esetben egynél kisebb, dilatdns esetben

egynél nagyobb.
r=y"

A nem-newtoni folyadékok viszkozitdsa tehdt pontrél pontra valtozik. Az adott
nyirésebességhez tartozé tUn. latszélagos viszkozitdst kétféleképpen is értelmezik. Tekinthetd
egyrészt a nyirofesziiltség és a nyirdsebesség hanyadosanak. Grafikusan ez az origébdl az adott
pontba hizott egyenes meredekségeként olvashat6 le. Mas megkozelités szerint az adott pont-
ban a folydsgorbéhez hiizhaté érintd meredeksége. Ellen6rzé méréseknél az elsé mddszer a
praktikusabb, mert csak egy értéket kell leolvasni. A meredekség megaddsahoz viszont sok
pontot kell felvenni, arra fiiggvényt illeszteni és annak meredekségét kiszamitani.
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e Newtoni
T
?74\"' = . /,
4 = 5
s & .
e Latszolagos 2 P g
T % M= qA5 s
f] i~ : V4
d g %
e Differencialis % 7
dr _
T =— . tg(l =M,
d . ’
dy 4

Nyirassebesség (1/s)

146. dbra A ldtszolagos viszkozitds értelmezései pszeudoplasztikus fluidumndl

9.1.1.2. A poliszacharidok szerkezete:

A szacharidok gytjtonévbe sokféle cukor fér bele, a leggyakoribbak a gliikéz, fruktéz, és
a manndz. Emellett jellemzdek a cukorsavak is, sokféle cukorbdl levezethetd -on-savak és -
uron-savak is eléfordulnak. Ezek viselkedése az anionos csoportok miatt pH-fiiggd. A cukrok
-OH csoportjaihoz szerves savak kapcsolodhatnak (ecetsav, piroszdldsav, glicerinsav, boros-
tydnkdsav) észter vagy ketdl formédban.

Az alkot6 elemek fajtai szerint megkiilonboztethetiink homo- €s hetero-poliszacharido-
kat. A homopoliszacharidok egyféle monoszacharid egységbdl épiilnek fel, példaul a dextran,
a pullulén, a szklerogliikén, a kurdlan gliik6z homopolimerek, eltérd kotésekkel. A xantdn és a
(mikrobidlis) alginét tobbféle cukorbdl all6, ismétlodo egységeket tartalmaz.
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EPS

Xantan

Gellan

Alginat

Celluloz

Alkotd

komponensek

Glukoz
Manndz
Gliikuronsav
Acetat
Piruvat

Glukoz
Ramndz
Gliikuronsav
Acetat
Glicerat

Guluronsav
Mannuronsav
Acetat

Glikoéz

Anionos

Anionos

Anionos

Neutralis

Molekula-
témeg

F6bb tulajdonsagok

(2.0-50) x Hidrokolloid

108 - Nagy viszkozitas kis
koncentraciéban és kis
nyirésebességnél is;

- Stabilitas széles pH, so
koncentracié és
hémérséklet
tartomanyban

Hidrokolloid
- Stabilitas széles pH

tartomanyban

Gélesit6 kapacitas

Termoreverzibilis gélek

(0.3-1.3) x Hidrokolloid

108 Gélesitd kapacitas

Filmképzés

5.0x 10°

10° Kristalyos szerkezet
Oldhatatlan a legtdbb
olddszerben
Nagy szakitdszilardsag
Formdzhato

Alkalmazasi tertletek

Elelmiszerek 96 000
Olajipar
Gyodgyszerek
Kozmetikumok és testapolo
cikkek

Mez6gazdasdag

Elelmiszerek N.A.

Allateledel

Gyodgyszerek

Kutatas: agar helyettesits és
elektroforézis gél

Elelmiszerek 30 000
Hidrokolloid
Orvosi:

- Sebészeti kotszerek

- Sebkezelés

- Szabalyozott gydgyszer bevitel

Elelmiszerek (emészthetetlen N.A.
rost)
Orvosi:

- Sebkezelés

- Véredények

- Hangszéré membranok

Piac

(USS)

235 millié

15 millié

N.A.

N.A.

Ar

(USS)/ke

55-66

5-20

5.8-12
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Dextran Glikoz Neutralis
Kurdlan Gliikoz Neutralis
Hialuronsav Gliikuronsav Anionos

Acetil-

glikézamin
Szukcino-  Glukoz Anionos
glikan Galaktdz

Acetat

Piruvat

Szukcinat

3-hidroxibutirat
Levan Fruktdz Neutralis

10°-10°

5x10%-
2x10°

2.0x10°

LMW
<5x103
HMW
>1x10°

3.0x10°

Nem-ionos

Newtoni folyadékként
viselkedik

Gélképz6

Vizben oldhatatlan

Ehetd és nem toxikus

Bioldgiailag aktiv

Bioldgiailag aktiv

Erésen hidrofil

Biokompatibilis

Pszeudoplasztikus

viszkozitas szabalyozé

Savt(iré

Kis viszkozitas
J6 vizoldhatésag
Bioldgiailag aktiv:
- Antitumor aktivitds
- Gyulladascsokkentd
J6l tapad
Filmképzés

Elelmiszerek

Orvosi: Vérplazma potld
Kromatografias toltet
Elelmiszerek
Gyodgyszeripar
Nehézfémek eltavolitasa
Beton adalék

Orvosi
Taptalaj gél

Elelmiszerek
Olajkinyerés

Elelmiszerek (prebiotikumok)
Takarmany

Gyodgyszerek

Kozmetikumok

Egyéb ipar

2 000 N.A. N.A.
N.A. N.A. 55

N.A. 1 000 milli6 100 000
N.A. N.A. N.A.
N.A N.A. N.A

28. Tdbldzat A legismertebb mikrobidlis poliszacharidok: a fizikai-kémiai és funkciondlis tulajdonsdgok, a f6 alkalmazdsi teriiletek és a piaci adatok
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9.1.1.3. Funkciondlis tulajdonsdgok és alkalmazdsok

A molekuldk vizes oldatban sokféleképpen rendezddhetnek el és ez meghatarozza tulaj-
donsdgaikat és ipari alkalmazhatésdgukat. J6 példa erre a gelldn és xantan kiillonb6zo viselke-
dése. Mindkettd negativ toltésli heteropoliszacharid, de més a polimer dsszetétele és szerkezete.
A linedris gellan molekuldk magasabb hémérsékleten rendezetlen tekercset alkotnak, de lehiitve
kettds spirdl formdba mennek &4t. Nagyobb koncentriciéban ezek vastagabb rid-szerii
aggregatumokka alakulnak at és makroszkopikus gélt képeznek. A kialakul6 gél tulajdonsagai
az acil csoportok jelenlététdl fiiggenek: az acilezett forma rugalmas és hodllé zselét ad, mig a
dezacilélt anyagbol merev, kemény gél lesz. Ennek megfeleléen a gellant tobb ipardgban is
gélesitd adalékként haszndljak (28. tdblazat). A xantdn viszont eldgazé lancu, és bar alkot kettds
spiralt, de nem hoz 1étre gélszerkezetet. Ehelyett az 6sszefonddott polimer ldncok nagyon
viszkézus oldatot eredményeznek. Igy a xantdnt viszkozitds-fokozoként alkalmazzak 28.
tablazat).

Az egyes polimerek tulajdonsdgai drdmaian megvéltoztathatok a més biopolimerek hoz-
zékeverésével. J6l ismert példa a galaktomannanok (pl. szentjdnoskenyérmag, locust bean gum)
0sszekeverése xantdnnal, ami az elobbiekkel ellentétben gélszerkezet kialakuldsdhoz vezet.

T ) by T—
Medtine Alg Al Hyall
g
GPol /ﬁ Curd
Pharmaceuticalg Cell Scn GPol
Xant Gell
FPol FPol
Alg Xant GPol
Food L
Hyall GPol &V | Alg Fpol
c 9
= Curd
L Cosmetics Gell FPol
e \ )
©
k]
2 Coatings Alg
e
< GPol
Packaging FPol
_ Scn  GPol
Oil recovery Xant FPol
Wastevater Alg GPol
treatment FPol
Film-forring Structural Emulsifing Thickening Gellifing Biological Flocuhting
capacity materials capacity capacity capacity activity activity
Properi¢s

147. dbra A mikrobidlis polimerek alkalmazdsi teriiletei

Ezen tilmenden a kémiai atalakitasok is jelentdsen megvéltoztathatjdk a funkciondlis
tulajdonsagokat. A savcsoportok eltdvolitasa, keresztkotések 1étrehozasa, kovalens kotések mas
biopolimerekkel mind javithatjdk a polimerek tulajdonségait.

A poliszacharidokat nem-newtoni viselkedésiik és a nagy viszkozitdsuk miatt mar széles
korben hasznéljak értékes termékek (élelmiszer-, gydgyszer-, és kozmetikai ipar) gyartasanal,
legtobbszor toltd-, stabilizals-, koto- és szerkezetjavité adalékként (147. dbra), (28. tdblazat).
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Az élelmiszeripari termékekben alkalmazott anyagoknak kompatibilisnek kell lenniiik az
élelmiszer-0sszetevokkel €s az eloforduld sokféle pH és ioner6sség mellett is meg kell tartaniuk
kedvez0 tulajdonsagaikat.

9.1.2. A poliszacharidok bioszintézise

A poliszacharidok bioszintézisénél a sejtek belsejében 1év0 monoszacharidok el6bb
foszfo-nukleotiddd alakulnak 4t (pl. UDP-, TDP-, GDP-cukor), amelyek azutdn a sejtmemb-
ranba kotott lipid templat molekuldkra teszik at a cukrokat. A gliik6z polimereknél elsoként a
glikolizis koztiterméke, a gliikdz-6-foszfat alakul at gliik6z-1-foszfattd és ez kapcsolédik a
nukleotidokhoz (148. abra).

UDP-galakturonsav

galaktoz ———* gal-1-p — UDP-gal
glikoz ———gli-6-P ——* gli-1-P —UDP-glu

fru-6-P UDP-glUkuronsav
mannéz ——man-6-P ——— man-1-P —*GDP-man

GDP-fukéz

148. dbra A nukleotid-cukrok kialakuldsa

A sejtfal poliszacharidok €s szdmos exopoliszacharid részben vagy teljesen intracellul-
risan, a sejten beliil alakul ki, de példaul a dextrant, levant, alternant a sejt felszinén 1évo enzi-
mek szintetizaljak.

A részlegesen intracellularis exopoliszacharid szintézisben a lipid karrierek is jelentds
szerepet jatszanak. Ezek hosszi szénldnci foszforsav-észterek és izoprenoid alkoholok, ame-
lyek apoléris lancukkal a sejtmembran lipid rétegében rogziilnek. A foszfat csoportok kezdet-
ben befelé éllnak és ezen szerelddnek Ossze a polimer részegységei. A tovdbbiakban ezek at-
fordulnak a membran kiils6 oldalara, és ott kbvetkezik be a polimerizacié (149. dbra).

Néhdny specialis esetben az altaldnos mechanizmustdl eltérfen a polimerizacié a
membrén belsé oldalan zajlik, és az egész lancot viszik ki a sejtbdl a lipid hordozéhoz kapcsolt
exportOr fehérjék.

A komplex heteropoliszacharidok, mint példaul a xantdn és a gellan bioszintézis utja
rendszerint bonyolultabb, tobb 1€pésbdl 4ll, mint a homopoliszacharidoké.
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149. dbra A poliszacharidok bioszintézise
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9.1.3.  Termel6 torzsek

A poliszacharid képzés dltalanosnak mondhaté minden nagyobb rendszertani egységben.
A termeld baktériumtorzsek mellett ott vannak az élesztok (BYG = bakers yeast glucan), a
fonalas gombak (pullulédn, szklerogliikdnok), sOt a kalapos gombék is (shii-take — lentinan).

A legtobb mikroorganizmus termel feliileti poliszacharidokat, de néhanyuk stresszes
allapotban képes nagyobb mennyiséget (>40 g/l) is elddllitani.

A mai napig, csak néhany bakteridlis poliszacharid valt ipari termékké, ezeket a 29. téb-
lazat foglalja 6ssze. A kozeli rokonsdgban all6 fajok bioszintetikus ttjai hasonldak, ezért a
termelt poliszacharidok szerkezete és tulajdonsdgai is hasonldak.

Termeld torzs Poliszacharid
Agrobacterium radiobacter Szukcinoglikdn
Agrobacterium tumefaciens Szukcinoglikdn
Rhizobium meliloti Szukcinoglikdn
Halomonas eurihalina Levéan
Zymomonas mobilis Levan
Leuconostoc dextranicum Gliikan
Leuconostoc mesenteroides Dextran
Gluconacetobacter xylinum Celluléz
Pseudomonas aeruginosa Alginét
Pseudomonas putida Alginét
Sphingomonas elodea Gellan
Sphingomonas paucimobilis Gellan
Xanthomonas sp. Xantan

29. tdbldzat Ipari jelentdségii poliszacharidokat termeld baktériumok

A torzsek termelOképességének javitdsara genetikai modositassal kevés lehetdség van. A
bioszintézis megszakitdsa muticidval egyszeriibb termékeket eredményezhet (példaul nem
keriilnek rd a cukrokra a szerves savak), de ez nem véltoztatja meg alapvetden a termék
mindségét és mennyiségét.

9.1.4. A poliszacharidok gyartasa (éltalanos elvek)

A mikrobidlis poliszacharidokat nagyrészt fermentéacidval allitjdk eld, a folyamatndl a
szokdsos technoldgiai paramétereket kell bedllitani, optimdlni: tdpoldat Osszetétel, pH-érték,
homérséklet, levegdztetés, oldott oxigén szint. A tapoldat lehet szintetikus, gliik6z vagy sza-
char6z szénforréssal, illetve allhat komplex, mezdgazdasagi vagy élelmiszeripari mellékter-
mékekbdl (pl. melasz, kukorica szirup, deproteinizélt savd, burgonya és gyiimolcs maradék,
stb.). Néhdny esetben a de novo fermentéci6 helyett enzimes biokonverzidval termelik a poli-
szacharidokat.

A termelt biopolimer mennyiségére és mindségére egyardnt hatassal van a torzs kialaki-
tasa (metabolikus €s géntechnolégia), az (upstream) folyamatoptimalizélas, és a termékizolalas
hatékonysdga. Ez utébbi a végtermék kinyerése €s tisztitdsa centrifugdldssal vagy sziiréssel,
csapadékképzéssel és szaritassal.

A technoldgiai optimdldsrdl vannak adatok a xantan, gellan, pullulan és szklerogliikan
gyartasardl, ugyanakkor méas mikrobidlis poliszacharidok eldallitasarél alig van informécid.
Azonban megfogalmazhat6é néhany éltaldnos szabély, amely legtobb folyamatra érvényes.

190



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia MIKROBIALIS POLISZACHARIDOK

Téapkozeg:

A nagy C/N arany bizonyitottan minden poliszacharid termelését elsegiti, kevesebb
biomassza és tobb poliszacharid keletkezik. A nitrogén és foszfat limitacié egyarant fokozza a
termékképzést, célszerli ezek induldsi koncentracidjat ugy megvalasztani, hogy a sejtszapo-
rodési szakasz végére elfogyjanak. A szénforrds altaldban 20-40 g/l cukornak felel meg.

A szén és nitrogén forrds megvélasztisa befolydsolja a biopolimer termelést. A xantdnt
tobbféle szénforrdson is eld lehet allitani, de a kihozatal valtoz6. A gliik6zon, szachar6zon,
maltézon és oldhaté keményiton kapott hozamok ebben a sorrendben csokkennek. A fermen-
tacids tapoldatban 1évO cukrok ardnya befolyasolhatja a heteropoliszacharidokat alkoté cukor
monomerek ardnyat. A dextrdn és a levan gydrtdsanak szubsztritja egyértelmiien a szachardz.

Szénforrasként elonyds mezdgazdasagi, élelmiszeripari vagy ipari melléktermékeket
(melasz, sajtgyari savo vagy glicerin) felhaszndlni, azonban ezek alkalmazédsdnél problémék
Iéphetnek fel. Az eltérd tapanyag Osszetétel és a szennyezd anyagok hatdsara méds anyagcsere-
utak is miikodésbe léphetnek, igy mds polimerek és/vagy (nem kivant) melléktermékek is
képzbédhetnek. A nem hasznosul6 komponensek inhibitorként miikodhetnek, csokkentve a ter-
mékképzést.

A nagy tisztasagu (pl. orvosi céli) termékek eldallitdsahoz j6 mindségl, tiszta alapanya-
gokat kell felhaszndlni, hogy csokkenthessiik a tisztitds koltségeit, a szennyezddésnek atvite-
lének kockazatat. Ilyen esetekben a hulladékok vagy melléktermékek hasznalatarol le kell
mondani, vagy a downstream lépések koltségei jelentdsen megndnek.

A nitrogénforrds mindsége a torzsek igényétdl fiigg. A fonalas gombdkndl megfelelnek
a szervetlen nitrogén sok is, de mas torzsek szerves N-forrast igényelnek (pl. a Xanthomonas-
ok és a tejsav baktériumok, mint a Leuconostoc mesenteroides).

A minimadl tiptalaj komponensein til egyes esetekben vitamin, aminosav és prekurzor
kiegészitésre is sziikség van.

A poliszacharidok termelése a termékképzési kinetika szempontjabdl is valtozatos, tobb-
féle tipust is azonosithatunk, de a poliszacharidok altaliban masodlagos anyagcseretermékek-
nek, szekunder metabolitoknak tekinthetk. De akad példa a novekedéshez kotott bioszintézisre
(gellan, bakteridlis celluldz és az €lesztd glikdnok) €s a limitdlt szakaszban megjelend, sejt-
szamhoz kotott termékképzésre (kurdlan) is.

A tépanyag adagolds stratégidja is befolydsolja a fermentdcié hatékonysagat. Ipari mé-
retben a szakaszos technoldgia az éltalanos, de sokszor kiegészitik rataplalassal (fed batch).
Ezzel kikiiszobolhet6 a szubsztrat inhibicid, és javulhat a végtermék koncentréacid. Az elérhetd
termék koncentracidonak viszont gatat szab az a jelenség, hogy a felhalmoz6dé polimer oly-
annyira viszkOzussa teszi a fermentlevet, hogy a tdpanyag transzport gyakorlatilag megsziinik,
és ezzel a tenyészet sajat magat fojtja meg. A nagy oxigén igényi xantan fermentacional ez kb.
3%-nal kovetkezik be, mig az anaerob dextran gyartasnal 8%-ig is el lehet menni.

A homérséklet és a pH is kontroll valtozo6i a fermentacidknak. A bakteridlis fermentaciok
esetében az optimdlis hdmérséklet legtobbszor 28-30 °C koriil van, mig a gombédknal a po-
liszacharid szintézisének optimdlis homérséklete dltaldban valamivel alacsonyabb, 25-28 °C
koriili. A kivalasztott hdmérséklet gyakran kompromisszum a sejtnovekedés és a termékképzés
optimuma kozott. Ha ez a két optimum jelentOsen eltér, akkor célszerti a hdmérsékletet val-
toztatni, kétszakaszos eljarast kidolgozni.

Az optimalis pH-t is elsGsorban a mikroorganizmus hatdrozza meg. A baktériumok tipi-
kusan a semleges kozeget kedvelik, a 6-7 kozotti pH tartomanyt. Ugyanakkor anyagcseréjiik
sordn a cukrokbdl szerves savakat termelnek, ami csokkenti a pH-t, és lelassitja a folyamatokat.
Emiatt a savakat kozombositeni kell, pH méréssel és szabdlyozdssal az értéket az optimalis
tartomanyban tarthatjuk. A poliszacharid termelé gombdk lényegesen savasabb kozegben
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mukodnek optimalisan. A szkleroglukdnnal a 3,5-4,5; a pullulannal 4,5-5,5 a legkedvezébb pH
tartomany.

A levegoztetés €s keverés szintén fontos tényez6 a fermentécids poliszacharid eldallités-
ndl. Mivel a termeld mikroorganizmusok nagy része aerob, az oxigén sziikséges a sejtnoveke-
déshez. Az intenziv levegdztetés a pulluldn és a xantdn esetében serkentd hatdsu a poliszacharid
szintézisre. Mas torzseknél viszont az alacsony oldott oxigén szint visszafogja ugyan a sejtek
szaporoddsat, de fokozza a polimer szintézist. Ennek lehetséges magyardzata lehet az, hogy az
oxigén hidny az egyik a szekunder metabolizmust kikényszerito stresszeld koriilmények koziil.

Az oxigén bevitel és a keverés néha egymdstol fiiggetleniil hat. A gelldn fermentacio
esetében a magas oxigén szint, a nagy levegd bevitel (1 VVM felett) csokkenti a hozamot,
ugyanakkor az intenziv keverés (pl. 500 rpm) alapvetd fontossagu ennél a viszk6zus ferment-
1énél. A novekvo viszkozitds a legtobb mikrobidlis poliszacharid termelésénél fellépd altalanos
probléma. A kialakul6 egyre nagyobb viszkozitds egyre jobban korldtozza a tdpanyagok, ezek
kozott az oxigén transzportjat, kiilonosen, ha a tenyészetben a sejtek nem egyesével, hanem
csoportosan vannak jelen. Altaldnosan megfogalmazhat6, hogy nagy nyirderejii keverés sziik-
séges.

Mas torzseknél viszont mikroaerofil (bakteridlis alginat) vagy teljesen anaerob (dextran
Leuconostoc mesenteroides-sel) kornyezetet kell fenntartani.

A poliszacharidok gyértdsa soran a fer- 10
mentlé reoldgidja drasztikusan valtozik. A 1é
kezdetben vizhez hasonlé newtoni folyadék,
ami fokozatosan egy nagyon viszkdzus psze-
udoplasztikus viselkedéstii folyadékka valik.
Ez a véltozés ol lathatd a 6. abran. Az indu-
lasnal a viszkozitas kozel allandé (newtoni),
az 1d6 eldrehaladtaval viszont nem csak no-
vekszik, hanem egyre erdteljesebben fiigg a
nyirésebességtdl (pszeudoplasztikus). A visz-
kozitds ilyen mértékii novekedése megnehe-
ziti az atkeverést, és reaktorban 1év6 1€ mar
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mentlé egészét. A pszeudoplasztikus jelleg-
bdl levezethetd, hogy a kever6 kozelében,
ahol nagy a nyiréhatas, kicsi lesz a viszkozi-
tds, azaz gyorsabb az anyagatadas. Tavolabb,
ahol a keverd mar nem tud elég turbulens dramlést 1étrehozni, nagyobb a viszkozitas és romlik
az anyagatadds. A holt terek kialakuldsat Ggy akaddlyozhatjuk, hogy noveljik a keverd
atmérdjét és optimaljuk a lapatok kialakitasat. Az &tméro novelésével viszont olyan mértékben
ndne a teljesitményfelvétel (a méret 6tddik hatvdnydval), hogy a fordulatszdmot le kell
csokkenteni. Ennek megfeleléen a fermentorok nem tdl nagyok, az 50-200 m?
mérettartomdnyba tartoznak.

150. dbra Poliszacharid fermentlé ldtszolagos
viszkozitdsdnak vdltozdsa a fermentdcio sordn,
log-log dbrdzoldsban
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9.1.4.1. Kinyerés és tisztitds

Az extracellularis mikrobds poliszacharidok kinyerése a fermentlébdl altaldban harom
szakaszbol 4ll: 1. a sejtek eltavolitdsa, centrifugdldssal vagy szlréssel; 2. a polimer kicsapdsa a
sejtmentes 1€bdl vizzel elegyedd szerves olddszerrel (pl. metanol, etanol, izopropanol vagy
aceton); 3. a kicsapott polimer szdritasa, fagyasztva szaritassal (laboratériumi méretben) vagy
dobszéritdval (ipari méretekben).

Sok esetben a fermentlevet a vagas utdn, még a fermentorban, a sejtek elvalasztdsa elott
pasztorozik (90-95 °C-on). A hokezelés célja a baktériumsejtek elpusztitdsa és a terméket bontod
enzimek inaktivdldsa. Emellett magasabb homérsékleten kisebb a 1€ viszkozitdsa, ami
megkonnyiti a kovetkezd szlirést vagy a centrifugéldst.

Ezutdn kovetkezhet a sejtek elvdlasztdsa szliréssel vagy centrifugdldssal, de nagy visz-
kozitas esetén a 1é nem mindig sziirhetd és centrifugdldssal sem iilepithetd. Ha a fermentlevet
vizzel, hig s6oldattal vagy alkoholokkal higitjuk, akkor le lehet csokkenteni a folyadék visz-
kozitasét, és ez megkonnyiti a sziirést, a szennyezddések eltavolitasit. Ez viszont hitranyt jelent
a kovetkezd 1€pésnél, mert 1ényegesen nagyobb mennyiségii sejtmentes feliiliszo keletkezik,
és ebbdl kovetkezden nagyobb mennyiségli kicsap6 olddszer sziikséges. A sejtek elvalasztis
helyett eliminalhatok, lizalhatok ligos vagy enzimes kezeléssel is.

A meghataroz6 1€pés a termék olddszeres kicsapdsa. Vizzel elegyedd szerves olddszere-
ket (alkoholok, aceton) adnak a léhez egy-kétszeres mennyiségben. Elelmiszer mindségii xan-
tan eldallitdsahoz az FDA izopropanolos kicsapast ir eld. A csokkend polaritds miatt a polaris
molekulédk, igy a poliszacharidok oldhatésdga romlik, egy hatdron kicsapdédnak. A csapadék-
képzést elo lehet segiteni tobbértékii fémionokkal is, amelyek keresztkotéseket hozhatnak 1étre
a lancok kozott. Ezt a csapadékot mér lehet szlirni.

A kapott szemcsés anyagot levegdvel/inert gdzzal/vakuumban széritjak. A végterméket a
kivant szemcsenagysdgu porrd Orlik.

Az eljards mellékterméke hatalmas mennyiségii vizes olddszer, a fermentlé térfogatanak
akdr két-haromszorosa. Ennek regeneraldsdhoz desztillalo tizemet kell telepiteni a fermentdcios
tizem mellé, ami jelentdsen noveli a koltségeket.

A terméket sokféle, kis és nagy molekulasilyt vegyiilet szennyezheti. Ezek részben a
tapoldatbdl szarmaznak, részben a sejtek anyagcseréjének termékei (pl. sejttormelékek, sok és
fehérjék). A tovabbi tisztitdshoz mar minden egyes biopolimerre megfeleld technikat kell ki-
valasztani €s optimalizdlni a termékmolekula szerkezeti €s fizikai-kémiai tulajdonségai, vala-
mint a kivant tisztasdg €s rendeltetésszeri haszndlat alapjan. Tisztuldst lehet elérni az atkrista-
lyositdshoz hasonldéan az anyag Ujraolddsaval és ismételt kicsapasdaval. A fehérjéket el lehet
tavolitani szelektiv kicsapdssal (pl. kisdzdassal, triklor-ecetsavval) vagy enzimekkel (protea-
zokkal). Alkalmazhat6 ezen kiviil membransziirés (pl. ultrasziirés) is. Ha a fehérjék eltavolitasat
olyan vegyszerek hozzdadasdval hajtjdk végre, amelyek reakcioba léphetnek az EPS kom-
ponensekkel, akkor az negativ hatdssal lehet a polimer mindségére, vagy csokkenhet a ter-
mékkihozatal. Ezért meg kell taldlni a technolégiai kompromisszumot a termék kihozatala,
tisztasdga €s mindsége kozott.

A legszigortibb tisztasdgi kovetelmények, a gydgyszerkonyvi mindsités az orvosi fel-
haszndldsu poliszacharidokra vonatkoznak. Az élelmiszer mindségli biopolimereknél enyhéb-
bek az el6irdsok, de ezek sem tartalmazhatnak pl. biomasszit (sejttormeléket €s mds intracel-
luléris 0sszetevoket) €s a kinyeréshez hasznélt segédanyagokat.
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9.2. TERMEKEK, TECHNOLOGIAK
9.2.1. XANTAN

A xantdn (angolul xanthan gum, azaz xantdn gumi) egy tipikus bulk poliszacharid, amit
viszkozitds noveld és stabilizal6 tulajdonsdgai miatt alkalmaznak. Ezt a Xanthomonas cam-
pestris, egy Gram negativ novényi kérokozo termeli, amely a xantdnnal, mint ragasztdval tapad
a novények feliiletére. A torzs a keresztes virdguakra veszélyes, a kdposztafélék nyalkas
rothadésat okozza (a nydlkaanyag maga a xantan).

1963-ban fedezték fel, és hamarosan gyartani is kezdték az élelmiszeripar szamdra, adalék
koédja E415. Alkalmazasat élelmiszer-adalékként az FDA mennyiségi korlatozas nélkiil hagyta
jova, mivel teljesen artalmatlan anyagnak bizonyult.

A legnagyobb mennyiségben termelt mikrobidlis poliszacharid, a piaca koriilbeliil
100.000 tonna évente, az ara 1-4 USD/kg kozott ingadozik.

9.2.1.1. Szerkezete:

A xantan linedris f6lanca (1-4) kotésekkel Osszekapcesolt B-D-gliik6z egységekbdl all,
amelyben minden masodik cukorhoz a C-3 poziciéban egy triszacharid oldallanc kapcsolddik.
Ebben ez elsd manndzhoz egy gliikuronsav kapcsolodik (1-2), ehhez még egy manndz (1-4)
kotéssel. Kémiai szerkezete a 7. dbran lathatd. Moltomege 2.000.000 és 20.000.000 Dalton
kozott mozog, ez részben a fermentdcios koriilményektdl, részben az egyes lancok aggregd-
cidjanak mértékétdl fiigg. A természetes xantdnban a bels6 mannézhoz a C-6 pozicidban egy
ecetsav kapcsolddik észter kotéssel, az oldallancok végén 1évé manndzhoz pedig egy piruvat
ketdl formaban.

Xantén a piruvil- és acetil-csoportjai savas (pH 3) vagy ldgos (pH 9) kdzegben eltavolit-
haték, de ez nem befolyédsolja a reoldgiai tulajdonsagokat.

Xanthan gum (XG) ) D-glucose repeat
CH,OH CH,OH
O O
N
N\
o K OH 0 N\
OH OH
- R1—0O O “n
Acetylated D-Mannose O R; =-COCH;or -H
OH . .
= N ,COOM
R,—O OH Rl \C:
2 coom* 4 ¥ CHs
O O or R2,R3 =H
oH O 2 vk orR;=H
R3—0O D-Glucuronic acid R = -COCHs
OH

Pyruvated D-Mannose

151. dbra A xantdn kémiai szerkezete
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A xantan térbeli szerkezete fiigg a kozeg ionerdsségétdl. Kis ionerdsségnél az egyenes, cellu-
16z-szer(i f6lanc koriil az oldallancok kinyulnak. Nagyobb sokoncentracioknal viszont vissza-
hajlanak a molekula gerince felé, ami rendezettebb, tomorebb szerkezetet eredményez, és ez a
magasabb tranziciés homérsékletben is megmutatkozik.

A xantdn oldatok viszkozitdsa igen nagy, a legnagyobb az iparilag is hasznalt
poliszacharidok kozott. A viszkozitds mar kis koncentracioban is nagy, pl. 5 g/l-es oldatban
szobahOmérsékleten 1000 cP (=1 Pa.sec). Ez jol kihasznalhat6 az élelmiszeriparban.

Ugyanakkor a xantdn gélképzo tulajdonsdga gyenge. Ezt viszont jelentdsen lehet javitani
mas ionos poliszaccharidokkal kombindlva. Példdul a szentjdnoskenyérmag-gumi (locust bean
gum), a karragén vagy az agar6z hozzakeverése 50:50 tomegszazalékban kivald szinergikus
kolcsonhatést hoz 1étre.

Szerkezeti médositasok

A lehetséges szerkezeti mddositdsok legfontosabb célpontjai a triszacharid oldalldncon 1évo
savak. Az acil és piruvit szdirmazékok szdma a xantdnon befolydsolja tulajdonsagokat. Ezt az
ardnyt kétféleképpen is befolydsolhatjuk. Atallithatjuk a fermentdcids koriilményeket, illetve
kereshetiink hidnyos anyagcseréjii (természetes hidnymutdnsok) altorzseket. Példaul az X.
campestris var. phaseoli acetilmentes, illetve a var. oryzae piruvatmentes xantant termelnek. A
vad tipust altorzsek keresése mellett indukalt mutacioval is probalkoztak. A megfelel6 enzimek
kiiktatasaval politetramer illetve politrimer xantan format probaltak eldallitani. A politetramert
sikeriilt eldéllitani gyengébb (50%-os) kihozatallal, de a trimert nem.

9.2.1.2. A xantdn bioszintézise
A xantan képzdédésének alapsémadja a kovetkezd: (1) a szubsztrat felvétele; (2) szubsztratok
metabolizmusa; (3) alapegységek 1étrehozdsa nukleotidokhoz kétott cukrokbdl lipid hordozoén;
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152. dbra A xantdn bioszintézise
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(4) dekordlas szerves savakkal (5) kiléptetés a sejtbol (6) polimerizacid a periplazma térben (7)
kiléptetés kiilso térbe.

A xantdn alapegysége a citoplazmaban kialakul6 cukor-nukleotidokbdl épiil fel egy po-
liizoprenol-foszfat templdton, ami a sejt belsé membranjaba horgonyozdédik. A savcsoportok
acetil-CoA és foszfoenol-piruvat kapcsoléddsaval jonnek 1étre. Az ismétl6d6 egység szintézise
két UDP-gliik6z, két GDP-mannéz és egy UDP-gliikkuronsav molekula felhasznaldsaval jon
létre. A kész pentaszacharid egységet egy enzim a lipid hordozé atforditasdval (flip) atviszi a
membran kiilsé feliiletére, a periplazmas térbe. Itt megy végbe a polimerizacio és a kész lanc a
kiils6 membranon keresztiil tolédik ki a sejten kiviilre. A folyamathoz tizenkét, nagyrészt
membranko6tott enzimre van sziikség. Ezek génjei egy operonban (xanthan cluster) helyezked-
nek el (gumB-M gének, 16 Kb).

9.2.1.3. Xantdn gydrtdsa

A teljes technoldgiai folyamatot mutatja be a 153. 4bra.

A xantdnt termeld X. campestris torzseket liofilizalva vagy mélyhiitve (-180 °C-on) t4-
roljak. Tobb szaporitasi 1épés utdn inditjdk a termeld fermentéaciét. A taptalaj optimalizalt
Osszetétele, az alkalmazott bioreaktor tipusa, €s mitkodtetése, valamint a tenyésztési koriilmé-
nyek (hdmérséklet, pH, oldott oxigén koncentracid) hatarozzak meg a mikroba szaporodésat és
a xantdn termelést.

Selected
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conditions T G
Fermentation broth N
H
_ Alcohol . " A
or agent Pasteurization A
LW s v
E
Cell removal s
T
Alcohol < 7

: : or agent ..
Destillation |[—— Precipitation |
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o
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153. dbra A xantdn gydrtds folyamatdbrdja
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154. dbra Xantdn batch fermentdcioja X. campestris-szel

A tdpoldatban szénforrdsként 4-5 % gliik6zt adagolnak, ebbdl 25-30 g/1 xantdn képzddik,
optimdlis esetben a konverzi6 eléri a 70 % -ot. A xantant tobbféle szénforrdson is el6 lehet
allitani, de a kihozatal valtozé. A gliikkézon, szachar6zon, malt6zon és oldhaté keményiton
kapott hozamok ebben a sorrendben csokkennek.

Nitrogén forrdsként a torzs szerves vegyiileteket, azaz fehérje hidrolizatumot igényel.
Kiilonosen jol hasznositja a glutaminsavat, de ez ipari méretben tilsdgosan koltséges lenne.

Kis kevero, nagy fordulatszam Nagy keverd, nagy nyomaték
High RPM =__ __ High Torque
S O
Small @ Large 8
Propeller Impeller
*
High Shear
o~ C
S'"I'af‘: Area Large Area
o iiuence of Influence

155. dbra Keverok hatdsdnak dsszehasonlitdsa

Ennél a gyartasndl is tigyelni kell a magas C/N aranyra. Akkor termelddik sok xantan, ha a N-
forrds annyira elfogy, hogy koncentricidja limitdlova valik. Ezzel egyiitt a xantdn elsédleges
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anyagcsereterméknek tekinthetd, termelés kinetikdja I. tipusu, a sejtszaporoddssal egyiitt val-
tozik a termékképzés.154. dbra.

Baktérium torzset hasznalunk, azaz az optimalis pH 7+0,3. a cukor hasznositdsa soran
azonban a tenyészet savakat termel, ami leviszi a pH-t. Ezt kozombdositeni kell, a pH-t legfel-
jebb hatig engedjiik le, pH=5 alatt a termékképzés lelassul, sot ledll.

Kiilonosen nagy problémadt jelent a specidlis reoldgidju fermentlé a levegdztetés szem-
pontjabol. A kevero kozelében, ahol nagy a nyiréhatds, kicsi lesz a viszkozitas, azaz gyorsabb
az anyagatadas. Tavolabb, ahol a keverd mar nem tud elég turbulens dramlast 1étrehozni, na-
gyobb a viszkozitds és romlik az anyagétadds. Emiatt nagy atmérd;ji, és kisebb fordulatszdmu
keverdket kell alkalmazni (155. dbra). Gondot okoz a buborékok optimélis mérete is. Ha kicsik,
akkor a viszkézus 1ében nem tudnak felszallni, ndvelik a holdup-ot, és fokozatosan elfogy be-
16liik az oxigén. Ha nagyok, akkor felszdllnak, de kicsi a fajlagos feliilet, és ettdl romlik az
OTR.

A nagy viszkozitds az oka, hogy a tenyészet végiil onmagat fojtja meg. A siiri 1€ben
megsziinik a konvektiv anyagszéllitas, és a diffuzié nem elegendd a sejtek ellatdsahoz. Az
anyagdatadds annyira lelassul, hogy a sejtek anyagcseréje ledll. Ez a xant4n esetében kb. 3%-os
koncentraciondl kovetkezik be. A 156. dbran l4thatd, hogy ennél a koncentraciéndl mar hidba
noveljiik a keverd fordulatszamat, a bekevert teljesitményt, az oxigén bevitel egy minimélis
értéken dllandosul.

A xantdn fermentéaciondl kiillonosen kell tigyelni a sterilitdsra. A xantdn burok miatt lassan
novekvo sejtek versenyhétranyban vannak az esetleg bekeriild idegen mikrobakkal szemben. A

5 | —
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[ =}
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| — .
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0 | [ I N
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156. dbra Az oxigéndtadds vdltozdsa xantdn fermentlében

semleges kozeg, a glilkoz+szerves nitrogén tartalmu tapoldat mind kivalo életteret biztosit a
fert6zéseknek. Az aszeptikus zardssal nem csak a mikrobdk bejutdsat kell megakadalyozni,
hanem a novénypatogén torzs kijutdsat is a kornyezetbe. Az elmend levegdt a szokdsosnal
hatékonyabban kell megsziirni, €s a fermentlevet lefejtés elott pasztorizaljak.
A feldolgozas kulcslépése ez esetben is az olddszeres kicsapds. Nagy mennyiségii, 1-1,5-szeres
térfogatu, vizzel elegyedd szerves olddszerrel (izopropanol, etanol, aceton) kicsapva a termék
kisziirhetd. A sziikséges olddszer mennyisége Ca, vagy K-sok adagoldsaval csokkenthetd. A
keletkez6 nagy mennyiségii vizes olddszert célszerli az tizemen beliil regenerdlni. Az oldészeres
termék szaritasandl a tdvozo olddszer gézok tliz- €s robbandsveszélyt jelenthetnek.

A xantdnt por formaban, vagy 8%-os oldatként hozzék forgalomba. Elelmiszer célra szant
porokndl az FDA eldirds maximum 10000 sejt/g-ot enged meg. Ha ennél nagyobb a
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fertozottség, akkor az propilén-oxid gézos dezinficidldssal csokkenthetd. Az oldatoknal még
nagyobb probléma a sterilitds fenntartdsa.

9.2.1.4. A xantdn felhaszndldsa

Tobb mint 30 éve, hogy az USA FDA emberi fogyasztasra jévahagyta a xantdn haszna-
latit. Ez nem csak az élelmiszeriparra korlatozodik, hanem a szdjon 4t adott gydgyszerészeti €s
orvosi készitményekre is. Az élelmiszeriparban xantdnt stiritd, stabilizdlé és emulgedld
komponensként hasznéljak. Elonyos, hogy oldatanak kis koncentracidban is nagy a viszkozi-
tasa. Hideg és meleg vizben egyarant jol oldédik, jol tiiri fagyasztést €s a felolvasztast. Er0sen
savas oldatban is stabil, sOt viszkozitdsa még novekszik is. Annak ellenére, hogy nagy a visz-
kozitdsa, ez nyirds hatdsara lecsokken, igy konnyen keverhetd, onthetd és aramoltathatd. A
megtermelt xantdn kb. 60 %-at veszi fel az élelmiszeripar, 15%-ot haszndlnak fogpasztak,
emulzids festékek (cseppenés mentes festék) készitésére és tovabbi 15% keriil az olajkiterme-
1ésbe.

A kimeriil félben 1€v6 olajmezdknél a masodlagos olajkitermelést gy oldjak meg, hogy
az olajtartalmu kdzet ala egy madsik furaton keresztiil vizet, pontosabban poliszacharid oldatot
szivattyuznak. A viszkézus oldat kiszoritja a kapillarisokbdl a szintén viszk6ézus kdolajat és az
viz-olaj emulzi6 formdjaban felhozhat6 az eredeti olajkuton at.

T oil-water separator
water injection well

oil produktipn well

water pump |»

/////////////// LA LS

N

¥

xanthan, scleroglucan, HEC,
CMC, welan gum, guar gum,
schizophyllan, etc.

polysaccharide _
$ water biopolymer oil

157. dabra Poliszacharid oldatok alkalmazdsa a mdsodlagos olajkinyerésben

Hasonl6 ipari alkalmazas a furé 6blit6 folyadékok adalékoldsa. A folyadék szerepe kettds,
és éppen ezért jol kihasznélhat6 a pszeudoplasztikus oldat kettds természete. Az 6blito folyadék
egyik szerepe a furéfej hiitése. A kdzeteket aprité fogazott fejek nagymértékben felmelegednek,
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Szivattyy
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158. dbra A fiirooblitd folyadék dramldsa
hiitést igényelnek. Gyors forgasuk ugyanakkor
erds nyirast hoz létre a fej koriil a folyadékban,
az oldat viszkozitdsa kicsi lesz, igy hatékony a
hoatadas, a hités. A masik funkcié a kozettor-
melék elszdllitasa. A fliggdlegesen felfelé dram-
16 folyadék viszi magaval a kOdarabokat, de
azok a slirliségkiilonbségnek megfelelden iile-
pednek, lefelé mozognak. Ezt az iilepedést aka-
ddlyozza az, hogy ebben a szakaszban a folya-
dék lamindrisan, kis nyiras mellett dramlik, igy
a viszkozitdsa nagy lesz. A felszinen a zagybdl
kitilepitik a kdzetszildnkokat, és a folyadékot
visszacirkulaltatjak.

A siitéiparban a javitja a termékek térfo-
gatdt és a textdrgjat (kiilonosen a gluténmentes
pékarukndl). A siités sordn visszatartja a vizet,
noveli az eltarthatésdgot, a hiitve tarolt tésztak
jobban birjdk a fagyasztast-felolvasztast. Diétés
siteményekben ragasztoként helyettesiti a to-
jasfehérjét, krémekben és gyilimolcstermékek-
ben csokkenti a szinerézist. Dresszingeken,
martadsokban és szirupokban javitja az emulzidk
stabilitdsit savak €s sok jelenlétében is. Széles
hdmérséklet-tartomanyban megtartja a viszko-
zitdsét. Javitja a termékek testességét, konzisz-
tencidjat. Vajas és csokoladés ontetekben noveli
a slrliséget és a viszkozitdst. Hatékony

"oz

stabilizator és siirité adalék krémsajtokban és

rostos italokban is. 159. dbra Fiiroberendezés és oblito folyadék (ferde
fiirds a Karinthy Frigyes it alatt, sajdt felvétel)
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9.2.2. DEXTRAN

Egy masik koran felfedezett és gyakran al-
kalmazott bakteridlis poliszacharid a dextran. A
dextrant eredetileg a cukorlevek és borok nyéalka- /&/
soddsanak vizsgdlata sordn azonositottdk és jelle- HO
mezték. Kedvezd tulajdonsdgai miatt hamarosan Ho Bh
haszndlni kezdték az élelmiszerek slritésére és al- ?
lagjavitasra. Késobb ezen kiviil gydgyszerként és Ho/k/0
inert matrixként is alkalmaztdk. Bér sok baktérium ik
torzs termeli (Leuconostoc, Lactobacillus, Strepto- Ho/wuﬁ,m 0
coccus, Acetobacter, és Gluconobacter fajok), ipa- HO o 2
rilag a Leuconostoc mesenteroides NRRL-B512 Hog/\\
tejsavbaktérium torzzsel termelik, szachar6z 0a(l,8)
szubsztraton. A molekula mintegy 95%-ban linea- 0
ris a-(1,6) kotést gliik6zbdl és kb. 5%-nyi a-(1,3) “%A/\\\
kotéshi eldgazdsbol all. A természetes dextrdn mo- 5
lekula tomege viszonylag magas, egy milli6 Da
koriili, de sokkal nagyobb értékeket is mértek,
mivel a molekuldk hajlamosak az aggregaldodasra. 160. dbra A dextrdn szerkezete
Az ipari célokra forgalomba hozott dextrant kisebb
molekuldkra tordelik (savas vagy enzimes hidrolizissel) és elvalasztjdk a kiillonb6z6 méretii
frakciokat.

OH

9.2.2.1. Tulajdonsdgok
A dextran fizikai-kémiai tulajdonsdgai a gyartdshoz hasznélt mikroba torzstdl fiiggden

valtozatosak, de még az egyetlen torzs altal termelt anyag is heterogén, a molekulatomeg és az
(1,6) kotések ardnya jelentds eltéréseket mutathat. Emiatt a megtermelt dextrant forgalomba
hozas el6tt a kivant molekulatomeg és a felhasznaldsi cél szerint frakcionéljak. A kereskedelmi
dextran konnyen oldédik meleg vagy hideg vizben is, oldata mérsékelten viszkozus, és még
nagy koncentracidoban (50%) sem gélesedik. A nagy molekulatomegii dextranokban éltalaban
tobb az eldgazds, ami csokkenti a vizoldhatésdgot. Azok a dextrdnok, amelyekben az a-(1,3)
kotésti eldgazdsok ardnya meghaladja a 43%-ot, vizben mar gyakorlatilag oldhatatlanok. A
kozepes és kis molekuldji dextranok (500 kDa alatt) vizes oldatban newtoni viselkedést
mutatnak egészen 30%-os koncentracidig. A tisztitatlan, nagyobb molekuldkat is tartalmazo
"nativ" dextrdn viszont mér 1,5%-os oldatban is pszeudoplasztikus viselkedésti.

Az a-(1,6) kotéseket az emésztd enzimek csak nagyon lassan tudjdk hidrolizalni, a
dextran az oldhatd, de nem bonthaté élelmi rost frakcidba tartozik.
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9.2.2.2. Bioszintézis HO
A bioszintézis kulcslépése a dextran- . o HO
szachardz  (dextran-szukrdz, a-gliikozil- HO OHO
transzferdaz) enzim 4ltal katalizalt transzgli- Qb
Y ., . . o} OH

kozilaciés reakcid, amelyben a szachar6zbol sinrais T
a gliikéz atkeriil valamilyen akceptor mole- (Glc-Fru) G
kuldban 1évé lancvégi gliikkézra, igy o

. . .=, Dextransucrase HO
hosszabbodik a poliszacharid lanc. A folya-
mat inditdsandl dextran még nincs jelen, az Hy OH 4y ~OH
elso reakcidkndl szachardzra keriil a gliikéz. Hom Fructose
Emiatt a dextrdn molekuldk legelsé eleme R o

egyetlen fruktéz, ehhez kapcsolddik a tobb | Covalent glycosyl-enzyme intermediate

ezer gliikoz. A reakcié gyakorlatilag irrever-

zibilis, a polimert még €heztetés esetén sem (Glucose),;—_ [[Polymerization

bontjdk vissza a sejtek. A konverzié kozel Growing chain

100%-o0s.
HO

HO o}

HO
OH|

o 1
HO \/O
HO
OH|
- OJn

HO o]
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DEXTRAN 2

161. dbra A dextrdn képzddése

Leuconostoc mesenteroides _  dextrén + (n-1) frukt6z
Szachardz Dextran-szacharaz

Adalék: A spontdn dextrdn képzédés komoly problémdt okozhat a cukorgydrakban. Ha egy elzdrt cséveze-
tékben hosszabb ideig dll a tomény cukoroldat (anaerob koriilmények kozott), akkor ez lehet6vé teszi a L. mesen-
teroides elszaporoddsdt és a dextrdn képzodést. A viszkozus oldat olyan dugot képezhet, amit a normdl szivattyii-
zdssal nem lehet megmozditani, és ezzel lizemzavart okozhat.

9.2.2.3. Fermentdcio:

A L. mesenteroides tejsavbaktérium, ez sok mindent meghatdroz a fermentacids techno-
l6gidban. A torzs anaerob, nincs sziikség levegdztetésre, csak minimalis keverésre. A szubszt-
ratként beadott szacharéz az egyetlen szénforrds. A sejtek novekedésiik sordn tejsavat termel-
nek, a pH csokken, ez viszont kdros a folyamatra. Emiatt a keletkez6 savat kozombdositeni kell,
a pH-t nem szabad 5 ald engedni. Szintén a tejsavbaktériumokra jellemzd, hogy hidnyos
anyagcseréjiik miatt komplex, szerves nitrogén forrast igényelnek (pl. 1-2% kukoricalekvart).

A folyamat kétszakaszos, elobb a sejtszaporitasi fazis, majd az enzimes reakcid, a ter-
mékképzés kovetkezik. A képzddd sejttomeg minimadlis a poliszacharidhoz képest. A bak-
tériumsejtek nagyon kicsik, még nagy sejtszdm mellett is alacsony a szdrazanyag tartalom. 0,5
g/l-nyi baktériumsejt termel a folyamatban kb. 80 g/l dextrant (160-szoros mennyiség). Ennyi
termékhez kétszeres mennyiségli (16%) szachardz kell, hiszen csak a gliikdzbdl lesz termék, a
frukt6zbdl nem. Ennyi cukrot nem érdemes egyszerre bevinni a rendszerbe, mert a nagy
ozmozisnyomds megéllitja a folyamatot, emiatt tobb részletben vissziik be a szubsztratot.
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Ez egy nyugvoésejtes technoldgidra emlékeztet, bar az enzimek itt nem a sejteken beliil
vannak. Elvileg lehetne az enzimet izolalni, tisztitani, €s azzal gyértani a dextrant, de ez az ut
koltségesebb.

9.2.2.4. Feldolgozds

A kinyerés menete analdg a tobbi poliszacharidéval. A kulcslépés a metil-alkoholos ki-
csapas majd szlrés. A kapott termék moltomege a legtobb célra tdl nagy, rovidebb lancokka
kell tordelni. A részleges hidrolizist meg lehet oldani s6savas f6zéssel 100 °C-on vagy enzimes
kezeléssel. A P. funiculosum termel erre a célra megfelel6 endohidroldzt. A hidrolizis utan
metanolos frakciondlt kicsapassal vdlaszthatok el a kiilonb6z6 méretli molekuldk. Az
élelmiszerekben a 15-90 kDa-os tartomanyt hasznaljak. Eletmenté lehet a dextran alkalmazasa
vérplazma poétlasara. Vérveszteség esetén a volumen poétldsara nem mindig all rendelkezésre
elegendd plazma vagy human szérum albumin. Ilyenkor dtmenetileg mas, hasonl6 tulajdonsagu
hidrofil polimerekkel helyettesithetjiik az albumint (zselatin, dextrdn, hidroxipropil-ke-
ményitd). A dextranbdl kétféle oldatot forgalmaznak erre a célra, az egyik a 40 kDa-os frakcié
10%-o0s oldata, a mdsik 60-70 kDa-os és 6%-os toménységli. Az elobbinek erdsebb a volumen
noveld hatdsa és a vesén keresztiil viszonylag gyorsan kiiiriil. Mivel ezek a készitmények
egyenesen az emberi véraramba keriilnek, a gy6gyszergyartas rendkiviil szigorud tisztasagi és

biztonsagi kovetelményeinek megfelelden késziilnek.

Adalék: A laboratoriumi gyakorlatban is taldlkozhatunk a dextrdnnal, mint oszloptoltettel (Sephadex). A
ldncokat keresztkotésekkel térhdldsitva vizben oldhatatlan, erdsen hidrofil, neutrdlis és biologiailag nem bonthato
univerzdlis mdtrixot kapunk. Ez a térhdldsitds mértékének bedllitdasdval méret szerinti elvdlasztdsra (kizdrdsos
kromatogrdfia) alkalmas, illetve kiilonbozo kotdcsoportok rdvitelével mds kromatogrdfids és adszorpcios miive-
letek végrehajtdsa is megoldhato.

Az elvdlasztdsi miiveletek kozott még egy ponton taldlkozhatunk a dextrdnnal. A vizes kétfdzisi extrakciondl
a poldrisabb fdzis dltaldban tomény (10-20%-o0s) dextrdn oldat (PEG-dextrdn rendszerek).

9.2.3. Levan:

A levan biokémiai értelemben, szerkezetében és képzOddésében a dextran tiikkorképe. (A
szachardz gliik6zabol dextran, a frukt6zabol levan képzddik). A levan D-fruktézokbol all6 ho-
mopoliszacharid (fruktdn). A félancot B-(2,6) kotések alkotjdk, az eldgazasok B-(2, 1) kotéssel
kapcsolddnak (162. dbra).

A bakteridlis levdnok vizoldhatésdga nagy molekulatomegiik (10°~107 Dalton) ellenére
jO. Ez sok eldgazast tartalmazo szerkezetiikkel magyardzhatd. A levan belsé viszkozitdsa jéval
kisebb, mint mas hasonlé molekulatomegili poliszacharidoké, mivel a szerkezete nem linedris,
rud alakd, hanem a sugdrirdnyban kiterjedd eldgazasok miatt inkabb kompakt gomb- vagy el-
lipszoid form4ju.

A Pseudomonas syringae pv. phaseolica éltal termelt levan oldata még 20%-os kon-
centracioban is newtoni viselkedésli marad. B. subtilis levanjat egy kis molekulasulyu és kisebb
viszkozitdsu, €s nagy molekulatomegl, viszkdzusabb frakciora lehet szétvalasztani. A levan
nem gélesedik és nem duzzad a vizben. A bakteridlis levanok érzékenyek az enzimes vagy savas
hidrolizisre, azaz emészthetok, ellentétben a novényi eredetii levanokkal, amelyek nem
bonthatok.

Sok baktérium termel levant, példaul a Streptococcus salivarius, a Lactobacillus san-
franciscensis, a Bacillus subtilis és a Bacillus polymyxa, az Acetobacter xylinum, a Glucono-
acetobacter xylinus, a Microbacterium levaniformans, a Zymomonas mobilis és még néhany
mikroorganizmus.
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162. dbra A levdn szerkezete

A levan bioszintézist a levanszachardz (levanszukrdz) enzim katalizélja, ami a szacharéz
molekuldrdl levett fruktozt athelyezi, transzferalja valamilyen fruktdzt tartalmazé akceptor
molekuléra, adott esetben az épiild lanc végére.

Levanszacharaz _
Aerobacter levanicum, Bacillus subtilis

Szacharéz levan +glukéz

A technoldgia is analég a dextrannal, annyi kiillonbséggel, hogy a termeld torzsek aero-
bok, tehét sziikséges a levegdztetés. A gyartast meg lehet oldani fermentacidsan (sejtszaporitas
+ biokonverzid), vagy izoldalt és tisztitott levanszachardz enzimmel. A termelt levan méltomege
véltozé (10°-107 Da), ez a haszndlt mikroorganizmustdl és a technolégiai feltételektdl fiigg.
Tulajdonséagai és élelmiszeripari alkalmazdsai hasonlitanak a dextrdnra, de a levdnnak tobb
kedvez0 egészségiigyi/gydgydaszati hatdsa is van.

A B. subtilis és a Z. mobilis torzsekkel 40-50 g/l termékkoncentracio érhetd el, 62 %-os
konverzi6 mellett.
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9.24. Gellan

A legels6 xantdn mintajara mds hasznos bakteridlis poliszacharidokat is kerestek. Ennek
soran azonositottak a gellant. Egy novényi korokozoé, a Sphingomonas paucimobilis (kordbban
Pseudomonas elodea) termeli. Eredeti, természetes funkcidja, hogy a patogén sejteket a
megtamadott vizi novények feliiletére ragasztja. Neve is innen ered (elodea = hindr). A nativ
gelldn ismétlodo linedris tetraszacharidokbdl all6 anionos heteropolimer, dtlagos moltomege
500.000 Dalton. Az alkoté6 molekuldk sorrendje: gliikdz-gliikuronsav-gliikéz-ramnéz. A
gliik6zhoz karbonsavak kapcsolodhatnak észter kotéssel. Minden tetraszacharidon van egy
ecetsav, és atlagosan minden masodikhoz egy glicerinsav is kapcsolddik. Szerkezetét a 163.
abra mutatja be.

\?= o
0
CH, 0.5
coo'M* CH,OH
0, 0, 0,
‘0 0 OH e OH
OH OH
0 OH OH
~ ~n

ﬁ CH.OH

[D-Glc(B1->4)D-GIcA(B1>4)D-Glc(B1->4)L-Rha(al->3)],

163. dbra A gelldn szerkezete

A glitkuronsav miatt anionos jellegii poliszacharid, a kétértékii fémionok (pl.: Ca®*) a
lancok kozott keresztkotéseket hozhatnak 1étre.

Ha a gellan fermentaciéhoz laktézt adtak az dltalanosan haszndlt gliikkéz helyett, akkor a
polimer acilezettsége csokkent, €s ettdl a termék reoldgiai tulajdonsagai rosszabbak lettek.

A feldolgozas sordn alkoholos kicsapdssal nyerik ki, majd igény szerint ligos kezeléssel
levéalasztjak az észterezo savakat.

Felhasznélas

A gellan termék és technoldgia kifejlesztésének az volt a célja, hogy a xantant egysze-
riibben eldallithat6 és olcsobb anyaggal lehessen helyettesiteni. De még miel6tt megkapta volna
az élelmiszerengedélyt, mar agar-helyettesitoként forgalmaztdk, els6sorban mikrobioldgiai
taptalajokban. Az eredeti gellan géljei tdl gyengék és gumiszeriiek, de ha eltavolitjdk az észte-
rez0 savakat, akkor keményebb, torékeny gélek hozhatok 1étre.

Az ipari célra gyartott gellant dltalaban lugos f6z€ssel dezacetilezik, amely az eredetileg
lagy, elasztikus géleket képzd polimert atalakitja. Ennek hatdsara a poliszacharidb6l kemény,
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torékeny, termoreverzibilis, savtiird, atlatszé gélek jonnek 1étre. A kereskedelemben haromféle
aciléltsagu (magas, alacsony €s savmentes) gellan kaphato.

A gélek akkor atlatszdak, ha az ionerdsség és a polimer koncentracidja kicsi. Az ion-
erdsség novelése zavarossa teszi a kialakul6 gélt, viszont szachar6z hozzdaddsaval meg lehet
tartani az atlatszésagot.

Olyan tart6s filmet is lehet beldle képezni, hogy kisérleteznek inzulin gellanos bezarasa-
val is, amivel lassan felszivodo, retard hatdsu inzulin készitményt lehetne eldallitani.

A gellant az élelmiszeripar sokféle teriileten hasznalja: viszkozitds novelo, stabilizator,
gélesitd adalék a desszertek, zselék, bevonatok, martasok, pudingok, italok gyartdsanal, vagy
mas poliszacharidokkal egyiitt eheto filmek és bevonatok készitésénél.

Ha a dezacetilezett gellanrdl lemossédk az Osszes tobbértékli kationt, akkor a hozzaadott
kalcium ionokkal ugyanolyan gélt képez, mint az alginétok.

9.2.5. ,Helyettesité” poliszacharidok

A természetes forrasokbdl kinyert poliszacharidok egy részénél is felmeriilt az igény,
hogy alternativ médon, fermentaciéval, nagy mennyiségben, dlland6 mindségben allitsak eld
ezeket.

Igy az algindtot, amit eredetileg barnamoszatokbdl, pl. Macrocystis pirifera-b6l vontak
ki lagos kezeléssel, parhuzamosan fermentécids tton is gydartjdk. Tobb mikroorganizmus is
képes algindtot szintetizalni. Ezek koziil az Azotobacter vinelandii termel az alga-alginithoz
leginkabb hasonld poliszacharidot. Az alginatot az élelmiszerekben, a textiliparban, papir-
készitményekben €s a gydgyszeriparban is hasznéljak stiritoként, stabilizatorként, zselésitd és
emulgedl6 szerként. Toxicitdsa alacsony, kalcium ionokkal jol gélesithetd és viszonylag olcsé.
(Az alginatrol részletesebben 1d. a BIM jegyzetben.)

Mikrobidlis celluléz

A mikrobidlis cellulézt tobbek kozott az A. xylinum torzzsel termelik. Ez szerkezetileg
azonos a novényi cellulézzal, B-(1,4)-kotésekkel osszekapcsolt glitkopirandz lancok alkotjék,
ugyanakkor nem kapcsolddik hozza hemicelluléz, pektin €s lignin, ami a novényi eredetii
cellul6zokat mindig szennyezi. Az FDA ennek az anyagnak is megadta a "GRAS" (generally
recognised as safe = dltaldnosan biztonsdgosnak elismert) statuszt élelmiszer adalékként. Ez a
cellul6z nagy tisztasaga és kristalyos szerkezete mellett abban is kiilonbozik a novényi eredet
terméktol, hogy erdsebb gélt képez, jobb a formazhatdsaga és nagyobb a vizkotd kapacitdsa.
Elelmiszeripari és orvosi alkalmazdsa igen széleskort.

Heparin

A heparin egy linedris és sok szulfatcsoportot tartalmazé gliik6z-aminoglikdn, melynek
antikoagulans tulajdonsdgai vannak. D-gliik6zamin és D-gliikuronsav kapcsolédik benne egy-
mashoz 1-4 glikozidos kotésekkel. Szamos hidroxil és amino csoportja kénsavval észterezett,
erdsen anionos tulajdonsagu. Az éllati €s az emberi szervezet szaimos szovete termel heparint,
klasszikus gyartdsa vagoéhidi melléktermékekbdl valé kivondson alapul. Biotechnoldgiai
gyartasa soran az elsd 1épésben E. coli-val termelnek kondroitin szulfatot, majd ebbdl emlds
sejtekkel hozzak létre a heparint.
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9.3. Ciklodextrinek (CD, Schardinger dextrinek)

Elsoként Villiers észlelte 1891-ben, mikézben keményitdt emésztett Bacillus amylobac-
ter-rel. Ez a kultira feltehetdleg nem volt tiszta tenyészet, valdsziniileg hdstabil B. macerans
sporédkat is tartalmazott. Villiers 1000 g keményitdbdl 3 g kristdlyos terméket izolalt, amit
,cellulozin”-nak nevezett el, ami valésziniileg a- és B-CD-t tartalmazott.

1904-ban Schardinger izolélt egy torzset, amely 25%-ban termelt kristadlyos dextrineket
keményitdbol. A torzset késdbb B. macerans-nak neveztek el. A molekuldk szerkezetét 1942-
ben sikeriilt meghatarozni rontgenkrisztallografiaval.

9.3.1.1. Szerkezet és tulajdonsdgok

A ciklodextrinek (CD) a ciklikus oligoszacharidok csalddjaba tartoznak, amelyek a-(1,4)
kotésti gliikkopiran6z alegységekbdl allnak. A kiilonbség kozottik a felépitd glitkopirandz
egységek szamdban van, az a-CD 6, a B-CD 7, a y-CD pedig 8 gliik6z egységbdl épiil fel. A
szakirodalomban cikloamil6z, ciklomaltéz és Schardinger dextrin néven is emlitik. 1961-ben
igazoltdk a o-, (-, &-, N-CD természetes képzddését is.

A ciklodextrin molekuldkban az sszes gliikopiranéz egységiikben “C; szék konforma-
ciéban van (mint az egyéb dextrineknél és a keményitonél). A kotésszogek miatt a gyiiri nem
zarulna tokéletesen, a zarddasnal a kotések kissé deformalédnak. Ez a deformacid (és vele a
fesziiltség) az a-CD-ben a legkisebb, mig a y-CD-ben a legnagyobb.

Az egyik gliikopiranéz egység C-2-OH
csoportja  hidrogénkotést  képezhet a

szomszédos gliikkopiranéz egység C-3-OH C‘)cf" 0
csoportjaval. A B-CD molekuldban ezek a H- Qf_ ﬂm
24
. ‘g

kotések egy tejes masodlagos dvet alkotnak, Q
ezért a PB-CD egy meglehetdsen merev o kX, O
szerkezet (164. dbra). Valdszinlileg ez a ma- %c‘ gyeng én 2
gyarazata, hogy a B-CD-nek a legkisebb az % . 0
oldhatésaga az 0sszes CD koziil. 2 apolaros o8

A ciklodextrinek az apoldris szerves régio &FQ
oldészerekben oldhatatlanok.

A ciklodextrinek kirdlis nem-redukdlé
oligoszacharidok. Savas koriilmények kozott
a ciklodextrinek lassabban hidrolizalédnak,
mint a malto-oligoszacharidok. A ciklodext- ~
rinek levé glikozidos kotéseket a-amildzzal Q A
lehet elhidrolizalni, viszont az exo-amilazok
nem hatnak rdjuk. Az enzimes hidrolizis se- Hidrofil r e’gié
bessége a y-CD esetén a leggyorsabb, ezt
koveti sorrendben a B-, és a-CD. Az Osszes
CD nagyon stabil €s j6l oldhat6 ligos olda-
tokban, magas pH-n. A ciklodextrinek a keményitonél jobban ellendllnak a savas vagy ligos
kezelésnek, pH 2 és 12 kozott nem bomlanak.

A CD-gytirti valéjaban csonka kuip alaki, amit szoktak fank vagy koszoru alaknak is
nevezni, de legtaldlobb a ,,virdgcserép alak™ hasonlat.

A haromféle alapvegyiilet méreteit pontosan ismerjiik (165. dbra és 30. tablazat).

E sajatos elrendez0dés miatt a szabad hidroxil csoportok a molekula kiilso feliiletén ta-
lalhatok, mig a belsé részben a hidrogén hidak €s nem-polarizalt C-H csoportok miatt gyengén
apoldris feliilet alakul ki.

164. dbra A ciklodextrinek szerkezete
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0.95 nm

wu g0

165. dbra A ciklodextrinek mérete

Tulajdonsag a-CD pB-CD v-CD

Gliiképirandz egységek szama 6 7 8
Molekularis tomeg (g/mol) 972 1135 1297
Vizoldhatésag 25°C-on (%, w/v) 14,5 1,85 23,2
1,46 2,54 1,75

Kiils6 atmérd (nm)

Belso iireg 4tmérd (nm) 0.47-0,53 | 0,60 -0,65 0,75 -0,83

Térusz magassaga (nm) 0,79 0,79 0,79
Belsd iireg térfogata (nm?) 0,174 0,262 0,427
Belso iireg térfogata (ml/mol) 104 157 256
0,10 0,14 0,20

Belsd iireg térfogata (ml/g)

30. tdabldzat A ciklodextrinek méretei

Zarvany molekula képzddése

Az apoldris belsd feliilet teszi lehetdvé a ciklodextrinek kiilonleges kolcsonhatdsat, azt,
hogy képesek a molekula iiregében hidroféb molekuldkat befogni, zarvanyvegyiileteket ké-
pezni. A gazdamolekuldk véltozatossidga (a-, B-, y-CD) sokféle, részben vagy egészében
apolaris vendégmolekula ,,molekuldris csomagoldsat” teszi lehetové (166. dbra).
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CHy

limonene cyclodextrin (CD) CD/limonene-IC

166. dbra Apoldris vendégmolekula befogdsa

9.3.1.2. Bioszintézis

A ciklodextrineket egy 1épésben, intra-
molekuléris transzglikozilezési reakcion ke-
resztiil lehet elddllitani linedris dextrinekbdl
a CGT4az enzimmel.

Az enzim formélis neve ciklodextrin-
glikoziltranszferaz [1,4-0-D gliikkdn 4-a-D-
(1,4-a-gliikano)-transzferaz; EC.2.4.1.19],
amely a kiilonb6z6 nyitott lancu oligosza-
charidok ciklizdcios reakcidjat katalizélja.

A CGTaz enzim az a-amildz enzim-
csalad tagja. A CGTéz egy multifunkcids en-
zim, amely a ciklizaciés reakcié mellett
0sszekapcsolasi reakciot is katalizal (felnyitja
a ciklodextrin gytrtt és az igy kapott linedris
malto-oligoszacharidokat akceptorokhoz
transzferdlja). Ezen kiviil gyenge hidroldz
aktivitassal is rendelkezik és diszproporcio-
ndldsi reakciét is katalizdl intermolekuldris
transzglikozilezési reakciok révén. A CGTaz
enzim 4ltal katalizalt reakcidk a 167. dbran

lathatok. 167. dbra A CGT-dz enzim dltal katalizdlt reakcick

Az enzim tehdt nem egyszertien a cukorldnc két végét kapcsolja 0ssze, hanem gyfriit
képez €s a kimarad6 oligoszacharidokat levdgja. A gylirli méretét a keményitd lanc alakja ha-
tarozza meg. A novények altal termelt poliszacharid spirdlis szerkezetii és ezt a format az el-
csirizesités utdn is megtartja. Az enzim a spirdl egy fordulatinak megfeleld hosszisiagu sza-
kaszbdl képez gytiriit, igy keriilnek legnagyobb valdszinliséggel egymas kozelébe az Gssze-
kapcsoland6 cukoregységek (168. dbra). A gylirliképzés nem pontos, a kiilonb6zd tagszamu
ciklodextrinek parhuzamosan képzddnek. A reakié végére spontdin mddon egy egyensulyi
Osszetételll elegy jon 1étre. Mivel a reakciok megfordithatok, az egyes ciklodextrinek egymasba
atalakithatok. A termékek ardnya a termeld enzimtdl és a koriilményektdl fiigg. A keletkezd
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ciklodextrin gétolja az enzimet, emiatt a konverziés értékek kicsik (példaul pH=6, T= 55 °C
mellett 23% a-CD és 11% B-CD keletkezik).

«-Cyclodextrin

~\
o

[3-Cyclodextrin

y-Cyclodextrin

168. dbra A ciklodextrinek képzddése

9.3.1.3. Torzsek

Szamos mikroorganizmus képes a CGTaz enzim termelésére. Ilyen torzsek példaul a
Bacillus macerans, B. amyloliquefaciens, B. clarkii, B. megaterium, B. subtilis, B. lichenifor-
mis, B. stearothermophilus, B. firmus, B. circulans, B. ohbensis, Thermoanaerobacter sp.,
Klebsiella pneumoniae és a K. oxytoca. Mi-

vel a Klebsiella pneumoniae veszélyes pato- Ty
gén, az enzimét klonoztak a jol kezelhetd B. Kemenyito
subtilis-be. A gyarték nagy tobbsége sajat _
fejlesztésti torzzsel maga termeli az enzimet, *7 Jet-caoking
nem a vilagpiacrol szerzi be. A technoldgia- Effolyésitott
ban tehét els6 1épés az enzim fermentécid, az keményitd
enzim kinyerése, tisztitasa, esetleg rogzitése. ; — —
A konverz}ilé csak ezutdn kbvetke;gik i CGTa B|Dkatgl|zata_r opt|.malas:
: 4L | |- protein engineering
o o Y - kémiai mddositas
9.3.1.4. Gydrtdsi technologidk - lijfajta CGTaz
CD szintézis
A gyartés kiindulasi anyaga minden esetben :
a keményité (féleg kukorica- vagy burgo- Ultrasz(irés
nyakeményitd), amelyet elfolydsitanak. A 17 P-CD kristalyositas
keményitd folydsitdsa 3-8 dextréz ekviva- Szelektiv komplexalds
lensig (DE) torténik. Ha a keményit6 elfoly6- Tisztitas
sitdisa nem megfeleld, akkor megindul a
retrogradaci6. Ha a keményitot tulhidrolizal- l
juk, akkor a diszproporciondlasi reakci6 fog
domindlni, ez pedig szintén alacsony CD ho- : i
p w1 . Tisrta a-, - és
zamot eredményez. Ha a keményitd hidroli- y-CD
zisére o-amilazt alkalmaznak, akkor azt a
169. dbra A ciklodextrin gydrtds dltaldnos sémdja

CGT-4z hozzdadasa el6tt inaktivélni kell, kiilonben a hozam nagymértékben csokken.

210



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia MIKROBIALIS POLISZACHARIDOK

Az elfolydsitasi 1€pést kovetden valik szét a folyamat olddszeres és oldoszermentes eljarasokra
(170. abra).

Keményitd folydsitas Keményitd folydsitas
Jet-cooking Jet-cooking
. Komplexald .
CGTaz , CGTaz
[corse] i [core: ——4
. y A . y
Enzimes konverzié Enzimes konverzio

!

CD komplex szeparalas a nem-konvertal
(centrifugalas, keményité
ultrasziirés) enzimes cukrositdsa

* !

Komplex tisztitdsa
(mosas) Aktiv szenes kezelés

' |

Ujrahasznositas

Dekomplexalas Koncentralas redukalt
vizgbzdesztillacidval nyomason
vagy extrakcidval +
Komplexald Kristdlyosités
agens +
Koncentralas Rekristalyositas
(vakuumdesztillacid) +
* Centrifugdlas/mosas
Aktiv szenes kezelés +
* Széritas
Kristalyositds
* (b) oldészer nékkiili
Szlrés/mosas
Széritas

(a) olddszeres

170. dbra A ciklodextrin gydrtds két vdltozata

9.3.1.5. Oldoszeres eljdrdsok
Ipari Iéptékben a legtobb ciklodextrint olddszeres eljarasban allitjak eld, ahol a szerves
oldészer — foként toluol, dekanol — komplexképzd szerként miikodik. Az eljards a keményitd
elfolydsitasdval kezdddik (tipikus keményitd koncentracid 20-30%). Az elfolydsitast hdstabil
a-amildzzal végzik, az gliikdz gyartdsndl targyalt médon. A magas hdfok elérésére itt is jet-
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cooker-t haszndlnak, de a foly6sitast nem koveti a cukrositds. Ezutdn a kapott dextrin oldatot
le kell hiiteni az enzim optimélis hdmérsékletére, hozza kell adni a CGTé4z-t és a szerves
komplexképz0 szert. A gyartast igy lehet valamelyik CD termék irdnyéba eltolni, hogy a kivant
termékbdl még a reakcidelegyben zarvanyvegyiiletet képziink. Ehhez gondosan kivélasztott,
méretben pont illeszkedd szerves vegyiiletekre van sziikség (31. tablazat). A 1étrehozott addukt
vegylilet az egyensuly szempontjabdl ,.eltlinik” a rendszerbdl, legtobbszor ki is csapddik, igy
az enzim az egyensuly helyredllitisa érdekében folyamatosan utanpétolja.

Néhany kicsapdszer, példdul a ciklohexan, az a-, és B-CD-ek keverékét eredményezi, de
a homérséklet szabdlyozasdval ezek relativ ardnya szabdlyozhat6. Ahogy a homérséklet
emelkedik, dgy a B-CD relativ mennyisége nd.

o-CD 1-dekanol ciklohexan etanol
B-CD triklor-etilén toluol
v-CD brémbenzol a-naftol ciklohexadekan-8-alkén-1-on

31. tabldzat Specifikus komplexdlo dgensek a ciklodextrinek gydrtdsdndl

A konverzi6 ledllitdsa utdn a CD-oldészer komplexet centrifugaldssal vagy szliréssel le-
het elvalasztani a reakcidelegytdl. A visszamaradé oldat fel nem hasznélt keményitot, linedris
dextrineket, gliikzt, maltozt, CGTéz-t, maradék szerves komplexképzd szert, mellékterméke-
ket €s vizet tartalmazhat. Az elvalasztott adduktot mossuk, a sziirletet desztillaljuk, hogy a fe-
lesleges komplexképzd anyagot visszanyerjiik. A kovetkezd 1épésben a CD-komplexet vizben
szuszpendaljuk és a komplexképzé szert vakuum/vizgdzdesztillacioval elvalasztjuk.

A termék oldatot vakuum-desztillacidval lehet koncentrélni, néha sziikséges aktiv szén-
nel is tisztitani. A ciklodextrint hiitéssel kikristalyositjuk, majd lesziirjiik, mossuk és szaritjuk.
Ezek a feldolgozasi 1épések nem alkalmasak a kiilonboz6 tagszamu frakciok elvélasztdsara,
ezek egyiitt jelennek meg a termékben. A termék tisztasagat az el6z6 1€pések, a megfeleld en-
zim és a komplexképzd szer hatdrozza meg.

B-CD elballitas

A gyértds 33 %-os keményitd szuszpenzi6 elfolyositasdval kezdddik. A pH-t Ca(OH):
hozzdadéasaval emelik 7,2-re, ezzel a B. subtilis a-amildz Ca-ion igényét is biztositjdk. A hid-
rolizist 80 °C-on egy 6rédn keresztiil vezetik, majd az amilazt egy 6rds 120 °C-os hdkezeléssel
inaktivaljak. Az elegyet lehtitik 50 °C-ra, hozzdadnak 5% toluolt, és a CGT4z enzimet. A kon-
verzi6t 100 6rdn keresztiil vezetik.

Ahogy a reakci6 halad eldre, a f-CD-toluol addukt oldhatatlan formédban kicsapddik. A
keményitd egységnyi tomegére vonatkoztatott hozam jellemzden 35-40%, sokkal nagyobb,
mint az old6szer nélkiili eljarassal kapott hozam. A reakcié befejez0dése utdn a komplexet
szliréssel vagy centrifugdlassal lehet elvalasztani. A csapadékot vizben szuszpendaljdk, a ke-
veréket felmelegitik €s a kicsapdszert desztilldlassal eltdvolitjdk, egyittal a CD oldatot
betoményitik. A desztillacié végén a CD marad vizes fézisban és az olddszer 1 ppm alatti
koncentraciéban marad jelen. A B-CD oldatot aktiv szénnel kezelik, majd a kristalyositas cél-
jabol lehiitik. A kivalt B-CD kristdlyait szliréssel vagy centrifugéldssal 6sszegytjtik, majd sza-
ritjdk. A termék tisztasdga 98%, az a-, és y-CD-ek jelenléte elenyészd.

a-CD gyértas
Eléallitasat neheziti, hogy sokkal jobban oldédik vizben, mint a B-CD (140 g/1), nehezebb
kikristalyositani. A reakcidelegybdl n-dekanolos komplexképzéssel vonhaté el.
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A B. macerans altal termelt enzim a folyamat kezdeti szakaszaban a- és B-CD-ek keve-
rékét termeli, a reakciot elég hosszi ideig kell folytatni ahhoz, hogy a B-CD eltlinjon. A ke-
ményitére szamitott kitermelés elérheti az 50 %-ot, ennek kb. 90%-a a-CD. A dekanol vizgdz-
desztillacidval tavolithato el.

v-CD termelés
A B-CD gyartas melléktermékeként prepardlhat6. A rosszul old6dé B-termék addukt ki-

valdsa utdn kis koncentraciéban az anyaligban marad a y-CD, a keményitore vonatkoztatott
hozama csak 2%. Innen komplexképzéssel valaszthato ki y-termék, példaul metil-etilketon €s
a-naftol keverékével. Ez a komplex vizben oldhatatlan, metanolban viszont jol oldédik. A
komplex megbontdsa utdn vizben oldjdk, ioncseréld oszlopon és/vagy aktiv szénnel tisztitjak.
Betoményités utan kristalyositjak.

9.3.1.6. MERCIAN eljdrds

A Mercian Co. egy japan cég, amely olddszeres addukt képzése nélkiil oldotta meg az
egyes ciklodextrin frakciok termelését. Az enzimes reakcié a hidrolizalt keményiton az el6z6-
ekhez hasonl6an megy végbe, oldott enzimmel, 55 °C hdmérsékleten. Az elvalasztas a szelektiv
adszorpcion alapul. A reakcidelegyet adszorpcids oszlopokon dramoltatjdk keresztiil majd
visszavezetik a reaktorba. A megkotés nagyon szelektiv, majdnem eléri az affinkromatogréfia
specifitasat. A hordoz6 kitozan, egy inert, hidrofil polimer. Az enzim adszorpcidjat a tolteten
3% NaCl beolddsaval akadalyozzdk meg. Az a-CD megkotéséhez ligandként sztearinsavat
haszndlnak. Szelektivitdsa igen j6, a kotott frakcio tisztasdga 95%. A B-CD megkotéséhez egy
specidlis szerves molekuldt taldltak, a ciklohexdn-propanamid-n-kapronsavat. A technoldgiai
nehézséget az okozza, hogy a két folyamat h6fok optimuma jelentdsen eltér. Az enzim reakcid
55 °C-on miikodik idedlisan, de ez nem kedvez az adszorpcidnak. A kolonndkban 30 °C a
megfeleld héfok, de ezen az enzim aktivitisa minimélis. Emiatt a hdémérséklet valtoztatdsara
hdcseréloket hasznalnak. A kivett levet lehitik, majd az oszlopok utdn visszamelegitik. A jobb
hohasznositas érdekében a reaktorbol jovo oldattal melegitik eld a recirkuldltatott folyadékot
(171. abra).

OOOCOOO—

OH
O = glucose eluent

55°C l ‘
@ Na-o-H J
7 Mg g 4
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‘x\\\-

SN

30°C

heat exchanger adsorption

171. dbra A Mercian eljdrds folyamatdbrdja

A folyamat anyagmérlege: egységnyi dextrinb6l 22,3% a-CD, 10,8% B-CD és 5,1% y-CD nyer-
hetd.
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9.3.1.7. A ciklodextrinek alkalmazdsa
A ciklodextrinek zarvanyvegyiiletei kivaléan alkalmasak molekuldris csomagolasra, a
bezart anyagok molekuldit egyenként burkolja be a cukorgyliri. Ezek a vendégmolekuldk
egyrészt eltlinnek a folyadékbol, pontosabban a bezart és az oldott koncentracié egyensulyban
van. Ugyanakkor a bezart molekuldk konnyen mobilizdlhatok, ha az oldatbdl fogy az anyag,
akkor az egyensuly djra bedll, a komplex formdbdl gyorsan felszabadul a kelld6 mennyiségli
molekula.

A molekuléris csomagolas hatdsai:

» Noveli az apolaris molekuldk vizoldhatdsagat. A cukorrészek révén a molekula-
komplex polaritdsa sokkal nagyobb, mint a vendégmolekulaé egyediil.

» Csokken a bezart anyag illékonysaga. A géznyomads kialakitdsa szempontjabol
csak a szabad molekuldk koncentraciéja szamit, a bezartaké nem.

» Javul a bezart molekula stabilitdsa. A komplexben kevésbé hozzaférhet6 a kémiai
reakcidpartnerek, példaul az oxidalé dgensek szamara.

» Gyodgyszerhatéanyagokndl a tdrold kapacitds depoképzést tesz lehetdové. A
komplexben bevitt gyogyszermennyiség hosszabban marad a keringésben, el-
nyujtottabb hatést biztosit.

» Injekcié formaban bevitt gydgyszereknél eléfordul, hogy a hatéanyag a beadas
helyén irritalja a szoveteket. Zarvanyként bevitt molekuldk esetében ez a hatas
nem Iép fel, a ciklodextrinek elszigetelik a hat6anyagot a sejtektol.

A ciklodextrinek felhasznélasi teriilete igen széles és egyre boviil. Az éves termelési vo-
lumen néhdny 100 tonndra becsiilhetd.

Alkalmazdsok élelmiszerekben, kozmetikumokban

A fiiszerek és mas aromds anyagok illGolajait ciklodextrinekbe lehet csomagolni. Igy az
aromak stabilizalédnak, kevésbé illannak el, és védve vannak az oxidacioval szemben is. A
hagyma és a fokhagyma olajat bezdrva a kellemetlen szag nélkiil vihetjiik be ezeket a hasznos
anyagokat. Olvadt vajbol a CD kivonja a koleszterin 90%-at. Kozmetikumokban a bezarassal
az illatanyagok lassabban illannak el, a termékek hosszabban tarolhatok. Szobahdmérsékleten
az illékonysag, azaz az illatintenzitds kicsi, de a borre keriilve a magasabb testhdmérséklet ha-
tasdra felerdsodik.

Alkalmazdsok a biotechnologidban

A fermentacios folyamatok sordn gyakran okoz problémat valamely apolaros komponens
rossz vizoldhatésdga. Zarvanyvegyiiletben alkalmazva ezeket az anyagokat a kelld
mennyiségben vihetjiik be a rendszerbe.

A Bordatella pertussis tenyésztésénél a szabad zsirsavak gatoljdk a tenyészet novekedé-
sét. B-CD hozzdadaséaval a zsirsavak komplexbe keriilnek, igy megindulhat a szaporodas.

A Mycobacterium leprae esete éppen forditott. A szaporodast éppen az gétolta, hogy a
szamadra esszencidlis palmitin- és sztearinsavat nem tudta a vizes fazisbdl felvenni. Ha ezeket
dimetil-B-CD komplex formaban adagoltdk, a novekedés megindult.

A szteroid konverzidkndl éltaldnos gond az, hogy mind a szubsztrat, mind a termék
rosszul oldddik vizes kozegben (a fermentlében), igy ,.kristdlyfermentaciot” kell végezni, a
szteroidok kristalyos formaban végig jelen vannak a fermentlében. A szubsztrat hozzaférheto-
ségének javitasdra az egyik modszer a ciklodextrin zdrvdnykomplex alkalmazasa. Bar nagyon
koltséges, de ipari méretekben is alkalmazzak a B-CD-t a hidrokortizon — prednizolon 4tala-
kitasnal. A konverzi6 igen j6, megkozeliti a 100%-ot.
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Szintén szterdnvazas vegyiilet a novényi eredetli szivgyodgyszer, a digoxin. A hatasos f6-
komponens mellett a ndvényi sejtek inaktiv melléktermékként Lanatozid-C-t is termelnek, ami
enzimes konverzidval digoxinnd alakithat6. A dimetil-B-CD alkalmazédsaval az oldhatésag
javitdsa révén az enzimes folyamat hozama 20%-r6l 50-60%-ra novekedett.

Osztradiol

Progeszteron

Ampicillin

Prosztaglandin F

172. dbra Ciklodextrin-hatoanyag komplexek
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Alkalmazdsok a gyogyszerekben

Az emberi szervezetbe bevitt gydgyszerek formuldzasdban is szerepe van a ciklodextri-
neknek. A felsorolt eldnyok koziil itt keriil el6térbe az oldhatésag javitds, a depoképzés, az
irritaci6 csokkentése. Néhany példa az alkalmazésra (172. dbra):

Indometacin (gyulladdsgétld, de irritativ)

Prosztaglandin E; + B-CD: szublingualis készitmény, sziilés inditdsara
Prosztaglandin E; + o-CD: injekcids készitmény, érsziikiilet kezelésére
Benexate + B-CD: gyomorfekély kezelésére
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10. ANTIBIOTIKUMOK

10.1. Altalanos bevezetd

Az antibidzis fogalmat a szimbidzissal egyiitt els6ként Viullemin hasznélta az é161ények
kolcsonhatdsainak lefrdsdra 1889-ben. O még a Lactobacillus-ok tejsav termelését tekintette
antibiozisnak, a mai értelemben vett antibiotikumok felfedezése fél évszazaddal késobb tortént.

Az antibiotikumok olyan mikroorganizmusok altal termelt, mas mikrobdk életfolyama-
tait gatld vegyiiletek (szekunder metabolitok), amelyeket a hatdsos koncentraciéban az emberi
szervezet kdrosodds nélkiil elvisel. Régebben az antibiotikumok korébe szdmitottdk a szinteti-
kusan eldallitott mikrobaellenes gyogyszereket is. Egyesek az antibiotikumok korébe soroljak
a mikrobidlis eredetii citosztatikumokat is. Ezek szintén szekunder metabolitok, a humaén tera-
pidban alkalmazzak, de nem a fert6z6 betegségek kezelésére, hanem a tumorterdpidban, a gyor-
san szaporod6 emberi sejtek elpusztitasara.

A masodlagos anyagcseretermékek termelése nem kapcsolédik kdzvetleniil a sejt ener-
gia és anyagtermeléséhez, a tenyésztés késobbi szakaszdban fordul eld. Sokszor kedvezdtlen
kornyezetvaltozas hatdsara indul be a termelés (t6bbszoros tdpanyag limit, eltolt pH, kellemet-
len anyagcseretermék felhalmozddasa, stb.), ha a szokvanyos anyagcsereutak nem mitkddnek
megfelelden. Termelésiik sokszor értelmetlennek tiinik (lehet pl. nydlkaanyag, toxin, alkaloid,
pigment, tokanyag, antibiotikum), a sejtnek nincs kozvetlen haszna a termelt molekulabol.

A szekunder metabolizmus beinduldsat segiti a tdpanyag limit, ha a szénforrds kis kon-
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173. dbra Az ismert antibiotikumok szdmdnak alakuldsa az elmiilt évtizedekben

centraciéju vagy nehezen hozzaférhetd a mikroorganizmus szdméra (a boséges szénforrds az
elsddleges anyagcserét porgeti fel), és ha a nitrogénforrds komplex, szerves eredetli (széjaliszt,
kukoricalekvdr), és adagoldssal folyamatosan alacsony szinten tartjdk a koncentracidjét (a sok
N a novekedésnek kedvez, az ammonium-sok pedig inkabb gétoljdk a termékképzdodést). Szer-
vetlen foszfat jelenlétében a szekunder metabolizmus rendszerint nem kezdddik el, ezért csak
annyit adnak a tenyészethez, amennyi a mikrobdk szaporoddsidhoz sziikséges, €s elfogy, mire
eléri a kivant sejtszamot és a masodlagos anyagcseretermékek bioszintézise beindulhat.
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Eddig koriilbeliil 12—13 000 antibiotikumot irtak le, ezek koziil néhany szézat gyartanak
ipari léptékben fermentécids és/vagy félszintetikus Uton. Az ismert vegyiiletek koziil nagyjdbol
300-at alkalmaznak humdan a gy6gydszati gyakorlatban (ezek 30-40 féle alapstruktirdbol szar-
maztathatdk).

Az ismert antibiotikumok szdma az elmult évtizedekben ugrasszeriien megndétt, azonban
egyre nehezebb ) antibiotikumokat taldlni a folyamatos torzsfejlesztések, izoldlasok, screen-
ingek dacdra. Az Uj antibiotikum tipusok, antibiotikum osztilyok felfedezése gyakorlatilag
megallt, 1987 6ta nem fedeztek fel 4 kategoriat. Mig 1960-ban a megtalalt antibiotikumok 5%-
a klinikai alkalmazésra kertilt, addig 2006-ra ez az arany 1ényegesen, 1% ala csokkent. Az an-
tibiotikum kutatés klasszikus médszere vad torzsek izoldldsa a természetbdl kioltdsi zondk alap-
jan. Kiindulasi anyagként legtobbszor egzotikus talajmintdkat alkalmaznak, ezekben varhat6
ismeretlen torzsek, valtozatok el6fordulasa.

Az antibiotikumok nagy tobbsége a klinikai gyakorlatba vétel utan egy-két évtizeddel
elavul, kikeriil az alkalmazasi korbdl. Ennek oka lehet az elterjedd rezisztencia, a mellékhata-
sok, allergia fellépése vagy hatékonyabb, olcsobb, konnyebben alkalmazhaté szerek megjele-
nése.

Uj antibiotikumok felfedezésének kényszere a fejlett orszdgokban a legnagyobb, ahol a
fizetoképes kereslet is megvan az 1) gydgyszerkészitményekre. Egy klinikai alkalmazasban 4116
antibiotikum egészen addig nem nevezheto elavultnak, amig a fejlddé orszagok — a masutt mar
nem hasznalt gydgyszert — sikerrel alkalmazhatjak.

Az utébbi években a génmérnokség (genetic engineering), valamint a szamitégépes mo-
lekulamodellezés elterjedésével lehetdség nyilt a mar ismert antibiotikumok 1) szdrmazékainak
vagy hasonl6 szerkezetli (anal6g) vegyiileteinek termelékenyebb eldallitaséra is.

A felfedezett antibiotikumok mintegy haromnegyed része sugdrgomba (Actinomycetes)
metabolit, melyen beliil is kiilondsen jelentds a Streptomyces nemzetségbe tartozé fajok anti-
biotikum-termelése — ezek adjdk az eddig leirt antibiotikumok mintegy kétharmadat.

A Penicillium és Acremonium (Cephalosporium) fajok altal termelt, B-laktam-tipusud an-
tibiotikumok (penicillinek, cefalosporinok) viszont az antibiotikumok 6sszes kereskedelmi for-
galmabdl kozel 70%-ot képviselnek.

10.1.1. Osztalyozas:

Ezt a sok vegyiiletet tobbféle szempontbdl is lehet csoportositani. Minden szakember a
sajat szempontjai szerint kezeli az antibiotikumokat.

Kémiai szerkezet szerinti osztalyozast kovet a Handbook of Antibiotic Compounds (szer-
kesztdje a Bérdy Janos magyar akadémikus), amely 1974-t61 évente Osszesen 13 vastag
kotetben jelent meg. Eszerint megkiilonboztethetok:

Aminosav-szarmazékok, peptidek: Cikloszerin, Bacitracin, B-laktdm antibiotikumok
Szénhidrat szarmazékok: Sztreptomicin, Vankomicin

Makrociklusos laktonok: Eritromicin,

Kinonok: tetraciklinek, Mitomicin

Aromadsok: kléramfenikol

Szteranvéazasok, terpénvazasok

Ehhez valamennyire kapcsolddik a bioszintézis utak szerinti csoportositds, hiszen a ha-
sonl6 szerkezetli molekuldk hasonlé anyag cserefolyamatok termékeként jonnek létre.
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Hatdsmechanizmus, tamaddspont szerint is lehet csoportositani e vegyiileteket. A sejtek
életmiikodését tobbféle mddon is akadalyozhatjdk az antibiotikumok. Gyakori tdmadaspont a
sejtfalszintézis (B-laktdmok, bacitracin), a fehérjeszintézis (tetraciklinek, aminoglikozidok,
makrolidek), a sejtmembranok milkddése (ciklopeptidek, poliének), ritkdbban a nukleinsavak
(rifamicin, citosztatikumok).

DNA-directed RNA
Cell wall synthesis DNA gyrase RNA elongatios polymerase
Cycloserine Quinolones—[ Nalidixic acid Actinomycin Rifampin
Vancomycin Ciprofloxacin Streptovaricins
Bacitracin Novobiocin
Penicillins Protein synthesis
Cephalosporins (50S inhibitors)
Monobactams . .
Carbapenems Erythromycin (macrolides)

Chloramphenicol
Clindamycin
Lincomycin

(30S inhibitors)

Tetracyclines
Spectinomycin
Streptomycin
Gentamicin
Kanamycin
Amikacin
Nitrofurans

Polymyxins
Daptomycin

o

PABA Cytoplasmic Cell wall

membrane =
Mupirocin

Puromycin

174. dbra Az antibiotikumok tdmaddspontjai

A felhasznaldk, azaz az orvosok szempontjai masok. Oket egyrészt az egyes szerek hatds-
spektruma érdekli, azaz hogy mely mikrobdk ellen hatékonyak és mikor hatdstalanok. A hata-
sossag nem egyes torzsekre, hanem nagyobb mikrobioldgiai rendszertani egységekre vonatkoz-
tathato, igy példaul mdas gydgyszerek alkalmazhat6k Gram-pozitiv és Gram-negativ torzsekre.
A szitk spektrumii antibiotikumok csak a mikroorganizmusok egy sziik csoportjara hatnak, mig
a széles spektrumiiak a mikrobdk széles korét pusztitjak el.

A gyakorlati orvoslds szempontjabdl a terdpids alkalmazhatosdg a f6 szempont. Mds an-
tibiotikumok célszertiek pl. egy tiidogyulladds kezelésénél, mint a higy-ivari fertézéseknél,
megint masok egy kozépfiil-gyulladdsnal.

Rendez0 elv lehet még a termeld torzsek rendszertani helye, igy a baktériumok, sugér-
gombadk és a fonalas gombadk éltal termelt anyagok csoportja.

A kovetkezOkben elsddlegesen a tdimaddspont szerinti osztalyozast hasznaljuk, ezen beliil
a kémiai szerkezet szerint haladunk.

10.1.1.1. Antibiotikum érzékenység és rezisztencia
A hatédsspektrum targyaldsa kapcsdn megemlitettiik, hogy az egyes antibiotikumok csak
bizonyos mikrobak ellen hatékonyak, masokra nézve az adott vegyiilet hatdstalan. Ez utébbiak
rezisztencidja természetes, dllando, orokletes tulajdonsdg, nagyobb rendszertani egységekre jel-
lemzé.
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175. dbra Az egyes antibiotikum csoportok hatdsspektruma

Elesen elkiiloniil a szerzett rezisztencia. A baktériumok nagy részénél a kezelés/érintke-
z¢€s sordn rezisztencia alakul ki az adott antibiotikummal szemben. Az ellendllé képesség meg-
novekedésének tobbféle mechanizmusa ismert.

Eléfordul, hogy a kérdéses antibiotikum egy valtozas kovetkeztében nem jut be a sejtbe
(permeabilitdsi mutdnsok), igy nem éri el célpontjat. Ez csak a sejten beliil haté gyogyszereknél
miikodik, a sejtfal szintézis gétldsa példdul a sejtmembranon kiviil torténik.

Masik lehetdség, hogy a célpont, dltalaban egy fehérje szerkezete vdltozik meg. Biokémiai
funkcidjat tovédbbra is betdlti, de az antibiotikum nem tud kotddni és ezaltal elveszti hatékony-
sagat. Jo példa erre a sztreptomicin, amely a fehérjeszintézist gatolja oly médon, hogy a ribo-
szoma 30S alegységének S12 fehérjéjéhez kotddik. Az itt bekdvetkezd mutéacié (Phe—Ile ami-
nosav csere) rezisztenssé teszi a torzset.

Gyakori eset, hogy a bekeriild antibiotikum molekuldt enzimek hatastalanitjak. Ez tortén-
het a molekula bontdséval, illetve ellenkezdleg, csoportok rakapcsoldsaval, szarmazékképzés-
sel. Az elObbire példa a penicillin, illetve a B-laktam vdzas antibiotikumok inaktivalasa. Szamos
torzs termel B-laktamaz enzimet (>40 kiillonb6z6 enzim), de hatasuk azonos. A B-laktam vaz
négytagi gylirtijét nyitjak fel, ennek kdvetkeztében az antibiotikus hatds megsziinik. A szarma-
z€kképzés jol tanulmanyozott esetei az aminoglikozid antibiotikumok (sztreptomicin csoport).
A cukorszarmazékok —OH csoportjaira foszfat, acetil- illetve adenil-csoportokat ktnek a ha-
tastalanit enzimek.

A rezisztencia kialakuldsdnak folyamatat kétféle tipusba soroljdk. A penicillin tipust re-
zisztencia fokozatosan, sok generdcion keresztiil, 1€pésrol 1épésre alakul ki, valészintileg hal-
moz6do muticidk kovetkeztében. A sztreptomicin tipusud viszont egy 1épésben, ugrdsszeriien
jelenik meg, torzs antibiotikum tiir@ képessége hirtelen nagysagrendekkel novekszik. Ennek
oka lehet egylépéses muticié (mint a sztreptomicinnél az S12 fehérje muticidja), vagy génat-
adassal (plazmid fert6zés, konjugacid, transzformacio, transzdukcid, rekombinacio)
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176. dbra Az antibiotikumok tdmaddspontjai és a rezisztencia

Felhasznél4s:

Antibiotikumokat nem csak az orvosok hasznalnak, érdemes felsorolni az Osszes alkal-
mazasi teriiletet. Termelési volumen és piaci érték szempontjabdl legnagyobb az igény a

- Humdn gyogydszatban: mikrobidlis fertdzések gyogyitaséra, ide sorolhatdk a citosztati-

kumok is.

- Allatgyégydszatban: analég a human alkalmazassal.

- Kutatdsban (biokémia, mikrobioldgia): szelektiv inhibitorok (fehérje-, DNS-, RNS-,

sejtfalszintézis gatldsa)

- Elelmiszerkonzervdlds: régebben alkalmaztak tartésitdsra, de ma mar nem engedélyezik.

- Novényvédelem: régebben alkalmaztik a novényi kartevok ellen, de ma mar nem enge-

délyezik.

- Takarmdnyadalékként: kis d6zisban (nem terdpids mennyiségben, 1-10 mg/kg). Csok-
kenti a haszondllatok emésztdszervi megbetegedéseit, javitja a takarmanyhasznositast, jobban
gyarapodik az dllomény. Az elhulldsi szdzalék — kiilonOsen a fiatal dllatokndl - csokken. Ezt a
gyakorlatot a kialakulé antibiotikum rezisztencia miatt tobb 1épcsOben korldtoztak. Elébb a
SWAN konvencié mondta ki, hogy csak olyan antibiotikumot szabad adni, amely nem jelenik
meg a végtermékekben (hus, tej, tojds). Ennek a feltételnek azok az antibiotikumok feleltek
meg, melyek nem szivodnak fel, a bélcsatorndban maradnak €s ott fejtik ki hatdsukat (pl. baci-
tracin). Késobb az Eurépai Unidban gyakorlatilag teljesen betiltottdk ezt az alkalmazast. J6 hi-
giéniai viszonyok kozott, ahol kisebb fert6zésveszély, nincs is nagy jelentdsége, de tropusi te-
riileteken ahol nagy a bélfertézések gyakorisdga, szdmottevd profitot hozhat a takarmanyok
adalékoldsa.
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10.2. Sejtfal szintézist gatl6 antibiotikumok

A tamadaspont szerinti csoportositisban els6ként vessziik a sejtfal szintézist gatld
antibiotikumokat. Ezen beliil is mind torténetileg, mind piaci stlyuk miatt az els6 helyre
keriilnek a B-laktdm-vazas antibiotikumok.

10.2.1. Penicillin

A penicillint Fleming 1929-ben irta le, mint a Penicillium notatum fonalas gomba 4ltal
termelt baktériumellenes antibiotikumot (2-3 pg/ml). Csak joval késobb, 1940-ben sikeriilt
izolélni és tiszta formaban eldallitani a penicillint egy oxfordi kutatbcsoportnak.

/~0H
&

177. dbra A G-penicillin szerkezete
A B-laktdm (négytagu) gytrit tartalmazé alapvaz a 6-amino-penicillansav (angol rovidi-
tése: 6-APA) amino csoportjat egy aromds karbonsav acilezi. Az alapvazat alaposabban meg-
figyelve felismerhetjiik, hogy az voltaképpen két aminosavbél (Cys és Val) dll, amelyet a
szokasos peptid kotésen kiviil még két kovalens kotés kapcsol Ossze.

COOH

178. dbra A 6-APA alapvadz két aminosavbol
tevodik ssze

Az R savmaradék szerkezete sokféle lehet, ennek kialakitasaval valtoztatni lehet a mole-
kula kémiai és gyogyszertani tulajdonsdgait.

Fizikai tulajdonségait tekintve a penicillin vizben jol old6dd, szintelen anyag, amelynek
az UV tartomdnyban sincs elnyelése. Optikailag aktiv, 3 aszimmetria-centruma van.

Kémiai szempontbdl gyenge sav, kationokkal sét képez, alkdli s6k formdjaban hozzdk
forgalomba.

BOMLEKONY anyag! Savak, ldgok és oxigén hatdsdra tobbféle reakciéiton is gyorsan
bomlik. A G-penicillin a gyomorsavban is elbomlik, ezért ez a molekula szdjon at nem adhato.
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Erzékenysége miatt nem keriilhet olyan készitménybe, amit hével sterileznek. A B-laktamaz
enzimek gyliribontassal inaktivaljik.

Kvantitativ kémiai meghatdrozas szempontjabdl érdekes a laktdm gytiri reakciéja hid-
roxilaminnal. A képz06d6 hidroxamdt szines vaskomplexe kolorimetridsan mérhetd. Masik
mérési lehetdség a jodometrids titrdlds. Maga az ép penicillin molekula nem koti a jédot, de a
lugos hidrolizis terméke, a penicillosav viszont 7-8 atomnyi jodot is felvesz. Ezek a médsze-
rek viszonylag nagy koncentraciok mérésére alkalmasak, igy a gyartaskozi ellendrzéseknél
hasznélhatok. Az orvosi gyakorlatban el6fordul6 kis koncentraciok méréséhez nem elég érzé-
kenyek.

Mivel az oldalldnc és az ellenion sokfélesége miatt a tomeggel megadott penicillintarta-
lom a kiilonb6z6 készitményekben nem hasonlithatd 0ssze, ezért ezt inkabb a hatdst méré nem-
zetkozi egységben adjak meg. 1 NE/IU = az a penicillinmennyiség, amely 50 ml-nyi standard
Osszetételll tipoldatban éppen meggatolja egy adott Staphylococcus aureus torzs szaporodasat.
1 IU = 0,6 pg G-penicillin Na sénak felel meg.

10.2.1.1. A penicillin felfedezése — a penicillin story

A penicillint felfedezd orvos - Alexander Fleming — munkdja a kérhdazban kezelt fert6zé-
ses esetek, elsdsorban a gennyes gyulladdsok mikrobioldgiai vizsgélata volt. A felfedezést, mint
annyi mas esetben is a véletlen hozta. A kérokozok telepeit tartalmazo Petri csészébe véletleniil
(mondhatjuk ugy is, hogy a nem elég steril laboratériumi munka kovetkeztében) bekeriilt egy,
pontosabban két penészspora.

A mésik véletlen (erre is mondhatjuk, hogy gondatlansig) az, hogy a hasznalt Peri csé-
széket sokdig, legalabb egy, de inkabb két hétig taroltak a visszasterilezés eldtt. Ezalatt a spora
kicsirazott, telepet novesztett és eloregedett, volt ideje eljutni az antibiotikum termel6 fazisba.
Fleming megfigyelte a telep koriil kialakult kioltdsi gytirtit, és arra kovetkeztetett, hogy a penész
valamilyen gatldanyagot termel, ami a baktériumok szaporoddsat akadalyozza, de a termeld
gombdat magét nem kérositja.

Remélte, hogy ez az anyag a mikrobdk ellen hatékony gydgyszer lehet. Mivel kordbban
a lizozim enzimmel foglalkozott, amely a
baktériumok sejtfalanak elbontdsa révén ha-
sonldan elpusztitja a mikroorganizmusok egy F Iem:'ng 's (H'fgfﬁ(l[ phll‘(:'.‘
részét, ezt a még ismeretlen anyagot is fehér-
jének, enzimnek vélte. A penészt leoltotta,
majd a jelenséget reprodukalta. A torzs azo- mold
nositasaért Thom-hoz, egy profi mikolégus-
hoz fordult, aki azt rendszertanilag a Penicil-
lium notatum-mal, egy ritkan el6fordul6 faj-
jal azonositotta.

A hatékony komponens izoldldsaval és
szerkezetének felderitésével tobben probal-
koztak, de a durva kémiai moédszerek hata-
sdra az anyag rendszeresen elbomlott a keziik "
kozott. 1932-ben Clutterbuck csak annyit ko- bacterial

ZE)lhetett, hogy a pe.mcﬂhnnek, elney/eze,tt ha- colonies

tdsos anyag labilis, pH- és hodérzékeny

gyenge sav. Orvosi alkalmazasban csak odaig

jutottak, hogy a tenyészet szlirletét 179. dbra Fleming eredeti felvétele

javasolhattak kiilsédleges fertdzések
kezelésére. Az Oxfordban dolgoz6 Chain és Florey (késdbbi Nobel dijasok) végiil liofilizalassal
tudtak stabil készitményt eldallitani, amivel megkezdhették az orvosi kisérleteket.
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Az 4ttorést, mint annyiszor, egy habords konfliktus hozta el. A masodik vildghaboru ki-
torésével megndtt az igény minden, a sebesiilt katondk gyogykezelésére alkalmas anyag és el-
jaras irant. (Az 1. vildghdboriban a megsebesiilt katondk nagy szdzaléka vérmérgezésben halt
meg.) Katonai titoktartds mellett tobb kutatdintézetet €s gydgyszergyarat is bevontak. A szelle-
mi és anyagi befektetés eredményeket hozott, felderitették a molekula szerkezetét és egyre ha-

tékonyabb fermentécids és tisztitasi eljardsokat dolgoztak ki.

Adalék: a titoktartds dacdra hazafias kampdnyt hirdettek az amerikai hdziasszonyok kozott, hogy romlott
élelmiszereikrdl kiildjenek penészmintdkat a szovetségi torzsgytijteménybe. A bekiildott torzsek antibiotikum
termeld képességét megvizsgdltdk. Végiil egy hdziasszony penészes grapefruit-jarol (mdsok szerint dinnyéjérol)
szdrmazo Penicillium chrysogenum fenyészet bizonyult a legjobbnak, egy nagysdgrenddel tobb penicillint termelt,
mint a Fleming dltal izoldlt torzs. Mdig ennek a torzsnek a sokszorosan mutdlt utodaival termelik a penicillint
vildgszerte.

1943 méjusdban az 4j gyégyszert mar tobb szaz sebesiilt esetében alkalmazhattdk teljes
sikerrel a szepszis kialakuldsdnak akaddlyozdsara, illetve gyogyitdsara. 1944 nyardn, a norman-

diai partraszallasndl mar minden hadikérhdzban ott volt a penicillin injekci6.

Adalék: (Lehet, hogy urban legend.), A klinikai vizsgdlatok idején tortént, hogy F.D. Roosevelt elnok, aki
ebben az idében mdr sokat betegeskedett, tiidogyulladdst kapott. Felmeriilt az orvosetikai kérdés, hogy szabad-e
egy szépreményti, de még klinikai kiprobdlas alatt dll6 gyogyszerrel kezelni egy olyan fontos személyt, mint az
Egyesiilt Allamok elnoke. Végiil iigy dontottek, hogy lehet, és eredményesen kezelték a fertézést.

Adalék: A tesztelés sordn még nagyon rossz hatdsfoku volt a gydrtds, nagy rdforditdssal kevés hatéanyagot
tudtak elédllitani, a penicillin uncidnkénti dra magasabb volt, mint az aranyé. 100 ezer NE, azaz 60 mg penicillin
akkor 20 dolldrba keriilt. A kezelések sordn felismerték, hogy a beadott penicillin 48 ordn beliil gyakorlatilag
teljesen (97%-ban) kiiiriil a vizelettel. Ezért osszegyiijtotték a kezelt betegek vizeletét, és visszanyerték beldle a
penicillint. Még egyszeriibb is volt kinyerni, mint a sokkal tobb idegen anyagot tartalmazo fermentlébol.

A legels6 felhasznélasra keriilt prepardatum mindossze 1% hatéanyagot tartalmazott. A

tisztitdsban val6 el6rehaladds a kémiai szerkezet felderitésének lehetdségét is jelentette. A szer-
kezetkutatasban 1944-ben mar 59 kutatohely vett részt teljes katonai titoktartds mellett. Abban
reménykedtek, hogy a kémiai szerkezet ismeretében a hatéanyag kémiai szintézisére lehetdsé-
get taldlnak. Ma mar koztudott, hogy kutatomunkét az zavarta, hogy a kiilonb6z6 laboratori-
umokban elééllitott gombatenyészetek sziirletei tobb mint 20 kiilonféle penicillin keverékét tar-
talmaztdk, amelyek els6sorban az acilez6 savcsoport szerkezetében kiillonboztek.
Az USA laboratériumaiban eléallitott penicillin készitmények mért fizikai-kémiai adatai jelen-
t0s mértékben eltértek az Anglidban eldallitott készitmények vizsgalatandl kapott értékektol.
Az egyik esetben G-penicillin (benzil-penicillin), a masik esetben F-penicillin (pentenil-peni-
cillin) volt a fétermék. A kiilonbséget az okozta, hogy Anglidban a szeszmoslékot (distillers
solubles) hasznaltdk taptalajként, az US kutat6i viszont a fenil-ecetsavat is tartalmazé kukorica
aztat6 1€ (Magyaroszdgon: kukoricalekvér) tejsavas erjesztéssel dusitott koncentratumat alkal-
maztdk a taptalaj nitrogén forrdsaként. A tenyészto taptalaj kémiai 6sszetételének meghatarozo
jelentdségét felismerve javasoltdk a prekurzorok alkalmazdsat. A tapkozeghez adott fenil-ecet-
sav jelenlétében a kutatd laboratériumokban féleg benzil-penicillin képzddott a fermentacid
soran. A szerkezetet végiil 1945-ben, rontgen-krisztallografiai modszerekkel sikeriilt egyértel-
miien felderiteni.

10.2.1.2. A fermentdlt alapvegyiiletek

A G-penicillin nagy tételben gazdasdgosan fermentélhato, de nagyon érzékeny vegyiilet. Emiatt
kerestek parhuzamosan egy savallé szarmazékot, amit a V-penicillinben (fenoxi-metil-
penicillin) taldltak meg. Az iparban az adagolt prekurzor vegyiiletek (G - fenilecetsav, V - fen-
oxiecetsav) megvalasztasaval benzilpenicillin vagy fenoximetil-penicillin allithat6 elo.

E két ,klasszikus” penicillint viszonylag olcson, tomegtermékként fermentaljak. De
gyogyszerként nem ezeket, hanem a beldliik eldallitott félszintetikus hatéanyagokat hasznaljak.
A bioszintetikus penicillinekbdl enzimes hidrolizissel szabaditjdk fel a 6-APA-t, majd erre egy
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masik karbonsav szarmazékot kapcsolva 4llitjdk eld a kivant gydgyszer molekulat. Létezik
olyan fermentécids eljaras is, amelyben az alapvédzat (6-APA) éllittatjak elo, azonban ez az
eljaras nem tudta kiszoritani a G-penicillin gyartasat.

Ez a legnagyobb mennyiségben gyartott anyag, a V-penicillin és 6-APA piaca joval ki-
sebb. A tovabbi szintetikus 1épésekkel a G-penicillinbdl penicillinszarmazékokat, a V-penicil-
linbdl pedig cefalosporinokat allitanak eld.

10.2.1.3. A penicillin bioszintézise

A fehérjeszintézishez felhaszndldsra keriild L-cisztein €s L-valin a nitrogén anyagcsere
természetes terméke. A harmadikként sziikséges az a-amino-adipinsav a lizin szintézis koztes
termékeként van jelen, mégpedig adenilat formdjaban, vegyes anhidridként. A harom amino-
savbol 1épésrol 1épésre alakul ki a tripeptid.

Gylriizarédas és tobbszori gylriiatrendezddések utan alakul ki a B-laktdim vaz. Az o-
amino-adipinsav csak templat, a folyamat végén lecserélddik egy masik savra, felszabadul, és
visszakertiil a folyamat elejére.

10.2.1.4. Gydrtdsfejlesztés

A penicillin gyartds torténete alatt Oridsi utat tett meg.

Az els6 klinikai kisérlet 1941-ben tortént. Ezt kovetden a kutatds atkeriilt az Egyesiilt
Allamokba, ahol 3 év alatt 4ttorést értek el a penicillin tanulmanyozésa és a gydrtés ipari reali-
zélasa vonaldn is. Fleming idejében mindossze 2-3 TU/cm? termék koncentraciot sikeriilt elérni
(1-2 pg/ml), melynek mar kimutathat6é antimikrobidlis hatdsa volt. Ezt két év alatt 540 pg/ml-
re fokoztak.
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180. dbra A G és V penicillin szerkezete
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181. dbra A penicillin G bioszintézisének fo lépései

ANTIBIOTIKUMOK

Jelenleg a legjobb penicillint eldallito torzsek termeldképessége 30.000 pg/ml koriili.

A termelés mennyiségileg is novekedett, 1943 végére elérte a heti 100 grammot (100 ezer
NE = 60 mg penicillin akkor 20 dollarba keriilt, ez ma 1 millidard NE 4ra). A fejlodés titemét jol
mutatja, hogy 1944 végére a havi termelés meghaladta a 200 kg-ot, amely 1946-ban évi 32

tonnara emelkedett.

A masodik vilaghdboru utdn az in. UNRRA-segély (United Nations Relief and Rehabili-
tation Association) részeként a szabadalmi védettségrol lemondva tucatnyi komplett penicillin-
gyarto lizemet telepitettek Nyugat-Eurdpéba.
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Manapsag az 0sszes penicillin szarmazékot figyelembe véve az éves termelés szazezer
tonna koriil mozog.

A gyartas fejlesztése iskolapélddja a fermentdcios iparban kovetett komplex stratégidnak.
A gyartas két fo eleme a torzs és a technoldgia. A torzs termelOképességének novelésével
bioldgusok (genetikusok, mikrobiolégusok) foglalkoznak. A technolédgia tokéletesitése miisza-
ki, mérnoki feladat. Ezeken beliil még az aldbbi f6 teriiletek/mddszerek kiilonithetdk el:

Torzsmunka (genetika, mikrobioldgia):
torzsizolélas
indukdlt mutacid
szelekcid
torzsfenntartas
Technoldgia (mérnoki):
— feliileti/szubmerz tenyésztés
— prekurzorok alkalmazasa
— tdpoldat optimalas
— anyagcsereszabdlyozas (koncentracidk)
— levegodztetés, reaktor
— szabdlyozasok (pH, t)

1.2.1.4.1. Torzsmunka

A penicillintermel6 vad torzsek gyljtése €s vizsgalata (szakmai szlengben = screening,
szkrinelés) az 1940-es évek elején lezajlott. A torzsnemesités a kivalasztott Penicillium chry-
sogenum torzs termeldképességének fokozasat jelentette.

A torzs tulajdonsdgainak javitasara évtizedeken keresztiil itt is az indukalt mutdcié+sze-
lekci6 moédszerét alkalmaztdk. De mivel az egyes antibiotikum bioszintézisek biokémidja és
kiillonosen a regulacidja (genetikai €s enzimszintli szabdlyozdsa) igen bonyolult (esetleg 100
géntdl is fligghet a bioszintézis), a szekunder metabolitokndl nem lehet a méshol bevalt, az
anyagcsereutak pontos ismeretén alapul6é hidnymutans és rezisztens mutans-izoldlési technika-
kat haszndlni. Ehelyett a ,,black-box” screeninget alkalmaztak. A sejt belsd mitkodését ismeret-
lennek (fekete doboz) tekintik, és csak egyetlen célfiiggvénnyel, a termelt penicillin titerrel fog-
lalkoznak. Ehhez viszont nagyon sok mutanst kell megvizsgalni. Tilnyomo résziik gyengébb
termeldképességli, mint a kiindulési tenyészet, de van koztiikk néhdny, amelyik tobbet képes
termelni. Ezeket tenyésztik tovadbb, €s vetik ald djabb és Gjabb mutdcionak. A jelenleg hasznalt
torzsek mindegyike tobb évtized alatt tobb szdz ilyen mutécids cikluson esett at.

A torzsnemesités folyamatat mutdcids torzsfaval lehet bemutatni, melybdl az egyes vari-
ansok ,,sziil6-gyermek™ viszonya mellett az is lathatd, hogy egy-egy 1épéssel mennyit lehetett
javitani a torzseken. A 182. dbra a Penicillium chrysogenum torzsfajat mutatja az 1950-es évek-
bdl. Magyarorszagra a 51-20 jelzésli mutdns keriilt, feljavitdsa évtizedeken keresztiil folyt
(GYOKI, BIOGAL).

A torzsnemesitések célja alapvetden a hozamnovelés, de emellett mds célokat is figye-
lembe vehetnek: - fermentacids (habzas, viszkozitds csokkentése), illetve - feldolgozasi (pig-
mentmentes termék) kritériumok szerinti hatékonysidgnovelés. A P. chrysogenum torzs erede-
tileg sargds pigmentet is termelt (chrysogenin), mely azonban terhelte a torzs anyagcseréjét a
fermentécié alatt, ezért mutacids eljardsokkal milkodésképtelenné tették a pigment termelés
egyik génjét.
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182. dbra A Penicillium chrysogenum mutdcios torzsfdja az 1950-es évekbdl
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A masodlagos anyagcsere bonyolultsdga miatt a modern rekombinéns technikdk célzott
beavatkozédsa sokkal nehezebb, mint a primer metabolizmusnél. Torekednek a bioszintézis
kritikus pontjainak (sziik keresztmetszet, ,,bottle neck™) felderitésére €s ,kitdgitasara”, de ez
sokkal Osszetettebb feladat, mint a prokariétaknal.

35 -

30 - =

25 | - -

00 | o | | | | | @Penicillin konc. (mg/ml)
] BHozam (g Pen./g glii.) x100
15 | 1 [ OTermék (kg/m3nap) x10

pP-2 P-7 P-11 P-13 P-15

183. dbra A penicillin-termelo torzsek fejlesztése, hozamok alakuldsa

A termelésben haszndlatos ,,agyonmutdlt” torzsek mar jelentdsen kiilonboznek a vad ti-
pustdl. Szaporodésuk sordn érvényesiil a ,,visszatérés az atlaghoz” torvényszeriiség, azaz hajla-
mosak a visszamutdlodadsra, ami a termel6képesség csokkenésével jar. A jol termeld egyedek
eltorzitott anyagcseréjiik miatt kevésbé életképesek, lassabban szaporodnak, mint a visszamu-
tdlddottak, igy a szaporodasban lemaradnak, kihigulnak a tenyészetbdl. Emiatt meg kell oldani
a torzsek eltartasat, konzervalasat olyan médszerekkel, amelyekkel éveken, évtizedeken keresz-
till megorizhetd a kialakitott genetikai dllomany. Erre a cseppfolyds nitrogénben tarolt vagy
fagyasztva szdritott szubkultirdk (master strain bank) alkalmasak. Méasrészt az atoltassal fenn-
tartott dllomanynal is folyamatos szelekciot kell végezni, hogy le ne romoljon a termeldképes-
ség.

1.2.1.4.2. Fermentdcios fejlesztések

Kezdetben feliileti, talcas fermentaciot alkalmaztak, mivel ez a technika citromsav eldal-
litdsra mar kidolgozott volt. Tobb négyzetméteres savall6 tidlcdkon 10-20 cm vastag steril t4p-
folyadék rétegen nevelték az Aspergillus niger tenyészetet. A talcak kozott steril levegd atfu-
vatdsaval vitték be az oxigént €s vittél el termelt hét. Ez a technoldgia viszont a penicillin gyar-
tas esetén sokkal rosszabbul mukodott. Probléma volt a sterilitas fenntartasa, mivel a citromsav
oldat 2-3 pH-ja tdvol tartotta az idegen mikroorganizmusokat, a penicillin fermentlé viszont
kozel semleges, érzékeny a befertdzodésre. Masrészt a sokkal kisebb volt a kihozatal, a citrom-
sav 8-10%-os koncentracidja helyett a penicillinét csak szdzad szdzalékokban lehetett kifejezni.

1945-re a feliileti fermentécids technikat felvéltotta a szubmerz fermentacids eljards,
ennek kovetkeztében az elérhetd penicillin koncentrcid a tobbszordsére nott.

A mar emlitett prekurzorok alkalmazasa egyrészt egységessé tette a terméket, masrészt
egybdl 4-8 szorosdra novelte a penicillin termelést.

A fermentaci6 kisméretii reaktorokban kivitelezve bizonyosan nem lesz gazdasigos, ezért
nagyobb (tobb szdz m®) reaktorok hasznalata célszerti.
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10.2.1.5. Az anvagcsere-folyamatok irdnyitdsa a fermentdcid sordn

A tapoldatok optimélasahoz az elsd 1épcso volt a kukoricalekvar pozitiv hatdsanak felis-
merése a szeszmoslékhoz (DS, distillers solubles) képest.

A késbébbiekben felismerték, hogy a folyamat sordn a kozeg Osszetételét valtoztatni kell
a mikroorganizmus igényeinek megfelelden. A penicillin termelés jellegzetes szekunder meta-
bolit fermentacio, két szakasza van: a sejtek elszaporitasa koriilbeliil 40 6rat vesz igénybe, mig
a termeld fazis tovabbi 4-7 nap.

A tenyészet oxigén igénye mindvégig nagy, a levegd bevitel mértéke 0,5-1 vvim. A pH
optimum kozel semleges, pH= 6-7 kozott vezetik a fermenticiot. Az ipari fermentéaciok altala-
ban rataplalasosak, mas, félfolytonos és kétlépcsds folytonos technoldgidkrol csak kisebb mé-
retben olvashatunk.

Elso, sejtszaporitdsi szakaszban (kb. 40 h) j6 tdpanyagellatds, intenziv levegdztetés, ke-
verés mellett az elsddleges anyagcsere jellemzd. A tdpanyag ellatds boséges, minden rendelke-
zésre all a novekedéshez. Konnyen hasznosithat6 tipanyagforrasok a kritikus feletti koncentra-
ciéban. Szénforrasként néhdny szdzalék cukrot (gliik6zt = keményitd hidrolizatum, szachar6zt
= melasz) adnak, célszerlien olyan mennyiségben, hogy az a szaporitasi szakasz végére elfogy-
jon, illetve koncentricidja a kritikus ald csokkenjen. Hasonl6 a nitrogén és a foszfor bevitele is.
Az ammonium és foszfat sk konnyen €s gyorsan hasznosulnak, de mennyiségiiket gy célszerti
megvélasztani, hogy koncentracidjuk a novekedési fazis végére a limitdlo tartomanyba csok-
kenjen.

A termelési szakaszban a torzs anyagcseréjét at kell allitani a szekunder metabolizmusra.
Ennek kikényszeritésére tobbszoros tdpanyag limitben tartjuk a sejteket.

szénforrds: a cukorellatds visszafogdsdra a klasszikus megoldds a nehezen metabolizal-
hat6 szénforrasok alkalmazasa. A Penicillium torzsek az Aspergillus-okkal ellentétben viszony-
lag kevés extracellularis enzimet termelnek, ezért csak lassan képesek hidrolizdlni a lakt6zt
vagy a keményitot. Ezek adagoldsandl kicsi a metabolizdlhat6 szabad cukor koncentricidja, a
tenyészet szén-limitbe keriil.

Korszertibb megoldas kis mennyiségii gliik6z oldat folyamatos, vagy gyakori adagolasa.
Igy 4lland6an jelen van a cukor, de koncentriciéja a limitald szint alatt marad. A gliikkéz ada-
golasat megoldhatjuk vezérléssel vagy szabdlyozassal. Az elsé esetben a tapasztalatok alapjan
kialakithatunk a betdpldl6 szivattyd szdmara egy dllandé vagy tobblépcsds adagoldsi sebességet
tartalmazo6 programot, ami alacsony cukorszintet biztosit.

Lac g
40 60 80 100 120
1 |

20
1}

T T T T T T T T — T T T
] 40 80 120 160 200 249

cultivation time {h)

184. dbra A laktoz szénforrds hasznosuldsa a penicillin fermentdcio sordn
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Az adagolds szabdlyozhat6 az oldott oxigén koncentracidjanak mérésével: ha magasabb
a gliikkdz koncentricid, akkor gyorsabb a fogyasztds — ehhez tobb oxigén kell — az oxigén
koncentracié kicsi lesz. Amikor a gliikkéz elfogy, nincs mit oxidélni, ettdl az oxigén
koncentracié emelkedik — ekkor egy kevés steril gliik6z oldatot adagolnak a fermentorba. Ettdl
az oldott oxigén koncentracié lemegy, €s elolrdl indul a ciklus. Ipari méretii fermentoroknél

= BS 8607 x

7.8

6
1.feed
@.50
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4 3
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185. dbra Penicillin fermentdcio gliikoz adagoldssal

nem elegendd egy ponton betdplélni, az egyenletesebb gliik6z szint elérésére tobb szinten, tobb
ponton adagolnak.

nitrogénforrds: a nitrogénforrasok koziil a Penicillium-ok a szerves és szervetlen anyago-
kat egyarant hasznositjdk. Az ammoénium-szulfat jol hasznosul, mind a nitrogén, mind a kén-
tartalma beépiil, de til nagy koncentraciéja az elsédleges anyagcserének kedvez.

A komplex forrasok (pl. szdjadara, kukoricalekvar) nitrogénjéhez sokkal nehezebben fér-
nek hozza a sejtek, mivel ezeket el6bb az extracellularis enzimeknek el kell hidrolizélni. Ez
lassu folyamat, a felhasznédlhat6 nitrogéntartalmu vegyiiletek fokozatosan szabadulnak fel, kon-
centraciéjuk kicsi, a tenyészet tartds nitrogén limitben marad.

Ezeknek megfelelden itt is kétféle adagoldsi stratégia lehetséges. Lehet az ammonium-
szulfat oldatot kis térfogatdrammal folyamatosan adagolni, illetve lehet a szerves nitrogénfor-
rast nagyobb mennyiségben, ritkdbban (pl. naponta) beadni.

foszfor: jelenléte az elsddleges anyagcseré-
nek kedvez, ezért ebben a fazisban mar nem ada- o e

golnak tobbet. Sok szekunder metabolitndl a fosz- , !
‘:“;.,I phesphate /
_'.. cell mass X

fat jelenléte egyenesen megakaddlyozza a termék- .
képzést. 1

prekurzor: a G-penicillin esetében fenil-ecet- ]
savat adagolnak a termelési szakaszban. Koncent-
racigjat a 2-4 g/l kozotti sdvban tartjak. 2 g/l alatt
lelassul a penicillin termelés, 4 g/l folott viszont
mar kérositja a tenyészetet. Szerkezetiik analég a
benzodttal, illetve a p-hidroxi-benzoésav-észterek- _
kel (parabének), amelyeket fungisztatikumként al- ]
kalmaznak élelmiszerek és kozmetikumok konzer- ]
véalasara. . ]

1
tetracycline g I'1]

phophate [mmo 171
4
|

0.5
|
cell mass X [g "]
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Adalék: a mdsodlagos anyagcsere kikényszeritésében fontos szerepe van a vas-ionoknak. Jelenlétiik a pri-
mer folyamatoknak kedvez, elnyomja az antibiotikum termelést. Ehhez olyan kevés vas is elegendd, ami a készii-
lékek faldbdl oldédik ki. A BIOGAL Gydgyszergydrat az étvenes években épitették, és az elsé nyolc darab 30 m?-
es fermentort nem rozsdamentes, hanem kozonséges acélbol készitették. Amikor penicillint fermentdltak benne, a
folyamat nagyon rossz termeléssel ment, kimutathatéan a beoldédo vas miatt. A rozsdamentes acél késziilékekben

ez jelenség nem fordul elo.
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187. dbra Penicillin fermentdcio gliikéz, ammonium szulfdt és prekurzor adagoldsdval

A fermentdci6 soran arra torekednek, hogy a termékképzési szakaszt minél hosszabbra
nyujtsdk. Ezzel megnovelik a termékkoncentraciot €s a termék mennyiségét is.
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Az anyagcsere paraméterek lefutdsat a penicillin ferment4cié soran mutatja be a 187. és
188. dbra. A ndvekedési szakaszban az oldott oxigén €s a nitrogén-forrds koncentracié merede-
ken lecsokken. Az oxigén szint hosszu ideig alacsonyan marad, majd a tenyészet oregedésével
lassan emelkedik. Az amino-nitrogén szintet alacsonyan tartjdk, a gorbe enyhe hulldimzasa szer-
ves nitrogén-forrds beadagoldsat jelzi. A penicillin a két szakasz hatdran jelenik meg, a titer
novekedése hosszan linedris, majd az oregedéssel enyhén lehajlik. Az egyetlen nem-koncent-
racié paraméter a cukor betdpléldsi sebesség. Az adagolds 1€pcsos profil szerint elébb novek-
szik, majd kozel allando, kissé csokkend. A termelt szén-dioxid gorbéje szinte pontosan kdveti
a cukoradagoldst. Osszevetve a penicillin termelés sebességével l4thatd, hogy ez a harom para-
méter egyiitt mozog. A bevitt cukorbdl majdnem sztdchiometriai pontossaggal alland6 ardny-
ban képzddik penicillin és szén-dioxid.

Penicillin titre
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188. dbra Koncentrdciok alakuldsa a penicillin fermentdcio sordn

10.2.1.6. Feldolgozds

Ipari 1éptékben a fermentécié vagasanal koriilbeliil 30 g/l a penicillin koncentracié (kb.
50.000 IU/ml). A termék extracelluldris, csak koriilbeliil 1% taldlhat6 a micéliumban. A sejtto-
meget vaikuum dobsziirdvel valasztjak el és a sziir6n vizzel mossdk. A micélium 4allati takarma-
nyozdsra alkalmas, ha nem marad benne prekurzor (a fenil-ecetsav kellemetlen, szirés szagu
anyag). Léteznek olyan technol6gidk is, amelyben nem vélasztjdk el a sejttomeget, hanem a
teljes fermentlevet viszik extrakcidra. A sziirlet tovabbi feldolgozdsdnak kulcslépése az extrak-
ci6 szerves oldoszerrel. A penicillin gyenge sav, disszocidlatlan formdban nem ionos, kicsi a
hidratburka, igy a szerves fazisban jobban oldddik. A disszocidcid visszaszorithato erds savval,
pl. kénsavval. Ebben a savas kozegben (pH~2) viszont a savérzékeny penicillin gyorsan elbom-
lik. A bomlasi reakci6 visszaszoritdsdra két mérnoki trilkkkot alkalmaznak. Az egyik a fermentlé
lehlitése — alacsonyabb homérsékleten a bomlasi reakcié sebessége jelentdsen csokken, mig a
megoszlasi hanyados alig véltozik. A masik a rovid kontaktidd, minimalisra csokkentik azt az
1d6t, amit a penicillin a savas kozegben tolt. A savanyitast egy kis térfogati keverd egységben
végzik, amelyet kozvetleniil a szepardtor centrifuga elé kotnek be. A szlirt fermentlevet, az ol-
doszert és a kénsavat egyszerre taplaljak be, osszekeverik €s azonnal a szeparatorra engedik.
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Process Flow Diagram: Penicillin

S-175

2
=178
\J' t/ —h
s
R

E-165

P-26/ BCF-101 o1

&
=M S%l.l_
T
5102
e —
5103
8 -
T T I_’_.d/': F|l ; 2
Blending / Storage Medium — {3-11'- P41 5T-101 5112 2o
3/ M- Heat Sterization
Wiing
) ) AT
gl PR SER e
stm  EElRVED P21 1 HX-131
| Removal Biomass Coding
5 5-153
P2 V-102 S48
Bending { Storags Giucose S |
| S
s r'x, S-i14 :E_'_f‘F'_““ A i
il 5161 588
b ‘—{Iji P-221 MX-102
P81 G-101 Tiol fe b, 5158 heidifcation 5154
Gas Compression =_'| + 4 1 5122 —
o187 1 s ® 5 P23/ CX-101
=-188 4 5183 . Cenrifugal Exiraction
=174 M| b4 P-24 7 MX-102
+ 4 . ) Neutralizaten 2450 S-157

; y 5188 5173 T
Sl L L e Easket Centrifugation oSN
5977 Fluid Bed Orying [ R
5172 P23 MX-103
L g ey e | ‘Adding Frasn Butyl Acstate
s ] * ’_| 3 »
H + P27 c_gpfm‘. 5182 & ————————
- + e e R
+ p—— et | 170 P28 { M-105
.30 /V105 178 Neutralizaticn

Storapge Penciln Sodum Salt

189. dbra A penicillin gydrtds folyamatdbrdja

Ez felfoghat6 egy folytonos miikodésii kevert reaktornak, ebben a tartozkodasi id0 a térfogat és
a térfogatiram hanyadosa. Megfelel6 bedllitassal ez akdr masodperces nagysagrendre is leszo-
rithato, igy a penicillin csak nagyon rovid ideig érintkezik a savval.

Az extrakcidhoz sokféle szerves olddszer haszndlhat6, de dltalaban oxigéntartalmuakat
(pl. észterek: amil-acetét, butil-acetét) alkalmaznak. A feldolgozés kovetkezd 1épése a reextrak-
cid kozel semleges vizes pufferrel. Ha maradtak gyenge sav tipusu prekurzorok a fermentlében,
akkor azok ugyanugy viselkednek, mint a penicillin: azok is dtoldédnak a szerves fazisba, majd
vissza vizes kozegbe. Az apoldris, nem-ionos habgétlok viszont elvdlaszthatéak: atoldédnak
ugyan a szerves olddszerbe, de a vizes fazisba nem térnek vissza. Ha a reextrakciondl a vizes
fazis sok alkali so6t (pl. kdlium acetatot, natrium-hidrogén karbonatot) tartalmaz, akkor a peni-
cillin alkdli s6 form4jdban egybdl kikristdlyosithatd. Egyes technolégidkban a finomfeldolgo-
z4s sordn az extrakcié-reextrakcid-kristalyositds miiveletsort megismétlik mas oldészerrel. A
termék melldl a szinanyagokat aktiv szénnel tavolitjak el.

Magyarorszagon (Debrecen, Biogal) megsziint a penicillingyartds, annak ellenére, hogy
sajat fejlesztésii torzsekkel dolgoztak.

10.2.1.7. Hatdsmechanizmus
A B-laktdm antibiotikumok a Gram-pozitiv sejtek sejtfalszintézisét gatoljak, igy hatasuk
kovetkezményeként abnormélis sejtalakok, protoplasztok képzddnek.
Csak a szaporodo sejteket pusztitjdk el, a nyugvo sejteket nem, ez a mikrobiolégidban
torzsszelekcidra haszndlhato.
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A baktériumok sejtfalszintézise soran egy transzpeptiddz enzim az egyik NAG-NAM (N-ace-
tilgliik6zamin és N-acetilmuraminsav) alaplanchoz kapcsolddé oligopeptid oldallanc végén 1€-
vo D-Ala-D-Ala dipeptid végso alaninjat lehasitja és a helyére a masik oldallanc pentaglicinjé-
nek termindlis aminosavat koti. Igy keresztkotések alakulnak ki, a linedris lincok térhdléva
alakulnak. Ennek a 1épésnek a gatlasaval fejtik ki hatdsukat a penicillin tipusu antibiotikumok.

190. dbra A bakteridlis sejtfal szerkezete és kialakuldsa

A penicillinszarmazékok hatdsa azon alapul, hogy B-laktdm gytir(ijiik a bakteridlis sejtfal
pentapeptidjében taldlhat6 termindlis D-alanin-D-alanin strukturalis analégja. A penicillin-koto
fehérjék penicillin jelenlétében a pentapeptid termindlis D-alaninjdnak lehasitdsa helyett a
penicillinek B-laktdm gytriijét hasitjdk, melynek kovetkeztében egy stabil penicillin-enzim

. Lalc
{ N-acetylglucosamine X X XX XD
| [
O D-alanine Ifac Irac
O L-amino acid 8 8
. 000 000
O Glycine P RS
Q Q
Q. o
-0 ~00dh
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191. dbra A penicillin és a D-Ala-D-Ala dipeptid szerkezete
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komplex alakul ki, mely a transzpeptidaz irreverzibilis inaktivdléddsahoz vezet. A penicillin az
enzim kompetitiv, ,,suicid” inhibitora.

o

H s
R N °H3

/——CONH— Dala—C—N—D ala——COOH

| | COO H
(e}
transzpeptidaz

/——CONH—D-ala——C——enzim + D-: ala

|| H CH
N 3
+ o R
HN CH;
/——NHCO—gly——NH, enzim |
o

/——CONH—D-ala—C——0 penicilloil-enzim

J——NHCO——gly——NH

keresztkotést glikolipid

192. dbra A penicillin bekotodése a transzpeptiddz
kotohelyére

A penicillinszarmazékok baktériumokra gyakorolt litikus hatdsa a sejtfal szintézis egyen-
sulyanak felboruldsdval magyardzhatd. A sejt novekedése, a sejtfal tiguldsa csak tgy lehetsé-
ges, hogy a burkot az enzimek folyamatosan lebontjdk €s tjraszintetizaljdk. A penicillinek ha-
tasanak koszonhetden a transzpeptidacié gatolt, azonban a bont6é enzimek, az tn. autolizinek
megtartjak aktivitdsukat és folyamatosan hasitjak a peptidoglikdn hal6zatot. Ennek kovetkez-
tében a sejtfal meggyengiil és ettdl a sejtek elpusztulnak. A nyugvo, nem névekvo, nem szapo-
rodé sejtek tulélhetik a penicillines kezelést, mert novekedés hidnydban nem torténik transz-
peptidacid, amit gitolna a penicillin jelenléte és ekkor az autolizinek sem miikodnek. A tdlélod
sejtek az antibiotikumos kezelést kovetden djabb fertdzést okozhatnak.

10.2.1.8. Félszintetikus penicillinek
A természetes penicillinek forradalmasitottdk a fert6zd betegségek és sebfertdzések ke-
zelését, de az orvosi alkalmazas sordn akadt néhany hatranyos tulajdonsdguk. A G-penicillin
szajon at nem adhatd, csak injekcidban, mert a gyomorsavban elbomlik. A hatdsspektrum a

Natural penicillins
——C N Penicillin G
l l (Gram-positive cocci)
O—CH,— C N Penicillin V
(acid resistant)

193. dbra Fermentdcioval elddllitott penicillinek

patogén mikrobdk széles koréhez képest sziik, csak a Gram-pozitiv kérokozdkra terjed ki. A
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penicillin terjedésével egyiitt megkezdddott a rezisztencia terjedése is. Egyre tobb torzsben je-
lent meg a béta-laktamdz enzim. Emellett emelkedd szdmban jelent meg a penicillin érzékeny-
ség, az allergia. Az elsé években ennek oka a prepardtumok nem megfeleld tisztasaga volt, de
ma madr a tiszta penicillinre is kialakulhat immunreakci6 (haptén hatés).

A felsorolt nehézségek lekiizdésére a penicillin molekula szerkezetét sokféleképpen mo-
dositottdk. A 6-APA alapvazat éltaldban véltozatlanul hagytak, viszont az oldallancot sokféle
szerves savval helyettesitették. Az alapvaz szintetikus eldallitdsa nem gazdasiagos, azt minden-
képpen fermentacios uton allitjak eld. A penicillin szarmazékok eldallitdsa a fermentalt G-pe-
nicillin oldalldncanak lecserélésével torténik. Ipari méretekben tilnyomoérészt G-penicillint fer-
mentélnak, kisebb mennyiségben termelnek V-penicillint és 6-APA-t is.

Az oldallanc lecserélése szerves kémiai mdodszerekkel is lehetséges, azonban az dtalaki-
tashoz igen alacsony hdmérséklet (-40 °C) sziikséges, illetve szigortan vizmentes koriilménye-
ket kell fenntartani (absz. butanol), igy ez a szintetikus kémiai eljaras nem lehetett versenyképes
az enzimes technoldgidval.

Az oldallanc a félszintetikus penicillin tulajdonsagait erésen befolyasolja. Elektronszivé
csoportokkal a savamid kotést védeni lehet, ezdltal a molekula savallobb, mint az eredeti G-
penicillin. Sztérikus véddcsoportokkal a penicillindz rezisztencia novelhetd. A hatdsspektrum
valtoztathato (kiszélesithetd) szubsztitudlt fenil-ecetsav (-NH», -COOH, észter csoportok) be-
épitésével.

Félszintetikus penicillinek: ampicillin (széles spektrumd, savtiird), amoxicillin (szélesebb
spektrumu), carbenicillin (szélesebb spektrumi). A nevekben az am- el6tag az rakotott csopor-
ton taldlhat6é amino-, a carben- a karbonsav csoportra utal.

O
g E_H -5 Ampicillin
I J_IJ (broad spectrum,
Lk O acid resistant)
O
'E’: g_ﬂ S~ Carbenicillin
| JJJ (broad spectrum)
COOMNa o
I I H g A —
HO -G C—N moxicillin
H j;lg (broad spectrum)
0

194. dbra Félszintetikus penicillinek

A félszintetikus penicillinek eldéllitasa kétlépéses folyamat:

1. Hidrolizis, a molekula két részét 6sszetarté savamid kotés szelektiv bontasa.
G penicillin — 6-amino-penicilldnsav (6-APA) + fenil-ecetsav

2. N-acilezés, az 1j oldallanc rdkotése

Karbonsav(szarmazék) + 6-APA — félszintetikus penicillin
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Az acilezés karbonsav helyett legtobbszor karbonsav-szarmazékkal (pl. észterrel) torté-
nik, mert a savcsoport disszocidcidja akaddlyozza a reakciét. Acil-donorként pl. fenil-glicin-
metilésztert, illetve p-OH-fenil-glicin-észtert alkalmazva, 1étrejon a savamid kotés a 6-APA-
val. Ez a reakci6 az enzim ,.eredeti funkci6janak” technolégiai megforditasa. Igy a két ellentétes
irdnyu reakci6 katalizalhat6 ugyanazzal az enzimmel, célszeriien eltérd koriilmények kozott. Ez
az enzim a penicillin-acildz/penicillin-amido-hidroldz — mindkét név helyes, attdl fiiggden,
hogy a reakci6 melyik irdnyat tekintjiik.

Mivel a hidrolizisnél gyenge sav szabadul fel, ezért a pH-t szabalyozni kell. A pH=8 ér-
téken az enzim a bontds irdnyaba katalizal, mig a pH=4 értéknél a szintézis irdnydba tolja el az
egyensulyt ugyanaz az enzim. A termelt 6-APA oldatban még a penicillinnél is érzékenyebb
(reagél a levegd széndioxidjaval is, valamint hajlamos a polimerizaciéra), ezért érdemes kikris-
talyositani, vagy gyorsan lehiiteni, hogy stabil maradjon.

Szamos torzs termel ilyen aktivitdsu enzimet, ezek két f6 csoportba sorolhatok:

Az 1. tipus penész eredetii (pedig a penészekre nem is hat a penicillin), jellemz6 pH op-
timuma pH ~10, az optimdlis hdmérséklet t ~50 °C. Inkédbb a stabilabb V-penicillinre alkal-
mazhatd, mint a G-re.

A 1I. tipust baktériumok termelik, jellemzo6i: pHopt ~8, topt ~40 °C. Szamos torzs termeli,
de ipari célokra foleg E. coli mutansokat és manipulalt torzseket haszndlnak. Az enzim képzd-
dése fenil-ecetsav adagolassal indukélhatd, ettdl az enzim aktivitds kb. 6tszorosére nd. A meg-
termelt enzimet kétféle formaban is fel lehet hasznélni. Alkalmazhaté nyugvdésejtes tenyészet
formdjédban, illetve tisztitott, rogzitett enzimként.

A sejttomeg felhaszndldsanal a biomasszat kimossdk €s szakaszos tizemben pH=8; t= 37
°C mellett hozzdk Ossze a penicillinnel. A keletkezd 6-APA-t a penicillinnel analég médon
savazdssal extrahdljak (az oldészer pl. MIBUK = metil-izobutil-keton).

Immobilizélt enzimpreparatum készitésénél a sejteket centrifugaldssal vélasztjék el a fer-
mentlétdl, egy kisebb térfogati puffer oldatban felszuszpendaljak, majd nagynyomasi homoge-
nizdtorral feltarjak. Ezt kétlépéses kisdzas koveti: eldszor a sejttormelékeket és a nukleinsava-
kat csapjdk ki, majd az enzimet. Az Gjraoldott enzimet tovabb tisztitjdk, majd a tisztitott fehérjét
polimer golyokra immobilizaljak (ma féleg az tin. Eupergit polimerre rogzitik). Ezeket az im-
mobilizalt enzimrészecskéket kereskedelmi forgalomban meg lehet vasarolni, és eléggé stabi-
lisak az ipari felhasznédldshoz, felezési idejiik tobb hénapos.

Magara az enzimes atalakitds technoldgidjara tobb alternativa is létezik a reakcio eléggé
kiilonleges viselkedése miatt. A dezacilezési reakci6 kinetikai viselkedése ugyanis erds termék-
és szubsztrdt-inhibiciot mutat, azaz mind a 6-APA, mind a penicillin-G inhibitorai a reakcionak.
Részletes szamitasok azt mutattdk, hogy toltott oszlop haszndlata lenne az optimadlis ebben az
esetben. Amint azonban a reakci6 eldrehalad, a pH csokken, hiszen savas karakter(i karboxilsav
(fenil-ecetsav) az egyik bomlastermék. A pH-csokkenés viszont egyrészt a 6-APA termék bom-
lasdhoz vezet, masrészt ellentétes irdnyba forditja a reakciot, ezért pH-szabalyozést kell meg-
valésitani. A pH-szabdlyozds azonban toltott oszlopban nem lehetséges a keveredés hidnya mi-
att.

Ezért a Toyo Ozo (japan cég) klasszikus eljardsa soran recirkulaciés technikat hasznal-
nak. A rogzitett enzimmel toltott, pirhuzamosan kotott oszlopokon (18 darab) folyamatosan
aramlik a penicillin oldat. Az oszlopokrdl lejovo egyesitett térfogatdram egy kevert tartalyre-
aktorba kertil, ahol a pH-t visszadllitjdk, és az oldatot visszaviszik az oszlopokra. A cirkulaciét
3 6ran keresztiil folytatjak, ezalatt 86%-os konverzidt érnek el.

Egy maésik eljaras sorédn a tartidlyreaktor—oszlopreaktor kozti ellentmondést gy oldottak
fel, hogy négy tagbdl allé kaszkad reaktort épitettek. Igy megoldhatd, hogy a keveredés is j6
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legyen és a plug-flow iizemmédot is megkozelitsék. Igy tobb mint 95%-os Penicillin-G kon-
verzi6t sikeriil elérni.

Mindkét eljaras esetében a reaktorokbdl tdvozé reakcidelegybdl a pH izoelektromos pont-
ra (pH=4,3) 4llitasaval kicsapjdk a 6-APA-t, majd sziirés €s mosés utin szaritjak.

10.2.2. Cefalosporinok

A cefalosporinok szerkezete hasonlit a penicillinek szerkezetéhez. A B-laktdm gytirtivel
kondenzalt mésik gylrii itt nem Ottagu tiazolidin, hanem egy taggal nagyobb dihidrotiazin gyii-
rii. A vaz alapja a 7-amino-cefémsav, angol roviditéssel 7-ACA.

Az R oldallanc mellett egy masik, X-el jelolt szubsztiticids lehetdség is talalhato a hat-
tagu gytriin. Ez alapesetben metil csoport, de legtobbszor acetilezett formaban van. A fermen-
talt alapvegyiilet a Cefalosporin C (roviden: Cef-C), amelyben R= a-amino-adipinsav, az X
pedig -CH»-O-CO-CHs.

7-amino-cefémsav
H

R ‘N S
W\
o /j/ :

COOH
7-amino-cefalosporansav

195. dbra A cefalosporin molekula szerkezete

A cefalosporin fermentacios gyartasaval parhuzamosan felismerték, hogy a vegyiilet el6-
allithato penicillin-V-bdl kémiai tton is, sOt ez az eljaras ipari 1éptékben is rentabilis. A cefém
vaz a viszonylag olcsé V-penicillinbdl harom 1€pésben kialakithatd. A vildgszerte megtermelt
penicillin-V tilnyomo részét erre a célra hasznaljak fel. Ha mar megvan a hattagu gyUlrQs véz,
sor keriilhet a két szubsztituens rdkapcsoldsara.

A bioldgiai uton keletkezd cefalosporint Brotzu észlete eloszor 1945-ben egy korzikai
szennyviz csatornabdl izoldlt tenyészet sziirletében. A torzs kiillonb6zo antibiotikumok keveré-
két allitotta eld, koztiik a Cefalosporin C-t, penicillin N-t és Cefalosporin P;-Ps-6t. Emiatt a
Cef-C azonositdsdra csak 1953-ban keriilt sor. A faj neve eredetileg Cephalosporium acremo-
nium volt, késObb pontositottak a rendszertani helyét és Acremonium chrysogenum néven so-
roltak be.

Bioszintézis

A penicillin és cefalosporin bioszintézisének elso 1épései azonosak. A harom aminosav-
bél (L-a-aminoadipinsav, L-cisztein és L-valin) ugyanigy képzddik a tripeptid, €s az elsé gyl-
rizérodasok is azonos modon mennek végbe. Az eldgazas az izopenicillin-N utan kovetkezik,
a ring-expanddz (REX) enzim hattagiva alakitja a tiazolidin gyuriit. A folyamat végén az a-
amino-adipinsav rajta marad a molekuldn, nem cserélddik le, nem keriil vissza templatként a
bioszintézis elejére.
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10.2.2.1. Cefalosporin fermentdcio

Az eredeti ,,Brotzu torzs” antibiotikum termelését a penicillinnel anal6g médon mutécids
torzsfejlesztéssel javitottdk fel. A termelOképesség a bioszintézis 1t €s a regulacid jobb megis-
merésével tovabb novelheto.

A tapoldat 6sszetételének kialakitasa, illetve idObeli valtoztatdsa is hasonl6 elvek szerint
torténik, mint a penicillinnél, illetve a tobbi masodlagos anyagcsereterméknél.

A szénforrds kivalasztasandl is ugyanazok a szempontok. A C-limitacio elérésére vagy
nehezen bonthat6 vegyiileteket (ndvényi olaj, keményitd) adnak, vagy konnyen asszimilalhato
cukrokat adagolnak olyan iitemben, hogy a koncentracié a limitdlé tartomanyban maradjon.

A lakt6éz ebben az esetben j6l hasznosul6 cukornak mindsiil, mert a térzs indukélhatéan
képes laktazt termelni.

A tépoldatban 1év6 foszfat és ammonia is elnyomhatja az antibiotikum termelést. Ezért a
szaporoddsi szakaszban alkalmazott boséges tdpanyagelldtds utdn a termelési fazisban a nitro-
gén- és foszforszintet alacsonyan kell tartani. Nitrogénforrasként a kukorica-lekvar mellett his-
lisztet, szdjalisztet lehet adni.

A foszfat- €s amino-nitrogén szintet célszerli slirlin vagy on-line médon mérni, és ennek
alapjan adagolni. A foloslegben 1év0 ionokat egy kémiai triikkel is megkothetjiik. MgO hozza-
addsaval rosszul old6dé (0,023 g/100 ml) Mg(NH4)PO4 csapadék képzddik, melybdl a foszfat
és ammonia csak a fogyasztds iitemében szabadul fel.

Feltlinden nagy az eljaras oxigén igénye, elsdsorban az alternativ oxid4cié mitkodtetése
miatt. Nem kielégitd oxigénellatottsag esetén eldszor a képzddo termékek aranya eltolodik a
dezacetil-cefalosporin C irdnydba. Tartds oxigénhidny esetén ledll az antibiotikum képzddés.
Az oxigén ellatds visszadlldsa utdn csak néhany 6ranyi aktiv novekedés sziikséges az enzim-
rendszer kifejlodéséhez.

A cefalosporin fermentacios dton torténd eldallitdsa a prekurzorokat tekintve értelemsze-
riien eltér a benzil-penicillin gyartastol. A tripeptid kialakitdsdhoz harom prekurzor molekula
sziikséges, az a-amino-adipinsav a cisztein €s a valin.

Alfa-amino-adipdtot adva titer novekedés tapasztalhato, tehét beépiil a molekuldba — ez

azonban tul koltséges, ezért inkabb lizint adagolnak, melynek eredményeként 30%-os titer
novekedés tapasztalhatd. Az a-AAA helyett szerves aminokat is lehet adagolni, példaul kadave-
rint, 1,3-diamino-propént, vagy dimetil-formamidot.
Kén prekurzorok: Ggy taléltdk, hogy a cisztein gyorsan beépiil, azonban a sejtek lizisét okozza,
ezért kénforrasként inkabb tioszulfatot adagoltak, amely 40%-os novekedést idézett eld. A sejt-
novekedés igy azonban lelassult, ezért tioszulfat rezisztens mutansokat izolaltak. E16nyos ha-
tasu a taptalajhoz adott kis mennyiségli metionin is.

A tenyészetben a fétermékként képzddd Cef-C antibiotikumon kiviil ennek dezacetil és
dezacetoxi szdrmazéka is megjelenik, sot kis mennyiségben a vegyiilet 7-metoxi szarmazéka-
nak képzodését is kimutattak.

Downstream: A cefalosporin-C kémiai szerkezetébdl kovetkezden a fermentlébdl valod
kinyerés modszere is eltér a penicillinnél megismert eljarastol. Szerves olddszeres extrakcid
helyett ioncseréld gyantdn kotik meg. A szokdsos ioncseréld gyantdk helyett a kdrnyezetbarat,
erre a célra kifejlesztett makropdrusos adszorpcids gyantdk haszndlata terjed el.

Félszintetikus cefalosporinok: A cefalosporinok gyujténéven 6sszefoglalt antibiotikumok (ter-

mészetes és félszintetikus szarmazékok) mindegyike a Cefalosporin C-bdl vezethetd le. A C.
acremonium-mal végzett fermentacié sordan Cefalosporin C-t éllitanak eld, melybdl oldallanc
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196. dbra Cefalosporin prekurzorok

cserével/szubsztiticidval kiillonbozd szarmazékokat képeznek. A cefalosporinok nagyobb sta-
bilitdsa miatt az, amid kotés hidrolizise és 1étrehozédsa kémiai dton is megvaldsithato.

A 7-amino-cefalosporansavbol a C-7-es €s a C-3-as szénatomokon megvaldsithato acile-
zések révén a félszintetikus cefalosporinok széles vélasztéka allithat6 eld, melyek a gyogya-
szatban fontos szerepet toltenek be. Stabilitdsuk jobb, mint a penicillineké, hatasspektrumuk
sz€lesebb (az Ampicillinéhez hasonld). Szamos B-laktamédz enzimmel szemben ellenalléak, igy
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sok penicillin-rezisztens torzs ellen is hatékonyak. El6fordulnak ugyanakkor olyan cefalospo-
rin-laktamdzok, amelyek viszont a penicillineket nem tudjak bontani. Penicillinre allergias be-
tegek esetében is alkalmazhatéak.
A kiilonboz0 rezisztens kérokozok elleni hatékonysdg szerint az eddig engedélyeztetett
kb. 60 cefalosporin szdrmazékot generacidkba soroljik. Jelenleg az 6todik generdciondl tart a
fejlesztés.
10.2.3. Tovabbi -laktam vazas antibiotikumok

Az 1970-es évek 6ta 1j B-laktdm gylirlis antibiotikumokat fedeztek fel, elsésorban kétféle
technikdval: (1) B-laktdm antibiotikumokra igen érzékenyen reagalo (hiperszenzitiv) teszt mik-
roorganizmusokat alkalmaztak; (2) B-laktamdz inhibitor vegyiileteket kerestek. A felfedezett 3-
laktam gytris vegyiiletek felépitése a hatashoz sziikséges négytagi gytrti mellett valtozatos
heterociklikus szerkezeteket tartalmaz. A monobaktdmok esetében pedig ez a szerkezeti rész
teljesen hidnyzik. Az 4j B-laktdmok és szarmazékaik széles spektrumu antibiotikumként és
/vagy B-laktamdz enzim inhibitorként hasznalhatok fel.

Kiilonleges a klavulansav felhaszndldsa. Ennek a molekuldnak nincs antibiotikus aktivi-
tdsa, viszont szubsztrat anal6gként bekotddik a B-laktamazok kotohelyére, és szerkezet analog
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R =C~N- Fo, ot —
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197. dbra Béta-laktdam vdzas metabolitok

kompetitiv inhibitorként géitolja a penicillinbonté enzimeket. A terdpidban penicillinekkel
egyiitt adjak, ezzel a rezisztens korokozok védettségét csokkentik, amitdl hatékonyabb lesz a
kezelés (Augmentin = amoxicillin + klavuldnsav).
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11. CITOSZTATIKUMOK

11.1. Mikrobialis citosztatikumok
11.2. Névényi citosztatikumok
11.3. Epotilonok
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12. NOVENYI SEJTTENYESZETEK

A bioldgiai iparban a kiilonféle mikroorganizmusok nagy 1é€ptékii alkalmazésa széles kor-
ben elterjedt a legkiilonbozdbb célokra. Kevésbé ismert és alkalmazott, de nagy lehetdségekkel
kecsegtetd teriilet a novényi sejtek €s szovetek in vitro tenyésztése.

A ndvényi szovettenyésztés céljai tulnyudlnak az ipari termelés szempontjain:

» Bioldgiai, biokémiai kutatas — sok folyamatot egyszertibben és hatékonyabban lehet tanul-
manyozni a teljes novény helyett izolalt szoveti €s sejttenyészetekben.

» Unikadlis biokémiai utak lehetdsége — a novények biokémidja egészen mas evolicids utat jart
be, mint akdr a mikroorganizmusoké, akar az 4llati sejteké. Nagyon sok olyan j enzimet,
illetve termék molekulat taldlhatunk, amely egyedi az élovilagban.

» Vegetativ mikroszaporitds — a mezdgazdasagban korldtot jelent a vegetativ szaporitasu kul-
tirnovényeknél (pl. burgonya, sz616) az, hogy egy kedvezo tulajdonsagui egyednek csak kor-
latozott szdmu utdda lehet. Laboratériumban ezerszdmra oszthatok a klonok, igy szapori-
téanyagot biztositanak a nagyilizemi termeléshez is.

» Szekunder metabolitok elééllitdsa — a novények szamos faja termel olyan szekunder meta-
bolitokat, amelyeket az emberiség kiillonboz6 célokra felhaszndl: tartoznak ide illat- €s szin-
anyagok, gyodgyhatdsu anyagok egyardant. A novényi eredetli gydgyszerhatéanyagok
mennyisége az 0sszes, ma ismert és alkalmazott gyogyhatasu vegyiiletek kozott igen nagy-
ardnyu. Koziiliikk sok nem, vagy csak részben éllithat6 eld szintetikusan, de akad olyan eset
is, amelyben a mesterséges eldallitds modja ugyan ismert, de nem gazdasidgos. Mds esetek-
ben ezeket a vegyiileteket veszélyeztetett, €s/vagy lassan novekvd novényfajok termelik. A
felsorolt problémékra megoldast jelenthet az in vitro novényi sejt- s szovettenyésztés.

» GM novények elddllitdsa — a novényi génmanipulacié jellemzden sejtszinten torténik, ki-
haszndlva a totipotenciat, a névényeknek azt a tulajdonsagét, hogy egyetlen sejtbdl megfe-
leld laboratériumi technikdval regeneralhato a teljes novény.

Az in vitro novényi sejt- és szovettenyésztésnek szdmos eldnye van, hiszen a tenyésztési,
illetve fermentéacioés koriilmények kontrolldltak, reprodukalhatéak, fiiggetlenek a természetben
altalunk nem befolydsolhaté valtozoktdl, mint példaul az id6jards, az évszakok véltakozésa, a
talajviszonyok. A steril koriilmények kozott torténd szaporitds altal a betegségek megjelenése
is kikiiszobolhetd, a kartevok, konkurensek tavol tarthatok. Nem sziikséges novényvédo szerek
alkalmazasa sem. Adott kultirdk a megfelelden optimalizalt koriilmények kozott igen nagy
termelékenységet €s novekedést mutathatnak. Optimalizalni tudunk gyorsan ndvekedd, sok ha-
téanyagot akkumuldlé sejtvonal kivéalasztasaval, az alkalmazott tiptalaj 6sszetételének modo-
sitasdval, a megvilagitas idejének és intenzitdsdnak vdltoztatasdval, €s szamos mds paraméter
segitségével.

A szdmos eldny mellett azonban lekiizdendd nehézségek is akadnak: a gazdasagos ter-
melés megolddsa minden 1j technoldgia, 4j novény, dj hatéanyag esetén felmeriilé probléma.
A termelt hat6anyagnak egyes esetekben lehet fitotoxikus hatdsa (pl. podophyllotoxin), és
egyes esetekben a termék kinyerése is jelenthet problémat: ha a kérdéses vegyiiletet a tapko-
zegbe bocsatjdk ki a sejtek, ez egyszerlibb, de ha sejten beliil raktarozza (pl. vaku6lumban),
bonyolultabb. Szintén problémat jelenthet a novényi sejt- €s szovettenyészetek genetikai insta-
bilitdsa. A problémadk egy részének kikiiszobolésében sokat segithet a bioszintetikus utvonalak
megismerése €s megértése, ezek feltérképezésével szamos kutatds foglalkozik.
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12.1. Torténeti attekintés

Minden sejttenyésztés elozményeként meg kell emliteniink Schleiden és Schwann mun-
kassagat, 6k mondtak ki (1838), hogy minden él61ény sejtekbdl all, s €16 sejt csak €16 sejtbdl
keletkezhet.

Az in vitro novényi sejttenyésztéssel elsoként Haberlandt (1854—1945) prébélkozott,
eredményeit 1902-ben publikdlta. A kisérlet mai szemmel nézve sikertelen volt, a sejtek nem
voltak képesek a mesterséges kornyezetben szaporodni. Az osztrdk botanikus nem tudta, hogy
az intakt novénybdl vett szovetdaraboknak milyen specidlis tipanyag- €s hormonadlis kdrnyezeti
igényeik vannak, ezért mindossze szervetlen sokat tartalmazé taptalajon probélta azokat te-
nyészteni. Ezen kiviil in vitro koriilmények kozott mdig nehezen tarthaté fajokat vélasztott
kisérletéhez, s ezek er6sen differencidlddott sejtjeit hasznélta fel, melyek eleve kevésbé hajla-
mosak osztdddsra.

Philip White jelentOs attorést ért el a teriileten az 1930-as években: élesztokivonatot, sza-
chardzt, €s szervetlen sdkat tartalmazoé folyékony tapkozegében sikeriilt paradicsom hajtascsu-
csabdl kultdrat inditania. A kisérlet tobb mint egy éves idOtartama alatt a tenyészetek noveke-
dési sebessége nem csokkent. Eredményei 1939-es publikaldsat kovetden hat héten beliil Gau-
theret és Nobécourt francia kutatdk hasonl6 pozitiv eredményeket jelentettek meg.

Tulecke és Nickell 1959-es publikicidja az elsd, novényi sejtek nagy 1éptékii szaporitdsdval
kapcsolatban megjelent irds. Harom évtizeddel késébb mar kifejezetten novényi sejtek szaméra
fejlesztett, akar 75 kobméteres bioreaktorokban folyt a termelés.

Az els6 novényi sejtfermentacids technoldgidval elddllitott terméket a japan Mitsui Petro-
chemical Industries hozta kereskedelmi forgalomba. A Lithospermum erythrorhizon éltal ter-
melt sikonin nevii vegyiiletet Japanban sériilések kezelésére, illetve hagyomanyos selyemfes-
tékként haszndljak. A japan kozmetikai ipar 1984 6ta alkalmazza a Lithospermum sejtek éltal
in vitro termelt sikonint ajakrizsok szinezésére. Becslések szerint a sikonin termelés esetében
az in vitro megoldds koriilbeliil 800-szor hatékonyabb, mint a vegyiilet szabad f6ldon termesz-
tett novényekbdl vald kinyerése.

Ma a technoldgia egyik legsikeresebb alkalmazasa kétségteleniil a paclitaxel (taxol)
gyartasa. A vegyiilet meglehetdsen draga gyogyszer, melyet hatékonyan alkalmaznak bizonyos
réktipusok kezelésében. Eredetileg tiszafafélék kérgébdl vontdk ki. A kémiai szintézis nem
gazdasdgos, a leghatékonyabb eldallitasi mdédszer a novényi sejtek (Taxus fajok) tenyésztése.

12.2. A névényi tenyészetek fajtai

12.2.1. Explantatum

Novényi szovettenyészet inditdsdhoz eldszor is sziikkség van explantdtumra. Ezek az in-
takt novénybdl szarmazoé sejtcsomok, illetve szovetdarabok, melybdl az in vitro tenyészet meg-
feleld koriilmények kozott 1étrejohet. Az explantdtum szdrmazhat a ndvény barmely részébdl,
beleértve a hajtdsokat, leveleket, szdrat, virdgot, gyokereket, differencidlédott és differen-
cidlatlan sejteket is, amelyek osztdddsra képesek. A novényi részek kivdgasat szigordan steril
koriilmények kozott kell végrehajtani. A kivagott novény darabot steril taptalaj feliiletére, vagy
steril tdpoldatba helyezik. Az életben tartés feltétele, hogy a sejtek szdmara minél pontosabban
reprodukaljdk az eredeti, a novényben 1év6 kornyezetet, a kémiai és fizikai paramétereket.
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199. dbra Explantdtumok polaritdsa

Sok novényi explantatum polaritast mutat. Ez azt jelenti, hogy az adott szerv novekedési
irdnya meghatarozott. Azaz a ndvénydarab ,.,emlékszik™ arra, hogy melyik vége (p6lusa) dllt a
csdcs (novekedd vég) felé és melyik a bazis (rogzitd rész) felé. Az eldbbi irdnyban fejleszt
hajtast, az utébbi irdnyba pedig gyokérkezdeményeket. Meg- —
jegyzendd, hogy a polaritds irdnya a talajszintnél megfordul. A ¢ ko at
talaj feletti részeknél a felsd vég a hajtds oldal, a fold alatt vi- -
szont az als6, a gyokércsucs felé all6 vég indul novekedésnek.

12.2.2. Merisztéma

Al lary
Az explantdtum egyedi esete, a novénybdl specidlis, osz- meristem

t6do, még differencidlatlan sejteket tartalmazo szovetet vagnak
ki. Ezek az aktivan novekedd hajtas- és gyokércsucsok belsejé- ——
ben taldlhat6ak, de inaktiv dllapotban 1év0 a riigyekbdl és alvo-
riigyekbdl is izoldlhatok. Ezek a sejtek hasonléak az éllati szer-
vezetek Ossejtjeihez, az osztédds utdn még nem mentek &t

szoveti differencidlédason, de erre sok irdnyban is képesek. e

mefrstem

Merisztémdbol viszonylag konnyen regenerdlhaté az
egész novény. Igy kiilonosen alkalmasak vegetativ mikroszapo-
ritdsra. 200. dbra Merisztémdk

elhelyezkedése

246



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia NOVENYI SEJTTENYESZETEK

yaung leaf G— e S root hair

protoderm

shoiot apical
meristern

central
rmother cells

otaderm

greund reristern iy s primary

procarbiurm

node
axillary bud
prirmordiumm
P b of

subtending leaf

pith

201. dbra Merisztéma szovetek elhelyezkedése a ndvekvé csiicsokban
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202. dbra Merisztémdk tdroldsa mélyfagyasztdassal

Merisztéma éllapotban a novényi sejtkultirdk mélyhiitve j6l tarolhatok, alkalmasak
sejtbankok kialakitdsdra. A tdrolds elokészitését még a kioperdldas eldtt meg kell kezdeni.
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Célszeri a novényt harom napig +4 fokon tartani, igy novelhetd a tilélés valdszinlisége. A
kioperélds utdn a sejteket védokozegbe helyezik. Az oldat a tdpanyagokon (szachardz, dsvanyi
sok) kiviil ozmolitikumokat (glicerin, mannit, szorbit) és krioprotektiv anyagokat (dimetil-
szulfoxid) tartalmaz. A tdrolds homérséklete -196 °C (cseppfolyds nitrogénben). Fagyasztds
sebessége a novénytdl fiigg. A ,,fokozatos” hiitésnél elobb 1 “C/perc sebességgel lehitik -35
°C-ig, majd 30 perc tartds utan teszik a folyékony nitrogénbe. A , direkt” fagyasztiasnal azonnal
belemartjak a cseppfolyds nitrogénbe. Ezen a hdmérsékleten a tenyészet évekig eltarthats. A
felhasznalashoz a kultdrat tartalmazd csovet 40 fokos vizfiirdoben razatva felolvasztjak, a
folyadékot lecserélik, ezéltal eltdvolitjadk a DMSO-t, majd a tenyészetet taptalajra helyezik.

12.2.3. Kallusz tenyészet

A kallusz differencidlatlan, illetve kiilonb6z6 mértékben differencidlddott sejtek amorf,
burjanzo csoportja. A kalluszon beliil a sejtek genetikailag meglehetdsen instabilak, a mutaciok
sokkal gyakoribbak, mint intakt novény esetében. Megfelel6 koriilmények kozott megindulhat
a sejtek differencidlodasa — erre egyes kalluszok hajlamosabbak, mig masok kevésbé - melynek
egyes esetekben fontos szerepe lehet a kultira szekunder metabolit termelésében.

#
Egy hdénapon belul kal-
lusz tenyészet fejlédik ki
az explantatumbél. Auxin
(2,4-D) jelenlétébfen.

A kallusz tenyészet 4-6
hetenkénti Jatoltassal”
(szétvagas, friss agarra
helyezés) fenntarthato.
~10 fokon tartva a néve-
kedés lelassithaté.

203. dbra Kallusz tenyészetek fenntartdsa

A kalluszok legtobb esetben alkalmasak a teljes novény regenerdldsara is.

Attol fiiggbden, hogy adott kallusz milyen novényi szervvé valé differencidléddsra mutat
nagyobb hajlandésagot, illetve mely szerv irdnyaba indult meg a differencidlédés, megkiilon-
boztetiink kiillonbozd kallusztipusokat, igy a rooty (gyokér jellegii), shooty (hajtas jellegii),
embryonic (embri6 jellegii) illetve semleges kalluszokat.

A kallusz kultirdk allaga lehet tomor vagy torékeny, morzsalédo is. Az elsd kalluszokbdl
atoltaskor a szdmunkra kivanatos tulajdonsdgu darabokat kivdlasztva befolyasolhat6 a tenyé-
szet késObbi konzisztencidja. Jellemzden a torékenyebb, lazabb szerkezetli kalluszok idedlisak
szuszpenzids tenyészetek inditdsara, mivel ezek sejtjei konnyebben elvdlnak, azokat kevesebb
stressznek kitéve hozhat6 létre beldliik a lehetdleg egyenletes slirtiségli szuszpenzid.

Sziniik kiilonb6zd lehet, zold (klorofill tartalom esetén, fotoszintézisre képes kultirak),
fehér (fotoszintézisre nem képes kalluszok), vagy egyéb szin (pigmentek, mint szekunder meta-
bolitok termelése esetén).
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Kalluszok 1étrejohetnek természetes koriilmények kozott, fertdzések hatdsara, fizikai sé-
riilés eredményeképp a gydgyulasi folyamat részeként, vagy in vitro kdzvetleniil indukalhatok
a kivalasztott novény kiilonb6z6 szomatikus sejtjeibol auxinok és citokininek megfeleld egyen-
sulydnak alkalmazdsdval, 4&m mindenképp osztddasra képes, de legaldbbis osztdddsra képes
allapotba hozhat6 sejtek sziikségesek az indukci6hoz. Az ardnyok eltoldsa az auxinok irdnyédba
hajtasszovetek, mig a citokininek ardnydnak novelése a gyokérszovetek kialakuldséit ered-
ményezi.

Kalluszok in vitro indukalédsara és fenn- -~
tartasara az idedlis a szilard taptalaj. A kallusz 2 g
indukciéhoz alkalmazott idedlis taptalaj-Ossze- 5 *.; i
tétel, és a legmegtelelobb kiindulasi szovettipus ' .
az egyes novényfajoknal mas és mas. Ugyan- g [ ) % . wﬁ]&
akkor elmondhatd, hogy legtobb esetben a leg- o _’j

jobb eredménnyel jar6 megoldds szomatikus
embrid, vagy a novény levelének felhasznélésa.

A tenyészetek fenntartdsdhoz sziikséges
az 1dordl idore torténd atoltds, mely céltdl és
novényfajtol fiiggden altalaban 2-6 hetes perio-
dusokat jelent. A novényi sejttenyészetek altal
adott novekedési gorbék altalaban igen ha-
sonldak a mikroorganizmusokéhoz - ugyanigy
megfigyelheto a lag fazis, a gyorsulé novekedés
szakasza, az exponencidlis novekedés szakasza, 204. dbra Tobb hetes kallusz tenyészetek
a hanyatl6 és a pusztuldsi fazis -, azonban sza-
porodasuk sokkal lassabb azoknal.

Az atoltas mindig steril koriilmények kozott kell, hogy torténjen, mivel a ndvényi szovet-
tenyésztéshez hasznalt taptalajok a legtobb mikroorganizmus szaporodasahoz is ideélis koriil-
ményeket biztositanak. Befert6z0dott kultura a tovabbiakban nem hasznélhato fel. A tenyésze-
tek taroldsdahoz is sziikségesek a steril, jol ellendrizhetd, dlland6 koriilmények, legjobb a l1ég-
kondicionalt helyiség. Megvildgitas nem minden esetben sziikséges, ez a kallusz tipusatol és a
kisérlet céljatol fligg.

A kallusz genetikailag médositasaval az anyandvény tulajdonsagai megvéltoztathatok. A
genetikai modositas két alapvetd eszkoze a génpuskdval torténd génbelovés, illetve az Agro-
bacterium tumefaciens fertdzése révén annak TI-plazmidja segitségével torténd génbevitel.
Agrobacterium rhizogenes plazmidja pedig alkalmas hairy root kultirdk indikaldsara is.

12.2.4. Hajszalgybkér (hairy root) kultiurak

A hajszalgyokér kulturdt az Agrobacterium rhizogenes fert6zés hozza 1étre. A torzs RI
(root-inducing) plazmidja beépit néhany gént a novény genomjiba. Ez nem pusztitja el a no-
vényt azonnal, hanem a mikodését tobb ponton megvéltoztatja. Egyrészt differencidlodast
okoz: hajszalgyokér jellegli, de rendezetlen sejtek halmaza jon létre, ezek gyakorlatilag
rakosnak tekinthetd sejtek. A természetben az észlelhetd, hogy a fert6zott novény ,.ki-
szOrosodik” (Hairy Root Disease). Mas részrél megvéltozik a sejtek anyagcseréje, megindul az
opinok (aminosav szdrmazékok) bioszintézise, amelyeket a hordozé Agrobacterium hasznal fel
tdpanyagként.
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206. dbra Hajszdlgyokér tenyészet
205. dbra Hajszdlgyokér tenyészet sargarépdbol laboratériumi fermentorban

A mechanizmus analdg az Agrobacterium tumefaciens fertdzéssel. Ez utobbi a TI (tumor
indukdld) plazmidjdval visz be egy DNS szakaszt (tDNS) a fert6zott sejt kromoszomadlis
genomjdba, meginditja az opin szintézist és tumor form4ju sejtburjdnzést okoz.

A hajszdlgyokér tenyészet gyorsan novekszik és nagy a termelékenysége. Elonye még,
hogy nincs sziikség fitohormonok adagolaséra, a tiptalaj egyszerli szervetlen s6kbdl all. Hét-
rdny ugyanakkor, hogy makroszkopikus szdlas szerkezete miatt sem kevert, sem air lift fermen-
torokban nem tenyészthetd. Emiatt a tenyésztés léptékndvelése igen nehézkes. Nagyobb
1éptékili alkalmazdsrél nem tesznek emlitést, de a benne rejld potencidl igen nagy.

12.2.5. Szuszpenzios tenyészet

A szuszpenzids kultdrak hasonlitanak legjobban a mikrobédkkal végrehajtott fermentaci-
6khoz. Mégis van kiilonbség, a ndvényi sejtek rendszerint nem kiilonalléan névekednek, hanem
sejtcsomokat alkotnak (akar 50-100 sejt egyiitt). E sejtek differencidlatlanok, legtobb tulajdon-
sdgukban igen hasonldak a kallusz kultdrdk sejtjeihez. E14llitasuk is legkonnyebben kalluszbol
torténik. A sejtszuszpenzid létrehozdasahoz célszerl torékeny, konnyen széteso kalluszokat ki-
vdlasztani. A szovetet sejtfalbonté enzimkoktéllal kezelik, ez fellazitja a sejtfal anyagét és ezzel
szétvalasztja a sejteket. Ugyanakkor a sériilt sejtfali sejtek érzékennyé valnak az ozmoézisnyo-
mdsra, ezért ozmolitikumot (pl. szorbitot) is kell adni tdpoldatba. Auxin hatdsira a tenyészet
osztédasa felgyorsul, a kalluszndl megszokott 4-6 hetes étoltési ciklus lerdvidiil kb. két hétre.
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Ahhoz, hogy a szuszpenddlt sejtek képesek
legyenek novekedni, sziikséges egy kritikus inoku-
lum méret (10-20%) alkalmazasa. Ez alatt a
novekedés altaliban meg sem indul, de a kritikus
feletti, nagyobb inokulum méret tovabbi pozitiv
hatdsokkal is jarhat, egyrészt a sejt-, masrészt a

szekunder metabolit termelés tekintetében is.

207. dbra Szuszpenzios tenyészet

12.2.6. Protoplaszt tenyészet

Maga a protoplaszt egy sejtfaldtdl megfosztott sejt. A sejtfal hidnydban a citoplazmat
csak a sejtmembran, a lipid kettOsréteg boritja. Protoplaszt dllapotban a sejt elveszti megszokott

formdjat, és viszkézus folyadékcseppként vi-
selkedik. A feliileti fesziiltség hatdsara lekere-
kitett, gobmbszerii alakot vesz fel.
Protoplasztok spontdn, magukt6l nem
jonnek létre, a sejtfalat célzottan, enzimes
(cellulaz + pektindz) kezeléssel emésztik le.
Az igy 1étrehozott tenyészet rendkiviil érzé-
keny a kiilsd hatasokra. A citoplazma memb-
rdn konnyen szétszakad, ami a sejt pusztuld-
sdval jar. Mindenekeldtt pontosan be kell 4l-
litani a kozeg ozmolaritdsit, hogy ne kelet-
kezzen nyomaskiilonbség a sejten beliili és ki-
villi tér kozott. Ezt nem-metabolizdlhat6
szénhidratok (mannit, xilit, szorbit, 10-13%)
alkalmazdsdval célszerli megoldani. A szén-
forrasként adott szachar6z azért nem megfe-
leld, mert az az anyagcsere sordn felhasznéld-
dik, és a csokkend koncentracioval az ozmo-
laritds is csokken. A védtelen sejteket dvni
kell a mechanikai hatasoktdl is, a keverés, ra-
zas, 4dramoltatds nyiréerdket hoz létre, ami
elszakithatja a membréant. Még a pipettazast is
lassan, kiméletesen kell végrehajtani, mert a

208. dbra Novényi protoplasztok
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pipetta csicsdban, a szlik csatorndban a gyors dramoltatds 6érvényeket hozhat létre, ami a proto-
plasztok pusztuldsit okozhatja.

Ha sikeriil a protoplasztokat életben tartani, akkor szinte azonnal megindul a sejtfal re-
szintézise. A sejtek néhdny hét alatt Gjraépitik sejtfalukat. Méas életfolyamatok is zavartalanul
folytatédnak, az anyagcsere, a novekedés, a sejtosztédas mikodik. A regenerdl6do sejtek a tap-
oldatban eldbb sejtcsomodkat képeznek (szuszpenzids tenyészetet), szilard tdptalajra helyezve
kallusz képzddik. Ezekbdl lehet késObb a teljes novényt is regenerdlni.

12.3. A névényi szbvetek tenyésztése
12.3.1. Tapoldatok

A bioldgiai iparban a tenyésztési koriilmények koziil elsOként a tdpoldat Osszetételét
szoktuk emliteni. A novények alapvetden fotoautotréfok, azaz a fotoszintézishez sziikséges
szén-dioxidon és vizen kiviil csak szervetlen sokra van sziikségiik. A fotoszintézis gyakran nem
elegendd az anyagcseréhez, ezért gyakran adnak a tapoldatba heterotréf szénforrdsként szacha-
rozt. A novényeknél ez az univerzdlis cukorforras a sejtek szdmara, ellentétben az allatvildgban
altalanos gliik6zzal (=vércukor). Az dsvéanyi sokon kiviil kis mennyiségben sziikségesek a no-
vényi tenyészetek szamdra vitamin és hormon jellegii szerves molekuldk is. Altaldnosan elter-
jedt a Murashige-Skoog (MS) és a Gamborg BS5 tapoldat. Ezt, illetve ennek mddositott
valtozatait haszndljdk laboratériumban €s ipari méretben egyarant. Emellett aktiv szén
adagolasa egyes esetekben eldsegiti a gyokérképzodést.

MS tdpoldat| Gamborg B5 MS tdpoldat| Gamborg B5

Makrokomponensek (g/l): Mikrokomponensek, mg/|
Szacharéz 30 20 Kl 0,83 0,75
NH4NO; 1,65 H3BO; 6,2 3
NaH,PO4*H,0 0,15 MnS04*4H,0 22,3 10
(NH4)2S04 0,13 ZnS04*7H,0 8,6 2
KNO3 1,9 2,5 Na:MoO4 0,25 0,25
CaCl>*2H,0 0,44 0,15 CuS0O4*5H,0 0,025 0,025
MgS04*7H,0 0,37 0,25 CoCl,*6H,0 0,025 0,025
Vitaminok (mg/l) Vas, kelat formdban
mio-inozit 100 100 FeS04*7H,0 27,8 28
nikotinsav 0,5 1 Na;EDTA*2H,0 37,3
piridoxin-HC 0,5 1
tiamin-HCI 0,5 10 pH 5,7-5,8 5,5
glicin 2

32. tdbldzat Gyakran haszndlt novényi tapoldatok osszetétele
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A téptalajba adagolt novényi hormonok kémiailag és ha-
tastanilag egészen mads jellegli anyagok, mint az éllati hormo-
nok. Fo csoportjaik:

- Auxinok
- Citokininek
- Gibberellinek

A tdpkozeghez adott novényi hormonok dltaldban mes-
terséges auxinok €s citokininek: e novényi hormonként alkal-
mazott vegyiiletek tobbsége a természetben nem taldlhat6 meg,
de hatasuk kozelitdleg megfelel a természetes anyagokénak,
tovabba egyes esetekben stabilabbak, és sokszor hatéko-
nyabbak azoknal.

Az auxinok a sejtosztédast €s a linedris novekedést ser-
kentik, ezzel a gyokér, szdr, virdg, a gylimolcs novekedését sza-
balyozzak. Kémiailag az auxinok aromds karbonsav szarmazé-
kok. A természetben el6fordulé molekula az indol-ecetsav
(IAA). Ez szintetikusan is elddllithatd, de az a hatranya, hogy
bomlékony, a sterilezésnél, illetve a hosszu tenyésztési id6 so-
rén atalakul. Ezért kerestek hasonl6 hatdsu szintetikus anal6go-
kat. Elterjedt a nagyon stabil 2,4-diklor-fenoxiecetsav (2,4-D),
valamint az indol-vajsav (IBA) és a naftil-ecetsav (NAA) hasz-
ndlata.

A gibberellinek elsdsorban a linedris novekedést, csira-
zast, virdgzast, gylimolcstermést fokoz6 hormonok. Az anyag-
cserében nagyon sokféle gibberellin szarmazék keletkezik, de
ezek koziil csak néhanynak van tényleges hormon hatisa. A
taptalajokba a fermentédcidsan is eldéllithatd GA3 molekulét
adagoljék.
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A citokininek az auxin hatdsat moderéljak. Val6jaban

nem is az egyes hormonok koncentricidja hatdrozza meg a ha- NFl

tast, hanem a két tipus ardnya. Egyiitt a sejtosztédast stimulal- s NR
jak, de a citokininek visszafogjak az auxin altal kivéltott szar- . 1 )
megnyuldst. A novényregenerdldsndl az auxin/citokinin ardny M H

szabdlyozza, hogy a kalluszbdl szdr vagy gyokér lesz. Tobb ADENIN
auxin a hajtasok kialakuldsdnak kedvez, mig az auxin elvételé-
vel a gyokeresedés indul meg. CH ~CH=CZ_

Kémiailag a citokininek adenin szdarmazékok, az amino t CHZOH
csoporthoz kapcsolédik egy nagyobb méretli apoldris oldallanc.
e

A sziikséges vitaminok kozott taldlunk olyanokat, a me-
lyek az allati/emberi szervezet szdmadra is nélkiilozhetetlenek
(nikotinsav, piridoxin, tiamin), de emellett vannak a csak a no- 7EATIN

vények szamadra fontos anyagok (inozit, glicin) is.
wicre—1L_J

12.3.2. Tenyésztési koriilmények L\)\’E >

A novényi szovetek tenyésztése kapcsan mar emlitettiik
a sziikséges sterilitdst. A lassan novekvO novényi kulturdkat
igen gyorsan tdlnovik a konkurens mikroorganizmusok. A fer-

KINETIN

P - v 4 p . fon MNH—CH
t0zés lehet specifikus, a novényt a természetben is megbetegitd H—L E
kartevé mikrobdk (baktériumok, gombak, virusok) jelenhetnek

e 12 . . SR P R
meg. Lehet emellett dltaldnos is, a taptalajon jol novekvd mik- [\ > BAP
roorganizmusok a novény jelenlététdl fiiggetleniil is elszapo-

rodhatnak. A novényi szovetek manipuldciéjat a mikrobiol6-
giai laborokban megszokott sterilitds fenntartasdval kell elvé-

gezni, sterilizalt tdptalajokon, zért, sterilizalt edényekben, me- 211. dbra Citokininek
lyeket csak steril 1égtérben (sterilfiilke, lamindr box) szabad
felnyitni.

A novényi tenyészetek novekedésének €s a termékképzésnek is megvan az optimalis ho-
mérséklete. Ez igen sz€les hatarok kozott mozoghat, akar 15 és 32 °C kozott, célszeri minden-
képpen kisérletesen meghatdrozni.

A tdpanyagok kozott nem emlitettiik a fotoszintézishez sziikséges szén-dioxidot. Az ese-
tek nagy részében elegendd az atmoszféraban taldlhat6 0,02-0,03% CO», de egyes tenyészetek
serkenthetdk a gdztérbe adagolt 1-5% CO2-dal. A novényeket koriilvevd gaztér paratartalma
magas, a laboratériumi edényeken beliil kozel 100%.

A mikrobdk szaporitdsdhoz képest eltérést jelent a novények fényigénye. A novényi la-
boratériumok felszereléséhez hozza tartozik a szabdlyozhat6 fényasztal, manapsdg mar ledes
fényforrasokkal. Az elsddleges paraméter a fény intenzitdsa. Ennek mértéke is széles hatarok
kozott mozog, 1-2 ezer luxos megvilagitastol egészen 8000 luxos fényerdig terjedhet. Hatdssal
van a novényi szovetekre a fény hulldamhossza is. A kék fény a hajtds, a voros fény a gyokérzet
fejlodését segiti elo.

Befolydsol6 tényezd a vildgos-sotét periddusok hossza is. Ez a természetben is valtozé
érték. Az egyenlito kozelében gyakorlatilag dlland6 a napéjegyenloség (12+12 6ra), a mi mér-
sékelt égoviinkon a nyari vegetacids idoszakban a 16+8 ora jellemz0, a sarkkori zondban pedig
a megvildgitas akdr a 20-24 6rdt is elérheti.
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12.3.3. Laboratoriumi edények, eszk6zok

A novényi sejtek, szovetek tenyésztéséhez haszndlatos
edények hasonlitanak a mikrobioldgiai laborokban meg-
szokottakhoz, de mivel a novények folfelé, a tiptalajbdl
kiemelkedve is nének, az edények belmagassdgit meg
kell novelni, hogy elférjenek benne a novények. Az edé-
nyek anyaga hagyomdnyosan iiveg, ezek ismételten fel-
hasznalhatok, mivel hovel sterilezhetok, autoklavozha-
tok. Manapsdg elterjedtek az egyszer haszndlatos mii-
anyag eszkozok is, amelyeket sterilen széllitanak, és fel-
hasznalés utan a hulladékba keriilnek. Kis novénykék ese-
tén megfeleld a kémcsod, hiszen abban bdven van fels
1égtér. EbbAI viszont nehéz a novényt sértetleniil kiemel-
ni. A Petri csészék viszont mar csak sejtes
tenyészetek, esetleg kalluszok nevelésére
alkalmasak. A Petri csésze klasszikus meg-
feleléje a novényeknél a konzerviparban
hasznélatos bef6ttesiiveg. Az alja megfelel
a Petri csésze méretének, efolott van vi-
szont 10-15 cm szabad tér a hajtasok néve-
kedéséhez. Emellett olcsé, konnyen besze-
rezhetd, anyaga hdallg, hiszen a konzerve-
ket is autokldvban sterilezik. Atlatszo, igy
a fotoszintézishez sziikséges fény bejuthat
anovényhez. Az egyediili valtoztatds, hogy
a csavarzdras kupakon egy kis lyukat iitnek,
amelybe egy kis szivacsdugdt helyeznek. Ez lehetové te-
szi a légcserét a kiilso 1égtérrel, de megsziiri a levegot, igy
nem fert6zOdik be a tenyészet. A mlianyag edények ese-
tén mar nem ragaszkodnak a hengeres alakhoz, a négy-
szogletes forma jobb helykihasznalast tesz lehetdvé.

Ipari méretekben 4ltaldban szuszpenzids tenyésze-
teket szaporitanak fermentorszerti késziilékekben. Leg-
tobbszor keverd nélkiili, air lift megolddsokat alkalmaz-
nak.

212. dbra Hajtdstenyészetek
kémcsoben

213. dbra Novények ,,befottes” iivegben

214. dbra Miianyag neveld doboz
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12.3.4. A léptékndvelés lépései

Novényi sejt- illetve szovetkultirdk esetén a 1éptéknovelés egyik nehézsége, hogy annak
soran a laboratériumi koriilmények kozott termelt, szamunkra 1ényeges produktumok termelése
sok esetben megsziinik. A sikeresség fokmérdje a produktivitds: amennyiben az a reaktorban
megegyezd vagy nagyobb, mint a razatott lombikokban, a miivelet sikeresnek tekinthetd.

A 1éptéknovelési folyamat sordn elsé 1épésben az intakt novénybdl izolalt szovetekbdl
inditunk kallusz kultirat. Ez a fazis a legalkalmasabb alapvetd mérések elvégzésére, mint a
novekedési gorbék felvétele, illetve az egyes sejtvonalak termelékenységének folyamatos mo-
nitorozasa, amely alapjan kivalaszthatjuk a tovabbiakban célunknak legmegfeleldbb sejtvona-
lat.

Ez utan kovetkezik a szuszpenzids fazis. Célszerti a novekedés mértékét tovabbra is el-
lendrizni, egyuttal altalaban a 1éptékndvelésnek ebben a szakaszdban végzik a legtobb optima-
lizacidt, a kordbban szelektélt sejtvonal produktivitdsanak tovabbi novelésének érdekében.

A kovetkez6 fazist a kiilonb6z6 méretli bioreaktorok jelentik, fokozatosan novekedve a
laboratériumitdl a féliizemin 4t az ipari 1éptékig. A razatott kultirdk bioreaktorba valé athelye-
zésével a legnagyobb probléma, amely mar a tipkdzeg optimalizicidjindl is felmeriilt: az egyes
koriilmények kolcsonhatdsai igen bonyolultak lehetnek, kozel sem biztos, hogy a lehetdség sze-
rint azonos koriilmények fenntartdsa mellett a termelékenység nem valtozik. Ekkor (djra) opti-
malizdlandok a kultdra koriilményei, figyelembe véve az eddig is jelenlévo koriillmények mel-
lett — tdpkozeg Osszetétele, homérséklet, pH, stb. — azokat a faktorokat is, amelyek kisebb 1ép-
tékli termelésnél még nem voltak jelen — igy a keverés és levegdztetés megoldasanak a kérdése,
stb. Ekkor donthet6 el, milyen lesz az optimaélis iizemeltetési mod: folyamatos iizemeltetés,
rataplalasos, félfolyamatos vagy szakaszos. A kisebb reaktoroktdl a nagyobbak irdnydba torté-
no 1éptéknovelésnél folyamatosan figyelemmel kell kisérni valamennyi paraméter véaltozasit,
és sziikség esetén beavatkozni a folyamatba.

A 1éptéknodvelés sordn fontos hatar a megvildgitas lehetdségének megsziinése. Kisméretii
iveg-, vagy ablakkal ellatott fermentorokban még lehetséges a fotoszintézis fenntartasa. Bizo-
nyos méret folott viszont mar technikailag nem valdsithaté meg a megfeleld vilagitas. Szazli-
teres nagysagrendben, illetve ef6lott mar fém késziilékekben, vilagitas nélkiil teljesen heterotréf
anyagcserét folytatnak a sejtek.

12.3.5. Noévekedés, sejtaggregacio, falnévekedés

Novényi sejtszuszpenzidk esetén sokszor megfigyelhetd a falndvekedés és az aggrega-
tumképzés. Az aggregatumok képzodésének oka tobbnyire a sejtek osztddds utdni szétvalasa-
nak sikertelensége, vagy extracellularisan kivalasztott poliszacharidok jelenléte. Az aggregacio
mértéke kiillonbozo lehet, a finom szuszpenzi6tdl akdr 500 um-es, vagy milliméteres mérettar-
tomanyig is, nagysagrendileg tobb szdz sejt Osszetapaddsa éltal. Az aggregatumok képzdodése
fligg a kultdra koratdl, koriilményeitdl, és a sejtvonaltdl is, tehat célszerli a 1€ptéknovelés fo-
lyaman figyelemmel kisérni a morfoldgiai valtozasok trendjét.

Az aggregdtumok jelenléte technoldgiai problémakat vet fel: mivel iilepedésre hajlamo-
sak, sziikséges a megfeleld intenzitdsu kevertetés biztositasa, amely azonban a sejtek sériilését
eredményezheti. Problémak 1éphetnek fel a homogenitas terén is: az aggregdtumok belsejében
elhelyezkedo sejtekhez nehezebben jut el az oxigén, illetve a tdpanyag, a biokémiai reakciok
diffazidlimitaltta valhatnak, amelynek hatdsa megjosolhatatlan.

Mind a falnovekedés, mint a tdl nagy aggregdtumok problémdjara megoldast jelenhet
példaul a pektindz enzim adagoldsa. A sejtek bizonyos mértékii 6sszetapaddsa ugyanakkor el-
keriilhetetlen, €s szamos folyamathoz elengedhetetlen a sejt-sejt kapcsolat fennéllasa.
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12.3.6. Leveglztetés

A novényi sejtkultiurdk oxigénigénye azok lassu novekedése miatt dltaldban kisebb, mint
az aerob mikroorganizmusoké vagy az emldssejteké, am a novényi sejtek tobbnyire aggregatu-
mokat képeznek, amelyek kornyezetében az oxigénigény magas. A tdl magas oxigénkoncent-
racid viszont esetenként akdr toxikus is lehet. Az atlagos oxigénfogyasztas nagysagrendje no-
vényi sejtkultirdk esetén 3-4 mg/g sejt/6ra. A tervezés sordn vizsgdland6 paraméterek a keverés
intenzitdsa, a buborékok mérete €s eloszldsa, a tipkozeg oxigénfelvevo-képessége, és a hidro-
dinamikai stressz mértéke. Ez utdbbi a pektindzzal fellazitott sejtfald sejtek szdmara veszélyes
lehet.

A sziikséges mértékii anyagatadas biztositasdhoz a reaktorokban turbulens dramldst hoz-
nak létre. A megfeleld intenzitasu kevertetés feltétleniil sziikséges a sejtek megfeleld oxigén-
és tapanyagellatdsahoz, de iigyelni kell a hidrodinamikai fesziiltségekre: a novényi sejtek a nyi-
rofesziiltségekkel szemben sokkal kevésbé ellendlldak.

Nagy termelékenységhez stirlibb sejtszuszpenzio 1étrehozasa sziikséges, ennek azonban a
nagyobb az oxigén-sziikséglete, és nehezebb a megfeleld anyagatadas biztositasa a sejtek karo-
sitdsa nélkiil. A nagy sejtslirliség és a sejtaggregacié nagy viszkozitdst eredményezhet, ezek a
stiri szuszpenzidk a newtonitol eltérd viselkedést mutatnak. A sejtek az alkalmazott szénfor-
rastol illetve fajtol és sejtvonaltdl fiiggden a fermentécié késObbi szakaszaban poliszacharido-
kat is kivalaszthatnak, ami a viszkozitds hirtelen megugrasat eredményezheti.

A talzott levegdztetés habzdst okozhat a bioreaktorban, de szerepe van a 1€ fehérjekon-
centraciéjanak is. A habképzddés szamos vegyiilet alkalmazdsaval csokkenthetd, amelyek
azonban befolyasolhatjdk a sejtek novekedését és életképességét, ezért alkalmazdsuk elétt to-
vabbi kisérletek végzenddk, a habképzés csokkentése melletti tovabbi hatdsok vizsgélatara.

12.4. Bioreaktorok

Az els6 prébalkozasok mikrobioldgiai sejtfermentacios technoldgidkban alkalmazott reaktorti-
pusok atvételével torténtek. Sokdig azt gondoltdk, hogy novényi sejtfermentacio céljara csak az
airlift tipusu bioreaktorok lesznek hatékonyan alkalmazhatok a névényi sejtek a nyirdsérzé-
kenysége miatt, erre azonban ellenpélda a vilag egyik jelenleg legnagyobb novényi sejtkultira-
tizeme Németorszagban, Ahrensburgban, ahol 5 db kevert, 75 m3-es tartalyreaktort alkalmaz-
nak kaszkadrendszerben, Paclitaxel termelésére.

12.4.1. Keveroés tartalyreaktorok

A mikroorganizmusokndl rendszerint dltalinosan alkalmazhat6 keverds tartalyreaktorok nové-
nyi sejtkultirdk esetében csak kelld koriiltekintéssel hasznédlhatok, azok nyirdsérzékenysége
miatt. A keverdlapatok tervezése, illetve kivalasztdsa sordn arra kell torekedni, hogy azok minél
kisebb hidrodinamikai fesziiltséget keltsenek a kozegben, igy nagyobb keverési intenzitds ese-
tén is a lehetd legkevesebb kart okozzdk a sejtekben. A fellépd nyiréfesziiltségek mellett hat-
ranyt jelent még a nagy energiaigény. Ennek ellenére ez ma a gyakorlatban ez a legelterjedtebb
reaktortipus a novényi sejtfermentécid terén, mivel a 1éptéknovelés konnyen megvaldsithatd. A
koltsége sem tdl magas, és igen sok féle keverd valaszthato, amellyel nagyban befolydsolhaté
a sejteket éro stressz mértéke, konnyen megvaldsithaté a megfeleld kevertetés.

12.4.2. Airlift reaktorok

Az airlift reaktorok altaldnos eldnyei érvényesiilnek (kisebb nyiréfesziiltség, nincs mozgd
alkatrész, kisebb energiaigény). Hatranya viszont, hogy nagy slirliségli szuszpenzidk esetén je-
lentdsen csokken a keverés hatékonysaga.
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12.4.3. Perfuzios bioreaktorok

Ezeket eredetileg eml0s sejtek szaporitdsara fejlesztették ki, Iényegiik, hogy a reaktorteret
két részre osztjdk egy membran vagy szita segitségével, amely az oxigént dtengedi, de a sejteket
nem. Az oxigén oldott dllapotban a membranon keresztiil éri el a sejteket, igy azok nem talal-
koznak buborékokkal.

12.5. Fermentacios technikak

A szakaszos lizemeltetési modot a kisérleti fazisban dltalanosan alkalmazzak, és a 1épték-
novelésnél ezt nagyitjak fel, azutan térnek at mas technikdra. Szakaszos iizemben mind primer,
mind szekunder metabolitok eldallithatok. A szubsztrat fogydsa és a sejttomeg gyarapoddsa
miatt a koriilmények folyamatosan valtoznak. Mérésekkel kovetve a folyamatot kvantitativ in-
forméciot szerezhetiink az anyagcsere miikodésérdl. Ugyanakkor a valtozd koriilmények miatt
csak a folyamat egy szakaszdban miikodik optimélisan a rendszer, igy nem mindig ez a legha-
tékonyabb megoldas.

Ratdplaldsos fermentdcidt akkor célszerli valasztanunk, ha a termelékenységre jelentOs
hatast gyakorol a nagy indul6 szubsztrat koncentracid. Ratdplélds esetén is optimdlni kell az
adagolast, mert a fellépé ozmotikus sokk kart tehet a sejtekben.

A félfolytonos eljarast olyan esetben célszerii valasztani, ha a termékképzés a novekedés-
hez kotott. Ellenkez6 esetben, szekunder metabolitokndl kétlépcsds szakaszos, vagy kétlépcsos
folytonos termelést érdemes megvaldsitani. Ekkor az elsd 1épés egy novekedési kornyezet 1ét-
rehozédsa, melyben a novényi sejteket felszaporitjuk, majd méasodik 1épésként azokat 1j kornye-
zetbe, eltérd osszetételli tipkozegbe helyezve meginditjuk, illetve fokozzuk az 4ltalunk kinyerni
kivéant szekunder metabolit termelését.

Folyamatos fermentécié alkalmazasa 4ltalaban a novekedéshez kapcsoléddan termel6do
metabolitok esetében célszerti, de az esetlegesen fellépd termékinhibicidt is ki lehet vele kiiszo-
bolni. Sejtvisszatartds alkalmazasdval még tovabbi javulés is elérhetd, mind sejt-, mind termék-
hozamban.

Napjainkra a legtobb novényfaj laboratoriumi in vitro kultivaciéja mar megoldott, ezért
a kutatasok és fejlesztések fokusza folyamatosan eltolédott a termelékenység novelése €s a 1ép-
téknovelés, az ipari 1€ptékil in vitro novényi sejtfermenticié megvaldsitdsdnak irdnydba. Mig
mikrobidlis sejtfermentacids technoldgidk esetén a megfeleld bioreaktorok tervezése €s iize-
meltetése napjainkra szinte rutinfeladat, novényi sejttenyészetek esetében ez joval bonyolul-
tabb, kevesebb ismeret halmozddott fel.

12.6. A tenyészet jellemzése: sejttomeg mérés

A tenyészetek novekedésének mérése nehézkesebb, mint a mikrobdknal. A szilard tapta-
lajon nevelt kultirdk zoldtomegének mérése csak kiemeléssel, azaz a szovetek kdrositasdval
lehetséges. A folyadékban szaporodé sejtek mérése is kissé eltér a mikrobidlis sejtszuszpenzi-
oktol. A protoplaszt kultirdk megszdmolhatok mikroszkép alatt Biirker kamraban, vagy akér
citométerrel is. Az ipari 1éptékben is hasznalt szuszpenzids tenyészetek viszont a sejtek csomo-
sodda miatt nehezen mérhetok. Lemérhetjiik a biomassza nedves és szdraz sulyat, centrifuga-
lassal iilepitve a térfogatat. Ezek nem igazan pontos és nagy felbontdsi mérések, nem kiilon-
bozetik meg az €16 és elpusztult sejteket, igy csak tendencidk meghatdrozasara alkalmasak. Al-
kalmazhatunk kozvetett méréseket, mérhetjiik a minta klorofill-, fehérje- vagy DNS tartalmat.
A sejteket teljesen szétvalasztani csak roncsol6 kezeléssel lehet, példaul krém-trioxidos mele-
gitéssel. Az igy elpusztitott sejteket azutdn megszdmlédlhatjuk a szokdsos mddszerekkel, mik-
roszkép alatt, sejtszamléaléval vagy aramlési citométerrel.
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Még egy egyszerii nedves sily méréssel is jol kovethetd, hogy a tenyészetek a mikro-
bakhoz hasonléan szigmoid gorbe szerint novekednek. A névekedési gorbe alakulasa, fazisai
mind a kalluszokndl, mind a szuszpenzids tenyészeteknél jol kovethetok.

Kalluszok atlagos tomege [g]

30

10 15

Kultura kora [nap]

215. dbra Kallusz tenyészet novekedése

Szuszpenzios kulturak atlagos novekedési gorbéje

18 =

Sejttomeg [g]

20

13 15

Kultura kora [nap]

216. dbra Szuszpenzios tenyészet novekedése
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12.7. Névényregeneralas

A novényi genetikai manipulécié valtozatos mddszereire itt nem tériink ki. Valamennyi-
mennyiségi szelekcidja utdn a kivalasztott sejtekbdl a totipontenciat kihaszndlva szoveteket,
illetve egész novényt regenerdlnak. A novény-regenerdcionak alapvetden két utja van:

Organogenezis: egy novényi szerv regeneralodik (hajtas, gyokér, hagyma, gumd), ebbdl
alakitjuk ki az egész novényt

Embriogenezis: a manipuldlt sejtbdl egy embrid jon 1étre (van sziklevele, gyokere) és
ebbdl lesz a novény.

A novényregeneralds tobbféle tenyészetbdl is kiindulhat (protoplaszt, kallusz, meriszté-
ma), de mas-mds 1épések célszerliek.

Merisztémabol az organogenezis indithaté meg konnyebben. A létrehozott novényi ré-
szek azutan kivaloan alkalmasak a vegetativ mikroszaporitasra.

Protoplasztok esetében a sejtfal regenerdlds utan kallusz tenyészet alakithat6 ki. Ebbdl
auxinok (pl. 2,4-D) adagoldsaval megindithaté az embriogenezis. Az auxin és kék fény hatasara
erdteljes hajtasképzddés indul meg. Steril
koriilmények kozott, kiegészitett MS tapol-
daton, 3-5 hét alatt 1étrehozhat6 egy miniméa-
lis gyokérzetii novényke. Ennek energiaella-
tasa kettds. Felhaszndlja egyrészt a tapoldat-
hoz adott szacharézt, mésrészt megindul a fo-
toszintézis is. Ennek eldsegitésére, a zold
szintestek szdmanak novelése érdekében
nagy fényerdt biztositanak, ami elérheti a
8000 luxot is. A megvilagitasi ciklus 16+8
ora. A hajtas kifejlodése utan keriil sor a gyo-
kereztetésre. Az addig fejletlen gyokérzet no-
vekedésnek indul, ha a tdptalajban megval-
toztatjak a hormonok ardnyat, csokkentik az
auxin ardnyat a citokininekhez viszonyitva.
Emellett a kék fény helyett voros fényre val-
tanak. Néhany hét alatt kifejlodik a gyokérzet
is. A ndvényke teljes, minden része kialakult, 217. dbra Gyokeresitett tenyészet (alulnézetben)
elvileg életképes a szabad természetben. Gyakorlatban azonban még nagyon érzékeny a
kornyezeti hatdsokra. Emiatt csak egy fokozatos szoktatdsi folyamat utan lehet mezdgazdaséigi
termesztésbe venni.

12.7.1. Edzés, kililtetés

Az edénybdl kivett novényt specidlis talajba iiltetik, majd eldszor fitotronba helyezik. Itt
a fény, a hdmérséklet szabalyozott, de nagyobb légtérben, kisebb pdratartalom mellett adapta-
lodik. A kovetkezd 1€pés az liveghdz, a foliasator, amit késdbb a nappali 6rdkra kinyitnak. A
szoktatds eredményeként a ndvény ugyanigy kezelhetd, mint a természetben €16 egyedek. No-
vekszik, virdgot, termést hoz, ivarosan szaporithato, kell6 elszaporitds utdn termesztheto.

260



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia NOVENYI SEJTTENYESZETEK

Erre a hosszadalmas eljarasra elsdsorban a kialakulatlan vizhaztartds miatt van sziikség.
Alapesetben a novény a gyokerein keresztiil folyamatosan vizet vesz fel, ez feldramlik a leve-
lekbe, ahol a 1égzOnyildsokon keresztiil elparolog. Erre a tenyésztéedényen beliil 100% para-
tartalom mellett nincs se sziikség, se lehetdség. A 1égzOnyildsok dllandéan nyitottak, nem z4-
rulnak a koriilményeknek megfelelden. A gyokérzet és a levélfeliilet nagysdga nem hangolddott
0ssze, ha pedig a levelek tobbet parologtatnak, mint amennyit a gyokerek felvesznek, akkor a
novény elfonnyad €s kiszarad. Emellett a kiiltakar6 sem er6sodott meg kelloképpen, hidnyzik a
viaszos védéréteg is. Igy védtelen a kartevékkel, kérokozékkal, mechanikai sériilésekkel szem-
ben.

12.8. Esettanulmany: a taxol gyartasa névényi sejttenyészettel

A tumoros megbetegedések kezelése még mindig kihivds az orvostudomany szaméra. A
tumorok sokféle valtozatanak nincs igazan jo és egyértelmi terdpidja, a kezelési alternativak:
- sebészeti beavatkozas
- besugarzas
- kemoterdpia
- monoklondlis antitestek
A kemoterapids gyogyszerek nagy része szintetikus, a bioldgiai eredetli szerek részaranya
csak kb. 10 %. Hatdsuk azon alapul, hogy a gyorsan oszt6dé sejteket karositjdk (citosztatiku-
mok), azaz a rdkos sejteken kiviil més testi sejteket is. Ezek egyike a taxol, mdsnéven paclitaxel.

218. dbra A taxol szerkezete

Hatésat ugy fejti ki, hogy sztochiometrikusan kapcsolddik a hizéfonalakba beépiilt tubulinhoz,
ezzel a mikrotubulusok (kromoszéma huzo6fonalak) lebomlasat akaddlyozza.

A természetben a tiszafafélék (Taxaceae) kérgében és tilevelében fordul eld, igen kis
koncentraciéban, emiatt igen korldtozott mennyiségben 4ll rendelkezésre.

12.8.1. A taxol elballitasi lehetoségei

A taxol felfedezése 6ta jelentds energidt forditottak a kitermelés novelésére. A legfobb
akadély a taxol alacsony koncentriciéja, még a legnagyobb hatdanyagtartalmui fajban, a T
brevifolia-ban is csak 10-500 ppm taldlhat6. Egy kilogramm taxol kinyeréséhez kb. 10 000 kg
tiszafa kéreg sziikséges, ami mintegy 3000 kifejlett fa kivagdsat jelenti. Egy péciens
kezeléséhez 2,5-3 g paclitaxelre van sziikség, azaz minden beteg kezeléséhez koriilbeliil nyolc
60 éves tiszafat kell kivagni. Mas Taxus fajok taxol tartalma hasonld: példdul a CEC China
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Pharmaceuticals szerint is 1 kg taxol izoldldasahoz 10 000 kg 7. chinensis tiilevél és kéreg sziik-
séges. Ehhez a nehézséghez jarul, hogy a taxdn koncentricidja szezondlisan véltozik a tiszafé-
ban. Tovéabba a taxol tiszafdkbodl torténd kinyerése komplex és driaga technoldgiat igényel.
Mindezek indokoljdk, hogy a vadon novo fak feldolgozasa helyett mas alternativat kellett
taldlni.

A taxol eldéllitdsanak egyik médja a kémiai szinté-

zis, ezt mar 1994-ben megoldottdk. Viszont sokgytirlis o R

szerkezete €s aszimmetriacentrumai miatt a totalszintézis \ j,f‘f_“." D

sok 1épésbdl all és az ered0 hozam alacsony. Emiatt a i%‘tng:g
- ‘.A\\

szintetikus gyartds gazdasdgtalan. Egyediill a Cayman
Chemicals (USA) gyart tisztdn kémiai uton Paclitaxelt és
szarmazékokat, nagy tisztasdgu standardként, milligram-
mos tételben.

1997 6ta a Kanadai Erdészeti Szolgalat - Atlanti Er-
dészeti Kozpont kidolgozta a tiszafa okoldgiailag fenn-
tarthat betakaritdsi protokolljat, amelyben a vadon €16
fajok legjobb valtozatait iiltetvényeken nevelték. A kana-
dai Biolyse Pharma a vilag legrégebbi taxol gyartdja a ka-
nadai tiszafa (Taxus canadensis) taxol tartalmat extrahal-
ja, de nem karositja a novényt a kéreg eltavolitdsaval, ha-
nem az Ujra névo tiilevelekbdl vonja ki.

Hasonl6 médon, 2004-ben a Yewcare vallalat 7.
chinensis iiltetvényeket 1étesitett a Da Huan hegység természetvédelmi teriiletén, Yunan tarto-
ményban (Kina). Ennek teriilete ma mér tobb mint 30 km?, ez a legnagyobb tiszafa iiltetvény a
vildgon. Iparédgi forrasok szerint a kinai vallalatok tobbsége még mindig az iiltetvényeken ter-
melt tiszafdbol vonja ki a természetes taxolt.

219. dbra A tiszafa hajtdsa és termése

Egy masik alternativa a félszintetikus gyartas, ami a bioszintézis Ut olyan koztes interme-
diereibdl indul ki, mint a bakkatin-III vagy a 10-deacetil-bakkatin-III. Ezek a tiszafdk tiileve-
leiben is megtalalhatok. A tlilevelek megujulnak, igy nem kell a fat elpusztitani az alapanyag
kinyeréséhez, hanem évente ,,learathatd” a tlilevelek egy része. A BMS, a taxol vezetd globdlis
szallitoja, kiterjedt iiltetvényeirdl gyiijti be a sziikséges kérget és tiileveleket.

2007-ben az Indena (Olaszorszag) is kifejlesztette a taxol félszintézisét, a T. baccata iil-
tetvényekrol szarmazo6 10-deacetilbakkatin-III-bol sajat szabadalmaztatott eljarassal allitjak el
a taxolt.

A félszintetikus paclitaxel masik gyartéja a Novasep, amely a 10-deacetilbakkatin (10-
DAB) tiszafa levélbdl torténd kivondsan alapuld félszintetikus taxol termelési dtvonalat fej-
lesztett ki és szabadalmaztatott.

A Fresenius Kabi (USA) szintén félszintetikus eljarast haszndl a taxol termeléshez a
Taxus baccata ndvényi anyag_haszndlataval.

A taxol félszintetikus analdgjat, a docetaxelt (Taxoter®) szintén 10-deacetilbakkatin-III-
bdl gyartja a Sanofi-Aventis. A docetaxel szabadalma 2010-ben lejart. Ezért hoztak forgalomba
két 1j taxol szarmazékot, a karbazitaxelt és a larotaxelt, amelyek alkalmazhatésaga jobb, mint
a docetaxelé volt.

A novénytermesztéstdl fiiggetlen, ezért kornyezetkimélo €s fenntarthaté eljaras a novényi
sejtkulturdk hasznélata. Ennek tobb eldnye is van. Nem fiigg az 1ddjdrastol, az évszakoktol,
talajtél vagy termohelytdl. Ugyanakkor a novényi sejtkultirdk 1étrehozdsa fasszardakndl és a
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nyitvatermOknél sokkal nehezebb feladat, mint a l1dgyszard novényeknél. A sejtkultirak terme-
10képessége novelhetd a tenyésztési koriilmények optimalizaldsdval, a sejtvonalak szelekcidja-
val, valamint elicitorok, prekurzorok adagoldsaval. Sejttenyészettel jelenleg a legtobb paclita-
xelt a Python Biotech gydrtja, ipari méretii, 75 m*-es fermentorokban.

Németorszagban évi 1000 kg taxolt, Kanaddban mintegy 150 kg docetaxelt allitanak eld
Taxus chinensis var. marei sejtvonalak segitségével. Szorosan egyiittmiitkddnek a Bristol Myers
Squibb (BMS) céggel, mely novény extrakcidval gyart taxolt.

Szintén Taxus novényi sejtkultirdval gyartja €s Genexol® markanéven értékesiti a taxolt
a Corean Samyang Genex Biopharm gyo6gyszeripari vallalat.

Extraction Semisynthesis  Plant Cell Culture

Bark (Yew tree) Needle (Yew tree) Plant Cell Induction

Inconsistency 10-DAB — Taxol Bioreactor

High Cost Taxotere Advantages
Samyang Genex

BMS BMS (1995)

China Rhone-Poulenc a’;’t‘gjhwon

220. dbra A taxol kiilonboz6 elddllitdsi lehetoségei

1993-ban egy endofita taxoltermeld gombafajt (Taxomyces andreanae) fedeztek fel a
tiszafdban, ezzel megnyilt az elvi lehetoség a taxol fermentédcids elallitdsdra. A tenyésztés
azonban kis koncentraciot és nehezen reprodukélhaté eredményeket hozott. A Cytoclonal
Pharmaceutics, Inc. 1994-ben szabadalmaztatta ezt az eljarast, majd 2001-ben megéllapodést
irtak alda a BMS-szel a mikrobidlis alapu 4j technologia kozos kifejlesztésére. Azota sem jelent
meg kozlemény az tizemi 1éptékili gyartasrol.

A szabadalmak lejardsa utdn a generikus gyartmanyok megjelenése tjabb molekula-
véltozatok megjelenését kényszeritette ki. Igy példdul a Cell Therapeutics engedélyeztette a
Xyotax-ot (poliglutamat paclitaxel) és az Abraxis Oncology az Abraxane-t (albumin nanoré-
szecskékhez kotott paclitaxel). Ezeknél kevesebb a mellékhatas és kedvezdbb a gydgyszer be-
vitele a szervezetbe.

12.8.2. A taxanok elballitasa nbvényi sejtkultaraval

A szuszpenzi6s kultirdk inditdsanal a torékeny kalluszokat folyékony tapkozegbe (razott
lombikba) oltjdk at, ahol 3-10 nap alatt egy- vagy néhdny sejtes aggregatumokka esnek szét.
Ezekkel a gyorsan novekvo tenyészetekkel ipari 1éptékben termelhetiink értékes anyagokat. A
Taxus fajok sejtjel optimalizalt koriilmények kozott in vitro képesek taxolt és kapcsolodo
vegylileteket elddllitani. A tenyésztések sordn tucatnyi dj bioaktiv taxoidot is izolaltak.

A technol6gidk fejlesztése sordn tobb irdnyban folytattak kutatisokat. Keresték a legjobb
termeld képességli sejtvonalakat, optimalizaltdk a tenyésztési koriilményeket. Célszert a folya-
matot két szakaszra bontani €s kiilon megkeresni a sejtszaporodads és a termékképzés szdméara
kedvez0 koriilményeket. A tdpoldatba a szokdsos C- és N-forrdson kiviil a novényi hormonok,
fémionok, elicitorok, induktorok és prekurzorok koncentricigjat és adagoldsat is optimalni kell.
A masodlagos anyagcserefolyamatok szabalyozasa igen 0sszetett, sok vegyiilet egyiittes hatdsa
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irdnyitja a termékképzést. A szuszpenzids tenyésztést lehet kombindlni vagy helyettesiteni
immobilizacids technikdk alkalmazdsaval is.

12.8.2.1. Nagy hozamii sejtvonalak kivdlasztdsa

A novényi szuszpenzios kultirdk sejtjeinek termeloképessége igen valtoz6. Ennek okai
egyrészt a genetikai eltérések, masrészt a sejtek eltérd eldélete. Az eltérd eredetli 7. baccata
sejtvonalak azonos koriilmények kozott vizsgalva kiillonbozéd mennyisédii taxolt termeltek.
Nagy a kiilonbség mind a kiilonb6z6 egyedek azonos tipusu explantitumabdl mind ugyanazon
anyanovény kiilonbozo részeibdl szarmazo sejtek novekedése €s termelése kozott. A legjobb
eredményeket a friss (1-3 honapos) tlilevelekbdl nyert explantaitumokkal érték el.

Az iparban hosszi tdvon alkalmazhat6 sejtvonal kivélasztdsandl sok tenyészetet kell
megvizsgalni, screenelni a novekedés sebessége, a taxol termelés és a stabilitds szempontjabol.

12.8.2.2. A tenyésztési koriilmények

A taxol termelése nem fiigg a megvilagitastol. Megvildgitasban kozel ugyanannyi taxan
vegylilet keletkezik, de ezen beliil az egyes komponensek ardnya valtozik €s nagyobb hanyaduk
1ép ki a sejtbol.

A levegdztetés sziikséges, az oldott oxigén koncentracié nem mehet 25% ala. 1-2% CO»
bevezetése noveli mind a szaporodast, mind a termékképzést.

A levegdztetésnél tobbféle bioreaktor tipus is szamitdsba johet. Sokdig azt gondoltik,
hogy novényi sejtfermentacié céljara csak az airlift tipust bioreaktorok lesznek hatékonyan
alkalmazhatdk a novényi sejtek a nyirdsérzékenysége miatt, erre azonban ellenpélda a vilag
egyik jelenleg legnagyobb novényi sejtkultira-1étesitménye Németorszdgban, Ahrensburgban,
ahol 5 db kevert, 75 ezer literes tartdlyreaktort alkalmaznak kaszkddrendszerben, paclitaxel
termelésére. Az oxigénigény kicsi, és szén-dioxidra is sziiksége van a tenyészetnek, ezért enyhe
keverést, mérsékelt levegdztetést alkalmaznak.

12.8.2.3. A fermentdcios folyamat

A szuszpenzids tenyészetben a kalluszbol szarmazé dedifferencidlt novényi sejtek nem
egyesével lebegnek a tadpoldatban, hanem valtozatos méretli, akar milliméteres nagysagu cso-
mokat alkotnak. A szakaszos (batch) tenyészet dltaldban a hetedik napon jut el az exponenciélis
fizisba (generdci6s id6 ~2,5 nap) és ~10 nap utdn 4ll le a sejtnovekedés. Ertelemszertien az
inokulumot 7 napos korban oltjdk tovabb. Mivel a tenyésztés sordn a lassd szaporodds miatt
csak néhdny generacio koveti egymast, nagy mennyiségii, ~20%-nyi inokulummal kell oltani.

Mis szekunder metabolitokhoz hasonléan a taxol az exponencidlis novekedési fazis
befejezése utdn, a stacioner fazisban képzodik. Emiatt a fermentacionak két szakasza van, elobb
a sejteket felszaporitjdk, majd megindul a taxan termelés. Ebben a masodik fazisban adjak
hozza a prekurzorokat és elicitorokat.

A 10 napos szaporitds utdn indulhat a tdpoldatcsere vagy a rataplalas. A tapoldatcserénél
a masodik, termel6 szakasz is kb. 10-12 napos. Lehetséges a csere tobbszori megismétlése is,
ez tulajdonképpen félfolytonos fermentacio, de sejtvisszatartdssal kombindlva. A rataplalasos
(fed batch) tenyésztésnél nagyon kis térfogatdrammal (pl. 10 ml/l/nap) visznek be tomény
tapoldatot, ezzel a termelési szakasz akar 20 napra is elnytjthato.

12.8.2.4. Tdpoldat
A novényi sejtek tenyésztése soran haromféle szénforrds jon szamitdsba: szacharéz (a
novények természetes energiaforrasa), és ennek alkotoi, a frukt6z és a gliik6z. Az inditasnal kb.
3%-nyi szachar6z mellett a frukt6z adagolésa dltaldban fokozza a termékképzést, a gliikkdz pe-
dig inkdbb a primer anyagcserét segiti eld, ezzel fékezi a szekunder termékek, igy a taxdnok
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képzbédését. A tapoldatban az dsvanyi sok (makro- és mikroelemek) mellett a sziikséges vita-
minok is szerepelnek. A mésodik, termelési szakaszban a makroelemek (s6k) koncentracigjat
jelentdsen csokkentik.

12.8.2.5. Fitohormonok

A szuszpenzi0s tenyészetekben az ismert novényi hormonok €s szairmazékaik kiilonbozo
koncentraciéit és kombinacidit kellett optimalni, mind a novekedési, mind a termelési szakasz-
ra. Sokféle auxin analégot hasznilnak (NAA = naftil-ecetsav, 2,4-D = 2,4-dikl6r-fenoxiecetsav,
2,4,5-T = 2,4,5-triklér-fenoxiecetsav, Picloram = 4-amino-3,5,6-triklér-pikolinsav) 5 mikro-
mol/liter koriili koncentracidkban. A citokinineket (kinetin, BAP = benzilamino-purin) egy
nagysagrenddel kisebb, 1 mikromdl/liter alatti koncentraciéban alkalmazzik.

Az etilén, mint ndvényi hormon erdsiti a sejtek szeneszcens hajlamét, a tenyészet elore-
gedését és pusztuldsat. ezért célszerli etilén antagonistdkat alkalmazni. Ezek legegyszeriibb
képviseldi az eziistsok. Rendszerint eziist-tioszulfat ion formdjdban adagoljak, kb. 10 uM kon-
centracioban.

12.8.2.6.Elicitorok haszndlata

Az elicitor olyan szabdlyoz6 anyag, amely kis mennyiségben az €10 ndvényi sejthez adva
elinditja vagy felgyorsitja egyes szekunder vegyiiletek bioszintézisét. Az elicitdlas pedig ennek
alkalmazdsa, a novényi szekunder metabolitok termelésének indukdldsa vagy fokozdsa az
elicitorok hozzdadasaval. Az elicitorokat csoportosithatjuk, mint abiotikus (példdul fémionok,
vanadium-, kobaltsok), €s biotikus eredetlieket. Ez utobbiak koziil gyakran hasznalnak metil-
jazmondtot (10 — 200 uM), szalicilsavat, glutamint, st mikroba sejtfal preparatumokat (gliko-
proteineket) is. Mds szekunder metabolitokhoz hasonléan a taxdnok megjelenése is egy
biokémiai vdlasz bizonyos kiils6 ingerekre. A jazmonatok kulcsfontossdgu jelatalakitok a
novények védekez6 génjeinek szabalyozdsaban, adagolasuk masodlagos metabolitok felhalmo-
z6dasdhoz vezet, hatdsuk nem korlatozédik a Taxus fajokra.

12.8.2.7. Prekurzorok és inhibitorok

A taxén alapvéazhoz tartozik egy fenil-propionsav oldalldnc is. Ennek raépiilését el0segiti
a fenilalanin prekurzor molekula adagolasa. Ugyanakkor l1étezik egy lebonté reakcidsor, a fenil-
propanoid ut, ami eltiinteti ezt fontos molekulat. Ennek gdtlasaval a taxdnok termelése
fokozhat6. A gatlas szerkezetanaldg vegyiiletek, igy pl. aromas karbonsavak (fenilpropionsav,
fenilecetsav, benzoésav, fahéjsav) 3,4-metiléndioxi-szdrmazékainak adagoldsaval érheto el.

A madsodlagos anyagcsere sordn a novényi sejtekben fenolos vegyiiletek képzddnek, ami
jellegzetes barna szin megjelenésével jar. Ennek kivédésére ,,barnulasgatlokat” pl. aszkorbin-
savat adnak, kb. 1 ppm koncentraciéban.

A felsoroltak pozitiv hatdsa a taxoidok termelésére egyenként is megmutatkozik, de kom-
binalt alkalmazdsuk esetén szinergikus hatdsok 1épnek fel. A hatdsok nem egyszerlien Ossze-
adédnak, hanem megfeleld kombindcioban felerdsitik egymast. Ilyen tapasztalati optimum,
hogy a jazmonat/eziist ardny legyen 1 és 5 kozott, az auxin/eziist ardny pedig legyen 30 alatt.

A taxol jelentds része a sejteken beliil marad, a Iében csak 5-50% jelenik meg. A bakkatin-
IIT nagyobb mértékben oldddik ki, a felso érték elérheti a 70%-ot is. Ez a megoszlés kiilondsen
nagy problémat jelent a gélben immobilizalt sejteknél, itt a megtermelt mennyiségnek csak 2-
8%-a jelenik meg a folyadékban. A tapoldat aramoltatdsa, cseréje novelheti a kihozatalt, de a
koncentraciét nem. Emiatt a sejtek rogzitését nagyobb Iéptékben nem alkalmazzak.

A kilépést elosegithetjiik azzal, hogy a terméket a 1€bol extrakcidval folyamatosan
eltavolitjak.
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Mindezek szem el6tt tartdsaval 15-30 nap alatt 300-500 mg/liter taxol koncentracio érhetd
el. Emellett kb. ugyanennyi mds taxan vegyiilet (pl. bakkatinok) is képzddik.
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vizzel elegyedd szerves olddszer, metanol (esetleg etanol, aceton) hozzdadasiaval legalabb
harom 6rdn keresztiil aztatjdk. Az er0sen apoldris oldészerekben (hexén, diklérmetdn) ugyan
jobban oldddik a taxol, de ezek rosszul nedvesitik a vizes sejtanyagot, ezért itt még nem
alkalmazzak. A lebegd anyagot kisziirik, majd a vizes metanolt beparoljdk. Ezzel az Gsszes
taxoid koncentracidjat nagysagrendekkel megnovelik, de ezen beliil a paclitaxel részaranya
(tisztasdga) nem javul.

A kovetkezd 1€pés egy djabb extrakcid erdsen apoldris olddszerrel. A vizes metanolbdl
hexdnnal vagy diklérmetdnnal dtoldva mind a koncentréacid, mint a tisztasag javul. A paclitaxel
molekula tobb (hdrom) fenilcsoportot tartalmaz, mint a tobbi taxoid, karaktere apolérisabb, igy
érthetd, hogy az extraktumban felddsul. Az old6szer elparologtatdsaval a koncentraci6 bedllit-
hato.

Jelentds tisztitdst lehet elérni direkt fazisu kromatografiaval. Szilikagél tolteten erOsen
apolaris eluensekkel (hexdn-aceton, diklérmetan-etilacetat parokkal) a melléktermékek jelentds
része elvélaszthat6. A tisztabb frakcidkat poolozzak, majd szarazra paroljak.

Kevés acetonban felvéve toményebb oldatot kapnak, amihez vizet adva a legapolérisabb
komponens, a paclitaxel csapddik ki el6szor.

A kromatografids és a csapadékos 1épéseket tobbszor ismételve a tisztasdg novelhetd.
Végiil a hatéanyagot pentdnbdl kristdlyositjak, a tisztasdga >98,5%.
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13. BIOPESZTICIDEK, B. thueringiensis TOXIN

A botanikai rovarirtoszereket évezredek Ota ismerték €s hasznaltiak, de amikor a mez0-
gazdasag nagylizemivé valt (az 1940-es évek kozepén) az olcs6bb, hatékonyabb és iparszeriien
gyarthat6 szintetikus novényvéddszerek terjedtek el. A mésodik vildghdbord idején jelentek
meg az els6 rovarirtdsra haszndlt szerves klorvegyiiletek. Jellemzd képviseldjiik a diklor-dife-
nil-triklér-etan, kdzismert nevén a DDT. 1945 és 1970 kozott jelentek meg a piretroidok, majd
a szerves foszforsav-észterek.

A bioldgiai eredetli novényvédd szerek novényvédelemre vald felhaszndldsa irdnti
érdeklddés akkor djult meg, amikor a szintetikus rovarirtok negativ hatdsait felismerték. Rachel
Carson: Néma tavasz cimii konyvének 1962-es kiaddsa lett a fordulépont, amely végiil szimos
szintetikus rovarirt6 szer, igy a DDT betiltasahoz vezetett. Ezutan egyre tobben foglalkoztak a

biol6giai eredetli novényvédo szerek kutatdsdval és gyartasaval.

Adalék: a DDT-t nem csak a mezogazdasdgban haszndltdk rovarirtdsra, hanem pl. a maldriasziinyog
irtdsdra is nagy mocsaras teriileteket permeteztek le. A fé probléma ezzel az anyaggal az, hogy a természetben
nem bomlik le. Az a sok tonna DDT, amit 50-70 évvel ezeldtt legydrtottak és kiszortak, az ma is itt van a
bioszférdban. Es valésziniileg ezer év miilva is itt lesz. Mint apoldris, zsirban oldédé anyag keriilt be a
tdpldlékldncba és elterjedt az egész bolygon. Kellben érzékeny analitikdval kimutathaté az antarktiszi pingvinek
mdjdban, sot az anyatejben is. A ragadozokban felhalmozodik, és a madarakndl a tojdshéj elvékonyoddsdt okozza.
A torott tojasok miatt a madarakndl sokkal kevesebb utod kel ki, megbomlik a szaporoddsi egyensiily, az egyedszdm
akdr a kihaldsig csokken. Erre utal a konyv cime, a maddrdal hidnydra utalé Néma tavasz. Amerikdban még az
Allamok cimerdllatdnak szamité fehérfejii haldszsas dllomdnya is veszélyesen lecsokkent emiatt.

A biopeszticidek hasznalatanak elényei:

» A Dbiopeszticidek altaldban eredendden kevésbé mérgezé anyagok, mint a
hagyomanyos peszticidek.

» A biopeszticidek altalaban csak a célkartevét és a rokon organizmusokat érintik,
szemben a széles spektrumi, hagyomanyos peszticidekkel, amelyek az 6sszes rovarra
hatnak és ezen kiviil kihatassal vannak a madarakra, halakra és emlOsokre is.

» A biopeszticidek gyakran nagyon kis mennyiségekben hatdsosak és gyakran gyorsan
lebomlanak, ami alacsonyabb expoziciét eredményez, és nagymértékben elkeriili a
hagyomanyos peszticidek éltal okozott kornyezetszennyezés problémait.

» A gyors lebomlas miatt kicsi az esély a rezisztencia kialakuldsara.

Hétranyai:

> Eppen a rovid hatdsidé miatt gyakrabban kell alkalmazni, tobb munka és anyag
sziikséges.

13.1. A bioldgiai eredetii szerek csoportositasa

A biokémiai novényvédo szerek a természetben eléforduld anyagok, amelyek nem
toxikus mechanizmusok révén kérositjak a kartevoket. A hagyoményos peszticidek ezzel
szemben dltaldban szintetikus anyagok, amelyek kozvetleniil elpusztitjdk vagy inaktivaljdk a
kartevot. A biokémiai peszticidek kozé tartoznak a parosodast zavard anyagok, példdul a
rovarok nemi feromonjai, valamint a kiilonféle illatos n6vényi kivonatok, amelyek csapdakba
vonzzdk a rovarokat. Mivel néha nehéz meghatarozni, hogy egy anyag megfelel-e a
biokémiai peszticidként vald besorolds kritériumainak, az EPA kiilon bizottsdgot hozott 1étre
az ilyen hatarozatok meghozataldhoz.
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Az Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Ugynoksége (EPA) a biopeszticideket bioké-
miai szerekként, mikrobidlis novényvédo szerekként és GMO novényekként kategorizalja.
Maguk a szerek tehét lehetnek novényi €s mikrobidlis eredetli készitmények.

13.1.1. No6vényi eredetii szerek

A novények is képesek masodlagos anyagcseretermékek elddllitdsara. Ezek egy része a
termeld novényt védi kartevoktol. Egyes vegyiiletek keserti izliek vagy akar toxikus hatdsiak
is lehetnek, igy taszitjak vagy elrettentik a ndvényevd rovarokat. A ndvényi szekunder meta-
bolitok kémiailag harom f6 csoportba sorolhatdk: terpének, fenolok és alkaloidok. Az azadi-
raktinok (Azadirachta indica), az egyik legaktivabb rovarellenes vegyiiletcsoport tagjai példaul
triterpenoidok. A molekuldk szerkezete hasonlit az ekdizonhoz, a rovarok egyedfejlodését sza-
balyozé hormonhoz. A hormonanalég megzavarja a rovarok fejlodését, elpusztulnak vagy
életképtelen alakok kelnek ki.

Masfajta hatéanyag csoport taldlhaté a citrusfélékben. Kalifornidban a gyiimolcsfeldol-
gozas melléktermékeibdl nagy mennyiségben nyerik ki a D-limonént, €s ennek kétharmadat

(kb. 18 tonna) hasznaltak fel kartevoirtasi célokra (2011-es adat).

Adalék: ugyanez az elv érvényesiil abban a népi tapasztalatban, hogy a ruhdsszekrénybe elhelyezett
levendula illéolajai tavol tartjdk a molyokat.

13.1.2. GMO névények

A novénybe beépitett véddszerek (PIP: Plant Incorporated Protection) olyan peszticid
szerek, amelyeket a novények a beléjiik klénozott gén(ek) alapjan termelnek. 1996 6ta a
kultirnovények koziil tobbnek a genomjaba is beiiltették a megfeleld Bacillus thuringiensis
toxin génjét (pl. a kukorica, burgonya, gyapot €s a szdja) Ezek a novények a szoveteikben al-
landdan termelik a toxint, igy az a novényt megragé rovarokat mérgezi meg. Ez esetben a toxin
hosszu ideig jelen van a természetben és ez kedvez az alkalmazkoddsnak, a rezisztencia kiala-
kuldsédnak. Néhany év mulva vildgszerte meg is jelentek a rezisztens rovarok, a ,,superbug”-ok.
A GMO novényekkel ez az eldaddassorozat nem foglakozik, valamint termesztésiik Magyaror-
szagon tilos, igy ezt a teriiletet nem targyaljuk.

13.1.3. Mikrobialis eredetii szerek

A természetes €16 rendszerekben minden €l61énynek megvannak a természetes ellenségei,
parazitai, kompetitorai. Igy van ez a névényeket kdrosité rovaroknal és mikrobdknal is. Logikus
gondolat, hogy ezekkel korlatozzuk az éltalunk kartevonek mindsitett fajok terjedését.

A kozonséges Trichoderma spp. tobbféle novényi kérokozot is képes antagonizalni akér
parazitizacid, antibidzis vagy verseny révén. Mas gombdk, mint a Beauveria bassiana, szamos
rovarfajban entomopatogénként miikddnek. Ezt a két gombafajt palantazasnal, faiskoldkban €s
szant6foldi kultirdkon a kartevok elleni védekezésre nagyobb 1€ptékben is hasznaljak.

A gombdk mellett a baktériumok is termelnek a novényvédelemben felhasznalhat6 anya-
gokat. A legismertebb és legszélesebb korben hasznélt mikrobidlis novényvédo szer a Bacillus
thuringiensis (Bt.) és a Bacillus sphericus (Bs.) toxinja. Ezek olyan fehérjék, amelyek célzottan
elpusztitjdk a Lepidoptera (pikkelyesszarnyu), a Coleoptera (fedeles szarnyd) vagy a Diptera
(kétszarnyt) fajok larvait. A fehérje a rovarkdrtevok bélcsatorndjéba jutva fejti ki hatdsat. A
Bt készitményeket tobb mint 50 éve hasznéljadk a mezdgazdasagban. Az Osszes biopeszticidek
piacan a legnagyobb értékesitési tétel (mintegy 63%) a Bacillus thuringiensis-szel €s alfajaival
termelt toxin.

A virusokat is felhasznélhatjuk a rovarok elleni védekezésre. A Baculovirus-ok csalad-
jéba nagy, rud alaku virusok tartoznak, amelyek a rovarsejtekben szaporodnak. (Ezért gyakran
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haszndljék ezeket rovarsejtek genetikai manipulaciéjanél vektorként.) A leggyakrabban hasz-
nalt fajok a granuldzis virus (GV) és a nukledris polihedrézis virus (NPV), mert ezek szdmos
rovar ellen hatékonyak. A fert6zés a bélcsatorndban torténik, az elfogyasztott virusok tokja fel-
oldddik, és a virus megfertdzi a bélhamsejteket. A fert6zés 3-8 nap alatt elpusztitja a larvat.

13.2. A Bacillus thuringiensis torzs

A Bacillus thuringiensis-t eloszor Ishiwata Shigetane bakterioldgus izolélta Japanban
1901-ben, mint a selyemhernyok larvait megbetegitd fajt. Megfigyelte, hogy a fiatal baktérium
kultirdk nem patogének, ezzel szemben az eloregedett, spords kultirdk er6sen mérgezdek vol-
tak. Az elsé teljes leirds Ernst Berliner német tuddstdl szarmazik, 6 izolalta az Anagasta kueh-
niella molylepke beteg larvaib6l 1911-ben. O nevezte el Bacillus thuringiensis-nek, Tiiringia
német tartomanyrol, a lepkék gyljtési helyérol.

A Bacillus thuringiensis egy mindeniitt jelenlévé Gram-pozitiv, palca alaku talajbaktéri-
um, kb. 1 um atméréji, 2-5 um hosszu pélca. Spordja ellipszis alakd, 0,8x1,6-2 um nagysagu.

Anyagcseréje komplex, fakultativ anaerob, aerob kdzegben a szénhidratokat szerves sa-
vakkd, majd COz -da alakitja. A gliikkézt a glikolizissel hasznositja, mig az acetdt ionokat a
citromsav ciklusba viszi. Az exponencialis novekedési fazis alatt a sejtek aerob koriilmények
kozott ecetsavat is termelnek, majd a spérazés kezdeti szakaszaban ezt felhasznaljak. Erdekes
adat, hogy az acetat hasznositas mar akkor elkezdddik, amikor még kis koncentracidban gliikk6z
is jelen van, szemben az E. coli-val, ami csak a gliikoz teljes elfogyasaval kezdi az acetét iono-
kat fogyasztani.

Eletciklusa a tobbi spéraképz6 baktériumhoz hasonléan hirom szakaszra oszthaté:

- Spoérék csirdzéasa
- Vegetativ novekedés, szaporodas
- Spoérazas és kristalyképzOodés

A torzset vilagszerte az okoszisztémak széles skaldjatdl izolaltak. Eléfordul talajban, a
vizben, elpusztult rovarokban, a silokbdl szdrmazé porban, a lombhullaté és tlilevelli fakon,
rovarevo emlésokben A Bacillus thuringiensis egyedi tulajdonsdga, hogy a spéraképzés soran
fehérjébdl all6 egy, néha tobb kristalyos szerkezetli szemcsét, zarvanytestet képez. A paraspo-
ralis kristalyok anyagai a d-endotoxinok (Cry és Cyt), amelyek koziil j6 néhdny a rovarok kii-
16nb6z0 rendjeinek larvaira toxikus hatdsd. A toxinképzés a baktérium szamara szaporoddsi
eldnyt jelent, mivel a kristdlyokkal egyiitt a spordk is bejutnak a larva testébe, és az elpusztult
rovar megfeleld tdpanyagot biztosit a spordk csirdzasihoz.

Bacillus thuringiensis; bacterial spore, mother cell and parasporal crystals

223. dbra Bacillus thuringiensis érett sejtje, benne a spora és a kristdlyok
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A Bt toxinokat 1933 utan alkalmaztak tudatosan rovarirtoként, és 1938-ban, Fganciaor—
szagban keriilt el0szor kereskedelmi forgalomba. 1958-ban jelent meg az Egyesiilt Allamok-
ban, és az 1980-as évektdl az egész vildgon alkalmazott peszticiddé valt.

13.3. A 6-endotoxin

A Bt-torzsek a staciondrius novekedési fazisban, a spérdzassal egyiitt kristalyos (Cry) és
citolitikus (Cyt) endotoxinokat szintetizdlnak. A kilenc alaptipus koziil a 6-endotoxinok a leg-
alkalmasabbak a rovarok elpusztitdsira. A vegetativ novekedési fazisban viszont mads
toxinfehérjék termelddnek, ezek a vegetativ inszekticid fehérjék (Vip), amelyek kivalasztédnak
a taptalajba (exotoxinok). Ezek a fehérjék szinte hihetetlen valtozatossagban jelennek meg. Az
aminosav szekvencidk alapjan a Cry fehérjék 75 csalddba sorolhatdk, dsszesen 800 kiilonbozo
Cry génnel, mig a Cyt fehérjék harom csalddot alkotnak, 38 kiilonboz6 génnel. Elnevezésiikre
négy tagbol allo decimdlis kodot dolgoztak ki. Példaul a Cry(53Aal) jelzés az 53-as csaladot,
az A ezen beliil az els6 osztdlyt, az a az els6 alosztalyt, az 1 pedig ezen beliil az elsé alcsoportot
jeloli. Egy csalddba azokat a fehérjéket soroljak, amelyeknél az aminosav homoldgia nagyobb,
mint 45%. A minden elemében azonos kédu fehérjék aminosav homoldgidja 95% folotti.

Ezen a nagy valtozatossdgon alapul a toxinok a szelektivitdsa. Egyes fehérjék egyes rovar
csoportokra hatnak, masokra nem. Megfelel6 alfajok, valtozatok szelektaldsaval célzott hatdsu
toxinokat allithatunk eld.

Cry1A-C; Cry2A
Cry4A-B; Cry10
Cry11A-B; Cry16A
Cry19A-B; Cry20A
Cry1A-K; Cry2A 1 Cry24C; Cry27A
Cry7B; Cry8D Cry32B-D; Cry39A
CrySA-C.E; Cryl 5A Cryd4A; Cryd7A ggi{'} Fgﬁ‘;‘c’:’ﬁi
Cry22A; Cry32A Cry48A; Cry49A CrI8A: tryng: Bféryzu

Cry51A . d CYLAS Cri2ieB Cry34A-B; Cry35A-B; Cry36A
Cry37A; Cry43A-B; Cry55A
Lepidoptera Diptera R
Coleoptera
Cry31A
Cry5A-B; CrybA-B
rCyryl 24A; Crl)"y’l 3A g;g:
Cry14A; Cry21A Cryd5A
Cry55A Cryd46A
Rhabditida
Human-cancer
cells
Cry2A
Cry3A
Cryl1A }‘ Cry3A
«{CrySA —cry1ab
Cry22A
Hemiptera Gastropoda
Hymenoptera

224. dbra A kiilonbozo tipusi toxinok hatdsossdga

1970-ben az USDA Agricultural Research Service torzsgyiijteményében mér tobb tucat
altorzset taroltak, azéta ez a szdm jelentdsen emelkedett.
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A szamtalan Bacillus thuringiensis alfaj koziil négynek adtak 6néll6 nevet: Bacillus thu-
ringiensis kurstaki, Bacillus thuringiensis aizawai (elsOsorban a pikkelyes szarnyuak elleni to-
xinokat termel), a Bacillus thuringiensis israelensis (a szinyogok ellen), a Bacillus thuringien-
sis morrisoni (korabban tenebrionis) pedig a burgonyabogar ellen hasznalatos. Ezeken beliil
sokféle szerotipust irtak le.

13.3.1. Btitoxin

A Bacillus thuringiensis subsp. israelensis-t (Bti) egy tobdl izoldltak a Negev sivatagban, €s ez
volt az elsd torzs, amelyek toxinja a Lepidoptera-kon kiviil mds rovarokra is hatékony volt. A
Bti egyik szerotipusa (H-14) négyféle toxint (Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl1Aa, és Cytl Aa) termel,
amelyek kifejezetten a Diptera-k (kétszarnyuak, igy a szinyogok, ptipos sziinyogok, stb) ellen
hatékonyak. Ezek a rovarok nem is novényekben tesznek kért, hanem betegségek terjesztésével
komoly kozegészségiigyi vesz€lyt jelentenek. A Bti Cry4Ba jelzésti toxinja elsdsorban az Ano-
pheles és az Aedes szinyogok ellen hatdsos, és nem mutat toxicitast a Culex fajokra, mig a
Cry4Aa toxin éppen a Culex larvdkra mérgezo.

Kornyezetre gyakorolt hatés:

A Bacillus thuringiensis altal termelt novényvédo szerek nagyon specifikusan egyes ro-
varokra hatnak. Sokirdnyu vizsgalatokkal bizonyitottak, hogy a toxinok emberre, dllatokra és
kornyezetre is artalmatlanok. A fehérjék gyorsan lebomlanak, igen rovid ideig vannak jelen a
bioszféraban. A rezisztencia kialakuldsnak veszélye — éppen a rovid behatasi id6 és a gyors
lebomlas miatt csekély.

13.3.2. A 0-endotoxin hatasmechanizmusa

A toxin leegyszeriisitve gy milkddik, hogy a larva a novényi anyaggal egyiitt megeszi a
kristalyokat is. Ezek a bélcsatorndban feloldédnak és az emészté enzimek hatdsara a toxinfe-
hérje aktivalodik, kilyukasztja a bélcsatorndt és ettdl a larva elpusztul.

Drawn by C. Sara Hernandez

L. A

225. dbra A 0 -endotoxin leegyszeriisitett hatdsmechanizmusa

Részletesen megvizsgdlva a bélcsatorndban az emésztd enzimek az oldott fehérje C- és
N-termindlis végérdl lehasitanak egy-egy peptidet. Az igy aktivélt fehérje harom domént
tartalmaz (az dbrdkon szinekkel jelolve). A 11. és III. domén hozzdkotddik a bélhamsejt feliiletén
taldlhat6 fehérje mintdzathoz (cadherin-BT-r1). A receptorhoz kapcsolddas sordn a fehérje 3D
szerkezete atalakul és az I. domén ionofor csatornat nyit a bélhdmsejt membranjan. Ezen ke-
resztiil a sejt vizet €s ionokat veszt. Tobb ilyen sériilés a sejt pusztuldsdhoz vezet, sok bélham-
sejt elvesztése pedig a larva haldlat okozhatja. A receptor fehérje mintdzatdn alapul a toxinok
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226. dbra A 0O -endotoxin részletes hatdsmechanizmusa

szelektivitdsa. A genetikailag jelentdsen kiillonboz0, nagy evolicids tdvolsidgi rovarcsoportok
receptorai kiillonbozdek, igy az egyes toxinok csak bizonyos rendek fajaira hatnak.

A maésik oldalrél nézve a szelektivitast
nem lehet kihegyezni egyetlen konkrét rovar-
fajra, hiszen a rokon fajokban a bélhamsejtek
feliileti mintazata hasonld, a toxin a rokon fa-
jokat is elpusztitja.

Domain I1I

227. dbra Az endotoxin harmadlagos szerkezete
(az el6z6 dbrdval azonos szinezéssel)
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13.4. A Bacillus thuringiensis toxinok fermentacios el6allitasa

A kivalasztott altorzsnek a megfeleld inszekticid spektrumon kiviil mas kovetelmények-
nek is meg kell felelni. Szempont a megfeleld produktivitds (hatéanyag per fermentor térfogat
per idd); olcso tdpoldat; egyszerli technoldgia; genetikai és taroldsi stabilitds. A torzs ne termel-
jen exotoxint, tartsa benn a terméket. A genetikai valtozékonysag miatt az 4toltdsok szamanak
minimalizélasdra torekednek, mindig visszanyulva a torzsbankok (MCB, WCB) szubkulturdi-
hoz.

A szokdsos upstream és downstream optimalizdldson tdl kiilon problémat jelent a készit-
mény hatdsossdganak kvantitativ mérése, a laboratériumi €s a szabadfoldi eredmények Ossze-
hangolédsa. Mdédszert kell kidolgozni a fermentlébdl végzett mérésekre, €s a kinyert anyag ha-
tasossdganak formuldzas eldtti és utdni meghatirozasara.

13.4.1. Fermentacio, upstream

Az inokulumot komplex taptalajon nevelik, 28 fokon egy napig. Az oltési ardny 1-5%.

A toxinok szekunder metabolitok, a sporazds soran képzddnek. A fermentacié kezdeti
szakaszédban a tenyészet exponencidlis novekedd szakaszban van, majd amikor bizonyos tépa-
nyagkoncentraciok a kritikus érték ald esnek, beindul a spérdzds. A sporazas befejeztével a
sejtek lizdlnak, €s kiszabadulnak a sporék és a toxinzarvanyok.

A Bacillus thuringiensis a gliikozt a glikolizissel hasznositja, mig az acetét ionokat a cit-
romsav ciklusba viszi. Az exponencidlis novekedési fazis alatt a sejtek az acetat ionokat felhal-
mozzak, majd ezt a spérizés kezdeti szakaszaban felhasznaljik. Erdekes adat, hogy az acetit
hasznositds mar akkor elkezdddik, amikor még kis koncentracioban gliikoz is jelen van, szem-
ben az E.coli-val, ami csak a gliik6z teljes elfogydsakor kezdi az acetat ionokat hasznositani.

Az exponencidlis fazisban a fajlagos szaporodasi sebesség (n) értékére 0,5 és 0,8 1/h -t
kaptak. A végso sejtkoncentracio fontos paraméter, ez ardnyos a termékkel, hiszen sejtenként
egy spordval és egy kristallyal szdmolhatunk. A legnagyobb értékek 1,25-10'° spéra/ml koriil
mozogtak.

Tobbnyire gliikkozt tartalmazd szén-forrast hasznélnak, de a nagy (>40 g/l) gliikkéz kon-
centracid gatolja a novekedést, ezért rataplalasos technikét alkalmaznak. Olcs6bb C-forras lehet
még keményitd, glicerin, dextrin, vagy melasz. A cukor koncentraciét mérni kell, nem mehet 2
g/l ala. A biopeszticidek eldallitasi koltségének csokkentése azért is fontos, hogy arban is ver-
senyképesek legyenek a kémiai novényvéddszerekkel szemben. Rengeteg mezdgazdasigi mel-
lékterméket teszteltek sikeresen a taptalajban, de ipari méretii alkalmazasokrdl kevés az infor-
macid. A torzs szénforrdsként hasznositja az acetatot is, de ilyen ipari technol6giarél nem pub-
likaltak.

A nitrogénforrds-igényérdl kimutattdk, hogy a szervetlen nitrogén-sok (pl. (NH4)2SO4)
nem elégségesek, szerves nitrogénforrasra is sziikség van (kukorica lekvér, sz6jaliszt, huskivo-
nat, pepton,). Egyéb tdpanyagok (K*, Mg?*, POs™, élesztd extraktum) hidnya is okozhat limit4-
ciot.

Bar a torzs fakultativ anaerob, a spora- €s kristadlyképzéshez sok oxigént haszndl, az oldott
oxigén szint nem csokkenhet 20% ala. Ehhez legalabb egy VVM levegdbevitel sziikséges.

A B. tiiringiensis esetében a fermentacié eloregedését é€s végpontjat konnyl kovetni a
sejtek morfoldgiai valtozasai alapjan. Mar 18 6ra elteltével megjelennek az elsé spordk €s kris-
talyok. A tenyészet dltaldban 28-32 6ra alatt jut el az érett, spords stddiumba. Amikor a tenyé-
szet koriilbeliil 80%-a lizalt, akkor a levet gyorsan lehtitik 4°C-ra és a pH-t 4,5-re 4llitjdk. Mire
a hiitési szakasz befejezddik a tenyészet teljesen lizal, és csak szabad sporak és kristalyok van-
nak a folyadékban.
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Az optimdlis pH: 6,5-7,5 kozott van. A tenyészet nem pH érzékeny, de nagyobb titer
érhetd el pH szabdlyozdssal. Szabédlyozas nélkiil a pH az ecetsav termelés miatt csokken, majd
ennek felhasznéldsa révén visszaemelkedik. Ha a pH 5,5-re csokken, akkor a fermentacio le-
lassul és megall.

Az optimadlis fermentacids homérséklettartoméany 26-30 °C kozott van. Alacsonyabb ho-
fokon (akar +10 °C-on) a tenyészet lassan, de spoérdsodik. 35 °C-ndl és efolott viszont nem,
megmarad a vegetativ allapot.

13.4.2. Feldolgozas, down stream

A vagési fermentlé altaldban 6-8% szildrd anyagot tartalmaz. Ebbdl 1-3% a spéra €s a
kristédly, a fennmaradé rész pedig oldhaté €s oldhatatlan szénhidratokbdl és fehérjékbdl all. Eb-
bdl a 1ébdl kell hatékonyan és olcson kinyerni az aktiv hatéanyagot. Az elvalasztasra centrifu-
galast, mikrosziirést vagy a kettd kombinécidjat alkalmazzak.

A lebeg6 anyag kinyerésének leggyakoribb és legolcsébb mddja a folytonos centrifugalas
8000 g-vel. A centrifugdlas hatékonysagéanak javitasara flokkuldnsokat is lehet adagolni. A cent-
rifugélds 4% szilard anyag tartalom folott hatékony, €s a szuszpenzié 15-30%-osra koncentral-
hat6. Ha a sejttomeg kevésbé stiri, a centrifugdlas nem elég hatékony, mivel a szilard szemcsék
kitilepitéséhez hosszabb tartézkodasi id6 sziikséges a késziilékben. Ez pedig nagy sarzs térfo-
gatok (>30 m?) esetén idéigényessé és koltségessé teszi a feldolgozast. Ha a centrifugalds az
egyediili koncentrdlé miivelet, akkor altaldban 10-15%-o0s termékveszteséggel kell szamolni, a
kisebb toxin kristdlyok elisznak.

A centrifugélds alternativdja a mikrosziirés lehet, a 0,1-0,2 mikron pérusméretli memb-
ranok haszndlhaték. Megfelelden megvalasztott szlrdfeliilettel még a nagy, (>70 m3-es) sar-
zsok is feldolgozhatok a kovetkezd fermentacio ideje alatt (~30 6ra). A mikrosziirés a szilard
anyagok 100%-4at visszatartja, a kis toxin kristalyokat is. A szlirberendezésben a lebego anya-
gokat tiszta vizzel folyamatosan mossak (diasziirés), ezzel csokkentik a nemkivanatos metabo-
litok koncentréacigjat. A térfogatarany 1:1, egy térfogatnyi fermentlé mosdsara ugyanolyan tér-
fogati mosovizet adnak.

A folyamatos centrifugdldshoz képest a mikrosziird berendezések beszerzése és
mikodtetése koltségesebb. Gazdasdgosabb megoldds a két miivelet kombindldsa. Elobb a
centrifugdldssal a nagyobb szemcséket siiritik be, majd a feliilisz6t dolgozzdk fel a
mikrosziirdvel. Ezzel a megoldassal csokkenteni lehet a sziikséges sziir6kapacitast, és lerovidiil
a feldolgozas ideje is. A kihozatal itt is gyakorlatilag 100%-os.

Mivel a termékiink egy labilis fehérje, meg kell 6vni a karos hatdsoktdl, a magas hOmér-
séklettdl, a ligos kozegtdl és a befertdz6détdl. Ez a fehérjés szuszpenzid kivalo taptalaj minden
mikroba szdmdra, megfeleld védelem hidnyaban nagyon konnyen berohad. A hiités és az eny-
hén savas pH bizonyos védelmet jelent, de a feldolgozas és tarolds sordn minden berendezést
és szerelvényt gondosan szanitizalni kell. Védekezésképpen gyakran antimikrobidlis szereket
is adnak a folyadékhoz.

13.4.3. Formulazas

A stritett biomasszat a felhasznal6 szdmara formuldzni kell. Mit is jelent ez? Az aktiv
anyagot olyan formaba kell hozni, hogy az egyrészt biztonsdgosan szallithat6 és tarolhato le-
gyen (a kereskedelem, logisztika szdméara), masrészt a végfelhasznald egyszertien €s hatéko-
nyan tudja alkalmazni akdr terepi koriilmények kozott is. A toxint a felhasznal6 igénye szerint
nagyon sokféle formaban hozzak forgalomba. Létezik vizes szuszpenzid, nedvesithetd por, viz-
ben diszpergalhaté granulatum, olajos emulzid, szuszpenzid, pdlca granulatum, szemcsés gra-
nulatum, pellet, brikett vagy por. Mivel a kristalyok és spérdk diszkrét, oldhatatlan részecskék,
nem lehet beldliik homogén oldatot kialakitani.
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13.4.3.1. Folyékony készitmények

Tulajdonképpen mar maga a fermentlé is alkalmas lenne a ndvények
. permetezésére, ha a gyartds utdn azonnal, helyben fel lehetne haszndlni. A
. val6ésdgban ez nincs igy, meg kell oldani a siiritett koncentratum tartdsitasat.
. Ez nehéz feladat, kevés olyan folyékony termék van a piacon, amely 18-24
hoénapig tarolhatd. A tartdsitdst az alacsony pH értékkel (4,5) és kémiai anti-
mikrobidlis konzerval6 szerekkel (K-szorbat, parabének, propionsav, izo-
tiazolin szdrmazékok) érik el.

Specidlis folyékony készitmények az olajos szuszpenzidk. Ha viz he-
lyett olaj a hordozo kozeg, akkor romlési folyamatok tilnyomo része meg-
szlinik. Léteznek tisztan olajos szerek, masokndl a felhaszndlas elott vizes
emulziot készitenek €s igy viszik ki a teriiletre.

228. dbra Folyékony toxin készitmény

13.4.3.2. Szildrd készitmények

A feldolgozas sordn besiiritett biomassza tartésitasara kézenfekvé megoldés, hogy elvon-
juk a viztartalmat. Viz hidnydban a mikroorganizmusok nem novekednek és a szallitan-
doé/kezelendd tomeg is sokkal kisebb. A viz eltdvolitdsdra az anyag hoérzékenysége miatt a
beparlds és a nagyobb héterhelésii szaritasi miiveletek nem johetnek szdmitdsba. Altalanosan
haszndljék viszont a porlasztva szaritast. Ennél a kontaktidd egy perc alatt van és a cseppekben
1évd anyag homérséklete a magas belépd levegd hdmérséklet (180-210 fok) dacdra nem haladja
meg a nedves hdmérd hdmérsékletét, azaz joval 100 fok alatt marad. Mire a csepp porszemcsé-
vé szdrad, mar lehiilt kilépd levegdvel érintkezik (70-80 fok.) A megfeleld szdradas elérésére
és a tapadds megakadélyozdsara a bevitt anyagba segédanyagokat adagolnak. Ezek lehetnek
inert szervetlen vagy szerves anyagok (dsvanyi porok, novényi lisztek stb.) A megfeleld ned-
vesedés szempontjabdl az 50 mikronnal kisebb szemcsék idedlisak.

A szilard termék mdsik eldallitdsi modja a granuldlds. Ennél is az a feltétel, hogy a szer
vizzel elkeverve gyorsan homogén szuszpenzidt alkosson, kipermetezhetd legyen.
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229. dbra Poralakii toxinkészitmény gydrtdsi folyamata

Adalék: Célszerii olyan formdk kialakitdsa, amelyek alkalmazkodnak a megcélzott rovar életteréhez. Ha
példdul burgonyabogdr ellen védekeziink, annak ldrvdja a novény levelét rdgja. Tehdt a kipermetezett folyadék
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csepp akkor hat, hogyha ragados, rdtapad a levélre és nem pattan le réla. A foldre pattant/gurult cseppek kdrba
vesznek. A sziinyogndl pont forditott az eset. Ennek ldrvdja a vizben él, a szer akkor jut célba, ha nem tapad meg

a ndd vagy mds novények levelein, hanem lepereg és a vizbe esik.

13.5. Min6séqg-ellenorzés - analitikai modszerek

A hatéanyag tartalom meghatarozasa bonyolult feladat, lehet

» Kozvetett mddszerrel, a spéraszam meghatarozasan keresztiil (ardnyos a Kristalyok
mennyiségével)

» Megbizhatobbak, de nagyon munkaigényesek a ,rovar-biotesztek”. Petri csészében
vagy mas lapos edényben gyapot leveleket helyeznek el, erre ismert szdmu O. nubilalis
larvat helyeznek. Erre a feliiletre viszik fel a vizsgdlandé toxin mintat és meghatarozzak
a larvak pusztulasi aranyat. Ebbol szamithat6 az International Toxic Unit (ITU).

» HPLC-vel: a lepidopteran vagy dipteran toxin fehérje mennyisége mérhetd, de a fehérje
pontosabb azonositasara nem alkalmas.

» Immun-biolégiai médszerekkel (ELISA)

A készitmény artalmatlansdgat minden egyes kibocsatott sarzson, legyen az folyékony

vagy por alakd, biztonsagi egérteszttel kell igazolni. Ot egérbe fecskendeznek szubkutan 10°
spéranak megfelel6 mennyiséget és hét napig megtigyelik ezeket.
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14. SZTEROIDKONVERZIOK

A gerinces dllati szervezetekben megtalalhat6 szteroidok nagy csoportjat alkotjdk a szte-
roid hormonok. Ezek kozé tartoznak a nemi hormonként szamon tartott szex szteroidok, melyek
harom f6 csoportja az androgének, az Osztrogének €s a gesztagének. Masik szteroid hormon-
csoport a mellékvese kéreg altal termelt kortikoszteroidok, melyek képviseldi egyrészt a s6- és
vizhaztartas szabalyozdsaért felel6s mineralokortikoidok (aldoszteron), masrészt a szé€nhidrat
anyagcserét és gyulladdsos folyamatokat — azaz immunfunkcidkat — is befolyasol6 gliikokorti-
koidok (kortizon). A szteroid hormonok tovabba az anabolikus szteroidok, melyek az tin. and-
rogén receptorokkal Iépnek kolcsonhatdsba, igy fokozzadk a nitrogén visszatartdson keresztiil az
izom- és csontszintézist

A gyo6gyszeripar sok szteroid hormont és hormon-analégot éllit eld, e gyartdsok egy része
biotechnoldgiai 1épéseket tartalmaz. Eldallitdsuk édltalaban soklépéses folyamat, amelyben a
biokémiai és szintetikus 1épések egyarant el6fordulnak. A biokémiai 1épések rendszerint egyet-
len enzimes atalakitast jelentenek, azaz biokonverzidkrol van sz6. Az 4talakitasok sordn leg-
gyakrabban nyugvdsejtes fermentaciot (olyan elszaporitott sejttomeg, melynek nincs szénfor-
rasa, nem szaporodik) alkalmaznak.

14.1. A szteroidok felépitése és csoportjai

A szteroidok négy cikloalkédn gytirli specifikus egymdshoz kapcsolddasa soran alakulnak
ki. A molekula vazat tizenhét szénatom képezi, melyek a szorosan kapcsol6dé gytiriik felépitdi.
Hérom ciklohexdn — A, B és C — és egy ciklopentdn —D — alkotja a gondn alapvazat (198. dbra).

16

230. dbra A szterdn vdz felépitése

A szteroidok valtozatossagat a gytriik telitettsége €s a hozzdjuk kapcsolddé funkcids cso-
portok adjak. A biogén szteroidokban a bioszintézis a szkvalénbdl indul (hexaterpén) emiatt a
C-10 és C-13 szénatomokhoz metil csoportok kapcsoldédnak, valamint a 17-es szénatomhoz egy
nyolc-tiz taga alkil oldallanc. A vegyiiletek véltozatossagdhoz hozzdjarul még az oldallancok
konfiguracios helyzete, a kapcsolddé metil csoportok szdma és a gytirtin taldlhat6 tovabbi funk-
cids csoportok. Ilyen csoport példdul a szterinek csalddjara jellemzo, a C-3 szénatomon talal-
hat6 hidroxil csoport. A szterinek képviseldire jellemz0 tovabb4, hogy a kolesztan molekuldbol
szdrmaztathatdak.

A szteroid konverzidk targyaldsa elott tekintsiik at, hogy miként szintetizalédnak az em-
beri szervezetben az egyes hormonok.
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231. dbra A humdn szteroid hormonok bioszintézise

A sémabdl lathato, hogy a szerkezet-hatds kapcsolatok nem kiiloniilnek el élesen, s6t egy-
féle aktivitdsi hormonbdl kialakulhat egy mds hatésd szteroid. Igy a férfihormon (androgén)
tesztoszteronbol 1étrejohet ndi hormon, az dsztradiol; a n6i hormon progeszteronbdl anyagcse-
rére haté kortikoszteron és a vesére hat6 aldoszteron. Altaldnossigban elmondhatjuk, hogy a
szteroidok hatdsspektruma nem tiszta, a fhatdsuk mellett mindig észlelhetiink egyéb, mas szte-
roidokra jellemzd mellékhatdsokat is. A szteroid kutatds egyik f6 irdnya, hogy olyan moleku-
lakat 4llitsanak eld, amelyek a célzott hatds mellett minimalisan befolyasoljak, terhelik az em-
beri szervezetet.

14.2. Eléallitas, alapanyagok
A teljes szterdn vaz kémiai szintézise lehetséges ugyan, de bonyolult és draga, ezért a
gyartasok a természetbdl ,.készen” vett vazbdl indulnak ki, és ezt alakitjdk at sok 1épésben a
kivant vegyiiletté.
A sokféle szteroid hormon eldallitdsara a gydgyszeripar kiillonbozo kiindulasi vegyiilete-
ket alkalmaz. Ezek koziil a legjellemzdbbek a novényi szterinek kozé tartozo sztigmaszterin, 3-
szitoszterin €s kampeszterin, tovabbd a dioszgenin, a szolaszodin, és a hecogenin mint a szapo-
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geninek képviseldi, vagy az allati eredetii koleszterin. Két oka van, hogy a gazdasagilag meg-
valosithaté folyamatok fejlesztése az eldbbi szubsztrdtokon alapszik. Egyrészt az alacsony
nyersanyagkoltségek, masrészt a rajuk jellemzd egyszerii atalakithatosag.

Novényi eredetli szteroid a szitoszterin, mely a szdjaolajban és egyes fafajtdk anyagaban
talalhato, illetve a sztigmaszterin, amely a babfélékben fordul eld. A koleszterint dllatok epe-
véaladékabol nyerik, mig szintetikus dton hasonl6 vegyiileteket pl. 3-naftol és borostyankdsav-
anhidrid reakci6javal allithatunk eld.

14.2.1. A fitoszterinek képviseldi, kinyerése és felhasznalasa

A fitoszterinek — vagy novényi szterinek — olyan természetesen eléfordulé vegyiiletek,
melyek szerkezetiikben igen nagy hasonldsdgot mutatnak a koleszterinnel. Mindkettonek a
négy gyurls rendszer adja az alapvazat, kapcsolédik hozzajuk 3 helyzetben hidroxil csoport,
és igen gyakori a 5 és 6 helyzetli szénatomokat Osszekapcsol6 kettds kotés. A szerkezetiik mel-
lett bioldgiai szerepiik is hasonld, tekintve a sejtek foszfolipid membranjiban kifejtett stabili-
z4l6 hatdsukat. Am jelent6s kiilonbséget jelent az, hogy amig a koleszterinen tal4lhaté oldalldnc
nyolc szénatombdl 4ll, addig a fitoszterinek jellemzden kilenc vagy tiz szénatom nagysagu ol-
dalléncot tartalmaznak. Novényfajokbdl eddig tobb mint szdz kiilonbozd féle fitoszterint azo-
nositottak, melyek koziil a leggyakoribb képviselok (200. dbra) a szitoszterin, a sztigmaszterin,
az ergoszterin €s a kampeszterin.

HO

p-szitoszterin Kampes:zterin

HO HO

Sztigmaszterin Brasszikaszterin

232. dbra A leggyakoribb novényi szteroidok
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14.2.2. Forrasok

A novényi szterinek ipari 1éptékben torténd izoldlasanak két nyersanyaga van, a névényi
olajok feldolgozasakor keletkez6 dezodorélési iszap €s a fagyanta, amely a faiparnak egy mel-
lékterméke. A kinyert anyagot — eredetére valé tekintet nélkiil — felhasznaljdk a gydgyszer- és
élelmiszeriparban. A nyers novényi olajokat tobb 1épéses kezelésnek kell alavetni, hogy meg-
tisztitsdk azokat szennyezd 0sszetevoiktdl. A novényi olajak finomitasdban nyalkdtlanitd, sav-
talanitd, deritési, valamint viasztalanité €s dezodordld 1épéseket alkalmaznak. A fitoszterinek
elkiilonitése a dezodordld 1€pésben kovetkezik be. Ez a miivelet nytjt lehetdséget az egyébként
kis szdzalékban jelenlévo szterinek koncentraldsara (33. tdblazat). Szterinek kinyerése céljabol
felhasznalt nyersolajok kozt a leggyakoribb a kukoricaolaj, a kukoricarost olaj, a bizacsira olaj
és a szbjaola;.

Névénvi olai Szterin tartalom
y1olaj (mg/100g olaj)
Nyers Finomitott
Kukorica 850 730
Repce 820 770
Napraforg6 430 350
Széja 350 260

33. tabldzat Novényi olajok szterin tartalma

14.2.2.1. Kinyerés dezodordldsi pdrlatbol

A fitoszterinek szterin tartalmu anyagokbol valé kinyerésére tobb mddszert is alkalmaz-
nak. Ezeket foképp az hatdrozza meg, hogy a szterinek egy része észter formaban van jelen a
forrasaiban. Ilyen esetekben a kiindulési anyagot hidrolizisnek vetik ald, minek hatdséra a szte-
rinek felszabadulnak az észter formabdl. A szteroid-€szter tartalmu anyagok hidrolizise meg-
valosulhat vizes kozegben, nagy nyomdson (1,5-50 Mpa) és magas homérsékleten (200°C)
vagy elszappanositdssal, melynél enyhe tilnyomast, magas homérsékletet és keverést alkalmaz-
nak. Utébbi mdédszer elénydsen kapcsolja 6ssze a hidrolizist és az elszappanositast. Az dssze-
tevok elvalasztasat és koncentraldsat extrakcioval vagy (molekuldris) desztillacioval végzik.

14.2.2.2. Kinyerés fagyantdbol
Fitoszterinek kinyerésére szolgalé mésik forrds a folyékony fagyanta, amely a fa- és cel-
lul6zipar egyik mellékterméke. Els6sorban, de nem kizardlag, a feny6félékbodl szarmazo puhafa
feldolgozasa sordn képzodik. A nyers fagyanta el nem szappanosithatd osszetevOinek ardanya
jellemzden 5-35% kozott valtozik, a fa fajtajatol fiiggden. Ilyen alkotdk példaul a viaszok, a
hosszualancu alkoholok, a zsirsavészterek, a szterinek és a szteroid €szterek. Ezen beliil az 6sszes
szterin kiteheti a teljes tomeg 3-7%-ét, foként észterezett formaban.

A termelés vagy fagyanta szappanbdl vagy fagyanta szurokbdl torténik, mindkét anyag-
nak vannak eldnyei €s hatuliitéi is. Szterinek feldolgozasat az utébbi anyagbdl mar az *50-es
években leirtdk. A szurokban a szterinek mellett eléfordulé szennyezOk nagy molekulasilyd
savak — olajsav, sztearinsav — és a nagy molekulasulyu alkoholok, melyek nehezen valaszthatok
el a szterinektol.

A korébbi évtizedekben kiilonb6zo olddszeres extrakcidval tortént a szterinek kinyerése
és tisztitasa ebbdl a nyersanyagforrasbol. Ezek a mddszerek egyre kevésbé fejleszthetbek, ko-
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szonhetden az oldészerek hasznalatdra vonatkozé szigord szabdlyozasoknak. A nagy tisztasa-
gu végtermékkel kapcsolatos elvardsok nehezen is teljesiiltek. Utobbi okok vezettek a desztil-
l4acién alapul6 eljarasok kifejlesztéséhez.

A szterin frakcién beliil a B-szitoszterin a legdltaldnosabban haszndlhaté vegyiilet. Ennek
dusitasara, tisztitdsara tovabbi miiveletekre van sziikség. Jellemzden frakciondlt kristalyositast
alkalmaznak, a szterin frakciot forrd szerves olddszerben (pentanol, ciklohexanon, vizes alko-
holok) oldjak, és fokozatosan lehiitik, néha oltokristallyal gyorsitjdk a kristalyok kivalasat. A
tiszta anyag elddllitdsa csak tobb 1épésben lehetséges, emiatt nagyon draga. Emiatt az ipari
technolégidkban gyakran beérik 70-80%-os tisztasdgu, de olcsébb alapanyaggal, kiilondsen, ha
a mellékkomponensek is hasonl6 szerkezetii, hasznosithat6 szteroidok.

A sztigmaszterint gyakran el6bb progeszteronnd oxidéljdk kémiai eljarassal, mivel a ben-
ne taldlhat6 C22-es kettdskotés gatolja az alkalmazott mikrobatorzsek metabolizmusat.

14.2.2.3. Az oldalldnc lehasitdsa
A szitoszterin (a gyakorlatban B-szitoszterin és kampeszterin keveréke) és a koleszterin
oldallancit mikrobidlisan bontjak le, és oxidaljak 17-ketoszterinekké, elsdésorban androszt-4-
én-3,17-dionna (AD), 90-OH-AD-n4a és androszta-1,4-dién-3,17-dionna (ADD).

AD 9aOH-AD ADD

©) ©)

233. dbra  androsztén-dion 9aOH-androsztén-dion androsztén-dién-dion

Ez a harom vegyiilet sokféle tovabbi gyartds alapanyaga, az elsd kettd éves viladgpiaca
egyenként is ezer tonna folott van.

A kivélasztott szteroid alapanyagbdl a kivant gydgyszerhatéanyag kialakitdsa tobblépé-
ses folyamat, amelynek sordn a szterdn vdz megdrzésével mindig csak egy-két funkcids cso-
portot alakitanak at, vagy kettds kotést hoznak 1étre. Egyes Iépéseket kémiai tton is meg lehet
valdsitani, de szamos esetben a biokonverzid elonydsebb. A szteroid gyarto iizemek igy szin-
tetikus és fermentdacids dtalakitasokra egyarant alkalmasak, a kémiai és bioldgiai iizemegységek
egymasnak adjdk az intermediereket.

A biokonverzi6 elényei:

» enyhe kémiai és homérsékleti koriilmények kozt mennek végbe
» sztereoszelektiv atalakitasok lehetségesek
» nem sziikséges véddcsoportokat radkapcsolni, majd eltavolitani.

Hétranyai:

» Minden konverziés 1épéshez kiilon enzimet (=torzset) kell keresni. Az alkalmazott tor-
zsek nagyon sokfélék, lehetnek baktériumok, élesztok, fonalas gombak. A benniik azo-
nositott, €s a technoldgiaban kihasznalt enzimek eredeti szubsztratja sokszor nem is az
atalakitand6 szteroid, hanem valamilyen mds molekula, csak a szerkezeti hasonl6sag
miatt az enzim a szterdn vaz bizonyos régidjat ismeri fel, koti meg és alakitja 4t =
régidspecifikus enzimek. (A prokariétdk nem termelnek szteroidokat, ugyanazt a
szerepet a membranokban a hopanoidok toltik be.)
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» Emiatt a megfeleld mikrobatorzsek keresése (screening) nem tervezhetd és nagyon
munkaigényes.
A sziikséges enzimeket dltaldban nem izoldljak, hanem nyugvdsejtes tenyészetben haszndljak.

14.3. A konverzidk altalanos lefolyasa

Szamos kiilonbozd technoldgia 1étezik, az alabbiakban egy olyan ,,dllatorvosi 16” techno-

/////

A folyamat 1épései tehit:

— sejtszaporitas T>enzimtermelés Tkonverzié -

induktor- szubsztrat-
adagolas adagolas

234. dbra A biokonverziods technoldgia lépései

A technoldgia ugyanuigy egy vagy tobb oltétenyészet szaporitdsdval indul, mint barmely
mds fermentécid. A megfeleld sejtszamu €s dllapotd inokulummal oltjdk a féfermentaciot.

Ennek elso szakasza a sejtszaporitds a
torzs igényeinek megfeleld tdpoldaton.

A sejtek elszaporoddsa €s a tdptalaj
részleges kimeriilése utin a konverzidhoz
sziikkséges enzimet indukdljdk - induktor
anyagot adagolnak. Ez lehet a szteroid
szubsztrat kis adagja, lehet egy olcsobb szte-
roid molekula vagy egy szintetikus molekula,
pl. naftol-szarmazék. Az indukcié hatékony-
sagat enzimaktivitds méréssel lehet ellendriz-
ni. Az aktivitas altalaban 10-24 6ra alatt éri el
a kivant szintet.

A szteroid szubsztrit beadagoldsa. Ko-
moly problémét jelent, hogy a szteroidok
rosszul oldédnak vizben, ezért a szubsztrat
kristadlyok formdjdban van jelen a Iében, a vi-
zes fazis telitett oldatnak tekinthetd. Az en-
zim/mikroba az oldatbdl felveszi a szubsztra-
tot, atalakitja, és leadja a terméket. A termék
is rosszul o0ldédé szteroid, koncentrdcidja
gyorsan eléri az oldhatésagi hatért, és ez is ki-
kristalyosodik a fermentlébdl. Ezt a jelensé-
get kristdlyfermentdciénak nevezik. Létszo-
lag nem torténik semmi, a mikroszkop alatt a 235 dbra Szteroid kristdalyok mikroszkopos képe
sejtek mellett kristdlyokat latunk. A (300x)
folyadékban a kristdlyok mennyisége nem valtozik, a szubsztrit és a termék koncentracidja
allando (telitési), a konverzié mégis folyik. Végtermékgatlas nem 1ép fel, hatranya viszont,
hogy tomegataddsi problémdk léphetnek fel. Két folyamat miikddik egyidejlileg, az enzim
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fogyasztja a szubsztratot, ettdl az oldat koncentracidja kissé lecsokken a telitéshez képest, €s a

kristdlyok oldéddsa pétolja az atalakitott anyagot. Az egymdst kovetd folyamatok koziil mindig

a leglassabb a sebességmeghatdroz6. A mérnoki cél az, hogy hasznéljuk ki teljes mértékben az

enzim kapacitdsat, tartsuk fenn a maximadlis (telitési) koncentriciot, az atalakitds sebessége

legyen a meghatdrozé (=reakcié rezsim). Ehhez viszont minél nagyobbra kell novelni az
oldddas sebességét — ez pedig a kristalyok fajlagos feliilletének megnovelésével érhetd el. Ez
indokolja, hogy a szubsztrat bevitelénél a mikrokristalyos szerkezet elérésére torekednek.

Ennek elérésére kétféle technikat is alkalmaznak, mindkettd azon alapul, hogy a folyadékot

sokkal egyszeriibb diszpergalni, mint a szilard anyagokat.

- A szubsztratot felveszik oldoszerben (olyan szerves oldoszer kell, amely a vizzel elegyedik,
és emellett nem kdrositja a tenyészetet, pl.: etanol), és lassan a fermentorba engedik. Az
alkohol kihiguldsa kovetkeztében a szteroid kikristalyosodik, megfeleld kivitelezéssel igen
apro, nagy feliiletli kristalyokat kapunk.

- Olajokkal, glicerinnel, tenzidekkel és detergensekkel megol-
vasztjak a szteroidot (lesterilezik), és az olvadt anyag apr6 csep-
pekre diszpergalhat6 (emulzid képzés). Lehiitve az apr6 cseppek-
bol apr6 szemcsék/kristalyok lesznek, nagy fajlagos feliilettel.

A szubsztrat bevitel megoldhaté ciklodexrinekkel is. A ciklodext-

rinek molekuldja alkalmas apoldris jellegii molekuldk befogadésara,

igy a szteroidokkal is zarvanyvegyiiletet képez. Ez egy reverzibilis
folyamat, a szabad és kotott molekuldk kémiai egyensilyban vannak.

Ahogy az atalakulas sordn a szabad szubsztrat molekuldk fogynak, a

komplexbdl felszabadulva folyamatosan pétlédnak, igy végbemehet

a teljes konverzio.

236. dbra Szteroid-
ciklodextrin komplex

Lipofil szubsztratot és termékeket tartalmazd folyamatok produktivitdsat igen gyakran
kétfazisu rendszerekkel szoktdk javitani. A megoszlas révén a vizoldhatatlan szerves fazis egy-
arant tarolja a szubsztritot €s a terméket is. A szubsztrit koncentracid a vizes fazisban kozel
allandé értéken van, mivel annak oldhatésdga a szerves fazisban sokkal magasabb. Hasonl6-
képp oszlik meg a képzddo termék is a két fazis kozt, kovetkezésképpen a termékkinyerés igen
egyszeru.

Fitoszterin szubsztrat esetében szdjaolajat, napraforgd olajat, PPG-t és szilikonolajat
haszndltak a szteroid felolddsara és bevitelére. A szerves fazis jelentOsen novelte a fitoszterin
hozzaférhetdségét, ezaltal a képz6do AD mennyiségét is. PPG-nel az AD-ra szdmolt hozam
elérte a 80%-ot is 30 g/ kiindulasi fitoszterin koncentracié mellett.

Az itt bemutatott sémandl egyszerlibb technoldgidk is hasznélatosak. Létezik olyan
megoldds, amelynél a szubsztratot a mar a fermentacio elején teljes egészében bemérik, igy a
kiilon indukcid, enzimaktivitds mérés feleslegessé valik.

Feldolgozds. A szteroid egy része oldott, a masik része szilard fazisban van, ilyenkor
rendszerint eldbb teljes/totdl extrakcidt végeznek erdsen apolaris olddszerrel, pl. diklér-metan-
nal, mely minden apolaris anyagot kiold. A fazisok szétvélasztdsa és az olddszer lehajtasa utdn
szilard vegyes anyag marad vissza (pl. szubsztrat, termék €s melléktermékek egyiitt). A kovet-
kezd 1épésben olyan olddszert alkalmaznak, mely ebbdl szelektiven old ki egy komponenst =
ez a szelektiv-, vagy differenciédl-extrakcio.
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14.4. Szitoszterolbdl eléallitott vegyiiletek

14.4.1.  Androszténdion (AD)

A gybgyszerhatéanyagok gyartdsdban az egyik legfontosabb koztitermék az androsztén-
dion (androszt-4-én-3,17-dion). Az AD egy tizenkilenc szénatombdl all6 szteroid hormon, mely
a magasabb rendii szervezeteknél a mellékvesében €s az ivarmirigyekben termelddik. Mester-
séges tuton eldallithato szerves szintetikus modszerekkel (drdga) vagy a szterinek oldallancanak
mikrobioldgiai hasitdsa révén. Az androszténdiont régdta alkalmazzak androgén és anabolikus
készitmények eldallitdsnak kiinduldsi anyagaként. Ennek kovetkeztében az AD vilagpiaci éves
igénye meghaladja az ezer tonnat is.

Novényi és allati eredetli szterinek oldallancdnak hasitdsara, és ezdltal AD termelésre
tobb mikrobafajt is alkalmasnak taldltak (34. tdblazat).

Szubsztrdt Mikroorganizmus

Mycobacterium sp., Arthrobacter simplex,
Brevibacterium lipolyticum, Nocardia ahena
Mycobacterium sp., Pseudomonas sp., Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium flavum

Mycobacterium sp. NRRL B 3805

Koleszterin

Szitoszterin

Koleszterin, szitoszterin,
sztigmaszterin, ergoszterin

34. tabldzat AD termelésére alkalmas mikrobatorzsek

A szitoszterin AD-n4 alakitdsanak enzimatikus 1épéseiben 0sszesen 11 katabolikus enzim
jatszik szerepet, 14 egymadst kovetd 1€pésben. A teljes folyamat a kofaktorok regeneraciéjat
igényli. Az elsd 1épés egy tdmadds az oldallanc végén. A C27 terminalis metil csoporthoz egy
hidroxilcsoport kapcsolddik, mely ezutan karbonil csoportta oxidalodik. Ezt koveti egy karbo-
xilacids 1€pés a C28 pozicidban. Az elsd 1épést hdrom enzim egyiittesen hajtja végre, melyek
telitett oligoizoprén szarmazékok és az oxigén alacsony parcidlis nyomadsa altal indukalhatdak.
A masodik 1épés szén-dioxid fixalassal jar, igy az oldott szén-dioxid koncentraci6 pozitiv hatast
gyakorol a B-szitoszterin AD-nd torténd biotranszformécidjdban. Az 1% szén-dioxidot tartal-
mazd levegot tobb kisérletben elonydsnek taldltdk. Ezekbol kovetkezik, hogy a tul intenziv le-
vegdztetés negativan befolydsolja a termékhozamot (sok a bevitt oxigén, a szén-dioxidot pedig
kihajtja). Sztochiometriailag egy szitoszterin molekula oldallancénak lehasitasakor 3 molekula
propionil-CoA, 3 molekula FADH>, 3 molekula NADH és egy molekula ecetsav képzddik. A
keletkezett propionatok és az acetdt a Krebs ciklusba jutva energiaként hasznosulnak. Az AD
bioldgiai tton torténd elddllitdsanak nehézségeit a szteroid vaz felbomlésa és az androszténdion
altal kifejtett termékinhibicio jelentik.

szitoszterin + acetil-CoA +2CoASH +2H>0 +NADPH +3NAD* +3FAD +CO> +0, +ATP =
= AD + 3 propionil-CoA + 2 ecetsav +NADP* + 3NADH +2H* +3FADH> +AMP +PP;
Szénatomokra nézve:

Oldalldanc (Cio0) + CO2=3 Cs (propionil) + 1 C> (acetil)

A kettds kotés ,atforduldsa” annak koszonhetd, hogy igy konjugdlt helyzetbe keriil az
oxo-csoport kettds kotésével, ami energetikailag kedvezdbb.
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A szterinekbdl kiindul6 androszténdion ipari gyartdsakor dontéen Mycobacterium torzse-
ket alkalmaznak. A Mycobacterium nemzetség képviseldi a Nocardia-k és Rhodococcus-ok
csaladjaba tartoznak. A mikobakteridlis sejtek Gram-pozitivak, szigordan aerobok, enyhén haj-
litott palca alakdak. A csoportba tartozé baktériumok néha elagazd, fonalas novekedésiliek; a
fonalszerti képletek a legkisebb beavatkozasra egyedi sejtekké esnek szét. A Mycobacterium
fajok egyik csoportositdsa alapjin lehetnek obligit patogének (M. bovis, M. tubercolosis), lap-
pang6 patogének (M. avium, M. fortuitum) vagy szaprofita fajok (M. phlei, M. smegmatis).
Szaprofitdkat talajbol, sos- és édes vizekbdl izolaltak.

A mikobakteriumok rendkiviil lassan novekednek. Esetenként 40 napos inkubdcié utan
képzddnek csak lathato telepeik a komplex taptalajok feliiletén.

Az eljarasban hasznalt, az un. Mycobacterium. sp. BM6 egy gyors novekedésii, apatogén
mikobaktérium, amely a Mycobacterium phlei fajnak egy mutdnsa. A sejtek palca form4jaak,
kicsik, atlagosan 1 um hosszdak, és 0,2-0,5 um az atmérdjiik. A kiilonall6 sejtek az apolaris
feliileti, viaszos sejtfal okdn hajlamosak aggregatumokba 6sszedllni. A sejtfal védo hatdsa miatt
a sejtek savval, alkohollal, és egyéb kémiai €s fizikai hatdsokkal szemben ellendlléak. Amorf
telepeket képez, amelyeket a termelt pigment narancssargara szinez. A Mycobacterium sp. BM6
torzsnek fontos jellemzdje, hogy szteroid-1,2-dehidrogendz és 9a-hidroxildz hidnymutans, emi-
att a szteroid vaz bontdsara nem képes. Telitetlen szterineken novekedve androszténdiont allit
eld.

Az AD konverzi6 hatdsfoka 70% koriili. A 1ében 24 g/1 szitoszterinbdl mintegy 10g/l AD
keletkezik, megmarad kb. 3g/1 szitoszterin €s kozel 1g/1 egyéb anyag keletkezik. A tiz g/l ter-
mék nagyon kis értéknek tiinik, de vegyiik figyelembe, hogy a molekula kozel egyharmadat
elveszti az 4talakitds sordn.

A teljes fermentlevet diklér-metdnnal extrahdljdk, majd elvélasztjdk és lehajtjék az oldo-

]
Et H
MIyeobact. plded
OH 0 Andoszirén diog AD)
szitoszterol
OH
=CH
B +acetilén o
0 =
Etiszterol

237. dbra Az AD intermedier gydrtdsa

szert. A szelektiv extrakciot 85%-os metanollal végzik, amely az androsztén-diont oldja, a szi-
toszterint viszont nem.
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Az AD maga is hormon, androgén hatdsa kb. 20%-a tesztoszteronénak, de szamos tovabbi
termék intermediere is. AD-bdl 4llitjdk eld tobbek kozott a spironolaktont, a finaszteridet és a
drospirenont is. A spironolakton az aldoszteron-antagonista hatdsardl ismert vizelethajté ké-
szitmény, mely diuretikus hatdsabdl kovetkezden vérnyomdascsokkentd hatdssal is rendelkezik.
A finaszteridet a jéindulatd prosztata-megnagyobbodas kezelésére alkalmas szerként torzs-
konyvezték. Tovabbi, az AD atalakitdsabodl nyert hatdanyag a drospirenon, melyet progesztagén
tulajdonsaga miatt fogamzasgatld szerként alkalmaznak.

Az AD technoldgia mésodik 1épése kémiai reakcio, acetilén gdzzal vizmentes THF-ben
fém kalium jelenlétében acetilidet képeznek. A keletkezett etiszterol maga is gydgyszerhato-
anyag (progesztagén hatdsu), de tobbféle uton is tovabbalakitjak.

14.4.2. 9a-hidroxi-androsztén-dion (9aOH-AD)

Mikroorganizmus: Mycobacterium smegmatis

A biokonverzidban 30 g/l-es koncentracidban bevitt szitoszterinbdl a mélsuly csokkenést
és a melléktermék képzddést figyelembe véve 14,5 g/l elméleti konverzi6 érhetd el. Az tizemi
fermentdciondl 10-11 g/l-es atlagszint érhetd el. (Konverzids fok ~ 70%).

0

2 H ‘-
hyxobact smegmat . ‘@
0

SXitos 2610l 90H AD

238. dbra A 9aOH-AD létrehozdsa

Feldolgozés: szelektiv oldoszerként di-izopropil-étert alkalmaznak, amely a szitoszterolt
oldja, a 9aOH-AD-t nem.

Q O
e HO
85%-0s H\PO
1o3is
+H20
——
O O
dezoxi-andosztréndion (DAD)

239. dbra A 9aOH-AD dtalakitdsa
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O C==CH
férnkalium
+acetilén

. seneorgeens oo gmeooee - s hidrokontizon

11-OH etiszterol

240. dbra Gyulladdsgdtlok kialakitdsa

A masodik 1épés itt is kémiai, a vizelvondshoz 85%-0s H3POs-ban f6zik, melynek haté-
sdraa 9. és a 11. szénatom kozott kettds kotés alakul ki, erre késébb konnyen addiciondltatha-
tunk pl. vizet, vagy HF-ot. Mindkét esetben az elektronszivé csoport a 11 C atomra oriental6-
dik, ez a kialakul6 szerkezet a gyulladasgatl6 szteroidok alapja.

Viz addiciénél az OH csoport a 11-es szénatomra kotodik. A 11-OH-AD-hez fém kéliu-
mot és acetilént adva 11-OH etiszterol keletkezik, melynek C2 oldallancat tobb 1épésben ata-
lakitva hidrokortizon éllithat6 elo.

14.5. Gyulladésgatlok

A kettOs kotésre hidrogén-flouridot addiciondltatva fluorid szarmazékokat, szuperkorti-
koidokat (nagyhatdsa gyulladdsgétlokat) kapunk.

A hidrokortizon (szinonim neve: kortizol) maga is gyulladasgatl6 és tovabbi gyulladés-
gatlok alapanyaga, amelyet a klasszikus uton REICHSTEIN-S acetdtbdl éllitottak eld, de a
110H-etiszteronbdl is kialakithatd. A hidrokortizon is hatékony gyulladasgatl6, de kedvezotle-
niil hat a s6- és vizhdztartasra, ezért kis modositdssal prednizolont allitanak eld beldle, amely

OH 0OH
O o

Curvularia lunata

0 O
REICHSTEIN-S acetat hidrokorfizon

Agthrobacter simplex

-
o

predniz alon

241. dbra A klasszikus gyulladdsgdtlok
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szintén j6 gyulladasgatld, azonban kevesebb a mellékhatdsa. A harmadik kettds kotés bevitele
az A gytirht , kifesziti”, az eredetileg sz€k konformaciéju gyliri majdnem koplandrissa alakul,
ettdl megvaltozik a molekula kétddése a receptorokhoz. Ezt az 4talakitast tovabbi hormonana-
16gok kialakitasdnal alkalmazzdk, 14sd késObb az anabolikus szteroidoknal.

Erdekes mellékreakcid, hogy a 20-keto vegyiiletek jelenléte indukdlja egy 20-dehidroge-
naz enzim termelését. Ez viszont a mind a szubsztritot, mind a célterméket dtalakitja, hatasta-
lanitja. Ennek elkeriilésére azt a triikkkot alkalmazzak, hogy az indukcidra oldallanc nélkiili ve-
gyiiletet, példaul AD-t adnak, ennek hatdsara termelddik a A-1 dehidrogenaz, de a 20-dehidro-
genaz nem. Amikor az enzimaktivitds eléri a maximumat, hozzdadjak a szubsztritot, és hogy
az ezéltal indukalt enzimtermelést megakaddlyozzék, egyidejiileg kloramfenikolt is adnak a
fermentorba. Ez a fehérjeszintézist gatl6 antibiotikum leéllitja az enzimfehérjék termelését.

A prednizolon vizoldhatésdga kiilonboz6 szubsztituensek hozzakapcsolasaval novelhetd:

N N —C
T H

HO OH

242. dbra Depersolon

HO 2

&

243. dbra Triamcinolon-acetonid

A prednizolonbdl allitjdk el6 a FTOROCORT kendcs hatéanyagat, a triamcinolon-ace-
tonidot:
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14.6. Nemi hormonok

14.6.1. Androgén szteroid hormonok

Ahogy a fejezet elején bemutattuk, a nemi miikodéseket szabalyozé szteroid hormonok
kozott elkiilonithetjiik a férfi (androgén) hormonokat. Az androgén hatds az emberi szervezet
szamos miikodésében érvényesiil:

- A férfi nemi szervek kifejlodése és novekedése
A normélis férfi szexudlis miikodés fenntartdsa
A masodlagos nemi jellegek kialakitasa
Sziikségesek a himivarsejtek éréséhez
Megnovelik a voros vérsejtek szamat (androgén tobblet)

Ugyanakkor ezen hormonoknak jellemzden van valamilyen mértékben anabolikus haté-

sa is:

- Nitrogén visszatartds a szervezetben fehérjék formajaban

- Izomtomeg novelése

- Fékezik a katabolizmust és a lebont6 folyamatokat

Az emberi szervezetben az androgének bioszintézise jellegzetesen a molekula két végén

az oxidécids allapot felcserélésével jar. A 3-OH csoport oxidéalédik, a 17-ketocsoport pedig
redukalédik. Erdemes megjegyezni, hogy az észtrogének, azaz néi nemi hormonok a férfihor-
monokbdl képzddnek. Androgén hormonok tehat a néi szervezetben is képzddnek koztitermék-
ként, de tovdbb alakulnak Osztrogén szdrmazékokka. Mig a férfiakban a tesztoszteron
képzddése nagyrészt a herékben torténik, a nékben a majban €s a petefészekben jelenik meg kis
mennyiségll férfihormon. A véltoz6 korban a hormondlis egyenstly eltoldddsanak egyik eleme,
hogy a férfihormonok kisebb mértékben alakulnak 4t néi hormonokka, és ett6l a masodlagos
nemi jellegek is férfias irdnyba tolédnak el.
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244. abra A szteroid nemi hormonok bioszintézise

A férfi hormonok hatdserdsségét osszehasonlitva lathatd, hogy a leger0sebb hatdsa nem
a kozismert tesztoszteronnak van, hanem a beldle képzddé dihidro-tesztoszteronnak.

Az emberi szervezetben végbemend bioszintetikus utak €s az ipari gyartas reakcidsora
nem esik egybe. A humadn 1t a koleszterinbdl indul, az ipari gyartdsnal az AD a megfelel? ki-
indulési anyag. A kordbban bemutatott gyartasu androszténdion maga is a férfi nemi hormo-
nok kozé tartozik.

290



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia SZTEROIDKONVERZIOK

Hormon hatas, %
tesztoszteron 100
5-dihidrotesztoszteron (DHT) 90-500
Androsztandiol 60
Androszténdion 20
Dehidro-epi-androszteron 10
Androszteron 10

35. tabldzat Férfihormonok androgén hatdsdnak osszehasonlitdsa

Orvosilag az androgén hatasra csak extrém esetekben van sziikség. Viszont sziikség lehet
az androgén hatés ellensulyozéasara. Ez tobbféle mechanizmussal valdsithaté meg, lehet:
» Szerkezetanalég molekuldkkal lefedni az androgén receptorokat (lehetnek
szteroid és nem-szteroid vegyiiletek)
» Megakadalyozni az androgének képzddését.

Ez utdbbira jellemzd példa a finaszterid
mukodése. Ez szerkezetanalogként, kompe-
titiv inhibitorként akaddlyozza a tesztoszte-
ron — dihidrotesztoszteron 4talakuldst. Ezzel
csokkenti a joval nagyobb androgén aktivitd-
si DHT termelését. Joindulati prosztata
megnagyobbodas ellen alkalmazzak, a csok-
kentett androgén hatds lassitja a prosztata no-
vekedését. Gyadrtastechnologidjdban kémiai
és biokonverzids 1épések egyarant szerepel-
nek. Els6ként a progeszteront kell eldallitani,
ebbdl kémiai reakcidkkal alakitjak ki a fina-
szteridet. De alternativ utként lehetséges az
1-2 kett6s kotés kialakitasa Corynebacterium
(Arthrobacter) simplex-el is. Ez a 1épés ana-
16g a hidrokortizon — prednizolon atalakitas-

sal. 245. dbra A finaszterid szerkezete

14.6.1. Anabolikus doppingszerek

A mésik orvosi, terdpids cél lehet a robordlds (=felerdsités), vagyis ekkor az anabolikus
hatds a kivanatos. Ehhez olyan szdrmazékokat keresnek, amelynél az anabolikus hatds nagyobb,
az androgén pedig kisebb. Ezeket a szereket viszont egyes sportoldk €s a testépitdk dopping-
szerként is alkalmazzdk (Sztanozolol, Nandrolon). Valamennyi anabolikum tesztoszteron ana-
16g, gydrtasuk is a tesztoszteronbdl indul. A tesztoszteron az androszténdionbodl egy 1épésben
ketoredukcidval 4llithaté el6. A konverzidt szelektdlt Saccharomyces cerevisiae élesztd
torzzsel végzik.

Magyarorszagon is gyartott anabolikus jellegli tesztoszteron szarmazék a Nerobol, me-
lyet robordlasra fejlesztettek ki, de doppingszerként is hasznaljdk. Gydrtdsa sordn a tesztoszte-
ronbdl indulva el6bb metilezik a 17 ponton, majd dehidrogénezéssel kialakitjak az 1,2 kettds
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Tesztoszteron Metil-tesztoszteron (METESZ)
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CH,
Anthiobacter sixaplex
8]
Nerobol

246. dbra A Nerobol gydrtdsi lépései

kotést. Ez a reakci6 anal6g a hidrokortizon — prednizolon 4talakitassal, ugyanazzal a Coryne-
bacterium (Arthrobacter) torzzsel végzik. Az A gylirti a harom konjugélt kotés miatt sikba me-
revedik, ennek eredményeként az anabolikus hatds megmarad, az androgén hatds viszont csok-
ken

Tovabbi anabolikus szteroid a Bolde-
non. Ez kimondottan lovak szamdra kifejlesz-
tett anabolika, emberi haszndlata nem engedé-
lyezett, a mégis elofordul visszaélés. Tipikus
androgén valtozasokat okoz, fokozza a nitro-
gén visszatartast, a fehérjeszintézist, noveli a
voros vérsejtszamot. Doppingszerként valo
alkalmazasat korl4tozza, hogy nagyon hosszi
ideig marad a szervezetben, még 18 hoénap
utan is kimutathat6. Gyartasa két irdnybdl is
egyszeriien megoldhat6. ADD-bdl egy 1€pés-
ben 17-redukcidval, vagy tesztoszteronbol
1,2-dehidrogénezéssel.

247. dbra Boldenon

A Nandrolont (19-nor-tesztoszteron) is
eredetileg robordldszerként fejlesztették ki.
Csontritkulésra, vérszegénységre €s dltalanos
roborélésra adjak 1ddsebb holgyeknek, a val-
toz6 kor utan. Altaldnos anabolikus hatdsai
mellett jellemzéen mindkét nemben kdrositja
a szexudlis miikodést. Tesztoszteronbdl allit-
hat6 el6 a 19-metilcsoport eltdvolitasaval, er-
re utal a kémiai névben a nor- elétag, ami egy
szénatom hidnyéra utal.

248. dbra Nandrolon
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SZTEROIDKONVERZIOK

A sporthirekben a silyemel0knél szo-
kott el6fordulni a Stanozolol dopping kimu-
tatdsa. Ennél a molekuldndl a D gytri szub-
sztitudlasa a metil-tesztoszteronnal analog, az
A gylriin viszont nitrogén az elektronszivo
hetero-atom. A 17-metil csoport miatt a szert
a maj nem bontja le, hosszu a féléletideje. Al-
kalmazasdndl a szokdsos anabolikus hatdsok
1épnek fel, embernél és allatokndl egyarant.
Gyartdsa a dihidro-tesztoszteronbdl indul,
szerkezetét tobb 1€pésben kémiai szintézissel
alakitjak ki.

249. dbra Stanozolol

Erdekesség: a doppingvizsgdlatokndl minden ellenérzés bekeriil a sportold bioldgiai iitlevelébe, és a vdl-
tozsokbdl is tudnak kdvetkeztetéseket levonni. Az elemzésnél nem csak az egyes hormonok és analogok koncentrd-
ciojdt mérik, hanem azok ardnyadt is figyelik. Példdul a tesztoszteron szint mellett figyelik a dehidro-epi-androszte-
ron (intermedier metabolit) és a tesztoszteron ardnydt is. Ebbdl lehet kovetkeztetni arra, hogy a vizsgdlt személy
szervezetében lévo tesztoszteron természetes viton szintetizdlodott-e a szervezetben, vagy kiviilrol adtdk be. Ennek
hatdrszdma hosszii idén keresztiil hat volt. Egy bizonyos személynél éveken dt ezek az értékek éppen a hatdr ald,
5,5-6,0 kozé estek. A WADA két-hdrom évvel ezeldtt megvdltoztatta a szabdlyozdsdt és a hatdrértéket lecsokken-
tette négyre. Kiilonos modon az adott személy mintdiban ettdl kezdve az ardny 3,5 és 4,0 kozé esett. Kovetkeztetés:
a versenyzo nyilvdn kapott tesztoszteront, de olyan jo orvosi/laboratoriumi hdttérrel rendelkezett, hogy a szint

mindig a hatdrérték alatt maradt.

14.6.2. NOi szteroid hormonok

Természetes| osztrogének

Osziradiol
Intramuscular
(estr-1,3,5-fiene-3,17 gdiol)

Természetes gesztagén

CH

e

cH, OH CH, 0O cH, PH
- OH
HO™ HO™ HO™

Osziron
iNnframuscular
{3-hydroxy-estr-1,3,5-friene-1 7-one)

Progeszteron
(Pregn-4-ene-3,20-dione)

Osztriol
oral
estr-1,3,5-triene-3,16,1 7-triol)

0
cH, y CHs

250. dbra Noi nemi szteroid hormonok

A n6i nemi miitkodéseket szabdlyozo szteroid hormonok két, eltérd szerkezetii s hatdsu

csoportba sorolhatdk:
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1. A természetes Osztrogének (C18 szteroidok) fizioldgiai szerepe:
» A ndi nemi szervek kifejlodése
» A masodlagos nemi jellegek kialakitdsa (noi, férfi)
» A peteérésben és a fogamzasban
» A csontsiiriiség szabalyozasaban (n6i, férfi)
» Anyagcserében

2. A természetes gesztagének (C21 szteroidok) fizioldgiai szerepe:
» A terhesség megtartisa
» A peteérés és ovulacié gatlasa
» A spontdn méhosszehizddasok gatlasa

A progeszteron a ,,terhességet megtartd” hormon. Ennek szintetikus szerkezet-analdgjait
alkalmazzak hormonélis fogamzéasgatlasra A hormonadlis fogamzasgatlds a gesztagén hatdson
alapul: a szintetikus progeszteron analdgok ,.elhitetik” a szervezettel, hogy a fogamzas megtor-
tént, igy az tjabb peteérésre nincs sziikség.

Az egykomponensii tablettdk csak progesztagén hatéanyagot tartalmaznak.
Ezek részben 19-nor-szteroidok (a 19-es metil csoport hidnyzik), illetve mds, szintetiku-
san eloallitott szarmazékok.

CH, OH CH, OH
WIEECH HIEECH

o o HO~ %
Norethisterone Norethinodre! Norgestimate Norgestre!

251. dbra 19-nor-szteroidok

Szerkezetiikben a természetes 17aOH-
progeszteronra hasonlitanak, a 20 és 21 szén-
atomot az etinil csoport helyettesiti.

A kétkomponensti tablettdk a progesz-
tagén hatéanyag mellett egy 6sztrogén tipusu
molekulédt is tartalmaznak. Ezek véltozé ara-
nyaval (két, illetve harom szakasz a szedési
ciklusban) jobban modellezik a n61 hormoné-
lis ciklust. Ez lehet példdul az etinil-6sztradi-
ol. A B-C-D gytirlik a Norethinodrellel azo-
nosak, de az A gylrl viszont az 6sztrogének-
re jellemzden aromds, a 3 pozicidban fenolos
OH csoport van rajta.

252. dbra Etinil-osztradiol
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14.7. Mineralokortikoid antagonistak

A szteroid hormonok kiilon csoportja hat a
viz- és ionhdztartdsra. A vesemiikodés befo- @)
lyasoldsara alkalmas szerkezetanalég a Spi- //\f

ronolakton. Kompetitiv inhibitorként lefedi -
az aldoszteron receptorokat a vesében. Ennek
megfeleléen vizhajté hatdsd, de més vizhaj-

tokkal ellentétben hatdsa nem jar kédlium ion
veszteséggel. Gyartasanak kiinduldsi anyaga

az etiszterol, tobb kémiai atalakitassal (lanc- _ H

hosszabbitds CO:z kotéssel, hidrogénezés, O ’f‘S

gylirlizaras, reakcio tioecetsavval) alakul ki a

végso szerkezet. /g
@)

253. dbra Spirinolakton

14.8. Szintetikus szteroid(anal6g)ok

A bioldgiai, biokonverzids technoldgidk mellett folyamatosan dolgoztak azon, hogy
kémiai szintézissel hozzanak létre hormonhatdsu szteroid analdgokat. Ezen a teriileten dltalanos
tanulsdgokkal szolgdl a sikeres fejlesztésnek induld, engedélyezett gydgyszer, a dietil-sztilb-

Osztrol esete. 1940 és -70 kozott haszndltak
HO N ) o
Osztrogén analdgként, tobb célra, pl. terhes
noknek adtdk a vetélés kockdzatdnak
= csokkentésére. Nem kivant mellékhatésaira
csak egy generdcioval késObb deriilt fény. A
vizsgalatok kimutattdk, hogy az igy kezelt
OH terhességekbdl sziiletett gyermekeknél mind-
két nemben rendellenességek jelentek meg.
A leanygyermekeknél egyes adenokarcind-
mdk gyakorisdga a negyvenszeresére nott a
hasonl6 korcsoporthoz képest. A fiukndl testileg és mentdlisan is csokkent a férfias jelleg.

Végiil is nem vonték vissza, mint gydgyszert, csak 1971-ben megtiltottdk haszndlatat ter-
hes ndk esetében. A holgyeknek a valtozé kor utdn adhato csontritkulds és egyéb tiinetek ellen.

A 222. abran bemutatott szerkezet alapjan els6 ranézésre még a szakember szdméra sem

254. dbra Dietil-sztilbosztrol

vilagos, hogy ez a molekula mennyiben hason-
lit a szteroidokra. A képletet tiikkrozve és segéd- OH
vonalakkal ellatva viszont mér egyértelmiien
latszik a hasonl6sag.

HO

255. dbra A dietil-sztilbosztrol - dtrajzolva
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E fejezet bevezetésében azt mondtuk, hogy a szterdn vaz eldallitisa nagyon bonyolult,
ezért végzik a gyartast bioldgiai eredetii szteroid alapanyagok konverzidjaval. Ugyanakkor a
szterdn vazat — pontosabban az 6sztrogének aromas A-gyliris szerkezetét — fel lehet épiteni
kémiai szintézissel is.

Egy ilyen technoldgidval csak azért foglalkozunk, mert ebben a folyamatban is van egy
biokonverzids 1épés.

A szintézis B-naftol és borostydnkdsav-anhidrid alapanyagbdl indul. A naftolon metilezik
az OH csoportot, majd részleges hidrogénezéssel tetralint képeznek. Oxidéacié utdn egy vinil-
csoportot visznek be. A borostydnkdsav-anhidridbdl metil-ciklopentan-diont éllitanak eld. A
két molekula 6sszekapcsoldsaval jon 1étre a metil-szekodion. A szeko- eldtag a vegyiiletben
egy nyitott gytirlire utal, itt a C gyurQ nyitott, a 8-14 kotés hidnyzik. Ezutan kovetkezik a bio-
konverzios 1épés, a két keto-csoport egyikét sztereoszelektiven redukdljak a Saccharomyces
torzsek. A reakci6 analég az androszténdion = tesztoszteron dtalakitassal, ugyanazokkal a sze-
lektalt élesztotorzsekkel végzik. A terméket rovid néven molonnak nevezik. Ezt kovetden ujabb
kémiai 1épések kovetkeznek, a kapott OH csoportot acilezéssel megvédik és a ketocsoporton
keresztiil bezarjak a C gytriit. Tovéabbi reakcidkkal el lehet jutni az Osztradiol-metiléterhez.
Gyartjak az 13-etil szarmazékot is, eldallitasa teljesen analég a médon torténik, etil-ciklopen-
tdn-dionbdl.

0O
HO . \
B-naftol tetralin
 —
@) (0
N ./ /

0] — s CHj

7
O

CH,0
metil-szekodion
7
(0]
borostyankdsav-anhidrid metil-ciklopentdn-dion
OH
—_—
(0]
CH,0
Molon

256. dbra A metil-szekodion elddllitdsa

Torzsfejlesztés

A szteroid konverzids torzseknél a klasszikus torzsfejlesztési modszereket alkalmaztak.
Az elsddleges technika a vad torzsek szelektdldsa, screening-je. Ez munkaigényes, nehezen
tervezhetd folyamat, amiben analdgidk és félempirikus médszerek segitik a kutatot. Ha mar
megvan egy megfeleldé enzimaktivitdsu torzs, akkor azt a klasszikus genetikai modszerekkel
fejlesztik tovabb. Indukélt mutacidval el lehetett tavolitani a nemkivanatos mellékaktivitasokat,
illetve javitani a konverzi6 sebességét, hatasfokat.
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A modern genetikai modszereknek is megvan az alkalmazasi teriilete. A konverzids
enzim termelését fokozni lehet példdul egy er6sebb promoéter beépitésével. Masik lehetdség,
hogy az alapvetden induktiv enzim termelését konstitutivva tessziik, termelését dllandositjuk.

Tobb, elsdsorban francia kutatocsoport kdzos célul tlizte ki a de novo szteroid termelést
heterolég expressziéval. Célul a hidrokortizont (kortizol) vdlasztottak. Osszehangolt munkéval
tobb év alatt sikeriilt egy élesztd torzsbe beépiteni a sziikséges nyolc emlds gént. Emellett meg
kellett oldani az élesztd 6t sajat génjének inaktivalasat is, mivel ezek félrevitték volna az anyag-
aramot. Végiil sikerrel jartak, a torzs laboratériumi koriilmények kozott kozel 10 g/l kortizolt
termelt. Az eredmény tobb igen rangos tudomanyos elismerést kapott, de az azdta eltelt nyolc
évben ipari alkalmazdsardl nem jelent meg informécid

| ETHANOL |

%

i

Zymosterol
| oo
fecostero|
Ergsp I Erg2p
| ergosterol ergosta 5-7 dienaol
Neptp Nepip
ergosta 5,22 dieneg 30l ergosta 5-encl sterol esters
Y=11
il Atf2p
pregnenclone acetyl-pregnenclone
CYF17A1 -
Meplp ’
17-0H pregnenoclane progesierone deoxycorticosterone
‘HSL ZYPTAY MNepip SY P 1B
Mepip ADX
Arhlp
17-0OH progesterone corticosterone
P21 B Geyip
Mopip Yprip
11-deoxycortisol VAiZen,: £ ke
i dinydroxypregn-4-ene-3-ong
Arhip | Arhip
11p,1 7o, 2 0
dinydroxypregn-4-ene-3-one
HYDROCORTISONE

257. dbra Hidrokortizon termelése élesztoben, heterolog expresszioval
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REKOMBINANS FEHERJEK GYARTASA

A kovetkezd termékcsoport, aminek gydrtasit megvizsgaljuk a rekombinans fehérjék
kore. Mit is jelent ez? Nem a sejt sajat genomjaban szerepld, az evolucio altal kialakitott fehérjét
termeltetiink, mint az enzimeknél, hanem olyan fehérjéket éllitunk eld biotechnoldgiai tton,
amelyeknek kodolé DNS-ét mesterségesen, célzott génmanipuldcioval vittiik be a termeld
organizmusba. A rekombinans DNS technikdval termeltetett fehérjék, roviden rekombindns fe-
hérjék termeld torzseinek 1étrehozésa a torzsfejlesztés kovetkezo szintje, a ,,targeted metaboliz-
mus”, 5. dbra). E termékek targyaldasdnal annyiban tériink el az eddigiektdl, hogy szétvalasztjuk
a Biotermék technoldgiat. EI0bb altalanossdgban vizsgaljuk meg a rekombindns fehérjék altal
megkovetelt technoldgiai megolddsokat és csak azutdn tériink 4t esettanulményszeriien az
egyes konkrét termékek tulajdonsdgaira, gyartasara és felhaszndlasara. Nem egy-egy technol6-
gia specifikus érdekességeit targyaljuk, hanem a sok gyartdsban el6forduld ko6zos elemeket,
amelyeket érdemes az adott terméktdl és technologiatdl fiiggetleniil, miiveletként vagy mive-
letsorként vizsgdlni. Ezutdn jonnek a biotermékek, a konkrét technoldgidk, esettanulmanyok
vizsgalatdndl mar csak az dltalanos megolddsok konkrét, egyedi alkalmazasat kell megmutatni.

A koz0s részfolyamatok attekintésénél is kovetjiik a bevezetésben felvazolt sémat, vizs-
galjuk a termék tulajdonsagait, a termeld torzseket, a fermentaciét (upstream), és a feldolgozast
(downstream processing). Ezzel a sorrenddel kovetjiik a technoldgia kifejlesztésének menetét
(4. abra ujra).

Molecule design

i B N-linked glycan recognition sequenc
2 C-terminal peptide
W,L.S,s.‘,-sfsa . .
s S Polysialylation acceptor
Linker sequence
_Aysosome M2 Host selection
/NN [ e : N
| Nucteus 7, 38t Strain engineering
N\ e Glycosyltransferases
Ay hy Ay Glycosidases

“Transport vesicles

Growth conditions
Temperature, pH, CO,, NH
Additives
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Precursors
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Chromatography
Anion exchange
Hydrophobic interaction
Hydroxyapatite
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258. dbra A rekombindns fehérjék gydrtdsdnak fejlesztési lépései
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15. Rekombinans fehérjék gyartasanak technikai megoldasai

Fehérjék esetében ezek a szakaszok Osszetettebbek, az elsd két fazis tovabbi részfelada-
tokra oszthato:
A molekula megismerése, megtervezése (aminosavsorrend, glikozilalas)
Megfelel6 analitika kidolgozdsa
Dontés a gazdaszervezetrdl €s a vektorrdl
Kodonoptimélas
A génszerelvény Osszedllitdsa (promoterek, operatorok, célgén, kisérd fehérjék,
termindtor)
Klénozas, expresszid, szelekciod
. Sejtbankok létrehozdsa

ARl

~ o

15.1. A molekulatol a termel6 torzsig

156.1.1. A molekula megismerése, megtervezése

Termékiink pontos ismerete kiilondsen fontos a rekombindns fehérjéknél. Nem lehet
meguszni a hosszadalmas és draga vizsgélatokat:
» Az aminosav sorrend elemzés (MS — MS)
» A glikozilaciés mintazat elemzése (MS — MS), izoformak eléforduldsa
» A mdasodlagos/harmadlagos szerkezet felderitése (legalabb a diszulfid hidak),
(Rontgen-krisztallogréfia)
» Domén-szerkezet,
» Természetes érési/aktivalasi utvonal
» Aktivald/inaktivalé hatasok, bomlékonysag

15.1.2. A megfelel6 analitika kidolgozasa

Az analitika a ,,szemiink”, amivel kovethetjik a fejlesztés minden 1épését. Mar a
fejlesztés elején megfeleld érzékenységli modszereket kell kidolgozni a f6 €s melléktermékek-
re. Ezzel elkeriilhetjiik az olyan kellemetlen meglepetést, hogy mér a tisztitas kidolgozdsa utan
deriil ki, hogy a termékiink nem egységes, hanem tobb komponensbdl all, kezdhetjiik elolrdl a
downstream optimalasat.

Az analitikai vizsgdlat irdnyulhat a molekula fizikai-kémiai tulajdonsdgaira (t6ltés, méret,
polaritds, optikai tulajdonsidgok), pl. a kromatogréfids, elektroforézises, MS-MS mddszerek.
Masrészt vizsgalhatjuk a fehérje hatdsossdgat, biokémiai aktivitdsdt, immunanalitikdval,
szovettenyészeteken, avagy kisérleti allatokon.

Példal: inzulin vizsgalata. Azonos-e termelt rekombindns inzulin az emberi szervezet
altal termelttel? A lehetséges modszerek:

Kémiai analizis:

HPLC elvalasztés, retencids id6 alapjan
» Egész molekula felvitele. Azonosithat6 a csucs, kvantitativ mérésre is alkalmas, de
kicsi a felbontdsa. Az 51 aminosav mellett pl. egyetlen aminosav cseréje vagy hianya
alig észlelhetd.
» Hasitas utan (fingerprint technika). A V8 protedz (szelektiv endoprotedz) otfelé hasitja
az inzulin molekulét, és az 6t kisebb peptid retencidjdban mar a kis kiilonbségek is
eldjonnek. Raadasul az eltérés helye is behatarolhato.
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Teljes aminosav-analizis (hidrolizis utdn). Az aminosavak szdzalékos ardnyat adja meg, a
szambeli eltéréseket lehet kimutatni.

Biologiai hatds:

Vércukorszint-csokkenés nytlban. Adott mennyiségli fehérje beinjekciézdsa utdn mennyivel
valtozik meg az éllat vércukorszintje. Lassu, draga és dllatvédelmi szempontbdl sem elfo-
gadhaté mérés.

Immunanalitika: Specifikus ellenanyagokkal az inzulin komplexbe vihet6 és ez egy szinreak-
cidval kovethetd.

Példa2: rekombindns eritropoietin hormon O-glikozilaciés lancanak MS-felvétele. A
nagyfelbontasu tomegspektrométerrel j6l azonosithaték az izomer és hidnyos izoformak.

O-Glycosylation Variant of Human Recombinant Erythropoietin
Jaehee Byeon et al. 0-G1-25A
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259. dbra Rekombindns humdn eritropoietin O-glikozildcios lancainak MS felvétele

156.1.3. Dontés a gazdaszervezetrdl és a vektorrol.

Még a génmanipuldci6 elott fontos dontés a megfeleld gazdaszervezet kivalasztasa. Nem
csak a genetikai atalakitds modjat és nehézségét kell figyelembe venni, hanem a termelddo fe-
hérje hatékonysagat, mennyiségét és gazdasdgossagat is. A sokféle lehetdséget harom fo cso-
portba sorolhatjuk be:

15.1.3.1. Prokariotdk (baktériumok)

A rekombindns fehérjék termelésénél, ahol csak lehetséges, eldnyben részesitették a
prokariétakat, kozottiik is az Escherichia coli-t, mivel haszndlatuk szdmos elonnyel jar. Nagy
a novekedési sebességiik, egyszerii, olcsé tdpoldatot igényelnek, konnyen kezelhetdk, nagy
hozamok érhetdk el alacsony koltségek mellett. Ugyanakkor a prokariéta gazdaszervezeteknek
megvannak a sajatos hatranyai is. A termék sokszor intracelluldris, és nem is oldatban van,
hanem szilard szemcse, zarvanytest (inclusion body) form4jaban keletkezik, ami megneheziti a
feldolgozasi miiveletsort (downstream processing). A baktériumok (a Campylobacter jejuni
kivételével) nem képesek a fehérjék poszttranszlaciés moédositdsara, elmarad a folding, a
glikozilalas, és sokszor a diszulfid hidak kialakitdsa is. Zavart okozhat a plazmidvesztés, a téves
indukci6 és az endotoxin termelés is. A prokariétdk esetében eltérd a tRNS-ek eléforduldsi gya-
korisdga, igy a transzlacio sebessége sokkal lassabb lehet, mint az eukariotdknél, emiatt kodon-
optimalds sziikséges.
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15.1.3.2. Eleszték

Az élesztok is gyakran haszndlt gazdatorzsek, mert egyrészt mikroorganizmusok, azaz
konnyen fermentalhatok, masrészt eukariotak, azaz képesek a termelt fehérjék poszttranszlacios
modositasara, foszforildlasra, O- és N-glikozilacidra, acetilezésre és acilezésre. A rekombinans
fehérjéket oldhaté formdban fejezik ki, és funkciondlisan aktiv formdba hajtogatjdk. A termelt
glikoproteinek human terdpids alkalmazdsanal viszont gyakori probléma, hogy az élesztd N-
glikozildlasa ,,high mannose” tipusu. Ez egyrészt hiper-immunogénné teszi a fehérjét, masrészt
megvaltoztatja az in vivo felezési idot. Az élesztok ,,fukarok™ abbdl a szempontbdl, hogy kevés
fehérjét valasztanak ki a kornyezetbe. A termeltetett rekombinans fehérje is alapesetben intra-
celluléris lesz, a sejten beliil marad, ami sejtfeltarast, €s utdna bonyolultabb tisztitast tesz sziik-
ségessé. Ez a nehézség kikiiszobolhetd, ha a fehérje génje elé egy megfeleld szakaszt, egy
leader faktor gént illesztiink. Az élesztok koziil a legtobb technoldgia a Saccharomyces cerevi-
siae-re €piil, annak ellenére, hogy a Pichia pastoris tobb szempontbdl is kedvezdbb lenne. En-
nek elsdsorban az az oka, hogy a mar engedélyezett torzsekre az tjabb technoldgidknal a hat6-
sdgok konnyebben megadjdk az engedélyt, kevesebb vizsgélatot irnak elo.

15.1.3.3. Allati sejttenyészetek

Szdmos human terdpids fehérjét, igy hormonokat, vérfehérjéket, monoklonélis
antitesteket emlds sejtvonalakkal termelnek. Leggyakrabban a CHO (=chinese hamster ovary,
kinai horcsog petefészek) és BHK (=baby hamster kidney, Gjsziilott horcsog vese) sejtvonalakat
hasznilnak. Az emlds sejtekben kifejezett rekombindns fehérjék reprodukéljak a legjobban a
kivalasztott human fehérjét. Foldingjuk és glikozilaciés mintdzatuk alig megkiilonboztethetd,
legfeljebb az izoformdk ardnyédban van eltérés. Az igy kapott fehérje funkciondlisan aktiv és a
szervezeten beliili viselkedése (pl. féléletidd) is azonos. Ugyanakkor ennek a gazdasejt tipusnak
is megvannak a hétranyai. A sejtek nagyon ,.kényesek”, igen draga, pontosan dsszedllitott tap-
oldatot €s magas miiszaki szinvonali berendezéseket igényelnek. A folyamat lassu, sokszor egy
hoénapig is eltart. Ennek megfelelden a gyartasi koltségek igen magasak.

A sejtvonalak nagy része csak feliilethez kotve novekszik, azon egy sejt vastagsagu
réteget képez (monolayer). Emiatt szaporitdsukhoz specidlis tenyésztd edényekre van sziikség.
A tovabbi rétegek kialakuldsét a kontakt gdtldas akadalyozza meg. Ha a sejtek a novekedés soran
egymadssal érintkeznek, akkor abban az irdnyban nem terjeszkednek tovdbb. Ez a gitlds a
tumorsejteknél nem érvényesiil. Létezik néhdny mddositott sejtvonal, ami szuszpenzidban is
szaporodik (CHO, BHK, VeRo, Hela), ezeknél a klasszikus, fermentorszerli késziilékek
alkalmazhatdk.

A gerincesek legtobb sejtje csak korlatozott szamban osztédik az izoldldst kovetden, azaz
a tenyészet eloregszik (szeneszcencia). Ezeknél a sejtvonalakndl torzskonyvszertien nyilvan
kell tartani, hogy hany osztéddson esett mar at az adott tenyészet, és még hany osztédds varhatd
kelld vitalitassal. Csak a tumor- és a rovarsejtek osztodnak korlatlanul (immortality).

Altaldban eml§s sejteket tenyésztenek, de eléfordul madar és rovar sejtek tenyésztése is.

Rovarsejtek tenyészete
A teljesség kedvéért meg kell emliteni a rovarsejt tenyészeteket is, bar haszndlatuk az
ipari 1éptékii technoldgidkban minimalis. Ko6zos jellemzdjiik, hogy jéval ellendllébbak,
robusztusabbak az emlds sejteknél, azaz tenyésztésiik olcsobb lehet. Ugyanakkor anyagcseré-
jikben, annak szabédlyozasdban nagyon tavol édllnak a gerincesektdl.
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260. dbra A kiilonbozo gazdaszervezetek dsszehasonlitdsa

Altalanossagban elmondhatjuk, hogy az egyre komplexebb, bonyolultabb é16 szervezetek
egyre bonyolultabb, komplexebb fehérjéket éllitanak eld.

Y

A gazdaszervezet
osszetettsege

Tr. noveny v. allat

Emlos sejt

Rovar sejt

Elesztd

aktérium

A fehérjetermék
Osszetettsege

261. dbra Az él6 szervezetek és fehérjéik komplexitdsa
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A jelenleg jovahagyott technoldgidk 95%-a ezt a harom gazdaszervezetet haszndlja:

= F e ] \ Ao

262. dbra E. coli S. cerevisiae Chinese Hamster Ovary, CHO

Mindegyik gazdasejt tipusndl megemlitettiik a glikozildlds mddjat, de ezek 6sszehasonli-
tasat szemléletesebben mutatja be a kovetkezo dbra.

veast
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263. dbra A kiilonbozo eukariotdk jellemzo glikozildcios mintdzatai

Lathato, hogy az oligoszacharidok als6 négy ,,szintje” konzervativ, minden eukariétaban
azonos. Efolott az élesztdsejtek akar tobb tucatnyi manndz molekulat is raépitenek a fehérjékre.
A novényi sejtek dltal termelt fehérjék cukorlancai igen valtozatosak, gyakran tartalmaznak
fukozt és xilézt. A rovarok egyszerii kis cukorldncokat alakitanak ki. Az emlds és human fe-
hérjék szénhidrat részei a legosszetettebbek. Teljes kiépitésben hétszintesek, a negyedik szinten
két-, hdrom- vagy négyfelé dgaznak el. Az 6todik-hatodik ,,szint” az eml6soknél kozos, erre
épiilnek ra a fajra és az adott fehérjére jellemzo ,,dekordlé” cukrok. A legfelsé szinten
cukorsavak (pl. neuraminsav szdirmazékok) jellemzdek.
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15.1.4. Fehérjék glikozilalasa

Amint az el6zéekben lattuk, a fehérjék bioldgiai aktivitisahoz nemcsak az
aminosavldnc megfelel6 elsddleges, masodlagos €s harmadlagos szerkezete sziikséges, hanem
a lanchoz kapcsolddé oligoszacharidok mintdzata is hozzajarul a miikodéshez. Ezért a
tananyagon beliil tegylink egy kitérot és vizsgaljuk meg a glikozildlas folyamatat.

A cukorrészek az aminosavlanc elkésziilte utdn keriilnek rd a molekuldra. Ez csak
bizonyos funkcids csoporttal rendelkezd aminosavakon lehetséges. A kotodési pont szerint a
glikozildlas kétféle alaptipusat kiilonboztetjiik meg. A két tipus kialakuldsi mechanizmusa is

eltéro.

» N-glikozilalas: az Asn-X-Ser/Thr/Cys aminosavharmasban az aszparagin savamid
nitrogénjén kapcsoldédik. Az X barmely aminosav lehet, a harmadik pedig egy polaris

csoportot tartalmaz6 aminosav.

» O-glikozilalas: Ser vagy Thr aminosav -OH csoportjan kapcsolodik.

@ sialicAcid
'/ Galactose
@ Mannose
I GalNAc
B GlcNAc

lumen/
extracellular

A rucose ’,

O-glycans
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264. dbra N- és O-glikdnok

Fontos megkiilonboztetni a glikozildlds és a gli-
kéci6 folyamatat. A ketté nem azonos, bar mind a kettd
cukor molekula kapcsolddasa egy fehérjéhez. Az elobbi a
fehérje érésének része és a sejt membranszerveiben en-
zimkatalizissel, célzottan végbemend, viszonylag gyors
folyamat. A glik4cié viszont egy spontan kémiai, nem-en-
zimes folyamat, ami utdlag, a fehérje milkkddése soran,
lassan, napok, hetek, hénapok alatt fokozatosan megy
végbe. A redukdl6 cukrok (gliikéz, fruktéz, galaktéz) al-
dehid csoportja Schiff-bazist képezve reagal a fehérjék
valamely —NH> csoportjaval. Ez késObb lassan 4talakul
Amadori termékké. Példa: a hemoglobin A-lancanak N-
termindlis valinjdra gliikkéz (a vércukorbodl) kapcsolodik.
A vOros vértest harom hénapos élettartama alatt a hemo-
globin tartalom egyre nagyobb hdnyada alakul 4t HgAlc
termékké. Az atalakulds sebessége fiigg vércukorszinttdl,
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265. dbra A glikdcio folyamata
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igy az aranybdl vissza lehet kovetkeztetni a haromhavi atlagos vércukorszintre, ami a diabé-
tesznél fontos diagnosztikus jellemzd.

15.1.4.1. N-glikozildlds

A fehérjékben el6forduld Asn-X-Ser/Thr triddoknak csak mintegy kétharmad részéhez
kapcsolodik cukorrész. A tovabbiak sztérikus okok vagy az X aminosav savas jellege miatt
fedetlenek maradnak.

Az N-glikozilalds sordn nem egyesével épiil fel a monomerekbdl a cukorrész a fehérjén,
hanem egy 14 cukor egységbdl all6 egység helyezddik 4t a nitrogén atomra. Ennek a bioszin-
tézise soklépéses folyamat. A 14 cukoregységbdl 4116 oligoszacharid szerkezet 1épésrol 1épésre
alakul ki, és ez 1ép at a fehérje megfeleld N-atomjara. A bioszintézis az ER membranjiba
horgonyozott dolichol (poli-izoprenil-pirofoszfat molekula, 16-21 izoprén egységbdl all) temp-
laton megy végbe. Ez erdsen apoldris molekula, a lipid kettdsréteg belsejébe illeszkedik, a
pirofoszfat csoportot a belsd és a kiilsé térbe egyardnt ki tudja ,,nydjtani”, és a pozicidjat
megvaltoztatni (flip-flop mechanizmus).

Az elsO hét egység raépiilése az ER kiilso feliiletén torténik, aztan ,,befordul” a lumenbe
(flip) és ott folytatédik a masik hét cukorrész hozzdkapcsoldsaval. A citoplazma feldl a mono-
szacharidok aktivalva, nukleotidokhoz (UDP, GDP) k6tott formaban érkeznek a szintézisbe. A
masodik szakaszban, a lumenben viszont egy masik dolichol molekula kdzvetitésére van sziik-
ség. A nukleotidok a citoplazma oldalon dtadjék a cukor molekulét egy, a membranba horgony-
zott dolichol-monofoszfatnak. Ez atzsilipeli (flip) a poldris molekularészt a lumen oldalra és
innen tevddik at az épiild oligoszacharid végére.

Ribosome
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266. dbra A 14-tagii oligaszacharid kialakuldsa
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Ha kész a cukor-"legyez0”, akkor ez kertil 4t a fehérje megfeleld nitrogénjére. A képzddo
fehérjét a riboszoma a transzlokonon keresztiil egyre tdgulé hurok formdjaban tolja be az ER-
be. Az oligoszacharid-transzferaz (OST) enzim a transzlokon mellett ,,figyeli”, hogy a betol6d6
fehérje lancon mikor jelenik meg az Asn-X-Ser/Thr harmas. Ennek felbukkandsa esetén helyezi
at a 14-oligoszacharidot a dolicholrdl a fehérjére. A glikozildlasok mar menet kdzben, még a
peptidlanc teljes elkésziilése elott bekovetkeznek. A dolichol templat ezutédn iiresen visszafor-
dul a ,,gyartésor” elejére (flop).

KEY:

O = glucose
‘ = mannose

O = A-acetylgiucosaming

CY¥TOSOL

ER LUMEM

growing
polypeptide chain

oligosaccharide
protein transferase

lipid-linked
oligosaccharide
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267. dbra Az oligoszacharid-transzferdz mitkodése

A fehérje teljes betoldddsa utan a szignalpeptid levagddik. Az ER lumenében kezdddik a
fehérje érése. A cukorrészrdl sorban levalik az utolséként felvitt harom gliik6z egység. A
fehérjelanc a chaperonok segitségével felveszi a megfeleld haromdimenzios alakot. Ezek utdn
atesik egy ,,mindségellenérzésen”, a ,,selejt” a proteoszéméakba keriil és lebomlik.

A tovabbi érési folyamat sordn a fehérjék hosszu utat tesznek meg a sejten beliil. A ribo-
szomardl az ER lumenjébe keriilnek, onnan atjutnak a Golgi komplexbe, végighaladnak a cisz-
, médium- és transz rétegeken €s csak ezutdn keriilnek a felhasznéldsi helyiikre. Az utvonal
minden dllomdsan lokalizalt enzimek végeznek egy-egy atalakitast az oligoszacharidokon, a
folyamat hasonlit a gyarak szereldszalagjaihoz.

Az ER kiilsO rétegér6l membrannal boritott cseppek, transzport vezikuldk flizodnek le,
ezek belsejében jutnak at fehérje molekuldk a Golgi apparatus cisz rétegébe. Itt a tovdbbi bio-
szintézisut eldgazik, mas az élesztokben és az emlds sejtekben. Az élesztOk tobb tucat tovabbi
mannoz egységet épitenek a ,,legyezd” végére, mialtal nagy, immunogén oligomannédnok jon-
nek létre. Emiatt az élesztok sokszor nem alkalmas gazdaszervezetek human terdpids rekombi-
nans fehérjék eldallitdsara. Az emlds sejtekben viszont lehasad harom mannéz egység. A Golgi
komplex kozépso ciszterndiban fokozatosan lecserélddnek az 6todik szint manndzai N-acetil-
gliik6zaminra. A kiilsd, transz-Golgiban épiil fel a hatodik szint a galaktézokkal, €s itt keriilnek
rd a dekordl6 szidlsavak és fukéz. Innen a kész fehérjék a vezikuldkkal tobbfelé tdvozhatnak
(citoplazma, lizoszoma, extracelluléris tér).
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268. dbra A fehérjék iitja az érés sordn

A képzddd fehérjék glikozilacids mintazata sohasem teljesen egyforma, a valtozatokat
izoformdknak nevezik. Erzékeny analitikai médszerekkel ezek egymas mellett meghatirozha-
tok, ardnyaikat a gyogyszer engedélyeztetési eljards soran meg kell adni, és a gydrtds sordn
bizonyos hatarok kozott dllanddan tartani.

Adalék: a voros vértestek termelését stimuldlo hormon, az eritropoietin molekula sok cukorrészt tartalmaz
(kb. 40%). Alloképességi sportokban doppingszerként haszndljdk, sejttenyészettel elédllitott hormont adnak a
versenyzonek. A cukorrészek alapos vizsgdlatdval viszont kimutathato az emberi és a gydri EPO kozotti kiilonbség,
az izoformdk ardnya mds. Még azt is meg lehet mondani, hogy melyik gyogyszergydr termékét haszndltdk fel. Mds
kérdés, hogy egy ilyen akkreditdlt vizsgdlat koltsége elérheti a millio forintot is.

15.1.4.2. O-glikozildldsok
Ezek a cukorldncok Iényegesen kisebbek és mas mechanizmussal jonnek létre. A kész
fehérjelanc megfelel6 OH csoportjara a transz-Golgiban egyenként kapcsolédnak a cukrok
UDP-aktivalt formaban. Ezek az oligoszacharidok altaldban kevesebb eldgazast tartalmaznak.
Az els6 cukor az N-acetil-galaktézamin, erre épiil a masodik szinten egy galaktdz és egy N-

O-glycans (mucin type)

1 C\;;
Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr
precusor core 1 core 2 extended core 3

269. dbra Az O-glikozildcio felépiilése
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acetil-gliik6zamin. Erre az eldgazd triszacharidra épiilhet még sokféle, valtozatos felépitésii
cukor.

Az emberi szervezet fontos immun determinansat, a vércsoport tulajdonsidgokat is O-gli-
kozildldsok hordozzdk. Orvosi szempontbdl a voros vértestek feliiletén megjelend glikoprotei-
nek (glikoforinok, Band3 fehérjék) cukorlancai a legfontosabbak, mert vératomlesztésnél ezek
hatdrozzdk meg az egyedek vérének kompatibilitasiat. Az ABO vércsoportot egyetlen galaktdz
molekula jelenléte, hidnya, illetve acilezettsége hatarozza meg.

Red blood cell types

Group O Group A Group B Group AB

1 T 1 (0 GALACTOSE

B N-ACETYLGLUCOSAMINE
] N-ACETYLGALACTOSAMINE
A Fucose

@ ERYTHROCYTE

270. dbra A vércsoportot meghatdrozo O-glikozildldsok

15.1.5. Kodonoptimalas

A rekombindns fehérje expresszids szintjének meghatdrozasdban a gazdasejt kodonhasz-
ndlata is fontos szerepet jatszik. Ha a heterol6g fehérjét eredetileg termeld szervezet kodon-
hasndlata jelentdsen eltér a gazdasejt kodonhasznalatitdl, az nagyon alacsony expressziot ered-
ményezhet. Altaldban nagy a kiilonbség az emlés sejtek és a prokariétak transzlaciGja kozott,
mig a baktériumok csoportjan beliil, illetve az eml0s sejtek kozott Iényegesen kisebb. Tipikus
eset, hogy a human fehérjéket az E. coli nehézkesen és lassan termeli. A fehérjeszintézis sebes-
ségét az egyes tRNS-ek gyakorisdga, kdpiaszama jelentdsen befolydsolja. Az egyes tRNS-ek
ritkasdga a szintézis lassusdgan kiviil 1d0 eldtti lanclevalast és fals aminosavak beépiilését is
okozhatja. Ennek a problémanak kétféle megoldasat alkalmazzak. Vagy ,,megtanitjak™ a coli-t
a ritka tRNS-ek tobblettermelésére, vagy atirjak a fehérjét kodolo tripletteket gyakoribb kodo-
nokra. Ez ut6bbi eljards a kodonoptimalés.

Kereskedelmi forgalomban is vannak olyan E. coli torzsek, amelyek a ritka kodonok
tRNS-eit intenzivebben termelik, ilyenek az AGG, AGA, CGG (arginin), AUA (izoleucin) és
CUA (leucin), CCC (proline) és GGA (glicin).

A kodonoptimélas alapja az a tény, hogy a genetikai kéd redundéns, vagyis egy amino-
savat tObbféle bazisharmas (akar 6 kiilonboz0) is kédolhat.

Mar viszonylag régota ismert azonban az a jelenség is, hogy léteznek az egyes gazdasej-
tek 4ltal ,.kedvelt”, vagyis gyakrabban hasznalt triplettek az azonos aminosavat kédol6 triplet-
tek kozott. Ezzel szemben léteznek olyan bazisharmasok, amelyek nagyon ritkdn kédolnak egy
adott aminosavat, helyettiik inkdbb mads, gyakrabban hasznalt kodonok jelennek meg. Ezek a
Hritka” tripletek altaldban kis gyakorisaggal elé fordulé tRNS-eken fordulnak eld. A tRNS-ek
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mennyisége a kutatdsi tapasztalatok alapjan a transzlacié sebességét erésen befolydsolja. A
gyakorisdg mellett szerepe van a kodon-antikodon illeszkedés pontossagdnak is. Egyes parosi-
tasok ,,l6tydognek”, a kapcsolat nem olyan erds, mint az a bazisparositasbdl elméletileg kovet-
kezne. A pontatlan illeszkedés lassabb szintézist €s gyakoribb hibdkat eredményez.

Osszességében tehit elmondhaté, hogy nem mindegy, hogy melyik homoldg triplettet
hasznaljuk, mert ez nagyban befolydsolja a fehérjeszintézis sebességét.

A kodonoptimadlds Iényege, hogy a kifejezendd gén eredeti bazisszekvencidja helyett a
kodonok helyettesitésével olyan DNS-t tervez(tet)iink, amelyrol az tirt mRNS az adott gazda-
szervezetben gyors transzlaciot tesz lehetové.

A tervezés sordn az aldbbiakat érdemes figyelembe venni:

» a,gyakori” tRNS-ek képiaszdma és a megfeleld illeszkedés

» a G+C ardny (legyen 40-60% kozott)

» eukariota fehérjék prokariota kifejezése esetén az intronokat ki kell hagyni

» a mRNS-bdl ne képzddjenek hurkok (hairpin), ne legyenek komplementer szakaszok

» lokdlis szekvenciaelemek: rovid motivumok, restrikciés hasitéhelyek, splice
felismerdhelyek

Az emlitett faktorok hatdsa a gazdatorzsektodl fiiggden is véltozik. A tervezést kiillonbozo
programcsomagok segitségével végzik, mint pl. a GeneArt GeneOptimizer nevli programja.
Célszertien ezt a feladatot erre szakosodott cégekkel végeztetik el.

A kapott bazissorrend alapjan a DNS lanc szintézisét kémiai mddszerekkel hajtjdk végre.
Az egyszerre felépithetd6 DNS szakasz hossza a technikai fejlodés kovetkeztében évrdl évre
novekszik, de a nagyobb fehérjék génjét tobb darabban kell 1étrehozni, majd ezeket 6sszekap-
csoljdk. Ezt a részfeladatot is érdemes erre szakosodott cégekkel vagy laboratériumokkal elvé-
geztetni.

15.1.6. A vektor létrehozasa, génbevitel, expresszio

A célgén elkészitésével megnyilik a lehet6ség a tényleges génmanipulédcié elott. A
génszakaszt be kell épiteni a kivalasztott vektorba, rendszerint ingdz6 (shuttle) vektorba. Ossze
kell allitani a megfeleld génszerelvényt. A célgén elé egy (rendszerint indukalhaté) promotert,
utdna egy termindtor szakaszt illesztenek, igy jon l1étre az expresszids kazetta/keret. Gyakran
mas génszakaszok (pl. leader szekvencia) beépitésére is sziikség van. A vektor behatoldsa utdn
a transzfekci6 és az expresszid sikerének ellendrzéséhez tovabbi molekuléris szerkezetek kiala-
kitdsa is sziikséges lehet.

Ezeket a molekuldris bioldgiai technikdkat mas targyakban nagyon részletesen targyaljak,
igy itt éppen csak megemlitem.

15.1.7. Sejtbankok.

Ha mar mindségi és mennyiségi szelektdlas eredményeképpen a keziinkben van egy jo
termeld képességli torzs/sejtvonal, ezt hosszua tdvon is véltozatlan formdban meg kell érizni. A
fejlesztések, a termelések, a klinikai kezelések stabil ismételhetdségének alapja az azonos és
valtozatlan képességli sejtek biztositdsa. Ennek moddszere a torzsbankok létrehozdsa. A
szelekcio sordn a legjobbnak bizonyult klonbdl viszonylag kevés osztodassal (hogy minél
kevesebb mutdciora adjunk lehetdséget) homogén tenyészetet neveliink. Ezt a tenyészetet
osztjuk szét tobb szdz kis adagra, pl. ampulldkba vagy kriocsovekbe. Ezeket azutidn
konzervéljuk, a megfeleld torzseltartdsi modszerekkel (cseppfolyds nitrogénben, -180-190
fokon, vagy liofilizélva) tartdsitjuk.

A banki dllomany eldallitdsandl hasznédlt mdédszereket és reagenseket, a tenyészet
elééletét, valamint a tdrolési koriilményeket dokumentalni kell.
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-

272. dbra Szubkultirdk

273. dbra Nitrogén tartdly és a bemeriilo
tartoedények

A technoldgiai fejlesztés sordn kotott sorrendben haromféle torzsbankot épitenek fel,
ezek funkcidja eltéro. Iddben elso a:

15.1.7.1. Research Cell Bank (RCB)

A termel6 manipuldlt torzs kialakitdsanak lezardsaként a legjobb klonbdl készitenek
kutatési sejtbankot. Sokszor a biztonsdg kedvéért a mdsodik legjobb (kovetd, follower) klont is
taroljak, arra az esetre, ha az elsOrdl kideriilne valami, ami miatt nem lehet termelésbe fogni.
Néhany ampulla sejtjeit alapos vizsgalatoknak vetik ald, mdsokat az upstream és downstream
fejlesztésekhez haszndlnak fel, de egy résziiket mindig megdrzik, hogy barmikor vissza lehes-
sen nyulni a kiindul4si dllapothoz. A sejtbank homogenitdsa szavatolja, hogy minden kisérlet-
ben azonos sejtek azonosan viselkednek, az egyik szubkultirdval kapott eredmények érvénye-
sek a tobbire is. A sejteken természetesen lehet tovabbi genetikai valtoztatdsokat végezni, de
ezutan djabb sejtbankot kell feldllitani.

15.1.7.2. Master Cell Bank (MCB)

A Master Cell Bankot az RCB-bdl hozzuk 1étre akkor, amikor a teljes gyartési technolo-
giat kidolgoztuk és eljutottunk az engedélyeztetés fazisdba. Az engedélyezéshez a sejtek na-
gyon sok tulajdonsagét kell szigoru kritériumok szerint vizsgalni és az eredményeket dokumen-
talni. Ez garantdlja, hogy a gydrtds hosszi tdvon, akar évtizedekig mindig azonos, biztonsagos
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sejtekkel folyik, jogvitdk esetén is ehhez nyulnak vissza. A sejtbankokndl minden beavatkozast,
eseményt dokumentalni kell, hogy felmeriilé kérdések esetén minden visszakereshetd legyen.
A sejtbankok vizsgalatdndl a f6 tesztelési teriiletek:
» Azonossag igazoldsa (expresszios szerkezet)
» Tisztasdg igazolasa (esetleges fertézések)
— virusok (ezen beliil: retrovirusok)
— prionok
— Altaldnos sterilitas: Baktériumok és gombaék jelenléte
— Mycoplasma: két mddszer paralell hasznalata: folyékony taptalajba és agarba.
— Kiilso virusfertdzés
Invitro assay indikéator sejtvonallal
Invivo assay csirkeembridval tojasban
— Retrovirus (rdgcsalé sejtvonalaknal):
XC plaque assay
S*L" focus assay
Transmisszios elektromikroszkopia (TEM)
Reverztranszkriptdz enzim jelenlétének mérése
Product enhanced RT (PERT), Kiilonleges enzimek retrovirusokban,
cDNA teszt PCR-rel
» Genetikai stabilitds (a terméket kodold régiéban, 33, mashol 100 genericion
keresztiil)

Rdaadésul ez csak a sejtek mindségét garantalé mindségbiztositasi folyamat elso 1épése, a
bankban 1év6 sejtekre vonatkozik. A vizsgdlatok a tenyésztésre, gyartdsra is vonatkoznak, a
fermentéacié végén is meg kell vizsgdlni a tenyészetet, hogy milyen mértékben valtozott meg a
folyamat sordn (end-of-production/post production cells (EPC/PPC)) vizsgélatok.

A vizsgalati protokollhoz az is hozza tartozik, hogy nem elegendd egyszer, az engedé-
lyeztetéshez mindsiteni a tenyészetet, hanem évente rendszeresen néhdny ampullat kiemelnek
és bizonyos teszteket djra elvégeznek.

A MCB értéke igen nagy, mivel hosszu kutat6 és fejlesztd munka eredménye és rengeteg
draga vizsgalatot kellett elvégezni. Emiatt a taroldkat kiilonleges védelemmel 14tjak el, és ha
lehet, tobb, foldrajzilag is tdvolesd helyen helyezik el, hogy sulyos katasztréfa esetén is
maradjon ép kultdra. A Richter Gedeon pl. megosztva, Budapesten €s Debrecenben tarolja a
sejtbankjait.

15.1.7.3. Working Cell Bank (WCB)

Az iizemi sejtbankra (Working Cell Bank) azért van sziikség, hogy a gyartds szinhelyén
a sarzsok inditasdhoz édllando, ellendrzott mindségli oltdtenyészet dlljon rendelkezésre. Kiala-
kitdsa az MCB-bdl indul ki, egy vagy két csovet kiemelnek, a sejteket elszaporitjdk és az igy
kapott tenyészetet szétosztjak és taroljak. Az igy kapott WCB-t is alaposan ellendrizni kell, de
a protokoll kevesebb vizsgélatot ir el6, mint a MCB-ndl. A sejtbank szerepe az, hogy a hetente,
vagy mds gyakorisaggal inditott gyartasokhoz egy-egy csovet kivesznek és ennek 1épcsizetes
szaporitasaval készitik el az inokulumot a fermentaciokhoz. A WCB egy-két évig szolgdlja a
termelést, azutan djat készitenek.
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274. dbra A sejtbankok egymdsra épiilése

15.2. Gyartasi technolégiak (upstream, downstream) fejlesztése, optimalasa

A taptalajok, a technoldégidk, a berendezések alapvetden eltérnek génmanipulalt baktériu-
mok és az dllati sejttenyészetek esetében, ezért célszerii ezeket kiilon fejezetben targyalni.

15.2.1. Rekombinans fehérjék gyartdsa génmanipulalt baktériumokkal

Bakterialis gazdasejtként az esetek tulnyomo részében az E. coli torzseket hasznaljak.

nem fogy el.
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15.2.1.1. Indukcio

A génmiikddés szabdlyozdsanak alapvetdé mechanizmusa a transzkripci6 ki-be kapcsola-
sa. A konstitutiv gének dlland6an bekapcsolt dllapotban vannak, az indukalhatdk kiirdsat kémiai
anyagok jelenléte, illetve hidnya szabdlyozza. A klasszikus operon modellhez hasonléan a sza-
balyozott gén(ek) elé egy indukdlhatd promotert illesztenek. A szabdlyozas ezekben az esetek-
ben pozitiv, azaz az indukal6 hatds kovetkeztében a fehérjeszintézis megindul. Leggyakrabban
a coli alaposan tanulmdnyozott lac operonjit haszndljak, de az induktor molekula a laktéz he-
lyett a szerkezetanalég IPTG (izopropil-tio-galaktozid), ami nem alakul at az anyagcserében,
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Some inducible promoters used for separation
of the production of recombinant proteins into a cell
growth phase and a production phase.

Host Promoter Inauction method
E.coli Prand P, Temp. shift 30 to 40°C
lac IPTG addition
“pho Phosphate starvation
trp trp starvation or
addition of IAA
tac IPTG addition
S. cerevisiae GAL1 Galactose addition

PHOS5

Phosphate starvation

IPTG: isopropyl B-thio-D galactoside IAA: B-idolyl acrylic acid

275. dbra Kiilonféle indukcios hatdsok

Felmeriil a kérdés, hogy miért van egyaltalan sziikség az indukcidéra. Miért nem jo, ha a
lag szakasztol kezdve végig fehérjét termelnek a sejtek? Az egyik érv az, hogy az idegen fehérje
termelése er0sen megterheli a sejtek anyagcseréjét. Az ATP felhaszndlasnak mintegy negyven
szdzaléka a rekombindns fehérje termelésére forditédik. Igy a termelés jelentSsen lelassitja a

szaporodast.

Gazda : E coli; szénforras: glukéz; 100 plazmid/sejt;

A plazmid mélttmege 2.9 MDa;

A rekombinans fehérje 50% -a az 6sszes fehérjének.

Plazmid-mentes sejtek Rekombinans sejtek

10 e(-16) mol/cell 10 e(-16) mol/cell

ATP felhasznalas:

poliszacharidok 5.75 573
sejt sajat fehérje. 57.39 57.22
termék fehérje 0.00 57.22
RNS 1224 12.20
kromoszéma DNS  2.96 2.95
plazmid DNS 0.00 0.27
bioszintézisere
transzportra  11.88 20.82
oszesen: 97 .17 163.38

A masik érv az, hogy a szaporodds soran eléfordulhat plazmidvesztés. Vagy a plazmidban
torténik olyan valtozas, hogy nem képzddik réla termék, vagy a sejtosztédasndl az dsszes plaz-
mid az egyik lednysejtbe keriil, mig a masikba egy sem. Ennek valdszinlis€ége ugyan szamsze-
riien nagyon kicsi, de a fermentorban az osztédasok szdma is 6ridsi, igy valds az esély plazmid-
mentes utédok létrejottére. Ezek pedig megszabadulva az idegen fehérje termelés terhétdl sok-
kal gyorsabban szaporodnak és néhany generaci6 alatt tilnovik a plazmidos sejteket. Ez a ver-
senyeldny az indukci6 el6tt nem jelentkezik, a plazmidos €s plazmidmentes sejtek kozel azonos
sebességgel szaporodnak.
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276. dbra Plazmidos és plazmidmentes sejetek novekedése

Az indukcié pontossdgat €s a termelés sebességét megnovelhetjiik ugy, hogy kétlépcsds
indukciot alkalmazunk. Ehhez olyan coli torzseket haszndlnak, amelynek kromoszéméjaba méar
beépitették a T7 bakteriofag RNS polimeraz enzimének génjét. A teljes kialakitdshoz hozza
tartozik, hogy ez a polimeraz is IPTG-vel indukdlhat6, valamint a célgén elé is a T7 fag sajat
prométerét kapesoljék, amit csak a fag polimerdz ismer fel. Igy a rekombinans fehérjeszintézis
teljesen elvalik a sejt sajat fehérjeszintézisétdl, nem léphetnek fel zavaré kereszthatdsok.
Rdadésul ez az enzim joval gyorsabban miikodik, mint a coli sajat kiir6 rendszere.

/ IPTG Induction

E. celi RNA
polymerase

! sl
L
| | laco
|
|
|

lac promoter
lac

repressor
|
|

DE3

lac | gene —

-

E. coli genome

—» |

IPTG Inductioh

v

277. dbra A kettos indukcio mechanizmusa
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15.2.1.2. Tapoldatok

Az ipari fermentacids tdpoldatok Osszedllitdsdndl elsddleges szempont a koltség. Tore-
kednek az olyan mezdgazdasagi, élelmiszeripari melléktermékek, hulladékok felhasznaldsara,
mint a melasz, kukoricalekvér, szjadara stb. Ezek komplex anyagok, pontos Osszetételiik nem
ismert €s rdadasul tételrdl tételre valtozik. A gydgyszeripari céli fehérje hatdbanyagok gyarta-
séndl ezek nem alkalmazhatok. A tisztasdg és reprodukélhatésdg érdekében pontosan ismert
osszetételli komponensekbdl osszemért, ,,chemically defined” (CD) tdpoldatokat haszndlnak.
Ez azzal jar, hogy azokat a nyomelemeket, amelyeket a komplex anyagok szennyezésként
tartalmaztak, egyenként precizen be kell mérni. A tadpoldat optimaldsa igényes mérnoki feladat,
a sok komponens hatdsanak egyidejii vizsgalatdra kisérlettervezési mddszereket (design of ex-
periments = DOE) alkalmaznak. R4dadésul a technoldgia kiilonboz6 fazisaiban mdas €s mas
Osszetételll tdpoldatra van sziikség. Célszerti kiilon vizsgdlni a szaporitd, a termeld €s a rataplalt
tapoldat optimadlis Osszetételét.

Az E. coli esetében kézenfekvo szénforras a gliik6z. Szamos technoldgidban alkalmazzék is, de
megvan az a hdtranya, hogy a coli hajlamos a részben anaerob, savtermel0 anyagcserére €s
ilyenkor ecetsavat termel. Ennek kikiiszobolésére glicerin szénforrdst szoktak alkalmazni.
Nitrogénforrasként szervetlen sok is megfelelnek, ezekbdl is képes fehérjét termelni a sejt. A
torzs tiamint igényel, ez biztositja, hogy a laboratériumbol vagy iizembdl kikeriilve életképtelen
legyen. Egy ilyen genetikai elem beépitése megakadalyozza, hogy egy GM torzs a természetben
elterjedjen és megvaltoztassa a bioldgiai egyensulyt.

Oltéanyag (inokulum) tapoldat Termeld tapoldat Rataplalt (feed) tapoldat
Glicerin 99,5% Glicerin 99,5% Glicerin 99,5%
KH,PO, KH,PO, MgSO<7TH,O
K,;HPO, K;HPO, EDTA
(NH,),SC (NH4), SO, Kanamicin szulfat
Na,C¢H:0,%2H,0 MgSO4=<TH,0 Boric acid
MgSO4<TH,0 Kanamicin szulfat CuS04x5H,0
Kanamicin szulfat Tiamin HCI MnSO4=<H,0
Tiamin HCI Boric acid FeCl,;=x6H,0
Boric acid CuS0O,x5H,0 InSO4=TH,0
CuS04=5H,0 MnSO4+<H,0 CoCly»<6H,0
MnSO4xH,0 FeCl;»<6H,0 Na,MoO4x2H,0
FeCl,x6H,0 ZnS0,xTH,0 CaCl,x2H,0
InSOx7TH,0 CoCl;*6H,0
CoClyx6H,0 Na,MoO4=2H,0
Na,Mo04x2H,0 CaCl,*x2H,0

PPG2000

278. dbra Glicerines coli tdpoldatok jellemzd komponensei

15.2.1.3. Fermentdcio

A coli fakultativ anaerob, de a rekombindns fehérje termelést egyértelmiien aerob koriil-
mények kozott végzik. Az intenziv szaporodashoz igen nagy oxigénigény kapcsolddik, erdtel-
jes keverésre és levegdztetésre van sziikség. A keverési megolddsok kialakitdsandl arra kell
torekedni, hogy a fermentlé minden részében egyforman j6 legyen az oxigén ellatas.

A bélbaktériumok optimaélis szaporoddsi hdmérséklete 37 °C, fermentaciés koriilmények
kozott is ekoriil alakulnak az optimumok. Specidlis esetekben, mint példaul a késObbi esetta-
nulméanyban szerepld GCSF el6dllitdsa soran a feldolgozasi problémadk miatt az indukcié utan
csokkend hofokprofilt kellett kialakitani.
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A pH optimum a baktériumoknél, igy az E. coli-nél is kozel semleges, 6,5-7,5 kozott
van. Az anyagcsere savakat termel, emiatt g adagoléssal tartjdk a kivant értéket.

Fermentation process parameters

—— Product —— pH — TEMP (°C)

—— 0D {600 nm) 02 utilise —i— pO2 (%)

—o— Stirring (pm) #10  ——— Point of induction

50 ~

45 - + 100

OD(600nm), Temperature,
pH, Acid (ml)
Stirring (rpm)

pO2 (%), Oxygen uptake (l),

Batch hours (h)

279. dbra Egy tipikus rekombindns coli fermentdcio lefutdsa. Az oldott oxigén szintet az indukcio utdn
mdr csak tiszta oxigén hozzdvezetésével tudtdk tartani.

Az indukcié beépitése a technoldgidba kétszakaszos fermenticidt (sejtszaporitids +
termékképzés) tételez fel, ezzel kizarja a félfolytonos és folytonos fermentécids technika
alkalmazasat. Ennek megfeleléen szakaszos (batch), illetve ratdpldldsos (fed batch)
fermentaciéval termelnek. A rataplalt (feed) tdpoldat Osszetétele mds, mint a szaporitd
tapoldaté. A rataplalassal a fermentécids idé meghosszabbithatd, tobb sejt és termék keletkezik.

15.2.1.4. Feldolgozds

A baktériumokkal termelt rekombindns fehérjék izoldldsara is érvényes a fermentlevek
feldolgozasara kialakitott dltaldnos séma, azzal a kiegészitéssel, hogy a prokariétdk az idegen
fehérjéket gyakran zarvanytestek (inclusion body) formdjaban halmozzak fel a sejt belsejében.
A kis méretli sejtek nehezen szlirhetOk (a membransziirés koltsége nagy), célszerlibb nagy
fordulatszdmu centrifugaval levalasztani. Ha a termék a feliiliszéban van, akkor egyszeriibb a
folyamat, a homogén oldatot a koncentrélds, tisztitds, végtisztitds 1épéssordn viszik végig. Ha
viszont a termelt fehérje a sejten beliil van, akkor a sejtfeltaras miveletét is be kell iktatni
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(French press, nagynyomdsi homogenizator). Abban az esetben, amikor a célfehérje zarvany-
testet alkot, a szemcsék elvdlasztasa, felolddsa és a molekuldk hajtogatdsa (foldingja) tovabbi
plusz miiveleteket, ezzel koltséget jelent.

Culture broth

Cell separation

| I
Cells Supernatant

|

I Cell disintegration l
Purification

ISolubiIisationI I Extraction

Refolding Polishing

280. dbra A fermentlevek dltaldnos feldolgozdsi sémdja

Zdrvdnytestek (inclusion body) feldolgozdsa

A rekombindns fehérjék eldéllitdsandl gyakran fellépd probléma, hogy a kifejezett fehérje
nem oldatban jelenik meg, hanem a sejten beliil szilard szemcséket, zarvanyokat képez, az angol
nyelvii szakirodalomban ezeket "inclusion body"-nak (IB) nevezik. Ez a jelenség a prokariéta
szervezetekben gyakran el6fordul, a fehérjék izoldldsandl komoly problémadkat vet fel, ezért
érdemes vele kiilon foglalkozni.

Fehérjezarvanyok kizdr6lag a prokaridta organizmusokban fordulnak el6, igy a
leggyakrabban manipuldlt E. coli -ban is szdmos esetben képzddik. A zarvanytest kifejezést az
angol ,,inclusion body” szdkapcsolat forditdsaként hasznaljuk. Jelentése a sejteken beliil,
zarvanyok formdjaban keletkezd, szildrd halmazéallapoti fehérjeszemcse. Kompakt,
legombolyitett alakd testek. Fénytorésiik eltér a citoplazmédétdl, ezért féaziskontraszt-
mikroszkdppal észlelhetdk. Stirliségiik viszonylag nagy, ezért sejtfeltdrds utdn centrifugéldssal
gyorsan iilepithetok. Anyagukban édltaldban homogének, 90-95 szdzalékban egyféle fehérjébol
allnak. Technoldgiai szempontbdl csak a prokariétdkban eléfordulé zarvanytestek érdekesek,
emberi sejtekben csak nagyon ritka genetikai rendellenességek kovetkeztében fordulnak elo.

281. dbra: Zdrvdnytestek E. coli-ban
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A zdrvdnytestek kialakuldsa

A kifejezett fehérjék kozott nem lehet bizonyossdggal (csak ~60%) elore jelezni, hogy
mely fehérjékbdl lesz zarvanytest, és melyekbdl nem. A vizsgdlatok szerint képzddésiik nem
hozhat6 6sszefiiggésbe sem genetikai paraméterekkel (host, vektor, génkornyezet), sem a fe-
hérje tulajdonsdgaival (méret, oldhatosag, szerkezet). Annyit lehet csak megfogalmazni, hogy
a sok diszulfidhidat tartalmazé fehérjék altalaban hajlamosabbak a zarvanyképzésre. A fehér-
jezarvanyok képzddése kinetikai okokra vezethetd vissza. A riboszomék feliiletén végbemend
fehérjeszintézis 1étrehozza a megfelel6 aminosav-sorrendii polipeptidldancot (elsddleges szerke-
zet), de az aktiv (nativ) allapot eléréséhez ennek fel kell vennie a megfelelé6 masodlagos és
harmadlagos szerkezetet, beleértve az intramolekularis diszulfidhidak kialakulasat is. Ezt a fo-
lyamatot nevezik ,,folding”-nak (legelfogadhatébb forditdsa talan a ,,hajtogatds”). A folyamat
tobbé-kevésbé spontdn mddon is végbemegy, hiszen a rendezett, nativ fehérje energiadllapota
alacsonyabb, mint a frissen keletkezett, kigombolyitott fehérjelancé. Az 4atalakuldst szamos
esetben katalizdljdk a chaperonok (dajkafehérjék). A fehérjeképz0dés és a folding sebessége
normadlis koriilmények kozott egyensilyban van, a 1étrejott fehérjemennyiség tilnyomorészt
atalakul nativ formdva. Ha viszont valamilyen oknal fogva tobb fehérje képzddik, mint
amennyit a folding folyamata at tud alakitani, akkor a felszaporod¢ ,,hajtogatatlan” (unfolded)
fehérje zarvanytestté alakul (256. dbra). Ezt a mechanizmust igazolja az a megfigyelés is, hogy
ha a prokariéta organizmus sajit fehérjéjének termelését fokozzuk (pl. géntobbszordzéssel),
akkor a mikroorganizmus sajat fehérjéjébdl is kialakulhat zarvanytest.

Folding === Nativ fehérje
Fehérje-bioszintézis
Zarvany képzddés — |B

282. dbra A folding és a zdrvdnyképzodés alternativ utak

A fehérjezarvanyok jellemzden a citoplazmaban alakulnak ki. Az E. coli citoplazm4jaban
ugyanis a kozeg reduktiv, ami nem kedvez a diszulfidhidak kialakuldsénak, azaz a foldingnak.
A coli citoplazma-fehérjéinek jelentds részében nincs is diszulfidhid. A sejten beliil oxidativ
kornyezetet a periplazmikus térben taldlunk, itt megy végbe a keresztkotést tartalmaz6 fehérjék
foldingja.

A fehérjezarvanyok kialakuldsa bonyolultabba teszi az izoldlasi technoldgidt, de ugyan-
akkor vannak eldnyei is. A szemcsék csaknem tiszta célfehérjébdl allnak, homogenitasuk tobb
mint 90 szdzalék, ezzel az eldtisztitds feleslegessé valik. Ebben a tomor allapotban nem hatnak
rajuk a protedzok, nem kell a termék elbontdsatdl tartani. A zarvanyban 1évo fehérjék inaktivak,
igy a sejten beliil nem tudjdk kifejteni esetleges karos hatasukat.

A feldolgozdsi technoldgia
A zérvanytestekbe tomoriilt fehérje kinyerése és aktivéldsa dltalaban a kdvetkezd
sorrendi séma szerint folyik:

1. sejtfeltaras — sejttormelék, kozte a zarvanytestek
2. centrifugdlds, tisztitas — ,,IB paszta”

3. oldatba vitel — oldott, unfolded fehérje

4. folding — oldott, aktiv fehérje

A kovetkezokben eszerint tekintjiik 4t a technoldgia 1épéseit.
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Sejtfeltdrds

A sejtfeltards miiveletei a zdrvanytesteknél nem specifikusak, az dltaldnosan hasznalt
miuveletek alkalmazhatdk. A baktériumok sejtfala valtozoé szilardsagu, a Gram-pozitiv torzseké
ellendllébb, a Gram-negativaké valamivel gyengébb. Ipari méretekben lizozimos kezelést,
és/vagy nagynyomadsu homogenizatort alkalmaznak. A feltards a zarvanytesteket nem karositja,
nem apritja.

A sejtfeltards hatdsara kiszabadul a coli DNS is, és ez viszkdzussd, nyalkdssa teszi az
amugy is nehezen kezehetd anyagot. Ezt nagyon nehéz lenne akér sziirni, akdr centrifugalni,
ezért a kovetkezd 1épés eldtt DNazzal kell kezelni.

Centrifugdlds, tisztitds

A zarvanytestek j6 esetben tomor, nagyobb slriiségli részecskék, centrifugdldsndl jol
ilepednek. A sejttormelékek és a fehérjeszemcsék kis mérettartoméanyba esnek, iilepitésiikhoz
nagyobb g-értékekre van sziikség (10 000-25 000 g).

Példa: a mar emlitett GCSF fehérjét E. coli-val termeltetik. Ha a folyamatot 37 °C-on
vezetik, akkor olyan tomor fehérjeszemcséket kapnak, amelyeket nem lehet oldatba vinni. Ha
viszont 30 fokon, akkor olyan laza, pelyhes csapadékot kapnak, amit nem lehet hatékonyan
lecentrifugélni. Ezért az indukci6 utdn egy csokkend héfokprofilt optiméltak, amellyel a kapott
anyag mindkét 1épésben kezelhetd.

A zarvanyok anyaga eléggé tiszta, csak a feliiletitkon hordoznak szennyezéseket. Ezeket
a feliilusz6 elvétele utan pufferrel célszerti lemosni, majd tjra centrifugdlni. Az mosépuffer
(pH~8) sokat (pl. 0,2 M NaCl-ot), és feliiletaktiv anyagot (p. Triton X100-at) is tartalmaz. A
fémionok megkotésére EDTA-t, reduktiv kozeg fenntartdsara ditio-treitolt (DTT), a mikrobiédlis
romlas kivédésére NaNs-ot adagolnak.

Oldds, szolubilizdlds

A zarvanytestek kivalasat éppen az okozza, hogy a nyers fehérjék a citoplazma sos vizes
kozegében rosszul oldédnak. Ha fel akarjuk ezeket oldani, ebben az esetben a kdzeg polarita-
sdnak valtoztatdsaval, csokkentésével (oldoszer) vagy novelésével (s6k) nem megyiink sem-
mire. A fehérjék olddsit tn. kaotrép olddszerekkel segithetjiik eld. A kaotrép anyagok
(tipikusan a karbamid, illetve a guanidin-hidroklorid), hidrogénk&tések kiépitésére hajlamosak.
A vizben szinte korldtlanul oldédnak, nagy koncentracidban (40-50 %) a szintén hidrogénhidak
kialakitasara képes vizmolekuldkkal egyiitt sajatos tulajdonsagu oldészert alkotnak. Ebben egy-
részt a kaotr6p molekuldk kozbeépiilésével megszilinik a hidrogénkotésekkel 6sszekapesolddod
vizmolekuldk térhalos, klaszteres szovete (kao-trép = kdoszt eldsegitd, entropiat noveld). Mas-
részt a fehérjemolekuldknak lehetdségiik van hidratburok helyett részben vagy teljesen ,.kao-
trop burkot” megkotni feliiletiikon, és ezzel oldatba vihetdk olyan anyagok is, amelyek vizes
kozegben oldhatatlanok.

A szolubilizal6 elegy f6 komponense 8 M karbamid vagy 6 M guanidin-hidroklorid. A
kozeget pH~8 kortil pufferoljak. Ez az oldat is tartalmaz EDTA-t, €s itt is redukdld potencialt
alakitanak ki SH-vegyiiletekkel (ditiotreitol, ditioeritrol, redukalt glutation, merkapto-etanol,
cisztein, cisztamin), amely megakadalyozza a diszulfidhidak id6 el6tti kialakulasat. A fehérje-
szuszpenzié koncentraciéjat ~5 g/l-re allitjdk be. Az olddsi folyamat szobahdmérsékleten né-
hany 6ra (1-4 6ra) alatt végbemegy. Felmeriilhet a kérdés, hogy miképpen lehetne elvalasztani
az oldddas soran kiszabadul6 szennyez6 fehérjéket. Ez a 1épés azonban nem sziikséges, mert a
kovetkezd 1épésben tobbszizszorosan meghigitjak az oldatot, aminek kdvetkeztében a szennye-
70k koncentracidja elhanyagolhat6 szintre csokken.
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Folding
Ebben a témakorben folding (,,hajtogatds™) alatt a fehérje masodlagos és harmadlagos

szerkezetének megfeleld kialakuldsat értjiik. A térbeli szerkezetet az intramolekularis elsddle-
ges és masodlagos kémiai kotések rogzitik. Az intermolekularis (két vagy tobb fehérjemoleku-
14t 6sszekotd) kapesolatok hibds szerkezetet, inaktiv fehérjéket eredményeznek. A haromdi-
menzios szerkezetet kovalens kotések (diszulfidhidak) és gyengébb kolcsonhatasok (hidrogén-
hidak, ionpar-kolcsonhatasok és van der Waals-erdk) stabilizéljak.

A sejtekben a folding természetes folyamata az eukaridtdkban az endoplazmas retikulum-
ban megy végbe. A belsé kotések kialakuldsat dajkafehérjék (chaperonok) katalizaljdk, ame-
lyek atmenetileg 0sszekapcsolddnak a formalodo fehérjével, majd a megfeleld alak kialakulasa
utdn levalnak réla. Ezzel parhuzamosan a fehérje N-glikozildldsdnak elsé 1épései is lejatszod-
nak. A fehérjemolekuldk ezek utdn szallito (transzport) vezikuldkban 1épnek ki a lumenbdl, és
tovabbitddnak a Golgi-komplexbe, ahol glikozildlasuk folytatodik, érésiik befejezodik.

Ugyanezt a folding reakciésort a technoldgia sordn in vitro, azaz egy késziilékben, endo-
plazmads retikulum és dajkafehérjék nélkiil kell megval6sitani. Ez sokkal nehezebb feladat. A
nativ szerkezet kialakuldsa soklépéses folyamat, amely tobbféle mellékreakcidban is ,,félre-
csuszhat”, inaktiv termékeket eredményezve. A ,téves” reakcidk lehetnek intra- €s intermole-
kuldrisak.

283. dbra A folding folyamata és mellékreakcioi

A monomolekuldris reakcidk tobbé-kevésbé reverzibilisek, az aggregatumképzés viszont
nem. Emiatt elsddleges cél a molekuldk tavoltartdsa, taldlkozdsuk megakaddlyozdsa. A
legegyszeriibb megoldds az erds higitds, a hig oldatokban a fehérjék taldlkozasi valésziniisége
kicsi. A szolubilizdl4dsndl bedllitott ~5 g/l koncentricidju oldatot 100—1000-szeresen felhigitjak.
A kisebb koncentracié hatdsa a reakcidsebességre kvantitativan is kifejezhetd. A sebességeket

felirva a foldingra (F) és az aggregécidra (A) a kdvetkezd Osszefiiggéseket kapjuk:

vF=d—c=-kFc vA=d—c=-kAc2
dt dt

A negativ el6jel arra utal, hogy a kiindulasi nyers fehérjekoncentraci6 a reakcié sordan csok-
ken. Az aggregacié (minimum) bimolekuléris (masodrendll) folyamat, emiatt szerepel a kon-
centracié a masodik hatvanyon. Ha tehat a higitassal a koncentraciét szdzszorosan csokkentjiik,
a folding sebessége szdzadrészére csokken, az aggregicidé viszont tizezerszeresen. A folding
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lelassul ugyan, de a bimolekuldris reakciok gyakorlatilag megsziinnek. A folding kialakuldséara
emiatt hosszabb, 2448 6ras reakci6idot adnak. A fehérjeoldatot lassan, keverés kozben, nagy
mennyiségli folding pufferbe engedik. A beadagoldst sokszor tobb ponton, illetve tobb
részletben hajtjak végre. A bevitel késleltetése nem csak a tokéletes elkeveredést szolgdlja,
hiszen az néhdny masodperc alatt bekovetkezik. Ha a betdplalds soran tobb id6t hagyunk, akkor
a mar bevitt fehérje egy része felveszi a nativ format, ezzel csokkenti az intermolekuléris reak-
cidora képes molekuldk koncentracidjat. Ez a higitdsos médszer egyuttal tobb szdzszorosan csok-
kenti a kaotrép koncentraciot is. Ehhez viszont nagy térfogatokkal kell dolgozni, nagy tartaly-
ban nagy mennyiségli draga, steril folding pufferre van sziikség. Ezt a koltséget elkeriilendd
egy masik technikat, a dializist is kifejlesztették. Dializal6 membranon keresztiil lassan, foko-
zatosan cserélik le a kaotrép oldatot a folding pufferre, igy keriilik el az Gjbdli kicsapddast.
Egy adott fehérjeldnc a hajtogatds sordn nagyon sokféle konformaciot folvehet, ezek koziil
csak egy ,,az igazi”, a nativ, aktiv fehérje. A sokféle szerkezet energiaszintje is kiillonboz6. Sok
vizsgalattal aldtdmasztott feltételezés, hogy a nativ édllapot az energiaminimumnak megfeleld
szerkezet. A feltételezés azon alapul, hogy ha a természetben, a sejtekben miikodo aktiv, nativ
fehérjéknek lenne egy még alacsonyabb energianivoju alakja, akkor a fehérjék spontan médon
»atcsisznanak™ ebbe a mésik — kevésbé aktiv — formaba, amelyben kevésbé hatékonyan mitkod-
nének. A rosszabb hatékonysagi miikddést viszont a természetes szelekcid, az evolicids ver-
seny kiszelektdlja, kihaldsra itéli. Az in vitro folding soran tehat a fehérjéket az energiami-
nimum felé kell mozgatni, ami latszélag konnyli, onként végbemend folyamat. A nehézséget
az jelenti, hogy a nagyon sok hajtogatdsi forma energiaszintjei bonyolult energiafeliileteket al-
kotnak (258. dbra), aminek szdmos lokélis minimuma lehet, ahol a molekula ,,megrekedhet”.
Ennek kivédésére a tudomany altal sok helyen alkalmazott mddszert alkalmazzuk: ismételt kis
energia-,,lokésekkel” perturbaljuk a rendszert, atsegitjiik a lokdlis energiagitakon. Ezzel
elérjiik, hogy a molekuldk tilnyomé tobbsége az energiaminimumra vagy legaldbb annak
kozvetlen kozelébe keriiljon. Ilyen perturbdcids energiakozlés torténhet a hOmozgéssal, illetve

Rendezetlen, unfolded formak

|
'
|

Entropi

Energia

Il

Nativ forma

Enativ

284. dbra A fehérjehajtogatdsi formdk energia- és
entropiaviszonyai
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dinamikus kémiai rendszerekkel. A folding reakciét nem szoktdk melegiteni, dltaldban 4-20 °C
kozott végzik. A folding kialakitdsanal kritikus folyamat a diszulfidhidak (kovalens kotések,
nagyobb energiat képviselnek) megfelel kialakitdsa. Ha egy fehérjemolekuldban csak két hoz-
zéaférhetd cisztein van, akkor nincs esély hibés kénhid 1étrejottére. Ha viszont tobb is van (n),
akkor a lehetséges hidak szama n*(n-1)/2 — ekkor méar nagy az esély a ,,téves” kapcsolddasra.
Extrém példa a rekombindns fehérjeként gyartott szoveti plazminogén aktivator (tPA), amely-
ben 17 diszulfidhid fordul eld. Itt nagy a téves kotés esélye. A kénhidak 1étrehozdsdhoz az
eddigiektol eltéréen oxidalo kozegre van sziikség, ezt ditio-vegyiiletekkel érjiik el. De mivel
gyakran el6fordul, hogy az adott SH-csoport elsére nem a megfeleld partnerrel alkot kotést,
biztositani kell a felbontas és ujrakotés lehetdségét is. Ehhez redukéld, hidrogén donor SH-
vegyliletek jelenlétére is sziikség van. Erre a célra ,,redox-puffert” alkalmaznak, amiben az adott
kénvegyiilet oxidalt és redukalt alakja egymds mellett van jelen — a f6 reakcidirdnynak
megfeleléen oxiddlé tdlsullyal. Ilyen vegyiiletparok példaul a glutation (oxidalt> redukalt
forma), a cisztein < cisztin €s a 3-merkapto-etanol < diszulfidja. A dinamikus kotés-felbomlas-
Ujrakotés folyamat végeredményeképpen a kialakul az energiaminimum vagy ahhoz kozeli
allapot (259, 260. 4bra).

RSH
1 I |’/2
? . {? Tévesen kialakult
3g/ s 4 diszulfid hidak
(/' I |
RSH “
1 ‘lHﬁ L\_i’s R
" Felbontott
r—sd o #T TNgd diszulfid hidak
il
“ RSH
I | 2
1 .
4 . Ujra kialakult
3 T T 4 diszulfid hidak
RSH

285. dbra A diszulfidhidak tijrakapcsoloddsa

A folding puffer alapja altalaban 0,1-0,2 M Tris, a pH véltozatlanul 7,5-8,5 kozotti érték.
A kénvegyiiletek koncentracidja 1-10 mM. Az oldat az eddigiekhez hasonldéan detergenseket,
pl. Triton-X-et, és 2-10 mM EDTA-t tartalmaz. Konzerval6szerként a sejteket elpusztité azid
helyett ~0,1 mM PMSF-ot (fenil-metil-szulfonil-fluorid, protedz inhibitor) haszndlnak.
Emellett chaperon-hatdsi anyagokkal is kiegészitik az 0sszetételt, igy arginint adnak 0,4-1 M
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koncentracioban. Kisebb koncentracioban kaotrép anyagokat is alkalmaznak, pontosabban
benne hagyjédk az el6z6 1épésbdl.

¢ N\

&

\ /

Correct folding
Unfolded
protein i
2 Incorrect folding P
SHuffle
286. dbra A diszulfid hidak ,,vujrakeverése”
15.2.1.5. A folding 17 a1 141

befolydsoldsa i 1
fehérjemérnokséggel J J J

A foldingot, kiilondsen a diszulfidhi-
dak kialakuldsat egy vagy néhany kritikus
aminosav kicserélésével meg lehet valtoztat-
ni. A ciszteinek beépitésével vagy cseréjével

a kotési lehetdségek megvaltoznak. J :
J6 példa erre a BETASERONT™ fehérje -

kialakitasa. A béta-interferon (immunfehér-
je) eredetileg harom ciszteint tartalmaz (17,
31 és 141 aminosav), ezek koziil kettd (31 és 144
141) diszulfidhidat képez. Amikor rekombi- |
nans fehérjeként allitottdk eld, problémat inaktiv (( r‘ +
okozott, hogy az SH-csoportok statisztikusan ,
kapcsolodtak Ossze, és a hdrom lehetséges 3 17
szerkezetbdl csak egy volt aktiv. A hibdés

Ky 141

17

szerkezet(l termékek kialakuldsdnak megaka- 141
ddlyozésara a gén mddositasaval a 17 pozici-

O6ban 4ll6 ciszteint kicserélték szerinre. A Aktiv 1 ; i r\
szerin kémiailag hasonlé tulajdonsigi ami- ]
nosav, oldalldncan SH-csoport helyett hason- 31 17

16 polaritdsi OH-csoportot tartalmaz, igy a
fehérje tulajdonségait legfeljebb minimalis
mértékben valtoztatja meg. Keresztkotések
létesitésére a szerin viszont alkalmatlan, igy 141
csakis a megmaradt két cisztein kozott johet

létre a kotés, igy nem keletkeznek mellékter- BETASERON™
mékek (261. abra). 1 '

287. dbra A 17-cisztein kicserélése szerinre 3117
megakaddlyozza a téves kapcsoloddst
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15.2.2. Rekombinans fehérjék gyartasa génmanipulalt allati sejtekkel

Mieldtt az allati sejtekre épiild technoldgidkra térnénk, roviden tekintsiik at a tenyészetek
tipusait és tulajdonsagaikat.

Primer kultirdnak nevezziik az eredti szervbdl vagy szovetbdl frissen izolalt sejteket. A
szovetdarabot mechanikai és enzimes kezeléssel sejtjeire bontjak, ezeket elkiilonitik és tapol-
datba viszik.

Szekunder kultira az el6z0 tenyészet egyszeri atoltasaval jon 1étre.

Sejttorzs: A primer kultirdbdl néhdny passzdlas utdn kialakult véges élettartamu, korlatolt
novekedésti (40-60 generacid) sejtkultira (pl. fibroblaszt tenyészet).

Sejtvonal: Genetikailag homogén, korlatlan ideig fenntarthat6 kultira. Ehhez az eredeti-
leg szeneszcens sejteket immortalizdlni kell. Ez el6fordulhat spontdn muticidkkal, de ez na-
gyon ritka, sok éves tenyésztési munka soran néha sikeriil (pl. patkdny kardio-myocyta H9C2).
A mesterséges immortalizdcidénak tobbféle utja is van:

» Transzfektdlds virdlis onkogénekkel; SV40 (Simian virus)

» Hibridomak 1étrehozasa (szeneszcens és tumoros sejtek fiziéja).

Az emlds sejteken alapul6 gyartasok igdslova a CHO (Chinese Hamster Ovary) sejtvonal.
A fajjal kb 100 éve dolgoznak a kutatdk, de eredetileg Pneumococcusok vizsgalatdra hasznal-
tdk. Hatvan évvel ezeldtt kezdték a sejtvonalat tenyészteni. Eredetileg kitapadé sejtvonal volt,
de késdbb tucatnyi kutatéhelyen megannyi valtozatot éllitottak eld, és l1étrejott a szuszpenzids
novekedésre képes tipus is. Jelenleg a technoldgidk ~70%-a CHO sejteket haszndl. A legelso
terméknél (1987, Genentec, tPA = szoveti plazminogén aktivétor, 1d késdbb az esettanulmdnyt)
még szakaszos tenyésztést alkalmaztak, kis térfogatokban, a tdpoldathoz allati vérszérumot kel-
lett adni, 6-7 nap alatt ~100 mg/lit koncentraciot értek el. A 2000-es évektdl megjelentek a fed-
batch v. perfiziés tenyészetek, megnovelték a térfogatokat (1000—25000 liter), egyszertiibb,
CD (chemicaly defined) tdpoldatokat haszndlnak és ezekkel 1-6 g/literes hozamokat lehet elér-
ni.

A CHO sejtek alternativai:

NSO sejtvonal: egér myeloma sejtek. A CHO-hoz hasonlé a fehérje, de kevésbé human a
glikozilacid. A tapoldatba tobblet komponensek sziikségesek.

EB66 sejtvonal: kacsa embri6 6ssejtbdl spontan immortalizacidval jott 1étre. J6 a fehérje
glikozilacidja, de magas licenszdijat kérnek érte.

PER.C6: humaén retina eredetii. Akar 30 g/liternyi glikozilalt fehérjét termel, de magas
licenszdijat kérnek érte, €s a tdpoldatot is csak a licenszad6tdl lehet megvenni.

15.2.2.1. Fermentdcio (upstream)

Az dllati sejtek szaporitdsa egészen mas feladat, mint a mikrobdké. A mikroorganizmusok
valtoz6 kornyezetben élnek, alkalmazkodnak a valtozdsokhoz, és ezeket a paramétereket kell
optimdlnunk ahhoz, hogy maximadlis termelést érjiink el. Az dllati sejtek viszont alland6 kor-
nyezetben élnek, nem tudnak alkalmazkodni. Ez szdmukra az optimum, €s ehhez képest csak
minimalis, 6vatos véltoztatdsokkal élhetiink a technol6gia soran.

Ezt az dlland6 kornyezetet kell kialakitani és fenntartani a technolégidban. Mi veszi kortil
a sejteket természetes allapotukban? A vér, illetve a majdnem teljesen azonos Osszetételii sejt-
kozti folyadék. Ez nagyon sok komponensbdl all, ha kémiailag meghatarozott (CD) tapoldatot
készitiink, akkor kb. 6tven nagyon tiszta komponenst kell pontosan bemérni. Mig a mikrobdk-
ndl elegendd volt valamilyen cukor, szdjadara, és néhany miitragya, az allati sejteknél sokféle,
tiszta €s draga anyagra van sziikség.
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Tapoldatokndl mindig az az els6 kérdés, hogy mi a szénforrds? Az dllati sejteknél ez egy-
értelmii, mindegyik a vércukrot, azaz a gliikkdzt hasznositja. Erdekes, hogy emellett a glutamin
szénldncat is képesek feldolgozni a glutaminolizis soran. Azaz a bioszintézis megfordul, a szén-
lanc végiil alfa-ketoglutarsavként 1ép be a citratkorbe. Emiatt a glutamint a tobbi aminosavhoz
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288. dbra A glikolizis és a glutaminolizis kapcsolata

képest kb. 6tszoros feleslegben adjdk. A folyamat sordn ammonia szabadul fel, ami hosszu ta-
von felhalmozoddva gatolja, mérgezi a tenyészetet.

A tovéabbi komponensek az d4svanyi ionok mellett az aminosavak (legaldbb 15 féle a hisz-
bél), vitaminok €s a vérfehérjék.

Az asvanyi ionokndl nem elegendd a bedllitott ozmdzis nyomasu (3-400 ozmol) fiziol6-
gids soéoldat, vagy Ringer oldat, hanem emellett az egyes ionok koncentracidjat is reprodukélni
kell, a membranpotencidlok és a pufferhatdsok (hidrogén-karbonét és foszfat) biztositasara. A
vitaminok koziil a vizben old6dok egy részét igénylik a sejtek.

A gyakorlatban legtobbszor az Eagle dltal optimalt tapoldat valtozatait (MEM = Modified
Eagle Medium) hasznéljak. A . dbrdn egy finomvegyszer cég katalogusabdl dtvett osszetétel
lathatd. Sokféle nagy tisztasadgu és emiatt draga komponensbdl all 6ssze.

A tapoldatba egyetlen olyan komponens keriil, ami az €16
szervezetben nem fordul eld, a fenolvorods indikator. A szine
fiziol6gias pH-n, 7,4-nél voros, de ha valamilyen folyamat v
lesavanyitja az oldatot, akkor élénk sargara valtozik. Ez erds
tejsav termelést, esetleg bakteridlis fertozést jelez, az ilyen
kultirdkndl be kell avatkozni.

A tépoldatot csak nagyobb lizemekben érdemes helyben
Osszedllitani €s sterilizalni (szlréssel), egyébként beszerezhetd
egyszer hasznélatos steril tenyésztdedényekbe kiszerelve.

289. dbra Készen kaphato tdpoldat, egyszer haszndlatos T-flaskdban
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Dulbecco's Modified Eagle's Medium

D5546 D5648 D5546 D5648
Component [1x] giL giL [1x] giL g/lL
INORGANIC SALTS
Calcium Chioride ' 02 02 Tyrosine » 2Na * 2H;0 0.10379 0.10379
Ferric Nitrate » 9H,0 0.0001 0.0001 1-Valine 0.094 0.094
Magnesium Sulfate (anhydrous) 0.09767 0.09767 VITAMINS
Potassium Chloride 0.4 04 Choline Chloride 0.004 0.004
Sodium Bicarbonate 3.7 -_ Folic Acid 0.004 0.004
Sodium Chloride 6.4 6.4 myg-Inositol 0.0072 0.0072
Sodium Phosphate Monobasic (anhydrous) 0.109 0.109 Niacinamide 0.004 0.004
AMINO ACIDS p-Pantothenic Acid (hemicalcium) 0.004 0.004
L-Arginine * HCI 0.084 0.084 Pyridoxal « HCI — 0.004
1-Cystine » 2HCI 0.0626 0.0626 Pyridoxine » HCI 0.004 -_—
L-Glutamine —_ 0.584 Riboflavin 0.0004 0.0004
Glycine ) 0.03 0.03 Thiamine ¢ HCI 0.004 0.004
L-Histidine  HCl » H0 0.042 0.042 OTHER
L-lsoleucine 0.105 0.105 c-Glucose 1.0 45
L-Leucine 0.105 0.105 HEPES —_
L-Lysine  HCI 0.146 0.146 Phenol Red = Na 0.0159 0.0159
w-Methionine 0.03 0.03 Pyruvic Acid *» Na .11 —_
-Phenylalanine 0.066 0.066 ADD
1-Serine 0.042 0.042 Glucose _ —
(-Threonine 0.095 0.095 -Glutamine 0.584 —
t-Tryptophan 0.016 0016 Sodium Bicarbonate — 3.7

290. dbra Modositott Eagle médium (MEM) dsszetétele

Az éllati sejt nem csak a kis molekuldju anyagokbdl igényli a vérhez hasonl6 koncentra-
cidt, hanem igényli a vérfehérjék jelenlétét is. Ezt nagyon nehéz szintetikus anyagokkal pétolni.
Kénytelenek vagyunk valédi vérszérumot (sejtmentesitett vért) is hasznélni. Ujsziilott allatok
(borju, néha csikd) vérét hasznaljak, pl. a borji vagasanal steril koriilmények kozott lecsapoljak
a vért, és az ebbdl elvalasztott szérumot adjdk tapfolyadékba.

Kérdés: miért kell ehhez vijsziilott dllat, amikor egy kifejlett marhdban sokkal tobb a vér? Mert tisztdbb a
vérszéruma. A felnott vérébe bele van irva az egész kortorténete. Benne van az dtélt osszes fertozo betegség im-
munfehérjéje, az dsszes kapott védooltds dltal létrehozott immunfehérjék, valamint a lappango virusok és virusfe-
hérjék. Az ujsziilott dllat vérében ezek még nem jelentek meg.

A sejtvonalak nagy része igényli a vérszérum jelenlétét is (5-15%), enélkiil elpusztulnak.
A szérum komponens nagyon driaga és nehezen reprodukélhatd, hiszen nincs két egyforma 4llat,
még testvérek esetében sincs tokéletes azonossdg. Emellett fertdzések forrdsa is lehet, tartal-
mazhat a mikrobdk mellett virusokat prionokat és valtozatos ellenanyagokat. A kutaték sok
erofeszitést tettek a szérummentes technoldgidk kifejlesztésére. Néhdny sejtvonalat sikeriilt is
hosszi manipuldcidval atalakitani igy, hogy szérummentes tapoldaton is novekedjenek (egyes
CHO, BHK sejtvonalak). Megjegyzendd, hogy bér az 0sszes ismert sejtvonalbdl csak kb 5%
képes szérum nélkiil szaporodni, mégis az engedélyezett technoldgidk 95%-a ezeket haszndlja.

A szérum komplex rendszer, legfbb komponense az albumin (az dsszes fehérje kb. két-
harmada). Mellette még legalabb ezerféle alkot6t lehet megkiilonboztetni, sok szabédlyozod, ser-
kentd és gatl6 faktor nélkiilozhetetlen az egyes sejtek miikodéséhez is.

A tapoldat készitéséhez nagy tisztasagu vizet kell haszndlni. Mindsége megegyezik a WFI
(water for injection = injekcids mindségll viz) kovetelményeivel. Az ionmentesség alapkove-
telmény, a vezetOképességet altalaban 1-2 YS ala csokkentik. Emellett szerves anyagokat sem
tartalmazhat. A sterilitds mellett a pirogénmentességet is biztositani kell.

A vizelOkészitési technoldgia sordn felhasznalnak desztillacids, ionmentesitd, reverz oz-
mozis modult, tovabba aktiv szenes szerves anyag mentesitd patront €s ultrasziirdt is a pirogén
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Typical components (constituents) of serum

Protein Components: Fatiy Acids and Lipids | Free and Protein-bound Fatty Acids
Serum proteins Albumin Triglycerides
Giebulins (g.g. Immunglobuling, 19G) Phospholipids
al-Anfitrypsin (Protease Inhibitor) Cholesterol
az2-Macroglobulin (Protease Inhibitor) Ethanclamine

Transport proteins | Transferin RROEphatipethanalaming

Transcortin

ai-Lipopiotain Vitamins and Retinol/Retinoic Acid {\Vitamin A)
_p P . Trace Elements Vitamin B-Group:
B1-Lipoprotein o
Thiaming
Atftachment and Fibronectin Riboflavin
Spreading Factors | Laminin Pyridoxine/Pyridoxalphosphate
Serum Spreading Factor Cobalamin
Enzymes Lactate Dehydrogenase F?IiC_ACEd_ . .
i Niacinamide/Micotinic Acid
Alkaline Phosphatase : ]
Panthotenic Acid
y-Glutamyl Transferase Bitin
Alanine Aminotransferase (ALT/GFT) 2 " .
Ascorbic Acid (Mitamin C)

Aspartate Aminoiransferase (AST/GOT) 7
a-Tocopherol {Vitamin E)

Hormones Insulin Selenium, lron, Zinc, and
Glucagon Cu, Co, Cr, I, F, Mn, Mo, ¥, Ni, Sn
Carticosteroids
Vasopressin Carbohydrates Glucose
Thyroid Hormones Galactose
Parathyroid Hormane Fructose
Growth Hormane Mannose
Pituitary Glandotropic Factors Ribose
Prostaglandins Glycolytic Metabolites
Growth Factors Epidermal Growth Factor {EGF) Nonprotein Nitrogens | Urea
and Cytokines Fibroblast Growth Factor (FGF) Purines/Pyrimidines
Nerve Growth Factor (NGF) Palyamines
Endaothelial Cell Growth Factor (ECGF) Creafinine
Platelst-derved Growth Factor (FDGF) Amino Acids
Insulin-like Growth Factors (1IGFs)
Interleukins
Interferans

Transforming Growth Factors (TGFs)

mentesitésre. A fémionok beoldddasa ellen a csoveknél, tartalyokndl €s szerelvényeknél a rozs-
damentes acél helyett megfelel6 miianyagokat haszndlnak. A fertézések megakadédlyozdsara a
tisztitott vizet 80 C-on tartjdk és csak felhasznélas helyén hiitik le.

Tenyésztési koriilmények

Mivel az dllati sejteknek nincs sejtfaluk, ezért nagyon érzékenyek az ozmotikus és mecha-
nikai hatdsokra. Majdnem olyan 6vatossdggal kell kezelni a sejteket, mint a protoplasztokat.
Nem szabad nagy nyirderejlii keverést alkalmazni, mert az szétszakithatja a sejteket. Olyannyira
érzékenyek, hogy a buborékok elpattandsanal fellépd hatdsok is kért okozhatnak a sejtmemb-
ranban. Emiatt a fermentorokndl hasznalt levegdztetési rendszerek (atbuborékoltatés, turbulens
keverés) nem alkalmazhatok.

Szerencsére az oxigén igényiik elég kicsi, koriilbeliil szdzszor kisebb, mint egy hasonld
mikroba tenyészeté. Emiatt nem kell atbuborékoltatni a folyadékon a betaplalt leveg6t, hanem
elegendo a folyadékfelszin felett &tdramoltatni a steril levegot.

A kis oxigénigény lasst anyagcserét jelez, lassabban szaporodnak, és lassabban hasznél-
jék fel a cukrot is. Némelyik sejtvonal igényli a széndioxid jelenlétét is a l1égtérben (2-5%).
Ennek magyardzata az, hogy a szervezetben azok a sejtek, amelyek tavol vannak a gyors €s
intenziv gazcserétdl, alacsony oxigéntartalom és magas széndioxid tartalom jelenlétében mii-
kodnek, azaz természetes kornyezetiikkben is magas az széndioxid szint.
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Hoémérséklet: emlds sejteknél 37°C, maddrsejteknél 41°C, rovarsejteknél 25-30 °C. Az
emberek €s a madarak 4llandé testhdmérsékletliek, de az evolici6 sordn kiilon dton jutottak el
az allando testhOmérséklethez, ez okozza az eltérést. A rovarok valtozo testhémérsékletiek.

Tenyészto edények, késziilékek

Alapéllapotban a sejtvonalak feliileti novekedésiiek (anchorage depedent cells). Ennek
megfelelden alakitottdk ki a laboratoriumi és ipari méretii késziilékeket. Ez a megoldés az egyéb
fermentdciokndl megszokott szuszpenzids, szubmerz tenyésztéshez képest elonytelen, mert
adott térfogatban csak nagyon kevés sejtet lehet nevelni. Hosszi manipulacié eredményekép-
pen néhédny sejtvonalat sikeriilt ,,leszoktatni” a kitapadasrol, ezeket a mikrobidlis fermentacio-
hoz hasonl6 edényzetben (rdzott lombik, fermentor) lehet szaporitani. Itt is megfigyelhetd, hogy
bar a szuszpenzids sejtvonalak szdma kicsi, de termeld eljardsok tilnyomo része ezeket alkal-
mazza.

Feliileti tenyésztés

Elsoként tekintsiik at a feliileti tenyésztés modszereit. Az edényeken beliil megfeleld tapa-
dasi feliiletet kell kialakitani a sejtek szdmara. Ezen egyetlen sejt vastagsagu réteg (monolayer)
alakul ki.

A legegyszeriibb tenyésztd edény a T-flaska (T-flask, tissue flask), ennek alsé sima felii-
letén tapadnak meg sejtek. Annyi tdpfolyadékot toltenek bele, hogy lapjara allitva néhany milli-
méter vastag rétegben lepje el a sejtréteget. A monolayer annyira vékony, hogy majdnem atlat-
sz0, szabad szemmel alig latszik. Ha egy kicsit megmozgatjuk az edényt, akkor lehet némi
opalizalast l4tni a feliileten.

291. dbra Laboratoriumi tenyészto edények (feliileti tenyésztéshez)

Az edény nyaka nem szimmetrikusan, kdzépen helyezkedik el, hanem folfelé eltolva. A
magasabban 1év6 nyak miatt a folyadék nem éri el a nyakat és a dugét. Az edények kiillonbozo
méretben, sterilezve, akdr tdpoldattal toltve kaphatok. Anyaguk milanyag, dltaldban egyszeri
hasznilat utdn eldobhaték. Uveg edényeket nem szoktak haszndlni, mert az iiveg anyagabdl
kalium, nétrium és mas fémionok oldédnak ki, és a sejtek erre is érzékenyek.
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292. dbra Laboratériumi tenyészto edények (feliileti tenyésztéshez)

A kitapadé sejtekhez is haszndlnak kiilonb6z6 méretli miianyag Petri csészéket. A jobb
oldali képen lathat6 elrendezés sok (6, 12, 24, 48, 96) kis Petri csésze egyiittesének foghaté fel,
ezeket talcanak (multiwell plates) nevezik. Sorozatvizsgalatokra kiilondsen alkalmasak.

Nagyobb 1éptékii szaporitdsndl minél nagyobb bendhetd feliiletre van sziikség a késziilé-
kekben. Erre tobbféle szellemes megoldast is kitaldltak.

293. dbra Multitray

A 267. dbran lathaté megolddsok nagyobb feliiletliek. A Multitray sok lapos cella egy-
masra helyezésével jott 1étre. A sarkokban 1€v0 csatorndk és tilfolyok rendszere tigy van kiala-
kitva, hogy szétszedés nélkiil is minden télca feltdlthetd vékony rétegben tdpoldattal, ugyanak-
kor mindegyik folott kialakul egy 1égréteg is.

A forgé palackok (roller bottles) pontosan henger alakd edények, amelyek vizszintes
helyzetben gorgdkon fekszenek. A gorgdket motor hajtja, ami lassan (kb 1-2 perc alatt) meg-
forgatja az edényt. Kevés tdpoldat van benne (a térfogat 10-20 %-a), ami a forgatds miatt fo-
lyamatosan nedvesiti a teljes belso feliiletet. A sejtek igy bendvik a teljes hengerpaldstot. A
folyadékbdl kiemelkedd monolayer a koriilfordulds ideje alatt nem szdrad ki, nem karosodik,
sOt a levegdvel érintkezve nagyon jo a sejtek oxigénelldtasa.
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294. dbra Forgo palack (roller bottle)

Mikrokarieres tenyésztés: a feliilet novelésének mésik lehetdsége a fajlagos feliilet nove-
lése. Ha hordozénak nem sik feliileti edényeket, hanem apré szemcséket valasztunk, akkor
ugyanakkora edénytérfogatban sokszoros nagysdgui novekedési feliiletet biztosithatunk a sej-
teknek. A mikrokarrierként (= kicsi + hordozd) inert anyagokbdl késziilt apré szemcséket al-
kalmaznak. Ezek néhany szdz um atmérdjli, azaz a sejtek méreténél egy nagysigrenddel na-
gyobb gombocskék. A sejtek megtapadnak a gyongy feliiletén, elszaporodnak, egy rétegben
beboritjdk (monolayer).

295. dbra Inokuldldsi/tapaddsi fazis kialakult monolayer

A 295. dbra bal oldalédn a kezdeti allapot lathatd, amig csak néhany sejt tapadt meg, mig
a jobb oldalon mar a teljes boritottsdg, a kialakult monolayer figyelhetd meg, mikroszkdpi fes-
téssel.
A mikrokarrierek alkalmazdsa nagy attorés volt sejttenyésztés technoldgidjaban (van
Wezel 1967). A kialakitott technoldgiai paraméterek:
» szemcseatmérd: 100-300 pum, azaz a sejtek méreténél egy nagysagrenddel nagyobb.
Igy van feliilet a novekedéshez, tobb tucatnyi sejt fér el egy szemesén.
> stirliség: 1020-1050 kg/m? (enyhe keveréssel ez még lebegésben tarthatd, de a keverés
ledllitasdval leiilepszik, a feliiliszo6 elveheto).
» Mennyisége: a tapoldatba 8-15%-nyi hordozét visznek be.
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> Fajlagos feliilete: 0,5-1,5 m?liter, ami 10-30 forgé palacknak felel meg, = nagy
produktivitds.

Elonyei:

» nagy feliiletet be lehet bevinni egy adott reaktortérfogatba

» viszonylag homogén kornyezet a sejtek szamara

» nincs sziikség 4j reaktortipusokra (a mikroba-fermentorok kis dtalakitdssal hasznal-
hatok)

A karrier gyongyoket nem szoktak ujra felhaszndlni, mivel tulsdgosan bonyolult lenne a
regeneraldsuk.

A tenyésztés inditasa flaskdkrol vagy forgé palackrdl torténik. A monolayert tripszinnel
oldjdk le a feliiletrdl. Ez a protedz elbontja elbontja a ragaszt6 fehérjéket és felisznak a sejtek.
A kezelés idejét nagyon precizen kell beallitani, mert hosszabb 1d6 alatt az enzim karositja a
sejteket is. Vagy stopperrel kimérik az optimalt kb 5 perces id6tartamot, vagy feliileti mikrosz-
kop alé teszik a flaskét és amikor a sejtek nytlvanyos alakjukbdl lekerekednek, akkor adnak
hozza friss szérumos tdpoldatot, amelyben az inhibitor fehérjék leallitjdk a tovabbi bontést. Ol-
tasndl atlagosan 5-6 sejt/szemcsényi mennyiséget visznek be, igy biztosan minden karrierre jut
legaldbb egy sejt.

A novekedés a sejtvonaltdl, a mikrokarrierek jellemzditdl, a sejt novekedési fazisatol, a
médium Osszetételétdl és a sejt/mikrokarrier szdmaranytol fiigg.

A gombokon megtapadt sejtek karosodhatnak a szemcsék Osszesurlodasatdl, a nyirds
ledorzsolheti a sejteket a feliiletrdl. Emiatt lekerekitett, nagy 4tmérdjli keverdket alkalmaznak,
nagyon kis fordulatszammal (10-30 rpm).

Szuszpenzios tenyésztés

A mikrokarrierek alkalmazdsdval egyformdn kezelhetjiik a kitapad6 és a szuszpenzids
tenyészeteket. Alkalmazhatunk fermentorszer(i késziilékeket, de lassu fordulatd, kis nyiréerejii
keveréssel, minimadlis levegdztetéssel.

A leggyakoribb keverési megolddsok:

»Spinner flask”

Ezeket a keverds edényeket 0,5 1-estdl a
10 l-es Urtartalomig hasznaljdk. A nagy, ko-
z€ps6 kupak alsé oldaldra csukldsan csatlako-
zik a keverd. Magneses meghajtasu, alul a ke-
resztridban egy mégnes taldlhaté. Az edényt
ra kell helyezni egy keverd berendezésre,
amelyben egy magnes forog lassan korbe. A
forgd magnes viszi magaval a kevero elemet,
ami lassan kavarja a karriereket. A fehér ha-
romszogletii teflon lap a keverdn a leiilepedd
szemcsék felkavardsat, ,,ekézését” végzi.

Az oldals6 csonkok arra szolgdlnak,
hogy a menet kézbeni beavatkozdsokat (bea-
dagoléds, mintavétel pipettaval) ezeken &t el
lehessen végezni.

296. dbra Spinner flask
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A tenyésztéseket steril koriilmények
kozott hajtjak végre, az edény minden része
sterilezhetd.

A jobb oldali képen nehezebben kive-
hetd, de a keverd ferde rddjanak végén egy
goly6 alaku keverdelem van. Ennek a belsejé-
ben taldlhaté a méignes. Az edény alatt a meg-
hajté egység egy madgnest keringet, ez viszi
korbe-korbe a gomb alaku keverdt.

Adalék: Laborszlengben ezt a tipust bim-bam

keverdnek is nevezik, mert a felépitése hasonlit a
harang/harangnyelv kialakitdshoz.

297. dbra Spinner flask ,,bim-bam” keverdvel

Minibioreaktorok

A sorozatvizsgdlatok elvégzéséhez
szitkségessé valt kis térfogatu, de keveréssel,
mérd és szabdlyozd eszkozokkel felszerelt
késziilékek kialakitasa is.

Ennek legkisebb képviseldje mind-
0ssze 12 milliliteres, alakja nem is a megszo-
kott hengeres, hanem téglatest (labor-
szlengben: Tictacos doboz). Hat 6nall6 reak-
tor alkot egy blokkot, de ez tobbszordzhetd
akar 96 elemig. Az érintésmentes pH és a DO
mérést tigy oldottdk meg, hogy az atlatszo re-
aktor bels6 feliiletére felvittek egy-egy
fluoreszkdl6 festékfoltot, aminek fénykibo-
csdtdsa ardnyos a két koncentracidval. Lézer-
fénnyel megvildgitva és a fluoreszcens fényt

298. dbra 12 ml-es minibioreaktor

érték.

A kovetkezd 1épték 200 ml-es. Ezek a
hengeres iiveg késziilékek mar jobban hason-
litanak egy fermentorra, a fejen lényegesen
tobb szerelvény kap helyet. Automatikus ada-
golasok és mintavétel is lehetséges.

Egy nagysdgrenddel feljebb, 2 literes
térfogatban is épitenek sorozatvizsgdlatra al-
kalmas laboratériumi sejt-fermentorokat.
Ezek kiszolgdlé egységei mar kiilon hdzban
mikodnek, de a szdmitégépes irdnyité rend-
szer kozos.
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300. dbra 2 literes sejtfermentorok

Termel6 bioreaktorok
A nagyobb, ipari berendezések kialakitasa és szerelvényei nagyon hasonldak a fehér biotech-
noldégidban hasznalatos késziilékekhez. A kiilonbség a nagyobb tisztasdgban, nagyobb sterilitds
igényében, homogén oldatok (CD tapoldatok, nincsenek szemcsés komponensek) hasznélatd-
ban, és az igényesebb, sokféle preciz szabdlyozast igényl6 technolégidban mutatkozik.

301. dbra 1 m’-es termeld bioreaktor (a Richter debreceni iizemében)
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Hg. 1} (a) An ABEC 'elephant car’ impeller (used down-pumping ); (b) Hayward Tvler up-pumping B2 hydrofoil

303. dbra Keverok: lekerekitett formdk, hajocsavar alak, 25-150 rpm
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A Kkeverésnek is mas a szerepe. Az energiabevitel nagyon kicsi, kevés oxigén kell a
sejteknek, a keverés nem is a levegOztetéshez sziikséges, hanem a cél a homogenizél4s és a
sejtek/mikrokarrierek lebegésben tartdsa. Lassu jarasu, nagy atmérdji, lekerekitett formajua,

keverdket haszndlnak.

Adalék: érdekes technologiai analdgidt ldthatunk az ilyen keverdk és a tengeralattjdrok hajtocsavarjainak
kialakitdsdaban. A sejteknél az orvénymentes, minimdlis nyirdsi keverés a sejtek épsége érdekében fontos. A
haditengerészetnél viszont a rejtozkodés, a hajocsavar zajanak csokkentése a cél, mivel akusztikus eszkozokkel a
hajokat akdr szdz kilométer tdvolsdgbol is észlelni lehet. A két alkatrészt azonos méretezési elvekkel, hasonlo
programokkal tervezik, a forma hasonlosdga szemmel ldthato.

Levegoztetés: inkabb feliileti vagy indirekt levegdztetés, mert a buborékok itt is karosit-
hatjék a sejteket. A buborékok hatdsa csokkentheté megfeleld detergensek (pl. Pluronic) alkal-
mazdsaval.

Feliileti levegoztetés: a folyadék feletti levegdtérfogatot oblitik at. A folyadék feliiletén
keresztiil beold6dik annyi oxigén a folyadékba, amennyi a sejteknek kell.

Indirekt levegoztetés:

Membrandiffizidval: a fermentlébe egy vékonyfalu szilikon csd spirdlt meritenek. A le-
veglt a csovon dramoltatjdk at. Igy a folyadék nem érintkezik a levegdvel, csak a szilikon csé
falan keresztiil. A szilikon cs0 fala tulajdonképpen egy membran, melyen az oxigén jol athatol
és atdiffundal a folyadékba (forditott pervaporacio).

Emlékezteté: Az oxigén egy apoldris molekula, a szilikon anyag szintén erésen apoldris jellegii, azaz ha-
sonlo polaritdsii anyagok. Ezért az oxigén hajlamos beleoldodni a szilikon anyagdba és dtdiffunddlni rajta.

Perftizidval: a fermentlevet két térre osztjdk egy olyan fém szitdval, vagy mikrosziird
membrénnal, ami a folyadékot dtengedi, de a sejteket nem. A sejtmentes térbe buborékoltatjik
be a levegot, ez teliti a folyadékot oxigénnel. Az dramlés révén a folyadék folyamatosan kicse-
rélédik a sejtes térrel, €s magdval széllitja az oxigént, a sejtek viszont nem jutnak be a levegdz-
tetett térbe.

Szaporitas, fermentacios technikak:

Az emlds sejteknél az oltdtenyészet készitése ugyantigy 1épcsdzetes szaporitdssal torté-
nik, mint a mikroorganizmusoknal. A kiilonbség annyi, hogy a térfogatnovelési 1épcsok kiseb-
bek, a tizszeres ugrdsok helyett inkdbb csak 0tszords az oltdsi ardny, kevesebb osztédds megy

= llr—
1day 3-4 days 3-4 days 3-4 days .
=) o0 :}ﬁ:b‘:} —p

WCBvials (2¢)  2x20ml/125ml

2x25ml /125 ml 1x300ml / 1000 ml
3x 600ml / 2000m|

Inoculum1 culture: cultivation and adaption in shake flasks

Inoculum2 Inoculum3 Producti
culture | 3days| oo o[ 3days | Production f7.94ay5 Midstream
e fermentation processing

1000 |

304. dbra Lépcsdzetes szaporitds
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végbe egy 1épésben. Ezeknél a 1€péseknél még nem a termékképzés a fontos, hanem a sejtek
szaporitasa, igyekeznek az exponencialis fazisban 1évo tenyészetet tovabb oltani.

A termeld fermentdciondl a tdpanyagbevitel szerint az emlds sejteknél is tobbféle techni-
kat alkalmazhatunk, ugyanigy, mint a mikrobdk szaporitdsanal.

Cell Sper_lt
Feed Feed suspension  Feed medium
— ¢ g A 4
Pid
Bateh Fed-batch Continuous Perfusion (continuous

with cell recycle)

305. dbra A kiilonbozo fermentdcios technikdk sémdja

Szakaszos tenyésztés: (batch): a folyamat legelején az 0sszes tdpanyagot bemérik tapfo-
lyadékba, beviszik az oltétenyészetet, elindul a szaporodds, a termékképzés, majd a végén el-
veszik a levet, tovabbadjdk feldolgozasra. Menet kdzben tovabbi tdpanyagot nem adnak hozza.
Gyenge produktivitds, a sejtkoncentracié 1-2 x 10° sejt/ml. Idétartama maximum egy hét.

Rataplalasos-szakaszos (fed-batch): a szakaszoshoz hasonléan indul, de menetkézben
tobbszor is pétoljuk az elfogyasztott tipanyagokat. Altalaban gliikézt és aminosavakat tartal-
maz0 tapoldatot (feed) adnak hozza. A beadott oldat 6sszetétele kiillonbozik az indulésitdl. Kon-
centracidja is Iényegesen nagyobb, mivel az adagolds sorédn jelentésen higul. A t6bbszori ratap-
lal4ssal akar 3 hétig is fenntarthat6 a folyamat, és ennek megfelelden a sejtszam és a produkti-
vitds is nagyobb. Hatéart szab a termelésnek, hogy a fermentor térfogata véges, és a toxikus
anyagcseretermékek (tejsav, ammonia) felhalmozodnak a 1ében.

Félfolytonos tenyésztés: a félfolytonos technika alapja a program szerinti lefejtés és tap-
anyag betaplalas. Ezzel egyrészt potolhatd az elfogyasztott szubsztrat és a fermentlé térfogata
is dlland6 marad. A perfizios jelzot akkor kapcsoljuk hozza, ha az elvételnél a sejteket valami-
lyen médon visszatartjuk a késziilékben.

Mikrokarrierek esetében ez egyszerti, elegend6 a keverést kikapcsolni és a hordozo6 szem-
csék konnyen leiilepednek. A foliiluszo leszivhatd, a benne 1évo termékkel egyiitt. A hordozon
1évo sejtekre djra friss tdpoldatot toltenek. A sejtszdm egy id6 utdn mar nem novekszik, hiszen
a monolayer mar kialakult, de a sejtek fehérje termelése minden adagoldsndl djra indul.

Folytonos tenyésztés (+ perfizids):
A mikrobidlis fermentaciokhoz hasonldan itt is a betdplalas és az elvétel folyamatos, tér-
fogatdrama allandé és egyenld.
Sejtvisszatartds, recirkuldcio
A sejtek visszatartdsa a szuszpenzids tenyésztésnél nehezebb a feladat, hiszen a joval ki-
sebb, nehezebben iilepedd sejteket kell elvalasztani. Erre a célra kiillonboz6 technikdkat alkal-
maznak.
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Gyakran hasznélnak a kiilonféle szliroket és szitdkat.
A szitdk érdekes alkalmazdsa a dinamikus szlirést megva-
16sit6 forgo szitahenger. A szita feliiletén a folyadék gyor-
san dramlik, a fémlemezen az dramlés irdnydra merdlege-
sen pontosan bedllitott szélességli rések (nem kerek lyu-
kak) vannak. A kialakul6 6rvények miatt a szita nem a rés
szélességének megfeleld méretl részecskéket tartja vissza,
szitahenger forog a
folyadékban, igy jon létre a feliileti &ramlds. Az intenziv
aramlds miatt a szitdk nem tomoddnek el. A szita lehet a

hanem a feleakkordkat is. A

concentrate

306. dbra Kiilso és belso sejtlevdlasztok

307. dbra Kiszerelt forgo acélszita

fermentorban, de lehet egy kiils6 cirkuldlokorben is.
Adalék: az elv ugyanaz, mint az ivszitdkndl, csak ott a folyadék mozog, egy fiivokdn keresztiil ,,lovik” rd az

dllo feliiletre.

A belsd elhelyezés teszi lehetdvé a mar emlitett perfuzids levegdztetést. A henger belsejé-
be vezetett levegd buborékjai nem taldlkoznak a kiviil 1év6 sejtekkel.

Szintén méret szerinti elvalasztist lehet megvaldsitani mikrosziir6 membranokkal. A szo-
kasos membranmodulok koziil jellemzdéen hollow fiber (iiregesszal) kialakitast alkalmazzak. A

legnagyobb problémat itt a membran eltdmo-
dése okozza. Nehéz a vékony csatorndkon be-
lil olyan intenziv dramldst 1étrehozni, ami a
tangencidlis sziirés elveinek megfelelden tisz-
tan tartana a feliiletet. Raaddsul egy ilyen tech-
noldgia hetekig tart, és a szlirésnek mindvégig
egyformédn miikddni kell.

Fresh medium
Cell-free supernatant

1 ;I: Hollow fiber filter
|

1#
ﬂ\/ Diaphragm

Cell

Feed concentrate

v \r’_)‘:Ej

L—

Harvest

2 e A pressure from
regulator

b

Fresh medium

Cell-free supernatant

-

Vacuum from
regulator

-

308. dbra Sejtvisszatartds membrdnmodullal

309. dbra ATF = alternating tangential filtration
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Ezért aztan a késziiléket kiegészitették egy pulzdlé dramlast biztositdé egységgel. A
membranmodulhoz kapcsolva egy diafragmdval, mint dugattytival valtakozo irdnyban mozgat-
jék a szalakban 1év0 folyadékot. Vakuum rdadasaval szivohatds keletkezik, a membran pdrusai-
ban visszafelé indul el a folyadék, ezzel kikokddnek a beszorult sejtek. A tilnyomads pedig segit
atnyomni a szlirletet a pérusokon €s a toményebb sejtszuszpenzidt visszanyomja a reaktorba.

A stirtiségkiilonbségen alapul6 elvalasztasi miiveletek is alkalmasak a sejtek és a ferment-
1€ elkiilonitésére. Ennek a klasszikus modszere a graviticios lilepités. Ez az emlds sejteknél
onmagdaban tdlsdgosan lassu €s rossz hatékonysagu, ezért inkabb a mddositott, tovabbfejlesztett
valtozatait haszndljak.

Az iilepedést elo lehet segiteni ultra-

hangos kezeléssel. Ez nem azonos az ultra- ,_’ Harvest

hangos sejtfeltarassal, hanem lényegesen ki-

sebb energiabevitellel dll6hullimokat hoz- Feed Recirculating
nak létre a folyadékban. Az &ll6hullamok - cell suspension

csomopontjai kozott a sejtek laza csomdkban
Osszegylilnek. Az ultrahang kikapcsoldsdval
leiilepednek €s visszasiillyednek a fermentor-
ba. Ezutdn a keverés megsziinteti a csomo-
kat, a 1¢é 4jra homogénné valik.

310. dbra Ultrahangos sejtvisszatartds

Ipari Iéptékben legjobban alkalmazhat6 a centrifugdlds. A késziilékben a sejtek karosodds
nélkiil elviselnek 200-500 g gyorsulast, vi-

szont iigyelni kell a nyiréerdkre. Cell

A hagyomanyos lemezes kialakitdsu Feed concentrate
(Westfalia) centrifuga is megfelel a célnak, Harvest
ha kell6képpen lelassitjdk. A masik megol- >
dés a harang centrifuga (Centritech), amely- \ 2 7

nél a sejtes levet a forgérészbe helyezett egy-
szer haszndlatos zsdkon vezetik keresztiil. A
betédp, a recirkulacié és az elvétel (kotegelt)
flexibilis csoveken torténik. A kétrészes for-
g6rész szellemes kialakitasaval érik el, hogy
a csO nem tekeredik meg, az dramlds folya-

matos. (Ezt a tipust haszndljdgk a vérsejtek
elvdlasztdsdra is.)

311. dbra Centritech harangcentrifuga

A recirkuléacié kovetkeztében az elérhetd sejtszam egy nagysigrenddel is nagyobb lehet,
107 - 108 sejt/ml kozé is emelkedhet. Ha nagyobb a sejtsiirliség, akkor nagyobb a megtermelt
anyag (fehérje) mennyisége is. A lefejtéssel €s rataplalassal akar 6 hétig is fenntarthatd egy
termelési folyamat. Mindvégig fenntarthat6 a jo szubsztrat elldtds és a kdros metabolitok (pl.
tejsav, ammonia) is eltdvoznak. Sejtszam szempontjabdl a perfizids tenyésztés a leghatéko-
nyabb, a termékkoncentricié viszont a ratdpldldsndl a legnagyobb,
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Number of Viable Cells Antibody Titre

25 1 700 -
E 600 -
B 20 - _
< < 500 -
S 15 - E 0 Batch
= d —8—Fed-batch
" S 300 -
210 - 2 Parfusion
S Batch 2 200 -
= 5- —e—Fed-batch
= o~ _ 100 -
= e Perfusion

0 ; ; ; ; ; ; . . 0 gt : . . . . . .

0o 2 4 & & 10 12 14 18 0o 2 4 & & 10 12 14 16
Culture Time (d) Culture Time (d)

313. dbra Sejtszam és termékkoncentrdcio osszehasonlitdsa

Product Mass

3000 -
=g Fed-batch (Final vol 1 L)
2500
Perfusion (1 L/day)

Batch (1L) Perfusion : 2600 mg
Fed-Batch : 620 mg
Batch : 180 mg

Ab mass (mg)

500 /"r'
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Culture Time (d)

312. dbra Az akkumuldlt termékmennyiség osszehasonlitdsa

Az akkumulalt 6sszes termék mennyisége viszont a perfuziosndl maximdlis, még akkor
is, ha figyelembe vessziik, hogy a révidebb folyamatokat a vizsgélt harminc nap alatt tobbszor
is gjra indithatjuk. A perfizids technika produktivitdsa, az id6 és térfogategységre vonatkozta-
tott termékképzése kiemelkedik, Osszevetve a sziikséges reaktortérfogat a szakaszosnak csak
kb. 1%-a.

A reaktor és mddszer kivéalasztasa sokszor annak alapjan torténik, hogy mennyi a termék-
re van sziikség. Ha kevés betegnek egy terapidhoz az adott hatbanyagbdl csak néhdny pg-ra van
sziiksége, akkor azt elég kis mennyiségben (forgd palackban) gyartani. Monoklonadlis ellena-
nyagbol viszont a kezeléshez 20-30 g is sziikséges lehet, igy ezt nagyobb térfogati fermentor-
ban célszerli eldallitani.

Adalék: ez a dontés egyiittal csapda is lehet. Ugyanis, ha egy gyogyszer hatéanyag gydrtdsdt egy bizonyos
technikdval engedélyezte a hatosdg, akkor attol még ésszerii indokokkal sem lehet eltérni. Igy jdrt az Amgen is,

amely forgo palackban engedélyeztette a rekombindns eritropoietin gydrtdsdt. Amikor kideriilt, hogy a piaci igény
sokkal nagyobb a vdrtndl, nem vihette dt a gydrtdst fermentorba, kénytelen volt rddllni tobb ezer forgo palack

haszndlatdra, ami extrém koltségekkel jdrt.

339



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia Rekombindns fehérjék gvdrtdsdnak technikai megolddsai

e ———
I =

e
s e . T .

e =

bt

et -u..\‘_

T

e "'i-"h-','

)

;
)

A
1

314. dbra 5000 forgo palackot mozgato berendezés

Egyszer haszndlatos bioreaktorok

A tenyésztés befejeztével reaktorokat kiiiritik, és a kovetkezo tétel inditasa eldtt gondo-
san, tobb 1épcsos tisztitdsi program végrehajtisdval kitisztitjak. Ez vegyszeres és vizes mosdsok
és oblitések sorozatat jelenti. A fermentor tisztasdgat validdljdk, majd iiresen sterilezik, végiil
beveztik a szliréssel sterilezett tdpoldatot. Ez az id6 és vegyszerigényes 1épéssor elhagyhatd, ha
egyszer haszndlatos bioreaktorokat haszndlnak. Ezek tobb (altaldban hét)rétegli milanyag
zsakok, ami Osszehasonlithatlanul olcsébb,
mint egy azonos térfogatu, elektropolirozott
rozsda-mentes acélbdl késziilt reaktor. Ezért
terjednek egyre nagyobb Iéptékben is az
eldobhaté  bioreaktorok. A  megfeleld
csatlakozokkal elldtott zsakokat steril édlla-
potban szallitjdk. Gyorsan és konnyen csatla-
koztathatok a kiszolgédlé rendszerekhez. A
megoldés kritikus pontja a keverd és a (még)
nem egyszer haszndlatos szenzorok (pl. pH,
DO elektrédok) illesztése. A keverd elhagya-
sdval az egyik probléma megsziinik, erre fej-
lesztették ki a hulldm-bioreaktorokat. A zsdk
egy tekndszer( tartéban fekszik, amit a gépe-
zet iitemesen 10-20 fokos szogben megbil-
lent. Az oda-vissza mozgdas okozta hullamzas

315. dbra Hulldm bioreaktor
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elegendd ahhoz, hogy a sziikséges oxigén
mennyiség beoldédjon.

A tényleges keverést is megoldottdk. A
reaktor hengeres alakjat egy kiils6 tdmasztéd
lemezkopeny biztositja. A zsdk része a
tengely szamdra kialakitott benyuld cso0,
aminek a végén taldlhat6 a miianyag keverd
elem, belsejében egy dllandé mégnessel. A
csobe vezetik bele a forgd tengelyt, aminek a
végén szintén egy mdgnes van. A magneses
kapcsolat viszi at a forgé mozgést a keverdre.

316. dbra Keverds egyszerhaszndlatos
bioreaktor
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Az egyszer haszndlatos eszkozok Osszekapcsoldsandl kulcskérdés a csatlakozok gyors,
egyszeru €s a sterilitdst garantaltan megdrzo 6sszekapcsoldsa. Erre tobb szabvanyos megoldast
alakitottak ki, amelyeknél a csatlakozokat f6lia fedi, sterilen lezarva a belso teret. A végdarabok
folidit osszeillesztve két vég Osszekattintdsaval l1étrejon a zart kapcsolat. Ezutdn a két foliat ki
kell hazni a csonkok koziil, és a két steril té€r 6sszekapcsolddik. (Ez a megoldds hasonlit a printer
tonerek tizembe helyezéséhez, ahol szintén ki kell hiizni a zdro folidt ahhoz, hogy a festék kiszabaduljon.)

Az egyszeriibb megolddsokndl a kotés nem oldhatd, végérvényesen egyesiti a tartaly-
zsdkokat. De léteznek felbonthat6 csatlakozdsok is, amelyek lehetdvé teszik a kotés bontdsat

és Ujra csatlakoztatdsat is.

317. dbra Steril terek osszekapcsoldsdra szolgdlo csatlakozo

Osszefoglalva:

Az egyszer hasznélatos bioreaktorok eldnyei:
» Elmarad a CIP/SIP (helyben tisztitas és sterilezés)
» Lerovidiil az atallasi id6 a sarzsok kozott

» Kisebb a beruhdzasi koltség
» Flexibilisebb gyartas
Hétrényai:

> Problémas az érzékelOk beillesztése

» Léptéknovelési korlat

» Er6s fliggés gyartoktol, kiszolgaltatottsag
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318. dbra 200 literes keverds egyszer haszndlatos bioreaktor bedllitdsa

Az egyszer haszndlatos eszkozok alkalmazdsa a késObbi 1épésekben is terjed, taro-
16/sz4llité6 tartdlyként, illetve a feldolgozas sordn is egyre tobb helyen megjelenik.

Flexel® 3D Bag Modular Palletank® System

Specifications

Material: Stainless Steel
304L
Surace Finish: Bad Blasted
Volumes: 100| 200L, 500 L,
1,000 L
Dimensions
100|200 L 792592720 mm
(31.2"%23.3"x 28.3")
500 L 1192 =792 %856 mm
(46.9" % 31.2"x 33.7")
1,000 L 1192x992 12355 mm
(46.9" x 39.1" x 48.6")
Stack ability
100L|200L 3%
Description Flexibility E00L 7%
The Modular Palletank® Systems are stainless Each Palletank® includes an integrated pallet
steel containers designed for the safe and base that allows easy carriage by pallet-jack 1.000 L not to be stacked

319. dbra Tdrolo tartdly helyett egyszer haszndlatos foliazsdkok, 1000 literes térfogatig
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15.2.2.2. Feldolgozds

Az éllati sejtekkel termelt rekombindns fehérjék feldolgozasdnak sémdja annyiban kiilon-
bozik a mikrobidlis termékekétdl, hogy a sejtfeltarast és az ezt kovetd miiveleteket el lehet
hagyni. A kapott fehérjék gyakorlatilag mind extracelluldrisak.

Culture broth

Cell separation

| I
Cells Supernatant

[ Cell -dﬁ;iﬁ'ﬁggraﬁjbh I

Capture

Purification

[Solubiisation] [ Extraction |

Refolding

Polishing

320. dbra Egyszeriisitett feldolgozdsi séma

Viral Depth Viral
Inactivation / Filtration Filtration

d LI

Protein A Acid  Depth  AEX CEX Virus  yr/pF
Chroma.1  Treatment Flltrrtion Chroma. 2 Chroma.3  Filtration e
I L Vijus Bulk
Capture: Polishing: ,
removal of Virus Removal removal of i sul?;tl::?\ce
proteins, inactivation of HCP, aggregates Concentration,
lipids, DNA turbidities adjusting
physical
conditions

Downstream Platform Process

321. dbra Tipikus fehérje izoldlo miiveletsor
A miiveleti sorrend tehat igy alakul:

Sejtek elvdlasztdsa: szilard-folyadék elvélasztds, centrifugdldssal vagy mikrosziréssel
konnyen megoldhatd. Erre a miiveletre nincs is mindig sziikség. A szakaszos és ratdplalasos
tenyésztésnél igen, ott sejtes fermentlevet kapunk. De a perfuzids technikanal gyakorlatilag
sejtmentes levet vesziink el. A mikrokarrieres kultirandl pedig a keverés ledllitdsdval szemcsék
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a sejtekkel egyiitt kililepednek, tiszta feliiliszot vehetiink el. A miivelet kivalasztdsanal gazda-
sdgi szempontok is szerepet jatszanak. A megfelel6 centrifuga igen drdga berendezés, megno-
veli a beruhdzas 0sszegét. A szilirés dltalaban mélységi szlirés, aminél a szlirdanyagot csak egy-
szer lehet hasznalni, igy ez viszont a miikodési koltségeket noveli.

Koncentrdlo lépés (capturing, a termék ,,megragaddsa”): a terméket a nagy mennyiségli szeny-
nyezésektol, igy elsdsorban a viztdl valasztjuk el. Jellemzd mivelete az adszorpcid (= affinkro-
matogréafia), esetleg membranszirés vagy csapadékképzés. Az affinkromatografiat kromatog-
rafidnak nevezik ugyan, de valgjaban oszlopban végrehajtott adszorpcié. A ligandum minden
fehérjénél mas, de egy technikat érdemes kiemelni, mert minden antitest izoldldsanal alkalmaz-
zék. Ez a Protein-A kromatogréfia. Elvi alapja az, hogy a Staphylococcus aureus feliiletén ta-

,'? Protein A . 7

Protein A ==t
%

Protein A attached gel Monoclonal antibody Antibody bound to protein A in Fc region

323. dbra A Protein-A kromtogrdfia sémdja

lalhat6 fehérje er6sen és szelektiven kotddik az IgG fehérjék (antitestek) konstans régidjahoz.
Ezt a fehérjét ligandumként oszloptoltetre
kotve barmely antitest rgegkbthetc’i. Aszeny- |, T — -
nyez6 komponensek kimosdsa utidn eltérd e SEPOP - target
pH-ji/ionerdsségli eluenssel a termék nagy buffer
tisztasdgban €s nagyobb koncentricidban le- Binding
valaszthat6. A Protein A-t ma mér nem a po- e
tencidlisan patogén St. aureus fermentéacidja- ‘
val allitjdk eld, hanem rekombinans fehérje-

ként, de még igy is nagyon draga.

ml

322. dbra Az affinkromatogrdfia kromatogramja

A fehérje ligandum hasznélatdval 1j problémdk jelentek meg. A toltet kevésbé id6talld, mint
pl. az ioncserél6 gyantdk. A Protein A molekuldk levédlhatnak és szennyezhetik a terméket. A
rogzitett fehérje fokozatosan denaturdlddik, elveszti kotoképességét. Emiatt az adott elvalasz-
tasndl mindig meg kell vizsgalni, hogy mennyi a toltet élettartama, hany ciklus utan kicserélni.
A vizsgalatok azt mutatjdk, hogy 250 ciklus utdn a mindségi paraméterek (host cell protein,
savas formdk, aggregatumok) nem romlottak, a kotoképesség kis mértékben (7%-kal) csokkent.

Protein A Resin Lifetime Study
Re::fngg:: e Y(Lzl;i {ng?nf ) Acidic Variants Aggzzgate

6 97 8,100 9 22

20 97 7,800 10 24

70 97 6,500 11 20
130 9% 9,500 1 19
170 94 8,800 8 25
204 91 8,300 9 21
250 90 7,800 9 22
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Tisztitas: a termék és a szennyezések elvalasztasa, a jellemzo miiveletek az adszorpcio és
a kromatografia, néha a csapadékképzés. Az orvosi céli rekombindns fehérjék gyartdsanal leg-
alabb két ioncserés tisztitasi 1épést iktatnak be, kation és anioncseréld oszlopokat. Mindkettonél
a szennyezO anyagok megkotése a cél (flow trough technika). A kationcserélon enyhén savas
pH-n (pl. 5—6) engedik at az oldatot, amibdl az aggregatumok és a host cell protein kotodik
meg elsdsorban. Az anioncserét alig magasabb pH-n végzik (6—7) és a host cell protein mellett
a nukleinsavakat és az endotoxinokat kotik meg.

Ezen a ponton érdemes végig gondolni az oszlopok 1éptékndvelését. Ha egy laboratériumi
oszlopon sikeriilt optimdlni egy elvalasztast, akkor nagyobb méretekben hogyan célszerti val-
toztatni az oszlop méreteit? Adott tulajdonsdgu €s szemcseméretil toltet esetén az oszlop hossza
(HTU szama) és a linedris aramlési sebesség hatdrozza meg az elvalasztas hatékonysagat. Az
oszlop hosszat nem célszerli ndvelni, hiszen az eredeti hossz is megfeleld elvéilasztast biztosi-
tott. Az dramldasi sebességet sem célszerli valtoztatni, mivel azt mar laborszinten az optimalis
értékre, a van Deemter fliggvény minimumara éllitottuk be. Nagyobb mennyiség feldolgozasa-
hoz nagyobb térfogataramot kell 4tvinni az oszlopon, ehhez a linedris sebesség megtartdsa mel-
lett a keresztmetszetet kell ardnyosan megnovelni. Igy jutunk el a sajatos geometridjd toltetek-
hez, amelyeket nehéz oszlopnak nevezni, mert atmérdjiikk tobbszorose a magassdguknak. A
technikai nehézség a toltet tetején a folyadékdram egyenletes elosztdsa, hogy a teljes kereszt-
metszetben homogén dramlasi kép alakuljon ki. Mindemellett az eloszlat6 rendszer térfogatat
is kicsire kell méretezni, hogy a visszakeveredés minimadlis legyen. Analég mdédon alul, a fo-
lyadék kilépésénél, az 6sszegylijté rendszernél is ugyanigy kell eljarni.

4 L _ 1l

4 <Ll

325. dbra A kolonndk léptéknovelésénél a kereszt- 324. dbra Ipari kolonna, (a sajdt felvétel)
metszetet noveljiik, a magassdg dllando marad

Végtisztitds (polishing): meghatdrozéasa szerint a terméket a kereskedelmi forgalomba ho-
z4s elbirdsainak megfeleld formdjura és tisztasdgura tisztitjak.

Az utolsé 1épések koz€ tartozik a puffercsere és a kivant koncentracié bedllitasa. Ezt rend-
szerint membranmiivelettel, ultraszliréssel, diasziiréssel oldjak meg. A gydgyszeripari techno-
l6gidkban az engedélyezd hatdsag egy utolsé sterilszlirést is eldir, fiiggetleniil att6l, hogy az
eldz6 miiveletsor nagy biztonsdggal eltdvolitott mar minden kérokozot.

Virusmentesités
A feldolgozasi muiveletsorba tobb helyre is be lehet illeszteni virusmentesito 1épéseket. Va-
16jaban minden elvalasztasi miivelet valamilyen mértékben csokkenti a virusrészecskék szamat,
de szerepelnek célzott virusszam csokkentd muveletek is. A fert6zé dgensek szamanak alacso-
nyan tartidsa minden terméknél fontos szempont, de kiemelten kell kezelni a gydgyszeripari
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termékeknél, ezen beliil is azokndl, amelyek gyartdsa sordan potencidlis virushordozékkal, hu-
man vagy emlds sejtekkel, szovetekkel, vérplazméval dolgoznak (éllati szovettenyésztés, vér-
készitmények).

Célszerli megkiilonboztetni a virusok eltdvolitdsara szolgdlé mddszereket €s az inaktiva-
l4si technikdkat. Ez utébbiakndl az alapprobléma a szelektivitds, hogy a virusok anyagait karo-
sité beavatkozdsok ne inaktivaljdk a hatéanyagot is. A nukleinsavak sokkal stabilabbak, mint a
fehérjék, mégis a virulenciat hordoz6 nukleinsavakat kell inaktivalni Ggy, hogy a jelen 1évo
fehérje termék ne veszitsen a hatdsossdgabdl. A miiveletek az alkalmazott hatdsok szempontja-
bél csoportosithatok:

Fizikaimodszerek
Inaktivalas hokezeléssel Eltavolitas
QPasztorizalas OMembranszlrés
USzéaraz hékezelés UKromatografias médszerek
QGozoles UKicsapas
Kémiai modszerek Fotokémiai modszerek
USolvens — Detergens eljaras UMetilénkék
Up-Propiolakton UPsoralen
UJéd UHypericin

326. dbra Virusmentesitési modszerek

Inaktivdlds hokezeléssel
A hovel végrehajtott sterilezés nagyon sok ipardgban (fermentacids ipar, élelmiszeripar)
nagy méretekben is altaldnosan elterjedt miivelet. A virusok célzott el6lésénél viszont erdsen
behatdrolja a gyenge szelektivitds. A fehérjék kimélése érdekében csak pasztérozést (maximum
100 °C-os hokezelést) alkalmaznak, de sokszor hosszabb ideig. A mikrobioldgiai gyakorlathoz
hasonléan megkiilonboztetjiik a szaraz és nedves hokezelést (géztérben, illetve forrd levegd-
ben). Néhany konkrét példa:

Albumin nedves ho, 10 6ra, 60 °C
F-VIII szaraz ho, 72 ora, 80 °C
F-VIII szaraz ho, 30 perc, 100 °C

Ezekkel a paraméterekkel a kiilonbozd virusok szdma 5-7 nagysdgrenddel csokkent. A
hokezelés a lipid burok nélkiili €s lipid burokkal rendelkez6 virusok széles csoportjdra egyardnt
hatékony, ugyanakkor a tok nélkiili RNS virusok ellenallébbak.

A virusok eltdvolitdsa
A virusok szuszpenzi6t alkotnak, lebegd szilard részecskék a fehérjeoldatban. Megfeleld
porusméretii sziirOkkel kisziirhetok a folyadékbol. A méretaranyokat szemlélteti az alabbi dbra:
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HIV EBV HCV HBV BVDV Polio HAV Parvo Filter

8o-no nm >80 nm > 45 nm > 42 nm > 40 Nm 28-30nm 22-30 Nnm 18-22 nm 20 nm

327. dbra A kiilonbozo virusok mérete

A kis méret gondot okoz, hiszen a szokdsos mikrobioldgiai sterilszlirok porusmérete
0,22-0,45 mikron, itt ennél egy nagysagrenddel kisebbre van sziikség. Ezek a sztirk mar at-
menetet jelentenek a mikroszilirdk €s az ultraszlirok kozott. A sziirést gyakran megneheziti a
fehérjeoldat nagy viszkozitdsa.

Virusok elvalasztasara alkalmasak még a kromatografidas miiveletek is, igy a gélkromato-
grafia (kizardsos kromatografia), amely ez el6zdekhez hasonléan méret szerint valaszt el. A
virusokat megfeleld tolteten végrehajtott adszorpcidval, esetleg kicsapdssal (PEG) is eltavolit-
hatjuk.

Kémiai modszerek

Savas kezelés A monoklondlis antitestek gyartdsanal bevett mddszer, hogy a Protein-A
kromatogréfia utdn a pH értéket ecetsavval leviszik 3,5-re és itt tartjdk 30-50 percen keresztiil.
Ezutan visszaligositjdk 5,0-ra. Ha a kezeléstdl fehérje csapadék vélik ki, akkor azt ki kell sz{irni
az ioncsere elott.

Szolvens-detergens eljards Valojaban nem jatszodik le kémiai reakcid, a vegyi anyagok
leoldjak, ,,leszappanozzak™ a virusok burkat. Szolvensként jellemzéen TNBP-ot (tri-n-butil-
foszfat, 0,3-1,0%), detergensként Triton X-100-at vagy Tween-t (szintén 1%) alkalmaznak.
Adagolés utan az elegyet 30° C-on kevertetik 1-4 6ran keresztiil. (Egyes virusokra 2-10 perc is
elegendd.) A kezelés utdn a hozzdadott szerves anyagokat el is kell tdvolitani az elegybdl. Ezt
extrakcidval oldjdk meg. Halogénezett, vagy kdolajszarmazék oldoszerek nem johetnek szami-
tasba, ezért tisztitott, steril ndvényi olajat (szdjaolaj, ricinusolaj) hasznédlnak egy vagy két ext-
rakcids Iépcsdben. Végiil a maradék apolaris molekuldkat hidroféb toltetii oszlopon (C18) kétik
meg. Sajnos ez a nagy hatékonysag nem érvényesiil a burok nélkiili virusoknal.

[-Propiolakton és etilén-imin Feszitett gylrls szerkezetli erds alkilezdszerek, mind a fe-
hérjékkel, mind a nukleinsavakkal reakcidba l1épnek. Ennek dacara széles korben alkalmazzik,
mert a fehérjék aktivitiscsokkenése sokkal kisebb mértékil, mint a virusok inaktivalédasa.
Mindkettd kozvetleniil veszélyes, rdkkeltd hatdsi. De a propiolakton vizes kdzegben fél-egy
nap alatt elhidrolizal €s artalmatlan hidroxi-propionsav lesz beldle, az etilén-imin feleslegét pe-
dig tioszulfét oldattal gyorsan artalmatlanitani lehet.

Fotokémiai médszerek Az ultraibolya fény onmagaban is mutagén hatdsd, a DNS-en a
funkciora karos kémiai valtozasokat idéz eld. Ez a hatds fokozhat6, ha olyan gerjesztheté mole-
kuldkat visziink be a rendszerbe, amelyek az elnyelt energia dtvitelével kérositjdk a DNS-t.
Ilyen célokra metilénkéket, Psoralent vagy Hypericint alkalmaznak. Ezeknél figyelembe kel
venni, hogy a kezelés utdn szennyez0 szermaradvanyok és bomldstermékek maradhatnak a ko-
zegben.
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A virusmentesités hatékonysdga

Hangsulyozni kell, hogy a célzott virusszdm csokkentd miiveletek mellett a komponensek
elvalasztasra alkalmazott miiveleteknek is van szdmottevo hatdsa. Az alkoholos kicsapds, a pH-
valtoztatas és a kromatogrifids 1épések mind inaktivaljdk, vagy eltdvolitjdk a virusok egy részét.

A virusmentesités hatékonysagét log-ban fejezik ki, ez az Niiindulasi/Nvegss €rték tizes alapi
logaritmusa. Egy log az él6 viruskoncentraci6 egy tizedére valé csokkenését fejezi ki (1d. a
konzervek sterilezésénél hasznélatos tizedelési id6 fogalmat). 5-6 log-nyi csokkenés tehat 5-6
nagysdgrendnyi virusszdm redukci6t jelent. Az egymast kovetd technoldgiai 1épések log értékei
0sszeadodnak. A gydgyszeripar szigoru szabdlyai szerint a teljes miiveletsor eredo log értéké-
nek 15-20 kozott kell lennie.

A koztes és végsé mintdk virusszamat legérzékenyebben PCR-rel lehet meghatarozni, de
nehézséget okozhat az életképes és az inaktivalt virus DNS megkiilonboztetése.

A gyartasi technoldgia egyes 1épéseinek virusszam csokkentd hatdsat validacios vizsga-
latokkal bizonyitjak. Ez azt jelenti, hogy egy mintdt szdndékosan megfertdznek ismert fajtdju
és szamu virussal, majd az adott miivelet végrehajtasa utdn visszamérik a megmaradt aktiv vi-
rusokat.
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328. dbra Beriplex P/N (Faktor-IX) pasztorizdcios virus-
inaktivdldsdnak kinetikdja
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16. REKOMBINANS FEHERJEK GYARTASA - esettanulmanyok

A részfolyamatok, miiveletek attekintése utan attériink az egyes konkrét termékek gyar-
tasi technoldgidjanak targyaldsdra. Sok szdz rekombindns fehérjét allitanak eld, a legkiilonbo-
z0bb célokra. A spektrum széles, a nagy mennyiségben termelt, olcsébb ipari, élelmiszeripari
enzimektdl (pl. a rennin harom véltozatban is piacon van, (8.5.6.3 fejezet) a legdragdbb mono-
klonélis antitestekig terjed. A legnagyobb szellemi és anyagi t6ke a piros biotechnolégidban
koncentralddik, igy esettanulmdanynak orvosi felhasznél4su fehérjéket vilasztottam. Igyekszem
tobbféle funkcidju termékeket bemutatni, hormonokat, hemosztatikumokat, antitesteket €s al-
egység vakcindt is.

16.1. Inzulin

Az inzulin azért kival6 esettanulmdny az orvosi céli fehérjék gydrtdsara, mert tobbféle
életképes technoldgiat is kidolgoztak az eldallitasara, kiilonboz6 gazdaszervezetekkel. Elso 1€-
pésként vizsgaljuk meg a termék tulajdonsagait.

Az inzulin polipeptid hormon, amely a szé€nhidratok, fehérjék és zsirok anyagcseréjének
szabdlyozdsaban vesz részt. A szervezet sejtjei csak inzulin jelenlétében képesek felvenni a
vérbol a gliikkdzt. Az inzulin serkenti a mdjban a glikogén raktarozasat €s a sejtek gliikoz felvé-
telét, ily modon csokkenti a vércukorszintet.

Gluconeogenesis .
Stop |
Glucogenolysis \ /

Lipolysis [l Stop | o .
Ketogenesis /
Proteolysis

329. dbra Az inzulin hatdsa a kiilonbozo anyagceserefolyamatokra

— % Glucose uptake in muscle
and adipose tissue

Glycogen
/ synthesis

Az inzulint hasnydlmirigy Langerhans-szigeteiben taldlhato béta-sejtek termelik.

Az inzulint gydgyszerként adjdk a cukorbetegség(ek) kezelésére. A diabetes lényege,
hogy a sejtek nem tudjadk megfelelden felvenni a vérbdl az gliikézt, emiatt a vércukorszint meg-
emelkedik. Az I-tipusu vagy fiatalkori diabetesnél a hasnyalmirigy nem termel elegend6 inzu-
lint, mert pl. autoimmun folyamatok elpusztitjdk az béta sejteket. A Il-tipusi vagy iddskori
cukorbetegség esetén van inzulin termelés, de a sejtek inzulin érzékenysége lecsokken, emiatt
nem hat eléggé.

A kiviilr6l bevitt inzulin pétolja a hidnyzé vagy elégtelen inzulintermelést. Az inzulint
nem lehet szdjon 4t bevinni a szervezetbe, mert egyrészt az emésztéenzimek lebontjak, mint a
tobbi fehérjét, masrészt a fehérjemolekuldk méretiiknél fogva gyakorlatilag nem szivddnak fel.
Emiatt injekcioban adjdk, illetve fejlesztések folynak az nyélkahartydkon keresztiili bevitelre.
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16.1.1. Az inzulin szerkezete

Két aminosavlancbdl all (21 + 30 aminosav), amelyeket két diszulfid hid kot Ossze és egy
stabilizdl. Moltomege (humdn): 5808. Izoelektromos pontja: 5,4.
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330. dbra Az inzulin szerkezete

Az inzulin minden emldsben egyformdn miikodik, de a szerkezete az evoluicid sordn a
mutdciok miatt fokozatosan megvaltozott.

Aminosav
8. 10.
Y
Sertes Thr ILeu
Ember Thr ILeu Thr
A lane B lanc

331. dbra A humdn, marha és sertés inzulin csak
néhdny aminosavban kiilonbozik egymdstol
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16.1.2. Az inzulin érése

Az inzulin egy gén termé-
ke, ez azonban két intront tartal-
maz. Az intronok kivigdsa utdn
egy fehérjelancként keletkezik a
pre-proinzulin (110 AS), ebbdl
két szakasz (pre: 23 AS, C: 34
AS) eltavolitasaval alakul ki az
aktiv szerkezet.

332. dbra A preproinzulin ldnc
felbontdsa

Az endoplazmds retiku-
lumban megy végbe a szigndl-
peptid levagésa, a diszulfid hidak
és a folding kialakitdsa. A proin-
zulin transzport vezikuldkban
megy at a Golgi komplexbe, és
ott torténik a C lanc kivagdsa
(PC-I és PC-II enzimekkel), va-
lamint a két Arg levagésa (karbo-
xipeptiddz E enzim = CPE).

333. dbra Az inzulin érése
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16.1.3. Az inzulin elballitasa

A lehetséges utak:
1. Kémiai szintézis aminosavakbdl (megoldott, de nem gazdasigos)
2. Kivonés sertés hasnyalmirigybdl és dtalakitds humén inzulinnd (a rekombinéns inzulin
megjelenése elott ez volt az egyediili human inzulin készitmény)

3. Fermenticié génmanipuldlt mikroorganizmusokkal
» Az A és B lanc termelése kiilon-kiilon E. coli-val, majd 6sszekapcsolas
» pro-inzulin fermentdcidja E. coli-val, majd 4talakitdsa
» Preproinzulin fermentacidja E. coli-val, hasitasok
» Pro-inzulin fermentacio S. cerevisiae-vel, atalakitas

16.1.3.1. Kivonds hasnydlmirigybol — dtalakitds
Az 1920-as évek eleje 6ta a diabéteszes betegeket olyan inzulinnal kezelték, amelyet szar-
vasmarha- vagy sertés hasnydlmirigybdl vontak ki. Ez a tradicionalis eljaras, a vagéhidakon
0sszegyljtott hasnyalmirigybdl extrahdltdk az allati inzulint. De ennek a gyartasi eljarasnak
megvannak a korl4tai:
» nincs elegendd alapanyag (hasnyalmirigy)
» az egy aminosavnyi kiilonbség hosszu tavi haszndlat esetén immun-probléma-
kat okozhat

Ezért inkabb atalakitjdk a sertés inzulint, a 1dncvégi alanint treoninra cserélik. Elsére az
lenne logikus, hogy exopeptiddzt hasznéljanak, de mégis egy endopeptidézt, a tripszint valasz-
tottdk. Ennek az az oka, hogy a karboxipeptiddzok nem elég szelektivek, viszont a tripszin a
bazikus aminosavakra (Arg, Lys) szelektiv, ezek karboxi oldaldn 1évo peptidkotést bontja. Az
inzulin molekuldban két ilyen aminosav van, a B22Arg és a B30Lys. A tripszin ez ut6bbi mel-
lett hasitva lecsipi a ldncvégi alanint. Mellékreakcioként az Arg melletti hasitds is felléphet, a
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334. dbra A ldncvégi alanin lecserélése treoninra
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B23-30 oktapeptid szabadul fel. Ennek visszaszoritdsara specidlis reakciokoriilményeket kell
beallitani, alacsony hofokot (6-12 fok), és apolarisabb oldészerelegyet (etanol, DMSO, DMF +
<50% vizes acetat puffer).

A tripszin szintén a sertés hasnydlmirigyébdl nyerhetd ki, de nem a Langerhans sejtekbol,
hanem a hasnyélat, az emésztd enzimeket termeld szovetbdl.

A bontdsi reakcidval pdrhuzamosan az ellentétes folyamat is végbemegy. A tripszin nagy
szabad aminosav koncentracié mellett peptidkotés 1étrehozaséara is képes. A hidrolizis €s az
acilezés dinamikus egyenstlyban vannak. Ha nagy foloslegben szabad aminosavat, treonint
adunk a rendszerbe, akkor a folyamat a szintézis irdnyaba tolddik el. Mivel a rendelkezésre all6
szabad aminosavak kozott a treonin nagysagrenddel nagyobb koncentracidban van jelen, mint
az alanin, ez nagyobb valészintiséggel kapcsolddik a lanc végére. Az egyensuilyi elegyben a
B30Thr akar 92%-ban is megjelenhet az dsszes inzulinszdrmazékhoz viszonyitva.

A mellékreakciok visszaszoritdsa érdekében nem treonint, hanem Thr-észtert (pl.: terc-
butilésztert) adnak a reakcidelegybe. A termék elvalasztdsa utdn a treonin észter hidrolizisével
alakul ki a humén inzulin:

@ —cooRl +w.0 @ —coon
@0 o 60

335. dbra Az észter védicsoport eltdvolitdsa

16.1.3.2. Az inzulin fermentdcios elddllitdsa

Prokariétékkal is megoldhatd, mert:

— Viszonylag révid ldncok, nincs glikozilezés, metilezés, de:
— Két lanc, harom diszulfid hid — nehezebb j6l 6sszeparositani

Megoldottdk a két 1anc kiilon-kiilon bevitelét és fermentdcidjat, majd 6sszekapcsoldsat is

— és az egészet egyben is.

Adalék: Kettos fermentdcio E. coli-val

Ennek a technikdnak mdr csak torténeti érde-
kessége van. Az egyik elsé rekombindns technologid-
ban az inzulin A és B ldncdt két kiilon pBR322 plaz-
mid vektorba épitették be. Az inzulint kédolo szakasz
elé egy Trp-operonbol szdrmazo szakaszt (121 ami-
nosav) illesztettek, amelyeket egy metioninnal vd-
lasztottak el. Ennek az a szerepe, hogy bromcidn ha-
tasdra (70%-o0s HCOOH-ban) a Met elbomlik, és a
fehérjeldnc ezen a helyen elszakad. A kivdlasztott E.
coli torzset (nem-patogén coli torzs, csak laboratori-
umban életképes, a természetben elpusztul) kiilon
fertozték meg a két plazmiddal, két kiilon manipuldlt
torzset hoztak létre. A két torzzsel kiilon fermentdcio-
val dllitottdk el6 a két inzulin ldncot. A leader szek-
vencidk lehasitdsa utdn a két ldncot izoldltdk. Az —
SH csoportokat oxidativ szulfitolizissel (Na:SOz +
NaxS406, pH>9) —S-SO3 csoporttd alakitottdk, azaz
felbontottdk az esetleg Iétrejott (hibds kotésti) diszul-
fid hidakat. A két szabad ldnc elegyitése utdn a di-
szulfid hidakat reduktiv kozegben (—SH vegyiiletek-
kel: merkapto-etanol, ditio-treitol) hoztdk létre.

336. dbra Inzulin rekombindns elddllitdsa két
kiilon fehérjeldncként
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Elodllitas egy fehérjeldncként (preproinzulin) E. coli-val
Ezzel voltaképpen a természetes inzulin képzodését és érését masoljuk le a technoldgid-

ban.

Az egész lanc eldallitasa génmanipuldcié szempontjabol nem nehezebb, mert a teljes ko-
dol6 génszakasz (preproinzulin) befér egy E. coli plazmidba. Bonyolultabb feladat viszont a
DNS szakasz kialakitdsa. Mivel az inzulin gén két intront is tartalmaz, nem haszndlhatjuk di-
rektben az izoldlt DNS-t hiszen ebbdl sokkal hosszabb, hasznalhatatlan fehérje képzddne. Cél-
szerlien mRINS-t, méghozz4 érett, a kivigason dtesett mRINS-t kell keresni, és err6l megszer-
keszteni a kivant génszakaszt. Ehhez az RNS-rdl reverz transzkriptdzzal DNS-t kell mésolni, a
hibrid nukleinsavakat szétvalasztani, kétszald DNS-t szintetizalni, majd ragadds végekkel ellat-
ni, ez keriilhet azutdn a vektorba. A bevitt plazmid a ,,szokdsos” elemeket tartalmazza, szelek-
ciés markerei ampicillin és tetraciklin rezisztencia, promotere triptofannal szabalyozhat6 erds
Trp prométer. A coli az egész (pre)-proinzulin lancot elkésziti, de a szerkezet kialakitdsat to-
vabbi 1épésekben kell megvaldsitani. A technoldgia miiveleti sorrendje:

Szakaszos fermentacié (15 m?)

Sejtfeltaras (lizis), centrifugdlds, sziirés

Folding: a tercier szerkezet kialakitdsa megfelel6 pufferben.
Hasitas harom helyen Arg mellett

A B lanc végérol két Arg ,.lecsipése”

Tisztitas

S e

Az elsddleges szerkezetet, az aminosav sorrendet felépiti a coli sejt, de a kovetkezo 1€pé-
seket amelyeket a természetes hormon szintézisben a hasnyélmirigy sejtek enzimei hajtanak
szerkezet kialakitdsa az izolalas utdn, a folding pufferben megy végbe. Ezutan keriil sor a ,.fe-
lesleges” molekularészek eltavolitasara.
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337. dbra A preproinzulin enzimes hasitdsai

Célszerlien a természetes reakcidutat kellene kovetni, azt, ahogyan a hasnydlmirigy sej-
tekben alakul ki az aktiv inzulin. Mivel ezek a human enzimek nem allnak rendelkezésiinkre,
helyettiik més eredetli, de hasonl6 aktivitdsu enzimeket kell keresni. A lanc szétvagasa harom
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helyen a bazikus jellegli arginin mellett sziikséges, erre a mar emlitett tripszin alkalmazhaté. A
hasitdsi termék mar csak két argininben tér el a végterméktdl (B30ArgArg inzulin). Ezek elta-
volitasét a sertés hasnyalmirigyébdl kivonhatd karboxipeptidaz-B-vel valdsitjdk meg, amely a
CP-E-hez hasonléan a C-termindlis bazikus aminosavak eltavolitdsara specializdlédott. Az en-
zimes atalakitds utdn a tisztitas els6 1épése a gélkromatografia, amellyel a levagott fehérjelan-
cokat lehet elvalasztani a célterméktdl.

Elodllitas élesztovel (Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris)

A prokariéta coli mellett eukaridtiakkal, élesztokkel is termeltetik a rekombinéns inzulint.
Eldnyos példaul, hogy a termelés extracelluldris, nincs sziikség sejtfeltarasra. A fermentdciot
félfolytonosan is lehet vezetni, ami gazdasdgosabb. Emellett az €éleszté enzimei még a sejtben
elvégeznek néhdny d4talakitast, igy a technoldgia kevesebb 1€pésbol 4ll. Az élesztOben
termeltetett rekombindns fehérje az el6zdoektdl eltérd konstrukcid. Ahhoz, hogy a fehérje végig
tudjon haladni az endoplazmads retikulum — Golgi — extracelluldris tér dtvonalon, egy leader
szakaszt kell elé kapcsolni. Ez a leggyakrabban az élesztoben miikodd a-faktor leader, néha
Yap3, de kifejlesztettek szintetikus leader szekvencidkat is. Ez egy szignal peptiddel kezdodik,
ez vezeti be a riboszomén képzddo fehérje lancot a transzlokonon keresztiil az endoplazmas
retikulum belsé terébe. Ezt a szakaszt még ott helyben levigja a szigndl peptiddz. A ,,Pro-"
szakasz 43-47 aminosav hosszusagu, az a-faktor leader estében harom szénhidrat ,legyezd”
kapcsolddik hozza. A leader és az inzulin B lanca kozé néhdany aminosavbdl all6 6sszekotd S-
peptidet (=spacer) illesztenek. Ez minden esetben két bazikus aminosavval (Lys/Arg) kezdddik,
mert az élesztSben talalhaté Kex2 protedz ennél a pontnal hasit. Igy ez az enzim még a sejtben
eltavolitja a ,,Pro-" lancot. A tovdbbi aminosavakra sztérikus okokbdl van sziikség, ezek nélkiil
a Kex2 enzim ,,nem fér hozz4” a vagasi helyhez. Igy viszont felesleges aminosavak maradnak
a B lanc N-termindlisan.

-‘ @ Leader ?_g‘ﬁ 4 P ’
U )
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338. dbra Az élesztoben termeltetett inzulin prekurzor fehérje

Ettdl gy lehet megszabadulni, hogy az utolsé helyre lizint épitenek be és a késdbbi trip-
szines kezelés levalasztja a feleslegessé valt szakaszt. A termelt fehérjét inzulin prekurzornak
(IP) nevezik, mert nem azonos a human proinzulinnal. A C lancot jelentdsen megroviditették
(3-6 aminosav), sot el is hagytdk. A B30 treonint is kihagytédk, ezt csak folyamat végén, enzi-
mesen kapcsoljak ra.
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| Inzulin prekurzor

kivalaszto vezikulak

339. dbra Az inzulin iitja az élesztosejten beliil

16.1.3.3. Az inzulin feldolgozasa

Elsd 1épésként a kiilonbozd méretli molekuldk, hasitdsi termékek és egyéb, kis peptidek
elvalasztasara gélkromatografiat alkalmaznak. Ezt kovetheti egy ioncsere kromatografids 1€pés,
és az igy megtisztitott oldatbdl valasztjdk le az inzulint. A kiilonb6zd inzulin formék eltérd
sebességgel szivédnak fel az emberi szervezetben. fgy ezek megvalasztisaval, illetve kombi-
ndldsaval bedllithatjuk az inzulin készitmény hatdstartamat. A tiszta inzulin 6nmagéaban hajla-
mos amorf csapadékként kivalni. Szépen kristdlyosithatd viszont cink komplex formdjaban. A
komplexképzés a B-10 His aminosav gylirijében 1év6 nitrogénatomon keresztiil torténik. Ez
tobbértékli fémionokkal komplex kotést képes kialakitani. (Ugyanezt haszndlja ki a fém-kelat
kromatogréfia, amelynél az 4ll6fazihoz rogzitett fémionok — Ni, Cu, stb. — létesitenek kotést a
fehérjék hisztidinjeivel vagy a hozzédkapcsolt
His-tag-gel.) Az inzulin esetében is tovédbbi
15 féle fémionnal alkotott komplexet irtak le,
de a gydgyszertani szempontok alapjdn a
cink ionnal alkotott hexamer az optimalis.

A kristdlyositdsndl a hig savas oldatban
(ecetsav, esetleg sosav) 1évd 7%-os inzulin
oldat pH-jat ammonium-acetit hozzdaddsa-
val 5,4-6,1 kozé allitjak. A sztochiometrikus
Zn ionmennyiség csak 2 ezreléke lenne az in-
zulin tomegének, de ezt negyvenszeresen til-
adagoljdk. Ez 1,1% cink-klorid hozzdad4sat
jelenti. Az oldhat6sdg csokkentésére még
10% acetont is kevernek az elegyhez, és a ho-
mérsékletet 25 °C-r6l +5 °C-ra csokkentik.
A kristdlyosodas elsorendl kinetika szerint
megy végbe, az anyag nagy része az elso
négy oraban kivélik, de az egyensilyi allapo-
tot csak ~24 6ra utdn éri el.

340. dbra Az inzulin molekuldk hisztidinjei
kapcsolédnak a Zn ionhoz
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Ilyen koriilmények kozott a komplex
romboéderes formdban kristalyosodik.

A gyorsabban felszivodé amorf és a las-
sabban felszivodd kristdlyos inzulin mellett
hasznélatos még a protamin-inzulin is (NPH
= neutral protamin Hagedorn). A protamin,
mint bazikus fehérje a savas karakterii inzu-
linnal egyiittesen kicsapva egy rosszul old6dé
formulat ad, ami lassan szivddik fel, igy el-
nyujtott hatast alakit ki.

341. dabra Cink-inzulin kristdlyok

16.1.4. Inzulin analitika

Egy rekombindns fehérje mindsitésénél mindig az az alapkérdés, hogy tulajdonsdgaiban
mennyire egyezik meg az eredeti fehérjével. Ez legtokéletesebben a bioldgiai hatds
Osszehasonlitdsdn keresztiil lenne lemérheto.

Ami az inzulinndl azt jelentené, hogy mérni kellene a beadds hatdsara bekovetkezd vér-
cukorszint csokkenést az emberi szervezetben. Alanyként embereket nem, de nyulakat hasznél-
hatunk, de ez természetesen draga, lassu, kis kapacitasu €s allatvédelmi szempontbdl is kifoga-
solhatd.

A fehérjék harmadlagos szerkezetére is kiterjedd azonositdsara alkalmasak az immunana-
litikai médszerek, reakcidk specifikus ellenanyagokkal. Ezek viszont sokszor nem adnak pon-
tos kvantitativ eredményt.

A mindsités elso 1épése rendszerint egy HPLC vizsgalat, ami gyors, kvantitativ és az
esetleges szennyezésekre is informéciét ad. Az egész, 51 aminosavbdl dll6 inzulin molekula
vizsgalatdndl a kis eltérések nehezen vehetOk észre. Ennél részletesebb eredményt kaphatunk,
ha az inzulin molekulét egy specifikus endoprotedzzal (V8 protedz) feldaraboljuk. Ez négy jol
definidlt helyen hasitja el az inzulint, és a kapott 6t peptid kromatogramjabol mar a kis eltérések
kiolvashatok (fingerprint technika).

Vizsgalhatjuk az inzulin prepardtumot aminosav analizatorral is. Teljes hidrolizis utdn az
aminosavak kromatografids szétvalasztasaval az aminosav 0sszetételt kapjuk meg, de ez csak a
fehérje elsddleges szerkezetére ad informaciot.

16.1.5. Modositott inzulin molekulak

Az inzulin molekuldk szerkezete elég konzervativ, de bizonyos kémiai mddositasok le-
hetségesek kellemetlen mellékhatdsok nélkiil. Ezek a valtoztatdsok nem a hormonhatés erdsi-
tésére iranyultak, hanem a farmakokinetikat, a hatds idébeli lefutdsat alakitottdk at.

16.1.5.1. Gyors hatdsi inzulinok:
Lispro inzulin: a B28 Pro és 29 Lys sorrendjét megcserélték. A valtoztatas alapja az IGF-
1 (insulin like growth factor) molekula szerkezete volt, amelyben ugyanez az aminosavak sor-
rendje. Nem alkot hexamert, gyorsabban felszivddik, ~15 perc alatt hat a szokasos 45-60 perc
helyett. Az Eli Lilly (USA) gyartja, Humalog néven.
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Aspart inzulin: a B28 helyen 1€v6 Pro-t kicserélték Asp-ra. Egyrészt nem alkot hexamert,
masrészt a bevitt savas csoport miatt eltolodik az izoelektromos pont — jobban oldddik, gyor-
sabban szivddik fel. S. cerevisiae-vel termeli a NovoNordisk (DK), Novo-Log néven.

Aspart, lispro, glulisine ultragyors

Regularis, gyors hatasu
NPH, intermedier
\ Ultralente, hosszl

B 8 10 12 14 16 18 20 22 24

16 (6ra)

Glargine, detemir, hosszu

Plazma inzulin szint

342. abra Modositott inzulinok hatdsgorbéi

16.1.5.2. Elnydjtott hatdsd inzulinok:

Glargin inzulin: (Gly + Arg) mindkét ldnc C terminalisit atalakitottdk: az A21 Asp he-
lyére glicint kapcsoltak, a B lanc végére pedig két arginint. Ez megvaltoztatja az izoelektromos
pontot (5,4 - 6,7). Az injekciéban (pH=4,0) oldatban van, beadva a szovetekben (pH=7,4)
mikroprecipititumok keletkeznek. Ezek lassan oldédnak fel, emiatt elnytjtott a hatds (>24 6ra).
A Sanofi-Aventis gyartja, Lantus néven.

Detemir inzulin: a B30 Thr-t elhagytdk, és a B29 Lys amino csoportjat C14 zsirsavval
(mirisztilsav) acilezték. A gyartdsnal rovidebb lancot termeltetnek (Insulin B1-29-Ala-Ala-Lys-
Insulin A1-21), ezt enzimesen bontjdk, majd acilezik. A Novo-Nordisk dllitja eld, Levemir
néven.

w-chain

Fast-acting analogues Long-acting analogues

Insulin lispro Insulin aspart Insulin glargine Detemir insulin

343. dbra Mddositott inzulinok szerkezete
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Es végiil egy kis viddmsdg. Egy olyan kép, amin az dtlagember nem taldl semmi poénosat.

344. dbra. De az, aki iddig eljutott az olvasdssal, az biztosan érti.
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16.2. Eritropoietin (EPO) gyartasa

Az eritropoietin egy hormonfehérje, a citokinek kozé tartozik. Funkcidja szerint stimuldl-
ja a vorosvértestek (eritrocitak) képzodését a csontveldben. A szervezet egésze szamara a meg-
feleld oxigén-szallit6 kapacitést biztositja. Képzodését a vér hosszabb ideig tartd alacsony oxi-
génkoncentracidja (hipoxia) indukdlja. A hormont a vesetubulusok mellett taldlhaté interstici-
alis sejtek termelik. Az EPO 85-90%-a a vesében képzddik, 10-15% pedig a mdjban. A vese
képes a hematokrit szintet (a vorosvérsejtek aranyat a vérben) a normal, ~45%-os értékre bealli-
tani ugy, hogy a vorosvérsejtek mennyiségét az EPO termelésén és a viz, illetve so iiritésén
keresztiil (a plazmatérfogat bedllitdsaval) szabdlyozza. A vérbe keriilé6 EPO eljut a csontveld
sejtjeihez €s a sejtfelszini receptorokhoz kotddik, igy stimulélja a vorosvérsejtek termelését. Az
EPO receptorhoz val6 kotddése eldsegiti az eritrocitak proliferacidjat és differencidlodésat.

Kiilsé EPO bevitelre tobbféle korkép esetén is sziikség lehet:

1. Nem termelddik elegend6 hormon - ez a vesekéreg karosodasa esetén fordulhat el6.

2. Anaemia (vérszegénység) tartds dializis (milivese) kezelés esetén.

3. A csontveld tul kevés voros vértestet képez (pl. anaemia tumor, illetve kemoterdpia
kovetkeztében), ekkor az ép dllomanyt lehet gyorsabb miikodésre késztetni.

4. A voros vértestek elvesztése vagy pusztuldsa (vérveszteség, HIV, maléria)

Az EPO-t engedélyezték kronikus veseelégtelenségben szenvedd anémidsok és kemote-
rapids kezelés alatt all6 rdkos betegek szamadra, valamint mitéti vérveszteség esetén. Az EPO
addsa a HIV kezelésére hasznélt Zidovudine mellett adagolva is j6tékony hatésu.

A gydgyészati felhaszndldson til az EPO-t hasznaljdk doppingszerként is, mivel a kerin-
gési rendszer oxigénszallitasi kapacitdsa kulcskérdés az alloképességi sportagakban (kerékpa-
rozas, hosszutavfutds, sifutds, de néha labdarigok is hasznéljak). Ugyanez a mechanizmus mii-
kodik a sportol6k magashegyi edz6tdborozasandl is. A ritka levegOben az alacsony oxigén ten-
zidhoz ugy alkalmazkodik a szervezet, hogy noveli az EPO termelést, ezaltal néhany hét alatt
megnoveli a vorosvérsejtszamot, amitél megnd az oxigén-szallitasi kapacitas.

Nem B9 8§

s ey 1 owem [T KT
[ - J(D N-& N ©_ﬂ |6 é
‘ [
Neo| N
NH-p

Asn 83

= Disulfidbriicke [N] N-Actetylglucosamin

(NRS]
(0 Mannose N-Acetylgalactosamin g
®© Galaktose é Sialinsaure
@ Aminoséaure £ Fucose

345. dbra Az EPO glikozildcios mintdzata
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16.2.1. Az EPO szerkezete

Az EPO szerkezetét tekintve egy glikoproteid, mely 165 aminosav-, és 55 cukoregység-
bol all. A szénhidrét rész, mely a molekula tomegének kozel 40%-at teszi ki, harom N-gliko-
zil4cids (Asn 24, 38, 83) és egy O-glikozil4cids (Ser 126), egységbdl all. Egyetlen fehérjeldnc-
bol all és két diszulfid hid rogziti a szerkezetét. Az egyik majdnem a lanc végeit kapcsolja 0ssze,
egy oriasi hurkot képezve (,,nyaklanc és csat”), a mdsik egy kicsi, 6t aminosavbdl 4ll6 gytriit
formal. Molekulatomege kb. 30 kDa, a kiilonb6z6 izoformédk miatt nem adhaté meg pontosan,
ebbdl a fehérjeldnc tomege 18396 Da. A harmadlagos szerkezet 4 antiparalel lefutdsu a-hélixbdl
all, az N-glikozilacids oligoszacharid ,,legyezdk™ a molekula egyik pdlusan helyezkednek el.

> Sialic acid
‘ Galactose @ Fucose
@ Mannose . Glucosamine

346. dbra Az EPO 3D szerkezete

A szénhidrat lancok végén legtobbszor szidlsav (hét sz€énatomos cukorsav) talalhato, de
a lanc belsejében is el6fordulhat. A savas csoportok szdma megvaltoztatja a molekula toltését,
izoelektromos pontjat (savas, pH=4,4 koriili). A szidlsavazottsig mértéke ardnyos a hormon

EPO Carbohydrate l 20+ |

3 N-linked chaing 1 O-linkad chain Isoform
(Mo, of Slalic Acid
| reskduas)

| ]
Y999 . ¢

13

TYY
A A

Increase in Hematocrit = Day 30
o e < b = o

P o 8 9 10 1 12 13 14
The structure of the carbohydrate chains is variable Isoform
Isolate molecules based on sialic acid content Figure 2: In Vivo Efficacy of Isolated EPO Isoforms—CD-1 mice (n = 20/

Test the isolated EPO isoforms for biological activity

Figure 1: Schematic of EPO Carbohydrate Structure and EPO Isoform
Designation. EPO = erythropoietin.

348. dbra Kiilonbézé mértékben szializdlt 347, dbra Az EPO izoformdk hatdsdnak ésszehasonlitdsa
EPO molekuldk
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receptorkotd képességével és a szérumbeli felezési idejével (ez utébbi fontosabb az EPO haté-
sénak szempontjdbol). A ldncvégi szidlsavak hidnydban a szabadon maradé galaktéz végek
erdsen kotddnek a méjsejtek galaktdz receptoraihoz. A molekula szénhidrét részei variabilisak,
a glikozilal6 enzimek statisztikus mitkodése miatt egyidejlileg kiilonb6z0 mértékben szializalt
(,,félkész”) izoformdk vannak jelen. A cukorrészek befolydsoljadk a molekula h6- és pH-érzé-
kenységét is.

16.2.2. Az EPO elbéllitasa

Kis mennyiségili hormont ki lehet vonni vérbdl, illetve vizeletbdl, de ezekben nagyon kicsi
a koncentrdcidban fordul el és az alapanyag is korldtozott mennyiségben 4ll rendelkezésre. A
hormont eldszor vérszegénységben szenvedd betegek vizeletébdl (2500 liter) tisztitottak, 1977-
ben. Kereskedelmi mennyiségben rekombinans fehérjeként allitjak eld.

Az EPO génje 4 intront tartalmaz, ezek a mRNS érése soran kivagddnak. A fehérjelanc
eredetileg 193 aminosavbél 4ll. Erése sordn az N-terminalisrdl a 27 AS-bél 4ll6 pre szakasz, a
C-termindlisrdl egy Asp hasad le. A cDNS-ét a szignalfehérjével egyiitt 1985-ben sikeriilt kl6-
nozni.

Gazdasejtként erre a célra nem haszndlhatunk prokariétdkat, mert:

» ezekben nem milkodik az intronok kiviagdsa (ez még megoldhaté az érett
mRNS reverz transzkripcidjaval)
nem képesek a glikozildlasra
a harmadlagos szerkezet kialakit4sa (folding) bizonytalan
nagy az esély, hogy a fehérje intracellularis marad
zarvanytest (inclusion body) kialakulésa is lehetséges

Osszetettebb fehérjék termeléséhez ezért eukariéta gazdasejteket vdlasztanak.
Megismételve a fejezet elején felsorolt szempontokat, termelhetiink:

— ¢élesztokkel

» konnyen, gyorsan szaporithatok, nagy hozam, olcsé taptalaj, de:
» az eltérd (hiper)glikozildciés mintdzat miatt a termék nem mindig aktiv vagy
immunreakci6t valt ki.

— dllati sejttenyészetben

» lassu szaporodas, draga tapoldat, kényes fermentacio, kisebb koncentracio, de:
» bioldgiailag aktiv termék.

Az EPO esetében az dllati sejttenyészetek alkalmasak a termelésre. A kiilonboz6 vallala-
tok CHO (Chinese Hamster Ovary = kinai horcsog petefészek), és BHK (Baby Hamster Kidney
= veseszovet) sejtvonalak manipuldlasaval is megoldottdk a gyartast.

YVVVY

16.2.2.1. A7 EPO génbevitel vektora
Ahhoz, hogy az EPO génszakaszt kl6nozni lehessen, olyan vektort kellett valasztani, ami
az emlds sejtvonalban is miikodni, szaporodni tud. Replikacids origdként SV40-et (majomvirus
része) épitettek be. A plazmid markere a DHFR (dihidrofolét reduktdz) enzim génje. Ennek
megfeleléen a CHO gazdasejtben ez az enzim hidnyzik. Tobblépcsds metotrexatos szelekcidval
JO és stabil (tobb mint 50 osztddés) termeldképességii sejtvonalakat izolaltak.

16.2.2.2. EPO fermentdcio (upstream)

Az elsé eljarasok feliileti novekedésti CHO sejtekkel miikodtek. Munkaigényessége elle-
nére ipari mennyiségben is forgo palackokban allitottak eld (5000 palack! 289. dbra). A sejtvo-
nal szaporitisdhoz Eagle alap kozeget, +10 % szérumot és 10% Bacto tryptose foszfat oldatot
hasznéltak. Négy nap utan a tdpoldatot lecserélték a termeld kozegre, ami csak 1,5% szérumot
tartalmazott. Ezt félfolytonos iizemben 3 naponként lefejtették és friss tapoldattal pétoltak. fgy
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egyrészt olcsobb a kozeg, mésrészt a feldolgozads soran kevesebb idegen fehérjét kell elvalasz-
tani.

A fejlesztések soran elérték, hogy a sejtvonal fehérjementes tdpoldaton is novekedjen. A
sejteket makroporusos mikrokarriereken — feliiletén és porusaiban —szaporitottak, fluidizécids
reaktorban. Ez folytonos technolégia, gliikozt és Na-butirdtot tartalmaz6 tapoldaton. A szabad
ammonia koncentricidjat 2mM alatt tartottdk. Egy termelési ciklust 40 napig tartottak fenn.

Kialakitottak perfiiziés iireges szal (hollow fiber) reaktort is, a membrén tartotta vissza a
sejteket, a mésik térben zajlott az anyagforgalom, a termék elvétele, a tdpanyagok és az oxigén
bevitele.

16.2.2.3. Az eritropoietin izoldldsa (downstream processing)

A fehérje mindegyik technoldgidban extracellularisan képzddik, és a feliileti novekedést
sejtek miatt kiilon sejtelvéalasztasi 1épést nem kell beiktatni. A 1€ feldolgozasara sokféle techno-
l6giat irtak le, mindegyik kromatogréfids/adszorpcids 1épések varidldsan alapul. Egy jellegzetes
1épéssort tekintiink at a kovetkezdkben:

1. 100 1 lefejtett fermentlé koncentrdlasa 2 1-re hollow-fiber ultrasziirével. (Az 50-es kon-
centricios faktort valdsziniileg csak tobb 1€pésben lehetett elérni.)

2. MADb-affinkromatografia: a toltetre az EPO-ra szelektiv monoklondlis antitesteket rog-
zitettek, ezen csak az eritropoietin molekuldk kotédtek meg, a tobbi oldott komponens
kimoshat6 az oszlopbdl. Az adszorbedldédott molekuldkat natrium-acetét oldattal eludl-
jék. (Az affinkromatogréfia név téves, ez voltaképpen oszlopban végrehajtott adszorp-
cid.) Ennek soran a termék 2800-szoros tisztitasat érték el, mikozben az aktivitas 84 %-
a megmarad. A miivelet nagyon hatékony, de a MAb oszloptoltet nagyon draga, és az
élettartama is rovid (a fehérje ligandumok elbomolhatnak, levalhatnak).

3. Gélkromatogréafia Sephadex G-100 oszlopon, molekulaméret szerinti elvédlasztds. Az

eredeti aktivitds 66 %-a megmarad.

Adszorpci6 hidroxiapatit tolteten, az elicio utan az aktivitas 52 %-a megmarad.

Puffercsere és stabilizdlds humén szérum albuminnal.

A termék tisztasagit SDS-PAGE-sel, HPLC-vel, és MAb-ELISA-val ellendrzik.

AN

16.2.3. Eritropoietin készitmények

Mindegyik rekombindns EPO elsddleges szerkezete (aminosav sorrendje) azonos, de a
cukorrészek Osszetételében (glikozildcids mintdzat) kiilonbozik a nativ molekulatol.

EPOa: CHO sejtvonallal termeli az Amgen. A szabadalmi oltalom 2013-ban lejart, a
gydartas leallitdsara késziilnek.

EPOR: CHO sejtvonallal termeli a Roche.

Mindkettd oligoszacharid izoformdk keveréke. Klinikailag egyenértékiiek. E kettOn tul
még sok bioszimilaris, utdngyartott termék van.

EPOw: BHK sejtvonallal termeli az Elamex. A fehérjelanc itt is azonos, de az egyik N-
glikan foszforilezett oligomannént tartalmaz, és a molekuldk egy részében hidnyzik az O-
glikén.

EPOo¢: human fibroszarkéma sejtvonallal termelik, a genetikai manipulacié kiilonbozik
az el6zdektol. Nem az EPO gént vitték be a sejtbe, hanem a human genomban jelen 1évd, de
kikapcsolt gént aktivaltak egy erds virus prométer (CMV) beépitésével.

A kiilonboz6 varidansok kozott kis kiillonbségek vannak: mindegyik izoformak keveréke,
ezek izoelektromos fékuszélassal vagy kapillaris zonaelektroforézissel szétvalaszthatok és
azonosithatok. Mindegyik engedélyezett, haszndlatban 1év6 termék, bar a bioldgiai hatdsuk,
illetve ennek id6beli valtozdsa kis mértékben kiilonbozik.
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Misodik generaciés EPO készitmények

A moddositdsok célja a bioldgiai aktivitds novelése, a felezési id6 novelése, a felhaszndlas
konnyitése. Ennek érdekében a kiinduldsi molekuldnak mind a fehérjerészét (protein engineer-
ing), mind a szénhidrét részeit (carbohydrate engineering) modositottak.

Darbepoietin alfa/Aranesp (Amgen): médositott EPO, amelyben 6t aminosavat cseréltek
ki: Asn-57, Thr-59, Val-114, Asn-115 és Thr-117, ezzel 4jabb két N-glikozil4cids helyet alaki-
tottak ki. Harom helyett 6t N-cukorldncot tartalmaz, ennél fogva szidlsav-tartalma is nagyobb.
A molekula felezési ideje is a hdromszoroséra nott.

Mais fejlesztésben a 24 Asp-at Glu-ra cserélték le, a molekula hatékonysdga 29%-kal no-
vekedett.

Harmadik generacios EPO készitmények

CERA (Continuous erythropoietin receptor activator): az EPO-ra PEG lancokat
kotottek, ettdl a molekulatomeg 60 kDa-ra novekedett. A felezési idd a hiiszszorosara nott
(Roche gyartmany).

Epoetin (-a, -, etc.) '\J\J) 'J\,U \IJ’

same amino acid
as human EPO

Asn Asn Asn Ser
126

Darbepoetin V #J # #) V
altered amino acid sequence }
Asn Asn Asn Asn Ser
24 126

Vv Uy Y

CERA | | | }
posttranslational f Asn Asn |/ Asn Ser
pharmaceutical modification U 24 38 l‘ } J 83 126

Methoxy-PEG polymer
Ala 1, Lys 45 or Lys 52

349. dbra Tovdbbfejlesztett EPO készitmények
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17. VERFELDOLGOZAS, PLAZMAFEHERJEK
17.1. A vér

A vérrendszerben keringd testfolyadék, amely oxigénnel és tdpanyaggal latja el a sejteket,
elszallitja a bomlastermékeket és kozremikodik a szervezet védekezésében. Olyan sajatos
lazarostos kotdszovetnek tekinthetd, ahol a sejtek kozott nincs kapcesolat, a sejtkozotti folya-
dékban lebegnek. Egy feln6tt embernek atlagosan 5-6 liter vére van. A vér térfogatanak 42-
48%-4t (ez a hematokrit érték) teszik ki a sejtes elemek (vOordsvérsejtek, fehérvérsejtek, vérle-
mezkék), a tobbi a vérszérum. Androgén tobbletnek nevezziik azt a jelenséget, hogy a férfiak
vérében 10-20%-kal tobb vorosvérsejt van, mint nékében. Ez a szteroid tipusu férfihormonok
hatdsa.

Az emberi vér egy szuszpenzid, melynek alkotdrészei a folyékony plazma €s a benne
lebegd alakos elemek:

» a(sejtmag nélkiili) vorosvérsejtek, vagy vorosvértestek (erythrocytdk), amelyek a
gaztranszportban és a sav-bdzis egyensuly bedllitdsaban vesznek részt,

» a maggal rendelkezd, keringd fehérvérsejtek (leukocytdk, tobbféle tipusuk van),
amelyek a szervezet védekezd, immunoldgiai rendszereinek részét képezik.

» asejtmag nélkiili vérlemezkék (trombocitdk), amelyek funkcidja a vérzések elleni
védekezés, az érpdlya sériiléseinek lezardsa.

A levett vért tobbféle forméaban vizsgéljak/hasznéljak:
» eredeti dllapotdban (teljes vér),
» centrifugalas utan (alakos elemek + szérum)
» alvadds utan (alvadék + plazma)

Ry Placeinmhe#

U Centrifuge T~

Plasma

E &

=Buffy Coat
Formed Elements
Erythrocytes

350. dbra A vér lecentrifugdlt alakos elemei

A szérum és a plazma kozotti kiilonbség: a plazmdban mar nincsenek benne az alvadas
sordn elhasznalddott faktorok, igy a legnagyobb mennyiségii fibrinogén sem.

A vér centrifugéldsa sordn az ,,alakos elemek”, a vérsejtek leiilepednek. A voros vértestek
folott egy vékony fehér réteg rakodik le, ezt nevezik ,,buffy coat”-nak. Ebben taldlhatok a
vérlemezkék €s a fehér vérsejtek. Az egészséges embernél a voros vérsejtek koncentracidja 4-
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5 millié/mm?, a vérlemezkéké 200-400 ezer, a kiilonféle fehérvérsejteké 0sszesen 8-10 ezer. A
feliilisz6 a halvany sdrga szinli szérum.

Percentage by

body weight Blesiis

a o
(percentage by weight) Albsiming
n 56%

Proteins 7%

) Percentage by
o volume

&7 Other fluids ™ =
[ and tissues 92% @

Wk prodod>

Gases
Formed elements Regulatory
(number per cubic mm) stan

- Levkooyles

351. dbra A vér alkoto elemei
A szérum Osszetétele
A vér oldott dsvdnyi anyag tartalma kb. 2%. Ezek alkotjak a vér puffer rendszereit
(hidrokarbonat és foszfat pufferek) €s biztositjdk a megfeleld6 ozmdzisnyomast (natrium-
klorid). A hajszalerek fala ultrasziird membrannak tekinthetd, igy a kis ionok retencid nélkiil
atlépnek a sejt kozotti folyadékba (intersticium). Emiatt a két folyadéktér iondsszetétele
gyakorlatilag megegyezik. Mds a helyzet a sejtek belsejében, ott az aktiv transzportok

.

folyamatos energiaraforditassal jelentdsen eltérd osszetételt tartanak fenn.
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352. dbra A testfolyadékok iondsszetétele
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A vérben 6-7% oldott fehérje van, ezek funkcidjuk szerint sokfélék, vannak szallito-,
szabalyoz6- és immunfehérjék, valamint véralvadasi faktorok is. Az albumin teszi ki a fehérjék
nagyobb részét, ez a vér fizikai-kémiai tulajdonsigait stabilizdlja (Id. az dllati sejtek
tdpoldatandl is). F6 frakciok:

40 - 50 g/1 Albumin
10 - 25 g/1 Immunoglobulinok

2-4¢/1 Fibrinogén

9-10g¢g/ 6 nagy mdlsuilyu fehérje (Transferrin, Haptoglobin, Cs, a2-Makroglobu-
lin, a;-Proteinaz-Inhibitor, Apolipoprotein I)

8,5 g/l kb. 110 kiilénb6z6 minor plazmafehérje (tobbek kozott alvadasi faktorok

és enzim inhibitorok)

A klasszikus oldhatésdgi kategoridk
szerint: a legtobb az albumin (az Osszes fe- Szérum fehérje elektroforézis
2. 2 2 . On rose gel ( Hyd el )
hérje kb. kétharmada) és globulinok (a-1, a- U oagsrmes gen L drmeE
2, B-1, B-2, y frakcid). Gélelektroforézissel
szétvédlasztva, denzitométerrel kiértékelve
ezek mennyiségileg is meghatarozhatok.
Adalék: ezt az dbrdt nem egy tankonyvbol
vettem dt, hanem egy egészségvédelmi speciali-
zdcios BSc hallgato vette fel nydri szakmai gya-
korlata sordn, az 6 beszdmolojabol mdsoltam
ide. A ,,normdlis elektroforetikus mintdzat” azt
jelenti, hogy a vizsgdlt pdciensnél a frakciok
szdzalékos ardnya az egészséges tartomdnyba | |
esik. g S R T
P 53 2z B
© & a & 5 3
< 2 4
Frakcidk % Normal % g/l
Albumin 62.1 59,4 - 73,9
Alpha 1 2.9 ,2 - 3,1
Alpha 2 11.0 7,0 ~ 12,2
Beta 1 9.4 4,9 - 9,4
Beta 2 2.8 1,6 - 5,6
Gamma 11.8 6,9 - 14,7
353. dbra Szérum fehérjék elvdlasztdsa A/G = 1.64
elektrof 0 rezlssel Normdlis elektroforetikus mintdzat.

17.2. A vér és komponenseinek potlasa

A vér egészében is, elemeiben is nélkiilozhetetlen a szervezet életben maraddsdhoz. Ha
tehat ebbdl/ezekbdl hidny keletkezik, azt potolni kell.

Ha a teljes vér hidnyzik (sériilés, miitét), akkor vératdmlesztésre van sziikség. (A fizio-
16gias so6oldat, vagy dextran oldat csak részleges, atmeneti megoldés.) Transzfiziora akkor van
sziikség, amikor a beteg klinikai allapota azt egyértelmilen indokolja. Az indikacid
felallitdisakor mindig mérlegelni kell a kockéazatét, illetve az elOnyét, mert ugyan egyre
biztonsdgosabb vérkészitmények keriilnek el6allitasra, a transzfuzionak mégis van rizikéja.
Napjainkban a transzfizié nem csak a teljes vér atomlesztését jelenti, hanem célzott he-
moterdpidt, vagyis csak a hidnyzd, vagy funkcidképtelen véralkotérész potlasit is.
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Ha a vérnek csak egyes komponensei hidnyoznak (velesziiletett vagy szerzett betegség,
kiils6 artalom miatt), akkor a cél annak az OsszetevOnek a potlasa. Ez szarmazhat donorvérbdl
vagy lehet mesterségesen elddllitott készitmény (rekombindns fehérje).

A donorok kétféle médon adhatnak vért. Az egyik esetben teljes vérvétel torténik. A levett
vér megalvaddsat meg kell akaddlyozni. Ezt valamilyen kémiai anyag (citrat, oxalat, EDTA,
heparin) azonnali hozzdadasdval érhetjiik el. A levett vér tilnyomé részét teljes vérként
vératomlesztésre haszndljdk fel. Egy kisebb részt viszont frakcidkra bontva a hidnyzd
komponenseket célzottan potld készitményeket gyartanak. A vér elemeit centrifugaldssal
szétvalasztjak. Az igy eldallitott feliildszo a ,,recovered” plazma.

&, plazmafrakcionélas fazistermekei

WY'T L.
" Weradd
Alburmin
I
¥ ¥
Flazmafereziz Teligzvwér * Imimunglobulin
SE'EES elemek
¥ ¥ - Alvadasi
SoURCE RECOWERED faktorok
PLA FhAL, PLAZhA,
| | - Enzim
inhibitorok
Plazma
frakcionélasra *

354. dbra A véradds és a plazmafrakciondlds kapcsolata

A masik 1t a plazmaferézis. Ennek sordn a kivezetett vért egy mikrosziir6 membran-
modulon vezetik keresztiil. A szlir az alakos elemeket visszatartja, az oldott anyagokat, a sokat
és a fehérjéket viszont atengedi. Ezt a sziirletet ,,source” plazmanak nevezik. A donorok
érrendszerébe visszavezetik a sejtes elemeket, igy kisebb a szervezetiik megterhelése és
gyakrabban ismételhetd a plazma addsa.

A levett vér tartalmazhat olyan fert6z6 agenseket, melyek a termékkel a recipiens
szervezetébe jutva fert6zést és betegséget okozhatnak. A veszély csokkentése érdekében mind a
donorokat, mind a levett vért, illetve plazmat szigoru vizsgalatnak és szelekcionak vetik ald. A
véradds eldtt a donorok éltaldnos orvosi és laboratériumi vizsgélaton vesznek részt, igy a vér
csak egészséges donoroktdl szdrmazhat. Magyarorszdgon minden egység levett vért
ellendriznek. Valamennyi adagnal kovetelmény:

— HBs-antigén teszt (a hepatitis-B virus jelenlétét mutatja ki): negativ

— Anti-HIV1-2 (HIV virusok ellen termelt antitest): negativ

— Anti-HCV (hepatitis-C virus ellen termelt antitest): negativ

— Lues (szifilisz, vérbaj: TPHA = Treponema pallidum haemagglutination
assay): negativ
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17.3. Az alakos elemek potlasa

Vorosvérsejt koncentratumot akkor adnak a paciensnek, ha a vér oxigén szallité
kapacitdsa a normalis felére csokkent (a hematokrit 45% helyett <23%, vagy az oxigén
parcidlis nyomdsa az artérids vérben nem éri el az 50%-ot).

17.3.1. Vbrosvérsejt-koncentratumok

A vorosvérsejt-készitményeknél szempont az is, hogy adhat6-e a készitménnyel fehér
vérsejt, vagy azokat kell sziirni. Ha a sziirt, mosott vérsejteket fizioldgids séoldatban
szuszpendaljdk, azt 24 6rdn beliil fel kell haszndlni. CPDA oldatban (citrat, foszfét, dextrdz,
adenin) +4 °C-on tdrolva viszont jéval hosszabb ideig eltarthatok.

17.3.2. Trombocita-készitmények

Trombocita-koncentratum adédsa akkor indokolt, ha a trombocitopénids beteg (= alacsony
a vérlemezke szdma) vérzik, vagy csontveld-elégtelenség all fenn. Nem vérzo, kis trombocita-
szammal rendelkezd beteg esetén nem feltétleniil indokolt trombocita transzfizi6 adasa.

A trombocita frakcidt a buffy coat réteg kiszivasaval allitjak eld. A vérlemezkék sajat
plazméjukban +22 °C-on tarolva 6t napig hasznalhatok fel, de fiziol6gids s6oldatban szusz-
pendélva 6 6ran beliil fel kell haszndlni.

Ha beteg nem kaphat idegen fehér vérsejteket, akkor a mentesitésre ugyanolyan
szuroket hasznalnak, mint a voros vértestek mentesitésénél.

17.4. Plazmakészitmények

Az emberi vérplazma szazndl is tobb kiilonb6zo fehérjét tartalmaz, melyek koziil sza-
mos gyogyszerként is forgalomba kertil. Ezek koziil néhdanynak életment0 szerepe van és szinte
csak egyediiliként alkalmas az adott betegség gydgyitasara. Ezek az izoldalt, specifikus fehérjét
tartalmazo6 gyogyszerek a plazmaderivitumok.

17.4.1. Technologiak kialakulasa, fejlédése

A fehérjék fiziko-kémiai tulajdonsdgainak megismerése redlis lehetoséget teremtett fehérje
koncentratumok vérpotlé szerként valé felhaszndldsra. Az éllati, elsddlegesen 16 €s marha plaz-
mabdl eldallitott albumin készitmények allergids reakciot valtottak ki, igy a kutaték a human plaz-
ma felé fordultak. A plazmafrakcionalasi eljardsok kialakuldsat az USA haborus erdfeszitései
segitették, igy a Harvard egyetemen telepitett laboratérium albumin termékét mar felhasznaltak az
1941. decemberi Pearl Harbor-i timadds sériiltjeinek a gyogyitdsdra. 1942 janudrjaban, az USA-
ban dontés sziiletett, hogy a nagy gyoégyszergyarak plazmafrakciondld kapacitast épitsenek ki,
elsddlegesen a hadsereg igényeinek kielégitésére. 1946-ban az addig mér szabadalmaztatott elja-
rasokat (Cohn hideg alkoholos eljarasa) teljes részletességgel nyilvanossagra hoztdk, ami segitette
az eljarasok telepitését és modositasat, fejlesztését.

A plazmafrakciondldsi technoldgia a 60-as évek elejétdl indult igazi fejlddésnek. A het-
venes években elkezdtek telepiteni a korszerlibb elvdlasztds technikai miiveleteket (ultra-szii-
rés, kromatogréafia) amelyek lehetdvé tettek az alvadasi faktorok eldallitasat €s az intravéndsan
alkalmazhat6 immunglobulin készitmények is piacra keriiltek. A nyolcvanas években a monoklo-
ndlis technika elterjedésével affinkromatografidval tisztitott faktor készitményeket fejlesztettek
ki, és ezzel parhuzamosan folyt a rekombindns preparatumok tesztelése is.
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Adalék: Magyarorszdgon az 50-es évek mdsodik felében indult meg a plazmafrakciondlds a Humdn Inté-
zetben, illetve az Orszdgos Hematologiai és Vértranszfiizios Intézetben. Eldszor a gammaglobulint prepardltdk,
majd 1962-t6l az albumin infiizio is torzskonyvezett készitményként jelent meg. A Humdn Intézet godolloi telephelyén
1966-ban kezdték meg az ipari méretii plazmafrakciondldst. Albumin infiiziokat és immunglobulin injekciot gydrtottak
hazai onkéntes donorok vérplazmdjabol. 1986-ban jelentos beruhdzdssal kapacitds bovités tortént, korszeriibb lett
a gydrtds. 1994-re a hazai vértranszfiizios dllomdsokon bekovetkezett mindségi fejlodés lehetové tette a friss fagyasztott
plazma elédllitdsdt, amely eldfeltétele volt a véralvaddsi faktorkoncentrdtumok gydrtdsdnak. Igy 1994-95-ben a gydr-
toiizem dtépitése utdn megkezdodott a nagy tisztasdagu, virusinaktivdlt Faktor-VIII és Faktor-IX koncentrdtumok eld-
dllitdsa a magyarorszdgi hemofilids betegek elldtdsdra. (A Humdn Intézet azota tobbszor tulajdonost és nevet cserélt,
volt a TEVA izraeli gyogyszergydr iizeme, Humdn Bioplazma Rt, jelenleg a Kedrion Group-hoz tartozik.)

17.4.2. A human plazma, mint alapanyag

A plazmaderivatumok alapanyaga egyedi plazmék keveréke. Az egyedi plazmédk szdmtalan
paraméterben kiilonboznek egymadstol. A plazma tartalmazhat virusokat, ezért a plazma és a
beldle eldallitott termékek gyartdsara olyan atfogd biztonsagi rendszert (The Integrated Safety
System) alakitottak ki, amely lefedi a gyartas teljes folyamatét a plazma eldallitastol a végter-
mék felszabaditasaig.

Az emberi vérplazmabdl eldallitott készitményekkel torténd virusatvitel kockazatanak
csokkentésére a hazai és nemzetkozi eldirdsok az aldbbi feltételek egyiittes teljesiilését irjak
eld:

» a véradok fentiek szerinti orvosi vizsgdlatit és a virus-antigének/ellenanyagok

meghatarozasat,
» az alapanyag plazma feldolgozds el6tti Gjboli virusvizsgalatat, a HCV esetében PCR
technikaval,

» validalt virusinaktivald, viruseltavolité 1épések alkalmazasat a gyartds sordn.

A virusmentesités draga miivelet, kozel kétszeresére noveli a koltségeket, rdaddsul az al-
kalmazott médszerek csokkentik egyes labilis komponensek aktivitasat is. Ezért a plazmanak
csak azt a részét kezelik, amelyiket valtozatlanul adjak a pacienseknek. A tovéabbi feldolgozasra
keriil6 plazmanal a frakciondldsi, tisztitasi technoldgidkban virusmentesitd, inaktivalé miivele-
tek is vannak, ezért nem sziikséges mar az alapanyagot mentesiteni.

A vérbodl elddllithaté plazmakészitmények az alédbbiak:

17.4.2.1. Friss Fagyasztott Plazma (FFP)

A friss fagyasztott plazma eldallitdsa teljes vérbdl centrifugélassal (180-290 ml/donacid)
vagy nagyobb mennyiségben plazmaferezis sziirletbdl (kozel 800 ml/dondacid) torténik. A plaz-
mat a vérvételt kovetd 24 6ran beliil gyorstagyasztéban -40 °C alatti hdmérsékletre fagyasztjak
le. A WHO ajanldsa még szigorubb, alapkdvetelménynek a 8 6ran beliili lefagyasztist és a -20 °C
alatti tarolast tekinti. Ezzel az eljarassal a plazma valamennyi alkotérésze egy évig megorizheto.
Mind a labilis, mind a stabil véralvaddsi faktorok aktivitdsa megmarad. A stabilitds mér0szdma
a FVIII aktivitdsa, maximum 30% csokkenés megengedett. A fagyasztds sebessége nagymérték-
ben befolyésolja az instabil alvadési faktorok inaktivalodasat. A minél gyorsabb fagyasztds a kiva-
natos, ugyanis lassu fagyasztaskor a fehérje molekuldk hosszu ideig taldlkoznak nagy sékoncent-
racigju oldattal. A fagyasztds kezdetén a viz fagy ki, a sok a folyadék fazisban feldusulnak és a
nagy ionerdsség kovetkeztében a fehérje molekuldk elveszithetik aktivitdsukat, ami a kitermelést
rontja. Fagyaszt6 szekrényben, -25 °C-ndl alacsonyabb hémérsékleten taroljak. Nem célszerii a
korhazi osztilyos hiitékben tartani, mivel azok fagyaszt6 terében a homérséklet dltalaban csak
-18 °C koriili. Ezen a hdmérsékleten a jég még folyamatosan atkristalyosodik, ami denaturdlja
az érzékeny fehérjéket.

A friss fagyasztott plazma kiilonféle gydgyszergyari plazmakészitmények az alapanyaga:
alvaddési faktorkoncentratumok, albumin- és immunglobulin készitmények vonhatdk ki beldle.
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Ezenkiviil tartalmazza a véralvadasi rendszer inhibitorait (fibrinolitikus enzimek, antitrombin-
III, protein C, protein S stb.), kininogént, fibronektint, protedz inhibitorokat, C1-észterdz inhi-
bitort, illetve a komplement rendszer komponenseit. Emellett a vér alvaddsat megakadalyozé
gatl6 anyagok (CPD vagy ACPD) is jelen vannak.

17.4.2.2. Krioprecipitdtum
A FFP-t héfokprogram szerint lassan felolvasztjak +4 °C-os homérsékletig. Ilyen koriil-
mények kozott a fehérjék egy része csapadék formajaban oldhatatlan marad, ez a frakci6 a
krioprecipititum. Ez a csapadék a fibrinogént, FVIII-t, von Willebrand faktort (vWF), FXIII-
at és a fibronektint tartalmazza. A tovabbi fehérjék a feliilluszéba kertilnek.

| vérvétel |
I
| Fagyasztas: 24 6ran belul-40°C ala |
{4
Lassu olvasztas
. (4°C)
| krioprecipitatum | | feluluszé |

- Fibrinogeén
- ,hidegben oldhatatlan globulinok”
- VIII. faktor

355. dbra Krioprecipitdtum

A csapadék alapesetben tovabbi feldolgozasra keriil, terdpidra csak rendkiviili koriilmé-
nyek kozott hasznaljdk, mert ez sem virusinaktivalt készitmény.

17.4.2.3.A Cohn-féle csapadékos frakciondlds

Edwin Cohn (1892-1953) amerikai biokémikus nevéhez fiizdik a vérplazma frakciondldsa
hideg etanolos eljarassal, melynek sordn a pH és az alkoholtartalom véltoztatasdval 1épésrol
1épésre csapjak ki az egyes frakcidkat. A csapadékképzéshez le kell csokkenteni a fehérjék old-
hatésdgat. Az oldhatdsdg az izoelektromos ponton minimadlis. Ezen a pH-n a molekulak ered6
toltése nulla, igy a kozottiik hatd taszité erék megsziinnek, konnyen osszetapadnak. Masrészrol
az oldhat6sdg csokkenthetd az olddszer polaritdsdnak megvaltoztatdsaval. A Cohn-féle eljarés
ban etanolt adnak a vizes kozeghez, igy csokken az oldészer polaritdsa, ebben a poldris jellegi
fehérjék oldhatdsdga rosszabb, ezért kicsapddnak.

A Cohn-féle eljaras 5 6 frakcidt eredményez (I, 11, III, IV, V). A kezdeti szakaszban a
Frakcio-I-et csapjdk ki, ez tartalmazza a F-VIII véralvadasi faktort, ami a velesziiletett A tipusu
vérzékenység kezeléséhez sziikséges.
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356. dbra A pH és etanol koncentrdcio vdltoztatdasa a Cohn
frakciondlds sordn

A frakciondléds indulhat a teljes plazmébdl, vagy a krioprecipitatum feliilisz6jabol. Ez
ut6bbi esetben a F-VIII a kriocsapadékba keriil, igy az els6 Cohn csapadék ezt mar nem tartal-
mazza.

A Frakci6-1 elvdlasztasa utdn a Frakcid II és III egyszerre valik ki. Ezt a csapadékot
visszaoldva két 1épésben kapjak a II és III csapadék frakciokat. A TI+III csapadék feliiliszgjabol
harom l€pésben valasztjak le elobb a IV/I csapadékot (melléktermék) majd a IV/4 frakciot, vé-
giil az V frakci6 az 0sszes fehérje kb. kétharmadat kitevé albumin.

Vérplazma Fehérjek
8% EtOH, 7,2 pH, -3 °C l
-
Frakcid | Fibrinogén, Faktor VI, Fibronectin
25 % EtOH, 6,9 pH, -5°C j
Frakcié lI-111 ‘ IgG, IgA, IgM, Faktor II, VII, IX, X,
globulinok
18->40 % EtOH, 5,2->5,8 pH
Frakcio IV-1/1V-4 a- és B-globulinok, AT-lI, transferrin
40% EtOH, 4,8 pH
Frakcio V. | Albumin (a- és B-globulinok)

357. dbra A Cohn frakciondlds lépései és termékei

A teljes muiveletsorbdl csak az elsd 1épés blokksémajat mutatjuk be (357. dbra).
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358. dbra A Cohn frakciondlds elso lépése

Hetven évvel ezel6tt, amikor ezeket a csapadékos eljarasokat kidolgoztak, a membranos
és kromatografids fehérje elvélasztasi miiveletek még gyerekcipdben jartak. Azota ezek fejlo-
désével gyakorlatilag tiszta terapids fehérje frakciokat lehet elddllitani, de ezzel egyiitt a feldol-
gozds ma is csapadékképzéssel indul.

A frakcionalas eredményeképpen a kovetkezd termékcsoportokat allitjdk elo:

17.4.2.4. Albumin

A humén szérum albumin az Osszes vérfehérje kétharmadat teszi ki. Enzimaktivitdsa
nincs, elsddleges szerepe a vér fizikai-kémiai tulajdonsdgainak beéllitdsa. Fenntartja a hajszal-
erekben a kolloid ozmotikus (onkotikus) nyomadst, noveli a viszkozitast, €s van némi pufferka-
pacitésa is. Emellett a feliiletén van egy apoléros ,,zseb”, amelyben kis, hidroféb molekuldkat
(szteroid hormonok, vitaminok) széllit a szervezetben. Az albumin vizk6to kapacitdsa nagy, 1
g albumin 18 ml vizet kot meg. Albumin poétlasra akkor van sziikség, ha a paciens sok vért
vesztett, vagy kiterjedt égést szenvedett.

A plazmabdl 95 %-os tisztasdgu albumint allitanak eld. 5 %-os, izoonkotikus és 20 %-os,
hiperonkotikus albumin oldatot hoznak forgalomba. Az elvesztett vértérfogat pétlasara alkal-
mas. A volumennovel0 hatds kb. 48 6rdig tart. A kolloid ozmézis nyomads 80 %-at visszadllitja.
A készitmény virusfertdzés szempontjdbol biztonsagos, mivel kettds, kombinalt (fizikai és ké-
miai) virusinaktivalason esik at.

Akut vérvesztés kezelésére az 5 %-os human albumin adhaté. Kiterjedt égésbetegségben
az els6 négy napban a plazma albumin tartalmédnak kb. 2-szerese vész el a sebeken keresztiil.
Ilyen esetekben mieldbb 20 %-os albumin addsa sziikséges, bevitele infuzié formdjaban torté-
nik.

17.4.2.5. Immunglobulinok
Az immunglobulin készitmények fokomponensként antitesteket (immunglobulinokat)
tartalmaznak. Passziv immunizéldssal erdsitik fel a szervezet védekezését a fertdzések ellen. A
készitményben 1évo antitestek specifitdsa alapjan lehetnek polivalens és monovalens immun-
globulin készitmények.
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a.) A polivalens immunglobulin készitmények az adott népességben eléfordulé gyakori
koérokozdk (virus-, baktérium antigének) ellen tartalmaznak sokféle ellenanyagot. Beaddsuk
intramuszkuldrisan (= izomba), illetve a tisztitott készitményeké intravéndsan torténhet. Hatdsa
nem specifikus, nem onmagaban, hanem mas kiegészitd kezelésekkel egyiitt hatdsos. A magyar
polivalens (sokféle baktérium és virus ellen hatékony), virusmentesitett készitmény, a Huma-
globin 5 %-os immunglobulin oldat. A fehérjetartalom legalabb 95 %-a immunglobulin, mely-
nek legaldbb 99 %-a IgG. Ezen beliil valamennyi IgG alosztélyt tartalmazza.

b.) A monovalens (specifikusan egyféle fert6z6 dgenssel szemben hatékony) immunglo-
bulin készitmények eldallitasa felépiild betegektdl, vagy immunizalt donoroktdl plazmaferézis-
sel nyert plazmabdl torténik. Példaul a tetanusz ellenanyagot tartalmazé monovalens immun-
globulin készitmény (TETIG) akkor alkalmazhatd, ha a sériilt beteg nem részesiilt aktiv teta-
nusz immunizacioban. Masik hasonl6 elven hat6 készitmény a hepatitis B virus elleni antitestet
tartalmaz6 immunglobulin (Hepatect, gyart6: Biotest) hepatitis B virussal torténd kontamina-
ciot kovetd 72 orén beliil alkalmazhato.

17.4.2.6. Véralvaddsi faktorkoncentrdtumok

Ezek targyaldasdhoz eldbb célszerl attekinteni az emberi szervezet véralvadasi, védelmi
mechanizmusét.

A szervezet érpalyéi sériillékenyek. Mechanikai traumdk kovetkeztében a megnyilt ereken
keresztiil vérvesztés kovetkezik be. Az €l01ény ezeket a traumdkat csak abban az esetben élheti
tdl, ha az érsériilést kovetd vérzést csillapitani képes. Az erek sériilését kovetden a vérzés meg-
szlintetése harom fizisban megy végbe:

1. Helyi érreakcidk: a sériilt erek 6sszehizodassal reagédlnak az érfal simaizmok kdzvetlen
reakcidjaként. Ez a folyamat csak rovid ideig tart.

2. Trombocitdk miikodése: a trombocitdk aktivalédnak, majd aggregalédnak. Ennek ha-
tasara alakul ki az érsériilés helyéhez tapad6 trombocitadugd, amely elzérja a sériilt eret.

3. Véralvadas vagy koagulacio: Ebben a kaszkadfolyamatban a vérplazmaban oldott al-
lapotban 1év6 fibrinogénbdl egy oldhatatlan, stabil fibrinhdld lesz, amely a trombocitakkal
egyiitt dugot képez.

A harom fazis idOben édtfedi egymadst. Az alvadds befejezddése, a biztonsagos zards utan
indul meg lassan az eredeti allapot helyredllitasa, az alvadék feloldédasa, aminek végeredmé-
nye — kedvez0 esetben — az ér helyredllitdsa.

A vérzéscsillapitas kétéll fegyver, nemcsak hidnya, de tilmikodése is veszélyezteti az
életet. Ha az eredetileg nagyon pontosan kiegyensulyozott rendszer egyik tagja hianyzik, akkor
— a hidnyz6 tag miikodésének megfeleléen — vagy koéros vérzékenység, vagy ennek az ellentéte,
koros vérrogképzodés, és ennek kovetkeztében érelzarddas, trombozis 1€p fel.

A véralvadéasban szerepld fehérjék nagy részét a mdj — vagy a méd;j is — szintetizdlja. Az
elsoként felfedezett faktorok, a fibrinogén/fibrin és a protrombin/trombin elnevezése altalano-
san elfogadotta valt. A késObbiekben felismert faktorok elnevezését az Egészségiigyi Vilag-
szervezet egységesitette. A faktorokat rémai szamokkal, az aktivalt faktort ,,a” toldalékkal je-
16lik.
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faktorhiany

VERZEKENYSEG TROMBOZISVESZELY

359. dbra Egyensiily a véralvaddsi faktorok és inhibitorok kozott

A fibrinhdlé megjelenése tobblépcsds reakcidsorozat végeredménye. Az egyes 1épések-
ben egy-egy a vérben keringd inaktiv proenzim (alvadési faktor) aktiv enzimmé alakul at. Az
aktiv enzimek — a VIIla és a XIIIa faktor kivételével — szerin-protedzok. Valamennyi protedz-
nak nagyon szlik a szubsztrit specifitdsa, csak meghatdrozott fehérjék (egy vagy tobb alvadasi
faktor) meghatarozott peptid kotéseit hasitjdk: az aktivalt alvadési enzim egy tovabbi proenzim
peptid kotésének hasitasaval alakitja ki a kdvetkezd aktiv enzimet. Minthogy az egymast kovetd
proenzimek koncentraci6ja a vérben egyre magasabb, az eredetileg lassan indul6 folyamat egy-
re jobban felgyorsul. A gyorsul6 folyamatot ,,alvadasi kaszkad” (a kaszkad jelentése eredetileg
1épcsdzetes vizesés) néven emlitik.

Az alvadasi folyamat sajatossdgai kozé tartozik, hogy néhdny proenzim nagyon lassan
ugyan, de spontdn is aktivalédik. Aktiv alvadasi faktorok ezért rendszeresen taldlhatok a vér-
plazméban, de nagyon kicsi mennyiségiik, valamint az azokat semlegesité mechanizmusok ko-
vetkeztében sériilés nélkiil nem inditanak meg alvadast. A keringésben jelen 1évo aktiv proted-
zok viszont sériilés esetén helyben segitik eld a tovabbi enzimaktivalast.

A sériilés helyén az alvadasi folyamatot a vér és a sériilt szovet taldlkozdsa inditja meg.
A vérben kering0 faktorok olyan anyagokkal érintkeznek, amelyeket az ép érfal kiilonben el-
zérva tart. A véralvadasi folyamat két kiilonbozé médon indulhat meg.

Az extrinsic, avagy kiils6 inditdsu tton a vérben 1év0 VII faktor kdzvetleniil érintkezik a
szoveti sejtek feliiletén talalhaté egyik membranproteinnel, a szoveti faktorral (III faktor, vagy
angolosan TF= tissue factor). A két molekula Ca®* ion segitségével osszekapcsolddik, és az igy
kialakult komplex mar aktiv. a komplex tovabbi VII faktor molekuldkat aktival VIIa-va, és ettdl
kezdve jelentds sebességgel alakul ki a szoveti faktor-VIla-komplex. A folyamat autokataliti-
kus, 6nmagéat gyorsitja, katalizatora maga a reakciéban keletkezett termék. A szoveti faktor-
VIlIa-komplex proteolitikus hasitassal atalakitja a reakciésorban kovetkezd X faktort Xa faktor-
ra.

A masik, intrinsic, avagy belso inditdsu a folyamatban csak a vér sajat anyagai szerepel-
nek, kiilsé tényezok - mint az extrinsic uton a szoveti faktor - nem. Az érfal sériillésénél a vér

alvadésat a kotdszoveti kollagénnel valé érintkezés inditja meg.

Adalék: Ugyanilyen hatdsa van minden negativ toltésii feliiletnek. Az iiveg kémcsobe levett vér az iiveg
negativ feliiletével érintkezve alvad meg. Ha a feliiletet bevonjdk akdr monomolekuldris vastagsdgi szilikonolaj
réteggel, az megakaddlyozza az alvaddst. Ennek oka, hogy a szilikonok feliilete hidrofob, a vér alkotoi csak nehe-
zen, vagy egydltaldn nem tudnak megtapadni rajta.

A reakcidsorozatban ugyanugy Xa faktor keletkezik, mint az extrinsic uton, de tobb 1é-

pésben és mas faktorok kozremukodésével.
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361. dbra A véralvaddsi kaszkdd

Ez az alternativ 1t tobb tényezd egyiittmiikodését igényli, mint az eldbb leirt.
Mind a IXa, mind a X. faktor Ca?* jelenlétében az aktivalt trombocitdk foszfolipid (PL)
membranfeliiletéhez kotddik. A VIla faktor biztositja az enzim és szubsztratja megfeleld tér-

beli elrendezodését. A
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trombocita foszfolipidbél és Ca** ionokbdl 4ll, amelynek aktiv protedz enzime a IXa faktor,
szubsztratja pedig a X faktor.

A kialakult Xa faktor alakitja at protrombint trombinna (II - I1a). Az atalakulés résztvevoi
szintén aktivator komplexet képeznek, ez azonban kiilonbozik az el6zdekben emlitett tendz
komplextdl. Ebben az 6sszedllitdsban az aktiv enzim a Xa, a szubsztrat a protrombin; a regula-
torfehérje, ami az enzim-szubsztrat megfelelo elrendezését biztositja, az Va faktor. Az aktivator
komplex Ca* jelenlétében ez esetben is a trombocita-membran foszfolipid feliiletén alakul ki.
A 1étrehozott trombin a fibrinogénbdl kisebb, ionos peptideket hasit le, ezaltal jonnek 1étre a
reakcioképes fibrin monomerek. Ezek linedris kotegekbe rendezddve rogziilnek egymashoz. A
masodik 1épés a fibrin szalak térhaldsitasa keresztkotések kialakitasdval. Az aktiv trombin pro-
teolizissel aktivalja az inaktiv XIII (Laki-Lérand) faktort, és a XIIla az egyes fibrin szdlak ko-
z0tt stabil kovalens kotést hoz 1étre, fibrinhdlov4 wrhalssita a linedris polimereket.

lonos toltésti csoportok, amelyek meg-
akadalyozzak az Osszekapcsolodast
v

Fibrinogén “

molekula
A trombin lehasitja az ionos peptideket
vy ®

Linearis fibrin polimer

362. dbra Fibrinogén — fibrin dtalakulds

A trombinnak ezen kiviil szerepe van a reguldtorfehérjék aktivdlasaban: Mind a VIIIL.,
mind az V. csak eldzetes aktivalast kovetden vesz részt a megfeleld aktivator-komplex kialaki-
tasdban; mindkettd aktivdldsaban a trombin szerepel. Az atalakitast kezdetben a vérplazméban
nyomnyi mennyiségben jelen 1évo trombin végzi, és a tovabbiakban az alvadési folyamatban
keletkezd trombin és a Xa faktor folytatja.

A tobblépcsis, konszekutiv folyamat bioldgiai erdsitoként mikodik. Egy paranyi kis val-
tozasbol a folyamat végére komoly anyagmennyiségek atalakuldsa kovetkezik be. Ezt j61 szem-
1élteti a folyamat elején, kozepén és végén miikodo fehérjék normélis koncentracidja a vérben:

XII faktor - 10 ppb
!

IX faktor - 3-5000 ppb
l

Fibrinogén - 4.000.000 ppb

Ez annak koszonhetd, hogy a faktorok (nagyrészt) enzimek, és egy enzim molekula sok
szubsztrat molekulat képes rovid id6 alatt atalakitani.

E rendkiviil 6sszetett, hosszu evoliciés folyamatban kialakult rendszerben egyetlen elem
hibdja vagy hidnya is életveszélyes éallapotot idézhet eld (vérzékenység <> trombodzisveszély).
A faktorhidny felismerése révén megnyilik a lehetdség, hogy a rendszer normalis miikodését a
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hidnyz6 molekula bevitelével helyredllitsuk és elharithassuk a veszélyeket. A kérdéses fehérjék
eldéllitdsara két ut adodik:
» Izolalas donorok vérplazmdjabol
» Elédllitas rekombindns fehérjeként fermentacids tton
Ebben a fejezetben az elsé gyartasi mdodszerrel foglalkozunk.

A plazmébdl (FFP) virusinaktivalt véralvadasi faktorkészitményeket allitanak eld. Ezek
intravéndsan alkalmazhat6, specidlis vérzéscsillapitd, tisztitott, liofilizalt szerek, melyeknek
faktoraktivitdsa az FFP-vel szemben magas €s pontosan ismert. Virusbiztonsaguk egyrészt a
donorok sziirésén, masrészt a végtermék virus inaktivalasan (kettds: fizikai + kémiai modszerek
a burkos és nem burkos virusok ellen) €és PCR mddszerti végtermék ellenérzésen alapul. He-
mofilia esetén a készitmények adagoldsa a faktorhiany mértékétol, a vérzés helyétdl €s kiterje-
désétdl fiigg.

A faktorok koziil legnagyobb piaci stlya a F-VIII-nak és F-IX-nek van. Ezek képzddésé-
nek velesziiletett hidnya (hemofilia A és B) dllando, €lethosszig tart6 rendszeres adagolast tesz
sziikségessé. Vérzékeny betegek kezelésére alkalmazhat6 véralvadasi faktorkoncentratumok:

F-VIII koncentratumok:

Humafaktor 8 (Humén Bioplazma, G6dol116)
Haemoctin SDH (Biotest)

Hemofil M (Baxter)

Immunate (Baxter)

Haemate P (Behring)

F-IX koncentratumok:

Humafaktor 9 (Humén Bioplazma, G6dol116)
Immunine (Baxter)

Tobbkomponensii készitmények:
Prothromplex Total/STIM : FII, FVII, FIX, FX (Immuno)

Prothromplex TIM: FII, FIX, FX (Immuno)
Beriplex (Behring)
FEIBA VH (Baxter)
Egyéb faktorkoncentratumok:
FI: Haemocomplettan (Behring)
FXI: Hemoleven (LFB) (hazankban nem 4ll rendelkezésre)
FXIII: Fibrogammin (Behring)

17.5. Esettanulmany: a Faktor-IX el6allitasa vérplazmabél

A véralvadasi kaszkad egyik tagja a Faktor-IX fehérje, amelyre a véralvadas folyamata-
hoz minden embernek sziiksége van. Orokletes hidnya a B tipusd hemofilia betegség, ami a IX-
es faktor teljes, vagy részleges hidnyat jelenti. Kezelésére rendszeresen nagy tisztasagu IX-es
véralvadasi faktort kell adagolni a paciensnek — ennek gyartasat targyaljuk esettanulmédnyként.

A IX-es véralvadasi faktor sok vérfehérjéhez hasonléan a majban szintetizalodik, egylan-
cu glikoprotein, molekulasilya 56 000 D. Normdl koncentracidja a plazméban 3-5 pg/ml.

A IX-es faktor 415 aminosavbdl all, az aminosavak sorrendje ismert. A fehérje kb. 20%
szénhidratot tartalmaz. A fehérje tobb jol elkiilonithetd szakaszbol, doménbdl 4ll. Biokémiai
aktivitdsdra nézve ez egy tripszin tipusu szerin protedz, funkciondlis része a C termindlison
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talalhat6 tripszin domén. Az N-terminélison elhelyezkedé Gla-domén egyéb aminosavak mel-
lett 12 y-karboxi-glutaminsav (Gla) egységet tartalmaz. A Gla gyokok intramolekuldris kalci-
um-hidakat képeznek, amelyek nélkiilozhetetlenek a fehérje konformécié kialakuldsdhoz és a
membrénfelszinekhez val6 kotédéshez. A két EGF (Epidermal Growth Factor) doménen egy
masik szokatlan aminosav, hidroxi-aszparaginsav taldlhatd. A véralvaddsban szerepet jatszé I1-
es, VIl-es és IX-es véralvadasi faktor, valamint a gatlo C és S protein homolog szerkezetliek.
Felépitésiikben kozos a 45 aminosavbol 4116 N-termindlis Gla-domén.

N GLA H EGFH EGF Trypsin C

363. dbra A F-IX domén szerkezete

A plazmafehérjék ezen csoportjanak teljes szintéziséhez K-vitaminra van sziikség, ezért
nevezik ezeket K-vitamin fiiggd fehérjéknek. A Gla doménben a glutaminsav gyokoket a korai
transzlacié sordn egy K-vitamin fiiggd specidlis enzim gamma-karboxilezi. K-vitamin-hidny-
ban ennek elmaradasa miatt alvadasi zavar kovetkezik be. A K-vitamin zsirban oldédé vitamin,
felszivasahoz epesavas sok jelenlétére van sziikség: ha az epetermelés zavart, vagy az epesavas
sOknak a bélbe iiriilése akadalyozott, felszivodasi K-vitamin-hidny jon 1étre.

A Faktor-IX szdmos N- és O-glikozilélt helyet tartalmaz. Kiilondsen az EGF domének
szerin oldalldncain (53 és 61 pozicid) jon 1étre sokféle izoforma. A kihasadé aktivacids peptid
szakasz is gazdagon glikozilélt (Thr-159, -169, -172, -179).

Ez a fehérje is el6anyag (proenzim, zi-
mogén) formdban képzddik, csak akkor akti- 145-146
valodik, ha beindul a véralvadas. Aktivalasa 3
szelektiv proteolizissel torténik, a XI faktor
kihasit beldle egy kis peptidet. A fehérje ket-
tévalik egy konnyt és egy nehéz lancra, ame-
lyeket egy diszulfid kotés tart 6ssze. Ez az ak-
tivalt forma pH 7 és 9 kozott viszonylag sta- l Factor Xl
bil, de redukélé kozegben, péld4ul ditiotreitol
hatasara a diszulfid-kotés felbomlik, amit6l
az enzim elveszti az aktivitdsat. A IX-es fak-
tor alapéllapotban az egyik legstabilabb vér- S8 +
alvadasi faktor. Féléletideje a vérkeringésben
18-24 6ra. In vitro a normal plazma kozegé-
ben vagy koncentrdlt terapids szer formaja-
ban szobahdmérsékleten 6rakig megtartja ak-
tivitasat

180-181

_Factor IX

Factor IXa

364. dbra Az F-IX aktivdldsa
17.5.1. A hemofilia-B betegség

A IX-es faktort nevezik Christmas faktornak, valamint antihemofilias faktor-B-nek is.
Utbbbi elnevezések a faktor részleges vagy teljes hidnya esetén kialakul6 betegségre utalnak.
A IX-es faktor a normadl plazméban viszonylag dlland6 mennyiségben van jelen. A normal po-
puldcié nagy részében a [X-es faktor szintje az atlagos szint 80-120%-a. Hidnya vérzékenységi
hajlamot okoz, a betegség neve hemofilia B, vagy Christmas betegség. A B betii kiillonbozteti
meg a hemofilia A-t6l, amit a VIII-as faktor hidnya okoz.
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A klinikai tiinetek visszatiikrozik a faktor koncentraciéjat. Sulyos hemofilia esetén a plaz-
ma véralvadasi IX faktor tartalma a normélisnak kevesebb, mint 1%-a, kozepesen sulyos eset-

ben 1-4%-a, mig enyhe hemofilia esetén 5-25%-a

Adalék: A hemofilia B nemhez kototten oroklodo betegség. A IX-es faktor szintéziséért felelos gén, mely
hemofilia B esetén hibds, az X (noi) kromoszomdn helyezkedik el. A B tipusii hemofilia recessziv jellegii, tehdt a
betegség nem expresszdlodik, ha a normdlis allél is jelen van. Emiatt a hemofilia B csak férfiakat betegit meg, egy
hemofilids férfinak egy hibds X és egy egészséges Y kromoszomdja van. Ha egy hemofilids férfinak és egy két
normdl X kromoszomdval rendelkezd nének utodai sziiletnek, minden ldnyuk hemofilia hordozo lesz (0k egy hibds
X kromoszomdt orokolnek az apdtol és egy egészséges X kromoszomdt az anydtol), mig a fiaik egy Y kromoszomdt
orokolnek az apdtol és egy egészséges X kromoszomdt az anydtol igy a betegséget nem is orokitik tovdbb. Tehdt
egy hemofilids férfi gyerekei koziil a fiiik 100 %-os biztonsdggal egészségesek, mig a lanyok 100%-os biztonsdggal
hemofilia hordozok. A hordozo néknél dltaldban nincsenek vérzékenységi tiinetek, de lehetnek hemofilids filigyer-
mekeik. Ha egy hemofilia hordozo nének - akinek tehdt egy beteg és egy egészséges X kromoszomdja van — és egy
egészséges férfinak gyermekei sziiletnek, a fiaik 50-50%-ban egészségesek vagy hemofilidsak, a ldnyaik pedig
ugyanilyen ardnyban hordozok, vagy nem hordozok.

Ritkdn, sporadikus esetekben, amikor egy uj mutdcio fellépése okozza a betegséget, a hemofilidnak nincs
csalddi el6torténete.

o Inheritance of Hemophilia _ Inheritance of Hemophilia
Carrier” Mother and Father Without Hemophilia Father With Hemophilia and Mother Who Is Not a Carrier
Parents Parents
!
+
Father Mother
(without (carrier for Father Mother
hemophilia) hemophilia gene) (with hemophilia) (not a carrier)
XY XX XY XX
Son Daughter Son Daughter q @ 4}
(without (carrier for (has (does not carry Son  Daughter Son  Daughter
hemophilia)  hemophiliagene) hemophilia)  hemophiia gene)((Without hemophilia)  (carrier) (Without hemophilia)  (carrier)
XY XX XY XX XY XX XY XX
Children Children

365. dbra A genetikai eredetii vérzékenység oroklodése

A betegség kezelése intravénds plazma, vagy IX-es faktorban gazdag plazmafehérje kon-
centratum transzfuzidjaval torténik. Alternativa a faktor el6éllitdsa rekombinans fehérjeként is.
Ma maér a biotechnoldgiai dton eldallitott rekombindns faktor IX prepardtum szamottevo
mennyiségben van jelen a piacon.
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17.5.2. Izolalas vérplazmabol

A Humafactor-9-et egészséges donorok HBsAg-, anti-HCV, anti-HIV-1- és anti-HIV-2-
negativ plazmajabdl nyerik. A gydértasra csak akkor keriilhet sor, ha a poolbdl vett minta is
negativ eredményt ad a virusvizsgalatoknal.

A gyartas egy félig zart rendszerben zajlo, hosszu folyamat, amelynek elso 1épése a fel-
szabaditott (= a vizsgélatok alapjan felhaszndlhatonak mindsitett) fagyasztott plazma olvaszta-
sa. Az 1500 kg fagyasztott vérplazmét lassan melegitik fel +4°C-ra. A plazmafehérje frakcié
egy része csapadékban marad, ez az un. , krioprecipititum”. A csapadékot centrifugilassal va-
lasztjak el. A kilences faktor a kriocsapadék feliiliszdjdban taldlhatd, sok mas fehérjével egyiitt.
A feladat tiszta IX-es faktor izoldldsa, azaz a jelen 1év6 egyéb fehérjék elvalasztasa. Ezek bio-
l6giailag aktiv, és akdr gyogy szerként is haszndlhat6 értékes anyagok, amelyeket nem lenne
helyes szennyezésnek nevezni, viszont ebben a készitményben feleslegesek, sot karosak (ellen-
tétes hatasuak) is lehetnek.

0

Lass( olvasztas
(4C)

I krioprecipi;étum ] [ . feltluszo ]

! i
J

Fll, VII, IX, X,
Protein S, C

4

I Humafactor 9 I

366. dbra Az elsd lépés a krio csapadék levdlasztdsa

Az els6 1épés egy gélkromatografia, ami a molekuldkat méretkiilonbségiik alapjan va-
lasztja el. Ennek egy frakcidjat viszik tovabb ioncsere kromatografiara. A DEAE-Sephadex A50
oszloprdl a II-es, VII-es, [X-es, X-es faktorok egyiitt eludlédnak, €s ez a frakcié még protein C-t,
protein S-t is tartalmaz. Ezek egylittesét nevezik Protrombin Komplex Koncentratumnak (PCC).
A kovetkezokben a II, VII, X faktorokat és ezek aktivalt formdit tavolitjdk el. A megfeleléen
ellendrzott tisztitdsnak azért van nagy jelentOsége, mivel a maradék faktorok és azok aktivalt
formdinak jelenléte nem eléggé koriiltekintd alkalmazas esetén tromboembdlids szovodmények
kialakuldsdhoz vezethet. E faktorok szintje a B hemofilidsok vérében normalis, és ha a IX-es
faktor készitménnyel egyiitt ezekbdl tovabbi mennyiséget juttatunk be, akkor az a normaélis f6lé
emeli az alvadasi faktorok koncentricidjat, ami fokozza alvadasi hajlamot és vérrogképzodés-
hez vezethet.

Stabilizdl6 anyagok hozzdaddsa utdn keriil sor a virusmentesitésre. A célzott virusszdm-
csokkentd eljards (10 6ras hokezelés 60 °C-on) a lipid burok nélkiili és lipid burokkal rendel-
kez6 virusok széles csoportjara egyarant hatékony. A gyartasi technoldgia egyes 1épéseinek
virusszam csokkentd hatdsat validicids vizsgélatokkal bizonyitottak.

Ezt kovetden tobb fehérje kicsapasi 1épés kovetkezik, amelyek célja a szennyezd kompo-
nensek eltdvolitasa a [X-es faktor melldl. A csapadékot lecentrifugéljak, majd a feliiliszot ultra-
sziiré berendezésen diaszlirik és koncentraljak. Az oldat méar csak két f6 komponenst, [X-es és X-es
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faktort tartalmaz. Ezek elvalasztasa affinkromatogréfiaval torténik. A Na-heparin Fractogel tolte-
ten a IX-es faktor szelektiven és nagy affinitdssal megkotddik, a X-es faktor viszont nem, igy a
moso6 pufferrel tdvozik az oszloprol.

felilaszo Heparin fractogél
l kromatografia.
1oncsere, Il
DEAE-Sephadex, o
stabilizalas ultrasziirés,
dializis,

I toltés
hokezelés, l
kicsapasi

lépések liofilizalas

!

ultrasziirés, v
dializis Humafactor 9
}

367. dbra A Humafactor-9 gydrtdsdnak blokksémdja

Affinkromatografia sordn az aktiv célmolekula szelektiven kotddik a tolteten rogzitett
ligandumhoz. A IX-es faktor gyartdsi folyamataban hasznalt gél ligandként heparint tartalmaz.
A kotés sordn a gélen 1évo heparin magahoz koti a IX-es faktort, a célterméket. A heparin egy
linedris €s sok szulfatcsoportot tartalmazé glitkéz-aminoglikan poliszacharid, melynek antikoa-
gulans (véralvadasgatld) tulajdonsdgai vannak. Alaplancaban D-gliik6zamin és D-gliikuronsav
kapcsolddik egymashoz 1-4 glikozidos kotésekkel. Sok hidroxil- és amino csoportja szulfonalt.
Kis mennyiségben egyéb cukrokat (galaktdz, xil6z) és aminosavakat (pl. szerint) is tartalmaz.
A kotott heparint széles korben alkalmazzak a bioldgiai anyagok affinkromatogréfids tisztita-
sdhoz. A folyamatban haromféle puffert haszndlnak, egy kotd, egy moso €s egy eludlé puffert.
Az eluciéndl a puffer ioner0ségét, vagyis sokoncentracidjat ndvelik. Ebben a 1épésben citrat
puffert (pH=7,4) haszndlnak, amit ki lehet egésziteni argininnel a IX-es faktor aktivitdsanak
megorzése érdekében. Stabilizatorként heparint, antitrombint, illetve egyéb segédanyagokat, pl.
a masik bazikus aminosavat, lizint is lehet hasznalni.

Az eluciét kovetden a [X-es faktor hatéanyagot tartalmaz6 oldatban ultrasziir berende-
zésben diasziiréssel lecserélik a puffert, majd bekoncentrdljdk. A hatéanyag tartalom alapjan
beallitjak a kivant végsd koncentraciot. Mikrobioldgiai tartositdszer nem alkalmazhato. A faj-
lagos aktivitds — a stabilizal6 fehérje esetleges hozzdaddasa elott — legaldabb 50 NE IX. faktor az
Osszes fehérje 1 mg-jara szamitva.
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Heparinhoz kotddik a IX-es faktor

Szennyezdk kimoshatok mellble

IX-es faktor elualasa pH7,4-es citrat pufferrel (+ Arg az aktivitas megébrzésehez)

IX. faktor oldataba adnak meg: heparint (antikoagulans), antitrombint, lizint
(stabilizator), mikrobiologiai tartésitoszert viszont nem

fajlagos aktivitas legalabb 50 NE/mg dsszfehérje

sterilszlrés

Aszeptikus toltés

liofilizalas

Humafactor 9

s 2

368. dbra Technologiai lépések az affinkromatogrdfia utdn

Az oldatot baktériumsziirén bocsatjak at, majd aszeptikusan letoltik a végso kiszerelésbe
(ampulldzzéak), majd azonnal lefagyasztjdk. Ezutdn fagyasztva szaritjak (liofilizaljak) és az am-
pulldkat vdkuumban vagy inert gaz alatt zarjék le. A hatéanyagot nagy tisztasagban tartalmazé
termék Humafactor-9 néven keriil forgalomba. A Humafactor-9 faktorkoncentratum intravénd-
san alkalmazhat6 vérzéscsillapitd szer hemofilia-B kezelésére

& készitmény hatdanyaga: plazma eredetil human 13 wéralvadas faltor
Humafactor-9 hofilizatum 300 NE a00 ME 1200 NE
Jzszfehére tartalom 25 -3500 mg 25-100 mg 50-20,0 mg
[X-es faldor aldiitas 300 NE Al NE 1200 MNE
Matrium-heparin IWlax 62,5 NE Max 125 NE Max 250 NE
Humén Anttrombin 111 0.25-07 HE 05-15 NE 1-3 NE
leoncentratium
Olddzzer:

Ityekeidhoz vald wiz 25 tml 5,0 ml 10,0 tml
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369. dbra A kiszerelt Humafactor-9 készitmény

A terméket a kovetkez0 analitikai vizsgélatokkal mindsitik:
» aIX. faktor tartalmi meghatarozasa,
» az aktivalt véralvadasi faktorok meghatarozasa,
» all., VIL és X. faktorok aktivitdsdnak meghatarozasa; ezek aktivitasa bizonyi-
tottan nem lehet tobb, mint a IX. faktor aktivitdsanak 5%-a.

384



Pécs Miklés: Biotermék technoldgia VAKCINAGYARTAS

18. VAKCINAGYARTAS

A vakcindk vagy mds néven az oltéanyagok arra szolgilnak, hogy az immunrendszert
tdmogatva megvédje a szervezetet a korokozokkal szemben. Az oltéanyagok segitségével a
molekuléris immunrendszer hatékonyabban mikodik, a szervezet konnyebben lekiizdi a fertd-
zéseket. Az immunizaldsnak alapvetden két mddja van, az aktiv és a passziv immunizdlds. Az
aktiv immunizalas sordn antigéneket visznek be a szervezetbe, ezdltal kivaltva az antitest ter-
melést. Ezt a mddszert dltaliban megeldzésre (profilaxisra) hasznaljak. Passziv immunizalas
soran mas €l6lény altal megtermelt kész antitesteket juttatnak be a szervezetbe, ezek helyette-
sithetik a fertdzott személy sajat antitesteit. Ez tehat nem megel6z€s, hanem fenndllo fertzés
kezelése (terdpia).

18.1. A passziv immunizalas oltéanyagai

=

Az antitesteket régebben csak vérbol lehetett kivon-
ni. Ehhez az antigénnel (lehet virulens vagy attenudlt kor-
okozo, vagy csak egy fehérje) kontrolldlt koriillmények
kozott allatokat fertdznek meg. Beindul az ellenanyag ter-
melés, a vérben egy-két hét milva megjelennek az anti-
testek. A vérplazmit levéve izoldlhat6 beldle az immun-
globulin frakcié. Kapacitdsa korlatozott, idegen fehérje-
ként emberben immunvélaszt valthatnak ki és 4llatvédel-
mi okok miatt is kiszorult a gyakorlatbol.

Masik forras a véradasbdl szarmazé donorvér, ami-
nél megvizsgdljak az adott ellenanyag jelenlétét, és a ki-
valasztott tételekbdl izoldljdk az antitest frakciét (anti-
RhD+, tetanusz, HBV, Varicella, Covid = plazmaterapia).
Ez a folyamat a Vérkészitmények fejezethez tartozik.

Antitesteket eldallithatunk rekombindns fehérje-
ként is. De ezek alkalmazadsa nem szoritkozik a passziv [ .
immunizélasra, ezért egy kiilon fejezetben, a Monoklo- . ;mmm OIL. .- W
nélis antitestek kozott targyaljuk. e

370. dabra Vérvétel immunizdlt lotol

18.2. Az oltéanyagok torténete

Szlikebb értelemben az aktiv immunizélds céljara készitett oltéanyagokat nevezik vakci-
ndnak. A feladat ebben az esetben az, hogy olyan készitménnyel oltsuk be az embereket, ami
kivéltja az immunvalaszt, de ugyanakkor nem okoz fert6zést. A vakcinak evolicidja soran meg-
figyelhetd az a tendencia, hogy a vad tipusu teljes kérokozoktol indulva egyre kifinomultabban
modositott €16 egységek egyre kisebb részegységeit hasznaltik fel.

Az els6 vakcindkban egész €16 virust vittek at emberrdl emberre vagy allatr6l emberre,
mint példaul Edward Jenner tehénhimld oltdsa (1796), ami azon a felfedezésen alapult, hogy a
tehenek himldjével fert6zott tehenészek nem kapjak meg az emberi himlot. Az olt4ssal az enyhe
lefolyasu tehénhimldvel immunizélta az embereket a sokkal stlyosabb fekete himld ellen. A
vakcina elnevezés is innen szarmazik (latinul vacca = tehén, vaccinus = tehénnel kapcsolatos).

Ezutan a kovetkez0 termelési mddszer az €10 attenualt (legyengitett) virusok in vivo vagy
in ovo szaporitdsa volt. Attenudlt baktériumokat tartalmazé vakcindkat hozott 1étre Louis
Pasteur a 1880-as években a csirke kolera €s a 1épfene (anthrax) ellen. Husz évvel késébb Cal-
mette és Guerin szintén legyengitett Mycobacterium torzzsel készitettek tuberkul6zis (TBC)
elleni vakcinat (Bacillus Calmette-Guérin, BCQG).
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Az 1918-ban engedélyezett szamarkohogés (pertussis) elleni vakcina volt az elsd teljes
sejtes inaktivalt bakteridlis vakcina. Ezt kovetden diftéria €s tetanusz toxoidokkal kombinalték,
igy jott 1étre az elsé kombindlt diftéria, pertusszisz és tetanusz vakcina (DiPerTe). A pertussis
komponenst késébb felviltotta az acelluléris alegység vakcina, igy ez a vakcina mér csak bak-
teridlis fehérjékbal all.

Iddvel kifinomultabb médszereket vezettek be, mint példaul a toxinfehérjék formaldehi-
des inaktivalasaval toxoidot képeztek (pl. tetanusz, diftéria).

In vitro els6ként a polio virust szaporitottdk, el0bb nem idegi emberi sejtekben (Enders,
1949), majd elsédleges majom vesesejtekben (Salk, 1955). Ez jelentette a modern ipari sejtte-
nyésztés kezdetét.

A virusok szaporitdsa még attenudlt esetben is specidlis biztonsagot igényelt, ezért a tudo-
sok az egyedi korokozé antigéneken alapuld vakcindkat kezdtek 1étrehozni. Ezek az alegység
vakcindk potencidlisan biztonsdgosabbak, de gyakran kevésbé immunogének.

A poliszacharid vakcindk jellemzoen bakterialis kapszid felszinérdl szarmaz6 immuno-
gén poliszacharidokat tartalmaznak (tifusz, pneumococcus, meningococcus).

Onmagukban gyakran nem viltanak ki megfelel6 hatést, ezért gyakran konjugéljak fehér-
jével.

év | Esemény
1796 | vakcindzas tehénhimld oltassal feketehimlo ellen (Jenner)
1879 | EI§ attenudlt bakteridlis vakcina (csirke kolera ellen)
1884 | Agyszovetben tenyésztett €16 attenudlt virus vakcina (veszettség ellen)
1897 | Loszérumbdl késziilt vakcina (bubdpestis ellen)
1918 | Teljes sejtes inaktivalt bakteridlis vakcina (szamdrkohogés/pertussis ellen)
1923 | Inaktivélt bakteridlis toxin (=toxoid) vakcina (torokgyik/diftéria ellen)
1931 | Az elsé jovdhagyott fagyasztva szdritott vakcina (himl6 ellen)
1949 | Kombindlt vakcina (diftéria, tetanusz, teljes sejtes pertussis = DiPerTe)
1949 | Enders féle, nem neurdlis emberi sejtekkel in vitro termelt virusvakcina (gyermek-
bénulds/poliomielitis ellen)
1954 | Collier javitotta a himld vakcina fagyasztva szdritdsat (szallithatéva vélt)
1955 | Inaktivalt virus vakcina elddllitdsa in vitro elsddleges majom vesesejteken
(gyermekbénulés ellen)
1962 | Emberi diploid sejtvonal (WI-38) l1étrehozdsa (Hayflick)
1977 | Az utolsé himlg eset laboratériumon kiviil
1986 | Elesztdben elballitott rekombindns virusszer(i részecske (VLP) vakcina (hepatitis B)
1987 | Konjugdlt poliszacharid-fehérje vakcina (Haemophilus influenzae b)
1998 | Nagy tisztasdgu vakcindk eldallitdsa (hepatitis A)
2005 | plazmid DNS vakcina (nyugat-nilusi 14z)
2020 | RNS vakcina (Covid-19)

36. tdbldzat A vakcinagydrtds torténete

18.3. A vakcinak tipusai

A vakcinagyartds klasszikus paradigmédja a kérokozé izoldlasa, néha inaktivéldsa, és a
korokozd vagy korokozd dsszetevd bevitele az emberi szervezetbe. Ezt az elvet még ma is
eredményesen haszndljak az egész vildgon.
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VAKCINAGYARTAS

A Licensed for use
Vaccine type PAMP Examples Adjuvant Booster
(route if not IM/ID)
Live attenuated Endogenous Measles None Yes
Mumps None Yes
Rubella None Yes
rVN‘J Rotavirus (oral) None Yes
Yellow Fever None No
Chicken pox None Yes
Polio Sabin (oral) None Yes
Live zoster None No
BCG None No
Influenza None Annual
(nasal: FluMist)
Killed Intrinsic Whole cell pertussis None Yes
Polio Salk None Yes
Intrinsic Seasonal influenza None Annual
r‘_l\,\rf Fluad for > 65 yr. MF59 Annual
Incorporated* HPV Guardasil 9 Alum Yes
HPV Cervarix AS04 Yes
Toxoid None Diphtheria Alum Yes
Tetanus Alum Yes
Recombinant None Hep A Havrix Alum Yes
subunit Hep A Vagta Alum Yes
Hep B Engerix-B Alum Yes
Hep B Recombivax  Alum Yes
HepA/Hep B Twinrix Alum Yes
‘ r Hep B Heplisav-B CpG Yes
Acellular pertussis Alum Yes
Zoster Shingrix AS01B Yes
Influenza Flublock None Annual
Conjugate None MenB Bexsero Alum Yes
MenB Trumenba Alum Yes
Pneumococcal Alum Yes
Prevnar 13
HiB Alum Yes
Polysaccharide None Pneumococcal None Yes
polysaccharide
| & % PPSV23

371. dbra A
vakcindk
alaptipusai
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Az immunogén hatast hordoz6 egység nagyon sokféle lehet, a teljes korokozotol az egyet-
len epitdpot tartalmaz6 makromolekuldig (371. dbra).

A vakcindk fejlesztésénél egyszerre van jelen egyfajta konzervativizmus €s az dj megol-
dasok keresése. Példdul toxoidon alapulé modern diftéria vagy tetanusz bakteridlis vakcindk
ma is az 1930-as években kifejlesztett eljards javitott valtozatdval késziilnek. A kanyaro,
mumpsz €s rubeola (MMR) vakcinat tobb mint 30 évvel ezelott alakitottak ki. A tovabbi folya-
matfejlesztés a gyartdsi problémak elhdritdsara, ij kombinaciok kialakitasara (pl. ProQuad =
Varicella + MMR) vagy a formuldz4s javitdsara irdnyult. Ezeket fejlesztéseket dltaldban nem
védik szabadalmak, de a gyartds bonyolultsdga és a kritikus pontok titkossdga megneheziti a
versenytdrsak piacra 1épését. Mds vakcindk esetében i) megkozelitéseket alkalmaztak a bizton-
sadgosabb és olcsobb gyartas érdekében. Példdul a polio vakcindkndl a Salk féle inaktivalt vad
tipusu virust tartalmazé oltéanyag mellett megjelent a szdjon at adhat6 €s olcsobb, attenualt
Sabin oltdéanyag is. Jelenleg mind a kettd része a gyermekek oltasi protokolljanak. A vakcina-
tipusok fejlodésével a gyartasi folyamatok is fejlodtek.

18.3.1. A teljes korokozot tartalmazo vakcinak

A hagyomdnyos vakcindk a kérokoz6 egészét tartalmazzak, de ezek nem okoznak beteg-
séget, mivel legyengitett vagy inaktivalt formakat hoznak 1étre. Sok altaldnosan hasznalt vak-
cina ezekbe a klasszikus kategoridkba tartozik. Az ilyen teljes kérokozé vakcindk erés immun-
vdlaszt valthatnak ki, mivel a kérokoz6 0sszes epitopjdt tartalmazza. Ez az elv azonban nem
minden kérokozé esetében miikodik és biztonsdgi kockazatok is felmeriilnek.

18.3.1.1. Inaktivdlt vakcindk

Az inaktivalt kérokozok immunitédst indukdld hatdsat mar a 19. szdzadban leirtak. Ennek
alapjan fejlesztették ki az inaktivalt vakcindkat, amelyeknél a kérokoz6t vegyi anyagokkal, ho-
vel vagy sugdrzassal elpusztitjdk, de kapott anyag immunogén tulajdonsidga megmarad.

Ezesetben probléma lehet, hogy akadhat kis szdmu olyan mikroba, ami nem pusztult el,
igy fert6zést okoz. Az inaktivalas torténhet példdul hdvel, de ezt ritkdn alkalmazzdk, mivel
ekkor az antigén tulajdonsagért felelOs fehérjék is denaturalédhatnak. Ehelyett inkdbb kémiai
reagenseket haszndlnak. Olyan szerek johetnek szamitdsba, amelyek szelektiven kérositjak a
DNS-t, ugyanakkor az epitép fehérjék nem karosodnak. Jellemzden formaldehidet, vagy alki-
lezd szereket, mint az etilénimint és szarmazékait valasztjak.

18.3.1.2. El6, attenudlt vakcindk

A tenyésztési technikdk fejlodése lehetdvé tette az €106, attenudlt ("legyengitett") vakcindk
kifejlesztését, amelyek a kérokozé €16, szaporoddképes, de laboratériumban legyengitett, azaz
betegséget nem okozé véltozatat tartalmazzak. Ilyen tipusu vakcindkat viszonylag egyszeriien
1étre lehet hozni bizonyos virusokbdl, de joval nehezebb eldéllitani az dsszetettebb kérokozok,
példaul baktériumok és parazitdk esetében.

Ilyen vakcindnak tekintheto a Jenner altal empirikusan hasznalt tehénhimld virus (Vacci-
nia bovis) is, de ez nem mesterséges fejlesztés eredménye, hanem az evolticidéban spontédn jott
létre. A mintegy szdzéves BCG oltas (BCG = Bacillus Calmette-Guérin) az emberben €s tehén-
ben egyarant tuberkuldzist okozé Mycobacterium bovis torzs tizennégy éves laboratériumi te-
nyésztéssel 1étrejott attenudlt valtozata. E vakcina hatékonysdga €s az immunizaci6 tartéssdga
valtozo, de a keresztimmunitas révén mas Mycobacterium fajok ellen is véd.

Az attenudlt virusvakcindk kozott j6 példa a kanyard, mumpsz és rubeola elleni kombinalt
oltds (MMR). Ezek a vakcindk mar egy vagy két adag utdn er6s immunvélaszt valtanak ki, és
élethosszig tarté immunitdst adnak.
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Az attenualt torzsek veszélye, hogy reverziok torténhetnek, ami betegség kialakuldsahoz
vezethet. Ezért a vakcindkat gyakran ellendrizni kell. Az eljards elOnye viszont, hogy erdsen
ragalyos betegség esetén a legyengitett kérokozo spontdn szérédhat a populdcidéban, s immuni-
zélhatja az oltadsban nem részesiilteket is. (Ugyanakkor a spontdn sz6rédas kozben is lehet re-
verzid!).

A teljes kérokozot tartalmazé oltéanyagok koz¢€ tartoznak a modern géntechnoldgiai elja-
rasokkal 1étrehozott kiméravirusok is. Ezek két vagy tobb virus génjeit tartalmazzak, példaul
egy artalmatlan virus tokfehérjéit a patogén viruséra cserélik ki.

18.3.1.3. Toxoid vakcindk
Mis bakteridlis betegségeknél, mint példaul a diftéria és a tetanusz, nem is maga a bak-
térium okoz kart, hanem altala szekretalt, betegséget okozé fehérjék (toxinok). A védekezd em-
beri szervezet ezek ellen is termel semlegesitd antitesteket. A vakcina célja ilyen antitestek
generdldsa az epitoppal rendelkezd, de nem mérgezd fehérjékkel. Ezek a toxoid vakcindk a
baktérium altal termelt toxinok kémiai mdodositasaval, inaktivalasaval hozhatok 1étre.

18.3.1.4.Alegység vakcindk

A teljes kérokozo helyett annak csak egy jellegzetes, erdteljes immunreakciot kivalté fe-
lilleti fehérjéjét, egy epitopjat allitjak eld és adjak be a megvédendd személynek. Ezt a moleku-
lat rekombinédns fehérjeként egy artalmatlan gazdaszervezet felhasznalasdval termeltetik. A
gyartés €s a termék biztonsdgosabb és egyszerlibb, mert a kérokoz6 egyaltalan nincs jelen. Az
igy kapott egy-epitopos antigének viszont nem mindig véltanak ki hosszu tdvi immunitast.

Ha a vakcina csak a legfontosabb antigén(eke)t tartalmazza, akkor sokkal kevesebb lesz
a mellékhatés is. Ezt jOl szemlélteti az 4] generdcids pertussis (szamarkohogés) vakcinak kifej-
lesztése. Az 1940-es években bevezetett elsd pertussis vakcindk inaktivalt Bordatella pertussis
baktériumokbol alltak. Bar hatékonyak voltak, az egész sejtes pertussis vakcina gyakran oko-
zott kisebb mellékhatdsokat, lazat, illetve az oltds helyének megduzzadasat. Emiatt sokan nem
olttattak be magukat. Az 1970-es évekre a csokkeno oltési ardny a fertdzések gyakorisaganak
novekedését eredményezte. Ekkor fejlesztették ki az acellularis (sejtet nem tartalmazo) pertus-
sis vakcindt, amely a B. pertussis sejteknek csak egyes izoldlt és tisztitott 9sszetevdit tartalmaz-
ta. Ezek az oltéanyagok hasonléan hatékonyak, mint a teljes sejtes vakcindk, de sokkal ritkab-
ban okoznak mellékhatdsokat.

A géntechnoldgia korszaka az 1970-es években kezdddott. Egy évtizeddel késébb a re-
kombindns DNS-technoldgiit mar az elsé rekombindns fehérje vakcina, a hepatitis B vakcina
kifejlesztésére hasznaltdk. A vakcina antigén a hepatitis B virus egyik fehérjéje, amit a virus
génszakasz €lesztd sejtekbe liltetésével termeltetnek.

18.3.1.5. Virusszerii részecskék (virus-like particle, VLP)

A virusok burokfehérjéinek "onosszeszerelése" a kristalyképzddéshez hasonléan spontan
végbemeno, energiacsokkenéssel jaré folyamat. A virus rekombinans fehérjeként megtermelt
tokanyagai a gazdasejtben vagy akér in vitro is képesek 6sszedllni, egy ,,lires”, nukleinsav nél-
kiili tokot formalni. Ezek a virusszerti részecskék (virus-like particle, VLP) a természetes virus
altal kivaltotthoz hasonlé immunvélaszt valtanak ki, de a nem tudnak szaporodni, mert nem
tartalmaznak informéaciét hordoz6 nukleinsavat. Enélkiil pedig nem miikddik a virusreplikacio.

Az 1990-es évek elején felfedezték, hogy a human papilloma virus (HPV) kiilsé héjabol
szarmaz0 fehérjék olyan részecskéket képezhetnek, amelyek nagyon hasonlitanak a kész virus-
ra. A tokfehérjét rekombindns tton eldéllitva a spontén 1étrejott VLPk vakcinaként hasznalhat6
fehérje antigének.
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18.3.1.6. _Poliszacharid vakcindk, konjugdlt vakcindk

Az immunreakciot kivalto epitopok nem mindig fehérje mintdzatok, részben vagy telje-
sen poliszacharidokbdl dllhatnak. Jellemzden egyes fert6zo baktériumok kiilsé felszinén, a sejt-
falhoz kotve talalhatok. Kézenfekvd, hogy ezeket a molekuldkat is fel lehet hasznalni a védo-
oltdsokban. Az els6 engedélyezett ilyen oltéanyag a Haemophilus influenzae B tipusa (Hib)
elleni poliszacharid vakcina volt. Haszndlhatésdga azonban korlatozott volt, mivel nem valtott
ki elég er6s immunvalaszt a kisgyermekeknél — éppen abban a korcsoportban, ahol a leggyako-
ribb a Hib-fert6zés. Ez vezetett az ugynevezett konjugdlt vakcindk kifejlesztéséhez, amelyben
a Hib-poliszacharidhoz egy fehérje antigént csatoltak, ez kisgyermekeknél erésebb immunva-
laszt és jobb védelmet biztositott. Ma a Hib-en kiviil konjugélt vakcindkat alkalmaznak a
pneumococcus és meningococcus fertézések elleni védelemre is.

18.3.1.7. Nukleinsav vakcindk
A vakcindzds egy masik megkozelitése, hogy nem magét az antigént vagy antigéneket
vissziik be a megvédendd szervezetbe, hanem az azt kddol6 genetikai anyagot. A szervezet sajat
sejtjei ennek alapjan maguk 4llitjék el6 az antigént. Az immunvalasz ugyanolyan erds és tartos,
mint az el6zéeknél, viszont a vakcina stabilitdsa kival6 (a nukleinsavak stabilabb vegyiiletek,
mint a fehérjék) és a nagyiizemi gyartds is egyszerlibb.

A DNS vakcindk a természetben megtaldlhaté plazmidok genetikai dtalakitdsaval jonnek
l1étre. Ezeket a prokariétdk genetikai manipulaciéjanél vektorként hasznéljuk, szinte tetszdleges
fehérje génjének bevitelére és kifejezésére, expresszidjara alkalmasak. Vakcinaként az immun-
valaszt kivalto epitdp fehérje génjét épitjiik be a plazmidba, és ezt bejuttatva atirédik a testi
sejtekben. A plazmidok szabds-varrdsa és gydrtdsa jol ismert, bejdratott technika, emiatt vi-
szonylag gyorsan lehet vakcinat fejleszteni a kialakuléban 1évé vagy tjra felbukkané fert6zo
betegségek ellen. Ilyen elven miikodd vakcindkat fejlesztettek ki eldszor 2003-ban, majd a
H5N1 madérinfluenza ellen 2005-ben, a HIN1 pandémids influenza ellen 2009-ben és a Zika-
virus ellen 2016-ban. A vakcindba bevonand¢ virus gének kivalasztisatol az embereken végzett
klinikai vizsgdlatok megkezdéséig eltelt id6 ezalatt 20 honaprél mintegy harom hénapra rovi-
diilt.

A DNS mellett a messenger RNS (mRNS) is alkalmazhat6 vakcinaként. Elonye a DNS-
hez képest, hogy a fehérje legyartdsaban a két 1épés (transzkripcid, transzlacid) koziil csak a
masodikat kell végrehajtani. A molekula gyorsan (1-2 nap alatt) elbomlik, nem marad a sejtben,
igy nem zavarja meg annak miikodését.

A nukleinsavak bevitelének megvan az a hatranya, hogy aktivaljak a velesziiletett (innate)
immunrendszert, nem-specifikus, gyulladasszerti folyamatok indulnak meg. Ez a mellékhatas
nagyrészt elmarad, ha az uridin helyett mddositott bazisokat épitenek be az RNS lancba. Két

4.
o
\“&:;"‘u o "g:: P
g ) 'y s
v dy, i ~d I v
M s Hib 4 )l\ -~
5 F\“'r LHIQIJLI%H 1 \N NH
180°
\ N:J\O Ekcs’L*‘o El\c;j’l*’o
HO: H H
T e o ey
Pseudouridylase Nep1
OH OH OH OH OH OH
Uridine Pseudouridine N1-methyl-Pseudouridine
U (N1-methyl-¥)

372. dbra Az uridin analogok szerkezete
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szerkezetanaldg johet szdmitdsba, a pszeudo-uridin és az N1-metil-pszeudo-uridin. Ezek alkal-
mazasédval a fehérjeszintézisben betoltott szerep csak kis mértékben véltozik, viszont a veleszii-
letett immunrendszer szenzorai nem érzékelik az RNS molekulat. Kariké Katalin legnagyobb
felismerése abban 4ll, hogy az analégok alkalmazdsdval lehetové tette a mRNS humén alkal-
maz4sat.

Ezenkiviil a mRNS-ek potencidlisan sem integrdlédhatnak a gazdaszervezet genomjéba,
és az antigén expresszié folyamata sordn természetes tuton lebomlanak. Ezek a jellemzdk azt
mutatjdk, hogy az mRNS-vakcindk sokkal biztonsdgosabbak lehetnek, mint mds vakcindk

Mis, a génmanipuldcioban hasznélatos vektorokat is alkalmazhatunk a vakcindk kialaki-
tdsdndl. Egyes vakcindk drtalmatlan virust vagy baktériumot haszndlnak vektorként vagy hor-
dozoként, hogy a genetikai anyagot bevigyék a sejtekbe. Ezek a rekombindns vektor vakcindk
elébb az dllategészségiigyben jelentek meg, késdbb alkalmaztdk humén célokra is.

Tovébbi érdekes lehetdség: az emberre artalmatlan Vaccinia virus genomjéba is beiiltet-
heté a Hepatitis B virus tokfehérje génje, igy ezzel a rekombindns virussal a Hepatitis B ellen
lehet oltani az embereket.

Ebbdl akar 24 molekula is képes 6sszekapcsolddni és a komplex mérete eléri a 8-12 nm-
t. Ebbe lehet beépiteni az antigén fehérjéket. Ilyen tipusu vakcindkat az influenza, a MERS
virus és az Epstein-Barr virus ellen fejlesztenek.

High Middle Low

: Inactivated Replicating vector Live attenuated virus

Plasmid DNA Subunit  : virus or VLPs

O %
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Low Middle High

373. dbra Kiilonbozo vakcindk hatékonysdgdnak és biztonsdgdnak osszehasonlitdsa
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A vakcina hatékonysédga és biztonsdgossaga sokszor forditott kapcsolatban van egymas-
sal. Amig az egész korokoz6 van jelen inaktivélt vagy legyengitett forméban, addig megvan az
esély a reverzidra, a betegség 1étrejottére. Ha a kérokozénak csak egy alkotéjat hasznaljuk ol-
téanyagként, akkor ez a vesz€ly nem 4ll fenn, de az egyetlen epitop miatt a hatékonysag gyakran
gyengébb (373.4bra).

18.4. Technolégiak

Legelso, 0srégi modszer: “testrdl testre”, Jenner mddszerével. a tehénhiml6 és a fekete
himld kozotti keresztimmunitést kihasznélva a tehén testén képzodott holyag valadékat, benne
a virusokat az emberi boron ejtett karcolasba dorzsolve vitték be az antigént. Ehhez nem kellett
gyartési technoldgia, a vakcina, mint termék csak addig a néhany percig 1étezett, amig a vala-
dékot atvitték egyik testrél a masikra.

A feladat végrehajtasa szempontjabdl érdemes kettéosztani a vakcina gyartasi technol6-
gigjat a baktériumok elleni és a virusok elleni oltéanyagokra.

18.4.1. Baktériumok elleni vakcinak elballitasi technoldgiaja

A baktériumokat hagyomanyos fermentacids technoldgidval elszaporitjdk azzal a kiilonb-
séggel, hogy igen szigoru biztonsagi eldirdsokat kell betartani a gyartds sordn. Az attenuélt tor-
zsekkel kevesebb a gond, hiszen azok mar nem okoznak megbetegedést. Azokndl a patogén
torzseknél viszont, amelyekbdl késObb inaktivélassal késziil a vakcina, a teljes zdrtsdgot térben
és idoben mindaddig fenn kell tartani, amig é16 kérokozo eléfordulhat. A containment fenntar-
tasa a fermentédci6 soran dltalaban nem iitkdzik nagy nehézségekbe, a f6 gondot inkéabb a fel-
dolgozasi technoldgia okozza. A feldolgozas sordn minden csévezetéket, szerelvényt, berende-
z€st, szabalyoz6 elemet ugy kell kialakitani, hogy onnan semmiféle €16 mikroba nem keriilhet
ki a rendszerbdl. Idoben a containment-et egy késziilékre vagy szakaszra akkor lehet feloldani,
ha a belsd teret igazolhatdan megtisztitottak és fertdtlenitették. A helyben tisztitasra (CIP =
cleaning in place) altaldban natrium-hidroxidos vagy formaldehides mosést vagy hosszabb 4z-
tatdst irnak eld. Az eljaras program szerint végrehajtott mosasi és oblitési ciklusok sorozata. A
késziiléket szétszerelni, pl. sziir6betétet cserélni csak ilyen tisztitds utdn lehet. A mosdvizeket
sokszor nem engedik egyenesen a szennyviz rendszerbe, hanem egy gyijto tartdlyban felfogjak
és csak artalmatlanitds utan engedik tovabb.

A baktérium sejttomeg inaktival4sat rendszerint vegyszeres kezeléssel (formaldehid, eti-
1énimin) hajtjak végre.

Minden gydgyszerkészitménynél fontos mindségi kovetelmény az endotoxin-mentesség.
A baktérium alapud termékeknél ez hatvanyozottan igaz, mivel ezek termelik az endotoxinokat.
Ezek kis méretli lipoproteinek amelyek a magasabb rendii szervezetekre karosak. Noveli a ve-
sz€lyt az, hogy stabil anyagok, a hdsterilezés vagy vegyszeres kezelés soran nem bomlanak el,
sOt a sejtek pusztuldsa sordn kiszabadulva hatdsuk még fokozddhat is. Az endotoxinok egy cso-
portja a pirogének, avagy lazkelt6 toxinok. Ezek eliminéldsara, illetve mérésére kiillon modsze-
reket irhatnak eld.

Meéretiik szerint nehéz elkiiloniteni ket a szamunkra hasznos fehérjéktol, ezért dltalaban
adszorpcids megkotést alkalmaznak.

18.4.2. Toxinok, toxoidok

A toxintermeld baktériumok altal okozott betegségek egy részénél nem is a baktérium
okozza a sulyos tiineteket, hanem a toxin. A szervezet a toxinok ellen termelt ellenanyagokkal
veszi fel a kiizdelmet, ugyanolyan mechanizmussal, mint a sejtes epitopok esetén. Az ilyen
megbetegedések esetén a vakcindlas célja nem a kérokozok, hanem a toxin elleni antitestek
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termelésének kivaltdsa. A legismertebb toxintermelé mikroorganizmusok és a kivaltott
betegség:

Clostridium tetani — ,,merevgorcs”, ,,nyakszirtmerevedés”

Clostridium botulinum —izombénulas, ,,botulizmus”

Corynebacterium diphteriae — ,torokgyik”

374. dbra Tetanuszos izomgorcsben elhunyt beteg

A védettség kialakitdsdhoz nem alkalmazhatunk valédi toxint, ehelyett ennek is a
,legyengitett”, modositott formdjaval valtjdk ki az immunvélaszt. A mddositott, inaktivalt
toxint toxoidnak nevezik. A mikroba éltal termeltetett toxin inaktivdldsa megoldhaté kémiai
reakcidval (tipikusan formaldehiddel) vagy hokezeléssel.
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375. dbra Toxin és toxoid

Misik megoldés a torzs genetikai médositdsa, a toxin génjét ugy véltoztatjdk meg, hogy
az ne valtson ki tiineteket, de az epitép ne valtozzon.

Erdekességek: a C. botulinum mérgezés legtibbszor a rosszul hékezelt élelmiszereknél fordult el6. A Clost-
ridiumok anaerobok, tehdt a légmentesen lezdrt konzervekben is tudnak szaporodni és toxint termelni. Rdaddsul a

konzerv kibontdsa utdn hidba f6zik meg tvjra az ételt, a hédllo toxin mérgezd marad. Manapsdg a toxint botox
néven a szépségipar haszndlja a mimikai izmok bénitdsdra.
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A torokgyik, mint betegség onnan kapta a nevét, hogy a torokban okoz gyulladdst, duzzanatot, és a
nydlkahdrtya nagyobb feliileten egyben levdlik. Ezt a beteg felkohogi és az dsszepondorodott hdartya alakja gyikhoz
hasonlithato

18.4.3. Virusok elleni vakcinak elballitasi technoldgidja

Akar €10 attenudlt, akar inaktivalt virusokbdl készitiink vakcinat, mindenképpen sziiksé-
ges a virusok szaporitdsa. A virusok viszont tdptalajon vagy fermentdciéval nem szaporithatok,
mivel abszolut parazitdk, sziikségiik van egy gazdaszervezet funkcidira és anyagaira. Szapori-
tasukhoz tehat €16 és specifikus sejtek kellenek. A specifitds itt azt jelenti, hogy a virusok csak
bizonyos fajok bizonyos szoveteit fertdzik meg. Az emberre veszélyes virusok altalaban sza-
porithaték majmokban, némelyik ragcsdlokban, sertésben is. A COVID-19 virus példaul meg-
betegiti a menyétféléket (nyérc, vaddszgorény) is. A virusok szaporitdsa gerinces éllatokban
laboratériumi szinten bevett gyakorlat, de ipari 1éptékii technolégiaként nem alkalmazhat6 rész-
ben bioldgiai, technikai, részben dllatvédelmi okok miatt. A specializdlatlan sejtek viszont szé-
leskorien hasznédlhaté a virus szaporitdsra. Ilyen sejteket az embridkban taldlhatunk. Ipari
szempontbdl a leginkabb elérhetd embrid a csirkeembrid, vagyis az eldkeltetett tojds. A tojds
tovédbbi eldnye, hogy kis egység 1évén befertdzddése esetén kisebb lesz a kar, tovabba nincs
benne immunvaélasz. Gydgyszeripari célra csak csiramentes tojds hasznalhat6 fel, igy ezt egy
specidlis tojédllomany segitségével allitjdk eld. Ezek a tytkok sziiletésiiktdl kezdve steril koriil-
mények kozott élnek, véddoltast sem kapnak, hogy az immunrendszeriik minél intaktabb le-
gyen. Az ilyen tyikokat SPF (specific pathogen free) dllomanynak nevezik és az 4ltaluk el64l-
litott tojas az SPF tojas.

Erdekesség: Magyarorszdg jelentds exportor az SPF tojdsok piacdn. Ez jo iizlet, a tojdsok dra akdr hiisszo-
rosa is lehet a normdl, étkezési tojdsnak.

18.4.3.1. Vakcina gydrtds tojdsban

Az SPF tojast keltetogépben eldkeltetik 8-11 napig, majd steril koriilmények kozott fo-
gdszati furéhoz hasonl6 eszkozokkel kilyukasztjdk és meghatarozott helyre, példaul az amnion
hartydra fecskendezik a virust. A nyildst aszeptikusan lezdrjdk, és a tojdst 2-3 napra visszateszik
a keltetégépbe. Ezutdn a tojast megnyitjdk és az kiszivjdk a virustartalmud folyadékot. Ez a
modszer sajnos eléggé koriilményes €s sok kézi munkat igényel.

376. dbra SPF tojdsokbeoltdsa virussal 377. dbra SPF tojdsok megnyitdsa virus aratdshoz
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Esettanulmdny: hagyomanyos influenza vakcina
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378. dbra Trivalens influenza Distribution

vakcina termelése tojdsban

18.4.3.2. Vakcinagydrtds sejttenyészetekben

Nagyobb Iéptékben és rugalmasabban alkalmazhat6 a sejttenyészetekben torténd virus
tenyésztés. Az egész gazdaszervezet helyett csak szoveti vagy dedifferencidlt sejtvonalon sza-
poritjuk a virust. Az éllati sejtek tenyésztésérol részletesebb leirds a rekombinans fehérjék gyar-
tasdnal olvashato.

A technoldgia ebben az esetben is két szakaszra oszthaté. E10bb a sejteket kell elszapori-
tani, utdna kovetkezhet a virussal torténd fertdz€s. A sejt szaporitds modja szintén a rekombi-
nans fehérjék gyartdsanal taldlhato, itt csak annyit jegyziink meg, hogy mas késziilékek sziik-
ségesek a kitapad6 (anchorage-dependent) sejtek és a szuszpenzidban névekedd sejtek esetén.
A tenyésztés célja ebben az esetben a nagy sejtkoncentracid, nem egy termelt fehérje. Megfeleld
sejtszam elérésénél kovetkezik a virusok rdoltasa. A virusokat is egyfajta working ,,cell” bank-
ban taroljak, innen veszik eld az oltéanyagot. Ennél a 1€pésnél fontos paraméter a virusok sza-
ma. Ha kis szamu virussal oltanak (pl. a virus szdm két nagysédgrenddel kisebb, mint a sejtek
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379. dbra Inaktivdlt virusvakcina gydrtdsa

szdma), akkor két generéciodt, két virusszaporodasi ciklust kell kivarni. Ha viszont a két szam
egy nagysagrendben van (pl. ~2 virus/sejt), akkor egy ciklusban elérheté a maximalis virus titer.
A fert6zés utdn 10-36 6rdn keresztiil tart a virusok szaporodésa. A tenyésztési paraméterek, pl.
a tapoldat optimalis Osszetétele, pH-ja, hdmérséklete eltérd lehet a sejtszaporodasi szakaszhoz

képest.

A kapott virus szuszpenzid feldolgoza-
sa a szaporitas kozegétdl fiiggetleniil hason-
l6an torténik. A virusok hatdsdra a sejtek a
sejtek lizdlnak, a sejttormeléket nagy g-vel,
csocentrifugdval valasztjak el. Az attenualt
virusok mehetnek a tisztitds és formuldzas
irdnyédba, az patogén virusok viszont inakti-
vdldsra keriilnek. Az inaktivalasnal az a ne-
hézség, hogy a virusok nukleinsav alloma-
nyét kell haszndlhatatlannd tenni gy, hogy
kozben az epitopokat alkotd, 1ényegesen ér-
z€kenyebb fehérje molekuldk ne valtozzanak
meg. Leginkdbb szelektiv kémiai reagense-
ket, alkilez6 szereket hasznalnak (etilénimin,
bis-etilénimin). Ezek nagyon reaktiv vegyii-
letek, ezért rendszerint az alkalmazas elott, a
helyszinen allitjak el6. Mivel a DNS-sel rea-
galnak, erdsen rakkeltdek, emiatt minden 1é-
pést elsziv fiilkében, kiillonleges véddeszko-
zokkel végeznek. Az inaktivalo oldat bevite-
le utdn a reakci6 virustdl fiiggden 2-24 6ran
keresztiil folyik. Ekkor feleslegben natrium-
tioszulfat oldatot adnak az oldathoz, ez el-
bontja a maradék etilénimint. A tételbol min
vesznek és ellendrzik, hogy nem maradt-e
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benne még €16 virus. Ez a vizsgalat sokszor
egy hétig is eltart, addig a folyadékot szigoru-
an lezarva a hidegszobaban +4 °C-on taroljak.
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A negativ eredmény utdn lehet a tételt felszabaditani és tovabbi feldolgozasra atadni. Az éI0,
patogén virusokndl a containmentet eddig a pontig fenn kell tartani. Tehat a virus beadasatdl a
felszabaditdasig minden berendezést, szerelvényt és csdvezetéket végig hermetikusan zartan kell
kezelni, tilos megbontani mindaddig, amig az adott részt nem fertdtlenitik, szanitizaljak.

Az eddigi 1épések eredménye mind az attenudlt, mind az inaktivalt virusok esetében egy
artalmatlan virus szuszpenzié. Ennek koncentricidjét sziikség esetén mikrosziiréssel lehet no-
velni, de dltaldban a készitményt inkdbb higitani kell a megfeleld hatds beéllitdsa érdekében. A
formuldzds soran puffercserével, stabilizdtorok hozzdadaséaval jon 1étre a vakcina, amit felhasz-
nalasi tételekbe szerelnek ki. A teljes technoldgia blokkvazlata a 380. abran lathato.

18.4.3.3. Alegység vakcina gydrtds

A teljes korokozo helyett annak csak egy jellegzetes, erdteljes immunreakciot kivalté fe-
lilleti fehérjéjét, egy epitopjat allitjak eld és adjak be a megvédendd személynek. Ezt a moleku-
lat rekombinédns fehérjeként egy artalmatlan gazdaszervezet felhasznalasdval termeltetik. A
gyartds és a termék biztonsdgosabb és egyszeriibb, mert a korokozé egyaltalan nincs jelen. A
K+F folyamat Iépései ugyanazok, mint barmely mds rekombinéns fehérje esetében:
az antigén fehérjét kodolo gén izoldldsa, esetleg szintetizalasa
bevitel egy jol kezelhetd gazdaszervezetbe, expresszalas.
A fehérje eldallitasa fermentacidval.
Feldolgozas, tisztitds
Adjuvalas

ARl

18.4.3.4. Adjuvdlds
A fehérjéket tartalmazoé (toxoid, alegység, konjugélt, VLP) vakcindk gyértdsi technol6-
gidjanak utols6 miivelete mindig az adjuvdlds. (Az elnevezés a latin adiuvo, adiuvat = segit,
tdmogat, elomozdit sz6bdl szarmazik, mivel a miivelet felerdsiti az antigén tulajdonsdgot). Az

PEODUCT ACTIVE COMPCIENT HUMAN VETEETINAR Y EXP Ihihd
Alhydrogel 1.3% aluminium hydrozide + + +
Alhydrogel 2.0% aluminium hydroxide + + +
Alhydrogel "85" aluminium hydroxide + + +
Adu-Phos 2% aluminium phosphate + + +
Calcium phosphate adjuvant cal dum phosphate + + +
Cmil-4A saponin adjuvant thterpencdd glycoside - + +
Frgund Sttt plete Minera o1l + emulsifier - + +
adjuvant
teunilbomeplibe dilinmant Mineral 011 + emulsifier + 3 ) ) n

tuberculosis

37. tdbldzat Kiilonboz6 adjuvdns anyagok (katalogus részlet)
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adjuvansok olyan anyagok, amelyek nem specifikus immunvalaszt valtanak ki, mintegy el6ké-
szitik a terepet a specifikus hatdsu antigének elleni immunreakcio6 eldtt. Az adjuvdnsok 6nma-
gukban gyulladdsszerti dllapotot hoznak 1étre a kezelés helyén, ezzel felkészitik az immunrend-
szert. Ettol erdsebb/tartésabb immunvalasz alakul ki (2-3-szoros ndvekedés!), azaz kevesebb
vakcinat kell alkalmazni és tovabb eltarthaté a készitmény. A teljes (attenudlt vagy inaktivalt)
vakcindk esetében nem sziikséges az adjuvalas, mert a szilard részecskék onmaguk is adjuvéns
hatdsuak.

A haszndlt anyagok kozott vannak szilard (kolloid méretii aluminium-hidroxid és -foszfat
szemcsék) és folyékony (4dsvanyi és novényi olajok) halmazéllapotiak is. A folyadékoknal a
vakcinat steril olajjal és emulgedlé anyagokkal keverik, majd nagy nyomassal keresztiil nyom-

jak egy homogenizétor szelepen és ezaltal finom, stabil emulziét hoznak létre.
Erdekesség: ugyanezt a berendezést haszndljdk a tartos tej zsircseppeinek apritdsdra (homogenizdlt tej) és
sejtfeltdrdsra is.

18.4.3.5. Esettanulmdny: a hepatitis B virus (HBV) vakcina gydrtdsa

A fert6z6 majgyulladést tobbféle virus okozhatja. A sok kozos tiinet ellenére a kiilonbozo
virustorzsek jol elkiilonithetok. Megjelolésiikre az ABC betiiit hasznaljak, A-t6l E-ig. A hepa-
titisz-A viszonylag enyhe lefolydsu betegség, nagy eséllyel spontdn gydgyul. Jarvanyt a rossz
higiéniai koriilmények kozott €16 populacié korében okoz, mivel a széklettel terjed. A hepatitisz
B stilyosabb betegség, a virus hatdsdra a majsejtek pusztulnak, majgyulladas, majelégtelenség,
sargasag alakul ki. A spontdn gyogyulds a gyermekkori fertdzéseknél ritka, a felndtteknél vi-
szont ez a jellemzd. Kronikus formédban az évek alatt majzsugor, és az esetek néhany szdzalé-
kaban carcinoma johet l1étre. A beteg mindvégig fert6zo, a virus vérrel, testnedvekkel, szexudlis
uton és kozos tlthasznélattal terjed. Lappangasi ideje 1,5-3 honap, a beteg ezalatt is virusgazda,
megfertdzhet masokat. A fert6zés terjedésének megakadélyozasa érdekében a vératomlesztés-
hez levett vért mar hisz éve hepatitisz B és C virusra is tesztelik.

A WHO adatai szerint vildgszinten az emberiség mintegy 5%-a fertdzott, ez kb. 350 mil-
li6 embert jelent. Ez természetesen egy dtlagérték, a fejlettebb egészségiiggyel rendelkezd or-
szagokban ez az ardny lényegesen alacsonyabb, hazdnkban 1% alatti.

A virus a mdjsejtekben szaporodik, az 4j virusok a méjsejtek szétesésével a vérbe keriil-
nek. Ez a betegek vérébol kimutathatd, sot izoldlhatd. A virus tokfehérjéi nagy mennyiségben
képzddnek, a monomer, félkész vagy iires tokok is megjelennek a vérben. Ezekbdl késziilt a
legels6 vakcina, de ez egyrészt korlatozott mennyiségben volt elérhetd, masrészt fenndllt a vi-
rusatvitel veszélye (nem csak a HBV, de més vérrel terjedd virusok, pl. a HIV is!), ezért attértek
a rekombindns alegység vakcindra.

HBs Protein
( HBsAg)

G
*‘ - : HBe Protein
(HBeAg)

HBc Protein
i (HBcAg)
= Partially double

\ = stranded DNA
G- 3 (HBV DNA)

. '- HBV DNA
/ » ¥ Polymerase

381. dbra A hepatitis B virus felépitése
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A virus 42 nm atmérdé;ji, kiviilrél kozel gomb alaku. Két 6sszefiiggd fehérjeburok boritja.
A Kkiilso réteget a hepatitisz-B surface (feliileti) antigén (HBsAg) alkotja, a bels6 ikozaéderes
elrendezésti ,,core” antigénekbdl (HBcAg) éll. A harmadik, ,,endo” antigén nem alkot Ossze-
fliggd réteget. A szerkezet legbelsejében taldlhaté a DNS és a virus sajat DNS-polimerdz enzi-
me.

A HBV DNS szerkezete rendhagyd, nem végig kettds szali. A (+) szl hidnyos. A (-) szél
~3200 nukleotid hosszisagu, a + szl ennek csak 55-75%-a. A kddol6 szakaszok atfednek, ,,né-
ma” szakasz alig van, hét ,,open reading frame” kiilonitheto el. A virus replikdcigja specialis.
A DNS-16l el6szor egy RNS képia (pregenom) késziil, errdl reverz transzkriptdzzal irédik at az
Uj DNS (-) széla. Erre épiil rd a (+) szal. Ha a sziikséges nukleotidok elfogynak, ez a szél csonka
marad. De az 0sszeépiilés igy is megtorténik, a hidnyos virus is fert6zo és szaporoddképes.

382. dbra A HBV genom felépitése

Mindegyik antigén fehérje képes immunreakcio kivaltasdra. A vakcindhoz célszeriien a
surface (feliileti) antigént valasztottdk, mivel virusfert6zésnél ezt észleli elsoként a szervezet.

A HBsAg fehérje val6jaban harom doménbdl all, amelyek 55, 108 és 226 aminosavbdl
allnak. Ez utébbit nevezik kicsi (S, small) ldncnak. 55 aminosavval hosszabb a kozepes (M,
medium) forma, és tjabb 108 tagu lanc kapcsoldddsaval alakul ki a nagy (L, large) fehérje.

Ezek hajlamosak a szétesésre, kiilon is kimutathaték a szervezetben. A molekuldban két
N-glikozil4cios hely taldlhatd. A kddold génszakaszok a DNS-ben egymas mellett helyezked-
nek el (PreS1, PreS2, S), a vakcindhoz elégséges az S génszakasz termelése.

A feliileti antigén génjét el6szor E. coli-ba vitték be egy plazmiddal. A fehérje sikeresen
expresszalddott, de glikozilaci6 hidnyaban nem volt hatékony. A cukormintdzatot eukaridtdkkal
kellett kialakitani. Két technoldgia is eljutott az engedélyezésig. Elesztdvel aktiv fehérjét kap-
tak, de az a sejten beliil maradt, kinyeréséhez sejtfeltarast kellett végezni. Emlos sejtek tenyész-
tésével extracelluldris, hatékony fehérjét kaptak, de ez az tut koltségesebb.

Az élesztd torzs manipuldldsdahoz haszndlt ingdzé (shuttle) vektor kialakitdsa azért érde-
kes, mert hatassal van a fermentdcids technoldgiara is. Az ilyen vektorok egyes elemeit meg
kell duplazni, hogy prokariétdkban (tipikusan E. coli-ban) és a kivélasztott eukaridta szervezet-
ben egyardnt miikkodoképesek legyenek. A 383. dbran bemutatott vektor két plazmidbdl 4ll, a
coliban miikodd pBR 322-t és az pékélesztd PC1 plazmidjat kapcsoltak 6ssze. Ebben méar benne
van a kétféle replikacios origd, és az ampicillin rezisztencia. Az élesztonél markerként a leucin
bioszintézis masodik enzimének génjét épitették be. A sikeres szelekcibhoz a hasznalt
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élesztStorzsben ezt a gént kiiitotték. Igy leu-
cin-mentes tdpoldaton csak a sikeresen
transzfektalt sejtek nonek ki. A célgén a coli
szakaszon taldlhat6, a kazetta elejére konsti-
tutiv prométert kapcsoltak, a végén termina-
torral zartdk le. Csak az S fehérje génszaka-
szat épitették be, ez is megfelel6 immunoge-
nitést biztositott.

A gyartasban kétfazisu szakaszos fer-
menticids technoldgidt alkalmaznak. Az el-
sO, sejtszaporitdsi szakaszban leucinmentes
tdpoldaton nevelik az élesztot. Ennek az a
célja, hogy a nagy plazmid tartalmui sejtek
keriiljenek tulstlyba. A maswodik, virussza-

ADH-1 terminator

Hepatitis B Surface
Antigen gene

GAPDH promoter
(yeast)

pBR322 plasmid/

(E. coli)

[ ampicillin resistant

pC1/1 plasmid \

(yeast)
Yeast leucine-2 gene

\
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poritdsi szakaszban mar komplex tdpoldatot 383. dbra Az élesztobe bevitt ingdzo vektor (kettds

adnak, hogy semmi ne limitalja a szintézist.

A feldolgozas elsd 1épése a sejttomeg
elvalasztdsa. Az élesztdsejteket centrifuga-
lassal és mikrosziiréssel egyarant el lehet ta-
volitani. A sejtekben 1évé még aktiv fehérje-
bonté enzimek hatdsédnak kivédésére protedz
inhibitorokat adnak. Az S-fehérje a sejtekben
taldlhatd, ezért sejtfeltarast kell alkalmazni.
Mechanikai feltaré berendezéssel, példdul
nagynyomdsi homogenizatorral detergens
jelenlétében roncsoljak a sejteket. A sejttor-
meléket djabb mikrosziiréssel vélasztjak el,
az antigén fehérje a szilirletbe keriil. A bevitt
detergenst apolaris feliiletli adszorbens gyan-
taval tavolitjdk el. A kovetkez0 1épésben a fe-
hérjét kotik meg szilikagélen (pl. Aerosil),
majd meleg borat pufferrel eluéljak. A tovab-
biakban hidroféb kolcsonhatds kromatogra-
fidval (HIC, butil-agaréz tolteten) tisztitjak.
A diszulfid hidak megfelelé kialakitdsara
oxidativ kozeget hoznak 1étre kédlium-tiocia-
nattal. A vakcinafehérjét aluminium vegyii-
lettel adjuvaljak.

plazmid) szerkezete

Eleszté fermentacio
Mikrosziirés Proteaz inhibitor
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Sejtfeltaras Triton X-100
I
A
Mikrosziirés XAD-4 gyanta
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384. dbra HBV vakcina felfolgozdsi lépéssora

A végterméket sokféle ellendrz6 vizsgalat utdn hozzak forgalomba:
— Fehérje tisztasdg: max 1-5% HCP (host cell protein = élesztd fehérje)

— Azonositas: MADb (epitép analitika)

— DNS tartalom: max 10 pikogram/1 (!)

— Hatékonysag: dllatkisérletekben (egér, tengerimalac)

— Pirogének: LAL teszt
— Mikrobidlis tisztasag
— Stabilitas: 2-3 év +4 fokon
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18.4.3.6. Konjugdlt vakcindk gydrtdsa

A konjugalt vakcindk két egységét kiilon allitjak el6, majd kémiai reakcidval kapcsoljdk
0ssze.

A kapszularis poliszacharidot (pl. a Haemophilus influenzae esetében poliribozil-ribitol-
foszfatot) a patogén torzs fermentacidjaval allitjak eld. A sejteket kationos detergenssel kezelik
és centrifugaldssal valasztjak el. A feltart pasztat pufferrel tjra szuszpendaljék és a poliszacha-
ridokat az ionerdsség novelésével levalasztjak a sejttormelékrol. A tovabbiakban ultrasziiréssel,
alkoholos kicsapdssal tisztitjdk, vakuumban széritjdk, és -35 °C-on taroljak tovédbbi feldolgoza-
sig.

A fehérjerészt kiilon fermentacioval termelik. A klasszikus modszer a tetanusz toxoid
alkalmazasa volt, amit a jol bevalt gyartasi technoldgidval allitottak eld. Gyorsabb és egysze-
riibb médszer a toxoidhoz nagyon hasonl6 rekombindns fehérje (P16) termelése E. coli torzzsel.
A P16 célfehérje a sejtek periplazmas terében lokalizalodik. A sejteket csOcentrifugdval beto-
ményitik, nagynyomasu homogenizétorral feltarjdk. A sejtfeltaras soran keletkezd sejttormelék
eltavolitdsa is csdcentrifugdval torténik, de a nagy viszkozitds csokkentésére elobb DNazt kell
adagolni. A kinyert fehérjét harom kromatografias 1épésben tisztitjak.

A szénhidrat és a fehérje egységeket kémiai reakcidval, pl. karbodiimiddel kapcsoljak
Ossze. A maradék egységeket elvalasztjak a nagy molekuldji terméktol.

18.4.3.7. Nukleinsav vakcindk
A nukleinsav vakcindk bevitele utdnozza az él6 mikroorganizmusokkal val6 fert6z€s, il-
letve immunreakcié folyamatét.
Ezek gyartdsa gyorsabb €s biztonsagosabb, mivel nem kell patogén szervezeteket nagy
1éptékben szaporitani. A gyorsabb gyartas pedig lehetové teszi, hogy jarvdnyos betegség
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385. dbra A DNS és mRNS vakcindk mitkodésének osszehasonlitdsa
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megjelenése esetén rovidebb idon beliil lehessen nagy tomegeket atoltani. A DNS- és az RNS-
vakcindk sejten beliili utvonala kiilonbozik. Az elején és a végén vannak kozos 1épések, a sejtbe
val6 belépés és a riboszomalis fehérjeszintézis, valamint a termelt antigén bemutatdsa a sejt
felszinén azonos. De kézben a DNS molekuldnak be kell 1épnie sejtmag membranjin, 4t kell
irddnia a mRNS-re, ennek vissza kell térnie a citoplazméba, €s csak ezutdn megy végbe a transz-
lacié. Ekozben a DNS ki van téve a sejt nukledz enzimeinek, amelyek az idegen 6rokité anyag
lebontasaval védik a sejt normalis miikodését. Ugyanakkor felmeriil annak kockazata is, hogy
az idegen DNS beépiil a gazda genomba, megzavarva annak miikodését. Az RNS molekuldknal
ezek a gondok nem jelentkeznek, emiatt sok fejlesztés indult meg a profilaxis (vakcindk) és
terapia (tumorellenes szerek) teriiletén.

Gondot jelentett ugyanakkor az, hogy indkét tipus aktivdlja a velesziiletett (innate) im-
munrendszert, ami problémdkat okozhat.

DNS vakcindk

A DNS-vakcindk Iényegében DNS-alapu vektorok, amelyek gazdasejt helyett kozvetle-
niil az emberi szervezetbe viszik be €s expresszaljdk a patogén fehérje antigén szekvencidjat. A
vektorba az antigén mellett mas immunmodulatorok génjét is be lehet épiteni. Ezeket a plazmi-
dokat baktériumokban (pl. E. coli-ban) termesztik, kinyerik és tisztitjdk. A kor alakd kettds
szali DNS plazmidok alkalmasak a vakcindzédsra. Mivel a fehérjéket a megvédendd szervezet
maga allitja eld, a poszttranszlaciés médositasok, igy a glikozilédlds is megfeleld lesz. Az alegy-
ség vakcindkhoz hasonl6an a DNS-vakcindkat is adjuvaljék. A ,,csupasz” DNS nem miikodik.

A DNS-vakcindk hatasukban utanozzak az €10, attenualt vakcinakat, de a reverzio kocka-
zata nélkiil. A DNS-vakcindk a teljes, humordlis és sejtes immunvalaszt képesek stimulélni. A
plazmid DNS stabil, hiité€s nélkiil is tarolhat6. A vakcindzdshoz hasznalt plazmid DNS-konst-
rukciok jellemzo részei (386. dbra):

DNA - Vaccine
B Ampicilin B hu CMV
B Neomycin Selectable marker Promotor ERSV
B etc. resistance \ / —
Bacterial origin é 2 Fullength

. . ——\_b .
of replication Antigen(s) o Gt

B 5-GACGT-8'  cpG-motifs—

1 5-AGCGCT-3 B Proteosome-
/1 e Ubiquitin Targeted
B Termination  poly-A \ IFimionmodiilatore M L2
B Processing B IFN-G
B Stability § GM-CSF
386. dbra A DNS vakcina (plazmid) jellemzo részei

» Eros promoter/enhancer szekvencia a beépitett idegen gén kifrasahoz

» Megfelel6 kl6nozasi hely idegen gének behelyezéséhez

» A replikacios origé (a baktérium torzshoz)

» PoliA/terminator szakasz

» antibiotikumrezisztencia marker a szelekciohoz

» Immunmodulétorok (pl. CPG-k, interleukinok, ubiquitin stb.)
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A DNS-vakcindknak tobb bioldgiai barrieren is 4t kell 1épni a sejtmag felé vezetd uton.
Ahogy a plazmid DNS-t a célszovetbe, példaul a vazizomba beadjdk, a szoveti nukledzok meg-
tdmadjak és elbontjak a bevitt DNS nagy részét. A maradéknak is csak kb. 1%-a tud atlépni a
sejtmembranon fagocitdzissal vagy pinocitdzissal. A sejten beliil is ki van téve az exo- és endo-
nukleazok hatdsanak, igy csak 0,1% (becsiilt érték) keriil be a sejtmagba. A kisebb molekuldk
(<~40 kDa) passziv diffuzioval képesek atjutni a magmembran porusain, a nagyobb részecskék
viszont csak hordozéfehérjék tdmogatdsaval tudnak belépni. A rossz hatdsfok teljesen érthetd,
hiszen minden sejt nukledzokkal védekezik az idegen DNS-sel szemben. A plazmidok megvé-
désére tobbféle modszert is alkalmaznak, igy példdul a liposzomdba val6 bedgyazast vagy a
DNS kotését dendrimerekhez.

A DNS vakcindkat el0bb tobbféle dllati betegség megeldzésére fejlesztették ki, csak ezu-
tan keriilt sor a human vakcindkra.

RNS vakcindk

Az RNS vakcindknak két 0 tipusa 1étezik, a (passziv) mRNS és az 6nmagat amplifikdlé
RNS (saRNS) vakcinak.

Passziv mRNS vakcina

A hagyomadnyos vagy passziv mRNS-vakcindk egy genetikai egységet tartalmaznak, a
célantigén mRNS-&t, mas fehérjét kodol6 génszakaszt viszont nem.
A mRNS maximum két nap alatt elbomlik, igy nem marad a szervezetben. Templat hijdn a
fehérje termelés is ledll.

Onreprodukdlé mRNS vakcina

A mRNS gyors elbomldsa miatt fejlesztették ki az onreprodukalé RNS vakcindkat. Ehhez
RNS virusokat alakitanak at. A replikdz egységet megtartjak (ez tartalmazza a reverz transz-
kriptdz enzimet is) és a tokfehérjék génjének helyére illesztik be az epitdp génjét. Az igy kapott
genomokat replikonoknak nevezik. Az emberi sejtekben mdsolddni kezdenek, mint az eredeti
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387. dbra A kétféle mRNS vakcina miikodésének dsszehasonlitdsa
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virus. A genom sok példanyban elkésziil, és errdl rengeteg fehérje is szintetizalodik. De ez ide-
gen antigén fehérje, nem tud a nukleinsavval érett virussa 0sszedllni. A tok nélkiili virus RNS
a sejten kiviil életképtelen, nem képes mas sejteket megfertzni. A tokfehérjék helyett keletkezd
epitdp fehérje viszont bemutatasra keriil a sejt feliiletén és kivéltja a mind a humorélis, mind a
sejtes immunvélaszt.

A sokszorozédasnak koszonhetden dézisonként kisebb mennyiségii oltéanyagra (saRNS-
re) van sziikség, mint a nem replikalod6 mRNS-vakcindk esetében, ami koltségmegtakaritast
és nagyobb termelékenységet eredményezhet.

18.4.3.8. Nukleinsav vakcindk gydrtdsa

Mindkét RNS vakcina tipus gyartési technoldgidja azonos 1épésekbdl all.

Az mRNS sejtmentes enzimes transzkripcidval in vitro is eldallithat6. Ehhez sziikség van
az mRNS vakcinat sablonként kodol6 linearizalt plazmid DNS-re, egy rekombindns RNS-poli-
meraz enzimre és a nukleozid-trifoszfatok keverékére. A molekula végére egy természetes vagy
analdg szintetikus sapkaszerkezetet kapcsolnak. A ldnc masik végére poli(A) termindtort épite-
nek.

Az eukariota mRNS 4ltaldnos felépitésének megfelelden (388. dbra) kozépen all a kodold
szekvencia (CDS — coding sequence), kifelé haladva nem transzlal6do régiok, a 3’ poly-A-farok
és 5’Cap analdg. A CDS hordozza a transzlacidhoz sziikséges informéciét, valamint a START
és STOP kodonokat. Mind a pro-, mind az eukariéta mRNS-ek rendelkeznek S’UTR és 3’UTR
(untranslated, nem transzlal6do) régiokkal. Ezek, ahogy a neviik is jelzi, nem keriilnek transz-
lacidra, hanem az transzlacié inicidldsdhoz, a riboszéma kotdédéshez sziikségesek.

Az RNS tipusu vakcina gyartasara a mar ismert DNS-templatos, enzimes RNS-szintézist
alkalmazzak. A gyartds cDNS-templaton, tipikusan plazmid DNS-en (pDNS) in vitro transz-
kripcidval torténik, ezért a folyamat elsd 1épése a pDNS eldallitdasa. A szintetizélt plazmidot E.
coli fermentacidval szaporitjak el. A sejtfeltards utdn a tisztitatlan pDNS tartalmazza baktérium
genom DNS nyomait és a pDNS harom formdjét (szuper tekercselt, relaxdlt kor és linedris) is.

o 3’ Poly-A-tail: properties such as
length, are important for
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388. dbra Az érett, transzldciora kész mRNS felépitése
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Emiatt a tiszta és invaridns pDNS reprodukalhat6 elééllitasa - ami egy vakcindhoz elengedhe-
tetlen - meglehetdsen nehéz feladat.

A masodik 1épésben a linearizalt pDNS-templatot, rekombindns RNS-polimerazt (T7, T3
vagy SP6) és nukleozid-trifoszfatokat tartalmazé oldatban irjdk 4 mRNS-re (37 °C, 2-4 6ra).

Alternativ megoldasként a cap, illetve a poli(A) utdlag is rakapcsolhaté az mRNS ldncra.

A bakteridlis DNS maradvéanyok és a pDNS heterogenitdsa azonban nem okoz gondot, ha
a linearizalt pDNS-t mar 4tirtak, mert a kovetkezo 1€pésben a szennyezod baktérium-DNS, vala-
mint a pDNS-templat DN4z enzim segitségével elemésztheto (37 °C, 0,5 ora).

A reakcidelegy azonban szennyezd RNS fajtakat tartalmaz, rovidebb €s hosszabb transz-
kriptumokat. Ezeket méret szerinti elvalasztassal, ultraszliréssel €s/vagy kromatografiaval kiilo-
nitik el.

A kész RNS stabilitasa fiigg a formuldzas modjatol. A tiszta RNS trehaldzzal liofilizélva
szilard allapotban szobahdémérsékleten is eldll egy évig. Ez a forma viszont nagyon rossz hatds-
fokkal jut be a sejtbe. Ha viszont a kész RNS hatéanyagot specidlis detergensekkel lipid nanoré-
szecskébe formuldzzak, az megkonnyiti a bioldgiai membranokba valé beoldddast, a citoplaz-
mamembranon valé atjutést. Ez a gydgyszerforma viszont nagyon bomlékony, egyes gyartma-
nyokat -70-75 °C-on kell tarolni.
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389. abra mRNS vakcina lipid nanorészecskékbe zdrva

A terméket steril koriilmények kozott ampulldkba toltik €s lezarjdk. Az oltéanyagot fel-
hasznalasig az eldirt hOmérsékleten kell tartani.

18.4.3.9. A SARS-Covid-19 vakcindk osszehasonlitdsa
A Covid jarvéany hirtelen megjelenése és rohamos terjedése hihetetlen mértékben folpor-
gette €s intenzifikélta a vakcinakutatédst és gyartast. A kiillonboz6 kutatéhelyek sokféle elven
mukodo vakcindk kifejlesztésébe fogtak, a klasszikus inaktivalt virustdl a legmodernebb RNS
vakcindkig. A tucatnyi fejlesztés koziil versenyelonye volt az RNS vakcindknak, mivel az egy-
szerlibb gyartési eljards megroviditette a K+F folyamatot, a rekombindns tiiskefehérje alapu
oltéanyagok lassabb jutnak el az engedélyezésig.
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Magyarorszagon jelenleg hatféle vakcinat engedélyeztek (390. dbra).

mRNA Pfizer/ A sejtekbe bejuté mRNS
BioNTech hatasara a sejtjeink termelni
5J_,\,\,-f Moderma kezdik a SARS-CoV-2 virus
tiuskefehérjéjét, ami

immunvalaszt valt ki

Viral vector Oxford/ Adenovirus vektor
AstraZeneca A sejtekbe bejuto, artalmatlan

. adenovirus tartalmazza a
Sputnik V SARS-CoV-2 virus tiskefehérjéjét
Johnson kodolo gént, ami atirodva elindit-

& ja a tiskefehérje termelédéseét -
Johnson ez valtja ki azimmunvalaszt

Inactivated inopharm  Inaktivalt virus

Inaktivalt (azaz nem fert6z6-
képes) SARS-CoV-2 virus -
megbetegedést nem okoz, de
kivaltja az immunvalaszt

390. dbra A Magyarorszdgon engedélyezett vakcindk miikodési
elve

A Kariké Katalin és munkatdrsai dltal kifejlesztett, a Pfizer-BioNtech dltal gyartott mRNS
vakcina nukleotid analégokat tartalmaz, igy nem aktivdlja a velesziiletett immunrendszert. A
készitmény hatdsmechanizmusa a 391. abran lathatd.

Tiiskefehérjét [ —
;s s : virus ehérjéje
L"P‘d P °d°|° mRNS "bemutatasra” keriil
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tiiskefehérjét

391. dbra A Pfizer-BioNtech mRNS vakcina hatdsmechanizmusa
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Az RNS molekuldkat specidlis 6sszetételli (harom komponensii) lipid burokba formulédz-
zék. A készitmény OsszetevOi:

» aSARS-CoV-2 spike glikoproteint (S) kédolé nukleozid-mddositott hirvivé RNS
» polietilénglikol 2000-dimirisztoil glicerin

» Kkoleszterin

» 1,2-disztearoil-sn-glicero-3-foszfo-kolin

» Trisz-(hidroximetil)-amino-metan = Trisz bazis

» trometamin-hidroklorid = Trisz-HCI

» ecetsav

» natrium-acetat

» szachar6z

A termék kétféle pufferrendszert is tartalmaz (Tris €s acetat puffer). Az ozmdzisnyomast
szachardzzal dllitjdk be. Az oltéanyagot -75 °C-on taroljék, felolvasztds utdn 24 6réan beliil fel
kell haszndlni.

18.5. A magyar egészségiigy oltasi rendszere

Az oltdssal megszerezhetd védettség idétartama véltozd, ugyanis vannak olyan betegsé-
gek, amellyel szemben az oltasok életre sz6l6 védettséget adnak (pl. mumpsz, kanyard), mas
betegségek esetén rendszeresen ismétlodo oltasi program sziikséges akkor, ha életre sz616 vé-
dettséget akarunk elérni.

Magyarorszagon a lakossag egészének érdekeit figyelembe véve ingyenes oltdsi rendszert
alakitottak ki. Az dltaldnos megel6z6 jellegl oltasokat életkorhoz kototten, kotelezd jelleggel
mindenki megkapja:

BCQG, tuberkulézis ellen, minden csecsemd megkapja harom napos korétdl hat hetes ko-
raig. A védettség iddtartam egyénenként valtozo, de minimum 5-10 évig fennall. (Ez ellendriz-
hetd szubkutdn tuberkulin prébdval, vagy tuberkulin tapasszal. Ha bOrpir alakul ki, akkor a
védettség fennall.)

DPT (DiPerTe), diftéria (torokgyik), pertusszisz (szamarkohogés), tetanusz (merev-
gorcs) ellen, harom részletben adjdk négy, harminchat hénapos és hatéves korban.

SABIN cseppek (OPV: oralis poliovakcina)

SALK vakcina (IPV: inaktivalt poliovakcina), jirvanyos gyermekbénulds (poliomye-
litis) ellen. A Sabin cseppet szdjon at (oralisan) adjéak, a Salk vakcinat injekcioban. Harom ho-
naposnal idésebb csecsemdk kapjak, harom alkalommal, hat hetes idok6zonként, majd harom-
éves korig évente megismétlik.

MMR mumpsz, morbilli (kanyard), rubeola (r6zsahimld) ellen j6, 1992 6ta kotelezo jel-
leggel 15 hénapos korban minden ujsziil6tt megkapja.

Az oltdsok egy masik csoportjat csak kozvetlen fertdzési veszély esetén adjak, bizonyos
esetekben kotelezo jelleggel. Kotelezd pl. a hastifuszos beteg vagy krénikus hordozé kornye-
zetében éloket elolt vagy attenudlt Salmonella typhit tartalmazé vakcindval oltani, tovabba a
kanyarés beteggel érintkezett 15 honaposnadl fiatalabb csecsemdt (aki még nem kapott MMR-
t!) attenualt morbillivirussal immunizalni. Passziv véddoltdsban kell részesiteni a hepatitis-A-
virus okozta majgyulladdsos beteggel. Tetanus ellen emlékeztetd toxoidos oltdsban kell része-
siteni azokat, akik fert6zési veszélynek vannak kitéve (pl. folddel szennyezett sériilés esetén);
viszont azoknak, akik tetanus alapimmunizédldsban nem részesiiltek (hazankban ilyenek az 1941
eldtt sziiletettek), antitoxint is kell adni (az aktiv €s passziv oltds “egyiittes” alkalmazdsat szi-
multan oltasnak nevezziik).
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Adhaté a védboltds a lakossdg egyes veszélyeztett rétegeinek. Igy az influenza vakcina
az idGéseknek és egészségiigyi dolgozdknak, ezt évente célszerli megujitani. Kullancs-encepha-
litis elleni aktiv oltast adnak erdészeknek, favagéknak, illetve azoknak, akik sokat kirdndulnak.
Az egészségiigyi dolgozok kérhetik a hepatitisz B elleni véddoltdst. A hepatitisz elleni oltas
minden orvostanhallgaténak a beiratkozaskor kotelezo.

Léteznek még a kiilfoldi utakkal kapcsolatos véddoltasok is, ilyenek pl. a kolera és a sar-
galdz elleni aktiv vakcindk, melyekkel a fertozott teriiletre utazokat oltjak utjuk elott. A Covid
jarvany megjelenése Ota az egyes orszdgokban eltérd, idoben is gyakran véltozé szabélyok ér-
vényesek a beutazok oltottsdgara. Emiatt utazas eldtt célszerti errdl érdeklddni.

Az oltasok soran felléphetnek oltési reakciok, szovOdmények, balesetek vagy szérumbe-
tegségek is. Az oltéasi reakcié enyhe betegségtiineteket (pl. 1dz, borpir) jelent, amelyek bizonyos
aktiv vakcindkndl természetes velejardi az oltdsnak és épp annak eredményességét jelzik. Az
oltasi szovodmény mar koros folyamat, amit az egyénnek az atlagosnal erésebb reakciokészsé-
ge valt ki. Az oltési baleset azt jelenti, hogy az oltéanyag rossz mindsége kovetkeztében 1€ép fel
valamilyen kéros folyamat (pl. az attenudlt torzsek reverzidja vagy a toxin nem kielégito inak-
tivldsa); tovabba ide soroland6 az is, ha az orvos hibdsan alkalmazza az oltést (pl. téves tech-
nika vagy rossz dézis). A szérumbetegség a fajidegen fehérjét tartalmazé passziv oltéanyagok-
tol johet létre: a tiinetek az oltas helyén keletkez6 enyhe duzzanattdl az anafilaxids sokkig sok-
félék lehetnek.
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37. dbra Az aszparaginsav aminosav csaldd bioszintézise és szabdlyozdsi mechanizmusai a C.

glutamicumban 43
38. abra A lizin tultermelés érdekében végrehajtott anyagcsere modositasok 44
39. abra A lizin feldolgozas 1épéssora 45
40. dbra Az aszparaginsav aminosav csaldd bioszintézise €s szabalyozasi mechanizmusai E.

coli-ban 46
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Pécs Mikiés: Biotermék technoldgia Abrajegyzék
41. dbra Fumdrsav atalakitisa aszparaginsavva 48
42. dbra Az aszparaginsav gyartds folyamatdbrija. 48
43. dbra A metanol hasznositds szerin ttja 49
44. abra Triptofan tdltermeld torzs anyagcseréjének atalakitisa 50
45. dbra A triptofan-szintetaz reakcio 50
46. dbra A triptofan eldallitdsa enzimes konverzidval 51
47. ébra Fenilalanin tdltermeld torzs anyagcseréjének atalakitasa 52
48. dbra Fenilalanin eldallitdsa fenilpirosz6ldsavbol 52
49. 4bra Fenilalanin eldallitdsa transz-fahéjsavbol 53
7. tablazat Fenilalanin termel6 technoldgidk dsszehasonlitdsa 53
50. dbra Aszimmetrikus hidrolizis 54
51. abra Metionin reszolvéldsa 55
52. abra Enzim rogzités ultrasziir6 membrannal 55
53. dbra Tanabe eljards rogzitett enzimmel 56
54. abra Lizin gyartas kaprolaktdm aszimmetrikus hidrolizisével 57
55. abra A félszintetikus lizingyartas folyamatédbrija 57
8. tabldzat A citromsav termelés novekedése 60
56. abra A citratkor az anaplerotikus utakkal 61
57. abra A citrét kilépése a mitokondriumbdl antiporttal 62
58. dbra A citromsav bioszintézist befolydsol6 anyagok 63
59. dbra A citromsav fermentdcid lefutdsa 67
60. abra Pelletes novekedés razott lombikban 68
61. dbra A nyers citromsav kinyerése 69
9. tdblazat A trikalcium-citrit oldhatosaga a hdmérséklet fiiggvényében 70
62. abra Kristdlyos citromsav eldallitdsa 71
63. abra Az ecetsav ipari felhaszndlasa 73
64. dbra Ecetsavbaktériumok 74
65. dbra Gluconobacter Acetobacter 74
66. dbra Az ecetsav képzddése 75
67. abra Az ecetsav képzddésének enzimei és koenzimei 76
68. dbra [zesitd ecetek 76
69. abra Frings Alcosens 77
70. dbra Orleans-i ecetgyartas 78
71. dbra Mozgdcefrés ecetsav generator 78
72. dbra A Frings turbina és turbinahdz (forgé- és allorész) kialakitdsa 79
73. dbra A Frings acetéttor metszete 79
74. ébra Frings turbindk, motorral szerelve (katalogus foto) 80
75. édbra Keresztaramu (cross flow) sziirés iireges szdl (hollow fiber) modulban 81
10. tdblazat Homoacetogén technolégidk 6sszehasonlitdsa 82
76. dbra A gliikonsav bioszintézise Gluconobacter suboxidans-ban (A)és Aspergillus niger-ben

B) 83
77. dbra Gliikkonsav bioszintézise Aspergillus-okban. 84
78. dbra Becsapddo sugaras levegdztetd rendszer 85
79. ébra Indulési cukorkoncentraci6 hatdsa a gliikonsav fermentéci6 lefutasara 85
80. dbra A fumariz reakcid 88
81. abra Csapadékos almasav gyartas 88
82. dbra A csapadékos almasav gyartési technoldgia 1épései 89
83. dbra A purin-nukleotidok szerkezete 90
11. tablazat A purin-nukleotidok szubsztituensei 90
84. abra Guanin, inozin és Na-glutamat az ételizesitOkben 90
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12. tablazat Nukleotidok felhasznéldsa 91
13. tdblazat: Mikroorganizmusok nukleinsav tartalma 92
85. dbra Az RNS hidrolizis enzimjei 93
86. dbra A purin-nukleotidok bioszintézise €s ennek szabalyozasa Bacillus subtilis torzsben
Roviditések: SAICARP: 1-(5’-foszforibozil)-4-(N-szukcinokarboxamid)-5-
aminoimidazol, AICARP: 5-amino-1-(5’-foszforibozil)-imidazol-4-karboxamid 94

87. dbra IMP és XMP elddllitdsa anyagcsere mérnoki beavatkozdsokkal 95
14. tdblazat: Mutans torzsek 5’-IMP hozamai 95
Ade’: adeninra auxotréf, Gua™: guaninra auxotréf, Nuc™: nukleotiddz-negativ (nem bontja le a
terméket), 6 MP": 6-merkaptopurin-rezisztens (antimetabolit) 95

88. dbra A purinvdzas vegyiiletek lebontési itvonala 96
89. dbra B. ammoniagenes KY 13102 torzzsel végzett 5°’-IMP fermentacio lefutdsa 96
90. dbra pH-véltozas az IMP fermentacié sordn 97
91. dbra Ipari ATP elddllitds élesztovel 97
92. dbra ATP anyagcsere a glikolizis folyamatiban 98
93. dbra A kobalamin szdrmazékok szerkezete 100
15. tabldzat B12 termel6 torzsek 101
94. dbra: A B2-vitamin szerkezete 103
16. tablazat Riboflavin termeld torzsek 104
95. dbra Az L-aszkorbinsav szerkezete 105
96. dbra A Reichstein eljaras 106
97. édbra Szorbit — szorb6z oxidacid 106
98. dbra C-vitamin gydrtds rekombindns Erwinia herbicola torzzsel 107
99. dbra Az anaerob termékek sokfélesége 108
100. dbra A tejsav optikai izomerei 109
101. 4dbra A tejsav képzddés a glikolizishez kapcsolt reakcid 109
102. dbra A homo- és heterofermentativ tejsav képzddés 110
17. tdblazat A tejsav termeld torzsek jellemzoi 111
103. 4dbra A tejsav gyartds anyagforgalama 114
104. dbra A tejsav szarmazékai €és alkalmazasa 116
18. tdbldzat Uzemanyag komponensek tulajdonsdgainak dsszehasonlitdsa 117
105. abra Az ABE termékek bioszintézise 118
106. dbra Spoéras Clostridiumok mikroszképos képe 119
19. téblazat Kiilonboz6 Clostridium térzsek butanoltermelésének dsszehasonlitdsa 119
107. édbra Szakaszos ABE fermentici6 lefutdsa 120
108. dbra A kukorica alapi ABE fermentaci6 anyagforgalma 121
109. dbra A melasz alapti ABE fermentaci6 anyagforgalma 122
20. tablazat Integralt ABE fermentaciok hatékonysagi paraméterei 126
21. tablazat Ipari enzimek és hasznélatuk 130
131

110. dbra Az enzimek haszndlatdnak megoszldsa ipardgak szerint 131
111. abra Az enzimek fejlesztése fehérjemérnoki tton 132
112. abra Folyékony enzim preparatum ipari kiszerelésben 135
113. dbra A keményitdbont6 enzimek tdmadaspontjai 137
114. dbra A keményitdszemcse szerkezete 139
22. tablazat Amiloglikozidaz hidrolizis sebességének Osszehasonlitasa 140
115. abra A keményito feldolgozdsanak a f6 1épései 143
116. dbra A foly0sitds berendezései 144
117. abra Izoszorp eldéllitasa 146
118. dbra A frukt6z tartalom bedllitdsa 147
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119. dbra A pektin alaplanca 149
120. dbra Endopektindzok hatdsa 149
121. ébra Pektin lidz 150
122. abra A celluldz enzimek tdmadaspontjai 151
123. 4bra A tejcukor hidrolizise 152
124. dbra A protedzok alapreakcidja 155
23. tablazat Kereskedelmi forgalomban 1év6 enzimek tulajdonsigai 156
24. tablazat Enzimek alkalmazdsa a borfeldolgozas egyes fazisaiban 158
125. dbra BOrok kezelése dztatokadban 159
126. dbra Protedzok altaldnos gyértdsi sémadja 161
127. abra Kimozin A, két Asp az aktiv centrumban 163
128. dbra A kimozin aktividldédasa kiilonboz6 kozegekben 164
129. édbra A K-kazein hidrolizise 165
25. tablazat A kiilonb6z0 eredetli enzimek tulajdonsdgainak 6sszehasonlitdsa 166
130. abra Kimozin gyartas technoldgidja fonalas gombaval 167
131. abra Kimozin gyartds technoldgidja E. coli-val 168
132. dbra A tej alvasztdsanak lehetdségei 169
26. tablazat A tehéntej f6 fehérje frakciéi 170
133. 4bra A tej micelléris szerkezete 170
134. dbra Az aszpartdm szerkezete 171
135. dbra Az aszpartam eldallitasa 172
136. dbra Az aszpartdm gyartas reakcioi 173
137. abra Aszpartdm gyartas technoldgiai 1épései 174
138. dbra Régidszelektiv lipazok reakcidja 174
139. dbra Lipdzok atészterezési reakcidi 177
27. Tablazat Zsiradékok triglicerid dsszetétele 178
140. abra Napraforgé olaj atészterezése 178
141. abra Kakadvaj potlo anyag eldallitdsa napraforgd olajbol 179
142. dbra Biodizel iizemanyag gyartdsa napraforgd olajbol 179
143. dbra A biodizel gyartas technoldgiai folyamata 180
144. 4bra Eszter elballitdsa lipdz enzimmel 181
145. dbra A reoldgiai folydsgorbék alaptipusai 183
146. abra A latszolagos viszkozitas értelmezései pszeudoplasztikus fluidumnél 184
28. Téblazat A legismertebb mikrobidlis poliszacharidok: a fizikai-kémiai és funkciondlis

tulajdonsagok, a f6 alkalmazasi teriiletek és a piaci adatok attekintése 186
147. abra A mikrobialis polimerek alkalmazasi teriiletei 187
148. dbra A nukleotid-cukrok kialakuldsa 188
149. dbra A poliszacharidok bioszintézise 189
29. tablazat Ipari jelentdségili poliszacharidokat termeld baktériumok 190
150. 4bra Poliszacharid fermentlé latszélagos viszkozitdsdnak valtozdsa a fermentacié sordn,

log-log abrazoldsban 192
151. dbra A xantdn kémiai szerkezete 194
152. dbra A xantdn bioszintézise 195
153. dbra A xantdn gyartas folyamatdbraja 196
154. dbra Xantan batch fermentacidja X. campestris-szel 197
155. dbra Keverdk hatdsanak dsszehasonlitdsa 197
156. dbra Az oxigéndtadds véaltozdsa xantdn fermentlében 198
157. ébra Poliszacharid oldatok alkalmazdsa a médsodlagos olajkinyerésben 199
158. dbra A fur6oblito folyadék dramldsa 200
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Abrajegyzék

159.

160.
161.
162.
163.
164.
165.

abra Furéberendezés és oblitd folyadék (ferde furds a Karinthy Frigyes tt alatt, sajat

felvétel)
abra A dextran szerkezete
abra A dextrdn képzddése
abra A levan szerkezete
abra A gelldn szerkezete
abra A ciklodextrinek szerkezete
abra A ciklodextrinek mérete

30. tablazat A ciklodextrinek méretei

166.
167.
168.
169.
170.

abra Apolaris vendégmolekula befogédsa

abra A CGT-4z enzim éltal katalizalt reakcidok
abra A ciklodextrinek képzddése

abra A ciklodextrin gyartds altalanos sémaja
abra A ciklodextrin gyartas két valtozata

31. tablazat Specifikus komplexal6 dgensek a ciklodextrinek gyartasanal

171.
172.
173.
174.
175.
176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.
189.
190.
191.
192.
193.
194.
195.
196.
197.
198.

199.
200.
201.
202.
203.
204.
205.

abra A Mercian eljaras folyamatédbrija

abra Ciklodextrin-hat6anyag komplexek

abra Az ismert antibiotikumok szamdanak alakuldsa az elmult évtizedekben
abra Az antibiotikumok tdmadaspontjai

abra Az egyes antibiotikum csoportok hatasspektruma

abra Az antibiotikumok tdimadaspontjai és a rezisztencia

abra A G-penicillin szerkezete

abra A 6-APA alapvaz két aminosavbodl tevodik Ossze

abra Fleming eredeti felvétele

abra A G és V penicillin szerkezete

abra A penicillin G bioszintézisének {6 1épései

abra A Penicillium chrysogenum mutécids torzsfdja az 1950-es évekbdl
abra A penicillin-termel0 torzsek fejlesztése, hozamok alakuldsa

abra A lakt6z szé€nforrds hasznosuldsa a penicillin fermentacié sordan
abra Penicillin fermentdci6 gliikkdz adagoldssal

abra Az antibiotikum termelés csak a foszfat teljes elfogyasa utdn indul meg
abra Penicillin fermentdci6 glikkdz, ammonium szulfat és prekurzor adagolasaval
abra Koncentraciok alakuldsa a penicillin fermentacié soran

abra A penicillin gyartds folyamatdbraja

abra A bakteridlis sejtfal szerkezete és kialakuldsa

abra A penicillin és a D-Ala-D-Ala dipeptid szerkezete

abra A penicillin bekotddése a transzpeptidaz kotéhelyére

abra Fermentacidval eldallitott penicillinek

abra Félszintetikus penicillinek

abra A cefalosporin molekula szerkezete

abra Cefalosporin prekurzorok

abra Béta-laktdm vazas metabolitok

abra Explantatumok polaritdsa

abra Explantdtumok polaritdsa

abra Merisztémak elhelyezkedése

abra Merisztéma szovetek elhelyezkedése a novekvo csicsokban

abra Merisztémak taroldsa mélyfagyasztassal

abra Kallusz tenyészetek fenntartdsa

abra Tobb hetes kallusz tenyészetek

abra Hajszalgyokér tenyészet sargarépabol

200
201
202
204
205
207
208
208
209
209
210
210
211
212
213
215
217
219
220
221
222
222
223
225
226
228
229
230
231
231
232
233
234
235
235
236
236
237
239
241
242
246
246
246
247
247
248
249
250
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206. abra Hajszalgyokér tenyészet laboratériumi fermentorban 250
207. dbra Szuszpenzids tenyészet 251
208. dbra Novényi protoplasztok 251
32. tdblazat Gyakran haszndlt novényi tdpoldatok Osszetétele 252
209. dbra Auxinok 253
210. 4bra Gibberellinsav 253
211. abra Citokininek 254
212. dbra Hajtastenyészetek kémcsOben 255
213. dbra Novények ,,befbttes” tivegben 255
214. dbra Miianyag neveld doboz 255
215. dbra Kallusz tenyészet novekedése 259
216. dbra Szuszpenzids tenyészet novekedése 259
217. abra Gyokeresitett tenyészet (alulnézetben) 260
218. 4bra A taxol szerkezete 261
219. dbra A tiszafa hajtdsa és termése 262
220. 4bra A taxol kiillonboz6 eldallitasi lehetdségei 263
221. dbra A paclitaxel elddllitdsa novényi sejttenyészettel (Python eljaras) 266
222. dbra A paclitaxel kinyerése makropdrusos gyantaval 266
223. 4dbra Bacillus thuringiensis érett sejtje, benne a spdra és a kristalyok 270
224. 4bra A kiilonb6z0 tipusu toxinok hatdsossdga 271
225. dbra A d-endotoxin leegyszerisitett hatismechanizmusa 272
226. dbra A o-endotoxin részletes hatdsmechanizmusa 273
227. abra Az endotoxin harmadlagos szerkezete (az el6z0 dbraval azonos szinezéssel) 273
228. dbra Folyékony toxin készitmény 276
229. dbra Poralaki toxinkészitmény gyartési folyamata 276
230. dbra A szterdn vaz felépitése 278
231. dbra A humdn szteroid hormonok bioszintézise 279
232. dbra A leggyakoribb névényi szteroidok 280
33. tablazat Novényi olajok szterin tartalma 281
233.4bra  androsztén-dion 9aOH-androsztén-dion androsztén-dién-dion
282
234. dbra A biokonverzids technoldgia 1épései 283
235. abra Szteroid kristdlyok mikroszképos képe (300x) 283
236. dbra Szteroid-ciklodextrin komplex 284
34. tablazat AD termelésére alkalmas mikrobatorzsek 285
237. dbra Az AD intermedier gyértdsa 286
238. dbra A 90OH-AD létrehozdsa 287
239. dbra A 90OH-AD A4talakitasa 287
240. abra Gyulladasgatlok kialakitasa 288
241. dbra A klasszikus gyulladdsgatlok 288
242. dbra Depersolon 289
243. dbra Triamcinolon-acetonid 289
244. dbra A szteroid nemi hormonok bioszintézise 290
35. tablazat Férfihormonok androgén hatdsdnak 6sszehasonlitdsa 291
245. dbra A finaszterid szerkezete 291
246. dbra A Nerobol gyartasi 1épései 292
247. dbra Boldenon 292
248. dbra Nandrolon 292
249. ébra Stanozolol 293
250. 4bra No6i nemi szteroid hormonok 293
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251.
252.
253.
254.
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.
270.
271.
272.
273.
274.
275.
276.
277.
278.
279.

280.
281.
282.
283.
284.
285.
286.
287.
288.
289.
290.
291.
292.
293.
294.
295.
296.
297.
298.
299.

abra 19-nor-szteroidok 294
abra Etinil-0sztradiol 294
abra Spirinolakton 295
abra Dietil-sztilbosztrol 295
abra A dietil-sztilbosztrol - dtrajzolva 295
abra A metil-szekodion eldallitdsa 296
abra Hidrokortizon termelése élesztOben, heterolég expresszidval 297
abra A rekombindns fehérjék gyartasanak fejlesztési 1épései 298
abra Rekombindns human eritropoietin O-glikozilacids lancainak MS felvétele 300
abra A kiilonboz6 gazdaszervezetek dsszehasonlitdsa 302
abra Az €10 szervezetek és fehérjéik komplexitasa 302
abra E.coli S. cerevisiae Chinese Hamster Ovary, CHO 303
abra A kiilénb6z0 eukariotak jellemzé glikozilaciés mintdzatai 303
abra N- és O-glikanok 304
abra A glikaci6 folyamata 304
abra A 14-tagu oligaszacharid kialakuldsa 305
abra Az oligoszacharid-transzferaz miikodése 306
abra A fehérjék utja az érés soran 307
abra Az O-glikozilaci6 felépiilése 307
abra A vércsoportot meghataroz6 O-glikozildlasok 308
abra Téarolas cseppfolyds nitrogénben 310
abra Szubkultirdk 310
abra Nitrogén tartdly és a bemeriild tartéedények 310
abra A sejtbankok egymadsra épiilése 312
abra Kiilonféle indukcids hatdsok 313
abra Plazmidos és plazmidmentes sejetek ndovekedése 314
abra A kettds indukcié mechanizmusa 314
abra Glicerines coli tdpoldatok jellemz6 komponensei 315
abra Egy tipikus rekombindns coli fermentici6 lefutdsa. Az oldott oxigén szintet az
indukcié utdn mar csak tiszta oxigén hozzavezetésével tudtdk tartani. 316
abra A fermentlevek altalanos feldolgozasi sémédja 317
abra: Zarvanytestek E. coli-ban 317
abra A folding és a zarvanyképzddés alternativ utak 318
abra A folding folyamata és mellékreakcidi 320
abra A fehérjehajtogatasi formdk energia- €s entrépiaviszonyai 321
abra A diszulfidhidak djrakapcsolédédsa 322
abra A diszulfid hidak ,,djrakeverése” 323
abra A 17-cisztein kicserélése szerinre megakadalyozza a téves kapcsolodast 323
abra A glikolizis és a glutaminolizis kapcsolata 325
abra Készen kaphat¢ tdpoldat, egyszer hasznélatos T-flaskdban 325
abra Modositott Eagle médium (MEM) Osszetétele 326
abra Laboratériumi tenyésztd edények (feliileti tenyésztéshez) 328
dbra Laboratériumi tenyésztd edények (feliileti tenyésztéshez) 329
abra Multitray 329
abra Forgé palack (roller bottle) 330
abra Inokulalasi/tapadasi fazis kialakult monolayer 330
abra Spinner flask 331
abra Spinner flask ,,bim-bam” keverdvel 332
abra 12 ml-es minibioreaktor 332
abra 200 ml-es minibioreaktorok 332
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300. 4bra 2 literes sejtfermentorok 333
301. dbra 1 m>-es termeld bioreaktor (a Richter debreceni iizemében) 333
302. dbra 15 m>-es termelé bioreaktor, nagy része a padozat szintje alatt 334
303. dbra Keverdk: lekerekitett formdk, hajocsavar alak, 25-150 rpm 334
304. dbra Lépcsdzetes szaporitds 335
305. 4dbra A kiilonb6z0 fermentdcids technikdk sémaja 336
306. dbra Kiilso és belso sejtlevélasztok 337
307. 4bra Kiszerelt forgé acélszita 337
308. dbra Sejtvisszatartds membranmodullal 337
309. dbra ATF = alternating tangential filtration 337
310. abra Ultrahangos sejtvisszatartas 338
311. 4dbra Centritech harangcentrifuga 338
312. dbra Az akkumuldlt termékmennyiség 0sszehasonlitdsa 339
313. 4bra Sejtszam és termékkoncentracid dsszehasonlitdsa 339
314. dbra 5000 forgo palackot mozgat6 berendezés 340
315. 4bra Hullam bioreaktor 340
316. dbra Keverds egyszerhaszndlatos bioreaktor 341
317. 4bra Steril terek 6sszekapcsoldsara szolgdlo csatlakozé 341
318. dbra 200 literes keverds egyszer hasznélatos bioreaktor bedllitdsa 342
319. 4dbra Tarolo6 tartaly helyett egyszer hasznélatos féliazsakok, 1000 literes térfogatig ~ 342
320. dbra Egyszertisitett feldolgozasi séma 343
321. abra Tipikus fehérje izolalé miiveletsor 343
322. dbra Az affinkromatografia kromatogramja 344
323. dbra A Protein-A kromtogréifia sémédja 344
324. 4bra Ipari kolonna, (a sajat felvétel) 345
325. dbra A kolonnak 1éptéknovelésénél a keresztmetszetet ndveljiik, a magassag allandé marad

345
326. dbra Virusmentesitési modszerek 346
327. dbra A kiilonb6z0 virusok mérete 347
328. abra Beriplex P/N (Faktor-IX) pasztorizaciods virus-inaktivalasanak kinetikaja 348
329. dbra Az inzulin hatdsa a kiilonb6z6 anyagcserefolyamatokra 349
330. dbra Az inzulin szerkezete 350
331. dbra A humadn, marha és sertés inzulin csak néhany aminosavban kiilonbozik egymastol

350
332. dbra A preproinzulin lanc felbontdsa 351
333. dbra Az inzulin érése 351
334. dbra A lancvégi alanin lecserélése treoninra 352
335. dbra Az észter védOcsoport eltdvolitisa 353
336. dbra Inzulin rekombindns eldallitdsa két kiilon fehérjelancként 353
337. abra A preproinzulin enzimes hasitdsai 354
338. dbra Az élesztében termeltetett inzulin prekurzor fehérje 355
339. dbra Az inzulin tja az élesztdsejten beliil 356
340. dbra Az inzulin molekulédk hisztidinjei kapcsolédnak a Zn ionhoz 356
341. abra Cink-inzulin kristalyok 357
342. dbra Mdédositott inzulinok hatdsgorbéi 358
343. dbra Modositott inzulinok szerkezete 358
344, 4bra. De az, aki iddig eljutott az olvasdssal, az biztosan érti. 359
345. dbra Az EPO glikozilaciés mintazata 360
346. abra Az EPO 3D szerkezete 361
347. dbra Az EPO izoformdk hatdsdnak Osszehasonlitdasa 361
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348. dbra Kiilonb6zd mértékben szializdlt EPO molekuldk 361
349. dbra Tovabbfejlesztett EPO készitmények 364
350. dbra A vér lecentrifugélt alakos elemei 365
351. dbra A vér alkot6 elemei 366
352. 4bra A testfolyadékok ionosszetétele 366
353. dbra Szérum fehérjék elvalasztasa elektroforézissel 367
354. dbra A véradas és a plazmafrakciondlds kapcsolata 368
355. 4bra Krioprecipititum 371
356. dbra A pH és etanol koncentracio véltoztatdsa a Cohn frakciondlds sordn 372
357. dbra A Cohn frakcionalds 1épései és termékei 372
358. dbra A Cohn frakciondlas els6 1épése 373
359. dbra Egyenstly a véralvadasi faktorok és inhibitorok kozott 375
360. dbra A tenaz komplex 376
361. dbra A véralvadasi kaszkad 376
362. dbra Fibrinogén — fibrin dtalakulds 377
363. dbra A F-IX domén szerkezete 379
364. dbra Az F-IX aktivéldsa 379
365. dbra A genetikai eredetli vérzékenység oroklddése 380
366. dbra Az els6 1€pés a krio csapadék levalasztasa 381
367. dbra A Humafactor-9 gyértdsanak blokksémaja 382
368. dbra Technoldgiai 1épések az affinkromatografia utdn 383
369. 4bra A kiszerelt Humafactor-9 készitmény 384
370. dbra Vérvétel immunizalt 16t61 385
36. tdblazat A vakcinagydrtds torténete 386
371. dbra A vakcindk alaptipusai 387
372. dbra Az uridin analégok szerkezete 390
373. dbra Kiilonb6zd vakcindk hatékonysdgdnak és biztonsdganak 6sszehasonlitdsa 391
374. dbra Tetanuszos izomgorcsben elhunyt beteg 393
375. ébra Toxin és toxoid 393
376. dbra SPF tojisokbeoltdsa virussal 394
377. ébra SPF tojasok megnyitdsa virus aratdshoz 394
378. dbra Trivalens influenza vakcina termelése tojasban 395
379. dbra Inaktivalt virusvakcina gyartdsa 396
380. dbra Inaktivalt virusvakcina gyartdsdnak blokksémadja 396
37. tablazat Kiilonboz6 adjuvans anyagok (katalogus részlet) 397
381. dbra A hepatitis B virus felépitése 398
382. dbra A HBV genom felépitése 399
383. dbra Az élesztdbe bevitt ingdzo vektor (kettds plazmid) szerkezete 400
384. dbra HBV vakcina felfolgozasi 1€péssora 400
385. dbra A DNS és mRNS vakcindk miitkodésének Osszehasonlitdsa 401
386. dbra A DNS vakcina (plazmid) jellemz0 részei 402
387. dbra A kétféle mRNS vakcina miikodésének dsszehasonlitidsa 403
388. dbra Az érett, transzlaciora kész mRNS felépitése 404
389. dbra mRNS vakcina lipid nanorészecskékbe zarva 405
390. dbra A Magyarorszagon engedélyezett vakcindk mitkodési elve 406
391. dbra A Pfizer-BioNtech mRNS vakcina hatdsmechanizmusa 406
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