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05. fejezet: Nukleotidok

NUKLEOTIDOK

BME A i bgia és El y Tanszék

Gyogyszerek

» Antibiotikumok, citosztatikumok mellett alkalmazhatdk
» Nukleinsav-szintézis soran fejtik ki hatasukat, antime-
tabolitként beépiilve (8-azaguanin)
» Megtaldlhatéak ezenkiviil
» szivgyégyszerekben,
* izomerdsitékben,

 virusok reprodukciojat gatlé szerekben
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Nukleotidok szerkezete

Csak a purin vazasokat termelik ipari méretekben:

Nukleotid R1 R2  Eléfordulas

N

X
)\ 5'-AMP -NH, -H
2
N/
3

R, 5-GMP -OH -NH, DNS, RNS

DNS, RNS

Intermedier

5-IMP -OH -H

5-XMP -OH -OH Intermedier
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Felhasznalas

Felhasznélas

(Wév) Funkcio
IMP 2000 ételizesit
GMP 1000 ételizesit
Inozin 25 szivgyogyszer
ATP 6 izomelsits
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Nukleotidok gyartasa

izjavitok, izfokozok

» Japanban mar a XVII sz. éta hasznaljak (umami)

» Az 5-GMP-t, 5-IMP-t és 5-XMP-t natrium-glutamattal
kombinalva megfigyelheté e vegyiiletek szinergikus ha-
tdsa

» nagyon kis mennyiségben (0,005-0,01%) is erételjes iz-
fokoz6 hatasuk van.

» 1959-1961: RNS hidrolizis és direkt fermentécios tech-
nolégia

» Ajinomoto vallalat 1960-t6l gyart ételizesitéként hasznalt
nukleotid-szarmazékokat (natrium-inozinat és natrium-ri-
bonukleotidok)

» Kyowa Hakko : 1966-t6l
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RNS enzimes hidrolizise

Elesztd RNS-bsl endogén (sajat) RNaz enzimmel, vagy enzim-
preparatum segitségével végzik.

DNS-tartalom RNS-tartalom

(%) (%)*
Baktérium 0,37-4,5 5-25
Eleszt 0,03-0,5 2,5-15
Penész 0,15-3,3 0,7-28

*: ajelzett RNS-tartalom 5%-a mRNS, 10-15%-a tRNS80%-a rRNS
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Nagy RNS-tartalmu éleszt6 el6allitasa

Az élesztSsejtekben joval nagyobb mennyiségl RNS talal-
hatd, mint DNS
* nemcsak informacidatvitel a feladatuk, hanem
szerkezeti anyagokként is funkcionalnak

Olyan, mint az SCP gyartas, csak itt éppen a magas nukle-
insav-tartalom kell
» nem szilkséges az anyagcserét mutaciokkal befolya-
solni
« olyan térzseket kell valasztani, melyeknek magatdl is
nagy az RNS-tartalma:
— Candida utilis és Saccharomyces cerevisiae
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Enzimes hidrolizis

» enzimtermelés, kinyerés

oligonukleotid 5-IMP
(S-terminlis fosz€it) nukleozid
doamindz
Kleiz \ B
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nukleozid-5-difoszfat

} pirimidin
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Nagy RNS-tartalmu éleszt6 el6allitasa

A maximalis RNS-tartalom eléréséhez:
» Log szakasz: maximdlis szaporodasi sebesség

- Folytonos technolégiaval melasz, vagy szulfitszenny-
lug szénforrason.

- 35 g/l SCP koncentraci6 elérhetd, 10-15% RNS-tarta-
lom; 20.000 t/év gyart6 kapacitas

» Alacsony C:N arany beallitasa
» Zn koncentracio: adagolni kell, 0,25 ppm szintig

A nukleinsav bioszintézis soran natrium adagolas viszont
nem szikséges
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Enzimes hidrolizis

Az ipari eljarasok soran a hidrolizist 2%-0s RNS-oldatban
végzik, pH=5 mellett, 4 6ran keresztiil, 65°C-on
(lasd: SCP, nukleinsav mentesités!)

Immobilizalt enzimekkel is dolgoznak.

A folyamat végén nukleotidok keveréke keletkezik, (purin
és pirimidin vazzal rendelkez6k egyarant).

Elvalasztas anioncserélével, vagy metanolos frakcionalt
kicsapéassal.
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Extrakcio

A nukleinsavak a fehérjéknél stabilabbak, kinyerhetéek

» 5-20%-0s NaOH-oldatban, 100 °C hémérsékleten, 8
6ran at tart6 forré ligos fé6zéssel

» A DNS bomlékonyabb, mint az RNS

» A f6zés a sejtek fehérjéi tonkremennek, az RNS-tar-
talom feloldodik

» sejtfalmaradvanyok centrifugélassal elkilonithetok,
majd a ribonukleinsavak szelektiv (savas) kicsapas-
sal elvalaszthatok

» Moséas EtOH-val, majd szaritas
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De novo fermentacios gyartas

5-foszforibozil-pirofoszfat (PRPP)

PRPP-amidotranszferaz

foszforibozilamin

Az anyagcseremérno- I
ki beavatkozasokhoz SAICARP \
ismerni kell a bioszin- adenilszukeinit-lidz \
tézis menetét, és a / AT
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Ade: adeninre auxotr6f |
. . . s y z . s .z Nuc: nukleotidaz-negativ
Nukleotid bioszintézis 5-IMP termelés direkt fermentacioval @em vontia le a terme-
ket)
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Anyagcsere-mérnoki beavatkozasok 5-IMP termelés direkt fermentacioval

14 120
1. A sejt altal termelt utolsé intermedier az IMP legyen, mind- 12 . 100
két tovabbi anyagcsereutat elzarjak, de: a normalis életfo- glg /‘/ g%
lyamatokhoz kis mennyiségben sziikség van nukleotidok- Ee] / 3 g%
ra — Oy o 40
) . . - 2 »
» vagy a taptalajba adagolunk kis mennyiséget o 3
> vagy leaky mutanst izolalunk, ez kis mennyiségben 0z 4 6 8 10 oor e 8 B
termelia G $ e selteza Fermentacio ideje (nap) Fermentacio ideje (nap)
i a GMPt és AMPt s
., z z Z Z £ . i ke
2. Atlltermelést megakadalyozé szabalyozasokat megsziin- > Hpoanny =

tetik — antimetabolit rezisztens (6-merkapto-purin) mutan-
sokat alkalmaznak.

A szénforras, a képz6dott sejttomeg és az eléallitott nuk-
leotidok mennyiségének fermentacio alatti valtozasai (B.
ammoniagenes KY 13102 torzzsel végzett 5'-IMP fermenta-
cio)

BME A i bgia és Elelmi any Tanszék gia és Elelmi any Tanszék

5’-IMP termelés direkt fermentéacioval ATP gyartas

Glilkéz
4
4

Foszforibozil-pirofoszfat
Foszforibozil-amin
I
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}
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L. < Adenilo= ,, 2. .
-AMP Szukcma'% IMP 1 *’G}MP

S S S

IMP: 11 mutacid + AMP kis koncentracioban
XMP: 11 és 14 mutacid + AMP és GMP kis
koncentraciéban
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A kivéant torzs jellemzéi:
« Bacillus subtilis, Brevibacterium
ammoniagenes
* Az SAMP-szintetaz enzim hiany-
zik (IMP atalakitas), ezek a tor-
zsek AMP-re auxotréfok.
«Kicsi az IMP — XMP atalakitas
katalizisét végzd enzim aktivitasa
* GMP feed back mikodése
« A sejt citoplazma membranja per-
medbilis 5'-IMP-re
A fermentaci6 sordn lényeges a
megfeleld foszfat, Mg- és Mn-kon-
centraciok bedllitasa
2-3 napos folyamat a hipoxantin-kép-
zés, és 8 napos az 5'-IMP-termelés,
extracellularis.
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Korabban l6izombdl vontak
ki, napjainkban élesztével al-
litjak el6 (Géanti, Reanal).

A glikolizis gyorsabb és egy-
szer(ibb ATP termel6 folya-
mat, mint a termindlis oxida-
ciéhoz kapcsolt oxidativ fosz-
forilezés.

De: fogyasztja is az ATP-t:
-2ATP — +4 ATP

glukoz
ATP ——= ADP
v
elukoz-6-P
ATP-fogyaszié lépések
frukioz-6-P
ATP ———= ADP

fruktoz-1.6-P

ATP = ADP (¢ AVP, adenorin)
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ATP gyartas

Az ATP-t fogyaszto |épéseket gy kertlik el, hogy a termé-
ket el6allité élesztésejteknek (Saccharomyces cerevisiae) a
glikolizis mar foszforilezett kdztitermékét adagoljak (fruktdz-
1,6-biszfoszfat), amit kémiai szintézissel allitanak el6. Az
enzimek Mg2* ionokat igényelnek.

dleszts :
+ fruktoz 1,6P —— 3 AMP ——— ADP —— - ATP
Mg
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ATP gyartas

A felhalmozott ATP az élesztd sejttomegbdl kinyerhetd.
Szivizom-erdsitéként is hasznalatos (Atrifos).

A vilagpiac kortlbelll 5 tonna/év (Kina)

ogia és Elelmi: y Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék 4



