1. Nukleotidok (nukleozidok) eloallitasa

A nukleotidok az aminosavakhoz és a szerves savakhoz hasonldéan elsddleges anyagcse-
retermékek, kulcsfontossagi metabolitok a sejtek életfolyamataiban. Ipari fontossdga az aldb-
bi négy purin nukleotidnak van:

1. dbra: A purin-nukleotidok szerkezete

Nukleotid R R> Elofordulas
5’-AMP —NH» -H
5’-GMP —OH —NH> DNS, RNS
>'-IMP —OH —H Intermedierek
5’-XMP —OH —OH

1. tabldzat A purin-nukleotidok szubsztituensei

1.1. A nukleotidok felhasznalasa

Izjavito, izfokozd szerek

A nétrium-glutamét és az 5-ribonukleotidok
egylitt egy erds, gazdag izérzést okoznak, ez az umami,
vagy 0todik iz, amelyet az emberi nyelven 1évd G-prote-
infiiggd heterodimer T1R1/T1R3 receptorok kozvetite-
nek. A nukleotidok fokozzak az izleldbimbok reagéldsat
az L-glutamatra, ezzel magyardzhat6 az aminosav és a
nukleotidok szinergikus hatdsa. Az 5’-GMP-nek, az 5’-
IMP-nek és az 5’-XMP-nek natrium-glutamattal kombi-
nalva mér nagyon kis mennyiségben (0,005 - 0,01%) is
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2. dbra Guanin, inozin és Na-glutamdt az ételizesitokben



erdteljes izfokozo6 hatdsa van.

Japanban a XVII. szdzad 6ta haszndljak az Gn. umami izl ételizesitoket (erjesztett, hid-
rolizalt sz6ja és egyéb termékek, benniik glutaminsav €s mds izanyagok keletkeznek).

Ezeket az izesitd kombindcidkat a feldolgozott élelmiszerek széles skédldjanal, levesek-
nél, martdsokndl hasznéljak.

Gyogyszerek

Szarmazékaik antibiotikumok, citosztatikumok mellett alkalmazhatok, igy a nukleinsav-
szintézis soran fejtik ki hatdsukat, antimetabolitként (8-azaguanin). Megtaldlhatéak ezen kiviil
virusok reprodukcidjit gatld szerekben (ribavirin, acyclovir), valamint szivgyogyszerekben,
izomerdsitokben is.

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

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

2. tdbldzat: Nukleotidok felhaszndldsa

1.2. A nukleotidok gyartasa

Az nukleotidok ipari 1€ptékil gydartdsa két tton valdsithaté meg. Az egyik ut az RNS ki-
vondsa valamilyen biomasszibol, majd lebontdsa hidrolizissel mononukleotidokig; a masik
pedig a de novo fermentacios eljaras.

Az ipari RNS hidrolizis és direkt fermentécids technoldgia kialakitdsa 1959-1961-re te-
hetd. Az Ajinomoto vdllalat 1960-as alapitidsa 6ta gyart ételizesitoként haszndlt nukleotid-
szarmazékokat (natrium-inozindt és natrium-ribonukleotid); a szintén japan Kyowa Hakko
véllalat 1966-ban alapitotta élelmiszer adalékokat gyarté részlegét, mely azota is termel jel-
legzetes, umami izl ételizesitoket.

1.2.1. Az RNS enzimes hidrolizise

Kézenfekvd gondolat, hogy valamilyen természetes sejttomegbdl vonjuk ki a RNS-t, és
ennek hidrolizisével allitsuk el6 a mononukleotidokat. Az Osszetett szervezetek (ndvények, 4l-
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 tabldzat. Erdemes Gsszevetni az egysejtfehérje (SCP) termelésnél vizsgalt
osszetételekkel. Anndl a technoldgidandl a nagy nukleinsav tartalom hétrany volt, itt viszont
éppen ez a cél.



DNS-tartalom (%) RNS-tartalom (%)*
Baktérium 0,37-4,5 5-25
Eleszté 0,03-0,5 2,5-15
Penész 0,15-33 0,7 -28

3. tdbldzat: Mikroorganizmusok nukleinsav tartalma
*: a jelzett RNS-tartalom 5%-a mRNS, 10-15%-a tRNS, 75-80%-a rRNS

Lathatd, hogy a baktériumok tartalmazzédk a legtobb nukleinsavat, de az apré sejtméret
miatt a fermentlé biomassza tartalma sokkal kisebb, mint az élesztoknél. Ezért élesztOket
(Candida, Saccharomyces, Pichia) alkalmaznak a technoldgidkban.

1.2.1.1. Nagy RNS-tartalmii éleszto elddllitdsa

Az élesztésejtekben joval nagyobb mennyiségii RNS taldlhatd, mint DNS, mert nem-
csak az informaciddtvitel a feladatuk, hanem szerkezeti anyagokként is funkcionélnak. A fo-
lyamat célja a ,klasszikus” SCP-gyartdssal ellentétben olyan sejttomeg eldallitdsa, melynek
nagy a nukleinsav-tartalma. Ennek eléréséhez nem sziikséges a genetikat befolyésolni, csak a
célnak megfeleld, nagy RNS-tartalmu torzseket kell kivdlasztani. A Candida utilis és a
Saccharomyces cerevisiae jOl ismert, konnyen kezelhetd torzsek, hasznalatuk élelmiszerekben
is engedélyezett, szaporitasuk, izoldlasuk viszonylag egyszerti. A maximalis RNS-tartalom el-
éréséhez figyelembe kell venni, hogy:

- a maximadlis szaporoddsi sebességhez tartozik a maximalis fehérjeszintézis. Ez az ex-
ponencidlis fazisban 4ll fenn, tehat a sejteket ebbdl a szakaszbdl célszerli elvenni, en-
nek is a végén, amikor mar nagy a sejtkoncentracié. A szakaszos fermentacié produk-
tivitdsa viszont gyenge, ezért érdemes mds technikat alkalmazni. Félfolytonos, vagy
folytonos fermentacidval tobb biomasszat kaphatunk. A kemosztatot viszont nem lehet
a Umax-ndl tizemeltetni, csak szubsztrdt limitben. Eszerint a higitdsi sebességet a HUmax
alatt nem sokkal kell bedllitani. Folytonos technolégidval melasz, vagy szulfit-szenny-
lug szénforrdson 35 g/l SCP koncentréicio érhetd el, 10-15% RNS-tartalommal.

- azintenziv fehérjeszintézishez a C/N aranyt célszerii alacsonyan tartani,

- a Zn* ion jelenléte is befolydsolé paraméter, ha az egyéb komponensekkel bevitt
koncentracié nem éri el a 0,25 ppm-et, akkor adagoldssal ki kell egésziteni.

1.2.1.2. Az RNS kivondsa

A nukleinsavak fehérjéknél nagyobb stabilitdsa kihasznédlhaté a nagy RNS-tartalmu
élesztd nukleinsav-tartalmanak kinyerése soran. Tomény, 5-20%-os NaOH-oldattal, 100°C
homérsékleten, 8 6ran at tartd forrd ligos f6zéssel a nukleinsavak elérhetové valnak. A DNS
bomlékonyabb, mint az RNS, igy az nagyobb mértékben bomlik a folyamat soran.

Sejtfeltards sordn a sejtek fehérjéi tonkre mennek, az RNS-tartalom natriumsé forméja-
ban feloldédik, mert megsziinik a riboszomdk kompakt szerkezete. A sejtfalmaradvanyok
centrifugaléssal elkiilonithetdk, majd a ribonukleinsavak savas kdzegben (s6sav) szelektiv ki-
csapassal elvalaszthatok. Etilalkoholos mosdssal, majd szaritassal juthatunk az RNS-hez.

1.2.1.3. Enzimes hidrolizis (enzimtermelés, kinyerés)

A kinyert RNS-bdl a nukleotidokat enzimes hidrolizissel éllithatjuk eld. A folyamatok
az RNS molekula hidrolizisével indulnak, melyben exo- €s endonukledzok egyarint részt
vesznek (A és B). A lancon beliil hasité endoenzim oligonukleotidokat eredményez, az 5° vé-
gen foszfatcsoporttal. A folyamatok az RNS molekula hidrolizisével indulnak, melyben exo-
és endonukledzok egyarant részt vesznek (A és B). A lancon beliil hasité6 endoenzim oligo-
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3. dbra Az RNS hidrolizis enzimjei

nukleotidokat eredményez, az 5’ végen foszfatcsoporttal. Ezeket az oligonukleotidokat tovéab-
bi 1épésekben végiil mononukleotidokka hidrolizéljdk (B). A vegyes enzim prepardtumok elo-
allitdshoz olyan mikroba torzseket (Penicillium citrinum, Streptomyces aureus) érdemes va-
lasztani, amelyekben az A-D enzimek domindlnak.

Az RNS molekula bazisosszetételétdl fiiggd ardnyban purin- és pirimidin-nukleotidok
képzddnek. Ezeket ioncserélon vagy metanolos frakciondlt kicsapdssal lehet szétvdlasztani.
Az IMP kialakitdsdhoz az AMP molekuldkat Aspergillus oryzae enzimmel dezaminaljdk (D).
Az 5’-mononukleotid-foszfatok bomlédsit nukleozidokké (E) a foszfatdz enzim gatldsaval aka-
dalyozzdk meg (a folyamat hdmérsékletén, azaz 65 °C-on a foszfatdz enzim inaktivalédik, ho-
mérsékleti optimuma csak 45°C).

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

1.2.2. De novo fermentdcio

A masik lehetdség a nukleotidok vagy nukleozidok kozvetlen fermentdcids eldallitasa.
Nukleozidok termelése esetén a foszforilezést a fermentacié utan kell elvégezni, ez megoldha-
t6 kémiai uton (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
modern anyagcseremérnokség modszereit. Ehhez elobb meg kell vizsgdlnunk a bioszintézis
utak és a szabdlyozasi mechanizmusok térképét. Mivel az élelmiszeripar a purinvazas nukleo-
tidokat igényli, ezért ezek képzddésére koncentrdlunk. A purinvéazak felépitése egyszeri me-
tabolitokbdl (pl.: glicin, fumdrsav) indul ki. Innen egy tizlépéses folyamat vezet az IMP-mole-
kuldkhoz, melyek AMP-vé vagy GMP-vé alakulhatnak. Az IMP szintézisében hat enzim vesz
részt, melyek koziil harom tobbfunkcids, tobb reakcidt is katalizalhat. A purinvdz kialakuldsé-
hoz a szintézisbe belépd aminosavak jarulnak hozza, egy-egy tjabb csoport hozzaadédsaval.
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4. 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

Az IMP, AMP, GMP, XMP metabolitok bioszintézisének szabdlyozdsa dsszetett, tobb-
szintll feed back inhibicié. A tidltermelés megakadalyozdsaban nem csak a végtermékek, ha-
nem az eléttiik 1évo intermedier is részt vesz.

Az anyagcseremérnokség célja, hogy a sejt dltal termelt utolsé intermedier az IMP le-
gyen, a tovabbi anyagcsereutakat elzarjak, valamint a feed back szabalyozasokat is kiiktassdak.
A szabdlyozasi térképen lathatd, hogy az IMP utdni metabolitoknak van szabdlyozé szerepe.
Ha viszont az IMP-t nem engedjiik tovabb alakulni, akkor nem képzddnek szabalyoz6 hatdsu
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 taptalajba. Célszertii ,,szivarg6é” (leaky) mutansokat izoldlni,
amelyekben csokkent aktivitdssal termelik az AMP-t és GMP-t, igy ezeket a tdpanyagokat
mégsem kell beadagolni.

Mutacids beavatkozasok IMP- és XMP-termel0 torzseknél

Az inozin—monofoszfit (IMP) és a xantozin—monofoszfat (XMP) eldallitdsa ugyanazon
az utvonalon torténik. A klasszikus mutdciés anyagcseremérnokséggel iranyithatjuk a meta-
bolikus fluxust: a megfeleld anyagcsereutak blokkoldsaval (11 ill. 14) és az AMP ill. GMP
koncentracié alacsony értéken tartdsdval elérhetd, hogy a folyamatok a megfeleld irdnyban
menjenek végbe.
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5. dbra IMP és XMP elodllitdsa anyagcsere mérnoki beavatkozdsokkal

Annak érdekében, hogy az AMP ill. GMP képzddés ne fogyassza az intermediereket,
auxotréf mutdnsokat hoznak létre, amelyekben a 11 ill. 14 jelzéstu 1é€pések nem mikodnek. A
két nukleotid hidnydban viszont fontos, hogy a fermentécids tapoldat nukleotidokat tartalmaz-
zon. Megfeleld komponens pl. az élesztOkivonat vagy a huskivonat (de a kukoricalekvar pl.
nem j0).

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

A létrehozott torzsek mutacids jellemzoi:

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 auxo-
trof tulajdonsagiak. + AMP kis koncentracidban sziikséges (az érintetlen GMP szintézis
termeli a GMP-t, de a sejt sajat szabdlyozdsa miatt lecsokken az IMP — XMP atalakitas
katalizisét végz6 enzim aktivitdsa, ez alacsonyan tartja a koncentraciot).

A sejt citoplazma membrénja permedbilis 5°-IMP-re, a termék extracelluldaris.

Torzs, mutans neve Genetikai azonositd 5’-IMP hozam (g/1)
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

2. 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 fermentéci6 soran lényeges a megfeleld foszfat, Mg- €s Mn-koncentraciok bedllitdsa.

Az anyagcsereutak médositdsandl eddig nem foglalkoztunk a termékek, a nukleotidok tovabb-
alakulasanak lehetdségével. A bontdsi ttvonal a hipoxantinon keresztiil a higysavhoz vezet
(6. dbra). Ennek kovetkeztében a termelddd IMP egy része hipoxantinnd alakul. Ez azért nem

okoz kiilondsebb problémat, mert iddvel a reakcié megfordul, és a hipoxantin visszaalakul
IMP-vé.
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6. dbra A purinvdzas vegyiiletek lebontdsi iitvonala

A fermentéci6 els6 2-3 napjan megfigyelhetd a hipoxantin-képzddés, de ez a tovabbiak-
ban megsziinik.
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7. dbra B. ammoniagenes KY 13102 torzzsel végzett 5°-IMP fermentdcio lefutdsa

A fermentécids technoldgidban szokatlan jelenség, hogy a folyamat induldsdndl nem
savtermelés észlelhetd, hanem a pH emelkedése, ami azutdn az exponencidlis fazis utdn
visszatér a semleges értékre.
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8. dbra pH-vdltozds az IMP fermentdcié sordn

A klasszikus mutaciéos mddszerek mellett a modern genetikai médszereket is bevetették
a torzsjavitas érdekében. A vizsgilt organizmusok kozé bevették az E. coli-t is. Az enzimek
kiejtése mellett gyakran épitették be a dereguldlt prométereket, amelyek egész enzimcsopor-
tok termelését tették konstitutivva. Mindezzel egyiitt ezek a torzsek sem tudtdk meghaladni a
40 g/1 termékkoncentraciét. Az eldnylik abban nyilvanul, hogy ezt fele annyi id6 alatt, 3-4 nap
alatt termelik meg.

1.3. ATP-szintézis

Az ATP-t torténetileg elobb szervextrakcidval, 16izombdl allitottdk eld, de fél évszazada
mar biokémiai dton gyartjak. Ezt az eljardst magyar kutat6, 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 eljaréas 1ényege az, hogy a glikolizis ATP-t fogyasztd 1épéseit atugorjak, és csak a
reakciosor mésodik felét, az ATP termeld 1€péseket miikodtetik. Ezt gy valdsitjak meg, hogy
a glikolizis egy koztitermékét, a fruktdz-1,6-biszfoszfatot €s adenozint adagolnak az éleszto-
sejteknek (Saccharomyces cerevisiae). Ezzel kozel 100%-os P/O hanyados érhetd el. A
szubsztratokat szintetikusan allitjdk eld. Az élesztd tovabbi €letfolyamatait igyekeznek ledlli-
tani, anaerob koriilmények kozott, nyugvo sejtekkel végzik a konverziét.

NH;

élesztd
+ fruktéz-1,6-P ———m— AMP ———3= ADP ——3» ATP
Mg

9. dbra Ipari ATP elddllitds élesztével



Jelenleg a vilag termelése évente koriilbeliil 5 tonna, tilnyomé részét a Ganti eljaras
alapjan Kinaban 4llitjdk elo, egy 300 literes, immobilizalt élesztd sejteket tartalmazé reaktor-

ban.
Biokémiai reakcidkban koszubsztratként alkalmazzak, de gyogyszerként, szivizom-ero-

sitoként is haszndlatos (Atrifos, Reanal).
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10. dbra ATP anyagcsere a glikolizis folyamatdban



