A BIOTECHNOLOGIA ALAPJAI



Alapfogalmak

e A biotechnologia definicidja
— Biokémiai, mikrobiologiai és vegyészmeérnoki
ismeretek integralt alkalmazasa; mikroorganizmusok,
novenyi vagy allati szovetek, vagy részeinek
technolodgiai felhasznalasa hasznos termékek
el6allitasa céljabol.
e Tudomanyos integracioja az adott terileten:
— Biologiai tudomanyok: bioldgia, mikrobioldgia,
genetika, biokémia, enzimologia és immunologia
— Meérnoki tudomanyok: Kémia, Vegyipari Mivelettan,
Géptan, Méréstechnika, Iranyitastechnika.



A biotechnoldgia alkalmazasi teruletei

e Qyogyszeripar:
— Antibiotikumok és virus ellenes szerek
— Enzimek, aminosavak, vitaminok, peptidek és szteroidok
el6allitasa
* Elelmiszeripar:
— Kemeényit6k, cukrok
— lllat és szinanyagok
— Sor- és alkoholos italok elGallitasa

* Mez6gazdasag:
— Allat- és névényegészségigy
— Takarmanykiegészit6k
— Vitaminok, adalékanyagok
— Embridmanipuilacié (génsebészet)



A biotechnoldgia alkalmazasi teruletei

* Biometallurgia

— Bioldgiai asvanyfelhasznalas (Meddé kézetek hasznositasa,
amelyek hagyomanyos modon nem dolgozhatdk fel)

* Fermentacio

— Definicidja: Mikroorganizmusok optimalis korilmények melletti
tenyésztése €s metabolitok hasznos metabolitok elGallitasa.

— Alkalmazasa pl.:
» SzOvettenyésztés
* Rogzitett sejtek, enzimek alkalmazasa gyogyszerek stb. el6allitasara

* Vegyipar:
— Etanol, szerves savak, mososzerek, biopolimerek stb. el6allitasa.



Fermentacios eljarasok

Baktériumok, gombak, algak

Anyagcserejuk intenziv

Lehetnek aerobok, anaerobok

ldealis korulmények kdzott szaporodasuk gyors



Bakteriumok

e Osztodassal szaporodnak (20-30 perc)
* Gyakorlati jelent6séglk:

— Ecetsavbaktériumok
— Bélbaktériumok

— Tejsavbaktériumok
— Sugargombak



Gombak

* Penészgombak: szerves tapanyagon 6sszefuggd
bevonatot képez, aerob életm(kodésiek,
savanyu kémhatast kedvelnek, enzimtermelbk
(amilaz, penicillin, citromsav, sajtgyartas)

— TomlOspenészek
— Penicillium fajok

* Eleszt6k: egysejtliek, nem képeznek
gombafonalakat, sarjadzassal szaporodnalk,
gyengén savas tapoldatot kedvelnek (sor és
szeszgyartas, boraszat, kefir készités, laktaz
enzim)



Sejtmukodésuk

Nedvességtartalmuk 70-90 %.

Szarazanyag tartalmuk: fehérjék, szénhidratok,
lipidek.

Novekedeésikhoz, szaporodasukhoz tapanyagot
igényelnek (els6sorban szerves anyag).

A tapanyagokat vizes oldat formajaban veszik fel,
amelyeket enzimek altal katalizalt folyamatokban
hasznositanak.

A lebontas kdzben energia szabadul fel.



A tapoldat

lvoviz mindsegil termeészetes vizek

Szénforras: melasz, cukor, mezbgazdasagi
anyag
Szervetlen vegyuletek: nitrogénforrasok

Szerves anyagok



Az erjedés folyamata

* A mikroorganizmusok névekedési rataja:

X — sejtszam

A — lag periddus, a beoltas utan az uj kérnyezethez térténd alkalmazkodas
B — Gyors ndvekedési szakasz

C — Allandé névekedési, vagy logaritmukis szakasz (log-fazis)

D — Lassu névekedési szakasz

E — Allanddsult allapot, (szaporodas = pusztulas)

F — Elhalasi szakasz
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lpari mikrobiolégiai miveletek
kivitelezése

* A mikrobiologiai iparok termékeinek el8allitasa,
torténjen az enzimek vagy mikroorganizmusok
segitségevel, a kovetkezb részlépések sorozatabal
all:

1. Oltétenyészet készitése

2. Tapoldat készitése

3. Sterilezés

4. Fermentacio levezetése

5. Termékek elkllonitése

6. Termékek tovabbi feldolgozasa



Oltotenyeszet készitése

* Fokozatos méretnoveléssel érik el az izemi fermentor legjobb
kapacitasahozsziikséges mikroorganizmus mennyiséget.

 AKkulon tenyésztést sok esetbenindokolja, hogy mikroorganizmusok
megfeleld novekedéséhez mas kortulmeényekkellenek, mint amelyen
a kivant biokémiai reakcio lejatszodik.

Stritett levegd

Kémcsé  Razott lombikos
tenyészet tenyészet -
(10 ml) (100 ml) Labor fermentoros
tenyészet

(101) Inokulum fermentoros
tenyészet Uzemi fermentor
(2-3 m3) (50-150 m?3)




Tapoldat készitése

* A tapoldat készitése az alapanyagok
elOkészitésébdl, oldasabdl, sziikség szerint
azoldat tisztitasabol és sterilezésébdl, majd a
fermentacio szempontjabol kedvezb

paraméterek (koncentracio, pH, hémeérseéklet)
beallitasabdl all.



Sterilezés

» Sterilezésre elvileg minden olyan behatas
alkalmas, ami a mikrooragnizmusok

pusztulasat okozza, vagy tavoltartja azokat.

* Leggyakrabban alkalmazott sterilezési modok:

— Az él6 szervezetek elpusztitasa, inaktivalasa
vegyszerrel, besugarzassal, h6kezeléssel

— A sejtszerkezet szétroncsolasa er6s
oxidaloszerekkel

— Minden él0 szervezet eltavolitasa fizikai
modszerekkel



A fermentacio levezetése és
termeékelvalasztas

A megfelel6en elbkészitett bioeaktorban a sejtek
mUkodéséhez optimaliskorilmények fenntartasaval
vezetik le a fermentaciot.

A fermentacio levezetése utan a kapott biomasszat fel
kell dolgozni, attol a célterméket el kell kiloniteni.

A feldolgozas maddja fligg attél, hogy a végtermeék a
mikroorganizmuson kivili folyadékfazisban talalhato
(extracellularisan), vagy a hatdanyagot a
mikroorganizmus test tartalmazza (intracellularisan).

Utobbi esetben a sejteket roncsoljak, amely torténhet
fizikai, kémiai-biologiai uton.



A fermentacio levezetése és
termeékelvalasztas — izolalas és dusitas

e Extracellularis hatéanyagtartalom esetén a sejtek
és egyeéb szennyezodesek roncsolas utan pedig a
sejtmaradvanyok szeparaciojara szlresi,
centrifugalasi mliveleteket a kalmaznak.

* Azizolalas és termékdusitas legfontosabb
muveletei: ultraszlrés, mikroszUrés, lecsapas,
adszorpcio fluid rétegen, folyadék-folyadeék-
szilard extrakcio, beparlas és kristalyositas.

e Tisztitasi mGveletek kozul nagy jelent6sége van az

elektroforézis, a dializis és az elektrodializis
modszerének is.




Sorgyartas

A sOr a malata cukrositott vizes kivonatanak szeszes
erjesztésével készllt, komloval izesitett, kis alkoholtartalmu

és viszonylag nagy szarazanyagtartalmu, szénsavdus ital.
Leggyakoribb 6sszetevdi:

— 1,5 - 6 % Etil-alkohol

— 0,25-0,4 % oldott szén-dioxid

— 3-10 % nem illé extrakt anyag (dextrinek, sok, cukrok,

aminosavak, polipeptidek, fehérjék, szinez6 és zamatanyagok)

* Jelentls a tapértéke, 1liter atlagos min8ségl sor megfelel :

— 150g kenyérnek szénhidrattartalmat tekintve.

— 120g tejnek,

— 25g husnak nitrogéntartalmat tekintve.



Gyartasanak technoldgiaja

Malata készitése
sorarpabdl

Erlelés (4szokolas)
Palackozas




Malatagyartas
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e A csiraztatast megel6z6en a sorarpat aztatokadakban 10-
12°C hémeérsékleten vizben 2-3 napig aztatjak. A szemek
44-46% vizet vesznek fel, kiazik a kellemetlen izt ado
csersavak nagyrésze és megindul a magok
élettevékenysége.



Malatagyartas

* A kodvetkez6 fazis a csiraztatas: 5-30°C kozotti
hémérsékleten a magok kicsiraznak és olyan enzimek
keletkezése indul meg, melyeknek hatasara a keményitot
tartalmazo sejtek kozotti vazanyagok feloldodnak, megindul
a tartalék tapanyagok lebontasa és a sejtlégzés. (vilagos
sOr: 6-8 nap)

A malataaszalas a kovetkez6 lépés, melyben a kicsirazott
gabonat 40-45°C-on szaritjak, majd majd magasabb
hémeérsékleten aszaljak. Ekozben enzimatikus folyamatok
|évén iz- és szinezGanyagok keletkeznek.

e Az aszalt malatardl a megszaradt csirat forgd dobokban
letordelik.



Cukrositas vagy cefrézeés

* A megdrolt sbrmalatat vizzel keverik és a kivant enzimes
folyamatok szamara kedvezd kortlmények biztositasaval, a
malataban lévé keményit6t maltozza és dextrinekké, a
fehérjék egy részét pedig aminosavakka és polipeptidekké
alakitjak.
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Cukrositas vagy cefrézeés

A cefrézokadban vizzel elkeverik a sormalatat, azutan a
cefre egy részét a cefrézéustbe szivattyuzzak,
felforraljak, majd visszavezetik a torzscefréhez .

A torzscefre hdmeérséklete 50°C-ra emelkedik. A cefrét
ezen a hémérsékleten pihentetik (~16ra), majd a
muveletet még kétszer ismétlik.

A hOdmérséklet a 2. lépcsbben 60- 65°C-ra,a 3.
lépcsGben 70-75°C-ra emelkedik.

A felhasznalt anyagoktdl (receptura), a cefrézés idejétdl
és hdmeérseékletétdl fligg a sor szine és testessége,
tovabba meghatarozhato vele a lehetséges
alkoholtartalom.



Szlrés és komloforralas

* A cefre ezutan sz(ir6kadakba keril, ahol az édes sorlé elvalik a
torkolytél. Miutan a szinlé lefolyt, forro vizet permeteznek a
torkolyre, hogy kinyerjék a még benne lévé extraktot.

A koml6f6zéshez a szlr6bol a szlirletet a f6zOUstbe vezetik, majd
atlagosan 1hl s6rre szamolva 0,1-0,17kg komlot adnak hozza,
ezutan felfézik. A f6zés utan kapjuk a sorlét.




SORFOZES
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Erjesztés

e Aleh(tott komldzott sorlébe
specialis sorélesztd kerdil.

* Ez beinditja az erjedést, amely
szabalyozott h6mérsékleten zajlik.
Ennek soran a sorélesztd alkoholla
és széndioxidda alakitja a sorlé
cukortartalmat.

* A gyakran betonbdl készult
erjesztbkadakat paraffinszurok
védoréteggel vonjak be, azonban
alkalmaznak aluminium, vas és
zomancozott kadakat is.




Erlelés

* Az erjesztésbdl kikerult sor (ficko) kellemetlen iz(i, zavaros
folyadék, ezér hordokban nyomas alatt 1-2 honapon at, O-
3°C hémérseékleten érlelik.

* |lyen korulméynek kdzott lassu utderjedés jatszodik le, a sor
kitisztul, kialakul végsé allaga és telitédik szén-dioxiddal.

e A kész sor nyomas alatt szilrik majd szénsavdus tiszta
tartalyokba toltik.




FRJESZTES
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Csomagolas

* Alehet6 leggyorsabban csomagoljak a kész sort.

* Nagy kapacitasu gépsorokon horddkba, livegekbe, illetve
dobozokba toltik a sort.

e A doboz- és hordotoltés elbtt pasztorizaljak a sort, hogy minél
tovabb megdrizze minGségét. A palackos soroknél is elvégzik ezt a
mUveletet, de mar akkor, amikor a sor az tivegbe kerdiilt.




A CSOMAGOLAS
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Antibiotikumok eloallitasa



Az antibiotikum fogalma

* Antibiotikumnak tekintiink minden olyan anyagot,
melyek él6 organizmusok termékei (mikro- és
makroorganizmusok, ill. prokariotak és eukariotak,
beleértve tehat a magasabb rendi nbvényeket és az
dllati organizmusokat is), melyek biokémiai
mechanizmuson keresztiil gatoljak (befolydsoljagk) mas
élé szervezetek (pl.: virusok, raksejtek, névenyek.)
novekedéset.

e Az antibiotikumok kutatasa kozel 150 évre vezethet6
viszza, PASTEUR és kortarsai mar megfigyelték a
kildnb6z6 mikroorganizmusok - gombak és
baktériumok - kozotti kolcsonods gatldhatasat az un.
antagonizmus jelenséget.



Az antibiotikumok nagy szama

A leghiresebb felfedezés 1928-ban esett, amikor FLEMING
észrevette, hogy egy penészgomba (Penicillium notatum)
baktéeriumolé hatassal bir.

Napainkban a legfontosabb antibiotikumforrasok,
amelyekbdl a forgalmazott gyogyszerek hatdanyagait
nyerik:

— Sugargombak

— Mikroszkopikus gombak

— Baktériumok

Napjainkban a fenti harom mikroorganizmus csalad

segitségével elGallitott ismert antibiotikumok szama
~12000.

Napjainkban egy Uj antibiotikum bevezetése kb. 10 évi
munkaba és 50-100 millié dollarba kerul.



Mikroorganizmus
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Penicillinek

A penicillin egyike a ma legtobbet hasznalt
antibiotikumoknak. A penicillin név
valdjaban egy vegylletcsoportot jeldl,
melynek alapvaza egységes, eltérés egyedil
az ,R” szubsztituensben lehetséges:

amoxicillin
ampicillin

R csoport Készitmeény
szerkezete neve

methicillin metampicillin




A penicillin gyartasa

Gyartasi célra csak a Penicillium notatum ujabban Penicillium chrysogenum képes
A gyartasi célra kivalasztott torzset liofilizalva szaritjak és fagyasztva taroljak.

A tapoldat dsszetétele a gyartas soran nemcsak a termelés mennyiségére van
hatassal, hanem tobbé kevésbé meghatarozza azt is, hogy melyik penicillin
keletkezik.

A gyakorlati szempontbdl legfontosabb G-penicillin (R=benzil) gyartasanal a
tapoldatot az alabbiakbdl allitjak ossze: Laktoz (3-4%), kukoricalekvar (3-4%),
glikdz (1%), kalium-dihidrogénfoszfat (kb. 0.4%) és kalcium-karbonat (kb. 1%).
A tapoldat pH értéke 5.5 - 6 kozott ingadozhat (ez a legkedvez6bb a penész
szaporodasahoz).

A termel6 fermentorba steril tiszta leveg6t vezetnek be, az atlagos
levegGszikséglet 0,5-1 liter leveg6/liter tapoldat/perc.

A termelés héfokoptimuma 25°C, ezt max. 2 fok eltéréssel tartani kell.
A fermentacié id6tartama ~4006ra.



A penicillin gyartasa

A fermentacio levezetése utan a végtermeéket
legtobbszor alacsony hémeérsékletld (bomlas
visszaszoritasa miatt) folyadék-folyadék extrakciéval
szeparaljak: A penicillint a vizes oldatbdl szerves fazisba
viszik at.

* A nyersterméket tobbszori atkristalyositassal tisztitjak.

* Sajnos a természetes penicillinekkel szemen tébb olyan
probléma mertlt fel, amely alkalmazasi korlatokat

szabott, azonban ezek a problémak vetették meg a
félszintetikus penicillinek kifejlesztésének alapjait.
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Félszintetikus penicillinek

* Atermészetes penicillinekkel gyégyaszati alkalmazasa soran
a kovetkez6 problémak mertltek fel:
— Sz(k antibiotikus spektrum, csak Gramm-pozitiv sejtekre
gyakorol hatast.
— A G-penicillin alkali sok savérzékenyek , szajon at nem
szedhetok.
— Allergén hatasok, melyeket antihisztaminokkal sem sikerult
kikliszobdlni
— A kérokozok penicillinekkel szemben kialakult rezisztencidja
* A félszintetikus penicillinek azon antibiotikumok, melyek
hatdéanyaganak el6allitasanal, az alapmolekulat
mikroorganizmus allitja el8, azonban ehhez szintetikus uton
olyan oldallancot kapcsolnak, amelyekre fermentacios uton
nem nincs lehetdség.



