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3. Aminosavak gyartasa

ia és Elelmi any Tanszék

Az aminosavak felhasznalasa

natrium-glutamat - izfokoz6 (Delikat, Vegeta)
lizin, metionin, treonin, triptofan —

takarmany- és élelmiszerkiegészit
aszparaginsav és fenilalanin -

aszpartam édesitészer gyartasahoz

cisztein és triptofan — antioxidans

(gyumaolcslé, tejpor)
tapszerek, infuzids oldatok,
gyégyszerek

ia és Elelmi any Tanszék

Liebig minimumtérvénye

Justus von Liebig (1873):
ha egyetlen tapanyagkom-
ponensbél is hiany van, a
névények ndvekedése kor-
latozott, még akkor is, ha
az @sszes tobbi tapanyag
megfelelé mennyiségben
jelen van. A névények né-
vekedése akkor fokozédik,
ha a hianyos tapanyagot
hozzaadjuk.

JUSTUS VON LIEBIG 1803 - 1873

3

Biotechnolégia és Elelmi domany Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék



Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA 3. fejezet: Aminosavak
Biomérnoki BSc

Tap(lalék)kiegészités

Ugyanez igaz az allati takarmanyozasra is:

<Unbalanced barrel>

By adding
Amino [yslnde, whl;ch
acids that N ) tends to be
cannot be <Barrel with added lysine>  lackingin
used feed, all other
i amino acids
effectively canbo lied

effectively.

\

When animals are given feeds that ~ <
are deficient in even one of the amino ~
acids needed, the body cannot N
effectively use the other amino acids R
and they will be excreted.

. Methionine+ Cysteine

v
\

Tap(lalék)kiegészités

A névényi eredetli (gabona) takarmany nem teljes értéki
fehérje — esszencialis aminosavakbol kevés van benne. A
hasznosulast mindig a legkisebb mennyiségben jelenlévé
szabja meg (limitalé szubsztrat).
A teljes értéki fehérje (halliszt, tejfehérje, széja) draga és
kevés van bel6le —

a ndvényit kell aminosavakkal kiegésziteni.

5

BME Alkalmazott Bi 6gia és Elelmi iny Tanszék

Aminosavak eldallitasa

Fehérje-hidrolizatumokbdl: cisztein, leucin, aszparaginsav,
tirozin, glutaminsav

Kémiai szintézissel: metionin, glicin, alanin, triptofan
(reszolvalas sziikséges)

Biotechnoldgiai uton:

— Direkt fermentaciéval: vad térzs, auxotréf és regula-
tor-mutans valtozatait haszndljak pl: glutaminsav,
lizin

— Prekurzor addiciés eljarassal: + olyan vegyilet, ame-
lyet beépitve kdnnyen el tud llitani aminosavat

— Enzimes, sejtes biotranszformaciéval: egyetlen bio-
kémiai lépés

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék
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Az aminosavgyartas térténete

1909: natrium-glutamat sikér, illetve széja hidrolizisével
(Ajinomoto, Japan)
1957: glutaminsav és nukleotidok fermentécidja
Corynebacterium glutamicum térzzsel (Kinoshita, Japan)
1981: a vilagon 6sszesen 365.000 t aminosavat allitottak el
1998: évi 1,5 millié tonna = 1,7 milliard USD
A 17 nagy gyart6 cégbdl 13 japan tulajdona.
2006-2007: az Ajinomoto a piac 60%-at uralja
az éves nettd eladas ~10 mrd USD
23 orszagban 121 gyar 30000 munkahely
Magyarorszagon is: Evonik (Degussa), Kaba, 40.000 t/év
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3. fejezet: Aminosavak

. 7 7 z
Az aminosavgyartas megoszlasa (2006)
Mennyiség t/év Aminosav Alkalmazott eljards Felhaszndlds
1.000.000 |L-G Fer Izfoko
350.000 |L-Lizin Fermentdcié Tak kiegészitd
350.000 |D,L-Metioni Kémiai Tak ki
75.000 |L-Treonin Fermenticio Tak kiegészitd
10.000 |L-Asparaginsav |Enzimes konverzi6 Aszpartdim
10.000 |L-Feni Fer i Aszpartim
10.000 |Glicin Kémiai szintézis Tiépl.kiegészitd, édesitdszer
3.000 |L-Cisztein Cisztin-redukci Tépl kiegészit, gyogyaszat
1.000 |L-Arginin Fermentdci6, extrakcié Gy6gyszergydrtis
500 |L-Leucin Fermentdci6, extrakcié Gyo6gyszergydrtds
500 |L-Valin Fermentdci6, extrakcié Gy6gyszergydrtds
300 |L-Triptofin Nyugvésejtes konverzié | Gy6gyszergydrtis
300 |L-Izoleucin Fermenticio Gyobgyszergydrtds
BME Alkalmazott Bi ogia és E dny Tanszék 8
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Anyagcsere mérndkség — metabolic engineering

A primer metabolitok eléallitasanal a génallomanyt gy
valtoztatjak meg, hogy:

1. A bioszintézis Ut elagazasait lezarjak, ezaltal min-
den anyag a céltermék iranyaba aramlik (auxotréf
mutansok)

2. A terméket tovabbalakitoé reakcidlépéseket eliminal-
jak (auxotréf mutansok).

Ha ezek létfontossagl molekulak eléallitasat érintik, ak-
kor leaky (szivargd) mutansok, vagy tapoldatkiegészités

3. Felfiggesztik a tultermelést megakadalyozé mecha-
nizmusokat (antimetabolit rezisztens mutansok)
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3. fejezet: Aminosavak

Anyagcsere mérndkség — metabolic engineering
glikkoz

Koztitermek-1

Koztitermék-2
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Melléktermék Céltermék --——— a
Melléktermékek Bomlastermek

ia és Elelmi dny Tanszék
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Ipari mutans torzsek jellemzdi
AS Torzs Genetikai jellemzok Kihoz | C-forras
(€1))
Arg | Brevibacterium flavum | Gua-, Ta" 35 | Gliikéz
25 | Ecetsav
Glu | Corynebacterium Vad torzs >100 | Gliikkéz
glutamicum
Brevibacterium flavum 98 | Ecetsav
Arthobacter paraffineus 82 | n-paraffin
Lys | Corynebacterium Honr, Leu-, AEC" 39 | Gliikkéz
glutamicum
Brevibacterium flavum | AEC* 57 | Szacharéz
Brevibacterium flavum | Hom, .., Thr 75 | Ecetsav
Trp | Corynebacterium Phe, Tyr, SMTrp’, 6FTrp® 12 | Gliik6z
glutamicum
BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 12
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Tipikus fermentacids technolégia

A fermentéacio:

Nagy, leveg6ztetett fermentorok (50 - 500 m3)
Rataplalasos technolégia

pH szabalyozas (karbamid, amménia)

Steril kérilmények

Fagok elleni védekezés

AS feldolgozés jellemz& miiveletei: izoelektromos ponton
térténd kicsapas, ioncserés adszorpcio, elektrodializis,
szerves oldoszeres extrakcio
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3. fejezet: Aminosavak

GLUTAMINSAV
(Glu) ELOALLITASA

oH Osszetevik: étkezési s6,
201dségszéritményok 15,5%

(sérgarépa, paszternak, burgonya,

voréshagyma, zeller,

Ppetrezselyemzild), izfokozok

(mononétrium-glutamat,

|| dinétrium-inozinat), cukor, fiiszerek,
kukoricakeményitd, szinezék

CH—C —C —C—OH & (riboftavin).

- 100 g termék 4tlagosan tartalmaz:
energia 697 kJ/164 kcal, zsir <0,5 g,
amelyhdl: telitett zsirsavak 0,2 g,
szénhidrat 32 g, amelybél: cukrok 22 g,
fehérie 8,5 g, 56 56,9 .

-
sl BME Alkalmazott Biotech

A fermentéaciét Corynebacterium glutamicum térzzsel
valdsitotték meg el6szor (1957)
Ez egy Gram+, nem spéras, nem csillés térzs

i g —
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GLUTAMINSAV
A késébbiekben

» Brevibacterium spp.
» Microbacterium spp

Ezek jellemzéen: - Gram

- biotin

(Glu) ELOALLITASA

» Corynebacterium spp. (C. glutamicum; C. lilum)

(B. divericartum: B. alanicum)
. (M. flavum var. glutamicum)

> Arthrobacter spp. (A. globiformis; A. aminofaciens)

pozitiv,

- nem mozgékony,

-igényes torzsek,

- az a-ketoglutarat-dehidrogenaz aktivi-
tasuk kicsi, vagy hianyzik

BME Alkalmazott Bi 6gia és Elelmi iny Tanszék

3. fejezet: Aminosavak

Az aKGS a citratkérben ke

Ha sokat elvesziink, nem
vissza kell pétolni az elvett

BME Alkalmazott Bi

BIOSZINTEZIS

A bioszintézis kulcslépése egy reduktiv aminalas:

a-keto-glutarsav +NH;z + NADH, —
- glutaminsav + H,O + NAD

letkezik, onnan kell elvonni.

zarul korfolyamat — valahogyan
intermediereket - anaplerotikus

(feltdltd) utak: piruvatbdl oxalacetatot termelnek. Nem al-
talanos, de a Corynebacterium-oknal és a Brevibacterium-
oknal mikodik.

ia és Elelmi dny Tanszék v

Glucose

|

1
! )Phosphuenol pyruvate

@
Pyruvate

(4
Acetyl-CoA

Figure 1. Regulation of L-glutamic acid biosynthesis in
Corynebacterium glutamicum (5). Regulatory enzymes:
1, phosphoenolpyruvate carboxylase: 2, pyruvate Ki-
nase; 3, pyruvate carboxylase; 4, pyruvate dehydroge-
nase; 5, citrate synthetase: 6, aconitase; 7, isocitrate de-
hydrogenase: 8, L-glutamate dehydrogenase: 9,
a-ketoglutarate dehydrogenase; 10, isocitrate lyase; 11,
malate synthetase
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A BIOTIN SZEREPE

A torzs biotint igényel a szaporodashoz.
Masfeldl a biotin koncentracidja befolyasolja a sejt citoplaz-
ma-membranjanak permeabilitasat: magas biotin szint mel-
lett a termelt glutaminsav a sejtben marad és feedback in-
hibicio 1ép fel, ami lefékezi a szintézist, valamint tejsav kép-
z6dik.
Az optimalis koncentracié alacsony, 3 - 5 ug/l.
A melaszban t6ébb a biotin, ezt ellenstlyozni lehet:
- nemionos detergensek (Tween) (sejtmembran)
- telitetlen zsirsav csokkentés (sejtmembran)
- penicillin adagolas (sejtfal)

ia és Elelmi iny Tanszék 1

3. fejezet: Aminosavak

A FERMENTACIOS TECHNOLOGIA

A C-forrés lehet szachar6z (melasz), glikéz, ecetsav, eta-
nol, n-paraffin. Osszesen ~16% cukor, rataplalasos
technolégia, adagolas 36 6ra utan.

N-forrds: ammaéniumsoék, késébb ammoénia gaz (pH szaba-
lyozashoz). Rataplalassal kell adagolni, mert a tal sok N
elviszi a folyamatot a glutamin (GIn) termelés iranyaba

pH: 7-8, T = 30-32 °C, 14 6ra utan felemelik 38-ra;t =72 h
Kofaktorként: Fe2+, K+, Mn2+ szilkséges

Biotin koncentracié: 2,5-3,5 pg/l

Konverzi6: 50-60 %

Kétlépcsds folytonos technolégiat is kidolgoztak

20
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A FELDOLGOZAS MENETE

Afermentlé feldolgozasa
két szakaszra bonthaté.
Elébb a kristalyos gluta-

minsavat a’.”l’t]a’.k eIc'S, [ Sejtek elvalasztasa | |Na-Glu anyalug
majd ezt Na-glutamatta
alakit]a’.k [ Beparlas | | kénsav |

ayartas

Mindkét folyamat kulcs-
|épése a beparlas, majd
kristalyositas. A kénsav
visszaszorita a Glu

Kristalyositas
Elvalasztas

oldhatésaga romlik, job-
ban kristalyosithat6.

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudominy Tanszék 2

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék



Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA 3. fejezet: Aminosavak
Biomérnoki BSc

A FELDOLGOZAS MENETE

______________________
e I
A kristélyos glutaminsavat
natrium hidroxiddal feloldjak

és kozombositik. Aktiv sze- T
nes tisztitas utan bekoncent- !
raljak és kikristalyositjak. A
kristalyositas anyalugjat Bepiriés
visszaviszik a glutaminsav i
feldolgozas folya?natéba.

Elvél;sztés }—»[ Na-Glu anyalig

Sziirlet

Na-Glu termék M

H

-
uii BME Alkalmazott Biotechr

Lizin (Lys)

OH

O—=cC

| H Hy Hy Hp
CH—C —G —C —C —NH,

NH,

23
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A lizin felhasznéalasa takarmanyokban
A gabona alap( takarmanyok felt(ing- | Tapanyag/ fLiin (%)
ények lizinben kanminy
en szegenye . Kukorica 0.21
o ) | L Zab 0.5
Lizin (+ Met, Thr és Trp) hozzdadasa- R o
val fehérie és szénhidrat tartalmuk |“*° :
sokkal jobban hasznosul. Biiza 0.6
Széja 2.9
A lizin termelés nyereségessége min- | Eleszts 34
dig fligg a sz6jadara aktudlis aratél. Tejpor 25
Husliszt 2.6
BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 2
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Bioszintézis

A lizin kétféle anyagcserelton képzddhet, mindkettd aszpa-
raginsavbél indul:

» Diamino-pimelinsav Gt
» Aszparaginsav-szemialdehid ut

A Corynebacterium és Brevibacterium torzsek ez utébbi
utat hasznaljak. Anyagcsere-mérndkileg a kdvetkezd muta-
ciés valtozasokat hozték létre:

Hom- illetve Hom'eaky, Met-, Thr- auxotréfia, illetve

AECF és ML' regulaciés mutansok

Egyes organizmusokban a lizin dekarboxilezéssel kadave-
rinné alakul, de ezekbdl a baktériumokbdl ez hianyzik.

BME Alkalmazott Bi 6gia és Elelmi iny Tanszék »

3. fejezet: Aminosavak

valtozasok a
bioszintézisben L

Aspartate 4-phosphate

Aspartate 4-semialdehyde

Mutacidés Lo EEL B

Homoserine
2,3-Dihydrocipicolinate \ HSK
e Homoserine #-phosphate
...... o 1]

Threonine

Alfects amount
of activity

e S-Adenosylmethionine

BME Alkalmazott Bi 6gia és Elelmi iny Tanszék

Aspartate

VB

Aspartate 1-phosphate

Aspartate 4-semialdehyde
/_[ ‘.\
- r'd

Homoserine
2.3-Dihydrodipicolinate \
e

Homoserine 4-phosphate
i

cis] A5l
Affects amount
of activity

\ $-Adenosylmethionine
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Fermentacios technolégia

C-forras: glikéz, melasz, alternativ megoldasokban ecet-
sav vagy paraffin

A nitrogénforrds ammaonia, ammonium-s6 vagy karbamid
A homoszerin, treonin és metionin kis koncentracioban
jelen kell hogy legyen (szbja, kukoricalekvar adagolas),
de ha leaky a mutans, akkor nem kell adagolni, ezzel is
csOkken az 6nkoltség.

Biotinb6l minimum 30 pg/l szilkséges (cukornadmelasz)
Opt: pH= 7, T=28°C t(ferm)=60 6ra

28
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3. fejezet: Aminosavak

Fermentacios technolégia

100-120 g/l végsé lizin koncentracio,
a produktivitas Y,=40-50%.

Specialis fert6zésveszély: lizin-dekarboxilaz termelék —
kadaverin termelédik (hullaméreg). llyen térzsek az
Escherichia coli, Clostridium welchii, Aerobacter aero-
genes - tetraciklin adagolasaval a befert6z6dés ve-
szélye csOkkenthet6

29
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Savanyita s (H,SO,4, pH=1.5, betain nem kotédik)

l

Baktérium témeg ¢ Szeparilis —» loncsere (erds kationcserél §, Amberlite 112-120 B)
pH dllitas (NHAOH)  Szennyviz Fudlis

Valuumbepirlds (40 % sz.2.) Lys frakeid beparlasa (3 testes vikuumbeparld)

Semlegesités (HCI)
Protoferm (takarmany Biotrigya

dsszetett gyommaknak
[NH; miatt]) Vikuumbeparlas

Kristdl yositds
Feldolgozasi
technolégia

Fluidszaritas

Grlés

Lys [ lis (1§ zarni, higr

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék
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” 7

Aszparaginsav (Asp) el6allitdsa

Régen fermentacioval, ma egylépéses biotranszforma-
ciéval (sejtes vagy enzimes) allitjak el6.

3. fejezet: Aminosavak

i i
%—OH T—OH
e enzim + NH, WN_TH
|(L-< <|>Hz
c|:—0H ﬁ_OH
Il
(o]
furnérsav aszparaginsav
ia és Elelmi ény Tanszék 3t
31
HOOC.__~
~7"~coom 75 l-es oszlopban, 8,5 pH-n és
+ NH, 37°C-on  Konverziéfok: 99%
+ MgCl, - aktivitas, stabilitas n6
Feldolgozas: 1. savanyitas: pH: 2,8,

2. hiités - kicsapodik
ti2(E) = 6 hénap

H,S0,
NH,
l—*—~_ =
pH28 prece om-'\/'\coor-c

wi| BME Alkalmazott Bi 6gia és Elelmi iny Tanszék 32

Az aszparaginsav felhasznalasa

Mesterséges édesitészer (aszpartam) egyik dsszetevije

Gydbgyszeriparban 0sszetevd, illetve alapanyag

i BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék 3
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SZERIN ELOALLITASA

A metanol-hasznositas egyik biokémiai Utja a ,szerin Ut”,
ahol a Gly-hez kapcsolédik az aktiv C1 egység.

A MeOH olcsé, a kérdés az, hogy honnan vegyik a glicint:

» szintetikusan (amino-ecetsav, nincs aszimmetria-centru-
ma)

> biokémiai Gton, megfelel6 anyagcseréji torzsekkel (gli-
oxilat termeldk)

ia és Elelmi any Tanszék

SZERIN ELOALLITASA

A glicin fermentacio és a szerin bioszintézis kapcsolata:

ATP
glycolysis_ 2

5 i
- PEP Glyc:er‘:-Ax.le,NH3

"\'_‘ NAD(P)H
Serine
Oxaloacetate

el
NAD(PH The Serine }
Pathway | |- (Tiithylene-THF )«

Malate Glycine

Coh, ATP

NH3
Malyl-CoA Glyoxylate

Acetyl-CoA

ia és Elelmi any Tanszék

A SZERIN KORFOLYAMAT

Ha a folyamatot a szerin utan megallitjuk, felhalmozddast ér-
hetlnk el:

»
x _NAD(PH

Serine
THF

Methylene-THF )«

Glycine

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudominy Tanszék %
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SZERIN ELOALLITASA

A glicin fehérje-alkoté aminosav, nagyobb koncentraciéban
mégis toxikus — tolerans mutansokat izolaltak.

Ipari eljaras:

Torzs: metilotréf (pl. Pseudomonas), Gly tolerans
Szaporitasi szakasz: pH ~ 4,5, hémérséklet ~ 30 °C

Termelési szakasz: glicin adagolas indul, a hidroxi-piruvat-
reduktazt gatoljak:

— Hoémérséklet emelés 40-42 fokig

— pHemelés 8,5-9,5 -ig

— Co?* vagy Ni2* adagolasa
Végsd koncentracio: 20-24 g/l, konverzié ~50 % (mol/mdl)

ia és Elelmi iny Tanszék 3

SZERIN ELOALLITASA

A szerint kinyerhetjlk még melaszbdl is, ioncseréld
gyantaval, pH = 5,7-nél.

Vagy:

A szintetikusan gyartott racém szerin oldatot 35%-ra
beparolva a D-szerin frakci6 kivalik, sziiréssel elva-
laszthatd, az L-szerin oldatban marad.

ia és Elelmi iny Tanszék

A TRIPTOFAN ELOALLITASA

Lehetdségek:

1. De novo bioszintézis: szénhidratokbdl sok l1épéssel. A ja-
panok ezt is megoldottak a Corynebacterium és Brevibacteri-
um torzsekkel, de ezek keveset termelnek.

glikoz

Anylaﬁc,s,ere_mern()kl eritréz 4-foszfat + foszfoenolpiruvat (PEP)
Z 105 PR ¥ S,
Szelekclo - E % :
PhE', Tyl", ] 3-dezoxi-D-arabino-heptulé6zonat-7-foszfat !
i 1
5-Me-Trpr : ' 1
i korizminsav !
I i
|
i prefénsav antranilsav |
I |
X X |
fenilalanin  tirozin triptofan - - -------~ !

BME Alkalmazc | !
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A TRIPTOFAN ELOALLITASA

2. Prekurzoros bioszintézis: indol, vagy indol+glicin adago-
laséaval.
Indol alapon: szerin termelé torzsek tenyészetéhez indolt
adnak:

metilotréfok: glicin + indol

éleszt6k (Candida, Hansenula): indol

Az indol nagyobb koncentraciéban karositja a sejteket,
ezért folyamatos mérések alapjan adagoljak (0,5 —1,0 g/l)

Triptofanra el lehet érni az oldhatésagi hatart (~12 g/1)

ia és Elelmi iny Tanszék 0

A TRIPTOFAN ELOALLITASA

3. Biokonverzié: a szerin + indol 6sszekapcsolasa egylépé-
ses enzimes reakcid.
Megvaldsithaté nyugvé sejtekkel, vagy izolalt, esetleg im-
mobilizalt enzimmel.

o]
Q
” H;N—CH—C—OH
HyN—CH—C—0H ‘
‘ ‘ + | E.coli CHs
CH, Trp szintetiz
N
i b 7

Indol L -szerin

41
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A TRIPTOFAN ELOALLITASA

Ipari konverziés eljaras (Amino GmbH, D, 1988 6ta)
Torzs: Escherichia coli nyugvésejtes tenyészete
Koértlmények: pH =8 — 9, t = 40 °C, vizes kdzeg, fed batch
piridoxal foszfat sziikséges, az indolt on-line HPLC méri

“ A Q,

X e
H 3!
= ol
HO aH
Nz
A

42
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A TRIPTOFAN ELOALLITASA

Tartézkodasi idé: 6 6ra

Termékkoncentracio: 12,25 g/l (telitési, a Trp kivalik és a
sejtekkel egyltt elvalaszthato)

Feldolgozas: a csapadékbdl forré vizzel feloldjak a tripto-
fant, majd elvalasztjak a sejtektdl. Tobbszori kristalyositas.
Konverzié: 95 % (indolra)

Eves termelés: 30 t/év

A TRIPTOFAN FELHASZALASA:
> aktiv gydgyszerkomponens (az agyi szerotonin szint-
re hat, nyugtat, altat, antidepresszans)
> tapanyag-kiegészit6 (esszencialis)
> intermedier

43
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L-FENILALANIN ELOALLITASA

Lehetdségek (kdz8s szintézisut a triptofannal):

1. De novo bioszintézis: szénhidratokbdl sok lépéssel. A
japanok ezt is megoldottak a Corynebacterium és E. coli

torzsekkel. slikéz
Anyagcseremérnéki eritréz 4-foszfat + foszfoenolpiruvat (PEP)
L. A x ””” Ev o TR
szelekcio: i 3-dezoxi-D-arabino-heptul6zonat-7-foszfat i
i
Trp, Tyr ! I ;
| korizminsav i
! |
i
3 prefénsav antranilsav i
i i
% 1
fenilalanin - tirozin triptofén —-------- i

FERMENTACIOS ELOALLITAS

Torzs: E. coli és Corynebacterium mutansok
Technolégia:
— 3db 150 m3-es fermentor,
— afermentacios id6 2,5 nap
— a végso fenilalanin koncentracié ~20 g/l.
— Kapacitas: 1000 t/év

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudominy Tanszék 4
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L-FENILALANIN ELOALLITASA

2. Biokonverzi6:
2.1. Fenil-piroszélésavbol transzaminalassal
Torzsek: E. coli, Pseudomonas fluorescens

Amino-donor: L-aminosavak, Glu, Asp. Az NH,* ion nem al-
kalmas.

Aktiv anyag: nyugvo, vagy immobilizalt sejtek.
D v 0 |
QEL‘% e ——— QCL b

c—0 Cl

I, }

fenilpiro szdlfisav

46
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3. fejezet: Aminosavak

L-FENILALANIN ELOALLITASA

Biokonverzi6:
2. 2. transz-fahéjsavbél addiciéval
Torzs: Rhodococcus rubra, Rhodotorula rubra
Koértlmények: mind a szaporitas, mind a konverzié szigoru-
an anaerob korllmények kdzott megy végbe, N, atmoszfé-
raban. pH = 10,6(!) t =25 °C, vizes kdzeg, de: 15% NHs(!!)
Mert kiilonben balra tolédik az egyensuly.
MHz
/ \ cen ferildanin -ammania liaz QgilH
H_| 3 Rhodotorula rubra |
— c=—0 c—aq
|

H OH

ia és Elelmi dny Tanszék 7

L-FENILALANIN ELOALLITASA

Koriimények:

Adagolasok: ammonium-cinnamat,

a pH szabalyozdshoz NH, illetve CO,.
Keverés: N, beflvatasaval

Phe koncentracio: 43 g/l

Kihozatal: 85,7 %

Feldolgozas: centrifugalas, beparlas.
Kristalyositas

A FENILALANIN FELHASZNALASA

aszpartam (édesitészer) gyartasara
gybgyszeripari alapanyag

48
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L-FENILALANIN ELOALLITASA

3. fejezet: Aminosavak

Fermentd | Prekurzoros | Biokonver

A technol6giak 6sszehason- ci0 9
s Nyersanyag | gliikéz | fenilpirosz6ld |  transz-
litasa: o fahéjsav
Produktivitds 0.6 35 1
(g/\/h)
Reakcididd 24 8 15

(6ra)

Technoldgiailag (a felsé két

iy iz o pH 7 75 10
sor) a konverziés eljarasok a I I
jobbak. Hon::::s;eklel 35 35 35
Gazdasagilag a fermentacio. | sejuwmes 20 10 70
Ok: az alapanyagok &ra na- | ‘@D :
- Aminodonor - L-aminosav NH,
gyon eltéré.
Onkslség 13 35 32
(S/kg)
' BME Alkalmazott Bi bgia és Elelmi dny Tanszék ”

RESZOLVALAS

Altalanosan: a racém (DL) elegyek komponenseinek szét-
valasztasa. Azért itt targyaljuk, mert az aminosavaknal
csak a L-forma biolégiailag aktiv, ezt kell eléallitani, hasz-
nalni.
Két 6 ut (Id. Biomérnoki alapfolyamatok):

» aszimmetrikus szintézis,

» aszimmetrikus hidrolizis
Ezek kozil a hidrolizissel foglalkozunk, mert az egyeduli
szintetikusan eléallitott aminosav, a Met esetében ezt alkal-
mazzak.
A racém aminosav keverékre olyan funkciés csoportot ké-
tlink, aminek eltavolitdsara van sztereoszelektiv enzim.
Tipusreakcio: N-acilezés, majd hidrolizis aminoacilazzal.

BME Alkalmazott Bi gia és Elelmi dny Tanszék 50
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ASZIMMETRIKUS HIDROLIZIS

Az aminoacilaz csak az L-aminosavakat szabaditja fel, a D-
szarmazék megmarad. Ez utébbit ligos f6zéssel racemi-
zaljak, ujra acilezik, és visszaviszik a folyamat elejére.

Az enzimet az Aspergillus oryzae termeli, sokféleképpen im-
mobilizaljak (Sephadex, acetilcellul6z, gélbezaras).

OH
0—=C
s}
| g ‘
CH—R aminaasilaz Hame 0
| [ c .
NH f
| HN
/C\
mo” S L-asminosa
N-acetil-D, L-aminosav
Racemizilds N-acetil-D-aminosav
BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudominy Tanszék 51
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ASZIMMETRIKUS HIDROLIZIS

A metionin reszolvalasa (Degussa eljaras).

Kortlmények: pH=7,0 t=37°C Co?+ effektor
Oldott enzim.

Feldolgozas: az L-Met kristalyosithat6, az enzimet ultra-
szliréssel lehet visszanyerni.

Ugyanez az eljaras alkalmazhaté még: Ala, Phe, Val, Leu,

Trp, Tyr-rais.
S. COOH S. COOH S. COOH
- > AN H
\/\{ E = \/Y : = . ”o\n/
HN\[( Co?* HN\”/ NH; o
o e}
DL-1 D-2 L3 4
1 = N-acetyl-methionine 3 = methionine

2 = N-acetyl-methionine 4 = acelic acid

ul BME Alkalmazott Bi 6gia és Elelmi iny Tanszék 52

TANABE ELJARAS

Immobilizalt enzimmel

KONTROLPANEL

KRAMLAS ph HOMERSEKLET

ACETIL-

DL~ il-D-
AMINOSAV aminosav

racemizalds

l

]
X X
Szuro [KRISTALYOS| L

L-AMINOSAYV| 53

53

ASZIMMETRIKUS HIDROLIZIS

Membranos eljaras: az oldott enzimet egy ultrasz{ir6 mem-
bran tartja vissza, mig a termék szabadon athalad.

A keringetés soran az enzim lassan elveszti az aktivitasat a
nyiré hatdsok miatt.

Kapacitas: 200 t/év, Met, Val, Phe gyartas

54
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ASZIMMETRIKUS HIDROLIZIS
—_ NIy 5 .0 \'.~ ~ 5.7
A
SZUBSZTRAT ' |3| — e i F]
tiJe . -, ° 0.0 i)
R - - A e Wy
STERIL %: oL =] &. .o é-_—l—"—\ﬁ\am
SZURO i e el e e m ———
| TI ‘I' _¢ * . |\ ULTRASZURO
o MEMERAN
&E iny Tanszék s

Aszimmetrikus hidrolizis:
lizin eléallitasa kaprolaktambdl

A D,L- a-amino-¢-kaprolaktam aszimmetrikus hidrolizissel
L-lizinné hidrolizalhato:

Q
NH, Qe
2 HN E1 N A,

L2

DL-1 D1

A E2

Toray Inc

1=
2 =lysine

Egy masik enzimmel — amino-laktdm racemaz — a megma-
radé D-kaprolaktam racemizalhatd, és visszavihet6 a folya-

(ACL) Ef= lactan-hydrol
E2= amino-aciam-racemase

56
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Aszimmetrikus hidrolizis:
lizin eléallitasa kaprolaktambdl

Ha a két enzim azonos pH-n aktiv, akkor a két 1épés egy
reaktorban megvalésithaté.

Korilmények:pH =8-9 t=40°C vizes kdzeg

Nyugvosejt szuszpenzid
Mikrooganizmusok:Candida humicola + Alcaligenes faecalis,
Cryptococcus laurentii + Achromobacter obae

vagy

57
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” 7

Lizin eléallitasa kaprolaktambol

Alapanyag: ciklohexén + NOCI
Reaktor: batch, 25 6ra
Kihozatal: 99,5%

Kapacitas: 4000 t/év
Feldolgozas: kristalyositas

58

3. fejezet: Aminosavak

ia & Elelmi dny Tanszék
1 Nocl NH, Hel
I ‘

t

N.

: iNoN
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Beckmann
rearrangement
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