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Aminosavak

1. Aminosavak, anyagcsere mérnokség (metabolic

engineering)

1.0.1. Anyagcsere mérnokség

A klasszikus anyagcsere mérnokséget (metabolic engineering) elsdsorban a primer me-
tabolitokat termeld torzsek fejlesztésénél alkalmazzak. Olyan torzsek kialakitasa a cél, ahol a
kivant metabolitot nagy mennyiségben tudja eldallitani a sejt. Ehhez az anyagcsere-utvonala-
kat fel kell deriteni, és a kivant iranyba kell mddositani. Ennek eszkoze a klasszikus indukalt
mutacios + szelekcios technika, sok 1épésben lehet fejleszteni a megfeleld torzseket. (Klasszi-
kusnak nevezziik, mert ~40 évvel megeldzte a rekombinans génmanipulaciot.) Ha mar ismer-

jiik bioszintézis reakcidlépéseit, akkor:

1. El6szor is le kell zarni azokat az eldgazo anyagesereutakat, amelyek elvonnak a kivant ter-
meék eldallitasdhoz sziikséges koztitermék molekulakat, le kell allitani a mellékreakcidkat.

2. Emellett meg kell sziintetni azokat a reakcidkat, amelyek termékiinket tovabb alakitanak,
hiszen ezek elbontjak a mar létrehozott célterméket. Ezt a két célt hiany- (auxotrof) mu-
tansok izolalasaval lehet megvalositani. Ha a mellék-, vagy bomlastermék egy 1étfontossa-
gl metabolit, ami esszencidlis a mikrobanak, akkor ezt az anyagot a bioszintézis ut lezara-
sa esetén is biztositani kell. Erre két lehetdség van: - vagy a taptalajba kell adagolni a hi-
anyzo vegylletet (ami megndveli a koltségeket), vagy a hianymutansok koézott igyneve-
zett leaky (szivargd) mutanst kell keresni. Ennél a terméket tovabbalakitd 1épés a mutacid
kovetkeztében nem all le teljesen, csak lelassul (csokkent kopiaszam, vagy kisebb valtas-
szamu enzimfehérje). Igy a mikroba kis mennyiségben megtermeli maganak a sziikséges
anyagot, de a hasznos termék felhalmozodasat nem csokkenti.

3. Mas oldalrol a taltermelést megakadalyozd visszacsatolasokat kell kiiktatni, amelyek a
termék feldusuldsa esetén ledllitandk a bioszintézist. Még a legegyszerlibb mikrobédban is
miikddnek ilyen enzimszintli szabalyoz6 mechanizmusok. A felhalmozodott metabolit
hozzakotddik a bioszintézis Ut legelsd reakcigjat katalizald enzim egy specialis kotOhelyé-
hez (nem a szubsztrat kotOhelyhez, hiszen a tovabbi atalakitdsok miatt mar a szerkezet

crer

(harmadlagos vagy negyedleges szerkezetét) amitdl az enzim aktivitasa lecsokken.

A sériilt feed back represszidju
mutansokat rendszerint antimetabolit
rezisztenciajuk alapjan azonosithatjuk.
Az antimetabolitok a ,,valddi” metabo-
litok szerkezetanaldgjai, szdrmazékai,
amelyek nem képesek betdlteni az ere-
deti metabolit biokémiai funkcidjat, de
képesek a szabalyozott enzim kotéhe-
lyéhez kapcsolddni €s leallitani annak
miikodését. Az antimetabolitok az ép
szabalyozasu sejtek szdmara mérgezo-
ek, hiszen éllanddan akadéalyozzak a
bioszintézist. Az antimetabolitos keze-
Iést csak azok a mutansok élik tul,
amelyeknél a szabalyozott enzim koto-
helye sériilt, és igy sem az eredeti, sem
az antimetabolit nem tud kotédni.
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1. abra A klasszikus anyagcseremérnékség beavatkozdsi
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Ezeknél az antimetabolit rezisztens mutdnsoknal a tultermelést fékezd szabalyozas nem
mukodik, képesek a kivant anyagot nagy mennyiségben felhalmozni.

1.0.2. Aminosavak gyartdasa

Az aminosavak tipikusan olyan elsddleges anyagcsere termékek, amelyek termelésénél
anyagcseremérnoki beavatkozasokkal fejlesztették a termeld torzseket. Szemléltetésiil néhany
ipari aminosavtermeld mutans torzs genetikai jellemz6it mutatja a tdblazat:

1. tablazat Néhany mutacioval létrehozott aminosav tultermeld torzs
Aminosav Torzs Genetikai Kihozatal | C-forras
jellemzdk (g/h
Arginin Brevibacterium flavum | Gua’, Ta' 35 Gliikéz
25 Ecetsav
Glutaminsav | Corynebacterium Vad torzs >100 Gliikéz
glutamicum
Beribacterium flavum 98 Ecetsav
Arthobacter paraffineus 82 n-paraffin
Lizin Corynebacterium Hom", Leu ,AEC" | 39 Gliikoz
glutamicum
Beribacterium flavum AEC’ 57 Szacharoz
Beribacterium flavum Homieaky, Thr 75 Ecetsav
Triptofan Corynebacterium Phe”,Tyr", 6FTrp" | 12 Gliikéz
glutamicum SMTrp"

( - = hianymutans, r = rezisztens mutans,

Ta = tiazol-amin, Hom = homoszerin, AEC =

amino-etil-cisztein, 6FTrp = 6-fluor-triptofan, SMTrp = 5-metil-triptofan)

1.0.3. Az aminosavak felhasznalasa

Aminosavakat tobb célbol termelnek.

izfokozoként hasznaljak a natrium
glutamatot az ¢élelmiszeriparban (Delikat,
Vegeta).

Edesitészert (aszpartdm, Asp-Phe-
OMe) gyartanak az aszparaginsavbol ¢€s a fe-
nilalaninbol.

Takarmany- és élelmiszer-kiegészitd-
ként alkalmazzak a lizint, a metionint, a tre-
onint és a triptofant. A takarmanyozasnal
alapvetd kérdés az Osszetétel kiegyenstlyo-
zottsaga, azaz a bevitt anyagok aranya minél
jobban feleljen meg a taplalt szervezet igé-
nyeinek. Ez megegyezik a Liebig altal a no-
vényekre felallitott minimum-térvénnyel:
,»ha egyetlen tdpanyag-komponensbdl is hi-
any van, a novények novekedése korlatozott,
még akkor is, ha az 0sszes tobbi tdpanyag
megfelel6 mennyiségben jelen van. A nové-
nyek novekedése akkor fokozodik, ha a hi-
anyzo tapanyagot hozzaadjuk.”

JUSTUS VON LIEBIG 1803 - 1873

2. abra Liebig minimum elvének szemléltetése
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Ez érvényes a fehérjetartalomra, és a fehérjén beliil az aminosavak aranyéra is. Az
esszencialis aminosavakat a taplalékkal kell bevinniink a megfeleld mennyiségben. Ha egy
komponensbdl is kevesebb van a kivanatosnal, az lefékezi a gyarapodast, és a tobbi tapanyag
sem hasznosul megfelelden (analdog a mikrobandvekedésnél targyalt szubsztratlimitacidval).
Ezt szemlélteti a jelképes dbra, amelyen lathato, hogy a legkisebb elem hatirozza meg a teljes
kapacitast. Ha bizonyos aminosavakbdl hiany van, a fehérje nem, vagy csak rosszul hasznosit-
hat6. Ha nem hasznosul a fehérje, akkor a megmaradt aminosavak kiiirlilnek és kornyezet-
szennyezést okoznak.

A mérsékelt €égovon, igy Magyarorszagon is az alapvetd takarmany bazis a kukorica,
mellette egyéb gabonafélék. Ezek fehérjetartalma kicsi, és rdadasul a fehérjék sem tartalmaz-
zak megfeleld mennyiségben az esszencialis aminosavakat. A szénhidrat tartalom mellé tehat
teljes értéki fehérjét kell adni. Szamitasba johet novényi oldalrol a szoja, illetve a 16bab, de
ezek termesztése ezen a kliman nem gazdasagos. Egyediili hazai fehérjeforras a napraforgdda-
ra, viszont ez is korlatozott mennyiségben termelédik és lizin-hianyos. Allati eredetii fehérje-
forrasok a halliszt, a husliszt és tejfehérje, de ezek nagyon dragak.

Ez indokolja, hogy biotechnologiai uton eldallitott esszencialis aminosavakat adagolnak
a taplalékokhoz és a takarméanyokhoz. A kukorica komplettalasaban a harom legfontosabb
aminosav: metionin, lizin, triptofan.
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3. abra Kukorica fehérje hasznosuldsanak fokozasa lizin hozzdaadasaval.

Antioxidansként a cisztein és a triptofan valt be (féleg gylimolcslé illetve tejpor gyarta-
sanal).

Aminosavakat még sokféleképpen fel lehet hasznalni. Példaul a kenyér készitésénél is
adhatnak lizint a tésztahoz. Orvosi gyakorlatban infizids oldatok készitésére hasznalnak ami-
nosavakat, illetve gyogyszerek eldallitasahoz.

1.0.4. Torténet és piac

Az aminosavgyartas torténete 1909-ben kezdddott, amikor Japanban natrium-glutamatot
kezdtek gyartani (ételizesitd, izfokozo) sikér, illetve szojafehérje hidrolizisével. 1957-ben Ki-
noshita, a Kyowa-Hakko cég kutatoja a Corynebacterium glutamicum mutéans torzseivel kez-
dett glutaminsavat és nukleotidokat eldallitani, ezzel Japanban megjelent a fermentacids ipar
Uj aga, az aminosavak és a nukleotidok eléallitasa. A Corynebacterium és Brevibacterium tor-
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zsekbdl izolalt mutansokat hasznaltak mert ezeknél két anaplerotikus ut is mikodik, mig az E.
colinal és a B. subtilisnél csak egy.

1981-ben mar évi 365.000 t aminosavat allitottak 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

2. tablazat Az aminosav termelés megoszlasa (1998)

Ehhez képest a 2006-o0s adatok:

Mennyiség t/év | Aminosav Alkalmazott eljarés Felhasznalas
1.000.000 | L-Glutaminsav | Fermentécid {zfokoz6
350.000 | L-Lizin Fermentécio Takarmanykiegészitd
350.000 | D,L-Metionin Kémiai szintézis Takarmanykiegészitd
75.000 | L-Threonin Fermentacio Takarmanykiegészitd
10.000 | L-Asparaginsav | Enzimes konverzio Aszpartam
10.000 | L-Fenilalanin Fermentacio Aszpartam
Glicin Kémiai szintézis Taplalékkiegészito,
10.000 1 rn
édesitdszer
3.000 L-Cisztein Cisztin-redukcio Taplalékkiegészito,
gyogyaszat
1.000 | L-Arginin Fermentdcio, extrakcio Gyogyszergyartas
500 | L-Leucin Fermentacio, extrakcio Gyogyszergyartas
500 L-Valin Fermentacio, extrakcio Peszticidek,
gyogyszergyartas
300 | L-Triptofan Nyugvosejtes konverzid | Gydgyszergyartas
300 | L-Izoleucin Fermentacio Gyogyszergyartas

3. tablazat Az aminosav termelés attekintése (2006)

Jelenleg a vildgon 17 nagy cég folytat fermentacids aminosavgyartast, ebbdl 13 Japan
tulajdond. Az Ajinomoto egymagaban uralja az aminosav piacot mintegy 60 %-os részesedé-
sével. 23 orszagban 121 iizeme mikddik, alkalmazottainak szama kb. 30 000. A vilagpiacon
szamottevd versenytars a német bazist Evonik multi (2007 el6tt: Degussa), amely sokféle ve-
gyi anyag mellett aminosavakat is gyart (150.000 t/év metionint, 280.000 t/év lizint, 30.000
t/év treonint). Az USA-ban a Stauffer Chem. allit eld glutaminsavat, az ADM lizint (60.000
t/év), Franciaorszagban az Orsan S.A glutaminsavat €s aszparaginsavat, a Rhone Poulenc
szintén aszparaginsavat. Magyarorszdgon az Agroferm Rt (Kaba, elsd tulajdonos: Kyowa-
Hakko, Japan) 5-6.000 t/év kapacitassal allitott eld lizint, de a piac valtozasai miatt 2004-ben
eladtdk a Degussa-nak és treonin gyartasara élltak at.

Az aminosavakra is igaz a mennyiség-ar fliggvénynek az a formdja, amely log-log
abrazolasban egyenest ad.
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4. abra Az aminosav termelés léptéeke és az darak osszefiiggése

1.0.5. Aminosavak gyartasa

Aminosavakat tobbféle uton is el6 lehet allitani:

— Az egyik lehetdség az izolalas fehérje-hidrolizatumokbol. Miikodd technologia létezik
cisztein, leucin, aszparaginsav, tirozin €s glutaminsav gyartasara.

— EIG lehet allitani kémiai szintézissel (Met, Gly, Ala, Trp), ezeknél az aminosavaknal a fer-
mentécios ut nem elég hatékony. A szintézisek racém elegyet eredményeznek, amit aztan
reszolvalni kell.

— EIO0 lehet allitani aminosavakat biotechnoldgiai uton is:

Direkt fermentacioval (de novo bioszintézis): a vad torzsekbdl az anyagesere mérnokség
elvei szerint 1étrehozott és izolalt auxotrof €és regulator-mutdnsokat hasznaljak, foleg gluta-
minsav ¢és lizin eldallitasakor.

Prekurzoros eljarassal (Ser, Trp): ennél egy olyan vegyiiletet adnak a fermentéaciohoz,
amit a mikroba beépit a végtermékbe, ezaltal konnyebben, gyorsabban, nagyobb mennyiség-
ben tudja eldéllitani az aminosavat.

Biotranszformécioval (enzimes, sejtes): csak egyetlen biokémiai reakcidé végrehajtasa,
amihez a sziikséges enzimet nem mindig izolaljak, hanem sokszor nyugvdsejtes tenyészet for-
majaban alkalmazzak (pl.: aszparaginsav).

A fermentaciét nagy, 50-500 m>-es levegdztetett fermentorokban célszerti végrehajtani,
ami viszonylag olcséva teszi a gyartast. A rataplalasos technologiak alkalmazéasaval nagy
koncentraciokat lehet elérni, igy a downsream miiveletek koltségei csokkennek. Aminosavter-
melésnél szabalyozni kell a pH-t, amit a szokasos alkaliligok mellett ammoniagdz bevezeté-
sével vagy karbamid adagolasaval is meg lehet oldani, rdadasul ezek nem higitjak az oldatot.
A fermentorokban a sterilitast fenn kell tartani, illetve a fagok elleni védekezésként érdemes
fagrezisztens mutansokat alkalmazni.



Pécs Miklos: Biotermék technologia

Aminosavak

Az aminosavak feldolgozasanal jellemzden ioncserét, izoelektromos ponton torténd ki-
csapast, szerves oldoszeres extrakcidt szoktak alkalmazni. Az aminosavak - az egy triptofan
kivételével - viszonylag hdstabil molekuldk, lehet (vakuum)beparlassal toményiteni az

oldatot.

Fermentacid Fermentacio
Sejtek elvalasrtasa Sejtek elvalasztasa .
Biomassza Biomassza
Sav adagolas pH allitas
Kationcseréld
Ammonia eluens—i
Lizin frakcio
L J
1. beparlas 1. beparlas +—
Semlegesités
| '
2. beparlas 2. beparlas
Kristalyositas Kristalyositas
Elvalasztas Elvalasztas
4 N
Anyalug l Anyalug
Szaritas Szaritas
Lizin.HCI Treonin

Fermentacié

Porlasztva
szaritds

v

Lizin-szulfat +
biomassza =
Biolys

5. abra Aminosav feldolgozasi miiveletsorok
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1.1. Glutaminsav fermentacio
OH
Oo=—C @)
H Hy | |
CH—C C C OH
NH,

Egy kis torténelem:

1866 — eldszor buza gluténbdl izolaltak (Ritthousen)

1890 — kémiai szintézis (Wolff)

1908 — Ikeda elsdként izolalt egy sajatos izii kivonatot egy hindrszerli tengeri moszatbol (La-
minariaceae). Ezt az izt ,,umami”-nak nevezik, és nem sorolhat6 be a négy alapizhez
(,0todik iz”).

1909 — Ikeda ¢és Suzuki szabadalmuk alapjan gyartani kezdték a mononatrium-glutamat
monohidratot, mint izesitot.

1910 — az Ajinomoto cég megkezdte a gyartast glutén és szojadara a hidrolizatumabol.

1957 — Kinoshita a Kyowa-Hakko cég kutatdja a Corynebacterium glutamicum mutans
torzseivel megvaldsitotta a de novo fermentacios gyartast.

2007 — avilagtermelés elérte az 1.000.000 tonnat

crer

neve Micrococcus glutamicus) torzzsel oldottdk meg. Mikrobiologiai leirasa szerint ez egy
Gram+, nem sporas, nem csillos torzs.

1.1.2. Bioszintézis és szabdlyozdsa

A Corynebacterium glutamicum torzsnél ha az a-keto-glutarat dehidrogenaz (az abran a
9. enzim) aktivitasat lecsokkentjiik, és a szubsztratjat glutaminsav formajaban elvonjuk, akkor
a citratkér mint korfolyamat nem zarul, a folyamat végén nem kapjuk vissza az oxalacetatot.
A folyamat mégis miikodik, mert a szlikséges intermediereket a két anaplerotikus reakcio (1
¢és 2) szolgaltatja. A piruvatok hasznosuldsat megfigyelve lathato, hogy egyrészrol dekarboxi-
lezéssel acetil-CoA és szén-dioxid keletkezik, masrészt viszont CO2 fixalassal oxéalacetat jon
létre. Az eredd folyamatot tekintve tehat két piruvatbol keletkezik egy citromsav molekula. Ez
tartalmazza a kiindulasi gliik6z mind a hat szénatomjat. Ebbdl egy szén-dioxid forméjaban el-
vész az izocitrat dekarboxilezésénél, igy 0t szénatom keriil a glutaminsavba.

A glutaminsav termelés erdsen fligg a sejt citoplazmamembranjanak a permeabilitasatol.
Ha a membran permeabilitasa n6, a glutaminsav kiaramlik a sejtb6l. Ez szdmunkra kedvezo
jelenség, mert egyrészt a belsd koncentracioé a feed back hatar alatt marad, nem fékezddik le a
bioszintézis, masrészt az extracellularis terméket konnyebb kinyerni a fermentlébdl.
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A szabalyozott enzimek: 1. fosz-
Glucose . , o .
l fo-enol-piruvat karboxilaz; 2 pi-
Wp o ruvat kindz; 3. piruvat karboxi-
t . . . .
[ 0SpHOSHO: pyruvate laz; 4. piruvat dehidrogendz; 5.
@ citrat szintetdz; 6. akonitaz; 7.
Pyruvate izocitrat-dehidrogendz; 8. gluta-
“ mat-dehidrogendz; 9. a-keto-glu-
Acetyl-CoA tarat dehidrogenaz; 10. izocitrat-
L-Aspartic acid ®){ liaz; 11. malat-szintetaz.
Citrate
@ ®)
Oxalactate cis-aconitate
(11) (10)
Glyoxylate
Malate — < !
Isocitrate
@)
Fumarate a-Ketoglutarate
N o (8’1
Succinate, __~
[ Glutamate [=—
Feedback inhibition
— Repression

6. abra A glutaminsav bioszintézisének reakcioi és szabalyozadsa

A membran permeabilitasa viszont az alkot6 foszfolipidek zsirsavisszetételétdl fligg. A
savprofilra a kdvetkez6 tényezdk vannak hatéssal:

1. Biotin koncentracio: a biotin az acetil karboxilaz enzim kofaktora. Ez a reakci6 a zsirsav
bioszintézis elsd 1épése, minden egyes C2 egység beépitésének elsé adllomasa. A biotin hi-
anya tehat megzavarja a lipidek bioszintézisét, a membran ateresztové valik. Ugyanakkor
a sejtek novekedéséhez valamennyi biotinra sziikség van. A két ellentétes hatds ereddje-
ként beallithaté egy optimalis biotin koncentracid, amely mellett a glutaminsav szintézis

maximalis. Ez az érték altalaban 2-5 pg/l, de mindenképpen 10 pg/l alatt van. 30 pg/l fo-

16tt a tenyészet a glutaminsav mellett/helyett mar jelentés mennyiségii tejsavat termel.

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

3. Nemionos detergensek, igy szorbitan zsirsav észterek (Tween 60, Tween 40) hozzéadasa
is megvaltoztatja a membran szerkezetét, ndveli a permeabilitast.

4. Penicillin alkalmazasa valojaban nem a sejtmembrant, hanem a sejtfalat gyengiti meg, de
ez is a Glu kiaramlasaval jar.

A szénforrasok koziil a melaszban sok a biotin, igy e taptalajkomponens hasznalatakor
ez problémat jelent. Ilyen tdpoldatoknal a biotin hatdsat a fent emlitett anyagok adagolasaval
szoktak ellensulyozni.

1.1.3. Fermentdcio

A glutaminsav fermentacional 100-200 g/l C-forrds bevitelt szoktak alkalmazni, ami
lehet szacharoz (melasz), glikoz, esetleg ecetsav, etanol és n-paraffinok. Ilyen tomény
(>10%) cukor oldattal nem lehet inditani a fermentacidt (ozmozis, savtermelés), ezért egy ré-
sz€t a 36. Ora utan rataplalassal (fed batch) viszik be. Kis 1éptékben (laboratériumi €s oltote-
nyészetek) nitrogénforrasként szerves anyagokat (kukoricalekvart, kazein hidrolizatumot) is
adnak a taptalajba, a nagy léptékil, termeld fermentaciokndl az olcsobb ammoéniumsdkat. A
késobbiekben a nitrogén bevitel megoldhatd ugy, hogy a pH szabalyozasra ammonia gazt il-
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letve karbamidot hasznalnak. Tulsdgosan sok ammonia jelenlétében viszont a glutaminsav
egy része glutaminnd alakul at, ami rontja a kihozatalt.

A fermentacié optimalis pH-ja 7-8 kozott van (mint altaldban a baktérium fermentaci-
0k), a hdmérsékletprofil kétlépcsds: az elsdé 14 oraban 30-32 fok, ezutan felemelik 38 °C-ra.
Ez megvaltoztatja az anyagcserét, lecsokkenti az a-ketoglutarsav dehidrogenaz aktivitasat és
noveli a sejtmembran permeabilitasat glutaminsavra nézve. A fermentacios 1d6 72 6ra, maga a
sejtszaporodas ~30 ora alatt lezajlana, de a rataplalasokkal elnyujtjak a folyamatot, ezzel lehet
nagy termékkoncentraciot (~10%) elérni. Intenziv levegdztetés sziikséges, mert ennek hianya-
ban melléktermékként tejsav jelenik meg. A termeld torzs Fe**, K¥, Mn** ionokat igényel ko-
faktorként. A fermentacio végén a cukorra szamitott konverzio 50-60% kozott mozoghat.

1.1.4. Feldolgozas

A fermentlé feldolgozasa két szakaszra | [ Fermente | i
bonthatd. El6bb a kristalyos glutaminsavat
allitjdk eld, majd ezt mono-natrium gluta- [ Sejtek eh" Slasztésa | [Na-Glu anyalig
matta alakitjak. Mindkeét folyamat kulcslépé- !

se a beparlas, majd kristalyositds. Kénsavval | Beparias | -~ L
beallitjak az izoelektromos pontot, a gluta- |—y—‘ utaminsav

| h

[« gyartas
minsav disszociacidja visszaszorul, ezaltal | oH ;més |
oldhatosaga romlik, hatékonyabban krista- 1
lyosithato. A kivalt anyagot pl. szlir6centri- [ Kristalyositas |
fugéaval elvalasztjak. 1

| Elvalasztas |
__________________ )

A
| Elvalasztas |
T T ——A% &
g won ]
I Semlegesités I
A kristalyos glutaminsavat natrium ‘,—_
hidroxiddal feloldjak és kozombositik. Aktiv | |  Szintelenités |
szenes tisztitds utdn bekoncentrdljdk és ki-
c s rutr - L ryz ey ) 4
kristalyositjak. A kristalyositds anyalagjat I Sziirés I
visszaviszik a glutaminsav feldolgozéas fo-
lyamataba. -
y | Szlrlet |
Y Na-Glu
| Beparlas | gyartas
Y
| Kristalyositis |
Y

| Elvalasztas |—>|Na-G|u anyaltig

7. abra Na-glutamat kinyerése fermentlebol
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1.2. Lizin fermentacio (a,e-diamino-kapronsav)
OH
O——=cC

Hazéankban a takarmanyozasban hasznalatos gabonak, kiilondsen a kukorica lizinben
szegény (4. tablazat). A lizin hidnya korlatozza a tobbi komponens hasznosulasat is, ezért cél-
szerll kiegészitésként hozzaadni (3. abra). Lizin kiegészitéssel az egy-gyomruaknal (sertés,
csirke) 15-20%-kal javul a takarmany-hasznositds. Egy tonna lizin elegendd 70 tonna takar-
many komplettalasdhoz.

Tapanyag/takarmany Lys (%)
Kukorica 0.21
Zab 0.5
Arpa 0.4
Buza 0.6
Szbja 2.9
Eleszt$ 3.4
Tejpor 2.5
Husliszt 2.6

4. tablazat Takarmanyok lizintartalma

1.2.1. Bioszintézis, anyagcseremérnokseég

crer

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

I

I

! |

i DAP I

I .

i I

| T
Tttt Lys —— Met

8. dbra Az aszparaginsav aminosav csaldd bioszintézise és szabalyozasi mechanizmusai a C. glutamicumban

tokat. A sejtekben a lizin kétféle anyagcseretton is képzddhet, mindkettd aszparaginsavbol in-
dul:

» Diamino-pimelinsav 1t

» Aszparagin-szemialdehid ut

10
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A Corynebacterium és Brevibacterium torzsek ez utobbi utat hasznaljak.

Anyagcsere-mérnokileg a kovetkezd Asp
mutécios valtozasokat hoztak 1étre:

Hom’ illetve Hom'*®®, Met", Thr™ auxotréf .
torzseket izolaltak, amelyek | X AN
AEC" = (5-(2amino-etil)-L-cisztein))-re-
zisztensek, azaz regulaciés mutansok. | \
| . Negat{vr Y
A homoszerin és treonin tultermelés \ ; esgacaatclasole
visszacsatolasait nem kell megsziintetni, Asp-szemialdehid /

. . f
mert az auxotrdfia miatt ezek nem jelennek \\ // |
. / I[

Homoszenn- L

meg szamottevd mennyisségben. _ - ;
A 7. &bran egy lizin tultermeld torzs |dchidrogendz /

mutécios atalakitasai lathatok. )
A reguldlt enzim az aszpartokindz, ez Homoszerin P

két a és két B alegységet tartalmaz. Két kii- “a e

16n promoter indukalja az o és a B mRNS I \ 7

szintézisét. A B-alegységhez kotédik a lizin | Thr-—~

és a treonin, ezzel csOkkentik az enzim- Y

komplex aktivitasat. Met

, 1996-ban a kO?‘S’ZC’I'u ge_r'lm,amplilam’os 9. dbra A lizin tultermelés érdekében végrehajtott
modszerek felhasznalasaval tokéletesitették anyagesere modositdsok

a torzset. A lizin exportalasaért felelds en-

zim génjét — LysE — multikopids plazmid segitségével sok kopidban vitték be a sejtbe, ezaltal

megnovelték a sejtbdl a fermentlébe iranyulo transzport sebességét, fokoztak a lizin termelést.
Lizint lehet még termelni Candida periculosa, Saccharomyces cerevisiae, Saccharo-

mycopsis lipolytica fajokkal, de ezek intracellularis lizint termelnek.

1.2.2. Lizin fermentdcio

A lizin fermentacié az azonos torzs miatt sok szempontbol hasonlit a Glu fermentéciora.
A C-forras gliikkdz, melasz, alternativ megoldasokban ecetsav vagy paraffin lehet. A nitrogén-
forrasként ammoniumsok, a pH szabalyozashoz hasznélt ammonia johet szamitasba. A homo-
szerin, treonin €s metionin szuboptimalis koncentracidban jelen kell, hogy legyen (szdjadara,
kukoricalekvar adagolés), de ha leaky a mutans, 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 fermentécio optimalis pH-ja 7, optimalis hdmérseklete 28°C, a fermentécio ideje 60
ora. 100-120 g/l végsd lizin koncentraciot lehet elérni, a produktivitds Yp=30-40%. A fer-
mentlébe adagolva az antibiotikumok serkentik a lizin termelését (titer ndveld anyagok: klor-
amfenikol, tetraciklin) tovabba feliiletaktiv anyagoknak (kvaterner ammonium sok) is hasonlo
termelésfokoz6 hatasuk van. A lizin fermentacional egy specialis fertézésveszély all fenn, li-
zin-dekarboxilazt termeld baktériumok jelenhetnek meg. Ezek kadaverinné (hullaamin) ala-
kitjak a megtermelt lizint. Ilyen torzsek pl. az Escherichia coli, Clostridium welchii, Aerobac-
ter aerogenes. Tetraciklin adagolasaval a befert6zddés veszélye is csokkenthetd.

A kovetkez0 abran a lizin-kinyerés és feldolgozas blokksémaja lathato.

11
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Savanyitas (H2SO4, pH=1.5, betain nem kotddik

Baktérium tomeg ¢ Szeparalas +—— loncsere (er6s kationcseréld, Amberlite 112-120 B)

!

pH allitas (NH4OH) Szennyviz Elualas

}

. 1 0
Vakuumbepirlas (40 % sz.a.) Lys frakcio beparlasa (3 testes vakuumbeparld)

|
v ’

Protoferm (takarmany Biotragya
Osszetett gyomruaknak
[NH3 miatt]) Véakuumbeparlas

Semlegesités (HCI)

Kristalyositas

}

Fluidszaritas

!

Orlés

Lys +——— Csomagolas (Iégmentesen zarni, higroszkopos)

10. abra A lizin feldolgozds lépéssora

A magas a N-tartalmt mellékterméket takarmany adalékként, vagy biotragyaként hasz-
nositjak.

Magyarorszagon is miikodott egy lizin-gyar Kaban, a Kyowa-Hakko cég 1991-ben tele-
pitett hazdnkba egy 6000-6200 t/év kapacitasu iizemet (Agroferm), ami manapsag kis tizem-
nek szamit. A lizin termelésnél arhabort van, a vilagtermelés 3-400.000 t/év (leallitott, iires
kapacitasok is vannak), ennek tilnyomo részét japan cégek, japan torzzsel és technologiaval,
sok orszagban termelik. Az éves forgalom koriilbeliil 200 M$/év. Magyarorszagon a szdja il-
letve a lobab termesztése nem gazdasagos, a halliszt és a husliszt draga, a napraforgddara vi-
szont lizinhianyos, igy a lizinnek biztos piaca van. A gyar a hazai igényeket (3-4000 t) kielé-
gitette, €s még exportra is termelt. Az lizemben a fermentéaciok reprodukalhatosdga nagy, ami
a technoldgiai fegyelemnek ¢€s az alland6 nyersanyag-mindségnek volt koszonhetd. A fermen-
torok fed-batch idéprogram szerint mikodtek, egy folytonos sterilezd miikodott a higitott me-
lasz sterilezésére. Leaky torzset hasznaltak, igy nem kellett kukoricalekvart vagy szo6jahidroli-
zatumot adagolni. 4 db 240 m? térfogatt fermentor volt az iizemben.

Az lizem gazdasagi helyzetét megingatta a szjafehérje alacsony ara. A gyarat 2004-ben
atvette a Degussa cég, ¢s atallitotta treonin termelésre. Nagy kapacitds-bovités utan (~30.000
t/év) jelenleg Evonik Agroferm néven termelt. Az lizemet végiil sajnos gazdasagi okok miatt
2018 aprilis 30-an bezartak.
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1.3. Treonin eloallitasa

A treonint genetikailag manipulalt E. coli torzzsel allitjak eld. A manipulacié a mikro-
batorzsek raciondlis atalakitdsanak iskolapéldaja. A kiinduld6 torzseket, az L-treonin szerkezet-
analdgjara, az a-amino-f-hidroxi-valeriansavra (AHV) rezisztens mutansokat1969-ben izolal-
ta Shiio és Nakamori. Ezutan tobb, ipari termelésben is alkalmazhaté mikrobatorzset fejlesz-
tettek ki olyan auxotréf €s antimetabolit rezisztens mutansok létrehozasaval, amelyek egyftitte-
sen a treonin bioszintézis irdnyaba terelték az anyagcserét.

A treonin tltermeld E. coli mutansok ésszerli megtervezéséhez részletesen meg kellett
ismerni a bioszintézist. A treonin bioszintézis szabalyozasa az E. coli-ban bonyolultabb, mint
a C. glutamicum-ban. A Corynebacteriumoktdl eltéréen az E. coli -ban az aszpartokinaznak
harom izoenzime van (AK-I, AK-II és AK-III). Az els6 kettd tobb doménbdl allo fehérje,
amelynek homoszerin dehidrogendaz aktivitdsa is van, tehat ugyanaz a fehérje katalizalja a fo-
lyamat els6 és harmadik l1épését. Az AK-I aktivitasat csokkenti a treonin feedback inhibicidja,
termelddését pedig operon szinten fékezi a treonin €s az izoleucin egylittes hatdsa. Az AK-II
bioszintézisét a metionin represszalja. Az AK-IlI-ra pedig a lizin hat, mind enzim inhibicio-
val, mind represszidval.

e

PR e T -
2 T
AK ASp HSD* HK TS ! !
AP Asp-P —O— ASA —8—» Hom —O— Hom-P—O—Thr —p e
A A AN A ! !
/!\ /:\ | | e el e =
| | .
Do i
b i i DAP
| ! N
. ]
i | Lo v
i

11. abra Az aszparaginsav aminosav csaldad bioszintézise és szabalyozasi mechanizmusai E. coli-ban

A folyamat masodik 1épését az aszpartat szemialdehid dehidrogenaz (ASD) katalizalja.
Expressziojat mind a lizin, a treonin €s a metionin gatolja, legerdsebb hatast a lizin. A két
utolsé enzim, a homoszerin kindz (HK, thrB), és a treonin szintetaz (TS, thrC) egylittesen ex-
presszalodik az AK-I-gyel (¢hrA), ezek harman alkotjak a thrABC operont.

Ezeken a szabalyozasi mechanizmusokon til mas hatasok is befolyésoljak a treonin fel-
halmozddast. Ilyenek a treonint lebont6 enzimek, mint a treonin dezaminaz (i/vA4), a treonin
dehidrogenaz (tdh) €s a treonin felvételt és kibocsatast szabalyozo transzport mechanizmusok.

Az Osszetett szabalyoz6 mechanizmusok ismeretében tobbféle megkdzelitéssel is meg-
probaltak , kitagitani” a treonin bioszintézis folyamatat. Kezdetben az anyagcseremérnokség
elveinek megfelelden melléktermék auxotrof és termékanaldg rezisztens mutansokat szelek-
taltak.

A mar emlitett AHV-rezisztens torzset, amelynél megsziint az AK-I feedback inhibicio-
ja, fejlesztette tovabb minden probalkozas. A tovabbi munka soran izoleucin auxotrof mutan-
sokat izolaltak. Megsziintették az anaplerotikus PEP-karboxildz enzim gatldsat az aszparagin-
sav altal. Kiiktattdk a treonin-dezamidaz és treonin-dehidrogendz enzimek miikodését. A
klasszikus mutéacids-szelekcids technikan tal génmanipulacioval is fejlesztették a torzset. A
treonin operont (thrABC) multikopias plazmidba épitették és bevitték a sejtekbe. Az igy ka-
pott torzs 65 g/l treonint halmozott fel a fermentlében, 48%-o0s (g Thr/g cukor) hatékonysag-
gal.
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A treonin fermentéci6 sem tér el jelentdsen az el6z6 két aminosav technologiatol. A ma-
nipuldlt E. coli torzzsel 124 g/1 koncentraciot is el lehet elérni cukor szénforrasokon. A kon-
verzi6 cukorra szamolva ~60%. A cukor beadagolasandl még a szokasosnal is koriiltekint6b-
ben kell eljarni, a koncentracio a folyamat soran nem emelkedhet 30 g/l f61é. A cukrot tehat
folyamatosan vagy nagy gyakorisaggal kell adagolni. A steril cukoroldattal ugyanakkor jelen-
tds mennyiségl vizet viszlink be a fermentorba, igy a 1¢ térfogata nagymértékben novekszik.
Olyan technoldgia is 1étezik, ahol oltasndl csak egyharmadaig toltik fel a késziiléket, a 1¢
masik kétharmada a beadagolasokkal kertil be. Ezzel a termelési ciklus lerdvidiil, masfél nap
(36 ora) alatt lezajlik. Ilyen révid fermentacios idé mellett jelentds idoveszteséget jelent két
gyartas kozott a fermentor tisztitdsa, besarzsirozasa, sterilezése, oltdsa, emiatt gyakran tore-
kednek félfolytonos-rataplalasos (repeated fed batch) lizemeltetésre, amelynél ezek a 1épések
kihagyhatok. Komolyabb kockazat nélkiil 4-6 ciklust lehet 6sszevonni, ez utan mar sziikséges
a leiirités, tisztitas és sterilezés.

Az E. coli torzs érzékeny a koncentracio viszonyokra. A nagy ipari fermentorokban a
keverés nem tokéletes, koncentracio kiilonbségek alakulhatnak ki. A rosszabb oxigén ellatasu
zonakban a coli hajlamos anyagcseréjét megvaltoztatva kevert savas erjedésbe kezdeni, a cu-
korbol ecetsavat és tejsavat termel. Ezzel rontja a hozamot, hiszen a szénforrés egy része mel-
1éktermékkeé alakul. A jobb €s rosszabb oxigén ellatasu terek k6zott mozogva a sejtek gyorsan
valtoztatjak az anyagcseréjiiket, de ezek a valtasok rontjak a termékképzést. Nagy fermento-
roknal (200-500 m?) nem csak az oxigén koncentracioban alakulhatnak ki gradiensek, hanem
a pontszeriien beadagolt anyagok (cukor, g, ammonium-szulfat) lasst elkeveredése miatt is.
Az atkeverési 1d6 (mixing time) 1-2 perc is lehet.

Nitrogénforrasként a tdrzs hasznositja a szervetlen nitrogént (ammonium-szulfat), de az
auxotrofidk miatt valamennyi szerves nitrogén forras (pl. €élesztd kivonat) is sziikséges. A fo-
lyamatot az E. coli igényeinek megfeleléen 37 C-on, pH= 7,0-7,5 kozott vezetik. A termelt
savakat kozombositeni kell, amire alkaliligot, vagy ammoniagédzt hasznalnak. A gaznak az az
elénye, hogy nem visziink be vizet a rendszerbe, azaz nem higitjuk még jobban a fermentle-
vet.

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, és treonin gyartasra allitotta at. 2007-re a kapacitasat 20.000 t/évre novelték,
majd 2013-ban 30.000 tonndra bdvitettek. Felvasarlasok és atszervezések kovetkeztében a cég
jelenleg Evonik Agroferm néven miikodott. Az lizemet végiil sajnos gazdasagi okok miatt
2018 aprilis 30-an bezartak.

1.4. Aszparaginsav eléallitasa biokonverzioval

Az aszparaginsav gyartasara is kialakitottak a de novo fermentaciora alkalmas mutanso-
kat, de manapsag inkdbb egylépéses biokonverzioval allitjak eld. Az olcsoén hozzaférhetd fu-
marsavbol és ammoniabol az aszpartat-ammonia-lidz hozza létre az aszparaginsavat. Az atala-
kitashoz nyugvodsejtes tenyészetet, illetve tisztitott, immobilizalt enzimet egyarant hasznalnak.

A Japan Tanabe cég 1973 kezdett el immobilizalt sejttel (poliakrilamid gélben) a vila-
gon eldszor igy aszparaginsavat eldallitani. Tizszeres aktivitasndvekedést értek el azzal, hogy
a citoplazmamembran permeabilitasat megndvelték. Az enzim életideje Mg, Mn, és Ca ionok
jelenlétében tizszeresére nott (120 nap). 1000 1-es reaktort hasznalnak, évente 700 t aszpara-
ginsavat termelnek. A Japan Kyowa-Hakko 1974-ben kezdett el E. colibol szarmaz6 immobi-
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lizalt enzimmel aszparaginsavat termelni, mig a Mitsubishi 1986-ban kezdte el a termelést
Brevibacterium flavum sejtszuszpenzio tobbszori ujrafelhasznalasaval.

Az amerikai Biocatalytics cég E. coli-bdl kinyert, immobilizalt aszpartdz enzimet hasznal. A
biokonverzid vizes fazisban, 37 °C-on (a coli szaporodasi optimuma), 8,5-es pH-n jatszodik
le. MgCl2 kofaktor adagolasa noveli az enzim aktivitasat és stabilitdsat. Az agytérfogat 75 1,
megfeleld sebesség bedllitasdval 99%-os konverzid érhetd el. Az enzim ezen a hdmérsékleten
is stabil, aktivitdsanak felezési ideje ~6 honap.

0 o
(_|7|—OH
‘ HaN——CH—C——0H
CH enzim + NHj CH,
‘UH r|::o
%:D c|:H
OH

fumarsav AsZparaginsay

12. abra Fumarsav atalakitisa aszparaginsavva

A kilépd aszparaginsav kinyerésére eldszor a pH-t kénsavval 2,8-re, az izoelektromos
pontra allitjak. Itt az oldhatosag minimalis, hiitésre a termék kicsapodik €s szliréssel elvalaszt-
hato.

HOOC\“’J\“COOH

* NHQ

HySO,
* NH,

» precipitation I___:> H
28 precip ODC\/LCOOH

13. abra Az aszparaginsav gyartas folyamatabraja.
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Aminosavak

Az aszparaginsavat elsdsorban aszpartam (édesitdszer ~200-szor édesebb, mint a sza-
chardz) gyartdsahoz hasznaljak fel, masrészt ¢lelmiszer-adalékként és infizidés oldatokban.
Ezenkiviil gyogyszergyartasi intermedierként is hasznaljak.

1.5. L-Alanin gyartas

Az alanin egyszerli szerkezetli molekula, szintetikusan is eldallithato, de az racém keve-
réket ad, amit reszolvalni kell. A tiszta L-izomer eldallitasara kifejlesztettek de novo fermen-
tacids eljarast is, de egyszeriibb biotechnologiai ut az enzimes konverzid L-aszparaginsavbol.
A Pseudomonas dacunhae torzs aszpartat--dekarboxildz enzimével egy 1épésben kialakithato

az L-alanin (Japan, Evonik/Kina).

1.6. Szerin eloallitasa

HaN——CH—C ——0OH
CH

2

OH

Methanol

v

HCHO

N

CH,=H,MPT  CH,=H,F

|
%

L-Serine
HCOOH

v

COo, Glycine

14. abra A metanol hasznositas szerin utja

| OH

HN NH,

A szerint ipari mértékekben glicinbdl, foként fakultativ
O metilotrofokkal (pl. Pseudomonas torzzsel) allitjak eld. A fer-
mentéacional glicint és metanolt adagolnak egyszerre (ko-
szubsztratok). Az anyagcserében a szerint tovabbalakitd enzim,
| a hidroxi-piruvat-reduktaz aktivitasat csokkentik pH emeléssel
(8.5-9.5), és homérseklet emeléssel (30°C-r6l 40-42 °C-ra) il-
| letve Co*" vagy Ni*" adagolassal (specifikus inhibitorok). A fo-

lyamat igy biokonverzidova egyszeriisodik. Ezért gyakran hasz-
nalnak nyugvo/immobilizalt sejtes tenyészetet.

Bér a glicin fontos fehérjealkoté aminosav,
a gyartashoz sziikséges koncentracidéban toxikus a
sejtekre. Ezért glicin-tolerans mutansokat izolaltak
¢s alkalmaznak.

A végsd szerin koncentracié 20-24 g/l , ami
~50%-o0s konverzionak felel meg. Az 4bran a sze-
rin eléallitasahoz atalakitott anyagcsere-utvonal
lathato (lasd a metanol alapu egysejt fehérje ter-
melésével foglalkozo fejezetet).

1.7. L-triptofan termelés

A triptofan  biotechnologiai  eldallitasa
tobbféle uton is lehetséges:

1. De novo bioszintézis: szénhidratokbol sok
Iépéssel. A japanok erre is taldltak anyagcsere-
mérndki megoldast a Corynebacterium és Brevi-
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bacterium torzsekkel. A harom aromds aminosav bioszintézise az allosztérikusan szabalyozott
eldgaz6 anyagcsereutak iskolapéldaja. A cukorszarmazékokbol induld bioszintézis kdzdsen
halad a korizminsavig, itt kettévalik. Az anyagfluxus egy része antranilsavon keresztiil négy
1épésben triptofanna alakul. A tovabbi mennyiségbdl prefénsav lesz, ami egy tovabbi elagazas
utan fenilalanint és tirozint ad.

Az  anyagcsere-mérndkség  elveinek glikaz
megfelelden a klasszikus mutécids-szelekci- o
0s technikdval a kovetkezd tulajdonsagi eritréz 4-foszfit + foszfoenolpiruvat (PEP)
mutansokat izolaltak: . *L P x __________
I : , - o
> Phe, Tyr, (auxotrofok) | 3-dezoxi-D-arabino-heptul6zonat-7-foszfat !
» 5-Me-Trp" (5-metil-triptofan ! b :
antimetabolitra rezisztensek) : Kori zrh insav :
A mutansokkal a fermentacio megva- | | el artramileav :
16sithat6, de az elézéekben emlitett techno- | ! B :
logidkhoz képest hatrany, hogy a triptofan | | * * l :
sokkal rosszabbul oldédik, mint a poldris ol- | fenilalanin tirozin triptofan --------- :
dallanct aminosavak. Az oldhatosagi hatar | .. iy

~12 g/l (erdsen fiigg a pH-tdl és a hdmérsek-
lettdl), azaz csak kb. tizedrésze a lizinnél
vagy a glutaminsavnal elérhetd koncentraci-
onak.

15. dbra Triptofan tultermeld torzs anyagcseréjének
dtalakitasa

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

A triptofan bioszintézis utolsd 1épésében a triptofan szintetdz enzim az indol vazrol le-
hasitja az addig felépitett oldallancot, €s egy szerint kapcsol a helyére. A reakcié mésodik 1¢é-
pését, az indol + szerin = triptofan folyamatot szamos mikroba enzime képes katalizélni.

Erre a folyamatra tobbféle technoldgiat is lehet épiteni. Az prekurzor mindegyikben
szintetikusan eldallitott indol. Adagolhatjuk:
» Szerintermeld metilotrofok tenyészetéhez, ezzel a szerin és a triptofan szintézist dssze
lehet kapcsolni: metanol, glicin €s indol adagolasaval.
> Eleszt torzsek (Candida, Hansenula) tenyészetéhez — jo hatasfokkal triptofanna ala-
kitjak. Az indol nagyobb koncentracidban karositja a sejteket, ezért folyamatosan, mé-

crer

tofanra el lehet érni az oldhatosagi hatart (~12 g/1)

0 |
‘ H,N——CH—C——OH

HN——CH—C——OH ‘

‘ ‘ + | E.coli - CH,
CH, Trp szintetaz o
) |
H
OH 7
Indol -szeri
L-szerin HN

16. abra A triptofan-szintetaz reakcio
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: S; 1, :>/i\}
Ho"\l/ﬁ\m-i ~——— N

17. dbra A triptofan eléallitdsa enzimes konverzioval

3. Enzimes biokonverzio: pl. az E. coli triptofan-szintaz enzime a szerinbdl és indolbol
triptofant hoz 1étre. Az Amino GmbH (D) 1988-ban kezdte a triptofan termelést az abran lat-
hato reakcioséma szerint, nyugvosejtes E. coli szuszpenziot hasznalva.

A biokonverzid vizes fazisban jatszodik le, 8-9 kozotti pH-n, 40 °C homérsékleten. A
Trp koncentraci6 eléri a telitési hatart (~12 g/l), s6t a képzddott termék kivalik az oldatbol. A
reakciohoz piridoxal-foszfat kofaktor sziikséges. A pH-t NH4OH-dal szabalyozzak, az indolt
on-line analizis alapjan adagoljak. Hat ora elteltével a levet feldolgozzak, a triptofan csapadé-
kot €s a sejteket lesziirik. A szlirdn maradt anyagbol a terméket meleg vizben feloldjak, elva-
lasztjak, majd aktiv szénnel deritik. A konverzi6 indolra szdmolva ~96%. Kihozatal: 75 g
Trp/l/map, az éves kapacitas: 30 t/év. (Kevésnek tiinik, de a Trp vilagpiaca csak néhany szaz
tonna/év)

A triptofan felhasznalasa:
- esszencialis aminosavként tapszerekben és infuzios oldatokban adjak;

- aktiv gyogyszerkomponens, mert intermedierje a szerotonin anyagcserének, igy altato,
nyugtatd, s6t antidepresszans hatdsa van;

- gyogyszeripari alapanyag

1.8. L-fenilalanin termelés
OH Az L-fenilalanint tobb kiillonboz6 ton is eld lehet allitani:
» de novo fermentacioval és
» biokonverzidval.
o0——=2¢C
H, 1. A de novo fermentacids technoldgianal
CH—C Corynebacter glutamicum vagy E. coli mutansait
hasznaljak. A triptofannal leirtak szerint az aromas
NH, aminosavak bioszintézise dsszekapcsolodik,ugyanazt az

abrat hasznalhatjuk itt is, csak mas ponton kell lezarni

18



Pécs Miklos: Biotermék technologia Aminosavak

reakcioutakat: auxotrof (Tyr, Trp’) és feed glitkk 6z
back regulacios (p-F-fenilalanin rezisztens) —
mutansok. eritréz 4-foszfat + foszfoenolpiruvat (PEP)

Ipari léptékben (3x150 m’-es fer-

mentor) 2,5 napos fermentacios id6 alatt 20 3-dezoxi-D-arabino-heptulSzonit-7-foszfit

L e

|
I
|
g/l-es koncentraciot lehet elérni. (A fenil- | .
alanin is rosszul oldodik.) Az iizem kapaci- | | e
.. S, . | korizminsav
tasa évi ~1000 tonna, a vilagpiac ~10%-a. | /x |
|
1 |
: prefénsav antranilsav :
|
I | :
|
18. abra Fenilalnin tultermeld torzs anyagcseréjé- | fenilalanin  tirozin triptofan —- - ------ !

nek atalakitasa L

2/1. Biokonverzi6 fenilpiroszéldsavbol

Az aminosavak bioszintézisének egyik alapreakcidja a transzaminalas, ahol az a-keto-
sav oxigénje amino csoportra cserélddik ki. A reakcidnak szdmos valtozata ismert, ezek az at-
alakitott aminosav szubsztraton kiviil aminodonorban kiilonboznek. Az egyszeriibb és gazda-
sdgosabb esetben ammodnium ion is megfelel a reakcidhoz, de sokszor szerves nitrogén donor
sziikséges. A fenilpiroszoldsavat atalakitdo enzim sajnos aminosavat igényel aminodonorként
(Glu, Asp). igy tulajdonképpen egyik aminosavbol hozzuk létre a méasikat — nehéz gazdasa-
gossa tenni. A reakciot nyugvosejtes tenyészettel (E. coli, Pseudomonas fluorescens) hajtjak
végre.

5 NH,
gz A aminotranszferaz . Ez iy
¢=—0 (=0
SH OH
ferulpiroszilfsav

19. abra Fenilalanin eléallitdsa fenilpiroszdlésavbol

2/2. Biokonverzi6 transz-fahéjsavbol

A szerves kémiabdl jol ismert addicios reakcid enzimes katalizissel sztereoszelektiven
hajthat6 végre. A sziikséges fenilalanin ammonia-lidzt Rhodotorula és Rhodococcus torzsek
termelik megfeleld aktivitassal. Mas torzseknél is 1étezik az enzim, de labilis, és erds a fahéj-
sav szubsztratinhibicidja.

MHz
/ \ fenilalanin -amménia lidz Ho |
E:(TH * NH; Ehodotorula mhra= ¢ _TH
C—0 C—0
C|f'H C|JH
transz-fahéysav

20. abra Fenilalanin eloallitasa transz-fahéjsavbol 19
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A hasznalt enzimek is bomlékonyak, ezért a reakciot szigortian anaerob koriilmények
kozott, nitrogén atmoszféraban, az oxigén teljes kizarasaval hajtjak végre. Az élesztot aerob
koriilmények kozott szaporitjak el, majd az enzimet indukaljdk. Ehhez fenilalanint kell bevin-
ni, erre olcsobb megoldas, ha fehérje hidrolizatumot vagy szintetikus DL-fenilalanint adnak.
Ha kialakult az enzim aktivitas, akkor bevisznek 25 g/l fahéjsavat ammonium-cinnamat for-
majaban ¢és 15% (!!) ammoniat, ami 10,6-es pH-t eredményez. Erre az extrém koncentraciora
azért van sziikség, hogy a reakcid egyensulyat jobbra, a fenilalanin termelés irdnyaba toljuk
el. A folyamat eldrehaladtaval tobb részletben még egyszer ennyi ammonium-cinnamatot ada-
golnak be. Az 50 g szubsztratbol 42-43 g fenilalanin keletkezik, ami ~85%-0s kihozatalnak
felel meg.

A harom bemutatott technologia paramétereinek 0sszehasonlitasat mutatja be a kdvetke-
z0 tablazat.

Fermentacio Biokonverzio-1 Biokonverzio-2
Nyersanyag gliikoz fenilpiroszbéldsav transz-fahéjsav
Produktivités (g/l/h) | 0.6 3.5 1
Reakci61dd (ora) 24 8 15
pH 7 7.5 10,5
Homérséklet (°C) 35 35 25
Sejttomeg konc. (g/1) | 20 10 70
Aminodonor - L-aminosav NH;3
Onkoltség ($/kg) 13 35 32

5. tablazat Fenilalanin termeld technoldgidk dsszehasonlitdsa

Az 6sszehasonlités felsd két soraban, a miiszaki paraméterek a konverziés technologiak
elonyét mutatjak, de gazdasagi szempontbdl mégis a fermentacio a legolcsobb.

A termelt L-fenilalanin tilnyomo részét (~90%) aszpartam (édesitszer) gyartasahoz
hasznaljak fel. Az aszpartam egy aszparaginsavbol és egy fenilalanin metilészterbdl allo di-
peptid. Gyartasat részletesen az ,,Ipari enzimek” fejezetben targyaljuk.

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

1.9. Reszolvalas

A sz6 jelentése altalanossagban a racém (DL) elegyek komponenseinek szétvalasztasa.
Kémiai szintézisek rendszerint nem sztereoszelektivek, az optikailag aktiv termékek racém
elegy forméjaban keletkeznek. A bioldgiai, biokémiai rendszerek viszont csak az egyik izo-
mert hasznositjak, a masik izomer legalabb is haszontalan ballaszt, veszteség, st negativ ha-
tasu is lehet (pl. az egyik izomer édes izili, a masik keserii). Maga a reszolvalas miivelete is
kapcsolodik a biotechnoldgiai iparokhoz, mivel ezekben legtobbszor az enzimek sztereosze-
lektivitasat hasznaljak ki. A technologiat azért targyaljuk itt, az aminosavak fejezetben, mert a
legnagyobb léptékil, ipari reszolvalds az L-metionin gyartasahoz kapcsolodik. Az aminosa-
vaknal csak a L-forma bioldgiailag aktiv, ez épiil be a fehérjékbe. A metionin eléallithatd de
novo fermentacioval is, de a szintetikus gyartas gazdasagosabb, annak dacara, hogy az DL-
metionint eredményez. Ezt a terméket enzimesen reszolvaljak a tiszta L-forma elérésére.

A biokémiai uton torténd reszolvaldsnak két f6 utja van (1d. Biomérndki alapfolyama-
tok):

» aszimmetrikus szintézis,
» aszimmetrikus hidrolizis
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Ezek koziil az aszimmetrikus hidrolizissel foglalkozunk, mert a szintetikusan eldallitott
aminosavak (metionin, alanin,...) esetében ezt alkalmazzak. Ennek elsé 1épéseként a racém
aminosav keverékre olyan funkcios csoportot kotnek, aminek eltavolitdsa azutdn egy sztereo-
szelektiv enzimmel megoldhato. Az 4ltalanosan alkalmazott szarmazékképzés az N-acilezés
(legegyszeriibben acetilezés), majd hidrolizis aminoacildz enzimmel. Az aminoacilaz csak az
L-aminosavakat szabaditja fel, a D-szarmazék megmarad. Elvalasztas utan ez utobbit lugos
fézéssel racemizaljak, Gjra acilezik, és visszaviszik a folyamat elejére. Igy gyakorlatilag a
teljes anyagmennyiség atalakithato.

QOH
| OH
0 —=C
Q
W o=
CH—R o acils H OH H
aminoacilaz Hag @ :
| - cf + H“'C_R
NH f |
| HyN NH
C
\ .
Hac/ g L-aminosav (I:
: : 1-130/ o
N-acetil-D, L-aminosav
Racemizalas N-acetil-D-aminosav

21. abra Aszimmetrikus hidrolizis

Az enzimet az Aspergillus oryzae termeli, sokféleképpen immobilizaljak (DEAE-Se-
phadexhez ionos kotéssel, acetilcellulozhoz kovalens kotéssel vagy poliakrilamid gélbe zéaras-
sal).

1.9.1. A metionin reszolvalasa (Degussa eljaras).

Az Evonik (régi nevén Degussa) nagy aminosav gyartd, fermentaciosan €s szintetikusan
is gyart aminosavakat. Eljarasukat alapvetéen metioninra dolgoztak ki, de miikodik mas ami-
nosavakra is (Ala, Phe, Val, Leu, Trp, Tyr).

A folyamatban acetil csoporttal acileznek, a hidrolizist oldott enzimmel, semleges ko-
zegben (pH = 7,0), 37 °C-on végzik. Az enzim miikddéséhez Co*" kofaktor sziikséges.

Feldolgozas: az enzimet ultrasziiréssel lehet visszanyerni, az L-Met kristalyosithat6. A
D-N-acetil-metionint lugos f6zéssel racemizaljak €és visszaviszik a folyamat elejére.

/S\/YcOOH E /S\/YCOOH _ HO.
HN — HN * * \f(
Yo© g 0

O o}
D,L-1 D-2 L-3 4

w
z .|||§
I
N Q
o
Q
I

1 = N-acetyl-methionine 3 = methionine
2 = N-acetyl-methionine 4 = acetic acid

22. abra Metionin reszolvalasa
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1.9.2. A Degussa AG kisérleti enzim membran reaktora

Az oldott enzimet egy ultrasziir6 membran tartja vissza, mig a termék szabadon athalad.
A keringetés sordn az enzim lassan elveszti az aktivitasat a nyir6 hatadsok miatt. Kapacitas:
200 t/év. Ugyanebben a berendezésben megoldottak a metionin, valin és fenilalanin reszolva-
lasat is.

egy Ureges szal 1

A
1 \ -

S'\L~s S

de=hordozo ) . )
| kéteg Ureges szal

P
: ol

P~

S t

hollow fiber szlrbéelem

EC s

UF membran

23. abra Enzim rogzités ultrasziiré membrannal

1.9.3. A Tanabe eljaras
A japan Tanabe cég ugyanezt a reszolvalasi technologiat immobilizalt enzimekkel old-
jameg. A folyamat majdnem minden 1épése folytonosithato, ez egyediil a kristalyositasnal és
az azt koveto sziirésnél okoz nehézséget.
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KONTROLPANEL
{ 1 AT o FOLYTONOS
ARAMLAS ph HOMERSEKLET BEPARLE -
KRISTALY (4
SITO
ACETIL- |
D.L- acetil-D-
ANMINOSAV aminosmv

L

racemizalas

HOCSERFLO

JAYAYAYA

ORROVI

SZUro KRISTALYOS L

L-AMINOSAV

24. abra Tanabe eljaras rogzitett enzimmel

1.9.4. Lizin elodllitasa kaprolaktambdl aszimmetrikus hidrolizissel
Az aszimmetrikus hidrolizis egy nagyon specialis esete a D,L-a-amino-g-kaprolaktam
hidrolizise lizinné (a Toray Ind. Co eljarasa).

o]
NHz COOH
2 HN E1
4’» + H2N NH2
DL-1 D-1 L-2
+ E2
1 = g-amino-e-caprolactam {ACL) E1= L-aminolactam-hydrolase
2 =lysine E2= amino-lactam-racemase Toray Inc

25. abra Lizin gydrtas kaprolaktam aszimmetrikus hidrolizisével

A kaprolaktam szintetikus intermedier, polikondenzicidos milanyagok alapanyaga. En-
zimes reakcioval viszont L-lizinné alakithatd. A kémiai szintézis racém kaprolaktdmot hoz
l1étre, az enzim viszont ebbdl csak az L format hidrolizélja, a D-kaprolaktam gytirlis formaja
megmarad. Az eljaras jol kiegészithetd enzimes racemizaldssal, melynek sordn egy masik

mikroorganizmus erre alkalmas enzime a maradék D format racemizalja. Célszerl lenne a két
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reakciolépést egy reaktorban, egyidejiileg megvaldsitani. Ehhez viszont olyan enzimeket/mik-
roorganizmusokat kell valasztani, amelyek azonos koriilmények kozott miikddnek optimali-
san. Ha a két enzim/t6rzs azonos pH-n aktiv, akkor a két 1épés egy reaktorban megval6sithato.
A kivalasztott reakciokoriilmények: vizes lugos kozeg (pH = 8-9), a homérséklet t = 40 °C,
nyugvosejt szuszpenziod. A technoldgidhoz szelektalt mikrooganizmus parok:
Candida humicola + Alcaligenes faecalis (alkéalikus rothaszto, lugos a kozeg) vagy
Cryptococcus laurentii + Achromobacter obae

A reaktor szakaszos lizemben muikddik, a ciklus hossza 25 ora. Ezalatt a kihozatal eléri
a 99,5%-ot. Az lizem kapacitasa 4000 t/év. Ez inkabb egy pilot (tanulmany) iizem, termelése
elhanyagolhat6 a vildgpiachoz képest.

A gyartés a kaprolaktdm kémiai szintézisével kezdddik. A kiindulasi anyagok a ciklohe-
xén ¢és a nitrozil klorid (NOCI). A kettds kotésre addicionalt termék dimer formaban jelenik
meg, ez ammonia hatasara oximot képez. Ebbdl Beckmann atrendezddéssel alakul ki a racém
kaprolaktdm, amit azutan az enzimek atalakitanak.

NOCI NH, HCI

\ v
itl:lj! NOH

_______ > e N
I
|
|
I NCH
I -
I NH,"Cl
hydrolase
COOH ¥ :
HZN/\/\)\NHZ racemase H,S0,

PN TS et

I
crystallization |€ =— = 4 A= — - i

[]
1
1
v Beckmann

rearrangement
cells

26. abra A félszintetikus lizingyartas folyamatdbrdja
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