Pécs Miklés: Biotermék technolégia Aminosavak

1. Aminosavak, anyagcsere mérndkség (metabolic
engineering)

1.0.1. Anyagcsere mérnokség

A Klasszikus anyagcsere mernokseget (metabolic engineering) elsésorban a primer me-
tabolitokat termel6 torzsek fejlesztésénél alkalmazzak. Olyan torzsek kialakitasa a cél, ahol a
kivant metabolitot nagy mennyiségben tudja el6allitani a sejt. Ehhez az anyagcsere-utvonala-
kat fel kell deriteni, és a kivant iranyba kell modositani. Ennek eszkdze a klasszikus induklt
mutacios + szelekcios technika, sok 1épésben lehet fejleszteni a megfeleld torzseket. (Klasszi-
kusnak nevezzik, mert ~40 évvel megel6zte a rekombinans génmanipuléaciot.) Ha mar ismer-

juk bioszintézis reakciolépéseit, akkor:

1. El6szor is le kell zarni azokat az elagaz6 anyagcsereutakat, amelyek elvonnéak a kivant ter-

mék elballitasahoz szlikséges koztitermék molekulakat, le kell allitani a mellékreakciokat.

2. Emellett meg kell sziintetni azokat a reakciokat, amelyek termékiinket tovabb alakitanék,
hiszen ezek elbontjak a mar létrehozott célterméket. Ezt a két célt hiany- (auxotréf) mu-
tansok izolalasaval lehet megvaldsitani. Ha a mellék-, vagy bomlastermék egy létfontossa-
gu metabolit, ami esszencidlis a mikrobanak, akkor ezt az anyagot a bioszintézis Ut lezara-
sa esetén is biztositani kell. Erre két lehet6ség van: - vagy a taptalajba kell adagolni a hi-
anyzo vegyuletet (ami megnoveli a koltségeket), vagy a hianymutansok kézott ugyneve-
zett leaky (szivargd) mutanst kell keresni. Ennél a terméket tovabbalakitd 1épés a mutacio
kovetkeztében nem all le teljesen, csak lelassul (csokkent kopiaszam, vagy kisebb valtas-
szamU enzimfehérje). gy a mikroba kis mennyiségben megtermeli maganak a sziikséges

anyagot, de a hasznos termek felhalmozodasat nem csokkenti.

3. Mas oldalrdl a taltermelést megakadalyozd visszacsatolasokat kell kiiktatni, amelyek a
termék felddsulasa esetén ledllitandk a bioszintézist. Még a legegyszer(ibb mikrobaban is
mukaddnek ilyen enzimszint(i szabalyoz6 mechanizmusok. A felhalmozddott metabolit
hozzako6tddik a bioszintézis Ut legelso reakciojat katalizald enzim egy specialis kotéhelyé-
hez (nem a szubsztrat kot6helyhez, hiszen a tovabbi atalakitdsok miatt mar a szerkezet

= sz

(harmadlagos vagy negyedleges szerkezetét) amit6l az enzim aktivitasa lecsokken.
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Ezeknél az antimetabolit rezisztens mutansokndl a tultermelést fékez6 szabalyozas nem
mikaodik, képesek a kivant anyagot nagy mennyiségben felhalmozni.

1.0.2. Aminosavak qyartasa

Az aminosavak tipikusan olyan elsédleges anyagcsere termékek, amelyek termelésénél
anyagcseremernoki beavatkozasokkal fejlesztették a termel6 torzseket. Szemléltetésul néhany
ipari aminosavtermeld mutans térzs genetikai jellemz&it mutatja a tablazat:

1. tablazat Néhany mutacidval létrehozott aminosav tlltermeld torzs

Aminosav Torzs Genetikai Kihozatal | C-forras
jellemzék (a/l)
Arginin Brevibacterium flavum | Gua’, Ta' 35 Glukoz
25 Ecetsav
Glutaminsav | Corynebacterium Vad torzs >100 Glukoz
glutamicum
Beribacterium flavum 98 Ecetsav
Arthobacter paraffineus 82 n-paraffin
Lizin Corynebacterium Hom', Leu , AEC" | 39 Gliikoz
glutamicum
Beribacterium flavum AEC' 57 Szacharéz
Beribacterium flavum Homieaky, Thr 75 Ecetsav
Triptofan Corynebacterium Phe", Tyr, 6FTrp" | 12 Gliikoz
glutamicum 5MTrp'

(- = hianymuténs, r = rezisztens mutans,

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

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

1.0.3. Az aminosavak felhasznalasa

Aminosavakat tobb célbdl termelnek.

izfokozoként hasznéljak a natrium glu-
tamatot az élelmiszeriparban (Delikat, Vege-
ta).

Edesit6szert (aszpartam, Asp-Phe-
OMe) gyértanak az aszparaginsavbol és a fe-
nilalaninbdl.

Takarmény- és élelmiszer-kiegészitd-
ként alkalmazzak a lizint, a metionint, a tre-
onint és a triptofant. A takarmanyozasnal
alapvetd kérdés az Osszetétel kiegyensulyo-
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 tapanyag-komponensbél is hi-
any van, a névények novekedése korlatozott,
még akkor is, ha az 0sszes tobbi tapanyag
megfeleld mennyiségben jelen van. A nové-
nyek ndvekedése akkor fokozodik, ha a hi-
anyz0 tapanyagot hozzaadjuk.”

JUSTUS VON LIEBIG 1803 - 1873

2. dbra Liebig minimum elvének szemléltetése
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Ez érvényes a fehérjetartalomra, és a fehérjén belll az aminosavak aranyara is. Az
esszencialis aminosavakat a taplalékkal kell bevinnink a megfelel6 mennyiségben. Ha egy
komponensbdl is kevesebb van a kivanatosnal, az lefékezi a gyarapodast, és a tobbi tapanyag
sem hasznosul megfelel6en (analdg a mikrobandvekedésnél targyalt szubsztratlimitacioval).
Ezt szemlélteti a jelképes abra, amelyen lathatd, hogy a legkisebb elem hatarozza 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 kitrilnek és kornyezet-
szennyezést okoznak.

A mérsékelt égdvon, igy Magyarorszagon is az alapvetd takarmany bazis a kukorica,
mellette egyéb gabonafélék. Ezek fehérjetartalma kicsi, és raadasul a fehérjék sem tartalmaz-
zak megfeleld mennyiségben az esszencialis aminosavakat. A szénhidrat tartalom mellé tehat
teljes értékd fehérjét kell adni. Szamitasba johet névényi oldalrol a szoja, illetve a I6bab, de
ezek termesztése ezen a kliman nem gazdasagos. Egyediili hazai fehérjeforras a napraforgoda-
ra, viszont ez is korlatozott mennyiségben termelédik és lizin-hianyos. Allati eredet(i fehérje-
forrdsok a halliszt, a husliszt és tejfehérje, de ezek nagyon dragak.

Ez indokolja, hogy biotechnoldgiai uton el6allitott esszencialis aminosavakat adagolnak
a taplalékokhoz és a takarmanyokhoz. A kukorica komplettadlasaban a harom legfontosabb
aminosav: metionin, lizin, triptofan.
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3. dbra Kukorica fehérje hasznosulasanak fokozésa lizin hozzaadaséaval.

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

Aminosavakat még sokféleképpen fel lehet hasznalni. Példaul a kenyér készitésénél is
adhatnak lizint a tésztdhoz. Orvosi gyakorlatban infuzios oldatok készitésére hasznalnak ami-
nosavakat, illetve gydgyszerek el6allitasahoz.

1.0.4. Torténet és piac

Az aminosavgyartas torténete 1909-ben kezd6dott, amikor Japanban natrium-glutamatot
kezdtek gyéartani (ételizesitd, izfokozo) sikér, illetve szojafehérje hidrolizisével. 1957-ben Ki-
noshita, a Kyowa-Hakko cég kutatdja a Corynebacterium glutamicum mutans torzseivel kez-
dett glutaminsavat és nukleotidokat el6allitani, ezzel Japanban megjelent a fermentacios ipar
Uj aga, az aminosavak es a nukleotidok el6allitdsa. A Corynebacterium és Brevibacterium tor-




Pécs Miklés: Biotermék technolégia Aminosavak

zsekbdl izolalt mutansokat hasznéltak mert ezeknél két anaplerotikus Ut is miikodik, mig az E.
colinél és a B. subtilisnél csak egy.

1981-ben mér évi 365.000 t aminosavat allitottak el6, 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. tdblazat Az aminosav termelés megoszlasa (1998)

Ehhez képest a 2006-0s adatok:

Mennyiség t/év | Aminosav Alkalmazott eljaras Felhasznalas
1.000.000 | L-Glutaminsav | Fermentacio Izfokoz6
350.000 | L-Lizin Fermentacid Takarmanykiegészitd
350.000 | D,L-Metionin Kémiai szintézis Takarmanykiegészité
75.000 | L-Threonin Fermentacid Takarmanykiegészité
10.000 | L-Asparaginsav | Enzimes konverzio Aszpartam
10.000 | L-Fenilalanin Fermentacio Aszpartam
10.000 Glicin Kémiai szintézis ,Téplélltlékkiegészit(’j,
édesitOszer
3.000 L-Cisztein Cisztin-redukcio Téplél?kkiegészité,
' gyogyaszat
1.000 | L-Arginin Fermentacid, extrakcid Gyogyszergyartas
500 | L-Leucin Fermentacio, extrakcio Gyogyszergyartas
500 L-Valin Fermentécid, extrakcio Pegzticidek, o
gyogyszergyartas
300 | L-Triptofan Nyugvoésejtes konverzid | Gyogyszergyartas
300 | L-lzoleucin Fermentacid Gyogyszergyartas

3. tdblazat Az aminosav termelés attekintése (2006)

Jelenleg a vilagon 17 nagy cég folytat fermentacids aminosavgyartast, ebbdl 13 Japan
tulajdond. Az Ajinomoto egymagaban uralja az aminosav piacot mintegy 60 %-0s részesedé-
sével. 23 orszagban 121 Gzeme m(kddik, alkalmazottainak szama kb. 30 000. A vilagpiacon
szamottevl versenytars a német bazisi 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 el6 glutaminsavat, az ADM lizint (60.000
t/év), Franciaorszagban az Orsan S.A glutaminsavat és aszparaginsavat, a Rhone Poulenc
szintén aszparaginsavat. Magyarorszagon az Agroferm Rt (Kaba, els6 tulajdonos: Kyowa-
Hakko, Japan) 5-6.000 t/év kapacitassal allitott el6 lizint, de a piac valtozasai miatt 2004-ben
eladték a Degussa-nak és treonin gyartasara alltak at.

Az aminosavakra is igaz a mennyiség-ar flggvénynek az a formaja, amely log-log
abrazolasban egyenest ad.
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4. dbra A termelt aminosav mennyiség és az arak kozotti 0sszefliggés

1.0.5. Aminosavak gyartasa

Aminosavakat tébbféle Uton is eld lehet allitani:

— Az egyik lehet6ség az izolalas fehérje-hidrolizatumokbol. M(ikod6 technologia létezik
cisztein, leucin, aszparaginsav, tirozin és glutaminsav gyartasara.

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

- EI6 lehet allitani aminosavakat biotechnoldgiai uton is:

Direkt fermentacidval (de novo bioszintézis): a vad torzsekbdl az anyagcsere mernokség
elvei szerint létrehozott és izolalt auxotréf és regulator-mutansokat hasznaljak, féleg gluta-
minsav és lizin el6allitasakor.

Prekurzoros eljarassal (Ser, Trp): ennél egy olyan vegyuletet adnak a fermentaciéhoz,
amit a mikroba beépit a végtermékbe, ezaltal kdnnyebben, gyorsabban, nagyobb mennyiség-
ben tudja el6allitani az aminosavat.

Biotranszformacioval (enzimes, sejtes): csak egyetlen biokémiai reakcid végrehajtasa,
amihez a szlikséges enzimet nem mindig izolaljak, hanem sokszor nyugvédsejtes tenyészet for-
maéjaban alkalmazzak (pl.: aszparaginsav).

A fermentaciot nagy, 50-500 m3-es levegztetett fermentorokban célszer(i végrehajtani,
ami viszonylag olcsova teszi a gyartast. A ratdplalasos technoldgidk alkalmazésaval nagy
koncentracidkat lehet elérni, igy a downsream muiveletek kdltségei csokkennek. Aminosavter-
melésnél szabalyozni kell a pH-t, amit a szokasos alkaliligok mellett ammodniagaz bevezeté-
sével vagy karbamid adagolasaval is meg lehet oldani, raadasul ezek nem higitjak az oldatot.
A fermentorokban a sterilitast fenn kell tartani, illetve a fagok elleni védekezésként érdemes
fagrezisztens mutansokat alkalmazni.
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Az aminosavak feldolgozasanal jellemzGen ioncserét, izoelektromos ponton torténd Ki-
csapast, szerves olddszeres extrakciot szoktak alkalmazni. Az aminosavak - az egy triptofan
Kivételével - viszonylag hdstabil molekulak, lehet (vakuum)bepéarlassal toményiteni az
oldatot.
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5. abra Aminosav feldolgozasi miveletsorok



Pécs Miklés: Biotermék technolégia Aminosavak

1.1. Glutaminsav fermentacié
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Egy kis torténelem:

1866 — el6szor buza gluténbdl izolaltak (Ritthousen)

1890 — kémiai szintézis (Wolff)

1908 — lkeda els6kent izolalt egy sajatos iz( kivonatot egy hinarszer(i tengeri moszatbol (La-
minariaceae). Ezt az izt ,,umami”-nak nevezik, és nem sorolhatd be a négy alapizhez
(,,otodik iz”).

1909 - lkeda és Suzuki szabadalmuk alapjan gyartani kezdték a mononatrium-glutamat
monohidratot, mint izesit6t.

1910 - az Ajinomoto cég megkezdte a gyartast glutén és szdjadara a hidrolizatumabol.

1957 - Kinoshita a Kyowa-Hakko cég kutatdéja a Corynebacterium glutamicum mutéans

torzseivel megvalositotta a de novo fermentacios gyartast.

a vilagtermelés elérte az 1.000.000 tonnat

2007

A glutaminsav fermentéciojat el6sz6r 1957-ben a Corynebacterium glutamicum (régi
neve Micrococcus glutamicus) torzzsel oldottdk meg. Mikrobioldgiai leirdsa szerint ez egy
Gram+, nem sporas, nem csillos torzs.

1.1.2. Bioszintézis és szabalyozasa

A Corynebacterium glutamicum térzsnél ha az a-keto-glutarat dehidrogenaz (az abran a
9. enzim) aktivitasat lecsokkentjik, és a szubsztratjat glutaminsav formajaban elvonjuk, akkor
a citratkor mint korfolyamat nem zarul, a folyamat végén nem kapjuk vissza az oxalacetatot.
A folyamat mégis m(kddik, mert a sziikséges intermediereket a két anaplerotikus reakcié (1
és 2) szolgéltatja. A piruvatok hasznosulasat megfigyelve lathatd, hogy egyrészrél dekarboxi-
lezéssel acetil-CoA és szén-dioxid keletkezik, méasrészt viszont CO; fixalassal oxalacetét jon
létre. Az ered6 folyamatot tekintve tehat két piruvatbol keletkezik egy citromsav molekula. Ez
tartalmazza a kiindulasi gliik6z mind a hat szénatomjat. Ebbdl egy szén-dioxid formajaban el-
vész az izocitrat dekarboxilezésenél, igy 6t szénatom kerdil a glutaminsavba.

A glutaminsav termelés erdsen fuigg a sejt citoplazmamembranjanak a permeabilitasatol.
Ha a membran permeabilitdsa n6, a glutaminsav kiaramlik a sejtb6l. Ez szamunkra kedvezd
jelenség, mert egyrészt a belsé koncentracié a feed back hatér alatt marad, nem fékezddik le a
bioszintézis, masrészt az extracellularis terméket kénnyebb kinyerni a fermentlébdl.
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6. abra A glutaminsav bioszintézisének reakcioi és szabalyozasa

A membran permeabilitasa viszont az alkot6 foszfolipidek zsirsavisszetételétdl fligg. A
savprofilra a kdvetkez6 tényez6k vannak hatéssal:

1. Biotin koncentracid: a biotin az acetil karboxilaz enzim kofaktora. Ez a reakcio a zsirsav
bioszintézis els6 Iépése, minden egyes C2 egység beépitésének elsd alloméasa. A biotin hi-
anya tehat megzavarja a lipidek bioszintézisét, a membran atereszt6vé valik. Ugyanakkor
a sejtek ndvekedéséhez valamennyi biotinra sziikség van. A két ellentétes hatas ered6je-
ként beallithatd egy optimalis biotin koncentracid, amely mellett a glutaminsav szintézis

maximalis. Ez az erték &ltalaban 2-5 pg/l, de mindenképpen 10 pg/l alatt van. 30 pg/l fo-

I6tt a tenyészet a glutaminsav mellett/helyett mar jelent6s mennyiség(i tejsavat termel.

Olajsav (telitetlen zsirsav) adagolasa fokozza a permeabilitast.

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

4. Penicillin alkalmazasa val6jaban nem a sejtmembrant, hanem a sejtfalat gyengiti meg, de
ez is a Glu kiaramlasaval jar.

N

A szenforrasok kozil a melaszban sok a biotin, igy e taptalajkomponens hasznalatakor
ez problémat jelent. Ilyen tapoldatokndl a biotin hatasat a fent emlitett anyagok adagolésaval
szoktak ellensulyozni.

1.1.3. Fermentacio

A glutaminsav fermentaciondl 100-200 g/l C-forras bevitelt szoktak alkalmazni, ami
lehet szachar6z (melasz), gliikdz, esetleg ecetsav, etanol és n-paraffinok. llyen tomény
(>10%) cukor oldattal nem lehet inditani a fermentaciét (ozmdzis, savtermelés), ezért egy ré-
szét a 36. Ora utan rataplalassal (fed batch) viszik be. Kis Iéptekben (laboratériumi és oltote-
nyészetek) nitrogénforrasként szerves anyagokat (kukoricalekvart, kazein hidrolizatumot) is
adnak a taptalajba, a nagy léptékd, termel6 fermentacidknal az olcsobb ammodniumsdkat. A
kés6bbiekben a nitrogén bevitel megoldhaté ugy, hogy a pH szabalyozasra ammonia gazt il-
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letve karbamidot hasznalnak. Tulsdgosan sok ammdnia jelenlétében viszont a glutaminsav
egy része glutaminna alakul at, ami rontja a kihozatalt.

A fermentacid optimalis pH-ja 7-8 kozdtt van (mint altalaban a baktérium fermentaci-
0k), a hémersékletprofil kétlepcsds: az elsé 14 oraban 30-32 fok, ezutan felemelik 38 °C-ra.
Ez megvaltoztatja az anyagcserét, lecsokkenti az a-ketoglutarsav dehidrogenéz aktivitasat és
noveli a sejtmembran permeabilitasat glutaminsavra nézve. A fermentacios id6 72 6ra, maga a
sejtszaporodas ~30 6ra alatt lezajlana, de a rataplalasokkal elnyujtjak a folyamatot, ezzel lehet
nagy termékkoncentraciot (~10%) elérni. Intenziv levegdztetés sziikséges, mert ennek hianya-
ban melléktermékkeént tejsav jelenik meg. A termeld torzs Fe?*, K*, Mn?* ionokat igényel ko-
faktorkent. A fermentacid végen a cukorra szamitott konverzio 50-60% kdzo6tt mozoghat.

1.1.4. Feldolgozas
A fermentlé feldolgozasa két szakaszra | [ Fermente | £
bonthatd. EI6bb a kristalyos glutaminsavat
allitjak el6, majd ezt mono-natrium gluta- e -
Ll L, . , L, Sejtek elvalaszt Na-Gl |
matta alakitjak. Mindkét folyamat kulcslépé- Ll el g2l [N e

se a beparlas, majd kristalyositas. Kensavval | Bep:'.nas | E—— —
beallitjgk az izoelektromos pontot, a gluta- » I_I_I ovdrn.
minsav disszociacidja visszaszorul, ezéltal | oH ;,'més |
oldhatésaga romlik, hatékonyabban krista- )
lyosithatd. A kivalt anyagot pl. sz(rGcentri- | Knistalyositis |
fugaval elvalasztjak. ]

| Elvaliszlés |l |

A
| Elvalasztas ‘

Y

| Semlegesités ‘

A kristdlyos glutaminsavat natrium

hidroxiddal feloldjak és kozémbositik. Aktiv | |  szintelenites |
szenes tisztitds utan bekoncentraljak és Ki-
kristalyositjdk. A kristalyositas anyallgjat |

h 4

. . N , Sziirés |
visszaviszik a glutaminsav feldolgozas fo-
lyamataba. =
| Szirlet ‘
l MHa-Glu
| Beparlas | gyatas

Kri stél‘yosités
| |

h A

| Elvalasztas }—»l Na-Glu anyalug

!

| Szaritas |

h 4

| Na-Glu termék | v

7. abra Na-glutamat kinyerése fermentléh6l
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1.2. Lizin fermentéacio (a,e-diamino-kapronsav)
OH
o—CcC

Hp H, H, H,
CH—C —C —C —C —NH,

NH,

Hazankban a takarmanyozasban hasznalatos gabonak, kilénésen a kukorica lizinben
szegény (4. tablazat). A lizin hianya korlatozza a tébbi komponens hasznosulasat is, ezért cél-
szer(i kiegészitésként hozzaadni (3. abra). Lizin kiegészitéssel az egy-gyomruaknal (sertés,
csirke) 15-20%-kal javul a takarmény-hasznositds. Egy tonna lizin elegendd 70 tonna takar-
many komplettalasahoz.

Tapanyag/takarmany Lys (%)
Kukorica 0.21
Zab 0.5
Arpa 0.4
Buza 0.6
Szobja 2.9
Eleszté 34
Tejpor 2.5
Husliszt 2.6

4. tablazat Takarmanyok lizintartalma

1.2.1. Bioszintézis, anyagcseremérnokség

Yy

Asp —C Asp-P —» ASA —(CO—» Hom —O—» Hom-P—» Thr ——p e

| |

i DAP :

i .

: | M
b Lys —-—-- Met

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

tokat. A sejtekben a lizin kétféle anyagcsereuton is kepzddhet, mindkett6 aszparaginsavbol in-
dul:

» Diamino-pimelinsav Ut

» Aszparagin-szemialdehid ut

10
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A Corynebacterium és Brevibacterium torzsek ez utébbi utat hasznaljak.

Anyagcsere-mernokileg a kovetkezd Asp
mutacios valtozasokat hoztak létre:

Hom" illetve Hom'®Y Met", Thr auxotrof ~.
torzseket izolaltak, amelyek ‘ X AN
AEC' = (5-(2amino-etil)-L-cisztein))-re-
zisztensek, azaz regulaciés mutansok. | \
| . Negat{vr Y
A homoszerin és treonin tdltermelés ‘ j msszacssoldsoke
visszacsatolasat nem kell megsziintetni, mert Asp-szemialdehid / !

e . . i
az auxotréfia miatt ezek nem jelennek meg ‘x\\ S/ !
. / I[

Homoszerin- oL

szamottevé mennyissegben. - /
A 7. dbran egy lizin tlltermelG torzs |dehidrogeniz /
mutacios atalakitasai lathatok. J/
A reguldlt enzim az aszpartokinaz, ez Homoszerin !
két a és két B alegységet tartalmaz. Két ki- ~a 7
I6n promoter indukélja az o és a B mMRNS I \ 7
szintéziset. A [3-alegységhez kotédik a lizin ' Thr-—~
és a treonin, ezzel csokkentik az enzim- '
komplex aktivitasat. Met
1996-ban a korszer(i génmanipulacios 9. dbra A lizin taltermelés érdekében végrehajtott

modszerek felhasznalasaval tokéletesitették anyagcsere médositasok

a torzset. A lizin exportalasaért felel6s en-

zim génjét — LysE — multikdpias plazmid segitségével sok kdpiaban vitték be a sejtbe, ezaltal

megndvelték a sejtbdl a fermentlébe iranyulo transzport sebessegét, 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 fermentacio

A lizin fermentacid az azonos tdrzs miatt sok szempontbol hasonlit a Glu fermentéaciora.
A C-forrés gliikdz, melasz, alternativ megoldasokban ecetsav vagy paraffin lehet. A nitrogén-
forrdsként ammaoniumsok, a pH szabalyozéashoz hasznélt ammonia johet szamitasba. A homo-
szerin, treonin és metionin szuboptimalis koncentracidban jelen kell, hogy legyen (sz6jadara,
kukoricalekvar adagolas), de ha leaky a mutans, akkor nem kell adagolni, ezzel csdkken az
onkoltség. A biotin koncentracionak itt is szerepe van, de forditott: legalabb 30 pg/l-es kon-
centracidban kell jelen lennie.

A fermentacio optimalis pH-ja 7, optimalis hémérséklete 28°C, a fermentacié ideje 60
Ora. 100-120 g/l végso lizin koncentraciot lehet elérni, a produktivitas Y,=30-40%. A fer-
mentlébe adagolva az antibiotikumok serkentik a lizin termelését (titer nével6 anyagok: klor-
amfenikol, tetraciklin) tovabba feluletaktiv anyagoknak (kvaterner ammaonium sok) is hasonld
termelésfokozd hatasuk van. A lizin fermentéacional egy specialis fert6zésveszély 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 befert6z6dés veszélye is csokkenthetd.

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

11
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Savanyitas (H2SO4, pH=1.5, betain nem kot6dik

Baktérium témeg<+—— Szeparalas <+ loncsere (erds kationcserél6, Amberlite 112-120 B)

|

pH allitds (NH4OH) Szennyviz Elualas

}

. 12 0
Vékuumbeparlas (40 % sz.2.) Lys frakcid beparlasa (3 testes vakuumbeparlo)

|
’ '

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

Semlegésités (HCI)

Kristalyositas

)

Fluidszaritas

}

Orlés

Lys <——— Csomagolas (légmentesen zarni, higroszkopos)

10. abra A lizin feldolgozas Iépéssora

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

Magyarorszagon is miikodott egy lizin-gyar Kaban, a Kyowa-Hakko cég 1991-ben tele-
pitett hazankba egy 6000-6200 t/év kapacitasu tzemet (Agroferm), ami manapsag kis tzem-
nek szamit. A lizin termelésnél arhabor( van, a vilagtermelés 3-400.000 t/év (leallitott, Ures
kapacitasok is vannak), ennek talnyomo reszeét japan cegek, japan torzzsel es technologiaval,
sok orszagban termelik. Az éves forgalom korilbelil 200 M$/év. Magyarorszagon a szoja il-
letve a l0bab 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, és még exportra is termelt. Az tizemben a fermentaciok reprodukalhatésaga nagy, ami
a technoldgiai fegyelemnek és az &llandé nyersanyag-minéségnek volt kdszonhetd. A fermen-
torok fed-batch idéprogram szerint miikodtek, egy folytonos sterilezd miikédott a higitott me-
lasz sterilezésére. Leaky torzset hasznaltak, igy nem kellett kukoricalekvart vagy szo6jahidroli-
zatumot adagolni. 4 db 240 m? térfogat fermentor volt az tizemben.

Az Uzem gazdasagi helyzetét megingatta a szojafehérje alacsony ara. A gyarat 2004-ben
atvette a Degussa cég, és atallitotta treonin termelésre. Nagy kapacitas-bdvités utan (~30.000
t/év) jelenleg Evonik Agroferm néven termel.

12
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1.3. Treonin el6allitasa

A treonint genetikailag manipulélt E. coli torzzsel allitjak el6. A manipulacié a mikro-
batdrzsek raciondlis atalakitdsanak iskolapéldaja. A kiinduld térzseket, az L-treonin szerkezet-
analogjara, az a-amino-B-hidroxi-valeriansavra (AHV) rezisztens mutansokat1969-ben izolal-
ta Shiio és Nakamori. Ezutén tébb, ipari termelésben is alkalmazhaté mikrobatorzset fejlesz-
tettek ki olyan auxotrof és antimetabolit rezisztens mutansok létrehozasaval, amelyek egyditte-
sen a treonin bioszintézis irdnyaba terelték az anyagcserét.

A treonin taltermel6 E. coli mutansok ésszer(i megtervezéséhez részletesen meg kellett
ismerni a bioszintézist. A treonin bioszintézis szabalyozasa az E. coli-ban bonyolultabb, mint
a C. glutamicum-ban. A Corynebacteriumoktél eltér6en az E. coli -ban az aszpartokinaznak
harom izoenzime van (AK-1, AK-11 és AK-III). Az els6 ketté tobb domenbdl allo fehérje,
amelynek homoszerin dehidrogenaz aktivitasa is van, tehat ugyanaz a fehérje katalizalja a fo-
lyamat elsé és harmadik lepését. Az AK-1 aktivitasat csdkkenti a treonin feedback inhibicidja,
termelddését pedig operon szinten fékezi a treonin és az izoleucin egyuttes hatasa. Az AK-II
bioszintézisét a metionin represszalja. Az AK-1ll-ra pedig a lizin hat, mind enzim inhibicio-
val, mind represszioval.

2 B ~l
Vi v : . kN |
AK ASD HSD* HK TS ! !
Asp _ Asp-P —O—» ASA —CO - Hom —O—» HomP—O—»Thr —p e
O C
A A A A ! |
AA i S
| 1 :
P I
b i | DAP
| ! :
. ]
P “ee v
I N L Met

11. &bra Az aszparaginsav aminosav csalad bioszintézise és szabalyozasi mechanizmusai E. coli-ban

A folyamat mésodik Iépését az aszpartat szemialdehid dehidrogendz (ASD) katalizélja.
Expressziojat mind a lizin, a treonin és a metionin gatolja, leger6sebb hatasu a lizin. A két
utolsé enzim, a homoszerin kindz (HK, thrB), és a treonin szintetaz (TS, thrC) egyuttesen ex-
presszalddik az AK-1-gyel (thrA), ezek harman alkotjak a thrABC operont.

Ezeken a szabalyozési mechanizmusokon tdl més hatasok is befolyésoljak a treonin fel-
halmozaddast. llyenek a treonint lebont6 enzimek, mint a treonin dezaminaz (ilvA), a treonin
dehidrogenaz (tdh) és a treonin felvételt és kibocsatast szabalyozé transzport mechanizmusok.

Az 6sszetett szabalyozd mechanizmusok ismeretében tobbféle megkézelitéssel is meg-
probaltak , kitagitani” a treonin bioszintézis folyamatat. Kezdetben az anyagcseremérnokség
elveinek megfelel6en melléktermék auxotrdf és termékanaldg rezisztens mutansokat szelek-
taltak.

A mar emlitett AHV-rezisztens térzset, amelynél megszlnt az AK-I feedback inhibicié-
ja, fejlesztette tovabb minden prébalkozas. A tovabbi munka soran izoleucin auxotréf mutan-
sokat izolaltak. Megszintették az anaplerotikus PEP-karboxilaz enzim gatlasat az aszparagin-
sav altal. Kiiktattdk a treonin-dezamidaz és treonin-dehidrogendz enzimek mikddesét. A
klasszikus mutacios-szelekcios technikan tul genmanipulacioval is fejlesztettek 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 fermentacio sem ter el jelentésen az el6z6 két aminosav technolégiatdl. A ma-
nipulalt E. coli torzzsel 124 g/l koncentrécidt is el lehet elérni cukor szénforrdsokon. A kon-
verzio cukorra szamolva ~60%. A cukor beadagolasanal még a szokasosnal is korultekint6b-
ben kell eljarni, a koncentraci6 a folyamat soran nem emelkedhet 30 g/l folé. A cukrot tehat
folyamatosan vagy nagy gyakorisaggal kell adagolni. A steril cukoroldattal ugyanakkor jelen-
t6s mennyiségl vizet visziink be a fermentorba, igy a lé térfogata nagymértékben ndvekszik.
Olyan technologia is létezik, ahol oltasnal csak félig toltik fel a készlleket, a Ié mésik fele a
beadagoléssal keril be. Ezzel a termelési ciklus lerdvidil, méasfél nap (36 ora) alatt lezajlik.
Ilyen révid fermentacids id6 mellett jelentGs idOveszteséget jelent két gyartas kozott a fermen-
tor tisztitasa, besarzsirozasa, sterilezése, oltasa, emiatt gyakran térekednek félfolytonos Uze-
meltetésre, amelynél ezek a lépések kihagyhatok.

Nitrogénforrasként a torzs hasznositja a szervetlen nitrogént (ammodnium-szulfat), de az
auxotrofiak miatt valamennyi szerves nitrogén forras (pl. élesztd kivonat) is szlikséges. A fo-
lyamatot az E. coli igényeinek megfeleléen 37 C-on, pH= 7,0-7,5 kdz0tt vezetik. A termelt
savakat k6zoémbadsiteni kell, amire alkalillgot, vagy ammoniagazt hasznalnak. A gaznak az az
elénye, hogy nem viszink 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 epiilt 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 tonnara bovitették. Felvasarlasok es atszervezések kdvetkeztében a céeg
jelenleg Evonik Agroferm néven makadik.

1.4. Aszparaginsav el6allitasa biokonverzidval

Az aszparaginsav gyartasara is kialakitottak a de novo fermentaciora alkalmas mutanso-
kat, de manapsag inkabb egylépéses biokonverzidval allitjak el6. Az olcson hozzaférhetd fu-
marsavbdl és ammaniabdl az aszpartat-ammonia-lidz hozza létre az aszparaginsavat. Az atala-
kitdshoz nyugvdsejtes tenyészetet, illetve tisztitott, immobilizalt enzimet egyarant hasznélnak.

0 o
L|“.|—DH
‘ HaN——CH—C——0H
CH enzim + NHj . CH,
I .,
%:D E|JH
OH

fumarsav aszparaginsay

5. tAblazat Fumarsav atalakitasa aszparaginsavva
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A Japan Tanabe cég 1973 kezdett el immobilizalt sejttel (poliakrilamid gélben) a vila-
gon elGszor igy aszparaginsavat el6allitani. Tizszeres aktivitasnovekedest értek el azzal, hogy
a citoplazmamembran permeabilitdsat megnovelték. Az enzim életideje Mg, Mn, és Ca ionok
jelenlétében tizszeresére nétt (120 nap). 1000 I-es reaktort hasznalnak, évente 700 t aszpara-
ginsavat termelnek. A Japan Kyowa-Hakko 1974-ben kezdett el E. colibol szarmazd immobi-
lizalt enzimmel aszparaginsavat termelni, mig a Mitsubishi 1986-ban kezdte el a termelést
Brevibacterium flavum sejtszuszpenzi6 tobbszori ujrafelhasznaléséval.

Az amerikai Biocatalytics cég E. coli-bol kinyert, immobilizalt aszpartaz enzimet hasz-
nal. A biokonverzié vizes fazisban, 37 °C-on (a coli szaporodasi optimuma), 8,5-es pH-n jéat-
szodik le. MgCl2 kofaktor adagolasa ndveli az enzim aktivitasat és stabilitdsat. Az agytérfogat
75 1, megfeleld sebesség beallitasaval 99%-o0s konverzid érhetd el. Az enzim ezen a hémér-
sékleten is stabil, aktivitasanak felezési ideje ~6 hdonap.

ROOC~ A ~coom

* NH3

HSO,
* NH,

» precipitation I___:> H
H28 P P ODC\/'\CGOH

12. abra Az aszparaginsav gyartas folyamatabraja.

A Kilép6 aszparaginsav kinyerésére el6szor a pH-t kénsavval 2,8-re, az izoelektromos
pontra allitjak. Itt az oldhatdsag minimalis, hitésre a termék kicsapddik és szlréssel elvalaszt-
hato.

Az aszparaginsavat elsGsorban aszpartam (édesit6szer ~200-szor édesebb, mint a sza-
chardz) gyartasahoz hasznaljak fel, masrészt élelmiszer-adalékként és inflzids oldatokban.
Ezenkivil gyogyszergyartasi intermedierként is hasznaljak.
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1.5. L-Alanin gyartas

Az alanin egyszer( szerkezetl molekula, szintetikusan is el6allithato, de az racém keve-
réket ad, amit reszolvalni kell. A tiszta L-izomer eléallitaséara kifejlesztettek de novo fermen-
tacios eljarast is, de egyszer(ibb biotechnoldgiai Ut az enzimes konverzid L-aszparaginsavbol.
A Pseudomonas dacunhae torzs aszpartat-p-dekarboxilaz enzimével egy Iépésben kialakithatd
az L-alanin (Japan, Evonik/Kina).

1.6. Szerin el6allitasa

A szerint ipari mértékekben glicinbél, féként fakultativ
0 metilotrofokkal (pl. Pseudomonas torzzsel) allitjak el6. A fer-
mentacional glicint és metanolt adagolnak egyszerre (ko-
H.N——CH—C ——0H | szubsztratok). Az anyagcsereben a szerint tovabbalakitd enzim,

| a hidroxi-piruvat-reduktaz aktivitasat csokkentik pH emeléssel

CH- (8.5-9.5), és hdmérseklet emeléssel (30°C-rdl 40-42 °C-ra) il-
| B letve Co?* vagy Ni?* adagolassal (specifikus inhibitorok). A fo-
OH lyamat igy biokonverziova egyszerlsodik. Ezért gyakran hasz-
nalnak nyugvé/immobilizalt sejtes tenyészetet.

Methanol Bar a glicin fontos fehérjealkoté aminosav,

+ a gyartashoz szukseges koncentracioban toxikus a

HCHO sejtekre. Ezért glicin-tolerans mutansokat izolal-

\ tak és alkalmaznak.
CH,=HMPT  CH,=H/F

\

"5‘ L,Sg;fﬁ" A végs0 szerin koncentracio 20-24 g/l , ami

HCOOH ~50%-0s konverzionak felel meg. Az abran a sze-

* i rin el6allitdsahoz atalakitott anyagcsere-utvonal

Cco, Glycine lathaté (lasd a metanol alapu egysejt fehérje ter-

melésével foglalkozo fejezetet).

13. abra A metanol hasznositas szerin Gtja

1.7. L-triptofan termelés

A triptofan biotechnoldgiai el6allitasa tobbféle
O aton is lehetséges:

1. De novo bioszintézis: szénhidratokbdl sok 1é-

| OH péssel. A japanok erre is talaltak anyagcsere-mérnoki

HN NH megoldast a Corynebacterium _és Brew_bact_erlur_n tor-

2 zsekkel. A h&rom aromés aminosav bioszintézise az

allosztérikusan szabalyozott eldgazd anyagcsereutak iskolapéldaja. A cukorszarmazékokbdl

induld bioszintézis koztésen halad a korizminsavig, itt kettévalik. Az anyagfluxus egy része

antranilsavon keresztil négy Iépésben triptofanna alakul. A tovabbi mennyiségbdl prefénsav
lesz, ami egy tovabbi elagazas utan fenilalanint és tirozint ad.
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Az anyagcsere-mernokseg  elveinek pltk 6z
megfelelGen a klasszikus mutacios-szelekci-
0s technlkava}l a kovetkezo tulajdonsagu mu- eritréz 4-foszfit + foszfoenolpiruvat (PEP)
tansokat izolaltak: | . ,l _______________
r E* x
3-dezoxi-D-arabino-heptulézonat-7-foszfat

» Phe’, Tyr, (auxotrofok)

! i
|
| |
> 5-Me-Trp" (5-metil-triptofan | b I
antimetabolitra rezisztensek) ! e :
; korizminsav :
| 1
A mutansokkal a fermentacio megva- | ! 5 X\-ﬁ i |
|6sithato, de az el6zGekben emlitett techno- | 1 P B !
l6giakhoz képest hatrany, hogy a triptofan | ! * * J l
sokkal rosszabbul oldodik, mint a polaris ol- | fenilalanin tirozin triptofén - - - - - - - - -+ :
dallanct aminosavak. Az oldhatdsagi hatar e J
~12,,g/| (erdsen flgg a pH-tOI esa home,rself' 14. abra Triptofan tiltermel6 torzs anyagcseréjének
lett6l), azaz csak kb. tizedrésze a lizinnél atalakitasa
vagy a glutaminsavnal elérhetd koncentraci-
onak.

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

A triptofan bioszintézis utolsé Iépésében a triptofan szintetdz enzim az indol vazrdl le-
hasitja az addig felépitett oldallancot, és egy szerint kapcsol a helyére. A reakcié masodik lé-
pését, az indol + szerin = triptofan folyamatot szamos mikroba enzime képes katalizalni.

0 |
‘ HN—CH—C—OH

HN——CH—C——0OH ‘

‘ ‘ + | E.coli CH,
CH, Trp szintetaz o
) |
H
OH 7
Indol -S76ri
L-szerin HN

15. dbra A triptofan-szintetaz reakcio

Erre a folyamatra tobbféle technologiat is lehet épiteni. Az prekurzor mindegyikben
szintetikusan el6allitott indol. Adagolhatjuk:
» Szerintermel6 metilotrofok tenyeszetéhez, ezzel a szerin és a triptofan szintézist 6ssze
lehet kapcsolni: metanol, glicin és indol adagolasaval.
> Eleszt6 torzsek (Candida, Hansenula) tenyészetéhez — j6 hatasfokkal triptofanna ala-
kitjak. Az indol nagyobb koncentracidban kérositja a sejteket, ezert folyamatosan, mé-

= sz

tofénra el lehet érni az oldhat6sagi hatart (~12 g/l)

3. Enzimes biokonverzid: pl. az E. coli triptofan-szintaz enzime a szerinbél és indolbdl
triptofant hoz létre. Az Amino GmbH (D) 1988-ban kezdte a triptofan termelést az abran lat-
hatd reakcioséma szerint, nyugvoésejtes E. coli szuszpenzidt hasznélva.
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analytics j- - - =

(E N c:'\.-o:}H

. |:> /’\,I(NHL,
/\‘/ﬁ\ E:lj> ™~ ~ /
HO oH N———~ N

16. abra A triptofan el6allitasa enzimes konverzioval

A biokonverzio vizes fazisban jatszddik le, 8-9 kdzotti pH-n, 40 °C hémérsékleten. A
Trp koncentracid eléri a telitési hatart (~12 g/l), s6t a képz6dott termék kivalik az oldatbol. A
reakciohoz piridoxal-foszfat kofaktor sziikséges. A pH-t NHsOH-dal szabalyozzak, az indolt
on-line analizis alapjan adagoljék. Hat dra elteltével a levet feldolgozzak, a triptofan csapadé-
kot és a sejteket leszlirik. A sz(r6n maradt anyagbol a terméket meleg vizben feloldjak, elva-
lasztjdk, majd aktiv szénnel deritik. A konverzid indolra szdmolva ~96%. Kihozatal: 75 g
Trp/l/nap, az éves kapacitas: 30 t/év. (Kevésnek tlinik, de a Trp vilagpiaca csak néhany szaz
tonna/év)

A triptofan felhasznalasa:
- esszencialis aminosavként tapszerekben és infuzids oldatokban adjék;

- aktiv gyogyszerkomponens, mert intermedierje a szerotonin anyagcserének, igy altato,
nyugtato, s6t antidepresszans hatéasa van;

- gyogyseripari alapanyag

1.8. L-fenilalanin termelés
OH Az L-fenilalanint tébb kiilénboz6 Gton is el lehet allitani:
> de novo fermentacioval és
o——cC > biokonverzioval.
H,
CH—C
NH,

1. A de novo fermentacios technoldgianél Corynebacter glutamicum vagy E. coli mutéansait
hasznéljak. A triptofannal leirtak szerint az aromas aminosavak bioszintézise 6sszekapcso-
I6dik, ugyanazt az abrat hasznalhatjuk itt is, csak mas ponton kell lezarni reakcidutakat:
auxotrdf (Tyr, Trp?) és feed back reguléacios (p-F-fenilalanin rezisztens) mutansok.
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Aminosavak

Ipari Iéptékben (3x150 m?3-es fer-
mentor) 2,5 napos fermentécios idd alatt 20
g/l-es koncentraciot lehet elérni. (A fenil-
alanin is rosszul oldodik.) Az Gizem kapaci-

eritréz 4-foszfat + foszfoenolpiruvat (PEP)

glikk 6z

/\.

tasa évi ~1000 tonna, a vilagpiac ~10%-a. _ : :
3-dezoxi-D-arabino-heptul 6zonat-7-foszfat ;
b I

b I

I

|

|

|

|

|

|

|

|

| . u
: korizminsav
|

1

|

|

|

|

|

|

— XK

|
|
prefénsav antranilsav ;
|
|
|
|

| % J

fenilalanin tirozin triptofdn —--------- !
1

2/1. Biokonverzio fenilpirosz6l6savbol

Az aminosavak bioszintézisének egyik alapreakcioja a transzaminalés, ahol az a-keto-
sav oxigeénje amino csoportra cserélddik ki. A reakcionak szamos véaltozata ismert, ezek az at-
alakitott aminosav szubsztraton kivil aminodonorban kiilénbéznek. Az egyszer(bb és gazda-
sagosabb esetben ammonium ion is megfelel a reakciohoz, de sokszor szerves nitrogén donor
szlikséges. A fenilpirosz6lésavat atalakitd enzim sajnos aminosavat igényel aminodonorként
(Glu, Asp). Igy tulajdonképpen egyik aminosavbdl hozzuk létre a méasikat — nehéz gazdasa-
gossa tenni. A reakciot nyugvoésejtes tenyészettel (E. coli, Pseudomonas fluorescens) hajtjak
végre.

5 NH;
gz A aminotranszferaz . Ez i
=0 (=0
AH OH
ferulpiroszBlisav

17. abra Fenilalanin el6allitasa fenilpirosz6l6savbol

2/2. Biokonverzio transz-fahéjsavbol

A szerves kémiébol jol ismert addicios reakcio enzimes katalizissel sztereoszelektiven
hajthato végre. A sziikséges fenilalanin ammonia-lidzt Rhodotorula és Rhodococcus torzsek
termelik megfeleld aktivitassal. Més térzseknél is létezik az enzim, de labilis, és erds a fahéj-
sav szubsztratinhibicidja.

MH;
/ \ fenilalanin -ammérnia lidz T
EZTH * NH3 Rhodotorula rubra C_TH
Cc—n0 Cc—0
b by
transz-fahé sav

18. abra Fenilalanin el6allitasa transz-fahéjsavbél
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A hasznalt enzimek is bomlékonyak, ezért a reakcidt szigortan anaerob koriilmények
kozott, nitrogén atmoszféraban, az oxigén teljes kizarasaval hajtjak vegre. Az éleszt6t aerob
korilmények kozott szaporitjak el, majd az enzimet indukaljak. Ehhez fenilalanint kell bevin-
ni, erre olcsbb megoldas, ha fehérje hidrolizatumot vagy szintetikus DL-fenilalanint adnak.
Ha kialakult az enzim aktivitas, akkor bevisznek 25 g/l fahéjsavat ammonium-cinnamét for-
majaban és 15% (!!) ammoniat, ami 10,6-es pH-t eredmeényez. Erre az extrem koncentraciora
azért van szikség, hogy a reakcid egyensulyat jobbra, a fenilalanin termelés iranyéba toljuk
el. A folyamat el6rehaladtaval tobb részletben még egyszer ennyi ammaénium-cinnamatot ada-
golnak be. Az 50 g szubsztratbol 42-43 g fenilalanin keletkezik, ami ~85%-0s kihozatalnak
felel meg.

A harom bemutatott technoldgia paramétereinek 6sszehasonlitasat mutatja be a kovetke-
z06 tablazat.

Fermentacio Biokonverzio-1 Biokonverzio-2
Nyersanyag glukoz fenilpirosz6l6sav transz-fahejsav
Produktivitas (g/l’/h) | 0.6 3.5 1
Reakcididé6 (ora) 24 8 15
pH 7 7.5 10,5
Homérséklet (°C) 35 35 25
Sejttdbmeg konc. (g/l) | 20 10 70
Aminodonor - L-aminosav NH3
Onkoltség ($/kg) 13 35 32

Az 6sszehasonlitas fels6 két soraban, a mdszaki parameéterek a konverzios technoldgiak
elényét mutatjék, de gazdasagi szempontbol mégis a fermentacio a legolcsobb.

A termelt L-fenilalanin tulnyomd részét (~90%) aszpartdm (édesit6szer) gyartasahoz
hasznaljak fel. Az aszpartdm egy aszparaginsavbdl és egy fenilalanin metilészterb6l allé di-
peptid. Gyartasat részletesen az ,,Ipari enzimek” fejezetben targyaljuk.

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

1.9. Reszolvalas

A sz0 jelentése altalanossagban a racem (DL) elegyek komponenseinek szétvalasztasa.
Kémiai szintézisek rendszerint nem sztereoszelektivek, az optikailag aktiv termékek racém
elegy forméajaban keletkeznek. A bioldgiai, biokémiai rendszerek viszont csak az egyik izo-
mert hasznositjak, a masik izomer legaldbb is haszontalan ballaszt, veszteség, s6t negativ ha-
tasu is lehet (pl. az egyik izomer édes iz(i, a méasik keser(i). Maga a reszolvalas mdvelete is
kapcsolddik a biotechnolégiai iparokhoz, mivel ezekben legtdbbszor az enzimek sztereosze-
lektivitasat hasznaljak ki. A technoldgiat azért targyaljuk itt, az aminosavak fejezetben, mert a
legnagyobb 1éptékd, ipari reszolvalas az L-metionin gyartasahoz kapcsolodik. Az aminosa-
vaknal csak a L-forma biologiailag aktiv, ez épul be a fehérjékbe. A metionin el6allithatd de
novo fermentacidval is, de a szintetikus gyartas gazdasagosabb, annak dacara, hogy az DL-
metionint eredményez. Ezt a terméket enzimesen reszolvaljék a tiszta L-forma elérésére.

A biokémiai Gton torténd reszolvalasnak két 6 atja van (Id. Biomérnoki alapfolyama-
tok):

» aszimmetrikus szintézis,
» aszimmetrikus hidrolizis
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Ezek kozll az aszimmetrikus hidrolizissel foglalkozunk, mert a szintetikusan eléallitott
aminosavak (metionin, alanin,...) esetében ezt alkalmazzak. Ennek els6 1épéseként a racém
aminosav keverékre olyan funkcios csoportot kotnek, aminek eltavolitasa azutan egy sztereo-
szelektiv enzimmel megoldhatd. Az altalanosan alkalmazott szarmazékképzés az N-acilezés
(legegyszeriibben acetilezés), majd hidrolizis aminoacilaz enzimmel. Az aminoacilaz csak az
L-aminosavakat szabaditja fel, a D-szarmazek megmarad. Elvalasztas utan ez utdbbit lGgos
f6zéssel racemizaljak, Ujra acilezik, és visszaviszik a folyamat elejére. Igy gyakorlatilag a
teljes anyagmennyiseg atalakithato.

OH
| OH
0 ===C 0
| o=
CH—R noacils H OH H
aminoacilaz Hang, ! c— :
| - ¢ +* H-"’C_R
N l |
| H,N NH
C
\\ .
Hy C/ “\O L-aminosav CI
¢ g
N-acetil-D, L-aminosav "
Racemizalas N-acetii-D-aminosav

19. abra Aszimmetrikus hidrolizis

Az enzimet az Aspergillus oryzae termeli, sokféleképpen immobilizaljak (DEAE-Se-
phadexhez ionos kotéssel, acetilcellul6zhoz kovalens kotéssel vagy poliakrilamid gélbe zaras-
sal).

1.9.1. A metionin reszolvalasa (Dequssa eljaras).

Az Evonik (régi nevén Degussa) nagy aminosav gyarto, fermentacidsan és szintetikusan
is gyart aminosavakat. Eljarasukat alapvetéen metioninra dolgoztak ki, de mikddik 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 m(ikodéséhez Co?* kofaktor sziikséges.

Feldolgozas: az enzimet ultrasz(iréssel lehet visszanyerni, az L-Met kristalyosithato. A
D-N-acetil-metionint Iugos f6zéssel racemizaljak és visszaviszik a folyamat elejére.

/S\/YCOOH E /S\/-\l/COOH /SWCOOH HO
E— + : -+ \"/
HN\n/ Co™ HNY NH, o

0 0
D,L-1 D-2 L-3 4

1 = N-acety-methioning 3 = mathionine
2 = N-acetyl-methianine 4 = acetic acid

20. dbra Metionin reszolvalasa
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1.9.2. A Degussa AG kisérleti enzim membréan reaktora

Az oldott enzimet egy ultrasz(ir6 membran tartja vissza, mig a termék szabadon athalad.
A keringetés sordn az enzim lassan elveszti az aktivitasat a nyir6 hatasok miatt. Kapacités:
200 t/év. Ugyanebben a berendezésben megoldottdk a metionin, valin és fenilalanin reszolva-
lasat is.

egy Ureges szal 1
A
[ \ ->
Swl o S
L&~ hordozo ]
g ; kéteg Ureges szal
i ECl p
@& P |
: Wehhkeo
| | S
| —
| | P
i @&s |
| | S
| - | P
s ~e__]
E P
Es " s f
; i hollow fiber sz(iréelem
UF membran

21. dbra Enzim rogzités ultrasz(ir6 membrannal

1.9.3. A Tanabe eljaras
A japan Tanabe cég ugyanezt a reszolvélasi technoldgiat immobilizalt enzimekkel old-
jameg. A folyamat majdnem minden Iépése folytonosithato, ez egyediil a kristalyositasnal es
az azt kovetd szlrésnél okoz nehézséget.
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KONTROLPANEL
T
iRAMLAS ph HOMERSEKLET rg;;}ggs _
HEISTALY O
SITO
ACETIL- |
D.L- acetil-D-
ANINOSAV amino=my
HOCSERELO /_L
racemizalis
ORROVI
EaN
SZUro KRISTALY OS L
L-AMINOSAYV

22. dbra Tanabe eljaras rogzitett enzimmel

7 7

1.9.4. Lizin el6éllitdsa kaprolaktdmbol aszimmetrikus hidrolizissel
Az aszimmetrikus hidrolizis egy nagyon specialis esete a D,L-0-amino-e-kaprolaktam
hidrolizise lizinné (a Toray Ind. Co eljrasa).

Q 0
I NHz )L JNHz COOH
2 E1 " PPN
K —h— + HQN NH2
D.L-1 D-1 L-2
L e
= g-aming-e-caprolactam (ACL}  E1= L-aminalactam-hydrolase
2 = lysine E2= amino-actam-racemase Toray Inc

23. dbra Lizin gyartas kaprolaktam aszimmetrikus hidrolizisével

A kaprolaktam szintetikus intermedier, polikondenzaciés miianyagok alapanyaga. En-
zimes reakcioval viszont L-lizinné alakithatd. A kémiai szintézis racém kaprolaktdmot hoz
Iétre, az enzim viszont ebb6l csak az L format hidrolizalja, a D-kaprolaktam gy(ir(is forméaja
megmarad. Az eljarés jol kiegészithet6 enzimes racemizalassal, melynek soran egy masik
mikroorganizmus erre alkalmas enzime a maradék D format racemizélja. Célszer( lenne a két
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reakciolépést egy reaktorban, egyidejlleg megvaldsitani. Ehhez viszont olyan enzimeket/mik-
roorganizmusokat kell valasztani, amelyek azonos korilmények kdzott mikddnek optimali-
san. Ha a két enzim/torzs azonos pH-n aktiv, akkor a két Iépés egy reaktorban megvalosithato.
A kivalasztott reakcidkorilmények: vizes lugos kézeg (pH = 8-9), a hémérséklet t = 40 °C,
nyugvosejt szuszpenzid. A technologidhoz szelektalt mikrooganizmus parok:
Candida humicola + Alcaligenes faecalis (alkalikus rothaszto, lugos a kdzeg) vagy
Cryptococcus laurentii + Achromobacter obae

A reaktor szakaszos lizemben m(kddik, a ciklus hossza 25 ora. Ezalatt a kihozatal eléri
a 99,5%-ot. Az Uzem kapacitasa 4000 t/év. Ez inkabb egy pilot (tanulméany) Uzem, termelése
elhanyagolhat6 a vilagpiachoz képest.

A gyartés a kaprolaktam kémiai szintézisével kezdédik. A kiindulasi anyagok a ciklohe-
xén és a nitrozil klorid (NOCI). A kett6s kotésre addicionalt termék dimer formaban jelenik
meg, ez ammonia hatasara oximot képez. Ebbdl Beckmann atrendezddeéssel alakul ki a racem
kaprolaktam, amit azutan az enzimek atalakitanak.

T
(I
NOGI NI, HC!
0
R
N=N Aj [,»\ f)NOH
et ‘CrC!:L/ 7NN,
——————— IS s e, s T\J
I
|
| S ;NCH
108
<" “NHg'Cr
I
crolase
COOH L :
HQN’A\/AV NH, recemase | H,S0,
0
)‘k_ {:N_Q l
AN\ AL
/
% i
’
crystallization [« — —I ’ - —— et
o~
v Backmann
il rearrargemant
cells

24. dbra A félszintetikus lizingyartas folyamatabraja
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