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2. Aminosavak - treonin
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Aminosavak - Treonin

Az aminosavak felhasznalasa

néatrium-glutamét - izfokozo (Delikat, Vegeta)
lizin, metionin, treonin, triptofan -

takarmany- és élelmiszerkiegészité
aszparaginsav és fenilalanin -

aszpartam édesitészer gyartasahoz

cisztein és triptofan — antioxidans

(gyumaolcslé, tejpor)
tapszerek, inflzids oldatok,
gyogyszerek
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Liebig minimumtorvénye

Justus von Liebig (1873):
ha egyetlen tapanyagkom-
ponensbél is hiany van, a
névények ndvekedése kor-
latozott, még akkor is, ha
az Bsszes tobbi tapanyag
megfelelé mennyiségben
jelen van. A névények no-
vekedése akkor fokozdodik,
ha a hianyos tapanyagot
hozzaadjuk.

JUSTUS VON LIEBIG 1803 - 1873
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Pécs Miklds: Biotermék technolégia Aminosavak - Treonin

Tép(lalék)kiegészités

Ugyanez igaz az allati takarmanyozasra is:

<Unbalanced barrel>

By adding
Amino lysine, which
acids that ¢ R R tends to be
cannot be <Barrel with added lysine> lackingin
used feed, all other
amino acids
ctectvely can be used

effectively.

(S,

\ Mahioniner Cysteine

\

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

v

v

\ Tryptophan
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Tép(lalék)kiegészités

A novényi eredetli (gabona) takarmany nem teljes értéki
fehérje — esszencialis aminosavakbol kevés van benne. A
hasznosulast mindig a legkisebb mennyiségben jelenlévd
szabja meg (limitalé szubsztrat).

A teljes értéki fehérje (halliszt, tejfehérje, széja) draga és
kevés van bel6le —

a noveényit kell aminosavakkal kiegésziteni.
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Aminosavak el6allitasa

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

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

Biotechnoldgiai uton:

— Direkt fermentaciéval: vad torzs, auxotrof és regula-
tor-mutans valtozatait hasznaljak pl: glutaminsav,
lizin

— Prekurzor adagolassal: + olyan vegyulet, amelyet a
sejt beépit a termék molekulaba

— Enzimes, sejtes biotranszforméacidval: egyetlen bio-
kémiai lépés
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Pécs Miklds: Biotermék technolégia Aminosavak - Treonin

Az aminosavgyartas torténete

1909: natrium-glutamat sikér, illetve szoja hidrolizisével
(Ajinomoto, Japan)
1957: glutaminsav és nukleotidok fermentéaciéja
Corynebacterium glutamicum torzzsel (Kinoshita, Japan)
1981: a vilagon 6sszesen 365.000 t aminosavat allitottak el6
1998: évi 1,5 millié tonna = 1,7 milliard USD
A 17 nagy gyart6 cégbdl 13 japan tulajdond.
2006-2007: az Ajinomoto a piac 60%-at uralja
az utolsé pénzugyi évben netté eladas 10° USD
23 orszagban 121 gyar 30000 munkahely
Magyarorszagon is: Evonik (Degussa), Kaba, 40.000 t/év
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Az aminosavgyartas megoszlasa (2006)
Mennyiség t/év| Aminosav Alkalmazott eljaras Felhasasal
1.000.000| L-Glutaminsav | Fermentacio izfokozd
350.000| L-Lizin Fermentécio Tak.kiegésyit
350.000( D,L-Metionin Kémiai szintézis Tak.kiegészit
75.000| L-Treonin Fermentaci6 Tak.kiegészit
10.000| L-Asparaginsav| Enzimes konverzié Aszpartdam
10.000| L-Fenilalanin Fermentacio Aszpartdm
10.000| Glicin Kémiai szintézis Tapl.kiegésgitdesitszer
3.000 | L-Cisztein Cisztin-redukcid Tapl.kiegészigyogyaszat
1.000 | L-Arginin Fermentéciod, extrakcié Gyobgyszergyairta
500 | L-Leucin Fermentéacio, extrakcid Gyogyszergyartas
500 | L-Valin Fermentécid, extrakcié Gyobgyszergyartas
300 | L-Triptofan Nyugvésejtes konverzié | Gy6gyszergygirta
300 | L-Izoleucin Fermentaci6 Gyo6gyszergyartas
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Pécs Miklds: Biotermék technolégia

Anyagcsere mérndkség — metabolic engineering

A primer metabolitok eléallitasanal a génallomanyt agy
véltoztatjak meg, hogy:
1. A bioszintézis Gt eldgazasait lezarjak, ezaltal min-

den anyag a céltermék iranyaba aramlik (auxotrof

mutansok)

jak (auxotr6f mutansok).

nizmusokat (antimetabolit rezisztens mutansok)

BME A

2. A terméket tovabbalakito reakcidlépéseket eliminal-

Ha ezek létfontossagt molekulak el6allitasat érintik, ak-
kor leaky (szivargd) mutansok, vagy tapoldatkiegészités
3. Felfuggesztik a tiltermelést megakadalyozé mecha-

Aminosavak - Treonin

glikkoz

Koztitermek-1

Koztitermék-2

|

Koztitermék-3

Melléktermék

X X

Melléktermékek

Céltermék

Bomlastermék
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Anyagcsere mérndkség — metabolic engineering

Ipari mutans torzsek jellemzéi

glutamicum

AS Torzs Genetikai jellem#k Kihoz | C-forras
(CD]
Arg | Brevibacteriumflavum | Gua, Td 35 | Gliko6z
25 | Ecetsav
Glu | Corynebacterium Vad térzs >100 | Glukéz
glutamicum
Brevibacterium flavum 98 | Ecetsav
Arthobacter paraffineus 82 | n-paraffin
Lys | Corynebacterium Honr, Leu, AEC' 39 | Glukoz
glutamicum
Brevibacteriumflavum | AEC" 57 | Szachar6z
Brevibacteriumflavum | Hom,,,, Thr 75 | Ecetsav
Trp | Corynebacterium Phe, Tyr, 5MTrp, 6FTrg 12 | Glukéz
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Pécs Miklds: Biotermék technolégia Aminosavak - Treonin

Tipikus fermentéciés technoldgia

A fermentacio:

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

pH szabalyozas (ltg, karbamid, ammaénia)

Steril kérilmények

Fagok elleni védekezés

AS feldolgozas jellemzd miveletei: izoelektromos ponton
torténd kicsapas, ioncserés kromatogréfia, elektrodializis,
szerves olddszeres extrakcid

TREONIN ELOALLITASA

OH NH,
|
CH;—CH— C— COOH
|
H

Felhasznalasa: takarmany kiegészité. Esszencialis amino-
sav, a kukoricaban nagyon kevés van (csira: 0,38%, sz6ja-
dara: 1,81%). A megfelel6: 0,75% — érdemes komplettalni.
A harmadik legnagyobb mennyiségben fermentalt amino-
sav, ~80.000 t/év. Az ar er6ésen ingadozik 2-7 USD/kg ko-
z0tt.

Torzs: E. coli, erés genetikai manipulacioval

|

Aspartate 4-phosphate

Aspartate 4-semialdehyde
[BHDES] - [B55]

Homoserine
2,3-Dihydrodipicolinate \

e Homoserine 4-phosphate
v

Cystathionine \\

Affects amount
of activity / N\

/ < 20-fold stimulation N

8] <N

N
Methionine

\ S-Adenosylmethionine s
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Pécs Miklds: Biotermék technolégia Aminosavak - Treonin

TREONIN ELOALLITASA

A modern anyagcsere-mérnokség is hasonl6an dolgozik,
mint a klasszikus:

» meg kell akadalyozni az anyagaramot Lys és Met iranyaba

> meg kell akadalyozni a tovabbalakulast:
- lle iranyaba (leaky mutans, ~1% enzimaktivitas maradt)
- megszintetni a Thr-dehidrogenaz termelést (— Gly)

> hibas szabalyozasi mutansokat keresnek antimetabolit-re-
zisztenciaval (a-amino-B-hidroxivaleriansav, AHV)

BME A iotechnolégia és Elelmi dny Tanszék 1

TREONIN ELOALLITASA

Emellett:
> a treonin Ut utols6 harom enzimét (thrABC operon) plusz-
ban plazmiddal viszik be, sok képiaban.

» fokozzak az aminosav transzportot kifelé a sejtbél, és
gyengitik befelé

» Az anaplerotikus reakci6 (PEP-karboxilaz) szabalyozasat
(Asp) megszintetni

> a forditott anaplerotikus Iépést (oxalacetat — PEP + CO,),
(kulén enzim, kulén génje van) is ki kell ejteni
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Anaplerotikus reakciok

Glucose

|

)
Phesphoenol pyruvate

1, phosphoenolpyruvate carboxylase; 2, pyruvate ki-
nase; 3, pyruvate carboxylase: 4, pyruvate dehydroge-
nase: 5, citrate synthetase: 6, aconitase: 7, isocitrate de-

@ hydrogenase: 8. L-glutamate dehydrogenase; 9,
Pyruvate a-ketoglutarate dehydrogenase; 10, isocitrate lyase; 11,
malate synthetase.
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Pécs Miklds: Biotermék technolégia

TREONIN ELOALLITASA

Fermentacio:

Az optimalis biotin szint itt is alapvetd (adasaval haromszo-
rosara nétt a Thr termelés).

Igen j6 keverés-levegbztetés szilkséges, mert az E. coli ér-
zékeny az aerob-anaerob valtasokra — ne legyen holt tér

Rataplalasos és félfolytonos-rataplalasos technikak.

Termék: ~65 g/l (laborban: ~100 g/l) hozam: ~0,48

hnologia és Elelmi any Tanszék

Aminosavak - Treonin

Fermentacio
TREONIN ,
e P Sejtek elvalasztasa -
ELOALLITASA S
pH allitas
Beparlas-1
Feldolgozas: nem bomlékony Beparlas-2
anyag, beparlassal koncent- l
ralhat6 Kristalyositas
Elvalasztas
Anyalug
Szaritas
L-treonin
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