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Biotechnologie:

Organické kyseliny a vitaminy



Ocet

ORGANICKE KYSELINY

OCET
Tradicni biotechnologie — 2 fermentacni kroky
1) kvasinky — cukry na etanol
2) Acetobacter — etanol na kys. octovou

Druhy:
1) ovocny = dvojnasobna fermentace ovocné stavy
jablka, hrozny, bobuloviny, ryze ... cider

) = 7z jeCmene nebo jine obiloviny
3) cukrovy = fermentace cukroveho sirupu nebo melasy

4) etanolovy = octova fermentace zredéného lihu
baktérie na bukovych hoblinach - provzdusnovani



ORGANICKE KYSELINY

2002 Unit Shares by Flavor
ACNielsen

WHITE
45

ALL OTHER
B

RED WikE BALSAMIC
s 1022

Ocet

Spotreba octa

podile druhu

video:


http://www.youtube.com/watch?v=oFEg0Jh8jZM
http://www.youtube.com/watch?v=oFEg0Jh8jZM

Ocet

ORGANICKE KYSELINY

Balsamovy ocet z Modeny:

- specialni odrady hroznt ( 7rebiano, Lambrusco, Ancelotta, Sauvignon)
- extrakce stavy - zahrivani na otevreném ohni
- startovaci kultura = usazeniny kvasinek a bakteérii z octa

Mycoderma aceti
- postupné zrani v drevénych sudech (vyrobni tajemstvi ...)

obvykle: kastan, akat, tresen, jalovec, dub
! T

g l

pro kvality DOC - min. doba 12 let !




ORGANICKE KYSELINY Ocet

Balsamovy ocet

tradicni vyroba v Italii



http://www.youtube.com/watch?v=WkFgcY5DYWU

ORGANICKE KYSELINY

Balsamovy ocet — 4 kategorie kvality:

A) Tradizionale
tradicni rucni vyroba - az 80 let zrani
kazda Sarze prochazi degustaci
130 — 190 USD / lahev

B) Artigianale
zrani min. 25 let v jalovcovych sudech &

50-80 USD/ lahev
C) Condimenti
10-20 USD/ lahev

D) Industriale



ORGANICKE KYSELINY Organicke kyseliny

KYSELINA CITRONOVA

Odr. 1923
prvni uspésna komercni aplikace moderni biotechnologie
Rocni produkce 1,6 mil. tun
45% napoje, 20% potraviny (E330)
20% mydla a detergenty, 10% chemicka vyroba

Pouziti:
* snizeni pH = slaby antimikrobialni ucinek (x mlécna, octova)
kysela chut’ napojt
* zvyrazneni chuti konzervovaneho ovoce a zeleniny
* chelatace Fe a Cu iontt
(napr. inhibice vzniku dimethylaminu v rybach)
* antioxidant (s kys. askorbovou) — inhibice polyfenoloxidas



ORGANICKE KYSELINY SieEmed lly

KYSELINA CITRONOVA

Aspergillus niger
- obligatni aerob
X za normalnich podminek neprodukuje zvysené mnozstvi

1) izolace kmen( s nadprodukci citratu
2) rlstové podminky

* dostatek O, a glukosy

* nepritomnost Mn

Produkce kys.citronoveé v A.niger :
- neni koncovym produktem metabolismu
- intermediat TCA cyklu

Ro¢ni produkce cca 1 600 000 tun (50% Cina)



Organické kyseliny

ORGANICKE KYSELINY

Glucose

Glycolysis ‘@

Kyselina citronova

1) nedostatek Mn

= zrychleny metabolicky obrat proteind P
= zvysena koncentrace NH, Acetyl co-A
_ v 7 - 1 Pyruvate + CO,
= odstranéni allostericke /g\
inhibice fosfofruktokinasy N Citrate
Oxaloacetate \
2) vysoka konc. glukosy Isocitrate
= produkce oxalacetatu TCA cydle
= inhibice a-ketoglutaratdehydroge : Yae
, N~ ) \ o-ketoglutarate
take snizeni K, fosfofruktokinasy 7
+. Fumarate

X nemoznost oxidace nadbytku citratu (I TR




ORGANICKE KYSELINY

Kyselina citronova

| Organické kyseliny

Pouziti odpadnich organickych subtratl
napr. ,cassava" (yucca, manioc, tapioca)
Manihot esculenta Crantz
- 30% sSkrob
- nizky obsah proteind

Izolace kyseliny z fermentacniho média:
1) Filtrace houbovych castic

2) Pridavek Ca(OH),

3) Vysrazeni citratu vapenatého

4) Uvolnéni kyseliny pridavkem kys. sirové



ORGANICKE KYSELINY Organické kyseliny

Kinetika produkce kys.citronové z odpadniho substratu po zpracovani kasavy
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Biotechnologie - Aminokyseliny 1

AMINOKYSELINY

Ekonomicky velmi vyznamné

1y
2)

)
4)
S)

RocCni svetova produkce: > 2 mil. tun

zvyrazneéni chuteé — glutaman sodny (cca 1,7 mil. tun)
doplnky krmiva zvirat — Met, Lys (800 tis.tun)
potravinové doplnky — Trp, veétvene AA
umela vyziva (nitrozilni apod.)
sladidla (aspartam) — Asp, Phe
prumyslové pouziti (napr. Phe — detergenty, chelatace)
vyroba léki — Pro, D-Ala



Biotechnologie - Aminokyseliny 2

AMINOKYSELINY

Mikroby prirozené neprodukuji zvysené mnozstvi AK
- vyjimkou L-Glu, L-Val, L-Ala

Metody:
A) vybér mutantl — defektni kontrola hladiny AK
B) metabolickeé inzenyrstvi - nutna znalost prislusnych drah

Prednosti oproti jinym technologiim:
- hydrolyza proteinti x narocna separace smeési AA

- chemicka syntéza x D,L stereoisomery



Biotechnologie - Aminokyseliny 3

AMINOKYSELINY

Vybér mikroorganismu:
hledisko zplsobu kontroly prislusné biosyntetické drahy

pr. E. coli — slozita 3-stupnova kontrola = obtizné prekonani
- zpétna inhibice produktem (E)
- represe transkripce (mMRNA)
- atenuace (tRNA)

pr. Serratia marcescens ( Enterobacteriaceae)
— pouze zpéetna inhibice produktem

= Divod ... odliSné Zivotni prostredi
E. coli— GT zivocich(
S. marcescens — plda



AMINOKYSELINY Biotechnologie - Aminokyseliny 4
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represe transkripce - —

RNA polymerase

Transcription is blocked

B. Low levels of proline
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Transcription is unblocked



a-ketoglutarate (diverted from the TCA cycle ) Biotechnologie- Prolin 1

transaminase

\4
glutamate

ATP \ Priklad 1:

[ glutamate kinase ](

ADP / Prolin

(Serratia marcescens)

\/
utamic y-semialdehyde

g
NADH

\ glutamic y-semialdehyde dehydrogenase

NAD* ’

v
A’-pyrroline 5-carboxylate

NADH \
NAD* /

A'-pyrroline 5-carboxylate reductase

v
L-proline




AMINOKYSELINY

Priklad 1: Prolin - Serratia marcescens

Postupné nalezeni maximalni produkce AA
Vysoceprodukcni kmen — 57 mg Pro/ml média

1)vybér mutantu: analoga prolinu
2)odstranéni genu pro degradaci prolinu
3)rlist na médiu s vysokym obsahem NaCl
4)vice kopii genu pro syntézu Pro

x tento postup nelze aplikovat obecné
— vétvené metabolickeé drahy

Biotechnologie- Prolin 2




Biotechnologie- kys.glutamova 1

AMINOKYSELINY

Priklad 2: z Corynebacterium glutamicum
- ekonomicky nejvyznamneéjsi
- glutamatovy chut'ovy receptor
- Japonsko — tradicni susenée chaluhy “ konbu'’

50.1éta — objev pudnich baktérii s nadprodukci Glu: az 100 g/I
taxon. Corynebacterium / Brevibacterium

Podminky: Proc tolik glutamatu ...??
a) nedostatek biotinu — zvyseni propustnosti membran pro Glu
aktivace specifickych transportért
b) nedostatek O, — energeticky metabolismus konci Glu
nizka aktivita a-ketoglutaratdehydrogenasy

Pfi pouiti melasy — rychlé vycerpani biotinu i O,



P¥iklad 2: Glutamat Biotechnologie- kys.glutamova 2

(C. glutamicum)

A. Catabolism of pyruvate in the presence of oxygen

pyruvate

acetyl-CoA —— > citrate

//7 \
oxaloacetate isocitrate

|

malate «— glyoxylate

glyoxylate shunt

B. Catabolism of pyruvate under low oxygen availability

pyruvate

A —— > citrate transaminasa

|

h J
isocitrate
secreted from cell

i o

o-Ketoglutarate — > glutamate

acetyl-Co




AMINOKYSELINY SRS

Priklad 3: Aspartat pomoci £.coli

| L-aspartyl-L-phenylalanine methyl ester 7

Methanol |

Umeélé sladidlo aspartam:
Phe: obdobné metody vybéru mutantt jako u Pro
Asp: aspartasa z E.coli
* za normalnich podminek Asp zdroj energie
* pri vysoké konc. kys.fumarové a NH; = obracena reakce

Enzym:
- imobilizovany na pevném sorbentu
- pouziti bunék E.col/iimobilizovanych v bioreaktoru
po nekolika dnech dochazi k lyzi bunek
X enzym zachycen v koloidu



AMINOKYSELINY Biotechnologie - AK

Nutnost kontroly Cistoty produktu:

1988-90 syndrom eosinofilie-myalgie — cca 60.000 postizenych
v Japonsku zemrelo 25 lidi
v USA 1500 trvale postizenych

- kontaminace toxickym fosforlbosyldlfosfatem
produkt prvniho kroku biosyntézy Trp
v Bacillus amyloliquefaciens

- obecné vznik moznost toxickych latek
reaktivita AK pri vysoké koncentraci



VITAMINY vitaminy

Chemicka synteéza:
hlavni podil produkce x fosilni zdroje

Mikrobialni biotechnologie:
ergosterol (proD), riboflavin, B12, B13
vitamin C — kombinace bio a chemicka syntéza

Podminky
1) selekce kmen( prirozené produkujich vitamin
2) optimalizace rlstovych podminek v bioreaktoru

pr. riboflavin:
vlaknité houby Eremothecium ashbyi, Ashbya gossypii
Uspésna nahrada chem. syntézy — “zelena” technologie,
- obnovitelné zdroje substratd




VITAMIN C

rocni produkce cca 100.000 tun

A) klasicka chemicka syntéza (Reichstein)
- nekolikastupnova chemicka syntéza + jeden fermentace
Acetobacter suboxydans
- nebezpecné latky

B) 2-stuprnova fermentace (,¢inska cesta®)
Gluconobacter, Erwinia spp.

C) 1-stupnova fermentace — zatim v laboratornich podminkach
kmeny kvasinek premenujici D-galaktosu na askorbat



VITAMIN C Vitaminy

rocni produkce cca 100.000 tun

A) klasicka vyroba (Reichstein)
- nekolikastupnova chemicka syntéza + jeden fermentace
- nebezpecné latky
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VITAMIN C

B) 2-stupnova fermentace (,Cinskd cesta")

Vitaminy

D-Sorbitol Glucose or Sorbitol

BIOLOGICAL PROCESS

L-Sorbose 2-Keto-L-gulonic Acid

ACETONIZATION ESTERIFICATION

Diacetone-L-sorbose 2-Keto-L-qulonic Acid Methylester

OXIDATION/ LACTOMNIZATION/S
HYDROLY SIS ISOLATION

Ascorbic Acid



VITAMIN C Vitaminy

Gluconobacter
- transgenni baktérie se zvySenou produkci kys.2-keto-L-gulonové
(vychozi meziprodukt pro syntézu kys. askorbove)

“H

e ¢ | ZiH iH
ZiH iH ZiH
“H H ZiH
“H,ZH H, < H H, & H
D-Sorbitol L-Sorbose L-Sorbosone
PERIPLASIM
MEMBRANE

CYTOPLASM

CH CooH
H i2H
o o - iH H
SLIDH: D-Sorbitol-Dehydrogenase “H “H
SDH: sorbose-Dehydrogenase CH,OH ' CH,OH
SHDH: Sorbosone-Dehydrogenase

L-Sorbosone 2-Keto-L-gulonic acidd




VITAMIN C

C) 1-stupnova fermentace — zatim v laboratornich podminkach
kmeny kvasinek premeénujici galaktosu na askorbat

HiK PGI PMI
D-Glucose 7?D~Glucose-6-P == D-Fructose-6-P — D-Mannose-6-P

‘LP MM

GDPME GDPM PPase
GDP-L-Galactose — GDP-D-Mannose (—;~\'S D-Mannose-1-P

3 PP, GTP

L-Gal DH a L-GL DH
OH NAD NADH Cy1 C;‘;:\' C"! (:f““j

OH
OH OH OH

L-Galactose L-Galactono-1,4-lactone L-Ascorbic acid
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