Pécs Miklos: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA 06 eldadas: Vitaminok

B,-vitamin (riboflavin)

VITAMINOK

1933-ban izolaltak tejsavobal (laktoflavin)

Forrasai: tej, tojas, maj, vese, zéldségek

Hianya novekedési ill. lataszavart valamint dermatitiszt (b6r-
gyulladast, pellagrat) okoz.

A B, vitamin a FAD és a FMN koenzim része (Id. citrat-kor).
A molekula egy alloxazin-szarmazék, amely redox-rendszert
alkot. Az oxidalt forma szines (vordses-barna), a redukalt
\ forma viszont szintelen.
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VITAMINOK A B,-vitamin el6allitasa
Gyartasi eljrasok: Tobbféle dton: - kémiai szintézis

» Extrakcio
> Kémiai szintézis
» Fermentacio

- félszintetikusan (rib6z + alloxazin)
- de novo fermentacio (tulnyomarészt)

. PO P L Torzsek: titer (g/1)
Legfontosabb biotechnolégiai uton eléallitott vitaminok: Eremothecium ashbyii 25
SBSvitamin Ashbya gossypii (BASF) ; 6,5-15
Corynebacterium ammoniagenes 17,4
5 Bu, vitamin Bacillius subtilis Marburg 168 (DSM) 15
(2 Bacillius subtilis (VNI1304, orosz) 45
» C-vitamin Bacillius subtilis Y32 (kinai) &
Bacillius subtilis RH33 (kinai) 12
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A B,-vitamin bioszintézise

A de novo bioszintézishez

két fontos metabolitra van SAMP —> AMP
szlikség: ‘ApE12
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Szerkezete

Kabanid

A szerkezet erés hasonlésagot
mutat a hem-csoporttal, de:

—Az A-D gy kézétt nincs metilén hid

— a tetrapirrol vaz kézepén itt egy kobalt ion helyezkedik el,
amelyhez a vaz sikja felett az adott kobalaminra jellemzd
R-csoport, a vaz sikja alatt pedig egy benzimidazol gydr(
kotédik.
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Riboflavin fermentacié B. subtilis torzzsel

Rataplalasos fermentaciok, glikéz vagy melasz szénforra-
son.

A riboflavin kivalasztodik a fermentlébe és kikristalyosodik
(oldhatésaga csak 80-100 mg/l).

Kristalyfermentacio, 48 ¢ra alatt eléri a 15 g/I-t is.

A hozamok cukorra szamolva alacsonyak, 5-10% kozott.

Feldolgozas: a sejteket h6kezeléssel eldlik, majd differen-
cial centrifugalassal elvalasztjak a sejttomeget és a sarga
tUs kristalyokat. Meleg savas mosassal 96%-os tisztasagu
termék allithato eld. Atkristalyositassal 99%-os, élelmiszer
minéségl terméket kaphatunk.
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R Molekula neve (szerep)
-CN | Cianckobalamin
(Bi—vitamin)

-OH | Hidroxokobalamin
(Brzs—vitamin)
-CH Metilkobalamin

Kobamid
Kobinamid
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Cianokobalamin .
tlév

Hidroxikobalamin 2 t/év

By2-koenzim 1 tlév

Metil-kobalamin 0:,51
tlév

B4,-vitamin (kobalamin)

Minot és Murphy maj extraktummal mar 1926—ban sike-
resen gyogyitotta a vészes vérszegénységet (B4z-hiany).
A bélmikrofléra is termeli a vastagbélben, de onnan nem
szivodik fel.

Szerepe: THF-hez hasonléan C-atvivé koenzim

A kobalaminok szerkezetének alapjat a porfirinekhez ha-
sonlo koringylrl adja (tetrapirrol vaz).
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El6allitas

A tetrapirrol vaz bioszintézise az elején azonos a B, vita-
minnal, a hemnél és a klorofilloknal. Az ilyen bonyolult (30
lépés) és elagazd anyagcsereutaknal genetikai manipulaci-
6val sem lehet szamottevé termékkoncentraciot elérni (csak
mg/l).

Vad torzseknél:

» sztreptomicin fermentacié levében melléktermékeként (1
mg/l) (Streptomyces olivaceus)

» szennyviztisztité anaerob rothasztéjabdl vett iszap (2-5
mg/kg biomassza)
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Fermentéacios technolégiak

De novo bioszintézissel:

1. Propionibacterium frendenreichii (200 mg/l),
Propionibacterium shermanii (60 mg/l)

Kétlépcsés fermentacio:

1. Anaerob szakasz, 2-4 nap

2. Aerob szakasz 1-3 nap

Termékinhibicié, mert sok propionsavat termel (10%)
Intracellularis termék, feltaras 10-30 p, 80-120 °C,
Hidroxikobalamin — cianokobalamin  konverzi6
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B4,- felhasznalas

» Human gyogyaszat — vészes vérszegényseg
» Takarmanyozas — névényi takarmanyok komplettalasa
(nem kell izolalni, mehet a sejttémeggel egyiitt)
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Fermentacios technologiak

2. Pseudomonas denitrificans
2 éves torzsfejlesztés: 0,6 — 60 mg/l, de 2-3 nap alatt
Atvitt gének heterolég expresszioja
Novekedéshez kotott termékképzés
5,6-benzimidazol (prekurzor) + betain (permeabilitas)

3. Rhodopseudomonas protamicus
Protaminobacter ruber és a Rhodopseudomonas sphe-
roides hibridje, mesterséges térzs

i
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C-vitamin

Szent-Gyorgyi Albert

1928 mellékvesébdl
Redox-rendszer (antioxidans),
gyokfogo

Az éves vilagtermelés:

60-70 000 t/év

Tobblépcsds a kémiai szintézis,
benne egyetlen biokonverzids Iépés a:

(D)-szorbit - (L)-szorb6z atalakitas
Gluconobacter
suboxydans
v
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Fermentacios technologiak

4. Metanolhasznosit6 vegyes tenyészetekkel
Szennyviziszapbol metanollal szelektaljak a torzseket
—> mert C1-atvivé

Vegyes metanolhasznositék: egyiitt jobb a termelés,
mint izolalva (~35 mg/kg)  Richter, Dorogon
Anaerob, félfolytonos
Igen olcso, mert nem kell levegdztetni, kevertetni, steri-
lezni (MeOH), ¢riasi tartalyok.

Sejtfeltaras hokezeléssel
A hidroxikobalamint cianiddal alakitjak at.
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C-vitamin gyartas

Hat Iépéses szintézis, nagyon vegyészes:

.
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D-glucose D-sorbitol
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L—ascnrh\c amd 2-keto-L-gulonic acid methylester 2-keto-L-gulonic acid
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C-vitamin gyartas

Benne egyetlen biokonverziés [épés a:

t‘:HQDH CH,OH
HO—(‘:—H c|:=o
HO—C—H - 2[H] HO—C—H
H—C—0OH Acetobacter H—C—OH
HO—é—H HO—CI:—H
(‘ZHQOH CIIHQOH
(D)-szorbit = (L)-szorbo6z
Gluconobacter
suboxydans

Bertrand-szabaly!
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C-vitamin gyartas

Alternativ ut: a glikézbdl két konverzids [épésben:

CHOD C0O0H COOH
H—C—OH t=0 u!:c
HO—-C—H  E liethicols h(l—[",—r* Corynebacieriun sp. HOftlfh'
H=C=OH + H_too > o
H=C-0x %:o HD_L:-_H
CH0H CityOf CHa0H
D-Glucose 25-Diketo-gluconic scid 2KetorLegulonic acid

secombinant Envina ferbicala

A masodik enzimet klénoztak az Erwiniaba — egy Iépésben
megy.
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