Produktgruppen in der Biotechnologie
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FIGURE 11.1  Products of industrial microbiology /biocatalysis. The products may be the cells themselves or products made
from cells. In the case of bioconversion, cells are used to chemically convert a specific substance from one form to another.

Brock, Biology of Microorganisms
Prentice-Hall, 2000
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Primarstoffwechsel
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Abb. 101, Beziehungen zwischen dem Primérstoffwechsel und einigen wichtigen Gruppen von Sekundarmetaboliten
(nach Frtsche 1978, erweitent).




Hefe

C ipee s VIR R NI Industrial uses of yeast and yeast
—> vielfaltige Nutzung

products®

Production of yeast cells
Biomasse = Futter Bal‘<er's yeast, for bread making
Dried food yeast, for food supplements
Backhefe Dried feed yeast, for animal feeds

Yeast products

Yeast extract, for microbial culture media

B vitamins, vitamin D
Zellinhaltsstoffe Enzymes for food industry: invertase, galactosidase

Biochemicals for research: ATP, NAD ™, RNA
Fermentation products from yeast

Enzyme Ethanol, for industrial alcohol and as a gasoline extender
Glycerol
Beverage alcohol
Ethanol Beer, Wine

Distilled beverages
Whiskey, Brandy, Vodka, Rum

a & box, The Products of Yeast Fermentation, Chapter 4.

Glucose — 2 P t ) .
7 N e Rekombinante Proteine
NAD: o @ }-=2c¢o,

z.B. Insulin, Vaccine, ...

2 |Ethanol

2 Acetaldehyd




Organische Sauren

Tabelle 20.1. Mikrobiell hergestellte organische Sauren (nach Schmid, 2002 und DECHEMA, 2004)

Citronensdure 1000000 2,00 Lebensmittel, Waschmittel

Essigsdure 190000 0,50 Lebensmittel, Reinigungsmittel, Streusalz
Milchsaure 150000 1,80 Lebensmittel, Leder, Textil, Kunststoff
Gluconsdure 100000 2,80 Lebensmittel, Textil, Metall, Bau
Ascorbinsdure (Vitamin C) 80000 1,20 Lebensmittel, Pharma

[taconsdure 15000 3-10 Kunststoff, Papier, Klebstoff




Organische Sauren

Typische Primarmetabolite

Essigsaure
Acetobacter aceti
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?IGURE 11.18 Oxidation of ethanol to acetic acid, the key
process in the production of vinegar. :
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FIGURE 11.20 Citric acid fermentation. (a) Structure of cit-
ric acid. Note how the ionized form, citrate, contains three
carboxylic acid groups, which can chelate ferric iron (Fe*).
(b) Kinetics of citric acid fermentation. Sucrose is degraded
by the enzyme sucrase to yield glucose plus fructose. See
text for further details.




Aminosauren

Typische Primarmetabolite

Aminosaure Jahresproduktion (t) | Anwendung
L-Glutaminsaure 1 200 000 Geschmacksverstarker
bel Lebensmitteln
L-Lysin 650 000 Futtermittelzusatz
L-Threonin 40 000 Futtermittelzusatz
L-Phenylalanin 15 000 Aspartam-Synthese
L-Tryptophan 1 500 Infusionslésungen
L-Asparaginsaure 15 000 Aspartam-Synthese
.. hranikian,
Methionin = chem. Synthese = D,L Racemat 22;(;@2'”;?2 T,

Springer 2006




= Aminosauren
istidinj ¢—— Ribose-5-P +——— GClucose-6-P

Typische Primarmetabolite
GAP

.

3-Phosphoglyceral

PEP

.

Pyruval

:

Acelyl-CoA

Oxalacetat

Citratzyklus

a-Ketoglutarat ——p

- Glutamat
~ Glutamin
~ Prolin

Arginin

Abb. 16.2. Intermediate des Zentralstoffwechsels als Vorstufen fiir die Synthese der zwanzig biogenen Aminosduren
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Acetacetyl-CoA Acetacetat Nur der Kohlenstofffluss ist gezeigt. Die mit einer gestrichelten Linie ein-
| 1 gerahmten Reaktionen zeigen den Methylglyoxal-Bypass in C. sphenoides
l 2 t’ CO sowie die Disproportionierung von Glycerin durch C. acetobutylicum, C.
2 pasteurianum, C. butyricum u.a. Clostridien-Spezies. Die verschiedenen
' Aceton Losungsmittel als Endprodukte der Garung sind eingerahmt. 1: Acetace-
Butyryl-CoA 5 l tyl-CoA: Acetat/Butyrat : CoA-Transferase; 2: Acetacetat-Decarboxylase; 3:
3 l Butyraldehyd-Dehydrogenase; 4: Butanol-Dehydrogenase; 5: Isopro-
Isopropanol panol-Dehydrogenase; 6: Methylglyoxal-Synthase; 7: Methylglyoxal-Re-
Butyraldehyd duktase; 8: 1,2-Propandiol-Dehydrogenase; 9: Glycerin-Dehydratase; 10:
4 l 1,3-Propandiol-Oxidoreductase. GAP: Glycerinaldehyd-3-Phosphat; DHAP:

Dihydroxyacetonphosphat
Butanol

Anthranikian, Angewandte Mikrobiologie



Tabelle 24.1. Chemische Klassen von Antibiotika (modifiziert nach Berdy, 1985 und Michal, 1999)

aumm  Untergruppe  Antibiotikum mmrenderomm Wirkort des Antibiotikums
thl) | (Wﬂ'l  (Beispiele) BLldedl i
1 Kohlenhydrat- Aminoglykoside Streptomycin Bakterien, Streptomyces griseus Bakterielle Proteinbiosynthese, inhibiert
Derivate die Funktion der 30 S ribosomalen
Untereinheit
2 Makrozyklische  Makrolide Erythromycin Bakterien, Saccharopolyspora erythrea  Bakterielle Proteinbiosynthese, inhibiert
Lactone und die Funktion der 50 5 ribosomalen
Laktam-AB Untereinheit
3 Quinone und linear kondensierte Tetrazyklin Bakterien, Streptomyces aureofaciens Bakterielle Proteinbiosynthese *, inhibiert
verwandte AB  polyzyklische die Funktion der 70 S ribosomalen
Verbindungen Untereinheit
4 Aminosaure- B-Laktam AB Penicillin Pilze, Penicillium chrysogenum, Biosynthese der bakteriellen Zellwand
und Peptid-AB Emericella {Aspergilius) nidulans
Cephalosporin  Bakterien, Streptomyces clavuligerus;
Pilze, Acremonium chrysogenum
{syn. Cephalosporium acremonium)
Aminosaure- Chloramphenicol Bakterien, Streptomyces venezuelae Bakterielle Proteinbiosynthese, inhibiert
Derivate und die Funktion der 50 S ribosomalen
Laktam-AB Untereinheit
5 N-enthaltende  Nucleosid-AB Puromycin Bakterien, Streptomyces alboniger Eukaryontische und bakterielle Protein-
heterozyklische biosynthese
AB
Nikkomycin Bakterien, Streptomyces tendae Fungizid und insektizid, inhibiert die
Biosynthese von chitindsen Zellwanden
(Chitinsynthetase)
6 O-enthaltende  Polyether AB Monensin Bakterien, Streptomyces cinnamonensis  lonophor, wirkt auf die Cytoplasma-
heterozyklische membran
AB
7 Alizyklische AB  Steroid AB Fusidinsaure Pilze, Fusidium coccineum Bakterielle und eukaryontische Protein-
biosynthese
8 Aromatische AB  Benzofuran- Griseofulvin Pilze, Penicillium griseofulvum fungizid, effektiv gegen Pilze mit
Derivate chitinosen Zellwinden
9 Aliphatische AB  Polyene AB Fumagillin Pilze, Aspergillus fumigatus Inhibition der eukaryontischen

10 AB mit ungewdhnlichen Strukturen

DNA-Synthese

* Deaktiviert auch eukaryontische Ribosomen, wird aber quantitativ nur in Bakterien inkorporiert.

>X——0—T—42Z2>

Typische
Sekundar-
metabolite

Anthranikian,
Angewandte Mikrobiologie
Springer 2006



Antibiotics Most important producing species
Penicillins Penfcilfum chrysogenum
{dashad ines outlina Aspergilus niduians
g-aminopenicillanic acid) Cephgicspornum acremonium
FR= 0_ penicillin G i Wi
CH,'
Cephalosporins Cephalosponium acremonium
3-Lactam- Nacardls lectamdirans
oy - . Straptomyces clavuligerus
Antibiotics
Clavulanic acids Streptomyces clavuligarus
Thienamycins Streptomyces cattleyr
Olivanic acids Streptomyces olivaceus
Epithienamycins Streptomyces flavogniseus
Nocardicins Nocardia uniformis
subsp. tsuyamanesis
Monobactams Gluccnobactar sp.
Chromobacterium violaceum
Agrobactarium radiobacter
Psaudomonas acidophila
Psevdomonas mesoacidophila
Flaxibacter sp.
Acetobactsr sp

FIGURE 11.9 The basic structures of the naturally occurring p-lactam antibiotics and the major producing organisms. The
rositions where chemical substitutions can occur are indicated by R. The B-lactam ring is shown in red. To obtain high yields
of penicillin G, phenylacetate is added during the production phase. Phenylacetate is the structure shown in the top middle
»anel with a carboxylic acid group (COO™) bonded to the methylene (CH,) group.
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50 102 Chemische Struktur der Penicilline und Cephalosporine, darge-
=t am Beispiel des Penicillin G und des Cephalosporin C. Die antibiotische
Wirsung geht in beiden Gruppen von Antibiotika von dem B-Lactamring aus. Die
“rwung besteht darin, daB an der wachsenden Bakterienzellwand die VerknUpfung
e Feptdseitenketten des Mureins und damit auch die Verkniipfung der Murein-
sees seloer unterbunden wird. Aktivitat und Spezifitat der Wirkung des Antibioti-
s wearden mit von den Eigenschaften seiner Seitenketten, im Fall des Penicillin
© s 2en Eigenschaften der Phenylessigsaure-Seitenkette, bestimmt.



© /SH

H N= (IZH —CH,
COOH

CH4

CH—CH,
qu—éH ()

COCH

Penicilline

S
@—CHZ—CO—NH—CH—r
gty

HOOC-CH-CHz CHz-CHz COOH
NH,

L-a-Aminoadipinsdure (a-AAS)

L-Cystein
a- AAS-Cys
L-Valin
_SH.__CH,
a ‘AAS"NH"(':H'—'CHZ cl:\CH3
co—NHﬁ?clH
COOH

Cyclisierung in
‘ 2 Schritten

Penicillin -
transacetylase

a -AAS + CoA SH

COOH

S-(la- Amino-

adipyl)cysteinyl-

valin
(LLD -Tripeptid

Isopenicillin N
H
@CHiCO'CoA

Benzyl -
penicillin

Cephalosporine

L-a-AAS+ L-Cys + L-Val
i

LLD- Tripeptid

Isopenicillin N
(L-a-AAS-APS)

Racemase

Penicillin N
(D- a-AAS-APS)

Ringerweiterung
stimuliert durch
¢2! Ascorbat, ATP

(D) H
N
0%, & “cH,
COOH
Deacetoxycephalosporin C
O2 Dioxygenase, stimuliert durch
Fe2*, Ascorbat, a-Ketoglutarat
(D) S
N
0”? 2 CH,0H
COOH
Deacetylcephalosporin C
CH,—C—CoA
1]
0
(D)

= 1}

a-AAS—N—‘:l/S
N

0% ZCH,0 CO CH,
COOH
Cephalosporin C

Abb. 13.8: Biosynthese von Cephalosporin C bei Cepha-
losporium acremonium



Semi-synthetische Antibiotika
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fermentation
synthetic _ Add
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Add Chemical or Na S. CH,
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P precursor | treatment 2 ..CH3
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(for example, ampicillin,
amoxycillin, methicillin)

FIGURE 11.10 Industrial production of
penicillins. The normal fermentation leads
to the natural penicillins. If specific precur-
sors are added during the fermentation,
various biosynthetic penicillins are
formed. Semisynthetic penicillins are pro-
duced by chemically adding a specific side
chain to the 6-aminopenicillanic acid nu-
cleus.
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Enzymtechnologie - Biokatalyse - Biotransformationen

— Sinnvolle Synergie



Enzymtechnologie & Biokatalyse mit isolierten Enzymen

Enzyme in Lebensmittelanwendungen

Kohlenhydrat-modifizierende Enzyme
Lipasen

Proteasen

Oxidasen

Enzyme in Reinigungssystemen
Proteasen, Lipasen, Zellulasen

Enzyme in Stoffaufbereitung und Veredelung
(Papier, Textil, Leder)
Proteasen, Kohlenhydrat-modifizierende Enzyme

Enzyme in der chemischen (organischen) Synthese - Biokatalyse
alle Klassen von Enzymen

Enzyme in der Forschung = Gentechnik, Molekularbiologie

Enzyme in der Diagnostik

Enzymtests
Biosensoren



L IRR AN Microbial enzymes and their applications

Enzyme Source Application Industry
Amylase (starch-digesting) Fungi Bread Baking

Bacteria Starch coatings Paper

Fungi Syrup and glucose manufacture Food

Bacteria Cold-swelling laundry starch Starch

Fungi Digestive aid Pharmaceutical

Bacteria Removal of coatings (desizing) Textile

Bacteria Removal of stains; detergents Laundry
Protease (protein-digesting) Fungi Bread Baking

Bacteria Spot removal Dry cleaning

Bacteria Meat tenderizing Meat

Bacteria Wound cleansing Medicine

Bacteria Desizing Textile

Bacteria Household detergent Laundry
Invertase (sucrose-digesting) Yeast Soft-center candies Candy
Glucose oxidase Fungi Glucose removal, oxygen removal Food

Test paper for diabetes Pharmaceutical

Glucose isomerase Bacteria High fructose corn syrup Soft drink
Pectinase Fungi Pressing, clarification Wine, fruit juice
Rennin Fungi Coagulation of milk Cheese
Cellulase Bacteria Fabric softening, brightening; detergent Laundry
Lipase Fungi Breaks down fat Dairy, laundry
Lactase Fungi Breaks down lactose to glucose and galactose Dairy, health foods
DNA polymerase Bacteria DNA replication in polymerase chain Biological research;

Archaea reaction (PCR) technique (2 Section 10.9) forensics




Biokatalyse -
Einsatz von Enzymen zur Synthese
oder Modifikation
von chemischen Molekdilen
|solierte Enzyme
Enzymgemische

Immobilisierte Enzyme
Ruhende Zellen (tot oder aktiv > Cofaktoren)



Enantiomerenreine synthetische Pyrethroide
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_ TU(J Hydroxynitrile lyases: Biokata-m"

Chiral cyanohydrin synthesis

Nature Recombinant Enzyme / Biocatalyst
Hydroxynitril lyase
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@ Molecular Biotechnology
Enzyme engineering
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Fermentation
recombinant enzyme
Product: 100 t/year Biocatalytic process production




Pichia pastoris Hb_Hnl expression strain 1-17
Fed-batch fermentation

S

f Methanol —4— Cell density
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Pichia pastoris Hb_Hnl expression strain 1-17
Fed-batch fermentation

Fermentation time (hours after induction)

0 15 27 29 49 63 79 87 97 ST 111 119 135 145 151 159 169 194 ST

Soluble proteins in cell extracts



Technical Process for the (S)-Cyanohydrin

ue®.s
from 3-Phenoxybenzaldehyde |
Biokatalyse *
< B

aldehyde ——mm
HCN —_—) +— enzyme
solvent ~— ~ 1

two phase system

l recycling of the
stable emulsion water phase

substrate concentration 30%
0.3 molar excess of HCN

l

phase
separation

distillation of the
organic phase

l M. Hartmann, P. P6chlauer

_ product o DSM Fine Chemicals Austria
ee >97%, yield almost quantitative




Biotransformationen

Stoffumwandlungen mit Hilfe von biologisch aktiven Zellen

Ausgangsmolekiile werden eingebracht in biologisches System
(biologisch aktive Zellen, ruhend oder wachsend)

Definierte Reaktionen am eingebrachten Molekdl
-> heue Produkte

- Positionsspezifische und enantioselektive Reaktionen an
komplexen Molekulen

Gegensatz dazu: Fermentationsverfahren

Hier werden einfache Substrate eingesetzt, diese werden durch Stoffwechsel
verarbeitet und daraus Produkte aufgebaut




Biotransformationen
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Renneberg, Biotechnologie fur Einsteiger
Elsevier Spektrum, 2006



mikrobielle
Hydroxylierung
e

0
Verbindung S
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Renneberg, Biotechnologie fur Einsteiger

Elsevier Spektrum, 2006
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Proteine und Biopharmazeutika

Rekombinante Proteine

Technische und analytische Enzyme

Pharmazeutisch nutzbare Proteine

—> therapeutische humane/tierische Proteine
Hormone (Insulin)
Blutproteine (Albumin, Gerinnungsfaktoren)
Signalproteine (Interferone, Interleukine, )
Immunogene Proteine - rekombinante Impfstoffe
(Hepatitis Oberflachenantigen)

—> therapeutische Antikorper / katalytische Antikorper

Nukleinsauren

Gentherapie
DNA Impfstoffe




Tabelle 22.1. Die acht chemischen Klassen der Biopolymere und Besonderheiten ihrer Synthese

Polynucleotide
Polyamide
Proteine
Polyaminosauren

Polysaccharide

Polyanhydride
Polyisoprenoide

Polyphenole

Lipase, lnsulin.
Flagellin, Thaumatin
Poly(Glu), PolyiLys),
Cyanophycin
Cellulose, Starke,
Dextran, Xanthan

Poly(3HB), Poly(3HO),

Poly(malat)
Poly(3MP)
Polyphosphat
Naturkautschuk
Lignin,

‘Huminsauren

Biopolymere

ja

ja

nein

nein

nein

nein

dNTPs, NTPs

Aminoacyl-tRNAs
Aminosauren
Zucker-NDP, Sucrose
Hydroxyacyl-Coenzym A
Mercaptoacyl-Coenzym A
ATP
Isopentenylpyrophosphat

Radikalische Intermediate
aromatischer Verbindungen

ja
Ja
ja
ja
ja
ja
ja

nein

nein

einige Pilze




Polyhydroxyalkanoate

Abb. 22.2, Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Zelle von Rals-
tonia eutropha mit Poly(3HB)-Grana

{"IJ} PP IZR e B G (A

n n n n
Poly(4HB) Poly(3HB) Poly(3HB-co-3HV) Poly(3HO)

Abb. 22.3. Strukturformeln von fiinf aus Hydroxyfettsauren bestehenden und von Mikroorganismen synthetisierten Polyestern (Polyhydroxyalkanoa-
ten)



Umweltbiotechnologie

Biologische Abfallbehandlung
Schwermetall-Belastungen

Biologische Lagerstattenaufbereitung
Erzleaching
Erdol

Nachwachsende Rohstoffe - Abfalle

Aufbereitung
Bioenergie
Transgene Pflanzen Herbizidresistenzen - Totalherbizide
Nahrungs- und Futtermittel Abwehr gegen Insekten - Bt Toxin
Nachwachsende Rohstoffe Designer Rohstoffe & Industriestarke

Bioenergie



