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1UvoD

Ustrezen vnos dusika in esencialnih aminokislin naj bi si ¢lovek zagotovil z ustrezno
beljakovinsko prehrano, za katero se priporocajo dnevni vnosi (EFSA, 2012). Tak pristop je po
mnenju strokovnjakov bolj prakticen, ceprav Clovek v resnici nima potreb posebej po
beljakovinah, ampak ima zaradi intenzivne lastne sinteze razliénih beljakovin dejansko
potrebe po dusiku in esencialnih aminokislinah (Richter in sod., 2019).

Pa vendar se Ze vec kot deset let trzijo prehranska dopolnila s posameznimi aminokislinami
ali njihovimi me3anicami v ve¢komponentnih in multikomponentnih izdelkih® in se v bazi
P3/P3 Professional’ nahajajo v posebni kategoriji3 Aminokisline. V tej kategoriji je posebej
prisotna dilema, ali gre za dopolnjevanje (nepopolne) prehrane in s tem za prehranska
dopolnila, kot jih definiramo v Evropski uniji (Direktiva 2002/46/ES) ali za bogatenje sicer Ze
ustrezne prehrane z dodajanjem hranil. Zato besedna zveza »prehranski dodatek« nikakor ni
sinonim besedni zvezi »prehransko dopolnilo«. V tem smislu je potrebno razumevanje
angleske besedne zveze »Dietary supplement«, ki temelji na ameriski zakonodaji, ki ni
sinonim za »Food supplement«.

Pri aminokislinah moramo biti tudi pozorni na informacijo, ali gre za glavno sestavino Zivila,
npr. prehranskega dopolnila, ali gre za sestavino, ki je v izdelku sekundarnega pomena, to
pomeni, da je v njem kot npr. aroma oziroma aditiv (Uredba (ES) st. 1333/2008), ali pa
imamo morebiti Zivilo, ki je vir aminokislin. Neko prehransko dopolnilo je lahko prisotno v
kategoriji Aminokisline oziroma vanjo sodi, vendar kon¢nega izdelka ne smemo zamenjevati s
samo surovino, ki je kot ena od sestavin vkorporirana v prehransko dopolnilo kot koncni
izdelek. Tako pri¢akujemo, da je v sestavi kon¢nega izdelka navedeno, kaksno koli¢ino neke
aminokisline vsebuje ali pa, kakSno koli¢ino beljakovine vsebuje z navedbo deleza
posameznih aminokislin v njej, da potrosnik ve, kaj bo pravzaprav zauzil.

Proizvodnija izoliranih aminokislin se je v zadnjih desetletjih razvila tako, da lahko izbiramo
med hidrolizo beljakovin, kemijsko oziroma encimsko sintezo ali biotehnologijo. Gre za tako

! Enokomponentna prehranska dopolnila vsebujejo eno glavno sestavino. Veckomponentna prehranska
dopolnila vsebujejo vec¢ razlicnih glavnih sestavin iz ene P3 kategorije. Multikomponentni izdelki vsebujejo
razlicne glavne sestavine iz razlicnih P3 kategorij. Segmentacija prehranskih dopolnil na enokomponentne,
veckomponentne in multikomponentne izdelek je avtorsko delo Martine Puc.

? Bazo podatkov o prehranskih dopolnilih na slovenskem trgu P3/P3 Professional vzdriuje druzba RES- PONS
d.o.o. in je dostopna na www.pretehtajte.si. Avtorske pravice so pridrzane.

* Avtorica P3 kategorij in sistema P3 Professional je Martina Puc. Avtorske pravice opredelitve kategorij so
pridrzane.



http://www.pretehtajte.si/

razlicne pristope, da ima vsak od njih razliéna potencialna tveganja, kar je pomembno pri
oceni varnostnih profilov posameznih izdelkov. Zato jih je potrebno poznati in razumeti.

Dve izmed kljuénih tezav pri prodaji predelanih izdelkov sta napacna oznaditev in
ponarejanje oz. zamenjava vmesnih surovin (Ang, 2009). V praksi se sreCujemo z dvoumnimi
navedbami, ko ni jasno, ali izdelek vsebuje beljakovine, ki so bogate z dolocenimi
aminokislinami, ali pa dejansko navedene izolirane aminokisline. To je le eden od razlogov,
zakaj je poleg razvoja proizvodnih metod potreben napredek tudi na podroc¢ju analiznih
metod aminokislin.

Vidik varnosti ima pri aminokislinah vec¢ dimenzij tudi v odvisnosti od namena uporabe. V
prehranskih dopolnilih kot takih je vedno v ospredju koncentracija glavne sestavine, pri
uporabi aminokislin kot arom oziroma aditivov Zivil tako za ljudi kot Zivali pa moramo misliti
Se na nezavedno uporabo in posledice, ki jih ta prinese (EFSA, 2014).



2 POIMENOVANIE

Aminokisline imajo znacilno zgradbo, pri kateri so na centralni ogljikov atom (a-ogljik) vezani
vodikov atom, karboksilna skupina (-COOH), aminska skupina (-NH2) in stranska veriga, ki jo
oznacujemo s ¢rko R. Ker so funkcionalne skupine vezane na a-ogljikov atom (prvi ogljikov
atom), te aminokisline pogosto imenujemo tudi a-aminokisline (Boyer, 2005). Pri
poimenovanju je potrebno z grsko ¢rko (a) oznaciti, na kateri ogljikov atom so vezane
funkcionalne skupine (Vickery, 1947). Z izjemo glicina (R=H), so na tetraedri¢ni a-ogljik
preostalih aminokislin vezani Stirje razlicni atomi oz. skupine, kar pomeni, da predstavlja a-
ogljik kiralni center in omogoca opticno aktivnost. Posledica kiralnega centra sta dva
stereoizomera, ki sta zrcalni sliki drug drugega, razlikujeta se namrec¢ le glede na poloZaj
amino skupine (NH3+) (Boyer, 2005). Za oznacevanje razlike med stereoizomeri glede na
poloZaj amino skupine uporabimo veliki tiskani ¢rki D- (desnosucne) oz. L- (levosucne)
(Vickery, 1947). Vse aminokisline, razen glicina, so opti¢no aktivne, kar pomeni, da raztopine
Cistih stereoizomerov sucejo ravnino linearno polarizirane svetlobe. Aminokisline razdelimo
v skupine glede na stranske verige, ki se med seboj razlikujejo po velikosti, polarnosti, naboju
in kemijski reaktivnosti. Vsaka aminokislina je natan¢no dolocena z imenom, strukturo, ter z
eno- in tricrkovnim zapisom (Boyer, 2005; Tabela 1). Eno¢rkovno poimenovanje je leta 1965
uvedla Margaret Oakley Dayhoff, ki velja za zaletnico moderne bioinformatike. Pri
aminokislinah, ki se edine zac¢nejo na dolo¢eno zacetnico, je le-ta njihov simbol za
oznacevanje (npr. cistein, histidin, izolevcin, metionin, serin, valin). Kjer zacetnica ni
edinstvena, imajo prednost aminokisline, katerih pojavnost v proteinih je pogostej$a (alanin,
glicin, levcin, prolin, treonin). Za preostale aminokisline uporabimo foneti¢no izbiro (arginin,
fenilalanin, tirozin, triptofan) ter preostale ¢rke (asparagin, aspartat, glutamat, glutamin,
lizin) (Dayhoff, 1965). Tabela 1 (str. 7) prikazuje 20 osnovnih aminokislin, njihovo slovensko
in angleSko poimenovanje ter enocrkovno in tricrkovno oznacevanje.

Na osnovi kemijske reaktivnosti in polarnosti stranske verige R so aminokisline razvrs¢ene v
tri skupine (Boyer, 2005):

1. Aminokisline z nepolarnimi stranskimi verigami

V prvo skupino uvrséamo naslednje aminokisline: glicin, alanin, valin, levcin, izolevcin, prolin,
fenilalanin, metionin in triptofan. Vse imajo alifatske oz. aromatske stranske verige. Za
aromatske verige je znacilno, da so ciklicne spojine s konjugiranimi nenasicenimi vezmi, ki
pripadajo vec kot dvema atomoma hkrati, kar poveca stabilnost spojine. Alifatske spojine so
organske spojine ogljika in vodika, ki ne vsebujejo aromatskih obrocev, po obliki se delijo na
aciklicne (odprte verige) in ciklicne (oblika obroca) molekule. Verige aminokislinam dajejo
hidrofoben znacaj, kar pomeni, da odbijajo vodo. Stranske verige so v glavhem enostavni
ogljikovodiki, ki kemijsko niso posebno reaktivni.



2. Aminokisline s polarnimi, nenabitimi stranskimi verigami pri fizioloSkem pH

Aminokisline, ki jih uvrS¢amo v drugo skupino, so: serin, cistein, treonin, tirozin, asparagin in
glutamin. Podrobnejsi vpogled v njihove stranske verige nam razkrije Sirok spekter
funkcionalnih skupin. Njihova skupna znacilnost je prisotnost heteroatoma (N, O ali S), ki s
svojim elektronskim parom omogoca nastanek vodikovih vezi z molekulo vode ali s katero
drugo molekulo.

3. Aminokisline s polarnimi, nabitimi stranskimi verigami pri fizioloSkem pH

Asparaginska kislina, glutaminska kislina, histidin, lizin in arginin so aminokisline, ki jih
uvrs¢amo v tretjo skupino. Sem spadajo aminokisline s polarnimi ter pri fizioloSkem pH
nabitimi stranskimi verigami.

Tabela 1: Slovensko in anglesko poimenovanje aminokislin ter njihov enocrkovni in triérkovni zapis (povzeto po

Boyer, 2005).

SLOVENSKO ANGLESKO ENOCRKOVNI ZAPIS | TRICRKOVNI ZAPIS
POIMENOVANIJE POIMENOVANIJE
Alanin Alanine A Ala
Arginin Arginine R Arg
Asparagin Asparagine N Asn
Aspartat Aspartate D Asp
Cistein Cysteine C Cys
Fenilalanin Phenylalanine F Phe
Glicin Glycine G Gly
Glutamat Glutamate E Glu
Glutamin Glutamine Q Gln
Histidin Histidine H His
Izolevcin Isoleucine I lle
Levcin Leucine L Leu
Lizin Lysine K Lys
Metionin Methionine M Met
Prolin Proline P Pro
Serin Serine S Ser
Tirozin Tyrosine Y Tyr
Treonin Threonine T Thr
Triptofan Tryptophan w Trp
Valin Valine Y Val




3 GLAVNI POSTOPKI PRIDOBIVANJA I1ZOLIRANIH AMINOKISLIN

Aminokisline so klju¢ni gradniki proteinov, obenem pa so vklju¢ene v regulacijo pomembnih
presnovnih poti in procesov, ki so kljuni za rast in vzdrievanje organizma. Zacetki
pridobivanja aminokislin segajo v leto 1908, ko so na Japonskem z ekstrakcijo iz kislih
hidrolizatov proteinov izolirali mononatrijev glutamat (lkeda, 1908). Mononatrijev glutamat
je bil izoliran iz alge Kombu (Saccharina japonica), ki je tradicionalna za¢imba na Japonskem
(Kusumoto, 2001). Izolat iz alg so najprej uporabljali kot ojacevalec okusa, proces pa Stejemo
kot prvo industrijsko pridobivanje aminokislin. Pomanjkljivost industrijskega procesa so
predstavljale visoke cene zacetnih surovin in negativen vpliv na zdravje zaposlenih, okolje in
same proizvodne naprave zaradi uporabe velikih koli¢in klorovodikove kisline (Nakamori,
2016).

Na trgu je na voljo vseh 20 aminokislin, ki se med seboj razlikujejo po razSirjenosti. Po
nekaterih podatkih se v najvecjih koli¢inah proizvajajo glutaminska kislina, metionin in lizin
(Ikeda, 2003). Tabela 2 prikazuje letno proizvodnjo vsake izmed aminokislin ter metode
njihovega pridobivanja.

Tabela 2: Svetovna proizvodnja aminokislin glede na koli¢ino in metodo pridobivanja (povzeto po lkeda, 2003).

AMINOKISLINA KOLICINA (ton/leto) METODE
L- glutamat 1000000 Fermentacija
D-, L- metionin 350000 Kemicna sinteza
L- lizin 250000 Fermentacija
glicin 22000 Kemicna sinteza
L- fenilalanin 8000 Fermentacija, sinteza
L- asparaginska kislina 7000 Encimska sinteza
L- treonin 4000 Fermentacija
L- cistein 1500 Ekstrakcija, encimska sinteza
D, L- alanin 1500 Kemicna sinteza
L- glutamin 1300 Fermentacija
L- arginin 1200 Fermentacija
L- triptofan 500 Fermentacija, encimska sinteza
L- valin 500 Fermentacija
L- levcin 500 Fermentacija, ekstrakcija
L- alanin 500 Encimska sinteza
L- izolevcin 400 Fermentacija
L- histidin 400 Fermentacija
L- prolin 350 Fermentacija
L- serin 200 Fermentacija
L- tirozin 120 Ekstrakcija




Aminokisline se uporabljajo v mnogih industrijskih produktih, kot so Zivilski aditivi, dodatki
zivalski krmi (lizin, metionin, treonin, triptofan), ojacevalci okusa v prehrani ljudi
(glutaminska kislina, glutamat, serin, asparaginska kislina, arginin) ali kot sestavine v
kozmeti¢nih in medicinskih izdelkih. Obenem pomanjkanje aminokislin lahko vodi v razvoj
razlicnih bolezni tako pri ljudeh kot pri Zivalih. Zato se je zanimanje za razvoj novih poti za
njihovo proizvodnjo v zadnjih letih znatno povecalo (D'Este in sod., 2018). Glavni proizvajalci
aminokislin delujejo na Japonskem, na Kitajskem, v Zdruzenih drzavah Amerike ter v Evropi.
Industrijska proizvodnja aminokislin je prevzela pomembno vilogo v svetovni kemicni
industriji (Ikeda, 2002).

Aminokisline lahko pridobimo na dva nacina. Lahko jih sintetiziramo s pomocjo razli¢cnih
metod ali pa jih izoliramo iz naravnih produktov. Zgodovinsko gledano je izolacija aminokislin
povzrocila tudi njihovo sintezo. Leta je 1820 Bracconot iz Zelatine, hidrolizata Zveplove
kisline, izoliral glicin. Proust pa je iz vodnega ekstrakta fermentiranega glutena izoliral levcin.
Leta 1899 je Wollastone dokazal, da lahko iz hidrolizata proteinov izoliramo aminokislino, ki
vsebuje Zveplo, to je cistein. Te metode so podlaga za postopek izolacije aminokislin, ki se
uporablja Se danes (Fruton, 1947).

Ko ho¢emo pripraviti znatno koli¢ino aminokislin, moramo najprej ugotoviti, katero izmed
glavnih dveh metod izbrati, izolacijo ali sintezo. Pri tem je potrebno upostevati, da so
naravno prisotne aminokisline (z izjemo glicina) opti¢no aktivne (Fruton, 1947). Izolirane
aminokisline iz proteinskih hidrolizatov imajo L- konfiguracijo, vecina aminokislin izoliranih iz
proteinov in nasploh v naravi ima namrec L- konfiguracijo. Pri izbiri je potrebno upostevati
tudi to, da je koli¢ina racemata, ki nastane ob hidrolizi proteina, obi¢ajno majhna. Racemat
je mesSanica obeh enantiomer, kar pomeni, da sta spojini kot zrcalni sliki in da gre za opti¢na
izomera. Dobljen hidrolizat pa lahko lo¢imo s prekristalizacijo. To je metoda ¢is¢enja, pri
kateri izkoriS¢amo specificno odvisnost topnosti od temperature. Tudi s sintezo dobimo
racemat aminokislin, vendar to lahko preprecimo tako, da za izhodni material uporabimo
opti€no aktivne aminokisline in poskrbimo, da med sintezo ne pride do racemizacije.
Racemizacija je proces, pri katerem se Cisti (samo L- ali samo D-) enatiomeri pretvorijo v
zmes enantiomer (zmes L- in D-) bodisi s segrevanjem, fotokemic¢no ali s kemi¢nimi reagenti.

LocCitev racemata oz. D- in L- enantiomer aminokislin je pogosto teZavna in dolgotrajna
naloga. Za locitev razlicno konfiguriranih aminokislin se izkoris¢a stereokemijsko specifi¢nost
encimov. Aminokisline, ki so desnosucne (D-), lahko uni¢imo z D aminsko oksidazo, in tako
dobimo samo levosucne (L-) aminokisline. Ta postopek se uporablja pri pripravi L- alanina in
L- metionina. Za locitev racemata se uporabljajo tudi proteoliti¢nih encimi, ki jih najdemo v



papainu. Papain je encim, ki ga najdemo v papaji. Ta metoda se uporablja za pripravo D-
serina in D- levcina.

Nekatere aminokisline pa lahko zlahka izoliramo v Cisti obliki predvsem zaradi njihove
topnosti. Cistein lahko izoliramo iz kislih hidrolizatov volne ali las. Tudi tirozin lahko zaradi
njegove netopnosti zlahka izoliramo iz proteina kazeina ali iz koruznega glutena. L-
glutaminska kislina je v visokih koncentracijah prisotna v hidrolizatih vecine rastlinskih
proteinov, v nekaterih primerih predstavlja od 40 do 50 % vseh aminokislin v rastlini.
Neposredno iz proteinskih hidrolizatov se lahko izolira tudi L- levcin. Ce je dobljen proteinski
hidrolizat nevtraliziran, se levcin obori z netopnimi aminokislinami (Fruton, 1947).

Proizvodni procesi aminokislin lahko potekajo na razlicne nacine, na splosno pa jih lahko
razvrstimo v tri skupine (D'Este in sod., 2018):

e ekstrakcija iz proteinskih hidrolizatov,
e kemicna sinteza,
e mikrobioloSke metode, ki jih nadalje delimo:
o encimska pretvorba,
o fermentacija s pomocjo mikroorganizmov.

Poleg navedenih metod lahko aminokisline pridobivamo tudi z metodo sublimacije.

S pomocjo teh metod lahko danes pripravimo vse L- aminokisline. Za proizvodnjo posamezne
aminokisline se vedno izbere ekonomsko najbolj ugodna metoda. Prednosti vsake metode so
odvisne od stevilnih dejavnikov, kot so ekonomika procesa, razpoloZljivost surovin, velikost
trga, okoljska ureditev itd. Metode proizvajanja se med aminokislinami razlikujejo. Sprva se
je za proizvodnjo aminokislin uporabljala izkljuéno metoda ekstrakcije iz proteinov, ki se pri
proizvodnji nekaterih aminokislin, kot so L- cistein, L- levcin in L- tirozin, uporablja Se danes,
pri vecini pa so to metodo nadomestile mikrobioloSke metode. Metoda ekstrakcije je tezko
zadovoljila potrebe trga po velikih koli¢inah aminokislin, saj je ta metoda odvisna od
razpolozljivosti naravnih virov, bogatih s proteini (lasje, keratin, peresa, soja) (lkeda, 2002).

V nadaljevanju so predstavljene znacilnosti vsake izmed metod ter njihova primerjava.
Metode pridobivanja si sledijo glede na zgodovinsko odkritje in zaCetek njihove uporabe v
proizvodnji. Prva so zaceli uporabljati ekstrakcijo iz kislih hidrolizatov proteinov, sledila je
kemicna sinteza, nazadnje pa Se metoda encimske sinteze in fermentacijske tehnike
(Nakamori, 2016).
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3.1 EKSTRAKCIJA IZ PROTEINSKIH HIDROLIZATOV

Ekstrakcija iz kon¢nih produktov hidrolize proteinov je primerna za proizvodnjo velikih kolicin
aminokislin, vendar le nekaterih vrst aminokislin, kot so L- asparagin, L- cistein, L- levcin in L-
tirozin (lkeda, 2003). Metoda deluje na osnovi razlik v fizikalno-kemijskih lastnostih
aminokislin, kot sta afiniteta in pH. Na podlagi teh razlik lahko aminokisline med seboj
lo¢imo. Proteini se tako razgradijo v osnovne gradnike — aminokisline (Zhang in sod., 2016).

Dolocitev aminokislinske sestave polipeptida je relativno kompleksen analitski postopek, ki
je sestavljen iz dveh korakov. Prvi korak je popolna hidroliza substrata, kjer se protein
razgradi na osnovne gradnike — aminokisline — nato pa sledita kromatografska analiza in
kvantifikacija spro$c¢enih aminokislin. Hidroliza je zelo pomemben korak in predpogoj za
uspesno analizo izoliranih aminokislin. Vendar kljub njeni pomembnosti Se vedno ne obstaja
enotna metoda hidrolize za vse ostanke, tako je hidroliza del, ki je najmanj nadzorovan v
celotni analizi (Fountoulakis in sod., 1998).

Proteinsko hidrolizo izvedemo z uporabo kisline (6 M HCl in 110 °C), baze (6 M NaOH in 110
°C), vode (v sub- in superkriti¢nih pogojih) ali encimov. Med kislinsko ali alkalno hidrolizo se
vse peptidne vezi prekinejo in v kratkem casu (24 h) potece popolna hidroliza proteinov. To
je eden od prednostnih postopkov za hidrolizo rastlinskih proteinov. Glavne pomanijkljivosti
tega postopka so, da s to metodo ne moremo izolirati asparaginske in glutaminske kisline, saj
se popolnoma unidita in pride do racemizacije aminokislin (Ramakrishnan in sod., 2013). Na
popolnost postopka hidrolize vplivajo temperatura, ¢as, sredstva za hidrolizo in aditivi
(Fountoulakis in sod., 1998). Raziskave kaZejo, da se izkoristek pridobivanja aminokislin
poveca s temperaturo in ¢asom trajanja hidrolize. Visja temperatura je povezana s povecano
disociacijsko konstanto vode, posledi¢no se poveca koncentracija vodikovih in hidroksidnih
ionov, ki razcepijo peptidne vezi (D’Este in sod., 2018). L- levcin, L- alanin in L- serin
pridobivamo pri temperaturah od 180 do 320 °C in pri tlaku 3 do 30 MPa. Najvedji izkoristek
pa avtorji porocajo pri temperaturah od 200 do 290 °C in pri trajanju reakcije od 5 do 10 min
(Cheng in sod., 2008). Visja temperatura zaradi znizanja dielektricne konstante vode
omogoca uporabo vode namesto organskih topil, kar je okolju prijaznejse (Pourali in sod.,
2009). Glavna pomanjkljivost te metode je dejstvo, da so reakcije odvisne od razpolozljivosti
naravnih virov proteinov, kar lahko omejuje naraséajoce potrebe po pridobivanju aminokislin
(D’Este in sod., 2018).

Te tri hidrolizne metode, ki vkljucujejo uporabo kislin, baz ali encimov predstavljajo
razpolozljive postopke za enostavno pretvorbo proteinov v njihove sestavne dele,
aminokisline (Fruton, 1947). Glede na Zeleno aminokislino lahko uporabimo vec vrst
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ekstracij. L- cistein lahko pridobimo z ekstrakcijo s pomocjo aktivnega oglja in koncentrirane
klorovodikove kisline (Renneberg, 2008).

Hidroliza peptidnih vezi v proteinu in posledi¢no spros¢anje aminokislin, ki ta protein gradijo,
je prvi in najmanj teZzaven proces pri izolaciji aminokislin. Pridobljeni hidrolizati proteinov
predstavljajo kompleksno mesanico razliénih aminokislin, ki jih je potrebno izolirati v Cisti
obliki (Fruton, 1947). Za dolo¢anje aminokislinske sestave se uporabljajo naslednje analizne
metode:

e plinska kromatografija,

e tekocinska kromatografija visoke lo€ljivosti,

e adsorbcijska kromatografija,

e ionsko —izmenjevalna kromatografja (Anderluh in sod., 2009).

Poleg teh splosnih metod so na voljo Stevilni postopki za dolocitev posamezne aminokisline,
kot je uporaba periodata za ocenjevanje prisotnosti serina in treonina, kolori¢cna metoda za
ocenjevanje prisotnosti histidina, triptofana in tirozina ter obarjanje za ocenjevanje
prisotnosti histidina in arginina (Fruton, 1947).

3.1.1 Kislinska hidroliza

Kislinska hidroliza proteinov je Se danes ena najbolj razsirjenih in uporabljenih metod za
izolacijo aminokislin; Zveplovo kislino, ki so jo uporabljali v preteklosti, pa je zamenjala
mesanica klorovodikove in mravlji¢ne kisline (Fruton, 1947).

Obdelava s klorovodikovo kislino je najpogostejsi postopek hidrolize, predvsem zaradi
prirocnosti uporabe tega reagenta, saj ga lahko uporabimo tako v teko¢em kot v plinskem
agregatnem stanju in ga nato uparimo, tako da hidrolizat dodamo v majhen volumen pufra
za rekonstitucijo. Kislinska hidroliza se lahko izvede Ze z majhnimi koli¢inami substrata, kar je
pogosto kritiéen dejavnik, ¢e so na voljo le omejene koli¢ine vzorca proteinov. Pri obicajni
kislinski hidrolizi se uporablja 6 M HCI, od 20 do 24 ur pri 1180 °C v vakuumu.

Kislinska hidroliza proteinov pa ni uporabna za vse aminokisline in s to metodo ne moremo
izolirati nekaterih pomembnih aminokislin (Fruton, 1947). V pogojih obicajne kislinske
hidrolize se aspargin popolnoma hidrolizira v asparginsko kislino, glutamin pa v glutaminsko
kislino. Triptofan se unici in ga ne moremo izolirati. Tudi serin in tirozin se delno hidrolizirata
in obic¢ajno pride od 5 do 10 % izgube teh aminokislin. Iz hidroliziranega vzorca kisline ne
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moremo posredno dolociti cisteina. Tirozin se delno unici zaradi necisto¢, ki so prisotne v
agensu hidrolize. Vecina aminokislin se med postopkom hidrolize izgubi, najvecja stopnja
izgube je opazna pri cisteinski kislini in serinu. Da bi izgube preprecili, se v raztopino vzorca
dodajajo zascitna sredstva kot so fenol, tioglikolna kislina, merkaptoetanol, indol in triptamin
(Fountoulakis in sod., 1998).

Zaporedje aminokislin v proteinu je zelo pomembno za hidrolizo in njeno uspesnost.
Stranske verige med alifatskimi ostanki vplivajo na stopnjo odvijanja, najteZje se namrec
prekinejo vezi med alifatskimi aminokislinami, saj so te vezi Se posebej odporne na hidrolizo
in se cepijo v nekoliko nizjih odstotkih (50 do 70 %) pri enakih pogojih kot vezi med ostalimi
aminokislinami. Primer so vezi levcin — levcin, valin — valin in levcin — valin. Za cepitev teh
vezi je potreben daljsi ¢as hidrolize (od 92 do 120 ur). Med tak3no dolgotrajno hidrolizo pa
lahko pride do izgub ostalih aminokislin.

Ce za kislinsko hidrolizo s klorovodikovo kislino namesto tekoce faze uporabimo plinsko fazo,
dobimo podobne rezultate. Prednost uporabe plinske faze je, da se zmanjSa uporaba
hidroliznega sredstva, kar posledi¢no zmanjsa stopnjo onesnazenja, pa tudi ta, da se lahko za
izvedbo metode uporabljajo posebno izdelane posode za hidrolizo, ki omogocijo so¢asno
hidrolizo vecjega Stevila vzorcev (Fountoulakis in sod., 1998).

3.1.2 Alkalna hidroliza

Metode alkalne hidrolize ne moremo uporabiti za izolacijo serina, treonina, arginina in
cisteina, saj se ti med postopkom unicijo. Vse ostale aminokisline pa dobimo v racemizirani
obliki. Metoda se obicajno izvaja z NaOH, KOH ali BaOH, pri ¢emer je uporaba slednje baze
redkejsa. Alkalna hidroliza se skoraj izklju¢no uporablja za izolacijo triptofana, pa tudi, ¢e je v
vzorcu proteina, ki ga hidroliziramo, prisotno veliko ogljikovih hidratov, kar pogosto
zasledimo pri Zivilih in farmacevtskih raztopinah proteinov. Le-ti pogosto vsebujejo visok
delez monosaharidov (Fountoulakis in sod., 1998).

3.1.3 Encimska hidroliza

Encimsko hidrolizo izvedemo s pomocdjo proteaz, ki prekinejo peptidne vezi med
aminokislinami. Uporabo tega postopka v velikem obsegu ovirajo:

e specifiCnosti proteaz za cepitev peptidnih vezi,
e potrebna kombinacija proteaz za celoten proces hidrolize proteinov in
e daljsSi inkubacijski ¢as (od 24 do 48 ur) (Ramakrishnan in sod., 2013).
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Prednost uporabe encimske hidrolize je, da omogoca dolocitev in izolacijo asparginske in
glutaminske kisline, ne da bi med hidrolizo prislo do preoblikovanja njunih stranskih verig kot
se sicer zgodi med kemi¢no razgradnjo. Med postopkom pa tudi ne pride do racemizacije
aminokislin (Fountoulakis in sod., 1998).

V eni izmed S$tudij D’Aniello in sod. navajajo postopek za hidrolizo, ki obsega 15 minut
kemiéne razgradnje s 6 M HCl pri 80 do 90 °C ali pa kemic¢no razgradnjo, ki traja 1 dan pri 37
°C. Sledi encimska hidroliza s pronazo (encim, ki ga pridobijo iz liofilizirane bakterije vrste
Streptomyces griceus) za 12 do 16 ur pri 50 °C. Temu nato sledi Se razgradnja z levcin
aminopeptidazo in peptidil-D-amino kislinsko hidrolazo za 24 ur. Celotna hidroliza je tako
dosegla 97 do 100 % izkoristek in racemizacija je bila manjsa od 0,002 % (D’Aniello in sod.,
1993).

3.2 KEMICNA SINTEZA

Vse znane aminokisline, z izjemo hidroksilizina, ki je bil odkrit v Zelatini in drugih proteinih,
znamo sintetizirati (Fruton, 1947).

Z metodo kemicne sinteze lahko proizvedemo aminokisline z D, L- konfiguracijo. Pri tej
metodi kot substrat uporabljamo sladkorno peso ali akrilonitril. Prednost te metode je
kontinuiran nacin proizvodnje v zelo velikem obsegu. Produkt je racemat D- in L- oblike
aminokislin, kar predstavlja slabost metode. Za locitev racemata je potreben drag proces, ki
izkoris¢a optic¢no locljivost (Ramakrishnan in sod., 2013). Kemicna sinteza je v preteklosti
predstavljala enega izmed osnovnih nacinov pridobivanja akiralnih aminokislin, kot so glicin
in racemat D- in L- metionina ter D- in L- alanina (D’Este in sod., 2018).

S kemiéno sintezo pridobivamo aminokislino metionin, ki jo uvrS$¢amo med najpogostejse
aminokisline, ki se uporabljajo v prehranskih dopolnilih. Poleg D- in L- metionina lahko s
kemiéno sintezo pridobivamo $e glicin ter D- in L- alanin (Nakamori, 2016). V velikih koli¢inah
pa se ta metoda uporablja Se za proizvodnjo glutaminske kisline (Ramakrishnan in sod.,
2013) iz akrilonitrila, ogljikovega monoksida in vodikovega cianida (Nakamori, 2016).
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3.3 MIKROBIOLOSKE METODE

Aminokisline lahko pridobimo tudi z bioloSkimi procesi, kamor sodita encimsko katalizirana
sinteza in fermentacija (D’Este in sod., 2018). Stroski take izolacije aminokislin so odvisni od
vira ogljika, procesa ¢is¢enja in v primeru fermentacije, od njenega donosa.

3.3.1 Encimska pretvorba

Encimske metode se uporabljajo v industrijah majhnega obsega za proizvodnjo sinteti¢nih D-
in L-aminokislin (Ramakrishnan in sod., 2013).

Metoda temelji na aktivnosti encima oz. njihovi kombinaciji, s katero katalizirajo nastajanje
Zelene aminokisline. Pri tem se prekurzor doloéene aminokisline lahko s pomocjo encima
pretvori v Zeleno aminokislino (D’Este in sod., 2018). Uporabljajo se razli¢ni encimi, med
katere sodijo hidroliti¢éni encimi, amonijeve liaze, ter od NAD+ odvisne L- aminokislinske
dehidrogenaze (Pollegioni, Servi, 2012). Encime najpogosteje pridobimo iz mikroorganizmov,
kot npr. Escherichia glutamicum, Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas dacunhae in
Crypotococcus lurendii (D’Este in sod., 2018).

Metode se uporabljajo predvsem za proizvodnjo aminokislin, kot so alanin, metionin, valin,
fenilalanin, triptofan, asparaginska kislina ter jabol¢na in fenil mle¢na kislina (Ramakrishnan
in sod., 2013).

Prednosti encimskih metod so:

e kontinuiran postopek za proizvodnjo aminokislin,
e viSja produktivnost in izboljSana hitrost reakcije,
e uporaba vec encimskih sistemov in veéfaznih reaktorjev.

Slabosti encimskih metod so:

e encimi ne prenesejo visokih temperatur,

e pomanjkanje operativne stabilnosti,

e specificnost encimov,

e encimske zastrupitve,

e deaktivacije encimov,

e iztekanje encimov v imobiliziranih sistemih (Ramakrishnan in sod., 2013).

15



Encimska pretvorba je koristna v primeru, ko lahko aminokisline pridobimo z visoko
specificnimi encimi iz cenovno ugodnih surovin v kontinuiranem delovnem procesu. Acilaza
katalizira stereospecificno hidrolizo N-acetil-DL-aminokislin, kar se v industriji uporablja za
proizvodnjo L-alanina, L- valina, L- metionina, L- fenilalanina in L- triptofana. Encimska
locljivost je lahko konkurencéna le, ¢e je povezana z ucinkovitim encimskim sistemom za
recikliranje ali imobilizacijo in enostavno racemizacijo nezaZelenih acetilnih D- aminokislin
(Leuchtenberger in sod., 1984).

3.3.2 Fermentacija s pomocjo mikroorganizmov

Danes se za proizvodnjo vecine aminokislin uporablja metoda fermentacije. Uporaba
fermentacije se je zacela v poznih Sestdesetih letih (Kusumoto, 2001). Za pridobivanje vecine
L- aminokislin se najpogosteje uporablja metoda fermentacije s pomoc¢jo mikroorganizmov
(Ikeda, 2002), s katero lahko z uporabo razlicnih mikroorganizmov pridobimo priblizno 10
aminokislin (Ramakrishnan in sod., 2013). Fermentacija je metoda za proizvodnjo
aminokislin, pri kateri mikroorganizmi pretvorijo hranilne snovi v druge snovi, ki jih
potrebujejo. Fermentacija se je pokazala kot uc¢inkovita metoda leta 1957, ko so Kinoshita in
sodelavci Kyowa Hakko Kogyo Co. v svoji Studiji porocali o odkritju, da ima bakterija
Corynebacterium glutamicum edinstveno zmoZnost proizvajanja pomembnih koli¢in L-
glutamata neposredno iz poceni sladkorja in amonijaka. Fermentacijska metoda je omogocila
drastiéno zniZanje proizvodnih stroSkov, saj so se prej uporabljale metode ekstrakcije iz
proteinov in hidrolitov ali kemi¢ne sinteze. Proizvodnja in posledi¢no cena aminokislin je
tako dostopnejSa, kar ji daje prednost pred ostalimi metodami na trgu. V nekaj letih po
poroCilu o proizvodnji L- glutamata s fermentacijo je druzba tudi ugotovila, da mutant
Corynebacterium glutamicum lahko proizvede veliko koli¢ino L- lizina, kar je omogocilo
industrijsko proizvodnjo L- lizina s fermentacijo. Ti zaporedni dosezki so odprli nove poti za
industrijo aminokislin pridobljenih z metodo fermentacije (lkeda, 2003). Sprva so bile ostale
aminokisline le stranski proizvodi pri fermentaciji L- glutaminske kisline. Z napredovanjem
znanosti pa je narascalo tudi zavedanje o njihovi pomembnosti v prehrani posameznika, kar
je spodbudilo nadaljnji razvoj drugih metod pridobivanja (Nakamori, 2016).

Pri fermentaciji je pomembna predvsem izbira vrste mikroorganizma, za katerega je
pomembno, da ima visok potencial za proizvajanje aminokislin. Pomembni so tudi encimi, ki
s svojim delovanjem dolocajo in regulirajo koli¢ino nastalih aminokislin. Z metodo
fermentacije pridobivamo tudi dve najpogostejSi aminokislini na trgu - glutaminsko kislino in
lizin. Z napredkom tehnologije fermentacije in z izboljSanjem kvalitete seva se fermentacija
uporablja v industrijski proizvodnji aminokislin (Ramakrishnan in sod., 2013). Zacetne kulture
mikroorganizmov so proizvedle do 10 g glutaminske kisline na liter. S stalnimi izboljSavami
lahko danes mikroorganizmi proizvedejo ¢ez 100 g glutaminske kisline na liter. Metoda
fermentacije tako postaja ena bolj obetavnih metod pridobivanja aminokislin v trine
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namene. To omogocajo izboljSave na podrocju orodij genskega inZeniringa, ki omogocajo
vedji izkoristek, specifi¢nost in produktivnost ciljnih sestavin (lkeda, 2003).

Glavna pomanjkljivost mikrobne fermentacije je odvisnost celotne fermentacijske industrije
od glukoze ali saharoze kot virov ogljika. lzvedljiva in stroskovno ucinkovita alternativa je
uporaba alkoholov (etanol in metanol) namesto sladkorjev (glukoze in saharoze) kot
substrata za proizvodnjo aminokislin z uporabo bakterij, vendar ta pristop Se ni izveden v
velikem obsegu (Ramakrishnan in sod., 2013).

Fermentacijski procesi obsegajo predvsem tri korake:

e gojenje sevov, ki proizvajajo aminokisline,
e (iS€enje aminokislin iz fermentacijske brozge in
e (iScenje odpadne vode.

Za ucinkovito proizvodnjo je treba v vsakem koraku proizvodnje zagotoviti Stevilne zahteve.
Do sedaj so bile razvite Stevilne tehnologije za vzpostavitev ekonomsko konkurencnih
fermentacijskih procesov. Predvsem je bil v zadnjih dveh desetletjih dosezen pomemben
napredek pri razvoju tehnologije sevov. Vzreja sevov za proizvodnjo aminokislin je dosegla
stanje zelo visokega razvoja, ki je bil glavni dejavnik, ki je privedel do velikega uspeha
fermentacijske industrije. Napredek na podrocju rekombinante DNA so v tehnologiji
omogocile razjasnitev molekularnih mehanizmov proizvodnje aminokislin in tudi
molekularno biologijo in fiziologijo mikroorganizmov, ki proizvajajo aminokisline. Pridobljene
temeljne informacije so bile osnova za naslednji genski inZeniring z racionalnim pristopom, ki
je privedel do ustvarjanja hiperproduktov in novih vrst proizvajalcev aminokislin z razli¢nimi
¢is¢enje namrec zagotavlja ustrezno kakovost za predvideno uporabo izolirane aminokisline.
Kon¢ni produkt pridobimo v obliki kristalinicnega prahu (Kusumoto in sod., 2001).

3.4 [ZOLACIJA S SUBLIMACIO

Aminokisline iz naravnih vzorcev lahko izoliramo tudi s pomocéjo sublimacije. Standardni
postopek za izolacijo aminokislin iz naravnih vzorcev vkljuCuje kislinsko hidrolizo kot tudi
razsoljevanje vzorca pred analizo. Oba postopka zahtevata tekoCe reagente in s tem pride do
vecje moznosti za kontaminacijo vzorca z laboratorijskimi onesnaZevalci. Sublimacija sama
po sebi ne zahteva mokrih kemicnih reagentov in odpravlja potrebo po kationski
izmenjevalni kromatografiji, ki je pomemben vir kontaminacije vzorca. Razvil se je postopek
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izolacije s pomocjo sublimacijskega aparata, kjer se sublimacija zdruZi s hitrim in Cistim

postopkom hidrolize kislih hlapov, ob tem se iz naravnih vzorcev, kot so Skoljke mehkuzcev in

karbonatne globokomorske usedline, lahko izolirajo aminokisline. Ta postopek zagotavlja

uCinkovit nacin za izolacijo aminokislin iz naravnih vzorcev z minimalno mokro kemicno
obdelavo (Glavin in sod., 1998).

3.5 PRIMERJAVA POSTOPKOV PRIDOBIVANIJA

Tabela 3 prikazuje prednosti in pomanjkljivosti razli¢cnih metod pridobivanja aminokislin.

Tabela 3: Primerjava prednosti in pomanjkljivosti razlicnih metod pridobivanja aminokislin (povzeto po D'Este in

sod., 2018).
METODA PRINCIP PREDNOSTI POMANIJKLUIIVOSTI
Ekstrakcija iz Locevanje ® obseZna industrijska e malo vrst aminokislin (lkeda,
proteinskih aminokislin od | proizvodnja 2003)
hidrolizatov obstojecih (Ikeda, 2003) e odvisnost od razpoloZljivosti
proteinskih ®* moZna uporaba naravnih virov, bogatih s proteini
hidrolizatov na | industrijskih stranskih (Breuer in sod., 2004)
podlagi razliénih | proizvodov ali odpadkov * mozen razpad proteinov (lkeda,
lastnosti (Breuer in sod., 2004) 2003)
e obicajni reagenti (HCl, e stranski produkti (Beeuer in
NaOH) (Lutke-Eversloh in sod., 2004)
sod., 2007) * nastanek velikih kolicin
odpadnih voda (Lutke-Eversloh in
sod., 2007; Sereewatthanawut in
sod., 2008)
Kemijska Aminokisline e pridobivanje akiralnih e pridobivanje racemnih zmesi -
sinteza pridobljene s | aminokislin (lvanov in sod., za pridobivanje L-aminokislin je
kemijsko 2014) potrebna dodatna optic¢na
reakcijo resolucija (lkeda, 2003)
¢ cena katalizatorja (Breuer in
sod., 2004)
e nevarni viri (Zuend in sod.,
2009)
Encimska Hidroliza * pridobivanje opti¢no Cistih D- | e cena in nestabilnost encima
pretvorba peptidov s in L-aminokislin (Ikeda, 2003) (Ikeda, 2003)
proteazami * majhna kolicina stranskih ¢ neugodna za proizvodnjo L-

proizvodov

(lvanov in sod., 2014)

¢ enostavna nadaljnja predelava
(lvanov in sod., 2014)

aminokislin na industrijski ravni
(Ikeda, 2003)
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METODA PRINCIP PREDNOSTI POMANIJKLIIVOSTI

Fermentacija | Mikroorganizmi | e obsezna industrijska * nujno zagotavljanje sterilnosti
pretvorijo v proizvodnja vecine L- (Ugimoto, 2010)
substratu aminokislin (Ilvanov in sod., * potrebna energija za prenos
prisotne 2014) kisika in mesanje (Ugimoto, 2010)
sladkorje v e ekonomicna metoda (lkeda, | e visoki stroski delovanja (Ilvanov
aminokisline 2003) in sod., 2014)

e pridobivanje L-oblike
aminokislin (Breuer in sod.,
2004)

* blagi pogoji (Ugimoto,
2010)

* nizki stroski vzdrzevanja
(Ugimoto, 2010)

Danes se vzporedno uporabljajo vse Stiri metode, saj se proizvodnja posameznih aminokislin
mocno razlikuje. Prevladuje metoda fermentacije, ki predstavlja od 80 do 90 % celotne
proizvodnje.

Industrijski procesi proizvodnje aminokislin kljub stalnim izboljSavam teZijo k optimizaciji.
Posledi¢no se veliko Stevilo podjetij in akademskih ustanov posveca raziskavam na tem
podroCju z namenom odkrivanja finanéno ucinkovitejSih in bolj trajnostnih nacinov
pridobivanja aminokislin (D'Este in sod., 2018).
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4 POSTOPKI PRIDOBIVANJA ZA POSAMEZNE AMINOKISLINE

4.1 L- ALANIN

D- in L- alanin pridobivamo s kemi¢no sintezo iz aldehidov, amonijaka in cianida.

Alanin, pridobljen z mikrobioloskimi metodami iz glukoze, je zmes oblik D- in L-, pri ¢emer je
50% zmesi L- oblike alanina in 50% zmesi D- oblike alanina. Za pridobivanje se uporabljajo
predvsem sevi Arthrobacter oxydans.

Alanin najpogosteje pridobivamo z encimsko sintezo iz asparaginske kisline ali iz fumarata,
substrata asparaginske kisline (Nakamori, 2016).

4.2 L- ARGININ

Arginin lahko pridobivamo iz hidrolizatov proteinov, z encimsko sintezo ali z metodo
fermentacije (Ogrinsky, 1957).

L- arginin je bil prvi¢ izoliran leta 1886 iz izvlecka semen voléjega boba (rod Lupinus). Leta
1895 je bil identificiran kot sestavina kazeina, kasneje pa se je njegova uporaba razsirila v
prehrani in krmi (Utagawa, 2004). Vecina L- arginina se pridobiva z metodo neposredne
fermentacije iz naravnih virov ogljika (Yoshida, 1986). Zacetki raziskav, povezanih s
pridobivanjem arginina z metodo fermentacije, segajo v leto 1960. Pri fermentaciji se
uporabljajo predvsem mutirane bakterije Corynebacterium (Brevibacterium), Bacillus,
Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum, Bacillus subtilis in Serratia. Novejse
metode pridobivanja L- arginina vkljuCujejo tehnike genske rekombinacije z bakterijo
Escherichia coli in Serratia marcescens (Nakamori, 2016).

Za ucinkovito pridobivanje arginina s fermentacijo je potrebno gojenje sevov z veliko
sposobnostjo biosinteze L- arginina. Prav tako so potrebni sevi za pridobivanje L-
glutaminske kisline, ki je prekurzor L- arginina. Za pridobivanje L- glutaminske kisline se
najpogosteje uporablja bakterija Corynebacterium (Brevibacterium). Med procesom
fermentacije morajo biti pogoji tako kot pri ostalih aminokislinah natan¢no uravnavani.
Potrebno je uravnavanje pH okrog nevtralne vrednosti ter zagotavljanje stalnega dotoka
kisika, ki je potreben za ustrezno nastajanje L- arginina. Sledijo metode cis¢enja, ki so nujne
za pridobivanje L- arginina visoke CistoCe iz fermentacijske zmesi. Po koncani fermentaciji
bakterijske celice in preostale proteine odstranimo s centrifugiranjem ali z membrano,
preostale necistoCe pa s smolo ionskega izmenjevalca ali aktivnim ogljem. Na koncu procesa
z metodo koncentriranja pridobimo kristale L- arginina visoke CistoCe (Utagawa, 2004).
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4.3 L- ASPARAGINSKA KISLINA

L- asparaginska kislina je poleg fenilalanina glavna sestavina nizko energijskega sladila
aspartama, uporablja pa se Se v medicini, zato je njena uporaba zelo razSirjena. L-
asparaginska kislina je prva aminokislina, ki je bila pridobljena z encimsko sintezo.
Pridobivajo jo Se s sevi Escherichia coli in Brevibacterium flavum (Nakamori, 2016).

4.4 L- CISTEIN

L- cistein obicajno pridobivamo iz keratina, skladis¢enega v ¢loveskih in Zivalskih materialih,
kot so perje, lasje, Scetine, dlake in kopita (D’Este in sod., 2018). Proizvodnja zajema
predvsem ekstrakcijo iz kislih hidrolizatov, pogosta pa je Se encimska pretvorba kemijsko
sintetiziranega intemediata v L- cistein. Industrijsko lahko cistein pridobivamo tudi s
fermentacijo (Nakamori, 2016).

4.5 L- FENILALANIN

Potreba po pridobivanju L- fenilalanina je visoka predvsem zaradi dejstva, da je ena izmed
sestavin aspartama, nizko energijskega sladila. Glavna encima za pridobivanje L- fenilalanina
sta predvsem 3-deoksi-D-arabinoheptulosonat-7-fosfat (DAHP) sintaza ter kompleks
korizmat mutaze in prefenat dehidrataze. Pri metodi fermentacije je najbolj pogost
organizem Escherichia coli, ki omogoca najvecji donos, uporablja pa se lahko Se Bacillus
lactofermentum (Nakamori, 2016).

4.6 L- HISTIDIN

Histidin najpogosteje izoliramo iz kislega produkta hidrolize proteinov. Po odstranitvi kisline
lahko histidin iz raztopine izoliramo z razlicnimi postopki. Pogosta metoda izolacije histidina
vkljuuje obarjanje z Zivosrebrovim sulfatom v razredceni Zveplovi kislini (Tabor, 1957). Pri
metodi fermentacije izkoris¢ajo predvsem seve Corynebacterium glutamicum,
Brevibacterium flavum in Serratia marcescens (Nakamori, 2016).

Cistost izoliranega histidina lahko najbolje dolo¢éimo z metodo opti¢ne rotacije,
elementarnimi analizami in papirno kromatografijo (Tabor, 1957).

4.7 L- GLUTAMIN

L- glutamin se v industrijski proizvodnji pridobiva tekom procesa fermentacije. Uporablja pa
se predvsem v farmacevtske namene. Za proizvodnjo glutamina visoke kakovosti po nizki
ceni je najbolj pomembno, da se pridobi sev mikroorganizma z dobro ucinkovitostjo in
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minimalnimi stranskimi produkti. Zelo pomemben korak v procesu pa je odstranitev necistoc
iz fermentirane brozge, ravno zato se tekom celega industrijskega postopka upostevajo
kemijske, fizikalne in bioloske lastnosti brozge.

Sevi, ki proizvajajo L- glutamin, so Sibki in ogrozeni v kontaminiranem okolju, zato je zelo
pomembno, da je posoda za fermentacijo Cista in sterilna tekom celotnega procesa.
Pomembno je tudi, da je posoda pod pozitivnim pritiskom, saj se tako onemogoci
kontaminacija z drugimi mikroorganizmi in zunanjim materialom. Fermentacijski medij je
sestavljen iz glukoze kot vira ogljika, amonijaka kot vira dusika in iz majhne koli¢ine
mineralov in vitaminov kot rastnih dejavnikov. Kot kontrolni dejavniki med fermentacijo so
pomembni pH, temperatura in raztopljen kisik (Kusumoto, 2001).

Bakterija, ki proizvaja L- glutamin, je izpeljana iz seva, ki proizvaja L- glutaminsko kislino in je
sposobna proizvodnje L- glutamina visoke kakovosti z minimalno tvorbo stranskih produktov
(Kusumoto, 2001). Bakterija, ki proizvaja glutaminsko kislino je Corynebacterium
glutamicum. (Nakamori, 2016).

4.8 L- GLUTAMINSKA KISLINA

Glutaminsko kislino pridobivamo predvsem na dva nacina: s kemi¢no sintezo in fermentacijo.
Metoda kemicne sinteze je starejSa in temelji na pridobivanju glutaminske kisline iz
akrilonitrila, ogljikovega monoksida in vodikovega cianida. Slabost te metode je predvsem
dolg in drag proces izolacije L-glutaminske kisline iz racemne zmesi. Zaradi nizjih stroSkov
proizvodnje se je bolj razsirila metoda fermentacije z bakterijo Corynebacterium glutamicum.
Danes lahko L- glutaminsko kislino pridobivamo Se z drugimi mikroorganizmi, kot so npr.
Brevibacterium in Microbacterium. Od odkritja metode fermentacije L- glutaminske kisline se
je proizvodnja vsako leto povecdevala, leta 2010 so proizvedli 2,4 milijona ton
mononatrijevega glutamata (Nakamori, 2016).

4.9 L- LIZIN

Leta 1958 je podjetje Kyowa Hakko Kogyo razvilo metodo fermentacije lizina z uporabo
bakterije Corynebacterium glutamicum. Ugotovilo je namre¢, da homoserin avksotrofni
mutant Corynebacterium glutamicum proizvaja velike koliCine lizina v teko¢em mediju
(Nakayama in sod., 1961). Ta proces izolacije predstavlja drugi najstarejsi proces
fermentacije aminokislin (najstarejSi proces je fermentacija glutamata). Danes se proizvede
vec kot 2 milijona ton lizina na leto in se tako uvrs¢a na drugo mesto glede na svetovno letno
proizvodnjo aminokislin (Ikeda, 2016). Trenutno je svetovni trg lizina ocenjen na 2,2 milijona
ton na leto, proizvodnja pa vsako leto zraste za 7 % (Eggeling in sod., 2015). L-lizin ima
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namre¢ pomembno trzno vrednost, saj se uporablja kot krmni dodatek za pospeSevanje rasti
Zivali, predvsem prasicev in perutnine. Uporablja se pa tudi kot krmni dodatek za ribe. Lizin
lahko tudi izoliramo iz naravnih virov kot so soja in sardine, vendar se v veliki meri uporablja
metoda fermentacije, saj le takrat dobimo lizin v L- obliki, ki je nujno potrebna za krmne
dodatke (lkeda, 2016). Za proizvodnjo L- lizina pa se uporablja tudi metoda fermentacije z
genetsko spremenjeno bakterijo Escherichia coli (Nakamori, 2016). Lizinske fermentacije z
uporabo Escherichia coli so skoraj dosegle raven, ki je primerljiva metodam fermentacije s
sevi Corynebacterium glutamicum. Escherichia coli je ekonomsko lahko bolj koristna in
dostopna, saj kaze hitrejSo rast pri viSjih temperaturah kot Corynebacterium glutamicum
(Ikeda, 2016).

4.10 L- METIONIN

Metionin je druga najbolj prodajana aminokislina na trgu, je esencialna aminokislina, ki tako
kot cistein vsebuje Zveplo. Uporablja se v razli¢nih industrijskih aplikacijah, predvsem pri
proizvodnji krme. Uporablja pa se Se v proizvodnji Zivilskih dodatkov ter v farmaciji. Je
pomemben krmni dodatek zlasti za perutnino, saj pri njih predstavlja prvo omejujoco
aminokislino. D,L- metionin se proizvaja s kemicno sintezo ob uporabi akroleina, metantiola,
vodikovega cianida in drugih spojin. V zadnjih nekaj desetletjih si prizadevajo za proizvodnjo
L- metionina z mikrobno fermentacijo. Raziskovalci so se osredotocili na razvoj ustreznih
sevov s klasicno mutagenezo. Na Corynebacterium glutamicum in Escherichia coli tako
izvajajo obseZzen metaboni inZeniring, ampak kljub obseZznim raziskavam $e vedno obstaja
veliko vrzeli med nasSim razumevanjem mikroorganizmov in mnoZi¢no proizvodnjo
aminokislin (Shim in sod., 2006).

4.11 L- PROLIN

Industrijska proizvodnja prolina izhaja iz Brevibacterium flavum, pogosta pa je Se uporaba
Serratia marcescens (Nakamori, 2016).

4.12 L- SERIN

L-serin proizvajajo s fermentacijsko pretvorbo glicina s pomodjo Corynebacterium
glycinophilum (Nakamori, 2016). Uporabljajo se lahko Se druge bakterije, kot so Nocardia,
Sarcina, Preudomonas in Hyphomicrobium sp (Morinaga, Yamada, 1986). Pogosto je
predvsem pridobivanje L- serina iz glukoze brez dodajanja glicina s sevom Brevibacterium
flavum (Hibino in sod., 2000).
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4.13 L- TREONIN

Treonin uporabljamo v medicini in kot prehransko dopolnilo. Za gojenje sevov se uporabljajo
gensko spremenjeni ter na aminohidroksipentanojsko kislino (AHV) odporni Brevibacterium
flavum, Corynebacterium glutamicum, Serratia marcescens, Bacillus lactofermentum in
Escherichia coli, pri ¢imer je najbolj pogosto pridobivanje z Escherichia coli, saj omogoca
najvecji izkoristek (Nakamori, 2016). Pridobivanje L- treonina se je najbolj izboljsalo z
amplifikacijo biosintetskih encimov preko napredka rekombinantnih DNK tehnik bakterije
Escherichia coli (Debabov, 1983).

4.14 L- TRIPTOFAN

Triptofan so najprej pridobivali z metodo encimske pretvorbe iz prekurzorjev, kot so indol,
piruvat in amonijak. Sledilo je pridobivanje z metodo fermentacije, saj je omejitev metode
encimske sinteze predvsem previsoka cena prekurzorjev. Danes je najbolj pogosto
pridobivanje s pomocjo sevov Escherichia coli (Nakamori, 2016).

Triptofan lahko izoliramo tudi iz kislega produkta hidrolize proteinov. Po odstranitvi kisline
lahko triptofan iz raztopine izoliramo z razliénimi postopki. Pogosta metoda izolacije
triptofana vklju€uje obarjanje z Zivosrebrovim sulfatom v razredceni Zveplovi kislini (Tabor,
1957).

4.15 BCAA

BCAA je kratica iz angleSke besedne zveze Branched Chained Amino Acids, ki pomeni
razvejane aminokisline. Razvejane aminokisline so L- izolevcin, L- levcin in L- valin. To so
esencialne aminokisline, ki jih visji organizmi ne morejo sintetizirati, zato jih moramo zauziti s
hrano oziroma krmo. Razvejane aminokisline so tudi cenjene kot sinteti¢ni intermediati za
zdravila, zato je povprasevanje po BCAA v farmacevtski industriji vedno vecje. Uporabljajo pa
se tudi v prehranskih proizvodih, kozmetiki, sluZijo pa tudi kot prekurzorji antibiotikov in
herbicidov (Yamamoto in sod., 2016). BCAA se v industriji proizvaja s fermentacijo ob pomoci
mutiranih in metaboliéno spremenjenih mikroorganizmov, ki izvirajo iz Corynebacterium
glutamicum ali Escherichia coli (Wendisch in sod., 2006). V preteklosti so BCAA proizvajali s
kemicno sintezo, njihove enantiomere so nato encimatsko locili s kemijsko derivatizacijo ali s
kromatografsko locitvijo. Ker se je pa povprasevanje po BCAA povecalo, so fermentacijske
metode vzbujale vedno veéje zanimanje, predvsem zaradi gospodarskih razlogov in okoljskih
vplivov (Park in sod., 2008).
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Tabela 4: Primerjava esencialnosti in pridobivanja posameznih aminokislin (povzeto po Ault, 2004).

Aminokislina

Esencialnost

Izolacija z

Pridobivanje

Pridobivanje

Pridobivanje

ekstrakcijo | s kemijsko s z encimsko
iz sintezo fermentacijo | sintezo
naravnih
virov
D- Alanin - - - - v
D, L- Alanin - - 4 - -
D- Arginin ljudje jih v - v -
nekaj lahko
sintetiziramo,
ko pa smo
pod stresom
ali hitro
rastemo, pa
jih ne
sintetiziramo
dovolj
D- Asparginska - - - - 4
kislina
D- Aspargin - v - - -
L- Cistein nujne za v - - v
otroke
Cistin - 4 - - 4
Glicin - - 4 - -
D- glutaminska - - - v -
kislina
D- Glutamin - - - 4 -
D- Histidin ljudje jih - - 4 -
nekaj lahko
sintetiziramo,
ko pa smo
pod stresom
ali hitro
rastemo, pa
jih ne
sintetiziramo
dovolj
D- Izolevcin v - - 4 -
D- Levcin v v - 4 -
D- Lizin v - - 4 -
D- Metionin v - - - v
D,L — Metionin - - 4 - -
D- Fenilalanin v - v 4 v
D- Prolin - - - 4 -
D- Serin - - - 4 v
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Aminokislina Esencialnost | Izolacijaz | Pridobivanje | Pridobivanje | Pridobivanje
ekstrakcijo | s kemijsko s z encimsko
iz sintezo fermentacijo | sintezo
naravnih
virov

D- Tretionin v - 4 v -

D- Triptofan v - v v v

D- Tirozin nujne za v - 4 -

otroke

D- Valin v - 4 4 -
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5 ANALIZNE METODE ZA UGOTAVLIANJE NECISTOC V PROIZVODNJI AMINOKISLIN

Profil necisto¢ posameznih aminokislin je v najvecji meri odvisen od proizvodnega procesa s
katerim pridobivamo aminokisline. Zaradi raznolikosti proizvodnih metod (fermentacija,
hidroliza proteinov in kemicna sinteza), nastaja potreba po razvoju univerzalnih metod, s
katerimi bi lahko dolocili profil necisto¢ pri aminokislinah ne glede na metodo njihovega
pridobivanja. S tem bi lahko razlicne metode in njihov ucinek tudi neposredno primerjali
med sabo. Pogosta metoda dolocevanja necisto€ aminokislin je tankoplastna kromatografija,
vse vel pa je specificnih metod za posamezne aminokisline, ki pa ne zaznajo do sedaj Se
neznanih sorodnih snovi in razpadnih produktov (Wahl in Holzgrabe, 2016).

Kakovost in varnost aminokislin lahko preverjamo z ustreznimi analitskimi metodami.
ZahtevnejSi del pri dolocanju stopnje Cistosti je najveckrat lo¢evanje in dolocitev sorodnih
snovi in razpadnih produktov. Ker so aminokisline veCinoma hidrofilne in ne vsebujejo
kromoforja (del molekule barvila s Sibko vezanimi elektroni, ki selektivno absorbirajo
svetlobo v vidnem delu spektra in tako dolo¢ajo obarvanost), sta lo¢evanje in dolocitev s
HPLC® sistemom otezena (Wahl in Holzgrabe, 2016). Netistote, prisotne v posamezni
aminokislini, so odvisne tudi od izvora aminokisline (rekombinantna, sinteti¢na) in od moznih
vmesnih reakcij. Pogosto so sorodne snovi ene izmed aminokislin lahko druge aminokisline,
razkrojene aminokisline in prekurzorji, kar predstavlja enake izzive pri dolocitvi in loevanju
aminokislin (MacFadyen, 1950).

V nadaljevanju so predstavljene potencialne necistote med pridobivanjem aminokislin glede
na proizvodno metodo:

e KEMICNA SINTEZA

MozZne necistoce, ki se pojavijo tekom procesa kemicne sinteze so predvsem necistoce iz
zaCetnih surovin, stranskih produktov in intermediatov (L- alanin, L- cistein, glicin, L- lizin, DL-
metionin) (Wahl in Holzgrabe, 2016).

e FERMENTACUA

Mozne nedistoce, ki se pojavijo tekom procesa fermentacije so predvsem razli¢ne sestavine
fermentacijske brozge (L- alanin, L- arginin, L- cistein, L- glutaminska kislina, L- histidin, L-
levcin, L- lizin, L- metionin, DL- metionin, L- fenilalanin, L- serin, L- treonin, L- triptofan, L-
tirozin, L- valin), stranski produkti biosinteze (L- alanin, L- arginin. L- cistein, L- glutaminska
kislina, L- histidin, L- levcin, L- lizin, L- metionin, DL- metionin, L- fenilalanin, L- serin, L-

* HPLC je okrajsava iz angleske besedne zveze High Performance Liquid Chromatography, ki pomeni tekocinska
kromatografija visoke locljivosti.
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treonin, L- triptofan, L- tirozin, L- valin), nelistote iz zaletnih surovin (L- metionin, L-
fenilalanin, L- triptofan) in intermediatov (L- metionin, L- fenilalanin, L- triptofan), mozne
necistote pa so tudi druge aminokisline (L- asparagin) (Wahl, Holzgrabe, 2016).

e HIDROLIZA PEPTIDOV

Mozne necistoce, ki se pojavijo tekom procesa hidrolize proteinov so predvsem druge
aminokisline (L- arginin, L- cistein, L- histidin, L- levcin, L- fenilalanin, L- tirozin) in ostanki
sestavin mesanic (L-tirozin) (Wahl, Holzgrabe, 2016).

5.1 METODE ZA DOLOCANJE NECISTOC AMINOKISLIN

Predstavljene so najpogostejSe metode za dolocitev posameznih necistot, ki so v evropski
farmakopejiS, torej so primerne za kontrolo kakovosti, niso pa vkljuéene metode, ki se
uporabljajo sicer uporabljajo le v razvojne namene prehranske industrije.

5.1.1 Tankoplastna kromatogrdfija

Tankoplastna kromatografija je kromatografska tehnika, ki se uporablja za loCevanje zmesi in
mesanic in je v kombinaciji z drugimi testi (detekcija z ninhidrinom) primerna metoda za
identifikacijo posameznih necistot. Pomanjkljivost metode za doloéanje nedistot je predvsem
nezadostna obcutljivost, zato je potreben razvoj bolj obcutljivih in specifi¢nih tehnik (Wahl in
Holzgrabe, 2016).

5.1.2 Analiza aminokislin

Analiza aminokislin se uporablja za dolocitev aminokislinske sestave in vsebine proteinov,
peptidov in drugih farmacevtskih pripravkov. Prednost te metode je viSja obcutljivost kot pri
tankoplastni kromatografiji. Vklju¢uje metode hidrolize proteinov (11 metod) in analize
aminokislin (8 metod) (Wahl in Holzgrabe, 2016).

> Farmakopeja je publikacija, ki vsebuje standardizirane predpise za razvoj, izdelavo in preskusanje kakovosti
zdravil in njihovih sestavin ter druge podatke o zdravilih in njihovi uporabi. Zakonodaja dolo¢a obveznost
uporabe standardov Evropske farmakopeje za drzave podpisnice posebne konvencije Sveta Evrope (EDQM
Council of Europe, 2019).
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5.1.3 UV spektroskopija

Vecina aminokislin ne vsebuje kromofora (konjugirane dvojne vezi), kar onemogoci dolocitev
z UV. Kljub temu lahko pri nizkih valovnih dolZinah (< 220 nm) zaznamo premik karboksilne
kisline in s tem dolo¢imo aminokislino (Yokoyama in sod., 2005). Ena glavnih pomanijkljivosti
UV metode je nizka obcutljivost, kar omeji njeno uporabo. Povec¢amo jo lahko s sodobnejSimi
detektorji (Wahl in Holzgrabe, 2016).
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6 ZAKLJUCEK

V industrijski proizvodnji se proizvede najve¢ D- glutaminske kisline, sledi proizvodnja D-
lizina in L,D- metionina na drugem in tretjem mestu. D- glutaminska kislina se uporablja kot
dopolnilo v prehrani ljudi, D- lizin in L,D- metionin pa kot dodatek h krmi domacim Zivalim
(Ault, 2004).

Med enokomponentnimi izdelki je na slovenskem trgu najpogostejSa aminokislina arginin,
glutamin, karnitin®. Pri tem so seveda upo$tevana prehranska dopolnila in ne izdelki, v
katerih so aminokisline aditivi ali imajo neko drugo sekundarno vlogo.

Pri tem ni zanemarljiv podatek, da je v istem obdobju na trgu v P3 kategoriji Aminokisline 27
% enokomponentnih izdelkov in kar 65 % multikomponentnih’. O stabilnosti aminokislinskih
mesanic pa Se ne vemo veliko.

Vse aminokisline imajo okus, pri tem pa mora biti njihova koncentracija dokaj visoka, da jih
lahko zaznamo. Glicin, D- alanin, D- serin in treonin imajo sladek okus, ostale D izomere
razen glutaminske kisline pa imajo grenak okus. L izomere aminokislin imajo sladek okus.
Glicin se tako dodaja saharinu, da bi prikrili njegov grenak priokus. Za potrosnika je
pomembno, da ve, da je z nekim prehranskim dopolnilom ali drugim Zivilom zauzil izolirano
aminokislino in s kaksnim namenom je dodana izdelku. Prav tako je pomembna navedba
metoda pridobivanja, saj se med seboj vedno bolj razlikujemo po vrednotah v prehrani.
Nekateri so vegani, drugim je najpomembneje, da ¢im manj Skodujejo okolju in so proti
kemijski sintezi v prehranski industriji, spet tretjim je pomembno samo, da je osnovni namen
doseZen, npr. dodajanje neke dolo¢ene aminokisline. Oznacevanje metode pridobivanja
aminokisline je na trgu prehranskih dopolnil vse bolj prisotno, je pa potrebno Se
standardizirati izrazoslovje in izboljsati kakovost prevodov, da bodo nedvoumni®. Prav tako
nekateri navajajo beljakovinski vir za hidrolizo, pri éemer pa je prav tako poveden podatek o
kvalitativni in kvantitativni sestavi nehidroliziranega dela, ki bi ga bilo zato smiselno dodati.

Podobno so tudi pri drugih metodah informacije lahko pomanijkljive, ¢eprav so navedene. Na
primer, katera topila oziroma reagenti so uporabljeni v proizvodnji. Tako to¢no vemo, ce

® Podatke je za leto 2017 iz svoje letne analize maloprodajnih cen na trgu prehranskih dopolnil v Sloveniji
posredoval Institut za raziskave in razvoj kakovosti v Ljubljani.

7 Podatek iz baze P3 Professional za leto 2017.

8 Informacija iz baze P3 Professional za leto 2019.
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Zelimo preveriti kakovost teh izdelkov, da moramo preveriti tudi morebitne zaostanke
uporabljenih kemijskih reakcij oziroma kemikalij.

Analitika aminokislin je zahtevna, zato ne presenea poseganje po metodah, ki so
uveljavljene v farmaciji torej za zdravila, npr. v obliki farmakopejskih predpisov. Ob tem se je
potrebno zavedati, da gre za standarde, ki za Zivilsko industrijo niso obvezni, zato niso
zavezujocCi. Poleg tega pa je Se vedno treba paziti na vzorfenje, opredelitev sprejemljivih
meja rezultatov ter njihovo interpretacijo. Za parenteralno in enteralno prehrano so namrec,
razumljivo, zahteve glede na nacin uporabe in ciljno skupino drugacne kot za prehranska
dopolnila. In navsezadnje, pozitiven rezultat analize prav tako Se ne pomeni zagotavljanja
kakovosti, ki je povezano z opredelitvijo proizvodnih procesov v skladu s priznanimi
mednarodnimi standardi.
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