














Для улучшения кормовых добавок

Триптофан

«Геномные маги»
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«Геномные маги»
-Верим в код, творим в жизни



L-Триптофан — одна из незаменимых аминокислот, используется для обогащения

низкокалорийной пищи. Повышению уровня применения триптофана в качестве пищевых и

кормовых добавок препятствует его высокая цена. В то же время потребность в триптофане

непрерывно возрастает.

Нижний Новгород

Триптофан повышает:



Укажите городВоронеж

Цель: 
исследование способов промышленного получения триптофана

Задачи:
Сравнить особенности методов получения L-триптофана;

Привести алгоритм действий для получения мутантного по гену TrpE штамма 

Escherichia coli;

Составить схему метаболических потоков, влияние на которые приведет к 

увеличению выхода триптофана у S. cerevisiae.
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Выяснить, какие факторы ферментации наилучшим образом влияют на выход триптофана

Изучить технологии производства кормовых белковых добавок 



Плюсы + Минусы –

Выбор преобразующих организмов Культивирование занимает много времени

Дешевый способ Последующая обработка

Легкоусвояемый для человека Необходимо четкое выполнение 

методологии 

Микробиологический метод. Особенности:

Биореактор
Инкубатор

Аналитическое оборудование
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Плюсы + Минусы –

Большой выход Трудоемкий и требует 

квалифицированных химиков

Не требует много специфичного 

оборудования

Дорогостоящий

Подходит для промышленного 

производства

Необходимо разделение 

оптических изомеров

Химический метод. Особенности:

Формальдегид

Метиловый эфир нитроуксусной

кислоты 

Индол

Диметиламин
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Плюсы + Минусы –

Высокий выход триптофана* Не подходит для применения в 

широком обороте

Не требует специального 

оборудования

Частичное разрушение 

аминокислоты

Подходит для применения в малых 

лабораториях

Процесс зависим от pH

Гидролиз белка растительного и микробного происхождения. Особенности:

Нативная форма 

белка

Гидролизованный

белок

Аминокислотная 

последовательность

Фермент
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Сравнительная таблица: + и - методов получения L-триптофана 

Микробиологический Химический Гидролиз белков

Доступность сырья + + +
Масштабируемость 
производства

+ + +

Необходимость 
специфического
оборудования

+ + +

Цена + + +
Сложность последующей 
очистки

+ + +

Выход триптофана + + +

+ – лучший вариант    + – промежуточный/средний    + – хуже всего 



5`…AGTGCGCTGCGCATTACAGCTTTAG…3`

5`…AGTGCGCTGCGТATTACAGCTTTAG…3`

Результат моделирования белка в программе Alphafold:

Внесение мутации в ген TrpE: антранилатсинтаза E.Coli

Проведение замены аланина на валин в белке 

антранилатсинтазы в 63 позиции
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Естественный Искусственный

Мутагенез

НаправленныйНенаправленный

Мутагенез всей пластиды ПЦР-направленный сайт 

специфичный мутагенез

CRISPR Cas9Кассетный мутагенез
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ПЦР-направленный мутагенез:



Алгоритм действий 

Escherichia 
coli



Биосинтез триптофана

Хоризмат + Глютамин 

Антранилат + PRPP

N-(5’-фосфорибозил) антранилат

1-(о-карбоксифениламино)-1-дезоксирибоза 

5-фосфат

Индол-3-глицеролфосфат + серин

триптофан

Антранилатсинатаза

AnPRT

IGPS

Триптофансинтаза

CPRAI

Увеличение ферментов катализирующих процесс биосинтеза триптофана

приведет к большему проценту выхода триптофана.

Увеличение выхода триптофана в S. cerevisiae

S. Cerevisiae
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Серотониновый путь метаболизмаКинурениновый путь метаболизма

Триптофан

5-гидрокситриптофан

Серотонин

Кинуренин
5-гидроксииндолуксусная

кислота

Мелатонин

3-гидроксикинуренин

Антраниловая кислота

TPH1
TPH2

MAO

AAAD

IDO1
TDO2

KMO

KYNU

N-Формилкинуренин

IDO2

AFMID ASMT

B6

Метаболические потоки
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Параметр Значение параметра Повышение выхода 

триптофана

pH 6.8 +44%

Насыщение кислородом 20% +50%

Поддержание 

концентрации глюкозы

2 (g/L) +44%

Начальная концентрация 

глюкозы

10 (g/L) +29%

Источник углерода 8 часов (Свекловичная 

патока)

---
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Условия ферментации

наиболее влияющие на выход триптофана:
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Увеличение концентрации KH2PO4 ,т. е. 

биодоступность фосфатов 

(можно проверить 

концентрации 5, 10, 15 и 20г/л).

Предлагаем провести исследования влияния

следующих факторов на выработку триптофана:

Углеводный состав

среды для бактерий

Увеличение концентрации углеводов 

в среде (в диапазоне от 2 до 20 г/л)

Увеличение концентрации ацетата

(0,5; 1,0; 1,5 или 2,0г/л)
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Продукция триптофана Enterobacter l. при росте на 

среде с добавлением биодоступного фосфата:

Контроль 5 10 15 20

штамм 1 0,014055 0,013971 0,014155 0,013987 0,014021

штамм 2 0,01501 0,015094 0,014239 0,014189 0,014172

штамм 3 0,014474 0,014105 0,013853 0,014004 0,013753

Предположительно,
влияние отрицательно

Концентрация KH2PO4

мг/мл
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Способы синтеза кормовых белков 

Микробиологический Гидролиз

Дрожжевой

Бактериальный 1.Морепродукты 2.Насекомые

1. Водородный

2. Метановый 

Животный

Растительный

1. Соя 
2. Морская капуста
3. Овёс 
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Нижний Новгород
Технология создания кормовых добавок

с использованием бактериальных масс:

7.Готовый белковый продукт

3.Подача метана и кислорода

4.Отделение прироста клеток

от питательной среды

5.Инактивация

бактерий

6.Сушка
и гранулирование

1.Подготовка культуры

2.Приготовление 

питательной среды
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Трудности, возникаемые при производстве и их решения

1. Чувствительность к фаговым инфекциям Использовать устойчивые к фагам 
промышленные продуценты

2. Возможность попадания в конечный продукт

большого количества питательной среды

Сгущение суспензии микроорганизмов/
Термообработка суспензии

3. Низкая экологичность процесса
Для решения данной проблемы

можно заменить метан на биогаз



Наиболее выгодный способ получения L-триптофана - микробиологический метод

Наиболее подходящая система мутагенеза для замены одного нуклеотида в гене TrpE - сайт-

специфичный ПЦР мутагенез

Для увеличения выхода триптофана нужно сделать ферменты синтеза триптофана

невосприимчивыми к ингибированию по принципу обратной связи

Для уменьшения распада триптофана можно ослабить ферменты, превращающие его в

сератонин и кинуренин

ВоронежНижний Новгород

Один из наиболее важных факторов повышения выхода триптофана

является насыщенность питательной среды кислородом

Мы не выявили зависимость количества выведенного триптофана от 

концентрации KH2PO4
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• Биомолекула: 12 методов в картинках: генная инженерия. Часть II: инструменты и техники
• Fernandes et al. (2015). The Role of Amino Acid Permeases and Tryptophan Biosynthesis in 

Cryptococcus neoformans Survival. PloS one. 10. e0132369. 10.1371/journal.pone.0132369. 
• Ammons et al. (2015). Yeast require an Intact Tryptophan Biosynthesis Pathway and Exogenous 

Tryptophan for Resistance to Sodium Dodecyl Sulfate. Journal of Student Research. 4. 74-82. 
10.47611/jsr.v4i1.184. 

• Xinru Ren et al. (2023) A comprehensive review and comparison of L-tryptophan biosynthesis in 
Saccharomyces cerevisiae and Escherichia coli. Volume 11 - 2023 | 
https://doi.org/10.3389/fbioe.2023.1261832

• Kung, H.-C.; Bui, N.-H.; Huang, B.-W.; Cheruiyot, NK; Chang-Chien, G.-P. Биосинтетические пути 
метаболитов триптофана в штамме Saccharomyces cerevisiae : выводы и выводы. Int. J. Mol. 
Sci. 2024 , 25 , 4747. https://doi.org/10.3390/ijms25094747

• https://biomedgrid.com/fulltext/volume11/hydrolysis-methods-for-protein-extraction-from-
seafood.001630.php

• https://www.frontiersin.org/journals/bioengineering-and-
biotechnology/articles/10.3389/fbioe.2021.733753/full

*https://patents.google.com/patent/EA029869B1/ru
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https://biomolecula.ru/articles/12-metodov-v-kartinkakh-gennaia-inzheneriia-chast-ii-instrumenty-i-tekhniki
https://doi.org/10.3389/fbioe.2023.1261832
https://biomedgrid.com/fulltext/volume11/hydrolysis-methods-for-protein-extraction-from-seafood.001630.php
https://www.frontiersin.org/journals/bioengineering-and-biotechnology/articles/10.3389/fbioe.2021.733753/full


Спасибо за внимание



Мутация А63В: 
выравнивание генов антранилатсинтазы E.Coli и B. Subtilis
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Реальная аминокислота не соответствует предполагаемой


	A9Ol-020
	

	A9OL-020-2
	01-020
	А9-065_Финал_Иннагрика_20.12.24

	Doc1: 



