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1. BEVEZETES

Biotermék technolégia? Mi is ez a targy? Mivel foglalkozik? A cim szerint a biotermékek
(=biotechnoldgiai tton elddllitott termékek) gyartastechnoldgidjaval foglalkozik. Tehdt
technoldgiai targy.

Eldszor 1s, mi az a biotechnoldgiai 1t? Sokféle definicid sziiletett rd, de egyre tagitani
kellett a lefedett kort. Végiil is egy eléggé altalanos €s sokféleképpen értelmezhetd meghataro-
zas sziiletett: Sejt €s molekuldris szintll folyamatok alkalmazdsa problémak megolddsara vagy
termékek eldallitasara. Technoldgiai szempontbdl ezt lesziikithetjiik annyira, hogy olyan tech-
noldgia, amelyben mikroorganizmusokat, szoveti sejteket, vagy azok valamely alkot6részét (pl.
enzimeket) hasznélunk fel. Ez jol illeszkedik a Biomérnoki miiveleteknél hasznalt felosztashoz:

DE NOVO FERMENTACIO

SZAPORODO
SEJTEK

¥ TAPANYAGOK = Y TERMEKEK
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1. dbra Biotechnologiai gydrtdsi technologidk

Ha ez mar megvan, akkor nézziik, milyenek azok a biotermékek. Ezeket is tobbféle-
képpen csoportosithatjuk. Képzddésiik, bioszintézisiik szerint lehetnek:

» Sejtek, sejttomeg: pékélesztd, egysejt-fehérje, starter kultirak

» Primer metabolitok: etanol, szerves savak, aminosavak, nukleotidok

» Szekunder metabolitok: antibiotikumok, novényi hormonok, pigmentek, alkaloidok

» Polimer sejtalkotok: enzimek, poliszacharidok, nukleinsavak

» Rekombinans fehérjék: hormonok, ellenanyagok, enzimek
A képzddés mddja sok tekintetben meghatdrozza a technoldgiét:

Alcohol or sugar or cell number

Penicillin

Penicillin or sugar or cell number

Time Time
2. dbra Primer és szekunder metabolit fermentdciok lefutdsa

Kiilonbséget tehetiink az egyes termékek kozott a gyartasi volumen szerint:
» Nagy tomegben eldallitott (bulk) anyagok: élelmiszeripari, vegyipari alapanyagok, a
fehér és a zold biotechnoldgia termékei. Jellemzoi:
— versenypiac, kis haszon
— az innovécid a koltségek lefaragdsara iranyul
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» Finomvegyszerek, 1j gyogyszerek, diagnosztikumok: kis mennyiségben termelik, de
magas aron. Elsésorban a piros biotechnoldgia termékei.
— innovativ termékek,
— kisebb mennyiség
— nagyobb profit
A termelés 1éptéke meghatarozza a technoldgidban hasznédlhaté miiveleteket és berendezéseket.
PI. elektrodializist vagy vizes kétfazisu extrakciot még nem lehet tonna/6ras kapacitdssal alkal-
mazni.
A biotechnoldgiai termékekre is érvényes a termelési volumen €s az ar kozotti forditott
aranyossag. Ezt az Osszefliggést logaritmikus dbrazoldsban vizsgélva kozelitdleg egyenest ka-
punk.
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3. dbra A termelés és az dr kapcsolata biotechnolégiai termékeknél

Mit néziink meg az egyes termék(csoport)okndl? Nem elsdsorban a sziiken vett technolégiat
(taptalaj, homérséklet, pH, 1d6, fordulatszam, higitasi sebesség), hanem a teljes folyamatot, a
termék tulajdonsagait, a termel0 torzseket, a fermentaciot (upstream), és a feldolgozast (down-
stream processing). Ezzel a sorrenddel kovetjiikk a technoldgia kifejlesztésének menetét (4.
abra).

A termék felhaszndlasa, funkcidi altaldban a legelso alfejezethez, a termék leirdsdhoz tar-
toznak. Ha viszont a termék tovabbfejlesztésérol lesz sz, Gjabb mddositdsok djabb alkalma-
zasokat tesznek lehetdvé, akkor ez az adott fejezet végére keriil.
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4. dbra A fermentdcios technologia fejlesztés fdazisai

1.1.1. A céltermék molekula alapos megismerése.

Szerkezetét, fizikai, kémiai tulajdonsagait mind ismerni kell, nehogy a fejlesztés egy
késdbbi fazisdban deriiljon ki egy Osszeférhetetlenség vagy bomlékonysdg. Sok paramétert
érdemes méréssel ellendrizni, nem mindig lehet a szakirodalomra tdmaszkodni.

Adalék: példdul a tejsav forrdspontjdra a legtobb tdbldzatban 112 C-ot taldlunk. Az csak egy kis ldbjegy-
zetbdl deriil ki, hogy ez 14 Hgmm-en mért adat, valdjaban atmoszférikus nyomdson ez 218 °C.

Termékiink pontos ismerete kiilondsen fontos a rekombindns fehérjéknél. Nem lehet
meguszni a hosszadalmas és draga vizsgédlatokat:

» Az aminosav sorrend elemzés (MS — MS)

» A glikozilaciés mintazat elemzése (MS — MS), izoformék el6forduldsa

» A masodlagos/harmadlagos szerkezet felderitése (legaldbb a diszulfid hidak),
(Rontgen-krisztallogréfia)

» Domén-szerkezet, természetes érési/aktivaldsi utvonal

» Aktivald/inaktival6 hatasok, bomlékonysag

Ide tartozik még a megfeleld érzékenységii analitika kidolgozdsa a f6 és melléktermékek-
re. Ezzel elkeriilhetjiik az olyan kellemetlen meglepetést, hogy mér a tisztitds optimaldsa utdn
deriil ki, hogy a termékiink nem egységes, hanem tobb komponensbdl 4ll.
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1.1.2. A megfelel6 termelb szervezet kivalasztasa/létrehozasa.

A természetben €16 mikrobdk a legritkdbb esetben termelnek olyan mennyiségli terméket,
hogy az azonnal lizemesithetd legyen. Ezzel egyiitt az els6 1€pés a torzs keresése, a screening.
Természetbdl, illetve torzsgylijteményekbdl Gsszeszedett torzseket sorozatban vizsgdlunk ab-
bdl a szempontbdl, hogy képesek-e — ha kis mértékben is — az dltalunk kivant termelésre, atala-
kitasra. Ez torténetileg is a legels6 mddszer (~100 éves) a torzsmunkdban, az igy kivélasztott
torzseket majdnem mindig tovébb fejlesztik, de a torzsizoldlds ma is hasznos kutatémunka.

Adalék: az italcsomagoldsban nagyon elonyos a PET palack haszndlata: dtldtszo, inert, nyomdsdllo (ezért
szénsavas italokat is lehet benne tdrolni). Ugyanakkor éppen az inertsége miatt a természetben nem bomlik le,
évszdzadokig szennyezi a kornyezetet. Japdn kutatok sziszifuszi screening munkdval végiil taldltak egy mikroorga-
nizmust, amely képes a PET anyagdt bontani. Azonositottdk az enzimet, el is nevezték PETdz-nak. Ez egy lassan
novekvé mikroba kis aktivitdsii enzime, de ez jo alap, amin el lehet indulni, a tovdbbi torzsjavitdsi lépésekkel
valosziniileg megoldhato lesz a PETdz nagybani termelése.

S Hagyo_rpanyos Célzott Rendszer-
Torzsizolalas, mutacio ; ; G i | :
soredning génmanipulacio e

szelekcio -omikak

A 4

Identification First Generation Second Generation Third Generation

5. dbra A torzsfejlesztési modszerek fejlodése

A kivalasztott torzs genetikai tovabbfejlesztésének elsd generacidja az indukdlt muticid
+ szelekcid volt (~70-80 éve alkalmazzdk). Az anyagcsereutak térképének ismeretében egyes
reakcidlépések €s szabdlyozasi mechanizmusok elimindldsaval torekednek a célvegyiilet tulter-
melésére. Ez a technika elvesz a genetikai tulajdonsdgokbdl, nem ad hozza 4j elemeket. Auxo-
trof és rezisztens mutansok izoldlasaval éri el a megnovekedett termékképzést.

A masodik generaciot (~50 éve) szoktdk génmanipuldcidnak nevezni, a 1étrejott él01ény
GMO (genetikailag manipuldlt organizmus). Eszkoze a rekombinans DNS technika, a kivélasz-
tott gazdaszervezetbe vektorok segitségével viszik be az idegen fehérjék termeléséhez és annak
szabalyozéasahoz sziikséges géneket.

Harmadik generdcionak tekintik a rendszerszintli biokémiai vizsgalatot/beavatkozast.
Felderitik és atalakitjak az érintett anyagcsere-folyamatok fluxusat, azonositjak és megsziinte-
tik a sziik keresztmetszeteket (,,-omikdk”: metabolomika, genomika, proteomika).

1.1.3.  Upstream optimalas

A harmadik szakaszban a kialakitott nagy termel6képességili torzshoz ki kell dolgozni a
megfeleld fermentacids technikét. Ennek targyaldsa soran nem elsdsorban az optimélis techno-
16giai paraméterek (T, pH, t, V, stb.) bemagolasardl szol, hanem olyan 4ltaldnos elvek bemuta-
tasardl, amelyek segitenek eligazodni 1j, még nem ismert technoldgidk esetében is.

Példa: ha az optimdlis pH a kérdés, akkor jo becslés az élesztok és fonalas gombdk esetén az 5-6 kozotti
érték. Baktériumokndl nem hibdzunk nagyot, ha 6,5 — 7,5 kézotti értéket adunk meg. Erdemes megjegyezni a
kivételeket: a tejsavbaktériumok lesavanyitjdk a fermentlevet akdr 4,5-re is, de itt mdr sajdt magukat is gdtoljdk —
célszerii ezeknél is a pH-t ennél magasabb értéken szabdlyozni.
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A fermentécids folyamat két célfiiggvénye a végsd (vagési) termékkoncentricié és a pro-
duktivitas (termék/idd.térfogat). A kettd gyakran ellentmondésba keriil egymassal. A szakaszos
fermentécidval, kiillonosen a ratdpldldssal nagy termékkoncentracié érhetd el, de alacsony a
produktivitas. A folytonos fermentécié viszont kisebb koncentraciét eredményez, de joval na-
gyobb a produktivitas.

1.1.4.  Downstream optimalas

A fermentdcios technoldgia fejlesztésétdl nem valaszthatd el élesen a negyedik fazis, a
termékizoldlas (downstream processing) optiméldsa.

A termékizoldlas egy miiveletsor, aminek sordn a kivant anyag egyre nagyobb tisztasagu
lesz, végiil megfelel a felhaszndld, a piac igényeinek. A muveleteknek nincs kébevésett sor-
rendje, de az esetek nagy részében a kovetkez6 sorrendet alkalmazzak:

1. Szilard-folyadék elvalasztds: a fermentlé folyadékfazisatdl kiilonitik el a sejttomeget,
€s/vagy a taptalaj szilard szemcséit, esetleg a kikristdlyosodott terméket.

(1/b) Sejtfeltaras. Erre a miiveletre csak akkor van sziikség, ha a kinyerni kivant anyag a
sejteken beliil taldlhat6 (intracelluldris). Ekkor a sejtek falat és membranjat el kell ron-
csolni ahhoz, hogy a termék molekuldk kiszabaduljanak, oldatba keriiljenek.

2. Koncentralds/capturing: a legnagyobb mennyiségili idegen anyagokat, azaz elsGsorban
a vizet tavolitjdk el, altaldban fazisvaltassal. Fehérjéknél ez affinkromatografiaval tor-
ténik.

Tisztitas: a termék és a mellette 1évo szennyezd anyagok fokozatos elvalasztasa

4. Végtisztitas: a terméket a kereskedelmi forgalomba hozés eldirdsainak megfeleld tisz-

(98]

tasagig tisztitjak
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6. dbra Az upstream optimdlds részfeladatai
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7. dbra A downstream optimdlds részteriiletei

A termékizoldlds miveleteivel a ,,Bioldgiai iparok elvalasztisi miveletei” targy foglal-

kozik részletesen.

1.2. Gazdasagi hattér

A kovetkezokben azt vizsgaljuk, hogy gazdasigilag mennyire jovedelmezo a biotechno-
16gia termékeinek gyartdsaval foglalkozni. A gazdasagi teriilet jovdjének fontos mérdszama,
hogy mennyi pénzt forditanak kutatas-fejlesztésre. Tehat nem a termeld kapacitasok bovitésére
Uj beruhazdsokkal, hanem innovdcidra. Az dbran lathato, hogy a gydgyszer- €s biotechnoldgiai
iparban a legnagyobbak a raforditdsok, meghaladjdk az autdipar és az IT technoldgia fejlesz-

tésére szant Osszeget is.
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8. dbra K+F beruhdzdsok a kiilonbozo ipardgakban

Gazdaségi téren érdemes megkiilonboztetni az olcsé tomegtermékeket (bulk products) és
az innovativ, szabadalommal védett, nagy hasznot hozé termékeket.

A bulk termékek piacan erds verseny van, a profitratdk alacsonyak. Ezzel egyiitt a piac
évrdl évre boviil. A termék onkoltségében dontd tényezd a tapoldat koltsége, elsdsorban a szén-
forras. Ennek ara az egész vilagon kozel dllando, de az azsiai orszdgok olcs6 munkaereje is
érvényesiil a versenyképességben
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9. dbra A bulk termékek piacdnak novekedése
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A 9. 4bran lathatd, hogy minden kategdridban nétt a termelés, kivéve a vitaminokat. Ez
utébbi csokkenés arra vezethetd vissza, hogy a kétezres évek elsd évtizedében tetdzott a ,,vita-
mindriilet”, az a trend, hogy az egészség szempontjabodl elonyods, ha az emberek a normal vita-
min sziikségletiik tobbszordsét viszik be naponta. Ez az6ta elmilt, mint minden divat, a vitamin
1gény és ezzel a termelés normalizalodott.

Top 15 pharmaceutical products by sales worldwide

Humira 13 427
Rituxan
Revlimid

Enbrel

Herceptin

Eliquis

Remicade

Avastin
Xare(to
Eylea

Lantus

Expand statistic

10. dbra A gyogyszeripar legnagyobb drbevételii termékei

Az igazi blockbuster-ek, az dridsi bevételt és profitot hoz6 termékek a gydgyszerek, azon
beliil a biotechnoldgiai tton gyartott gydgyszerek, még sziilkebben a monoklonélis antitestek.

A top10-be csak két kis molekuldji anyag fért be, az Eliquis és a Xarelto, ezek véralva-
ddsgétld szerek. A Lantus hosszu hatdsidejii mddositott inzulin, a tobbi gydgyszer monoklondlis
antitest.

A termékek bemutatdsindl azt is figyelembe kell venni, hogy az adott anyag, vagy tech-
noldgia életciklusdnak melyik szakaszdban van. Erre a teriiletre is jellemzd, hogy minden uj-
donsdg idovel érett és elterjedt megoldas lesz, ami azutidn fokozatosan elavul, és dtadja a helyét
Ujabb, eldnyosebb fejlesztéseknek.
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11. dbra A biotechnoldgia részteriileteinek életciklus-gorbéje
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2. EGYSEJT-FEHERJE TERMELES

2.1. Bevezetés

A fermentacids ipar technoldgidi koziil a legegyszeriibbek azok, amelyekben maga a sejt-
tomeg a termék. A mikrobiélis sejteknek két f6 felhaszndlasi teriilete van:
1. Proteinforrés (egysejt-fehérje, single cell protein, SCP) emberi €s allati fogyasztésra.
2. Inokulum (olt6-, starter-) kultdrakként, €lelmiszeriparban (pl. pékélesztd), mezdgazda-
sadgban, hulladékkezelésben.

2.1.1. Proteinigény

A vilag fejlodd orszdgainak nagy részében gondot jelent a novekvd lakossag megfeleld
élelmiszer ellatdsa. Ennek egyik aspektusa a fehérje hidny. Nem elegendé a sziikséges kaldria
mennyiséget pl. szénhidratokbdl biztositani, a megfeleld fehérje bevitelre is sziikség van. A
taplaléklancban az origindlis fehérje termeldk a novények. Az éllati szervezet csak fehérjébol
tud fehérjét termelni, €s rdaddsul ez az dtalakitas elég rossz hatdsfoku (j6 esetben is csak kb. 2-
3 kg takarmény fehérjébdl lesz 1 kg allati fehérje. Tisztdn novényi (vegetaridnus) étrenddel
koriilményes a megfeleld fehérje bevitelt biztositani, igy az allattenyésztés kozvetito, atalakitd
szerepét nem lehet megkeriilni. Igy a fehérjeigény mind az emberi, mind az dllati taplalkozas-
ban jelentkezik.

A fehérje alultapléltsag kétféle formdban is jelentkezhet: mennyiségi és mindségi hidny-
ként. A mennyiségi hidny azért 1ép fel, mert az emberi szervezet a beviteltdl fiiggetleniil naponta
kb. 8-10 g elemi nitrogénnek megfeleld nitrogénvegyiiletet valaszt ki, elsdsorban a vizelettel.
Ennek pétlasdra legalabb ugyanennyi nitrogént kell bevinni, szerves vegyiiletek, elsdsorban fe-
hérjék formdjdban. Tehat napi 50-60 g fehérje bevitele sziikséges. A mindségi fehérjeéhezés
viszont abbdl adddik, hogy az esszencidlis aminosavakat szervezetiink nem képes elddllitani,
ezért azokat a taplalékkal kell elfogyasztanunk. A megfelelé aminosav 6sszetételi, teljes értékli
fehérje bevitelre kiilon figyelmet kell forditani. A legnagyobb mennyiségben termelt haszon-
novények (gabonafélék) fehérje tartalma kicsi, és ebben is kevés az esszencidlis aminosav.
Egyediil a hiivelyesek (szdja, csicseriborsd, babfélék) tartalmaznak nagyobb mennyiségli €s
teljes értékii fehérjét. Az allati eredetli termékek (hus, tej, tojas) fehérjetartalma és osszetétele
megfeleld, de ez csak fehérjék dtalakitasdval jon 1étre.

Ennek fényében a vildg egyre novekvo élelmiszerigénye 0szténzi az in. nem-konvenci-
ondlis proteinforrasokra irdnyul6 kutatdsokat, amellyel kiegészithetjiik a mar meglévo forraso-
kat. A novények és allatok dtalakitd kapacitasa mellett célszerlinek latszik a 1ényegesen gyor-
sabban szaporodé mikroorganizmusok anyagcseréjét igénybe venni.

Nagy érdeklddés irdnyul az olcsé anyagok hasznositdsdval nyerhetd mikrobidlis fehérjé-
re, vagy mas néven egysejt-fehérjére (Single Cell Protein). Az egysejt-fehérje igény két terii-
leten is jelentkezik. Egyfeldl a jelenleg meglévo fehérje forrasok mellett a taplalékbazis kiszé-
lesitése, masfeldl a takarmanyozasban alkalmazott konvenciondlis fehérje-komponensek (sz6-
ja, halliszt, tejfehérje) kivaltasa lehetdleg olcsobb mikrobidlis fehérjékkel.
amelyet tiszta vagy vegyes 0sszetételll alga, élesztd, gomba vagy baktérium kultirdkbdl vonnak
ki. A kultdrdkat olcs6 mezdgazdasdgi vagy élelmiszeripari hulladékon tenyésztik, a fehérjéket
pedig nagy protein-tartalmu tdpanyagok helyettesitésére lehet felhasznélni akar emberi, akér
allati célra.
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12. dbra A hiisfogyasztds alakuldsa

A Single Cell Protein (magyarul egysejt-fehérje) kifejezést a Massachusettsi Miiszaki
Egyetem (MIT) tuddésainak egy csoportja alkotta meg 1966-ban. A kifejezés félrevezetd, mert
val6jdban nem csak az izoldlt sejtfehérjét jelenti, hanem valdjaban ,,barmely mikrobiédlis bio-
massza, akar egy-, akar soksejtli baktériumok, élesztok, fonalas gombdk vagy algdk, amelyek
hasznalhatok taplalékként, vagy takarmédny-adalékanyagként.”

2.1.2. Torténeti attekintés

Az élesztdt empirikusan mdar 5000 éve hasznaltak kenyér €s italok eldéllitdsa soran, anél-
kiil, hogy tudtak volna a mibenlétérél. A fermentalt élelmiszerekben marad6 biomasszat ontu-
datlanul is elfogyasztottdk. A sorgydrtds melléktermékeként keletkezd élesztot a sortorkollyel
egyiitt mar nagyon régen allatok hizlaldsara hasznaltak fel. Az élesztd tulajdonsagait €s miko-
dését végiil Pasteur munkdsséga tarta fel. A szdritott, élelmiszermindségii élesztok és ezek auto-
lizdtumai sok éve haszndlatosak. A szdritott gombamicéliumok a kellemes iziik miatt felhasz-
nalhatok levesekben, szdszokban, martasokban. A mésodik vildghdbori sordn az élelmiszerhi-
any enyhitésére mind Németorszagban, mind a Szovjetunidoban nagy mennyiségii élesztot ter-
meltek emberi fogyasztasra. 1966-ban, amikor az SCP kifejezést el0szor hasznaltdk, ekkor a
vildgon 6sszesen kb. 800.000 tonna mikroba biomasszat éllitottak eld, ebbdl 600.000 tonna
pékélesztd volt.

Altaldnosan elmondhatjuk, hogy az dr, ezzel a gazdasdgossag erésen fiigg a felhasznéldsi
céltol. A pusztdn takarmdnyozdsi céli termék gyartdsa a gazdasdgossdg hatdran billeg. Csak
nagyon olcsé szubsztratbdl, olcsé technoldgidval lehet gazdasdgos. Ha a sejttomeget élelmi-
szerként vagy élelmiszer adalékként lehet eladni, az ar mdris tobbszordse az el6zonek, dragdbb
szubsztratok és technoldgia is alkalmazhat6. Ugyanez a helyzet az inokulum/starter tenyésze-
tekkel is, magasabb aron értékesithetok.
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Az SCP-gydrtds elonyei
A tradicionélis fehérje-eldallité médszerekkel szemben az egysejt-fehérje termelés a ko-

vetkez6 eldnyokkel rendelkezik:

A mikroorganizmusok nagyon erételjesen novekednek, és nagy hozammal gyarapodnak.
(100 kg élesztd 500 tonna fehérjét termel 24 ora alatt, mig egy 500 kilds fiatal marha
ennyi 1d6 alatt csupédn fél kg fehérjét képes szintetizdlni — 5,5-9 kg névényi fehérje el-
fogyasztdsa utan. Hasonldan, a mesterséges toban €16 algdk 50 tonndnyi (szdraz tomeg)
fehérjét képesek termelni évente egy hektarnyi teriileten. Ez a hozam 10-15-szor
nagyobb, mint a széjababé, és 25-50-szer nagyobb, mint a kukoricaé.)

Nagy a fehérjetartalmuk — 1d. a tdblazatot

Az egysejt-fehérjében sok esszencidlis aminosav van.

A termelt élesztd tomeg vitamintartalma is nagy.

Nyersanyagként mezO0gazdasagi €s ipari hulladékok és melléktermékek is hasznosithatok
a mikrobdk szdmdra.

A magas hozamd, j6 Osszetétell torzseket kivalaszthatjuk, és relative konnyen szaporit-
hatjuk.

A biomassza-gyartas fiiggetlen az évszakoktol és az idéjarastol.

Az SCP-gydrtds hdtrdnyai
A sejtfalak anyagai nem, vagy csak nehezen emészthetok. Ez egyrészt veszteség, mas-
részt ezek a makromolekuldk allergids reakcidkat okozhatnak.

2.1.3. Az SCP és termelé mikrobak tulajdonsagai

Ha a biomasszat méas fehérjék helyettesitésére akarjuk hasznalni, akkor az els6 megvizs-

galando kérdés az, hogy Osszetételiikben, tulajdonsdgaikban mennyire hasonlok.

Altaldnossdgban a mikrobidlis biomassza 45-55 % fehérjét tartalmaz, habar néhdny bak-

térium proteintartalma akar 80% is lehet. A biomassza egyéb esszencidlis tdpanyagokat is tar-
talmaz, igy idedlis kiegészités a hagyomanyos tdpanyagok mellett vagy helyett.

% élesztd brgli:;’l?iz; tififg;?g gombak algak sz@jaliszt | tejpor
fehérje 60.0 83.0 80.0 42.0 70.0 45.0 34.0
aminosavak 54.0 65.0 40.0
zsirok 9.0 7.4 8.0 13.0 5.0 1.8 1.0
nukleinsavak 5.0 15.0 1.0 9.7 4.0
dsvanyi sok 6.0 8.6 8.0 6.6 7.0 6.0 8.0
?;r‘tl:l‘;sl;ég' 45 2.8 4.0 13.0 6.0 12.0 5.0

1. tdbldzat Kiilonbozo fehérjeforrdsok osszetétele

Az 1. tablazat jobb oldalan l4that6 a klasszikus teljes értékii fehérje forrasok dsszetétele.

Ehhez képest az egysejtii biomasszak fehérjetartalma jéval nagyobb. Az aminosav tartalom sor
az Osszes fehérjébdl emésztéssel felszabadithaté mennyiséget jelenti. Az Osszes fehérje tar-
talomnak csak 80-90%-a hasznosul az enzimes bontas utan, a tobbi a nehezen bonthato frak-
ci6kban (pl. sejtfal) taldlhatd. Az dsszetétel 100%-dhoz hidnyz6é anyagmennyiség a nem mért
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szénhidrat tartalomnak tudhat6 be. A ,tisztitott fehérje” a metanol hasznosité baktérium bio-
masszdjabdl kinyert, nukleinsav-mentesitett preparatumot jelenti. A hagyomanyos fehérje for-
rasok nukleinsav tartalma gyakorlatilag nulla, mig a mikrobaké, kiilondsen a baktériumoké je-
lentds. Ez azért hatranyos, mivel a szervezetben a nukleinsavak, pontosabban a purinvdzas nuk-
leotidok htigysavva bomlanak le. 1 g RNS-bol 100-150 mg higysav képzddik. Ennek pedig
rossz az oldhatdsdga, hajlamos kristdlyos formédban kivadlni. Megjelenhet vesekd form4jaban,
de kirakédhat az iziileti felszinekre is, ami f4jdalmas gyulladdst okoz (koszvény). A
zsirtartalom Osszehasonlitdsa nem relevans, mert a széjadara és a tejpor olaj/zsirtartalmat
eldzetesen kivonjdk, szdjaolaj illetve vaj forméjaban élelmiszerként hasznositjak.

Az Osszetételen til mas praktikus szempontok is befolyédsoljak, hogy melyik mikroorga-
nizmust valasztjak ki a technoldgidhoz.

A baktériumokra gyakran magas fehérjetartalom jellemzé és nagy a novekedési sebes-
ségiik, de emellett hitranyos tulajdonsdgaik is vannak:

- A sejtek kis méretiiek és kis strtiségliek, ami nehézzé és koltségessé teszi a szaporitd
kozegtdl valo elvalasztast.

- nukleinsav tartalmuk magas a gombékhoz €és élesztokhoz képest. A nukleinsav mennyi-
ségének csokkentésére tovabbi 1épéseket kell bevezetni az eljards sordn, ezzel emelked-
nek a koltségek.

- Az éltalanos kozvélekedés szerint minden baktérium karos €s betegségeket okoz. Széles-
korh tdjékoztatd programok kellenének, hogy ezt a félreértést megsziintessiik, és a tarsa-
dalom elfogadja a bakteriélis fehérjéket is.

Az élesztok eldnyeit jelentik a nagyobb sejtméret (konnyebb elvalasztas), alacsonyabb
nukleinsav-tartalom, magas lizin-tartalom és a savas pH-n val$ szaporitds lehetdsége. Am a
legfobb eldny mégiscsak a tarsadalom feldli bizalom, elfogadas a tradiciondlis erjesztési elja-
rasok €s a sok éves torténelem miatt. Hatranyt jelent a lassabb novekedés, az alacsonyabb fe-
hérjetartalom, €s az, hogy a baktériumoknal kevesebb metionint tartalmaznak.

A fonalas gombak elénye az egyszerl elvalasztasuk, de lassabban novekednek, alacso-
nyabb a fehérjetartalmuk és a tarsadalmi elfogadottsaguk. Az algaknal hatrany, hogy a sejtfa-
lukban 1év6 cellul6zt az ember nem képes megemészteni, valamint hajlamosak a nehézfémek
felhalmozasara.

A torzs kivalasztasdban nem elhanyagolhat6 szempont, hogy milyen szubsztratok hasz-
nositasara képes. Mivel az egysejt-fehérje termelésénél a koltségek nagy hanyadat a szubsztrat
koltsége teszi ki, a valasztds is aszerint torténik, hogy melyik, olcsén rendelkezésre all6 szén-
forrdst melyik mikroba képes gazdasdgosan hasznositani. Mik lehetnek ezek az olcsé szénfor-
rasok? A legolcsébb a 1égkori szén-dioxid, valamint az ipari és mezdgazdasagi melléktermékek
és hulladékok.

Mikroorganizmus Nyersanyag
Baktériumok Hygrogenomonas, Cellulomonas, kdolajipar szénhidrogén maradékai,
Pseudomonas, Methylomonas, stb. metanol
Eleszték Candida sp, Saccharomyces fragilis, | Savo, etil-alkohol, keményitd, n-paraf-
Torula sp, Rhodoturula spp. finok, szulfitlig, stb.
., Aspergillus terreus, Trichoderma Papircellul6z, keményitd, szalma,
Penészek ; o p ;
reesei, Penicillium spp. cukorndd baggassz/répaszelet, stb.
p Scenedesmus sp, Spirulina, e .
Algak Chiorella 1égkori szén-dioxid

2. tabldzat A kiilonbozo szubsztrdtokon szaporithato mikroorganizmusok
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A mikrobatorzs kivélasztasdban a kovetezo tényezoket kell figyelembe venni:

- milyen szubsztritot igényel szén- és nitrogénforrasként, illetve milyen kiegészitd tap-
anyagok sziikségesek

- nagy fajlagos novekedési sebesség, termelékenység €s hozam egy adott szubsztrat esetén

- pH- és hémérséklettiirés

- levegdztetési igény, habzési jellemzOk

- novekedés morfoldgidja a reaktorban

- biztonsag és elfogadottsdg — nem patogén, nem termel toxinokat

- konnyt elvalaszthatésag

- atermék fehérje, RNS és tdpanyag-tartalma. A baktériumok az élesztOknél €s gombaknal
tobb és értékesebb fehérjét termelnek. Azonban a magasabb protein-szintekhez tobb nem-
kivanatos RNS is tartozik.

- avégtermék szerkezeti tulajdonsdgai

- 4ltaldnossdgban a baktériumok gyorsabban és magasabb homérsékleten novekednek,
mint a gombdk, igy kevesebb hiitésre van sziikség.

- A bakteridlis és éleszto fermentaciok levegdztetése egyszeriibb.

- A gombakkal Osszevetve, amelyek sziiréssel konnyen elvdlaszthatok, a baktériumok és
élesztok esetében iilepitési technikdk és centrifugalas sziikséges.

- Az SCP-gyartdsban alkalmazott mikroorganizmusoknak biztonsdgosnak €s élelmiszer-
ipari haszndlatra elfogadottnak kell lennie. A szervezeteknek genetikailag stabilnak kell
lenniiik, hogy az optimalis biokémiai és fizioldgiai tulajdonsigu torzsek a folyamat sordn
tobb szdz generacion keresztiil fenntarthatok legyenek.

2.1.4. Az SCP-gyartasi technologia

Sejtszaporitas a felsorolt alapanyagokon, aerob fermentacidval torténik. A gyartas gazda-
sdgossdga a minél nagyobb, tobb szdz, vagy akar tobb ezer kobméteres fermentorok alkalma-
zaséat indokolja. Ezekben intenziv levegdztetéssel nagy oxigénbevitelt kell biztositani, ami eld-
segiti a mikroba 1égzését. Ez viszont tobb metabolikus hot termel, aminek elvezetéséhez pedig
hatékony, nagy feliiletli hiitérendszer sziikséges. A produktivitds maximalasahoz folytonos fer-
mentaciot célszerli alkalmazni. Ennél viszont a kilép6 fermentlében viszonylag alacsony a bio-
massza koncentrécio, ez a feldolgozas koltségeit noveli. A kiilonb6z6 eljarasokhoz kiilonb6z6
fermentor konstrukcidk sziikségesek, figyelembe véve a kérdéses folyamat 4ltal tdmasztott igé-
nyeket.

A sejtek kinyerésére valtozatos miiveleteket alkalmaznak, igy novekvo koltség szerint
rendezve: iilepités, flotdlas, kicsapds, szlirés, membransziirés és legdragabb a centrifugalds. Ha
a terméket nem haszndljdk fel azonnal, helyben, akkor a tarolhatésdg, széllithat6sag érdekében
szaritjak, esetleg savanyitjak, ami tovabbi koltségekkel jar.

2.14.1. SCP termelés COz-on
A 1étez6 legolcsobb szénforrds a levegd szén-dioxid tartalma. Ennek hasznositdsahoz
azonban energia sziikséges, ezt a fotoautotrof szervezetek a szintén ingyenes napfénybdl bizto-
sitjak. Fotoszintézisre egysejtll szervezetek, a kékbaktériumok és a zoldalgdk is képesek, ezekre
tobb egysejt-fehérje eldallitasi technoldgia épiil.

Spirulina — Arthrospira fajok
A kékbaktériumok (Cyanobacteria) koz¢€ tartozd Spirulina (mas néven Arthrospira) fa-
jokat mar a mai Mexik® teriiletén €16 aztékok is fogyasztottak. A Texcoco t6 vizébdl sziirték ki
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13. dbra A Texcoco tora épiild technologia

a lancokat form4zo sejteket. Ettd] teljesen fiiggetleniil Afrikdban, a Csdd t6 mellett é16 kanembu
torzs is fogyasztotta, sOt piacra is vitték a szaritott algalepényeket. Iparszertien az 1970-es évek-
tdl foglalkozik vele a Sosa Texcoco vallalat. A tenyésztés szabad téren, mintegy 10 hektdron
elhelyezkedd sekély tavakban torténik. A mélységiik kb. 60 cm, a napfény koriilbeliil ilyen
mélységig hatol be a vizbe. A bikarbondtban gazdag viz (pH~8,5) a 1égkorbdl tud felvenni to-
vabbi szén-dioxidot és oxigént. Nitrogénforrasként nitrat sokat is adnak a vizhez. A terméket
félfolytonos lizemben lefejtik, sziirés és pasztorizalds utdn porlasztva szdritjdk. Annak dacéra,
hogy a prokariétdknak nincs zold szintestiik, termék mégis sotétzold szinti.

A technoldgia elsOsorban a napfényes, meleg éghajlatd orszdgokban terjedt el, jelenleg
22 orszagban foglalkoznak vele Hawaiitdl Indidig. Eurépdban egyediil Gorogorszagban pro-
balkoznak vele.

R ) e .
-spirulina- R
! “Spirulina- | .,

14. dbra Etkezési Spirulina termékek

Valodi zoldalgdk
A zoldalgék kozott szamos olyan faj taldlhatd, amelyik szuszpenziéban maganyosan vagy
néhany sejtbdl allé csoportokban novekszik (Chlorella, Scenedesmus). A fotoszintézisen ala-
puld szaporitast az el6zéekhez hasonléan szabad téren, sekély (20-50 cm mély) beton vagy
muanyag lagunakban, csatorndkban végzik. Nitrogénforrasként szervetlen sokat alkalmaznak.
A folyadékon idOnként levegdt fivatnak 4t, inkdbb az iilepedés meggatldsa, mint a gézcsere
érdekében. Folytonos betdplédlast és elvételt alkalmaznak. Vesz€lyt jelenthet a baktériumok

15



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia EGYSEJT-FEHERJE TERMELES

megjelenése. Az algdk és a baktériumok hajlamosan szimbidzisba 1€pni (az algdk oxigént ter-
melnek €s szén-dioxidot fogyasztanak, a baktériumok éppen forditva). A vegyes biomassza tu-
lajdonsdgai mir nem olyan kedvezdek, ezért a vegyes populécio tenyésztése nem elonyos.

Az algék fehérjetartalma 40-50%, nukleinsav tartalma kicsi, minddssze 4-6%. A bio-
massza kinyerésére nem alkalmaznak centrifugéldst, mert az til driga miivelet, hanem mész-
tejjel kicsapjak az algakat.

A tenyésztéssel csak a napfényes orszdgokban érdemes foglalkozni (Izrael, Florida). A
telep kialakitdsa elég nagy beruhazast igényel, ami csak nehezen tériil vissza. Az eldallitasi
koltség: 4-10 USD/kg kozott mozog, mig a szdjadara csak 3 USD/kg. Tehdt takarmanyozasi
célra nem gazdasagos, élelmiszerként viszont az lehet.

Atmenetet jelent a kovetkezd fejezethez (ahol a szénhidrat szénforrasokat vizsgaljuk) a
Chlorella alga heterotréf tenyésztése. Japanban az algat aszeptikusan, zart fermentorban, me-
lasz szénforrdson szaporitjdk. Az igy kapott alga tomeget a japan konyha specidlis élelmiszer
adalékként haszndlja. Az éves termelés ~3.000 t/év, az eldallitasi koltsége: 10-15 USD/kg.

2.1.4.2. Egysejt-fehérje szénhidrdatokon

Az egysejt-fehérje elddllitashoz ugyanazok a szamitasba johetd szénhidratok, mint a fer-
mentacids ipar egyéb teriiletein. Egyediil az ar a kritikus tényez0, a més teriileten megszokott
gliikéz, izocukor, (tiszta) szachardz itt dridganak szamit, csak akkor johet szdmitdsba, ha a bio-
masszat élelmiszerként és nem takarmanyként lehet eladni.

Célszerli megkiilonboztetni a konnyen metabolizalhat6 cukorforrasokat (melasz, tejsavo,
szulfit szennylig, gyiimolcs feldolgozasi maradékok), €s a nehezen bonthaté 6sszetett szénhid-
ratokat (keményité maradékok, cellul6z).

ElesztSszaporitds melaszon

Jellemzben ezen szénforrdson termelik a pékélesztot, ami az egyik legnagyobb mennyi-
ségben gydrtott biomassza termék. A melasz a cukorgyartds mellékterméke (anyaligja), ami
40-45% cukrot, tilnyomoérészt nem-kristalyosithatd szachardzt tartalmaz. A melaszt eredeti to-
ménységében nagyon nehéz sterilezni, mert védokozeget jelent a benne 1év6 mikrobdk szdmara,
ezért higitds (4-6%-ra) utan sterilezik, és kiegészitik szervetlen sokkal. Az élesztk koziil a
Saccharomyces cerevisiae mellett a Candida utilis-t tenyésztik, jellemzden folytonos fermen-
tdcidban, D=0,2-0,3 h'! higitdsi sebességgel. Intenziv levegdztetésre van sziikség ahhoz, hogy
az teljesen eloxiddlja a cukrot szén-dioxiddd és vizzé és ne termelddjon alkohol. A sejteket
szeparator centrifugdval bestritik (élesztotej) majd a felhaszndlasnak megfeleléen dolgozzak
fel. A siit6élesztében meg kell Orizni az enzimaktivitdsokat, ezért a vizet préseléssel vagy ki-
méletes szaritassal tdvolitjak el.

A takarmdnyéleszténél ez nem szempont, a denaturalt fehérjék is megfeleldek az allatok
szdmara. Az élesztd emberi fogyasztdsa manapsidg nem jellemzd, a mésodik vildghédboru alatt
viszont nagy mennyiségben termelték az élelmiszerhidny enyhitésére mind Németorszagban,
mind a Szovjetunidban.
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15. dbra Az élesztogydrtds teljes folyamata

Elesztészaporitds laktézon (sajtgydri savon)

A sajtgyartas mellékterméke, a savé kb. 5% tejcukrot kb. 1% fehérjét és oldott dsvanyi
anyagokat tartalmaz. A gyartds sordn nagy mennyiségben keletkezik, a sajt tomegének tobb-
szorose. Ha ezt szennyvizként tekintjiik, a BOI = 70.000 mg O»/1, ami igen nagy szerves anyag
terhelést jelentene. Valamilyen artalmatlanitasi/hasznositdsi modot mindenképpen talalni kell.
Kis szdrazanyag tartalma miatt elszéllitani gazdasagtalan, helyben érdemes megoldast taldlni.
A fehérje tartalmat érdemes elkiiloniteni €s hasznositani (f6zéssel kicsaphat6, vagy ultrasziirés-
sel betoményithetd), ez tdpszerekben, élelmiszeripari adalékként felhaszndlhaté. A laktézt a
legtobb mikroorganizmus nem képes szénhidratforrasként felhaszndlni, csak egyes élesztok ké-
pesek B-galaktozidaz termelésére:

- Saccharomyces lactis,

- Candida utilis,

- Saccharomyces fragilis,

- Kluyveromyces lactis

- Kluyveromyces marxianus (a torzsek nevét tobbszor megvaltoztattak)

Ennek jellegzetes példdja a BEL Fromageries (francia tejipari cég) eljarasa. Kluyvero-
myces marxianus torzset szaporitottak tejsavon, amiben az 5% lakt6z mellett jelen volt 0,8%
protein (nem valasztottdk el) és 0,2-0,6% tejsav is. A biomassza termeléshez intenziv
levegdztetés sziikséges, ezt keverd nélkiil, air lift fermentorban oldottdk meg. A
takarmanyozasi céli biomassza mellett az dsvanyi anyagok és a tejsav is megmaradhatnak. Az
élelmiszer mindségll sejttomegnél viszont nem, a sejteket lecentrifugaljak, az oldott
anyagokat mosdassal eltavolitjak, és a terméket szaritjak. A sejthozam 0,45-0,55 g/g, az
elfogyasztott laktozra vonatkoztatva.
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16. dbra BEL Fromagerie eljdrds

Szulfit szennyliig, mint szénforrds

A szulfit szennylug a celluléz/papiripar mellékterméke. A faanyagot a kalcium-hidrogén-
szulfittal, kén-dioxid feleslegben f6zve a lignin lignoszulfosavva alakul és feloldodik, a cellul6z
szélak kiszabadulnak, ezeket hasznaljdk papirgyartasra. Ekozben a hemicellul6z részben mo-
noszacharidokka hidrolizal, amit egyes mikroorganizmusok képesek hasznositani. A szabad
cukrok osszetétele, és mennyisége (2-7 %) az alapanyag és a f0zé€si eljaras tipusaval valtozik,
rendszerint nagyrészt pentozokat tartalmaz. Ez a cukortartalmi 1€ a szulfit szennylug.
Szennyvizként ez nagyon kornyezetterheld, a BOI 50.000 mg O»/1 koriil van, célszerli helyben
artalmatlanitani/hasznositani. Svédorszagban 1909 6ta fermentdcids alapanyagként hasznaljik.
A masodik vildghabord idején az élelmiszerhidny enyhitésére az igy termelt élesztét emberi
fogyasztasra is felhasznaltak. Elsoként Saccharomyces cerevisiae-t szaporitottak, de ez a torzs
rosszul hasznositja a pentézokat. Késobb attértek a Candida tropicalis és Candida utilis tor-
zsekre, amelyek az 6tszénatomos cukrokat is j61 metabolizéljdk.

Candida utilis torzzsel Csehorszagban is épitettek egy nagy, 25.000 t SCP/év kapacitasu
tizemet a szulfit lig hasznositdsara.

Finn szakemberek fejlesztették ki a finn fafeldolgozé iparra alapozva a Pekilo-eljarast,
amelyben szulfit lig szubsztraton tenyésztik az erre a célra szelektélt Paecilomyces varioti tor-
zset. A pentézokat a gomba nagy fehérjetartalmu sejttomeggé alakitja. Egy nagy, 360 m3-es
keverds, levegdztetett fermentort miitkodtettek folytonos iizemben, D = 0.2 h'! higitdsi sebes-
séggel. Ezzel évi 10.000 tonna biomasszat kaptak, aminek fehérjetartalma 55-60%. A fonalas
gomba elvdlasztisa a fermentlétdl egyszerilibb, mint az éleszt0ké, mert nem kell centrifugalni,
szliréssel is kinyerhetd. A biomasszat Finnorszagban élelmiszerként engedélyezték.
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Keveset tudunk a szovjet/orosz fermentécids technoldgidkrol. Annyi bizonyos, hogy min-
den papir/celluléz gyarhoz épitettek egy SCP iizemet (kb. 30 db), amelyben Candida élesztot
szaporitottak takarmanyozasi célra. Az 1985-6s évben Osszesen kb. egy milli6 tonna terméket
jelent.

Gliikoz szénforrds

A gliikéz tilsdgosan driga alapanyag a takarmanycéli egysejt-fehérje gyartasiahoz. De ha
humdn étkezési célra termelik, akkor a magasabb eladasi ar elbirja a nagyobb koltségeket. Ez
mutatkozik meg a Rank Hovis McDougall (RHM) Mycoprotein hashelyettesitd készitményé-
nél. Az igény az Angliaban €10, szdzezrekben mérhet0 vegetaridnus, elsésorban indiai populd-
ci6 részErdl meriilt fel. Szamukra fejlesztették ki ezt hishoz hasonléan rostos szerkezetii, nagy
fehérjetartalmua készitményt. A rostos jelleghez inkdbb micélium sziikséges, ezért ebben az
esetben nem egy élesztot, hanem fonalas gombat valasztottak. Az RHM mintegy 3000 torzset
vizsgalt meg, ezek koziil bizonyult a legjobbnak a Fusarium venenatum (eredetileg F. grami-

nearum) faj.
Adalék: a torzseket nagyon sok helyrdl begytijtott talajmintdkbdl izoldltdk. A ,,nyertes” torzs végiil is egy
Buckinghamshire-i kertbdl szdrmazott, ami mindossze négy kilométerre volt az RHM kozponti laboratériumdtol.

A tépoldat élelmiszer mindségii gliikkdz szirupot, szervetlen sokat és biotint tartalmaz. A
fermentédcié sordn a pH-t ammonia géz (N-forrds is) adagoldsédval (a levegdztetd rendszeren
keresztiil) 6-os értéken tartjdk. A fermentaciét magas (kb. 40 m) air lift fermentorokban, foly-
tonos iizemben (D=0,2 h™'") végzik. Allandésult allapotban 15-20 g/1 sejtkoncentraciét lehet el-
érni. A folytonos fermentaciot 5-6 hétig tartjdk fenn, azutan két hét tisztitasi, karbantartasi szii-
net kovetkezik.

A feldolgozas sordn egy hidrociklonos eldsiirités utdn az RNS tartalom csokkentésére
hokezelést iktatnak be. A levet 30 percig 64°C-on tartjdk, ezalatt a sejtek sajat hostabil RNéaza
lebontja a ribonukleinsavakat, az RNS-koncentracié 80 mg/g-rél 2 mg/g-ra csokkenthetd. A
keletkezett mononukleotidok kidramlanak a sejtekbdl, a makromolekuldk viszont bent marad-
nak. Ugyanakkor a sejtek protedzai inaktivalédnak, a fehérjetartalom nem bomlik, ezaltal sta-
bilizdlédik a termék. Ezutdn a micéliumot szlirécentrifugdval levdlasztjdk, egy tésztaszeri
masszat kapnak, amelyben a szdrazanyag fehérjetartalma 45%. Ezt tojasfehérjével dolgozzak
Ossze, ami ,,0sszeragasztja” a fonalakat és ezaltal javitja a textdrat. Az anyagot kb. 30 percig
gbzben fozik, a kicsapddo, denaturdlédéd fehérjék megszilardulnak. A lehtités utdn ugyanigy
szeletelik, kockazzak vagy daraljak, mint a husokat. Zar6 1épésként megfagyasztjak, a kialakul
jégkristalyok alakitjdk ki a végso strukturat.

MEAT FREE, SOY FREE

PIECES

17. dbra Etkezési Quorn termékek
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Sokféle félkész és késztermék termék formdjaban emberi fogyasztasra szént hushelyet-
tesitokként Quorn néven hozzak forgalomba. A teljesen vega étrenden éloknek kifejlesztettek
egy tojdsmentes valtozatot is, ebben egy burgonya frakcié a ragaszto.

Kiilon torténet az élelmiszerként vald engedélyeztetés. Amikor belekezdtek a projektbe,
még nem volt meg az engedélyezési protokoll, nem volt olyan hivatalos szerv, aminek a jogko-
rébe tartozott volna az engedélyezés. Ezek miatt 10 évbe telt procedura, laboratériumi, dllati és
klinikai vizsgalatok sorat végezték el, mire kiadtdk az engedélyt. A Quorn termékeket azdta is
sokan tdmadjak, de ez els@sorban piaci konkurenciaharc.

Keményito szénforrds
Svédorszagban fejlesztették ki a Symba eljarast, amelyben burgonyakeményitobol két 1é-
pésben SCP-t allitsanak eld. A tiszta, élelmiszer mindségli keményitd ennél az eljarasnal is tal-
sagosan draga szubsztrat lenne, ezért a burgonya feldolgozas soran keletkez6 hulladékokat (hé;,
nyesedék, mosoviz) hasznaljék fel.

Saccharomycopsis
fibuliger inokulum

1. fermentor Szimbidzis
fermentor

\ 4 »
Centrifugalas

A
/

Burgonya keményité ——m»
— Fellilisz6
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18. dbra Symba eljdrds

A folyamat két olyan élesztotorzs felhaszndldsdval megy végbe, amelyek képesek szimbidzis-
ban egyiitt élni. A Saccharomycopsys fibuliger (mas néven: Endomyces fibuliger, Endomycop-
sis fibuliger) amilaz enzimet termel, ami cukrokka bontja a keményitot, ezzel pedig lehetévé
teszi a gyorsabban, jobb hozammal névekedd Candida utilis szaporoddsat is. Az elsd 1épésben
egyediil a S. fibuliger-t szaporitjak, egy kisebb térfogati reaktorban, sterilizalt burgonyahulla-
dékon, amit nitrogén és foszfor forrasként szervetlen sokkal egészitenek ki. A részben elcukro-
sftott szénhidratot tartalmazé tenyészetet szivattyizzak 4t a nagyobb, 300 m3-es mdsodik fer-
mentorba. Itt oltjdk rd a C. utilis inokulumot, a két torzs kevert kultirdban ndvekszik tovabb.
Ez a folyamat ,,egyideju elcukrositds és fermentacié”-ként (SSF = simultaneous saccharifica-
tion and fermentation) ismert. A Candida fokozatosan tilnovi az eredetileg nagyobb sejtszdmu
Saccharomycopsys-t, a tiznapos fermentacié végére a sejttomegnek mar 90%-a Candida. A fel-
dolgozas sordn szeparator centrifugdval elvélasztjdk a biomasszat, majd szdritdssal konzerval-
jak. A termék fehérjetartalma 45%, allati takarmanyozasra hasznélhaté.
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Celluloz, lignocelluloz

A bioszféraban évrdl évre hatalmas mennyiségli cellul6z keletkezik. A természetben, a
mezdgazdasigban és az erddgazdilkoddsban keletkezd cellul6z a legnagyobb tomegii bio-
massza, sokszorosan meghaladja a keményitd mennyiségét.

A novényi anyagokbdl és fahulladékbol szarmazé cellul6z bosége miatt az egysejt-fehér-
je-eldallitdshoz vonz6 alapanyagot jelent. A celluléz hidrolizis utdn megfeleld szubsztrat lenne
az SCP termeléshez, de a természetben altaldban ligninnel, hemicellul6zzal, kombinélva kép-
z6dik. A lignocellul6zos szerkezetli anyag felhasznalasdhoz altaldban elokezelés sziikséges. Ez
lehet lagos, vagy savas kezelés vagy gdzrobbantds is. Ezek koltsége az intenziv fejlesztési mun-
ka ellenére is gazdasdgtalanna teszi a hasznositast.

Adalék: Jelenleg a lignocelluloz hulladékok egyetlen gazdasdgos hasznositdsa a gombatermesztés. A koz-
ismert csiperke (Agaricus bisporus) mellett nagy mennyiségben termesztenek sii-takét (Lentinus edodes) és mds
dzsiai gombdkat.

Ha a kinyert cellulézt szubsztratként kivanjak haszndlni, azt kémiai- (savas hidrolizis)
vagy enzimatikus tton (cellulazok) még le kell bontani fermentalhaté cukrokkd. Ma mdér az
extracelluldris enzimként fermentacidval eldéllitott cellulazokat ipari méretben is gyartjak.

A cellulaz teljes bontdsdhoz legalabb hirom enzim (endocelluldz, cellobiohidrolaz, cel-
lobidz) egyiittes mikodésére van sziikség.

Endo-B1.4-gliikkandz (endocelluldz, Cx enzim): ennek hatdsara az oldhaté cellul6zbdl cel-
lobidz és oligomerek keletkeznek.

Exo-B1.4-gliikandz (cellobiohidroldz, C1 enzim): kristalyos cellul6zbdl a lancvégekrdl a
C1 enzim cellobiézt hasit le.

B-1.4-gliikozidéz (cellobidz): a cellobidzt két gliik6zza hidrolizélja.

Szamos hatékony celluldz termeld torzset taldltak, de a Trichoderma viride hosszabb ideje
az dltalanosan hasznélt enzimtermel® mikroorganizmus. A Chaetomium cellulolyticum egy ma-
sik hatékony cellul6zbonté gomba, amely cellul6z szubsztraton gyorsabban novekszik, és 80%-
kal tobb biomassza fehérjét képez, mint a Trichoderma, de a kinyerhetd enzim mennyisége
joval kevesebb. Ez azt jelenti, hogy a C. cellulolyticum els6sorban SCP-termelésre alkalmas,
mig a 7. viride a cellulazok gyartasidban hasznalhato.

A tiszta cellul6z bontasa (pl. hulladék papir) enzimes bontdsa megoldhatd, de a valds,
mezdgazdasagi eredetli komplex alapanyagok gazdasagos hasznositidsa még nem megoldott.

Szamos helyen foglalkoznak a cellul6z tartalmu szilard hulladékok atalakitasaval is. En-
nek a technikdnak a roviditése is SSF (solid state fermentation). Az alapanyagot (pl. szalma)
silékban vagy nagyméretli zsdkokban benedvesitik az inokulumot és a tdpanyagokat (pl. am-
monium sok) tartalmazé folyadékkal. A levegd hozzaférését biztositjak, és a gombafonalak né-
hany hét alatt atszovik a rostos anyagot. A kapott termékben a biomassza mellett jelentds a
maradék novényi anyag mennyisége, de ez takarmanyozasi szempontbdl nem hétrany. Tricho-
derma torzzsel a szalma alapon fermentélt takarmany adalék fehérjetartalma eléri a 15%-ot.

2.1.4.3. Egysejt-fehérje termelés koolajszdrmazékokon

n-Alkdnok

Az SCP-termelés szempontjabdl felmeriilt az élelmezési célra alkalmatlan anyagok koziil
a kdolajnak vagy szarmazékainak atalakitdsa biomasszava. A masodik vildghabortitol az olaj-
valsagig terjedd évtizedekben a kdolaj dra nagyon alacsony volt, ami vonz6va tette, mint fer-
mentacids szubsztritot, és nem csak az egysejt-fehérje gyartdsanal. A nyersolaj feldolgozasanal
a hosszabb lanci alkdnokra (Ci0-Ci7 frakcid, 10-20%) kisebb az igény (pl. kendolajok, zsirok).
A megmarad¢ paraffin vagy viasz frakcidt vagy kisebb molekulédkra tordelik (krakkoljak), vagy
a pakurdval egyiitt elégetik. Igy meriilt fel a biolgiai hasznosités lehetésége. Az els6 probléma,
amivel szembe kellett nézni, az volt, hogy a mikrobak csak az egyenes szénlancu alkdnokat
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tudtak hasznositani, az eldgaz6 lancokat nem, igy ezek megmaradtak és szennyezték a terméket.
A normadl-frakcié elvdlasztasat molekulasziirokkel oldottdk meg, de még igy is maradtak
szennyezések, amelyek kellemetlen mellékizt okoztak és fennallt a karcinogén vegyiiletek (kii-
16n6sen a benzpirén szarmazékok) veszélye is.

Elsoként tekintsiik 4t, hogyan képesek a mikroorganizmusok az alkdnokat hasznositani.
A szénhidrogének nem szokvanyos vegyiiletek a természetben, mégis szamos torzsben eldfor-
dulnak olyan enzimrendszerek, amelyek képesek ezeket hasznositani. A kulcslépés az elsd, oxi-
dacios reakcid, amelyben az addig kevéssé reakcioképes (paraffin = parum affinis) molekuldba
az els6 oxigén atomot beviszik. A tovdbbiakban a reakcidsor becsatlakozik a zsirsav lebontas
folyamatdba. A tdmadédspont szerint két mechanizmust kiilonboztethetiink meg. A terminélis
oxidacional a lancvégi szénatomon, a szubtermindlis oxid4dciondl a masodikon indul reakcid.

A termindlis oxidéaciondl elséként hidroxil csoport alakul ki, majd ezt az alkohol-dehid-
rogendz és az aldehid-oxiddz karbonsavva oxiddlja. Az igy kapott zsirsav azutan a -oxidacid
folyamatédban acetil-CoA-v4 alakulva belép az anyagcserébe. A hosszu szénldncud alkanok ese-
tében el6fordulhat, hogy a folyamat mind a két lancvégen elindul (w-oxidacid) és igy dikarbon-
sav keletkezik. Ekkor a reakciésor végén szukcinat marad, ami a citratkor természetes eleme.

A szubtermindlis oxiddcié a mdsodik szénatomon (szekunder) alkohol 1étrejottével kez-
dédik. Ez aztan ketocsoportta oxidaloédik. A lancvégi metil csoport ettél konnyebben tdmadha-
téva valik, tovabbi oxigén bevitelével a-keto-karbonsav alakul ki. Ez dekarboxilezddik, szén-
dioxid 1€p ki (analdgia: a piruvat dekarboxilezése). Az igy kapott zsirsav a -oxidacioban hasz-
nosul.

CH;—(CHZJHLCHZ—CHg

1
CHg—(CHz)“—CHz—CDDH CH3—(CH%H—C_CH3
w-oxidacio
\ i a-oxidécic’:l

0
I
CH3 CHzan—CHz—COOH CH3—€CH29H_C COOH

dekarboxilezés

p-oxidacio B-oxidaci6

CH3—'/CH2~)— COOH +CO,
v \ n
acetat acetat + szukcinat B-oxidacié 1

acetat + propionat

19. dbra Az alkdnok biolégiai lebontdsi iitvonalai

Mivel a kdolajban paros €s paratlan sz€natomszamud molekuldk egyarant el6fordulnak,
mindkét reakcidsor végén a zsirsav lebontasnal eléfordulhat, hogy legvégiil harom szénatomos
propionil-CoA marad. Ez a biokémidban szokatlan ugyan, de a legtobb sejt képes hasznositani.

Az els6 alkan alapd SCP fermentacios eljarast a British Petroleum (BP) fejlesztette ki
Franciaorszagban. Két élesztOtorzset, a Yarrowia lipolytica-t (régebben: Candida lipolytica) és
a C. tropicalis-t talaltak alkalmasnak a gyartasra.

A fermentdcids technoldgia kialakitdsa soran kiilonleges problémat jelentett, hogy négy-
fazisu rendszerben kellett dolgozni. A szokasos fermentlé-sejt-levegébuborék harmas mellett
jelen van a vizzel nem elegyedd olaj fazis is. A sejtek a vizes fazison keresztiil érintkeznek a
szén- €s oxigénforrassal, ez két elkiiloniilt anyagtranszportot jelent. Mindkettonél az a cél, hogy
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az anyagatadds sebessége nagyobb legyen, mint a mikroba anyagcseréjének sebessége, igy a
sejtnovekedés ne keriiljon limitalt dllapotba. Ehhez viszont mindkét fazisndl nagy fajlagos fe-
lilletre van sziikség, azaz mind a buborékokat, mind az olajcseppeket erdteljesen diszpergdlni
kell. Az olajokndl valamelyes konnyebbséget jelent, hogy az olaj az élesztdsejtek lipid részei-
ben (membranok, vaku6lumok) j61 oldédik, ezek mintegy kivonjék, extrahdljak az apolaris mo-
lekuldkat a koriilvevo vizes fazisbol. A finom olajemulzio kialakitasdhoz feliiletaktiv, emulzi-
0képzd és stabilizdlé anyagokra is sziikség van. Szerencsére maguk az élesztOk is termelnek
valamennyi detergens jellegli vegyiiletet, ezzel csokkenthetd a vegyszerigény. Az olajfazis ak-
kor hasznosul j6l, ha a cseppek mérete nagysdgrenddel kisebb (0,01-0,5 um), mint a sejteké (5-
10 pm).

Mivel a szubsztrat molekuldban nincs oxigén, mint a szénhidratokban, a tenyészeteknek
nagyon sok oxigénre van sziiksége. Az n-hexadekdnon szaporitott acrob mikroorganizmus egy-
ségnyi biomasszdra vonatkoztatott fajlagos oxigénigénye 2,5-szer nagyobb, mint a gliikkézon
novekedett biomasszaé, eléri a 2,2 kg O>/kg biomassza értéket. Ennek biztositdsdhoz intenziv
levegdztetésre van sziikség. Haszndlnak teljesen dtkevert, turbinakeverds fermentorokat €s air-
lift megoldédsokat is. Ez utébbiakndl magas késziilékeket és tilnyomast alkalmaznak, ezzel ja-
vitjédk az oxigén oldhatésdgat. A levegdztetd rendszeren keresztiil adjdk be a pH szabdlyozdsa-
hoz hasznélt ammonia gézt is. Az alkdnok energiatartalma is jéval nagyobb, mint a szénhidra-
toké, igy a fermentaci6 hétermelése is tobb. 1 kg SCP eldallitdsahoz sziikséges 1-1,2 kg alkén,
elfogy 2,0-2,2 kg O és 25-27.000 kJ ho szabadul fel. Ennek elvezetéséhez jokora feliileti ho-
cseréloket kell beépiteni a késziilékekbe.

A termelés nagy, tobb szaz kobméteres fermentorokban folyik, dltaldban folyamatos tech-
noldgidval.

A sokkal jobb hozam eldnyeit sajnos kompenzalja az, hogy a szénhidrogéneken az élesz-
tok lassabban szaporodnak. Szdmszertien:

— n-alkdnnal: Wmax = 0,28 1/6ra Y =0,98 kg/kg
— gliikkéznal: Umax = 0,62 1/6ra Y =0,51 kg/kg

A kilép6 fermentlébdl a sejtek kinyerésének elsd 1épése centrifugdlds, ekkor egy 15%
szérazanyag-tartalmu levet kaptak, ezt azutan beparlassal 25%-ig koncentréltak, végiil porlaszt-
va szdritottak.

A BP dltal kifejlesztett terméket TOPRINA néven hoztdk forgalomba. Engedélyeztetése
jelentdsen elhizdédott, mivel az 1960-as években még nem létezett az engedélyeztetési proto-
koll, és még az sem volt vildgos, hogy melyik intézménynek kellene ezzel foglalkozni. A Top-
nogenitasat. Végiil takarmanyadalékként engedélyezték, fehérje forrasként a halliszt, hisliszt
€s kazein helyettesitésére.

A BP az elsd, 4000 t/év kapacitdsu iizemet Grangemouth-ban (UK) épitette fel. 1971-ben
az Italproteine céggel Sarroch-ban, Szardinia szigetén épitette fel SCP tizemét, amelynek kapa-
citdsa 100.000 t/év volt. 1973-ban mar viszont be is kellett zarni. A kudarcnak gazdasagi és
tarsadalmi okai is voltak. Ebben az évben kezd0dott az olajvéalsag, a kdolaj drak a sokszorosukra
emelkedtek, mig a szdja arak éppen alacsonyak voltak. Mésrészt birdltdk a terméket magas
nukleinsav tartalma és a gyartas kornyezeti artalmai miatt.

Olaszorszagban, Japanban, Romanidban mds alkdn bazisu technoldgidkat is kifejlesztet-
tek, viszont mindig problémat okoztak a potencidlisan karcinogén maradékok, és a legtobb
tizem sohasem miikodott teljes kapacitdssal vagy be kellett zarni. Romanidban 1étrehoztak egy
tizemet 60.000 t/év kapacitdssal, de ez is csak a szocialista hidnygazdédlkodas koriilményei ko-
zOtt €s a sajat roman kdolaj termelésre alapozva tudott néhany évig mitkkodni.
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Viszonylag keveset lehet tudni a szovjet/orosz technolégidkrdl. Termelési adat, hogy a
szovjet idokben legaldbb hat tizem termelt olaj alapon kb. 100.000 t/év élesztd sejttomeget.

A {0 ellenz6 Japan volt, az elsd orszdg, amely megtiltotta a petrolkémiai alapi fehérje
gyartast. Ebben nyilvan nagy szerepe volt annak, hogy Japan piaci dron kénytelen importalni
teljes olajsziikségletét, és arra torekednek, hogy ezt minél nagyobb hozzaadott értékii termé-
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Fellliszo
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; ) sild
Asvanyi sok
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—_— >
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20. dbra Egysejt-fehérje gydrtds n-paraffinokon
kekké dolgozzék fel. Olaszorszag 1977-ben allitotta le az SCP termelését alkdnokbdl az olaj-
arak emelkedése miatt. A szdja fehérjeforras tartosan versenyképesebbnek bizonyult. Manap-
sag nincs olyan gyar, amely petrolkémiai alapon termel fehérjét.

Metdn

A szénhidrogének kozé€ tartozik, de a paraffinokhoz képest masképpen viselkedik és ez-
altal mds technoldgiat igényel a metan. Megfelelé mikroorganizmusok alkalmazdasaval ebbdl is
lehet biomasszat, egysejt-fehérjét elddllitani. A metilotréfok egyszerti, C1 (egyszénatomos)
szubsztratokon is képesek novekedni. A C1 vegyiiletekben nincs szén-szén kotés, pl. a metan
(CH4) vagy metanol (CH30OH), de ide sorolhat6 a dimetil-éter és a dimetil-amin is. Ezek kozott
a metanhasznositékat metanotréfoknak nevezik. Tovabb sziikitve a kort 1éteznek szigordan
(strict) metanotrofok, olyan baktériumok, amelyek csak metdn szénforrason élnek meg.

Technoldgiailag az el6z0 fejezethez képest jelentd eltérés, hogy a metdn gdz halmazalla-
potd, nem cseppek, hanem buborékok formdjdban van jelen a reaktorban. Oldhatésdga vizes
kozegben szintén csekély. Kézenfekvonek latszik, hogy a két betaplalt rosszul oldédé gazt, a
metéant és az oxigént egyiitt vigyék be és oszlassdk el a rendszerben. A metdn-levegd elegyek
viszont tliz- és robbandsveszélyesek, igy a technoldgidkban keriilendék. A masik alapveto kii-
1onbség, hogy a levegd oxigéntartalma a fermentoron athaladva nem fogy el teljesen, a kilépo
gazban kétharmad, haromnegyed része még jelen van. Ugyanez a metianndl nem engedhetd
meg. Ha a kiengedett gdzban metdn marad, az egyrészt anyagi veszteség, masrészt megint csak
tliz- és robbandsveszélyes keverék, harmadsorban pedig tiveghdz hatdsi gazként silyos kor-
nyezeti artalmat okoz. A bevitt metannak tehét a folyadékon dthaladva teljesen el kell fogynia.
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Ez nehezen oldhaté meg egy (kozel) idealisan kevert tartdlyreaktorban, ahol a koncentra-
cié mindenhol azonos. Jobb megoldds a csdreaktor, ahol metdn koncentracid a belépési ponttol
a kilépésig fokozatosan csokken, végiil elfogy. Tovdbb gondolva beldthatd, hogy az athaladés
sordn csak annyi biomassza képzddik, amennyi a kevéske beoldédott metanbdl 1étre tud jonni.
Egy athaladas tehat nem hatékony, inkdbb cirkuldcios reaktort érdemes kialakitani, ahol minden
koriilforduldsndl a telitési metdn koncentracionak megfeleld mennyiségii sejttomeg keletkezik.
Megfeleld elrendezéssel elérhetd, hogy a levegd és a metdn gz ne érintkezzenek egymadssal.

Ez a folyamat is jelentds ho fejlédéssel jar, ezért megfeleld hiitdfeliiletet kell beépiteni a reak-
torba.

THE U-LOOP FERMENTOR

The fermentor and its design are ‘the
most important aspects of 'the U-Loop
production process.
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N =2

Continual harvest of
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21. dbra Az ,,U-loop” fermentor kialakitdsa

Ezen az elven alapul a dan Nozzle-U-Loop fermentor kialakitdsa. A gdzok betdpldldsa a
hurok felsd pontjan torténik. A kényszeraramlas lefelé viszi el a buborékokat, és mire a felszallé
ag tetején kilépnek, a metan elfogy €s szén-dioxidra cserélddik. A késziilékben nincs forgd ke-
verd, a keringetd szivattyd mellett a statikus keverd elemek biztositjdk a két fazis megfeleld
diszperziojat.

Erre a fermentor tipusra alapoztdk az UniProtein eljarast. F6 nyersanyaga a foldgaz, ame-
lyet a Methylococcus capsulatus torzs szén- €s energiaforrdsként hasznosit. A hatékonyabb le-
vegOztetés érdekében tiszta oxigént flivatnak be és nitrogénforrdsként ammonidt hasznélnak.
Emellett a tapoldathoz csak szervetlen sokra van sziikség. Minden vegyi anyag élelmiszer mi-
noségli. A pH-t 6,5+0,3 értéken tartjak, és a hdmérsékletet 45 °C.
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22. dbra A metdn alapii egysejt-fehérje gydrtds folyamata

A fermentéciét folyamatos iizemben, 0,20-0,25 h™! higit4si sebességgel végzik. Az dllan-
dosult biomassza koncentricié 20-30 g szarazanyag/liter. A kilépd fermentlevet centrifugélés-
sal mintegy tizszeresen, 22%-ra koncentraljdk. Ezt kovetden mintegy 70 °C-ra melegitik. A
folyamatban a biomassza inaktivalodik, és a sejtek lizélni kezdenek, ettdl a fehérje hozzatérhe-
tobbé valik. Végiil a biomasszat porlasztva szaritjak. A vizigény minimalizadldsa és a szennyviz
mennyiségének csokkentése érdekében a centrifugdkbol szarmaz6 feliiliszot visszaviszik a fer-
mentorba.

A produktivitds eléri a 4 kg/m3/h-t, ami mintegy kétszerese a hagyomanyos fermentorok-
ban elérhetd kihozatalnak.

2.1.4.4. Egysejt-fehérje termelés metanolon

A metén katalitikusan konnyen konvertdlhaté metanolld, fermentéaciés hasznositdsa ki-
sebb oxigénigénnyel jar, nem kell olyan intenziv hiités, és a metanol j6l oldédik vizben, vala-
mint a robbands kockdzata is sokkal kisebb. Kézenfekvd tehat a gondolat, hogy a metéan helyett
a valamivel kisebb energiatartalmu, de sokkal jobban kezelheté metanolt hasznaljuk szénfor-
rasként az egysejt-fehérje gyartdshoz. A metanol kis mennyiségben, de eléfordul a biokémiai
folyamatok sordn, igy a mikrobdk enzimrendszerei ,,felkésziiltek™ a hasznositdsara. A baktéri-
umok kozott obligat metilotréfokat is taldlunk: Methylobacter, Methylococcus, Methylomonas,
Methylosinus, Methylocystis torzsek. Fakultativ metilotr6fok minden nagy rendszertani egység-
ben eléfordulnak. Igy a baktériumok kozott Arthrobacter, Bacillus, Klebsiella, Micrococcus,
Protaminobacter, Pseudomonas, Streptomyces, Rhodopseudomonas, Vibrio fajok képesek a
metilalkohol hasznositasdra. Az élesztok kozott nem altaldnos a metanol szubsztrt, a gyakran
hasznalt Saccharomyces cerevisiae €s a Candida utilis példaul nem képesek ezen névekedni.
JOl szaporodik viszont a Pichia pastoris és a P. haplophila, a Candida boidinii, a Hansenula
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capsulata és a Torulopsis glabrata. A fonalas gombak kozott a Paecilomyces és a Trichoderma
fajok bizonyultak alkalmasnak.

A metanol biokémiai hasznositdsdnak els¢ 1épése mindenhol azonos. Az alkohol-dehid-
rogendz enzim formaldehiddé oxidalja. Ez azonban nem jelenik meg szabad formaban, hanem
tetra-hidro-félsavhoz (THF) kotve ,,aktiv C1 egységként” sokféle biokémiai reakcidban vehet
részt.
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23. dbra A metanol hasznositdsdnak biokémiai vitvonalai

Az energiatermel6 folyamat, a katabolizmus viszonylag egyszeri. A formaldehid han-
gyasavva oxiddlédik, majd ez szén-dioxiddéd és vizz¢ alakul. Az anabolikus hasznosuldsnak
viszont otféle valtozata is van, ezt, mutatja be (leegyszerisitve) a 23. dbra.

A szerin ut kulcsenzime a szerin-transz-hidroximetilaz. A glicin szubsztrathoz kapcsolja
az aktivalt formaldehidet és ezdltal szerin keletkezik. Ez eddig egy aminosav termeld reakcid,
amit ténylegesen ki lehet haszndlni szerin gyértisra. De a sejtek novekedése szempontjabol
érdekesebbek a mogotte 1évo korfolyamatok, amelynek sordn a metanol szénatomjai beépiilnek
a sejt anyagaiba. A folyamatok nem egész szamu sztochiometridval jellemezhetdk, a metaboli-
kus fluxusok elemzése kimutatta, hogy C2, C3, C4 és C5-6s molekuldk is atlépnek a sejt anyag-
cseréjébe. A képet bonyolitja, hogy a metanolbdl szirmaz6 szén mellett tobb szén-dioxid fixa-
lasi 1épés is miikodik, ami javitja a hozamot. Ezzel egyiitt a metanolra vonatkoztatott hozam
csak 0,3 g/g koriil van.

A metanolt szerin dton hasznosité mikrobdk azonositdsat megkonnyiti, hogy a szilard
taptalaj feliiletén kinovo telepek dltaldban rézsaszin pigmentet termelnek.

A ribuléz-monofoszfat at (Quayle-ciklus) kulcsenzime a hexuléz-foszfat-szintetaz,
amely az 6t-szénatomos ribuléz-foszfathoz kapcsolja az aktiv formaldehidet és igy hexuldz-
foszfatot hoz 1étre. Ez aztan frukt6z-6-foszfatta alakul. Itt egy eldgazds kovetkezik a reakcid-
utakban, az F6P molekuldk harom uton haladnak tovdbb. Egyik elhasad két hirom-szénatomos
egységre, amelyek koziil a foszfo-glicerat belép az anyagcserébe, ez a reakcidsor nyeresége a
sejt szamara.
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25. dbra A metanol hasznosuldsdnak metabolikus fluxusai a szerin titon
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24. dbra A ribuloz-monofoszfdt korfolyamat lépései
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A masik, a gliceraldehid-foszfat a mésik két fruktézzal egyiitt a pentdz-foszfat ciklus re-
akcioin keresztiil visszaépiti a kiinduldsi harom ribul6z-5-foszfétot, igy djraindulhat a ciklus. A
korfolyamatban tehat harom metanol felhaszndlasdval egy foszfo-glicerat keletkezett. Ebben az
anyagcsere-folyamatban nincs szén-dioxid fixédlds, mégis jobb a hatdsfoka, a hozam 0,5 g/g
koriil alakul.

ICI Technolégia: Az Imperial Chemical Industries (ICI, brit vegyipari 6ridscég), amely
nagy mennyiségben gyart metanolt, ezt valasztotta szubsztratnak bakteridlis SCP eldallitasahoz.
Ennek érdekében elinditottak egy 6ridsi R+D projektet.

Ennek egyik teriilete a torzs szelekcidja és fejlesztése volt. Részletesen vizsgaltdk a me-
tanolhasznositok biokémidjat, tulajdonsagait és rendszertanat. Végiil a Methylophilus methylo-
trophus torzs mellett dontottek. Ez a torzs a hexuldz-foszfat dton hasznositja a metanolt, a ho-
zam is kiemelkedd, 0,53 g/g. Gyorsan szaporodik, fajlagos novekedési sebessége eléri a 0,5 h!
-t is. Szamos kedvez0 tulajdonsdga mellett azonban volt egy hatranya is. A glutaminsav bio-
szintézise minden él6lényben azonos médon megy végbe: a-keto-glutdrsavban a keto-csoport
transzamindldssal amino-csoportra cserélddik. Az amino-donor molekula viszont tobbféle le-
het, egyes €l61ények meg tudjdk oldani ammoénium ionnal, mig mdsok aminosavakat igényelnek
a reakciéhoz. A kivalasztott torzsnél is ez volt a probléma, a glutaminsav szintéziséhez gluta-
mint igényelt. Ez megnehezitette, illetve dragdva tette a fehérjeszintézist. Emiatt a torzset ge-
netikailag atalakitottdk, a sajat glutaminsav szintézise helyett az E. coli enzimét vitték be, amely
szervetlen (NH4") ionnal alakitja ki a terméket.

A masik kiemelkedd miiszaki teljesitmény a fermentor megtervezése €s felépitése volt.

Egy 6ridsi méretli air-lift reaktort terveztek, keverd nélkiil, amelyben a felszall6 levegd
hurokaramlést idéz eld. Az air-lift csOben buborékok Osszedlldsat, koaleszcencidjat specidlis
kivitelezésti perfordlt talcakkal akaddlyoztak. A keletkezd hot a kiilsd, leszdllo dramldshoz épi-
tett hdcserélokkel vezették el. Ez volt a vildg legnagyobb aerob fermentora, a térfogata 3000
m?, ebben kb. 2000 m? volt a fermentlé mennyisége. A magassdga 60 méter, az dtméréje 7-11
m. A fejrész nagyobb dtmérdje az dramldsi sebességet lelassitja, és csokkenti a kialakulé hab-
réteget. A reaktor aljan a nagy hidrosztatikai nyomés miatt igen j6 az oxigén oldhatéséga,
ugyanakkor a levegd beflivatdsdhoz a kompresszornak le kell gy6znie ezt az ellendllast. A
levegdztetd rendszeren keresztil ammoénia gazt is adagoltak a rendszerbe. Ez azonnal
beoldddott a fermentlébe, és helyredllitotta a pH értéket (~7 értékre) €s nitrogénforrasként is
hasznosult. Kiilon megoldést igényelt a metanol beadagoldsa. Mivel a tenyészet igen gyorsan
elhaszndlja a szubsztratot, nincs id0 az elkeveredésre. Emiatt nagyon sok szinten, nagyon sok
ponton, Osszesen 8000 helyen vitték be a metanolt. Utélag kideriilt, hogy még ez sem volt
elegendd, nem tudtdk tartani a sziikséges metanol koncentraciot, és ettdl leromlott a hozam kb.
0,3 g/g-ra. Mivel a szén- €s nitrogénforrast kiilon vitték be, a tdpoldat csak dsvanyi sokat tartal-

mazott. A fermentaciét 37 °C-on, pH=7-en vezették.

A berendezést folyamatos iizemben miikodtették, a higitdsi sebességet 0,2 h™l-re dllitottdk
be. A kilépo 1€ egy részét a biomassza eltavolitdsa utdn a betaplalashoz keverve visszavitték a
rendszerbe. Igy a maradék metanolt és a sdkat is hasznositani lehet. Az dllandésult (=kilépé)
sejtkoncentracié 30 g/l. A rendszer produktivitisa 4 g/l.h, ami Osszehasonlitisban jonak
mondhaté. Az tizem tehat évente 50-60.000 tonna SCP eldallitasara képes.

A 1€ feldolgozésa sordn a sejteket savas kozegben 70°C-on kezelik, ezalatt az RNaz en-
zimek hatdsdara az RNS koncentracio lecsokken. Steril koriilmények kozott centrifugalassal el-
véalasztjdk a sejteket, a feliiliszo vizes oldatot visszatdplédljak. A sejteket megszaritjak.

A technoldgiat 1979-80-ban helyezték izembe, és egy 100 napos prébaiizemet végeztek
el fert6z0dés nélkiil. Ebben szerepe volt a megfeleld sterilezésen kiviil a metanol szubsztratnak
(més mikrobdkra mérgezd, de legaldbb is nem tudjak hasznositani), és a nagy higitasi sebesség-
nek — minden lassabban szaporodé mikroba kimosddik a rendszerbdl.
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A terméket az ICI Pruteen néven allati
takarmar}ykent hozta forga@omba.” chuend ghz

Sajnalatos médon mire az lizem meg-
valosult és mikodni kezdett, az arviszonyok
megviéltoztak. A termelt fehérje ara 600 [
USD/t koriil alakult, a sz6jafehérje viszont
1980 utan mar csak a feleannyiba Kkeriilt.
Ezek a gazdasdgi gondok ahhoz vezettek,
hogy az ICI koz0s véllalkozast hozott 1étre az
RHM-mel, hogy a fermentorban az allati ta-
karmany Pruteen helyett az élelmiszerként
eladhaté Mycoproteint (Quorn, Fusarium
SCP, 1d. korabban) allitsanak el6. Ez a mi-
szaki csucsteljesitmény, amit a Queens’s
Award-dal is elismertek, csak rovid ideig
mukodott, a fermentort 1988-ban lebontot- :
tak. -

-------

L]

158 A 4-20vh
metanol

26. dbra Az ICI fermentor felépitése
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28. dbra Az ICI fermentor bontdsa

A projekt harmadik teriilete az engedélyezés és az ehhez kapcsolddo bioldgiai vizsgalatok
elvégzése volt. A Toprina-hoz hasonléan ennek az anyaghoz is meg kellett taldlni az engedé-
lyezési protokollt, sok toxikoldgiai, emészthetdségi, allergoldgiai vizsgélatot kellett elvégezni.

2.1.5. Az egysejt-fehérje elééllitas gazdasagi helyzete

Arucikként az SCP-nek versenyképesnek kell lennie az egyéb kereskedelemben 1évé 4l-
lati és novényi proteinekkel szemben az ar és tapérték szempontjdbol, valamint igazodnia kell
az emberi €s dllati élelmiszerbiztonsdgi feltételekhez. A termelékenység, a hozam és az értéke-
sitési 4r azok a f6 tényezOk, amelyek befolydsoljak a gyartds gazdasagi helyzetét. A mikrobidlis
inokulumok, amelyeket bizonyos folyamatok eldsegitésére haszndlnak, dltaldban nagyobb ér-
tékliek. Ebben az esetben az eldallitdsi folyamat célja optimalis hozam elérése olyan szaporo-
doképes sejtekbdl, amelyek meghatarozott bioldgiai aktivitdssal rendelkeznek és jok a tarolha-
tésdgi jellemzdik. A Saccharomyces cerevisiae elsdsorban ilyen mikrobidlis inokulumnak te-
kinthetd. Az inaktiv, szdritott sor-, vagy siitéélesztd szintén étkezési céllal hasznélatos, mint
vitamin- és nyomelem-forrds egyes specialis egészségiigyi dllapotokban. Szamottevd mennyi-
ségli éleszt-extraktumot allitanak el siitdélesztobdl, izesitdanyagként és vitaminforrdsként.

A cégek, mint a BP és ICI kezdeti érve az volt az SCP-gyartasba valé bekapcsolddas
mellett, hogy alacsony koltségekkel nagy értékii fehérje allithaté eld kdolajbdl az dllati takar-
manyok kiegészitésére. A szdndék az importalt fehérjepotlok (pl. széjaliszt) helyettesitése volt.
A szénhidrogén alapu egysejt-fehérje-gyartds bukdsaban az 1973-as dramai olajar-emelkedés
jatszotta a legfobb szerepet, ami megemelte a betdplalt nyersanyag- €s energiakoltségeket, mig
a mezdgazdasagi termékek (pl. szdjabab) dra csak kisebb mértékben emelkedett. Figyelembe
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véve, hogy a nyersolaj dra 6-szorosdra emelkedett 1973-ban és hogy az SCP elddllitas teljes
koltségeinek 40-60%-at a szubsztrat beszerzése jelenti, érthetd a negativ hatés.

A mezogazdasigi termények, amelyek az éllati takarmédnyozas tekintetében az SCP {6
versenytarsai, képesek voltak piaci nyomdsra a stabil ar fenntartdsara. Az emberi fogyasztasra
szant protein kiegészitd termékek dra sokkal magasabb, mint a takarmény fehérjéé, igy nem
okoz problémat, hogy a gyartasi eljarashoz konvenciondlisabb és koltségesebb szubsztratokat
(pl. gliik6z) kell haszndlni. Ezek a termékek j6 hushelyettesitoként szolgalnak, amit a vegetari-
anusok is fogyaszthatnak. A Quorn és a Spirulina markanevii termékek régéta, stabilan jelen
vannak a piacon.

A magas tokeigény és a steril koriilmények biztositdsa éppen a fejlodod orszagok szamara,
ahol gyakori az élelmiszerhidny, teszi problémassa az egysejt-fehérje gyartds bevezetését. De
az allati takarméanyozas céljara, mezdgazdasagi hulladékokon termelt SCP bizonyosan meg fog-
ja taldlni a jovoben a helyét ezen orszdgok gazdasagdban.

2.1.6. Termékmindség és -biztonsag

Az egysejt-fehérje a fehérje fokomponensen kiviil zsirt, nukleinsavakat, szénhidratot, vi-
zet €s dsvanyi anyagokat is tartalmaz (pl. foszfor és kalium). Az Osszetétel az adott mikroorga-
nizmustol, valamint a taptalaj Osszetételétdl fiigg. A nem-konvenciondlis élelmiszerekbdl fel-
vett RNS mennyisége nem haladhatja meg a napi 5 g-ot, ugyanis az RNS-bomlédsbdl szarmaz6
purin vegyiiletek megemelik a plazma higysav-koncentracigjat, ami kdszvényt és vesekovet
idézhet elo.

Ha az SCP-t sikeresen piacra kivanjuk juttatni, akkor a kdvetkezd kritériumoknak kell
megfelelni:

1. Fogyasztas szempontjabdl teljesen veszélytelen legyen.
Az aminosav-0sszetétel szempontjabdl a tapértéke legyen nagy.
A kozvélemény éltal legyen elfogadott.
Funkciondlisan hasonlitson a legfontosabb kozonséges élelmiszerekre.
A gazdasagi megvaldsithatosag rendkiviil komplex, még bizonyitasra vér.

AW
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3. AMINOSAVAK, ANYAGCSERE MERNOKSEG
3.1.1.  Anyagcsere mérnokség

Az ipari termelésnél olyan torzsek kialakitdsa a cél, ahol a kivant metabolitot nagy
mennyiségben tudja eldéllitani a sejt. Ehhez az anyagcsere-tutvonalakat fel kell deriteni, és a
kivéant irdnyba kell modositani. Ezt a célt a torzsfejlesztés utdbbi szaz évén beliil a kiilonbozo
évtizedekben egyre modernebb technikdkkal érték el. Az elsd fazisban a klasszikus indukalt
mutacids + szelekcids technikat alkalmaztak, akar célzottan, akar black box szemlélettel. A
masodik fazisban a modern technolégidk, mint a raciondlis anyagcsere- €s géntechnoldgia je-
lentds eldrelépést jelentettek a kordbbi véletlenszerti mutacidos médszerekhez képest. A kozel-
miultban a metabolomika, a flux balance elemzések (FBA) és metabolit fluxus elemzés (MFA)
Uj lehetdségeket nyitott meg a termeldképesség novelésében. A kozeljovoben olyan djszeri
megkozelitésekre szamithatunk, amelyek a rendszerbioldgia és a szintetikus bioldgia eldnyeit
egyiittesen akndzzak ki (systems metabolic engineering, SME).

Systems
metabolic
engineering

Targeted
metabalic
engineering

Traditional
mukagenssis

= |

W

Identification First Generation  Second Generation  Third Generation

29. dbra A torzsfejlesztési modszerek fejlodése

A primer metabolitokat termeld torzsek fejlesztése indult meg legeldszor, igy ezeknél

elsésorban a klasszikus anyagcsere mérnokséget (classic metabolic engineering) alkalmazzk.

Ennek eszkoze a klasszikus indukélt mutacios + szelekcids technika, amellyel sok megismételt

1épésben fejlesztik a megfeleld torzseket. (Klasszikusnak nevezziik, mert ~40 évvel megeldzte

a rekombindns génmanipuldciét.) Ha mar ismerjiik bioszintézis reakcidlépéseit, akkor:

1. El8szor is le kell zarni azokat az eldgaz6 anyagcsereutakat, amelyek elvonndk a kivant ter-
mék eldallitdsdhoz sziikséges koztitermék molekuldkat, le kell allitani a mellékreakcidkat.

2. Emellett meg kell sziintetni azokat a reakcidkat, amelyek termékiinket tovabb alakitanék,
hiszen ezek elbontjdk a mar létrehozott célterméket. Ezt a két célt hidny- (auxotr6f) mutan-
sok izoldlasdval lehet megvaldsitani. Ha a mellék-, vagy bomldstermék egy 1étfontossagu
metabolit, ami esszencidlis a mikrobanak, akkor ezt az anyagot a bioszintézis 1t lezarasa
esetén is biztositani kell. Erre két lehetdség van: - vagy a taptalajba kell adagolni a hidnyzé
vegyiiletet (ami megnoveli a koltségeket), vagy a hidnymutansok kozott igynevezett leaky
(szivargd) mutdnst kell keresni. Ennél a terméket tovdbbalakité 1épés a mutacio kovetkez-
tében nem 4ll le teljesen, csak lelassul (csokkent kdpiaszam, vagy kisebb véltdsszamu
enzimfehérje). igy a mikroba kis mennyiségben megtermeli magdnak a sziikséges anyagot,
de a hasznos termék felhalmozddédsit nem csokkenti.

3. Mais oldalrdl a tdltermelést megakadalyozo visszacsatoldsokat kell kiiktatni, amelyek a ter-
mék feldusuldsa esetén ledllitandk a bioszintézist. Még a legegyszeribb mikrobédban is
mukodnek ilyen enzimszintli szabalyoz6 mechanizmusok. A felhalmozddott metabolit hoz-
zakotédik a bioszintézis ut legelsd reakcidjat katalizal enzim egy specidlis kotOhelyéhez
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(nem a szubsztrdt kotOhelyhez, hiszen a tovabbi 4talakitdsok miatt mar a szerkezet nem
hasonlit a szubsztrathoz) és ezéltal megvéltoztatja az enzimfehérje konformaciéjat (har-
madlagos vagy negyedleges szerkezetét) amitdl az enzim aktivitdsa lecsokken.

A sériilt feed back represszidji mutdnsokat rendszerint antimetabolit rezisztencidjuk
alapjan azonosithatjuk. Az antimetabolitok a ,,val6di” metabolitok szerkezetanaldgjai, szarma-
z€kai, amelyek nem képesek betolteni az eredeti metabolit biokémiai funkcidjat, de képesek a
szabdalyozott enzim kétOhelyhez kapcsolddni és ledllitani annak mitkodését. Az antimetabolitok

az ép szabalyozasu sejtek sziméra mér- glik 6z
gezoek, hiszen dllandéan akadalyozzdk
a bioszintézist. Az antimetabolitos ke- K 6ztitermek-1
zelést csak azok a mutansok élik tul, szabalyozas
amelyeknél a szabalyozott enzim koto- t E*- * T
helye sériilt, és igy sem az eredeti, sem Koztitermék-2 :
az antimetabolit nem tud kotddni. | |
Ezeknél az antimetabolit rezisztens | I
mutansoknal a tultermelést fékezo sza- Koztitermék-3 :
balyozds nem miikodik, képesek a ki- X\ |
vant anyagot nagy mennyiségben fel- Melléktermeék Cétermék ————— B
halmozni. * *

30. dbra A klasszikus anyagcsere- Melléktermékek Bomlastermék

mérnokség beavatkozdsi pontjai

3.1.2.  Aminosavak gyartasa

Az aminosavak tipikusan olyan elsddleges anyagcsere termékek, amelyek termelésénél
anyagcseremérnoki beavatkozasokkal fejlesztették a termeld torzseket. Szemléltetésiil néhany
ipari aminosav termeld mutdns torzs genetikai jellemzdit mutatja a 3. tdbldzat:

Aminosav Torzs .Genetlk,,al Kihozatal C-forras
jellemzok (g/)
Arginin Brevibacterium flavum Gua, Ta' 35 Gliikéz
25 Ecetsav
Corynebacterium >100 Gliik6z
. glutamicum, .
Glutaminsav Beribacterium flavum, Vad torzs 98 Ecetsav
Arthobacter paraffineus 82 n-paraffin
Corynebacterium Hom’, Leu ,AEC" 39 Gliikéz
Lizin glutamicum,
Beribacterium flavum, AEC! 57 Szacharéz
Beribacterium flavum Homieaky, Thr 75 Ecetsav
. ; Corynebacterium Phe’, Tyr, 12
Triptofan glutamicum 6FTrp', SMTrp! 12 Gliikéz

3. tdbldzat Néhdny, mutdcioval létrehozott aminosay tiilltermeld torzs
( - = hidnymutans, r = rezisztens mutans, Ta = tiazol-amin, Hom = homoszerin, AEC =
amino-etil-cisztein, 6FTrp = 6-fluor-triptofan, SMTrp = 5-metil-triptofan)
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3.1.3. Az aminosavak felhasznélasa

Aminosavakat tobb célbdl termelnek.

IzfokozSként haszndljak a natrium glutamétot az élelmiszeriparban (Delikét, Vegeta).

Edesit6szert (aszpartim, Asp-Phe-OMe) gydrtanak az aszparaginsavbél és a fenilalanin-
bol.

Takarmany- €s élelmiszer-kiegészitoként alkalmazzak a lizint, a metionint, a treonint és
a triptofant. A takarmanyozdsndl alapvetd kérdés az Osszetétel kiegyensulyozottsdga, azaz a
bevitt anyagok ardnya minél jobban feleljen meg a taplélt szervezet igényeinek. Ez megegyezik
a Liebig altal a novényekre feldllitott minimum-torvénnyel: ,ha egyetlen tdpanyag-kompo-
nensbdl is hidny van, a novények novekedése korlatozott, még akkor is, ha az Gsszes tobbi
tdpanyag megfeleld mennyiségben jelen van. A ndvények novekedése akkor fokozddik, ha a
hidnyz6 tdpanyagot hozzdadjuk.”

Ez érvényes a fehérjetartalomra, és a fehérjén beliil az aminosavak ardnyara is. Az esszen-
cidlis aminosavakat a tapldlékkal kell bevinniink a megfeleld6 mennyiségben. Ha egy kompo-
nensbdl is kevesebb van a kivdnatosndl, az lefékezi a gyarapodast, és a tobbi tipanyag sem
hasznosul megfeleléen (analég a mikrobandvekedésnél targyalt szubsztratlimiticidval). Ezt
szemlélteti a jelképes dbra, amelyen lathatd, hogy a legkisebb elem hatdrozza meg a teljes ka-
pacitast. Ha bizonyos aminosavakbdl hidny van, a fehérje nem, vagy csak rosszul hasznosithatd.
Ha nem hasznosul a fehérje, akkor a megmaradt aminosavak kiliriilnek és kornyezetszennyezést
okoznak.

A mérsékelt égovon, igy Magyarorsza-
gon is az alapvetd takarmany bézis a kukori-
ca, mellette egyéb gabonafélék. Ezek fehér-
jetartalma kicsi, és rdaddsul a fehérjék sem
tartalmazzdk megfelel6 mennyiségben az
esszencidlis aminosavakat. A szénhidrét tar-
talom mellé tehdt teljes értékii fehérjét kell
adni. Szdmitdsba johet novényi oldalrdl a
sz0ja, illetve a 16bab, de ezek termesztése
ezen a kliman nem gazdasédgos. Egyediili ha-
zai fehérjeforras a napraforgddara, viszont ez
is korlatozott mennyiségben termelddik és li-
zin-hidnyos. Allati eredet(; fehérjeforrasok a
halliszt, a husliszt és tejfehérje, de ezek na-
gyon dragék.

Ez indokolja, hogy biotechnoldgiai
uton elddllitott esszencidlis aminosavakat
adagolnak a tdpldlékokhoz és a takarméd- JUSTUS VON LIEBIG 1803 - 1873
nyokhoz. A kukorica komplettdldsdban a ha-
rom legfontosabb aminosav: metionin, lizin, 3] dbra Liebig minimum elvének szemléltetése
triptofan.
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32. dbra Kukorica fehérje hasznosuldsdnak fokozdsa lizin hozzdaddsdval.
Antioxiddnsként a cisztein €s a triptofan valt be (féleg gyiimolcslé, illetve tejpor gyarta-
sanal).
Aminosavakat még sokféleképpen fel lehet haszndlni. Példdul a kenyér készitésénél is
adhatnak lizint a tésztdhoz, barndbb lesz a héja és n6 a tapértéke. Orvosi gyakorlatban inftizids
oldatok készitésére haszndlnak aminosavakat, illetve gydgyszerek el6allitasdhoz is.

3.1.4. Torténet és piac

Az aminosav gyartds torténete 1909-ben kezdddott, amikor Japanban nétrium-glutamatot
kezdtek gyartani (ételizesitd, izfokozo) sikér, illetve szdjafehérje hidrolizisével. 1957-ben Ki-
noshita, a Kyowa-Hakko cég kutat6ja a Corynebacterium glutamicum mutans torzseivel kezdett
glutaminsavat és nukleotidokat el6éllitani, ezzel Japanban megjelent a fermentdcios ipar Uj 4ga,
az aminosavak és a nukleotidok eldéllitdsa. A Corynebacterium és Brevibacterium torzsekbol
izoléalt mutdnsokat hasznaltdk mert ezeknél két anaplerotikus tt is miikddik, mig az E. colindl
€s a B. subtilisnél csak egy.

1981-ben mér évi 365.000 t aminosavat éllitottak eld, 1998-ra pedig az aminosavak
éves forgalma elérte a 1.7 Mrd $-t:

Aminosav Eves termelés
Glutaminsav 320.000 t/év
D,L-metionin 70.000 t/év
Lizin 40.000 t/év
Aszparaginsav 1.000 t/év
Arginin 300 t/év
Cisztein, triptofan 200 t/év

4. tdabldzat Az aminosav termelés megoszldsa (1998)
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Ehhez képest a 2006-o0s adatok:

Mennyiség t/év_ | Aminosav Alkalmazott eljards Felhaszndlds
1.000.000 | L-Glutaminsav | Fermentécid Izfokozé
350.000 | L-Lizin Fermentacio Takarménykiegészitd
350.000 | D,L-Metionin Kémiai szintézis Takarménykiegészitd
75.000 | L-Threonin Fermentacio Takarménykiegészitd
10.000 | L-Asparaginsav | Enzimes konverzio Aszpartdm
10.000 | L-Fenilalanin Fermentacio Aszpartdm
Glicin Kémiai szintézis Téplalékkiegészito,
10.000 e e
édesitOszer
3.000 L-Cisztein Cisztin-redukci6 Téplalékkiegészito,
gyogydaszat
1.000 | L-Arginin Fermentdcid, extrakcid Gyobgyszergydrtas
500 | L-Leucin Fermentdcid, extrakcid Gyobgyszergydrtas
500 L-Valin Fermentacio, extrakcio Peszticidek,
gyogyszergyartds
300 | L-Triptofan Nyugvosejtes konverzié | Gyogyszergyartas
300 | L-Izoleucin Fermentacio Gyobgyszergydrtas

5. tdbldzat Az aminosav termelés dttekintése (2006)

Jelenleg a vildgon 17 nagy cég folytat fermentdcids aminosavgyartast, ebbdl 13 Japan
tulajdond. Az Ajinomoto egymagaban uralja az aminosav piacot mintegy 60 %-os részesedé-
sével. 23 orszdgban 121 iizeme mikodik, alkalmazottainak szdma kb. 30 000. A vildgpiacon
szamottevo versenytars a német bazisi Evonik multi (2007 eldtt: Degussa), amely sokféle vegyi
anyag mellett aminosavakat is gyart (150.000 t/év metionint, 280.000 t/év lizint, 30.000 t/év
treonint). Az USA-ban a Stauffer Chem. allit el6 glutaminsavat, az ADM lizint (60.000 t/év),
Franciaorszagban az Orsan S.A glutaminsavat és aszparaginsavat, a Rhone Poulenc szintén asz-
paraginsavat. Magyarorszdgon az Agroferm Rt (Kaba, elsé tulajdonos: Kyowa-Hakko, Japéan)
5-6.000 t/év kapacitdssal allitott el lizint, de a piac valtozadsai miatt 2004-ben eladtdk a Degus-

sa-nak és treonin gyartasara alltak at.

100
e lle
3 Ala Ser
g Trp
< Tyr Phe

10 \

Thr| Gly -
Met _Lys
w
1
10 100 1000 10000 100 000

Vilagpiac, tonna/év

1 000 000

33. dbra Az aminosav termelés léptéke és az drak Osszefiiggése
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Az aminosavakra is érvényes a mennyiség-ar fliggvénynek az a formdja, amely log-log
abrazolasban egyenest ad.

3.1.5.  Aminosavak gyartasa

Aminosavakat tobbféle uton is el lehet allitani:

» Azegyik lehet6ség az izolélas fehérje-hidrolizatumokbdl. Miikddé technoldgia 1étezik cisz-
tein, leucin, aszparaginsav, tirozin és glutaminsav gyartisara.

» EIO lehet allitani kémiai szintézissel (Met, Gly, Ala, Trp), ezeknél az aminosavaknal a fer-
mentécids Ut nem elég hatékony. A szintézisek racém elegyet eredményeznek, amit aztan
reszolvdlni kell.

» EIG lehet dllitani aminosavakat biotechnoldgiai tdton is:

Direkt fermentacioval (de novo bioszintézis): a vad torzsekbdl az anyagcsere mérnokség
elvei szerint létrehozott €s izolélt auxotrdf és regulator-mutdnsokat hasznaljdk, féleg glutamin-
sav és lizin eldéllitasakor.

Prekurzoros eljarassal (Ser, Trp): ennél egy olyan vegyiiletet adnak a fermentéicidhoz,
amit a mikroba beépit a végtermékbe, ezéltal konnyebben, gyorsabban, nagyobb mennyiségben
tudja elddllitani az aminosavat.

Biotranszformécidval (enzimes, sejtes): csak egyetlen biokémiai reakcidé végrehajtasa,
amihez a sziikséges enzimet nem mindig izoldljdk, hanem sokszor nyugvoésejtes tenyészet for-
madjaban alkalmazzak (pl.: aszparaginsav).

Fermentacio Fermentacio Fermentacio
Sejtek elvalasztasa Sejtek elvalasztasa \
l Biomassza l Biomassza
Sav adagolas pH allitas

ki

Katicncseréld

Amméonia eluens—bl

Lizin frakcio
l Y A J
1. beparlas 1. beparlas 4+— 1. beparlas

.

Semlegesités

, ! '

2. beparlas 2. beparlas Porlasztva
l l szaritas
Kristalyositas Kristalyositas
Elvélasztés\ Elvélasztés\
Anvyalig l Anvyalig v

Szdritas Szaritas

l l Lizin-szulfat +
o . biomassza =
Lizin.HCI Treonin Biolys

34. dbra Aminosav feldolgozdsi miiveletsorok
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A fermenticiét nagy, 50-500 m>-es levegdztetett fermentorokban célszerti végrehajtani,
ami viszonylag olcsova teszi a gyartast. A rataplalasos technoldgidk alkalmazdsaval nagy kon-
centriciokat lehet elérni, igy a downsream miveletek koltségei csokkennek. Aminosav
termelésnél szabdlyozni kell a pH-t, amit a szokdsos alkdli ligok mellett ammoniagdz beveze-
tésével vagy karbamid adagolasédval is meg lehet oldani, rdaddsul ezek nem higitjdk az oldatot.
A fermentorokban a sterilitast fenn kell tartani, illetve a fagok elleni védekezésként érdemes
fagrezisztens mutdnsokat alkalmazni.

Az aminosavak feldolgozdsandl jellemzden ioncserét, izoelektromos ponton torténd ki-

csapast, szerves olddszeres extrakcidt szoktak alkalmazni. Az aminosavak - az egy triptofan
kivételével - viszonylag hdstabil molekulék, lehet (vdkuum)bepérlassal téményiteni az oldatot.
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3.2. Glutaminsav fermentacio

OH
O=—=C O
H H, ||
CH—C C C OH
NH,

Egy kis torténelem:
1866 — eldszor buza gluténbdl izolaltdk (Ritthousen)
1890 — kémiai szintézis (Wolff)

1908 — Ikeda elsOként izolélt egy sajatos izli kivonatot egy hinérszer(i tengeri moszatbol (La-
minariaceae). Ezt az izt ,,umami”-nak nevezik, és nem sorolhat6 be a négy alapizhez
(,,0todik 1z”).

1909 — Ikeda és Suzuki szabadalmuk alapjan gyartani kezdték a mononatrium-glutamét mo-
nohidratot, mint izesitot.

1910 — az Ajinomoto cég megkezdte a gyartast glutén és szdjadara a hidrolizatumabol.

1957 — Kinoshita a Kyowa-Hakko cég kutatéja a Corynebacterium glutamicum mutans tor-
zseivel megvaldsitotta a de novo fermentacios gyartast.

2007 — a vil4dgtermelés elérte az 1.000.000 tonnét

A glutaminsav fermentacidjat el6szor 1957-ben a Corynebacterium glutamicum (régi ne-
ve Micrococcus glutamicus) torzzsel oldottdk meg. Mikrobioldgiai leirdsa szerint ez egy
Gram+, nem spords, nem csillds torzs.

3.2.1. Bioszintézis és szabalyozasa

A Corynebacterium glutamicum torzsnél, ha az a-keto-glutarat dehidrogendz (az dbran a
9. enzim) aktivitasat lecsokkentjiik, €s a szubsztritjat glutaminsav forméjiban elvonjuk, akkor
a citratkdr mint korfolyamat nem zérul, a folyamat végén nem kapjuk vissza az oxdlacetatot. A
folyamat mégis miikodik, mert a sziikséges intermediereket a két anaplerotikus reakcio (1 és 2)
szolgdltatja. A piruvatok hasznosuldsat megfigyelve lathatd, hogy egyrészrdl dekarboxilezéssel
acetil-CoA ¢és szén-dioxid keletkezik, masrészt viszont CO» fixdlassal oxalacetét jon 1étre. Az
eredd folyamatot tekintve tehat két piruvatbol keletkezik egy citromsav molekula. Ez tartal-
mazza a kiindulési gliikkéz mind a hat szénatomjat. Ebbdl egy szén-dioxid formdjaban elvész az
izocitrat dekarboxilezésénél, igy ot sz€natom keriil a glutaminsavba.
Ha a membran permeabilitdsa n0, a glutaminsav kidramlik a sejtbdl. Ez szdmunkra kedvez6
jelenség, mert egyrészt a belsd koncentracié a feed back hatar alatt marad, nem fékezddik le a
bioszintézis, mésrészt az extracelluldris terméket konnyebb kinyerni a fermentlébdl.
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A szabdlyozott enzimek: 1. fosz-
Glucose . , o .
fo-enol-piruvét karboxildz; 2 pi-
W l ruvat kindz; 3. piruvat karboxi-
[ U G 14z; 4. piruvét dehidrogenaz; 5.
@ citrat szintetdz; 6. akonitdz; 7.
Pyruvate izocitrat-dehidrogendz; 8. gluta-
mat-dehidrogendz; 9. a-keto-glu-
Acetyl-(é)oA tarat dehidrogendz; 10. izocitrat-
L-Aspartic acid 6§ lidz; 11. malat-szintetaz.
Citrate
® ©
Oxalactate cis-aconitate
()] (10
Glyoxylate
Malate — < '
Isocitrate
Fumaraté a-Ketoglutarate
N © d|
Succinate,___—~
Feedback inhibition
— Repression

35. dbra A glutaminsav bioszintézisének reakcioi és szabdlyozdsa

A membran permeabilitdsa viszont az alkot6 foszfolipidek zsirsavosszetételétdl fiigg. A
savprofilra a kdovetkez6 tényezOk vannak hatassal:

1. Biotin koncentrici6: a biotin az acetil karboxildz enzim kofaktora. Ez a reakci6 a zsirsav
bioszintézis elsd 1épése, minden egyes C2 egység beépitésének elsd dllomdsa. A biotin hi-
dnya tehat megzavarja a lipidek bioszintézisét, a membran ateresztové valik. Ugyanakkor a
sejtek novekedéséhez valamennyi biotinra sziikség van. A két ellentétes hatds ereddjeként
bedllithaté egy optimdlis biotin koncentricidé, amely mellett a glutaminsav szintézis
maximalis. Ez az érték éltalaban 2-5 pg/l, de mindenképpen 10 pg/l alatt van. 30 pg/l f6lott
a tenyészet a glutaminsav mellett/helyett mar jelentés mennyiségii tejsavat termel.

2. Olajsav (telitetlen zsirsav) adagoldsa fokozza a permeabilitést.

3. Nem-ionos detergensek, igy szorbitdn zsirsav észterek (Tween 60, Tween 40) hozzdadadsa
i1s megvaltoztatja a membran szerkezetét, noveli a permeabilitast.

4. Penicillin alkalmazdsa valéjdban nem a sejtmembrant, hanem a sejtfalat gyengiti meg, de
ez is a Glu kidraml4saval jar.

A szénforrasok koziil a melaszban sok a biotin, igy e tadptalajkomponens hasznélatakor ez
problémat jelent. Ilyen tdpoldatokndl a biotin hatdsat a fent emlitett anyagok adagoldsdval
szokték ellensulyozni.

3.2.2. Fermentacio

A glutaminsav fermentdciondl 100-200 g/1 C-forrds bevitelt szoktak alkalmazni, ami lehet
szacharéz (melasz), gliik6z, esetleg ecetsav, etanol és n-paraffinok. Ilyen tomény (>10%) cukor
oldattal nem lehet inditani a fermentéci6t (ozmdzis, savtermelés), ezért egy részEét a 36. 6ra utdn
rataplalassal (fed batch) viszik be. Kis 1éptékben (laboratériumi €s oltétenyészetek) nitrogén-
forrasként szerves anyagokat (kukoricalekvart, kazein hidrolizatumot) is adnak a taptalajba, a
nagy léptékii, termeld fermentacidkndl az olcsobb ammodnium sékat. A késdbbiekben a nitrogén
bevitel megoldhatd tigy, hogy a pH szabalyozdsra ammonia gazt illetve karbamidot haszndlnak.
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Tulsdgosan sok ammonia jelenlétében viszont a glutaminsav egy része glutaminnd alakul at,
ami rontja a kihozatalt.

A fermentéci6 optimdlis pH-ja 7-8 kozott van (mint 4ltalaban a baktérium fermentaciok),
a homérsékletprofil kétlépcsos: az elsé 14 6raban 30-32 fok, ezutdn felemelik 38 °C-ra. Ez
megvaltoztatja az anyagcserét, lecsokkenti az a-ketoglutarsav dehidrogendz aktivitasat és no-
veli a sejtmembran permeabilitasat glutaminsavra nézve. A fermentacids 1d6 72 d6ra, maga a
sejtszaporodds ~30 oOra alatt lezajlana, de a rataplalasokkal elnydjtjak a folyamatot, ezzel lehet
nagy termékkoncentréaciot (~10%) elérni. Intenziv levegdztetés sziikséges, mert ennek hidnya-
ban melléktermékként tejsav jelenik meg. A termeld torzs Fe?*, K*, Mn?* ionokat igényel ko-
faktorként. A fermentacio végén a cukorra szamitott konverzid 50-60% kozott mozoghat.

| Fermentlé | £
3.2.3. Feldolgozas
Y
A fermentlé feldolgozasa két szakaszra | Sejtek elvalasztasa | |Na-GIu anyalug
bonthat6. Elobb a kristdlyos glutaminsavat v ' )
allitjék eld, majd ezt mono-ndtrium glutamdt- | | Beparlas | L kénsav || [Guaminsar
t4 alakitjdk. Mindkét folyamat kulcslépése a - gyartés
beparlds, majd kristdlyositds. Kénsavval be- | | PH éllitas ]
allitjak az izoelektromos pontot, a glutamin- v
sav disszocidcidja visszaszorul, ezéltal oldha- | Kristalyositas |
tésdga romlik, hatékonyabban kristalyositha- v
t6. A kivalt anyagot pl. szlirOcentrifugaval el- | Elvalasztas | __________________ ) . 2
valasztjak. v
A
| Elvalasztas |

e T

| Semlegesités |

y

| Szintelenités |

A kristdlyos glutaminsavat ndtrium v

hidroxiddal feloldjdk és kozombositik. Aktiv | | Sziirés |

szenes tisztitds utdn bekoncentraljak és ki-

kristalyositjak. A kristélyositds anyalugjat | Szm’j'rlet |

visszaviszik a glutaminsav feldolgozas folya-

mataba. — Na-Glu
| Beparlas | gyartas

| Kristalyositis |

Y
| Elvalasztas |—>| Na-Glu anyalug

A
| Szaritas |

A 4

36. dbra Na-glutamdt kinyerése | Na-Glu termek |__________________________"___

fermentlébol
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3.3. Lizin fermentacio (a,e-diamino-kapronsav)

O0—=C

Ho Hy Hy Hy
CH—C —C —C —C —NH,

NH,

Hazéankban a takarméanyozdasban hasznélatos gabonak, kiilondsen a kukorica lizinben sze-
gény (6. tdbldzat). A lizin hidnya korl4tozza a tobbi komponens hasznosulasét is, ezért célszerli
kiegészitésként hozzdadni (32. dbra). Lizin kiegészitéssel az egy-gyomriaknal (sertés, csirke)
15-20%-kal javul a takarmény-hasznositis. Egy tonna lizin elegendé 70 tonna takarmdany
komplettaldsdhoz is.

Tépanyag/takarmény Lys (%)
Kukorica 0.21
Zab 0.5
Arpa 0.4
Buza 0.6
Szb6ja 2.9
Eleszt$ 3.4
Tejpor 2.5
Husliszt 2.6

6. tdabldzat Takarmdnyok lizin tartalma

3.3.1.  Bioszintézis, anyagcsere-mérnokség

A lizin de novo fermenticidjanak kidolgozasdhoz is az anyagcsere-mérnokség moddszereit
hasznaltdk. ElsOként fel kellett deriteni €s megérteni a reakcidutakat és szabalyozasi kapcsola-

AK HSD
Asp —Op» Asp-P —» ASA —O—» Hom —O—» Hom-P—» Thr ——p lle

|
!
|
!
|
!
|
|
|
|
!
|
!
|

37. dbra Az aszparaginsav aminosav csaldd bioszintézise és szabdlyozdsi mechanizmusai a C.
glutamicumban

tokat. A sejtekben a lizin kétféle anyagcseretiton is képzddhet, mindkettd aszparaginsavbdl in-
dul:
» Diamino-pimelinsav tt
» Aszparagin-szemialdehid ut
A Corynebacterium és Brevibacterium torzsek ez ut6bbi utat haszndljak.
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Anyagcsere-mérnokileg a kovetkezd Asp
mutacios valtozasokat hoztak 1étre:
Aszparto- o _
T . -
. leak i i j kinaz - -
Hom'™ illetve Hom**¥, Met’, Thr" auxotrof .
torzseket izolaltak, amelyek \ AN
Asp-P \ ~

AEC" = (5-(2amino-etil)-L-cisztein))-rezisz-
tensek, azaz regulaciés mutansok.

A homoszerin €s treonin tdltermelés
visszacsatoldsit nem kell megsziintetni, mert
az auxotréfia miatt ezek nem jelennek meg

szamottevd mennyisségben. Homoszeriri- ys ~ ;
A 38. dbran egy lizin tiltermeld torzs |dehidrogendz /
mutacids atalakitdsai lathatok.
A reguldlt enzim az aszpartokindz, ez Homoszerin ,
két a és két B alegységet tartalmaz. Két kiilon “a e
promoter indukélja az o és a 3 mRNS szinté- \ _
zisét. A B-alegységhez kotddik a lizin és a ' Thr-—~—
treonin, ezzel csokkentik az enzim komplex Y
aktivitasat. Met

Asp-szemmialdehid

P
\\L

Negativ

4
\

| wisszacsatolasok

!
/
/
s

1996-ban a korszerli génmanipulacios
mddszerek felhaszndldsaval tokéletesitették a
torzset. A lizin exportdldsaért felelds enzim
génjét — LysE — multikdpids plazmid segitségével sok kopidban vitték be a sejtbe, ezéltal meg-
novelték a sejtbdl a fermentlébe irdnyuld transzport sebességét, fokoztdk a lizin termelést.

Lizint lehet még termelni Candida periculosa, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomy-
copsis lipolytica fajokkal, de ezek intracelluléris lizint termelnek.

38. dbra A lizin tilltermelés érdekében végrehajtott
anyagcsere modositdsok

3.3.2. Lizin fermentacio

A lizin fermentécié az azonos torzs miatt sok szempontbdl hasonlit a Glu fermentaciora.
A C-forras gliikz, melasz, alternativ megolddsokban ecetsav vagy paraffin lehet. A nitrogén-
forrasként ammonium sék, a pH szabalyozdshoz hasznalt ammonia johet szamitasba. A homo-
szerin, treonin és metionin szuboptimdlis koncentracidban jelen kell, hogy legyen (szdjadara,
kukoricalekvar adagolés), de ha leaky a mutéans, akkor nem kell adagolni, ezzel csokken az
onkoltség. A biotin koncentracionak itt is szerepe van, de forditott: legalabb 30 pg/l-es kon-
centraciéban kell jelen lennie.

A fermentéci6 optimdlis pH-ja 7, optimdlis hdmérséklete 28°C, a fermentécio ideje 60
6ra. 100-120 g/1 végso lizin koncentraciot lehet elérni, a produktivitds Y,=30-40%. A ferment-
1ébe adagolva az antibiotikumok serkentik a lizin termelését (titer ndveld anyagok: kléram-
fenikol, tetraciklin) tovabb4 feliiletaktiv anyagoknak (kvaterner ammonium sok) is hasonld
termelésfokozo hatdsuk van. A lizin fermentacional egy specidlis fertdzésvesz€ly all fenn, lizin-
dekarboxildzt termeld baktériumok jelenhetnek meg. Ezek kadaverinné (hullaamin) alakitjdk a
megtermelt lizint. Ilyen torzsek pl. az Escherichia coli, Clostridium welchii, Aerobacter
aerogenes. Tetraciklin adagoldsdval a befert6z0dés veszélye is csokkenthetd.

A kovetkezd dbran a lizin kinyerés és feldolgozds sémadja lathato.
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Savanyitds (H2SO4, pH=1.5, betain nem kotodik

Baktérium tomeg ¢ Szepardlds <+ loncsere (er6s kationcseréld, Amberlite 112-120 B)

}

pH allitds (NH4OH) Szennyviz Eluélés

}

Vékuumbepdrlds (40 % sz.a.) Lys frakci6 bepdrldsa (3 testes vakuumbeparlo)

|
' '

Semlegesités (HCI)

Protoferm (takarmény Biotragya
Osszetett gyomriaknak
[NH3 miatt]) Vakuumbeparlas
Kristalyositas
Fluidszaritas
Orlés

Lys +—— Csomagolés (Iégmentesen zdrni, higroszképos)

39. dbra A lizin feldolgozds lépéssora

A magas a nitrogén-tartalmu mellékterméket takarmédny adalékként, vagy biotragyaként
hasznositjak.

Magyarorszagon is mukodott egy lizin gyar Kaban, a Kyowa-Hakko cég 1991-ben tele-
pitett hazankba egy 6000-6200 t/év kapacitasu iizemet (Agroferm), ami manapsag kis iizemnek
szamit. A lizin termelésnél drhabord van, a vildgtermelés 3-400.000 t/év (ledllitott, iires kapa-
citdsok is vannak), ennek tilnyomé részét japan cégek, japan torzzsel €s technoldgidval, sok
orszagban termelik. Az éves forgalom koriilbeliil 200 M$/év. Magyarorszagon a szdja, illetve
a 16bab termesztése nem gazdasdgos, a halliszt és a husliszt draga, a napraforgédara viszont
lizinhidnyos, igy a lizinnek biztos piaca van. A gyar a hazai igényeket (3-4000 t) kielégitette,
€s még exportra is termelt. Az iizemben a fermentaciok reprodukalhatésiga nagy, ami a
technoldgiai fegyelemnek és az 4dlland6 nyersanyag-mindségnek volt koszonhetd. A fermento-
rok fed-batch idOprogram szerint miikddtek, egy folytonos sterilez6 mitkodott a higitott melasz
sterilezésére. Leaky torzset haszndltak, igy nem kellett kukoricalekvart vagy sz6jahidrolizatu-
mot adagolni. 4 db 240 m? térfogati fermentor volt az iizemben.

Az lizem gazdasagi helyzetét megingatta a sz6jafehérje alacsony dra. A gyarat 2004-ben
atvette a Degussa cég, és atallitotta treonin termelésre. Nagy kapacitds-bdvités utan (~30.000
t/év) Evonik Agroferm néven termelt. Az iizemet végiil sajnos gazdasagi okok miatt 2018 4p-
rilis 30-dn bezartdk ®.
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3.4. Treonin eloallitasa

A treonint genetikailag manipuldlt E. coli torzzsel éllitjak el6. A manipuldci6é a mikroba-
torzsek raciondlis atalakitdsanak iskolapélddja. A kiindul6 torzseket, az L-treonin szerkezet-
analdgjara, az a-amino-B-hidroxi-valeridnsavra (AHV) rezisztens mutdnsokat1969-ben izolalta
Shiio és Nakamori. Ezutan tobb, ipari termelésben is alkalmazhat6 mikrobatorzset fejlesztettek
ki olyan auxotréf €s antimetabolit rezisztens mutdnsok létrehozasdval, amelyek egyiittesen a
treonin bioszintézis irdnydaba terelték az anyagcserét.

A treonin tdltermeld E. coli mutansok ésszerti megtervezéséhez részletesen meg kellett
ismerni a bioszintézist. A treonin bioszintézis szabélyozdasa az E. coli-ban bonyolultabb, mint a
C. glutamicum-ban. A Corynebacteriumoktdl eltéréen az E. coli -ban az aszpartokindznak
harom izoenzime van (AK-I, AK-II és AK-III). Az elsd kettd tobb doménbdl all6 fehérje,
amelynek homoszerin dehidrogendz aktivitdsa is van, tehat ugyanaz a fehérje katalizdlja a fo-
lyamat elso €s harmadik 1épését. Az AK-I aktivitasat csokkenti a treonin feed back inhibicidja,
termel0dését pedig operon szinten fékezi a treonin és az izoleucin egyiittes hatdsa. Az AK-II
bioszintézisét a metionin represszdlja. Az AK-III-ra pedig a lizin hat, mind enzim inhibicidval,
mind represszidval.

[k

o e T -
V‘{’—’_“““““\i_/ ------------------------------------------------ 1 :
AK ASD HSD* HK TS ! !
AP Asp-P —O— ASA —8—» Hom —O— Hom-P—O—Thr —p e
AN N A ! !
/:N /:\ | | et et =
| | .
P i
b i i DAP
| ! N
o ] l
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40. dbra Az aszparaginsav aminosav csaldd bioszintézise és szabdlyozdsi mechanizmusai E. coli-ban

A folyamat masodik 1€pését az aszpartat-szemialdehid-dehidrogenaz (ASD) katalizalja.
Expressziojat mind a lizin, a treonin és a metionin gétolja, leger0sebb hatasu a lizin. A két
utolsé enzim, a homoszerin kindz (HK, thrB), és a treonin szintetdz (TS, thrC) egyiittesen ex-
presszalodik az AK-I-gyel (thrA), ezek harman alkotjdk a thrABC operont.

Ezeken a szabdlyozasi mechanizmusokon til mas hatasok is befolyésoljdk a treonin fel-
halmozddast. Ilyenek a treonint lebonté enzimek, mint a treonin dezamindz (ilvA), a treonin
dehidrogendz (tdh) és a treonin felvételt és kibocsétast szabédlyozé transzport mechanizmusok.

Az Osszetett szabdlyozé mechanizmusok ismeretében tobbféle megkozelitéssel is meg-
probaltdk ,kitdgitani” a treonin bioszintézis folyamatit. Kezdetben az anyagcsere-mérnokség
elveinek megfeleléen melléktermék auxotrdf és termékanaldg rezisztens mutansokat szelektal-
tak.

A mér emlitett AHV -rezisztens torzset, amelynél megsziint az AK-I feed back inhibicidja,
fejlesztette tovdbb minden prébalkozés. A tovdbbi munka sordn izoleucin auxotréf mutdnsokat
izoléltak. Megsziintették az anaplerotikus PEP-karboxildz enzim gatldsit az aszparaginsav 4ltal.
Kiiktattdk a treonin-dezamiddz és treonin-dehidrogendz enzimek miikodését. A klasszikus
mutacids-szelekcids technikan tdl génmanipuldcidval is fejlesztették a torzset. A treonin
operont (thrABC) multiképids plazmidba épitették €s bevitték a sejtekbe. Az igy kapott torzs
65 g/l treonint halmozott fel a fermentlében, 48%-os (g Thr/g cukor) hatékonysdggal.
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A treonin fermentacio sem tér el jelentdsen az el6z6 két aminosav technol6gidtdl. A ma-
nipuldlt E. coli torzzsel 124 g/l koncentraciét is el lehet elérni cukor szénforrdsokon. A konver-
zi6 cukorra szdmolva ~60%. A cukor beadagoldsdndl még a szokdsosndl is koriiltekintdbben
kell eljarni, a koncentraci6 a folyamat sordn nem emelkedhet 30 g/l folé. A cukrot tehat
folyamatosan vagy nagy gyakorisdggal kell adagolni. A steril cukoroldattal ugyanakkor jelentds
mennyiségll vizet visziink be a fermentorba, igy a 1€ térfogata nagymértékben novekszik. Olyan
technoldgia is létezik, ahol oltdsndl csak egyharmaddig toltik fel a késziiléket, a 1€ masik két-
harmada a beadagolasokkal keriil be. Ezzel a termelési ciklus lerovidiil, masfél nap (36 6ra)
alatt lezajlik. Ilyen rovid fermentacids id6 mellett jelentds idoveszteséget jelent két gyartds ko-
zott a fermentor tisztitdsa, besarzsirozdsa, sterilezése, oltdsa, emiatt gyakran torekednek
félfolytonos-ratiplédldsos (repeated fed batch) tizemeltetésre, amelynél ezek a 1épések kihagy-
hatok. Komolyabb kockazat nélkiil 4-6 ciklust lehet 6sszevonni, ez utdn mar sziikséges a leiiri-
tés, tisztitas €s sterilezés.

Az E. coli torzs érzékeny a koncentracié viszonyokra. A nagy ipari fermentorokban a
keverés nem tokéletes, koncentracio kiilonbségek alakulhatnak ki. A rosszabb oxigén ellatasu
zondkban a coli hajlamos anyagcseréjét megvaltoztatva kevert savas erjedésbe kezdeni, a cu-
korbdl ecetsavat €s tejsavat termel. Ezzel rontja a hozamot, hiszen a szénforras egy része mel-
léktermékké alakul. A jobb és rosszabb oxigén ellatasu terek k6zott mozogva a sejtek gyorsan
véltoztatjdk az anyagcseréjiiket, de ezek a valtasok rontjdk a termékképzést. Nagy fermento-
roknal (200-500 m?) nem csak az oxigén koncentriciéban alakulhatnak ki gradiensek, hanem a
pontszertien beadagolt anyagok (cukor, lig, ammodnium-szulfét) lassu elkeveredése miatt is. Az
atkeverési id6 (mixing time) 1-2 perc is lehet.

Nitrogénforrasként a torzs hasznositja a szervetlen nitrogént (ammonium-szulfat), de az
auxotr6fidk miatt valamennyi szerves nitrogén forras (pl. élesztd kivonat) is sziikséges. A fo-
lyamatot az E. coli igényeinek megfeleléen 37 C-on, pH= 7,0-7,5 kozott vezetik. A termelt
savakat kozombositeni kell, amire alkali ligot, vagy ammodniagazt haszndlnak. A géznak az az
eldnye, hogy nem visziink be vizet a rendszerbe, azaz nem higitjuk még jobban a fermentlevet.

Magyarorszagon treonin gyartassal az Agroferm (Kaba) cég foglalkozik. Az eredetileg 5-
6000 tonna/év lizin gyartasara épiilt tizemet (1991, Kyowa Hakko, Japan), 2004-ban 4tvette a
Degussa cég, és treonin gyartasra allitotta at. 2007-re a kapacitasat 20.000 t/évre novelték, majd
2013-ban 30.000 tonndra bdvitették. Felvasarldsok €s atszervezések kovetkeztében a cég
jelenleg Evonik Agroferm néven mikodott. Az tizemet végiil sajnos gazdasagi okok miatt 2018
aprilis 30-4n bezartdk ®.

3.5. Aszparaginsav eloallitasa biokonverzioval

Az aszparaginsav gydrtasdra is kialakitottdk a de novo fermentaciora alkalmas mutanso-
kat, de manapsdg inkabb egylépéses biokonverzidval dllitjdk eld. Az olcsén hozzaférhetd fu-
marsavbdl és ammoniabdl az aszpartat-ammonia-lidz hozza l1étre az aszparaginsavat. Az atala-
kitashoz nyugvosejtes tenyészetet, illetve tisztitott, immobilizalt enzimet egyarant hasznédlnak.

A Japan Tanabe cég 1973 kezdett el immobilizalt sejttel (poliakrilamid gélben) a vildgon
el0szor igy aszparaginsavat elddllitani. Tizszeres aktivitisnovekedést értek el azzal, hogy a
citoplazma membran permeabilitdsat megnovelték. Az enzim életideje Mg, Mn, és Ca ionok
jelenlétében tizszeresére nott (120 nap). 1000 I-es reaktort hasznalnak, évente 700 t aszparagin-
savat termelnek. A Japan Kyowa-Hakko 1974-ben kezdett el E. colibdl szarmaz6 immobilizélt
enzimmel aszparaginsavat termelni, mig a Mitsubishi 1986-ban kezdte el a termelést Bre-
vibacterium flavum sejtszuszpenzi6 tobbszori djrafelhasznaldsival.
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Az amerikai Biocatalytics cég E. coli-bdl kinyert, immobilizalt aszpartdz enzimet hasz-
ndl. A biokonverzi6 vizes fazisban, 37 °C-on (a coli szaporoddsi optimuma), 8,5-es pH-n jat-
szodik le.

0 o
L.“—DH
‘ HaN——CH—C——0H
f|3|H enzim + NH; " THE
TH Cc—0
T:D C|JH
OH

fumarsav AsZparaginsay

41. dbra Fumdrsavy dtalakitdsa aszparaginsavvd
MgCl; kofaktor adagoldsa noveli az enzim aktivitasét és stabilitdsat. Az agytérfogat 75 1, meg-
felel6 sebesség bedllitdsaval 99%-os konverzid érhetd el. Az enzim ezen a hdmérsékleten is
stabil, aktivitdsdnak felezési ideje ~6 honap.

A kilép6 aszparaginsav kinyerésére eldszor a pH-t kénsavval 2,8-re, az izoelektromos
pontra allitjak. Itt az oldhatésag minimalis, hiitésre a termék kicsapddik és sziiréssel elvéalaszt-
hato.

HO0C- S ~coom

+ NH,

H SO,
# NH,

»| precipitation I—__:> H
28 precip! OOC\)\COOH

42. dbra Az aszparaginsav gydrtds folyamatdbrdja.
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Az aszparaginsavat elsosorban aszpartam (édesitOszer, ~200-szor édesebb, mint a sza-
char6z) gyartdsidhoz haszndljak fel, masrészt €élelmiszer-adalékként és infizids oldatokban.
Ezenkiviil gydgyszergyartdsi intermedierként is hasznaljak.

3.6. L-Alanin gyartas

Az alanin egyszertii szerkezetli molekula, szintetikusan is eld4allithat6, de az racém keve-
réket ad, amit reszolvélni kell. A tiszta L-izomer eldallitasara kifejlesztettek de novo fermen-
tacids eljarast is, de egyszerlibb biotechnoldgiai Ut az enzimes konverzié L-aszparaginsavbol.
A Pseudomonas dacunhae torzs aszpartat--dekarboxildz enzimével egy 1€pésben kialakithat
az L-alanin (Japan, Evonik/Kina).

3.7. Szerin eloallitasa

A szerint ipari mértékekben glicinbdl, foként fakultativ
0 metilotréfokkal (pl. Pseudomonas torzzsel) allitjak elo. A fer-
mentaciondl glicint és metanolt adagolnak egyszerre (koszubszt-
HN——CH—C ——O0H ratok). Az anyagcserében a szerint tovdbbalakitdé enzim, a
| hidroxi-piruvét-reduktdz aktivitdsit csokkentik pH emeléssel
CH, (8.5-9.5), és homérséklet emeléssel (30°C-rol 40-42 °C-ra) il-
| letve Co?* vagy Ni** adagoldssal (specifikus inhibitorok). A fo-
OH lyamat igy biokonverziova egyszertisodik. Ezért gyakran hasz-
nalnak nyugvé/immobilizalt sejtes tenyészetet.

43. dbra A metanol hasznositds szerin titja

Methanol Bar a glicin fontos fehérjealkot6é aminosav, a
'* gyartashoz sziikséges koncentracidban toxikus a
HCHO sejtekre. Ezért glicin-tolerans mutdnsokat izoléltak
\ €s alkalmaznak.
CH,=H_ ,MPT CH,=H,F
\
E‘x L-Sérine A végso szerin koncentricié 20-24 g/l , ami
HCOOH ~50%-0s konverzionak felel meg. Az dbran a sze-
+ rin elddllitdsdhoz 4talakitott anyagcsere-ttvonal
CO, Glycine lathato (Iasd a metanol alapt egysejtfehérje terme-
1ésével foglalkozo fejezetet).

3.8. L-triptofan termelés

O

| OH

HN NH,

A triptofdn  biotechnoldgiai  elddllitasa

tobbféle tton is lehetséges:

1. De novo bioszintézis: szénhidratokbdl sok
1épéssel. A japanok erre is taldltak anyagcsere-mér-
noki megoldast a Corynebacterium és Brevibac-
terium torzsekkel. A hdrom aromds aminosav bio-
szintézise az allosztérikusan szabdlyozott eldgazd

49



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia AMINOSAVAK, ANYAGCSERE MERNOKSEG

anyagcsereutak iskolapéldaja. A cukorszarmazékokbdl induldé bioszintézis kozosen halad a
korizminsavig, itt kettévélik. Az anyagfluxus egy része antranilsavon keresztiil négy 1épésben
triptofdnnd alakul. A tovdbbi mennyiségbdl prefénsav lesz, ami egy tovédbbi eldgazds utidn
fenilalanint és tirozint ad.

Az anyagcsere-mérnokség elveinek megfelelden a klasszikus mutacids-szelekcids tech-
nikdval a kovetkezd tulajdonsdgd mutansokat izolaltdk:

» Phe, Tyr, (auxotréfok)
» 5-Me-Trp* (5-metil-triptofan
antimetabolitra rezisztensek)

glitkk6z

eritr6z 4-foszfat + foszfoenolpiruvat (PEP)

A mutinsokkal a fermenticié megva- |1 *l Ev-mmrr x __________
16sithato, de az el6zdekben emlitett techno- 3-dezoxi-D-arabino-heptulézonat-7-foszfat

| |

l i

16gidkhoz képest hétrany, hogy a triptofdn | i | |
P . L. |

sokkal rosszabbul oldddik, mint a poléris | | — b |

oldalldnci aminosavak. Az oldhatésdgi hatar | | orzminsay :

~12 g/l (ersen fiigg a pH-t6l és a ho- | | X\ _ !

mérséklettdl), azaz csak kb. tizedrésze a li- | | prefénsav antranilsav :

zinnél vagy a glutaminsavnal elérhetd kon- : * * l !
s 2 |

centraciénak. fenilalanin tirozin triptofén - - - - - - - - - l

44. dbra Triptofan tiltermelo torzs ~  —— ~----°"""c--c--roroorom oo
anyagcseréjének dtalakitdsa

2. Prekurzoros bioszintézis: indol, vagy indol+glicin adagoldsaval.

A triptofan bioszintézis utolsé 1épésében a triptofan szintetdz enzim az indol vazrdl leha-
sitja az addig felépitett oldallancot, és egy szerint kapcsol a helyére. A reakcié médsodik 1épését,
az indol + szerin = triptofan folyamatot szdmos mikroba enzime képes katalizalni.

Erre a folyamatra tobbféle technoldgiat is lehet épiteni. Az prekurzor mindegyikben
szintetikusan elddllitott indol. Adagolhatjuk:

» Szerin termeld metilotrofok tenyészetéhez, ezzel a szerin és a triptofan szintézist 6ssze
lehet kapcsolni: metanol, glicin és indol adagoldsaval.

> Elesztd torzsek (Candida, Hansenula) tenyészetéhez — j6 hatésfokkal triptofann4 ala-
kitjak. Az indol nagyobb koncentracidban karositja a sejteket, ezért folyamatosan, mé-
rések alapjan adagoljak, koncentracidjat a 0,5 — 1,0 g/l-es tartomanyban tartjak. Trip-
tofénra el lehet érni az oldhatdsagi hatart (~12 g/1)

‘ ‘ + ‘ E.coli CH,
CH, Trp szintetaz

Iz
o——
T

Indol L-szerin

45. dbra A triptofdn-szintetdz reakcio
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3. Enzimes biokonverzid: pl. az E. coli triptofdn-szintdz enzime a szerinbdl és indolbdl
triptofant hoz 1étre. Az Amino GmbH (D) 1988-ban kezdte a triptofdn termelést az dbran lathaté
reakciéséma szerint, nyugvosejtes E. coli szuszpenziot haszndlva.

A biokonverzi6 vizes fazisban jatszddik le, 8-9 kozotti pH-n, 40 °C hémérsékleten. A Trp
koncentracid eléri a telitési hatart (~12 g/l), s6t a képzddott termék kivélik az oldatbol. A
reakcidhoz piridoxél-foszfat kofaktor sziikséges. A pH-t NH4OH-dal szabélyozzak, az indolt
on-line analizis alapjan adagoljék.

Hat ora elteltével a levet feldolgozzdk, a triptofan csapadékot és a sejteket leszlirik. A
szlirn maradt anyagbdl a terméket meleg vizben feloldjak, elvélasztjak, majd aktiv szénnel
deritik. A konverzi6 indolra szdmolva ~96%. Kihozatal: 75 g Trp/l/nap, az éves kapacitds: 30
t/év. (Kevésnek tlinik, de a Trp vildgpiaca csak néhany szaz tonna/év)

I & E]) Yo

XN

: @ /\‘/\(,‘( NH2
,\l/ﬁ\ —> (PN LY

HO oH N———~ N

46. dbra A triptofdn elddllitdsa enzimes konverzioval

A triptofan felhasznélésa:
- esszencidlis aminosavként tdpszerekben €s inftizids oldatokban adjdk;

- aktiv gyogyszerkomponens, mert intermedierje a szerotonin anyagcserének, igy altato,
nyugtatd, sot antidepresszins hatdsa van;

- gyolgyszeripari alapanyag

3.9. L-fenilalanin termelés

Az L-fenilalanint tobb kiilonboz6 uton is elo lehet allitani:
» de novo fermentacidval és
> biokonverzigval.

1. A de novo fermentacids technoldgianal
OH a Corynebacterium glutamicum vagy E. coli mutédnsait
hasznéljdk. A triptofdnndl leirtak szerint az aromas amino-
0o—=¢C savak bioszintézise Osszekapcsolddik,ugyanazt az dbrat

hasznalhatuk itt is, csak mds ponton kell lezdrni
reakcidutakat: auxotrof (Tyr, Trp’) és feed back regulacios
(p-F-fenilalanin rezisztens) mutansok.
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Ipari 1éptékben (3x150 m*-es fermen- slikéz
tor) 2,5 napos fermentaciés ido alatt 20 g/l-es
koncentraciot lehet elérni. (A fenilalanin is eritréz 4-foszfat + foszfoenolpiruvat (PEP)
rosszul oldédik.) Az iizem kapacitdsa évi | _______ % _____ *L PP
~1000 tonna, a vildgpiac ~10%-a. i :
\ 3-dezoxi-D-arabino-heptul6zonat-7-foszfat |
|
| | I
1 v |
| korizminsav |
3 — X |
| prefénsav antranilsav !
|
% l =
47. dbra Fenilalanin tilltermeld torzs fenilalanin tirozin triptofan —--------- :
I

anyagcseréjének dtalakitdsa i

2/1. Biokonverzi6 fenilpirosz6ldsavbol

Az aminosavak bioszintézisének egyik alapreakcidja a transzamindlds, ahol az a-ketosav
oxigénje amino csoportra cserélddik ki. A reakcidnak szdmos véltozata ismert, ezek az at-
alakitott aminosav szubsztraton kiviil amino donorban kiilonbéznek. Az egyszerlibb és gazda-
sdgosabb esetben ammoénium ion is megfelel a reakcidhoz, de sokszor szerves nitrogén donor
sziikséges. A fenil-piroszOldsavat atalakité enzim sajnos aminosavat igényel amino donorként
(Glu, Asp).

Igy tulajdonképpen egyik aminosavbdl hozzuk létre a mésikat — nehéz gazdasdgossa
tenni. A reakcidt nyugvosejtes tenyészettel (E. coli, Pseudomonas fluorescens) hajtjak végre.

0 NH:
gz A aminotranszferaz . Ez _in
G C=—=0
OH OH
ferulpiroszlisav

48. dbra Fenilalanin elédllitdsa fenilpiroszolosavbol

2/2. Biokonverzi6 transz-fahéjsavbol

A szerves kémidbdl jol ismert addicids reakcié enzimes katalizissel sztereoszelektiven
hajthaté végre. A sziikséges fenilalanin ammonia-lidzt Rhodotorula és Rhodococcus torzsek
termelik megfeleld aktivitassal. Mas torzseknél is 1étezik az enzim, de labilis, és erds a fahéjsav
szubsztratinhibicidja.

A haszndlt enzimek is bomlékonyak, ezért a reakciét szigordan anaerob koriilmények ko-
z0ott, nitrogén atmoszférdban, az oxigén teljes kizarasaval hajtjdk végre. Az élesztdt aerob ko-
rilmények kozott szaporitjak el, majd az enzimet indukdljdk. Ehhez fenilalanint kell bevinni,
erre olcsobb megoldds, ha fehérje hidrolizatumot vagy szintetikus DL-fenilalanint adnak.
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MH;
/ \ fenilalanin -ammoénia lidz H,
E:TH *+ NH3 Ehodotorula mhra= ¢ _TH
C=—0 C—0
by "
transz-fahéjsav

49. dbra Fenilalanin elddllitdsa transz-fahéjsavbol

Ha kialakult az enzim aktivitds, akkor bevisznek 25 g/l fahéjsavat ammoénium-cinnamat
forméjdban és 15% (!!) ammoniat, ami 10,6-es pH-t eredményez. Erre az extrém koncentricidra
azért van sziikség, hogy a reakci6 egyenstlyét jobbra, a fenilalanin termelés irdnyéba toljuk el.
A folyamat el6rehaladtdval tobb részletben még egyszer ennyi ammoénium-cinnamétot adagol-
nak be. Az 50 g szubsztratbdl 42-43 g fenilalanin keletkezik, ami ~85%-os kihozatalnak felel
meg.

A harom bemutatott technoldgia paramétereinek 6sszehasonlitdsat mutatja be a kovetke-
z0 7. tdblazat.

Az 6sszehasonlitds fels6 két sordban, a miliszaki paraméterek a konverzids technol6gidk
eldnyét mutatjdk, de gazdasagi szempontbdl mégis a fermentécié a legolcsobb.

A termelt L-fenilalanin tilnyomoé részét (~90%) aszpartdm (édesitOszer) gyartdsidhoz
hasznéljdk fel. Az aszpartdm egy aszparaginsavbol €s egy fenilalanin metilészterbdl 4116 dipep-
tid. Gyartasat részletesen az ,,Ipari enzimek™ fejezetben targyaljuk.

Fermentacid Biokonverzié-1 Biokonverzi6-2
Nyersanyag gliikoz fenil-piroszdldsav transz-fahéjsav
Produktivitds (g/l/h) 0.6 3.5 1
Reakci6idd (6ra) 24 8 15
pH 7 7.5 10,5
Hoémérséklet (°C) 35 35 25
Sejttomeg konc. (g/1) 20 10 70
Amino donor - L-aminosav NH3
Onkoltség ($/kg) 13 35 32

7. tdbldzat Fenilalanin termeld technologidk dsszehasonlitdsa

Kisebb mennyiséget esszencidlis aminosavként adagolnak tapszerekbe és infuzios olda-
tokba, illetve a vegyiparban alapanyagként szolgal.

3.10. Reszolvalas

A sz0 jelentése altalanossagban a racém (DL) elegyek komponenseinek szétvalasztasa.
Kémiai szintézisek rendszerint nem sztereoszelektivek, az optikailag aktiv termékek racém
elegy formdjaban keletkeznek. A bioldgiai, biokémiai rendszerek viszont csak az egyik izomert
hasznositjdk, a mésik izomer legaldbb is haszontalan ballaszt, veszteség, sOt negativ hatdsu is
lehet (pl. az egyik izomer édes iz, a masik keser(i). Maga a reszolvalas miivelete is kapcsolddik
a biotechnoldgiai iparokhoz, mivel ezekben legtobbszor az enzimek sztereoszelektivitasat
hasznaljék ki. A technol6giat azért targyaljuk itt, az aminosavak fejezetben, mert a legnagyobb
1épték, ipari reszolvalds az L-metionin gyartasdhoz kapcsoldodik. Az aminosavakndl csak a L-
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forma bioldgiailag aktiv, ez épiil be a fehérjékbe. A metionin eldéllithaté de novo fermentacio-
val is, de a szintetikus gyartds gazdasdgosabb, annak dacéra, hogy az DL-metionint eredmé-
nyez. Ezt a terméket enzimesen reszolvéljdk a tiszta L-forma elérésére.
A biokémiai titon torténd reszolvalasnak két 6 dtja van (Id. Biomérnoki alapfolyamatok):
» aszimmetrikus szintézis,
» aszimmetrikus hidrolizis

OH
| OH
O0—=C
0 \
|  fw o=
CH—R . o H OH B
aminoacildz H : — E
+
NH f |
| H,N NH
C
\\ .
ch/ ~, L-aminosav (|3
: : H30/ g
N-acetil-D,L-arminosav
Racemizalas N-acetil-D-aminosav

50. dbra Aszimmetrikus hidrolizis

Ezek koziil az aszimmetrikus hidrolizissel foglalkozunk, mert a szintetikusan eldallitott
aminosavak (metionin, alanin,stb.) esetében ezt alkalmazzak. Ennek els6 1€péseként a racém
aminosav keverékre olyan funkciés csoportot kétnek, aminek eltdvolitdsa azutidn egy sztereo-
szelektiv enzimmel megoldhat6. Az dltalanosan alkalmazott szarmazékképzés az N-acilezés
(legegyszeribben acetilezés), majd hidrolizis aminoacildz enzimmel. Az aminoacildz csak az
L-aminosavakat szabaditja fel, a D-szarmazék megmarad. Elvélasztas utdn ez utébbit ldgos f6-
zéssel racemizdljdk, djra acilezik, és visszaviszik a folyamat elejére. fgy gyakorlatilag a teljes
anyagmennyiség atalakithato.

Az enzimet az Aspergillus oryzae termeli, sokféleképpen immobilizéljak (DEAE-Sepha-
dexhez ionos kotéssel, acetil-cellul6zhoz kovalens kotéssel vagy poliakrilamid gélbe zaréssal).

3.10.1. A metionin reszolvalasa (Degussa eljaras).

Az Evonik (régi nevén Degussa) nagy aminosav gyartd, fermentaciésan és szintetikusan
is gyart aminosavakat. Eljarasukat alapvetden metioninra dolgoztdk ki, de miikodik mas ami-
nosavakra is (Ala, Phe, Val, Leu, Trp, Tyr).

A folyamatban acetil csoporttal acileznek, a hidrolizist oldott enzimmel, semleges kozeg-
ben (pH = 7,0), 37 °C-on végzik. Az enzim miikodéséhez Co?>* kofaktor sziikséges.

Feldolgozés: az enzimet ultrasziiréssel lehet visszanyerni, az L.-Met kristdlyosithat6. A
D-N-acetil-metionint ligos f6zéssel racemizaljak és visszaviszik a folyamat elejére.

54



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia

AMINOSAVAK, ANYAGCSERE MERNOKSEG

/S\/\{COOH E
s Teor o

o)
D.L-1

1 = N-acetyl-methionine 3 = methionine
2 = N-acetyl-methionine 4 = acetic acid

51. dbra Metionin reszolvdldsa

3.10.2. A Degussa AG kisérleti enzim membran reaktora

Az oldott enzimet egy ultraszlird membrén visszatartja, mig a termék szabadon athalad.
A keringetés sordn az enzim lassan elveszti az aktivitdsat a nyir6 hatdsok miatt. Kapacitas: 200
t/év. Ugyanebben a berendezésben megoldottdk a metionin, valin és fenilalanin reszolvél4sat
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A Tanabe eljdrads
A japan Tanabe cég ugyanezt a reszolvalasi technoldgiat immobilizalt enzimekkel oldja
meg. A folyamat majdnem minden l1épése folytonosithatd, ez egyediil a kristalyositdsnal €s az
azt koveto szlirésnél okoz nehézséget.
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T
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ARAMLAS ph HOMERSEKLET EEPARLG .
WEISTALY O
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ACETIL- |
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53. dbra Tanabe eljdrds rogzitett enzimmel

3.10.3. Lizin elbéllitasa kaprolaktambol aszimmetrikus hidrolizissel

Az aszimmetrikus hidrolizis egy nagyon specidlis esete a D,L-a-amino-g-kaprolaktam
hidrolizise lizinné (a Toray Ind. Co eljardsa).

A kaprolaktdm szintetikus intermedier, polikondenzaciés milanyagok alapanyaga. En-
zimes reakcidval viszont L-lizinné alakithat6. A kémiai szintézis racém kaprolaktdmot hoz
l1étre, az enzim viszont ebbdl csak az L formét hidrolizélja, a D-kaprolaktdm gytiris formdja
megmarad. Az eljarés jol kiegészithetd enzimes racemizdlassal, melynek sordn egy mdsik mik-
roorganizmus erre alkalmas enzime a maradék D format racemizalja. Célszerli lenne a két
reakciolépést egy reaktorban, egyidejlileg megvaldsitani. Ehhez viszont olyan enzimeket/mik-
roorganizmusokat kell valasztani, amelyek azonos koriilmények kozott miikodnek optimalisan.
Ha a két enzim/torzs azonos pH-n aktiv, akkor a két 1épés egy reaktorban megvalosithatd. A
kivélasztott reakciokoriillmények: vizes ligos kozeg (pH = 8-9), a hdmérséklet t = 40 °C,
nyugvosejt szuszpenzio. A technolégidhoz szelektélt mikroorganizmus parok:

Candida humicola + Alcaligenes faecalis (alkélikus rothaszto, ligos a kozeg) vagy
Cryptococcus laurentii + Achromobacter obae

A reaktor szakaszos iizemben miikodik, a ciklus hossza 25 ora. Ezalatt a kihozatal eléri

a 99,5%-ot. Az tizem kapacitdsa 4000 t/év. Ez inkdbb egy pilot (tanulmény) tizem, termelése
elhanyagolhaté a vilagpiachoz képest.
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54. dbra Lizin gydrtds kaprolaktdm aszimmetrikus hidrolizisével

A gyartés a kaprolaktdm kémiai szintézisével kezdddik. A kiinduldsi anyagok a ciklohe-
xén €s a nitrozil-klorid (NOCI). A kettds kotésre addiciondlt termék dimer forméban jelenik
meg, ez ammonia hatdsdra oximot képez. Ebbdl Beckmann atrendezddéssel alakul ki a racém

kaprolaktdm, amit azutdn az enzimek dtalakitanak.
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4. SZERVES SAVAK GYARTASA

A szerves savak globalis termelését 2007-ben kozel 16 millié tonndra becsiilték, ebbdl
kb. 2 millié tonna késziilt fermentécids eljarassal. A szerves savak termelése évente kb. 5%-kal
novekszik. A szerves savak a harmadik legnagyobb csoportot képviselik a fermenticids termé-
kek kozott. A megujuld szénforrdsokbdl mikrobidlis folyamatokkal eléallithatd, sokféleképpen
tovabbalakithat6 platform molekulédk j6 példdi a szerves savak. Hagyomanyosan ezeket egyes
baktériumcsoportok (példdul ecetsav és tejsavbaktériumok) és fonalas gombdk (példaul
Aspergillus niger) felhaszndlasaval termelik.

E savak elsddleges anyagcseretermékek, bioszintézisiik az energiatermeléshez vagy a
novekedéshez kotott. A savtermelés altaldban hidnyos anyagcserét jelez — a szénforrds oxida-
cidja nem megy végig szén-dioxidig és vizig. Anaerob organizmusokndl nem az oxidacio hié-
nyos, hanem éppen a redukci6 4ll meg karbonsav szinten, a molekula nem hidrogénezddik
tovabb oxo-vegyiiletté vagy alkoholl4 (tejsavas, kevertsavas erjedés).

4.1. CITROMSAV

A citromsav, a 2-hidroxi-1,2,3,-propantrikarboxil sav a médsodik legjelentdsebb fermentalt
ipari termék az etanol utan. Fehér, kristalyos, kellemesen savanyu izii anyag. Haromértékii kar-
bonsav, soinak nagy a pufferkapacitdsa, a harom disszociacios 1€pcsod miatt széles tartomanyban
hasznalhat6. Komplexképzésre hajlamos, ezéltal fémionok megkotésére alkalmas. Nem korro-
ziv, de elég erds sav. Bioldgiailag bonthatd, a citrat pufferek bepenészedésre hajlamosak. Viz-
ben j6l oldodik; oldata kellemes savanyu {zii.

H,C- COOH
|
HO-C-COOH

|
H,C-COOH

Osszegképlete: CeHsO7 molekulatomege: 192 g/mél, 36 fok alatt egy kristalyvizzel
kristalyosodik.

4.1.1. Eléfordulasa

A trikarbonsav (vagy Szent-Gyorgyi-Krebs) ciklus része, ezért szinte minden sejtben elo-
fordul. Egyes citrusfélék (lime, citrom) félig érett termésében a szdrazanyagnak akar a 8%-at is
elérheti a citromsav tartalom, a XX szdzad kozepéig ebbdl nyerték ki nagyobb mennyiségben.

4.1.2. Felhasznalas

Elelmiszeripar: élelmiszerekben elsésorban savanytdsagot szabdlyozé anyagként, izesits-
szerként alkalmazzdk (sav-cukor ardny bedllitdsa) E330 kédnéven. A 1étrehozott savas kozeg
tartdsit, lassitja az élelmiszerek romlasat. Emellett antioxidansként is hasznéljak, bar onédlléan
nincs ilyen hatdsa, de eldsegiti a tobbi antioxidans hatdsit. Gyiimolcsok esetében késlelteti az
oxigén hatdsdra torténd elszinezddést. Napi maximum beviteli mennyisége nincs korlatozva.

Adalék: A citromsavat az élelmiszeriparban széles korben haszndljdk, mint sokoldali, tobbfunkcios élelmi-
szeradalékot. Teljesen biztonsdgos, korldtozds nélkiil megkapta a GRAS (generally recognised as safe) mindsitést.
Etelekben és italokban savanyitd, tartésité, pH szabdlyozd, izfokozd, keldtképzd, stabilizdlé és antioxiddns
adalékként szolgdl. Nagyon jol oldodik, igy tomény szirupokban is alkalmazhato. A citromsavat és mds szerves
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savakat sok élelmiszer sav-cukor ardnydnak (pontosabban a savanyi és édes iz ardnydnak) bedllitdasdhoz hasz-
ndljdak. Az izek ardnydt optimdljdk az iiditditalok, gyiimolcs- és zoldséglevek, lekvdrok, szorpok, cukorkdk, egyes
fagylaltok, bor és a boralapii italok, almabor és konzerv gyiimolcs készitésénél. Mivel a citromsav sok gyiimélcs
természetes osszetevdje, jol illeszkedik az izek kozé és hatékonyan hozza ki az aromdkat. A ndtrium-citrdt forma
szerepe is hasonlo egyes italokban, kiilondsen a citrom és lime alapiiakban. Keldtképzoként megkoti a fémionokat
és ezzel megakaddlyozza a fémkatalizdlt barnuldsi és izromldsi folyamatokat. Lecsokkenti a pH-t, ezzel késlelteti
a romldst okozo organizmusok novekedését.

A pH csokkentése megvaltoztatja az élelmiszerek tulajdonsagait, ezzel a feldolgozasi pa-
ramétereket, példdul a f6z¢€si 1dot €s homérsékletet. Az alacsony pH a legtobb enzim aktivitasat
is lecsokkenti, ezzel is lassitja a romldsi folyamatokat. 0,1-0,3% citromsav hozzdad4sa meg-
akadalyozza a fagyasztott és konzerv gylimolcsok €s zoldségek szinének és izének romlasat.
Ha friss zoldségeket 1-2%-os citromsav fiirdObe meritenek 30 méasodpercre, az 2-4 éraval kés-
lelteti barnulast. A lekvarok, zselék és édes toltelékek készitésénél a citromsav tartdsitoszerként
szolgdl. Az alacsony pH, 3,0-3,5 alatt a zavarossagot okozo pektineket kicsapja.

A natrium-citrétot is széleskorlien alkalmazzak, példaul tejtermékekben. Stabilizédlja az
emulzidkat, megakadélyozza a zsir elvaldsat. A sajtokndl javitja és egységesiti textarat, csok-
kenti ragaddssédgot az iz befolydsoldsa nélkiil.

Gyégyszeripar: eldsegiti a kalcium €s vas bevitelét citrat komplex formdjaban, Na-sé6ja
véralvadasgatl6 hatdsi (megkoti a kalciumot a vérbol), kozmetikumokban tartdsitoszerként is
hasznaljéak.

Mianyagipar: citromsav észterek: 1agyitok (vinil- és cellulézgyantidkhoz)

Fémipar: feliiletek tisztitdsa, rozsdamentesités, passzivalas (salétromsav helyett, ahol ez
nem alkalmazhat6), galvanizal¢ fiirdok adaléka.

Tisztito- és mosdszerek: viz lagyitdsara hasznéljak polifoszfatok helyett, mert nem okoz
eutrofizaciot (a foszfét alapu vizlagyitokat egyes orszagokban be is tiltottak).

4.1.3. Torténete

A citromsavat el6szor Scheele izoldlta citromlébdl 1784-ben. A kovetkezdé 100 évben az
olaszok a citrom széllitdsaval gyakorlatilag monopoliziltak a termelést €s ettdl a termék draga
maradt. Kivondsa az éretlen citrombdl a XX szdzad kozepéig gazdasagos technoldgia volt. Egy
tonna citromsavat kalcium-sé formdjaban 40 tonna citrom préslevébdl nyertek ki. Wehmer
1893-ban véletlenszeriien észlelte, hogy a citrus novényeken €16 egyes fonalas gombdék citrom-
savat termelnek. Egy kalcium-oxaldtot eld4llit6 torzs tenyészlevében melléktermékként észlelte
a citromsav megjelenését. Wehmer felfedezésének gyakorlati jelentdségét felismerve késébb
fotermékként citromsavat termeld gombdkat keresett és taldlt, majd ezeket a mikroszkdpos
gombadkat Uj genus-ként, a Citromyces nemzetség tagjaiként irta le 1903-ban. A részletes rend-
szertani vizsgélatok késobb kideritették, hogy a torzsek valdjdban a Penicillium nemzetségbe
sorolandok.

1913-ban Zahorsky jelentette be az els6 Aspergillus niger-rel végzett citromsav termelés-
re vonatkoz6 szabadalmat.

1917 A citromsav termelés ipari megval6sithatdsagat biztosito felfedezés Currie nevéhez
kapcsolddik. Az Aspergillus nemzetség savtermeld képességét vizsgdlva megéllapitottak, hogy
ezek a gombdk savanyu kémhatésu tdptalajon is ndvekednek, és ez a savanyu kornyezet a cit-
romsavképzddésnek is kedvez. Ilyen savanyd (pH=1,5-2) koriilmények kozott a baktériumos
fertdzés mar nem zavarhatja a folyamatot, s6t pH=2 alatt, a novekedés részleges gétlasa fokozza
is a citromsav képzddést. Az optimalt €s nagyipari méretben is biztonsdgosan megvaldsithato
technoldgia feliileti tenyészetben viszonylag rovid id6 (1-2 hét) alatt a szénhidrét tartalomra
szamolva 60 % feletti citromsav hozamot eredményezett.
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1919-ben késziilt el az elso citromsavat termeld iizem Belgiumban. Ezt kovette a Pfizer
tizemének a felépitése az USA-ban Currie eredményei alapjan (1923). Anglidban a Rowntree
Ltd. - sajat szabadalmat hasznalva - 1927-ben inditotta meg a citromsavtermelést.

1928-ban melaszt hasznosité eljarasra €piilt tizem Csehorszagban, Kaznejovban, német
szabadalom alapjan. Ez azonban 4j nehézségeket is okozott a melaszban 1évd fémionok zavard
hatdsa miatt. Erre taldlt megoldast Leopold, aki a kdros vas ionokat K-ferrocianiddal kototte
meg.

Késoébb nagy kapacitasu citromsav iizemek épiiltek Németorszdgban, a Szovjetunidban
€s mas eurdpai orszagokban. Ezek az tizemek mind feliileti tenyésztéssel termelték a citromsa-
vat, mégpedig olyan olcson, hogy a citromlébdl torténd citromsav eldallitds elsorvadt. Az olcsé
ipari termék mar nem csak az élelmiszeriparban, de az ipar mds teriiletén is felhasznalasra ke-
riilt.

A madsodik vilaghdboru utan fokozddott az érdeklddés a citromsav irdnt. A piac igényeit
csak djabb tizemek épitésével lehetett kielégiteni. Ezek az iizemek azonban mér dj technoldogiat
alkalmaztak, a szubmerz, levegdztetett eljarast (1950-ben Perquin, Kluyver Laboratory)

A foszfét limiticié hatdsat, illetve annak megsziintetését hazankfia, Sziics Janos irta le,
igaz, az Egyesiilt Allamokban (1944-48).

Erdekes kitéré a technolégiai fejlesztésben, hogy a cukor helyett n-paraffinon (kéolaj ala-
pon) is megoldottdk a citromsav gyartast, Candida lipolytica torzs alkalmazdsaval. Termel6
tizemet is épitettek Szardinia szigetén, de a kdolaj dranak novekedésével a gyartds gazdasigta-
lann4 valt.

4.1.4. Termelés

A citromsav termelési volumenének intenziv novekedését mutatja be az aldbbi adatsor:

8. tabldzat A citromsav termelés novekedése

Evszdm termelés, t/€v
1929 5000
1953 50 000
1976 200 000
1980 350 000
2007 1 600 000
2014 1 850 000

A vildgon évente mintegy 1,85 milli6 tonna citromsavat termelnek, ezen beliil 1,05 millié
tonna szarmazik Kindbol. Magyarorszdgon 2014. szeptember 9-én tették le a Szolnokon épiild
citromsav gyar alapjait, ahol 60 ezer tonna terméket kivannak eldéllitani. A Kazincbarcikdn
épilé gyarban évi 100 ezer tonna elddllitasat tervezik. Az iizemek elkésziilte esetén a vi-
lagtermelés 8%-a szarmazik majd Magyarorszagrol.

A piacvezetd Kinan kiviil ott vannak a piacon a torténeti részben emlitett orszagok és
cégek:

USA: Pfizer, Miles Lab

Anglia: Sturge Ltd.

Belgium: Citrique Belge (Hoffmann La Roche)

NSZK: Benckiser, Boehringer

Ausztria: Jungbunzlauer

Olaszorszag, Spanyolorszag, Torokorszdg, Lengyelorszdg, Jugoszlavia
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4.1.5. Bioszintézis

A citromsav a citratkor indité 1épésének terméke: oxdlacetatbdl és acetil-CoA-bdl alakul
ki. A korfolyamatban a citrat molekula tovdbb alakul és az acetil csoporttal belépett két szén-
atom szén-dioxidok form4jaban 1ép ki a rendszerbdl. A gyértds célja viszont az, hogy a citrit
ne alakuljon tovabb, hanem l€pjen ki a mitokondriumbdl és a sejtbdl is, €s nagy mennyiségben
halmozddjon fel a fermentlében. A citromsav elvondsaval viszont a citratkor nem zarul, nem
alakul ki az oxdlacetat templat a kovetkezd ciklus inditdsdhoz. Ezeket az intermediereket az
anyagcsere mas folyamataival kell pétolni a sejtnek, ezeket a folyamatokat nevezziik anaplero-
tikus, vagy feltoltd anyagcsereutaknak. Ezek foszfo-enolpiruvatbol é€s piruvitbol szén-dioxid
fixalassal karboxilezve éllitanak eld oxalacetétot illetve malétot.

A szén-dioxid anaplerotikus megkotését a piruvat karboxildz enzim katalizdlja. Az enzim
eukariotakban jellemzden a mitokondriumban taldlhatd, de az A. niger-ben mitokondridlis és
citoszolikus formdja is 1étezik. Az utébbi miikodése miatt az anaplerotikus szén-dioxid megko-
tés (vagyis az oxdlecetsav kialakulds) nagyrészt a citoszolban megy végbe.
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56. dbra A citrdtkor az anaplerotikus utakkal

Az egy molekula gliikk6zbol képzodo két piruvat molekula sorsa a szén-dioxidon keresztiil
kapcsolddik Ossze. A dekarboxilezéssel felszabadul6 szén-dioxid felhasznédlédik az oxélacetat
képzédésénél. Igy a kiindulési gliikéz molekula mind a hat szén atomja bekeriilhet a citrom-
savba.

A citoszolban taldlhaté malat dehidrogendz enzim jovoltdbol az oxédlecetsav malatta (al-
masavva) alakul. Ez a citrdtkor szempontjabdl visszafelé mend reakcid. A reakcié6 NADH-igé-
nyét a glikolizis fedezi. Az A. niger-ben tehét a glikolizis végterméke a citoplazmaban nem
piruvdt, hanem malat.
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Az eddig targyalt primer metabolitok esetében indukélt mutdcidval allitottdk meg az
anyagcsere-folyamatokat, hidnymutdnsok 1étrehozasaval kényszeritették ki a céltermék felhal-
mozdddsat. A citromsav esetében erre nincs sziikség, a citromsav-ciklus 0sszes génje és a roluk
atir6d6 enzimek is hibatlanul miikodnek tiltermeld koriilmények kozott is.

Az A. niger-ben a tiltermelést mas mechanizmus okozza: a mitokondrium membrénjaban
megtaldlhaté egy trikarbonsav karrier enzim, mely antiporttal szerves savakat cserél ki a mito-
kondrium és a citoszol kozott. Miikodéséhez egy szerves savat igényel viszonylag magas kon-
centraciéban, emiatt dltaldban inaktiv. Az A. niger-ben azonban cserepartnerként szolgal az a
malat, ami az anaplerotikus reakci6 termékeként feldisul a citoplazméban. A malat hatdsara a
transzporter aktivalodik és kiviszi a citratot a mitokondriumbél. Osszehasonlitva az akonitdz és
a transzporter reakcidsebességét, ez utobbi nagysagrenddel gyorsabb, igy a citromsav nagy ré-
szét kiviszi a matrixbol. A cserébe bevitt malat pedig oxdlacetaton keresztiil citromsavva alakul.

A citromsavon kiviil melléktermékek is megjelenhetnek. Az oxdlecetsav a sejtben elbo-
molhat oxélsavra és ecetsavra. Emellett az A. niger mindig termel gliik6z-oxidazt, amely a nagy
koncentracioju gliikozbol és oxigénbdl gliikkonsavat képez (l14sd a glitkonsav fermentacional).

Gliikéz

Piruvat Piruvat

e Cco, \
h‘Fh.-‘-.-

b d 5 “ M. - o - : —— ; L gt
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Malat = Oxalacetat | Acetil-CoA
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citoszol mitokondrium

57. dbra A citrdt kilépése a mitokondriumbdol antiporttal

A megtermelt €s a citoplazméba transzportdlt citromsavat ki is kell vinni a sejtbdl, raada-
sul igy, hogy a koncentracié a fermentlében sokkal nagyobb (10-12%), mint a citoplazméban.
Ennek megfelelden a citromsav aktiv transzporttal, energia befektetésével 1€p ki a sejtbdl. Ra-
segit a folyamatra a nagy kiilonbség a 1é (pH=2) és a citoplazma (pH=6-7) aciditdsa kozott. A
permedzok a kétértékii citrat® aniont sz4llitjak megfeleléen (ez van tdlsilyban a sejtben), mig
a kiviil, a savas kozegben megjelend, kevésbé disszocidlt formakat sokkal lassabban. Emellett
a citrdt-permedz enzimek Mn?* iont igényelnek, pontosabban a citromsavat kizdrélag Mn?*
komplex formdjaban képesek importdlni, igy Mn?* ion hidnydban a permedz miikodése egyira-
nyuva (export) valik. Ezért az ipari fermentdcids technoldgidkban mindig nagyon alacsonyan
tartjdk a manganion koncentraciét (<2ug/l). Ugyanakkor a manganhidny fokozza a fehérjék
lebomlasat, megvaltoztatja a lipid bioszintézist, a sejtfal szintézisét, osszetételét €s morfologia-
jatis.
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58. dbra A citromsav bio-
szintézist befolydsolo anyagok

4) Piruvat karboxilaz:

4.1.6. Anyagcsere szabalyozasok

A klasszikus anyagcsere-mérnokség elso 1épése a reak-
cidutak, az egymadst koveto 1épések, koztitermékek feltérképe-
z€se volt. Ennek alapjan dontotték el, hogy mely 1épéseket cél-
szerll genetikai beavatkozasokkal lezarni, korlatozni vagy de-
represszdlni. A vizsgélatok kovetkezd foka az egyes enzimek
tulajdonsagainak felderitése, a befolydsolé anyagok, ionok
azonositdsa. Ennek ismeretében a tdpoldat dsszetételét tgy al-
lithatjuk be, hogy az enzimaktivitdsokat a termékképzés foko-
zésa érdekében noveljilkk, vagy csokkentjiilk. A tdpanyagok
koncentraciéjanak bedllitdsaval szabdlyozhatjuk a folyamatot.
Az 3. dbran lathatok az anyagcsere térkép legfontosabb elemei.
Az enzimek szdmozdsa:

1) Citrat szintetdz — ennek aktivitidsa legyen nagy

2) Akonitaz — ez a citromsavat tovabb alakitja, tehat miikodé-
sét le kell lassitani. Mivel a kofaktora a Fe ion, ennek
koncentracidjat csokkentve az enzim aktivitdsa csokken.

3) Izocitrat dehidrogendz — ez is a citromsav tovabbalakitasat
katalizalja, igy a gyartas szempontjabol kedvezdtlen.

Anaplerotikus reakciok:

szén-dioxid fixdlassal a piruvatbdl malétot hoz létre:

Piruvat + CO, + ATP — malét + P; + ADP

Ez az enzim Mg>*, Fe?* és K* ionokat igényel, azaz a vas ionra itt sziikség van, nem lehet
teljesen elvonni a fermentlébdl.

5) PEP karboxilaz:

analég médon a C3 egységbol szén-dioxid fixalassal C4-et hoz 1étre. Lényeges kiilonbség,
hogy mig az el6z6 reakcié6 ATP-t fogyasztott, ez viszont ATP-t termel.

PEP + CO, + ADP - oxéal-acetat + ATP

Miikodéséhez ennek az enzimnek is ionokra (Mg?*, K* és Mn?* és amménium ionra) van
sziiksége. fgy a mangdn jelenlétét sem lehet a nulldra csokkenteni, pardnyi, nyomnyi kon-
centricioban sziikség van rd. Az ammodniumion hatdsa jelentds, tigyelni kell rd, hogy a tenyé-
szet ne keriiljon nitrogén limitbe.

6) Foszfo-fruktokinaz

A glikolizis kulcsenzime, a masodik ATP itt 1€p be a folyamatba. Evolicids célszeriiség,

hogy ha nincs sziikség a glikolizis intenziv mikodésére, akkor a folyamat lefékezddjon. Ne
haszndljon fel a sejt sok ATP-t, ha van elegendd késébbi intermedier. Igy a nagy citromsav
koncentracio gétolja a foszfo-fruktokindzt (feed back inhibicid). Ugyanakkor a nagy foszfat és
ammoniumion koncentracié kompenzalja ezt a gatlast, mégsem fékezddik le a glikolizis, ezzel
a citromsav termelés. Azaz e két ion koncentracidjét a folyamat sordn végig magasan kell tar-
tani.

63



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia SZERVES SAVAK GYARTASA

4.1.7. Termel6 térzsek

Gyakorlatilag az 0sszes citromsavat az Aspergillus niger, és a hozza nagyon hasonlé A.
wentii torzzsel termelik. Emellett az elmilt szdz évben kidolgoztak Penicillium citrinum, Can-
dida lipolytica (n-paraffinon), C. guillermondii, Trichoderma viride (cellulézon, Kyowa
Hakko, J) torzseken alapul6 eljarasokat is, de ezek mar nem hasznalatosak.

A torzsekkel szemben kovetelmény, hogy elnyomhat6 legyen az izocitromsav, és gliikkon-
sav termelés, valamint miikodjenek az anaplerotikus reakciok.

A termel0 torzsek, valtozatok screenelésénél a szokasos szelekcios modszerek:

» pH indikatort kevernek az agarba — a szinvaltozas jelezi a savtermelést;

» atapoldat pH-jat eleve 1,4-2,0-re dllitjak be, illetve 20 %-os citromsav oldatot hasz-

nalnak — ilyen extrém koriilmények kozott csak jo termel6 torzsek ndnek ki;

4.1.8. Tépoldat
4.1.8.1. Szénforrds

Szénhidratok: konnyen metabolizdlhaté cukrok, gliikkéz, fruktéz, szachar6z, vagy az ol-
csobb melasz, keményitd hidrolizatum és hulladék szénhidrat tartalmu anyagok.

Az elméleti hozam szdz szdzalék folotti, glikozra nézve, moltomegekkel: 192/180 =
107%, szachar6zon 112% (2*%192/342), a valés hozam a sejttomeg képzddés és a fenntartdsi
energiaraforditas miatt csak maximum 92%.

Az onkoltség szempontjabol kritikus tényezd a nyersanyag és az elokezelés koltsége. A
szachardz a legalkalmasabb szénforrds, de tesztelték a melaszt, a keményitd- és cellulz-hidro-
lizatumot, és trépusi gyiimolcsok hulladékait (kakad, banan, szdja és anandsz).

Az olyan komplex, tisztitatlan nyersanyagok, mint a répa- és cukorndd melasz, a nyers
keményitd, keményitd hidrolizatum, nyerscukor eldkezelést igényelnek. A melasz kivalé szén-
forras, szachardz tartalma 40-50 szdzalék €s nitrogén tartalma is elegendd. De problémit jelent,
hogy éltaldban jelentés mennyiségii, a répa 4ltal a talajbdl folvett fémiont, példaul a kritikus Fe,
Mn és Zn ionokat tartalmaz. Rdaddsul a melaszok mindsége €s Osszetétele valtozo.

A fémionokat példaul ioncserével lehet eltavolitani, de ekkor szdmolnunk kell azzal, hogy
a gyanta kapacitdsa a gyorsan kimeriil més ionok megkotésével.

A fermentdci6 sordn a vasionok koncentraciéjat alacsonyan lehet tartani natrium- vagy
kalium-ferrocianid hozzdadasdval. Mdas hasonl6 ferro- vagy ferricianid sok is megfeleldk, ada-
golasuk torténhet oltas eldtt vagy késobb, a termeld tenyészethez. Ezek a sok Gsszetett aniono-
kat alkotnak a vas ionokkal. A komplexek kicsapddnak, pontosabban oldat6sagi szorzatuk egy
nagyon alacsony vasion koncentraciét allit be.

Szénhidrogénekbdl (Co —Cso n-paraffin frakcid) Candida lipolytica torzzsel j6 konverzi-
oval (145%, g citromsav/g paraffin) lehet citromsavat gyartani, de technikai és gazdasagi okok
miatt az eljards versenyképtelenné valt. Probléma az alkanok rossz vizoldhatésdga (emulzid
képzés) és a nagyobb ardnyban keletkez6 izocitromsav. Emellett meg kell szabadulni a szén-
hidrogén nyomokt6l, mert egyesek karcinogének. Az olcs6 kdolaj idején, a mult szdzad hatva-
nas-hetvenes éveiben gazdasagosan miikodo gyarat épitettek Szardinia szigetén, de az olaj ara-
nak ugrisszerli novekedésével az lizemet be kellett zarni.

4.1.8.2. N-forrds

A torzs egyformén jol hasznositja a szervetlen és a szerves nitrogén forrdsokat: az ammo-
nium és nitrdt sokat, karbamidot, a melasz nitrogén tartalmu vegyiileteit. A szabalyoz6é mecha-
nizmusokndl mar emlitésre Kkeriilt, hogy az NH4" ionok adagoldsa noveli a foszfo-fruktokinaz
aktivitast ezzel serkenti a sejtek novekedését és fokozza a citromsav termelést. Az anyagcsere
sordn az ammonia elfogyasztidsaval a kdzeg savanyodik - ez fokozza a citromsav képzddést,
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valamint a pigment €s nyalkaképzddés is csokken. Ettdl tisztabb a termék, egyszeriibb a feldol-
g0z4s.

P-forrds: az oldhat6 foszfatok deregulaljdk a foszfo-fruktokindzt, felporgetik a glikoli-
zist, ezzel eldsegitik a citromsav és oxalsav képzddést.

4.1.8.3. Nyomelemek:
A Fe, Mn és Zn ionoknak szabdlyozé hatdsuk van a citromsav termelésben kritikus enzi-

mekre. A vasion koncentraciot egy optimélis sdvban kell tartani, mert egyrészrol:

» ha kevés a vas, akkor lasst a novekedés, a cukorfelhasznalds és a piruvat-karboxildz

aktivitasa csokken;

» masrészrol a nagy koncentracié sem jo, mert a vas az akonitdz kofaktora is, a citromsav

tovdbbalakuldsat fokozza

Az optimadlis koncentracid a szaporodasi szakaszban ~2000 png Fe/liter, késobb, a savter-
mel0 szakaszban viszont csak 50-200 pg/l. Melasz szénforrds estében a vastartalmat ioncserével
csOkkentik. Menet kdzben a vasionokat K-ferrocianid hozzdadasaval lehet megkotni. Ez kom-
plex formdban megkoti a vasat, és a komplex disszocidcids dllanddja olyan kicsi, hogy a szabad
ion koncentrici6 kozelitdleg a kivant zondba esik. A fémion koncentracié szempontjabol fontos
a késziilékek anyaga is. Ha a fermentor nem j6 mindségli rozsdamentes acélbdl késziilt, akkor
a sav hatasara vas és mas fémionok oldddnak ki a falabdl, ami tonkreteszi a fermentaciét. A
vasionok hatdsat bizonyos mértékig ellenstlyozni lehet metanol adagoléssal.

A Mn ion a mdr targyalt médon vesz részt a citromsav importjdban, jelenlétében a meg-
termelt €s kivéalasztott termék visszadramlik a sejtbe, ezért is fontos a Mn-szintet 2 pg/l alatt
tartani. A melaszt példaul Mn-mentesiteni kell (ioncserével, a Fe eltdvolitdssal egyiitt). A man-
gan karos hatdsat ellensulyozni lehet kis mennyiségli rézion adagolasaval.

A nyomelemek koncentricidja és ardnya befolydsolja a gombafonalak morfol6gidjét, a
pelletképzddést is.

4.1.9. Technologiak

Ipari méretekben a citromsavat feliileti, szubmerz, €s szilard fazisu fermentacioval gyart-
jak. A tapoldat flkomponense valamilyen szénhidrét, kiegészitve szervetlen vagy szerves
nitrogén forrassal és megfelelden 6sszedllitott 4svanyi sokkal.

4.1.9.1. Feliileti fermentdcio

Ez volt az elso ipari gydrtas, amit 1920 koriil dolgoztak ki. Annak ellenére, hogy azéta
kifinomultabb és hatékonyabb technoldgidkat fejlesztettek ki, ezt még mindig alkalmazzdk a
meglévo iizemekben, mert az energia koltségek alacsonyabbak, mint a szubmerz eljarasnal.
Ugyanakkor az élémunka igény viszont magasabb. A jelenlegi gazdasagi helyzetben egy Uj
tizem létesitése erre a technoldgidra nem gazdasdgos. Sok technoldgiai részletet szabadalmaz-
tattak, illetve titokban tartanak. A feliileti fermentaciondl a micélium sekély talcakban 1évo tap-
oldat feliiletén alkot szovedéket. A talcdk feliilete 5-8 m?, a tdpoldat 5-20 cm-es réteget alkot
benne. Anyaguk tisztasdgud aluminium vagy rozsdamentes acél, mert a savas kozeg mas fémek-
bdl a fermentdciora karos fémionokat old ki.

A télcdkat egymas folott dllvainyokon helyezik el olyan kamrdkban, amelyek kialakitdsa
lehetOvé teszi a kozel aszeptikus (az adott folyamatra drtalmas mikrobdkt6l mentes) miikodést.
A talcdk egymas folott, egy sterilen zart, de dllandd levegd beftivatdssal ellatott kamraban
helyezkednek el.

Cukor szénforrdsndl a koncentracidt 20-25%-ra allitjak és a talcdkba valé kitoltés utan a
citromsav termel6é gombatorzsek spordival beoltjdk. A kezdeti pH-t altaldban 3,5-re 4llitjék,
mivel ilyen koriilmények kozott a befertézodéstol nem kell tartani és az oxalat képzédése mi-
nimalis.
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Melasz szénforras hasznélata esetén a tdpoldatban higitdssal 15% erjeszthet6 cukor kon-
centraciét allitanak be. A fémionokat eltavolitjak €s a tdpkozeget altalaban forraldssal sterili-
zaljak. A folyadékot lehiités utan a talcakba szivattyuzzak.

Az oltias megoldhaté kozvetleniil spéra szuszpenziéval (100-150 mg spéra/m?) vagy a
levegdvel befivatott spordkkal. A nagy spérakoncentrécié az oltasnal lerdviditi a termékképzés
elotti novekedési szakaszt és a morfoldgiat inkdbb a fonalas novekedés irdnyaba tolja el a pellet
képzddés rovasara.

Sok torzsnél a sporuldcio fellépése csokkenti vagy gatolja a citromsav képzddést. Ennél
fogva a koriilményeket ugy éllitjuk be, hogy a micélium hosszabb ideig novekedjen a sporazds
meginduldsa nélkiil. Ez az ammo&nium ion koncentracié novelésével és nemionos detergensek
hozzaaddsaval érheto el. A folyamat altalaban 8-12 nap alatt jatszodik le. A 1€ feldolgozasanak
elsé 1épése a micélium elvdlasztisa a folyadéktol.

Félfolytonos fermentaciondl friss tdpoldatot adnak a micélium szovedékhez, ezaltal csok-
kentik a lag szakasz hosszat az egymast kovetd ciklusokban. A micélium ismételt haszndlata
attdl fiigg, hogy a torzs mennyire hajlamos autolizisre az elsddleges novekedési fazisban.

Erdekes véltozata a feliileti technoldgidnak a tobblépcsds fermentacié. Ennél a 1€ az egy-
mas folotti talcak kozott gravitdcidsan folyik lefelé és a legalsordl elvett levet dolgozzak fel.

A talcak kozott folyamatosan steril levegdt fivatnak at. A levegdztetésnek az oxigénella-
tdson tul tobb funkcidja is van, igy elviszi a termelt széndioxidot és hdt. A befujt levegot ned-
vesitik, mert kiilonben jelentds mennyiségli parat visz magaval, és ezaltal jelentossé valik a
beparlddas, két hét alatt akér a viz 30-40%-a is elparologhat.

A konverzié hatasfoka cukorra szamolva 65-75 %, a ,reaktor” produktivitdsa 7-8 kg
citromsav/m3*nap. Alacsonyabb, mint a szubmerz eljarasndl, de a koltségek is kisebbek.

4.1.9.2. Szildrd fdzisu fermentdcio

A szilard fazistu fermentécié (solid state fermentation, SSF) a kornyezet szempontjabol
eldnyos, mert csokkenti a hulladék kibocsatast. A kiilonb6z6 mezdgazdasagi €s ipari sz€nhid-
rattartalmu hulladékok hozzdadott értéket tartalmazé termékekké alakithatok. Ez egy egyszert
technika, mellyel a szilard hulladék anyagokat, mint a rostok, szalma, korpa stb. szubsztritként
hasznositjuk egy vagy tobb cellul6zbont6 torzs szaporitdsdhoz. A megfeleld termelékenységhez
meg kell oldani a megfelel6 levegOztetést, ezzel a metabolikus ho eltdvolitasat és a paratartalom
szabdlyozdasat. Nagyon fontos a szemcseméret a megvalasztasa. Kisebb részecskeméret noveli
a kitermelést és csokkenti fermentacios idot. Az SSF kultirdk nem érzékenyek a fémionokra,
ezek nagyobb koncentracioban sem zavarjak a citromsav termelést.

Az SSF fermentaciokat legtobbszor talcdkon hajtjdk végre. A szilard anyagot gozzel ste-
rilizaljak, majd a feliiletére permetezik a spordkat. A tenyészetet 10-15 napig nevelik a szubszt-
rat bonthat6sagatdl és a lebontdsi sebességtol fiiggden. A penészgombak mar a spordk csirdza-
satdl kezdve extracelluldris enzimeket, példaul celluldzokat és amildzokat valasztanak ki. Ezek
a szilard szubsztrat sz€énhidrat tartalmat monoszacharidokkd bontjdk €s ebbdl alakul ki a cit-
romsav. Kiilonleges szubsztrat a cukorndd baggassz, a cukros 1€ kipréselése utdin megmaradé
novényi szdr, ami még szachardzt, azaz konnyen bonthat6 cukrot is tartalmaz, ami konnyen
citromsavvd alakithato.

4.1.9.3. Szubmerz fermentdcio
A vilag citromsav termelésének tilnyomo részét szubmerz fermentéaciéval allitjak elo.
Ennek szdmos elOnye van a feliileti vagy az SSF tenyésztéshez képest, igy kisebb a munkaerd-
igény, nagyobb a konverzi6 és a produktivitds, kevesebb a befertdzodés, stb.
Ipari 1éptékben az Aspergillus niger torzseket hasznéljdk citromsav termelésre. Szubmerz
tenyészetben szigorian szabdlyozott kornyezeti koriilmények kozott, pelletes formédban szapo-
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ritjak. A tdpoldat jellemzden 15-20% fémion-mentesitett cukrot tartalmaz, ami altaldban me-
lasz, szachardz, gliik6z vagy fruktz. Nitrogén forrasként ammonium-szulfatot vagy ammoni-
um-nitrdtot hasznalnak, és ezek koncentricigjat pontosan az optimélis értékre allijak. A nyom-
elemek koncentracigjat is pontosan be kell allitani, kiilondsen a vas, cink, réz €s mangén iono-
két. Kritikus a manganion koncentricidja, ezt 2 ug/l (2 ppb = 2 parts per billion) alatt kell
tartani.

A fermentor beoltdsa torténhet konidiummal (spérakkal) vagy vegetativ sejtekkel (pellet).
Ez utébbi esetben a lag szakasz és az egész fermentacié mintegy 12 éraval lerovidiil.

A fermenticiés 1d6 a szénforrdstol
fiigg, lehet 5-8 nap, de elnyidlhat 10-15 napra
is. A fermentéci6 sordn el0bb egy ndvekedési
szakasz figyelhetdé meg, a cukorhasznositas a
sejttomeg novekedését szolgalja (2-3 nap pel-
letképzddés). Azutin a termékképzési fazis
(5-8 nap) soran az intenziv citromsav terme-
1és mellett csak kis sejtnovekedés észlelhetd.
Hossza fiigg a cukor koncentréaciotol, adago-
lastol, a hasznalt torzst6l. Az atallasnal K-fer-
rocianid betdpléldssal csokkentik le a vasion
koncentraciot.

Az abran lathatok a citromsav fermen-
tacié egyes paramétereinek iddébeli valtoza-
sai. A szachar6z invertdlédasa mintegy 30 6ra
alatt végbemegy. A felszabadul¢ gliik6z kon-
centricidja eddig a pontig emelkedik, ezutan
csokken. Az invertdlodassal képzodo fruktdz
atmenetileg eltlinik a diagramrdl, mert poli-
merizdlddik a transz-fruktozildz enzim hata-
séra, majd visszaalakul és gorbéje a gliik6zé-
val egyiitt halad. A micélium és a mellékter-
mékek koncentricidja egy inflexids S-gorbe
mentén novekszik. A citromsav csak az elsd
30 6ra utdn jelenik meg, ezutin meredekeb- 59. dbra A citromsay fermentdcid lefutdsa
ben novekszik, mint a sejttomeg.

4.1.9.4. _Fermentdcids paraméterek

Az Aspergillus niger citromsav termelését jelentdsen befolydsolja a pH. Jelentds mennyi-
ségli citromsav csak pH=2,5 érték alatt halmozddik fel. A kiilsé pH-nak (~2) csak kis hatdsa
van a citoszol pH-jara (~7). A sejtek elviselik, sOt aktiv transzporttal 1étrehozzak ezt a nagy
koncentraci6 kiillonbséget.

A fermentlé pH-jat 1,5 és 2,8 kozott szabédlyozzak. Melasz alapu tdpoldat esetén inkabb
a fels6 hatar kozelében. Magasabb pH-n melléktermékek, oxélsav és gliikonsav képzddnek. A
pH=3-6 kozotti z6ndban a citromsav mellett oxélsav és gliikonsav is keletkezik. Semleges ko-
zeli pH-n mér az oxalsav domindl. Az extracellularis glilkézoxid4dz enzim pH=5 alatt jelentdsen
veszit aktivitdsabol, pH=3-ndl teljesen inaktivalodik. Eszerint a pH-t gyorsan harom ald kell
csokkenteni. A cukoralapu tdpoldatoknak alig van puffer hatdsa, a termel6dd sav hatdsdra a
fermentlé gyorsan lesavanyodik. A melaszban 1év0 szerves anyagoknak viszont jelentOs a
puffer kapacitdsa, a pH kevésbé csokken. Melasz alapu tdpoldatokndl emiatt kénsavval viszik
le a pHLt.
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Adalék: minden mds szerves sav fermentdcios elédllitdsdandl a keletkezo savat kozombdsiteni kell, mert a
sejtek nem viselik el a savas kdzeget. A citromsav az egyetlen kivétel, ahol nem liiggal, hanem savval szabdlyozzdk
a pH-t.

A hémérsékletet 28-33 °C tartomanyban szabdlyozzak. Ef6l6tt megnovekszik az oxélsav
képzddés, alacsonyabb hdéfokon pedig lelassul a folyamat. A citromsav termelése jelentds ho-
fejlodéssel jar, a fermentlé melegszik. A ho elvonasdra nagy hiitdfeliileteket kell beépiteni a
fermentorba.

Levegdztetés, oldott oxigén szint. A tenyészet oxigén igénye nem nagy, de nagyon érzé-
keny az oldott oxigén szint csokkenésére. Ha csak dtmenetileg, néhany percre is a DO 20-30
relativ % ala csokken (példdul tizemzavar esetén), akkor a citromsav termelés megall. A leve-
goztetés megnovelése utdn az anyagcesere, a sejtek novekedése djraindul, de a citromsav terme-
1és nem, vagy csak nagyon kis sebességgel.

A levegdztetésnek az oxigénelldtason tdl tobb funkcidja is van, elviszi a termelt széndi-
oxidot és ho egy részét. A til nagy levegdaram ugyanakkor visszaiithet, mert egyrészt lecsok-
kenti az anaplerotikus reakcidkhoz sziikséges a szén-dioxid szintjét, masrészt erds beparlddast
idéz eld. A levegot a keverds késziilékekbe 0,5-1 vvm drammal taplaljak be, de vésztartalékként
tiszta oxigén befuvatasat is lehetové teszik. Az air lift fermentorokndl extrém nagy, 10 vvm
betaplalast is leirtak.

A folyamat elején a csirazasi-novekedési szakaszban kevesebb levegé is elegendo, ké-
sObb fokozni kell a levegdztetést.

Az oxigén bevitelét jelentdsen befolya-
solja a tenyészet morfoldgidja. Az Aspergil-
lus-ok micelidlis novekedésuek, a fermentlé-
ben gombafonalak tomege jelenik meg. A fo-
nalak elhelyezkedhetnek rendezetlen szove-
dékben, ami az anyagatadast megneheziti, il-
letve alkothatnak pelleteket. A pellet jelentése
szemcse, azaz a fonalak kis gomboket alkot-
nak. Jellemzo méretiik 1-2 mm, bar laboraté-
riumban, razatott tenyészetben akar ~1 cm-es
csomok is eléfordulnak.

A pelletes morfologia az anyag- és im-
pulzusatadds (oxigénbevitel, keverés) szem-
pontjabol sokkal hatékonyabb és a fermentlé
sziirése is egyszeriibb. A micélium morfol6- 60. dbra Pelletes novekedés rdzott lombikban
gia alakuldsa a keverés intenzitasatol, nyiro-
erejétdl és a pH-t6l egyardnt fiigg. A fonalak hossza pedig befolydsolja a citromsav termelést
is. A rovidebb micéliumok tobb a citromsavat allitanak eld.

A levegdztetési rendszerek koziil mind a keverd nélkiili torony fermentorokat (air lift,
meriilésugaras), mind a kevertds fermentorokat alkalmazzdk. A torony fermentorok célszerti
magassiag/atmérod ardnya 4:1 -6:1 koz¢€ esik. Szerkezetiik egyszeriibb, ezért nagyobb térfogattal
épithetdk (200-1000 m?).

Kontrolldlt koriilmények kozott a glitkkdz dtalakitdsa a citromsavva 87-92%-os konverzi-
6val megy végbe, a torzstdl, a szénhidrat alapanyagtol, valamint a technoldgiai paraméterektdl
fliggden. Az elérhetd citromsav koncentracié 120-130 g/l (melaszon). A technolégia produkti-
vitasa 0,67-0,75 kg citromsav/m>*h; azaz 16-18 kg citromsav/m3*nap, tobbszorose a feliileti
eljarasnak.
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4.1.10. Feldolgozas

A fermentlében a folyamat végén 10-13% citromsav halmozddik fel. A technolégia mé-
sodik szakasza, a feldolgozds (downstream processing) a tisztitott céltermék kinyerése. A mii-
veletsorban meg kell szabadulni a szilard fazistol (sejtek), a termékhez hasonlé kis molekuldju
szennyezésektdl (pl. oxdlsav) és nem utolsé sorban a viztol.

4.1.10.1.A micélium

elvdlasztdsa 1. MICELIUM |
A sziirhetdség szempontjabol a pelletes ELVALASZTAS
szerkezet az idedlis, a szuszpenzié newtoni

folyadékként viselkedik.

A micéliumokat dltaldban vakuum dob-
szlirvel valasztjak el. Ha sziir6segédanyagra ‘
is sziikség van, az dsvanyi anyagok helyett 2. OXALAT

gyakran novényi melléktermékeket (pelyva, FERROCIANID

szalmatorek) hasznédlnak. ELTAVOLITAS

4.1.10.2. Oxaldtmentesités
A citromsav-fermentacié sordn a leg-

gf)ndosabba}n ve.zet.ett f,errr}'el}téci.és techngl(?— ' 3. KALCIUM-CITRAT ‘
gia mellett is mindig képzddik kis mennyisé- KICSAPAS ES
gli oxélsav is. A szirt fermentlé elso kezelése ELVALASZTAS '

ennek elvalasztdsdra szolgdl. Az elvalasztas ._ )
elve azon alapul, hogy a kalcium-oxalat

rosszul oldédik vizben, igy az oxdlsav mész-

tejjel reagdltatva lecsaphaté. A gondot az je- ( |
lenti, hogy ugyanez igaz a citrétra is, abbdl is 4. ClTROMS.AV . |
csapadék képzodik. A megoldds a kalcium- FELSZABADITAS ES

hidroxid fokozatos hozzdaddsa, amivel mint- - GIPSZ ELVALASZTAS |
egy ,megtitriljuk” a fermentlevet. Kevés
Ca(OH): bevitelével az oxaldt levalik, mig az 61. dbra A nyers citromsav kinyerése

egybdzisd (mono-)kalcium-citrat (a haromb4é-
zisuval ellentétben) elég jol oldddik.
A vasat elvond ferrocianidot is ebben a 1épésben tavolitjak el. Feleslegben adott FeCls-
dal kék szinli csapadék képzddik. Ez a vegyiilet a fehér oxalat csapadékot kékes szintire festi.
A csapadék kisziirésére dobsziir6t, nyomdsziirét vagy Funda-szlir6t alkalmaznak.

4.1.10.3. A citromsay kicsapdsa

A citromsav elvélasztasanak klasszikus mddja a kicsapas kalcium-citrat formajaban. Eh-
hez tovdbbi mésztejet adagolnak az oldatba, ami teljes mértékben semlegesiti a savat, trikalci-
um-citrat képzdodik. A kicsapas mentét befolyasold technoldgiai paraméterek:

— a citromsav koncentricidja,

— a homérséklet,

—apH, és

—a Ca(OH);-adagolas iiteme

A citromsav-koncentréacié adott, ezen nem gazdasdgos valtoztatni. A hdmérséklet hatdsa
egyedi. A legtobb anyag oldhatésaga javul magasabb hdmérsékleten. A kalcium-citrat oldhato-
sdga viszont maximumos fiiggvény, magasabb hdmérsékleten djra csokken (9. tdblazat).
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HOmérséklet oldhat6sig
°C g/100 ml
18 0,085
25 0,096
40 0,085
90 0,058 !!

9. tabldzat A trikalcium-citrdt oldhatosdga a homérséklet fiiggvényében

A maximalis kihozatal érdekében a csapadékos levet forrén, 90 °C-on sziirik. Ezt el0segiti
az, hogy a mész beolddsandl, illetve a kozombositésnél jelentds mennyiségli hd szabadul fel,
ami felmelegiti az oldatot. A szlirlet hotartalmét hocserélokkel vissza lehet nyerni, €s haszno-
sitani. A lecsapds hatasfoka semleges kozegben a legjobb, ezért a 7 koriili pH bedllitasara tore-
kednek, tdlzott ligositas djra javitja az oldhatdsagot. A reakcibhoz CaO-ra nézve 18-25%-os
oldatot haszndlnak, lassan beadagolva. Igy nagyobb kristalyok keletkeznek, amelyek kevesebb
szennyezést visznek magukkal. A csapadékot a klasszikus vakuum dobsziiron valasztjak el.

4.1.10.4. Feltdrds kénsavval

Gyengébb savat s6jabol egy erdsebb savval lehet felszabaditani. A citromsav gyartasi
technoldgia esetében a kénsav a legmegfelelobb, mert a melléktermékként keletkezd gipsz old-
hatatlan, konnyen elvalaszthat6 a citromsav oldattdl. Sésav vagy salétromsav haszndlata esetén
a kalcium-klorid, illetve kalcium-nitrit oldatban maradna, és ez megnehezitené a citromsav ki-
nyerését. A feltards tomény (60-70%-o0s) kénsavval torténik. Ez a koncentracié még nem oxi-
ddlja a szerves anyagokat, és ugyanakkor nem higitjuk meg vele tilsdgosan az oldatot. A kén-
savat a sztochiometrikushoz képest kis feleslegben (+1-2 g/l1) adagoljak. A képzddd gipszet
ismét csak vakuum dobszlrdn sziirik le. A melléktermékként képz6do kristalyvizes gipsz
mennyisége igen nagy, 1 tonna citromsav eldallitisdval mintegy 1,4 tonna gipsz képzddik.
Hasznositasa, illetve elhelyezése egyre nagyobb problémat jelent.

4.1.10.5. Tisztitds adszorpcioval

A feltarassal kapott citromsav oldat még szinanyagokat és dsvanyi ionokat tartalmaz.
Ezektdl oszlopokban végrehajtott adszorpcival szabadulhatunk meg. A szinanyagokat aktiv
szénnel toltott oszlopon lehet megkotni. Az dsvanyi sok ionjait ioncseréld gyantdkkal lehet el-
tdvolitani, ,,flow through” technikaval, azaz nem a fdkomponenst kotjiik meg a kolonnan, ha-
nem a szennyezéseket. A termék atdramlik az oszlopon, nincs sziikség eliciora. Ipari 1é€ptékben
nem egy-egy oszlopot telepitenek, hanem tobb tucat vagy akdr szdz, egyenként néhdny kobmé-
teres kolonnat kapcsolnak Ossze egy teleppé. Ezek egy része dolgozik, més részét egyidejiileg
regenerdljdk, igy lehet biztositani a folyamatos tizemmenetet.

4.1.10.6. Koncentrdlds bepdrldssal
A tisztitott citromsav oldat koncentracidja 200-250 g/1, ez még nem kristalyosithatd, to-
véabb kell toményiteni. A koncentrédlds célszerli miivelete ennél a terméknél a beparlas. A bio-
16giai anyagok esetében ritkdn alkalmaznak beparléast, mert a legtobb ilyen anyag héérzékeny.
A citromsav-technoldgidnal kiméletesen, azaz alacsony hdmérsékleten, rovid tart6zkoddsi id6-
vel torténik a beparlas. Tobbfokozatu, tobbtestes vakuumbeparlét hasznalnak, ahol az utolsé
fokozatban a tomény oldat hdmérséklete nem haladja meg a 40 °C-ot.
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4.1.10.7. Kristdlyositds
A betoményitett oldat lehiitve mér taltelitetté valik, beldle a citromsav kristdlyosithat6. A
muvelet kritikus paramétere a hémérséklet. 36,5 °C alatt ugyanis a sav egy kristalyvizzel, efolott
pedig vizmentesen kristdlyosodik. A citromsav-monohidrat jobban kezelhetd, stabilabb és nem
utolsésorban esztétikusabb anyag, ezért JE—

ennek  létrehozdsara  torekednek. A dn SZiNTEl_ENiTES ES |
vakuumbepdrlds utén a ~40 °C-os oldatot 20- IONMENTESITES
25 °C-ra hiitik, ebbdl valnak ki a kristalyvizes < .

kristdlyok. A citromsavgyartds olyan nagy
1éptékben folyik, hogy érdemes folyamatos .
kristdlyositokat alkalmazni. Ezekben az - 2. KONCENTRALAS
allandésitott koriilmények hatdsara éllando {

tisztasagd és  élland6  méreteloszlasu
kristalyok jonnek 1étre. A kristdlyok elvalasz-

3. KRISTALYOSITAS ‘

t:'a'sa’ €s mosdsa alt/alaba/n s‘zuroc"entrlfuga.ba/n KRISTALY SZEPARALAS
torténik. Az anyalig még jelentds mennyisé- |

gli terméket tartalmaz, ezt visszavezetik a
technoldgidba, a tisztitdsi 1épések elé, és ujra

feldolgozzak. 4. SZARITAS

4.1.10.8. Szdritds
A szlir6bdl kikeriild mosott kristalyok

feliilete nedves. Ezt a maradék folyadékot 5. APRITAS,
OSZTALYOZAS

62. dbra Kristdlyos citromsav elédllitdsa

széritassal tavolitjak el. Ez a folyamat is tulaj-
donképpen bepdrlas, pontosabban a feliileten
1évo folyadék szarazra paroldsa. Alapvetd 6. CSOMAGOLAS

kiilonbség, hogy a szdritdsndl a hokozlésre

meleg levegot alkalmaznak. A miivelet sordn

Ujra jelentkezik a kristalyvizvesztés veszélye. A szarad6 anyag hOmérséklete nem haladhatja
meg a 36,5 °C-ot. Emiatt vagy vdkuumszaritokat haszndlnak, vagy igen nagy mennyiségi,
kozel szobahdmérsékletii levegdvel szdritanak.

4.1.11. Melléktermékek, szennyviz

A citromsav gyartasi technoldgia sajnos sok jarulékos anyag termelddésével jar, ezek
befolydsoljdk a gyartds gazdasdgossagat is. 1 t citromsavra szamitva a kovetkez0 anyagmennyi-
ségekkel kell szamolni:

Micélium: ~135 kg

Aspergillus niger biomassza, szlirésegédanyaggal keveredve. A sejttomeg 25-30% fehér-
jét és 15-20% szénhidratot tartalmaz. Ugyanakkor jelentds mennyiségii nehezebben bonthat6
sejtfal anyagot is van benne. Ertékesithetd, ha takarmanyadalékként tdpokba keverik. Ennek
viszont elofeltétele, hogy a sziirésegédanyag bioldgiai anyag (korpa, rost, torek) legyen, az 4s-
vanyi segédanyagokat nem fogyasztjdk az dllatok. A savanyu iz nem okoz gondot, azt szivesen
fogyasztjdk (vo.: silétakarmany). Kevesebb hasznot hoz, ha a biomasszat biotragyaként szan-
t6foldekre szorjék ki, ezzel javitjak a talaj szervesanyag-tartalmat. Ligos el0kezeléssel a papir-
ipar is haszndlhatja a cellul6zos alapanyagok mellett. Ha nincs mds megoldds, biogdzositassal
flitdgazt is el lehet allitani beldle.
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Gipsz: ~1,4 tonna

CaSO0sx (1-2 H20), el nem bonthaté melléktermék. Az épitdipar valamennyit felhasznal
beldle, de ekkora mennyiséget nem képes felvenni. Rdadasul ez kristalyvizes gipsz, ezt ki kell
izzitani, hogy kotSképes legyen. Altaldban lerakéra keriil.

Szennyviz: ~8 m*

Széarazanyagtartalma 5-6%, kémiai oxigén igénye igen nagy, KOI = 50 000 mgO-/1. Ezt
szennyviztisztitoban elbontani nagyon koltséges. Célszerilibb inkabb bepdrldssal feldolgozni, a
szarazanyagtartalmat 65-70%-ra novelni. Ezt a koncentratumot lehet takarmény kiegészitoként
értékesiteni (pl. Citragil néven forgalmazzak). Az arbevétel nem fedezi a beparlas koltségeit,
de kisebb a veszteség, mint a szennyviztisztitas koltsége.

Mis lehetOség a szerves anyag hasznositdsra az egysejt-fehérje eldallitdsa. Erre a célra
szelektalt Torula élesztd szaporitasdval 14 kg/m?, azaz 112 kg/tonna takarmdnyélesztét lehet
eldallitani.

Erre az anyagra is lehet biogaz gyartast alapozni. ANAMAT néven egy kombindlt eljarast
fejlesztettek ki, amely aerob €s anaerob 1épések utan teljes mineralizacidhoz vezet, gyakorlati-
lag mindent metannd, vizzé és szén-dioxidda bont le.
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4.2. ECETSAV GYARTAS

A bor ecetesedése torténelem eldtti idoktdl ismert folyamat, egyidds a borkészitéssel. Ez
a két folyamat a legdsibb, spontdn is végbemend biotechnoldgiai eljaras: a must cukortartalma
— borré erjed — a bor ,,megecetesedik” — borecet keletkezik. Az ecet tudatos gyartdsa és
konyhai hasznositdsa szintén ¢kori eredetii. Elelmezési célra évente 2-3 millié m> ecet késziil,
aminek koncentraciéja 10-15%, azaz ebben 300-400 ezer tonna tiszta ecetsav taldlhato.
Vegyipari alapanyagként jelent0s mennyiségli ecetsavat éllitanak el6 kémiai szintézissel
is, mégis élelmiszeripari célra csak az ecetsav baktériumok 4ltal termelt, tehat biolégiai dton
nyert ecetet hasznaljdk. A teljesség kedvéért tekintsiik 4t, hogy milyen kémiai reakcidéutakon
lehet ecetsavat eldéllitani:
» Metanol karbonilezése
» Acetaldehid oxidacidja
» Etilén oxidacidja
» Fa szaraz leparlasa
A kémiai szintézissel gyartott ecetsavat onmagaban, erés savként is szamos célra alkal-
mazzak, igy fémfeliiletek tisztitdsara (erds, de nem korroziv sav), vizkdoldasra, stb. Kisérleti
stddiumban van egy tjabb nagy 1éptékii alkalmazas is, télen az utak j€égmentesitésére a kornye-
zetszennyezd sok helyett Ca- vagy Mg-acetatot szérnak ki.
Vegyipari reakciok alapanyagként is nagyon szertedgaz6 a haszndlata (63. abra).
A bioldgiai uton termelt ecetsavat elsésorban az élelmiszeriparban hasznositjak, a sava-
nyu iz bedllitasara, illetve tartositasra.

Ecetsav

Vinil- Klor- Acet- Acetat- Acetat-
acetat ecetsav anhidrid észterek sok

Textilek

Gyogyszerek lagyitok Gyogyszer
ételecet
Celluléz-acetat
oldoszerek
b O Hékozlofolyadék

Efx};l—lfikesmte; Transzparens lapok Hustartositas
o e Fotofilmek Fungicidek
IS RS lakkok Jégmentesitok
ragasztok

63. dbra Az ecetsav ipari felhaszndldsa
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A biotechnoldgiai tton az alapanyag etilalkohol, tehat tulajdonképpen két fermentacids
1épés kapcsolddik Ossze.

Cukrok - etanol - ecetsav
Saccharomyces cerevisiae Acetobacter aceti
(anaerob) (aerob)

Az ecetsav képzddésének bruttd leirdsa:

C,H,OH + 0, » CH,COOH + H,0 ~ AG° = —455 kJ/mol

Az ecetsav baktériumok az alkoholt molekularis oxigén felhaszndldsdaval ecetsavva oxi-
daljak.

4.2.1. Az esetsav-baktériumok

Az alkoholt ecetsavva oxiddlé mikroorganizmuso-
kat 4taldnosan ecetsav-baktériumoknak nevezziik. Poli-
morf, Gram negativ baktériumok, sejtjeik ellipszoid vagy
palca alakiak; melyek egyenesek vagy enyhén hajlitot-
tak; 0,6-0,8 um hossziak (=aprok); egyesével, parokban
vagy ldncokban fordulnak el6. Mozgdsra képtelen és
mozgdasra képes formdi is eléfordulnak, polaris vagy pe-
ritrich flagellummal rendelkeznek. Obligat aerobok, bizo-
nyos fajai pigmentet, mig més fajai cellulézt termelnek.

Az ecetsav baktériumok osztdlyozdsa

Az Acetobacteraceae—n beliill 3 genus kiilonithetd
el: Acetobacter, Gluconobacter, Frauteria. Ebner és Foll-
man tobbszor is megkisérelték az ecetsav-baktériumok
osztalyozasat. A legfontosabb segitség a pontos taxono-
mia kialakitdsdban a Gillis és De Ley DNS-rRNS hibridi- .
zacios tanulmdnya. A legfontosabb kovetkeztetés, hogy a iRl
kordbbi osztdlyozds alapjan elkiilonitett két csoport, az
Acetobacter és a Gluconobacter igazabdl kozeli rokonsa-
got mutat. Az Acetobacter-félék er0sen savas kozegben az ecetsavat tiloxidaljak CO»-da és
vizz€, mig a Frateuria és a Gluconobacter csaldd nem.

K

64. dbra Ecetsavbaktériumok

1 pm

o 1 o

65. dbra Gluconobacter Acetobacter Frateuria
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A torzsek izolaldsa és azonositasa sok problémdval jar. Az ecetgydrtdsban mindig olyan
ecetsav baktériumokkal dolgoznak, amelyek nem tiszta tenyészkultirakbol szarmaznak. A fer-
mentacid sordn haszndlt baktériumokat nehéz taxondmiai osztdlyokba besorolni. A természet-
ben (és az ipari félfolytonos/folytonos eljardsoknal is) vegyes kultirdkat alkotnak, sok, jelen-
tésen eltérd altipussal és spontdn hibridekkel. A fenotipusos megkiilonboztetés is nehéz, mert
egy faj kiilonbozo baktérium torzsei nem feltétleniil hasznositjdk ugyanazt a szénforrast. Az
Acetobacter torzs egy Uj fajat izolaltdk Németorszagban és Svéjcban is, er0sen savas fermenta-
ciokbol. Ezt a fajt Acetobacter europaeus-nak nevezték el. Az 0sszes vizsgalt torzs, amit szub-
merz fermentdcidbol izoléltak csak kis mértékben mutatott DNS-DNS hasonldsdgot a hagyo-
manyos Acetobacter torzsekkel. Viszont szignifikdnsan meg lehet kiilonboztetni az Acetobacter
europaeust az Acetobacter nemzettség tobbi tagjatol azért, mert ez a faj erésen tolerans 4-8%-
os ecetsavra AE-agarban.

A torzseket szilard és félszilard taptalajon nehéz tenyészteni, folyadékban meg nehéz
»sz€leszteni”. Jelentds eldrelépést értek el Japanban, ahol specidlis dupla rétegli agaron tenyész-
tették ki a baktériumokat (Acetobacter polyoxigenes).

Az iparban haszndlt ecetsav baktérium torzsek
A fermentaci6 oltéecet beoltdsaval kezdddik meg, ez egy mikrobioldgiailag meghataro-
zatlan maradéka az el8z6 fermentacionak. Ha megfeleld ecetsav tolerancidjui és tdpanyagigényli
baktériumtorzzsel dolgozunk, évekig fenntarthat6 a fermentacié anélkiil, hogy félbeszakadna a
folyamat vagy csokkenne a hozama, illetve a hatékonysaga. Iparban hasznalt torzsektdl elvart
tulajdonsagok:
» tolerdlja a nagy ecetsav €s alkohol koncentraciot
» Kkis tdpanyagsziikséglet
» ne lépjen fel tiloxidacio
» magas hozamot produkéljon
» fagrezisztens legyen.

4.2.2. Az ecetsav képzbdes biokémiaja

A folyamat két 1épésben megy végbe, az etanol eldbb acetaldehiddé oxidalédik (alkohol-
dehidrogendz), majd az aldehid oxidéalédik ecetsavva (aldehid dehidrogendz).

Tobb ecetsav-baktériumbdl is sikeresen tisztitottak alkohol-dehidrogendz enzimet, ilyen
irdnyu kutatasokat féleg Acetobacter aceti, A. rancens, G. suboxydans baktériumokkal végez-
ték. Az ADH prosztetikus csoportja PQQ (pirrolo-kinolin-kinon), ez veszi at a hidrogéneket.

66. dbra Az ecetsav képzddése

Az enzimek a citoplazma membréinba épiilnek be. A hidrogéneket ubikinonnak adjdk at.
Az ubikinol visszaoxidadldsa sordn a termindlis oxiddci6hoz hasonl6an molekuléris oxigénnel
viz képzddik és proton exportalodik a periplazmikus térbe. A protonok visszadramldsaval a sejt
ATP-t termel, igy nyer energiat a folyamatbol.
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Ethanol Acetaldehyde Acetate H*
1 B 1 Periplasm
[Paa- QH7
ADH QHz 1 QH: Q
1 Cytoplasm
LAY
2 2 H2°

67. dbra Az ecetsav képzodésének enzimei és koenzimei

4.2.3. Tapanyagok, szubsztratok

A tapoldat f6 komponense a tisztitott €s higitott etilalkohol. A legtobb orszagban az ilyen
célra szant alkoholt denaturdljak, az USA-ban etil-acetéttal, Eurépdban pedig ecetsavval.

Az alkoholtartalmu tapoldatot cefrének nevezik. Az alkoholtartalmat térfogatszdzalékban
adjak meg. Az oldat 4ltaldban kis mennyiségben ecetsavat is tartalmaz, ezt vegyes szdzalékban
(gramm ecetsav/100 ml oldat) mértékegységben fejezik ki. A két kiillonbozé mértékegységii
koncentraci6 szamértékének Osszegét osszkoncentracionak nevezik, ez kozelitéleg megadja a
teljes fermentacio alatt kinyerhetd maximalis ecetsav koncentraciot. Az eltérd mértékegységek
latszolag értelmetlen haszndlata azért praktikus, mert figyelembe véve a két anyag moltomegé-
nek és slirliségének kiillonbségeit az anyagok atalakuldsa sordn az 6sszkoncentracié nem vélto-
zik. Egy tf% alkoholbdl kozelitdleg egy m/v% ecetsav keletkezik. A kinyert ecetsav koncent-
racio és az dsszkoncentracio hanyadosa a hozam.

Az ecetsav fermentaci sordn az etanol teljes mennyisége ecetsavvé oxidalédik. Altald-
ban a kitermelés 95-98% koriil szokott lenni, a maradék elveszik a kidraml6 gézzal. Kézben az
esetleges egyéb szénforras (pl. gliik6z) oxidalddik, ennek termékei H,O és CO».

Az étkezési ecetek gyartdsandl a tiszta
alkohol helyett kiilonboz0 természetes, er-
jesztett, alkoholtartalmu leveket hasznalnak
nyersanyagként. A borecetnél bor, az alma-
ecetnél az almabor az alapanyag. A maldta
ecet az arpa vagy egyéb gabona forrdzatanak
az alkoholosan erjesztett (sorszerii) levébol
késziil. A rizsecet pedig elcukrositott rizsbol
késziil alkoholos és ecetsavas fermentécio-
val.

A balzsamecetek az ecet mellett sok
cukrot (gytimolcslé, szirup) is tartalmaznak.

68. dbra Izesité ecetek

Szénforrdsok
Acetat

Az Acetobacter torzsek képesek a citromsav-cikluson keresztiil hasznositani az acetatot
és a laktatot, de a tiloxidacié minimalizalasara toreksziink.
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Cukrok (gliikéz, szacharéz): konnyebben beépiilnek a sejt anyagdba, mint az acetat.
Ezeket az ecetsav baktériumok a pent6z-foszfat dton hasznositjdk. A fermentéacié inditdsahoz
kis mennyiségben adagoljak.

Szén-dioxid

A sejtek igénylik szén-dioxidot a ndvekedéshez. A szén-dioxid asszimildlddik a sejt anya-
gdaba, a sejt széntartalmanak ~0,1%-a ebbdl szarmazik. Nagyon kis mennyiségii ecetsav is ebbdl
a CO»-bdl szarmazik.

Nitrogén-forrds:
Szerves szénforrds jelenlétében sok ecetsav-baktérium torzs képes ammonium ionokat is
nitrogénforrasként felhasznalni. Egyes torzseknek viszont aminosavakra is sziiksége van.

Novekedési faktorok:

Egyes torzsek novekedési faktorokat/vitaminokat igényelnek (p-aminobenzoesav, niacin,
tiamin, pantoténsav), illetve ezek jelenlétében jobban termelnek. Az A. aceti torzsnél halmo-
zottan pozitiv hatést érhetiink el glutation és Na-glutamét egyiittes adagolasaval. A novekedési
faktor sziikséglet a szénforras ell4tastol fiigg.

Szervetlen sok

Természetes nyersanyagokndl altaldban nincs sziikség tovabbi tdpanyag hozzdadésara.
Bar az almaborban kevesebb nitrogéntartalmu vegyiilet van, de ez feljavithat6 ammonium-fosz-
fat hozzdadasaval. Néhany széloborhoz is sziikséges ammodnium-foszfatot adni az optimélis
fermentéacidhoz.

Tiszta alkohol alapti ecetsav gyartdsnal mindenképp sziikség van kdlium, natrium, mag-
nézium, kalcium, ammoénium (ammoénium-foszfit formdjaban), szulfat és klorid hozzdadaséra.
Ezen kiviil nyomelemekre: vas, mangan, kobalt, réz, molibdén, vanadium és cink is sziikség
van. Kereskedelmi forgalomban taldlhat6 tdpanyag keverékek tovdbbi adalékokat is tartalmaz-
nak, mint példaul szaritott élesztot.

Etanol

Az ecetsav-baktériumok karosodhatnak, ha a fermentacid soran az dsszes etanol oxidalo-
dik és az etanol tartalmu friss tdpoldat hozzdaddsa nem torténik meg idoben. Az etanol hidnya
a 1égzési lanc kiesése miatt az oxigénhidnyhoz hasonléan megzavarja a fermentaciét. A kar
mértéke a teljes koncentraciotol és az etanol hidny idejétdl fiigg. A tiloxidicié az a nem ki-
vanatos reakcid, mely sordn az ecetsav tovabb oxidalodik és CO» és HoO keletkezik. Ezt meg-
elézhetjiik, ha az 6sszkoncentraciét magas értéken tartjuk €s az etanolt dllanddan pétoljuk. En-
nek érdekében célszerli az etanol koncentraciét folyamatosan mérni. A Frings cég altal kifej-
lesztett Alkosens idOkésés né€lkiil méri az g
etanolt a fermentlében. A szenzor miikodé-
se membrandiffizion alapszik, ezért csak
allandé6 homérsékleten ad megbizhato
eredményeket.

s

Oxigén

Az Acetobacter-ek obligat aerobok,
a fermentéci6 sordn nagy mennyiségll oxi-
génre van sziikség, ezért nagyon fontos a t. J

p o . o7 . e

megfeleld levegdztetés. Kiterjedt kutatd- I
sok bizonyitjdk, hogy a levegdztetés meg- g ,ﬁ i',
szakitdsa a fermentacidoban zavart okozhat,

q

b H‘:@’f’ |

69. dbra Frings Alcosens
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példaul az ecetsav koncentracié vagy a fermentacids sebesség csokkenését. Az oxigén ellitds
zavara is éles esést okoz az oxidacids sebességben, illetve az enzimek aktivitdsdban. Minél
hosszabb iddre szakad meg a levegdztetés és minél nagyobb cefre dsszkoncentracidja, annal
er6sebb a hatds. Egy 11-12%-o0s 6sszkoncentracidja elegynél a 15-60 mp-ig tart6 levegdztetés
kimaradds ugyanakkora kért okoz, mint az 5%-o0s 0sszkoncentréacidju elegynél a 2-8 perces.

Ugyanakkor a levegd nagy térfogatdrama sok illékony komponenst (ecetsav és etanol)
visz magdval, ezzel veszteséget okoz. Ezt ligy szoktdk csokkenteni, hogy az elmend levegot
egy tartdlyban vizen buborékoltatjdk at, és az elnyeli az ill6 komponenseket. Az igy kapott vizes
oldattal készitik el azutdn a kdvetkezd fermentacio tdpoldatat.

4.2.4. Leveglztetési megoldasok

Feliileti fermentdcio, Orleans-i eljdrds

Régebben hasznaltak borecet készitésé-
re, ilyen mdédszer az Orleans-i eljérds, ahol 4l-
16 fahorddba vezették a bort, a hordo felso ré-
szében 1égzdnyilasokat alakitottak ki €s szo-
bahdémérsékleten allni hagytdk. Az ecetsav-
baktériumok a levegdvel jutottak a bor felszi-
nére €s elkezdték a borban 1€v6 etilalkohol at-
alakitasit ecetsavvd. A keletkezd ecetsav el-

1 , s 2 1 12 P Fia. 49. Barrel Arranged for Vinegar Making. a, Holes for admis-
vezethetd a hordo also részébol. Kivald mino- Wun of sir, b Opicn bubg Hels. & Bhigoe.

ségli ecetet lehetett igy eldallitani.

Ujabb tipusu feliileti fermentacicknal
egy sekély folyadékréteg feliiletén baktérium filmet alakitanak ki. A folyadékot (cefre)
aramoltatjak. A folyadék mélysége ~10 mm, az kifoly6 ecetsav koncentracidja 5-6%.

70. abra Orleans-i ecetgydrtds

Mozgocefrés fermentdcio

A mozgdcefrés fermentorok toltott oszlopnak tekinthetok, benniik biikkfa forgacsot, nyir-
fa gallyakat vagy kukoricacsutkdt hasznéltak hordoz6 anyagként. Az ecetsav baktériumok a
toltet feliiletén telepedtek meg, biofilm alakult ki. Az alkoholtartalmu cefrét feliilr6l locsoltdk
a toltetre, ezzel egyidoben alulrol
a hézagokban felfelé dramoltat-
tdk a levegbt. A lecsorgé folya-
dékot Ujra ravezették a toltetre,

TILE EXHAUST
RUBBER FEED LINE

recirkuldltattdk (innen a mozgé- USSR _— INSPECTIONGLASS
cefrés elnevezés), mindaddig, | SPARGERAAM
amig az 4talakulés teljesen végbe — ' INSPECTION PLUG
nem ment. Nagy, fibél késziilt WeaR 2
tartalyokat (akdr 100 m?®) épitet- SHAVINGS
tek erre a célra. ECRETE

A belsO tér nem steril, de a AR
befertéz5déstdl védi az alkohol- | wasrLowmeren_aYH AL )1 [——
tartalom és a savas pH. Viszont a T i AT ARINTAKE
biofilmben gyakran megtelep- | ~ CooLNG cons
szik egy nagyon specializdlédott

baktériumfal6 fonalféreg, az
»ecetangolna” (Anguillula aceti).

71. dbra Mozgdcefrés ecetsav generdtor
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Szubmerz, levegoztetett fermentdcio

A szubmerz ferment4cioknal intenziv levegdztetésre van sziikség, keverds €s air-lift meg-
oldast egyarant alkalmaznak. Kiilonleges megoldds a Frings-acetdtor (6nbeszivé turbinake-

vero).

Frings acetator

A Frings leveg0dztetd onbeszivé rendszert, nincs sziiksége kompresszorra, a kornyezetbol
szivja be a levegot egy szivocsovon keresztiil. A motor alulrdl forgatja, és a levegot feliilrdl, a
tengelycsovon dt szivja be, €s eloszlatja. Egy belso forgo- €s egy kiilso allérészbdl all. A for-

M

és dllorész) kialakitdsa

72. abra A Frings turbina és turbinahdz (forgo-

g6rész voltaképpen egy centrifugal-szivattyu, ami a tengelynél levegot és fermentlevet sziv be,
a keriiletén kilépo6 keverék atpréselddik a sztator csatorndin, és erds vizszintes aramlés jon 1étre.
A levegOztetés sebességét ugy kell megvalasztani, hogy az a levegd egyenletes eloszlisat bizto-

sitsa a fermentor teljes keresztmetszetén. Mivel
nem lehet teljesen kikiiszobolni a habképzddést,
az acetator egy mechanikai habtérével van fel-
szerelve. A gyorsan forg6 habtoro levalasztja a
habbol a folyadékot és visszaengedi a
fermentorba. Az elpusztult baktériumok lizise

soran fehérjék szabadulnak ki, amelyek
fokozzak a habzast. Mivel az intenziv
levegbztetés okozza a habzéast, ezért a

habtorének a ciklus nagy részében miikodnie
kell.

A Frings Acetator a legelterjedtebb eszkoz
ecet gyartidsara. 1996 végére 642 Acetitor mii-
kodott a vildg minden részén, teljesen automati-
zdltan, teljes termelése 1,5 *10° m3/év ecet volt,
10%-o0s ecetsavra atszamitva. Energia fogyasz-
tasa 400 Watt.h/liter etanol, kitermelése 98% fe-
letti.

hablevilaszté ——~
i HTOEOE

tdvoz6 gizok ———

beoltds ———— . habszeparitor

ievegdbevezetés -

fermentor

kdzponti ¢sé -

EFFIGAS-turbina keteds rugds 1omi

lzereszid szelep

motor ——F2

tés

73. dbra A Frings acetdttor metszete
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74. abra Frings turbindk, motorral szerelve (katalégus foto)

4.2.5. Technoldgiak

A szubmerz gyartasoknal félfolytonos és folytonos fermentacids technoldgidkat egyarant
alkalmaznak.

A 12-15%-o0s ecet gyartasat félfolyamatos modszerrel végzik. Itt minden fermentacios
ciklusnak azonos hosszusdgiinak kell lennie. Amikor az alkohol koncentrécié 0,05-0,3% kozé
csokken, a fermentlé egy részét eltavolitjdk a fermentorbdl, majd djratoltik 0-2% ecetsav tar-
talmu és 12-15% alkohol tartalmu cefrével. Az tjratoltést lassan, erdteljes kevertetés és allandé
hoémérséklet mellett kell végezni. A fermentor toltése sordn ugyanolyan 6sszkoncentracidju cef-
rét kell betolteni, mint az el6z6 ciklusban, és kozben kevertetni kell, mert a helyileg kialakul6
nagy koncentréacié kdrosithatja a baktériumokat. A kovetkez6 ciklus lag fazis nélkiil indul el.
Az allandé hémérséklet érdekében a beadagolt cefrét eld kell melegiteni.

Egylépcsos félfolytonos

1994 6ta lehetséges toményebb, 19%-os ecetsav gyartdsa modositott fermentacidval. A
cefrét és a tobbletalkoholt kiilon program szerint adagoljdk. Az el6z6hoz hasonlé kiindulési
cefrével inditjak a folyamatot, majd lassan adagoljdk a tobblet alkoholt. Az alkohol adagolést
addig folytatjdk, amig el nem érik a kivant (19%) 6sszkoncentricidt. Az oxidacié végbemegy,
€s amikor az alkohol koncentricié lemegy nulldra, a fermentlé egy részét lefejtik €s a helyébe
a higabb cefrét taplaljak be. Késébb 1jbol alkohol adagolasaval novelik az 6sszkoncentraciot.

Kétlépcsos félfolytonos

A konzerviparban magas ecetsav tartalmu ecetre van sziikség. A kétlépcsos folyamat so-
ran 15%-os és ennél nagyobb ecetsav tartalmu ecetet lehet gyartani. Amikor az elsé fermentor-
ban az ecetsav koncentracio eléri a 15%-ot, a fermentlé 30%-at attoltik a masodik fermentorba
és az els6 fermentort Gjratdltik alacsonyabb Osszkoncentracidju eleggyel. A masodik fer-
mentorban folytatddik a fermentécid, az alkoholt lassan adagoljadk hozza, amig el nem érik a
18,5%-0s 0sszkoncentraciot €s a konverzidé majdnem teljes nem lesz, ekkor a levet lefejtik.

Folyamatos fermentdcio

Az elérhet0 ecetsav koncentraci6 csak 9-10%, mivel meg kell taldlni a kompromisszumot
a novekedés, a termékképzés, a sejt és a szubsztrat koncentracié kozott. Az dllanddsult allapot-
ban a nagy ecetsav €s kis maradék alkohol koncentracidra toreksziink, de az alacsony allando-
sult etilalkohol koncentraci6 viszont lecsokkenti a baktériumok fajlagos novekedési sebességét,
ezzel a higitasi sebességet, azaz a kilépd termékaramot.
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Kisérletek immobilizdlt ecetsav baktériumokkal

A mozgdcefrés eljards biofilmje is tulajdonképpen immobilizdldsnak tekinthetd, de pl.
Japédnban sok kisérlet folyik rizsecet vagy gylimolcsecet gyartdsdra immobilizalt ecetsav bak-
tériumokkal. A rogzitett sejteket félfolytonos fermentacidban, airlift bioreaktorokban alkalmaz-
tdk. Karragénan gél gyongyokon immobilizalt ecetsav baktériumokkal nagy fajlagos noveke-
dési sebességet €s respirdcids aktivitast értek el. Mas hordoz6 anyagoknadl, mint a polipropilén
rostokndl a 3%-os, mig méhsejt szerkezetli kerdmia monolitndl maximum 4%-os ecetsav kon-
centraci6 érhetd el. Kalcium-alginat gél gyongyokkel fluidizalt reaktorban pedig 3,5%-os ecet-
sav koncentracid nyerheto ki.

Feldolgozas

A fermentlébdl a sejtek eltavolitdsandl problémét okoz, hogy az Acetobacter sejtek na-
gyon aprok, centrifugdléssal, sziliréssel alig valaszthatok el. Célszerlien membréansziiréssel
(mikroszlréssel) tavolitjak el, ehhez nem sziikséges sziirési segédanyag.

FERMEATE

PERMEATE

75. dbra Keresztdramii (cross flow) szurés iireges szdl (hollow fiber) modulban

Az ecetsav bepdrldssal toményithetd, de nem tisztithat6, mivel a viz az illékonyabb kom-
ponens, elparologtatasaval az ecetsav €s a nem-ill6 szennyezések koncentracidja nd (az ecetsav
forrpontja = 118 °C).

4.2.6. Homoacetogének

Uj lehet6séget jelentett az ecetsav gydrtdsban a homoacetogének alkalmazésa. A Clostri-
diumok kozott sok faj autotréf médon Ho/CO» vagy CO gazkeveréken is tud szaporodni. Egyes
kemoautotréf reakcidkra képes fajok a gliik6z szénforrds mellett 2 CO> —bdl autotréf CO; fixa-
lassal egy uj acetil-CoA-t hoznak 1étre (termofil homoacetogének: Clostridium thermoaceti-
cum, CIl. thermoautotroficum). Ezek egy gliik6z molekula felhaszndldsaval harom ecetsavat ter-
melnek, ezért kaptdk a homoacetogén gylijtOnevet.

A brutté reakcidegyenlet:

1 C¢H1206 + 2 H2O = 2 CH3-COOH + 2 CO2 + 8 H* + 8e
2CO2+8H*+8e = CH3-COOH + 2 H,O
CeHi1206 - 3 CH3-COOH !
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A folyamat nyilvanval6 eldnye a +50% hozam (100 g cukorbdl az elméleti hozam: 100 g
ecetsav, ebbdl gyakorlatilag 90-95 g érhetd el). A fermentort nem kell levegdztetni, viszont a
szén-dioxid betédplalas lehetdségét meg kell oldani.

Hitranya viszont, hogy a torzsek novekedése, anyagcseréje lassd. Osszehasonlité kisér-
leteket végeztek kiillonbozo fermentacids technikdkkal.

A szakaszos fermentaciondl a keletkezo savat dolomittal (f6 komponense: MgCO3): sem-
legesittették. A nagyobb termékkoncentracié érdekében gliikkéz rataplalast alkalmaztak, igy
12%-os termékkoncentriciot is elértek.

Az aerob eljardsokhoz hasonldan félfolytonos technikdt is kidolgoztak, 50% lefejtési
arannyal.

A folyamatos fermentacié nagyobb produktivitdst, de joval kisebb termékkoncentréaciét
eredményezett.

A legnagyobb produktivitast egyfajta rogzitett sejtes modszerrel érték el. Egy forgé dob
feliiletén biofilmet alakitottak ki, amely csak periodikusan meriilt a fermentlébe.

Fermentdci6 tipusa Produktivitds (g*1"'*h™!) Ecetsav konc. (g*1')
Szakaszos, rataplalassal 0,9 120
Folyamatos 2.5 7
Folyamatos sejtvisszatdplédldssal 4 22
Forgédobos (biofilm) eljaras 10 37

10. tdbldzat Homoacetogén technologidk osszehasonlitdsa
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4.3. GLUKONSAV GYARTAS

A gliikonsav egy gyenge szerves sav, piaca mintegy 100 000 tonna/év. Ebbe beleértendd
a savon kiviil a &-lakton-, és a s6k formdjaban eladott mennyiség is.

A gliikonsavat gliikkzbol gyartjak, az aldehid csoport oxidacidjaval karboxilcsoport kép-
z6dik. Bar ezt kémiai oxidacidval is meg lehet oldani, a hozamok, és a szelektivitds miatt eld-
nydsebb a biotechnoldgiai dtalakitds. A folyamat inkabb hasonlit enzimes atalakitisra, mint egy
de novo fermentacids folyamatra.

4.3.1. A gliikonsav képzbdes biokémiaja

Sokféle organizmus képes gliikonsavat felhalmozni: egyes gombafajok, mint az Asper-
gillus niger vagy a Penicillium luteum vagy a baktériumok kozott a Gluconobacter, Pseudomo-
nas vagy Acetobacter torzsek. A folyamat biokémidja eltérd a prokariétakndl és az eukariotik-
ndl.

Respiratory
chain
//_\ ‘\K
- \
PQQ Glucose PQOH,
(A) Hay0
(bacteda)
D-Glucose ¥ D-Gluconolactone T“%q—a—se—r Gluconic acid
oxidase (fungg)
® FAD (fungi) FADH,
W_ B /
Hy0y 02

76. abra A gliikonsav bioszintézise Gluconobacter suboxidans-ban (A)és Aspergillus niger-ben (B)
PQQ = pirrolo-kinolin-kinon

A baktériumokban az oxidacié az ecetsavndl bemutatott médon, a citoplazmamembran-
ban kotott D-gliik6z-dehidrogendz enzim altal megy végbe. A hidrogén akceptor a PQQ, illetve
a NAD* vagy NADP*, amely a 1égzési lancnak adja at a hidrogéneket. A reakcié terméke a D-
gliikono-&-lakton, ami a fermentlébe kikeriilve spontdn hidrolizél gliikkonsavva. A hidrolizis
sebessége a pH-tdl és a hdmérséklettdl fiigg.

A megtermelt gliikonsavat a sejt képes szénforrasként hasznositani. Ez a pent6z-foszfat
utvonalon torténik, de ezt az utat a katabolit represszié (magas gliik6z koncentracio, >0,5%)
elnyomja. Tehdt ha a technoldgidban nagy gliikéz koncentraciot allitanak be, akkor gliikkonsav
tiltermelést lehet elérni. A folyamat hatékonysdgat rontja, hogy a képzdédott glikkonsav — a
Bertrand-szabdlynak megfeleléen — tovabb oxidalodik 5-keto-gliikonsavva. Ezt a méasodik
1épést a reakcid koriilményeinek szabalyozasdval vissza lehet szoritani (semleges pH, 37 °C),
ill. el6 lehet segiteni (savanyd pH, 25-30 °C), vagy CaCOs-adagoldssal, mert az 5-keto-Ca-
glitkonat csaknem oldhatatlan, igy az egyensily erésen jobbra tolddik.
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A fonalas gombdkban a gliikonsav kialakuldsa sordn két enzim miikodik. A D-gliikézt a
gliikk6z-oxiddz alakitja D-glitkkono-6-laktonnd, amit a laktondz hidrolizal glikkonsavva. A glii-
konsav-0-lakton ugyan spontan is hidrolizal gliikonatta, de az Aspergillus-okban egy specifikus
lakton-hidrolizal6 enzim miikodése is észlelhetd.

ST T

O, Hy0O,

glucose K_(/ gluconolactone gluconic acid
catalase

H,0

77. dbra Gliikonsav bioszintézise Aspergillus-okban.

A penészgombdk gliikoz-oxidaza egy homodimer flavoprotein. Az enzim kb. 10% szén-
hidrétot tartalmaz6 186.000 méltomegii glikoprotein. Prosztetikus csoportként két kotott FAD-
ot tartalmaz. A kofaktor visszaoxidélasa hidrogén-peroxid képz6dése kozben egy oxigén mole-
kuldt fogyaszt. Ezt a toxikus terméket a mikroorganizmusban miikodd kataldz elbontja. Igy a
netto reakcio:

gliik6éz + 1/2 Oy — gliikonsav.

Adalék: Tobb szerzd a negyvenes évek elején ezt az enzimet. antibiotikumként irta le (notatin, penicillin B),
mert megtévesztette oket a felszabadulo hidrogén-peroxid dezinficidlo hatdsa, ami kioltdsi gyiiriiket eredménye-
zett.

A FAD regeneraldsa sordn keletkez6 hidrogén-peroxid a gliik6z-oxiddz erds inhibitora.
Ezért a megfelel kataldz-aktivitds is fontos a hatékony folyamat szempontjabol.

Az Aspergillus niger gliikéz-oxidazar6l megéllapitottak, hogy a D-gliikéz B-anomerjét
150-szer gyorsabban képes oxidalni, mint az a-D-gliik6zt. Lehet, hogy a rendszer egy mutaro-
taz aktivitassal rendelkezd fehérjét is tartalmaz.

A gliik6z-oxiddz masik szubsztratja az oldott oxigén, ennek koncentricidja is befolydsol-
jaareakcidsebességet. Az enzim Michaelis dllandéja (Kno2) néhdany mg/liter, igy atmoszférikus
nyomadson az oxigén oldhatésdganak tartomanydban van, tehat a reakcidsebesség meg sem ko-
zeliti a vmax-ot. Emiatt a fermentorokban tilnyomast (pl. 3 bar) szoktak alkalmazni.

Az enzim meglehetdsen hoérzékeny, 50 °C felett elveszti az aktivitdsat. Az optimdlis
pH=5,5, alacsonyabb pH-n gyorsan inaktivalédik. Ezért a fermentlé pH-jat 4,5 és 6,5 kozott
kell tartani.

Az enzimet altaldban intracelluldrisként irjak le, egyes szerzok szerint a sejtek feliiletén,
masok szerint a peroxiszoOmdkban taldlhatd, de kimutattdk a sz{irt fermentlében is.

A gliikonsav termelés képessége minden bizonnyal evolicids elonyt jelent. Egyrészt a pH
gyors csokkentése akaddlyozza a kompetitiv mikroorganizmusok szaporoddsat, masrészt a ter-
melt gliikonsav rosszul hasznosithat6 szénforras a versengd mikroorganizmusok szamara, de jo
tdpanyag az A. niger-nek.
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4.3.2. Glikonsav fermentacios technol6giak

A folyamat biokémidjanak megfelelden a gyartasi folyamat is kétféle: bakteridlis és fun-
galis lehet. Az A. niger alapu technol6gidk joval elterjedtebbek.

Erdekes technolégiai viltozatot dolgozott ki az
osztrak Vogelbush cég. Acetobacter methanolicus bakté-
riumot haszndlnak a gliikkonsav-fermentaciéhoz, egy spe-
cidlis levegdztetd rendszerrel. Els6 1épésként metanol
szén/energia-forrdson kemosztat folytonos fermentaci-
oval elszaporitjak a mikroorganizmust, majd az 0ssze-
gyljtott sejttomeggel egy kiilon bioreaktorban nagy
gliik6z koncentraciét fenntartva végzik a gliikoz-gliikon- | roiyadéksugsr
sav konverziét. A nagy gliik6z koncentricié és a nagy
sejttomeg (mint katalizator) igen intenziv oxigébevitelt
(levegdztetést) igényel, amit az Un. becsapdddsugaras
(Vb-1Z, plunging jet) reaktorral oldottak meg.

hécserelé

szivattyn

78. abra Becsapddo sugaras
levegdztetd rendszer
Gliikonsav termelés fonalas gombdkkal

Az ipari fermentaciot szubmerz koriilmények kozott végzik, rendszerint Aspergillus niger
torzzsel. A termelési paramétereket a gliilkdz-oxidaz enzim tulajdonsdgai hatirozzdk meg. A
folyamat tipikusan 5% gliik6z — praktikusan keményitd hidrolizdtum — koncentracidval indul.
15-20 ¢6ras kortdl az atalakuld gliikézt pétolva steril tomény gliik6z oldatot adagolnak. Erre
azért van sziikség, mert a nagyobb cukor koncentricié esetén lassabban, hosszabb lag-sza-
kasszal indul el fermentacio.

A 15% . R 5%

P 1“ : P ’J I
U

s Kis pképzédési £ 0
§ sebesség f |
i o |
; |

t e s >

nagy lag szakasz 2 ta<<t ! ty t
Procuktivités (kgm’.B)

79. dbra Induldsi cukorkoncentrdcio hatdsa a gliikonsav fermentdcio lefutdsdra

Kalcium-karbonatos kozombositéssel igy kb. 15% gliikéz atalakitasat lehet elérni 20 6ra
alatt. Nétrium hidroxid oldat adagoldssal, automatikus pH szabalyozdssal viszont az dtalakitott
gliik6z 6sszmennyisége elértheti a 35 %-ot is.

A konverzi6 felporgetése érdekében a sejtndvekedést célszerli korlatozni nitrogén- (20-
30 mM) és foszfat-limit (80-90 mM) bedllitdsaval. A nyomelemek koziil a mangan ionok je-
lenléte (1-10 mM) sziikséges.

A reakci6 oxigénigénye igen nagy. Az oxigén koncentraciot intenziv levegdztetéssel (1
vvm) magasan kell tartani az egész folyamat sordn, amit gyakran a fermentor fejnyomdsanak
jelentds megnovelésével (2-4 bar) biztositanak.

Az oxidaci6 kozben felszabaduld ho elvondsa intenziv hiitést (nagy hiitéfeliilet, sok hiitd-
viz) igényel.
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Az oxidéci6 sordn képz0do gliikonsavat semlegesiteni kell, mert pH=4,5 alatt leall a sav-
termelés. A kozombosités modja szerint tobbféle technoldgiat dolgoztak ki.

Kalcium-gliikonét gydrtds: a sziikséges pH=5-6 tartomanyt kalcium-karbonat adagolasa-
val biztositjak. A tapoldat 2,5% kalcium-karbonatot (mészkdlisztet) tartalmaz. Ezt kiilon, vizes
szuszpenzidban sterilezve adjdk oltds eldtt a tdptalajhoz. A Ca-gliikonat korldtozott oldhatésaga
miatt ezzel az eljardssal csak kb. 15% cukrot lehetett dtalakitani. Nagy elorelépést jelentett az
a felismerés, hogy boérax jelenlétében az atalakitando gliikkdz koncentracidja tovabb novelhetd
akdr 350 g/liter értékig. A bor ugyanis akaddlyozza a kalcium-gliikonat kivélasat, a termék ol-
datban marad. Viszont élelmiszeripari hasznositasra késziilo termék esetében a bérsav-észter
toxicitdsa miatt bérax nem hasznélhat6.

A nétrium-gliikondt gyartds: a pH-t NaOH oldattal tartjak 6,5 értéken. A natriumsoé sokkal
jobban oldddik vizben, bérax nélkiil is el lehet érni a 35 %-os koncentraciot.

A fermentacié mindkét esetben 90% feletti hozammal mikodik, elofordul 98% is. A fer-
mentacids idok is rovidek, 24 €s 60 6ra kozé esnek. Ezért nem meglepd, hogy a torzs fejleszté-
sével eddig nem sokan foglalkoztak.

Egyes gyartok félfolytonos fermentdcios eljarassal dolgoznak, azaz a szakaszos fermen-
taciods ciklus befejezése utan a tenyészet 1/4-1/5-ét a fermentorban hagyjak, €s friss tapoldattal
toltik fel, igy kezdenek egy djabb tenyésztési ciklust. (A folyamat 3-4-szer ismételhetd.)

A szakaszos atalakitds végén is kiszlirt micélium tomeg ismételten felhasznalhat6 a fo-
lyamat katalizdlasara aktivitasvesztés nélkiil. (Ebben az esetben valddi transzformaciordl, és
nem novekedéssel kapcsolatos fermenticiordl van szd.)

4.3.3. A gliikonsav izolalasa fermentlébél

A feldolgozas elsd 1€pése a sejttomeg elvalasztasa. A micélium j6l sziirhetd, pl. vakuum
dobsziirén elvélaszthat6. Egyuttal az esetleg megmarad6é mészkoliszt szemcséktdl is megsza-
badulnak. A sziirletet aktiv szénnel lehet deriteni, szinteleniteni. A tovabbi 1épések mar fiiggnek
a k6zombositésre haszndlt bazistdl.

Kalcium-hidroxidos technolédgia esetén mésztej hozzdadasaval a pH-t 7,0-ra emelik, majd
a levet kb. 20%-os koncentraciora beparoljdk. Az oldatot -10 °C-ra hiitve a Ca-gliikonéat kikris-
talyosodik. A kivalas hatasfokat javitani lehet vizzel elegyedd szerves oldoszer, pl. alkohol
hozzdadésaval. A kristdlyokat elvalasztjak, majd szlir6n hideg vizzel mossdk. Az anyalig és a
mosoOviz egy Ujabb aktivszenes tisztitds utdn visszavihetd a beparloba. A kristalyokat 80 °C
hémérsékleten szaritjak.

A kalcium-gliikondt maga is egy értékesithetd termék, de a piac nagyobb tomegben a
natriumsot és a szabad savat igényli. A Ca-gliikonat kristalyok tomény vizes szuszpenzidjahoz
szamitott mennyiséglli kénsavat adva a gliitkonsav felszabadithat6. Melléktermékként gipsz ke-
letkezik, ami sziiréssel elvdlaszthatd. A szabad sav vizben jol oldddik, akar 50 %-os oldat is
készithet6 beldle. Ebben a vizes oldatban a hdmérséklettdl fiiggd ardnyban egyidejlileg jelen
van a szabad sav mellett a d illetve a y-lakton is. A tultelitett oldatb6l 30 °C alatt a szabad sav
kristalyosodik, 30-70 °C kozott a d-lakton kristalyosithatd, 70 °C felett pedig a y-lakton valik
ki. A termék tisztitdsa ismételt kalcium-glitkonat képzéssel, majd aktiv szenes deritést kovetd
kristalyositassal torténik.

A nétrium-hidroxidos pH szabalyozds esetén a sejttomeg kiszlirése utdn a pH-t NaOH-dal
7,5-re emelik, az oldatot aktiv szénnel deritik, majd 45%-0s koncentraciéra paroljak be. Ez a
tomény oldat egybdl dobszaritéra vihetd, de igy szennyezettebb marad a termék. Hiitéssel ki-
kristalyositva tisztdbb anyagot kapunk. A natriums6bdl szabad savat ioncserével allithatunk eld.

A kisziirt biomassza nem csak takarmanyozasra, biogédzositdsra haszndlhaté, hanem az

enzimek forrésa is, beldle melléktermékként gliik6z-oxidaz és katalaz enzim nyerheto ki.
Erdekesség: a gliikoz-oxiddz enzim felhaszndlhato a szubsztdtjainak eltdvolitdsdra élelmiszeripari termé-
kekbdl.

86



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia SZERVES SAVAK GYARTASA

A tojdslé porlasztva szdritdsdndl problémdt okoz a készitményben levo néhdny ezreléknyi gliikoz, amely
melegen a fehérjékkel Maillard reakcioba lép, és ettdl barna lesz a termék. A folyadékba gliikoz-oxiddzt, kataldzt
és egy kevés hidrogén peroxidot adva a gliikoz eloxiddlodik gliikonsavvd, és elmarad a barnulds.

Mds termékeknél a csomagoldsba zdrt oxigén jelenthet problémdt (enzimes barnulds, pl. katecholok
oxiddcidja kinonnd). A zdrt csomagoldsba adagolt gliikoz-oxiddz + kataldz felhaszndlja az oxigént és ezzel
megakaddlyozza az elszinezédést. Gyiimolcsok esetében nincs sziikség gliikoz hozzdaddsdra, mivel ezekben mindig
van kis mennyiségii szolécukor.

Az enzim specifikus miitkodése miatt a gliik6z kvantitativ mérésére is hasznalhat6. Gyor-
sasdga, megbizhatésdga miatt ez a reakcid analitikai médszerré fejlesztve bevonult a klinikai

gyakorlatba is.

A technoldgia fejlesztésének egyik jovébeni irdnya a konverzié megvaldsitdsa tisztitott
enzimekkel. Az enzim viszont intracelluldris, illetve sejtfalhoz kotott, ezért a kinyeréshez sejt-
feltards sziikséges, ami a jelentdsen megdragitja a prepardlast. Ma mar nagyipari gliikkonsav
technoldgiat is lizemeltetnek tisztitott enzimes biokonverzidval (Argonne, USA), amelynek so-
ran rogzitett glilk6z-oxidaz enzimet haszndlnak. A keletkezett savat nem semlegesitik klasszi-
kus médszerekkel, hanem az enzimes reaktorba integralt elektrodializissel folyamatosan tavo-
litjak el a rendszerbdl.

4.3.4. A gliikonsav felhasznéalasa

A gliikonsav nem-korroziv (nem-oxidal6) kozéperds sav. Két- és haromértékli fémionok-
kal vizoldhat6 komplexeket képez, aminek révén a fémfelszinek tisztitdsdra, rozsdamentesité-
sére haszndlhat6. Vizes (50 %-o0s) oldatat a tejipar haszndlja a tarol6 edények, aluminium esz-
kozok és a csOrendszerek tisztitaséra.

Fémkomplexei (Ca, Fe, Mg), jol felszivodnak, ezért ezeket allati takarmanyba keverve is
hasznaljdk. A humdan gydgydszatban a vas- és kalcium bevitel sordn is glitkonsavat haszndlnak
ellen-anionként. Ezeket a vizoldhaté komplexeket haszndlja az épitési-, textil-, detergens-, il-
letve gyogyszeripar is.

Az élelmiszerekben enyhe savanyu ize miatt hasznéljak. Kedvezd toxicitdsi jellemzo6i mi-
att élelmiszerekben €s 1idito italokban is alkalmazzdk kiegészitoként. A mikrobialis gliikkonsav
termelési eljarasokat az FDA is jovahagyta. A d-lakton savanyu izhatdsa lassan alakul ki a
hidrolizis sordn.

Japanban évente 3000 tonna laktont haszndlnak fel csak a szdjafehérje kicsapdasara.
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4.4. Almasav gyartas

Az almasavat el0szor éretlen almabdl izolaltak, innen ered a neve is. A természetben az
L-izomer fordul elé. Kémiai szintézissel, maleinsav vagy fumarsav kémiai hidratalasaval vi-
szont racém keverék, DL-almasav keletkezik. Elelmiszeripari célra mindkét forma felhasznal-
hato, iziik azonos €s egyforman biztonsagosak. Az 0sszes termelés kb. 65.000 tonna/év.

Az élelmiszerekben gyiimolcslevek, szénsavas uiditoitalok és cukorkak izesitésénél fa-
nyar savanyu ize miatt az édes iz ellensulyozdsara alkalmazzdk. A kozmetikai iparban, a
krémek és mas készitmények pH-janak bedllitdsara, alfa-hidroxi-karbonsavként hamkezelésre
haszndljdk. Ezen kiviil mds ipardgakban fémfeliiletek valamint textilszdlak kezelésére is
alkalmas. Az almasav igény megugrasaval szdmolhatunk, ha ipari 1é€ptékben is megoldodik a
bioldgiailag bonthat6 poli-almasav miianyag gyértdsa és alkalmazasa.

Az emlitett szintetikus gyartasok mellett a fumarsavbdl enzimmel katalizélt konverzidval
is gyartjak.

‘O0C H .
fumarase Hr,, CO0

H COO”

Fumarate S-malate

80. dbra A fumardz reakcio

Eredetileg a Brevibacterium ammoniagenes, késobb a B. flavus altal termelt fumardz en-
zimet kinyerés, tisztitds nélkiil k-carrageenan gélben rogzitett sejtes formaban hasznalva 70%-
os kihozatalt értek el. Az optimélis pH = 8, a hémérséklet: 25 °C (Tanabe Co., J).

Genetikailag médositott Saccharomyces cerevisiae sejtjeiben tiltermeltették a fumarazt,
és ezzel a konverzi6 elérte az egyensilyi 85%-ot.

Ennél nagyobb, kozel 100%-os kitermelés csak akkor érhetd el, ha a terméket eltavolitjuk
arendszerbdl. Ez torténhet membranos bioreaktorban, illetve csapadékképzéssel. A csapadékos
eljaras (Corynebacterium glutamicum sejtszuszpenzid, Amino GmbH, D) azon alapul, hogy
mind a szubsztrat, mind a termék kalcium séja rosszul oldédik vizben, az oldhatésaguk kb. 1%.
Ha a szilard kalcium fumardtot visziink be a rendszerbe, akkor az egyensulyban lesz sajat teli-
tett, kb. 1%-os oldatdval. Ahogy az enzim atalakitja a fumaratot, az folyamatosan pétlédik a

calcium fumarate fumarase calcium malate
. . e— . .
(in solution) (in solution)

calcium fumarate calcium malate
(precipitate) (precipitate)

81. dbra Csapadékos almasav gydrtds

kristalyok felold6déasaval. A keletkez6 malat viszont, amikor koncentrdci6ja eléri az egy szdza-
1ékot, kicsapddik. Igy a folyamat egészen addig megy, amig a szilard szubsztrit el nem fogy.
Az almasavat s6jabdl kénsavval szabaditjak fel, a kicsapodé gipszet leszlrik. A sziirletet be-
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parlassal toményitik, lehiitve a kikristadlyosodik az almasav. A nyersterméket szliréssel elva-
lasztjdk, a szlirdn mossdk és szdritjdk. Ha tovédbbi tisztitdsra van sziikség, akkor az anyagot
Ujraoldjdk, ioncserével és/vagy aktiv szénnel tisztitjdk, és tjra kristalyositjak.

Foglalkoztak az L-almasav de novo fermentacios eldéallitasaval is. Az Aspergillus flavus
J6 termeldnek bizonyult, csak az a probléma, hogy mind a hdrom négy-szénatomos dikarbon-

savat (fumarsav, maleinsav, almasav) tiltermeli.

HOOC/\/ CooH

CaCOs

H,S0,4

centrifugalis
sz(irés

centrifugalis
sz(irés

= =
Enzimes Feltdras beparlds kristalyositas
konverzié kénsawval v v
OH
CasSO,
HOOC\/\ COOH
R-almasav

82. dbra A csapadékos almasav gydrtdsi technologia lépései
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5. NUKLEOTIDOK (NUKLEOZIDOK) ELOALLITASA

A nukleotidok az aminosavakhoz €s a szerves savakhoz hasonléan elsédleges anyagcse-
retermékek, kulcsfontossdgi metabolitok a sejtek életfolyamataiban. Ipari fontossdga az alabbi
négy purin nukleotidnak van:

83. dbra A purin-nukleotidok szerkezete

Nukleotid R R> Elofordulas
5’-AMP —NH> -H
5’-GMP —OH —NH» DNS, RNS
>'-IMP —OH —H Intermedierek
5’-XMP —OH —OH

11. tdbldzat A purin-nukleotidok szubsztituensei

5.1. A nukleotidok felhasznalasa

Izjavit, izfokozd szerek
A nétrium-glutamit és az 5-ribonukleotidok egyiitt
egy erds, gazdag izérzést okoznak, ez az umami, vagy

|

otodik iz, amelyet az emberi nyelven 1évé G-proteinfiiggd  |EEFHE =]
heterodimer TIR1/T1R3 receptorok kozvetitenek. A nuk- | !l J ' l v

leotidok fokozzdk az izlel0bimbok reagdldsét az L-gluta-  FEEE
matra, ezzel magyarazhatd az aminosav és a nukleotidok ¥
szinergikus hatdsa. Az 5’-GMP-nek, az 5’-IMP-nek és az [{l
5’-XMP-nek natrium-glutamattal kombindlva mér 8

 Dsszetevik: étkezési sa,
zoldségszaritmanyok 15,5%
(sdrgarépa, pasnternak, burgonya,
w voroshagyma, zeller,
es eszrevételeit: UnileverMagyarorszag Kft petrezselyemzold), izfokozdk
44, delikat <unileverinfo.hu, www.defikat.hu {mononatrium-glutamat,
dindtrium-inozindt), cukar, fiiszerek,
kukoricakeményild, szinezék
{riboflavir).

180 g termék dtlagosan tartalmaz:
energia 697 k/164 keal, zsir <0,5 g,
amelybgl: telitett zsirsavak 0,2 g,
szénhidrat 32 g, amelyb6l: cukrok 22 g,
fehérje 8,59, 86 56,9 g.

A"
84. dbra Guanin, inozin és Na-glutamdt az ételizesitokben @ LS @ gg""
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nagyon kis mennyiségben (0,005 - 0,01%) is erdteljes izfokozé hatdsa van.

Japanban a XVII. szdzad 6ta hasznéljdk az un. umami izl ételizesitoket (erjesztett, hidro-
lizélt sz6ja és egyéb termékek, benniik glutaminsav és mds izanyagok keletkeznek).

Ezeket az izesit6é kombinécidkat a feldolgozott élelmiszerek széles skédldjanal, leveseknél,
martasokndl hasznéljik.

Gyogyszerek

Szarmazékaik antibiotikumok, citosztatikumok mellett alkalmazhatok, igy a nukleinsav
szintézis soran fejtik ki hatdsukat, antimetabolitként (8-azaguanin). Megtaldlhatéak ezen kiviil
virusok reprodukcidjat gatlé szerekben (ribavirin, acyclovir), valamint szivgyogyszerekben,
izomerdsitékben is.

A nukleotidok piacdn vezet az Ajinomoto Co. (Japdn), piaci részesedése mintegy 40%.
Versenytarsai még a koreai a CJ Group és a Daesang csoport, Japanban a Kirin Kyowa Foods,
€s Kinaban a Star Lake Bioscience. Az nukleotidok irdnti igény a feldolgozott élelmiszerek
piacaval parhuzamosan névekszik.

Felhasznalas (t/év) | Funkcio
IMP 20000 ételizesitd
GMP 10000 ételizesitd
Inozin 250 szivgyogyszer
ATP 60 izomerdsito, laborvegyszer

12. tdbldazat Nukleotidok felhaszndldsa

5.2. A nukleotidok gyartasa

Az nukleotidok ipari 1éptékii gyartasa két titon valdsithatd meg. Az egyik ut az RNS ki-
vondsa valamilyen biomasszdbo6l, majd lebontésa hidrolizissel mononukleotidokig; a mésik pe-
dig a de novo fermentacios eljaras.

Az ipari RNS hidrolizis és direkt fermentédcids technoldgia kialakitasa 1959-1961-re te-
hetd. Az Ajinomoto véllalat 1960-as alapitdsa ta gyart ételizesitoként hasznalt nukleotid-szar-
mazékokat (ndtrium-inozinét és natrium-ribonukleotid); a szintén japan Kyowa Hakko véllalat
1966-ban alapitotta élelmiszer adalékokat gyartd részlegét, mely azéta is termel jellegzetes,
umami izl ételizesitOket.

5.2.1. Az RNS enzimes hidrolizise

Kézenfekvd gondolat, hogy valamilyen természetes sejttomegbdl vonjuk ki a RNS-t, és
ennek hidrolizisével éllitsuk el6 a mononukleotidokat. Az Osszetett szervezetek (ndvények, al-
latok) nukleinsav tartalma kicsi, igy ezek nem johetnek szamitdsba. A mikroorganizmusoknal
az intenziv novekedés szakaszaban viszont a fehérjeszintézis sok RNS (mRNS, tRNS, rRNS)
kozremiikodését igényli. A 6 rendszertani egységek sejtjeinek nukleinsav tartalmat hasonlitja
ossze a kovetkezd 13. tdblazat. Erdemes osszevetni az egysejt-fehérje (SCP) termelésnél
vizsgélt osszetételekkel. Anndl a technol6gidndl a nagy nukleinsav tartalom hatrany volt, itt
viszont éppen ez a cél.
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DNS-tartalom (%) RNS-tartalom (%)*
Baktérium 0,37 -4,5 5-25
Eleszt6 0,03-0.,5 2,5-15
Penész 0,15-33 0,7 - 28

13. tdbldzat: Mikroorganizmusok nukleinsav tartalma
*: a jelzett RNS-tartalom 5%-a mRNS, 10-15%-a tRNS, 75-80%-a rRNS

Lathato, hogy a baktériumok tartalmazzak a legtobb nukleinsavat, de az apré sejtméret
miatt a fermentlé biomassza tartalma sokkal kisebb, mint az élesztoknél. Ezért élesztoket (Can-
dida, Saccharomyces, Pichia) alkalmaznak a technoldgidkban.

5.2.1.1. Nagy RNS-tartalmii éleszto elodllitasa

Az élesztdsejtekben joval nagyobb mennyiségli RNS taldlhaté, mint DNS, mert nemcsak
az informécidatvitel a feladatuk, hanem szerkezeti anyagokként is funkciondlnak. A folyamat
célja a ,klasszikus” SCP-gyartassal ellentétben olyan sejttomeg eldéllitdsa, melynek nagy a
nukleinsav-tartalma. Ennek eléréséhez nem sziikséges a genetikét befolydsolni, csak a célnak
megfeleld, nagy RNS-tartalmu torzseket kell kivalasztani. A Candida utilis és a Saccharomyces
cerevisiae jOl ismert, konnyen kezelhetd torzsek, haszndlatuk élelmiszerekben is engedélyezett,
szaporitasuk, izoldlasuk viszonylag egyszerli. A maximalis RNS-tartalom eléréséhez figyelem-
be kell venni, hogy:

- amaximalis szaporodasi sebességhez tartozik a maximalis fehérjeszintézis. Ez az expo-
nencidlis fazisban all fenn, tehat a sejteket ebbdl a szakaszbdl célszerti elvenni, ennek
is a végén, amikor mar nagy a sejtkoncentricio. A szakaszos fermentéci6 produktivitdsa
viszont gyenge, ezért érdemes mas technikat alkalmazni. Félfolytonos, vagy folytonos
fermentdcidval tobb biomasszat kaphatunk. A kemosztatot viszont nem lehet a tmax-nal
tizemeltetni, csak szubsztrat limitben. Eszerint a higitdsi sebességet a pmax alatt nem
sokkal kell bedllitani. Folytonos technoldgidval melasz, vagy szulfit-szennylig szénfor-
rason 35 g/l SCP koncentrécio érhet6 el, 10-15% RNS-tartalommal.

- azintenziv fehérjeszintézishez a C/N ardnyt célszerli alacsonyan tartani,

- aZn*"ion jelenléte is befolydsold paraméter, ha az egyéb komponensekkel bevitt kon-
centrdci6 nem éri el a 0,25 ppm-et, akkor adagoléssal ki kell egésziteni.

5.2.1.2. Az RNS kivondsa

A nukleinsavak fehérjéknél nagyobb stabilitdsa kihaszndlhaté a nagy RNS-tartalmu
€élesztd nukleinsav-tartalménak kinyerése sordn. Tomény, 5-20%-os NaOH oldattal, 100°C ho-
mérsékleten, 8 6ran at tartd forrd ligos fézéssel a nukleinsavak elérhetévé valnak. A DNS bom-
lékonyabb, mint az RNS, igy az nagyobb mértékben bomlik a folyamat soran.

Sejtfeltaras soran a sejtek fehérjéi tonkre mennek, az RNS-tartalom néatriumsé forméjaban
feloldédik, mert megsziinik a riboszomédk kompakt szerkezete. A sejtfalmaradvanyok centrifu-
galdssal elkiilonithetok, majd a ribonukleinsavak savas kozegben (s6sav) szelektiv kicsapdassal
elvalaszthatok. Etilalkoholos mosdssal, majd szaritdssal juthatunk az RNS-hez.

5.2.1.3. Enzimes hidrolizis (enzimtermelés, kinyerés)
A kinyert RNS-bdl a nukleotidokat enzimes hidrolizissel allithatjuk eld. A folyamatok az
RNS molekula hidrolizisével indulnak, melyben exo- és endonukledzok egyardnt részt vesznek
(A és B). A lancon beliil hasité endoenzim oligonukleotidokat eredményez, az 5° végen fosz-
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oligonukleotid 5'-IMP ‘

(5'-terminalis foszfat) nukleozid
deaminaz

exonukledz \ B
A onuREde D : foszfataz
endonukleaz
5'-AMP .
purin . s o
exonukleaz 5'-GMP nukleotid N-ribozidaz L
RNS » » bazis + ribdz-5-P

5'-UMP
5'-CMP

B
c polinukleotid foszforilaz
F o
nukleozid-difoszfataz

nukleozid-5-difoszfat

} pirimidin

85. dbra Az RNS hidrolizis enzimjei

fatcsoporttal. A folyamatok az RNS molekula hidrolizisével indulnak, melyben exo- és endo-
nukledzok egyardnt részt vesznek (A és B). A lancon beliil hasité endoenzim oligonukleotidokat
eredményez, az 5’ végen foszfatcsoporttal. Ezeket az oligonukleotidokat tovéabbi 1épésekben
végiil mononukleotidokkd hidrolizdljak (B). A vegyes enzim prepardtumok eldallitdshoz olyan
mikroba torzseket (Penicillium citrinum, Streptomyces aureus) érdemes valasztani, amelyek-
ben az A-D enzimek domindlnak.

Az RNS molekula bazisosszetételétdl fiiggd ardnyban purin- és pirimidin-nukleotidok
képzddnek. Ezeket ioncserélon vagy metanolos frakciondlt kicsapdssal lehet szétvalasztani. Az
IMP kialakitdsahoz az AMP molekuldkat Aspergillus oryzae enzimmel dezaminéljak (D). Az
5’-mononukleotid-foszfatok bomlasat nukleozidokkd (E) a foszfatdz enzim gatlasdval akada-
lyozzdk meg (a folyamat hdmérsékletén, azaz 65 °C-on a foszfatdz enzim inaktivalodik, ho-
mérsékleti optimuma csak 45°C).

Az ipari gyartds sordn a hidrolizist 2%-o0s RNS-oldatban végzik, pH=5 mellett, 4 6ran
keresztiil, 65°C-on. Egyes gyartok immobilizilt enzimekkel is dolgoznak.

5.2.2. De novo fermentacio

A masik lehetdség a nukleotidok vagy nukleozidok kozvetlen fermentacids eldallitasa.
Nukleozidok termelése esetén a foszforilezést a fermentacio6 utdn kell elvégezni, ez megoldhaté
kémiai uton (foszforil-kloriddal) vagy enzimatikusan.

A nukleotidok ugyanigy elsddleges anyagcseretermékek, mint az aminosavak, vagy a
szerves savak. Azaz bioszintézisiik ismeretében ugyanigy alkalmazhatjuk a klasszikus és a mo-
dern anyagcsere-mérnokség mddszereit. Ehhez elobb meg kell vizsgdlnunk a bioszintézis utak
€s a szabdlyozasi mechanizmusok térképét. Mivel az élelmiszeripar a purinvazas nukleotidokat
1gényli, ezért ezek képzddésére koncentrdlunk. A purin vazak felépitése egyszerii metabolitok-
bdl (pl.: glicin, fumarsav) indul ki. Innen egy tizlépéses folyamat vezet az IMP-molekuldkhoz,
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5-foszforibozil-pirofoszfat (PRPP)

PRPP—amidotranszt‘erézl

foszforibozilamin
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SAICARP
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AICARP

{
f

IMP

IMP-dehdrogenaz Wﬁcin&t-sﬁmetéa
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GMP- intetazj ( ladenilsz cinat-liaz
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86. dbra A purin-nukleotidok bioszintézise és ennek szabdlyozdsa Bacillus subtilis torzsben
Roviditések: SAICARP: 1-(5’-foszforibozil)-4-(N-szukcinokarboxamid)-5-aminoimidazol,
AICARP: 5-amino-1-(5’-foszforibozil)-imidazol-4-karboxamid
melyek AMP-vé vagy GMP-vé alakulhatnak. Az IMP szintézisében hat enzim vesz részt, me-
lyek koziil harom tobbfunkcids, tobb reakciot is katalizalhat. A purinvaz kialakuldsédhoz a szin-

tézisbe belépd aminosavak jarulnak hozz4, egy-egy tjabb csoport hozzdadaséaval.

Az IMP, AMP, GMP, XMP metabolitok bioszintézisének szabdlyozdsa Osszetett, tobb-
szintll feed back inhibici6. A tultermelés megakadadlyozdsaban nem csak a végtermékek, ha-
nem az eldttiik 1évo intermedier is részt vesz.

Az anyagcsere-mérnokség célja, hogy a sejt altal termelt utolsé intermedier az IMP
legyen, a tovdbbi anyagcsereutakat elzarjak, valamint a feed back szabélyozasokat is kiiktassak.
A szabdlyozasi térképen lathatd, hogy az IMP utdni metabolitoknak van szabalyozé szerepe.
Ha viszont az IMP-t nem engedjiik tovabb alakulni, akkor nem képzOddnek szabdlyozé hatdsu
molekuldk sem, igy ezzel a kérdéssel nem kell foglalkozni. A sejt életfunkcidinak fenntartasa-
hoz azonban kis mennyiségben sziikség van AMP-re és GMP-re, ezért ezeket az anyagokat a
kis mennyiségben be kell vinni tiptalajba. Célszerl ,,szivargd” (leaky) mutdnsokat izoldlni,
amelyekben csokkent aktivitdssal termelik az AMP-t és GMP-t, igy ezeket a tdpanyagokat még-
sem kell beadagolni.

5.2.2.1. Mutdcios beavatkozdsok IMP- és XMP-termelo torzseknél

Az inozin—monofoszfat (IMP) és a xantozin—-monofoszfat (XMP) el6ééllitdsa ugyanazon
az utvonalon torténik. A klasszikus mutdcids anyagcsere-mérnokséggel iranyithatjuk a metabo-
likus fluxust: a megfelelé anyagcsereutak blokkoldsaval (11 ill. 14) és az AMP ill. GMP kon-
centrici6 alacsony értéken tartdsdval elérhetd, hogy a folyamatok a megfeleld irdnyban menje-
nek végbe.
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87. dbra IMP és XMP elodllitdsa anyagcsere mérnoki beavatkozdsokkal

Annak érdekében, hogy az AMP ill. GMP képzddés ne fogyassza az intermediereket,
auxotr6f mutansokat hoznak 1étre, amelyekben a 11 ill. 14 jelzésti 1épések nem miikddnek. A
két nukleotid hidnydban viszont fontos, hogy a fermentécids tadpoldat nukleotidokat tartalmaz-
zon. Megfelel6 komponens pl. az élesztOkivonat vagy a huskivonat (de a kukoricalekvar pl.
nem jo).

A torzsfejlesztés alanydul a japan kutatok a Brevibacterium ammoniagenes, Corynebac-
terium glutamicum, a kinaiak Bacillus subtilis és B. licheniformis a torzseket valasztottak.

A létrehozott torzsek mutdcids jellemzdi:

XMP termelés: 11 és 14 mutacié + AMP és GMP kis koncentraciéban (~19 g/l XMP)

IMP termelés: 11 mutacié: a SAMP-szintetdz enzim hidnyzik, ezek a torzsek AMP-re auxotr6f
tulajdonsagiak. + AMP kis koncentracidban sziikséges (az érintetlen GMP szintézis ter-
meli a GMP-t, de a sejt sajit szabdlyozadsa miatt lecsokken az IMP — XMP 4talakitas
katalizisét végz0 enzim aktivitdsa, ez alacsonyan tartja a koncentraciot).

A sejt citoplazma membranja permedabilis 5’-IMP-re, a termék extracelluldris.

Torzs, mutans neve Genetikai azonositd ?g;lI)M P hozam
Bacillus subtilis Ade Nuc” 0,6
A-1-25 Ade 6MP’ 2,0
Corynebacterium glutamicum

Brevibacterium ammoniagenes

KY 7208 Ade 5,0
KY 13102 Ade 12,8
KY 13105 Ade” Mn?* -ra érzéketlen 19
KY 13369 Ade” Mn?*-ra érzéketlen, Gua® 20-27-39

14. tabldzat: Mutdns torzsek 5’-IMP hozamai

Ade’: adeninra auxotrdf, Gua': guaninra auxotrdf, Nuc : nukleotiddz-negativ (nem bontja le a
terméket), 6 MP': 6-merkaptopurin-rezisztens (antimetabolit)

A fermentéci6 soran lényeges a megfeleld foszfat, Mg- és Mn-koncentraciok beallitasa.




Pécs Miklés: Biotermék technoldgia NUKLEOTIDOK (NUKLEOZIDOK) ELOALLITASA

Az anyagcsereutak modositasdnal eddig nem foglalkoztunk a termékek, a nukleotidok tovabb-
alakuldsanak lehetdségével. A bontasi utvonal a hipoxantinon keresztiil a higysavhoz vezet 88.
abra. Ennek kovetkeztében a termel6dd IMP egy része hipoxantinné alakul. Ez azért nem okoz
kiilonosebb problémat, mert idovel a reakcié megfordul, és a hipoxantin visszaalakul IMP-vé.

De Novo Synthesis
Ribose-5-P
PRPP ~__
_ ‘ 1~ 5'-Phosphoribosyl-
| Salvage Synthesis glycinamide
GMP ' ‘ IMP
Guanosine Inosine
Guanine Hypoxanthine
¢ l s\\\\\i - -
_ Xanthine Deoxyinosine
5-Amino-4-imidazole .-~
Carboxylate ‘
Lo URIC ACID
Formiminoglycine |

88. dbra A purinvdzas vegyiiletek lebontdsi titvonala

A fermentéci6 elsé 2-3 napjan megfigyelhetd a hipoxantin-képzddés, de ez a tovabbiak-
ban megsziinik.

14 120
12 A 100 3
E E 80
?éa 2 60 |
5’ o 40+
20 |
0 T T T T
—m—sejtsza. Fermentacio ideje (nap) Fermentacio ideje (nap)
—&— IMP —x— maradék
—%— Hipoxantin cukor

89. dbra B. ammoniagenes KY 13102 torzzsel végzett 5’-IMP fermentdcio lefutdsa

A fermentacids technoldgidban szokatlan jelenség, hogy a folyamat induldsdnal nem sav-

termelés észlelhetd, hanem a pH emelkedése, ami azutdn az exponencidlis fazis utdn visszatér
a semleges értékre.
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90. dbra pH-vdltozds az IMP fermentdcio sordn

A klasszikus mutdciés médszerek mellett a modern genetikai médszereket is bevetették
a torzsjavitds érdekében. A vizsgalt organizmusok kozé bevették az E. coli-t is. Az enzimek
kiejtése mellett gyakran épitették be a deregulélt prométereket, amelyek egész enzimcsoportok
termelését tették konstitutivva. Mindezzel egyiitt ezek a torzsek sem tudtdk meghaladni a 40 g/l
termékkoncentraciét. Az eldnyiik abban nyilvanul, hogy ezt fele annyi id6 alatt, 3-4 nap alatt
termelik meg.

5.3. ATP-bioszintézis

Az ATP-t torténetileg el0bb szervextrakcidval, 16 izombdl éllitottak eld, de fél évszdzada
madr biokémiai dton gyartjak. Ezt az eljarast magyar kutat6, Ganti Tibor dolgozta ki.

Adalék: Gdnti Tibor nem kutatéintézetben dolgozott, hanem a REANAL Finomvegyszergydrban.
Zsenidlis otletei mellett kidolgozta az €16 rendszerek mitkodését reakciokinetikai elveken leiré chemo-
ton elméletet. Konyvét angol nyelven tobbszor is kiadtdk.

Az eljaras 1ényege az, hogy a glikolizis ATP-t fogyaszté 1épéseit atugorjak, €s csak a
reakciésor masodik felét, az ATP termeld 1épéseket miikodtetik. Ezt Gigy valésitjdk meg, hogy
a glikolizis egy koztitermékét, a fruktdz-1,6-biszfoszfitot és adenozint adagolnak az élesztOsej-
teknek (Saccharomyces cerevisiae). Ezzel kozel 100%-os P/O hanyados érheto el. A szubszt-
ratokat szintetikusan allitjak el6. Az élesztd tovéabbi életfolyamatait igyekeznek ledllitani, ana-
erob koriilmények kozott, nyugvo sejtekkel végzik a konverzidt.

NH,

élesztd
+ fruktédz-1,6-P ——— AMP ——9= ADP — = ATP
M

£

91. dbra Ipari ATP elddllitds élesztével
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Jelenleg a vilag termelése évente koriilbeliil 5 tonna, tilnyomo részEét a Génti eljaras alap-
jan Kindban allitjak eld, egy 300 literes, immobilizalt élesztd sejteket tartalmazé reaktorban.
Biokémiai reakciokban koszubsztratként alkalmazzék, de gydgyszerként, szivizom-ero-

siwtoként is hasznalatos (Atrifos, Reanal).

glikoz

ATP ———> ADP

\
glikoz-6-P

> ATP-fogyaszto 1épések

frukt6z-6-P

ATP ————> ADP
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ATP <———— ADP (v. AMP, adenozin)
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3-foszfo-glicerinsav
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PEP

ATP <———— ADP (v. AMP, adenozin)
\

piroszélosav

|

etanol

92. dbra ATP anyagcsere a glikolizis folyamatdban
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6. VITAMINOK

A vitaminok olyan mikrotdpanyagok, amelyek pardnyi mennyiségiik dacara nélkiilozhe-
tetlenek az anyagcserében. Ezeket az emldsok, igy az emberi szervezet sem képes eldallitani,
ezért a tdplalékkal kell bevinni. Forrasaik a tdplaléklancban a novények €s a mikroorganizmu-
sok, ezek latjak el az allatvilagot. Kis molekuldji anyagok, dltaldban valamely enzim kofakto-
raként miikodnek. Taplalkozés-élettani szerepiik miatt felhasznédldsuk egyre novekszik a takar-
manyok és élelmiszerek komplettdldsaban, az élelmiszer technolégidban, mint szinezd és anti-
oxidédns adalékok, valamint a gydgyszerként. Emellett szimos kozmetikum és vegyi termék
tartalmaz vitamin adalékot.

Jelenleg a vitaminok egy részét kémiai szintézissel allitjak eld, masokat biomasszabdl
extrahdlnak. Ezek mellett, illetve helyett terjednek a versenyképes biotechnoldgiai eljardsok.
Ezeknek kisebb az energiaigénye, kevesebb az drtalmatlanitand6 hulladék, és kevesebb az élel-
miszerbiztonsagi szempontbdl veszélyes vegyszermaradék. A termeld organizmus szempont-
jabodl a vitaminok elsddleges anyagcseretermékek. Ebben a fejezetben a biotechnoldgiai titon
gyartott vitaminokra koncentralunk. Ipari méretekben azonban csak a B2 és B> vitaminok fer-
mentacids elddllitdsa gazdasigos, illetve a C-vitamin gyartas 1épései kozott szerepel egy bio-
konverziés 1épés.

6.1. Biz-vitamin (kobalamin)

Az anyagcserében nélkiilozhetetlenek az in. C1-atvivé molekuldk (metil-terahidrofolat,
betain, metil-B12, S-adenozil-metionin) amelyek egyszénatomos egységek (metil-, metilén-,
metenil-, formil-, és formimino-csoportok) széllitdsaban vesz részt. A Biz-vitamin két fontos
enzim, a metionin-szintdz és a metil-malonil-CoA-mutdz miikkodéséhez sziikséges. Az ember
szamdra a napi igény paranyi, 1 pg/nap, de a hidnya a halalhoz is vezet0 vészes vérszegénysé-
get (anemia pernicosa) okozza.

Adalék: Nobel dijak sora: az 1920-as évekig haldlos betegségnek szamito vészes vérszegénység gyogyitdja
két orvos volt, George Richards Minot és William Perry Murphy. Rdjottek, hogy ha betegeik nagy mennyiségii
marhamdjat esznek, azzal a betegség korddban tarthato. 1926-os felfedezésiikért 1934-ben Nobel-dijat kaptak. Az
1930-as évek folyamdn a kutatok vildgszerte probdltdk izoldIni a mdjban taldlhato gyogyito hatéanyagot, melyrol
tigy hitték, hogy egy B-vitamin, ezért a B nevet adtdk az anyagnak, joval az izoldldsa elott. 1934-ben Ricke és
Smith mdjbol izoldltdk a vészes vérszegénységet gyogyito vitamint. A vitamint el6szor kristdlyos formdban 1948-
ban dllitottdk elé mg-os mennyiségben, mintegy hat tonna mdj feldolgozdsdval. A B ;-vitamin szerkezetének felde-
ritésében nagy szerepet jdtszott Dorothy Hodgkin munkdja, melyért 1964-ben kémiai Nobel-dijat is kapott.

A vitamint élelmiszerekbdl vessziik fel (m4j, vese, sziv, hal, tojds, tejtermékek). A Bio-
vitamin felszivédasa a tapldlékbol a gyomor nydlkahdrtydja altal kivalasztott glikoproteinhez
(intrinsic faktor) kapcsolt formdban megy végbe a vékonybél alsé szakaszan. Az esetek gében
vitaminhidny akkor 1ép fel, ha nem képzddik a kobalaminokat sz4llit6 intrinsic faktor. A vita-
mint az emberi szervezetben a vastagbélben €16 mikrofléra is képes termelni, de onnan nem tud
felszivédni, mert ott nincs jelen sem a sziikséges faktor, sem a felszivo transzporter.

6.1.1. Felépités, szerkezet

Bi2-vitamint négy pirrol gytlrh épiti fel (korin gylril), amelyhez hasonl6 szerkezetet a
klorofillban, illetve a hemoglobin hem egységében taldlhatunk. A molekula centrumaban egy
kobalt iont taldlunk, amelynek elektronjai hibridizdlédva hat irdnyban képesek kotéseket
l1étesiteni. EbbOl négy a pirrol gyltiriik, egy pedig az 5,6-dimetil-benzimidazol nitrogénjéhez
kotodik, a hatodikhoz kapcsolonak a cserélhetd csoportok. Az anyagcserében hidroxi-
kobalamin keletkezik, ezt a feldolgozds sordn cianid csoportra cserélik, mert ez a forma
stabilabb.
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Kaohamid
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——CHy metilkobalamin
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93. dbra A kobalamin szdrmazékok szerkezete

Az apro kis funkcids csoportok helyére bekothet a nagyméretii 5°-dezoxi-adenozil molekula-
rész is, ezt a format nevezik kobamamidnak.
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6.1.2. Bioszintézis

A Biz-vitamin bioszintézise kezdetben a porfirinekkel €s klorofillal kozos utat kovet. A
teljes, de novo szintézisben tobb mint harminc gén vesz részt. A fokozatosan épiilé vazhoz
glicin, 2-amino-propanol, €s treonin sziikséges, ezeket prekurzorként adagolva fokozhat6 a vi-
tamin szintézis. A kozponti kobalt ion biztositdsara kb. 20 mg/liternyi kobalt-kloridot is be kell
vinni.

Tobb mikroorganizmus 6sszehasonlité vizsgalata kimutatta, hogy két kiillonbozd szinté-
zisut 1étezik. Az aerob, pontosabban oxigén-fiiggd Ut a Pseudomonas denitrificans-ra és hason-
16 mikrobdkra jellemzd. Az anaerob, avagy oxigén-fiiggetlen utat a Propionibacterium sher-
manii, a Salmonella typhimurium és a Bacillus megaterium-ban azonositottak.

6.1.3. Elballitas

A Biz-vitamin elééllitasara tobbféle eljards és tobbféle mikroorganizmus hasznalatos.

mikroorganizmus szénforrds | fermentdcids koriilmények B12(rt§;il)eles
Propzombq ct‘e‘rzum gliik6z |anaerob, 5,6-dimetil-benzimidazol 206
freudenreichii

Rhodopseudomonas glikéz |5,6-dimetil-benzimidazol 135
protamicus

Propionibactertum oliikéz |5,6-dimetil-benzimidazol 60
shermanii

Pseudomonas denitrificans | szachardz | aerob, betain 60

15. tabldzat B12 termelé torzsek

6.1.3.1. BI2 fermentdcio Propionibacterium torzsekkel

A tabl4zatban is lathatd, hogy a Propionibacteria fajok képesek sejtjeikben intracelluld-
risan a legnagyobb mennyiségben B12 vitamint felhalmozni. A legszélesebb korben a Propio-
nibacterium shermanii valamint a Propionibacterium freudenreichii torzset hasznaljdk. Ezek a
sejtekben tartjdk a termelt vitamint, de a fermentlébe iiritik a termelt propionsavat és ecetsavat.
A hasznalt torzsek mind mikroaerofilek, és a nagy B12 hozamok csak nagyon alacsony oxigén
koncentracié mellett alakulnak ki.

A dimetil-benzimidazol (DMBI) bioszintézise azonban oxigént igényel. Ezért a fermen-
taciot két szakaszra osztjdk. Az els6 hdrom napon a fermentéciét anaerob médon vezetik, ezalatt
termelddik a kobamid, a vitamin molekula nagyobb része. Ezt kovetden 1-3 napos kis intenzi-
tasu levegOztetéssel érik el a DMBI termelést és két molekularész dsszekapcsolodasat. Emellett
meg kell oldani a keletkezett propionsav semlegesitését, a pH-t végig hetes értéken kell tartani.
Ez jelent6s mennyiségli lugot igényel, mivel a termelt sav koncentricidja a tiz szazalékot is
elérheti. A baktériumok nem érzékenyek a szubsztrat inhibicidra, egyesek 17 %-os cukoroldat-
ban is novekednek és termelnek. Ugyanakkor a termékinhibici6 1€p fel, a sok propionsav gatolja
a tenyészet anyagcseréjét. Ennek megsziintetésére tobb mérnoki megoldast is taldltak. A savakt
el lehet tavolitani a rendszerbdl mikrosziiréssel, hollow fiber modulokon keresztiil. Ez egyuttal
sejtvisszatartast is eredményez, amitdl megnd a reaktorban az aktiv sejtek szdma, ami megno-
veli a produktivitdst. M4s megoldds a levegdztetett és nem levegdztetett szakaszok valtogatasa.
Optimadlis esetben (pl. 6 6rds levegdztetés) a propionsavat felhaszndljak a sejtek, mig a vitamin
szintézis folyik.

A harmincgénes bioszintézis dacdra minden korban megkisérelték a torzseket genetikai-
lag feljavitani. A random mutécidk, a rekombindns technikdk és a metabolikus fluxusmérnok-
ség mind javitott valamennyit a torzsek termeloképességén.
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6.1.3.2. B2 fermentdcioé Pseudomonas denitrificans torzzsel

Els6ként a Merck gyogyszergyar szabadalmaztatott fermentécids eljarast a B12 vitamin
gyartasra az 1950-es években. Ok a Ps. denitrificans torzset hasznaltak.

Evtizedekkel késébb a torzs genetikai feljavitdsa sordn nem egyesével manipuldltdk a
géneket, hanem egész, nyolc génbdl all6 operont amplifikaltdk multik6pids plazmidokkal. Tobb
gén heterolog kifejezését oldottdk meg, atvéve Methanobacterium ivanovii-bol és Rhodobacter
capsulatus-bol.

Ennél a mikrobdndl a kobalamin szintézis a sejtszaporoddssal parhuzamosan folyik. A
folyamat aerob, de a vitamin termelése alacsony oldott oxigén koncentriciondl gyorsabb. A
fermentlébe prekurzorként DMBI-t és kobaltsokat adagolnak. Az optimalis hdmérséklet 30 °C,
a pH-értéket pedig 6-7 kozott kell tartani. A szakaszos fermentéci6 ciklusa rovid, a folyamat 2-
3 nap alatt végbemegy.

6.1.3.3. B2 fermentdcié Rhodopseudomonas protamicus torzzsel

Ez voltaképpen mesterséges torzs, a kutatok a Protaminobacter ruber (mas néven Pro-
pionibacter ruber) és a Rhodopseudomonas spheroides protoplaszt fuziéjaval hoztdk 1étre. Az
alapgondolat az volt, hogy a Rhodopseudomonas fotoszintézisre képes torzs, anyagcseréjében
megtaldlhatok a bakterioklorofill bioszintézis génjei/enzimei. Ennek elsé 1épései (az uroporti-
rinogén-3-ig) kozosek a B12 szintézis 1épéseivel, és az igy termelt metabolitok ,.eltérithetdk™ a
vitamin termelés irdnydba. A létrehozott torzs segitségével versenyképes, 120-150 mg/1 ter-
mékkoncentracio érhetd el.

6.1.3.4. B2 fermentdcié metanolhasznosito baktériumokkal

Felmeriilt az a lehet0ség, hogy a mas fermentaciés technolégidkban melléktermékként
képzddd biomassza vitamin tartalmat is ki lehetne nyerni. Megvizsgaltdk példdul a szennyviz
eleveniszap B12 tartalmat, €s az anaerob rothasztékban 1évo iszapban taldltak 2-5 mg/kg vita-
mint. Ezeket a torzseket kiillonboz6 szénforrasokon tartva kideriilt, hogy a metanolon megsok-
szorozddik a kobalamin termelés. Ez biokémiailag magyarazhatd, hiszen a B12 egy C-1 atvivo
kofaktor, bekapcsoldédhat a metanol anyagcserébe is.

A szennyviz iszap vegyes kultirat félfolytonos anaerob tenyésztésben fokozatosan meta-
nol szénforrasra allitottak at. Hosszabb adaptdcids idOszak utdn 1étrejott egy dllandé keverék-
tenyészetet, mely két-harom B> termeld €s emellett harom-négy ,,szimbionta” torzsbdl allt.
Megkisérelték az egyes torzseket izoldlni, €s tiszta tenyészetben, steril fermentacioban tenyész-
teni, de a termékképzés mindegyiknél elmaradt a vegyes kultdratol.

A folyamat nagyon olcsé, mert az eljards anaerob (nincs sziikség levegodztetésre), nem
steril, kozonséges vaslemez tartdlyokban, akar 1000 m3-es 1éptékben is kivitelezhetd, keverési
igénye minimadlis (naponta négyszer negyedora). A félfolytonos eljards sordan naponta a fer-
mentlé 10%-4t cserélik le. A befert6zddés veszélye csekély, mert a kizarélagos szénforrdsként
adott metanol sterilizal6 hatést is kifejt. Ez tette gazdasdgossa a viszonylag alacsony hatéanyag

koncentracio (35 mg/kg) ellenére is.

Adalék: a Richter Gedeon Rt (kordbban Kébdnyai Gyogyszergydr) ezzel a technoldgidval a vildgpiacon is
szdmottevo mennyiséget termelt. Az 1950-es években a vildgtermelés (700 kg) felét hazdnkban gydrtottdk (362 kg).
A dorogi gydregység iizembe helyezésével (4x1500 m® fermentdcids kapacitds) tovabb névelték a termelést, 1977-
ben mdr egy tonndt gydrtottak (a vildgpiac ekkor mdr 10 tonndra novekedett). Az iizem az ezredforduléig miikodott,
de ekkor mdr annyira elhaszndlédott, hogy a feliijitdsa nem lett volna gazdasdgos.

6.1.3.5. Feldolgozds
A feldolgozas elso 1épése a fermentlé hokezelése. Ez 10-30 perces forralds, 80-120°C-on,
6,5-8,5 pH-n. Ettdl a sejtek feltdrodnak €s a kidaramlé vitaminnak koszonhetéen vorosre festik
a fermentlevet. Az igy kapott termék az instabil hidroxi-kobalamin, melyet melegen 1 g/l kali-
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um-cianid hozzdadésdval 4talakitanak a stabilabb ciano-kobalaminnd. A sejttomeget kicsapds-
sal vagy centrifugdldssal elvdlasztjdk. A tovabbi tisztitds csapadékos és/vagy kromatografids
1épésekkel torténik (az atlatszo fali oszlopon jol kovethetd a vords szinii Bi2-vitamin haladasa).
A terméket kétféle tisztasagi szinten forgalmazzak. A kb. 80%-o0s anyagot takarmanyozasi célra
hasznaljdk, human felhasznalédsra tovabb kell tisztitani 96-98%-ra.

6.1.4. Felhasznalas

A Bi2 nagyobb részét takarmanyok komplettdlasara hasznaljak, egy-gyomriak (sertések
€s szarnyasok) tenyésztése sordn alkalmazzak. Novényi takarmanyok kiegészitdje, igy felhasz-
naldsdval allati fehérjét lehet megtakaritani, illetve novényi fehérjékkel helyettesiteni. Sertés és
csirketdpok esetében 10-15 mg Biz-vitamint adagolnak 1 tonna takarmanyhoz.

A vészes vérszegénység manapsdg igen ritka korkép, de megelozésképpen szdmos
gyogyszerkészitménnyel visznek be B12 vitamint az emberi szervezetbe.

A B2 éves piaca mintegy 10-12 tonna, beleértve a kiilonb6z6 vitaminformakat (ciano-
kobalamin, hidroxikobalamin, koenzim B2, metil-kobalamin).

6.2. B2-vitamin (riboflavin, laktoflavin)

1933-ban Gyorgy Pal és Richard Kuhn izoléltdk, azonositottdk tejsavobol, majd 1935-
ben Kuhn és Karrer a vitamin szerkezetét is felderitették. A vitamin nevét szinérdl (flavus =
sarga) és a kémiai szerkezetét alkotd 6tszénatomos molekulardl kapta.

A riboflavin egy alloxazin szarmazék, melynek redukélt forméja szintelen, oxidalt for-
maja voroses-barnds szinii. A flavin-mononukleotid valdjaban riboflavin-foszfat, amelyben a
cukoralkohol 6todik szénatomjdhoz egy foszforsav kapcsolddik. A flavin-adenin-dinukleotid
(FAD) egy adenilsavval kapcsolddo riboflavin-foszfat.

Megtalédlhat6 a tejben, méjban, vesében, tojasban, azonban csak a tejben fordul eld sza-
badon a riboflavin, egyéb élelmiszerekben kotott formédban, flavoproteinként. A riboflavin sok
humaén- és allatgyégyadszati készitmény alkotéeleme, hidnya novekedészavart, borgyulladast
(dermatitis) €s szemkarosodast okozhat, ezért javasolt vitaminban dusitott kenyér (B2, B1, ni-
kotinsav) fogyasztésa.

HsC

HsC

»
HC—OH
| 3
HC—OH
.
HC—OH
5
H,C——OH

94. dbra: A B2-vitamin szerkezete
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6.2.1. Gyartasok

Kémiai szintézissel: de ez soklépéses, szdmos anyagot igényld, és sok mellékterméket
ado6 folyamat, emiatt visszaszorult.

Kémiai + biotechnoldgiai vegyes eljardssal: a D-rib6z molekularészt fermentacioval al-
litjak elo (gliik6zbol Bacillus pumilus segitségével), €s ezt kapcsoljdk 0ssze a szintetikus allo-
xazin véazzal.

De novo fermentacidval: tobb, egymdstdl nagyon tavol 4116 torzset is sikeriilt genetikailag
ugy manipuldlni, hogy gazdasdgos mennyiségben (kb. 15 g/I) riboflavint akkumulaltak a fer-
mentlében. Manapsdg minden nagy gyartd fermentécids eljarast haszndl. A vildgpiacon mint-
egy féltucatnyi termel6 cég van jelen, ezek mindegyike kifejlesztette a sajit termeld torzsét.
Nem keriilt be a tdblazatba, de létrehoztak olyan Lactococcus lactis torzset is, amely mind ri-
boflavinra, mind folsavra tiltermel0.

Torzs titer g/l ferm. 1do0,
ora
Eremothecium ashbyii 2.5
Ashbya gossypii (BASF) 6,5-15 168
Corynebacterium ammoniagenes 17,4 72
Bacillus subtilis Marburg 168 (DSM) 15 48
Bacillus subtilis (VNII304, orosz) 4.5 25
Bacillus subtilis Y32 (kinai) 3 72
Bacillus subtilis RH33 (kinai) 12

16. tabldzat Riboflavin termel6 torzsek

6.2.1.1. Riboflavin termelés Ashbya gossypii torzzsel

Id6ében elsoként az iparban két fonalas gombdaval foglalkoztak. Kezdetben Eremothecium
ashbyii torzsekkel végezték a fermentécidt, majd egy hasonld, de genetikailag stabilabb torzsre,
az Ashbya gossypii torzsre dolgoztak ki fermentaciods eljarast.

A legtobb mikroorganizmusban a vas ionok tobb ponton is gatoljak a riboflavin bioszin-
tézisét. Az Eremothecium ashbyii és Ashbya gossypii torzsek viszont vasionok jelenlétében is
termelik, sOt tultermelik a vitamint.

A tenyészet levegdigénye kicsi (0,3 vvm), a fermentaciés id6 hosszu (7 nap). A kiilonféle
szénforrdsok (palmaolaj, kukorica lekvar, gliik6z, melasz, sav) koziil a melasz és novényi olaj
kombinéacidjaval lehet a legnagyobb, 15 g/l-es koncentraciot elérni. A fermentédcié hdrom sza-
kaszra oszthaté. Az elsd, szaporoddsi fazisban piruvat termelés és ennek megfelelden a pH
csOkkenése jellemzd. A masodik id6szakban a tenyészet sporasodik, a piruvat felhasznalddik,
€s az ammonia felszabaduldsa megemeli a pH-t. Végiil gyors riboflavin képzddés jelentkezik,
de ez a termék FAD és FMN form4jdban a sejtekhez kotodik.

6.2.1.2. Riboflavin termelés Bacillus subtilis torzzsel
Mivel ez a torzs prokariota, a biokémiai anyagcsereutakat egyszertibben lehetett vizsgélni
€s modositani. A riboflavin bioszintézisét megvizsgdlva kideriilt, hogy a sziikséges enzimek

------

régiok kicserélése egy er0s konstitutiv prométerrel (SPO-1 fag) megndvelte a riboflavin terme-
1ést. A tiltermelést megakadédlyozé szabdlyozast antimetabolit (roseoflavin) rezisztens mutdn-
sok izolédlasaval keriilték meg.
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A fermentéci6 oldaldn a szamitogépes irdnyitds noveli a technoldgia hatékonysagit. A
cukor rataplalas és a pH szabdlyozds fuzzy logic alapu automatizaldsét elséként a japanok ol-
dottdk meg.

6.2.1.3. Riboflavin termelés Corynebacterium ammoniagenes torzzsel
A torzs termelOképességét rekombinans DNS-technikdval novelték meg. Megkeresték a
C. ammoniagenes leger6sebb promoterét (P54-6), és ezt épitették be az operon elejére. Ettdl a
termeld enzimek aktivitdsa 2,4-44-szeresére emelkedett. (Az elsé 1€pés a leglassabb, a sebes-
ség-meghatarozo.)

Technoldgiai paraméterek

A fermentécids upstream technol6gidk minden esetben steril, szubmerz, aerob eljarasok.
Nagy mennyiségili, konnyen metabolizalhat6 cukrot (gliik6z, melasz) adnak szénforrasként, ra-
taplalasos technikdval. A szénforrds hasznosuldsa a vitaminra nézve gyenge, tomegre szamolva
5-10% koriili.

A riboflavin oldhatésaga rossz, vizes kdzegben csak 80-100 mg/l. Emiatt megtermelt és
kivalasztott riboflavin a fermentlében sargds, tiis kristdlyok formdjdban kivélik. Az elérhetd
termékkoncentracié 15 g/l koriil van. Egy kinai kozlés beszamol 25-30 g/l-es technol6giardl,
48 oras fermentécids idovel, de ezt a kiugrd adatot mds informédcidk nem tdmasztjak al4.

Feldolgozas: a sejteket hokezeléssel elolik, majd differencidl-centrifugéldssal elvalaszt-
jék a sejttomeget és a sarga tlis kristdlyokat. Meleg savas mosdssal 96%-os tisztasagu termék
allithat6 eld. Atkristalyositdssal 99%-os, élelmiszer mindségii terméket kaphatunk.

A riboflavin éves piaca kb. 4000 tonna, ennek mintegy 70%-a kevéssé tisztitott, porlaszt-
va szaritott takarmédny adalék.

6.3. C-vitamin (L-aszkorbinsav)

A vitamint Szent-Gyorgyi Albert izolalta 1928-ban, majd munkdssagat 1937-ben orvosi
és élettani Nobel-dijjal ismerték el.

A vizoldékony, erdsen redukdl6 vegyiilet szervezetiinkben rendkiviil fontos antioxidéns,
emellett szamos reakciot segit el kiilonbozo biokémiai folyamatokban.

Az L-aszkorbinsav a legtobb €10 szervezet szamara egy fontos metabolit, de a tobbi vita-
minnal ellentétben a legtobb dllati szervezet képes a C-vitamin eldallitasdra. Kivételnek szamit,
hogy az ember és néhany mas faj (pl. a tengerimalac) nem képes szintetizalni, a taplalékkal kell
bevinni.

HO OH

95. dbra Az L-aszkorbinsav szerkezete
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Aszkorbinsav legfontosabb feladata, hogy megvédje a sejteket a kdros oxiddld hatdsu
anyagoktdl. Az élelmiszerekben részben vitamin adalékként, részben antioxidansként hasznal-
jak. Szerepe van emellett a kotdszovetek megfeleld Gjraképzddésében, molekularis szinten a
kollagén érésében. A kollagént alkot6 prolin molekuldk hidroxi-prolinnd val6 4talakuldsdhoz
nélkiilozhetetlen. E hatdsa miatt kozmetikumokban is alkalmazzak.

CH3
CH20M CHs
CH  80-125 atm, b
' 140- 150 C Gluconobacter :..p CHH H ?CHzCOCHa HeOH
H H Thsor H2G L
POQH2
HsC: CH3

D-glucose D-sorbitol L-sorbose diacetone-L-sorbose
Pd2+
H HQ H H H
HO ? TS LQM}CM - CHoH Kﬁ&n -
CaHsOH HCI
H H HO OH HO OH

L-ascorbic acid  2-keto-L-gulonic acid methylester 2-keto-L-gulonic acid

96. dbra A Reichstein eljdrds

Jelenleg a kereskedelmi forgalomba keriil6é L-aszkorbinsav tilnyomo részét a D-gliik6z-
bodl kiindulé Reichstein eljarassal gyartjak. A Reichstein eljards 6t kémiai €s egy biokonverzids
1épésbdl 4ll. A konverzié sordn a D-szorbitot oxidaljak L-szorb6zza Acetobacter suboxydans
segitségével. A szorbozt kénsavas vizelvondssal két aceton molekuldval kondenzéltatjak. A di-
acetonidet palladium katalizatorral 2-keto-gulonsavva alakitjak. Ebbdl tovabbi két kémiai 1é-
péssel kapjék az aszkorbinsavat.

Az enzimes atalakitds a maga idejében (1934) nagyon nagy elérelépésnek szdmitott, mi-

vel az enzim célzottan, régidszelektiven csak

egyetlen hidroxil csoportot oxidélt. A reakcid ?H2OH ?HZOH
a Bertrand szabdly iskolapélddja, a reakcid HO—?—H CE3=0
csak olyan szubsztriton, illetve régiéon megy HO—C—H - 2[H] HO—C—H
végbe, amelyben harom vicindlis OH csoport H—C—OH Acetobacter H—C—OH
sztereokémiailag egy irdnyba mutat (sztereo- f

cisz helyzet). A harom alkoholos OH koziil a HO_?_H HO_?_H
kozépsd oxidalodik ketocsoporttd, igy jon CH2OH CH20H
1étre a szorboz.

. . . . 97. dbra Szorbit — szorboz oxiddcio
A Reichstein technoldgia azonban tobb

magas hdmérsékletii és/vagy nyomdsu 1€pést tartalmaz, kornyezeti szempontbol kiros vegysze-
reket haszndl, és az eredd hatdsfoka alig haladja meg az 50%-ot. Emiatt prébalkoztak egysze-
riibb, tobb biotechnoldgiai 1épést alkalmazé technoldgidkkal is. Az utolsé két 1épést nem lehet
kikeriilni, de a 2-keto-gulonsav el6ééllitdsara tobb biokonverzids technoldgiat is kidolgoztak.

A 2,5-diketo-L-gulonsav utvonal két egymads utdni mikrobidlis reakciot hasznal a 2-keto-
L-gulonsav kialakitdsara. Az els6 Iépésben a kiindulasi D-gliik6zt egy Erwinia sp. torzs oxidal-
ja2,5-diketo-L-gulonsavva, majd a masodik 1épésben ezt egy Corynebacterium torzs 2-keto-L-
gulonsavva redukadlja. Ez joval praktikusabb folyamat, mint az el6z6, mivel a négy 1€pés helyett
csak kettd sziikséges, mindketto j6 hozammal miikodik és a durva kémiai 1€pések elhagyhatok.
Ezt a transzformécids utvonalat tovabbfejlesztették tigy, hogy heterolég expresszidval egyetlen
torzsben egyesitették az enzimeket. Igy a D-gliik6z a genetikailag médositott torzsek hasznala-
taval kozvetleniil, egy 1épésben atalakithat6 2-keto-L-gulonsavva.
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(liHO (|ZOOH (liOOH
H—~(|3—OH (|):O C=0
HO—C—H  E. herbicola  HO—C—H Corynebacterium sp.  HO— (!j_ H
H—?-—OH H—?—OH o H—(lI—OH
H—(I:_OH (ITZO HO——(IZ—H
|
CHzOH CH20H CHZOH
D-Glucose 2,5-Diketo-gluconic acid 2-Keto-L-gulonic acid
recombinant Erwinia herbicola

98. dbra C-vitamin gydrtds rekombindns Erwinia herbicola torzzsel

A vilagpiac évente 60-70.000 tonna, a ndvekedési litem kb. 3 %-os. Ennek a mennyiség-
nek mintegy a felét forgalmazzak vitaminként gyégyszerekben és élelmiszerekben, a masik fe-
1ét antioxiddnsként és adalékként egyéb termékekben.
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7. ANAEROB TECHNOLOGIAK

Anaerob technoldgidk = erjedési iparok

Az erjedés a heterotréf mikroorganizmusok anaerob energiatermeld folyamata, amely a
szénhidratok ill. egyes szarmazékaik egy vagy tobb szén-szén kotésének hasitasdval és az oxi-
génatomok atrendezddésével jar. A heterotr6f mikroorganizmusok energiatermelése anaerob
koriilmények kozott erjedéssel torténik.

Adalék: a fermentdcio (fermentation, Gdhrung) szo eredetileg csak ezt az anaerob folyamatot jelentette. A
XX. szdzadban a biotechnologia kialakuldsdval és térhoditdsdval viszont a jelentés eltolodott, az aerob mikrobidlis
folyamatokat is igy nevezziik.

Az anaerob anyagcserének sokféle reakcidja és terméke van, de néhany k6zos szabély-
szerliséget megfigyelhetiink. A szénhidratokat hasznosité glikolizis anaerob ATP-termeld fo-
lyamat, tehat oxigén nélkiil is miikodik. Végterméke a piruvat és a NAD-hoz kotott hidrogének.
Ez utébbiak okozzdk a nehézséget, ezeket kell valahova depondlni, hogy a koenzimek tjra fel-
hasznalhatok legyenek. Ez az a természetes folyamat, amit az ipari enzimes reakcidkndl ,.koen-
zim regenerdlds” néven tudatosan, tervezetten alkalmazunk. Sokféle molekula lehet hidrogén
akceptor, ennek megfelelden sokféle termék képzddhet, akdr molekularis hidrogén is. A kiilon-

Ethyl alcohol

Butyric acid CcO., Acetic acid
Butyl alcohol Lactic acid
Acetone Succinic acid
Isopropyl alcohol Ethyl alcohol
CcO CcO
H 22 Sacch. myces H 22
Clo

Pyruvate

Propioni fi acter

Strep occus
L act cillus

Formic acid
Ethyl alcohol
Lactic acid
2,3-Butanediol

Lactic acid cO.

Ho

Propionic acid
Acetic acid
CcO,

99. dbra Az anaerob termékek sokfélesége

bdz6 anyagcseréjii mikrobdk mas-mas termékeket hoznak 1étre (99. 4bra).

Ha ebben a fazisban megéllitjuk a folyamatot, sokféle hasznos terméket kaphatunk. To-
vabbvive viszont a metanogén fazisba jutunk, ahol mar csak metén, szén-dioxid és szervetlen
anyagok maradnak.

Anaerob technoldgidkkal nagyipari 1éptékben dllitanak el6 olyan tomegtermékeket, mint
Etanol
Biogaz
Tejsav
Aceton-butanol-etanol elegy
Dextran
B12 vitamin

YVVVYVYVYYVY
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Az etanol €s a biogdz gyartds mas tantdrgyak anyaga, ezért itt nem foglalkozunk vele. A
B12 vitamin fermentacié az el6z6 ,,Vitaminok™ fejezetben szerepel, a dextran gyartds pedig
kés6bb, a mikrobidlis poliszacharidok kozott keriil sorra. Igy csak két technoldgia marad, a
tejsav és az ABE gyartas.

7.1. Tejsav gyartas

7.1.1.  Tulajdonsagok

A tejsav optikailag aktiv vegyiilet, két izomer, az L(+) és a D(-) formdjdban, illetve a
kettd racém elegyeként (DL tejsav) fordul el6 a természetben. A forgatds irdnya megfordul, ha
a szabad savbol észter vagy kétértékll fémso képzodik.

(llOOH HOO(IZ

C"UH H\\"C

7~ ~
HsC” A { “CH;
OH HO
(S)-Lactic acid g (R)-Lactic acid
or (+)-Lactic acid or (-)-Lactic acid

100. dbra A tejsav optikai izomerei

Erdekes jelenség, hogy az izomerek olvaddspontja jelentésen kiilonbozik. A tiszta izome-
reknél 53 °C, aracém keveréknél viszont csak 16,8 °C. Vizzel korlétlanul elegyedik, forrpontja
magas (~228 °C), ezért vakuumban kell desztilldlni (fp.: 0,5 Hgmm-nél 82 °C, 14 Hgmm-nél
122 °C).

7.1.2. Bioszintézis

Az (L)-tejsav tipikusan az anaerob anyagcsere terméke, a pirosz6l0sav hidrogénezésével
keletkezik. A tejsavas erjedés esetén a tejsav-dehidrogendz egy NADH és egy proton segitsé-
gével a piruvatot laktattd redukalja.

2 ADP + 2(P); «92:\1'4?
\_F"

Glu [ GLYCOLYSIS >

N

T

o  L2NaD'] + .

é= \ / 2 Pyruvate
H—C—OH /

cH,

101. dbra A tejsav képzodés a glikolizishez kapcsolt reakcio

A tejsav termeldk anyagcseréje nem egységes, két alaptipusba sorolhatd. A kiilonbség
abban 4ll, hogy a kiindulési hex6zbdl kiilonb6z0 tton jutnak el a piruvatig.
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Glucose Pentose
Fructose-1,6diP Glucose-6P
Aldolase
Y Gluconate-6P
Triose-3P co,
Xylulose-5P ————
* Phosphoketolase

Pyruvate -¢—————————— Triose-3P + Acetyl-P

f

Lactate Ethanol (or Acetate)
Embden-Meyerhof pathway Pentose phosphate pathway
Homofermentation Heterofermentation

102. dbra A homo- és heterofermentativ tejsav képzddés

A homofermentativ torzsek egy hex6zbol két tejsavat képeznek, melléktermék nélkiil,
mig a heterofermentativak csak egy molekula tejsavat termelnek, mellette egy kétszénatomos
egységet (ecetsavat és etanolt) és egy szén-dioxidot.

A heterofermentativ térzsekben az aldoldz enzim hidnyzik, és emiatt a tejsav mellett sz4-
mottevd mennyiségben etanol és ecetsav is képzodik. Ez esetben a gliik6z a pentéz-foszfat tton
hasznosul, és a xilul6z-5-foszfatbdl csak egy piruvat lesz, mellette egy acetdt és egy szén-
dioxid. A homofermentativ torzsekben glikolizis j61 miikodik, ezért elméletileg 1 mol hex6zbol
2 mol tejsav johet létre. A gyakorlatban ez az ardny valamivel kevesebb, de a hozam a 90%
folotti.

A tejsav termelésnél termékinhibicié érvényesiil. A nem-disszocidlt tejsav fejt ki gatld
hatést, a disszocidlt nem. Tehat savas kdzegben lelassul a fermentacio, de ha kozombositjiik a
savat, akkor ez a hatds nem Iép fel.

Anaerob viszonyok kozott a keletkezett laktat kidiffundal a citoplazmamembréanon 4t a
kornyezetbe.

7.1.3.  Atejsav termell torzsek

A szénhidréitokat tejsavva lebont6 baktérium nemzetségek €s fajok a Bergey's Manual
szerint a kovetkez6 csoportokra oszthatok:
17. csoport: Gram pozitiv coccusok: Lactococcus, Enterococcus, Pedicoccus, Saccha-
rococcus, Streptococcus;
18. csoport: endospdraképzd Gram pozitiv pélcdk és coccusok: Bacillus, Sporolacto-
bacillus;
19. csoport: normél, nem spéraz6é Gram pozitiv palcik: Lactobacillus
A tejtermékek (joghurt, kefir, sajtok) eldallitisaban nagyon sok faj, jellemzden vegyes
kultirdban részt vesz, de a tejsav gyartasdndl a Lactobacillus-okat hasznaljdk, mert ezek joval
savtiirébbek, mint a tobbi tejsav baktérium.
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A tejsav termel0 torzsek kivélasztdsanal a fermentacios technoldgia mellett figyelembe
kell venni a downstream 1épéssort is. A keletkezett tejsavat kozombositeni kell, mert az
alacsony pH értéket (dltaldban 4,5 alatt) a tenyészet nem viseli el. Igy viszont nem szabad savat
kapunk, mint a citromsavnal, hanem sot, alkdli-, ammoénium- vagy kalcium-laktatot. Ennek az
elvdlasztasa és a szabad sav felszabaditasa problémas, berendezés és koltségigényes. Ez
rdnyomja a bélyegét minden baktériumos eljarasra. Ugyanez érvényes a fonalas gombakra is.
Tobb gombanemzetség is termel tejsavat, pl. a Rhizopus, Mucor és Monilia, am az Aspergil-
lusok, Fusariumok és Penicilliumok nem. Egyes Rhizopus fajok fermenticids szempontbdl
gazdasdgosabban termelik a tejsavat, mint a baktériumok. Egyrészt képesek keményitobdl is
tejsavat eldallitani hidrolizdlé enzimrendszeriik segitségével, masrészt az olcsobb szervetlen
nitrogén forrdsokat is tudjak hasznositani, valamint nem igényelnek aminosav és vitamin-ki-
egészitést sem. Anyagcseréjiik elméletileg 1,5 mol tejsavat ad 1 mol gliikkézbdl, ami viszont
tobb mellékterméket jelent. De ezek az aerob torzsek is savérézékenyek, a feldolgozasnal
ugyanazok a problémak meriilnek fel.

Megoldast jelent a genetikailag manipulélt élesztOk (Saccharomyces, Kluyveromyces,
Pichia, Yarrovia) alkalmazédsa. Tobb ponton is meg kellett valtoztatni a torzsek anyagcseréjét,
ki kellett iitni az etanol termelés harom 1€pését €s be kellett épiteni a piruvat—laktat reakciot.
Igy akdr pH=1,5-en is lehet fermentdlni, elég az dsvanyi s6kbdl osszedllitott tapoldat, és szabad
savat kapunk. A nagy cégek kozott a Cargill és a Corbion mar tobb mint egy évtizede élesztdvel
termelik a tejsavat, de masok megmaradtak a tejsavbaktériumok mellett.

A Lactobacillus-ok kozott homo- és heterofermentativ fajok egyardnt el6fordulnak. A
legtobb torzs az egyik tiszta enatiomert termeli, de néhanyban racém keverék képzddik. Ezek-
ben mindkét sztereospecifikus laktit-dehidrogendz enzim megtaldlhatd. Tobbségében az L(+)
tejsavat gyartjak.

Baktérium anyagcserett onan- o énforrds
tiomer
Lactobacillus delbrueckii ssp. . . laktoz, savo,
bulgaricus kordbban L. bulgaricus obligdt homolaktikus D() permedtum
Lactobacz??us rhamnosus kordbban L. homolaktikus, indukalhat6 gliik6z, )
delbrueckii . L(+) | szacharéz,
heterolaktikus
burgonya
. . . . laktoz,
Lactobacillus helveticus obligat homolaktikus DL p
permeatum
Lactobacillus amylophilus obligat homolaktikus L(+) | keményitd
Lactobacillus amylovorus obligat homolaktikus DL | keményitd
Lactobacillus casei ssp. casei és ssp. homolaktikus, indukalhat6 . .
. L(+) | laktéz, savo
rhamnosus heterolaktikus
Lactocqccus gactls ssp. lactis és ssp. . obligdt homolaktikus L(+) laktoz,/
cremoris kordbban Streptococcus lactis permedtum
Streptococcus thermophilus obligat homolaktikus L(+) | laktoz

17. tdbldzat A tejsav termeld torzsek jellemzdi

Az ipari termel0 torzseknél alapvetd kovetelmény a savtolerancia (pH=4,4-ig) €s a bak-
teriofdgokkal szembeni ellendlld képesség. A fagok igen nagy karokat okozhatnak a tenyésze-
tekben, ezért kulcskérdés a genetikailag rezisztens vonalak szelekcidja.
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7.1.4. A tejsav termelb tbrzsek tapanyagigénye

Az alkalmazott szénforrds faj-, esetenként torzsfiiggo: gliik6zbol, laktézbol, maltézbol,
sOt keményitobdl is képesek tejsavat erjeszteni.

A tejsav baktériumok anyagcseréje tobb ponton hidnyos. Nem képesek a citokrom és a
porfirin (1égzési lanc részei) létrehozasara, a proton-gradiensek segitségével nem tudnak ATP-
t Iétrehozni, azt foként a glikolizisbdl nyerik. Nem tudjdk hasznositani a szervetlen nitrogén
vegyiileteket, komplex, szerves nitrogén forrast igényelnek. Emellett sziikségiik van vitaminok-
ra, purin €s pirimidin bazisokra.

Adalék: Erdekes jelenség, hogy ezek a torzsek ilyen hidnyos anyagcserével fenn tudtak maradni az evolii-
cios tilélési versenyben. Meg tudtdk taldlni azokat az élohelyeket, okologiai fiilkéket, amelyekben komplex tdp-
anyagokhoz juthattak (pl. novényi nedvek — Id. silozds). Savtermelésiik ugyanakkor versenyeldnyt jelent a tobbi
baktériumfajjal szemben.

A tejsav baktériumok mindegyike képes a laktézt felvenni és hidrolizdlni, majd a galak-
tézt hasznositani.

7.1.5. A tejsav fermentéacio

A teljesség kedvéért emlitsiik meg, hogy a tejsav eldallitasra 1étezik szintetikus vegyipari
technoldgia. Acetaldehid €s hidrogén cianid reakcidjdval laktonitril keletkezik, majd ezt erds
savval tejsavva hidrolizdljak. A kapott termék racém, ami korlatozza a felhasznalhatéséagat,
madsrészt a rendkiviil mérgezd alapanyag miatt kiilonlegesen kialakitott tizemre van sziikség. A
vilag tejsav termelése viszont nagyrészt (~70%) biotechnoldgiai eredetii. A tejsavas erjedés
spontdn médon is végbemegy, a haztartdsokban empirikus médon évezredek 6ta alkalmazzak.
Ilyen folyamat a

» kaposzta savanyitds

» aludttej, kefir, joghurt, gyartas
» kovaszolas

» koviszos uborka készités

Az ipari fermentacios technoldgidkra jellemz0 a nagy szénforrds koncentracié (120-150 g/1).
A tapoldatban komplex nitrogén tartalmi komponenseket adnak a tejsav baktériumokra jellem-
z0 vitamin- és aminosav auxotréfidk miatt, mint pl. a kukoricalekvar, maléata kivonat, sz6ja
kivonat. J6 tdpanyag a melasz is, de a benne 1€v6 egyéb anyagok megnehezitik a termék tiszti-
tasat a feldolgozasi szakaszban, ezért nem terjedt el. Savo szénforrds esetén a tejcukor mellett
oldatban 1év6 egyéb komponensek nagyrészt fedezik a baktériumok tapanyag igényét. Ugyan-
akkor a tilzott sejtnovekedés lelassitasara nitrogén- és/vagy foszfor limitaciét allitanak be.

A fermentdciot magas homérsékleten (40-60 °C) vezetik. A fermentorok szinte tetszole-
gesen nagy méretiiek lehetnek (akdr tobb szdz m?), mivel a technolégia anaerob, nem kell leve-
gbztetni. A savtartalom miatt a késziilékeket rozsdamentes acélbdl kell késziteni. Egy minima-
lis keverésre sziikség van, de ez csak a fermentlé homogenizaldsara, az iilepedés megakadalyo-
zaséra szolgdl). A keletkezo tejsavat kozombositeni kell, mivel a savas kozeg kérositja a sejte-
ket. Erre tobbféle megoldast alakitottak ki.

» CaCOs3 (mészkdliszt) a tapoldatban. Ez a megoldds nem igényel pH mérést és szaba-
lyozast, kémiai automatizmussal torténik, de plusz egy szilard fazist visz be rendszer-
be, ami problémdkat okozhat.

» Alkali ligok adagolasaval. Ehhez sziikség van pH méro elektrédra és szabalyozé rend-
szerre, valamint jelentdsen higitja a fermentlevet.

» NH3 gaz befivatdsaval. Az ammonia azonnal beoldédik a 1ébe, és ammonium-hidro-
xidként reagdl a tejsavval. Ez dragabb, mint az alkali ligok, de nem higitja a
fermentlevet.

» Magnézium-oxid vagy -hidroxid adagoldsaval.
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A sterilitds megOrzésére nem kell nagy gondot forditani. Az oxigénhidny, a savas kozeg
€s a magas hOmérséklet egyiittesen kedvezdtlen kornyezet a legtobb gyorsan nové mikroorga-
nizmus szamara.

A fermentdci6 idOtartama 2-4 nap. A folyamat végén el lehet érni a 12-15%-o0s tejsav
koncentraciot, de ennek hatart szab a kalcium-laktat oldhatésaga. A keletkezett biomassza a
beadott cukor sulyanak kb. 15%-a, azaz a fermentlére nézve 2-2,5%.

A folyamat klasszikus kivitelezése a szakaszos fermentacid, mivel ezzel lehet nagy ter-
mékkoncentraciot elérni. Rataplélassal el lehet érni a 200 g/literes titert is. A produktivitas érté-
kek viszont a folytonos fermentaciondl sokkal jobbak, de alacsonyabb tejsav koncentracidval.
A kett6 elonyeit egyesiti a sejtvisszatartasos folytonos rendszer, ahol egy membréanon keresztiil
veszik el terméket tartalmazé levet, mig a sejtek a fermentorban maradnak. fgy extrém nagy
sejtstrtiség érhetd el, ami megnoveli a biokémiai reakcid sebességét. Ilyen megoldasokkal fenn
lehetett tartani a 60-120 g/l-es termékkoncentrdcidt igen nagy produktivitds értékek mellett.
Ugyanakkor a kinyerés szempontjabol fontos, hogy a cukor koncentracié minimaélis legyen az
elvett fermentlében, ez viszont a folytonos fermentdciondl nem valdsithaté meg.

7.1.6. A tejsav izolalasa (downstream processing)

A feldolgozasi muveletsor nagyon sokféle valtozatban ismert, kialakitasuk fiigg:
- fermentl€ tulajdonségaitol (milyen koncentracidban és milyen kationnal alkotott s6 for-
madjaban van jelen a laktat)
- végtermék kivant tisztasagatol, azaz a végso felhasznalasi céltol

A fermentlében a sejtek és sejttormelékek mellett mindig taldlhat6é kis mennyiségli fel
nem haszndlt cukor, egyéb szerves sav (ecetsav, esetleg fumarsav), szinanyagok, szervetlen
sOk, ezen beliil fémionok.

A tejsav végtermék megkivant tisztasdga lehet ipari, élelmiszeripari vagy gyégyszerkony-
vi mindség. A polimeriz4cids célra hasznalt tejsav egyes tisztasagi mutatdi szigoribbak, mint
a gyogyaszati mindségnél, példaul nem tartalmazhat szénhidratot.

A ,heat stable” mindsités olyan tisztasdgu tejsavat jelent, amely kénsavval melegitve sem
ad elszinezddést.

A | klasszikus”, kalciumos technologia (LSG = Lime, Sulphur, Gypsum)

A ,klasszikus” feldolgozasi technoldgia a ,.klasszikus”, kalcium-laktatot tartalmazé fer-

mentlére épiil. Lépései a kovetkezok:

1. A fermentdci6 vagdsa utdn a hdmérsékletet 80-90 °C-ra emelik, az oldat pH-jat kalci-
um-hidroxiddal 10-11 kozé allitjak. Ezzel a ligos f6zéssel a mikroorganizmusokat el-
0lik és a jelen 1évo fehérje természetli anyagokat kicsapjdk. Ezen a hdmérsékleten és
pH-n a kalcium-laktét oldhatésaga jo, teljes egészében oldatba megy.

2. A kivalt csapadékot melegen elvélasztjak (jellemzden sziiréssel)

. Az oldatban kénsav hozzdadasaval felszabaditjak a tejsavat, a kalcium gipsz formaja-
ban kicsapddik.

4. A jelenlévo fémionokat (vas, réz) kénhidrogén, vagy hexaciano-ferrat s6 adagoldsaval
lecsapjék.

. A csapadékos oldatot lesziirik, jellemzéen vakuum dobsziirdvel, esetleg szlirOpréssel.

A szinanyagokat és a szennyez0 ionokat aktiv szenes deritéssel tavolitjak el.

. A kapott tejsav oldat tetszélegesen toményithetd, akar 80-90 %-ig, csokkentett nyoma-
son.

[9S)
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103. dbra A tejsav gydrtds anyagforgalma

A bemutatott technoldgia eldnye, hogy jol ismert, kidolgozott eljards, amelyet ipari 1éptékben

is sokszorosan kiprébaltak. Hatranya, hogy:

- nagyok a veszteségek, a teljes sorban a termék mintegy 20 %-a elvész.

- igen nagy a vegyszerigénye, 100 tonna termék kinyeréséhez mintegy 45 tonna Ca(OH): és
55 tonna kénsav sziikséges

- ennek megfelelden a termékkel kozel azonos tomegii melléktermék (gipsz, CaSO42H>0)
keletkezik

- ilymddon csak élelmiszeripari tisztasagu tejsav allithat6 eld, nagyobb tisztasdghoz tovéabbi
milveletekre van sziikség.

A |, kalcium nélkiili” technologidk miiveletei
A tejsav gydartds fejlesztése sordn egyre inkdbb arra torekedtek, hogy a mell6zzék a kal-
ciumot, és mads bazisokkal (NaOH, NH4OH, esetleg KOH) k6zombositsék a keletkezd savat.
Ez a véltoztatds kihat a feldolgozasi technol6gidkra is. Megfeleld technoldgia kialakitasdval a
bazis a feldolgozas sordn visszanyerhet6 és tjra felhaszndlhat6 a fermentalt sav kozombosité-
sére. A fejlesztések irdnya a kalcium mell6z€sén kiviil a kinyerés hatékonysagdnak fokozasa és
a termék tisztasdgdnak novelése.

Ha a feldolgozési technol6gidkat 1épésekre bontjuk, az egyes miiveleteket harom katego-
ridba sorolhatjuk, amelyek sorrendje nem kotott, hanem opcionalis:
1. aszabad sav felszabaditdsa s§jabol
2. koncentrdlé miiveletek
3. tisztitdsi miiveletek

A szabad sav felszabaditdsa sojabol

A folyamat kulcslépése minden esetben a szabad tejsav elddllitdsa s6jabol. Ennek
megvalositasara tobbféle eljarast dolgoztak ki, ezeknek megfelelden valtozik a vegyszerigény
és a keletkez6 melléktermékek mennyisége. Néhany valtozat:
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- A szlrt fermentlé savanyitisa kénsavval. A mddszer hatranya, hogy sztochiometrikus
mennyiségli kénsav sziikséges, és ennek megfeleld mennyiségii ammoénium-szulfat mellék-
termék keletkezik. Ez értékesithetd mitrdgyaként, de mivel viszonylag kis koncentacidban
(kb. 1 M) jelenik meg, toményitése €s kristalyositdsa sok energiat igényel.

- A szabad sav elddllitasa torténhet kation cserélé gyantan is. A H* fazisban 1évé gyantaval
lecserélik az elleniont, és ezzel tejsavat kapnak. Az eljaras elegansnak tlinik, azonban 6ridsi
méretll gyantadgyra van sziikség, amelynek regenerédldsandl szintén sztochiometrikus
mennyiségli erds savra van sziikség, amelybdl melléktermékként dsvanyi s keletkezik.

- A laktdt s6 megbontdsdara alkalmas a bipolaris membrdnokat alkalmazé elektrodializis
(EDB) is. Ez tiszta, egylépéses megoldas, de nagy az dramfelvétele, egy moél s6 bontdsdhoz
elméletileg is 96500 Coulomb toltést kell bevinni. Emellett a membranok koltsége is igen

nagy.

Mg-laktdt tartalmii fermentlé feldolgozdsa

A fermentaci6 sordn a savat lehet Mg oxiddal vagy hidroxiddal is semlegesiteni. Ennek
tobb elOnye is van. Bar a Mg-laktat oldhat6sdga ~80 g/l koriil van, a fermentlé hajlamos erésen
tultelitddni, akdr masfél-kétszer nagyobb koncentracidig. Beparlassal ez felemelhet6 200-220
g/l-re, majd hitéssel kikristalyosithaté a Mg-laktat. Ezt a sét izoamil-alkoholos kozegben
s6savval bontjdk meg. A kapott MgCl, termohidrolizissel bonthaté MgO-ra és sésavra, ezek
visszavihetdk a folyamatba.

Koncentrdlo miiveletek

A képzddo tejsav, illetve laktdt koncentricidja a fermenticié végén kozelitdleg 1
mol/liter. Ez kiilonféle akkumuldlé technikdk alkalmazéasaval novelhetd kb. 1,5 mélig. A vég-
termékként kiadott tejsav koncentracidja viszont igény szerint 80-90-95%, esetleg efolotti ér-
ték. Eszerint a technoldgia soran mindenképpen sziikség van a koncentraciét noveld muvele-
t(ek)re:

- Bepdrlés. A tejsav forrdspontja igen magas (228 °C), emiatt a viz lehajtdsanak latszélag
semmi akaddlya. A 100 °C koriili hdmérsékleten azonban karos folyamatok indulnak be,
egyrészt a fermentlébdl szdrmaz6 anyagok sotét szinanyagokat képeznek, mdsrészt a tej-
savmolekuldk is kondenzal6dni kezdenek. A gyakorlatban ezért vdkuum desztillaciét alkal-
maznak (fp.: 0,5 Hgmm-nél 82 °C, 14 Hgmm-nél 122 °C).
extrahdlhat6 (C4-C8 alkoholokkal, ketonokkal vagy éterekkel —- MIBUK, DIBUK, DIPE).

- Reverz ozmézis. A klasszikus forditott ozmozis, amely csak a vizet engedi 4t, alkalmas ipari
1éptékben is a laktat oldatok koncentralasara. pH=6 koriili értéken koriilbeliil 90%-os reten-
ci6 érhetd el.

- (Monopoléris) elektrodializis. Az eredetileg sdmentesitésre kidolgozott elektrodializis j61
alkalmazhat6 séoldatok koncentrdlasédra is. Az ammonium laktat oldatot 20-25 %-os kon-
centraciéig lehet toményiteni, ugyanakkor a nemionos szennyezd anyagok egy részEtol is
meg lehet szabadulni.

Eszterképzés

A tejsav downstream érdekes lehetOsége az észterképzés. Az etillaktat és a butillaktat
kornyezetbarat apoléris oldészerek, mivel jol helyettesitik a szénhidrogéneket, ugyanakkor bio-
16giailag bonthatdk, és a hidrolizistermékek is j6 szénforrasok a mikrobdk szamara. Tehat egy-
részt jol értékesithetd termékek, masrészt az észter létrehozdsdval, majd elbontdsdval nagy
tisztasagu tejsav gyarthat6. Az észterképzést és bontdst magaban a desztilldlé kolonndaban meg
lehet oldani dsvanyi sav vagy kationcserél0 gyanta katalizatorral (reaktiv desztillacio).
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Tisztitdsi miiveletek

A technoldgia sordn, illetve a végtermék mindségének bedllitdsa sordn sziikséges a kis
mennyiségben jelen 1évo, de zavard hatdsti komponensek eltavolitdsa. Ezek az anyagok tobb-
féle elv szerint csoportosithatok. Egy résziik makromolekula, amely a tdpoldatbdl marad, illetve
a mikroorganizmusok lizisénél képzodik. Jelen vannak ezen kiviil kis szerves molekuléak (cuk-
rok, aminosavak, szerves savak, szinanyagok) illetve dsvanyi ionok is. Tulajdonsdgaiknak meg-
feleloen sokféle elvalasztasi miiveletet alkalmazhatunk.

7.1.7. A tejsav felhasznéalasa

Az emberiség nagyon régéta fogyaszt tejsav tartalmu élelmiszereket (tejtermékek, kova-
szolt 4ruk, kovészos uborka, bor, sor). Igy természetes, hogy az iparszerti élelmiszergyértdsban
is haszndljak a tejsavat, mint kellemes izli (1agy, nem karcos) savanyit6- és tartositoszert. A
tejsavat és soit az FDA is biztonsdgosnak mindsitette (GRAS: generally recognized as safe).
Ugyanigy engedélyezték a sztearoil-lakdtokat és mas észtereket, amelyeket a siitdiparban a
tésztak dllagjavitdsdra haszndlnak. Ezek gyartdsdhoz nagyon tiszta ,hdstabil” tejsavra van
sziikség.

A bdriparban €s a textiliparban technikai mindségii tejsavat haszndlnak a savas dztatas-
hoz. A szervetlen savak haszndlata olcsobb ezekben a folyamatokban, de a kornyezetvédelmi
szempontok miatt terjed a tejsav haszndlata.

Sok gyogyszer- és kozmetikai termék tartalmaz tejsavat, illetve szdrmazékait. A kozme-
tikai termékekben hidratdld, emulgedlo €s stabilizal6 komponensként szerepelnek. A kalcium-
laktétot széles korben hasznaljdk a kalcium-hidny kezelésére, pl. a varand6ssdg ideje alatt.
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Nagy potencidl van a politejsavnak, mint bioldgiailag lebomlé mlianyagnak az elterjedé-
sében. Puha csomagoldanyagok és filmek készitésére alkalmas. A talajban nedves koriilmények
kozott harom honap alatt szétesik és egy-két év alatt teljesen lebomlik. Becslések szerint a po-
lilaktét elterjedésével a jelenlegi ~200.000 t/éves termelés meg is duplazédhat.

Miasik ,,z0ld” alkalmazds a tejsav észterek, pl. a butil-laktat alkalmazdsa a szénhidrogén
alapu old6szerek helyett. J61 haszndlhatok festékek, lakkok, lemosok old6szereként. Alkalma-
zasukkal csokkenthet6 a koolaj felhaszndlds, masrészt a természetben gyorsan lebomlanak.

7.2. Aceton-butanol-etanol (ABE) fermentacié

7.2.1. Bevezetés

A butanolt erjesztési termékként el0szor Pasteur emliti 1861-ben. Termelése az aceton-
butanol-etanol (ABE) anyagcseredton torténik. A harom termék péarhuzamosan képzodik,
aranyuk 4ltaldban 3:6:1. Az ipari fermentacids gyartds a huszadik szdzad legelején kezdddott.
A viltoz6 igényeknek megfelelden mindig mas anyagot tekintettek féterméknek. Az 1. Vilag-
habort eldtt a szintetikus gumi (butadién) gyartasahoz a butanolra volt sziikség. Az 1. Vilagha-
boru idején viszont inkdbb az acetont tekintették foterméknek, mert ezt haszndltdk a TNT rob-
bandanyag gyartasidhoz. A Vildghdbord utdn tdjra a butanol valik fontossa, a festékek, lakkok
oldészereként (butilacetit forméban).

Lactic Acid
Edible Alcohols
Quality
y H
Purification gz I , Estorficat
Distillation . . Granulation with sterification
Lactic Acid Esters Sodium ;Vdm’"de Calcium Lactate  Fractionation
Lactic Acid Buffered Lactic Acid Lactic Lactic
Pharmaceutical Sodium Lactate Acid Acid
Quality Edible Quality Powder Esters
Sodium
' Hydroxide '
Sng::;E Lactate Fe,Mg.Zn Or
Pharm. Quality Polylactic Acid NH, Lactate

104. dbra A tejsav szdrmazékai és alkalmazdsa
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A mésodik vildghdboru alatt megint az acetonra volt nagyobb igény, ezittal a Cordite
(tizérségi 10szerek robband anyaga) gyartasahoz.

A szdzad masodik felében a kdolaj bazist termékek kiszoritottdk a fermentalt olddszere-
ket. A koolajipar fejlodése mellett a kozrejatszott a melasz drdnak jelentds emelkedése is. Az
tizemek nagy részét az dtvenes években ledllitottak, kivéve néhany specidlis adottsdgu orszagot
(pl. Tajvan és Dél-Afrika) ahol a gyartas fennmaradt a nyolcvanas évekig. Az olajvalsag idején
néhany iizemet djrainditottak, majd ezek is ledlltak. Jelenleg csak néhany kisebb tizem miiko-
dik, olyan helyeken, ahol olcs6 és masképpen nem hasznosithaté melasz keletkezik.

A XXI. szdzadban a butanol, mint bioiizemanyag/adalék keriilt djra a kutatasok fokusza-
ba. A természeti er6forrasok kimeriilése megnovelte az alternativ iizemanyagok iranti keresletet
€s ez arra késztette a tuddsokat, hogy ujabb stratégidkat tarjanak fel ebben az irdnyban. A mai
napig az etanolt tartjak a legmegfelelobb biolizemanyagnak, mert gyartasa egyszerti a mar ki-
dolgozott erjesztési technoldgidkkal. Azonban az etanol nem a legjobb valasztis, mert higrosz-
képos és nagy a gbznyomdsa. Ha alternativat keresiink, akkor taldn a butanol a legigéretesebb,
mert egyrészt jobbak a fizikai tulajdonsdgai, masrészt 30%-os koncentracidig hozzakeverhetd
a benzinhez a motor médositdsa nélkiil. A teljesen butanolos hajtdshoz is csak minimalis
véltoztatasok kellenek. Rdaddsul nem csak a benzinhez adhatd, hanem a dizel lizemanyaghoz
is, igaz, kisebb koncentraciéban (10-15%).

Tulajdonsag Butanol Etanol Benzin
Energiasiiriiség (MJ/liter) 29,2 21,2 32,5
Oldhatésdg vizben (ml/100 ml) 9,1 elegyedik <0,01
GdOznyomds 6,4 18-22 6,4-11,9
Oxigéntartalom (m/m%) 21,6 34,8 0
Oktanszam 96 112-129 91-99

18. tdbldzat Uzemanyag komponensek tulajdonsdgainak osszehasonlitdsa

A butanol energiatartalma nagyobb és géznyoméasa kisebb, mint az etanol€. (17. tdblazat).
Kis nedvszivé hatdsa miatt kevésbé korrodélja a motort. Konnyen széllithatd, és konnyen ele-
gyithetd a benzinnel. Benzinnel kombindlva a hosszabb szénldncu alkoholok, igy a butanol is
hozzajarulhat a fosszilis energiahordozok felhasznaldsanak csokkentéséhez és igy a globdlis
felmelegedés fékezéséhez.

Hidba jok az anyag tulajdonségai, a gydrtds gazdasdgossédgat javitani kellene ahhoz, hogy
versenyképes legyen az etanollal. Az ABE-fermentacio a legtobb ipari fermentacids technolo-
gidhoz képest kevésbé hat€kony. A végsd termékkoncentracid csak 17-20 g/l, mivel ennél a
koncentraciondl a butanol mar karositja a termeld mikrobdkat. Emellett a hozam is alacsony
(0,28-0,33 g/g cukor). Tovabbi problémit jelent a szubsztrat magas ara a termékhez képest.
Emellett az oldészer kinyerésének (downstream) koltségei is nagyok.

7.2.2. Bioszintézis

A Clostridium-ok a tobbi anaerob mikroba anyagcseréjétol eltéréen az egyszerli cukrok-
bdl elobb szerves savakat dllitanak eld, majd ezeket redukédlva hozzak 1étre az olddszereket
(105. abra).
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Az ABE erjeszté Clostridium fajok energiatermelése Osszetett reakcidhalozat. A termé-
kek szempontjabdl harom folyamatot kiilonithetiink el: (1) a szerves savak termelését (ecetsav,
vajsav és tejsav), (2) a gaztermelést (szén-dioxid és hidrogén) és (3) az olddszertermelést
(aceton, butanol és etanol). Az ABE fermentacié kétfazisu folyamat. Az els6 fazis acidogén,
ezalatt ecetsav és vajsav, valamint Hz és CO: keletkezik. Ez a f4zis egybeesik a baktériumok
exponencidlis novekedésével, mivel ezekben a reakcidokban sok ATP képzddik. A savtermelés
hatdsdra a pH csokken. Ha intenziv a folyamat és bdséges a szubsztrat ellatas, akkor a pH le-
mehet 4,5-re is, ami mar gatolja a sejtek életfolyamatait. Ezért a fermentacié sordn a pH-t sza-
balyozzdk, nem engedik 5,0-5,4 érték ald. A masodik fazisban a szerves savakbol oldészerek
keletkeznek. Ennek sordn a redukalt koenzimek regenerédldsa folyik, aminek sokkal kisebb az
energiahozama. Az anyagcsere lassuldsdval a tenyészet spordsodni kezd. A savak fogydsa a pH
emelkedését eredményezi.

A folyamatnak nincs rogzitett sztbchiometridja, a termékek molaranya kozelitdleg 6:3:1.
Nyomokban mindig keletkezik egy kevés izopropanol is.

9 C¢H1206 —» 6 CH3(CH2)30H + 3 CH3COCH3 + C2HsOH + 19 CO2 +6 H2O + 6 Ha

A termékek relativ ardnya fiigg:
» baktérium torzstol
» fermentacids koriilményektol
A termékaranyok szerint harom fermentaci6 tipust kiilonbozteté meg:
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105. dbra Az ABE termékek bioszintézise
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1. Aceton-butanol fermentacié — Clostridium acetobutylicum
2. Butanol - izopropanol fermentacié — Clostridium butylicum
3. Vajsav - ecetsav fermentécié — Clostridium butyricum

Ipari jelentdsége az elso tipusnak van, a fenti reakcidegyenlet ezt irja le. A tovdbbiakban
erre a folyamatra és a C. acetobutylicum torzsre koncentralunk.

7.2.3. ABE termel6 torzsek

A butanol termelésre képes vad torzsek
tulnyomorészt a Clostridium nemzetséghez
tartoznak. Ezek Gram-pozitiv spdraképzd
palcak, egyik végiikon tobb ostorszerli moz-
gisszervik van. Elnevezésiikk onnan ered,
hogy spérdzaskor a nagy méretii endospordk
deformaljak, kitdgitjdk a sejtfalat, ezaltal a
sejt egyik végén buzoganyszerli dudort alkot-
nak. A spérdk nagyon ellendlléak, és hosszui
ideig eltarthatok, homokban tarolva akér 30
évig is életképesek. A torzsek igen érzéke-
nyek a fag fertdzésekre, ami jelentOs karokat
okozott az ipari termelésben is.

A Clostridium baktériumcsalddba tarto-
z6 mikrobdk képesek a keményitdt (egyesek
a celluldzt is), vagy egyszeriibb szénhidréto-
kat (gliikozt, fruktodzt, xildzt, szachardzt, lak-
tdzt, stb.) anaerob koriilmények kozott erjesz-
teni. A Clostridium-ok extracelluldris enzi-
meket vdlasztanak ki, amelyekkel lebontjdk az 0sszetett szénhidritokat. Az ,.,enzimkoktél” a-
amilazt, a-gliikozidazt, B-amildzt, B-glikkozidazt, glikoamildzt, pullulandzt és amilopullulanédzt
is tartalmaz. A kapott monoszacharidokat membrankotott transzporterek viszik be a sejtekbe.
A szénhidritok ezt kovetden a glikolizisben vagy a pentdz-foszfat dton metabolizdlédnak.
Ugyanakkor bdséges tdpanyag elldtds esetén keményitdszerl tartalék tdpanyagot (granuldzt)
képeznek.

Els6ként Chaim Weizmann 1916-ban izolalt és azonositott egy C. acetobutylicum torzset,
amely keményitobdl butanolt €s etanolt erjesztett. Ez egy Gram-pozitiv, spoéraképz0, szigorian
anaerob baktérium, amely aerob koriilmények kozott néhdny ora alatt elpusztul. Ez a tulajdon-
séga korlatozza az alkalmazhat6sagat.

A termelt oldészerek is toxikusak a sejtek szdmara. A MIC50 (a sejtszaporodast 50%-ban
gatld koncentrcid) butanolra 11 g/, etanolra 51 g/1, és acetonra 84 g/l. Azaz a legértékesebb
termékbdl viseli el a legkevesebbet a tenyészet. Az olddszertlirést hosszi torzsjavitdsi
munkdval kb. mésfélszeresére novelték, igy lehet elérni a folyamat végére a 17-20 g/I szintet.

106. dbra Spords Clostridiumok mikroszkopos
képe
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gliik6z 18,9 0,29 Bioreaktor, szakaszos
gliikéz Bioreaktor,
17,1 1414
rataplalasos
C. tyrobutyricum cukornad 1é 16 0,24 Bioreaktor
C. pasteurianum glicerin 12 0,27 Bioreaktor, szakaszos
C. beijerinckii gliik6z 18,6 0,32 Bioreaktor, szakaszos

19. tdbldzat Kiilonbozo Clostridium torzsek butanoltermelésének osszehasonlitdsa

A torzsfejleszté munka, a genetikai manipulaci6 sordn a C. acetobutylicum torzs genom-
jaba sok ponton beavatkoztak. A véltoztatasok jellemzoen a savképzd reakcidk génjeinek ki-
itésére €s az olddszer termeld 1épések enzimeinek overexpresszidjara irdnyultak. (18. tdblazat)

A génmanipuldcidval a termékarany is megvéltoztathatd. 1980-ban leirtak egy olyan C.
acetobutylicum torzset, amelynél a termelt aceton aranyét a szokasos 30%-r61 (60:30:10 arany)
70%-ra (20:70:10 ardny) novelték.

7.2.4. Aceton-butanol fermentacio, a klasszikus technologia

Mivel az ismert mikroorganizmusok kozétt a C. acetobutylicum és a hozza nagyon ha-
sonl6 C. beijerinckii termeli €s tliri a legnagyobb koncentraciéban a butanolt, ezek a leggyak-
rabban haszndlt termeld organizmusok. Tulajdonsédgaikat és a fermentdcios folyamat paramé-
tereit részletesen vizsgaltdk, a cél mindig a végsd butanol koncentracié novelése volt. Torzs-
konzervként a spordkat steril homokban vagy talajban tiroljdk. Az inokulum készités elsd 1é-
péseként a sporakat hdvel aktivaljak, 65-100 °C-on 1-3 percig. Két-négy felszaporitasi 1épcsd
utdn a fermentorokat 2-4 %-nyi inokulummal oltjdk.

Az ipari fermentorok 200-700 m3-es, mechanikus keverd nélkiili tartdlyok. Ezeket iiresen
gozzel sterilezik, a tidpoldatot folyamatos sterilezOn keresztiil vezetik be.

A fermentorokat kapacitasuk 90-95%-dig toltik fel a steril tdpoldattal, tiszta szén-dioxid
atmoszféraban. Az oltds kozben €s utdn a folyadékon steril szén-dioxidot buborékoltatnak at,
ezzel biztositjdk a keverést. A késobbiekben a gazfejlodés pezsgése mozgatja, keveri a folya-
dékot, masrészt kiszoritja az esetleges oxigén nyomokat.
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A folyamat fazisai j6l kovethetdk a koncentracié gorbéken. Az induldsi pH-t 5,8-6 kozé
allitjak. Az els6, acidogén szakaszban a pH csokken, mert szerves savak (ecetsav €s vajsav)
keletkeznek. Nagyobb mennyiségli szénforrds 4talakitdsa esetén olyan sok sav keletkezhet,
hogy a pH lemehet 4,5-re is, ahol a torzs anyagcseréje lefékezddik. Az olddszertermelés szem-
pontjabdl az optimélis pH értéke még a C. acetobutylicum kiillonboz6 izolatumai kozott is elté-
r0. Van olyan torzs, amely pH=4,5 értéknél termel j6l, masok a kiindulasi hatos pH allandési-
tasa mellett halmoznak fel sok olddszert. Célszerli megoldas, hogy a pH-szabalyozas sordn nem
alkali ligokat adagolnak, hanem ammo&nium-acetatot, acetat puffert vagy kalcium-karbonétot.
Az acetét az oldoszerképzési fazisban belép az anyagcserébe, és maga is oldészer molekulakka
alakul. Ugyanigy kimutathatd, hogy ha a fermentaci6 sordn vajsavat adagolnak, akkor az is jol
hasznosul, egy része kozvetleniil butanolla alakul 4t. Az ammoéniumion is hasznosul, pétolja az
elfogyasztott nitrogénforrast.

A tépoldatba bemért kalcium-karbonatnak nincs ilyen hatdsa, de megvan az az elOnye,
hogy pH-mérés €s adagolds nélkiil pufferolja a kdzeget, 6nszabdlyozé médon kozombositi a
savakat és nem engedi a pH-t 4,8 al4.

A nyomelemek koziil a cink ion szerepe jelentds, eldsegiti a savak atalakitdsat oldosze-
rekké.

A kovetkez6 szakaszban a pH emelkedik, mert a savak tovabb alakulnak, aceton és buta-
nol képzddik. Amikor felesleges NADH: van jelen, akkor a sejtek felveszik a megtermelt vaj-
savat €s butanolld redukaljdk. Erre a fazisra jellemz0 a spéraképzés meginduldsa és a granul6z
termelés is.

Végiil a novekedés és az olddszer termelés ledll. A legnagyobb valtozds a gaztermelés
sebességében mutatkozik. Ez jelzi az anyagcsere lealldsat, a fermentécié végét. A pH kozelito-
leg visszadll a kiindulési értékre.
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107. dbra Szakaszos ABE fermentdcio lefutdsa
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7.2.4.1. ABE fermentdcio kukorica szénforrdson

A hagyomdnyos ipari folyamatban a kukoricabdl cefrét készitenek. A szemekbdl a csirat
eltavolitjdk (kitorik), és a szemeket megorlik. A darabdl szuszpenziot készitenek, ezt folyama-
tos f6zében 130-133 °C-on 60-90 percig elcsirizesitik és megfézik. Ez a keményité mellett sok
egyéb anyagot is tartalmaz, igy nem volt sziikség egyéb tdpanyagok hozzdaddsara. Viszont a
tdpoldat készitésénél viz helyett egyharmad részben az olddészer lepdrlds iistmaradékat
hasznéltdk, igy sok hasznos anyag, ,,fott” biomassza keriilt a Iébe. A kukorica felhasznalas kb.
8-10% volt a fermentlé mennyiségére vonatkoztatva.

Iosirétlanitott kukorica |

|

jet cooker | Szintenyészeick |
¥
H>(1.7k
2 (1.7ke) csbves hiité Inokulum
h

[ Moso |<_| H> + CO>
40%
| C(‘)’g(62:4kg) | | bcpé:rlé |_>Imos1ék |——>| széritésl
¥

| frakcionalt desztillacio |

N o N
Aceton Butanol Etanol
{10,5 kg) (22 kg) (5,3 kg)

108. dbra A kukorica alapti ABE fermentdcio anyagforgalma

A kukorica alapu fermentéacié homérséklete 34-39 °C, iddtartama 40-60 6ra €s a hozama
mintegy 25-26% a kukorica szdrazanyagra vonatkoztatva. A végsé oldoszer koncentraci6 12 és
20 g/liter kozott mozog, dltaldban alacsonyabb, mint melasz alapon. A kapott olddszer-arany
nagyjabol megfelel a Weizmann-féle 6:3:1-nek.

7.2.4.2. ABE fermentdcio melasz szénforrdson

A melasznak tobb eldnye is van a kukorica szénforrdssal szemben. Nem kell hidrolizélni,
azonnal konnyen metabolizdlhat6é cukrot tartalmaz, emiatt idoben is rovidebb (~36 6ra). Nem
kell a csirizes, extrém viszkozitdsi anyagot nagyon magas hofokra heviteni és mozgatni. A
melaszndl is koriilbeliil 6,5 % erjeszthetd cukor koncentracidt éllitanak be. A sterilizalasnal
elegendd a 107-120 °C hoéfok és a 15-60 perces hokezelés. A csirizesito helyett elegendd egy
gozinjektoros folytonos sterilezd alkalmazasa. A melaszndl viszont az egyharmad rész iistma-
radékon tul tovabbi tdpanyag kiegészitésre is sziikség van, szerves és szervetlen nitrogénforrast
€s foszfat sokat adagolnak.
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A melasz alapu fermentdcidk optimalis hdmérséklete alacsonyabb (29-35 °C), legtobb-
szor 31-32 °C. Az olddszer koncentracidk és a hozamok (29-33%) nagyobbak, mint a kemé-
nyitd alapu technol6gidkndl. A sejtek anyagcseréjét gatolja, ha az olddszer koncentracidja eléri
a 18-22 g/litert, bar a gyakorlatban ritkan kaptak ilyen nagy értéket.

Melasz (benne 100 kg cukor)
(6%-os oldat + NHs + P

H, +CO 50 kg takarmany
(1,4kg) (56,1 kg)|€ (B, vit =60ug/g)

| , |

Aceton Butanol Etanol
8.5kp (20kg) 0.%g)

A"

109. dbra A melasz alapii ABE fermentdcio anyagforgalma

Az erjesztés sordn termelt szén-dioxidot és hidrogént elvalasztjak, és kiilonbozd célokra
hasznaljék fel. Az fermentaci6 utidn az oldészereket elobb szakaszos vagy folytonos leparlassal
véalasztottdk el, majd és a pdrlatot rektifikalva tiszta acetont, butanolt és egy kevert olddszeres
frakciot kaptak. A desztillaciés maradék 4-4,5% (tomeg/térfogat) szarazanyagot tartalmaz. Ez
a biomassza nagy tdpértékii, 28-30% fehérjét és B vitaminokat tartalmaz. Szaritott formaban
sz€les korben hasznaltak allati takarményok adalékaként.

7.2.4.3. Erjesztési technikdk

Az eljaras alapja a klasszikus szakaszos fermentacié volt. De mivel a masodik fazis, az
olddszer termelés eldfeltétele a viszonylag nagy cukor koncentracié (>7 g/1), mér a korai gyér-
tasokndl is alkalmaztak ratapldlast. Igy a vad tipusi torzsekkel 10-12 g/l, a manipuldlt torzsek-
kel 17-20 g/l-es butanol szintet lehetett elérni.

A folytonos fermentacids technika elénye, hogy nagy produktivitast lehet elérni, viszont
a termékkoncentracio lényegesen alacsonyabb. Az ABE fermentaciondl viszont a kétszakaszos
lefutds megneheziti a folytonos fermentaciét. Ha az elsd szakasz egy pontjaban folytonositunk,
akkor csak savakat termel a tenyészet, ha viszont a szolventogenezis szakaszat dllandositjuk,
akkor egy lassulé novekedésti, sporazé tenyészet allapotat kellene dllandésitani. Ez a gyakor-
latban is igy miikodott, az egylépcsOs kemosztatok rovid miikodés utdn instabilld valtak, min-
den paraméter leromlott.

Kétszakaszos fermentéci6 esetén logikus 1épés a kétlépcsds folytonos technika alkalma-
zasa. Az elso 1épésben nagyobb higitasi sebességgel a sejtszaporodasi, savtermeld fazist allan-
dositjdk, mig a mdsodikban kisebb higitasi sebességgel, azaz nagyobb térfogatban az olddszer
termelést. Ezzel a megoldéssal el lehet érni a szakaszos fermentaciok kb. 20 g/l-es termékkon-
centriciojat, Iényegesen jobb produktivitds mellett.

Adalék: A kaszkdd rendszerek csiicstartoja a Szovjetunioban (Doksukino, 1961) megépitett nyolclépcsos

folytonos fermentdcids ABE iizem, 220-280 m>-es reaktorokkal. A gydrtds a produktivitdsa kb. 20%-kal, a hozama
4%-kal volt jobb, mint a kordbbi technolégia.
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A folytonos fermentacié tovabbi intenzifikdlasat jelentette a sejtvisszatartdsos rendszer
bevezetése. A elfoly6 fermentlébdl még a desztillacio elott lecentrifugdltak a sejteket (steril és
szigordan anaerob koriilmények kozott = containment!), és ezek egy részét visszavitték a fer-
mentorba. Ezzel a sejtstirliséget a tobbszordsére emelték, amitdl a produktivitds is megnoveke-
dett.

A fermentécids technikdk tovabbi fejlesztését az upstream és downstream miveletek
0sszekapcsoldsa jelenti, amellyel lehetdvé vélik a keletkezd olddszer folyamatos eltavolitdsa a
fermentorbdl. Ezt a késdbbiekben részletezziik.

7.2.5. Tovabbi fejlesztési iranyok

Az utébbi évek gazdasigi tanulményai szerint a bio-butanol termelése a petrolkémiai

gyértashoz viszonyitva nem gazdasagos.

Ahhoz, hogy a biotechnoldgiai it versenyképes legyen a kémiai eléallitassal tovéabbi fej-

lesztésekre van sziikség,

1. Genetikailag médositasokkal olyan uj torzseket 1étrehozni, melyek képesek lignocel-
lul6zbdl szdrmazo cukrok felhasznaldsdra €s rezisztensek e hidrolizaitumok a mikrobi-
alis inhibitoraival szemben

3. Minél olcsébb szénforrasok hasznositdsa (melléktermékek, hulladékok, példdul a
kukorica rost hidrolizatum)

4. a sz€énhidrat alapanyag minél teljesebb elerjesztése és az értéktelen melléktermékek
képzddésének minimalizdldsa. Ez a kihozatal javitdsa mellett a szennyvizbe keriild
szerves anyag mennyiségét is csokkenti.

. A sejttomeg visszavezetése, nagy sejtstirliség

A fermentacios melléktermékek (COz, Ha, biomassza) hasznositasa

. A termelt oldészerek folyamatos elvétele a fermentorbdl, az upstream és a downstream
miveletek integrilasa.

~ oW

7.2.5.1. Tovdbbi lehetbéségek: olcsobb szénforrdsok

A fermentdcids technoldgia koltségeinek mintegy hatvan szdzaléka a szubsztritok dra.
Emiatt fontos lenne, hogy olcsé, megujuld, élelmiszeripari célokra nem hasznalhaté nyersanya-
gokat valasszanak, ezzel csokkenhetd a szubsztrat koltség. A konfliktus alapja ugyanaz, mint a
tobbi bioiizemanyag gyartdsandl. Az elsé generacios gyartasok az élelmiszeripart6l vonnak el
alapanyagokat (cukrok, keményitd novények). Emiatt minden gyartdsndl, igy a biobutanol ter-
melésnél is célszerli atdllni a mésodik generacids eljardsokra, amelyek az élelmezésre nem
hasznalhat6 szénhidratokat (cellul6z, hemicelluléz, lignocellul6z) hasznositjak.

A butanolt termeld Clostridium-ok sokféle szubsztratot képesek hasznositani, a hex6zo-
kon tdl pentdzokat, glicerint, s6t a szintézisgazt (CO+CO2+Hb) is, csak kisebb hatékonysdggal.
A legnagyobb potencidl a cellul6z hasznosité torzsekben van. Genetikailag manipuldlt C.
cellulovorans, C. cellulolyticum és C. thermocellum torzsek kozvetleniil is képesek a celluldzt
lebontani €s butanolld alakitani. Ezek a sejtek celluloszémakat tartalmaznak, amelyek a krista-
lyos cellul6z és hemicelluloz bontasara specializdlédtak. Ezen a teriileten sokan kutatnak, de a
hatékonysdg szdmai még jelentdsen elmaradnak a cukor és keményit6 alapu technoldgiaktol.

A mezdgazdasagi hulladékok (pl. a cukorndd baggassz €s a rizsszalma) hatalmas mennyi-
ségben éllnak rendelkezésre, €s mas moédon nem is hasznosithaték. De ezekkel az a f6 problé-
ma, hogy ezekbdl nehéz erjeszthetd cukrot eldéllitani. A novényi rostok komplex szerkezete
miatt a poliszacharid molekuldk nehezen hozzaférhetdk, és a sziikséges hidrolizalé enzimek is
dragdk. Ezek a nyersanyagok eldkezelést igényelnek, €s ez megnoveli a koltségeket. Sokféle
kezelési eljarason dolgoznak vildgszerte, de még nincs optimalis megoldas.
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Egy hatékony eldkezelési technolégidval szemben az az igény, hogy kevés vegyszer és
energia felhasznéldsaval és hatékony enzimes hidrolizissel miikodjon, ugyanakkor kevés erje-
désgatlé mellékterméket hozzon 1étre. Az alkoholt termel6 élesztokhoz képest a Clostridium-
ok sokkal érzékenyebbek a lignocellul6zok hidrolizatumaiban el6fordulé inhibitorokra (pl. a
hidroximetil-furfurol, a furfurol és a lignin szarmazékokra). A hidrolizis sorédn kiilonféle 6t- és
hat szénatomos cukrok keveréke keletkezik, amelyek eltér6 mddon metabolizdlédnak és
gatolhatjak egymas hasznosulésat. A kezelés soran mindig marad egy oldhatatlan rostokbdl all16
szilard frakcid, ami megneheziti a tovabbi muveleteket.

7.2.5.2. Tovdbbi lehetdoségek: Génmanipuldcio

A Clostridium torzsek olddszer-tliroképességét nem egyszerli tovdbb ndvelni. Méar évti-
zedek ota foglalkoznak vele, €s igy jutottak el az eredeti 10-12 g/l-es koncentraci6tol a 17-20
g/l-es jelenlegi szinthez.

Sokszoros genetikai dtalakitdsokat végeztek az E. coli-n és a S. cerevisiae-n is, remélve,
hogy az eleve nagyobb oldoszertiirésti torzsekbe klonozva a megfeleld géneket magasabb bu-
tanol szintet lehet elérni. Napjainkig laboratériumi 1éptékben is csak 14-15 g/l-es olddszer kon-
centriciot értek el igy, ami kisebb, mint a Clostridium-oknal ipari fermentorban is reprodukal-
hat6 17-20 g/l-es szint. Tovabbi manipuldlt baktériumok fajokndl a termékkoncentracié 1 g/l
alatt maradt.

7.2.5.3. Tovdbbi lehetéségek: Downstream fejlesztések
Az etanol gyartasndl a leerjedt cefre koncentracidja altalaban 5-9 %, de el lehet elérni a
16 %-o0s koncentréciot is. Ezzel szemben az ABE fermentéaciondl az elérhetd butanol koncent-
racio csak 17-20 g/l, az 6sszes olddszer egyiitt kb. 3%. Ennek megfeleléen az ABE feldolgozasi
koltsége joval nagyobb, mint az etanolé. Jarhato ttnak tiinik az old6szerek folyamatos elvétele
az erjesztés sordn, igy a koncentracio a toxikus szint alatt tarthatd. A folyamatos elvételre tobb-
féle miivelet is alkalmas lehet.

Sztrippelés gdzzal

A sztrippelés az illékonyséag kiilonbségen alapul. Ha a folyadékon, adott esetben a fer-
mentlén gazt (célszerlien a termelddd szén-dioxidot) buborékoltatnak keresztiil, akkor megin-
dul a pérolgas, és az illékony anyagok géznyomdsuknak megfelelden megjelennek a gazban.
Az egyensuly bedllasara a buborékok élettartama alatt nincs 1d6, a gdzdram folyamatosan oldo-
szer gozoket és vizgdzt visz magaval. Egy hiitében ezek lekondenzaltathatok €s elvezethetok.
A gaz felmelegités utan recirkuldltathat6 a fermentorba tovabbi olddszer kinyerésére. Mivel a
Clostridium-ok érzékenyek az oxigénre, a sztrippelésre semmiképpen sem szabad levegdt hasz-
ndlni. A folyamat sordn jelentds mennyiségli szén-dioxid keletkezik (az 6sszes szénatom kb.
egyharmada ebben a formdban tdvozik), igy van kell6 mennyiségli inert gaz a sztrippeléshez.

Pervapordcio

A fermentlé egy membrdnnal érintkezik, amelynek masik oldaldn dramlé inert gdz vagy
vakuum van. A termelt oldészer molekuldk beoldédnak a membran apoléris anyagéba, atdif-
fundélnak rajta és a mdsik oldalon gozként jelennek meg. Az egyensuly akkor éllna be, amikor
a gazoldalon a g6zok koncentracidja eléri az adott hdmérséklethez tartoz6 géznyomast. Ha vi-
szont a gbzoket egy szivattyuval folyamatosan elvissziik egy kondenzatorba, a termelt olddsze-
rek elvétele is folyamatossa valik.

A mivelet hatékonysdgat két paraméterrel jellemezhetjiik:

» szelektivitds: az eltéré polaritasu illékony anyagok ateresztésének/visszatartasanak

mértéke
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» fluxus: az egyes komponensek anyagtranszportjanak sebessége, egységnyi idére és
membranfeliiletre vonatkoztatva
A pervaporaci6 szelektiv és hatékony miivelet, de a driga membranok €s az eltomodés
vesz€lye korldtozza a nagy volument alkalmazésat.

Extrakcio/persztrakcio

A butanol jobban oldddik a szerves fazisban, mint a vizesben (a fermentlében), megoszlas
jon létre. Az egyensily bedlldsa utdn a fazisokat szétvalasztjdk (iilepités/centrifugalas).
Problémat jelenthet, hogy a fermentlé feliiletaktiv (emulgedtor tulajdonsagu) anyagai stabil,
nehezen szétvalaszthaté emulziét hoznak 1étre. Emellett el6fordul, hogy a sejtek a két fazis
hatarfeliiletére tapadnak, a homogenitas megsziinik.

A folyadék-folyadék extrakci6 is szelektiv miivelet, de a szamitdsba joheto hatékony ol-
dészerek altaldban mérgezdek a baktériumokra. Még legapoldrosabb olddszer is kis mértékben
oldédik a vizes fazisban, igy eljut a sejtekhez és kdrositja sejtmembrant. Az dtoldédds egyben
oldészerveszteséget is okoz. A legkevésbé mérgezd olddszer a biodizel, azaz a hosszu szénlan-
cu zsirsavak metilészterei.

Az extrakci6 hétranyait felsorolt hdtranyait nagymértékben csokkenthetjiik, ha a két fazis
kozé egy apoléaris membrant helyeziink. A két, egymassal nem elegyedd folyadék csak memb-
ran anyagén keresztiil érintkezik (membranextrakcid = persztrakcid) Nincs direkt kapcsolat a
két fazis kozott, igy az olddszer toxicitdsa, fazis diszperzid, emulzié és réteg képzodés draszti-
kusan lecsokken vagy megsziinik.

Apolaris anyagi membrén esetén a butanol (€s a tobbi olddszer) beoldddik a membran
anyagdaba és atdiffundal rajta, mig mas, hidrofil komponensek illetve fermentaciés koztitermé-
kek (pl.: ecetsav, vajsav) visszamaradnak a vizes fazisban. A membran tiloldaldn a molekuldk
beoldédnak a szerves fazisba, és elvileg bedllna a megoszlasi egyensuly. Ha viszont az szerves
fazist aramoltatjuk, akkor az egyensily nem 4ll be, mert a termékeket folyamatosan elvissziik
a rendszerbdl.

Tovabbi hatrany, hogy az extrakcid/persztrakcié utdn a termelt oldoszereket el kell va-
lasztani az extrahdld olddszertdl. Ez desztillacidval lehetséges, ami energiaigényes folyamat.
Tehat ilyen médon a desztillacié miiveletét nem lehet megkeriilni.

A kiilonb6z0 fermentacios €s feldolgozasi technikdk integracidjaval kapott eredményeket
mutat be a 19. tdblazat. Ha az old6szereket folyamatosan elvessziik, akkor egy liter fermentlé-
bdl nem csak ~20 g butanolt lehet kinyerni, hanem akér tobb szdz grammot is.

A butanol gyartas gazdasagossa tételében, a torzsek és a technoldgidk fejlesztésében nagy
kihivasok vannak, sokan foglakoznak a K+F-el. Az EU a H2020 program keretén beliil jelentds
tdmogatdssal elinditotta a ButaNexT projectet a butanol gyartasi technoldgia fejlesztésére. Ez
a program feloleli a fent felsorolt fejlesztési irdnyok mindegyikét. Sajnos ennek a programnak
nincs magyar résztvevoje.

A butanol vilagpiaca 2019-ben kb. 6500 millié Euro. Az 1,2-1,3 €/kg arral visszaszamol-
va ez ~5 milli6 tonna/év. Ennek tilnyomo része jelenleg petrolkémiai eljarassal késziil. A f6
felvevo piac Kina (~50%), szinte barmilyen mennyiséget dtvenne. A termelés éves novekedési
titeme ~3,5 %.
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ABE ABE Butanol pf‘o]?iljk
Oldészer kinyerés Fermentaci6 Szubsztrat Torzs hozam titer . .
(/o) (a/l) titer (g/l)| tivitds
(g/'h)
sztrippelés gazzal Szakaszos Gliikéz C. beijerinckii BA101 0.39 759 46.4 0.61
fapép hidrolizatum| C. beijerinckii CC101 0.44 17.7 13.5 0.25
Ratdplaldsos Gliikéz C. beijerinckii BA101 0.47 232.8 151.7 1.16
elcukrositott C. beijerinckii BA101 0.36 81.3 56.2 0.59
kukorica-
keményit
Gliikéz C. acetobutylicum 0.36 172 113.3 0.53
JB200
C. acetobutylicum 0.38 177.6 108.3 0.67
ABE1401
Rataplalasos; bestiritett kasszava| C. acetobutylicum 0.37 108.5 76.4 0.53
FBB baggasz hidroliz4- | JB200
tum
Ratdplaldsos; Gliikéz C. acetobutylicum B3 0.36 106.3 66.1 0.61
FBB
Rataplalasos; C. acetobutylicum 0.38 255.6 166.8 1.15
immobilizalt ABE1401
kétlépcsds Rataplalasos; Gliikoz C. acetobutylicum 0.40 532.3 0.64
sztrippelés FBB JB200
Extrakci6 és Szakaszos Gliikéz C. acetobutylicum 0.37 204 113 0.46
sztrippelés ATCC824
Rataplalasos C. acetobutylicum 0.43 460 250 0.65
ATCC824
sztrippelés és Ratdplaldsos Gliikéz C. acetobutylicum 0.35 622.9 521.3 0.50
pervaporacio JB200
C. acetobutylicum 0.38 706.7 482.6 0.67
ABE1401
pervaporacio Rataplalasos Gliikoz C. beijerinckii 0.43 165.1 - 0.98
BA101
C. acetobutylicum 0.37 118 - 0.30
XY16
0.28 142 - 0.29
0.31 90 - 0.62
Folytonos Gliikéz C. acetobutylicum ~0.36 62.6— 35.3- 0.30
ATCC 824 117 64.0
~0.35 85.6— 60.4— 1.13
202 131.6
C. acetobutylicum 0.37 160 104.6 0.30
DP217
Kasszava 0.38 201.8 122.4 0.76
kétlépcsos Folytonos Gliikéz C. acetobutylicum 0.35 782.5 452.0 0.45
pervaporacid ABE1401

20. tabldzat Integrdlt ABE fermentdciok hatékonysdgi paraméterei
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8. IPARIENZIMEK

8.1. Az enzimek hasznalatanak torténete

Az enzimek a bioldgiai anyagok, bioldgiai makromolekuldk, amelyeket €16 szervezetek
allitanak el6, és amelyek egy meghatdrozott biokémiai reakcié katalizdtoraként muiikodnek.
Ezek a kémiai reakciok kémiai katalizatoraihoz hasonléan egy bioldgiai/biokémiai reakciét
gyorsitanak fel akdr a sejt belsejében, akér azon kiviil is. Igy miikodésiiket jobban leirja a bio-
katalizétor elnevezés. Wilhelm Friedrich Kiihne, a Heidelbergi Egyetem a fizioldgia professzo-
ra 1877-ben hasznélta eldszor az enzim kifejezést, amely a gorog evloun (enziimé) =
»elesztében” szobol szarmazik. Az enzimeket mér évezredek Ota haszndlta az emberiség, de
Kiihne volt az elsd, aki tudomanyos terminoldgiat alkotott erre a biomolekuldra. Mar a sumé-
rok, az egyiptomiak és gorogok is ismerték az enzimtartalmu anyagok empirikus hasznalatat.

Az enzimaktivitdsuk miatt hasznélt prepardtumoknak is megvan a maga torténete. En-
zimhatdsuk miatt hasznéltdk a malatat (keményitdbont6 enzimek), a borjigyomrot (rennin), a
kovéaszt (tejsavbaktériumok), s6t még a fekalidt is (protedz aktivitdsa a borkikészitésnél volt
hasznos). Idérendbe szedve:

1894-ben Jokichi Takamine felfedezte a takadiasztazt, amely az Aspergillus oryzae
torzzsel termeltetett diasztdz preparatum, a penész extracelluldris enzimeit, elsdsorban amilé-
zokat és protedzokat tartalmazta. Emésztést segitd szerként is alkalmaztdk, pétolta a hasnyal-
mirigy altal termelt enzimek hidnyat.

A kovetkezd preparatum éppen ellenkezdleg, dllati hasnyalmirigy kivonatot tartalmazott,
protedz (tripszin, kimotripszin) aktivitasa révén az els6 enzimes mosopor (Burnus, 1913, Otto
Rohm) alkotérésze volt.

A mai értelemben vett fermentacids enzim gyartast 1960-ban kezdte meg a NOVO cég,
ipari Iéptékben kezdte termelni a Bacillus licheniformis protedz enzimét.

1980 utdn sok tudés a génmanipuldcids technikdk alkalmazédsaval az enzimtermelés fo-
kozdsan, illetve az enzimek a tulajdonsagainak fehérjemérndoki javitdsdn kezdett dolgozni.

Az ipari enzim fermentaciés technoldgidk fejlesztése a célzottan kivalasztott/manipulalt
torzsek felhasznédldsaval termelt, tisztitott, jol jellemzett enzimprepardtumok nagy 1éptékii elo-
allitasara iranyul. Ez tette lehetové az enzimek bevezetését olyan nagyipari termékekbe €s fo-
lyamatokba, mint példaul a mosoé- és tisztitdszerek, a textil- és a keményitd iparok.

Az 1940-es évektdl kezdve az intenziv biokémiai kutatds kialakitotta az enzimek alkal-
mazdsat a diagnosztikdban, és a klinikai kémidban is megjelentek. Az elmult néhany évtizedben
az érdeklodés a diagnosztikai enzimoldgia teriiletén megsokszorozddott. Viszont szamos, a
szakirodalomban lefrt mddszer még nem terjedt el széles korben, és az orvosi kutatds nagy
teriiletein még nem sikeriilt felhaszndlni az enzimes diagnosztika minden lehetdségét.

Jelenleg a legtobb ipari enzimet hidrolitikus reakcioban hasznaljak, kiillonb6zo természe-
tes anyagok lebontdsdra. A domindns enzimtipus a protedzok csoportja, ezeket széles korben
hasznaljdk a mosdszer és tejiparban. A mésodik legnagyobb csoport a kiillonbdz6 szénhidrat-
bonté enzimeké, f6 képviseldi az amildzok, cellulazok, amelyeket a keményito-, textil-, tiszti-
tészer- €s siitdiparban haszndlnak.

Az ipari enzimek forgalmat a vildgpiacon 2010-ben 3 millidrd dollarra becsiilték. Ez a
piac 2015-re varhatdan eléri a 4 millidrd dollart. Az enzimek kulcsfontossagu szerepet jatszanak
szamos biotechnoldgiai termékben és folyamatban. Ipardgak szerint az élelmiszer, ital, tisztito-
szer, ruha, papir, lizemanyag és gydgyszergyartds a legnagyobb felhasznaldk.

Az enzimek egy része sztereospecifikus, kival6an alkalmasak aszimmetrikus szintézisek-
re illetve a racém elegyek reszolvaldsdra. Ezt a szelektivitist enantiomer tisztasagd gyogy-
szerek, mezOgazdasagi és vegyi anyagok, takarmany és €élelmiszer-adalékanyagok gyartasanal
hasznaljdk ki.
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8.2. Lehetséges enzim forrasok

A sziikséges enzimeket sokféle é161énybdl vonhatjuk ki. Kiindulhatunk allati szervekbdl,
vagohidi melléktermékekbdl (gyomor, bél, hasnyadlmirigy), ezekbdl emésztd enzimeket (pep-
szin, tripszin, rennin, stb.) nyerhetiink ki. A m4j is sokféle aktivitdsu enzimet tartalmaz, ebbdl
nyerhetd ki pl. a glutamét dehidrogendz. Az &llati nyersanyag mindenképpen korldtozott
mennyiségben all rendelkezésre, nagyipari felhaszndlasnal mindenképpen keresni kell valami-
lyen mas forrést.

Valamivel tdgabb keresztmetszet a novényi alapanyag. Torténetileg és mennyiségben is
a legnagyobb jelentdségli novényi enzim prepardtum a maléta. A csirdzé novényi magvak sok-
féle enzimaktivitast hordoznak, ezek koziil els6sorban az amildzok (a- €s f-amildz) és a prote-
azok aktivitdsat hasznaljuk ki. Emellett szamottevd a papain (papaja gyiimolcs) és a bromelin
(anandsz novény) termelése is.

Ipari 1éptékben egyértelmiien a legjobb megoldds a mikrobidlis enzimek termelése. A
mikroorganizmusok rengeteg enzimes reakciora képesek, €s ezen beliil is az egyes funkcidkra
a kiilonboz6 torzsekben sokszor nagyon eltérd tulajdonsdgu enzimet hozott 1étre az evolucid.
Ha allati vagy novényi enzim helyettesitésére keresiink mikroba eredetiit, szinte mindig tala-
lunk egyenértékli vagy jobb enzimet megfelelo screeneléssel. A génmanipulacio segitségével
az sem probléma, hogy az emlds enzimet mikroorganizmussal termeltessiik, erre kivalé példa
az eredetileg borjigyomorban taldlhat6 rennin, a sajtgydrtasban haszndlatos tejalvaszt6 enzim,
amit a Kluyveromyces lactis élesztvel gyartanak. Ma mar a fermentalt enzimek kb. 90%-a nem
természetes, vad tipusu, mert

— vagy atvitték a génjét génmanipuldcidval egy masik mikroorganizmusba,
— vagy fehérjemérnokséggel (protein engineering) megvaltoztattak a szerkezetét.

8.3. Az enzimek piaca és alkalmazasai

Az enzimeket legkiilonb6zobb teriileteken alkalmazzék, beleértve a kémiai szintéziseket,
az élelmiszergyartast, az dllati takarmanygyartdst, kozmetikumok és gyogyszerek eldallitisat,
valamint a kutatds-fejlesztést is. Jelenleg kozel 4000 enzim ismert, ezek koziil koriilbelil 200
mikrobidlis enzimtipus van nagykereskedelmi forgalomban. Ebbdl valdjaban csak koriilbeliil
20 enzimet termelnek valéban ipari méretekben. Megjésolhatd, hogy a biokémiai ismeretek, a
fermentdcios technologidk és az izoldldsi modszerek fejlddésével egyre tobb enzimet fognak
ipari 1éptékben elddllitani. A vildg teljes enzim igényét mintegy 12 a nagyobb gyarté és 400
kisebb szdllit6 elégiti ki. A teljes enzim piac kozel 75%-4t harom nagy cég, a daniai kdzpontd
Novozymes, az amerikai gyokerti DuPont (beleértve a 2011. méjusdban megszerzett dan
Danisco-t), és a svdjci bazisi Roche domindlja. A piacon igen er6s a verseny, kicsi a
haszonkulcs és a technoldgiai fejlesztés domindl (a gyartasfejlesztés a gyartmanyfejlesztés
elott).

Az enzimek alkalmazésa a termelés volumenét is meghatarozza. A skéla egyik végén a
nagy tomegben gyartott, viszonylag olcsé ipari enzimek dllnak, a masik végén a kis tételben
termelt és felhasznadlt, finomvegyszer jellegli innovativ anyagok (pl.: restrikcids enzimek, Tag
polimeraz). Az alkalmazas szerint az alabbi csoportok kiilonithetok el:

Ipari enzimek

Az ipari enzimek csaknem 75%-a hidrolitikus aktivitdsd. Szénhidratbontdk, protedzok,
lipazok uraljdk az ipari enzimek piacat, az értékesités tobb mint 70%-at ezek adjak. Az 1. tab-
l4zat bemutatja, hogy a kiilonb6z0 ipari d4gazatokban milyen enzimeket alkalmaznak.
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Analitika
Pl.: gliikk6z-oxidéz, alkohol dehidrogenéz, koleszterin oxiddz, foszfatdzok
Orvosi alkalmazds
Pl.: aszparaginaz, heparindz, sztreptokindz, urikdz, urokinaz
Kutatds, nukleinsav manipuldcio
Pl.: restrikciés endonukledzok, reverz transzkiptdz, DNS-ligdz, DNS-polimerazok,
Klenow enzim.

E tantargy keretében csak az ipari enzimekkel foglalkozunk

Alkalmazdsi . s
- Enzim Felhasznalas
teriilet
amildzok keményitd elbontésa a feliiletkezeléshez
lipazok festék és gyantamentesités a pépesitésnél
P apir- €5 celluldzok a celluléz rostok elbontdsdval lagyitja a szédlakat
cellulézipar ” ” — - - » —
mannandzok fényesiti a papirt a gliikomannanok elbontasaval
lakkazok fehérit, fényesit
B-xilandzok eldsegiti a fehéritést
amildzok keményitd bevonat eltdvolitasa, irtelenités
Ipari
j cellulazok fehérit, fényesit
alkalmazasok » y
Textilipar  pektinazok kiszabaditja a cellulézt a novényi rostok koziil
Lakkézok, o £4 ,
L fehérit, fényesit
gliikézoxidazok
protedzok hidrolizalja a fehérje szennyezéseket
. elbontja a zsiradékokat, amelyek ételbdl vagy borrdl
lipazok - P
. keriiltek a ruhdra
mosészerek — — —— -
amildzok eltdvolitja a keményité szennyezéseket
. mddositja a celluléz szalak szerkezetét, lagyit, élénkebb
cellulazok )
szinek
B rennin, lipdzok sajtgydrtas
Tejipar I : - - p Py
B-galaktozidaz tejcukor elbontdsa a laktéz intoleransok szamara
s részben bontja a liszt keményitdjét, térfogatot novel, javitja
a-amildz p P
a bélzet mindségét
B-xilanaz javitja a tészta mindségét
Siitéipar . P . Ao
utorp oxidoreduktdzok |fokozzdk a glutén erdsségét
lipazok fokozzak a gdzbuborékok stabilitdsat
protedzok csokkentik a fehérjetartalmat
amildz, . o A dtr i lostr
, . . e o, lebontja a keményit6t, ezzel édesit, tiikrosit
Elelmiszeripar amilogiikoziddz
pektindzok lebontja a pektint, ezzel javul a 1éhozam és tiikrosit
celluldzok T . ‘o .. L .
. . eldsegiti a pektin hatdsat, csokkenti a viszkozitdst
hemicelluldzok
lakkdzok barnuldsgatlok
naringinaz, . . P 4
armginaz keserliség szabdlyozis citrusleveknél
limonindz
a-amilaz keményitd bontésa, elfolyésitasa
pullulandz, o en1x PP s
. s keményitdldncok eldgazdsainak hasitdsa
izoamildz
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B-amilaz

maltéz molekuldkat hasit le a keményitd nem-redukalé
végérol, maltdz szirup eldéllitdsa

amilogliikozid4z

gliikk6z molekulédkat hasit le a keményitd nem-redukaléd
végérol, gliikoz szirup eldéllitdsa

gliik6z izomerdz

Soripar

keményitd bontésa, elfolyésitasa, noveli a maltéz és glitk6z

a-amilaz

tartalmat
pullulanaz, keményit6lancok eldgazasainak hasitasa, tobb erjeszthetd
izoamilaz cukor

B-gliikkanaz

B-gliikanok bontdsa, jobb sziirhetdség

gliikk6z molekulédkat hasit le a keményitd nem-redukaléd

amilogliikoziddz Aol g . ,,
& végérol, tobb erjeszthetd cukor
protedzok fehérje bontds, jobban novekszik az élesztd
entozandzok . . L S . .
pento: ’ hidrolizélja a pentozdnokat, javitja a szlirhetOséget
xilandzok

o-acetolaktat

megakaddlyozza a diacetil képz8dést, javitja a sor {zét

gliikéz oxidaz

dekarboxildz
xilandzok lebontja a rostokat
fitdzok lebontja a fitinsavat, felszabaditja a Ca és Mg ionokat
Allati takarmdny gyartds cotedzok lebontja a fehérjéket, az emésztésgatld faktorokat, javitja
P az emészthetdséget
a-amildz lebontja a keményit6t, gyorsabban felszivddik a cukor
sokféle
Szerves AR 114 . PP
NP kiilonbozd példaul enantioszelektiv szintézisek
szintézisek Ny
aktivitds
oxidazok,
peroxidazok, haifestés
polifenol J
oxiddzok
protein diszulfid
izomerazok, hai hull4 p
Kozmetikai ipar glutation 4] hullamositas
oxiddzok
apain, bromelin, |, , . .. .
papari, b bor feliilet tisztitds
szubtilizin
amilogliikozidaz,

fogpasztak és szajvizek
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muaosaszergyartas 37%

textilipari
termékek 12%4

egyeéb 25%

allati
takarmany keményitd
eldallitasa shtdipar 8% || hidrolizise 11%
%

110. dbra Az enzimek haszndlatdnak megoszldsa
ipardgak szerint

8.3.1. Stratégiak a mikrobialis enzimek tulajdonsagainak javitasara

Az enzimek folyamatosan boviild alkalmazdsdval egyiitt egyre nagyobb az igény az ed-
digieknél jobb vagy uj tulajdonsdgokkal rendelkezd biokatalizdtorokra. Az enzimek hatéko-
nyak a reakciok felgyorsitasdban, ugyanakkor nem illeszkednek mindenben a technoldgiai
folyamatokba, ezért tulajdonsagaik ,,finomhangoldsara” van sziikség. Ilyen probléma lehet a
szubsztrat vagy termék inhibicid, a fehérje molekula gyenge stabilitdsa, a szubsztrat specifitds
vagy enantioszelektivitds gyengesége vagy éppen tilsdgos pontossiga. A genetikai mddosita-
sok igen eredményesek ezen a téren, rekombinans DNS-technikédval az enzimes technolégia
hatékonységa akar szdzszorosara is novelheto.

Uj, illetve jobb biokatalizdtorok fejlesztése nehéz és Gsszetett feladat (111. dbra). Az en-
zimek moddositdsanak két f6 modszere, amellyel tulajdonsdgaikat a technoldgidk igényeihez
alakithatjuk: (1) a meglévd biokatalizatorok raciondlis dtalakitdsa és (2) fehérjekonyvtarakban
kombinatorikus médszerekkel keressiik meg a kivant funkci6t.

A rekombinans DNS-technolégidval egyrészt tovabb fokozhatd az enzimek termelése,
masrészt olyan tulajdonsdgu enzimek gyartasa is lehetdvé valt, amelyek korabban nem 1éteztek.
A biotechnoldgiai fejlesztések, mint példaul a fehérje mérnokség és az iranyitott evolicio to-
vabbi 16kést adtak a fontos ipari enzimek gydartdsanak. A biotechnoldgia fejlodése lehetdvé tette
a legkiilonbozobb uj aktivitdsi enzimek megjelenését, illetve az eddigitdl eltérd koriilmények
kozotti alkalmazésat.

Raciondlis tervezés

Ez a megkozelités a helyspecifikus mutagenezist alkalmazza, célzott aminosav-szubszti-
ticidkat, ehhez viszont a fehérje haromdimenzids szerkezetének és az enzimes reakcié mecha-
nizmusanak részletes ismerete sziikséges, amely sokszor még nem tisztazott. Azonban mind az
aminosav sorrendet, mind a térszerkezeteket gy(ijtd adatbizisok intenziv bdviilése segit
lekiizdeni ezt az informacié hidnyt. Egy szlirdprogramban azonositott ij enzim aminosav sor-
rendjének Osszehasonlitdsa az adatbazisokban tarolt tobb ezer mér ismert adatsorral lehetdvé
teszi a hasonl6 szerkezetli vagy funkciéju fehérjék kivalasztasat, a szerkezet-hatds Osszefiig-
gések vizsgdlatat. A természetben is az evoluicié sordn az dj enzimek az eredeti aktiv centrum
szerkezetének viszonylag kisebb mddosuldsaival (spontdn mutdcié — aminosav csere) jottek
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111. dbra Az enzimek fejlesztése fehérjemérnoki titon

létre. A homoldgian alapuld célzott valtoztatdsok érinthetik egyrészt az aktiv centrumot, al-
kalmassa teszik az eddigitdl eltéré szubsztratok beilleszkedésére, azaz a szubsztrat specifités
megvéltoztatdsdra, masrészt a kicserélt aminosavak segitségével mdsfajta dtmeneti komplex
johet 1étre, mds reakcidutak aktivalasi energidja csokken, megvéltozhat az enzim funkcidja. E
fehérje mérnoki beavatkozasokndl tobb valtozatot is 1étrehoznak, és ezeket tesztelik. Gyakran
bebizonyosodik, hogy a természet, az evolicid ,,0kosabb”, az dltalunk tervezett és 1étrehozott
véltozatok kevésbé jok, mint az eredeti, de vannak nagyon j6 eredmények is

A fehérjelancok komputeres tervezésénél elsddleges a folanc térbeli helyzetének célszerti
kialakitdsa, és az ezt stabilizdl6 erterekhez rendelik hozza az aminosavak sorrendjét €s elren-
dezését. Ezek nagyon bonyolult és szamitasigényes feladatok, ezeket az algoritmusokat most
kezdik alkalmazni a funkciondlis fehérje tervezésben.

A mosészer protedzokat példaul tgy fejlesztették, hogy az aktiv centrumtdl tavol esé 8
aminosavat médositottak, igy megndvekedett a moséderd valamint 100°C-on a hdstabilitds 34-
szeresre novekedett.

Irdnyitott evoliicio
A kombinatorikus mddszerek, mint példaul az iranyitott evolicié szdmos valtozatot hoz-

nak 1étre, amelyeket azutan tesztelni kell enantiomer szelektivitasra, katalitikus hatékonységra,
reakcidsebességre, oldhatosdgra, stabilitdsra és mas enzimtulajdonsagokra, de nem igénylik az
enzim €s a reakci6 mélyebb ismeretét. Az irdnyitott evolicidval gyorsan és olcson 1étre lehet
hozni a meglévl enzimek nagyszamu véltozatat. Szamos ezek koziil meghatdrozott feltételek
mellett jobban miikodik, mint a természetben el6fordulé enzimek. Az irdnyitott evolicio
alkalmazasdhoz molekuldris bioldgiai technikdk széles korére van sziikség, amelyek lehetdvé
teszik a természetben eléforduld genetikai sokféleség utanzasat. Ez lehet a fehérje-kodol6 gén
random mutagenezise kiilonb6zd technikdkkal, mint példaul a hibdzé polimerédz lancreakcid,
mutagenezis ismétlédd oligonukleotidokkal, vagy mutagén kémiai szerek. A hibazé6 PCR
véletlenszerli pontmutédcidkat visz be az enzimmolekuldk populdcidjdba. A DNS manipuldcios
modszerek (DNA shuffling, Molecular Breeding) lehetdvé teszik a valtozatos DNS molekuldk
in vitro random homol6g rekombindcidjat, ha a gének kozott a homolégia magasabb, mint 70%.
Klénozds és expresszié utdn nagyszamid (10* - 10° enzim viltozat jelenik meg, ezek
vizsgélatdval lehet kiszlirni a legalkalmasabbakat.

A fent emlitett megkozelitések a nem zarjak kolcsondsen ki egymadst, a raciondlis, az
irdnyitott és a random enzimfejlesztés teriilete atfed egymadssal. Igy példdul iranyitott evolticids
technikdk, ahol lehetséges, raciondlis vagy félig racionélis modszerekkel tervezett kisebb enzim
varidns konyvtarakat vesznek igénybe, hogy csokkentsék a tesztelés munkaigényét, de anélkiil,
hogy a jobb varidnsok megtaldldsanak valdsziniiségét veszélyeztetnék. Az egyik lehetdség,
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hogy a mutacidk célteriilete csak az aktiv centrumra (koriilbeliil 10-15 aminosav) és a hozza
legkozelebb esé tovdbbi 20-30 aminosavra terjed ki, hatdsuk ezekben a régidkban
szamottevobb. Egy masik stratégia, az ugynevezett CASTing, az aktiv hely kombinatorikus
vizsgalatan alapul, amelyben az aktiv centrum két vagy harom aminosavbdl 4ll6 csoportjaival
operalnak.

Az iranyitott evoluciods fejlesztés cstcsteljesitménye pillanatnyilag a glyphosate-N-ace-
tiltranszferdz, amelynek aktivitdsa a 10.000-szeresére, ugyanakkor, a hdstabilitdsa 6tszorosére
novekedett. Az ipari enzimek kozott elsOként (2000-ben) a Novo Nordisk LipoPrime lipaza
jelent meg a piacon.

8.3.2. Rekombinans fehérjék gyartasa mikroba gazdaszervezetekkel

A rekombindns DNS technoldgia nagyban hozzdjarult ahhoz, hogy iparilag ismeretlen
mikroorganizmusok, illetve magasabb rendli szervezetek enzimeit olyan, a fermenticids
iparban jOl ismert €s jOl kezelhetd mikroorganizmusok segitségével allithassunk el6, mint
példaul E. coli, Bacillus subtilis és tovabbi Bacillus fajok, Ralstonia eutropha, Pseudomonas
fluorescens, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, valamint az
Aspergillus és Trichoderma tajok. Az 6sszes ipari enzim mintegy 90%-at rekombinans fehér-
jeként termelik.

Az E. coli-t tobb okbdl is széles korben hasznéljak, rekombindns gazdaszervezetként:

» genomja konnyen, gyorsan, és pontosan modosithaté
» gyors novekedés és nagy sejtkoncentracio

» konnyen tenyészthetd olcsé tapoldaton

» konnyen kiiktathat6 a protedz aktivitdsa

Az E. coli képes heterolog fehérjébdl akér az 6sszes fehérje 50%-at is felhalmozni. Mind-
emellett tobb hatranya is van, példdul nem képes poszt-transzlaciés modositdsokra, hajlamos
pirogén toxinokat képezni, illetve egyes esetekben zdrvanytest (inclusion body) forméjaban
termeli a heteroldg fehérjét.

Ennek ellenére nagy fehérje koncentraciokat értek el, példdaul alkalikus foszfatazbol
(PhoA) 5,2 g/l a periplazmdban, levan-fruktotranszferazbol (LFT) 4 g/l a kozegben, maés
torzzsel 20 g/l fehérjekoncentréciot is elértek.

Az élesztd gazdaszervezeteknek tobb eldnye is van a prokaridta host-okhoz képest. A S.
cerevisiae gyorsan szaporodik egyszerii tipoldaton, nagy sejtstirliséget lehet elérni, hajlamos a
heteroldg fehérjéket az extracelluldris térbe kivdlasztani, valamint a genetikdja konnyebben
kezelhetd, mint barmely mas eukariotaé.

Mindennek ellenére a S. cerevisiae nem mindig legjobb gazda az emlds fehérjék nagy-
tizemi termeléséhez, alkalmazdsanak megvannak a nehézségei is. Kevés az erds és jol szaba-
lyozhaté prométere, emellett hajlamos a hiperglikozildldsra, akar 6tven-szdztagi manndz l4n-
cot is raépithet a termékre, €s ebben a-1,3 kotések is el6fordulnak, ami pedig antigénként im-
munvalaszt vélthat ki a szervezetben.

A Pichia pastoris valt az egyik legszélesebb korben hasznélt expresszids rendszerré, ed-
dig tobb mint 700 fehérje eldallitasat irtak le ezzel az élesztdvel. Szabadalmakban P. pastoris-
szal mar 30 g/l-es rekombindns fehérje termelést is leirtak. E metilotréf élesztd nagy eldnye a
S. cerevisiae-hez képest, hogy

» er0s és jol szabalyozott metanol prométere van (AOX1), amely az alkohol-oxidaz en-

zim mennyiségét az Osszes oldhat6 fehérje 30%-ig is képes novelni,

» kevésbé intenziv a glikozilacid, a hordozé N atomokhoz rovidebb, maximum 20 egy-

ségbdl 4ll6 oligoszacharidok kapcsolddnak, és ezekben nem fordul el az a-1,3-man-
ndz kotés,
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» a bevitt idegen DNS integralhaté a kromoszomalis DNS-be, igy a transzformansok
stabilizalhatok,

» sok rekombinans fehérjét képes extracellularisan kivalasztani

» gyors novekedés, nagy sejtstiriség, és problémamentes 1éptéknovelés.

A Hansenula polymorpha metilotréf élesztd hasonlé médon alkalmazhaté heterol6g gén-
expressziora, mint a P. pastoris. Itt a metanol-oxiddz gén promdterét haszndljak az idegen
gének kifejezésére. A P. pastoris AOX1 génjéhez hasonldéan a H. polymorpha MOX génje is
erOsen és szabdlyozottan expresszalddik, az enzim mennyisége elérheti a 6sszes sejtfehérje akar
37%-4t is. Alapveto kiilonbség, hogy a MOX gén expresszidja szignifikdnsan derepresszalddik
gliikoz hidnyaban vagy gliikkdz limitben, és forditva, nagy gliikk6z koncentricié mellett (pl. a
sejtszaporitasi fazisban) a MOX prométer szabdlyozasa megsziinik.

A harmadik nagy rendszertani egység, a fonalas gombdk esetében a rekombindns hetero-
16g fehérjék termeltetésére iranyuld molekularis genetikai technikdk mar sokkal bonyolultab-
bak és faradsagosak, mint az élesztok esetében. A gének bevitele vagy eltavolitisa még mindig
nehézkes, bar néhany teriileten sziilettek eredmények, pl.: a restrikcidés enzim medidlt integré-
cio, és az Agrobacterium tumefaciens TI plazmidja dltal kozvetitett atalakitasok. Az elért
fehérjekoncentraciok rendszerint alacsonyabbak, mint més gazdaszervezetekkel.

A fonalas gombdk manipuldciéjara kiilonbozo stratégidkat dolgoztak ki, pl.: protedz-de-
ficiens torzsek l1étrehozdsat, multikopids génbevitelt, az erds penész promoterek, hatékony szek-
récios szigndlok azonositasat. Kevesebb figyelmet forditottak a glikozilacidra. Bar hiper-
glikozilaci6é nem 1ép fel, de rovid mannéz lancok kialakulnak a fehérjén.

Néhany ipari enzim forrés- és gazdaszervezetei:

AQUAZYM ULTRAR (amildz) Bacillus stearothermophilus — B. licheniformis

PENICILLIN ACILASER E. coli multik6pids plazmid,

RENNIN (protedz, sajtgyartdsban) borjigyomor — E. coli (Pfizer, USA)
borjigyomor — B. subtilis (Genencor, USA)
borjugyomor — Kluyveromyces lactis (DSM, NL)

NATURPHOSR (fitdz) Asp. niger — Asp. niger (genomba)

PURADAXR (mosészer celluldz)  Bacillus BCE103 — B. subtilis

CD-glikozil-transzferaz (ciklodextrin) Klebsiella pneumoniae — B. subtilis

8.4. Enzim fermentaciok

Tenyésztés

A mikrobidlis enzimek elallitdsanak éltalanos technikdja a levegdztetett szubmerz fer-
mentacio, emellett régi technoldgiaként, vagy mas folyamatokkal 6sszekapcsolva eléfordulnak
feliileti, illetve SSF (solid state fermentation = szilard fazisi fermentacid) eljardsok is (pl.:
pektinazok, hemicelluldzok gyartasa mezdgazdasagi hulladékokon, korpan, répaszeleten, stb.).

A szubmerz ferment4cion belill a szakaszos, ratdplalasos, folytonos technika egyardnt
eléfordul. Ennek megvalasztasat a miiszaki paramétereken kiviil az anyagcsere is befolydsolja:
induktiv enzimek gyartasdndl az induktor bevitele ratdplalast igényel. Sok fontos enzim nem
konstitutiv, csak akkor termelddik, ha a mikroorganizmusnak sziiksége van ra. Alapesetben az
induktor maga a szubsztrat, ennek adagoldsaval lehet kivaltani az enzim termel8dését. Igy az
amildzokat — keményitdvel, az invertazt — szacharézzal, a -galaktozidazt — laktézzal a
gliikdz-izomerazt — xildzzal (xilan, korpa formdjaban) lehet indukalni.
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A masik anyagcsere jelenség, amely a fermentacios technikdt is befolyasolja a katabolit
represszid. A sejtek a legkonnyebben hasznosithaté szénforrést, a gliikkdzt preferdljak, ennek
jelenlétében az egyéb anyagcsereutakat leallitjak. Sok esetben a mikroba szaporodasédhoz adott
gliikéz lefékezi az enzim termelést. Ekkor a folyamatot tobb szakaszban hajtjuk végre, a
sejtszaporitds utdn olyan koriilményeket teremtiink, hogy gliik6z hidnydban ne névekedjen, ha-
nem enzimet termeljen a tenyészet. Ezt tobbféleképpen is megoldhatjuk. Lehet példaul a glii-
kozt olyan kis adagokban beadni, hogy a koncentracié folyamatosan a limitdld tartomanyban
maradjon. Lehet ezen kiviil a mikroba szdmdara nehezen hozzaférhetd szubsztritot adni, amit
csak egy lassu enzimes bontds utdn tud hasznositani (laktéz, keményitd, manndz, glicerin, stb.),
vagy adenil-cikldz reguldciés mutdnsokat izoldlni.

Az ipari enzimek olcsé tomegtermékek, igy a tervezdk igyekeznek a késziilékek kapaci-
tasdt a miiszakilag elérhet6 maximumra novelni. Ez a kevert, levegdztetett fermentoroknal tobb
szaz kobméteres térfogatot jelent.

A levegdztetésre, oxigén elldtdsra nincs éltaldnos szabdly, egyes enzimeket oxigén li-
mitben allitanak el6 (pl. gliik6z izomerdz, penicillin acildz), méasokndl intenziv levegdztetés
sziikséges (pl. protedzok).

Feldolgozas

A tisztitas folyamatét az enzim forrdsa, a fehérje tulajdonsdgai, és az alkalmazas koriil-
ményei hatdrozzdk meg. Célszerli minden tisztitdsi miivelet utdn vizsgdlni a kapott 6sszes en-
zimaktivitast (U) és a fajlagos aktivitast (U/mg). Az elsd valtoz4sabdl a kihozatalt, a médsodik-
bdl a tisztitasi tényezdt hatdrozhatjuk meg.

Az alapkérdés, hogy a termelt enzim a sejten beliil marad (intracelluléris) vagy a mikroba
kivélasztja a fermentlébe (extracelluldris). Az el6bbi esetben a sejttomeget fel kell tarni, ez
plusz egy bonyolult miivelet a feldolgozési technologidban. Ennek elkeriilésére célszerii a fe-
hérjét tigy manipuldlni, hogy egy megfeleld indité szakaszt (szigndl peptid, leader sequence)
épitenek az elejére, aminek segitségével az
enzim a sejt sajat fehérjéihez hasonléan ki tud
1épni a sejtmembranon. A homogén oldatbol
a célterméket, az enzimfehérjét kell izoldlni a
kivant formaban és tisztasdgban. A fehérjék
tisztitdsdnak jellemz6 miiveletei:

Kicsapds - kis6zds, olddszeres kicsapds
(IEP)

Kromatografia — ioncsere, adszorpcids,
néha affin- és gélkromatografia

Ultraszurés — koncentralas, diasztrés
A teljes tisztasdg a nagy tomegben gyartott ol-
cs6 ipari enzimeknél nem kovetelmény, csak
a zavar6 idegen aktivitdsoktdl és gatld
anyagoktol kell megszabadulni. Inert, aktivi-
tdssal nem rendelkezd fehérjék és mas anya-
gok jelenléte dltaldban nem zavard. A végsd
formuldzasnal olyan enzim preparatumot kell
l1étrehozni, amelyben biztositott az enzimakti-
vitds megdrzése a szavatossagi idon beliil,
madsrészt a technolégidban val6 felhasznalas
egyszertien, beméréssel vagy oldassal megva-
16sithatd. A szildrd prepardtumok gydartdsanal
az oldészer maradékat szaritassal (fluid kiszerelésben
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agyas, porlasztva szarito, dobszaritd) tavolitjdk el. A kapott porszerli anyag tulajdonsdgait is be
kell allitani granuldldssal vagy mikrokapszuldzassal (a szédllé finom por allergiat, vagy mas
megbetegedést okozhat).

A szilard termék eldallitasa koltséges, €s csokkentheti az aktivitast, emiatt inkabb
stabiliz4lt oldat formdjédban hozzak forgalomba az enzimet (112. dbra).

8.5. Ipari enzimek

Az ipari 1éptékben termelt enzimek szinte mind hidroldzok. Ezen beliil a szubsztratok
szerint célszerli csoportositani az egyes készitményeket.
» Szénhidratbontd enzimek (ez a keményitéipar kapcsan is tananyag volt)
» Proteazok (pH optimumuk szerint ligos, semleges és savas proteazok)
» Lipazok

8.5.1.  Amilazok

Az amildzok a keményitd hidrolizisét katalizdljdk egyszerlibb cukrokkd. Az emberi
szervezetben amildzt taldlunk az emberi nyélban, ezzel kezdddik az emésztés folyamata. A
hasnyalmirigy szintén alfa-amil4zt termel, amely a tdpldlék keményitdjét di- €s triszacharidok-
kéd bontja. A ndvények és mikroorganizmusok is termelnek amildzokat. Eppen a diasztdz amildz
volt az els6 enzim, amit Anselme Payen felfedezett és prepardlt 1833-ban. Valamennyi amilaz
az a-1,4-glikozidos kotéseket hidrolizalja.

A mikrobidlis enzimek az els6 nagy attorése az élelmiszeriparban a korai 1960-as évek-
ben tortént, a glilkoamildz piacra vitelével, amely lehetové tette a keményitd lebontédsat glii-
kozz4a. Azota a gliikkdz termelés teljes egészében atvaltott a hagyomanyos savas hidrolizisrdl az
enzimes hidrolizisre. Osszehasonlitasképpen, az enzimes hidrolizis a gdz koltségeket 30, a
hamutartalmat 50 és a melléktermékek mennyiségét 90 szdzalékkal csokkentette a régi savas
eljarashoz képest.

1973 6ta a keményitd-feldolgozd ipar az enzimek egyik legnagyobb felvevd piacdva ndtte
ki magat. Az édesito szirupok gyartdsanak minden fazisaban (folydsitas, cukrositds és izomeri-
zé4cid) enzimeket haszndlnak.

Az amildzok forgalma az enzim piac kozel 25 %-at teszi ki. Az iparban a mikrobiédlis
amildzokat haszndljdk szélesebb korben, mivel sokkal stabilabbak, mint a novényi és allati
eredetli amildzok. A mikroorganizmusok haszndlatdnak nagy elénye a gazdasdgos tomegter-
melés, és a mikrobdkat egyszerlibb genetikailag manipulélni.

A fontosabb amildzok:

8.5.1.1. a-amildzok

o-amildz, foly6sité enzim: endo-amildz, a keményitd lancok belsejében, véletlenszeriien
az a(1-4)-glikozid kotéseket hasitja, a terméke amil6z szubsztrat esetén maltotriéz és maltdz,
amilopektin esetén dextrin, maltdz €s gliikoz. A folyositoé nevet azért kapta, mert hatasira a
nagyon viszkézus elcsirizesitett keményitd elfolydsodik, a bontdstdl a viszkozitds dradmaian
lecsokken. A keményitdlanc tetszdleges pontjat képes megtamadni, ezért gyorsabban bont a
csak lancvégen dolgozé enzimeknél.

A hidrolizishez legaldbb harom egymds mellett all16 a(1-4)-kotésti D-gliik6z egységre van
sziikség. A hidrolizis sebességét vizsgdlva az enzim a linedris amil6z lancokat hasitja a
leggyorsabban. A bontds nagymértékben lelassul a szubsztrat polimerizaciéfokanak csokkené-
sével. Az amil6z lanc hidrolizise két szakaszbdl all. E16bb a kevéssé rendezett spirdlis szaka-
szokbol 6-8 gliikdzbol all6 oligomerek képzddnek, majd ezek kisebb sebességgel malt6zza €s
maltotri6zza hasadnak. Végiil a maltotrioz még lassabban tovéabb hidrolizdlédhat maltézra és
glilkozra. A képzodott termékek mind o-konfiguracioban vdlnak szabaddd. Az a-D(1-6)-os
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elagazdsokat is tartalmaz6 amilopektin enzimes hidrolizise hasonld, de két elagazds kozott csak
akkor hasadnak fel az a(1-4)-es gliikkozidos kotések, ha legaldbb hat gliikkéz egységbdl allo
linearis szakasz all rendelkezésre. A teljes mértékii lebontaskor a maltdz €s glikkdz mellett 5-15
gliikéz egységbdl 4all6 és 1-2 eldgazast tartalmazdé oligomerek, un. o-hatardextrinek is
keletkeznek.

,. — glilkoamilaz
’ —- a-amilaz
'. pullulanaz

— » pB-amilaz

@ Mem redukalalancveég
(D Redukdldlancvég

113. dbra A keményitébonté enzimek tamaddspontjai

Az a-amildz az éllatvilag alapvetd emésztdenzime, de el6fordul mikroorganizmusokban,
novényekben, gombakban is. Ipari szempontbdl azok a mikrobék érdekesek, amelyek extracel-
lularis enzimet termelnek:

Aspergillus oryzae
Aspergillus niger

Mucor nemzetség

Bacillus licheniformis
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis

A termeld organizmusnak megfeleléen sokféle enzimtipus létezik.

Bakteridlis a-amildzok: pl. B. amyloliquefaciens, B. licheniformis termeli. Igen magas
héfokon (90-105 °C) is hasznédlhatdk, tobb 6rdig megdrzik aktivitdsukat. Aktivitdsukhoz, sta-
bilitdsukhoz Ca?* ionok jelenlétét igénylik. Mitkodésiik optimalis pH tartomanya 6.7-7.0 kozé
esik. Moltomegiik ~50 kDa, de hajlamosak a dimerizdl6désra.

Penészgomba a-amildzok: a legjelentdsebb enzimforrdsok az Aspergillus torzsek (A.
oryzae, A. niger). Ipari célra altaldban az Asp. oryzae torzs éltal termelt készitményeket hasz-
naljak. Moltomegiik 50-60 kDa koriili, pH optimumuk 5-6 k6z€ esik. Aktivitasuk 55-60 fokig
novekszik, efelett bomlanak. Ca?* és Na* ionokkal aktivalhatok.

VVVVVYY
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Novényi a-amildzok: Ipari szempontbdl a malatazott arpa a legfontosabb enzimforrés. A
nem csirdztatott gabonaféléknek nincs O-amildz aktivitdsuk. A maldta amildz optimalis re-
akciokoriilményei a penész enzimekre hasonlitanak, annyi eltéréssel, hogy a pH optimum 4,7-
5,5 kozé esik.

Az amildz termel6 Bacillus torzsek enzim termel6 képességének javitdsaban a klasszikus
indukalt mutacids-szelekciés mddszerek is jelentds eredményeket hoztak, a kinyert aktivitas
50-100-szorosédra novekedett.

Az amildzok fermentécids elddllitasdnal két alapvetd anyagcsere szabdlyozasi mechaniz-
must kell szem el6tt tartani. Az amilaz induktiv enzim, termel6dését a szubsztrattal, azaz ke-
ményitdvel lehet indukélni. A masik a katabolit represszid, azaz gliik6z jelenlétében nem indul
meg a keményitd hasznositds. A fermentaci6 soran tehat a kezdeti gliikkéz szénforras elfogyéasa
utdn keményitd adagoldsaval indithatjuk el az enzim termelést.

A technoldgia tehat ratdplaldsos szakaszos fermentdcid, nagy térfogatd (100-150 m?),
levegOztetett fermentorokban.

Felhaszndlds

Az a-amildzokat sok ipardgban alkalmazzak, csak felsoroldsszertien:

Keményitbipar, a keményitd lebontdsa maltodextrinekké, gliikk6zz4, izocukorrd (Terma-
myl, 1d. késobb).

Soripar, gabonaszesz gyartdsa, a malata aktivitdsanak kiegészitésére

Textilipar, irtelenités - a szdlakat a technoldgia egyik fazisdban keményitd bevonattal
védik, késobb ezt emésztik le az enzimmel. Az irtelenitdé enzim el0szor a malata volt, majd
1917-ben probaltak ki az elsd baktérium amilazt. Majd 1950-ben a NOVO-NORDISK hozott
forgalomba egy olcso, stabil, kemikdlidkra nem érzékeny, nagy aktivitdsu B. subtilis enzimet
AQUAZYM néven. A tovabbfejlesztés sordn a B. stearothermophilus enzimét valasztottdk,
mert nagy a hdstabilitdsa €s széles a pH optimuma, de a torzs kis mennyiségli enzimet termelt.
Ezért az enzim génjét B. licheniformis-ba klénoztdk (nem patogén, maga is amildz €s protedz
termeld), ez az djabb termék az AQUAZYM ULTRAR,

Mos6- és tisztitoszerek: a mosodszerek detergens tartalma a csak zsiros jellegli szennye-
zések eltavolitasara alkalmas. Mds anyagi szennyezések, fehérjék és szénhidratok esetében
nem hatékonyak. A ruhanemii és az edények viszont rendszeresen szennyezOdnek étellel és a
testfeliilet anyagaival — ezek foként fehérjébdl és keményitobdl dllnak. Ezért a megfeleld tisz-
titdshoz fehérje- és szénhidrat bont6 enzimeket is adagolnak a termékekbe.

8.5.1.2. Maltamildzok

[-amildz

Ez az enzimcsoport a keményitd lancok nem redukélé végérdl maltéz egységeket (glii-
ko6z(1-4)gliik6z diszacharidokat) vag le. Legrévidebb szubsztritja a maltotetradz (4 gliikkoz egy-
ség), a maltotriézt csak nagyon kis sebességgel bontja.

Az a- és B-amildzok nevében a gorog betiik nem a szubsztrat molekulara utalnak, hiszen
mindkét enzim a keményitd o(1-4)-es gliikozidos kotéseit hidrolizédlja, hanem a termékek
térallasara. Az a-amildzoknal a lanchasitds utan a redukdl6 lancvégén all6 pirandz gytris glii-
kéz -OH csoportja marad o (axidlis) térallasd, a B-amildzokndl viszont a keletkez6 malt6zé [3
(ekvatoridlis) helyzetii. Ez természetesen csak a keletkezé€s pillanatdban igaz, oldatban azonnal
megindul a mutarotacié és lassan kialakul a két forma egyensulyi Osszetételli keveréke.

Az a- és B-dextrinek elnevezése a 1étrehozé enzimek specifitasabdl vezethetd le. Az -
amildzok termékei az o-dextrinek, olyan kis oligoszacharidok, amelyeknél a redukalé lancvég
o térallasu, €s csak egy-két eldgazds van a molekula belsejében. Mivel az a-amildz vagasdhoz
legaldbb hat egységnyi linedris szakasz sziikséges, az eldgazdsi pontokndl még legaldbb harom
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gliik6znyi lancvég marad. Az 0-amildz egyarant megroviditi az eldgazé cukorlancok redukal6
és nem-redukal? szdrait, igy az a-dextrinek Y vagy K alakuak.

A B-dextrinek, mas néven hatardextrinek a maltamildzok vagy amilogliikoziddzok hata-
sara jonnek létre. Ezek az enzimek csak a nem-redukal6 végek feldl kozelitik meg az eldgazasi
pontokat, de a redukdl6 oldalra nem tudnak 4tlépni, az a szerkezeti rész €rintetlen marad. Ezek
az enzimek onmagukban csak az amildzt tudjak teljesen lebontani, az amilopektin bontdsa az
elso elagazasnal ledll. A keményitd szemcse réteges szerkezetét tekintve lathatd, hogy igy csak
egy-egy zonat lehet lebontani, az amorf rétegek eldgazo fiirtds szerkezete valtozatlan marad.
Nagy dextrin molekula keletkezik, amely lancai végén valtozatlanul tartalmazza az 6sszes (1-
6) kotést. Ezért a teljes hidrolizishez az amildzok kombinalt alkalmazédsara van sziikség.

crystailme ‘ |
lamellae | || |
I

VI X
ALIVIEIA(

amorphous
lamellae

amarphous growth ring

114. dbra A keményitészemcse szerkezete

A B-amildzok elsésorban a magasabb rendii novényekben fordulnak el6, de szamos mik-
roorganizmus is termeli. Kristdlyos formaban is el6allitottdk gabonafélékbdl (buza, arpa,
malatazott arpa, rizs) valamint sz6jabdl €s batatabol (édesburgonya). A mikrobdk kozott jelen-
t6s mennyiségii extracelluldris amildzt termel a Bacillus polymyxa, B. megaterium, B. cereus,
B. circulans, valamint néhany Streptomyces és Pseudomonas faj. A kiillonbozo eredetli enzimek
tulajdonsagai jelentdsen eltérnek. A ndvényi enzimek molekulatdmege nagy, 80-250 kDa, mig
a baktériumoknal csak 35-60 kDa. A pH optimum is eltérd, 4,8-5,2 illetve 6,0-7,0 koz¢€ esik. A
hdomérséklet optimum viszont hasonld, 45-55 °C. Aktivitadsuk tovabb n6 60-65 fokig, de ezen a
héfokon mar gyorsan inaktivalédnak.

Felhaszndlds

Igen nagy mennyiséget hasznalnak fel malata formajaban a sorcefrézésnél és a gabona-
szesz gyartasanal. Régebben a tisztitott enzim prepardtumot is ebbdl az olcsé alapanyagbdl
nyerték ki. Manapsdg els6sorban B. polymyxa fermentacidjaval éllitjak eld. Az élelmiszeripar
szamadra nagy tételben dllitanak el6 maltéz szirupot (HMS = high maltose syrup) keményitébol.
Ennek megvan az az elonye a tobbi cukor oldathoz képest, hogy h6 hatdsdra nem barnul, nem
karamellizal6dik.

Maltogén a-amildzok

Ezek az enzimek az elébbiekhez hasonléan maltéz egységeket vagnak le a keményitd
nem-redukdlo lancvégérol, de a termék térallasa o marad. A két maltéz izomer kozotti kiilonb-
ség oldatban fokozatosan eltlinik a mutaroticié jelensége miatt, a két forma egymasba atizo-
merizalodik, és egyensulyi Osszetétell elegyiik alakul ki. A mechanizmusnak megfelelden az
o-malt6z mellett 3-hatardextrinek keletkeznek.
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Az iparban altalaban penész eredetli enzimeket hasznalnak.

8.5.1.3. Amilogliikoziddz, gliikoamildz

Az amilogliikoziddz (szinonim nevei glilkoamil4z, y-amil4dz) exoenzim, a keményité nem
redukal6 végeirdl B konfiguracidja gliikk6z molekuldkat vélaszt le. Specifitdsa nem tokéletes, az
a(1-4) kotések mellett hidrolizdlja az a(1-6) és a(1-3) kotéseket is, de nagysdgrendekkel
lassabban. Igy, ha lassan is, de nmagdban is képes a keményit6 teljes elbontdsara glikkézza. A
gyakorlatban a hidrolizis id6 lerdviditése érdekében mégis az a-amildzzal eldbontott keményitd
tovabbi bontasdra alkalmazzak. A reakciésebességek 0sszehasonlitdsabdl kitlinik, hogy minél
rovidebb a cukorldnc, anndl lassabban megy hidrolizis (22. tdblazat).

Szubsztrat (kotés) Reakciosebesség, %
maltopentdz (1-4) 100
maltotetradz (1-4) 77
maltotriéz (1-4) 36
maltoz (1-4) 10
izomaltopentdz (1-6) 2,3
izomaltotetradz (1-6) 1,5
izomaltotri6z (1-6) 0,8
izomalt6z (1-6) 0,13
pandz (1-6) 7,3
nigerdz (1-3) 0,11

22. tdbldzat Amiloglikoziddz hidrolizis sebességének dsszehasonlitdsa

Amiloglikozidazok az allati szovetekben (mdj, vékonybél), élesztd és penészgombdkban,
valamint baktériumokban egyardnt elofordulnak. Ipari szempontbdl is a legjelentdsebb
enzimforrds az Aspergillus niger, emellett gyartjdk Asp. awamori, €s Rhysopus nigricans tor-
zsekkel is.

A gliikoamilazok glikoproteinek. Az Aspergillus niger enzime jelentds mennyiségli man-
nézt tartalmaz. A torzs két izoenzimet termel, nagyobb mennyiségben a 97 kDa méltomegiit,
kisebb mennyiségben a 112 kDa-osat. Stabilis miikddési tartomanyuk 40-60 °C kozé esik,
efolott ez az enzim is gyorsan inaktivalédik. A pH optimum 4,5-5,0, a két izoenzim izo-
elektromos pontja 3,4 és 4,0.

A penésztorzsek szubmerz tenyésztése kiszoritotta a régebben (1970 el6tt) még alkalma-
zott feliileti technoldgidkat. Az enzim indukcid és a katabolit represszié ennél a technoldgianal
is mukodik. Gliikéz, laktéz, de még a glutaminsav jelenléte is fékezi az enzimtermelést. Ezért
célszerli a folyamat sordn szénforrdst cserélni, a gliikéz utdn keményitot és/vagy dextrint
adagolni. A fermentdciés id6 a fonalas gombdkndl megszokott 4-5 nap, de ratiplaldsos
technikaval 10-12 napig is elnyujthato.

Felhaszndlds

Iparban az elfolyésitott keményitd cukrositdsara hasznédljak. F6 alkalmazdsi teriilete a
bakterialis a-amildzzal egyiitt a keményitobol kiindul6 enzimes gliik6z gyartas. A gliik6z az
élelmiszer €s fermentacios ipar fontos alapanyaga és kozbensé terméke (izocukor gyartés, szor-
bit gyartas, fermentdcids technoldgidk szénforrdsa, szeszgyartds). A gliikéz gyartdson kiviil
felhaszndljak kiilonleges Osszetételli keményitdszirupok és diabetikus készitmények eldalli-
t4sdra, a sorlét zavarossa tevd dextrinek eltavolitaséra.
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8.5.1.4. Pullulandz, izoamildz

A pullulandz (EC 3.2.1.41) egy amilolitikus gliikanidz enzim, amely az (1-6)-a-D-gliiko-
zid kotések hidrolizisét katalizdlja a pullulanban, amilopektinben és glikogénben, és ezek a- és
B-hatardextrinjeiben (debranching enzyme = eldgazast megsziintetd enzim).

A név onnan szarmazik, hogy eredetileg a Pullularia pullulans nevii mikrobdban fedez-
ték fel. A torzs tartalék tdpanyaga a pulluldn, ami a(1-6) kotésekkel polimerizalt gliikkéz. En-
nek visszabontdsdra, mobilizaldsdra termeli a pullulanazt.

A késObbiekben a Klebsiella aerogenes (mai nevén: Aerobacter aerogenes) altal termelt
enzimet vizsgaltak, termelték, és engedélyezték élelmiszeripari célokra.

Emellett szamos olyan torzsben is kimutattdk, amelyek egyéb amildzokat is termelnek.
Igy megtaldltik élesztSkben, a prokariGtak kozott pedig Pseudomonas, Streptomyces, Clostri-
dium és Bacillus fajokban. Ez utébbiak koziil sokat foglalkoztak a B. cereus, B. acidopullulyti-
cus, B. stearothemophilus, B. circulans, B. polymyxa, B. sectorramus, B. cereus enzimeivel.
Mivel az izoamildzokat rendszerint mas enzimekkel, dltaldban amilogliikoziddzokkal egyiitt
alkalmazzak, az ipari technolégidkhoz célszerli olyan enzimeket valasztani, amelyek pH és ho-
mérséklet optimuma azonos vagy nagyon kozel all egymdshoz. A gliikkoamildz miikodési
paraméterei 50-60 °C és pH=4,5-5,0. Tehat a semleges vagy gyengén ligos kézegben mitkodd
izoamildzok nem jonnek szdmitdsba. A savas tartomanyban mikodik viszont a Pseudomonas
amyloderamosa, a Bacillus acidopullulyticus és a Bacillus sectorramus enzime. Ezek koziil is
a magasabb homérsékleten aktiv enzim alkalmazdsa eldny6s. Mivel a termeld organizmusok
produktivitdsa vagy mas tulajdonsdgai nem mindig megfeleldk, ilyenkor célszerli a jonak
bizonyult enzim génjét inkdbb mads fajba klénozni €és igy megoldani a gyartast. A B. subtilis
emberekre nem patogén €s nem toxikus, és hasznédlata a multban élelmiszeripari enzimek ter-
melésében biztonsdgosnak bizonyult. Ezért gazda szervezetiil egy genetikailag médositott B.
subtilis torzset valasztottak, amely nem spdéraképz0, protedz-hidnyos, amildz negativ és sur-
factin negativ. Ebben expresszaltdk a B. acidopullulyticus-bol szarmazo pullulandz (pulC) gént.
Ez a génmanipulalt B. subtilis 4ltal termelt pullulandz megkapta a GRAS (generally recognised
as safe) mindsitést. A génmanipuldcidval azt is elérték, hogy az eredetileg induktiv enzimek
(induktor: pulluldn, izomalt6z) konstitutivva valtak, az enzimtermelés dllanddan folyik.

Felhaszndlds
Az eddig targyalt amildzok egyike sem volt képes az amilopektin eldgazdsaindl taldlhat6 az
a(1-6) kotések elfogadhatd sebességli bontdsara. A pullulanazt és a hasonlé enzimeket éppen
erre haszndljdk. Hatdsara az eldgazasok eltlinnek, minden dextrin linedrissa valik és ezzel az
exoamildzok teljesen le tudjak bontani a keményitét. Az eldgazas-bonté enzimeket a hidrolizis
masodik szakaszaban, az amilogliikoziddzzal egyiitt alkalmazzék.

8.5.2. Gliikoz és izocukor elballitas

A keményitébdl sok értékes termék allithaté eld. Ezen a téren komoly munkat fektettek
egyrészt az enzimek kutatdsdba, masrészt a technoldgiai folyamatok fejlesztésébe. Az enzimek
idedlis katalizdtorok a keményitdiparban hatékonysaguk, specifitisuk €s az enyhe reakcioko-
riilmények (hOmérséklet, pH) miatt. Ilyen koriilmények kozott kevesebb melléktermék, kelle-
metlen iz €s szinanyag képzddik. Emellett az enzimes reakcidk konnyen szabalyozhatok és a
kivant konverzi6 elérésénél ledllithatok.

Idérendben az els6é enzim készitmény a glilkoamildz volt, ami teljesen lebontja keményi-
tot gliikkdzza. Megjelenése utédn a teljes keményito ipar teljes egészében atvaltott a hagyomanyos
savas hidrolizisrdl az enzimes hidrolizisre. Az dj technoldgia tisztabb terméket, nagyobb hoza-
mot és konnyebb kristdlyositast eredményezett.

A mdsodik 1épés 1973-ban a rogzitett gliik6z izomerdz megjelenése volt, amely lehetdvé
tette a nagy fruktoz tartalmu szirup (HFCS = high fructose corn syrup, magyar neve: izocukor,
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1zoszorp) ipari gydrtdsat. Ez volt az a nagy attorés, ami egy tobb millidrd dolldros iparag, a
HECS termelés sziiletéséhez vezetett az USA-ban.

8.5.2.1. Enzimekkel mddositott keményitok

Megfeleld enzimek €s a megfeleld reakciokoriilmények kivélasztasdval a keményitobol
sokféle értékes termék allithato eld, amelyek az élelmiszeripar szinte barmely konkrét igényét
ki tudjak elégiteni. A kiilonb6z0 osszetételd, illetve fizikai tulajdonsagu szirupokat és médosi-
tott keményitOket sokféle élelmiszer, tiditOk, cukrdszdai, husipari, siitoipari termékek, fagylal-
tok, martasok, bébiételek, befottek, lekvarok gyartdsanal hasznaljak fel.

A hidrolizélt keményitot sok fermentécids tdpoldatban hasznéljdk, mint konnyen meta-
bolizalhat6 cukrot. Viszonylag olcsé szénforrasként alkalmazhat6 ipari alkohol, primer meta-
bolitok, enzimek el6allitasdhoz.

8.5.2.2. Gliikoz szirupok igény szerint

Gliikéz szirupokat kiilonb6z6 ndovényekbdl (buza, kukorica, tapidka, manidka és burgo-
nya) kinyert keményito hidrolizisével kapunk. A hidrolizis médja és mértéke alakitja ki a végso
szénhidrat osszetételt, ezdltal az anyag funkcionalis tulajdonséagait. A hidrolizis mértékét alta-
lanosan a dextréz egyenértékkel jellemzik.

A dextréz (gliikdz) egyenérték a cukrok redukald képességén alapul. A gliikk6z aldehid
csoportja miatt dnmagédban egy redukalé cukor. Viszont a keményitd lancaba épiilve az (1-4)
kotések miatt elveszti redukdlé képességét, csak a lanc egyik végén (=redukalé lancvég) 1évo
egyetlen gliik6z képes redukdlni. A hidrolizisnél forditott folyamat megy végbe: a keményito
molekula minden hasitdsandl két lancvég, egy redukdl6 és egy nem-redukald vég jon létre. Igy
a redukal6 csoportok szdmanak novekedésével jellemezhetjiik a folyamat eldre haladasat.

Definicidja:
DE =100 el?oontott glikozid ko.tesel.< szdma
kezdetben jelen volt 6sszes glikozid kotések szama

DE = 100 redukal‘o cukor, glukozban lflfe]ezve
teljes szénhidrat mennyiség

Ertéke tehat a kiinduldsi keményiténél gyakorlatilag nulla, a teljes bontdsnal, amikor mar
csak szabad gliik6z van jelen, 100. Egy malt6z oldat DE értéke értelemszertien 50. A DE fordi-
tott ardnyossagban 4ll az oligoszacharidok polimerizacids fokaval: atlagos tagszam = 100/DE.

Az irdnyitott enzimes hidrolizissel jol meghatarozott cukor spektrumi hidrolizdtumok
allithatok eld. Az elcukrositott levek Osszetételét kromatografids technikdkkal analizaljak. A
HPLC és GPC (gélpermeécids kromatogréfia) elemzések megadjdk az oldat molekulatomeg-
eloszldsat és a teljes szénhidrat-sszetételt. gy pontosan jellemezhetd és szabvéanyosithaté egy
termék, példaul a maltéz szirup (HMS=high maltose syrup) Osszetétele és tulajdonsagai. Ezek
a modszerek pontos Osszetételt adnak, de a gyakorlat szempontjabdl a mindsitéshez sokszor
elegendd kozvetett paraméterek, mint példaul a viszkozitds mérése.

8.5.2.3. Technolégia
A modern enzimes miveletek a kukorica nedves Orléses feldolgozasi technoldgidjaba
épiilnek be. Bar ez mar kiforrott technoldgia, még mindig folynak kutatdsok az enzimes 4tala-
kitas kihozataldnak és hatékonysiganak javitdsa érdekében.
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A keményitd feldolgozdsdnak a fo 1épéseit a 115. dbra mutatja be. Az enzimes 1épések az
alabbiakban keriilnek bemutatésra.

Folydésitads

A legelterjedtebben felhaszndlt nyersanyag a kukoricakeményitd, ezt koveti a buza, a
tapioka €s a burgonya. Mivel a nativ keményitd az alfa-amildz hatdsara csak lassan bomlik le,
a 30-40% szarazanyag tartalmu szuszpenziot elobb a hdmérséklet emelésével elcsirizesitik. A
hozzdadott hdstabil bakteridlis alfa-amildz megkezdi a keményitd lancok daraboldsat
(foly0sités), ezzel a tovdbbi enzimes bontast is lehetdvé teszi.

A mivelet kivitelezését mechanikailag is ki kell dolgozni, mert a csirizes keményito
szuszpenzié rendkiviil viszkozus,
a szokdsos keverdk a szokdsos

Starch
teljesitményfelvétellel nem ¢
képesek atkeverni a reaktort. A
keverd rendszert inkdbb Slurry preparation

dagasztasra kell méretezni, mint
keverésre. A folydsitds miivelete
onnan kapta nevét, hogy ez az
Oridsi  viszkozitds az  enzim Liquefaction Naasaneioe
hozzaadasara rovid 1d6 alatt (0,5-1
perc) drdmaian lecsokken, a
keményité ,.elfolyésodik”. A = pumne
keverds (szakaszos vagy

folyamatos iizemii) reaktorok

alkalmazaséat meg lehet keriilni, ha

folytonos iizemben gbzinjektoros Purification Glucose syrups
fltést (jet cooker) alkalmaznak.

Saccharification

Maltase syrups

Mixed syrups

A legtobb {izemben a Slooee —’
keményitd elfolydsitdsa egyszeri
enzimadagolassal, gdzinjektoros
futéssel zajlik (116. 4&bra). A
hdstabil alfa-amildzt hozzdadjdk a m Fructose syrups
keményitd szuszpenzidhoz, azutan
ezt szivattydval dtnyomatjdk a
gbézinjektoron. Itt éles gozt 115. dbra A keményité feldolgozdsdnak a f6 lépései
nyomatnak a folyadékba, ami
lekondenzalva felemeli a homérsékletet kb. 105 fokra. Az elegy ezutdn egy hdszigetelt csoki-
gyon halad keresztiil — ez a hdntartdsi szakasz — ahol az 5 perces tartozkodasi id0 elégséges az
elcsirizesitéshez és elfolydsitdshoz. A részben elfolydsitott keményitd szuszpenzidt egy expan-
zi0s szelepen keresztiil atmoszférikus nyomasra engedik ki. Ennek soran a folyadék egy része
elparolog, fotomege pedig 90-100 °C-ra hiil. Ezen a homérsékleten kevertetik tovabb egy-két
oran at, amig az enzimes hidrolizis el nem éri a tervezett DE értéket.

Isomerization
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-~
Starch water 30-35% dry matter To saccharification

pH=4.56

0.4-0.5 kg

95 °C (203 °F) / 2 hours

I —

Steam

U

N N 105 °C4221,°F) / /minutes
>

Jet cooker

116. dbra A folydsitds berendezései

Az enzim hidrolizélja az elcsirizesitett keményitd a(1,4)-glikozidos kotéseit, ezdltal
gyorsan csokkenti a viszkozitést, és a-dextrinek keletkeznek. A folyamatot ezen a ponton meg
lehet allitani, és az oldatot tisztitds utdn bepdrolni. A maltodextrineket (DE 15-25) reoldgiai
tulajdonsdgaik miatt az élelmiszeriparban hasznéljak. Edeskés izii funkciondlis sszetevok,
toltd és slritd anyagok pasztikban, bébiételekben, szdszokban, martdsokban, ragasztok a
levesporokban €s instant élelmiszerekben stb.

Cukrositads

A maltodextrineket tovdbbi enzimes (glikkoamildzos, pullullandzos) hidrolizissel a
kiilonbozo édes szirupokka lehet alakitani. Ezeket a dextr6z ekvivalensiik szerint kiilonbdz6
csoportokba lehet sorolni: DE= 40-45: malt6z, 50-55: nagy maltéz tartalmu (high maltose), és
55-70: nagy konverzidju (high conversion) szirup. Tobb enzim kombindciéjaval (béta-amildz,
gliikoamildz, és pullulandz, mint eldgazast bontd enzim) kdzepes konverzidju szirupot is eld
lehet 4llitani, amelynek maltoz tartalma kozel 80%.

A maltodextrin fazistél glilkoamildz és eldgazast bont6 enzimek segitségével a legtobb
keményité-nyersanyag (kukorica, biza, burgonya, tipidka, arpa, és a rizs) gyakorlatilag telje-
sen elhidrolizalhaté 95-97%-os gliik6z tartalomig.

Az enzimgyartok eleve tobbféle enzimet tartalmazo, k6zos optimumu preparatumot for-
galmaznak, pl. a DEXTROZYME amiloglikozidazt és eldgazasbonté enzimet tartalmaz, ame-
lyeknél a komponensek pH és homérséklet optimuma nagyon kozel all egymdshoz. Ennél a
terméknél a miikodési paraméterek: 55-65 °C és pH=4,0-5,0. Az enzim mennyisége és a sziik-
séges reakcididd forditottan ardnyos egymdssal, sok enzimmel 18 6ra alatt el lehet érni a kb.
98%-o0s hidrolizist, kisebb beméréssel viszont 48 ora is sziikséges lehet.

A cukrositasnal célszerli meghigitani a 30-40%-os dextrin oldatot, mert ilyen nagy kon-
centracioknal mellékreakciok 1éphetnek fel. Ha az amildzok ,,nem taldlnak elég vizet” a hidro-
lizishez, akkor a levett cukrot viz helyett egy masik oligoszacharidhoz kapcsoljdk, ezaltal szo-
katlan szerkezeti oligoszacharid melléktermékek jelennek meg.

A kapott gliik6z oldatot a felhasznalasi cél szerint tisztitjak, els6sorban adszorpcids mii-
veletekkel. A tiszta gliikdz monohidrat form4jaban kristalyosithatd. A beparlds és a kristalyo-
sitds energiaigényes milvelet, ezért gazdasagosabb a gliik6zt tomény oldat, szirup formdjéban
értékesiteni.

/////

gazdasagosabb folytonos miikodtetésre torekednek.
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A gyartés kihozatala €s a termék tisztasdga a novényi nyersanyagtol fiigg, a keményitdre
nézve 90-99% kozé esik.

8.5.2.4. Gliikoz-izomerdz (xiloz-izomerdz)

A gliik6z gyartdsa mind agrotechnikailag, mind technoldgiailag gazdasdgosabb, mint a
szachar6zé. Van azonban egy nagy hatranya, mégpedig az, hogy az édesitd hatdsa jéval
kisebb. Emiatt ugyanolyan édességhez joval tobbet kell az élelmiszerekbe adalékolni, mint a
répacukorbdl. Ez egyrészt gazdasagi kérdés, mert a tobb gliik6z nagyobb koltséget is jelent,
masrészt egészségiigyi kérdés, mert megndvelt cukorbevitel hosszi tdvol komoly egészségi
karosodasokat okoz. Ezért keresték a megoldast, hogy hogyan lehetne az édesitd értéket
megnovelni. Megéllapitottak, hogy a szachar6z masik komponense, a fruktdz édesebb az
elobb emlitetteknél, az édesito értékek ardnya: gliikkdz : szacharéz : fruktéz=0,6 : 1 : 1,5.

Izomerizdcio

Kézenfekvonek latszott, hogy a gliik6zt egy izomerizacios reakcidban 4t kellene alakitani
frukt6zza. Erre tobb enzimes reakcié utat is taldltak, de a technikai-gazdasagi problémék (ar-
zenat kofaktor, alacsony hdfok) miatt végiil egy viszonylag rossz konverziéji enzimet, a xil6z
izomerazt alkalmazzak vildgszerte. Az enzim eredetileg xil6z izomeraz, de az egy szén atommal
hosszabb hexdzokkal is végrehajtja ugyanazt a konverziét. Az enzim eredeti funkci6ja abban
is megmutatkozik, hogy termelddését a xilanok (xiléz polimerek, korpaban, flirészporban, fés
anyagokban taldlhat6k) indukaljak.

A szokésos 60 °C koriili homérsékleten az elméleti egyensuly kozel 50-50%-os kon-
centracié aranyndl van. Az egyensuly viszont csak hosszud reakci6idd utan 4ll be, ezalatt pedig
melléktermékek (pl.: pszik6z) keletkezésével kell szamolni. Ennek elkeriilésére és a kihozatal
javitdsara a reakci6idot leroviditik, a konverziét csak kb. 43%-os fruktdz tartalomig vezetik.

Mikroorganizmusok

Az enzimet sokféle mikroorganizmusban azonositottak, szinte minden gyarté a sajat
izoléal4su nemesitett torzsét haszndlja. K6zos vondsa a fejlesztésnek, hogy az eredetileg
induktiv enzimek génjeit dthelyezték a konstitutiv géndlloményba.

Bacillus coagulans (Sweetzyme, NOVO, DK)
Actinoplanes missouriensis (Maxazyme, DSM, NL)
Streptomyces rubiginosus (Optisweet22, Miles-Kali Chemie)
Streptomyces phaeochromogenes (Sweetase, Nagase, J)

> Arthrobacter (ICI)

Az izomerdzok intracelluldrisan termelddnek. A hasznositandé xildn poliszacharid nem
1ép be a sejtbe, de hidrolizisterméke, a xil6z igen, és ezt a sejten beliil izomerizalja az enzim. A
sejtfeltards, enzimizoldlas nehézkes miivelet, még nagyobb probléma az izolalt enzimek bom-
Iékonysdga. Emiatt kiilonb6z6 immobilizdciés modszerekkel rogzitik az enzimeket. Hasz-
ndlnak rogzitett sejteket, sejtfeltards utan a tormelékkel keresztkotott enzimeket formuldzott
tolteteket is.

A NOVO Bacillus coagulans folytonos fermentacidjaban a megfeleld enzimtermelés ér-
dekében Co és Mg ionokat adagolnak a tdpoldatba. A katabolit represszidval itt is szdmolni
kell, a termelési szakaszban gliikdz €s oxigén limitet kell fenntartani. A kdzeg pH-ja a Bacillus
fermentacidknal szokasos 7,5-8.

YV V VYV V

Konverzio
Az izomerizélasra keriil6 gliikdz szirupnak tisztdnak kell lennie: sziirés és aktiv szenes
kezelés vagy ioncserés tisztitds sziikséges. Ha az amildzok kalcium igénye miatt az oldat Ca
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ionokat tartalmaz, azt el kell tdvolitani, mert ezek az ionok mérgezik az enzimet. A Mg ionok
viszont éppen ellenkezdleg, stabilizdljdk és aktivaljak az enzimet. Az oldott oxigén jelenléte
inaktivdlja az enzimet és fokozza a melléktermékek képzddését. Emiatt a meleg cukoroldatban
amugy is rosszul oldédé oxigén nyomait natrium-metabiszulfittal tavolitjak el.

Az izomerizacios reakciot oszlopba toltott immobilizélt enzimekkel hajtjdk végre. A re-
akci6 optimalis pH-ja 7,5 vagy efelett, a hdmérséklet 55-60 °C. E koriilmények kozott nagy az
enzimaktivitds, a mikrobidlis befert6zddés esélye kicsi €s az enzim stabilitasa is még megfeleld.
Ugyanakkor a gliik6z és frukt6z meglehetOsen instabil, és konnyen atalakul, szerves savak és
szines melléktermékek keletkezhetnek. Ezt gy csokkentik, hogy minimalizaljak a reakcididot,
a cukrok csak annyi idot toltenek e reakciokoriilmények kozott, amig az oldat atfolyik az
immobilizalt izomerazt tartalmaz6 oszlopon. Az enzimet szemcsékben rogzitik, igy toltik az
oszlopba. A szemcsék elég merevek ahhoz, hogy ne roppanjanak Ossze a nyomaskiilonbségtol,

Na,CO,
Mgso1
CH,OH
———0
heat exchanger
ur|f| ion :
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117. dbra Izoszorp elddllitdsa
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€s ne zarjak el a folyadék utjat. A folyamat kis mennyiségli hot termel, amit folyamatosan el
kell vezetni a rendszerbdl

A rogzitett enzim idOvel veszit aktivitdsdbol. Manapsdg a kereskedelmi gliik6z izomera-
zok aktivitdsanak felezési ideje ipari koriilmények kozott 200 nap koriil van. Az enzimtoltet
hatékonysdgat minden reaktorndl az elfolyondl optikai szenzorokkal folyamatosan mérik.

Az aktivitds csokkenése miatt az oszlopreaktor konverzidja idoben valtozik, igy nehéz
lenne fenntartani az 4lland6 frukt6z koncentréaciét a termékben. Le kellene lassitani az dramlési
sebességet, ami viszont a melléktermékek keletkezésének kedvez. Ennek elkeriilése érdekében
sok oszlopot milkddtetnek egyiitt 6sszekapcsolva. Egy gyengébb és egy aktivabb toltetet sorba
kotve kozel dllanddsult miikodést lehet elérni. Az USA-ban haszndlatos oszlop jellemz6 atmé-
rdje 4ltalaban 0,6-1,5 m, és tipikus dgymagassdga 2-5 m. Egy naponta tobb mint 1000 tonna
izocukrot el64llito iizem legalabb 20 egyedi reaktort hasznal.

A kilépd cukorelegy szazalékos Osszetétele jellemzoen 53 : 42 a gliik6z javdra, a tobbi
melléktermék. Ez még mindig nem poétolja tokéletesen a megszokott szachardzt. A 1€ tovabbi
feldolgozasa sordan adszorpcids 1épésekkel megtisztitjdk, majd egy specidlis kromatografids
mivelettel részlegesen elvélasztjdk a gliikkdzt és a fruktdzt.

Az elvalasztasra kalcium ionokkal telitett erds kation cseréld gyantat, pl.. DOWEX MO-
NOSPHERE 99-et hasznélnak. Az elvélasztds mechanizmusa Osszetett. Egyrészt az oldott al-
lapotban levd cukrok -OH csoportjai kolcsonhatdasba 1épnek a gyantén levd kalcium ionokkal
(kelatképzés). A fruktdz és gliikoz elvélasztdsa azon alapul, hogy, hogy a fruktéz/kalcium ion
komplexben erdsebb kolcsonhatds jon létre, mint a glitkéz/kalcium ion komplexben. Az elva-
lasztds mechanizmusat ligandcserés kromatografidnak is nevezik. Mésrészt méretkizarasos kro-
matografia is megvaldsul, mivel a nagyobb molekuldk, mint a tri-, tetra- és nagyobb méretii
oligoszacharidok, fizikailag nem férnek be a gyantdban taldlhaté polisztirol lancok kozotti
legkisebb nyildsokba. Fruktéz tisztitds esetén a méretkizarasos kromatografia a ligandcserés
kromatogréfidval egyiitt, pdirhuzamosan jatszédik le. A szirupban lev6é oligoszacharidok a
gyanta gyongyokon kiviil maradnak, igy elséként érnek az oszlop aljéra.

Az elvélasztdshoz igen nagy oszlophosszra van sziikség (~10 m), ezért nem egy kolonné-
val, hanem t6bb, rovidebb oszlop 0sszekapcsoldsaval, az d.n. szimuldlt mozg6 dgyas (simulated
moving bed = SMB) technikdval hajtjak végre. A kapott frakciok igy sem tisztdk, mindkettd

42% fruktoz 00% fruktoz
53% gliikoz . _ 10% gliikoz _ )
> Elvalasztas » Keverés
5% fruktoz 90% fruktézként 55% fruktéz
90% gliikoz értékestve 45% gliikéz

5% oligomer
(a raffinatumot vagy
mellékterméket
recirkulaltatjuk)

118. dbra A fruktoz tartalom bedllitdsa
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tartalmaz mintegy 10%-ot a mdsik cukorbdl is. A gliikéz dramot visszavezetik az izome-
rizéciora, a frukt6z dramot pedig tobbféleképpen is fel lehet haszndlni. Lehet tovabb tisztitani
a fruktozt, tetszdleges tisztasagig, lehet ebben a 90%-os formdban értékesiteni, de a legnagyobb
részét az izomerizaciobol kapott 43%-os elegyhez keverik ugy, hogy a frukt6z arany 55%-ra
novekedjen. Ez az dsszetétel felel meg legjobban a szachar6z tulajdonsagainak, ezt haszndlja
fol az o6ridsi mennyiségben az élelmiszeripar izocukor/izoszorp néven. Ezt az elegyet nem
kristdlyositjak ki, hanem 70% szdrazanyag tartalomig beparolva oldatban forgalmazzak.
Az izocukor szinte minden téren képes helyettesiteni a szachardzt, de a legtobbet mégis

az uditd italokban, fagylaltokban, édes- €s tejiparban hasznéljdk fel.

Adalékok: ez a technologia, mint annyi mds miiszaki fejlesztés, a hdborus politikdnak koszonhetd. Amikor
Fidel Castro rendszere dtvette az irdnyitdst Kubdban, az USA gazdasdgi blokddot hirdetett ellene. Kuba fo ex-
portcikke a nddcukor volt, ez nem keriilhetett az amerikai piacra. Ettél viszont cukorhidny lépett fel. Az Egyesiilt
Allamok nem tudta megtermelni a megfeleld mennyiségii cukrot. Cukorndd termesztésére csak Floriddban volt
mad, ott is csak kis teriileten. A répacukor pedig eleve drdgdbb, mint a nddcukor, csapadékigényes, és az agro-
technikdja koltséges, nehezebb gépesiteni. Rdaddsul jol termé gabonatermelo teriileteket kellett volna dtdllitani
cukorrépdra. (A répacukor is valdjaban hdboris kényszermegoldds, a napdleoni hdborik idején az angolok
kontinentdlis zdrlata miatt a tropusi teriiletekrol megsziint a nddcukor importja, és ezért kezdtek Europdban az
édes répa nemesitésével és a cukor kinyerésével foglalkozni.) Emiatt sziiletett meg az igény, hogy a béséges kuko-
rica feleslegbdl kellene valahogy cukorpotlot elédllitani. A gydrtds igy Amerikdbol indult (Clinton Corn Proc. Co,
1967, nincs kapcsolat a késobbi elnokkel), azutdn elterjedt az egész fejlett vildgon. A kovetkezd technologiai
fejlesztés az izomerdz enzim rogzitése volt (1974).

Magyarorszdgon még a rendszervdltds elott (1982-ben) dllami vdllalatként hoztdk létre Szabadegyhdzdn a
kukorica-feldolgozo vertikumot, mai szoval biofinomitot, ami melléktermék nélkiil dolgozta fel a kukoricdt kb. 15
féle termékké (izocukor, gliikoz, ipari alkohol, glutén, kukorica csira, csiraolaj, éleszto, takarmdnyok stb.). Teljes
egészében megvdsdroltdk a fejlett technologidt. Ami akkor azért volt nagy szo, mert a forint még nem volt konver-
tibilis, és ezt dolldrban kellett kifizetni. Ez kivételesen jo beruhdzdsnak bizonyult, hdrom év alatt dolldrban is
megtériilt a befektetés.

Az iizem jelenleg is miikodik HUNGRANA néven osztrak tobbségi tulajdonban, de az
eredetileg évi 140 000 tonnas kukorica feldolgoz6 kapacitdsat azéta tobb mint egy millié ton-
nara novelték.

8.5.3. Pektinazok

A pektin a keményitéhoz hasonléan a természetben gyakran eléfordulé poliszacharid,
Osszetétele azonban messze nem olyan egységes. Els6 kozelitésben poli-galakturonsavnak
tekinthetd, melynek karbonsav csoportjai részlegesen (40-70%-ban) metilalkohollal észtere-
zettek. A monomerek béta 1,4-es kotéssel kapcsolddnak dssze. Valdjdban heteropoliszacharid,
csak a linedris alaplancot alkotja tisztdn galakturonsav, az eldgazé z6ndkban mads cukor
molekuldk is megjelennek. Itt a linedris alaplancba ramnéz molekuldk is beépiilnek, és ezekhez
rovidebb, 10-20 egységbdl allé oligoszacharidok kapcsolddnak, amelyek galakt6zbdl,
arabindzbdl és xil6zbdl dllnak.

A pektin szinte minden novényi sejt falanak kozéprétegében eldfordul, a celluldzzal, he-
micellul6zzal egyiitt. A kultirnévények kozott a zoldségek és gylimolcsok (alma, korte, bo-
gyos gyiimolcsok, citrusfélék, paradicsom, répa, uborka) termésének érésénél jatszik szerepet.
Az éretlen termés kemény, a sejtfalak szilard tartast adnak a szoveteknek. Az érés folyamén a
novény sajat enzimei részlegesen elbontjdk a pektint, az a sejtfalbdl a citoplazmaba keriil, et-
tdl a termés megpuhul, élvezhetdvé vélik. Ez a pektin a felelds a feldolgozas sordn a dzsemek
gélesedéséért (ez itt eldnyos, sokszor adagolnak is a gél keményitése érdekében ,,befdzdpek-
tint” a gyiimolcshoz), ugyanakkor sok vizet/folyadékot tart vissza a gyiimolcs hiisdban, ezaltal
a gylimolcslégyartasndl kevesebb levet lehet kipréselni, csokkenti a Iéhozamot. Mint kivalo
védodkolloid ,,oldatban” tartja a gytimolcslé kolloidalis anyagait (fehérjéket, rostanyagokat
stb.), ettdl a 1€ zavaros, nem sziirhetd és tarolasi problémak is fellépnek.
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119. dbra A pektin alapldnca

A pektint a gyiimolcsfeldolgozas melléktermékeibdl extrahdljak, mérsékelt €égovon alma
maradékbdl, melegebb kliman pedig citrusfélék héjabol.

A novényi pektinbontds mellett sok mikroorganizmus, elsdsorban a fonalas gombak ter-
melnek bonté enzimeket. Ezek bioldgiai szerepe egyértelmii. A penészek szamara kivalo tap-
talaj a novények termése a benne taldlhat6 tartalék tdpanyagokkal, ehhez pedig a sejtfal lebon-
tasaval tudnak hozzdjutni. A prokaridtdk kozott a lagyrothadast el6idézé novénypatogén Er-
winia fajokra jellemz6 az enzimtermelés.

A pektin bontdsdban még tobb fajta enzim vesz részt, mint a keményitéében. Itt is meg-
taldljuk az exo- és endoenzimeket. Az exo-poligalakturondzok a lanc végérdl hasitanak le egy-
egy galakturonsav egységet. Az endoenzimek kozott az endo-poligalakturondzok statisztikusan

COOH

poligalakturonazok

120. dbra Endopektindzok hatdsa

hidrolizaljak a lancot, rovidebb pektin darabokat hoznak 1étre. Emellett az enzimkomplexben
gyakran el6fordul a pektin lidz enzim is, amely nem hidrolizissel vagja el a pektin lancot, hanem
a hidrogének atrendezésével egy kettds kotést hoz létre a nem-redukdld lancvégen allo
cukorban.

A poligalakturondazok (pektindzok) mellett rendszerint jelen van a pektinészteraz is,
amely a pektin metilészter kotéseit hidrolizdlva metanolt szabadit fel.

Ipari termékként a pektinbonté enzim komplexeket elsésorban penészekkel (Aspergillus-
€s Penicillium-fajokkal) 4llitanak eld. Az enzimek extracelluldrisan (sejten kiviil) termel6dnek,
tehat tenyésztés utdn a fermentlébdl egyszertibben prepardlhaték. A fermentdcié sordn tobb
enzim termelddik pdrhuzamosan, a felsoroltakon kiviil rendszerint hemicellulaz-keverék is
megjelenik, amelyben xilandzok, arabindzok is jelen vannak. Ezek szétvalasztasara, kitisztita-
sdra az iparban nincs sziikség, ezek a mellékaktivitdsok nem zavarjak, hanem segitik a f6 funk-
ciot, a poliszacharidok lebontésat.
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121. dbra Pektin lidz

Felhaszndlds

A pektin hidrolizisnek tobb ipari folyamatnal van jelentdsége. Ha pektindz preparatumot
adunk gylimolcszizalékhoz, akkor a 1éhozam 2-8%-kal novelhetd. Ugyanez az eljarés
hasznalhat6 a sz616 feldolgozdsanal a must préselés hozamanak javitdsara, illetve az oliva olaj
kipréselésénél is.

A gylimolcsléipar az enzimet ezen kiviil gyiimolcslé deritésére is felhasznélja. Az enzim-
mel nem kezelt gylimolcslé zavaros és szlirhetetlen, de ha a pektint enzimes uton lebontjuk, a
védokolloid hatdsa megszlnik, és a 1€ konnyen ,,tiikrosre” szlirheto.

A pektin-hidrolizisnek a felsoroltakon kiviil a textiliparban is van jelentdsége, a len és a
kender aztatdsandl. A len és kenderkorok feltardsa egy spontdn mikrobioldgiai folyamatban, az
aztatds sordn torténik. Az 4ztatds célja a kiilsé hancsrostok maradéktalan elvilasztdsa a belsd
fas részektdl. A hancsrészben cellul6zban dis, rugalmas kotegeket, rostnyaldbokat taldlunk,
amelyeket egymadssal €s a farésszel pektin (mint ragasztéanyag) kot Ossze. A kenderdztatdsnal
ez a pektinanyag elbomlik, és ezdltal a szdlak szabadda vdlnak, szdritds utdn a tiloldssal és
gerebenezéssel elvdlaszthatok. A kender és len névényen mindig vannak a talajbdl szarmazd,
pektinazt termeld Bacillus macerans és Bacillus asterosporus sejtek, amelyek a szdmukra
kedvezd életfeltételeket jelentd aztatovizben gyorsan elszaporodnak, enzimet termelnek és
ezzel fellazitjdk a rostokat.

8.5.4. Cellulaz

A cellul6z a keményitéhoz hasonléan egy glilkéz homopolimer, de az egyes gliikoz egységek
kozotti glikozidos kotések térallasa nem o, hanem P (ekvatoridlis), ettdl a ldnc nem spirdlis
alakd, hanem egyenes. A cellul6z molekuldnak nincsenek eldgazésai, igy a linedris B-(1—4)-
glikkan ldncok képesek pdrhuzamosan egymds mellé rendezOdni, kvazikristalyos szerkezetet
alkotni. A cellul6z a novényi sejtek sejtfaldnak fo komponense. Linedris molekulaldncai a
novények rostjaiban bonyolult szerkezetli kompozitot alkotnak a hemicellul6zokkal (5- és 6-
szénatomos heteropoliszacharidok) és a ligninnel (polifenol alapu polimerek). A cellul6znak az
ad jelentdséget, hogy a bioszférdban termelddd biomassza tilnyomo része cellul6z, a keményitd
€s egyéb poliszacharidok termelése joval kisebb. Ha sikeriilne ennek az anyagnak a gazdasagos,
ipari 1éptékii feldolgozasat megoldani, az az élelmiszeriparnak, a bioenergia termelésnek, de
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122. dbra A celluldz enzimek tdmaddspontjai

még a vegyiparnak is hatalmas 16kést adhatna. Ehhez viszont le kellene bontani a felépitd
gliikoz egységekre, amelyek azutdn a tovabbi dtalakitasok kiindul6 anyagai lehet (pl. bioetanol,
egyéb fermentaciok). A feltételes mdéd annak sz6l, hogy ezek a folyamatok még nem érték el a
gazdasagossag hatdrat. Nagyon sok kutatds és fejlesztés folyik a cellul6z kémiai és enzimes
bontésa teriiletén, de ipari szinten miikodo eljards még nem sziiletett. Ennek oka nem elsdsorban
a cellul6z molekula nehéz bonthatésdga, hanem a novényi rostok emlitett komplex szerkezete,
amelybe a cellul6z bedgyazdédik. A celluléz kiszabaditasdhoz olyan fizikai vagy kémiai
elOkezelések (gdzrobbantds, ammodnids dztatds) sziikségesek, amelyek megdragitjak az eljarést.
Emellett a celluléz (tartalmud anyagok) nem oldédnak vizben, a reakcié heterogén fazisu, ami
tovabbi problémakat okoz. E technoldgidk nagy elvi lehet6ségei dacara jelenleg a celluldzokat
nagy mennyiségben mas célokra termelik, igy pl. a textilipar €s a mosdszergyartds szamara.

A cellul6z enzimes bontdsdban — hasonldan a keményitdéhez — egy tobb enzimbdl allo
komplex vesz részt. Ennek egyik eleme a B-endogliikanaz (EG), amely a poliszacharid ldnc
belsejében hidrolizdlja a gliikézok kozotti kotéseket €s ezzel oligo-B-gliikdnokat hoz 1étre. A
cellul6z bontds exoenzimei a -amildzokhoz hasonldan a lanc végérdl kettesével valasztjak le
gliik6z monomereket cellobiéz formdjaban. Ezek a cellobioziddzok, két alaptipusukat kiilonit-
hetjiik el aszerint, hogy a lanc redukdlé (CB1) vagy nem-redukal6 (CB2) végén fejtik ki hata-
sukat (122. abra).

A bontés utolsé 1€pése a cellobidz hidrolizise gliik6zz4, ezt az eléggé elterjedt cellobidz
(béta-gliikozidaz) enzim katalizalja.

8.5.4.1. Trichoderma enzimek

Egy sor mikroorganizmus képes ilyen enzimek eldallitdsara, ezek kozott legelterjedteb-
ben alkalmazott a Trichoderma reesei és a T. viride. Ezek celluldz komplexei mind a hdrom
aktivitast tartalmazzdk, de ezeken beliil elkiilonithetd 7-8 izoenzim is. Az enzimek parhu-
zamosan termelddnek és egyiittesen, ugyanabban a kozegben hatnak, igy az evolicid sordn a
miikodési optimumuk is 0sszehangolddott. A Trichoderma enzimek pH = 4,2-5,2 k6zott mi-
kddnek hatékonyan.

Az enzimtermelés ebben az esetben is induktiv és a katabolit represszié hatdsa alatt all.
Gliik6z jelenlétében nem termelddik az enzim, hidnyédban viszont cellul6zzal (celluléz tartalmu
melléktermékekkel, hulladék anyagokkal), cellobidzzal, és, barmilyen kiilonos, de laktézzal is
indukdlhat6. A fermentdciondl a szilard szubsztratok, a reakcié heterogén volta miatt sokat
foglalkoztak a szilard fazisu fermentaciéval (SSF), de a szubmerz technoldgia joval gyorsabb-
nak bizonyult, bar mas enzimekkel dsszehasonlitva a celluldz fermentéci6 ebben a formaban is
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lassu és viszonylag kis mennyiségli enzimfehérjét termel. Prébalkoztak folytonos fermen-
tacidval is, abbdl a megfontolasbol, hogy a termeldédd és felhalmozddé redukdld cukrokat
eltavolitsak a rendszerbol, mielott lefékeznék az az enzimtermelést.

8.5.4.2. Felhaszndlds

A pamut az egyik legelterjedtebb textilanyag, szdlai gyakorlatilag tiszta cellul6zbdl all-
nak. A cellulazok egyik textilipari alkalmazdsa az enzimes kOmosés. Az enzimes kezelés ugy
valtoztatja meg a pamutszalak feliiletét, hogy azok részben elengedik az indigé festéket, és ez-
zel ugyanolyan hatast érnek el, mint a durva mechanikus kdmosdssal.

Az anyag tapintdsa és fénye egyarant fiigg a feliilet simasdgatol. Mindkettot rontja, ha az
alkot6 fonalak feliiletén kiallo paranyi rostvégek meredeznek, ettdl a feliilet matt hatdsu lesz.
Ezt celluldzos kezeléssel csokkenteni lehet, mind a gyartasndl a kikészitésnél, mind a ruhdk
mosasa soran. A celluldzt emiatt széleskorlien alkalmazzdk a mosOporokban, az enzim a
pelyheket (bolyhokat) eltavolitja, de nem timadja meg a celluléz rostokat, a textil szines, fényes
marad hosszu hordds és gyakori mosds utdn is.

A problémaét az okozza, hogy a Trichoderma enzimek enyhén savas kézegben miikod-
nek hatékonyan. Ez a gyarban, a kikészitésnél bedllithatod, de a ruha mosasa ligos kozegben €s
magasabb hofokon torténik. Erre a célra mas enzimeket kellett keresni. Ilyen esetekben a ter-
mészetben extremofil fajokat keresnek, feltételezve, hogy ezek enzimei is képesek szélsOséges

koriilmények kozott miikodni.

Adalékok: A magas pH-jii és homérsékletii él6helyeket Kelet-Afrika szikes tavaiban keresték (Kenya, Rift
Valley, Bogoria 10, ott is egy flamingo fészkeld telep, ahol a maddriiriilék még liigosabbd tette a kozeget), innen
izoldltak alkdli tolerdns vagy obligdt alkalofil és hotolerdns fajokat.

A megfelel6 tulajdonsagu alkalikus cellulazt a Bacillus BCE103 fajban taldltdk meg. Ez
a torzs viszont nehezen szaporithat6 és kevés enzimet termel, emiatt az endocellulaz gént B.
subtilis-be klénoztdk. Ez jol ismert, biztonsdgos gazdaszervezet, extracelluldrisan termeli az
enzimet, igy a feldolgozds is egyszeriibb. Az igy termelt ho-, alkdli- és fehéritotiiré enzimet a
Genencor hozta forgalomba 1998-ban PURADAXR néven.

8.5.5. p-galaktozidaz (laktaz)

Ez az enzim di- és oligoszacharidokban az egyes szénatom béta téréllasu gliikozidos ko-
tésével kapcsolodo galaktoz egységet ismeri fel, és ezt a kotést hidrolizdlva galakt6zt szabadit
fel. Leggyakoribb szubsztritja a tejcukor (laktoz, galaktdz(1—4)gliikkéz diszacharid), amely a
hidrolizis soran galaktdzra és gliitkézra bomlik.

Lakt6z — galaktoz + gliikkoz

oHOH anOH H

lactose p-D-galactose dlucose

123. dbra A tejcukor hidrolizise

Az 4bran az is jol megfigyelhetd, hogy a két aldohexdz szerkezete nagyon hasonlit egy-
mashoz, a minddssze a 4 szénatomon 1évo -OH csoport térallasa kiilonbozik, a gliikoznal
ekvatoridlis, a galakt6znal axialis.
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A laktdz aktiv centrumdban egy cisztein €s egy hisztidin aminosav vesz részt kozvetle-
niil a katalizisben. A B-kotésben 1évo galaktéz kapcsolddik az enzimhez, az SH-csoport pro-
tont ad 4t a galakt6z oxigén atomjanak, és a hisztidin imidazol csoportja nukleofil tdmadast
intéz a galaktéz C-1 sz€natomjara. A gliik6z vagy més aglikon molekularész levélik. A kovet-
kez6 fazisban egy ROH tipusu akceptor, példdul viz protonélja a szulfhidril aniont és
felszabaditja galaktdzt.

Az akceptor egy madsik cukor is lehet, ekkor di-, tri- vagy akdr poliszacharidok is
képzddhetnek. Ezt a transzferdz aktivitist nem-emészthetd oligoszacharidok eldallitasara
hasznalhatjuk fel.

Egyes kationok, mint péld4ul a Ca** és Na* gatolhatjak a reakciot, ugyanakkor a K*, a
Mg2* és a Mn?* aktivaljak az enzimet. Termékinhibici6 is fellép, kiilondsen a galaktéz gitolja
erésen az enzimes reakciot.

8.5.5.1. Termelo organizmusok

B-galaktoziddzt nagyon sok torzs termel. A baktériumok kozott részletesen foglalkoztak
az E. coli enzimével, amelynek génje a lac operonban taldlhaté (operon szabalyozds, Jacob és
Monod, Nobel dij 1965), de ez az intracelluléris enzim ipari szempontbdl érdektelen.

Aspergillus oryzae, A. niger: penész eredetl laktazok, vagy savas laktazok. pH optimu-
muk 4-5 kozé esik, optiméalis mitkodési homérsékletiik ~55 °C. A fonalas gombak extracellu-
larisan termelik az enzimet, viszonylag olcsé termékek, de alkalmazési korldtjuk, hogy az
alacsony pH optimum miatt tejben nem alkalmazhatdk.

Kluyveromyces lactis (éleszt0 laktdz, semleges laktdz): pH optimuma majdnem semleges,
6-7 kozotti, héfok optimuma ~35 °C. Az élesztd intracelluldrisan termeli, emiatt kdltségesebb
elddllitani, viszont alkalmazhat6 tejben is a laktéz hidrolizisére.

Az eml6sok kicsinyeiket tejjel taplaljak, ez valtozé toménységben, de minden esetben
tartalmaz tejcukrot. Az Ujsziilottek vékonybele termeli a laktazt, amely emészthetd monome-
rekké bontja a tejcukrot. Az életkor eldrehaladtaval (az embernél kb. hdrom éves kor utdn) ez
az enzimtermelés gyakran megszlnik, ez okozza a laktéz intoleranciét.

Az enzim eldallitdsa szubmerz, aecrob fermentacidval torténik (bar az Aspergillus-oknal
leirtak szilard fazisu fermentaciot is). Szénforrasként célszerl tejcukrot alkalmazni, ez indu-
kalja a novekedéshez kotott laktaz termelést. A fermentéci6 idotartama a torzstol fiigg, az élesz-
té fermentacié egy-masfél nap alatt lefut, a penészeknél 4-5 napig is eltart. A feldolgozds az
€élesztoknél bonyolultabb a sejtfeltards miivelete miatt. Az enzim kinyerésénél segithet a sejt-
tomeg kezelése hidegen toluollal.

8.5.5.2. Felhaszndlds

A kiilonbo6z6 laktazok konkrét alkalmazasait elsésorban a pH optimum, és mas pH-fiiggd
jellemzOk hatdrozzak meg. A semleges optimumu élesztd laktdzt tilnyomorészt a laktozsze-
gény sterilizalt tej termelésére hasznaljdk. Ugyanez alkalmazhat6 az édes savé (pH = 6,1) latéz
tartalmdnak bontdsdra is. A penész laktazt viszont a sajtgydrtds masik melléktermékének, a
savanyu savonak a kezelésére hasznéljak.

Fermentalt tejtermékeknél (joghurt, sajt stb.) a hidrolizissel 1étrehozott cukrok a sejtkul-
tirdk szaporodasat felgyorsitjak.

Az élelmiszeriparban a tej, tejalapu italok és tejpor gyartdsandl a lakt6z hidrolizise, ndveli
az édességet. Az egyes cukrok relativ édessége a gliik6zhoz viszonyitva: laktéz 20% < galakt6z
58% < gliik6z 70%. Ebbdl lithatd, hogy a hidrolizis tobb mint hdaromszorosira noveli az
édességet, ettdl a termékek vonzdbbak lesznek, kiillonosen a gyermekek szdmara. A fagylaltok-
nal az iz mellett még egy szempont sz6l az enzimes kezelés mellett. A lakt6z oldhatésdga rossz,.
kiillonosen fagypont koriili hémérsékleten, igy eléfordulhat, hogy a fagylaltban kikristalyo-
sodik, ami rontja a termék élvezeti értékét.
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Hidrolizis utdn a monoszacharidok j6l oldédnak, kivél4s nem fordul elo.

Laktéz intolerancia esetén az is megoldas lehet, hogy a tejcukrot tartalmazé élelmiszerrel
egyiitt tabletta, drazsé, vagy kapszula formdjiban laktdz enzimet vesz be a fogyaszto, és ezzel
potolja az emésztdcsatornabdl hidnyzo enzimet.

A laktaz felndttkori hidnya a hazidllatoknal is természetes. Ha tehat a lakt6zt felndtt alla-
tok takarmédnyozasidban alkalmazzak, ezt a tejcukrot is célszerli el6zdleg hidrolizalni. Borju és
szopdsmalac-tdpokban gyakran alkalmaznak sajtgyari savot, ezeknél a tejcukor bontdsa eld-
nyos, de nem feltétleniil sziikséges.

8.5.5.3. Technologidk

1. Szakaszos enzimes technoldgia lakt6zszegény tej elddllitaséra:

Azért valasztjak a szakaszos eljarast, mert a folytonoshoz képest kisebb a befert6zodés veszé-
lye. Oldott €lesztd enzimet adnak a tejhez, a tej sajit kozel semleges pH-jat nem valtoztatjak
meg. A tejet 35 °C-on tartjdk 4 6ran keresztiil. Ennyi id6 alatt a lakt6z 70-80%-a éatalakul, a
mikrobdk szaporoddsa viszont még nem szamottevd. Az enzimfehérje a tejben marad, a folya-
matos sterilezés (UHT = ultra high temperature, ~140 °C) soran inaktivalodik. A termék tehat
nem laktézmentes, csak csokkentett laktéz tartalmud, mas széval laktézszegény, low lactose
milk.

2. Folytonos technoldgia immobilizalt enzimekkel:

Ezt savanyu savo (sajtgyari melléktermék) lakt6zanak hidrolizisére hasznaljak. A savas
kozegben j6l alkalmazhatok az olcs6 penész enzimek. Az alacsonyabb pH részleges védelmet
nyujt a befert6z0dés ellen is. Az enzimet oldhatatlan hordozéra rogzitik, ezzel oszlopokat tol-
tenek meg, amin megfeleld tartozkodasi idovel dtengedik a savot.

Adalék: Laktoz intolerancia, laktoz érzékenység

A csecsemok bélrendszere kb. 3 éves korukig elegendd laktdz enzimet termel, ezdltal tokéletesen megemész-
tik az anyatej laktoz tartalmdt (~ 7,5%). E kor folott a tdpldlkozds vdltozdsdval ez az enzim feleslegessé vdlik,
alapesetben termelddése fokozatosan ledll, felnott korra eltiinik. Ha ezek a személyek tejet (tejcukrot) fogyaszta-
nak, az emésztetleniil halad végig a vékonybélen és a vastagbélbe jut. Ott ozmotikus hatdsdndl fogva jelentds
mennyiségii vizet tart vissza, ezdltal hasmenést okoz. Rdaddsul a jelen lévé anaerob bélmikrofidora szénforrdsként
hasznositja a laktozt, amibdl széndioxid és szerves savak keletkeznek. Az erds gdzfejlodéssel kisért hasmenést ne-
vezik explosive diarrhea-nak. Maga a jelenség a laktoz intolerancia, ezek a személyek nem tolerdljdk a laktozt, a
kellemetlen tiinetek elkeriiléséhez keriilniiik kell tejet és a beldle késziilt ételeket.

Az emberi faj fejlodése sordn egyes csoportokban, a pdsztornépeknél viszont a tdpldlkozds vgy alakult,
hogy a felnéttek is rendszeresen fogyasztottak tejet és tejtermékeket. Ezekben a populdciokban szelekcios hdt-
rdnnyd vdlt a felndttkori enzimhidny. Azok, akik érett korukban is fogyaszthattak laktoz tartalmi élelmiszert,
roddsi esélyeik. A nemzedékek sordn a szelekcio dtforditotta az ardnyokat, a felndttkori enzimtermelés lett a jel-
lemzo, és az intolerancia kisebbségbe szorult. Az eltérd tdpldlkozds miatt a laktoz intolerancia térkép nagyon
tarkdvd alakult. A thai, kinai, és afroamerikai populdciokban az intolerancia ardnya 97, 90, és 73 szdzalék. A
fehér (kaukdzusi) és a svéd populdcickban viszont a tolerdnsak eldforduldsa 84 illetve 96%. Teriiletileg is erds
dtmenetek figyelhetok meg. Az intolerdns kinaiak mellett él6 pdsztorkodo mongolok tolerdnsak. Fekete-Afrikdban
a lakossdg nagyrészt intolerdns, viszont a marhatarté maszdjok tolerdnsak.

8.5.6. Proteazok

A proteazok a peptid lanc az 16. dbrdn lathat6 hidrolitikus bomlasat katalizaljak. A
reakci6 valgjaban harom egymast kovetd részfolyamatbdl tevodik dssze:

1. 1étrejon a Michaelis komplex az eredeti peptid lanc (S) és az enzim kozott (ES),

2. apeptid kotés hasitdsa, az j N-termindlis peptid levaldsa,

3. nukleofil tdmadés a még kotott masik peptidre és a szabad enzim rekonstrudldsa
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124. dbra A protedzok alapreakcidja

A szubsztrat koncentracio jelentdsen kiillonbozik az élelmiszeripari €s a mosdszer alkal-
mazasokndl. Az élelmiszereknél a fehérje koncentracid nagy, szazalékokban is kifejezhetd,
mig a mosasndl a tisztitando feliileten kevés fehérje természetli szennyezés van jelen. Ezzel
egylitt a rendszer messze van a kémiai egyensulytdl, a folyamat a bomlas irdnyaba megy vég-
be, a nagyobb molekulédk szintézise elhanyagolhatd. A folyamat csak igy fordithaté meg, ha
nagy aminosav koncentraciot allitunk be, ez esetben a protedzok képesek peptid kotések l1étre-
hozasara, de csak di- és tripeptidek keletkeznek (pl.: aszpartdm gyartds). Sok protedz enzim
szubsztrat specifitdsa nem korlatozodik a peptid (savamid) kotésre, képesek a karbonsav
észtereket is hidrolizalni. Ezt a mellékreakcidt az enzimaktivitds mérésére lehet kihasznélni.

A fehérje hidrolizis kvantitativ lefrdsara a hidrolizis ekvivalenst (h) hasznédljak. A (h)
mértékegysége (mol elbontott peptid kotés)/(kg fehérje (szubsztrat)). A hidrolizis ekvivalens
jOl hasznélhat6 a fehérje hidrolizis kinetikai vizsgalatdndl, de mdas célokra inkdbb a hidrolizis
fokot (DH = degree of hydrolysis) szamitjak ki. Definiciéja:

DH = 3 [100%

tot

hir az egy kilogramm fehérjében taldlhat6 Osszes peptid kotések mennyisége, mélban
kifejezve. J6 becslésként ezt 8 mol/kg-nak vehetjiik, mert ha az aminosavak atlagos molekula-
tomegét 125 g/mol-nak vessziik, akkor egy kg fehérjére nyolc aminosav, azaz 8 peptid kotés
jut. Pontos értékét a fehérje aminosav-Osszetétele alapjan szdmithatjuk ki. Néhany extrém
Osszetételll fehérjétdl eltekintve (pl.: zselatin — 11,1) ez az érték j6l hasznélhatd.

Az élelmiszeriparban a hidrolizis fok nagymértékben meghatirozza a termék tulajdonsa-
gait, igy az enzimek alkalmazhatdsdgat is. Ehhez kapcsoléddan fontos, hogy a hidrolizis eldre-
haladtat a folyamat kozben kovetni lehessen €s a reakcidkat egy j6l meghatarozott szakaszban,
a termék optimalis édllapotdban le lehessen dllitani. A moso- €s tisztitoszerek esetében a
hidrolizis fok meghatdrozasa felesleges, mert mind a szubsztrat koncentraci6, mind annak val-
tozdsa nagyon kicsi €s nehezen mérhetd.

A protedzokat tobbféle szempont szerint csoportosithatjuk, igy a termeld organizmus
szerint lehetnek 4llati, novényi vagy mikrobidlis eredetiiek, tdimadaspontjuk szerint endopep-
tiddzok vagy exopeptiddzok. Az exopeptiddzok a peptid kotéseket a polipeptid ldnc az amino-
vagy karboxil végén bontjak, egy, két, vagy hdrom aminosavat valasztanak le, mig az endo-
peptidazok a lanc belsé peptid kotéseit hasitjdk. A pH optimum alapjan meg szoktak kiillonboz-
tetni alkélikus, neutrélis €s savas protedzokat, ami viszont kapcsolatban van katalizis me-
chanizmuséval, az aktiv centrumban miik6dé kémiai funkciés csoportokkal (szerin, tiol-, asz-
paraginsav és metallo-protedzok). A szerin-protedzok csalddja két tovabbi alcsoportra oszthato:
kimotripszin-szerii és szubtilizin-szer(i protedzokra, (ezek a legfontosabb ipari termékek). Az
osztalyok neve onnan ered, hogy mas-mas katalitikus csoport vesz részt a reakcidban. A szerin
€s cisztein protedzoknal az aktiv centrumban 1év0 szerin hidroxil, illetve a cisztein tiol csoportja
indit nukleofil timadast a katalizis soran.
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Szerin-protedzok
A név arra utal, hogy az enzim aktiv centruméban a szerin oldallanca a nukleofil csoport.
A katalitikus hely harom aminosavbdl all, a szerin mellett egy-egy aszpartét és hisztidin oldal-
lanc egyiittesen alkotja az ugynevezett katalitikus triddot. Ezek az aminosav lancban egymastdl
tdvol helyezkednek el (pl.: a kimotripszin esetében: His57, Aspl102, Serl95), de a fehérje
haromdimenzids szerkezetében egymads kozelébe poziciondlédnak. A szerin protedzok gyako-
riak mind a prokaridta, mind az eukariota szervezetekben.

Cisztein protedzok
A cisztein-protedzok is széles korben elterjedtek, megtaldlhatok az éllatok, novények,
baktériumok és virusok korében egyarant. Hatdsmechanizmusuk kozel all a szerin protedzok-
hoz, de itt a timadé nukleofil d4gens a szerin hidroxil csoportja helyett a tiol-csoport. A katali-
tikus tridd is hasonld (papain esetében: Cys25, His159, Aspl75), de kiegésziil egy negyedik
aminosavval (GIn19), amelynek savamid nitrogénje a peptid kotés oxigénjével képez hidrogén
hidat.

Aszparaginsav protedzok

Az aszparaginsav protedzok neviiket az aktiv centrumban 1évo két katalitikus fontossagu
aszparaginsavrol kaptdk. A kiillonboz0 eredetii, emlds, gomba, virus enzimek haromdimenzids
szerkezete nagyon hasonl6 egyméshoz. Az enzimek két szerkezetileg hasonlé doménbdl allnak,
€s az aktiv centrum a két domén kozotti résben alakul ki. A legtobb aszparaginsav protedz a pH
2-4 tartomanyban aktiv (pl.: pepszin), emiatt régebben ezt az enzim osztilyt a savas
protedzokkal azonositottak. Ez al6l kivétel a rennin, amelynek optimaélis pH tartoménya 5,5-7,5
kozé esik.

Metalloprotedzok

Katalitikus aktivitdsukat az aktiv centrumban 1évd egy vagy két fém ion, leggyakrabban
cink ion biztositja (pl.: termolizin). Erdekessége a mechanizmusnak, hogy a nukleofil timaddst
itt egy erdsen polarizalt vizmolekula hajtja végre.

Szamos kereskedelmi enzimprepardtum tobbféle protedz keveréke. Ezeket a termeld
organizmus pdrhuzamosan szintetizdlja, €s nem érdemes az egyes enzimeket tisztan
kiprepardlni, mert egyiittesen altaldban hatékonyabban mikodnek, mint izoldlt formdban. A
gyogyszeriparban szigoribbak a tisztasdgi kovetelmények, de az élelmiszeriparban és a
mososzereknél elterjedtek a vegyes enzimkészitmények.

Néhany kereskedelmi forgalomban 1évo protedz jellemzdit foglalja 0ssze az 23. tdblazat.
Az Alcalase, Esperase, Savinase €s a tripszin szerin protedzok, mig a Neutrase metalloprotedz,
amelynek aktiv centruméban egy Zn ion helyezkedik el. A Durazym és az Everlase a Savinase
fehérje mérnokileg tovdbbfejlesztett varidnsai. A sajtgyartdsban haszndlatos Rennilase vagy
Fromase aszparaginsav protedzok. Tiol- vagy cisztein protedzokkal novényi enzimek kozott
taldlkozhatunk, ilyen a papain (papaja), a bromelin (anandsz ndvény) és a ficin (fiige).

Kereskedelmi név Eredet Formulazas pH tartomény Hofok tartomany
Alcalase Bacillus spp. folyadék/granulatum 6-10 10-80
Esperase Bacillus spp. folyadék/granuldtum 7-12 10-80
Everlase Bacillus GMO folyadék/granuldtum 8-11 15-30
Savinase Bacillus GMO folyadék/granuldtum 8-11 15-75
Durazym Bacillus spp. GMO folyadék/granuldtum 8-11 15-70
Neutrase Bacillus spp. folyadék/granuldtum 6-8 10-65
Protamex Bacillus spp. mikrogranuldtum 6-8 10-65
Flavourzyme Aspergillus spp. folyadék/granuldtum 4-8 10-55
Rennilase vagy Fromase Rhizomucor meihei folyadék/granuldtum 3-6 10-50
Trypsin hasnyalmirigy granuldtum 7-9 10-55

23. tdbldzat Kereskedelmi forgalomban lévé enzimek tulajdonsdgai
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A proteazok bioszintézisénél gyakori jelenség, hogy az enzim egy inaktiv fehérje (zimo-
gén) formdjidban jon 1étre €és valasztddik ki, €s csak a sejten kiviil aktivalédik. Ez altaldban
irdnyfitott proteolizis, egy rovidebb-hosszabb peptidet le kell hasitani a fehérjeldncrol (pl.: pep-
szinogén — pepszin atalakulds). A mikroorganizmusok sajat enzimei esetében kihasznalhatjuk
az aktivalodds természetes mechanizmusait. A rekombindns fehérjeként termelt enzimeknél
viszont tobblet feladatként meg kell oldani az aktivalast is.

A protedazokat ipari 1éptékben mikrobdkkal allitjak eld, mert az éllati és novényi enzim-
forrdsok korldtozottak. Ha masként nem megy, az dllati enzim génjét klonozzak mikroorganiz-
musba, €s igy termeltetik nagy mennyiségben (pl.: rennin). A mikrobdk protedz termelése szer-
vesen kapcsolddik az anyagcseréjiikhoz, enzimeikkel lebontjdk a fehérjéket és a kapott egy-
szerlibb molekuldkat anabolikus vagy katabolikus anyagcseréjiikben hasznositjdk. A reakcid
végbemehet extra- vagy intracellularis enzimekkel. A bontds elsd 1épése dltaldban oligopep-
tidek létrehozdsa endopeptiddzokkal, majd az exopeptiddzok ezeket tovabb hidrolizaljak
aminosavakkd. Az elso 1épést az extracelluldris protedzok végzik, a sejt csak a kis molekuldkat
képes felvenni €s hasznositani. Az intracelluldris protedzok is 1étfontossaguak a sejt kiillonféle
celluléris és anyagcsere-folyamatainak fenntartdsdhoz, mint a fehérjék folyamatos megujulésa,
a sejtek differencialodésa, a fehérjék aktivalasa.

A protedzok a teszik ki az ipari méretben termelt enzimek nagy részét, ezen beliil az al-
kalikus protedzok a vannak tdlsidlyban. A termel6 torzsek kozott taldlunk baktériumokat, fona-
las gombdkat, élesztoket €s sugdrgombdkat, de a legnagyobb sillyal a Bacillus-ok altal termelt
enzimek szerepelnek.

8.5.6.1. Alkalikus protedzok

Az alkdlikus protedzok altalanos tulajdonsagai

Az mosoészerekben hasznélatos alkdlikus protedzok pH = 8-12 kozotti tartomanyban ak-
tivak, ezen beliil az optimalis pH altaldban 9-11 koz¢€ esik. Egy-két extrém bakteridlis enzimet
is izolaltak, amelyek jol miikodnek pH = 12-13-nél is.

A protedzok optimalis hdmérséklete rendszerint 50 — 70 °C kozé esik. Mint minden en-
zimnél, itt is keresik a magasabb homérsékleten dolgozé valtozatokat. Ilyenek a prokaridtak
korében fordulnak eld, példdul a Bacillus sp. B189 optimdlis hdmérséklete kivételesen magas,
85 °C-o0s. Mas fajok, mint pl.: a Bacillus-ok a Streptomyces-ek és a Thermus fajok enzimeinek
héstabilitdsa Ca®* ionok hozzdaddsdval novelheté meg hasonld értékre. Altalanossdgban el-
mondhaté, hogy a ltigos protedzok — bar nem fém protedzok — fémionokat (leggyakrabban Ca**,
Mg?* vagy Mn?* iont) igényelnek az aktivitdsukhoz vagy stabilitdsukhoz.

A fonalas gombdk (Aspergillus, Mucor) éltal termelt alkélikus protedzok ipari jelentdsége
valtozatos tulajdonsdgaik ellenére kicsi, inkdbb a szélsdséges koriilmények kozott is jol
mukodd bakteridlis enzimeket termelik ipari méretekben. Ezek jellemz0 tipusa a szubtilizin
csoport. Nevét a Bacillus subtilis-r6l kapta, de sok mds organizmus termel hasonl6 szerin
protedzokat. Ipari méretekben a genetikailag manipulalt Bacillus amyloliquefaciens és Bacillus
licheniformis torzsekkel allitjak eld. Magas pH és hémérséklet optimuma révén kiilondsen jol

alkalmazhat6 mosdszerekben.

Adalék: ezeket az extremofil baktérium torzseket a természetbdl specidlis tdptalajon szelektdljdk. A f6 szén-
forrds nem-hidrolizdlt fehérje (ha aminosavak vannak jelen, a sejtek nem termelnek protedzt, mert nincs rd
sziikségiik). A pH-t 10-re dllitjdk és a lemezeket melegen inkubdljdk. Ami ilyen koriilmények kozott kind, az nagy
valdsziniiséggel termeli az alkalikus protedzokat.

A génmanipuldciondl az enzimfehérje képiaszdmdt meg lehet novelni, ha — a gén elé egy erds promotert
épitiink be, — a gént multikopids plazmiddal fejeztetjiik ki. Az enzim szerkezetét a fehérjemérnokség modszereivel
lehet javitani, aminosavak cseréjével lehet az aktivitdst, illetve a héstabilitdst novelni.
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Mosdészer protedzok

A mos6lé, mint mitkodési kornyezet tobb szempontbol is kedvezdtlen az enzimek szama-
ra. A mosds magasabb homérsékleten, 40-90 fokon torténik. Bar az iparban torekednek az
alacsonyabb a hdmérsékletekre, de a haztartdsi mosogépek mindegyikében van 90 fokos prog-
ram. A kozeg erdsen ligos (pH = 9-12), és inaktivalé/inhibitor jellegli anyagok is jelen vannak.
A teljesség igénye nélkiil: detergensek: n-alkil-benzol-szulfonétok, alkohol-szulfédtok, alkohol-
éter-szulfatok, etoxilalt alkoholok, kationos tenzidek. Vizlagyitok: zeolitok, natrium-karbonat,
natrium-szilikat, natrium-citréat, natrium-tripolifoszfat (STTP), nétrium-nitrilotriacetat (NTA),
polikarboxildtok. Fehéritok: natrium-perborat, natrium-perkarbondt, tetraacetil-etiléndiamin
(TAED), nondnoil-fenol-szulfonat (NOBS) és mas adalékanyagok: habzas-szabdlyozok,
stabilizatorok, feldolgozasi segédanyagok, optikai fehéritok, lerakddas elleni szerek, korr6zio-
inhibitorok, illatanyagok, szinezékek. Toltéanyagként a porokndl nétrium-szulfatot, a fo-
lyékony mosészereknél vizet haszndlnak. Ez a komplex kozeg nagyon lesziikiti az alkalmaz-
hat6 enzimek korét.

Adalék:

A mososzer enzimek torténete egészen 1914-ig nyiilik vissza, amikor a két német tudos, a Rohm and Haas
hasnydlmirigy protedzt és ndtrium-karbondtot tartalmazé mosdszert hozott forgalomba Burnus néven. Ez ujitds
volt, megeldzte a kordt, de egyiittal tobb kezdeti problémdba iitkozott. Egyrészt a nyers fehérjebonto enzim prepa-
rdtum sok szennyezddést tartalmazott, igy gyakran beszennyezte a tisztitando ruhdkat. Mdsrészt, mivel csak egy
tablettdt kellett 10 liter vizbe adni, a hdziasszonyok tobbszorosen tilladagoltdk, mivel nem hitték el, hogy ennyi is
elegendd a mosdshoz. Ehhez jdarult, hogy az enzim kinyerési technolégia nem volt elég gazdasdgos.

Az elso bakteridlis enzimet, alkdlikus protedzt tartalmazo mosészert 1956-ban Alcalase kereskedelmi néven
vezették be a piacra. Por formdban a Novo hozott forgalomba enzimes mosoport BioTex mdrkanéven 1963-ban.
Az ipardg 1971-ben krizisen ment dt. Az enzimes mosdszer finom pora a levegdben szdllva siilyos allergids
reakcidkat vdltott ki a nydlkahdrtydkon és a bérfeliileten. At kellett alakitani a szer formuldzdsdt. Finom por helyett
mikrokapszuldzdssal, granuldldssal olyan szemcséket kellett kialakitani, nem szdllnak a levegében és a nem is
aprozodnak a manipuldcié sordn, ugyanakkor vdltozatlanul konnyen és gyorsan oldodnak a mosoélében.

Ma a mosdszerekben sokféle enzim kombindciojdt haszndljdk (lipdzok, celluldzok, amildzok), de a fokom-
ponensek vdltozatlanul a Bacillus torzsek dltal termelt szubtilizin tipusi alkdlikus protedzok.

Protedzok a boriparban

A bor kikészitése torténhet kémiai tuton, vegyszerekkel, de ezek az anyagok veszélyesek
a dolgozokra és a kornyezetre nézve (ndtrium-szulfid, ndtrium hidroxid, krémvegyiiletek stb.)
Az enzimek alkalmazdsdval ezek az artalmas vegyszerek nagyrészt kivalthatok, a technolégia
,megszelidithetd”. A borfeldolgozas tobb 1€pésbdl all, az egyes fazisokban mds €s mds enzimek
alkalmazhatdk (24. tablazat). A sok részfolyamatban alkalmazott protedzok haszndlatdban az a
kihivds, hogy maga a bdr is fehérje rostokbdl 4ll, amit meg kell 6rizni, mig az egyéb fehérje
anyagokat szelektiven el kell bontani.

A borfeldolgozas fézisai | résztvevd enzim funkcid

tartdsits nem enzimatikus bor és irha tartdsitdsa

aztatas lugos/hasnyédlmirigy protedz | nem-fibrillaris fehérjék eltavolitdsa

szOrtelenités ligos/semleges protedz szOrtelenités

zsirtalanitas lipazok és protedzok zsirok eltavolitdsa

pacolés tripszin és alkalikus protedz | puha, rugalmas, hajlékony bor

cserzés nem enzimatikus, az el6z6 a cserz€és mindségének javitidsa
kezelések hatnak

24. tdbldzat Enzimek alkalmazdsa a borfeldolgozds egyes fdazisaiban
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Adalék: a kozépkorban is alkalmaztak proteolitikus enzimeket a borfeldolgozdsban. Enzimforrdsul emberi
és kutya fekdlidt haszndltak, mivel ezek az élélények termelnek emésztérendszeriikben fehérjebonto enzimeket. Az
ezzel foglalkozo miihelyeket (timdr, cserzévarga) a szag és a jarvdanyveszély miatt a telepiilés periféridjdra ,, szam-
tizték”. Mivel mitkodésiikhoz vizre is sziikség volt, ez a helyszin rendszerint a telepiilés vizfolydsdnak legalsé pontja
volt, ott, ahol a folyéviz elhagyta a lakott teriiletet. Igy a kizépkori Buddn a céh mithelyei az Ordégdrok torkolati
szakaszdra, a mai Dobrentei tér kornyékére telepiiltek.

A nyersbort nem haszndljak fel azonnal a vagas helyszinén, a szdllitas/tarolds sordn vi-
szont sajatenzimes és mikrobioldgiai romlds indul meg. Ezért az irhdkat konzervélni sziikséges.
Ez torténhet: ~s6s vizbe meritéssel, ~hus-oldali s6zdssal vagy ~szdritassal. Mindezek
dehidrataljdk a bort, ezzel akadalyozzdk a biokémiai folyamatokat. Ebben a fizisban nincs
sziikség enzimekre, éppen a mikodésiik meggatlasa a cél.

A beérkezd boroket el6szor egy dztato fiirddben Ujra hidratdljak. Az dztatdsnak tobb funk-
cidja is van. A viz kioldja a sékat €s a globulinokat. Eltavolitja a szennyezéseket, a mos6hatés
fokozasdra lipdzokat és/vagy detergenseket is lehet adagolni. A viz hatdsara a kollagén rostok
megduzzadnak, a szerkezet szivacsossd, azaz konnyebben hozzaférhetdvé valik. A vizfelvétel
protedzokkal fokozhatd, mivel ezek kioldjdk a koztes nem-rost fehérjéket, husmaradékot,
hamfehérjéket. E célra kettds enzimpreparaitumot adagolnak: egyrészt alkdlikus protedzokat
(Alcalase, Promod 206P), mésrészt tripszint, vagy hasonl6 protedzt, azonos mennyiségben. Az
4ztatast melegités nélkiil, 10-20°C-on végzik, alkdlikus kozegben, amit mésztej hozzdad4saval
allitanak be.

125. dbra Borok kezelése dztatokddban

A klasszikus, vegyszeres szdrtelenitésnél a bort erésen ligos, 10-12% mésztejet, szervet-
len szulfidokat vagy tioglikolsavat és aminokat tartalmaz6 fiirdoben aztatjak. Ezek veszélyes
anyagok €s a keletkezd szennyviz artalmatlanitasa is komoly problémat jelent. Emiatt terjedtek
el az enzimes kezelések. Az enzimekkel nem a szOr anyagat, a keratint bontjak le, mert az a
legtobb protedz szamara nem bonthatd, a kompakt, spirdlis, rengeteg diszulfid hiddal rogzitett

szerkezet miatt.

Adalék: A keratindz enzimek kiilon csoportot képeznek a protedzok kozott. A keratindzt termeld torzsek
izoldldsdandl a szildrditott tdptalajba aprora vdgott maddrtollat foznek, igy biztositjdk ezt a specidlis szénforrdst a
mikroorganizmusok szdmdra.

Adalék: a hajsiités azon alapszik, hogy a haj keratinjaban ezek a diszulfid hidak magas homérsékleten
felnyilnak, majd lehiilve vjra osszekapcsolodnak

Az enzimek a keratin helyett a sz0rtiisz6t tdmadjak meg, a szOrszdl gyokerének emész-

tésével a szor meglazul €s enyhe mechanikai hatdsra lemosdédik. Ebben a 1épésben kiilonb6zo
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eredetli alkalikus protedzokat haszndlnak (Promod 206P, NUE = Novo Unhearing Enzyme).
Durva sz6rii dllatok (pl. birka) esetén a kezelés hosszabb id6t vesz igénybe. Ekkor a hiisoldalt
egy festékréteggel védik meg. A reakcidt szobahdfokon, éjszakan at folytatjak. Magasabb ho-
mérséklet vagy az enzim tiladagoldsa a bor szerkezetének roncsoldddsaval jar. Szerencsére a
bor fibrillaris fehérjéi, a kollagén és az elasztin nehezebben bonthatdk, mint az dket koriilvevo
egyéb proteinek. A kollagén lancok harmas spirdlokat alkotnak, ami sztérikusan neheziti az
enzimek hozzaférését. Emellett az aminosav 0sszetétel is kiilonleges, sok prolint és hidroxipro-
lint tartalmaz, amihez kicsi a protedzok affinitdsa.

A bakteridlis protedzok mellett itt szerepet kapnak a Streptomyces és Aspergillus fajok
altal termelt enzimek is, mivel ennél a technoldgidnal nincs sziikség magas homérsékletre, sot
éppen hidegen is nagy aktivitdsu enzimre van sziikség. Elterjedt az Aspergillus flavus protedza
Clarizyme markanéven.

A zsirtalanitds fizisa nem mindig kiiloniil el a technolégidban. A zsiros anyagok eltdvo-
litasa sziikséges a vegyi anyagok behatoldsanak eldsegitéséhez, illetve a folyamat legvégén az
egyenletes festéshez. A zsiradék eltavolitdsaba besegit az dztatdsndl alkalmazott detergens, de
a trigliceridektdl enzimes bontdssal is megszabadulhatunk. Ha a protedzokkal egyiitt alkalmaz-
zuk, akkor azonos pH optimumu enzimeket kell keresni. Hidba j6 hatast pl. a birkabOr zsir-
talanitasara a Rhizopus lipdz, ez savas kozegben mukodik jol, ehhez be kell iktatni a techno-
l6gidba egy kiilon savas enzimes aztatdst. Az Aspergillus niger enzime, illetve a bakteridlis
lipazok viszont ligos kozegben hatékonyak, ezeket lehet a protedzokkal egyiitt, egy dztato fiir-
doben alkalmazni. A mésztejes oldatban az alkalikus protedzok €s lipdzok egyiittes alkalma-
zasanak (NovoLime® = protedz/lipaz keverék) tobb elOnye is lehet. A protedzok felnyitjak a
zsirsejteket, igy a zsirok hozzaférhetdvé vélnak a lipdzok szdmara. Tovabba a zsirok hidrolizi-
sével (= elszappanositdsaval) 1étrejovo szappanok emulgeéljak a zsiros anyagokat, igy helyet-
tesitik a detergenseket.

A cserz€s mar nem enzimes folyamat, de a megel6z6 enzimes kezelések hatdrozzak meg,
hogy a cserzOanyagok mennyire tudnak behatolni a rostokba, milyen mindségii lesz a kikészitett
bor. A cserzOanyagok keresztkotéseket hoznak létre a kollagén lancok kozott, ezdltal
stabilizdljak a bor szerkezetét, ellenallov4 teszik a bakteridlis, enzimes, illetve savas bomldssal
szemben.

Alkalikus protedzok elddllitasa: fermentdcio

Az alkélikus protedzokat nagyrészt Bacillus torzsekkel éllitjak eld, jellemzden fed batch
(ratapléalasos) fermentacioval. (Sporazo torzseknél a folytonos fermentaciot nehéz jol termeld
munkaponton a poszt-exponencidlis fazisban stabilizalni.) Szénforrasként konnyen metaboli-
zalhato cukrokat alkalmaznak, a tobbszori ratdpléldst indokolja a katabolit represszio
vesz€lye. Nitrogénforrasként szerves anyagokat (szdjadara, kukoricalekvér, részlegesen
hidroliz4lt fehérje tartalmi melléktermékek) adagolnak. szubsztrat ez esetben is indukélja a
hasznosité enzim, a protedzok termelését. Az ammonium- €s a szabad aminosav tartalmat
célszerll alacsonyan tartani, mivel ezek jelenléte feleslegessé teszi a fehérje szubsztratok
hidrolizisét, ezért a protedz termelés csokken.

Az olcsébb szervetlen nitrogén forrdsok koziil ammoénium nitratot adhatunk, de azt is
inkdbb csak kiegészitésként. A tenyészet oxigénigénye nagy, a folyamat érzékeny az oxigén
limitaciora. A fermentéci6 sordn végig intenziv levegdztetésre van sziikség.
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Alkalikus protedzok elodllitdsa: Feldolgozds

A termék izoldlasdnak elsO 1épése a sejtek elvalasztasa. Mivel a termeld baktérium sejtek
kicsik, a fermentlé elokezelés nélkiil nem szlrhetd. A 1€ savanyitdsaval és/vagy flokkulalo
anyagok hozzaaddsdval konnyithetd meg a sziirés, illetve a szlirés helyett centrifugdldst lehet
alkalmazni. A nagy térfogatu, viszonylag hig sejtmentesitett enzimoldatot ultrasziiréssel lehet
betoményiteni. Az enzimfehérjét az oldatbdl kicsapjdk. Ez egyarant torténhet kisézassal €s ol-
dészeres kicsapdssal. A kisézdsndl az szokdsos ammoénium szulfat helyett dltaldban néatrium
szulfatot haszndlnak, mert ez esetben lugos kozegben kell dolgozni, €s ekkor az ammdnium
s0kbol ammonia szabadul fel. Az olddszeres kicsapdsndl két-haromszoros térfogati acetonnal
csapjék ki az enzimet. Egy altaldnos feldolgozasi séméat mutat be a 126. dbra.

Flocculant I
Fermentor Hold Tank Addition Membrane Filtration

IE: 7

@T@ = Jm_»ré_iT’ -

1
1
Rotary Vacuum

Filtration

pH or salt
adjustment

Crystallization

126. dbra Protedzok dltaldnos gydrtdsi sémdja

8.5.6.2. Neutrdlis protedzok
A sejtek nagy tobbsége szamara a ,,fiziol6gids”, semleges kozeli pH az optimdlis, enzi-
meik is ehhez adaptdlédtak az evoliicié soran. Igy sok faj rengeteg neutrélis protedzat izoldltak
madr, de gyakorlati jelentdségiik mégis kisebb, mert kevésbé tiirik a széls6séges koriilményeket
(hdmérséklet, pH), igy alkalmazasi teriiletiik is szlikebb. J6l termeld torzsek minden nagy
rendszertani egységben eléfordulnak, dltaldinosan haszndlatosak a
— Bacillus subtilis
— Streptomyces. griseus
— Aspergillus oryzae
enzimei. Miikodésiikhoz gyakran igényelnek kationokat, pl. a CaClz, NaCl novelheti a
stabilitdsukat.
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Protedzok a siitoiparban

A buzaliszt egyediilallé tulajdonsaga, hogy sikértartalma vizzel 6sszedolgozva egy visz-
koelasztikus tésztaszerkezetet hoz létre. Ez a glutén matrix visszatartja a kelesztés soran kelet-
kez6 gazt a tésztaban, és egy buborékokkal lazitott szerkezet jon létre. A laza, rugalmas szer-
kezet hdkezelés (siités) utdn is megmarad. A buzaliszt elOny0s siitdipari tulajdonsédgai a fehér-
jéknek koszonhetdk, igy a fehérjék mindsége és a mennyisége meghatiarozza a bizaliszt min6-
ségét. Fehérjebont6 enzimek adagoldsa megvéltoztatja a tészta szerkezetét €s ezzel a siitési tu-
lajdonsagokat is.

A kelesztett péksiiteményeknél eléfordulhat, hogy a tul siir(i fehérjeszerkezet nem engedi
kellden kitdgulni a pékarut, az tilsdgosan tomott és kicsi marad. Kis mennyiségi specifikus
protedz (jellemzden fonalas gomba eredetli - pl. Aspergillus oryzae - protedz) képes ugy lazitani
a sikért, hogy jobb lesz a tészta nyujthatésaga, gyorsabban kel és ezéltal a végtermék éllaga és
mérete is jobb lesz. Hasonlé hatds érhetd el kémiai szerekkel, példdul L-ciszteinnel vagy
natrium-metabiszulfittal is. Ezek a redukdlé szerek a fehérjelancok kozti diszulfid hidak
felbontdsdval csokkentik a térhalositas mértékét. Ezek az idegen anyagok viszont benne
maradnak termékben €s fel kell tiintetni az aru csomagoldsan, ezért szivesebben valasztjak az
enzimes kezelést.

A kelesztés nélkiil késziilt termékeknél, mint a kekszek, ostydk, ropi, stb. a viszkoelasz-
tikus tulajdonsag nem elOny0s, sot sziikségtelen. Ezeknél mas a kivdnalom, a puha, rugalmas,
laza textdra helyett a kemény, torékeny, ropogds terméket keresik. A glutén térhal6 a rugalmas-
sagot segiti eld, ennek hidnyaban kapunk merev, torékeny terméket. A szerkezetalkotd fe-
hérjéket specifikus protedzok, jellemzden Bacillus protedzok alkalmazdsaval megbontani. Az
enzimek alkalmazdsaval lehet0ség nyilik arra, hogy a kiillonboz6 fehérjetartalmu lisztek siito-
ipari tulajdonsédgait egységesitsék. Ez a cél ebben az esetben is elérhetd enzimek helyett az
eldbb emlitett kémiai redukdlo szerek adagoldsaval, de ezeket ritkan alkalmazzdk. A peptidazok
alkalmazdsa befolydsolhatja a kenyér izét €s a kéreg szinét is. A peptiddzok aminosavakat és
oligopeptideket termelnek. Ezek, és az ezekbdl a hd hatdsara keletkez6 molekuldk befolyédsoljdk
az izeket. Aromads, édes és keserli anyagok, izfokozdk és potencidlis oxiddnsok jelenhetnek
meg. A szabaddd valé amino-csoportok ho hatdsara reakcidba lépnek a cukrok aldehid
csoportjaval (Maillard-reakci), ami szintén szin- €s izanyagok kialakuldsat eredményezi. Ezek
adjak példaul a kenyérhéj jellegzetes izét és barna szinét.

Protedzok a hiisfeldolgozdsban

A f6tt vagy siilt hist akkor tekintjiik megfeleld dllaginak, ha konnyen raghat6, ugyanak-
kor megtartja rugalmas, rostos textirdjat. Ezek az érzékszervi tulajdonsdgok nehezen kvanti-
fikdlhatok és nagyon sok tényezotdl fiiggenek. A nyers his édllaga a vagds utan tobb 1épésben
valtozik. Az izmokban eldbb bedll a hullamerevség, majd ez fokozatosan felenged, ahogy a
bomlési folyamatok eldre haladnak. A szerkezet fellazuldsdban endogén proteazok, elsdsorban
a katepszinek jatszanak szerepet. A hus természetes érése lassu folyamat, hiitOhazi koriilmé-
nyek kozott (+1-4 °C) legalabb 10 napot igényel, de akar 3-4 hétig is tarthat. Ez az érlelési
folyamat igen j6 dllagi hust eredményez, de kozben a vizvesztés elérheti a 7%-ot is, €és a hus
ettdl osszezsugorodik. A folyamat felgyorsitdsara az élelmiszeriparban mar fél évszizada al-
kalmaznak exogén protedzokat. Tulnyomorészt novényi enzimeket hasznalnak (bromelint, pa-
paint, ficint), de szeletelt hisokndl bakteridlis eredetii protedzokat is alkalmaznak. A {6 problé-
ma az enzim bejuttatdsa a hus belsejébe. Ha csak rafrocskolik az enzimoldatot vagy bedztatjak
a hust, a puhité hatds nem lesz egyenletes, a belsd részek keményebbek maradnak. Hatékonyabb
megoldads az oldat beinjekcidzdsa. A kémiai reakciok termodinamikdjanak megfelelden az
enzimes folyamat sebessége a homérséklet emelésével exponencidlisan névekszik. Ebbdl az
kovetkezik, hogy a puhitds tilnyomo részben a hokezelés (f6zés, siités) soran megy végbe, nem
a hiitve tarolds kozben.
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8.5.6.3. Savas protedzok

A savas protedzokat régebben egyértelmiien az aszparaginsav protedzokkal azonositot-
tdk, de manapsag mar ide soroljdk a késébb besorolt glutaminsav protedzokat is. Az Asp pro-
tedzokon beliil két alaptipus kiilonitheto el:

- Pepszin tipust enzimek (pHopt = 2-4), elssorban Aspergillus-ok termelik

- Rennin tipusd enzimek: (pHope = 5-7), f6leg Mucor toérzsek termelik

A savas protedzokat tobb teriileten is felhaszndljak:

— Emésztést eldsegitd prepardtumokban (a gyomorban a pepszin hatds kiegészitésére,
potlaséra)
Sz6ja sz6sz eldallitasara, a szdjafehérjék iranyitott hidrolizisére
Tej alvasztasara. Ez a sajtgyartas kritikus 1€pése, a tej kolloid szerkezetének megbon-
tdsa, aminek hatdsara a tej két fazisra, tirdra és savora valik szét.

Ez utébbi enzimet allitjak eld nagyipari méretekben, ezzel foglalkozunk részletesebben.
Az enzimnek tobb neve is van, magyarosan oltéenzimnek, latinosan chymosinnak nevezik,

ennek magyaros atirdsa a kimozin. A szakirodalomban elterjedt a rennin és a rennet név is.

Adalék: az oltoenzim név onnan ered, hogy ezzel , oltjdk be” a tejet, hogy megalvadjon a sajtkészitésnél.
Az enzim klasszikus forrdsa a 3-4 hetes borju negyedik gyomra, amelynek az a funkcioja, hogy a tejet a konnyebb
emésztés érdekében megalvasztja. A pdsztornépeknél, igy Mongdlidban ma is haszndljdk a félretett, zacskoszerii
gyomrot oly médon, hogy beletdltik a tejet, ami egy ido utdn a gyomorfal enzimtartalmdnak hatdsdra megalvad és
kiontheto a ,,reaktorbol”. Hasonlo enzim minden emlés iijsziilottiének gyomrdban megjelenik, igy a csecsemdknél
is.

Az enzimfehérje inaktiv zimogén formaban termelddik, ez a preprokimozin. A fehérje-
ldnc 381 aminosavbdl 4ll, a molekulatomege 42200. Az elsé 16 aminosav a szigndl peptid, a
bioszintézisnél azonnal levalik, az igy kapott prokimozin 365 aminosavbol 4ll, méltomege
40500. A tovabbi aktivalas egy tovabbi peptid lehasaddsdval savas kozegben

127. dbra Kimozin A, két Asp az aktiv centrumban
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381 amino acids, molecular weight 42 200
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128. dbra A kimozin aktivdléddsa kiilonbozé kozegekben

autokatalitikusan megy végbe. Erdekes, hogy az talakulds a kozeg savassagatol fiiggéen
kétféle moddon is bekdvetkezhet. pH=2-nél egy kisebb, 27 aminosavbdl all6 peptid valik le,
igy jon létre a pszeudokimozin, aminek mar van katalitikus aktivitdsa. Ha viszont a kozeg pH-
ja csak ~4,5 kortiilire csokken, akkor egy nagyobb, 42 tagu fehérjerész hasad le, és 1étrejon a
kész, aktiv kimozin. A pszeudo-kimozin a savas kozegben meglehetdsen stabil, csak akkor
alakul at a végso formdba, ha a pH értéket megemeljiik a 4,5 koriili szintre (128. abra).

A szarvasmarha kimozinnak két izoformédja van, ezek kozott csak egyetlen aminosavban
van kiilonbség: az A formdban a 244 helyen aszparaginsav taldlhato, a B enzimnél glicin. Az
egyes egyedekben a szerkezetet az allélek hatdrozzak meg, az dllatok ~40%-a A, ~60% pedig
a B formaét termeli.

A kimozin aktivitdsa:

A kimozin egy nagyon specifikus endopeptiddz. Hasitasi helye kizar6lag a fenilalanin-
metionin kozti peptid kotés. Szelektivitdsara jellemzd, hogy a tejben taldlhat6 tucatnyi fehérje
koziil egyediil a K-kazein a szubsztratja, azon is csak egyetlen hasitdsi helyet taldl. A hidroli-
zissel kettévagja a K-kazeint és ezzel destabilizdlja a tej micelldris szerkezetét. A hidrolizister-
mékek a para-K-kazein és a glikomakropeptid (129. dbra)

Mintegy szazotven évvel ezelott dolgoztak ki a legelsé ipari enzimgyartasi technoldgiat.
A véagohidon 6sszegylijtott borjugyomorbdl séoldattal vontdk ki a kimozint (Christian Hansen,
1874).

Allati oltéenzim kimozin és pepszin keveréke. A két enzim ardnya elsGsorban az llat
életkoratdl fiigg, a kimozin tartalom a szopds borjundl legmagasabb (mintegy 95%). A borju
gyomrdnak alacsony pepszin tartalma azzal magyardzhatd, hogy a pepszin képes a kolosztrum-
ban (focstej) jelen 1€évé immunglobulinokat is elbontani, amelyek sziikségesek az Gjsziilott dllat
immunitasdnak kialakuldsdhoz.
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129. dbra A K-kazein hidrolizise

A sajtgydrak egyre novekvo igényét ez a termék nem tudta fedezni, igy sorozatos probal-
kozasok torténtek az allati kimozin pétldsara mas enzimmel.

El6bb egy maésik éllati eredetli készitménnyel, a ,.csirke pepszinnek” nevezett emésztd
enzimmel probédlkoztak. Ezt szintén vagohidi melléktermékbdl vontdk ki. A termék nem telje-
sen véltotta be a hozz4 flizott reményeket, hatdsa nem volt teljesen azonos az eredetivel, rdada-
sul az alapanyag mennyisége ebbdl is korlatozott volt, Izraelen és Csehorszdgon kiviil nem
terjedt el.

Masok abbdl a megalapozott feltevésbdl indultak ki, hogy a legtobb allati enzimmel
azonos hatdsut lehet taldlni a Iényegesen valtozatosabb mikrobidlis enzimek korében. Széles-
korh screening programot inditottak analog hatasu enzimek felkutatasara.

A hasonl6 tulajdonsigu enzimeket a fonalas gombdk korében taldltdk meg. Ipari méretben
is alkalmazott enzimtermeldk a Rhizomucor miehei (régebben Mucor miehei), Rhizomucor
pusillus (régebben Mucor pusillus), és a Cryphonectria parasitica (régebben Endothia pa-
rasitica), a magyar neve gesztenyepenész. Ez utébbit 1967-ben az USA-ban hoztdk forgalomba
SUPRAREN néven.

Ezek az alvaszt6 enzim prepardtumok is tartalmaznak a kimozinon kiviil mas fehérjebon-
t6 enzimeket. Ennek jellemzésére az MC/PA (vagy roviden C/P) aranyt hasznaljdk. Jelentése:
milk clotting activity (tejalvasztd aktivitds)/proteinase activity (Osszes protedz aktivitds). A
sajtgyartds szempontjabol a magas érétkek a kedvezdk, mert ha sok az egyéb protedz, akkor
azok a tejfehérjéket sok kis oldhat6 peptiddé apritjak, amelyek a savoban oldédva elvesznek a
sajtkészités szamara, rdadasul keserli izt okoznak. Az aktivitdsok ardnya dllandé enzimarany
mellett is valtozik a pH-val. Alacsony pH értéknél a pepszin tipusu savas protedzok aktivitdsa
nagyobb, enyhén savas kozegben pedig a kimoziné. A tej normdlis 6,5-es pH-jan mérve a re-
kombindns kimozinok C/P értéke a legnagyobb, a borjigyomorbdl kivont preparatumé alacso-
nyabb, majd a mikroba eredetli (R. miehei, R. pusillus és a C. parasitica) enzimek tisztasaga
sorrendben egyre kisebb. A kiilonboz0 eredetii enzimek tulajdonsigait az 25. tablazat mutatja
be.
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enzim forras MS, kDa IEP topt °C
Kimozin borju 35,7 4,98 4044
Mucor pepszin R. miehei 38 4,58 58-62
Mucor pepszin R. pussilus 30-39 4,41 42-45
Endothia pepszin | C. parasitica 33,8 4,89 42

25. tdbldzat A kiilonbozo eredetii enzimek tulajdonsdgainak dsszehasonlitdsa

A kimozin heterolog termelése

A rekombindns fehérjék eldallitdsdra ma mar szamos genetikai transzformacios rendszert
all rendelkezésre, de kezdetben csak néhany gazdaszervezetbdl lehetett vélasztani. A sokféle
lehetséges gazda koziil az €lelmiszeripari enzimek termelésében még mindig két torzs dominal,
az Aspergillus niger és a Kluyveromyces lactis. Mindkét torzset tobb évtizeden keresztiil
biztonsdgosan haszndltdk az élelmiszeriparban, és mind a sejtek, mind az ezekbdl szarmazo
enzimek elnyerték a GRAS (Generally Recognised As Safe = altaldnosan biztonsagosnak
elismert) FDA statuszt.

A kimozin eldééllitasat elsoként a Pfizer Inc engedélyeztette E. coli gazdaszervezettel
1988-ban. Késébb mindkét emlitett eukaridtaval is megoldottdk a gyartast.

Az enzimek fermentécids gyartasandl leggyakrabban a fonalas gombakat haszndljak, mert
ezek vad torzsként is nagy mennyiségii fehérjét vélasztanak ki a fermentlébe. Igy a feldolgozasi
1épéssor viszonylag egyszerti, nagyok a hozamok és alacsonyak a koltségek. Ugyanakkor a
penész alapi gyartdsnak megvannak a maga hétrdnyai a bakteridlis fermentacidkkal
Osszehasonlitva. A fermentécids id6 hosszabb, 4-6 nap, ez noveli az energiakoltségeket, rontja
a fermentorok kapacitdsanak kihasznaltsagat. Emellett nagyobb a fert6zés kockazata, a fonalas
tenyészetnél morfoldgiai és reoldgiai problémak 1éphetnek fel, ami megneheziti a mretezést, a
1éptéknovelést és a reprodukélhatésagot.

Baktériumok {6 eldnye a gombakhoz képest a viszonylag egyszerli tapoldat €s a gyors
novekedés. Sokszor elegendd egy kémiailag meghatarozott (chemically defined), dsvanyi sok-
bol 4ll6 tdpoldat, amelyen jobb a tenyésztés reprodukalhatésaga, mert az eredmény nem fiigg a
fonalas gombdknal hasznélatos komplex tipanyagok (szdja- vagy élesztd kivonat) valtozékony-
sagatol. Egy bakteridlis fermentacio ideje alig fele a penészgomba alapu technol6gidk szokésos
idotartaménak, ami jelentds koltségmegtakaritast jelent. Masrészrdl a legtobb baktérium nem
képes a célfehérjék kivalasztisara, azok a sejten beliil, intracelluldrisan halmozddnak fel, ami
megneheziti a termék kinyerését €s tisztitasat, ezzel rontja a kihozatalt és az egész technoldgia
gazdasagossagat. Ezen kiviil az intracelluldris fehérjék izoldlasa soran nagy mennyiségl vegyi
anyagot hasznélnak fel, ami hulladékként jelentdsen terheli kornyezetet.

A mikroorganizmusok kozott akadnak olyan gazdaszervezetek, amelyek egyesitik ma-
gukban a bemutatott két csoport eldny0s tulajdonsagait. A Kluyveromyces lactis és egyes Ba-
cillus expresszios rendszerek egyrészt gyorsan szaporodnak, mésrészt nagy mennyiségli termé-
ket hoznak létre extracelluldrisan.

A megfeleld host kivdlasztdsat legtobbszor nem lehet eldre, elméleti alapon elvégezni.
Sokszor tobb kiilonbozd torzsben is kifejeztetik a célfehérjét és ezek tesztelése alapjan hozzak
meg a végsod dontést. A bioldgiai és technikai szempontokon tdl szerepet jatszik még a gazda-
szervezet ismertsége, a kordbbi genetikai manipuldciok sordn szerzett tapasztalat és a techno-
16giai ismeretek. Ezek birtokdban jelentdsen lerdvidithetd a fejlesztés ideje, hamarabb lehet a
piacon megjelenni a termékkel, ami jelentdsen befolydsolja az 1j technoldgia profitabilitasat

Kimozin termelés penészgombakkal

Tobb gyérto is van a piacon: Christian Hansen (DK) CHY-MAX néven, Genencor
(USA) CHYMOGEN néven forgalmaz kimozint. A génmanipuldlt A. niger var. awamori-ra
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Fig. 11.3  Schematic overview of an industrial chymosin production processes with filamentous fungi (at Chr. Hansen).

130. dbra Kimozin gydrtds technolégidja fonalas gombdval

épiil6 technoldgia az dltaldnos, soklépcsds oltdtenyészet nevelés helyett egyetlen inokulum
fermentécids 1épést alkalmaz, ezt a fermentort vegetativ tenyészet helyett spérakkal oltjak be.
Az oltétenyészet a fofermentdcionak kb. tiz szazaléka, azaz tobb tiz kobméteres. Feladata nem
a termékképzés, hanem nagy mennyiségii gyorsan szaporodoé sejttomeg elddllitdsa. A termeld
fermentéciot tizszeres térfogatu, azaz akdr tobb szdz kobméteres, keverds, levegdztetett készii-
1ékben végzik.

A folyamatot komplex tdpoldatban, ratdplalassal hajtjak végre. Szénforrasként konnyen
metabolizdlhaté cukrokat (melasz, maltéz, maltodextrin vagy gliikk6z) adagolnak. A malt6znak
vagy a maltodextrinnek akkor van jelentdsége, ha a kimozin gén elé a glilkoamildz malt6zzal
indukdlhaté prométerét épitik be. Az enzim extracelluldrisan termelddik. Altaldban egy hetes
fermentacié utdn az enzimkoncentracié mar nem novekszik tovabb, sor keriil a fermentacid
vagésara €s elkezdddik a feldolgozds (termékizolalds) 1épéssora. Az elsd 1épés a sejttomeg
elvalasztdsa. Fonalas gombdk esetében ez szlirdvéasznon, példaul vakuum dobsziiron torténhet.
A tovabbi 1épések az enzim végtermék kivant tisztasdgatol fiiggenek. Ha nem zavardak az
egyéb fehérjék, akkor tovabbi elvélasztas helyett egyszeriien porlasztva szaritdssal eltdvolitjak
a vizet a rendszerbdl. Mas technolégidban az enzimoldatot ultrasziiréssel toményitik, és
egyuttal eltdvolitjdk a kis molekuldji szennyezéseket is. Ha tisztabb prepardtumra van sziikség,
akkor kromatografidval (Christian Hansen, DK) vagy adszorpcidval vélasztjdk el az enzimet a
szennyezésektol. A tisztitott fehérjét adalékanyagokkal formuldzzdk, ezzel tartdsitjdk (pro-
longed shelf life), szilard preparatum esetében oldddasat gyorsitjak (130. dbra).

Kimozin termelés baktériummal (E. coli-val)

Az E. coli alegjobban tanulményozott gazdaszervezet, mar szamtalan genetikai manipu-
l4ciét hajtottak végre rajta. Nem véletlen, hogy ez volt az elsé kimozin termeld gazdaszervezet,
a Pfizer Inc engedélyeztette 1988-ban, és ez volt a legelsé genetikai manipulacidval elééllitott
élelmiszeripari enzim a piacon. Hatranya viszont, hogy a kimozint intracelluldrisan termeli. A
manipuldcids eljaras azéta klasszikussa valt: az E. coli K-12 torzsbe traszfektéltak a prokimozin
gént a pPBR322 plazmid vektorral, a kifejezodést a trp prométerrel szabdlyoztdk. A Pfizer
késObb az egész lizletdgat tovdabbadta a Christian Hansen, (DK) cégnek.
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131. dbra Kimozin gydrtds technolégidja E. coli-val

A folyamat jelentdsen kiillonbozik az A. niger-rel kidolgozottdl. Specidlis rataplalasi stra-
tégiaval alland6 szénforrds limitben tartjdk a tenyészetet, ugyanakkor nagy sejt- €s enzimkon-
centraciot tartanak fenn, mikozben lefékezik az anyagcserét és megakadalyozzak az ecetsav
felhalmozddasat. Az E. coli ugyanis korlatozatlan novekedésben ecetsavat termel, ami nagyobb
koncentracioban toxikussa vélik és akadédlyozza a novekedést, valamint a termékképzddést. A
coli sejtekben a kimozin oldhatatlan zarvanytestek (inclusion bodies, IB) formdjéban
halmozdédik fel. Ezek feloldédsara, foldingjéra, az aktiv szerkezet kialakitidsara specidlis miive-
letsort kellett kidolgozni. E16bb az elkiilonitett sejteket nagynyomdsui homogenizatorral feltar-
jék, és az 1B szemcséket centrifugdldssal levélasztjdk, majd pH=2 pufferrel mossdk. Az oldést
kaotrép oldészerekben (7-9 M karbamid) ldgos kézegben lehet megoldani. Az igy kapott oldat-
ban a fehérje még nem aktiv, a megfeleld harmadlagos szerkezet erds higitasban lassan, spontdn
alakul ki az un. folding pufferben, amely dsvanyi sokat €s kis molekuldju anyagokat, pl. arginint
tartalmaz.

Ezutdn az aktiv enzimet a szokdsos fehérjetisztitdsi modszerekkel, példaul anioncsere-
kromatogréfidval tisztitjdk (131. dbra).

Kimozin termelés élesztdvel (Kluyveromyces lactis-szal)

A K. lactis-t a Dutch States Mines (DSM, NL) alkalmazta gazdaszervezetként a kimozin
gyartasara (MAXIREN néven, 1990). Ezt a jol ismert €lesztétdrzset mar az otvenes évek Ota
hasznaltdk a laktdz fermentacids eldallitdsara, amit az élelmiszeriparban a tejcukor bontdsara
alkalmaztak (Gist-Brocades, NL).

Az expresszidhoz a bovin kimozin gén elé az erds lac4-promotert épitették be és az enzim
sejtbdl valo kilépését a jol ismert €lesztd a-faktor leader szekvencia hozzacsatoldsdaval segi-
tették eld. Az elsd fejlesztéseknél az expresszids kazettat plazmiddal fejeztették ki (pUCI19
élesztd plazmid), de késdbb a gént a kromoszomalis DNS-be épitették be.

A fermentéacié sordn az E. coli-hoz hasonldéan a tdpanyag specidlis Osszetételével és
adagolési stratégidjaval nagy sejtstiriséget dllitottak be, mikdzben a keletkezd etanol
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koncentricidjat alacsonyan tartottdk. A technoldgidk sikeresen 1éptéknovelték 100 m? folé is.
Az extracelluldris enzim tisztitdsa a penész eredetli enzimhez hasonlé 1€péssorral torténik.
Mivel a torzs kevés egyéb extracellularis fehérjét termel, a kimozint konnyl izoldlni. Az
eldirdsok szerint a termék nem tartalmazhat é16 sejteket ezért a levet benzoesavval kezelik, és
alacsony pH-n szlirik. Ekdzben a sav hatdsiara a prokimozin — kimozin 4atalakulas is
végbemegy. A termék (MAXIRENR) tartésitdsat benzoesavval vagy NaCl-dal oldjik meg.

A rekombindns terméknek tobb elonye is van az eredeti, borjigyomor kimozinnal szem-
ben:

— tisztdbb, mint a borju rennin, mert nem tartalmaz kisérd enzimeket (pepszint és

egyebeket)

— kémiailag és bioldgiailag teljesen azonos a borji enzimmel

— termelése olcsobb

— allando tisztasdgu, mentes éllati szervmaradvanyoktdl (pl. nincs BSE veszély)

— korlatlanul termelhetd

Az ipari termelés Franciaorszdgban, Seclinben indult meg, hosszu és bonyolult engedélyez-
tetési eljards utdn. Az lizem engedélyt kapott rekombindns mikroba tenyésztésére és meg-
szerezte az ISO 9002 bizonyitvanyt is. Magét a terméket pedig — mivel mar nem 4llati eredet(i
— elfogadtdk a vegetdridnusok is, és a kdser és halal vallasi szabélyok szerint is megfelelonek
mindsitették. Az engedélyeztetés soran meg kellett vizsgalni a

— rekombindns torzs DNS stabilitasat,
— esetleges patogenitasat,

— atermék mutagenitasat,

— toxicitasat,

— allergenitésat.

Ezutan sajtgyartasi teszteket és organoleptikus vizsgalatokat is végeztek, és akkor fogadtak
el, amikor a francia sajtinyencek sem tudtdk megkiilonboztetni a termékeket.

8.5.6.4. A kimozin szerepe a sajtgydrtdsban

A sajtgyartas kulcslépése a tej megalvasztasa. A tej kolloidalis szerkezete atalakul, a
micelldk elveszitik stabilitdsukat €s a tej szétvilik egy fehérje alapu gélre és a homogén savé
folyadékra. A kivalt gél szerkezetét mechanikai hatdsokkal (keverés, apritds, préselés)
megbontjak, igy kivonjdk a benne visszatartott savé nagy részét. A folyadék eltavolitasit
melegitéssel és sdzdssal is eldsegitik.

A tejfehérjék kicsapasa mas modon is megvaldsithatd. A kazeinok izoelektromos pontja
4,5 koriil van. Ha a pH-t erre az értékre csokkentjiik, a fehérjék kicsapédnak. A mechanizmus
eltérd, ez esetben nem torténik kémiai bontds a fehérjelancban, csak a disszocidcié mértéke
valtozik. A savas tejalvasztast is nagyon régéta haszndljak a haziiparban és a nagyiparban egya-
rant. A savat a tejben elszaporitott tejsavbaktériumokkal 4llitjék eld, amelyek egyrészt kellemes
izanyagokat termelnek, masrészt a pH biztosan nem csokken 4,5 ald, mert ekkor a baktériumok

10X koncentralodas

Tejzavas bakisrium Tejcuker nince zavas zajft frizs
\ oldhatd fehérje nincs Rennet zajt: &rlst

Tej+s6) Koagulacic Tartos

Rennet

132. dbra A tej alvasztdsdnak lehetbségei
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milkodése is ledll. A savas €s enzimes alvasztdst parhuzamosan, s6t sokszor kombindlva
alkalmazzdk a kiilonb6z6 termékek készitésénél. Nem szigord szabdly, de éltaldban a friss
sajtokndl a savas, érlelt sajtokndl az enzimes technoldgiat hasznaljak (132. abra).

Adalék: Magyarorszdgon is elterjedt novény a tejolto galaj. Nevét onnan kapta, hogy fozete a tejfehérjé-
ket ugyaniigy kicsapja, mint a tejsav vagy a kimozin. A kozépkorban is haszndltdk sajtkészitésre, sdrga szinanya-
ga a sajtokat is megfestette.

A fehérje csapadék a turd, illetve ebbdl préseléssel, s6zdssal, érleléssel, esetleg tovabbi mikro-
bak elszaporitdsaval készitenek nagyon sokféle sajtot.

L. Foszfét csoportok
Fehérje % molekulanként
Kazein
alfa s1-kazein 32 8
alfa s2- kazein 8 10-13
béta-kazein 32 5
kappa-kazein 8 1-2
Savo fehérjék
béta-laktoglobulin 12 0
béta laktalbumin 4 0
immunglobulin 3 0
szérum albumin 1 0

26. tdbldzat A tehéntej f6 fehérje frakcioi
A tehéntej fehérjetartalma 6sszesen kb. 8%. Ennek mintegy 80 %-a kazein, ami négy fo
frakciobdl all: a1-, a2-, B- és K-kazein. A kazeinek hidrof6b jellegii fehérjék, mindegyik tartal-
maz foszforsav csoportokat. A fehérjék tovabbi 20%-a vizoldhat6 savofehérje 26. tablazat.
A kazeinek apoldris jellegiik miatt a vizes kozegben csak kolloid formaban oldédnak,
micelldkat alkotnak. A micelldk tovabbi szubmicelldkbdl dllnak. Ezek feliiletén taldlhat6 az

: . ’ ) K-Cuasein
A casein micelle |s

< Phosphate

composed of SumeCE”E_E chuster

Hyilrophao bie
Core

133. dbra A tej micelldris szerkezete
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amfifil jellegli kK-kazein molekula, amely polaris aminosav oldallancaival fordul a vizes fazis
felé. A feliileten 1év6 szerin aminosavak OH csoportjai kolcsonhatdsba 1épnek a Cag(POa)s
komplexekkel, amelyek hidként 6sszekapcsoljak a szubmicelldkat (133. 4bra).

Ez a szerkezet meglehetdsen stabil, hiszen a tej felforraldsa sem bontja meg a kolloidot.

Amikor a kimozin elhidrolizélja a K-kazein 105-106 helyén talalhat6 fenilalanin-metionin
kozti peptid kotést, destabilizdlja az egész micella rendszert. A micelldban taldlhat6 fehérjék
kicsapodnak. A hidrolizis és a csapadékképzés két kiilon folyamat, a kornyezeti tényezok eltérd
modon hatnak rajuk. A kalcium ionok eldsegitik a kazeinek aggregédlodasat, de magat az
enzimes reakciét nem befolyasoljdk. Ugyanez a helyzet a hdmérséklettel is. A 25-35 fokos
tartomanyban a reakcidsebesség csak kis mértékben gyorsul, ugyanakkor a fehérjék kivalasa
sokkal intenzivebbé valik. Az enzimaktivitds érzékeny a pH-ra, a tej normalis, 6,5-es pH-jan
nagy, savas irdnyba mozditva jelentdsen csokken, a 4,5-es érték mar az enzim izoelektromos
pontja, ahol az aktivitds minimalis.

A kapott két fazis osszetétele a kovetkezoképpen alakul: a tird tartalmazza az eredeti-
leg 8%-nyi fehérje tilnyomo részét, kb. 7 szdzalékot, a zsirokat, €s a Ca-foszfatot. A savdba

keriil a tejcukor teljes egészében (5,5-7,5%), a maradék ~1% fehérje, valamint az dsvanyi sok.

Adalék: a savobol a maradék egy szdzaléknyi fehérjét forraldssal ki lehet csapni. Egyes orszdgokban ebbdl
is készitenek sajtot. Az olasz ricotta sajt neve is erre utal: re+cotta = ijra + fozés. A friss sajtok gyakorlatilag
azonnal fogyaszthatok, az érlelt sajtok csak hosszabb (4 hét-2 év) érlelés utdn. Ennek sordn csokken a viztartalom
és kémiai, biokémiai, mikrobiologiai vdltozdsok mennek végbe. A fehérje bomlds folyamatos, szabad aminosavak,
biogén aminok, ammonia is keletkezik. Szdmos sajtfajtdt starter tenyészetekkel oltanak be az érlelés eldsegitése
érdekében (camembert, rokfort, brie, kéksajt, stb.).

8.5.6.5. Fémprotedzok

A termolizin egy hostabil fémprotedz, amit eredetileg a Bacillus thermoproteolyticus
torzs termelt. Az enzim kofaktora Zn>+ ion, a stabilitdsat 4 Ca®+ biztositja. Az ipari felhaszn4-
l4sra gyartott protedzok kozott ennek a legnagyobb hdstabilitdsa. A termolizin és hasonlé mik-
robidlis enzimek azért kaptdk a fémprotedz besorolast, mert katalitikus aktivitdsukhoz egy fém-
ionra, dltaldban Zn’+ ionra van sziikség. Kordbban ezeket a semleges protedzok kozé soroltdk,
mert a pH optimumuk 7 koriil van. Tovabbi k6zos tulajdonsaguk a hasonld szubsztrat specifitas,
a legnagyobb sebességgel a hidroféb €s terjedelmes oldallanci aminosavak (Leu, Phe) amino
csoportjandl elhelyezkedd peptid kotéseket hidrolizaljak.

Baér a metalloprotedzokat nem csak a laboratériumi felhaszndldsra, hanem ipari 1éptékben
is gyartjak, a piac kicsi, mert a hidrolizis specifitdsa sziikebb a tobbi protedzhoz (szerin pro-
tedzok, cisztein protedzok) viszonyitva. Haszndlatuk akkor indokolt, ha mas enzimek nem ké-
pesek a hidrolizisre. Ilyen nehezen bonthat6 anyag példaul az arpa fehérje, amely egy specifikus
szerin protedz inhibitort tartalmaz.

134. dbra Az aszpartam szerkezete
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A termolizin legnagyobb felhasznéldja az aszpartdm gyértds. Az aszpartam (L-a-aszpar-
til-L-fenil-alanin-metilészter, APM) egy mesterséges édesitdszer, amely mintegy kétszdzszor

€desebb, mint a szacharéz. Kémiailag egy dipeptid szdrmazék (134. abra).

Adalék: Az aszpartdmot a Searle cég vegyésze, G.D. Schlatter véletleniil fedezte fel 1965-ben, mikozben
egy tetrapeptid szintézisén dolgozott. A Searle cég sok nehézség drdn engedélyeztette és piacra vitte az aszpartd-
mot. 1985-ben a Monsanto felvdsdrolta az egész céget és NutraSweet Company néven miikodtette tovdbb. Kozben
megjelentek a versenytdrsak, az alapanyag aminosavakat termeld Ajinomoto, és a holland-japdn kozos vdllalat a
Holland Sweetener Company (HSC). 2000-ben az Ajinomoto dtvette a terméket a Monsanto-tol, és ezzel a
vildgpiac 40%-t ldtja el. A HSC 2006-ban besziintette a gydrtdst, mert nem birta a piaci versenyt. Ennek oka
elsésorban a kinai gydrtok megjelenése volt.

A gyartas egylépéses enzimes biokonverzid, igy az enzim és haszndlatinak koltsége
kulcsfontossagu gazdasdgossagi kérdés. Az egyik technoldgiai eldrelépés ezen a téren az enzim
immobilizaldsa volt. Tobbszori felhasznalassal az adott enzim mennyiség jobban kihasznélhato.
Az immobilizacié eredményeként az oldatban kifejezetten labilis enzim évekig stabil marad.
Egy masik modszer szerint a teljes sejteket rogzitik. A rogzités elott a sejttomeget hokezelik.
Ez a hdstabil termolizinnek nem 4rt, de a hdérzékeny enzimek, igy a fumardz is elbomlik.
Ezaltal a fuméarsav—almasav atalakulds miatt bekovetkezé fumarsav veszteség kikiiszobolhetd.

Az enzim aktivitasa jelentds mértékben novelhet6 a koriilmények beallitasaval. Sok (2-4
M NaCl), n-pentanol hozzdadasa, illetve nagy nyomads (50-100 bar) a tobbszordsére noveli az
enzim aktivitasat. Emellett jelentds eredményt hozhat maganak az enzimnek a fehérjemérnoki
modositasa. Site directed mutagenezissel Bacillus subtilis-ben kifejezve mind az enzim aktivi-
tasat, mind stabilitdsat a tobbszorosére novelték. Més lehetéség az enzim fermenticié haté-
konysagénak javitdsa, olcsobb enzim el6allitdsi technoldgia keresése.

A reakci6t vizes kozegben, pH = 7-7,5 kozott hajtjak végre, az optimdlis hémérséklet
t=50 °C, ez a kompromisszum a kielégitd reakcidsebesség és az enzim hosszu élettartama ko-
z0Ott.

Az enzim tulajdonsigai utdn nézziik magat a reakciot. A termolizin protedz, tehat fehér-
jebonté enzim, de itt forditott irdnyud reakcioban, peptid kotés létrehozasara hasznaljuk. A két
aminosavbol (Phe + Asp) irdnyitottan dipeptidet hozunk létre. A katalizélt reakci6 (135. abra):

NH; HN”X coo
2 OH ——-"
mol\ﬂs Hooe” %O mwe @ CooMe o

X = protacting group

D,L-1 L-2 D-1 L-3

135. dbra Az aszpartdam elddllitdsa

A szelektivitds itt is érvényesiil, a nagy, apolaris aminosav (Phe) amino csoportjin alakul
ki a peptid kotés. Ahhoz, hogy csak a fenilalanin amino csoportja reagdljon az aszparaginsav
1-karboxil csoportjaval, a rajtuk 1évé egyéb funkcids csoportokat blokkolni kell, egyébként
random di- és oligopeptidek képzddnek. A Phe karbonsav csoportjat metilészter formdjaban
blokkoljdk, az aszparaginsav amino csoportjt pedig egy benzil-oxi-karbonil (BOC) csoporttal
védik. Ez utébbit a termékrdl katalitikus hidrogénezéssel lehet eltavolitani, a metil csoport
viszont a termék része, nem kell levalasztani.
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Az enzim specfitdsait tobbszordsen kihaszndljak. Az dtalakitas szelektivitisa abban all,
hogy az Asp két karbonsav csoportja koziil csak 1 pozicidju 1ép reakcidba, a 4 helyzetli viszont
nem. Ez onnan vezethet6 le, hogy a fehérjéket a-aminosavak alkotjak, a protedzok ezek peptid
kotéseit hidrolizaljdk, igy visszafelé is ezt a szerkezetet hozzdk létre. Mdasrészt az enzim
sztereoszelektiv, csak az L-aminosavak 1épnek reakcidba. Ez azt jelenti, hogy alapanyagként
az olcsobb, szintetikus, racém DL-fenilalanint is fel lehet haszndlni mégis csak L-aszpartim
keletkezik (enantiomer tisztasdg: 99,99 %), a D-Phe véltozatlan formdban marad.

NH X
2 HN/
CoOM * :__COOH
e
Hooc”
D,L-phenylalanine methylester L-aspartic acid (protected)

¢ E
/X
HN

c
S H H
S NH; N COOH
5 " =
9 COOMe COOMe O
©

D-phenylalanine methylester o-aspartame (protected)

i) HCI

ii) Hp, Pd/C, MeOH

H Nz
NH;C) et
—— + =
Jooue O oo
D-phenvlalanine methviester hudrachlarida aspartame

136. dbra Az aszpartdm gydrtds reakcioi

A termék tisztasdga azért Iényeges szempont, mert az izomer melléktermékek nem édes,
hanem keserti izliek. Az aszpartdim gyartdsa kémiai szintézissel is megoldhatd, de ott jelentds
mennyiségli keserli izomer keletkezik, aminek elvédlasztisa jelentésen megdragitja a
folyamatot. A racém fenilalanin alkalmazdsanak van még egy elonye. A keletkez6 BOC-
aszpartdim €és a megmaradé D-Phe oldhatatlan komplexet képeznek, ami kicsapddik a
reakcidelegybdl, kisziirhetd. A csapadékot sésavval kezelik, ebben a D-fenilalanin feloldédik,
a BOC-aszpartdm tovabbra is oldhatatlan marad, elvdlaszthat6. Az eldbbit racemizéljak és
visszaviszik a folyamatba, az utébbirdl hidrogénezéssel levalasztjdk a véddcsoportot (136.
abra). A reakci6 hot termel, a késziiléket hiiteni kell. A technoldgia 1épéseit az enzim fermen-
tacids elddllitasaval egyiitt mutatja be a 137. dbra.

Az aszpartam piaca jelenleg kb. 30 000 t/év, lassan, de folyamatosan bdviil. Ennek leg-
aldbb haromnegyed részét kiilonféle italok édesitésére hasznadljak fel, a tovabbi mennyiség is
az élelmiszerekbe keriil, dzsemek, cukorkdk, édességek, tejtermékek, diabetikus készitmények
édesitésére. Elterjedésének korldtja, hogy magasabb homérsékleten, f6zés, siités hatdsara el-
bomlik, igy siitdipari termékekben nem alkalmazhat6
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8.5.7. Lipazok

A lipazok (triacil glicerin hidroldzok) a hidroldzok kozé tartoznak, a karbonsavak észter
kotéseit bontjdk. Elettani szerepiik a trigliceridek hidrolizise digliceridekké, monogliceridekké,
zsirsavakkd és glicerinné.

Az iparban a zsirok hidrolizise megoldhat6 kémiai tton is, magas homérsékleten €s nagy
nyomds alatt (250 °C és 30-60 bar). Azonban ez az eljaras nem alkalmas a telitetlen zsirsavakat
tartalmazod olajok, kiilondsen a tobb kettds kotést tartalmazéd olajok feldolgozasara. Emiatt
terjedt el az enzimes hidrolizis.

Mivel a szubsztrat rosszul oldédik vizben, kiilon fazist is képez, a reakcid, ezzel a katalizis
is részben heterogén fazisu, a viz-olaj hatarfeliileten megy végbe. A tobbi hidroldz enzimhez
hasonléan a lipizok sem igényelnek koszubsztritot. Altaldban sokféle hasonld szubsztrat
atalakitdsara képesek, de régidspecifitdst €s sztereospecifitdst mutatnak.

A reakci6 sebessége altaldban fiigg a zsirsavak szénldncdnak hosszat6l. Rendszerint a
rovid szénldncu zsirsavak €sztereit lassabban bontjdk, mint a kdzepes €s hosszui szdnlancuakét.
A hossz mellett befolydsol az esetleges kettds kotések szama és helyzete. A Geotrichium
candidum lipaz példaul szelektiven bontja a 9 poziciéban cisz helyzetii kettds kotést tartalmazo
zsirsavak észtereit. Sok lipaz régidspecifikus abbdl a szempontbdl, hogy a glicerinen a primer
alkohol csoportok (1 és 3 pozicid) észtereit nagysdgrendekkel gyorsabban hidrolizdlja, mint a
kozépso (szekunder) csoportét (pl. Rhizopus lipazok) (138. dbra). Egyes enzimek specifikusak
a glicerinre, masok egyéb alkoholos vegyiiletek észtereit is bontjak.

0
AMAANKL-0-CH, HO-CH,
| Lipase Q |
/\/\/\/\/V\/\/g-O-CH Too T AMAMAACO-CH
0 I 2H,0 I
NMAANAAL-0-CH, + HO- CH,

2 ANMAAAALC-OH
0

138. dbra Régioszelektiv lipdazok reakcidja
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Hoéfok optimumuk valtozatos, alacsony és magas homérsékleten miikodé enzimeket is
taldlhatunk. A hdstabil lipazok, mint a Thermus aquaticus, T. flavus és T. thermophilus fajok
enzimeivel magasabb hdmérsékleten (50-70 °C kozott) lehet dolgozni, ami tobb elénnyel is jar.
Csokken a befert6z0dés kockdazata, javul a diffuzids anyagatadds sebessége és a lipidek
oldhatéséaga.

Mindez sokféle, véltozatos ipari alkalmazast tesz lehetdvé, a lipdzokat mosdszerekben, a
bor-, textil-, élelmiszer-, papir- és gydgyszeriparban hasznaljak.

A lipazok széles korben elterjedtek, az allatok, novények és mikroorganizmusok kérében
egyarant, gyakorlatilag minden sejt termel tobb-kevesebb lipazt.

A legtobb kereskedelmi forgalomba kertiild lipdz mikrobidlis eredetli, mivel csak ezeket
lehet ipari 1éptékben eldallitani. Mind a gombdk, élesztok és a baktériumok korében talalhatok
lipaz termeld torzsek. A baktériumok korében az emlitett Pseudomomonas-ok és Thermus-ok,
az élesztok kozott a Candida torzsek (C. cylindracea, C. antarctica, C. rugosa), a fonalas gom-
baknél pedig a Rhizomucor, Rhizopus, Aspergillus és Penicillium fajok alkalmasak ipari 1éptékii
lipaz termelésre. A bakteridlis enzimek kozott kiilon figyelmet érdemelnek a Pseudomonas
lipazok, amelyek kitlinden miikddnek vizes kozeg helyett szerves oldoszerekben is.

Kisebb Iéptékben gyartanak még hasnyadlmirigy lipazt is, ezt sok mds enzimhez hason-
I6an a sertés vagohidakon 6sszegyijtott szervekbdl nyerik ki

A torzsek valtozatossaganak megfeleléen a fehérje molekula is sokféle. A molekulato-
megek 22-69 kDa kozott valtoznak. Az enzimek miikodésére jelentds hatdssal vannak a jelen
1évo fémionok. A kétértékii ionok dltaldban novelik az aktivitast, illetve eldsegitik a fehérje
levalasat a sejtek feliiletérdl. A nehézfémekre viszont érzékenyek, gitoljak miikodésiiket.

A lipazok szubsztrétjai, a zsirok és olajok rosszul oldédnak vizben, az oldott szubsztrat
koncentraci6 alacsony, emiatt a reakcidsebesség is kicsi. Szerves olddszerek jelenléte megno-
veli a szubsztrat oldhatosagat, ezzel a reakcidsebességet. Ugyanakkor az olddszeres kozeg a
legtobb fehérjét denaturdlja, tonkreteszi. Szerencsére a lipazok kozott sok olddszertiird fehérje
van, amelyek apoldris kozegben is megtartjak szerkezetiiket és aktivitdsukat. A szerves oldé-
szerben végrehajtott enzimes reakciok uj lehetdségeket nyitottak meg a kémiai szintézisekben.
Sok lipazrdl kimutattak, hogy aktivan miikodik vizzel elegyedd (metanol, etanol, aceton, glice-
rin) és nem elegyedd (hexan, ciklohexan, heptan, izo-oktén, xilol és MTBE) oldészerekben. A
reakciét gyakorlatilag vizmentes kozegben is végre lehet hajtani, arra azonban {igyelni kell,
hogy a hidrolizishez sziikséges sztochiometrikus mennyiségli viz (altaldban néhany ezrelék)
jelen legyen.

Az olddszer nem csak az enzimaktivitast noveli, hanem a lipdzok stabilitdsat, élettartamét
is. Oldoszeres kdzegben (viztartalom <3%) a lipazokat 20-30 fokkal magasabb homérsékleten
lehet alkalmazni, mint vizes pufferben.

8.5.7.1. Fermentdcio

A lipaz enzimet leggyakrabban szubmerz szakaszos, illetve rataplalasos fermentacidval
allitjak el6. Indukdlhaté enzimek, termelésiiket a szubsztrit, azaz névényi olajok adagoldsaval
lehet kivéltani. Gétolhatja az enzim képzddését a katabolit represszi6 (a gliikkéz jelenléte),
illetve a termékinhibicié (glicerin szénforrds). A termékképzés novekedéshez kapcsol6dd
folyamat, fOként az exponencidlis fazisban torténik. A Rhizopus chinensis fermentacionél a ma-
ximalis intracelluldris lipaz aktivitdst az exponencidlis fazis végén kaptdk, amikor az alapvetd
szubsztratok koncentracidja limitdléva valt. Jelentosen novelni lehet az enzim termelést ra-
tdpléaldsos fermentacidban, a beadagolt szubsztrit lehet hiskivonat illetve ndvényi olaj.

A nitrogén-forrasok kozott a torzsek igényétdl fiiggden szerves és szervetlen anyagok
egyardnt alkalmazhatok. Elegend6 lehet egy minimaél taptalaj, 4svanyi sékkal, ntrium-nitréttal,
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ammonium-szulfittal és ammonium-nitrattal esetleg karbamiddal kiegészitve. Més torzsek
olyan komplex szerves nitrogénforrason termelnek jol, mint a kukorica lekvér, pepton, tripton
vagy az €lesztd kivonat. Szerves nitrogénforrds egyrészt szamottevoen megnoveli a koltsége-
ket, masrészt megneheziti az enzim izolalasat, tisztitasat.

A levegdztetés intenzitdsa nagyon eltérd hatdssal van a lipazok fermentécidjara. Egyes
mikroorganizmusok minimadlis levegdztetés mellett termelik a lipazt, masokndl béséges oxi-
génelldtasra van sziikség. Az oxigén hatdsa feltehetdleg kozvetett, nem az enzimtermeléshez
van ra sziikség, hanem az enzim termékeinek, a szabad zsirsavaknak az oxidacidjahoz. Rhizo-
pus torzseknél egyértelmiien kimutattak, hogy az oldott oxigén szint emelése (keveréssel, leve-
gbztetéssel, stb.) fokozza a lipaz termelést.

A lipaz fermentaciokndl specidlis lehetdség a szerves oldoszerek haszndlata. A Ps. aeru-
ginosa ugyanigy nott és termelte a lipazt n-tetradekan és n-dodekan jelenlétében, mint oldészer
nélkiil. A Bacillus sphaericus 205y vizzel elegyedd olddszerek (akar 75%) jelenlétében is
novekedett és lipazt termelt. A Pseudomonas sp. G6 torzset egyediili szénforrasként n-hexade-
kanon minimdl tdpoldaton szaporitva a tenyészet j6l szaporodott, és sok lipazt termelt.

Az igy termelt enzimek olddszeres vagy vizes-oldészeres kozegben is mikodnek, sot
sokszor nagyobb az aktivitdsuk, mint egy vizes pufferben.

8.5.7.2. Izoldlds, tisztitds

A lipazok sokféle ipari alkalmazasa ismert, de ezek nagy tobbségében nincs sziikség nagy
tisztasdgu enzimre. Bizonyos esetekben, amikor valdban tisztitott biokatalizdtorra van sziikség,
egyszeri €s olcsd feldolgozasi miiveletsorral kell ipari mennyiségii, stabil és nagy aktivitasi
enzim készitményt eldallitani.

Az enzim tisztitdsat a szokdsos fehérje elvdlasztdsi muveletekkel (csapadékképzés,
ultrasziirés, kromatografia, adszorpcid) oldjak meg.

Az ioncserélé kromatografianal dltaldban anion cserél? toltetekkel (gyenge — DEAE, erds
— Q) kotik meg a lipdzokat. A hidroféb kolcsonhatas kromatografidt (HIC) szivesen alkal-
mazzak, mert a lipdzokrdl ismert, hogy a fehérje feliiletén hidroféb foltok taldlhatok, amelyek
J61 kotddnek a hidroféb toltethez. A feldolgozas végén gyakran tisztitjak az enzimet gélkro-
matografidval.

8.5.7.3. Enzim rogzités

A lipdzok immobilizdldsdban specidlis lehetdségeket biztosit a fehérjék hidrofob jellege,
aminek révén spontdn adszorpcidval is kotddnek apolaris hordozok feliiletére. Ezeket jol
nedvesitik a szerves olddszerek, a reakcié akadalytalanul végbemehet. A hordoz6 lehet
poliuretin hab, polipropilén szemcse vagy akdr 4svanyi anyag is.

Az kotott enzimek mellett alkalmaznak immobilizalt sejteket is. A lipazt tartalmazdé
sejteket agar, alginat vagy poliakrilamid gélbe zdrjdk. Ennél a megoldédsndl a rogzités dltalanos
eldnyei mellett szimolni kell az anyagatadds limital6 hatdsaval.

8.5.7.4. Alkalmazdsok
A lipazokat kozvetleniil is lehet alkalmazni emésztést eldsegitd készitményekben. Erre a
célra a legalkalmasabb a hasnyélmirigy lipadz. Sok ipardg haszndl lipaz készitményeket:
— Elelmiszeripar (a sajtok érlelésénél és a siitbiparban a tészta javitdsara)

Boéripar (zsirtalanitas)
Kozmetikai ipar (kiméletes, ligmentes elszappanositas)
Celluldz és papiripar (szennyezések eltavolitasa)
Atészterezési reakciok
Ez utébbiakkal foglalkozunk részletesebben.
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Az atészterezéseknél is azt haszndljak ki, hogy minden enzimes reakcié megfordithatod,
az ,elére” és ,,vissza” mend folyamatok egyidejiileg jatszodnak le és bedll kozottiik egy dina-
mikus egyensuly. A hidrolizis €s az észterezés parhuzamosan folyik, egy adott hidroxil csoport-
r6l ismételten levalnak, majd rdkotddnek a zsirsavak. A természetes zsiradékok zsirsav Ossze-
tétele sohasem homogén, igy az adott pillanatban szabadon 1€v6 zsirsavak is sokfélék. Az
észterezésnél a nagy valdszinliséggel nem ugyanaz a zsirsav keriil vissza az —OH csoportra,
hanem statisztikusan valamelyik a jelen 1év0 szabad karbonsavak koziil. Ettdl a bevitt trigli-
ceridek zsirsav Osszetétele megvaltozik. Ezt a valtozast céljainknak megfelelden kihasznalhat-
juk, sot irdnyithatjuk, ha megfelel6 specifitdsi enzimeket vélasztunk, illetve megfeleld reak-
ciopartnereket visziink a rendszerbe. A két fOo lehetdség, hogy nem-specifikus, vagy 1,3-
specifikus lipdzokat alkalmazunk. El6bbire akkor van sziikség, ha mind a hdrom észter kotést
at kivanjuk alakitani. A reagél6 partner lehet karbonsav vagy alkohol, aszerint, hogy a molekula
melyik részét sziikkséges megvéltoztatni. De lehet egy masik triglicerid is, amellyel a zsirsavak
statisztikusan kicserélddnek (139. abra).

(a) Esterification

——OCOR; ——OCOR;

OCOR, + RCOOH OCOR, + H,O

Y

OH —OQOCOR
(b) Transesterification
(1) Interesterification

——OCOR; ——OCOR; ——OCOR; ——OCOR, [——OCOR;
n —OCOR, + M}——0OCOR; — = |——0COR, + ——OCOR; + [——OCORs , etc
L —OCOR; ——OCORg ——O0COR, “——OCORg “——OCORg

(2) Alcoholysis

——OCOR; ——OH
n ——OCOR, + mROH - OH + RCOOR, + RCOOR, + RCOOR;
——OCOR; ——0OH
(3) Acidolysis
——OCOR; ——OCOR ——OCOR;
n ——OCOR, + mRCOOH > OCOR; + ——OCOR + R,COOH + R,COOH
———OCOR; OCOR; OCOR;

139. dbra Lipdzok dtészterezési reakcioi
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8.5.7.5. Esettanulmdny: kakadvaj potlo anyag elddllitdsa

A csokoladégyartés és a kapcsolddo iparok sziik keresztmetszete az, hogy a kakad korla-
tozott mennyiségben all rendelkezésre. A kakadcserjét iiltetvényeken termesztik, de a termelés
nem intenzifikdlhat6, mint mds ipari novényeknél, €s a kultira érzékeny az iddjards szélsdsé-
geire. Az alapanyag dragasdga létrehozta az igényt valamilyen pétanyag kifejlesztésére. A ka-
kaémag feldolgozdsa sordn két hasznos frakciot éallitanak eld: a kakabmasszat (amely barna
szinll, kesertl, iz és aromaanyagokat tartalmaz), és a kakadvajat — ez fehéres szinii, iztelen €s
gyakorlatilag tisztan trigliceridekbdl all, szobahémérsékleten szilard és csak 37 fokon olvad
meg. Az elobbi potlasa szinte lehetetlen, de a kakadvaj kémiai Osszetételét meg lehet kozeliteni.
Az alapgondolat az, hogy valamilyen olcsd, hozzaférhetd novényi olaj telitetlen zsirsavait ki
kell cserélni hosszu szénlancu, telitett savakra. Erre a feladatra kézenfekvd megoldds az at-
észterezés lipdz enzimmel. Eljarasokat dolgoztak ki pdlmamag olaj, illetve napraforgé olaj at-
alakitdsdra is. A 27. tdblazatban szerepel a pdlmaolaj és a kakadvaj triglicerid Osszetétele. A
kakadvaj magas olvadaspontjat a hosszu szénldncu telitett zsirsavaknak (sztearinsav, palmitin-
sav) koszonheti.

Triglicerid Pélmaolajban Enzimes termékben Kakadvajban

% % %
StStSt 5 3 1
POP 58 16 16
POSt 13 39 41
StOSt 2 28,5 27
StLnSt 9 8 8
StOO 4 4 6

St = sztearat (C18,0); P = Palmitat (C16,0); O = Oleat (C18,1); Ln = Linolat (C18,2)
27. Tabldzat Zsiradékok triglicerid osszetétele

A pélmaolajban (ami szobahdfokon szintén szilard, emiatt pdlmazsirnak is szoktdk ne-
vezni) ezek részardnya lényegesen kisebb, a folyékony napraforgé olajban pedig elenyészd. Az
is megfigyelhetd, hogy a kozépsé poziciban még a kakadvajban is olajsav taldlhaté. Igy az
atalakitds arra irdnyul, hogy a két sz€ls6 zsirsavat cseréjiik le sztearinsavra. Erre a célra az 1,3-
szelektiv lipdzok is megfelelnek. A napraforgé olaj atalakitdsanal is hasonl6 a helyzet, a trioledt
fokomponens két sz€ls6 pozicidjan cserélik le az olajsavat sztearinsavra (140. dbra)

Az ipari technol6gidkban olddszeres kozegben (példaul petroléterben) hajtjak végre a re-
akciot. Kis mennyiségti vizet (1-2 ezrelék) adnak az elegyhez, ez sziikséges az enzim hidrata-
14sdhoz és a hidrolizishez. A folyadékot immobilizélt enzim tolteten engedik 4t (pl. Rhyzomucor
miehei lipaz, diatdémafoldon kotve). A jellemzé hémérséklet 70 °C, a konverzi6 javitdsa érde-
kében az anyagot recirkuléltatjdk. A termékek koziil elobb molekuléris desztillacidval eltavo-
litjak a szabad zsirsavakat (olajsav, maradék sztearinsav), ez utdbbit izoldlva vissza lehet vinni

O S
O + Stearic acid ——— EO + Oleic acid
O S

Component of
cocoa butter equivalent

High-olcate
sunflower oil

140. dbra Napraforgo olaj dtészterezése
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High-oleate sunflower il \
Water
. Recycle

| Immobilized lipase |

L

Distillation

Recycle

> Mixed acids (St, O) |

S00+000 |« Crystalization |

¥

| StOSt |

141. dbra Kakaovaj potlo anyag elédllitdasa napraforgo olajbol

a gyartasi folyamatba. A maradékot lehiitve a sztearinsav észterek kikristalyosodnak, az olajsa-
vasok olvadékban maradnak. A szildrd fazist lecentrifugdlva kapjuk a kakadvaj p6tlé anyagot,
a feliiliszoban marado6 gliceridek visszakeriilnek a reakcidba.

8.5.7.6. Esettanulmdny: dtészterezés alkoholokkal — biodizel iizemanyag
enzimes elodllitdsa
A fosszilis eredetli tizemanyagok kivaltasanak egyik lehetdsége, hogy novényi olajokat
hasznalunk fel bels6 égésli motorok hajtdanyagaként. Ipari mennyiségben a repce, illetve nap-
raforgd olaj johet szamitdsba. Ezek egyes dizel er6gépekben (pl. traktorokban) kozvetleniil is
felhasznalhatok, de az égés nem tokéletes és sok kellemetlen melléktermék keletkezik. A trigli-

/

& Triglyceride |

0 o

CHrO—g—R1 2 .“;Q CH;—OH CHBO—E—Rl
| |

CH—O—C—R, + 3CH,OH CH—OH 4 CH;0—C—R,

choc~ R, cn|-|2—oa-| CH,0—C—R;

142. dbra Biodizel iizemanyag gydrtdsa napraforgo olajbol
ceridek tul nagy molekuldk, illékonysdguk, gédznyomasuk kicsi. Célszerlien ezeket a kisebb és
illékonyabb zsirsav metilészterekké alakitjak at, és ezt haszndljak iizemanyagként. A folyamat
egy lépésben atészterezéssel hajthaté végre. Ez megvaldsithato a klasszikus kémiai ton, kali-
um hidroxidos f6zéssel is. Ez az eljaras olcsébb, de a melléktermékként keletkezd ligos gyan-
ta/iszap veszélyes hulladék, artalmatlanitdsa kiilon koltségekkel jar. Lipdz enzimmel viszont
enyhe koriilmények kozott, artalmas melléktermékek nélkiil megoldhat6 a gyartas. Ehhez olyan
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nem-specifikus lipdzra van sziikség, amely mindhdarom észter kotést egyforma sebességgel
bontja (142. dbra).

Az enzimeket membrannal vagy mads médon visszatartjak a reaktorban. A keletkez6 gli-
cerin kiilon fazist képez, elvalik az olajoktdl és igy centrifugdlis szeparatorral elvilaszthat6. A
maradék metanol is megoszlik a két fazis kozott, tilnyomé része a glicerines fazisba oldddik.
Ezt a két anyagot desztillacioval szétvalasztjak, a metanolt vissza lehet vezetni a reakcioba, a
glicerin mint hasznos termék értékesithetd. Az olajos fazis megfeleld konverzid esetén egybdl
hasznalhat6 tizemanyagként, ha viszont sok a maradék glicerid, akkor azokat kifagyasztdssal el
lehet tavolitani (143. abra).

Enzymes — Unreacted oil,

o (enzymes),
Qil with alcohol R l X
free falty acids '%a Biodiese?
Alcohol
Alcohol —¢—|

A : Reactor

Glycerol,
alcohol

Gl 1
B : Separation (Centrifuge o

or Decanter)

C : Filter or Membrane

D : Alcohol recovery

143. dbra A biodizel gydrtds technologiai folyamata

8.5.7.7. Esettanulmdny: észter képzés lipdzzal — izopropil-palmitdt/mirisztdt

Az észter képzddés egyszerii egyensulyi kémiai reakcid, amely sav illetve bazis katalizis-
sel megy végbe. Katalizatorként lipdz enzimet is alkalmazhatunk. A konverzi6 novelése érde-
kében a képzddo vizet el kell tavolitani a rendszerbdl. Erre tobb megoldast is taldltak: - azeotrop
desztillaciot, - pervaporaciot.

Az izopropil palmitat €s mirisztat a kozmetikai iparban nagy mennyiségben hasznalatos
krémek, szappanok, testapolok alapkomponenseként. Az észter eldallitasat immobilizalt enzim-
mel (Candida antarctica lipaz) oldjdk meg.
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Az oldoszer a kis viztartalmu izopropanol, eb- on
ben oldjak fel a palmitinsavat (pH=7-nél nem-disszo- r PO
ciélt, apoldris formdban van). A reakci6 optimaélis ho-

mérséklete 60 °C. A keletkez0 viz eltavolitasat folya-
matos azeotrop desztillicidval oldjak meg. Az izopro-
panol-viz rendszer minimadlis forrpontd azeotrépot al-
kot, amelynek forrpontja 80,4 °C. Ez til magas az en-
zim optimalis hdmérsékletéhez képest, ezért vakuum-
desztillaciot alkalmaznak 60 °C-on. A tdvozo6 izopro-
panolt folyamatos adagolédssal pétoljak. A szakaszos

E
[¢]
reakcioban 14 o6ra alatt 99% {f61otti kitermelést lehet I
elérni (144. dbra). o —> '\L

&

e

14

OH

144. dbra Eszter elédllitdsa lipdz
enzimmel
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9. MIKROBIALIS POLISZACHARIDOK

9.1. Altalanos bevezetés

A nagy mennyiségben rendelkezésre all6 novényi poliszacharidokat mar régéta alkal-
mazzdk a héziipar és az ipar teriiletén (keményitd, celluldz, agar-agar, alginét, pektin, inulin,
karragén, guar gumi, médositott keményitd, gabonagliikdnok, gumiardbikum stb.). A névényi
forrasokbdl izolalt poliszacharidokkal 6sszehasonlitva a hasonl6 célokra is felhasznélt mikro-
bialis poliszacharidok el0nye, hogy a gydrtas nagy volumenben, viszonylag kis teriilet- és 1d6-
igénnyel, jol szabdlyozottan megoldhat6. A termék allandé mindségli, a piaci igényeknek
megfelelden dllithat6 eld, szemben a novényi eredetli termékekkel, amelyek termelése a te-
nyészidotol, évszaktol, iddjarastdl fiigg és kémiai jellemzoi sem dllanddak.

A ndvényi alapu hidrokolloidokkal dsszehasonlitva fermentdlt anyagok eldnye, hogy a
termelés iddigénye rovidebb, a tobb honapos tenyészidovel szemben csak néhany nap, és nem
foglal el mezOgazdaségi teriileteket. Ezzel egyiitt a termelési koltség a dontd tényezd, amely
meghatdrozza a mikrobiédlis eredetli anyagok elterjedését. A koltségek meghatdrozé elemei a
szubsztrat dra, valamint a (nagyméretll) fermentor beruhdzasa és tizemeltetése.

Szamos érdekes tulajdonsagokkal rendelkezd, jol alkalmazhat6 biopolimert fedeztek fel
és vizsgaltak meg laboratériumban, de mégis csak néhdany vélt nagy 1éptékben gyartott ter-
mékké. Ennek okai tobbfélék, de elsdsorban a gyartdsi nehézségek teszik gazdasigtalanna a
termelést. A magas termelési koltségek, az alacsony poliszacharid hozamok, melléktermékek
képzddése és a feldolgozasi miiveletek (downstream) bonyolultsdga egyarant problémat jelen-
tenek. Ezek megfeleld mérnoki optimalizdldssal csokkenthetok. Ehhez a folyamat mélyebb
megértésére (process understanding) van sziikség, mind a mikrobidlis fiziologia, mind a bio-
szintézis és genetika, mind az upstream és downstream miiveletek teriiletén.

Gondot okozhat, hogy a termeld torzs gyakran tobbféle poliszacharidot is termel parhu-
zamosan, illetve az egyes termékek sem homogének, moltomegiik €s eldgazasi fokuk nem
egységes. Ez a torzs tulajdonsagain tdl a tdpoldat 6sszetételétdl, a fermentacids koriilményektdl
€s a tisztitasi 1épések hatdsossagatol is fiigg.

Egyes mikrobidlis poliszacharidok kozvetleniil helyettesithetik a névényi (pl. guar gumi,
gumiardbikum vagy pektin) vagy alga eredetii (pl. karragén vagy alginit) anyagokat. Masok
viszont specidlis egyedi tulajdonsdgaikkal tjabb alkalmazasi lehetOséget teremtettek. Azok
valtak iparilag fontos termékké, amelyek kitlintek kedvezd reoldgiai tulajdonsagaikkal, vagy
helyettesitettek valamilyen nehezen vagy korlatozottan hozzaférhetd anyagot. Tobb, eredetileg
osszetett é161ényekbdl kivont poliszacharid termelését is megoldottdk mér mikrobakkal. Igy
gyartanak mar mikrobidlis celluldzt, alginatot, hialuronsavat, st heparint is.

A hidrokolloidok globdlis piacat a mikrobidlis polimerek novekvd ardnya ellenére még a
novényi- és alga eredetii poliszacharidok (pl. keményitd, galaktomannédnok, pektin, karragén és
alginat) domindljdk. Az Osszes piaci forgalombdl a xantdn, a legjelentdsebb fermentalt anyag
is csak 6%-kal részesedik.

A mikrobidlis poliszacharidok vagy extracelluldris vegyiiletek vagy a sejthez kotott
anyagok. Lehetnek elsddleges (pl. sejtfal biopolimerek) vagy masodlagos anyagcseretermékek.
Funkcidjuk tobbféle lehet. Egy résziik a sejtfal alkotérésze (mint példaul a gombdk B-glukan-
jai), vagy tartalék tdpanyag (mint példdul a poli-hidroxibutirat), vagy a kiszdradds ellen védo
nyédlkaanyag. Alkothatnak kiils6 nyélkés réteget, ami valamilyen feliiletre ragasztja a sejtet
(mint példdul xantdn és gellan) vagy képezhetnek merev kapszulat, ami megvédi a sejteket a
kedvezotlen koriilmények (pl. szélsdséges pH, kiszdradds, oxigén stressz, antibiotikumok, fa-
gocitdk) hatdsai ellen.
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Sokuk természetes 0sszetevo az élelmiszereinkben (pl. az eheté gombdkban vagy a sor-
élesztében), masokat évtizedek ota adalékként haszndlnak az élelmiszeriparban, valamint a
gyogyszerekben, kozmetikai és egyéb ipari teriileteken, az olajiparban, a biol6giailag lebomlé

milanyagokban.

9.1.1.  Tulajdonsagok

9.1.1.1. Reologiai tulajdonsdgok
A poliszacharidok haszndlata vizes oldataik érdekes reoldgiai tulajdonsdgain alapul.
Egyesek viszonylag kis koncentricidban is gélt képeznek, amit sok teriileten fel lehet haszndlni.
Misok nagy viszkozitasukkal és nem-newtoni viselkedésiikkel tiinnek ki. Az idotdl fliggetlen
reoldgiai alaptipusokat mutatja be a 145. dbra. A newtoni folyadékok folyasgorbéje az origébol
indul6 egyenes, meredeksége a dinamikai viszkozitas.

=

idealis Bingham plasztikus

: dilatans
plasztikus

'| nyirofesziiltség

sl

8
;‘g Newtoni
2
E pszeudoplasztikus
=
A 4 a6
[, nyirosebesség dit

145. dbra A reologiai folydsgorbék alaptipusai
A poliszacharid oldatok altaldban pszeudoplasztikus viselkedéstiek, a folyasgorbe ,,lehaj-
lik”. Leegyszertsitve ez azt jelenti, hogy az oldat kis nyir6sebességnél nagy viszkozitdsu, nagy
nyirésebességnél viszont kis viszkozitdst mutat. Az kapcsolat hatvanyfiiggvénnyel irhaté le:
Newtoni fluidum esetén n értéke 1, pszeudoplasztikus esetben egynél kisebb, dilatdns esetben

egynél nagyobb.
r=y"

A nem-newtoni folyadékok viszkozitdsa tehdt pontrél pontra valtozik. Az adott
nyirésebességhez tartozo Un. latszélagos viszkozitdst kétféleképpen is értelmezik. Tekinthetd
egyrészt a nyiréfesziiltség és a nyirésebesség hanyadosanak. Grafikusan ez az origébdl az adott
pontba huzott egyenes meredekségeként olvashatd le. Mas megkdozelités szerint az adott pont-
ban a folydsgorbéhez hiizhaté érintd meredeksége. Ellen6rzé méréseknél az elsé mddszer a
praktikusabb, mert csak egy értéket kell leolvasni. A meredekség megaddsahoz viszont sok
pontot kell felvenni, arra fiiggvényt illeszteni és annak meredekségét kiszamitani.
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e Newtoni
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146. dbra A ldtszolagos viszkozitds értelmezései pszeudoplasztikus fluidumndl

9.1.1.2. A poliszacharidok szerkezete:

A szacharidok gytijtonévbe sokféle cukor fér bele, a leggyakoribbak a gliikdz, fruktdz, és
a manndz. Emellett jellemzoek a cukorsavak is, sokféle cukorbdl levezethetd -on-savak és -
uron-savak is eléfordulnak. Ezek viselkedése az anionos csoportok miatt pH-fiiggd. A cukrok
-OH csoportjaihoz szerves savak kapcsolddhatnak (ecetsav, piroszdldsav, glicerinsav, boros-
tydnkdsav) észter vagy ketdl formédban.

Az alkot6 elemek fajtdi szerint megkiilonboztethetiink homo- és hetero-poliszacharido-
kat. A homopoliszacharidok egyféle monoszacharid egységbdl épiilnek fel, példaul a dextrén,
a pullulén, a szklerogliikdn, a kurdlan gliik6z homopolimerek, eltérd kotésekkel. A xantdn és a
(mikrobidlis) alginét tobbféle cukorbdl 4ll6, ismétlodd egységeket tartalmaz.
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EPS

Xantan

Gellan

Alginat

Celluloz

Alkotd

komponensek

Glukoz
Manndz
Gliikuronsav
Acetat
Piruvat

Glukoz
Ramndz
Gliikuronsav
Acetat
Glicerat

Guluronsav
Mannuronsav
Acetat

Glikoéz

Anionos

Anionos

Anionos

Neutralis

Molekula-
témeg

F6bb tulajdonsagok

(2.0-50) x Hidrokolloid

108 - Nagy viszkozitas kis
koncentraciéban és kis
nyirésebességnél is;

- Stabilitas széles pH, so
koncentracié és
hémérséklet
tartomanyban

Hidrokolloid
- Stabilitas széles pH

tartomanyban

Gélesit6 kapacitas

Termoreverzibilis gélek

(0.3-1.3) x Hidrokolloid

108 Gélesitd kapacitas

Filmképzés

5.0x 10°

10° Kristalyos szerkezet
Oldhatatlan a legtdbb
olddszerben
Nagy szakitdszilardsag
Formdzhato

Alkalmazasi tertletek

Elelmiszerek 96 000
Olajipar
Gyodgyszerek
Kozmetikumok és testapolo
cikkek

Mez6gazdasdag

Elelmiszerek N.A.

Allateledel

Gyodgyszerek

Kutatas: agar helyettesits és
elektroforézis gél

Elelmiszerek 30 000
Hidrokolloid
Orvosi:

- Sebészeti kotszerek

- Sebkezelés

- Szabalyozott gydgyszer bevitel

Elelmiszerek (emészthetetlen N.A.
rost)
Orvosi:

- Sebkezelés

- Véredények

- Hangszéré membranok

Piac

(USS)

235 millié

15 millié

N.A.

N.A.

Ar

(USS)/ke

55-66

5-20

5.8-12
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Dextran Glikoz Neutralis
Kurdlan Gliikoz Neutralis
Hialuronsav Gliikuronsav Anionos

Acetil-

glikézamin
Szukcino-  Glukoz Anionos
glikan Galaktdz

Acetat

Piruvat

Szukcinat

3-hidroxibutirat
Levan Fruktdz Neutralis

10°-10°

5x10%-
2x10°

2.0x10°

LMW
<5x103
HMW
>1x10°

3.0x10°

Nem-ionos

Newtoni folyadékként
viselkedik

Gélképz6

Vizben oldhatatlan

Ehetd és nem toxikus

Bioldgiailag aktiv

Bioldgiailag aktiv

Erésen hidrofil

Biokompatibilis

Pszeudoplasztikus

viszkozitas szabalyozé

Savt(iré

Kis viszkozitas
J6 vizoldhatésag
Bioldgiailag aktiv:
- Antitumor aktivitds
- Gyulladascsokkentd
J6l tapad
Filmképzés

Elelmiszerek

Orvosi: Vérplazma potld
Kromatografias toltet
Elelmiszerek
Gyodgyszeripar
Nehézfémek eltavolitasa
Beton adalék

Orvosi
Taptalaj gél

Elelmiszerek
Olajkinyerés

Elelmiszerek (prebiotikumok)
Takarmany

Gyodgyszerek

Kozmetikumok

Egyéb ipar

2 000 N.A. N.A.
N.A. N.A. 55

N.A. 1 000 milli6 100 000
N.A. N.A. N.A.
N.A N.A. N.A

28. Tdbldzat A legismertebb mikrobidlis poliszacharidok: a fizikai-kémiai és funkciondlis tulajdonsdgok, a f6 alkalmazdsi teriiletek és a piaci adatok
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9.1.1.3. Funkciondlis tulajdonsdgok és alkalmazdsok

A molekuldk vizes oldatban sokféleképpen rendezddhetnek el és ez meghatarozza tulaj-
donsdgaikat és ipari alkalmazhatésdgukat. J6 példa erre a gelldn és xantan kiillonb6zo viselke-
dése. Mindkettd negativ toltésli heteropoliszacharid, de més a polimer dsszetétele és szerkezete.
A linedris gellan molekuldk magasabb hémérsékleten rendezetlen tekercset alkotnak, de lehiitve
kettds spirdl formdba mennek &4t. Nagyobb koncentriciéban ezek vastagabb rid-szerii
aggregatumokka alakulnak at és makroszkopikus gélt képeznek. A kialakul6 gél tulajdonsagai
az acil csoportok jelenlététdl fiiggenek: az acilezett forma rugalmas és hodllé zselét ad, mig a
dezacilélt anyagbol merev, kemény gél lesz. Ennek megfeleléen a gellant tobb ipardgban is
gélesitd adalékként haszndljak (28. tdblazat). A xantdn viszont eldgazé lancu, és bar alkot kettds
spiralt, de nem hoz 1étre gélszerkezetet. Ehelyett az 6sszefonddott polimer ldncok nagyon
viszkézus oldatot eredményeznek. Igy a xantdnt viszkozitds-fokozoként alkalmazzak 28.
tablazat).

Az egyes polimerek tulajdonsdgai drdmaian megvéltoztathatok a més biopolimerek hoz-
zékeverésével. J6l ismert példa a galaktomannanok (pl. szentjdnoskenyérmag, locust bean gum)
0sszekeverése xantdnnal, ami az elobbiekkel ellentétben gélszerkezet kialakuldsdhoz vezet.

T ) by T—
Medtine Alg Al Hyall
g
GPol /ﬁ Curd
Pharmaceuticalg Cell Scn GPol
Xant Gell
FPol FPol
Alg Xant GPol
Food L
Hyall GPol &V | Alg Fpol
c 9
= Curd
L Cosmetics Gell FPol
e \ )
©
k]
2 Coatings Alg
e
< GPol
Packaging FPol
_ Scn  GPol
Oil recovery Xant FPol
Wastevater Alg GPol
treatment FPol
Film-forring Structural Emulsifing Thickening Gellifing Biological Flocuhting
capacity materials capacity capacity capacity activity activity
Properi¢s

147. dbra A mikrobidlis polimerek alkalmazdsi teriiletei

Ezen tilmenden a kémiai atalakitasok is jelentdsen megvéltoztathatjdk a funkciondlis
tulajdonsagokat. A savcsoportok eltdvolitasa, keresztkotések 1étrehozasa, kovalens kotések mas
biopolimerekkel mind javithatjdk a polimerek tulajdonségait.

A poliszacharidokat nem-newtoni viselkedésiik és a nagy viszkozitdsuk miatt mar széles
korben hasznéljak értékes termékek (élelmiszer-, gydgyszer-, és kozmetikai ipar) gyartasanal,
legtobbszor toltd-, stabilizals-, koto- és szerkezetjavité adalékként (147. dbra), (28. tdblazat).
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Az élelmiszeripari termékekben alkalmazott anyagoknak kompatibilisnek kell lenniiik az
élelmiszer-0sszetevokkel €s az eloforduld sokféle pH és ioner6sség mellett is meg kell tartaniuk
kedvez0 tulajdonsagaikat.

9.1.2. A poliszacharidok bioszintézise

A poliszacharidok bioszintézisénél a sejtek belsejében 1év0 monoszacharidok el6bb
foszfo-nukleotiddd alakulnak 4t (pl. UDP-, TDP-, GDP-cukor), amelyek azutdn a sejtmemb-
ranba kotott lipid templat molekuldkra teszik at a cukrokat. A gliik6z polimereknél elsoként a
glikolizis koztiterméke, a gliikdz-6-foszfat alakul at gliik6z-1-foszfattd és ez kapcsolédik a
nukleotidokhoz (148. abra).

UDP-galakturonsav

galaktoz ———* gal-1-p — UDP-gal
glikoz ———gli-6-P ——* gli-1-P —UDP-glu

fru-6-P UDP-glUkuronsav
mannéz ——man-6-P ——— man-1-P —*GDP-man

GDP-fukéz

148. dbra A nukleotid-cukrok kialakuldsa

A sejtfal poliszacharidok €s szdmos exopoliszacharid részben vagy teljesen intracellul-
risan, a sejten beliil alakul ki, de példaul a dextrant, levant, alternant a sejt felszinén 1évo enzi-
mek szintetizaljak.

A részlegesen intracellularis exopoliszacharid szintézisben a lipid karrierek is jelentds
szerepet jatszanak. Ezek hosszi szénldnci foszforsav-észterek és izoprenoid alkoholok, ame-
lyek apoléris lancukkal a sejtmembran lipid rétegében rogziilnek. A foszfat csoportok kezdet-
ben befelé dllnak és ezen szerelddnek Ossze a polimer részegységei. A tovdbbiakban ezek at-
fordulnak a membran kiils6 oldalara, és ott kbvetkezik be a polimerizacié (149. dbra).

Néhdny specialis esetben az altaldnos mechanizmustdl eltérfen a polimerizacié a
membrén belsé oldalan zajlik, és az egész lancot viszik ki a sejtbdl a lipid hordozéhoz kapcsolt
exportOr fehérjék.

A komplex heteropoliszacharidok, mint példaul a xantdn és a gellan bioszintézis utja
rendszerint bonyolultabb, tobb 1€pésbdl 4ll, mint a homopoliszacharidoké.
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149. dbra A poliszacharidok bioszintézise
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9.1.3.  Termel6 torzsek

A poliszacharid képzés dltalanosnak mondhaté minden nagyobb rendszertani egységben.
A termeld baktériumtorzsek mellett ott vannak az élesztok (BYG = bakers yeast glucan), a
fonalas gombak (pullulédn, szklerogliikdnok), sOt a kalapos gombék is (shii-take — lentinan).

A legtobb mikroorganizmus termel feliileti poliszacharidokat, de néhanyuk stresszes
allapotban képes nagyobb mennyiséget (>40 g/l) is elddllitani.

A mai napig, csak néhany bakteridlis poliszacharid valt ipari termékké, ezeket a 29. téb-
lazat foglalja 6ssze. A kozeli rokonsdgban all6 fajok bioszintetikus ttjai hasonldak, ezért a
termelt poliszacharidok szerkezete és tulajdonsdgai is hasonldak.

Termeld torzs Poliszacharid
Agrobacterium radiobacter Szukcinoglikdn
Agrobacterium tumefaciens Szukcinoglikdn
Rhizobium meliloti Szukcinoglikdn
Halomonas eurihalina Levéan
Zymomonas mobilis Levan
Leuconostoc dextranicum Gliikan
Leuconostoc mesenteroides Dextran
Gluconacetobacter xylinum Celluléz
Pseudomonas aeruginosa Alginét
Pseudomonas putida Alginét
Sphingomonas elodea Gellan
Sphingomonas paucimobilis Gellan
Xanthomonas sp. Xantan

29. tdbldzat Ipari jelentdségii poliszacharidokat termeld baktériumok

A torzsek termelOképességének javitdsara genetikai modositassal kevés lehetdség van. A
bioszintézis megszakitdsa muticidval egyszeriibb termékeket eredményezhet (példaul nem
keriilnek rd a cukrokra a szerves savak), de ez nem véltoztatja meg alapvetden a termék
mindségét és mennyiségét.

9.1.4. A poliszacharidok gyartasa (éltalanos elvek)

A mikrobidlis poliszacharidokat nagyrészt fermentéacidval allitjdk eld, a folyamatndl a
szokdsos technoldgiai paramétereket kell bedllitani, optimdlni: tdpoldat Osszetétel, pH-érték,
homérséklet, levegdztetés, oldott oxigén szint. A tapoldat lehet szintetikus, gliik6z vagy sza-
char6z szénforréssal, illetve allhat komplex, mezdgazdasagi vagy élelmiszeripari mellékter-
mékekbdl (pl. melasz, kukorica szirup, deproteinizélt savd, burgonya és gyiimolcs maradék,
stb.). Néhdny esetben a de novo fermentéci6 helyett enzimes biokonverzidval termelik a poli-
szacharidokat.

A termelt biopolimer mennyiségére és mindségére egyardnt hatassal van a torzs kialaki-
tasa (metabolikus €s géntechnolégia), az (upstream) folyamatoptimalizélas, és a termékizolalas
hatékonysaga. Ez utébbi a végtermék kinyerése €s tisztitdsa centrifugdldssal vagy sziiréssel,
csapadékképzéssel és szaritassal.

A technoldgiai optimdldsrdl vannak adatok a xantan, gellan, pullulan és szklerogliikan
gyartasardl, ugyanakkor méas mikrobidlis poliszacharidok eldallitasarél alig van informécid.
Azonban megfogalmazhat6é néhany éltaldnos szabély, amely legtobb folyamatra érvényes.
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Téapkozeg:

A nagy C/N arany bizonyitottan minden poliszacharid termelését elsegiti, kevesebb
biomassza és tobb poliszacharid keletkezik. A nitrogén és foszfat limitacié egyarant fokozza a
termékképzést, célszerli ezek induldsi koncentracidjat ugy megvalasztani, hogy a sejtszapo-
rodési szakasz végére elfogyjanak. A szénforrds altaldban 20-40 g/l cukornak felel meg.

A szén és nitrogén forrds megvélasztisa befolydsolja a biopolimer termelést. A xantdnt
tobbféle szénforrdson is eld lehet allitani, de a kihozatal valtoz6. A gliik6zon, szachar6zon,
maltézon és oldhaté keményiton kapott hozamok ebben a sorrendben csokkennek. A fermen-
tacids tapoldatban 1évO cukrok ardnya befolyasolhatja a heteropoliszacharidokat alkoté cukor
monomerek ardnyat. A dextrdn és a levan gydrtdsanak szubsztritja egyértelmiien a szachardz.

Szénforrasként elonyds mezdgazdasagi, élelmiszeripari vagy ipari melléktermékeket
(melasz, sajtgyari savo vagy glicerin) felhaszndlni, azonban ezek alkalmazédsdnél problémdék
Iéphetnek fel. Az eltérd tapanyag Osszetétel és a szennyezd anyagok hatdsara méds anyagcsere-
utak is miikodésbe léphetnek, igy mdas polimerek és/vagy (nem kivant) melléktermékek is
képzdédhetnek. A nem hasznosul6 komponensek inhibitorként miikodhetnek, csokkentve a ter-
mékképzést.

A nagy tisztasagu (pl. orvosi céli) termékek eldallitdsahoz j6 mindségl, tiszta alapanya-
gokat kell felhaszndlni, hogy csokkenthessiik a tisztitds koltségeit, a szennyezddésnek atvite-
lének kockazatat. Ilyen esetekben a hulladékok vagy melléktermékek hasznalatarol le kell
mondani, vagy a downstream lépések koltségei jelentdsen megndnek.

A nitrogénforrds mindsége a torzsek igényétdl fiigg. A fonalas gombdkndl megfelelnek
a szervetlen nitrogén sok is, de mas torzsek szerves N-forrast igényelnek (pl. a Xanthomonas-
ok és a tejsav baktériumok, mint a Leuconostoc mesenteroides).

A minimadl tiptalaj komponensein til egyes esetekben vitamin, aminosav €s prekurzor
kiegészitésre is sziikség van.

A poliszacharidok termelése a termékképzési kinetika szempontjabdl is valtozatos, tobb-
féle tipust is azonosithatunk, de a poliszacharidok altaliban masodlagos anyagcseretermékek-
nek, szekunder metabolitoknak tekinthetk. De akad példa a novekedéshez kotott bioszintézisre
(gellan, bakteridlis celluldz és az €lesztd glikdnok) €s a limitdlt szakaszban megjelend, sejt-
szamhoz kotott termékképzésre (kurdlan) is.

A tépanyag adagolds stratégidja is befolydsolja a fermentdcié hatékonysagat. Ipari mé-
retben a szakaszos technoldgia az éltalanos, de sokszor kiegészitik rataplalassal (fed batch).
Ezzel kikiiszobolhet6 a szubsztrat inhibicid, és javulhat a végtermék koncentréacid. Az elérhetd
termék koncentracidonak viszont gatat szab az a jelenség, hogy a felhalmoz6dé polimer oly-
annyira viszkOzussa teszi a fermentlevet, hogy a tdpanyag transzport gyakorlatilag megsziinik,
és ezzel a tenyészet sajat magat fojtja meg. A nagy oxigén igényi xantan fermentacional ez kb.
3%-nal kovetkezik be, mig az anaerob dextran gyartasnal 8%-ig is el lehet menni.

A homérséklet és a pH is kontroll valtozo6i a fermentacidknak. A bakteridlis fermentaciok
esetében az optimdlis hdmérséklet legtobbszor 28-30 °C koriil van, mig a gombédknal a po-
liszacharid szintézisének optimdlis homérséklete dltaldban valamivel alacsonyabb, 25-28 °C
koriili. A kivalasztott hdmérséklet gyakran kompromisszum a sejtnovekedés és a termékképzés
optimuma kozott. Ha ez a két optimum jelentOsen eltér, akkor célszerti a hdmérsékletet val-
toztatni, kétszakaszos eljarast kidolgozni.

Az optimalis pH-t is elsGsorban a mikroorganizmus hatdrozza meg. A baktériumok tipi-
kusan a semleges kozeget kedvelik, a 6-7 kozotti pH tartomanyt. Ugyanakkor anyagcseréjiik
sordn a cukrokbdl szerves savakat termelnek, ami csokkenti a pH-t, és lelassitja a folyamatokat.
Emiatt a savakat kozombositeni kell, pH méréssel és szabdlyozdssal az értéket az optimalis
tartomanyban tarthatjuk. A poliszacharid termelé gombdk lényegesen savasabb kozegben
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mukodnek optimalisan. A szkleroglukdnnal a 3,5-4,5; a pullulannal 4,5-5,5 a legkedvezébb pH
tartomany.

A levegoztetés €s keverés szintén fontos tényez6 a fermentécids poliszacharid eldallités-
ndl. Mivel a termeld mikroorganizmusok nagy része aerob, az oxigén sziikséges a sejtnoveke-
déshez. Az intenziv levegdztetés a pulluldn és a xantdn esetében serkentd hatdsu a poliszacharid
szintézisre. Mas torzseknél viszont az alacsony oldott oxigén szint visszafogja ugyan a sejtek
szaporoddsat, de fokozza a polimer szintézist. Ennek lehetséges magyardzata lehet az, hogy az
oxigén hidny az egyik a szekunder metabolizmust kikényszerito stresszeld koriilmények koziil.

Az oxigén bevitel és a keverés néha egymdstol fiiggetleniil hat. A gelldn fermentacio
esetében a magas oxigén szint, a nagy levegd bevitel (1 VVM felett) csokkenti a hozamot,
ugyanakkor az intenziv keverés (pl. 500 rpm) alapvetd fontossagu ennél a viszk6zus ferment-
1énél. A novekvo viszkozitds a legtobb mikrobidlis poliszacharid termelésénél fellépd altalanos
probléma. A kialakul6 egyre nagyobb viszkozitds egyre jobban korldtozza a tdpanyagok, ezek
kozott az oxigén transzportjat, kiilonosen, ha a tenyészetben a sejtek nem egyesével, hanem
csoportosan vannak jelen. Altaldnosan megfogalmazhat6, hogy nagy nyirderejii keverés sziik-
séges.

Mas torzseknél viszont mikroaerofil (bakteridlis alginat) vagy teljesen anaerob (dextran
Leuconostoc mesenteroides-sel) kornyezetet kell fenntartani.

A poliszacharidok gyértdsa soran a fer- 10
mentlé reoldgidja drasztikusan valtozik. A 1é
kezdetben vizhez hasonlé newtoni folyadék,
ami fokozatosan egy nagyon viszkdzus psze-
udoplasztikus viselkedéstii folyadékka valik.
Ez a véltozés ol lathatd a 6. abran. Az indu-
lasnal a viszkozitas kozel allandé (newtoni),
az 1d6 eldrehaladtaval viszont nem csak no-
vekszik, hanem egyre erdteljesebben fiigg a
nyirésebességtdl (pszeudoplasztikus). A visz-
kozitds ilyen mértékii novekedése megnehe-
ziti az atkeverést, és reaktorban 1év6 1€ mar
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szenzorok kornyezete nem reprezentdlja a fer-
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mentlé egészét. A pszeudoplasztikus jelleg-
bdl levezethetd, hogy a kever6 kozelében,
ahol nagy a nyiréhatés, kicsi lesz a viszkozi-
tds, azaz gyorsabb az anyagatadas. Tavolabb,
ahol a kever6 mar nem tud elég turbulens dramlést 1étrehozni, nagyobb a viszkozitas és romlik
az anyagatadds. A holt terek kialakuldsat Ggy akaddlyozhatjuk, hogy noveljik a keverd
atmérdjét és optimaljuk a lapatok kialakitasat. Az &tméro novelésével viszont olyan mértékben
ndne a teljesitményfelvétel (a méret 6tdodik hatvdnydval), hogy a fordulatszdmot le kell
csokkenteni. Ennek megfeleléen a fermentorok nem tdl nagyok, az 50-200 m?
mérettartomdnyba tartoznak.

150. dbra Poliszacharid fermentlé ldtszolagos
viszkozitdsdnak vdltozdsa a fermentdcio sordn,
log-log dbrdzoldsban

194



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia MIKROBIALIS POLISZACHARIDOK

9.1.4.1. Kinyerés és tisztitds

Az extracellularis mikrobds poliszacharidok kinyerése a fermentlébdl altaldban harom
szakaszbol 4ll: 1. a sejtek eltavolitdsa, centrifugdldssal vagy szlréssel; 2. a polimer kicsapdsa a
sejtmentes 1€bdl vizzel elegyedd szerves olddszerrel (pl. metanol, etanol, izopropanol vagy
aceton); 3. a kicsapott polimer szdritasa, fagyasztva szaritassal (laboratériumi méretben) vagy
dobszéritdval (ipari méretekben).

Sok esetben a fermentlevet a vagas utdn, még a fermentorban, a sejtek elvalasztdsa elott
pasztorozik (90-95 °C-on). A hokezelés célja a baktériumsejtek elpusztitdsa és a terméket bontod
enzimek inaktivdldsa. Emellett magasabb homérsékleten kisebb a 1€ viszkozitdsa, ami
megkonnyiti a kovetkezd szlirést vagy a centrifugéldst.

Ezutdn kovetkezhet a sejtek elvdlasztdsa szlréssel vagy centrifugdldssal, de nagy visz-
kozitas esetén a 1é nem mindig sziirhetd és centrifugdldssal sem iilepithetd. Ha a fermentlevet
vizzel, hig s6oldattal vagy alkoholokkal higitjuk, akkor le lehet csokkenteni a folyadék visz-
kozitasét, és ez megkonnyiti a sziirést, a szennyezddések eltavolitasit. Ez viszont hitranyt jelent
a kovetkezd 1€pésnél, mert 1ényegesen nagyobb mennyiségii sejtmentes feliiliszo keletkezik,
és ebbdl kovetkezden nagyobb mennyiségli kicsap6 olddszer sziikséges. A sejtek elvalasztis
helyett eliminalhatok, lizalhatok ligos vagy enzimes kezeléssel is.

A meghataroz6 1€pés a termék olddszeres kicsapdsa. Vizzel elegyedd szerves olddszere-
ket (alkoholok, aceton) adnak a léhez egy-kétszeres mennyiségben. Elelmiszer mindségii xan-
tan eldallitdsahoz az FDA izopropanolos kicsapast ir eld. A csokkend polaritds miatt a polaris
molekulédk, igy a poliszacharidok oldhatésdga romlik, egy hatdron kicsapdédnak. A csapadék-
képzést elo lehet segiteni tobbértékii fémionokkal is, amelyek keresztkotéseket hozhatnak 1étre
a lancok kozott. Ezt a csapadékot mér lehet sziirni.

A kapott szemcsés anyagot levegdvel/inert gdzzal/vakuumban széritjak. A végterméket a
kivant szemcsenagysdgu porrd Orlik.

Az eljards mellékterméke hatalmas mennyiségii vizes olddszer, a fermentlé térfogatanak
akdr két-haromszorosa. Ennek regeneraldsdhoz desztillalo tizemet kell telepiteni a fermentdcios
tizem mellé, ami jelentdsen noveli a koltségeket.

A terméket sokféle, kis és nagy molekulasilyt vegyiilet szennyezheti. Ezek részben a
tapoldatbdl szarmaznak, részben a sejtek anyagcseréjének termékei (pl. sejttormelékek, sok és
fehérjék). A tovabbi tisztitdshoz mar minden egyes biopolimerre megfeleld technikat kell ki-
valasztani €s optimalizdlni a termékmolekula szerkezeti €s fizikai-kémiai tulajdonségai, vala-
mint a kivant tisztasdg €s rendeltetésszeri haszndlat alapjan. Tisztuldst lehet elérni az atkrista-
lyositdshoz hasonldéan az anyag djraolddsaval és ismételt kicsapasdaval. A fehérjéket el lehet
tavolitani szelektiv kicsapdssal (pl. kisdzdassal, triklor-ecetsavval) vagy enzimekkel (protea-
zokkal). Alkalmazhat6 ezen kiviil membransziirés (pl. ultrasziirés) is. Ha a fehérjék eltavolitasat
olyan vegyszerek hozzdadasdval hajtjdk végre, amelyek reakcioba léphetnek az EPS kom-
ponensekkel, akkor az negativ hatdssal lehet a polimer mindségére, vagy csokkenhet a ter-
mékkihozatal. Ezért meg kell taldlni a technolégiai kompromisszumot a termék kihozatala,
tisztasdga €s mindsége kozott.

A legszigortibb tisztasdgi kovetelmények, a gydgyszerkonyvi mindsités az orvosi fel-
haszndldsu poliszacharidokra vonatkoznak. Az élelmiszer mindségli biopolimereknél enyhéb-
bek az el6irdsok, de ezek sem tartalmazhatnak pl. biomasszit (sejttormeléket €s mds intracel-
luléris 0sszetevoket) €s a kinyeréshez hasznélt segédanyagokat.
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9.2. TERMEKEK, TECHNOLOGIAK
9.2.1. XANTAN

A xantdn (angolul xanthan gum, azaz xantdn gumi) egy tipikus bulk poliszacharid, amit
viszkozitds noveld és stabilizal6 tulajdonsdgai miatt alkalmaznak. Ezt a Xanthomonas cam-
pestris, egy Gram negativ novényi kérokozo termeli, amely a xantdnnal, mint ragasztdval tapad
a novények feliiletére. A torzs a keresztes virdguakra veszélyes, a kdposztafélék nyalkas
rothadésat okozza (a nydlkaanyag maga a xantan).

1963-ban fedezték fel, és hamarosan gyartani is kezdték az élelmiszeripar szamdra, adalék
koédja E415. Alkalmazasat élelmiszer-adalékként az FDA mennyiségi korlatozas nélkiil hagyta
jova, mivel teljesen artalmatlan anyagnak bizonyult.

A legnagyobb mennyiségben termelt mikrobidlis poliszacharid, a piaca koriilbeliil
100.000 tonna évente, az ara 1-4 USD/kg kozott ingadozik.

9.2.1.1. Szerkezete:

A xantan linedris f6lanca (1-4) kotésekkel Osszekapcesolt B-D-gliik6z egységekbdl all,
amelyben minden masodik cukorhoz a C-3 poziciéban egy triszacharid oldallanc kapcsolddik.
Ebben ez elsd manndzhoz egy gliikuronsav kapcsolodik (1-2), ehhez még egy manndz (1-4)
kotéssel. Kémiai szerkezete a 7. dbran lathatd. Moltomege 2.000.000 és 20.000.000 Dalton
kozott mozog, ez részben a fermenticios koriilményektdl, részben az egyes lancok aggregd-
cidjanak mértékétdl fiigg. A természetes xantdnban a bels6 mannézhoz a C-6 pozicidban egy
ecetsav kapcsolddik észter kotéssel, az oldallancok végén 1évé manndzhoz pedig egy piruvat
ketdl formaban.

Xantén a piruvil- és acetil-csoportjai savas (pH 3) vagy ldgos (pH 9) kdzegben eltavolit-
haték, de ez nem befolyédsolja a reoldgiai tulajdonsagokat.

Xanthan gum (XG) ) D-glucose repeat
CH,OH CH,OH
O O
N
N\
o K OH 0 N\
OH OH
- R1—0O O “n
Acetylated D-Mannose O R; =-COCH;or -H
OH . .
= N ,COOM
R,—O OH Rl \C:
2 coom* 4 ¥ CHs
O O or R2,R3 =H
oH O 2 vk orR;=H
R3—0O D-Glucuronic acid R = -COCHs
OH

Pyruvated D-Mannose

151. dbra A xantdn kémiai szerkezete
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A xantan térbeli szerkezete fiigg a kozeg ionerdsségétdl. Kis ionerdsségnél az egyenes, cellu-
16z-szer(i f6lanc koriil az oldallancok kinyulnak. Nagyobb sokoncentracioknal viszont vissza-
hajlanak a molekula gerince felé, ami rendezettebb, tomorebb szerkezetet eredményez, és ez a
magasabb tranziciés homérsékletben is megmutatkozik.

A xantdn oldatok viszkozitdsa igen nagy, a legnagyobb az iparilag is hasznalt
poliszacharidok kozott. A viszkozitds mar kis koncentracioban is nagy, pl. 5 g/l-es oldatban
szobahOmérsékleten 1000 cP (=1 Pa.sec). Ez jol kihasznalhat6 az élelmiszeriparban.

Ugyanakkor a xantdn gélképzo tulajdonsdga gyenge. Ezt viszont jelentdsen lehet javitani
mas ionos poliszaccharidokkal kombindlva. Példdul a szentjdnoskenyérmag-gumi (locust bean
gum), a karragén vagy az agar6z hozzakeverése 50:50 tomegszazalékban kivald szinergikus
kolcsonhatést hoz 1étre.

Szerkezeti médositasok

A lehetséges szerkezeti mddositdsok legfontosabb célpontjai a triszacharid oldalldncon 1évo
savak. Az acil és piruvit szdirmazékok szdma a xantdnon befolydsolja tulajdonsagokat. Ezt az
ardnyt kétféleképpen is befolydsolhatjuk. Atallithatjuk a fermentdcids koriilményeket, illetve
kereshetiink hidnyos anyagcseréjii (természetes hidnymutdnsok) altorzseket. Példaul az X.
campestris var. phaseoli acetilmentes, illetve a var. oryzae piruvatmentes xantant termelnek. A
vad tipust altorzsek keresése mellett indukalt mutacioval is probalkoztak. A megfelel6 enzimek
kiiktatasaval politetramer illetve politrimer xantan format probaltak eldallitani. A politetramert
sikeriilt eldéllitani gyengébb (50%-os) kihozatallal, de a trimert nem.

9.2.1.2. A xantdn bioszintézise
A xantan képzdédésének alapsémadja a kovetkezd: (1) a szubsztrat felvétele; (2) szubsztratok
metabolizmusa; (3) alapegységek 1étrehozdsa nukleotidokhoz kétott cukrokbdl lipid hordozoén;
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152. dbra A xantdn bioszintézise
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(4) dekordlas szerves savakkal (5) kiléptetés a sejtbol (6) polimerizacid a periplazma térben (7)
kiléptetés kiilso térbe.

A xantdn alapegysége a citoplazmaban kialakul6 cukor-nukleotidokbdl épiil fel egy po-
liizoprenol-foszfat templdton, ami a sejt belsé membranjaba horgonyozdédik. A savcsoportok
acetil-CoA és foszfoenol-piruvat kapcsoléddsaval jonnek 1étre. Az ismétl6d6 egység szintézise
két UDP-gliik6z, két GDP-mannéz és egy UDP-gliikkuronsav molekula felhasznaldsaval jon
létre. A kész pentaszacharid egységet egy enzim a lipid hordozé atforditasdval (flip) atviszi a
membran kiilsé feliiletére, a periplazmas térbe. Itt megy végbe a polimerizacio és a kész lanc a
kiils6 membranon keresztiil tolédik ki a sejten kiviilre. A folyamathoz tizenkét, nagyrészt
membranko6tott enzimre van sziikség. Ezek génjei egy operonban (xanthan cluster) helyezked-
nek el (gumB-M gének, 16 Kb).

9.2.1.3. Xantdn gydrtdsa

A teljes technoldgiai folyamatot mutatja be a 153. 4bra.

A xantdnt termeld X. campestris torzseket liofilizalva vagy mélyhiitve (-180 °C-on) t4-
roljak. Tobb szaporitasi 1épés utdn inditjdk a termeld fermentéaciét. A taptalaj optimalizalt
Osszetétele, az alkalmazott bioreaktor tipusa, €s mitkodtetése, valamint a tenyésztési koriilmé-
nyek (hdmérséklet, pH, oldott oxigén koncentracid) hatarozzak meg a mikroba szaporodésat és
a xantdn termelést.

Selected
X. campestris Growth P
strain N R
o
Inoculum :
Fermentation u
medium & N c
operational Bioreactor ,T
conditions T G
Fermentation broth N
H
_ Alcohol . " A
or agent Pasteurization A
LW s v
E
Cell removal s
T
Alcohol < 7

: : or agent ..
Destillation |[—— Precipitation |
35 s
o
—— Alcohol «— Separation L
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NZ T
Washing, dewatering |
and drying o
N

Xanthan gum

153. dbra A xantdn gydrtds folyamatdbrdja
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154. dbra Xantdn batch fermentdcioja X. campestris-szel

A tdpoldatban szénforrdsként 4-5 % gliik6zt adagolnak, ebbdl 25-30 g/1 xantdn képzddik,
optimdlis esetben a konverzi6 eléri a 70 % -ot. A xantant tobbféle szénforrdson is el6 lehet
allitani, de a kihozatal valtozé. A gliikkézon, szachar6zon, malt6zon és oldhaté keményiton
kapott hozamok ebben a sorrendben csokkennek.

Nitrogén forrdsként a torzs szerves vegyiileteket, azaz fehérje hidrolizatumot igényel.
Kiilonosen jol hasznositja a glutaminsavat, de ez ipari méretben tilsdgosan koltséges lenne.

Kis kevero, nagy fordulatszam Nagy keverd, nagy nyomaték
High RPM =__ __ High Torque
S O
Small @ Large 8
Propeller Impeller
*
High Shear
o~ C
S'"I'af‘: Area Large Area
o iiuence of Influence

155. dbra Keverok hatdsdnak dsszehasonlitdsa

Ennél a gyartasndl is tigyelni kell a magas C/N aranyra. Akkor termelddik sok xantan, ha a N-
forrds annyira elfogy, hogy koncentricidja limitdlova valik. Ezzel egyiitt a xantdn elsédleges
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anyagcsereterméknek tekinthetd, termelés kinetikdja I. tipusu, a sejtszaporoddssal egyiitt val-
tozik a termékképzés.154. dbra.

Baktérium torzset hasznalunk, azaz az optimalis pH 7+0,3. a cukor hasznositdsa soran
azonban a tenyészet savakat termel, ami leviszi a pH-t. Ezt kozombdositeni kell, a pH-t legfel-
jebb hatig engedjiik le, pH=5 alatt a termékképzés lelassul, sot ledll.

Kiilonosen nagy problémadt jelent a specidlis reoldgidju fermentlé a levegdztetés szem-
pontjabol. A kevero kozelében, ahol nagy a nyiréhatds, kicsi lesz a viszkozitas, azaz gyorsabb
az anyagatadas. Tavolabb, ahol a keverd mar nem tud elég turbulens dramlast 1étrehozni, na-
gyobb a viszkozitds és romlik az anyagétadds. Emiatt nagy atmérd;ji, és kisebb fordulatszdmu
keverdket kell alkalmazni (155. dbra). Gondot okoz a buborékok optimélis mérete is. Ha kicsik,
akkor a viszkézus 1ében nem tudnak felszallni, ndvelik a holdup-ot, és fokozatosan elfogy be-
16liik az oxigén. Ha nagyok, akkor felszdllnak, de kicsi a fajlagos feliilet, és ettdl romlik az
OTR.

A nagy viszkozitds az oka, hogy a tenyészet végiil onmagat fojtja meg. A siiri 1€ben
megsziinik a konvektiv anyagszéllitas, és a diffuzié nem elegendd a sejtek ellatdsahoz. Az
anyagdatadds annyira lelassul, hogy a sejtek anyagcseréje ledll. Ez a xant4n esetében kb. 3%-os
koncentraciondl kovetkezik be. A 156. dbran l4thatd, hogy ennél a koncentraciéndl mar hidba
noveljiik a keverd fordulatszamat, a bekevert teljesitményt, az oxigén bevitel egy minimélis
értéken dllandosul.

A xantdn fermentéciondl kiillonosen kell tigyelni a sterilitdsra. A xantdn burok miatt lassan
novekvo sejtek versenyhétranyban vannak az esetleg bekeriild idegen mikrobakkal szemben. A

5 | —
= 4 r 100 ¢P
SN
2 3 -
8
o 1000 cP
® 2
[ =}
k=)
5 10,000 cP
| — .
;x/: 3 % xantan
0 | [ I N
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kever6 ford. szam. (1/min)

156. dbra Az oxigéndtadds vdltozdsa xantdn fermentlében

semleges kozeg, a glilkoz+szerves nitrogén tartalmu tapoldat mind kivalo életteret biztosit a
fert6zéseknek. Az aszeptikus zardssal nem csak a mikrobdk bejutdsat kell megakadalyozni,
hanem a novénypatogén torzs kijutdsat is a kornyezetbe. Az elmend levegdt a szokdsosnal
hatékonyabban kell megsziirni, €s a fermentlevet lefejtés elott pasztorizaljak.
A feldolgozas kulcslépése ez esetben is az olddszeres kicsapds. Nagy mennyiségii, 1-1,5-szeres
térfogatu, vizzel elegyedd szerves olddszerrel (izopropanol, etanol, aceton) kicsapva a termék
kisziirhetd. A sziikséges olddszer mennyisége Ca, vagy K-sok adagoldsaval csokkenthetd. A
keletkez6 nagy mennyiségii vizes olddszert célszerli az tizemen beliil regenerdlni. Az oldészeres
termék szaritasandl a tdvozo olddszer gézok tliz- €s robbandsveszélyt jelenthetnek.

A xantdnt por formaban, vagy 8%-os oldatként hozzék forgalomba. Elelmiszer célra szant
porokndl az FDA el6irds maximum 10000 sejt/g-ot enged meg. Ha ennél nagyobb a
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fertozottség, akkor az propilén-oxid gézos dezinficidldssal csokkenthetd. Az oldatoknal még
nagyobb probléma a sterilitds fenntartdsa.

9.2.1.4. A xantdn felhaszndldsa

Tobb mint 30 éve, hogy az USA FDA emberi fogyasztasra jévahagyta a xantdn haszna-
latit. Ez nem csak az élelmiszeriparra korlatozodik, hanem a szdjon 4t adott gydgyszerészeti €s
orvosi készitményekre is. Az élelmiszeriparban xantdnt stritd, stabilizdlé és emulgedld
komponensként hasznéljak. Elényos, hogy oldatanak kis koncentracidban is nagy a viszkozi-
tasa. Hideg és meleg vizben egyarant jol oldédik, jol tiiri fagyasztést €s a felolvasztast. Er0sen
savas oldatban is stabil, sOt viszkozitdsa még novekszik is. Annak ellenére, hogy nagy a visz-
kozitdsa, ez nyirds hatdsara lecsokken, igy konnyen keverhetd, onthetd és aramoltathatd. A
megtermelt xantdn kb. 60 %-at veszi fel az élelmiszeripar, 15%-ot haszndlnak fogpasztak,
emulzids festékek (cseppenés mentes festék) készitésére és tovabbi 15% keriil az olajkiterme-
1ésbe.

A kimeriil félben 1€v6 olajmezdknél a masodlagos olajkitermelést gy oldjak meg, hogy
az olajtartalmu kdzet ala egy madsik furaton keresztiil vizet, pontosabban poliszacharid oldatot
szivattyuznak. A viszkézus oldat kiszoritja a kapillarisokbdl a szintén viszk6ézus kdolajat és az
viz-olaj emulzi6 formdjaban felhozhat6 az eredeti olajkuton at.

T oil-water separator
water injection well

oil produktipn well

water pump |»

/////////////// LA LS

N

¥

xanthan, scleroglucan, HEC,
CMC, welan gum, guar gum,
schizophyllan, etc.

polysaccharide _
$ water biopolymer oil

157. dabra Poliszacharid oldatok alkalmazdsa a mdsodlagos olajkinyerésben

Hasonl6 ipari alkalmazas a furé 6blit6 folyadékok adalékoldsa. A folyadék szerepe kettds,
és éppen ezért jol kihasznélhat6 a pszeudoplasztikus oldat kettds természete. Az 6blito folyadék
egyik szerepe a furéfej hiitése. A kdzeteket aprité fogazott fejek nagymértékben felmelegednek,
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Szivattyy
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158. dbra A fiirooblitd folyadék dramldsa
hiitést igényelnek. Gyors forgasuk ugyanakkor
erds nyirast hoz létre a fej koriil a folyadékban,
az oldat viszkozitdsa kicsi lesz, igy hatékony a
hoatadas, a hités. A masik funkcié a kozettor-
melék elszdllitasa. A fliggdlegesen felfelé dram-
16 folyadék viszi magaval a kOdarabokat, de
azok a slirliségkiilonbségnek megfelelden iile-
pednek, lefelé mozognak. Ezt az iilepedést aka-
ddlyozza az, hogy ebben a szakaszban a folya-
dék lamindrisan, kis nyiras mellett dramlik, igy
a viszkozitdsa nagy lesz. A felszinen a zagybdl
kitilepitik a kdzetszildnkokat, és a folyadékot
visszacirkulaltatjak.

A siitéiparban a javitja a termékek térfo-
gatdt és a textdrgjat (kiilonosen a gluténmentes
pékarukndl). A siités sordn visszatartja a vizet,
noveli az eltarthatésdgot, a hiitve tarolt tésztak
jobban birjdk a fagyasztast-felolvasztast. Diétés
siteményekben ragasztoként helyettesiti a to-
jasfehérjét, krémekben és gyilimolcstermékek-
ben csokkenti a szinerézist. Dresszingeken,
martadsokban és szirupokban javitja az emulzidk
stabilitdsit savak €s sok jelenlétében is. Széles
hdmérséklet-tartomanyban megtartja a viszko-
zitdsét. Javitja a termékek testességét, konzisz-
tencidjat. Vajas és csokoladés ontetekben noveli
a slrliséget és a viszkozitdst. Hatékony

"oz

stabilizator és siirité adalék krémsajtokban és

rostos italokban is. 159. dbra Fiiroberendezés és oblito folyadék (ferde
fiirds a Karinthy Frigyes it alatt, sajdt felvétel)
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9.2.2. DEXTRAN

Egy masik koran felfedezett és gyakran al-
kalmazott bakteridlis poliszacharid a dextran. A
dextrant eredetileg a cukorlevek és borok nyéalka- /&/
soddsanak vizsgdlata sordn azonositottdk és jelle- HO
mezték. Kedvezd tulajdonsdgai miatt hamarosan Ho Bh
haszndlni kezdték az élelmiszerek slritésére és al- ?
lagjavitasra. Késobb ezen kiviil gydgyszerként és Ho/k/0
inert matrixként is alkalmaztdk. Bér sok baktérium ik
torzs termeli (Leuconostoc, Lactobacillus, Strepto- Ho/wuﬁ,m 0
coccus, Acetobacter, és Gluconobacter fajok), ipa- HO o 2
rilag a Leuconostoc mesenteroides NRRL-B512 Hog/\\
tejsavbaktérium torzzsel termelik, szachar6z 0a(l,8)
szubsztraton. A molekula mintegy 95%-ban linea- 0
ris a-(1,6) kotést gliik6zbdl és kb. 5%-nyi a-(1,3) “%A/\\\
kotéshi eldgazdsbol all. A természetes dextrdn mo- 5
lekula tomege viszonylag magas, egy milli6 Da
koriili, de sokkal nagyobb értékeket is mértek,
mivel a molekuldk hajlamosak az aggregaldodasra. 160. dbra A dextrdn szerkezete
Az ipari célokra forgalomba hozott dextrant kisebb
molekuldkra tordelik (savas vagy enzimes hidrolizissel) és elvalasztjdk a kiillonb6z6 méretii
frakciokat.

OH

9.2.2.1. Tulajdonsdgok
A dextran fizikai-kémiai tulajdonsdgai a gyartdshoz hasznélt mikroba torzstdl fiiggden

valtozatosak, de még az egyetlen torzs altal termelt anyag is heterogén, a molekulatomeg és az
(1,6) kotések ardnya jelentds eltéréseket mutathat. Emiatt a megtermelt dextrant forgalomba
hozas el6tt a kivant molekulatomeg és a felhasznaldsi cél szerint frakcionéljak. A kereskedelmi
dextran konnyen oldédik meleg vagy hideg vizben is, oldata mérsékelten viszkozus, és még
nagy koncentracidoban (50%) sem gélesedik. A nagy molekulatomegii dextranokban éltalaban
tobb az eldgazds, ami csokkenti a vizoldhatésdgot. Azok a dextrdnok, amelyekben az a-(1,3)
kotésti eldgazdsok ardnya meghaladja a 43%-ot, vizben mar gyakorlatilag oldhatatlanok. A
kozepes és kis molekuldji dextranok (500 kDa alatt) vizes oldatban newtoni viselkedést
mutatnak egészen 30%-os koncentracidig. A tisztitatlan, nagyobb molekuldkat is tartalmazo
"nativ" dextrdn viszont mér 1,5%-os oldatban is pszeudoplasztikus viselkedésti.

Az a-(1,6) kotéseket az emésztd enzimek csak nagyon lassan tudjdk hidrolizalni, a
dextran az oldhatd, de nem bonthaté élelmi rost frakcidba tartozik.
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9.2.2.2. Bioszintézis HO
A bioszintézis kulcslépése a dextran- . o HO
szachardz  (dextran-szukrdz, a-gliikozil- HO OHO
transzferdaz) enzim 4ltal katalizalt transzgli- Qb
Y ., . . o} OH

kozilaciés reakcid, amelyben a szachar6zbol sinrais T
a gliikéz atkeriil valamilyen akceptor mole- (Glc-Fru) G
kuldban 1évé lancvégi gliikkézra, igy o

. . .=, Dextransucrase HO
hosszabbodik a poliszacharid lanc. A folya-
mat inditdsandl dextran még nincs jelen, az Hy OH 4y ~OH
elso reakcidkndl szachardzra keriil a gliikéz. Hom Fructose
Emiatt a dextrdn molekuldk legelsé eleme R o

egyetlen fruktéz, ehhez kapcsolddik a tobb | Covalent glycosyl-enzyme intermediate

ezer gliikoz. A reakcié gyakorlatilag irrever-

zibilis, a polimert még €heztetés esetén sem (Glucose),;—_ [[Polymerization

bontjdk vissza a sejtek. A konverzié kozel Growing chain

100%-o0s.
HO

HO o}

HO
OH|

o 1
HO \/O
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- OJn
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DEXTRAN 2

161. dbra A dextrdn képzddése

Leuconostoc mesenteroides _  dextrén + (n-1) frukt6z
Szachardz Dextran-szacharaz

Adalék: A spontdn dextrdn képzédés komoly problémdt okozhat a cukorgydrakban. Ha egy elzdrt cséveze-
tékben hosszabb ideig dll a tomény cukoroldat (anaerob koriilmények kozott), akkor ez lehet6vé teszi a L. mesen-
teroides elszaporoddsdt és a dextrdn képzodést. A viszkozus oldat olyan dugot képezhet, amit a normdl szivattyii-
zdssal nem lehet megmozditani, és ezzel lizemzavart okozhat.

9.2.2.3. Fermentdcio:

A L. mesenteroides tejsavbaktérium, ez sok mindent meghatdroz a fermentacids techno-
l6gidban. A torzs anaerob, nincs sziikség levegdztetésre, csak minimalis keverésre. A szubszt-
ratként beadott szacharéz az egyetlen szénforrds. A sejtek novekedésiik sordn tejsavat termel-
nek, a pH csokken, ez viszont kdros a folyamatra. Emiatt a keletkez6 savat kozombdositeni kell,
a pH-t nem szabad 5 ald engedni. Szintén a tejsavbaktériumokra jellemzd, hogy hidnyos
anyagcseréjiik miatt komplex, szerves nitrogén forrast igényelnek (pl. 1-2% kukoricalekvart).

A folyamat kétszakaszos, elobb a sejtszaporitasi fazis, majd az enzimes reakcid, a ter-
mékképzés kovetkezik. A képzddd sejttomeg minimadlis a poliszacharidhoz képest. A bak-
tériumsejtek nagyon kicsik, még nagy sejtszdm mellett is alacsony a szdrazanyag tartalom. 0,5
g/l-nyi baktériumsejt termel a folyamatban kb. 80 g/l dextrant (160-szoros mennyiség). Ennyi
termékhez kétszeres mennyiségli (16%) szachardz kell, hiszen csak a gliikdzbdl lesz termék, a
frukt6zbdl nem. Ennyi cukrot nem érdemes egyszerre bevinni a rendszerbe, mert a nagy
ozmozisnyomds megéllitja a folyamatot, emiatt tobb részletben vissziik be a szubsztratot.
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Ez egy nyugvoésejtes technoldgidra emlékeztet, bar az enzimek itt nem a sejteken beliil
vannak. Elvileg lehetne az enzimet izolalni, tisztitani, €s azzal gyértani a dextrant, de ez az ut
koltségesebb.

9.2.2.4. Feldolgozds

A kinyerés menete anal6g a tobbi poliszacharidéval. A kulcslépés a metil-alkoholos ki-
csapas majd szlrés. A kapott termék moltomege a legtobb célra tdl nagy, rovidebb lancokka
kell tordelni. A részleges hidrolizist meg lehet oldani s6savas f6zéssel 100 °C-on vagy enzimes
kezeléssel. A P. funiculosum termel erre a célra megfelel6 endohidroldzt. A hidrolizis utan
metanolos frakciondlt kicsapassal vdlaszthatok el a kiilonb6z6 méretli molekuldk. Az
élelmiszerekben a 15-90 kDa-os tartomanyt hasznaljak. Eletmenté lehet a dextran alkalmazasa
vérplazma poétlasara. Vérveszteség esetén a volumen poétldsara nem mindig all rendelkezésre
elegendd plazma vagy human szérum albumin. Ilyenkor dtmenetileg mas, hasonl6 tulajdonsagu
hidrofil polimerekkel helyettesithetjiik az albumint (zselatin, dextran, hidroxipropil-ke-
ményitd). A dextranbdl kétféle oldatot forgalmaznak erre a célra, az egyik a 40 kDa-os frakcié
10%-o0s oldata, a mdsik 60-70 kDa-os és 6%-os toménységli. Az elobbinek erdsebb a volumen
noveld hatdsa és a vesén keresztiil viszonylag gyorsan kiiiriil. Mivel ezek a készitmények
egyenesen az emberi véraramba keriilnek, a gy6gyszergyartas rendkiviil szigorud tisztasagi és

biztonsagi kovetelményeinek megfelelden késziilnek.

Adalék: A laboratoriumi gyakorlatban is taldlkozhatunk a dextrdnnal, mint oszloptoltettel (Sephadex). A
ldncokat keresztkotésekkel térhdldsitva vizben oldhatatlan, erdsen hidrofil, neutrdlis és biologiailag nem bonthato
univerzdlis mdtrixot kapunk. Ez a térhdlositds mértékének bedllitdasdval méret szerinti elvdlasztdsra (kizdrdsos
kromatogrdfia) alkalmas, illetve kiilonbozo kotdcsoportok rdvitelével mds kromatogrdfids és adszorpcios miive-
letek végrehajtdsa is megoldhato.

Az elvdlasztdsi miiveletek kozott még egy ponton taldlkozhatunk a dextrdnnal. A vizes kétfdzisi extrakciondl
a poldrisabb fdzis dltaldban tomény (10-20%-o0s) dextrdn oldat (PEG-dextrdn rendszerek).

9.2.3. Levan:

A levan biokémiai értelemben, szerkezetében és képzOddésében a dextran tiikkorképe. (A
szachardz gliik6zabol dextran, a frukt6zabol levan képzddik). A levan D-fruktézokbol all6 ho-
mopoliszacharid (fruktdn). A félancot B-(2,6) kotések alkotjdk, az eldgazasok B-(2, 1) kotéssel
kapcsolddnak (162. dbra).

A bakteridlis levdnok vizoldhatésdga nagy molekulatomegiik (10°~107 Dalton) ellenére
jO. Ez sok eldgazast tartalmazo szerkezetiikkel magyardzhatd. A levan belsé viszkozitdsa jéval
kisebb, mint mas hasonlé molekulatomegili poliszacharidoké, mivel a szerkezete nem linedris,
rud alakd, hanem a sugdrirdnyban kiterjedd eldgazasok miatt inkabb kompakt gomb- vagy el-
lipszoid form4ju.

A Pseudomonas syringae pv. phaseolica éltal termelt levan oldata még 20%-os kon-
centracioban is newtoni viselkedésli marad. B. subtilis levanjat egy kis molekulasulyu és kisebb
viszkozitdsu, €s nagy molekulatomegl, viszkdzusabb frakciora lehet szétvalasztani. A levan
nem gélesedik és nem duzzad a vizben. A bakteridlis levanok érzékenyek az enzimes vagy savas
hidrolizisre, azaz emészthetok, ellentétben a novényi eredetii levanokkal, amelyek nem
bonthatok.

Sok baktérium termel levant, példaul a Streptococcus salivarius, a Lactobacillus san-
franciscensis, a Bacillus subtilis és a Bacillus polymyxa, az Acetobacter xylinum, a Glucono-
acetobacter xylinus, a Microbacterium levaniformans, a Zymomonas mobilis és még néhany
mikroorganizmus.
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162. dbra A levdn szerkezete

A levan bioszintézist a levanszachardz (levanszukrdz) enzim katalizélja, ami a szacharéz
molekuldrdl levett fruktozt athelyezi, transzferalja valamilyen fruktdzt tartalmazé akceptor
molekuléra, adott esetben az épiild lanc végére.

Levanszacharaz _
Aerobacter levanicum, Bacillus subtilis

Szacharéz levan +glukéz

A technoldgia is analég a dextrannal, annyi kiillonbséggel, hogy a termeld torzsek aero-
bok, tehét sziikséges a levegdztetés. A gyartast meg lehet oldani fermentacidsan (sejtszaporitas
+ biokonverzid), vagy izoldalt és tisztitott levanszachardz enzimmel. A termelt levan méltomege
véltozé (10°-107 Da), ez a haszndlt mikroorganizmustdl és a technolégiai feltételektdl fiigg.
Tulajdonséagai és élelmiszeripari alkalmazdsai hasonlitanak a dextrdnra, de a levdnnak tobb
kedvez0 egészségiigyi/gydgydaszati hatdsa is van.

A B. subtilis és a Z. mobilis torzsekkel 40-50 g/l termékkoncentracio érhetd el, 62 %-os
konverzi6 mellett.
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9.24. Gellan

A legels6 xantdn mintajara mds hasznos bakteridlis poliszacharidokat is kerestek. Ennek
soran azonositottak a gellant. Egy novényi korokozoé, a Sphingomonas paucimobilis (kordbban
Pseudomonas elodea) termeli. Eredeti, természetes funkcidja, hogy a patogén sejteket a
megtamadott vizi novények feliiletére ragasztja. Neve is innen ered (elodea = hindr). A nativ
gelldn ismétlodo linedris tetraszacharidokbdl all6 anionos heteropolimer, dtlagos moltomege
500.000 Dalton. Az alkoté6 molekuldk sorrendje: gliikkdz-gliikuronsav-gliikéz-ramnéz. A
gliik6zhoz karbonsavak kapcsolodhatnak észter kotéssel. Minden tetraszacharidon van egy
ecetsav, és atlagosan minden masodikhoz egy glicerinsav is kapcsolddik. Szerkezetét a 163.
abra mutatja be.

\?= o
0
CH, 0.5
coo'M* CH,OH
0, 0, 0,
‘0 0 OH e OH
OH OH
0 OH OH
~ ~n

ﬁ CH.OH

[D-Glc(B1->4)D-GIcA(B1>4)D-Glc(B1->4)L-Rha(al->3)],

163. dbra A gelldn szerkezete

A glitkuronsav miatt anionos jellegii poliszacharid, a kétértékii fémionok (pl.: Ca®*) a
lancok kozott keresztkotéseket hozhatnak 1étre.

Ha a gellan fermentaciéhoz laktézt adtak az dltalanosan haszndlt gliikkéz helyett, akkor a
polimer acilezettsége csokkent, €s ettdl a termék reoldgiai tulajdonsagai rosszabbak lettek.

A feldolgozas sordn alkoholos kicsapdssal nyerik ki, majd igény szerint ligos kezeléssel
levéalasztjak az észterezo savakat.

Felhasznélas

A gellan termék és technoldgia kifejlesztésének az volt a célja, hogy a xantant egysze-
riibben eldallithat6 és olcsobb anyaggal lehessen helyettesiteni. De még miel6tt megkapta volna
az élelmiszerengedélyt, mar agar-helyettesitoként forgalmaztdk, els6sorban mikrobioldgiai
taptalajokban. Az eredeti gellan géljei tdl gyengék és gumiszeriiek, de ha eltavolitjdk az észte-
rez0 savakat, akkor keményebb, torékeny gélek hozhatok 1étre.

Az ipari célra gyartott gellant dltalaban lugos f6z€ssel dezacetilezik, amely az eredetileg
lagy, elasztikus géleket képzd polimert atalakitja. Ennek hatdsara a poliszacharidb6l kemény,
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torékeny, termoreverzibilis, savtiird, atlatszé gélek jonnek 1étre. A kereskedelemben haromféle
aciléltsagu (magas, alacsony €s savmentes) gellan kaphato.

A gélek akkor atlatszdak, ha az ionerdsség és a polimer koncentracidja kicsi. Az ion-
erdsség novelése zavarossa teszi a kialakul6 gélt, viszont szachar6z hozzdaddsaval meg lehet
tartani az atlatszésagot.

Olyan tart6s filmet is lehet beldle képezni, hogy kisérleteznek inzulin gellanos bezarasa-
val is, amivel lassan felszivodo, retard hatdsu inzulin készitményt lehetne eldallitani.

A gellant az élelmiszeripar sokféle teriileten hasznalja: viszkozitds novelo, stabilizator,
gélesitd adalék a desszertek, zselék, bevonatok, martasok, pudingok, italok gyartdsanal, vagy
mas poliszacharidokkal egyiitt eheto filmek és bevonatok készitésénél.

Ha a dezacetilezett gellanrdl lemossdk az dsszes tobbértékli kationt, akkor a hozzaadott
kalcium ionokkal ugyanolyan gélt képez, mint az alginétok.

9.2.5. ,Helyettesité” poliszacharidok

A természetes forrasokbdl kinyert poliszacharidok egy részénél is felmeriilt az igény,
hogy alternativ médon, fermentaciéval, nagy mennyiségben, dlland6 mindségben allitsak eld
ezeket.

Igy az algindtot, amit eredetileg barnamoszatokbdl, pl. Macrocystis pirifera-b6l vontak
ki lagos kezeléssel, parhuzamosan fermentécids tton is gydartjdk. Tobb mikroorganizmus is
képes algindtot szintetizalni. Ezek koziil az Azotobacter vinelandii termel az alga-alginithoz
leginkabb hasonld poliszacharidot. Az alginatot az élelmiszerekben, a textiliparban, papir-
készitményekben €s a gydgyszeriparban is hasznéljak stiritoként, stabilizatorként, zselésitd és
emulgedl6 szerként. Toxicitdsa alacsony, kalcium ionokkal jol gélesithetd és viszonylag olcsé.
(Az alginatrol részletesebben 1d. a BIM jegyzetben.)

Mikrobidlis celluléz

A mikrobidlis cellulézt tobbek kozott az A. xylinum torzzsel termelik. Ez szerkezetileg
azonos a novényi cellulézzal, B-(1,4)-kotésekkel osszekapcsolt glitkopirandz lancok alkotjék,
ugyanakkor nem kapcsolddik hozza hemicelluléz, pektin €s lignin, ami a novényi eredetii
cellul6zokat mindig szennyezi. Az FDA ennek az anyagnak is megadta a "GRAS" (generally
recognised as safe = dltaldnosan biztonsdgosnak elismert) statuszt élelmiszer adalékként. Ez a
cellul6z nagy tisztasaga és kristalyos szerkezete mellett abban is kiilonbozik a novényi eredet
terméktol, hogy erdsebb gélt képez, jobb a formazhatdsaga és nagyobb a vizkotd kapacitdsa.
Elelmiszeripari és orvosi alkalmazdsa igen széleskort.

Heparin

A heparin egy linedris és sok szulfatcsoportot tartalmazé gliik6z-aminoglikdn, melynek
antikoagulans tulajdonsdgai vannak. D-gliik6zamin és D-gliikuronsav kapcsolédik benne egy-
mashoz 1-4 glikozidos kotésekkel. Szamos hidroxil és amino csoportja kénsavval észterezett,
erdsen anionos tulajdonsagu. Az éllati €s az emberi szervezet szaimos szovete termel heparint,
klasszikus gyartdsa vagoéhidi melléktermékekbdl valé kivondson alapul. Biotechnoldgiai
gyartasa soran az elsd 1épésben E. coli-val termelnek kondroitin szulfatot, majd ebbdl emlds
sejtekkel hozzak létre a heparint.
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9.3. Ciklodextrinek (CD, Schardinger dextrinek)

Elsoként Villiers észlelte 1891-ben, mikézben keményitdt emésztett Bacillus amylobac-
ter-rel. Ez a kultira feltehetdleg nem volt tiszta tenyészet, valdsziniileg hdstabil B. macerans
sporédkat is tartalmazott. Villiers 1000 g keményitdbdl 3 g kristdlyos terméket izolalt, amit
,cellulozin”-nak nevezett el, ami valésziniileg a- és B-CD-t tartalmazott.

1904-ban Schardinger izolélt egy torzset, amely 25%-ban termelt kristadlyos dextrineket
keményitdbol. A torzset késdbb B. macerans-nak neveztek el. A molekuldk szerkezetét 1942-
ben sikeriilt meghatarozni rontgenkrisztallografiaval.

9.3.1.1. Szerkezet és tulajdonsdgok

A ciklodextrinek (CD) a ciklikus oligoszacharidok csalddjaba tartoznak, amelyek a-(1,4)
kotésti glikkopiran6z alegységekbdl allnak. A kiilonbség kozottik a felépitd glitkopirandz
egységek szamdban van, az a-CD 6, a B-CD 7, a y-CD pedig 8 gliik6z egységbdl épiil fel. A
szakirodalomban cikloamil6z, ciklomaltéz és Schardinger dextrin néven is emlitik. 1961-ben
igazoltdk a o-, (-, &-, N-CD természetes képzddését is.

A ciklodextrin molekuldkban az sszes gliikopiranéz egységiikben “C; szék konforma-
ciéban van (mint az egyéb dextrineknél és a keményitonél). A kotésszogek miatt a gyiiri nem
zarulna tokéletesen, a zarddasnal a kotések kissé deformalédnak. Ez a deformacié (és vele a
fesziiltség) az a-CD-ben a legkisebb, mig a y-CD-ben a legnagyobb.

Az egyik gliikopiranéz egység C-2-OH
csoportja  hidrogénkotést  képezhet a

szomszédos gliikkopiranéz egység C-3-OH C‘)cf" 0
csoportjaval. A B-CD molekuldban ezek a H- Qf_ ﬂm
24
. ‘g

kotések egy tejes masodlagos dvet alkotnak, Q
ezért a PB-CD egy meglehetdsen merev o kX, O
szerkezet (164. dbra). Valdszinlileg ez a ma- %c‘ gyeng én 2
gyarazata, hogy a B-CD-nek a legkisebb az % . 0
oldhatésaga az 0sszes CD koziil. 2 apolaros o8

A ciklodextrinek az apoldris szerves régio &FQ
oldészerekben oldhatatlanok.

A ciklodextrinek kirdlis nem-redukdlé
oligoszacharidok. Savas koriilmények kozott
a ciklodextrinek lassabban hidrolizalédnak,
mint a malto-oligoszacharidok. A ciklodext- ~
rinek levé glikozidos kotéseket a-amildzzal Q A
lehet elhidrolizalni, viszont az exo-amilazok
nem hatnak rdjuk. Az enzimes hidrolizis se- Hidrofil r e’gié
bessége a y-CD esetén a leggyorsabb, ezt
koveti sorrendben a B-, és a-CD. Az Osszes
CD nagyon stabil €s j6l oldhat6 ligos olda-
tokban, magas pH-n. A ciklodextrinek a keményitonél jobban ellendllnak a savas vagy ligos
kezelésnek, pH 2 és 12 kozott nem bomlanak.

A CD-gytirti valéjaban csonka kuip alaki, amit szoktak fank vagy koszoru alaknak is
nevezni, de legtaldlobb a ,,virdgcserép alak™ hasonlat.

A haromféle alapvegyiilet méreteit pontosan ismerjiik (165. dbra és 30. tablazat).

E sajatos elrendez0dés miatt a szabad hidroxil csoportok a molekula kiilso feliiletén ta-
lalhatok, mig a belsé részben a hidrogén hidak €s nem-polarizalt C-H csoportok miatt gyengén
apoldris feliilet alakul ki.

164. dbra A ciklodextrinek szerkezete
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0.95 nm

wu g0

165. dbra A ciklodextrinek mérete

Tulajdonsag a-CD pB-CD v-CD

Gliiképirandz egységek szama 6 7 8
Molekularis tomeg (g/mol) 972 1135 1297
Vizoldhatésag 25°C-on (%, w/v) 14,5 1,85 23,2
1,46 2,54 1,75

Kiils6 atmérd (nm)

Belso iireg 4tmérd (nm) 0.47-0,53 | 0,60 -0,65 0,75 -0,83

Térusz magassaga (nm) 0,79 0,79 0,79
Belsd iireg térfogata (nm?) 0,174 0,262 0,427
Belso iireg térfogata (ml/mol) 104 157 256
0,10 0,14 0,20

Belsd iireg térfogata (ml/g)

30. tdabldzat A ciklodextrinek méretei

Zarvany molekula képzddése

Az apoldris belsd feliilet teszi lehetdvé a ciklodextrinek kiilonleges kolcsonhatdsat, azt,
hogy képesek a molekula iiregében hidroféb molekuldkat befogni, zarvanyvegyiileteket ké-
pezni. A gazdamolekuldk véltozatossidga (a-, B-, y-CD) sokféle, részben vagy egészében
apolaris vendégmolekula ,,molekuldris csomagoldsat” teszi lehetové (166. dbra).
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CHy

limonene cyclodextrin (CD) CD/limonene-IC

166. dbra Apoldris vendégmolekula befogdsa

9.3.1.2. Bioszintézis

A ciklodextrineket egy 1épésben, intra-
molekuléris transzglikozilezési reakcion ke-
resztiil lehet elddllitani linedris dextrinekbdl
a CGT4az enzimmel.

Az enzim formélis neve ciklodextrin-
glikoziltranszferaz [1,4-0-D gliikkdn 4-a-D-
(1,4-a-gliikano)-transzferaz; EC.2.4.1.19],
amely a kiilonb6z6 nyitott lancu oligosza-
charidok ciklizdcios reakcidjat katalizélja.

A CGTaz enzim az a-amildz enzim-
csalad tagja. A CGTéz egy multifunkcids en-
zim, amely a ciklizaciés reakcié mellett
0sszekapcsolasi reakciot is katalizal (felnyitja
a ciklodextrin gytrtt és az igy kapott linedris
malto-oligoszacharidokat akceptorokhoz
transzferdlja). Ezen kiviil gyenge hidroldz
aktivitassal is rendelkezik és diszproporcio-
ndldsi reakciét is katalizdl intermolekuldris
transzglikozilezési reakciok révén. A CGTaz
enzim 4ltal katalizalt reakcidk a 167. dbran

lathatok. 167. dbra A CGT-dz enzim dltal katalizdlt reakcick

Az enzim tehdt nem egyszertien a cukorldnc két végét kapcsolja 0ssze, hanem gyfriit
képez €s a kimarad6 oligoszacharidokat levdgja. A gylirli méretét a keményitd lanc alakja ha-
tarozza meg. A novények altal termelt poliszacharid spirdlis szerkezetii és ezt a format az el-
csirizesités utdn is megtartja. Az enzim a spirdl egy fordulatinak megfeleld hosszisiagu sza-
kaszbdl képez gytiriit, igy keriilnek legnagyobb valdszinliséggel egymas kozelébe az Gssze-
kapcsoland6 cukoregységek (168. dbra). A gylirliképzés nem pontos, a kiilonb6zd tagszamu
ciklodextrinek parhuzamosan képzddnek. A reakié végére spontdin mddon egy egyensulyi
Osszetételll elegy jon 1étre. Mivel a reakciok megfordithatok, az egyes ciklodextrinek egymasba
atalakithatok. A termékek ardnya a termeld enzimtdl és a koriilményektdl fiigg. A keletkezd
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ciklodextrin gétolja az enzimet, emiatt a konverziés értékek kicsik (példaul pH=6, T= 55 °C
mellett 23% a-CD és 11% B-CD keletkezik).

«-Cyclodextrin

~\
o

[3-Cyclodextrin

y-Cyclodextrin

168. dbra A ciklodextrinek képzddése

9.3.1.3. Torzsek

Szamos mikroorganizmus képes a CGTaz enzim termelésére. Ilyen torzsek példaul a
Bacillus macerans, B. amyloliquefaciens, B. clarkii, B. megaterium, B. subtilis, B. lichenifor-
mis, B. stearothermophilus, B. firmus, B. circulans, B. ohbensis, Thermoanaerobacter sp.,
Klebsiella pneumoniae és a K. oxytoca. Mi-

vel a Klebsiella pneumoniae veszélyes pato- Ty
gén, az enzimét klonoztak a jol kezelhetd B. Kemenyito
subtilis-be. A gyarték nagy tobbsége sajat _
fejlesztésti torzzsel maga termeli az enzimet, *7 Jet-caoking
nem a vilagpiacrol szerzi be. A technoldgia- Effolyésitott
ban tehét els6 1épés az enzim fermentécid, az keményitd
enzim kinyerése, tisztitasa, esetleg rogzitése. ; — —
A konverz}ilé csak ezutdn kbvetke;gik i CGTa B|Dkatgl|zata_r opt|.malas:
: 4L | |- protein engineering
o o Y - kémiai mddositas
9.3.1.4. Gydrtdsi technologidk - lijfajta CGTaz
CD szintézis
A gyartés kiindulasi anyaga minden esetben :
a keményité (féleg kukorica- vagy burgo- Ultrasz(irés
nyakeményitd), amelyet elfolydsitanak. A 17 P-CD kristalyositas
keményitd folydsitdsa 3-8 dextréz ekviva- Szelektiv komplexalds
lensig (DE) torténik. Ha a keményit6 elfoly6- Tisztitas
sitdisa nem megfeleld, akkor megindul a
retrogradaci6. Ha a keményitot tulhidrolizal- l
juk, akkor a diszproporciondlasi reakci6 fog
domindlni, ez pedig szintén alacsony CD ho- : i
p w1 . Tisrta a-, - és
zamot eredményez. Ha a keményitd hidroli- y-CD
zisére o-amilazt alkalmaznak, akkor azt a
169. dbra A ciklodextrin gydrtds dltaldnos sémdja

CGT-4z hozzdadasa el6tt inaktivélni kell, kiilonben a hozam nagymértékben csokken.
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Az elfolydsitasi 1€pést kovetden valik szét a folyamat olddszeres és oldoszermentes eljarasokra
(170. abra).

Keményitd folydsitas Keményitd folydsitas
Jet-cooking Jet-cooking
. Komplexald .
CGTaz , CGTaz
[corse] i [core: ——4
. y A . y
Enzimes konverzié Enzimes konverzio

!

CD komplex szeparalas a nem-konvertal
(centrifugalas, keményitd
ultrasziirés)

Y

enzimes cukrositdsa

Komplex tisztitdsa ‘
(mosas) Aktiv szenes kezelés

' |

Ujrahasznositas

Dekomplexalas Koncentralas redukalt
vizgbzdesztillacidval nyomason
vagy extrakcidval +
Komplexald Kristdlyosités
- .
agens +
Koncentralas Rekristalyositas
(vakuumdesztillacid) +
* Centrifugdlas/mosas
Aktiv szenes kezelés +
* Széritas
Kristalyositds
* (b) oldészer nékkiili
Szlrés/mosas
Széritas

(a) olddszeres

170. dbra A ciklodextrin gydrtds két vdltozata

9.3.1.5. Oldoszeres eljdrdsok
Ipari Iéptékben a legtobb ciklodextrint olddszeres eljarasban allitjak eld, ahol a szerves
oldészer — foként toluol, dekanol — komplexképzd szerként miikodik. Az eljards a keményitd
elfolydsitasdval kezdddik (tipikus keményitd koncentracid 20-30%). Az elfolydsitast hdstabil
a-amildzzal végzik, az gliikdz gyartdsndl targyalt médon. A magas hdfok elérésére itt is jet-
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cooker-t haszndlnak, de a foly6sitast nem koveti a cukrositds. Ezutdn a kapott dextrin oldatot
le kell hiiteni az enzim optimélis hdmérsékletére, hozza kell adni a CGTé4z-t és a szerves
komplexképz0 szert. A gyartast igy lehet valamelyik CD termék irdnyéba eltolni, hogy a kivant
termékbdl még a reakcidelegyben zarvanyvegyiiletet képziink. Ehhez gondosan kivélasztott,
méretben pont illeszkedd szerves vegyiiletekre van sziikség (31. tablazat). A 1étrehozott addukt
vegylilet az egyensuly szempontjabdl ,.eltlinik” a rendszerbdl, legtobbszor ki is csapddik, igy
az enzim az egyensuly helyredllitisa érdekében folyamatosan utanpétolja.

Néhany kicsapdszer, példdul a ciklohexan, az a-, és B-CD-ek keverékét eredményezi, de
a homérséklet szabdlyozasdval ezek relativ ardnya szabdlyozhat6. Ahogy a homérséklet
emelkedik, dgy a B-CD relativ mennyisége nd.

o-CD 1-dekanol ciklohexan etanol
B-CD triklor-etilén toluol
v-CD brémbenzol a-naftol ciklohexadekan-8-alkén-1-on

31. tabldzat Specifikus komplexdlo dgensek a ciklodextrinek gydrtdsdndl

A konverzi6 ledllitdsa utdn a CD-oldészer komplexet centrifugaldssal vagy szliréssel le-
het elvalasztani a reakcidelegytdl. A visszamaradé oldat fel nem hasznélt keményitot, linedris
dextrineket, gliikzt, maltozt, CGTéz-t, maradék szerves komplexképzd szert, mellékterméke-
ket €s vizet tartalmazhat. Az elvalasztott adduktot mossuk, a sziirletet desztillaljuk, hogy a fe-
lesleges komplexképzd anyagot visszanyerjiik. A kovetkezd 1épésben a CD-komplexet vizben
szuszpendaljuk és a komplexképzé szert vakuum/vizgdzdesztillacioval elvalasztjuk.

A termék oldatot vakuum-desztillacidval lehet koncentrélni, néha sziikséges aktiv szén-
nel is tisztitani. A ciklodextrint hiitéssel kikristalyositjuk, majd lesziirjiik, mossuk és szaritjuk.
Ezek a feldolgozasi 1épések nem alkalmasak a kiilonboz6 tagszamu frakciok elvélasztdsara,
ezek egyiitt jelennek meg a termékben. A termék tisztasagat az el6z6 1€pések, a megfeleld en-
zim és a komplexképzd szer hatdrozza meg.

B-CD elballitas

A gyértds 33 %-os keményitd szuszpenzi6 elfolyositasdval kezdddik. A pH-t Ca(OH):
hozzdadéasaval emelik 7,2-re, ezzel a B. subtilis a-amildz Ca-ion igényét is biztositjdk. A hid-
rolizist 80 °C-on egy 6rédn keresztiil vezetik, majd az amilazt egy 6rds 120 °C-os hdkezeléssel
inaktivaljak. Az elegyet lehtitik 50 °C-ra, hozzdadnak 5% toluolt, és a CGT4z enzimet. A kon-
verzi6t 100 6rdn keresztiil vezetik.

Ahogy a reakci6 halad eldre, a f-CD-toluol addukt oldhatatlan formédban kicsapddik. A
keményitd egységnyi tomegére vonatkoztatott hozam jellemzden 35-40%, sokkal nagyobb,
mint az old6szer nélkiili eljarassal kapott hozam. A reakcié befejez0dése utdn a komplexet
szliréssel vagy centrifugdlassal lehet elvalasztani. A csapadékot vizben szuszpendaljdk, a ke-
veréket felmelegitik €s a kicsapdszert desztilldlassal eltdvolitjdk, egyittal a CD oldatot
betoményitik. A desztillacié végén a CD marad vizes fézisban és az olddszer 1 ppm alatti
koncentraciéban marad jelen. A B-CD oldatot aktiv szénnel kezelik, majd a kristalyositas cél-
jabol lehiitik. A kivalt B-CD kristdlyait szliréssel vagy centrifugéldssal 6sszegytjtik, majd sza-
ritjdk. A termék tisztasdga 98%, az a-, és y-CD-ek jelenléte elenyészd.

a-CD gyértas
Eléallitasat neheziti, hogy sokkal jobban oldédik vizben, mint a B-CD (140 g/1), nehezebb
kikristalyositani. A reakcidelegybdl n-dekanolos komplexképzéssel vonhaté el.
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A B. macerans altal termelt enzim a folyamat kezdeti szakaszaban a- és B-CD-ek keve-
rékét termeli, a reakciot elég hosszi ideig kell folytatni ahhoz, hogy a B-CD eltlinjon. A ke-
ményitére szamitott kitermelés elérheti az 50 %-ot, ennek kb. 90%-a a-CD. A dekanol vizgdz-
desztillacidval tavolithato el.

v-CD termelés
A B-CD gyartas melléktermékeként prepardlhat6. A rosszul old6dé B-termék addukt ki-

valdsa utdn kis koncentraciéban az anyaligban marad a y-CD, a keményitore vonatkoztatott
hozama csak 2%. Innen komplexképzéssel valaszthato ki y-termék, példaul metil-etilketon €s
a-naftol keverékével. Ez a komplex vizben oldhatatlan, metanolban viszont jol oldédik. A
komplex megbontdsa utdn vizben oldjdk, ioncseréld oszlopon és/vagy aktiv szénnel tisztitjak.
Betoményités utan kristalyositjak.

9.3.1.6. MERCIAN eljdrds

A Mercian Co. egy japan cég, amely olddszeres addukt képzése nélkiil oldotta meg az
egyes ciklodextrin frakciok termelését. Az enzimes reakcié a hidrolizalt keményiton az el6z6-
ekhez hasonl6an megy végbe, oldott enzimmel, 55 °C hdmérsékleten. Az elvalasztas a szelektiv
adszorpcion alapul. A reakcidelegyet adszorpcids oszlopokon dramoltatjdk keresztiil majd
visszavezetik a reaktorba. A megkotés nagyon szelektiv, majdnem eléri az affinkromatogréfia
specifitasat. A hordoz6 kitozan, egy inert, hidrofil polimer. Az enzim adszorpcidjat a tolteten
3% NaCl beolddsaval akadalyozzdk meg. Az a-CD megkotéséhez ligandként sztearinsavat
haszndlnak. Szelektivitdsa igen j6, a kotott frakcio tisztasdga 95%. A B-CD megkotéséhez egy
specidlis szerves molekuldt taldltak, a ciklohexdn-propanamid-n-kapronsavat. A technoldgiai
nehézséget az okozza, hogy a két folyamat h6fok optimuma jelentdsen eltér. Az enzim reakcid
55 °C-on miikodik idedlisan, de ez nem kedvez az adszorpcidnak. A kolonndkban 30 °C a
megfeleld héfok, de ezen az enzim aktivitisa minimélis. Emiatt a hdémérséklet valtoztatdsara
hdcseréloket hasznalnak. A kivett levet lehitik, majd az oszlopok utdn visszamelegitik. A jobb
hohasznositas érdekében a reaktorbol jovo oldattal melegitik eld a recirkuldltatott folyadékot
(171. abra).

OOOCOOO—

OH
O = glucose eluent

55°C l ‘
@ Na-o-H J
7 Mg g 4

A

‘x\\\-

SN

30°C

heat exchanger adsorption

171. dbra A Mercian eljdrds folyamatdbrdja

A folyamat anyagmérlege: egységnyi dextrinb6l 22,3% a-CD, 10,8% B-CD és 5,1% y-CD nyer-
hetd.
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9.3.1.7. A ciklodextrinek alkalmazdsa
A ciklodextrinek zarvanyvegyiiletei kivaléan alkalmasak molekuldris csomagolasra, a
bezart anyagok molekuldit egyenként burkolja be a cukorgyliri. Ezek a vendégmolekuldk
egyrészt eltlinnek a folyadékbol, pontosabban a bezart és az oldott koncentracié egyensulyban
van. Ugyanakkor a bezart molekuldk konnyen mobilizdlhatok, ha az oldatbdl fogy az anyag,
akkor az egyensuly djra bedll, a komplex formdbdl gyorsan felszabadul a kelld6 mennyiségli
molekula.

A molekuléris csomagolas hatdsai:

» Noveli az apolaris molekuldk vizoldhatdsagat. A cukorrészek révén a molekula-
komplex polaritdsa sokkal nagyobb, mint a vendégmolekulaé egyediil.

» Csokken a bezart anyag illékonysaga. A géznyomads kialakitdsa szempontjabol
csak a szabad molekuldk koncentraciéja szamit, a bezartaké nem.

» Javul a bezart molekula stabilitdsa. A komplexben kevésbé hozzaférhet6 a kémiai
reakcidpartnerek, példaul az oxidalé dgensek szamara.

» Gyodgyszerhatéanyagokndl a tdrold kapacitds depoképzést tesz lehetdové. A
komplexben bevitt gyogyszermennyiség hosszabban marad a keringésben, el-
nyujtottabb hatést biztosit.

» Injekcié formaban bevitt gydgyszereknél eléfordul, hogy a hatéanyag a beadas
helyén irritalja a szoveteket. Zarvanyként bevitt molekuldk esetében ez a hatas
nem Iép fel, a ciklodextrinek elszigetelik a hat6anyagot a sejtektol.

A ciklodextrinek felhasznélasi teriilete igen széles és egyre boviil. Az éves termelési vo-
lumen néhdny 100 tonndra becsiilhetd.

Alkalmazdsok élelmiszerekben, kozmetikumokban

A fiiszerek és mas aromds anyagok illGolajait ciklodextrinekbe lehet csomagolni. Igy az
aromak stabilizalédnak, kevésbé illannak el, és védve vannak az oxidacioval szemben is. A
hagyma és a fokhagyma olajat bezdrva a kellemetlen szag nélkiil vihetjiik be ezeket a hasznos
anyagokat. Olvadt vajbol a CD kivonja a koleszterin 90%-at. Kozmetikumokban a bezarassal
az illatanyagok lassabban illannak el, a termékek hosszabban tarolhatok. Szobahdmérsékleten
az illékonysag, azaz az illatintenzitds kicsi, de a borre keriilve a magasabb testhdmérséklet ha-
tasdra felerdsodik.

Alkalmazdsok a biotechnologidban

A fermentacios folyamatok sordn gyakran okoz problémat valamely apolaros komponens
rossz vizoldhatésdga. Zarvanyvegyiiletben alkalmazva ezeket az anyagokat a kelld
mennyiségben vihetjiik be a rendszerbe.

A Bordatella pertussis tenyésztésénél a szabad zsirsavak gatoljdk a tenyészet novekedé-
sét. B-CD hozzdadaséaval a zsirsavak komplexbe keriilnek, igy megindulhat a szaporodas.

A Mycobacterium leprae esete éppen forditott. A szaporodast éppen az gétolta, hogy a
szamadra esszencidlis palmitin- és sztearinsavat nem tudta a vizes fazisbdl felvenni. Ha ezeket
dimetil-B-CD komplex formaban adagoltdk, a novekedés megindult.

A szteroid konverzidkndl éltaldnos gond az, hogy mind a szubsztrat, mind a termék
rosszul oldddik vizes kozegben (a fermentlében), igy ,.kristdlyfermentaciot” kell végezni, a
szteroidok kristalyos formaban végig jelen vannak a fermentlében. A szubsztrat hozzaférheto-
ségének javitasdra az egyik modszer a ciklodextrin zdrvdnykomplex alkalmazasa. Bar nagyon
koltséges, de ipari méretekben is alkalmazzak a B-CD-t a hidrokortizon — prednizolon &tala-
kitasnal. A konverzi6 igen j6, megkozeliti a 100%-ot.
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Szintén szterdnvazas vegyiilet a novényi eredetli szivgyodgyszer, a digoxin. A hatasos f6-
komponens mellett a ndvényi sejtek inaktiv melléktermékként Lanatozid-C-t is termelnek, ami
enzimes konverzidval digoxinnd alakithat6. A dimetil-B-CD alkalmazédsaval az oldhatésag
javitdsa révén az enzimes folyamat hozama 20%-r6l 50-60%-ra novekedett.

Osztradiol

Progeszteron

Ampicillin

Prosztaglandin F

172. dbra Ciklodextrin-hatoanyag komplexek
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Alkalmazdsok a gyogyszerekben

Az emberi szervezetbe bevitt gydgyszerek formuldzasdban is szerepe van a ciklodextri-
neknek. A felsorolt eldnyok koziil itt keriil el6térbe az oldhatésag javitds, a depoképzés, az
irritaci6 csokkentése. Néhany példa az alkalmazésra (172. dbra):

Indometacin (gyulladdsgétld, de irritativ)

Prosztaglandin E; + B-CD: szublingualis készitmény, sziilés inditdsara
Prosztaglandin E; + o-CD: injekcids készitmény, érsziikiilet kezelésére
Benexate + B-CD: gyomorfekély kezelésére
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10. ANTIBIOTIKUMOK

10.1. Altalanos bevezetd

Az antibidzis fogalmat a szimbidzissal egyiitt els6ként Viullemin hasznélta az é161ények
kolcsonhatdsainak lefrdsdra 1889-ben. O még a Lactobacillus-ok tejsav termelését tekintette
antibiozisnak, a mai értelemben vett antibiotikumok felfedezése fél évszazaddal késobb tortént.

Az antibiotikumok olyan mikroorganizmusok altal termelt, mas mikrobdk életfolyama-
tait gatld vegyiiletek (szekunder metabolitok), amelyeket a hatdsos koncentraciéban az emberi
szervezet kdrosodds nélkiil elvisel. Régebben az antibiotikumok korébe szdmitottdk a szinteti-
kusan eldallitott mikrobaellenes gyogyszereket is. Egyesek az antibiotikumok korébe soroljak
a mikrobidlis eredetii citosztatikumokat is. Ezek szintén szekunder metabolitok, a humaén tera-
pidban alkalmazzak, de nem a fert6z6 betegségek kezelésére, hanem a tumorterdpidban, a gyor-
san szaporod6 emberi sejtek elpusztitasara.

A masodlagos anyagcseretermékek termelése nem kapcsolédik kdzvetleniil a sejt ener-
gia és anyagtermeléséhez, a tenyésztés késobbi szakaszdban fordul eld. Sokszor kedvezdtlen
kornyezetvaltozas hatdsara indul be a termelés (t6bbszoros tdpanyag limit, eltolt pH, kellemet-
len anyagcseretermék felhalmozddasa, stb.), ha a szokvanyos anyagcsereutak nem mitkddnek
megfelelden. Termelésiik sokszor értelmetlennek tiinik (lehet pl. nydlkaanyag, toxin, alkaloid,
pigment, tokanyag, antibiotikum), a sejtnek nincs kozvetlen haszna a termelt molekulabol.

A szekunder metabolizmus beinduldsat segiti a tdpanyag limit, ha a szénforrds kis kon-
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173. dbra Az ismert antibiotikumok szdmdnak alakuldsa az elmiilt évtizedekben

centraciéju vagy nehezen hozzaférhetd a mikroorganizmus szdméra (a boséges szénforrds az
elsddleges anyagcserét porgeti fel), és ha a nitrogénforrds komplex, szerves eredetli (széjaliszt,
kukoricalekvdr), és adagoldssal folyamatosan alacsony szinten tartjdk a koncentracidjét (a sok
N a novekedésnek kedvez, az ammonium-sok pedig inkabb gétoljdk a termékképzdodést). Szer-
vetlen foszfat jelenlétében a szekunder metabolizmus rendszerint nem kezdddik el, ezért csak
annyit adnak a tenyészethez, amennyi a mikrobdk szaporoddsidhoz sziikséges, €s elfogy, mire
eléri a kivant sejtszamot és a masodlagos anyagcseretermékek bioszintézise beindulhat.
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Eddig koriilbeliil 12—13 000 antibiotikumot irtak le, ezek koziil néhany szézat gyartanak
ipari léptékben fermentécids és/vagy félszintetikus dton. Az ismert vegyiiletek koziil nagyjdbol
300-at alkalmaznak humdan a gy6gydszati gyakorlatban (ezek 30-40 féle alapstruktirdbol szar-
maztathatdk).

Az ismert antibiotikumok szdma az elmult évtizedekben ugrasszeriien megndétt, azonban
egyre nehezebb ) antibiotikumokat taldlni a folyamatos torzsfejlesztések, izoldlasok, screen-
ingek dacdra. Az Uj antibiotikum tipusok, antibiotikum osztilyok felfedezése gyakorlatilag
megallt, 1987 6ta nem fedeztek fel 4 kategoriat. Mig 1960-ban a megtalalt antibiotikumok 5%-
a klinikai alkalmazésra kertilt, addig 2006-ra ez az arany 1ényegesen, 1% ala csokkent. Az an-
tibiotikum kutatés klasszikus médszere vad torzsek izoldldsa a természetbdl kioltdsi zondk alap-
jan. Kiindulasi anyagként legtobbszor egzotikus talajmintdkat alkalmaznak, ezekben varhat6
ismeretlen torzsek, valtozatok el6fordulasa.

Az antibiotikumok nagy tobbsége a klinikai gyakorlatba vétel utan egy-két évtizeddel
elavul, kikeriil az alkalmazasi korbdl. Ennek oka lehet az elterjedd rezisztencia, a mellékhata-
sok, allergia fellépése vagy hatékonyabb, olcsobb, konnyebben alkalmazhaté szerek megjele-
nése.

Uj antibiotikumok felfedezésének kényszere a fejlett orszdgokban a legnagyobb, ahol a
fizetoképes kereslet is megvan az 1) gydgyszerkészitményekre. Egy klinikai alkalmazasban 4116
antibiotikum egészen addig nem nevezheto elavultnak, amig a fejlddé orszagok — a masutt mar
nem hasznalt gydgyszert — sikerrel alkalmazhatjak.

Az utébbi években a génmérnokség (genetic engineering), valamint a szamitégépes mo-
lekulamodellezés elterjedésével lehetdség nyilt a mar ismert antibiotikumok 1) szdrmazékainak
vagy hasonl6 szerkezetli (anal6g) vegyiileteinek termelékenyebb eldallitaséra is.

A felfedezett antibiotikumok mintegy haromnegyed része sugdrgomba (Actinomycetes)
metabolit, melyen beliil is kiilondsen jelentds a Streptomyces nemzetségbe tartozé fajok anti-
biotikum-termelése — ezek adjdk az eddig leirt antibiotikumok mintegy kétharmadat.

A Penicillium és Acremonium (Cephalosporium) fajok altal termelt, B-laktam-tipusud an-
tibiotikumok (penicillinek, cefalosporinok) viszont az antibiotikumok 6sszes kereskedelmi for-
galmabdl kozel 70%-ot képviselnek.

10.1.1. Osztalyozas:

Ezt a sok vegyiiletet tobbféle szempontbdl is lehet csoportositani. Minden szakember a
sajat szempontjai szerint kezeli az antibiotikumokat.

Kémiai szerkezet szerinti osztalyozast kovet a Handbook of Antibiotic Compounds (szer-
kesztdje a Bérdy Janos magyar akadémikus), amely 1974-t61 évente Osszesen 13 vastag
kotetben jelent meg. Eszerint megkiilonboztethetok:

Aminosav-szarmazékok, peptidek: Cikloszerin, Bacitracin, B-laktdm antibiotikumok
Szénhidrat szarmazékok: Sztreptomicin, Vankomicin

Makrociklusos laktonok: Eritromicin,

Kinonok: tetraciklinek, Mitomicin

Aromadsok: kléramfenikol

Szteranvéazasok, terpénvazasok

Ehhez valamennyire kapcsolddik a bioszintézis utak szerinti csoportositds, hiszen a ha-
sonl6 szerkezetli molekuldk hasonlé anyag cserefolyamatok termékeként jonnek létre.
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Hatdsmechanizmus, tamaddspont szerint is lehet csoportositani e vegyiileteket. A sejtek
életmiikodését tobbféle mddon is akadalyozhatjdk az antibiotikumok. Gyakori tdmadaspont a
sejtfalszintézis (B-laktdmok, bacitracin), a fehérjeszintézis (tetraciklinek, aminoglikozidok,
makrolidek), a sejtmembranok mitkddése (ciklopeptidek, poliének), ritkdbban a nukleinsavak
(rifamicin, citosztatikumok).

DNA-directed RNA
Cell wall synthesis DNA gyrase RNA elongatios polymerase
Cycloserine Quinolones—[ Nalidixic acid Actinomycin Rifampin
Vancomycin Ciprofloxacin Streptovaricins
Bacitracin Novobiocin
Penicillins Protein synthesis
Cephalosporins (50S inhibitors)
Monobactams . .
Carbapenems Erythromycin (macrolides)

Chloramphenicol
Clindamycin
Lincomycin

(30S inhibitors)

Tetracyclines
Spectinomycin
Streptomycin
Gentamicin
Kanamycin
Amikacin
Nitrofurans

Polymyxins
Daptomycin

o

PABA Cytoplasmic Cell wall

membrane =
Mupirocin

Puromycin

174. dbra Az antibiotikumok tdmaddspontjai

A felhasznaldk, azaz az orvosok szempontjai masok. Oket egyrészt az egyes szerek hatds-
spektruma érdekli, azaz hogy mely mikrobdk ellen hatékonyak és mikor hatdstalanok. A hata-
sossag nem egyes torzsekre, hanem nagyobb mikrobioldgiai rendszertani egységekre vonatkoz-
tathato, igy példaul mdas gydgyszerek alkalmazhat6k Gram-pozitiv és Gram-negativ torzsekre.
A szitk spektrumii antibiotikumok csak a mikroorganizmusok egy sziik csoportjara hatnak, mig
a széles spektrumiiak a mikrobdk széles korét pusztitjak el.

A gyakorlati orvoslds szempontjabdl a terdpids alkalmazhatosdg a f6 szempont. Mds an-
tibiotikumok célszertiek pl. egy tiidogyulladds kezelésénél, mint a higy-ivari fertézéseknél,
megint masok egy kozépfiil-gyulladdsnal.

Rendez0 elv lehet még a termeld torzsek rendszertani helye, igy a baktériumok, sugér-
gombadk és a fonalas gombadk éltal termelt anyagok csoportja.

A kovetkezOkben elsddlegesen a tdimaddspont szerinti osztalyozast hasznaljuk, ezen beliil
a kémiai szerkezet szerint haladunk.

10.1.1.1. Antibiotikum érzékenység és rezisztencia
A hatédsspektrum targyaldsa kapcsdn megemlitettiik, hogy az egyes antibiotikumok csak
bizonyos mikrobak ellen hatékonyak, masokra nézve az adott vegyiilet hatdstalan. Ez utébbiak
rezisztencidja természetes, dllando, orokletes tulajdonsdg, nagyobb rendszertani egységekre jel-
lemzé.
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Mycobacteria Gram fiegative Gram pesitive | Chlamydias Rickettsias |
. bacteria | bacteria | |
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L . J L : 1 v J |
Tobramycin | I‘ Penicillins
| |
. | | )
T |
Sulfonamides

Cephalosporins
| |

L : | | | |
Streptomycin - | | |
| | [ '

| | ”

J I
Tetracyclines

R " ——
Isoniazid

Polymyxins | |

175. dbra Az egyes antibiotikum csoportok hatdsspektruma

Elesen elkiiloniil a szerzett rezisztencia. A baktériumok nagy részénél a kezelés/érintke-
z¢€s sordn rezisztencia alakul ki az adott antibiotikummal szemben. Az ellendllé képesség meg-
novekedésének tobbféle mechanizmusa ismert.

Eléfordul, hogy a kérdéses antibiotikum egy valtozas kovetkeztében nem jut be a sejtbe
(permeabilitdsi mutdnsok), igy nem éri el célpontjat. Ez csak a sejten beliil haté gyogyszereknél
miikodik, a sejtfal szintézis gétldsa példdul a sejtmembranon kiviil torténik.

Masik lehetdség, hogy a célpont, dltalaban egy fehérje szerkezete vdltozik meg. Biokémiai
funkcidjat tovédbbra is betdlti, de az antibiotikum nem tud kotddni és ezaltal elveszti hatékony-
sagat. Jo példa erre a sztreptomicin, amely a fehérjeszintézist gatolja oly médon, hogy a ribo-
szoma 30S alegységének S12 fehérjéjéhez kotddik. Az itt bekdvetkezd mutéacié (Phe—Ile ami-
nosav csere) rezisztenssé teszi a torzset.

Gyakori eset, hogy a bekeriild antibiotikum molekuldt enzimek hatastalanitjak. Ez tortén-
het a molekula bontdséval, illetve ellenkezdleg, csoportok rakapcsoldsaval, szarmazékképzés-
sel. Az elObbire példa a penicillin, illetve a B-laktam vdzas antibiotikumok inaktivalasa. Szamos
torzs termel B-laktamaz enzimet (>40 kiillonb6z6 enzim), de hatasuk azonos. A B-laktam vaz
négytagi gylirtijét nyitjak fel, ennek kdvetkeztében az antibiotikus hatds megsziinik. A szarma-
z€kképzés jol tanulmanyozott esetei az aminoglikozid antibiotikumok (sztreptomicin csoport).
A cukorszarmazékok —OH csoportjaira foszfat, acetil- illetve adenil-csoportokat ktnek a ha-
tastalanit enzimek.

A rezisztencia kialakuldsdnak folyamatat kétféle tipusba soroljdk. A penicillin tipust re-
zisztencia fokozatosan, sok generdcion keresztiil, 1€pésrol 1épésre alakul ki, valészintileg hal-
moz6do muticidk kovetkeztében. A sztreptomicin tipusud viszont egy 1épésben, ugrdsszeriien
jelenik meg, torzs antibiotikum tiir@ képessége hirtelen nagysagrendekkel novekszik. Ennek
oka lehet egylépéses muticié (mint a sztreptomicinnél az S12 fehérje muticidja), vagy génat-
adassal (plazmid fert6zés, konjugacid, transzformacio, transzdukcid, rekombinacio)
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Antibiotic Targets
Cell Wall
p-lactams

Vancomycin \ =Tl
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DNA/RNA Synthesis y

Fluoroquinolones
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Antibiotic Resistance .,
Fluoroquinolones
Aminoglycosides
dmm—— Tetracyclines
fi-lactams
Macrolides

Immunity
& Bypass

Rifamycins V4

Tetracyclines
Trimethoprim
Sulfonamides
Vancomycin

Target Modification
Fluoroquinolones
Rifamycins
Vancomycin
Penicillins
Macrolides

Folate Synthesis
Trimethoprim
Sulfonamides

Protein Synthesis

Cell Membrane

Inactivating Enzymes

Daptomycin Linezolid fi-lactams Aminoglycosides
Tetracyclines Aminoglycosides
Macrolides Macrolides
Aminoglycosides Rifamycins

176. dbra Az antibiotikumok tdmaddspontjai és a rezisztencia

Felhasznél4s:

Antibiotikumokat nem csak az orvosok hasznalnak, érdemes felsorolni az Osszes alkal-
mazasi teriiletet. Termelési volumen és piaci érték szempontjabdl legnagyobb az igény a

- Humdn gyogydszatban: mikrobidlis fertdzések gyogyitaséra, ide sorolhatdk a citosztati-

kumok is.

- Allatgyégydszatban: analég a human alkalmazassal.

- Kutatdsban (biokémia, mikrobioldgia): szelektiv inhibitorok (fehérje-, DNS-, RNS-,

sejtfalszintézis gatldsa)

- Elelmiszerkonzervdlds: régebben alkalmaztak tartésitdsra, de ma mar nem engedélyezik.

- Novényvédelem: régebben alkalmaztik a novényi kartevok ellen, de ma mar nem enge-

délyezik.

- Takarmdnyadalékként: kis d6zisban (nem terdpids mennyiségben, 1-10 mg/kg). Csok-
kenti a haszondllatok emésztdszervi megbetegedéseit, javitja a takarmanyhasznositast, jobban
gyarapodik az dllomény. Az elhulldsi szdzalék — kiilonOsen a fiatal dllatokndl - csokken. Ezt a
gyakorlatot a kialakulé antibiotikum rezisztencia miatt tobb 1épcsOben korlatoztak. Elébb a
SWAN konvencié mondta ki, hogy csak olyan antibiotikumot szabad adni, amely nem jelenik
meg a végtermékekben (hus, tej, tojds). Ennek a feltételnek azok az antibiotikumok feleltek
meg, melyek nem szivodnak fel, a bélcsatorndban maradnak €s ott fejtik ki hatdsukat (pl. baci-
tracin). Késobb az Eurépai Unidban gyakorlatilag teljesen betiltottdk ezt az alkalmazast. J6 hi-
giéniai viszonyok kozott, ahol kisebb fert6zésveszély, nincs is nagy jelentdsége, de tropusi te-
riileteken ahol nagy a bélfertézések gyakorisdga, szdmottevd profitot hozhat a takarmanyok
adalékoldsa.
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10.2. Sejtfal szintézist gatl6 antibiotikumok

A tamadaspont szerinti csoportositisban els6ként vessziik a sejtfal szintézist gatld
antibiotikumokat. Ezen beliil is mind torténetileg, mind piaci stlyuk miatt az els6 helyre
keriilnek a B-laktdm-vazas antibiotikumok.

10.2.1. Penicillin

A penicillint Fleming 1929-ben irta le, mint a Penicillium notatum fonalas gomba 4ltal
termelt baktériumellenes antibiotikumot (2-3 pg/ml). Csak joval késobb, 1940-ben sikeriilt
izolélni és tiszta formaban eldallitani a penicillint egy oxfordi kutatbcsoportnak.

/~0H
&

177. dbra A G-penicillin szerkezete
A B-laktdm (négytagu) gytrit tartalmazé alapvaz a 6-amino-penicillansav (angol rovidi-
tése: 6-APA) amino csoportjat egy aromds karbonsav acilezi. Az alapvazat alaposabban meg-
figyelve felismerhetjiik, hogy az voltaképpen két aminosavbél (Cys és Val) dll, amelyet a
szokasos peptid kotésen kiviil még két kovalens kotés kapcsol Ossze.

COOH

178. dbra A 6-APA alapvadz két aminosavbol
tevodik ssze

Az R savmaradék szerkezete sokféle lehet, ennek kialakitasaval valtoztatni lehet a mole-
kula kémiai és gyogyszertani tulajdonsdgait.

Fizikai tulajdonségait tekintve a penicillin vizben jol old6dd, szintelen anyag, amelynek
az UV tartomdnyban sincs elnyelése. Optikailag aktiv, 3 aszimmetria-centruma van.

Kémiai szempontbdl gyenge sav, kationokkal sét képez, alkdli s6k formdjaban hozzdk
forgalomba.

BOMLEKONY anyag! Savak, ldgok és oxigén hatdsédra tobbféle reakciéiton is gyorsan
bomlik. A G-penicillin a gyomorsavban is elbomlik, ezért ez a molekula szdjon at nem adhato.
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Erzékenysége miatt nem keriilhet olyan készitménybe, amit hével sterileznek. A B-laktamaz
enzimek gyliribontassal inaktivaljik.

Kvantitativ kémiai meghatdrozas szempontjabdl érdekes a laktdm gytiri reakciéja hid-
roxilaminnal. A képz06d6 hidroxamdt szines vaskomplexe kolorimetridsan mérhetd. Masik
mérési lehetdség a jodometrids titradlds. Maga az ép penicillin molekula nem koti a jédot, de a
lugos hidrolizis terméke, a penicillosav viszont 7-8 atomnyi jodot is felvesz. Ezek a médsze-
rek viszonylag nagy koncentraciok mérésére alkalmasak, igy a gyartaskozi ellendrzéseknél
hasznélhatok. Az orvosi gyakorlatban el6fordul6 kis koncentraciok méréséhez nem elég érzé-
kenyek.

Mivel az oldalldnc és az ellenion sokfélesége miatt a tomeggel megadott penicillintarta-
lom a kiilonb6z6 készitményekben nem hasonlithatd 0ssze, ezért ezt inkabb a hatdst méré nem-
zetkozi egységben adjak meg. 1 NE/IU = az a penicillinmennyiség, amely 50 ml-nyi standard
Osszetételll tipoldatban éppen meggatolja egy adott Staphylococcus aureus torzs szaporodasat.
1 IU = 0,6 pg G-penicillin Na sénak felel meg.

10.2.1.1. A penicillin felfedezése — a penicillin story

A penicillint felfedezd orvos - Alexander Fleming — munkdja a kérhdazban kezelt fert6zé-
ses esetek, elsdsorban a gennyes gyulladdsok mikrobioldgiai vizsgélata volt. A felfedezést, mint
annyi mas esetben is a véletlen hozta. A kérokozok telepeit tartalmazo Petri csészébe véletleniil
(mondhatjuk ugy is, hogy a nem elég steril laboratériumi munka kdvetkeztében) bekeriilt egy,
pontosabban két penészspora.

A mésik véletlen (erre is mondhatjuk, hogy gondatlansig) az, hogy a hasznalt Peri csé-
széket sokdig, legalabb egy, de inkabb két hétig taroltak a visszasterilezés eldtt. Ezalatt a spora
kicsirazott, telepet novesztett és eloregedett, volt ideje eljutni az antibiotikum termel6 fazisba.
Fleming megfigyelte a telep koriil kialakult kioltdsi gytirtit, és arra kovetkeztetett, hogy a penész
valamilyen gatldanyagot termel, ami a baktériumok szaporoddsat akadalyozza, de a termeld
gombdat magét nem kérositja.

Remélte, hogy ez az anyag a mikrobdk ellen hatékony gydgyszer lehet. Mivel kordbban
a lizozim enzimmel foglalkozott, amely a
baktériumok sejtfalanak elbontdsa révén ha-
sonldan elpusztitja a mikroorganizmusok egy F Iem:'ng 's (H'fgfﬁ(l[ phll‘(:'.‘
részét, ezt a még ismeretlen anyagot is fehér-
jének, enzimnek vélte. A penészt leoltotta,
majd a jelenséget reprodukalta. A torzs azo- mold
nositasaért Thom-hoz, egy profi mikolégus-
hoz fordult, aki azt rendszertanilag a Penicil-
lium notatum-mal, egy ritkan el6fordul6 faj-
jal azonositotta.

A hatékony komponens izoldldsaval és
szerkezetének felderitésével tobben probal-
koztak, de a durva kémiai moédszerek hata-
sdra az anyag rendszeresen elbomlott a keziik "
kozott. 1932-ben Clutterbuck csak annyit ko- bacterial

ZE)lhetett, hogy a pe.mcﬂhnnek, elney/eze,tt ha- colonies

tdsos anyag labilis, pH- és hodérzékeny

gyenge sav. Orvosi alkalmazasban csak odaig

jutottak, hogy a tenyészet szlirletét 179. dbra Fleming eredeti felvétele

javasolhattak kiilsédleges fertdzések
kezelésére. Az Oxfordban dolgoz6 Chain és Florey (késdbbi Nobel dijasok) végiil liofilizalassal
tudtak stabil készitményt eldallitani, amivel megkezdhették az orvosi kisérleteket.
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Az 4ttorést, mint annyiszor, egy habords konfliktus hozta el. A masodik vildghaboru ki-
torésével megndtt az igény minden, a sebesiilt katondk gyogykezelésére alkalmas anyag és el-
jaras irant. (Az 1. vildghdboriban a megsebesiilt katondk nagy szdzaléka vérmérgezésben halt
meg.) Katonai titoktartds mellett tobb kutatdintézetet €s gydgyszergyarat is bevontak. A szelle-
mi és anyagi befektetés eredményeket hozott, felderitették a molekula szerkezetét és egyre ha-

tékonyabb fermentécids és tisztitasi eljardsokat dolgoztak ki.

Adalék: a titoktartds dacdra hazafias kampdnyt hirdettek az amerikai hdziasszonyok kozott, hogy romlott
élelmiszereikrdl kiildjenek penészmintdkat a szovetségi torzsgytijteménybe. A bekiildott torzsek antibiotikum
termeld képességét megvizsgdltdk. Végiil egy hdziasszony penészes grapefruit-jarol (mdsok szerint dinnyéjérol)
szdrmazo Penicillium chrysogenum fenyészet bizonyult a legjobbnak, egy nagysdgrenddel tobb penicillint termelt,
mint a Fleming dltal izoldlt torzs. Mdig ennek a torzsnek a sokszorosan mutdlt utodaival termelik a penicillint
vildgszerte.

1943 méjusdban az 4j gyégyszert mar tobb szaz sebesiilt esetében alkalmazhattdk teljes
sikerrel a szepszis kialakuldsdnak akaddlyozdsara, illetve gyogyitdsara. 1944 nyardn, a norman-

diai partraszallasndl mar minden hadikérhdzban ott volt a penicillin injekci6.

Adalék: (Lehet, hogy urban legend.), A klinikai vizsgdlatok idején tortént, hogy F.D. Roosevelt elnok, aki
ebben az idében mdr sokat betegeskedett, tiidogyulladdst kapott. Felmeriilt az orvosetikai kérdés, hogy szabad-e
egy szépreményti, de még klinikai kiprobdlas alatt dll6 gyogyszerrel kezelni egy olyan fontos személyt, mint az
Egyesiilt Allamok elnoke. Végiil iigy dontottek, hogy lehet, és eredményesen kezelték a fertézést.

Adalék: A tesztelés sordn még nagyon rossz hatdsfoku volt a gydrtds, nagy rdforditdssal kevés hatéanyagot
tudtak elédllitani, a penicillin uncidnkénti dra magasabb volt, mint az aranyé. 100 ezer NE, azaz 60 mg penicillin
akkor 20 dolldrba keriilt. A kezelések sordn felismerték, hogy a beadott penicillin 48 ordn beliil gyakorlatilag
teljesen (97%-ban) kiiiriil a vizelettel. Ezért osszegyiijtotték a kezelt betegek vizeletét, és visszanyerték beldle a
penicillint. Még egyszeriibb is volt kinyerni, mint a sokkal tobb idegen anyagot tartalmazo fermentlébol.

A legels6 felhasznélasra keriilt prepardatum mindossze 1% hatéanyagot tartalmazott. A

tisztitdsban val6 el6rehaladds a kémiai szerkezet felderitésének lehetdségét is jelentette. A szer-
kezetkutatasban 1944-ben mar 59 kutatohely vett részt teljes katonai titoktartds mellett. Abban
reménykedtek, hogy a kémiai szerkezet ismeretében a hatéanyag kémiai szintézisére lehetdsé-
get taldlnak. Ma mar koztudott, hogy kutatomunkét az zavarta, hogy a kiilonb6z6 laboratori-
umokban elééllitott gombatenyészetek sziirletei tobb mint 20 kiilonféle penicillin keverékét tar-
talmaztdk, amelyek els6sorban az acilez6 savcsoport szerkezetében kiillonboztek.
Az USA laboratériumaiban eléallitott penicillin készitmények mért fizikai-kémiai adatai jelen-
t0s mértékben eltértek az Anglidban eldallitott készitmények vizsgalatandl kapott értékektol.
Az egyik esetben G-penicillin (benzil-penicillin), a masik esetben F-penicillin (pentenil-peni-
cillin) volt a fétermék. A kiilonbséget az okozta, hogy Anglidban a szeszmoslékot (distillers
solubles) hasznaltdk taptalajként, az US kutat6i viszont a fenil-ecetsavat is tartalmazé kukorica
aztat6 1€ (Magyaroszdgon: kukoricalekvér) tejsavas erjesztéssel dusitott koncentratumat alkal-
maztdk a taptalaj nitrogén forrdsaként. A tenyészto taptalaj kémiai 6sszetételének meghatarozo
jelentdségét felismerve javasoltdk a prekurzorok alkalmazdsat. A tapkozeghez adott fenil-ecet-
sav jelenlétében a kutatd laboratériumokban féleg benzil-penicillin képzddott a fermentacid
soran. A szerkezetet végiil 1945-ben, rontgen-krisztallografiai modszerekkel sikeriilt egyértel-
miien felderiteni.

10.2.1.2. A fermentdlt alapvegyiiletek

A G-penicillin nagy té