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ANAEROB FERMENTACIOK

= ERJEDESI IPAROK
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ERJEDES

Az erjedés a szénhidratok lebontasat jelenti, amelyet mikro-
organizmusok (baktériumok, éleszték, penészek) végez-
nek, abbdl a célbdl, hogy sajat élettevékenységukhoz ener-
giat termeljenek.

A heterotrof mikroorganizmusok energiatermelése anaerob

korilmények kozott erjedéssel torténik.

Osszefoglalva: az erjedés tehat a heterotréf mikroorganiz-
musok anaerob energiatermelé folyamata, amely a szén-
hidratok ill. egyes szarmazékaik egy vagy tdbb szén-szén
kotésének hasitasaval és az oxigénatomok atrendezédéseé-
vel jar.
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Erjedési iparok

Anaerob technoldgiakkal nagy Iéptékben allitanak el olyan
tomegtermékeket, mint az etanol és a biogaz. Ezek gyarta-
saval mas targyak foglalkoznak, ezért itt nem részletezzuk.
Tovabbi tradicionalis erjesztési termekek:

» B4, vitamin (lasd a Vitaminok fejezetben)

> Dextran (lasd a Mikrobialis poliszaccharidok
fejezetben)

» Tejsav

> Aceton-butanol-etanol elegy
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A tejsav el6allitasa

Az (L)-tejsav tipikusan az anaerob anyagcsere terméke, a
pirosz6lésav hidrogénezésével keletkezik.

CO0OH CO0H
H o ot OH HO - gt H
CHa CHs
D-(—)-teysav L-{+)-tejsav
A természetben eléfordul:
- savanyu kaposzta - aludttej, kefir
- kovasz - kovaszos uborka
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A tejsav el6allitasa

Alternativ eléallitas:

» Szintetikusan: acetaldehid + HCN (racém termék)
Bioszintézis (anaerob):
Heterofermentativ: 1 tejsav/molekula glikéz
Homofermentativ: 2 tejsav/molekula glikoz (nincs CO,!)
Torzsek: - coccusok, - bacillusok, -néhany fonalas gomba
Iparban: Lactobacillusok
Tapanyagigény: szénforras: glikéz, laktéz, néha keményitd
N-forréds: komplex, szerves nitrogént igényelnek, fehérje-
hidrolizatumokat.
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Homo- és heterofermentativ ut

Glucose Pentose
Fructose-1,6diP Glucose-6P
Aldolase +
Gluconate-6P
Triose-3P co,
Xylulose-5P ~f———
* Phosphoketolase

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

Lactate Ethanol (or Acetate)

Pentose phosphate pathway 7
Heterofermentation

2 Lactate

21 55E Addison Waslay Longman, Inc.
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A tejsav termel6 torzsek

Baktériumtorzsek Enantiomer forma Erjedés tipusa
Bacillus coagulans L(+) Fakultativ heterofermentativ
Lactobac. casei ssp. casei L(+) “ “
Lactobac. rhamnosus korabban L L(+) “ “
delbrueckii
Lactococcus lactis ssp. lactis korabban L(+) Homofermentativ
Streptococcus lactis
Lactococcus lactis ssp. cremoris korabban L(+) “ “
Streptococcus cremoris
Streptococcus faecalis L(+) “ “
Streptococcus thermophilus L(+) “ “
Bacillus laevolacticus D(-) Fakultativ heterofermentativ
Lactobac. delbruckii ssp. bulgaricus D(-) Homofermentativ
Sporolactobacillus inulinis D(-) “ “
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Tejsavbaktériumok

A tejsavbaktériumok Gram-pozitiv, altalaban nem spérakép-
z6, nem mozgékony palcikak és coccusok.

Nem képesek a citokrém és a porfirin (Iégzési lanc részei)
létrehozasara, a proton-gradiensek segitségével nem tud-
nak ATP-t Iétrehozni, azt csak f6ként erjedéssel, cukrok fer-
mentacidjaval nyerik.

Korlatozott bioszintetikus képességekkel rendelkeznek —
szUkséguk van:  -aminosavakra

-B-vitaminra

-purin €s pirimidin bazisokra

-szénre és cukorra

10
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A tejsav termel6 torzsek tapanyagigenye

07. Anaerob fermentaciok

Bacteria Fermentation Lactic acid ~ Carhon sources
pathway enantiomer substrates and
complex
Lactobacillus delbrueckii subsp. Cibligate homolactic Di-) Lactose, cheese
bulgaricus whey, casein whey,
(formerly L. bulgaricus) and cheese whey
permeate
Lactabacilius rhamnosus (formerly L. Homolactic-inducible L{+) Glucose, sucrose and
delbruecki) heterclactic potatoes
Lactobacilius he veticus Cibligate homolactic 0L Cheese whey
permeate and lactose
Lactabacillus appilophilus Cbligate homolactic L{+) Starch
Lactobacilius ampiovorus Obligate homolactic DL Starch
Laciobacilius casei subsp. casei and  Homolactic-inducible L{+) Lactose and cheese
subsp. rRamMBOSHS heterolactic whey
Laciococeus lactis subsp. dactiz and  Obligate homolactic L{+) Lactose and cheese
subsp. cremaris whey permeate
(formerly Streptococcus laciis)
strapiococcus thermophilus Cibligate homolactic L{+) Lactose

A Lactobacillus-ok

Hoémérséklet: 5-45 °C kozotti tartomanyban ndévekednek.

Savtliréek — a legtobb pH = 4.4-es kbzegben is képes no-
vekedni. Hajlamosak ,tulsavanyitani’ a kozeget, ettdl leall a
novekedés — tartositas (pl. silézas)

A Lactobacillus nemzetség tagjai joval savtirébbek, mint a
tobbi tejsav baktérium, ezért olyan fontosak az élelmiszer-

ipari fermentaciok végs6 fazisaban.
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A tejsav elballitasa

A fermentacio korulményei:

Anaerob, levegbztetés nem kell, N, oblités viszont igen.
Pufferolas: a keletkez6 tejsavat k6zombdsiteni kell, mivel az
karositja a sejteket. Lehet:

» CaCOs-tal (automatikus, de szilard fazis),
» Alkali lugokkal (jelentésen higitja a fermentlevet)
» NH,; gaz befavatasaval (dragabb, de nem higit)

Kidolgoztak szakaszos és folytonos technoldgiakat, a leg-
hatékonyabb a sejtvisszataplalasos.

13
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A tejsav el6allitasa kemeényitd alapon

14
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A tejsav elballitasa

Feldolgozas:
Jklasszikus”, kalcium-laktatos lé:

> a hémérsékletet 80-90 °C-ra emelik,

> az oldat pH-jat kalcium-hidroxiddal 10-11 k6zé
allitjak.
a kalcium laktat teljes egészében oldatba megy.
a levet melegen szirik
kénsavval felszabaditjak a tejsavat, a kalcium gipsz
formajaban kicsapodik.
csapadékos oldatot leszirik,
a kapott tejsav oldat tetszélegesen toményitheté,
akar 80-90 %-ig, atmoszférikus vagy csdkkentett
nyomason.

YV VVV
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A tejsav elballitasa

Alternativ feldolgozasi miiveletek:
Alkali, vagy ammonium-laktatos 1é:
> a sejtek elvalasztasa utan mindenképpen savval
szabaditjak fel a tejsavat, rengeteg so6 képzédik
» Koncentralas, tisztitas
> Beparlas.
Membranmiveletek: egyre inkabb terjednek
> A sejtek elvélasztasara mikroszirés,
» Az oldott molekulak szétvalasztasara nanoszirés,
> A laktat s6 koncentralasara elektrodializis
> A sav felszabaditasara bipolaris elektrodializis.

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszek
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A tejsav felhasznalasa

> Elelmiszeripar (tartositas, izesités, sutdipari adalékok,
malolaktikus erjesztés)

> Textil festés, kikészités, bbércserzés

» Mugyantak, celofan

» Ragasztok, detergensek

» Kozmetikai ipar (AHA)

» Gyogyszeripar

Legujabban: ,zdld kémia”:
> Lebonthaté mianyagok (polilakton) gyartasa
> Eszterei a ,z6ld” (= kdrnyezetkiméld) oldoszerek

iRAARRARE : BME Alkalmazott Biotechnolégia és Flelmiszertudomany Tanszék

Aceton-butanol-(etanol) fermentacid

Bevezetés:

Pasteur figyelte meg el6szor baktériumok butanoltermelését
a 19. szazadban.

I. Vilaghaboru elétt — a butanolt hasznaltak butadién eléalli-
tasara — szintetikus gumihoz

Chaim Weizmann - Clostridium acetobutylicum
l. Vildaghéboru idején inkabb az acetont tekintették
féterméknek — felhasznaltdk a TNT robbandanyaghoz

I. Vilaghaboru utan Gjta a butanol valik fontossa a nitrocellu-
|6z el6allitasahoz

i : BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszek
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Aceton-butanol-(etanol) fermentacio

A ll. Vilaghaboru utan a petréleum bazisu termékek ki-
szoritottak a fermentacios termékeket — a 200 m3 alatti

fermentorok nagy tobbségét leallitottak (kivétel: pl. Taiwan
és Dél-Afrika)

Butanolos erjesztések:

A Clostridium acetobutylicum keményitébél, melaszbal,
pentézokbdl, szachardzbaol allit el6 n-butanolt, acetont,
izopropanolt és nyomokban etanolt allit el6.

9 C4H1,05 —> 6 CHy(CH,);0H + 3 CH;COCH; + C,HsOH +
19 CO, +6 H,0 + 6 H,

i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Flelmiszertudomany Tanszék

Glucose
ATP
ADP
Fructose 6-P
ATP
Acid i Solvent
fermentation — fermentation
phase AADE: phase
o B
Acetate
“’""'“""—.,—b_
co,
—————————————— = Butyrate
Crotonyl-CoA
NADH
NADH NAD* NADH NAD*
Butyryl-CoA \\—}; 1
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Aceton-butanol fermentacio

A termékek relativ aranya fiigg:
» baktérium torzstél
> fermentacios kérilményektol

Harom fermentacio tipust kilonboztetink meg:
1. Aceton-butanol fermentacié — Clostridium acetobutylicum

2. Butanol - izopropanol fermentacio — Clostridium butylicum

3. Vajsav - ecetsav fermentacié — Clostridium butyricum

21
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Végtermekgatlas

A 0,5%-nal kisebb koncentracioju butanolnak nincs hatasa

a sejtekre, de nagyobb koncentracidban karositja a sejt-
membrant.

1,3 — 1,7%-0s butanol koncentracio felett a termelés leall.

22
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Termel6 torzsek

A Clostridium baktériumcsaladba tartozé mikrobak képe-
sek keményitét (egyesek celluldzt) kdzvetlendl, vagy egy-
szer(ibb szénhidratokat (glikoézt, fruktézt, xilozt, szacha-
rozt, laktézt, stb.) anaerob korilmények kozott erjeszteni.
Gram-pozitiv sporaképzé palcak, egyik végikon tébb os-
torszer(i mozgasszervik van.
Keményitészeri tartaléktapanyagot
tarolnak.

Elnevezésiik: spoérazaskor a nagy-
méretli endospérak deformaljak a
sejtfalat, a sejt végén buzoganysze-
ri dudort alkotnak.

Aceton-butanol fermentacio

Torzseltartas: a sporak nagyon ellenalléak, sokaig eltartha-
ték. A Clostridium acetobutylicum torzskulturakat spora for-
majaban, homokban akar 30 évig is taroljak.

A fermentorokat (200-700 m3) hével sterilezik.
Leveg6ztetni nem kell (anaerob), de beoltas elétt és utan a
levet CO, befuvatasaval keverik, egyuttal telitik széndioxid-
dal.

A fermentacioé szénforrasa: melasz vagy kukorica keményi-
t6

Az indulasi pH-t 5,8-6 kozé allitjak, a hémérséklet 34°C.

A fermentacios idé 36 ora, lefutasa: —

24
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07. Anaerob fermentaciok

A fermentacio lefutasa

Az els6 szakaszban a pH csokken, kb 5,2-re — mert szer-
ves savak (ecetsav és vajsav) keletkeznek.

A kovetkezd szakaszban a pH emelkedik — a savakbdl
aceton és butanol képzédik. Amikor felesleges NADH, van
jelen, akkor a sejtek felveszik a megtermelt vajsavat és
butanolla redukaljak.

Végul a ndvekedés és az oldoszer termelés leall. A legna-
gyobb valtozas a gaztermelés sebességében mutatkozik.
Ez jelzi az anyagcsere ledllasat. A pH visszaall az 5,8 ér-
tékre.

A kész levet feldolgozasra tovabbitjak.

(e
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o pH

5% 4

Relative units

9 18 27
Fermentation time (hr)

The kinetics of the acetone-butanol fermen-
pe tation (Spivey, 1978), solvent, ---- titratable acids, — — -
A gas production, — - — pH value
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07. Anaerob fermentaciok

Aceton-butanol fermentacio

P cukor Termelt
termék atalakitas, % mennyiség
Butanol 30 1053 kg
Aceton 30 526 kg
Etanol 30 175 kg
CO, 50 2900 kg
H, 2 117 kg
* arany
(6:3:1)

Hozamok egy 90 m3-es fer-
mentorban:

5,85 t fermentalando cukrot
tartalmaz

A CO,-ot kinyerik

Az acetont, butanolt, etanolt
kidesztillaljak

Desztillacio maradéekat meg-
szaritjak — takarmany

27
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Erjesztési technikak

Tehat nagy mennyiseghez:
» vagy nagy fermentacios térfogat kell,
» vagy novelni kell a térfogati produktivitast

ABE erjesztésnél is fellép a termékgatlas, 0,7-1,5% butanol
koncentracional. A szaporodas és a termékképzés egyarant
csokken.

Erjeszté mikroorganizmusként kizarolag a Clostridium ace-
tobutylicum torzset hasznaljak.

28
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Szénforrasként

fontosabb.
A szemekbdl a

Szakaszos technologiak

charéz- vagy laktoztartalmu nyersanyagokat alkalmaznak.

A keményitétartalmu nyersanyagok kozul a kukorica a leg-

talmat (folyamatos f6z6ben) elcsirizesitik — oldatba viszik

kemeényit6-, celluléz és hemicelluléz-, sza-

csirat eltavolitiak — 6rlik — keményitétar-

29
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Anyagmérleg melasz szénforrason

Melasz (benne 100 kg cukor)
(6%-os oldat + NH4" + P))

H;+CO 50 kg takarmany
(1,4kg) (56,1 kg)| € > (B, vit =60ug/g)
Lk , \ r
Aceton Butanol Etanol
8.5kg) (20kg) {0.9kg)

31
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ABE torzsfejlesztés

Rekombinans DNS technolégiat, hagyomanyos mutagene-
zist és szelekcidét alkalmaztak, hogy mddositsak a kivant
metabolikus uUtvonalakat az oldészertermelé Clostridiumok-
ban.

Antiszensz blokkolas: a C. acetobutylicum 824 térzsben a
butanol/aceton arany noévelése érdekében az mRNS transz-
laciot gatld komplementer RNS-t hasznaltak (,anti-sense
RNA technology”), hogy blokkoljak az aceton termeld utvo-
nalat alkoté enzimek és a CoA-transzferaz képzddését, igy
noveljék a butanol részaranyat.

P il :
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Tovabbfejlesztett technoldgiak

Régen: szakaszos fermentacio
»>1940-es és 1950-es évek soran a butanolt ipari 1épték-
ben szakaszosan, anaerob fermentorokban termelték.

»A manipulalatlan térzsek igényeinek megfeleléen (cu-
kornad) melaszt hasznaltak szénforrasként.

»Fermentacio végére a sejttdbmeget és mas lebegd reé-
szeket centrifugalassal tavolitottak el és takarmanyként
hasznositottak.

1] : BME Alkalmazott Biotechnolégia és Flelmiszertudomany Tanszék

Folytonos technoldgiak

Elmult két évtized alatt folytonos fermentacios technolégia-
kat fejlesztettek ki.

Ezek tovabbfejlesztése a sejtvisszatartasos technoldgia: az
elvett [€b6I a sejteket elvalasztjak és a visszavezetik a fer-
mentorba —

ezzel megnovelik a sejtek koncentraciojat a reaktorban és
emelik a produktivitast.

B : BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Downstream fejlesztések

Modszerek az olddszer-kinyerés egyszeriibbé és gazdasa-
gosabba tételére:
Gaz sztripelés
» a fermentlén gazt (célszerlien a termel6d6 szén-dioxi-
dot) aramoltatnak keresztil
» ahogy a gaz atbuborékol a fermentoron, oldészer gé-
zo6ket visz magaval (géznyomas), lehltve ezek lekon-
denzalnak és dsszegydjtheték
» a gazt recirkulaltatjak a fermentorba, tovabbi oldészer
kinyerésére

i BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék

Pervaporacio

A fermentlé egy membrannal érintkezik, amelynek masik
oldalan aramlé inert gaz vagy vakuum van.

A termelt oldészer molekulak beoldédnak a membran apo-
laris anyagaba, atdiffundalnak rajta és a masik oldalon g6z-
ként jelennek meg.

Az egyensuly akkor allna be, amikor a g6zok koncentracioja
eléri az adott hémérséklethez tartozé géznyomast. Ha vi-
szont a gbzoket folyamatosan elvisszik egy kondenzator-
ba, a termelt oldészerek elvétele is folyamatossa valik.

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszek
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07. Anaerob fermentaciok

Pervaporacio

A mivelet hatékonysagat két paraméterrel jellemezhetjik:

»szelektivitas: az eltér6 polaritasu illékony anyagok at-
eresztésének/visszatartasanak mértéke

»>fluxus: az egyes komponensek anyagtranszportjanak
sebessége, egységnyi idére és membranfelliletre vo-
natkoztatva

T
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Olddszer kinyerési moédszerek

A kihozatalok 0sszehasonlitasa:

A comparison of novel ABE production systems using glucose as substrate.

Fermentation process Culture Sugar used Total ABE Yield ABE productivity
g/L® produced g/L (g¢/L/h)

Batch (control) C. beijerinckii BA101 <60 <33 0.38-0.40 0.35

Product recovery by gas stripping:

Batch C. beijerinckii BA101 161 75.9 0.47° 061

Fed-batch C. beijerinckii BA101 500 233 0.47° 1.16

Continuous C. beijjerinckii BA101 1163 460 0.40 091

Product recovery by pervaporation:

Fed-batch C. acetobutylicum 824 470° 155 0.31-0.35 0.13-0.26

@ g per L culture volume.
¥ values are higher than expected.
€ calculated value.
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Extrakcio

Vizzel nem elegyedé szerves oldészerrel
A butanol jobban oldédik a szerves fazisban mint a vizes-
ben (fermentlé) — megoszlas

A fazisok szétvalasztasa (Ulepités/centrifugalas)

Probléma: a szerves fazisbdl ki kell vonni az atoldédott ter-
mékeket — pl. desztillacioval (nem lehet kikerulini)

:iig BME Alkalmazott Biotechnolégia és Flelmiszertudomany Tanszék

Extrakcio

Hatranyai:

» Az alkalmazott oldészer a sejtekre nézve toxikus lehet,
» nehezen szétvalaszthatd emulzié kialakulasa,

» Az extrahal6 olddészer vesztesége (egy kevés mindig
atoldédik a fermentlébe)

> A sejtek akkumulacidja a szerves és a vizes fazis hatar-
felUletén

» Megoldas: membran-extrakcio (persztrakcio)

i BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Membranextrakcio

Fermentlevet és az oldészert egy membrannal valasztjuk el.
A membran anyagan keresztul érintkezik a két, egymassal
nem elegyedd folyadeék.

Apolaris anyagu membran esetén a butanol beoldddik a
membran anyagaba és atdiffundal rajta, mig mas, hidrofil
komponensek illetve fermentacids koztitermekek (pl: ecet-
sav, vajsav) visszamaradnak a vizes fazisban.

Nincs direkt kapcsolat a két fazis kozott, igy az oldoszer
toxicitasa, fazis diszperzid, emulzié és réteg képzédés
drasztikusan lecsokken vagy megszUlinik

BME Alkalmazott Biotechnolagia és Elelmiszertudomény Tanszék

ABE technologiak osszehasonlitasa
Technologia Produkti- | Oldészer | Maradék | Mellék
vitas konc. | szénhidrat | termék
(g/1*h) (gM (g (gM
Szakaszos (szabad sejtes) 0,2-0,6 10-18 kicsi v. 0 1-3
Szakaszos (rogzitett) 0,24 17 - -
Folytonos (szabad sejtes) 0,75 13,0 1 5
Folytonos (adszorbealt) 1,5-4,1 - - -
Folytonos (gélbezart) 1-1,8 - - -
Folytonos (kétlépcsos) 0,6-0,7 18,5 0 -
Sejtrecirkulaciés (kétlépcsds) 3,6 13 Kkicsi -
Extrakcios (sejtrecirk.) 3,1 18 - -
Termék kitizéses (szabad sejtes) 0,31 16 - -
Termék kitizéses (kétlépcsos rogzitett) | 2,3+0,6 - - -
42
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Gazdasagi kérdések

Az erjesztéssel gyartott ABE termékeknek erés konkuren-
ciat jelentenek a petrolkémiai alapokon gyartott termékek.

Gazdasagi hatrany az erjesztéssel nyert ABE termékek
alacsony elérheté koncentracidja, az ilyen hig oldatoknal
koncentralasuk és frakcionalt kinyerésuk a klasszikus rek-
tifikalassal nagyon energiaigényes.

A térfogati produktivitas mellett a masik legfontosabb mé-
részam gazdasagi szamitdsokhoz az erjesztéssel nyert
osszkoncentracio.

43
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Gazdasagi kérdések

Utobbi évek gazdasagi tanulmanyai szerint nem gazdasa-
gos a butanol termelése a petrolkémiai utvonalhoz viszo-
nyitva.
Tovabbi fejlesztésekre van sziikség, hogy versenyképes
legyen a kémiai elballitassal
1. Genetikailag médositott tozsek kifejlesztése
2. olyan uj torzseket Iétrehozni, melyek képesek ligno-
cellulézbol szarmazo cukrok felhasznalasara és re-
zisztensek e hidrolizatumok a mikrobialis inhibitora-
ival szemben
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Gazdasagi kérdések

Fejlesztési iranyok:

3. Minél olcsébb szénforrasok hasznositasa (melléktermé-

kek, hulladékok, példaul a kukorica rost hidrolizatuma)

4. a szénhidrat alapanyag minél teljesebb elerjesztése és
az ertéktelen melléktermékek képzédésének minimali-
zalasa. Ez a kihozatal javitdsa mellett a szennyvizbe
kerll6 szerves anyag mennyiségét is csokkenti.

. A sejttdmeg visszavezetése, nagy sejtslriiség

A fermentaciés melléktermékek (CO,, H,, biomassza)

hasznositasa

o o
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