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8. Fejezet Redox alapfolyamatok

BIOKONVERZIOK, BIOTRANSZFORMACIOK

Oxidacios, redukcids atalakitasok

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmi domény Tanszék

Enzimes és mikrobialis biokonverziék

Tulajdonsagok, jellemzék: mint az enzimtulajdonsagok
» Szubsztratspecifitds — csak egy adott szubsztrat
» Régidspecifitds — a S egy adott helyén, részterlletén
» Sztereospecifitas - enantiomerek felismerése
S és P oldalon

- kirotechnologia: a szerves kémiku-
sok Uj eszkdztara

» Csoportspecifitds — egy funkcids csoportot alakit at
» Enyhe reakciokérilmények — T, p, pH
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BIOTECHNOLOGIAI ELIARASOK

De novo FERMENTACIOK

S + X 2P + X+ AX)
mikroorganizmus
novényi sejttenyészet
éllati szovettenyészet

BIOTRANSZFORMACIOK

S + X P + X
sejt(alkotorész)

S+ E—P + E
enzim
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EC reakcibtipusok

REAKCIOTIPUS | ENZIMCSOPORT REAKCIOK

Oxidéciok és reduk- | EC 1. Hidroxilalds, dehidroxilezés, epoxidalds,
ciok C-C kotés hidrogénezése,- dehidrogénezése,
alkoholok, aldehidek oxiddciGja, alkil-, kar-
boxialkil-, ketoalkil lincok oxidativ lebonta-
sa, subsztituensek oxidativ eltavolitdsa, oxi-
dativ dezamindlds, oxidativ gyiriifelnyitds,
szerves savak, aldehidek, ketonok redukcidja,

6s csoportok
reduktiv elimindla

Hidrolizis EC 3. észterek, aminok, amidok, laktonok,

éterek, laktamok hidrolizise
Izomerizdcio ECSs. kettGs kotés és oxigén tartalmi csoport

dthelyezés, racemizlds, intramolekuldris

dtrendezdés
Kondenzécié EC2. dehidratdlas, O-és N-acilezés, glikozilezés,

(transzferdzok, lidzok) | EC 4. észterezés, laktonizdcié, amindlds

Uj kotés létrehozdsa | EC 6.

C-C, C-0, C-P, C-N kotések kialakitdsa
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Enzimes és mikrobialis biokonverzidk

MIVEL TORTENIK?
ENZIMEKKEL » OLDOTT, ROGZITETT

SEJTEKKEL » NOVEKED® SEJTEKKEL
(fermentécio: AcOH, szorb6z, glikonsav)
> NYUGVO SEJTEKKEL
> ROGZITETT sejtekkel
> TOBBFAZISU RENDSZEREKBEN
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Oxidacios, redukcids atalakitasok
Oxidacié oxigénnel

1. Oxidacié oxigénnel

Biol6giai oxidaciokban az O, vagy mint végso elektronakceptor mi-

kddhet, vagy kdzvetlendl beéplil a szerves molekulaba.

Az EC1. enzimcsoporton (oxidoreduktazok) belll 3 alcsoport

EC 1.1.3 oxiddzok vagy elektrontranszferdzok (egyik oxigén atom

sem épll be a szubsztratba, példaul EC 1.1.3.4 glikézoxidaz):

0,+2e = 0, = H,0,

EC 1.13.12 monooxigenazok vagy hidroxilazok (az egyik oxigén

atom éplil be a szubsztratba, példaul szteroid hidroxilazok):

AH + DH, + O, = AOH + D + H,0

NADH, NADPH
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Oxidacié oxigénnel

atom beéplill a szubsztratba, példaul triptofan-pirrolaz (EC
1.13.11.11 tryptophan 2,3-dioxygenase):

A+0, 2 AO, @\—/”‘7\%2 _C|H*COOH
N

L-triptofan 02 NHp

C—CHy ClH_COOH

N-formil-kinurenin o NH2

T‘_CHO
H
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EC 1.13 dioxigendzok vagy oxigéntranszferdzok (mindkét oxigén

l Triptofan pirrolaz (dioxigenaz)

Az ecetsav képz6dés biokémiaja

Ethanol Acetaldeh@ Acetate H
1 2 1 Periplasm

QH
o @' o Q 2@

1 Cytoplasm
8\
H,0

%0,

Az enzimek a citoplazmamembranba épulnek be. A hidrogé-
neket ubikinonnak adjak at. Az ubikinol visszaoxidalasa soran
a terminalis oxidaciéhoz hasonléan molekularis oxigénnel viz
képzédik és proton exportalddik a periplazmikus térbe. A pro-
tonok visszadramlasaval a sejt ATP-t termel, igy nyer energiat
a folyamatbol.
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Oxidaci6 dehidrogénezéssel
1.1.1 DEHIDROGENAZOK

géneket redukalt koenzimek viszik 4t — H,O
koenzim szlkséglet : » NADH, NADPH
» FADH,
» Ubikinon
» PQQ (pirrolo-kinolin-kinon)
1. Primer alkoholok oxidaci6ja
2. Szekunder alkoholok (cukrok) oxidacioja
3. Aldehidek (cukrok) oxidacidja
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Az oxigén nem kozvetlenil a szubsztrattal reagal, hanem a hidro-

Ipari ecetsavgyartas

Torzs: Acetobacter aceti — sok rokon és hibrid t6rzs

Technolégiédk: Orleans-i eljaras (borecet, XIV. szazad)
generator eljaras (bikkfaforgacs toltet fellletén
biofilm)
szubmerz eljaras (Frings acetator)

O, ellatas kritikus

S és P szint is kritikus

etanol RATAPLALAS

erds héfejlédés (455 KJ/mol)
15-19% ecetsav koncentracioé
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oxidalédik ecetsavva (aldehid dehidrogenaz).

ez veszi &t a hidrogéneket, majd ubikinonnak adja at.
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Primer alkoholok oxidacidja: ecetsav képzddése

ADH _ CH,CHO ALDH _CH,;COO~
CH,CH,OH Acctaaldehydc > Atetate

A folyamat két Iépésben megy végbe, az etanol el6bb acetal-
dehiddé oxidalédik (alkohol-dehidrogenaz), majd az aldehid

Az ADH prosztetikus csoportja PQQ (pirrolo-kinolin-kinon),

Az ecetsav felhasznalasa

Direkt felhasznalas: erdés savként
vizk6oldas
élelmiszeripar: tartésitas

[ [ | |

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

Textilek
Gyogyszerek Gyogyszer

ételecet

Celluloz-acetat
oldoszerek
Hokoz16fol

Vegyipari alapanyagként:

Iﬁx'tlil’lfiké“'u; Transzparens lapok Hustartositas
inilmianyago! Fotofilmek =
- Latexfestekek Fungicidek 2
= lakkok Jégmentesitok
T
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Szekunder alkoholok oxidacidja

H Acetobacter v.

| Gluconobacter  CH20H
H=C—OH  yuhoxydans
H—C—OH ————= C=0
H—t I —OH

1 CH,OH Az Acetobacter/Gluconobac-
Glicerin dihidroxi-aceton (DHA) ter suboxydans enzime csak
olyan szekunder hidroxil-cso-
portot képes oxidalni, amely-
nek szomszédsagaban két
cisz helyzetli alkoholos OH
talalhat6.

Bertrand szabaly (1904)

ia és Elelmi domény Tanszék

Poe

Aszkorbinsav el6allitas

Az aszkorbinsav gyartasnak tébb valtozatat is kidolgoztak,
ezekben tobb biokonverzids 1épés is szerepel.

Pl. a 2-keto-gulonsav kialakitasa kémiai Ut helyett megoldhaté
két biotranszformaciéval is:

?HZOH <|3H0 TOOH
—0 . =0 =0
Gluconobacter HO—? i Pseudomonas r
HO—¢—H melanogenus T_ putida Ho=¢—H
H—C—OH HC—OH — —
—_—
HO—C—H HO—C—H HO—?—H
CHoOH CHOH CH,OH

Szorboz

L-szorbozon 2-keto-L-gulonsav
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Szorb6z fermentacié

Technolégia:
alapanyag: lebontott keményitd (gltik6z) szérp
hidrogénezés: Raney-Ni-lel — szorbit

mikrobak: Acetobacter xylinum, Acetobacter (Gluconobacter)
suboxydans — Ni-hez szoktatas!!!

rataplélasos eljaras: 10-20% szorbit — 33-35% szorbit
konverzi6é:  >95%

folytonos technolégidk is !

nyugvésejtes fermentaciok is!
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Alternativ aszkorbinsav eléallitas

Az Acetobacter suboxydans és a Xanthomonas translucens
szelektiv oxidaciéival mas aton is eljuthatunk a 2-keto-gulon-
savhoz: 0‘0 coon

H——C—oH

|
e N ot
5 T Ho—G—n

2 |
cHo cook 000%274 Hon H, on
D D S A T S

| scowbacter | Acotobacter | ‘ |
3 ChaOH
HO—C— suboydans HO—C—H subaxydans HO—C—H 2 CHaOH

[ H, Colulonit  2eto-L-gulonsav
o7 o N o
[ o, Q 5, =

" %,

H—C—0H : %5,
I @ U5 coocar
ChpoH CH:OH oHoH |
- H—C—0H
glikéz D-gltkonsav Ca-5-keto-D-glitkont

Ho—C—H

H—C—O0H

-5
17

cron
Ca-D-gliikonit k

Aszkorbinsav el6allitas

Szorbit—szorbdz atalakitas a klasszikus aszkorbinsav gyartas egyet-
len biokonverziés lépése. (Reichstein 1934)

LW
s
CH20H OHHC H o
H 80-125 atm, H
Ho10C Gliconobacter sp. W 2CH3COCHS (2OH
H H N JEEEN H H280¢ Hp
HO OH H
H POQ  PQOH: H s
H3C

D-glucose D-sorbitol L-sorbose diacetone-L-sorbose

H H - H -
HO DL s —CHROH H
CaHsOH )
H H H H H H

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

oz
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Aszkorbinsav el6allitasok 6sszefoglalasa

Aszkorbinsav <— 2-keto-gulonsav

\g &

szorboszon  L-gulonat

\M| ~_H

Glikéz — szorbit — szorb6z 5-keto-gliikonat

/
D-gliikonat

38— biokonverzio, m» hidrogénezés, - kémiai reakciolépés
Y
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Aszkorbinsav gyartas Gliikonsav gyartasi technol6giak
Eves piac: 100-120.000 t/év, ennek 80%-at Kina termeli (+ BASF, A keletkezd savat kdzombdositeni kell - pH
Takeda, DSM, Merck) a klasszikus eljarassal. szabalyozés (~7), CaCOs-tal.

Félfolytonos fermentacio: részleges lefej-
tés és feltdltés.

de novo : : z,
Fejlesztések: glu vagy gal —— > C-vitamin
rec. S. cerevisiae A ndvekedés és a termékképzédés opti-
malis héfoka nem esik egybe (30 ill. 36
°C). A valtast nem lépcsésen végzik, ha-
nem kiszamoltak az optimalis héfokprofilt:

De novo novényi sejtekkel: Rosa rugosa 1-2% glikéz, fruktéz, ga-
lakt6z alapon.

Biotechnologia és Elelmi domény Tanszék
Ald6zok oxidacioja: glikonsav gyartas Mas glikonsav gyartési technoldgiak
COOH
HOH Aniger Kétlépcsds Vogelbusch technolégia: =
i o gl“k"z -oxidag /\q L 1. MeOH-on kemosztat folytonos
t onr " FAD* Fipg, 1° — technolégiaval Acetobacter metano- s
H OH . ipnae PO —
- H;Oz licus sejttdmeg el6allitas
ED-gliko Siikonciskion y 2. Biokonverzié nagy gliikéz kon-
“ Y centracié mellett Vb-IZ reaktorban héeserél
katalz l“ Busay (becsapodo sugaras levegéztetés)
s L Létezik tisztitott glukézoxidazos ) L
oH technolégia is (ARGONNE, USA) kii-
I6nleges integralt rendszer: elektro-
A suboxpdans|  Bertrand szabaly! ~ H deionizélassal semlegesitik a kelet- srvattys
7N 7N i kezé savat.
NAD®  NADH+H" NAD® NADH+H"
5-keto-Gliikonsav © 2 2
CH,0H BME A iotechnologia és Elelmi iny Tanszék
Ald6zok oxidacioja: glikonsav gyartas A glikonsav és a glik6z-oxidaz felhasznalasa
GlUko6z oxidacidja: lehet elektrokémiai, vagy HOCI-os oxidacidval Ipar: péclé, sutépor,
is, de inkabb biokonverziéval glikézbél. fémfelllet tisztitas
Aspergillus niger: az elsé lépésben glikono-laktont allit elé, ez kation-bevitel (Cu, Fe, Ca) E574-579
spontan hidrolizal glikonsavva. Az O, nem talalkozik a szubsztrat- kristalyok helyett ~50% oldat, sav = lakton (E575)
tal, hanem a FAD prosztetikus csoportok H,O,-da alakitjak. Ezt a ) )
katalaz elbontja. *A glikéz-oxidaz/katalaz rendszer: gliikdz eltavolitasa tojasfehér-

jébdl (stdipar, szaritas el6tt). Enzimkeveréket hasznalnak (165
U/kg) hozzdadott H,O,-dal (kb 0.1 % w/w) biztositjak a szikséges
molekularis oxigént.

Az A/G. suboxydans egy lépésben hajtja végre a reakciét (NAD ko-
enzimmel), de tovabb is oxidal 5-keto-glikonsavva (Bertrand sza-
baly). Ez a reakci6 a koérilmények beallitdsaval visszaszorithatd

(PH=7, 1=37 °C) *O,_eltavolitas a palackozott és dobozolt italok, konzervek fejtérfo-

gatabdl, eliminalandd a nem enzimes barnulast ill. egyéb oxidaciés
folyamatokat.
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A glik6zoxidaz mellékreakcioja

~Prelog” enzimek
Kinon redukciéja:

P Az enzimek sztereoszelektivitdsa oxidacios irdnyban lehetévé
L glikozoxidaz . f . . P
Glikoz > glikonsav teszi racém keverékek reszolvalasat is:
Az O, helyett a kinon lehet az elektron akceptor, ez veszi fel a hid- o
rogéneket.
O gy alkohol-
O OH dehidrogenaz H +
& @ & @
+2e +2 H+ NAD(P)* NADPH
(0] OH
Benzokinon hidrokinon R
A 25 28
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Ketonok redukciéja szekunder alkoholokka Kiralis redukcidk

Ezt a redukciét az alkohol dehidrogenazok sztereoszelektiven
végzik. A legtdbb enzim a Prelog-szabaly szerint redukal: a

Prokiralis vegytlet
kis és nagy méretli szubsztituensek elhelyezkedése:

Kiralis vegyilet

R-C-R’+NAD(P)H + H* — R -CH - R’ + NAD(P)*
on [
PRELOG- =
¥ ‘l::;sgvszubszlitueus szabily  } o OH
) > |
(K(‘ | NH
)
(6] alkohel- I\&H 2
‘ dehidrogenaz )
(x od Ketonok, ketosavak ———— Alkohol
- omr o Iminek, iminosavak ——— Aminosav
N
ﬂfb\'ﬂ‘v’@ (x)
()gjL ANTIPRELOG-
szabily ®)
26 29
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Ketonok redukciéja szekunder alkoholokka

Példa a Prelog szabalyra:
o]
)W\ -
NN
Szulkaton Szulkatol

Taldltak olyan enzimeket is, amelyek az anti-Prelog szabaly
szerint redukalnak — tetszés szerint iranyithatjuk a reakciot.

27
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