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EC 2. TRANSZFERAZOK:

EC 2.4. Transzglikozilalas v. transzglikozilezés

Mikrobialis poliszacharidok

R-O0-RK

gy

Kapszularis poliszacharidok (CPS):
szintézis: intracellularis, sejtfal, tok-, kapszula-nyalka

R O-R + R-OH
¥ ¥

Glikozil donor: Akceptor: Termék lehet:  Mellék- ; ; P
Aktivalt hexéz:  alkohol, glikozid, termék Iparilag nem jelentsek
UDP-,GDP-gliik6z, mono-, di-, di-, tri-, ... poli-
hexo6z-foszfat, poliszacharid szacharid . . .
di-, tri-, ... poli- Extracelluléris poliszacharidok (EPS):
szacharid szintézis: intracellularis, vagy a sejtmembranon torténik
(és aktivalt...) — végl kikerdl Iébe
vagy a sejten kivil, biotranszforméciéval
Helyettesitettek is! Hex6zamin, metilszarmazékok...... Ezeket gyartjak: gélesitok, siritok, extrém reoldgiai tulaj-
donsagok.
gia és El Tanszék BME A & El Tanszék

Transzglikozilalas Mikrobialis poliszacharidok

poliszacharid mikroorganizmus szerkezet felhasznalas

Mikrofibrillaris élelmi

celluléz Acetobacter linear{s(1—4)-glikan p
Pseudomonas rostként
gliik6z + fruktez - ———— T szachar6z + P; ) Agrobacterium L s b Al
kurdlan . . linearisp-(1—3)-glukan Gélek, élelmiszeripa
Alcaligenesfaecalis
nem feltétlendl kell nagy energiéji kotés ) Aureobasidium linedris 2%-(1-4), Er6s rost- és fimképz
pullulan pullulans,

2. 4. x.x. Glikoziltranszferazok
2.4.1.x : hexozil-transzferazok
2.4.2.x: pentozil-transzferazok

Pullularia pullulans

a-1*(1—6)-glikan

(cellofan helyettess)

szkleroglikal

Sclerotiumrolfai,
Sc. glucanicum

linearisp-(1—3)-glukan
B-(1—6) elagazasokkal

Festékipar

Linearis heteropoliszacharid
-BD-GI-(1—4)-BD-GIcA-

Agar és karragén

gellan Pseudomonas elodea (1—>4)-BD-GH(1—4)- Eﬂ){;ie;%awk
- aD-Rha-(1-3)- .
Macrocystispyrifera ,, ’
. Pseudomonasaeru- | 6*BD-MannA-(1—4)- Féleg aza Iga er_edﬁ_;_t
) alginat -6*BD-GICA-(1—4) hasznaljak: enzimrdg
R . k2 ot e o zités, élelmiszerek
gia és E Tanszék gia és El Tanszék
Transzglikozilalas Xantan
" CH HOCH Szerkezete: 6t cukoregységbél és két karbonsavbél allé mono-
H—T—OH H——0H H——onH merek ismétiédnek.
Moltdmeg: 2-15 milli6  2-3 lanc spirélt alkothat
HO——H O HO——H © HONCT—H O 9 P
H—T—OH —_— —N ’ )
o " on : e ->4)-glikoz-g (1-4)-glikozB (1=
H H H 3
CH,0H CH, CH,OH T
Y la
Lo, Glikz(1—~ 6] glUkGZ(k~ 4) GIUKGE  + glukoz mannéz-8 (1 24)-glikuronsav-4 (1= 2)-mannéz-OA’
donor  akceptor /\ o~ Z (€ =y
4V ketal)
2 energia nélkiil is megy a folyamat
4 3
BME A gia és El Tanszék 1

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék



Biomérndki niiveletek és folyamatok
Biomérndki BSc

10. fejezet: Alapfolyamatok 3

Dextran

Szerkezete: eldgazo lancu glikéz polimer, mint az amilopek-
tin, de: a kotések talnyomo része (1-6), mellette kevés (1-4),
(1-2) és (1-3).

o

Ciklodextrinek (CD, Schardinger dextrinek)
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Oo Oﬂ‘o A ciklodextrinek szerkezete A gylrl belsé felilete apola-
“;fg‘f‘z}_’g}g“"ﬁ ;%és];g;]f:_zg‘ga' ris, ezért a hidroféb moleku-
14k beleilleszkednek és zér-
vanyvegyiletet alkotnak.
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A dextran el6allitasa

Bioszintézise:
Leuconostoc mesenteroides
Dextran - szacharaz

Szacharéz

» dextran +(n-1) Fruktoz

Az enzim leveszi a glikozt a szachardzrol és rakapcsolja a
glikéz lanc végére. (Legels6é alkalommal: egy szachar6z gli-
kozéara.) Nincs el6tte hidrolizis, egylépéses a reakcio.

Irreverzibilis: ~100% a konverzié

Lehetne az enzimet tiszta formaban kinyerni (extracelluléaris),
de a fermentlében végrehajtani gazdasagosabb.

BME A i bgia és Elelmi y Tanszék
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Ciklodextrinek eléallitasa

o - amilézzal hidrolizalt _ciklodextrin-glikozil- (lineéris és) CD
(burgonya) keményité  transzferaz (CGT-az)  gylirlis dextrinek izoléalas

Egylépéses biokonverzi6: (CGTéaz, EC 2.4.1.19 = cyclodextrin
glucanotransferase).

Tobb torzs is termeli:
» 1. Bacillus macerans
» 2. Alkalofil bakt. Ne 38-2
» 3. Klebsiella pneumoniae (patogén) klénoztak B. subtilisbe
» 4. Bacillus circulans

1zolalt, oldott enzimet hasznalnak
Az a-, B- és y-CD keveréke keletkezik.

BME A i bgia és Elelmi y Tanszék
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A dextran el6allitasa

BIOGAL technolégia:

» L. mesenteroides — tejsavbaktérium, anaerob

> el6bb a sejtszaporitas, aztan a termékképzés

» tapoldat: 10-20% szachar6z + 2% CSL + foszfat

> leveg6ztetés nem kell, csak keverés

» pH szabalyozas: min 5,0-5,2 , a képz6d6 tejsavat
kdz6mbdositeni kell

» 0,5 g/l baktérium ~80 g/l dextrant (atlagos méltdmeg:
~500.000) termel, + esetleg a fruktéz is hasznosithat6é

» Kinyerés: kicsapas alkoholokkal, szlirés

» Felhasznalas: vérplazmapétlé, Sephadex

BME A i bgia és Elelmi y Tanszék
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Ciklodextrinek eléallitasa

CCTaz ooooooob)nreo—

+

000CO0OTP—
OH

dextrinek OH

El6hidrolizis: 5-8 % keményit6, a-

amilazzal, n~10-ig O—fid

Konverzio CGT-azzal: tobbféle en- HoZ/?‘:H "o 0

zim, tébbféle optimum: 34-55 °C, oM HO

pH=5,8-6,0 on HQ

Konverzio: fiilgg az enzim mennyisé- 3 oH

gétél: %H oH H\Oﬁ
15E CGT-4z/g keményité: 24% CD \AQO

90E CGT-az/g keményité: 56% CD

OH

O= glikéz a-ciklodextrin
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Akrilamid eléallitasa

...akril-nitrilbél. Van kémiai eljaras (Cu katalizatorral), de az
enzimes jobb

Nitril-hidrataz
PZaN _— /\ﬂ/ NHz
CN EC4.2.1.84
+ HO o

akrilnitril
akrilamid
Rhodococcus rhodochrous
immob. sejtjei

1984, Mitsubishi Rayon (J) 100.000 t/év

Orias enzimek: 4-5 alegység, 130 kD, 18-20 db 520 kD
Optimalis hémérséklet 35 °C, de 10 °C-on végzik, hogy ne
polimerizaljon.

BME A i bgia és Elelmi Tanszék

Kondenzacio, addicid, csoport eltavolitas (liazok)

1921 o Reduktiv aminalas
" CH,NH,
Saccharomyces cerevisiae
80%
CHOJ + HOC™ CHz =——
H /Pt
benzaldehid
(IR)-fenil-acetil-karbinol (IR, 2S)-efedrin
EC4.111. aciloin L-efedrin
Mg, TPP | piruvat
dekarboxilaz Szimpatikus
(S.cerevisiae) Idegizgatészer
Asztma,
CH, COCOOH Taxol oldallanc
Helyettesitett benzaldehidekkel
helyettesitett efedrinek
glikolizis

ia és Elelmi Tanszék

s

Akrilamid eléallitasa

Nitto (J) technoldgia: rataplalasos eljaras, 2x108 U/dms3 enzim-
aktivitassal

Produktivitas: 80 kg/m3h, konverzié: 99,9%

A biokonverzi6 elényei:

Kémiai eljards | Enzimes eljaras
Reakci6 ltmérséklete 70C 0-15 °C
konverzié 70-80% 99,9%
Toményités a feldolgozasndl] szikséges nem szikséges
Energia igény (6z,elektomos) 1,9 MJ/kg 0,4 MJ/kg
CO, termelés 1,5kg C@kg |0,3 kg CQ/ kg

Az akrilamid — poliakrilamid: koagulator, talajkondicionald,
papirgyartas
b .

BME A i bgia és Elelmi Tanszék

L-DOPA el6allitasa

Ez atirozin dezaminalasanak megforditasa (EC 4.1.99.2, L-
tirozin-fenol lidz) Erwinia herbicola sejtszuszpenzidval. A cél
a dopamin (neurotranszmitter) szint emelése (Parkinson kor
kezelése) — a DOPA mellé dekarboxilaz enzimet is adnak, a
masodik reakcié az agyban megy végbe.

L-tirozin fenol liaz

o
HO )k HO. COOH
+ + N —
COOH HO
HO NH
(diOH-Phe)

Katekin Pyr L-DOPA

+enziminhibitor!

]@/\r COOH Dupd(lel\ arboxilaz  HO. NH2
HO

L-DOPA dopamin

ADDICIOS REAKCIOK: almasav eléallitasa

Egylépéses konverzidval fumarsavbol.

E OH
X _COOH —_— COOH
HOOC/\/ +Hp0 HOOC %
fumaric acid |- malic acid

Torzs: Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum
nyugvoésejtes tenyészet

Enzim: EC 4.21.2 fumaraz, sztereoszelektiv, csak L-malatot
termel.

Kortlmények: pH=8, t=25°C

Egyensuly: 15 : 85 aranynal (oldatban) -

BME A i bgia és Elelmi Tanszék
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Almasav eldallitasa Gluké6z-izomerazok

Tobb enzim is termel fruktézt:

A termék kicsapasaval az egyensulyinal jobb konverzié érhet6 Gliik6z-P-izomerdz (EC 5.3.1.9. D-Glucose-6-phosphate-ke-
el: tol-isomerase)
E » E. intermedia
calcium fumarate ~ =__—__—_ > calcium malate > Aerobacter aerogenes
(in solution) equifibrium ratio: (in solution) g
\ = AEEs > Aerobacter cloaceae
- i 4 Ezeknek foszforilalt szubsztrat kell, és arzenat a kofaktoruk
el s Glukoz-izomeraz (EC 5.3.1.18. D-glucose-ketol-isomerase)
Y Heterofermentativ tejsavbaktériumok - kis h&fokoptimum
ca!ciumt\;‘;‘msrate ca('griuSam:e{?te D-xil6z-izomeraz (EC 5.3.1.5. D-xylose-ketol-isomerase)
(crystalline) ¥ Elényok: > alacsony pH optimum (nem termel pszikozt)

» nagy fajlagos aktivitas
Kristalyfermentacio » héfokoptimum 60-80°C
» nincs koenzim

ia és Elelmi any Tanszék

2 gia és Elelmi any Tanszék
ADDICIOS REAKCIOK: aszparaginsav eléallitasa Gliukéz-izomerazok
Régen fermentaciéval, ma egylépéses biotranszformaciéval Tobbfele mikroorganizmussal is termelik (minden cég meg-
(sejtes vagy enzimes) allitjak elé. talalta a sajatjat) —
aszpartiz NH2 Eredetileg induktiv enzimek, de ma mar konstitutiv mutan-
. -COOH L-aszpartdt-ammonia lidz sokat hasznalnak.
oo™ Y %1 HOO coon
+ NHy Intracellularis enzim, nehéz kinyerni, ezért a sejteket vagy a
fumarsav L-aszparaginsav feltart tormeléket immobilizaljak sokféle technikaval —
> a sejteket keresztkotés létesitéssel rogzitik,
E. coli enzim rogzitve, vagy Brevibacterium flavum rogzitett ; ?orIaSZ\S szar'|t,e:§ - enz_|m-po|r,h K
teljes sejt, konverzié ~99% agyasziva szariftas — enzim-petynex .
s . e — extrudalt enzim-rudacskak
Felhasznélas: aszpartam (édesit6szer) alapanyaga
»
gia és Elelmi any Tanszék gia és Elelmi any Tanszék
- Tahle 2. Commervial i glucose i
IZOM ERAZOK (EC 5"X'X'X)' Company Enzyme source Immaobilization procedure
qukoz—(XlIoz—)lzomeraz Chinton Com Processing  Sizepromyees ribigenosus, Enzyme adsurbed on ion-exchanger
S. wednarrenvic
Novo Industry Bacdles coaguduos Enzyme mixed with inorganic diluent and
. P z otz I . zpe z i solid spheres 2l ]
Eredetileg xil6z izomeraz, de a glikozt is izomerizalja fruktoz- pebiar VI b
. Miles Laboratory Siveptomyces ehivaear Glutaraldehyde cross-hinked whole cells
Xylose isomerase . ) ECSa18 Miles Kali Chemic Streptomycen sp. Heai-fiaed colls cross-linked with
Bacillus P e phaec glutaraldehyde
CH,OH Snamprogeiti Streptomyces sp. Enzyme entrapped in cellulose tiacetate
o. CHOH . CHZOH fibtes
E —
oH —_— H__\T/’OH Gist Brovad A wis I Celle pped in gelatine, and cross-
OH Y OH - T—— linked by glutaraldchyde
oH Gist-brocardes Mi-Car Int Sierptomyces olivaceus Glutaraldehyde cron -linked whole cell
1 2 Miles Kali-Chemie gmnuh:\
T=gucose Finnsugar .
2= fructose Nagase ICI Anericas Inc. Arthrobacter sp. Finceuslated cells extruded and dried as
cylindrical pellcts
E|mé|et| egyensﬂlyi kOnVerZié' GL:FR=50:50 enné| ]Obb CPC [nt. Inc. Streptomyces Adsorption on alumina’other ceramics!
€ J. . : . ol D alivechromogenes ion-exchanpe resin
n’em erl:]eto el. (,Byakorlatbar:l 53: 42’+me”ektermEKEK' Corming Glass Works Strepromyces Enzyme adsorbed on controlled pore
(Edesség: gliikoéz : szacharéz : frukté6z =0,6 : 1: 1,5) olivochromagenes alumina
Kérulmények' pH 75-80 T: 50-60 fok +C02+ és Mgz+ ion Sanmatsu Strepromyces sp Enzyme adsorbed on amon exchange resin
! e ! ! Denki Kagaku-Nagase Strepramayces Cells entragped 1 polymer and granulated
A 21 phueochromogenes
BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék
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,IZOCUKOR” (HFCS) GYARTAS

1. A glukoz szirupot elétte alaposan meg kell tisztitani (szi-
rés, aktiv szén, ioncsere, ne legyen Ca?* ion).
2. Immobilizalt sejteket alkalmaznak oszlopokban, az oszlo-
pok hatékonysagat folyamatosan mérik.
3. Elettartam: t,, = 100-600 nap, de -12,5% utan cserélik
4. Termék: nem egyensulyi 0sszetételll, G:F = 53:42, mert le
kell roviditeni a kontaktidét (melléktermékek).
5. Kromatografiaval (ioncsere és kizaras egyszerre) a fruk-
téztartalmat fel lehet emelni (akar 90%-ig).
6. Nem kristalyositjak, csak koncentraljak = HFCS
= High Fructose Corn Syrup = izoszorp
cukortartalma ~70% ennek 55%-a frukt6z

BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék

ENZIMES RESZOLVALAS

Altalanosan: a racém (DL) elegyek komponenseinek szétva-
lasztasa. Pl. az aminosavakndl csak a L-forma biolégiailag ak-
tiv, ezt kell eléallitani, hasznalni.

Két 6 ut:
» aszimmetrikus szintézis,

» aszimmetrikus hidrolizis

Mindketténél az enzimek sztereospecifitdsat hasznaljak ki.

BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék

= ° purf canonmio‘l [reat exchanger]
JIZOCUKOR" 0@E>D
(HFCS)

GYARTAS

RESZOLVALAS: Aszimmetrikus szintézis

Aszimmetrikus szintézis : i-Leu, Lys, Met, Phe, Trp, Val

R—CH—COOH i
apain
| C O =
NH—COR' EC3.22.2

D,L-acil-aminosav anilin
R—(:‘H—CQ—NH@ R—C‘H—COOH
+
Kicsapodik ——> NH—COR' NH—COR

L-acil-aminosav-anilid l D-acil-aminosav

SAVA% HIDROLIZIS LUGO{ HIDROLIZIS
H

R— CH—CCoH R— CH—COOH
NHy N 0
L-AMINOSAV D,L-AMINOSAV  szék

IZOCUKOR” (HFCS) GYARTAS

Magyarorszagon 1978-82 kozott Szabadegyhazan 4 milliard
(akkori) forintos beruhazéssal egy évi 140.000 tonna kapaci-
tasu kukorica-feldolgozé Gzem létesult. Azéta ~1 Mt-ra! bévdilt,
ez az 6ssz EU kvoéta 27%-a.

Komplex kukorica hasznositas = BIOREFINERY

Folyékony cukor 49.500 t sz.a./év

Finom szesz 200.000 absz. hl/év
Kukoricacsira 10.000 t/év
Glutén 6.300 t/év
Takarmany 30.000 t/év

Az elsé folyékony cukor Gizem Eurépaban.
Vilagtermelés: ~7 Mt/év
Felhasznélas: édes-, tej- és siitdipar, italok

BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék

RESZOLVALAS: aszimmetrikus hidrolizis

A racém aminosav keverékre olyan funkciés csoportot kotiink,
aminek eltavolitAséara van sztereoszelektiv enzim.
Tipusreakcid: N-acilezés, majd hidrolizis aminoacilazzal.

Az aminoacilaz csak az L-aminosavakat szabaditja fel, a D-
szarmazék megmarad. Ez utdbbit lGgos fézéssel racemizaljak,
Ujra acilezik, és visszaviszik a folyamat elejére.

Az enzimet a penészgombak, pl. az Aspergillus oryzae termeli,
sokféleképpen immobilizaljak (Sephadex, acetilcelluléz, gélbe-

N acetil-D-aminosav

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék
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KONTROLPANEL

[ARAMLAS  ph  HOMERSEKLET

ACETIL-

AMINOSAV

HOCSERELO

FORRO\AZ\Jé |

gia és El

RESZOLVALAS

RISTALYO
sT6

acetil-D-
aminosav

\ ]

KRISTALYOS
L-AMINOSAV

y Tanszék

RESZOLVALAS

Specialis médszer glutaminsavra:

C‘OOH Lfermenti C‘OOH
racemiz CHp—CHy H*
Pseudomonas 2 2
T —— | —1an
CHz CHp  L-Glu-dehidratéz //C\ /CH
| ° NH \COOH
H——C—NH2 NH—C—H
COOH COOH L-pirrolidon-karbonsav
D-Glu L-Glu
D,L-Glu

gia és Elelmi y Tanszék

Oldott enzim, pH=7,0 t=37°C

réssel lehet visszanyerni.

Trp, Tyr-ra.

S, COOH

HN\H/ o HN\n/

o o
D,L-1 D-2

-methionine 3 = methionine
-methionine 4 = acetic acid

[N

ia és El

/ \/\{ g _ /s\/\rcow P

Aszimmetrikus hidrolizis

A metionin reszolvalasa (Degussa = Evonik eljaras).
Co?* effektor

Feldolgozas: az L-Met kristalyosithat6, az enzimet ultrasz(-

Ugyanez az eljaras alkalmazhaté még: Ala, Phe, Val, Leu,

S _~_-COOH o,
NH,

L-3 4

y Tanszék

Aszimmetrikus hidrolizis lipazzal

A savamid kotések mellett az észter kotések aszimmetrikus
hidrolizise is alkalmas reszolvalasra.

Kinetikus
OH
reszolvalas Pre Phe =
lipaz
@/L p @H\ 3 ©/\
(R,S)-acetil- (R)-acetil- (S)-alkohol
racém keverék 50% 50%

(Racemaz, vagy ltigos hidrolizistacilezés)

gia és Elelmi y Tanszék

Az aminosavgyartas megoszlasa (2006)

Aszimmetrikus hidrolizis lipazzal

Mennyiség t/év Aminosav Alkalmazott eljaras Felhasasal Egy béta-blokkold molekula szintézise:
1.000.000| L-Glutaminsav | Fermentacié izfokoz6 R,S-glicidat
350.000| L-Lizin Fermentacio Tak.kiegégrit o EC3.113
P PRI P Triacylglycerol o
350.000| D,L-Metionin Kémiai szintézis Tak kiegészit )J\ lipase
o R £ ——
75.000| L-Treonin Fermentacio Tak.kiegéseit R ¥ R)I\o/ W + OH/W
10.000| L-Asparaginsav | Enzimes konverzié Aszpartdm o -

" " P ” +RCOOH| -HCI $)-oxiranil-metanol
10.000| L-Fenilalanin Fermentacio Aszpartdm (R)-glicidat qu_:ﬁi;:zl] mEiane
10.000| Glicin Kémiai szintézis Tap.kiegéstijtédesitszer (R)-¢szter

" " P . - e +H,0 -RCOOH
3.000| L-Cisztein Cisztin-redukcié Tapl.kiegésiitgyégyaszat 2
= —— — p’ 9 “PV,W‘" C/W +ArsSO,Cl [ -HCl
1.000 | L-Arginin Fermentécio, extrakcio Gybgyszergyartas o
500 | L-Leucin Fermentacio, extrakcio Gyogyszergyartas 3-Cl-propéanoxiran Keémiai stalakitisok
500 | L-Valin Fermentécio, extrakcio Gy6gyszergyartas prakralis i-PrHN/j/\ON He— W e
300 | L-Triptofan Nyugvosejtes konverzio |  Gyogyszergyartas H o
300 | L-Izoleucin Fermentaci6 Gybgyszergyartas Jrpramtin 2-oxiranil-etanszulfonsav-
OO fenilészter
) ha A= 36
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Biomérndki niiveletek és folyamatok 10. fejezet: Alapfolyamatok 3
Biomérndki BSc

Aszimmetrikus hidrolizis lipazzal

A kinetikus racemizélasi kulcslépés soran visszamarado (R)-
észter racemizalhaté és visszavezethetd a reszolvalasi lépés-
be.

llyen és hasonlé lipaz-katalizalta sztereoszelektiv észter hid-
rolizisek tdmegét alkalmazzak a gyodgyszer-laborok és gyarak
optikailag tiszta intermedierek és végtermékek eléallitasara.

Lipaz forrasok:
» sertés pankreasz
» mikrobak (Pseudomonas fluorescens, Candida cy-
lindracea, stb) enzimei.
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