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11. fejezet

: Hidrolizis

HIDROLIzIS

Enzimes hidrolizist a hidrolazok EC. 3.x.x.x Vvégzik.

>
>
>
>
>

észterazok: lipazok, foszfatazok
glikozilazok,

Peptidhidrolazok: proteazok,
dezaminazok

acilazok, stb
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Keményité enzimes hidrolizise
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A keményitét bonté = amilolitikus enzimek

a-amilazok:

A keményitd a-1,4-es kotéseit a lancban statisztikusan hasit-
jak (endoenzimek), eltéré polimerizacios foku, a-konfiguracio-
ju lineéris és elagazé dextrineket képeznek.

Extracellularis és altaldban induktiv enzimek

Sok gomba- és baktériumfaj termeli (Bacillus subtilis, B. amy-
loliquefaciens, B. licheniformis, Aspergillus oryzae, Thermo-
monospora) Ezek egymastol pH-, és hémérséklet optimum-
ban, valamint stabilitdsban kilonbdznek. A legtdbb a-amilaz
stabilizatorként kalcium iont igényel aktivitasahoz és stabilita-
sahoz.

és Elelmiszertudomany Tanszék

A keményité szerkezete

amil6z amilopektin
Ajodkeményité szine
a polimerizacio fokatol
fuggden:

>40 sotétkék

44 kék

25 bibor

15 vorésesbarna
Amylose.

Reducing
ends

Amylapectin

Amilazok

A B-amilazok: exoamilazok, B-konfiguraciéju maltézokat ké-
peznek a-1,4-es kotések hasitasa révén:
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Poly-c-D-glucose Maltose

Jorészt ndvényi (malata) eredetliek és aktivitasukhoz nem
igényelnek kalciumot.

Ujabban mikroorganizmusokkal is: ezen B-amilazok hémér-
séklet optimuma magas, (— sokkal nagyobb a maltéz képz6-
dési sebesség!)
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Amilazok

Glikoamilazok = amilogliikozidazok = y-amilazok.
Exoenzimek, BD-glik6z egységeket hasitanak le a nem redu-
kalo lancvégekrdl.
keményit6, dextrinek ——
gltik6z, maltdz és hatardextrinek keveréke
A maltézt csak nagyon lassan bontjak és nem tamadjak az
elagazé lancok 1,6-kotéseit ill. csak nagyon lassan.

Enzim el6allitasa: Aspergillus, Rhisopus térzsek

Pullulanazok ill. izoamildzok az amilopektin elagazasainak
o-1,6-kotéseit képesek hasitani.

i BME Alkalmazott Biotechnologia & Elelmiszertudomény Tanszék

14
Amilazok
Enzyme EC number Source Action
Cnly a-1.4-oligosaccharide links are
Bacillus cleaved to give e-dexdrins and

amyloliquefaciens |predominantly maltose (G2), G3, G&
and G7 oligosaccharides
Only @1 4-oligosaccharide links are
cleaved to give a-dextrins and
predominantly maltose, G3, G4 and G5
oligosaccharides
Only @-1.4 oligosaccharide links are
Aspergiilus aryzae, |cleaved to give a-dextrins and

A niger predominantly maltose and G3
oligosaccharides
Only -1 4-oligosaccharide links are
cleaved to give e-dexdtrins with maltose,
G3, G4 and up to 50% (wiw) glucose
Cnly a-1.4-links are cleaved, from
&-Amylase 3212 Malted barley non-reducing ends, to give limit dextrins
and §-maltose
o-1.4 and e-1.6-links are cleaved. from
the nonreducing ends, to give g-glucose
Only o-1,6-links are cleaved to give
straight-chain maltodextring

a-Amylase 3211 B licheniformis

Saccharifying 3914 B subtilis
a-amylase (amlosacchariiicus)

Glucoamylase 3213 A niger

Pullulanase 32141 |B acidopullulficus

| a-amilaz

\k 8-0}0-8-0-8-0-8 | pamiz
e rarat e iuie

l amiloglikozidaz

— pullulanaz

NR
NR
NR R
hatérdextrin
NR R

NR=nemredukdl6 vég R=redukal6 vég
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Dextr6z egyenérték

DE =100* elbontott glikozid kétéselszama _
kezdetberjelenvolt 6sszeglikozid kotésekszam

~100* redukalécukor,glikozbarkifejezve
teljesszénhidramennyiség
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KEMENYITO

35-40%
PH=65 | Cq2+

KEMENYITO ZAGY
50-60 °C

ELCSIRIZESITETT KEMENYITO

105 °C HLAZ
— 5 min 1500 E/kg
elfolyositas v pH5,5-5,7
959€
2 ora
szirés 0,3% gliikoz

ELFOLYOSITOTT KEMENYITO | 2,0% maltoz
97,7% oligoszaharidok
DE=1

KOAMILAZ

pH=4,5 K
e —— GO0 150 E
48-72 6ra| (pullulanaz 100 E/kg)

GLUKOZ SZIRUP [97.98v% glikoz
2

maltoz,

izomalt6z,oligosz-k
DE=99

Cukrok relativ édessége

Food ingredient Rela&\é?gi?i%tﬁff by
Sucrose 1.0

Glucose o7

Fructose 1.3
Galactose 0.7

Maltose 03

Lactose 02
Raffinose 02
Hydrolysed sucrose 1.1
Hydrolysed lactose o7

Glucose syrup 11 DE =0.1

Glucose syrup 42 DE 03

Glucose syrup 97 DE o7

Maltose syrup 44 DE 03
High-conversion syrup 65 DE 0.5

HFCS (42% fructose)? 1.0

HFCS (59% fructose) 1.1 -
Aspartame 180
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Celluléz hidrolizis Kitin és kitinazok

cellobi6z

~
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N-acetil-D-glikézamin
Redukal6 vég B- (1,4) homopolimer

Nemredukalé vég

Serratia
marcescens
kitindz
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A lignocellulézok L;{L

PEKTIN HIDROLIZIS
szerkezete
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A Trichoderma reesei cellulaz komplexe A pektin tényleges szerkezete
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Hidrolizis

PEKTIN HIDROLIZISE

a-1,4-galaktozidkotések bontasa, exo- és endoenzimek:

endopolygalacturonase, exopolygalacturonase
EC3.2.1.15 EC3.2.167
COOH COOCH; OH
0, OH
OH OH
0 O
COOCH3 OH COOH

pectlnesterase EC
3.1.1.11

iny Tanszék
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A B-galaktozidazok 6sszehasonlitasa

Origin PHopt. | Topt | Km (MM) | M, | Activator | Inhibitor
lactose* | kDa
Fungal
Aspergillus niger B2ib 58 |85 124
Aspergillus oryzae 5.0 55 |50 90
Yeast
Kluyveromyces lactis, | 6.5 37 |35 115 | K*, Mg?* | Ca?*, Na?*,
K. fragilis Zn, Cu
Bacterial
E. coli 72 |40 |2 540 |Naf, K*
B. subtilis 6.5 50 |700
B. stearothermophilus | 6.2 55 |2 220 |Mg*
L. thermophilus 6.2 55 |6 540

& BME Alkal Bioteohnolagia 2 Elelini

PEKTIN HIDROLIZISE

Léhozam fokozasa és derités gyiimélcslevek kinyerésénél -
Aspergillus és Penicillium térzsek extracellularis enzimei.
pH 4-5 kézott,  ty, ~50 °C

Len és kenderaztatas — Bacillus macerans, B. asterosporus.

any Tanszek

Lakt6éz hidrolizis

Tejipari élesztd Kluyveromyces fragilis (K. marxianus var.
marxianus), pH optimum (pH 6.5-7.0)
vagy
Aspergillus oryzae vagy A. niger,
pH optimum (pH 4.5-6.0 and 3.0-4.0)
termék inhibicié a galakt6z altal
Laktazok felhasznalasa: fagylalt, izesitett és natir kondenztej-
készitmények
(2000 U kgt) enzim egy nap 5°C-on, kb. 50%-a a laktéznak
lebomlik ami édesebb és nehezebben kristalyosod6 lesz!
Kisebb mennyiségben a hosszan eltarthat6 sterilezett tejekhez is
adnak (20 U kg%, 20°C).
Ma még nagyon draga

ny Tanszék

Lakt6z hidrolizis

A tejben és a savOban (sajtgyartas) ~4.7 s% lakt6z van.

A hasznositashoz hidrolizalni kell: laktaz = B-galaktozidaz,
emészté enzim. A csecsemok termelik, a felnétt populacié z6-
me mar nem = lakt6z intolerancia (Kina: 90%, fekete amerikai-
ak: 73% intolerans, fehér USA: 96%, svédek 84%-a tolerans)

Lakt6z hidrolizis:
(Exo-(1— 4)-beta-D-galactanase, lactase EC 3.2.1.23)

HO OH

7 L &\\
W/ ljga\aklczldal \%

laktoz galakt6z gliikoz
Viz visszatartds hasmengs
Lakt6z bontatlanul vastagbélbe—-(:

Bélbacik gazképidés exploziv diarrea

16gia és Elelmiszertudomany Tanszék

Lakt6z hidrolizis

Az enzimes lakt6z hidrolizis alkalmazésai:

1. Laktéz-szegény tej (low lactose milk) eléallitdsa

Szakaszos eljaras (mert a folytonosnal nagyobb a befert6z6-
dés veszélye): éleszté enzimmel (dragabb, de a tejet nem le-
het lesavanyitani), 35 °C-on, 4 6ran keresztil > 70-80%-0s
konverzi6. Az enzimet benne hagyjak, UHT sterilezéssel inak-
tivaljak.

2. Savéban:

Immobilizalt enzimes eljaras: inkdbb penész enzimmel, az
alacsonyabb pH valamennyire véd a befert6zédéstol.
Felhasznalas: takarmany, tapszer, élelmiszer adalék

légia és Elelmiszertudomany Tanszék
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11. fejezet

: Hidrolizis

Lakt6z hidrolizis

3. Elelmiszeriparban: édesség, stabilitas javitasa:
Laktoz = galaktoz + glikoz

édesebb a keverék

nem kristalyosodik

kis édesit6 érték
koénnyen kristalyosodik

Edesité értékek arénya:
laktoz : galaktoz : glikéz =20 : 70 : 70

Felhasznéalasa: fagylalt, izesitett és natlr kondenztej-készit-
mények

BME Alkal Biotechnolégia & El

tudomény Tanszék

A penicillin

Az enzim befogja a penicillin molekulat és ugyanigy hidrolizalja a
peptid kotést a penicillin B-laktdm gydrjében, mint az alaninok
kozott. Az aktiv centrumban |évé szerinnel létrejon az észterkotés,
de ez a penicillin esetében nem tud atrendezddni, irreverzibilisen
kovalens kétésben marad az enzimen. A penicillin megkdtésével az
enzim végérvényesen elveszti az aktivitdsat, mintegy ,6ngyilkossa-

got kovet el”.
”\&o Penicillin

1 S, CHy
u
\
H .c\ CHy
N coo
'&;/ H
O ~Feszitett

peptid kotés

alvcopeptide
transpeptidase

alvcopentide
transpeptidase

Penicillin hidrolizis

El6szor a penicillinrél
magarol.

bacterial

colonies
9
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Penicillin acilaz/amidaz

Miért hidrolizalnak? — a félszintetikus penicillinek eléallitasa a fer-
mentélt G-penicillin oldallancanak lecserélésével torténik.

1. Hidrolizis
G penicillin — 6-amino-penicillansav (6-APA) + fenilecetsav

H
N HaN,
S E S COOH
o N Ee— N #
J Hz0 J
COOH COOH

1 2 3

7= penicilin-G
2 = 6-amino penicillanic acid ( 6-APA)
3 = phenylacetic acid

és iszertudomany Tanszék

A penicillin

... a baktériumok sejtfaldban keresztkotéseket létrehozé glikopep-
tid transzpeptidaz enzim szerkezetanaldg irreverzibilis suicid inhi-
bitora. Az enzim a DAla-DAla lancvégeket kéti 6ssze pentaglicin
lancvégekkel, mikdzben az egyik DAla kilép. A penicillin a DAla-
DAla lancvégek szerkezetanaldgja:

AcylD-Ala-D-Ala

HoH

Hos £
//C*N 55, cHy

of "y,
oM

Penicillin acilaz/amidaz

2. Uj oldallanc (karbonsav) rékétése

Karbonsav szarmazék + 6-APA - félszintetikus penicillin

NH, NH,
R? HoN, s H
\>< pencillin acylase N, S,
o - N - \><
R -H0 - o Ny
COOH ¢} :
COOH
D-(-)-1 2 3
1a = phenylglycineamide (R'=H, R%=NHy) = PGA 2 =6APA

1b = phenylglycinmethyl ester (R'=H, R2=OMe) = PGM

1c = hydroxyphenylglycineamide (R '=OH, R?=NH,) = HPGA

1d = hydroxyphenylglycinemethyl ester (R '=OH, R?=OMe) = HPGM
Ugyanazzal az enzimmel meg lehet csinalni a két ellentétes reakciot,
(acilaz/amidaz!) de itt sav-szarmazékot kell adni (pH, ionizalas!)

3a = ampicillin (R'=H)
3b = amoxicillin (R'=OH)

BME Alkal {oteapy e Fleling

tudomany Tanszék
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Penicillin acilaz/amidaz Félszintetikus penicillinek
Termeld torzsek: Fermentalt alapvegyiletek:
Type |: penész tipust, pH ~10, t ~50 °C, inkabb V, mint G Natural penicillins

Type II: baktérium tipusu, pH ~8, t ~40 °C. Sokféle van, de az ipar-
ban féleg E. coli mutansok és manipulalt térzsek.
Penicillin G

Fermentacio: (Gram-positive cocci)

Indukci6 fenil-ecetsav adagolassal (5X titer-ndvekedés)
Glikoz: katabolit represszié miatt kis koncentraciéban
O, : aerob, de nem tul erés levegbztetés
Feldolgozas: - nyugvoéseijtes tenyészet, de inkabb:

- kinyert, tisztitott, immobilizalt enzim

Penicillin V
(acid resistant)

iny Tanszék
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Penicillin hidrolizis Félszintetikus penicillinek

A reakci6 tulajdonsagai: erés S és P inhibici6, a szakaszos nem jo.
Kiszamoltak: a toltott oszlop a legjobb. De:

A felszabadul6 fenilecetsav miatt a pH csokken, ettél a 6-APA bom-
lik. pH-szabalyozas kellene, de az oszlopreaktorban nem megy.

c C—N S~ Ampicillin
| j:/l__] (broad spectrum,
NH,

0 acid resistant)

recirkulacios, pH sza-
béalyozas a tartalyban,
ciklusidé: 30 ora,
produktivitas: 33 kg/m3h
konverzié: 86%

0]
C——C—N S~ Amoxicillin
H (broad spectrum)

ny Tanszék

L LUG H (”) H
Megoldasok: . C——C—N S~ Carbenicillin
. | (broad spectrum)
1. Toyo-Ozo eljaras: COONa o
30 liter
18 3 2 &000

1 60001I/h

any Tanszek
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RNS-hidrolizis

2. Oszlop helyett kaszkad reaktor, optimalis szamuk 4.
95% konverzio

60z
HiTéviz

Egyes nukleotidokat (5-GMP, 5'-IMP) izfokozénak hasznalnak.
Két technolégia: - de novo fermentacié

- RNS hidrolizise:
Sok RNS-hez nagy RNS-tartalmu éleszt6 sejttomegbdl juthatunk
(Candida utilis vagy Saccharomyces cerevisiae).
Folytonos technoldgiaval ~35 g/l sejt, 10-15% RNS-tartalommal.
Kinyerése:
I > Extrakci6 (5-20%-0s NaOH, 100 °C, 8 6rés
f6zés, az RNS felold6dik)
] » A sejtmaradvanyok lecentrifugalasa
S E—— e = =] > Kicsapas savval és alkohollal

» Mosas, szaritas

viz

Penicillin-G

36
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RNS-hidrolizis

RNéaz komplex: endo- és exonukleazok egyiitt (Penicillium citri-
num). Immobilizalt formaban is hasznaljak.

A hidrolizis: 2%-0s RNS-oldatban, pH=5, 4 6ra, 65 °C-on.

A folyamat végén nukleotidok keveréke keletkezik, (purin és piri-
midin vaz egyarant: 5'-GMP, 5'-AMP, 5-UMP, 5-CMP). Ezeket
anioncserélével, vagy metanolos frakciondlt kicsapassal valaszt-
hatjuk el.

Az 5-IMP elééllitasdhoz az 5'-AMP frakciot kell dezaminalni (en-
zimforras: Aspergillus oryzae).

37
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ATP gyartas - foszforilezés

Korébban l6izombdl vontak sinkér
ki, ma élesztével allitjak eld | SNy
(Ganti, Reanal). G-f-"
A glikolizis gyorsabb és egy- 6P
szerlibb ATP termel6 folya- #.xnp
mat, mint a terminalis oxida- e
CléhOZ kapCSO|t OXIdatiV Dihidroxi-aceton-P ———— Gliceraldehid-P
foszforilezés. T e
ATP

3-P-glicepit
De: fogyasztja is az ATP-t: gl
-2 ATP — +4 ATP ATPU zin, AMF v ADP PEP

Pyruvét

FtOH

38
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ATP gyartas

Az ATP-t fogyaszto |épéseket ugy kerdlik el, hogy a terméket
eléallito élesztésejteknek (Saccharomyces cerevisiae, anaerob)
a glikolizis mér foszforilezett koztitermékeét (frukt6z-1,6-biszfosz-
fat) és az adenozint adagoljak, amit kémiai szintézissel allitanak
elé. Az enzimek Mg?* ionokat igényelnek.

N:
N
I\/NI@ CHaOH éleszé
$ +Fruktéz-1,6-diP —
OH OH Mg 2

AMP ADP ATP

Kinaban immobilizalt élesztével 300 literes reaktorban évi 5 ton-
nat termelnek.

39
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