Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA

2. Egysejt-fehérje eldallitas

EGYSEJT-FEHERJE (SCP)
ELOALLITASA
SCP = Single Cell Protein = egysejt-fehérje
A fermentacio célja maga a sejttémeg.
Az emberiség ellatasara egyre nagyobb mennyiség fehér-

jére van szlkség, ezt a mezégazdasag/allattenyésztés nem
tudja biztositani. -

Mennyiségi és mindségi fehérje-éhezés — esszencidlis AS
A mikroba fehérje 6sszetétele és tapértéke jo, de fajtanként
valtozé -

Felhasznalas: rendszerint allati takarmanyként hlssa stb.
alakitjak.

De: haborus idékben emberek is fogyasztottak élesztét
(SZU, Németo.), és ma is van néhany élelmiszertermeék.
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EGYSEJT-FEHERJE

ELONYEI:
— fehérje tartalma nagy,
— zsirtartalma kicsi (ezen belll is kevés a telitett zsir-
sav), kevés rost,
— kevés a so,
— j6 a tapérteke,
— vitaminok
_ — Kicsi generacios id6 (vo. allatok)
HATRANYAI:
— Nagy a nukleinsav tartalom (= hagysav - kdszvény)
— Toxikus és vagy karcinogén anyagok (szénhidrogén
szubsztratbol)
— Nehezen emészthetd sejtfal - lassu emésztés,
allergia
— Az aminosav 6sszetétel nem idealis (Met, Cys kevés)
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day

A FEHERJE
FOGYASZTAS
MEGOSZLASA

Grarms par wad por

SZUBSZTRATOK

Az egysejt-fehérje araban a legnagyobb tétel a szubsztrat,
ezért a gyartas gazdasagossaga a (szoja)fehérje és a
szubsztrat pillanatnyi aratol fiigg.

FO SZENFORRASOK:

—Szén-dioxid (Iégkori)
—Szénhidratok

— Szénhidrogének

— Alkoholok
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EGYSEJT-FEHERJE (SCP) ELOALLITASA

% élesztd br:::z:-‘i:::n '::;2:?: algak ojali: tejpor
fehérje 60.0 83.0 80.0 42.0 70.0 45.0 34.0
zsirsavak 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
asvanyi sok 6.0 8.6 8.0 6.6 7.0 6.0 8.0
aminosavak 54.0 65.0 40.0
nedvességtartalom 4.5 2.8 4.0 13.0 6.0 12.0 5.0
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SZUBSZTRATOK

Szén-dioxid (1€gkori)
ito ff + fény kellhozza _nar
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA 2. Egysejt-fehérje eldallitds

SZUBSZTRATOK TENYESZTES SZENHIDRATOKON
B). Algatenyésztés valodi algak = z6ldalgak
b1) Beton vagy mlanyag lagunaban, csatornaban, 20-50 a.) SCP termelés melaszon:
cm mély viz 35-50% cukortartalom, ezt felhigitjak 4-6%-ra, sterilezik.
Napfényes helyeken: |zrael, Florida. Torzsek: C. utilis, S. cerevisiae,
Folytonos tenyésztes o Erételies levegbztetés
CO; + kevés O, betaplélas — lilepedés miatt, folytonos szaporitas, D = 0,2-0,3

+ N forras,
baktériumos befert6zédés felléphet.

o Centrifugalas,
Eﬁfer}:;ettlffsfgrﬂo?ortuﬁnw TB-SOV nukleinsav tartalm Tajvan, Dél-Afrika, Oroszorszag: élelmiszer kiegészitd +
kicgi 4(-36%? B EmEmE] & (UL SRR EETEN ] takarmany, (haborus idészak)

Sejtkinyerés: flokulaltatassal Ca(OH), adagolassal, mert a Pékélesztd gyartas ~600.000 teév
centrifugalas draga.
ElGallitasi koltség: 4-10 USD/kg (a szoja csak 3 USD/kg)

Nagy produktivitas, olcsé.
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SZUBSZTRATOK PEKELESZT® GYARTAS

PRODUCTION

b2) HETEROTROF ALGASZAPORITAS.
Chlorella sp. melaszon, folytonos, aszeptikus eljaras.
Japan: termelés 3.000 t/év,
eléallitasi koltsége: 10-15 USD/kg,
felhasznalas: specialis élelmiszer adalék.

—
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TENYESZTES SZENHIDRATOKON TENYESZTES SZENHIDRATOKON
Idealis szubsztratok, meguijuld, heterotrofok hasznositjak. b.) SCP termelés laktézon:
De: a poliszacharidokat le kell bontani. A sajtgyari savé kb. 5 % tejcukrot és 1 % fehérjét tartalmaz.
Szénhidrat forrasok x108 tonna/év Ha ez szennyvizként megy el, akkor BOI = 70.000 !!
Gl 33 usa) Ezért inkabb ultrasziiréssel elvalasztjak a fehérjét (tapszer,
szlulfit szennylig 12 élelmiszeripari adalék) és a lakt6zon
keményit6  zdldség feldolgozas maradéka SaCCharomy ces lactis,
cellul6z réselt cukornad 106 Candida utilis,
tzakorpa 58 Saccharomyces fragilis,
bluzaszalma 864 2
Eziszalma e 1582 Kluyveromyces lactis
uKorica maraade A 1
varosi hulladékok (papir) 152 torzseket szaporitanak. -
faipari és erdészeti maradék 61
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA

2. Egysejt-fehérje eldallitas

TENYESZTES SZENHIDRATOKON

TENYESZTES SZENHIDRATOKON
d.) gliik6zon

altalaban nem gazdasagos, de az RHM Mycoprotein (élel-
miszer) eljarasa: Fusarium graminearum torzzsel igen.
Folytonos kemosztat tenyésztés (D = 0,2) glikozon, air lift,
+ NH; gaz bevezetés (pH szabalyozés és N forras).
Feldolgozas: 1. Ciklonos siirités
2. Hokezelés: 20 percig 64°C-on;
— A héstabil RNaz lebontja az RNS-t 10%-rél 2%-ra.
— A proteazok inaktivalédnak, ezaltal stabilabb termék.
3. Szlirés, 4. Szaritas,
45% fehérjetartalmu anyag,+tojasfehérjével, extrudalassal,
g6zoléssel, fagyasztassal javitjak a textarajat.
10 éves allati és human kisérletek utan, 1985-ben engedé-
lyezték.
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BEL FROMAGERIES-ELJARAS

Kluyveromyces marxianus-szal, tejsavon:

Szubsztrat: tejsavé ~ 5% laktézt, 0,8% proteint, és 0,2-0,6%
tejsavat tartalmaz

Ha biomasszat akarunk termelni, akkor levegéztetjik a fer-
mentaciot, mig az alkohol gyartasnal minimalis a levegézte-
tés

A takarmanyozasi céli biomasszahoz az §sszes asvanyi
anyag és tejsav is felhasznalhat6: — beparlas, — porlaszt-
va szaritas

Elelmiszer minéségl biomassza el6allitasahoz a sejteket
centrifugaljak, mossak és szaritjak.
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A F. graminearum-mal glikézon
eléallitott (RHM) gombaproteint
Nagy-Britanniaban Quorn mar-
kanéven, ~50 élelmiszerben for-
galmazzak

,Healthy food”, huspéto, vegak.
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TENYESZTES SZENHIDRATOKON

c.) szulfitszennyligon
Papir ill. celluloz gyartas szennyvize, 2-7 % cukrot (elsésor-
ban pent6zokat) + szerves savakat tartalmaz, BOD~50.000

Candida utilis, térzzsel (Csehorszag)
Folytonos eljaras, 3x800 m3-es fermentor,
Termelése: 25.000 t SCP/év

Pekilo eljaras

Paecilomyces varioti toérzzsel (Finnorszag) 10.000 t/év, a
pentdzt és ecetsavat jobban hasznositja
Fehérjetartalom: 55-60 %

360 m3-es keverés fermentor, folytonos, D = 0.2
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TENYESZTES SZENHIDRATOKON

e.) keményité hulladékon

Symba eljaras (sved)

Keményité hulladékok a keményité gyartasbol, pl. bur-
gonya szelet.

1. 1épcsé: Endomycopsis fibuliger (amilaz termel6) + NH,
2. l1épcsé: Candida utilis éleszt6 sejttdmeg

Folytonos eljaras,

A BOD lemegy ~ 1000 mg O/l -re

Solid substrate fermentation = szilard fazist fermentacio
(mint a sil6zas)

szilard hulladék + NH, + s6 + mikroba,

Fehérjetartalom 10-15%, sok rost és hamu ballaszt

ia ¢s Elclmi tudomany Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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2. Egysejt-fehérje eldallitas

SYMBA ELJARAS

Szimbiozis

1. fermentor
fermentor

Saccharomycopsis
fibuliger inokulum

Centrifugalés

Candida
utilis
inokulum

Feliiliszo

Porlasztva
szaritas

Csomagolas

Burgonya keményit

Nitrogén forrés

Foszfor forras

Asvanyi sok

Steril levegs

TENYESZTES SZENHIDROGENEKEN

Biokémiai folyamatok:

Terminalis oxidacio: a lanc végén kezdédik (-OH, -CHO, -
COOH) majd béta-oxidaciéval folytatodik

Szubterminalis oxidacioé: alfa helyzetben jelenik meg egy
keto-csoport és egy CO, molekula hasad le.
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TENYESZTES SZENHIDRATOKON

f.): cellul6zon/hemicellulé6zon

A tiszta celluléz enzimes bontasa ugy-ahogy megy, de a
hemicellulézzal és a ligninnel egyltt nehéz. Kémiaiffizikai
elékezelés kell > megdragitja a folyamatot.

Minimum 3 enzim kell a komplex szerkezet lebontasahoz:

Endo B1.,4-gliikkanaz, endocellulaz, C, enzim, oldhaté cellul6zbél C, hatasara
lesz cellobidz és oligomerek

Exo-B1.4-gliikkanaz, cellobiohidrolaz, c1 enzim, a Trichoderma viridae enzimei-
nek 80%-a ez. Kristalyos cellul6zbdl c1 hatasara lesz cellobidz
B-1.4-gllkozidaz, cellobiaz a cellobidzt 2 gliikézra hasitja

Hatasukra - gliikéz + 6tszénatomos cukrok keletkeznek.

A Trichoderma viridae és Penicillium, Aspergillus fajok ter-
melik, de nem nagyipari SCP eljaras.

SSF: Trichoderma + NH, + szalma - takarmany, ~15% fe-
hérjetartalom

20
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TENYESZTES SZENHIDROGENEKEN

CHy— (CH,), — CH,—CH,3

/\Q

CHy=(CH,)— CH,—~COOH CH3(CH, )= C —CH,

\w—oxidu;ﬂ" ‘ «-Oxidation
o

HOOC~{ CH,J, ~CH,~COOH CH;~(CH,),— € —COOH
B-Oxidation l p-Oxidation Decarboxylotion

Acetate Acetate + Succinate CHy(CH, )~ COOH + CO,

$-Oxidation
Acetate + Propionate
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A NOVENYI SEJTFAL SZERKEZETE
O
/@@@@

Macrofibril

4 Plant cell

Hemicellulose:

Pentose

Hexose
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Crystalline N ) G
- ——-
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T Nhyrogen
Cellodextrin bond

cellulose
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TENYESZTES SZENHIDROGENEKEN

n-alkdnokon

C10-C47 gazolajfrakciobdl molekulasziréssel vonjak ki a n-
lancuakat.

Torzsek: Candida tropicalis, C. lipolytica, C. guilliermondli
Technolégia: az n-alkan rosszul oldédik: emulzié, 0.01-0.50
um cseppek, fellletaktiv anyag kell hozza + a mikroba is
termeli, j6l hasznosul. Négyfazisu rendszer: viz, olaj, sejtek,
levegd — diszpergalni kell.

Az éleszt6kben a passziv diffuziot elésegiti a sok lipid a ci-
toplazma-membranban.

Nagy az O, igény (2-3 vvm) és a héfejlédés: 1kg SCP-hez
1-1,2 kg alkan, 2,2 kg O, és 27000 kJ héfejlédés tartozik.
Airlift, magas reaktor, tilnyomasos, nagy térfogatok.

24
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2. Egysejt-fehérje eldallitas

TENYESZTES SZENHIDROGENEKEN

Paraméterek:
— n-alkénndl: Mmax= 0,28 Y =0.98
— glikéznal: Mmax = 0.62 Y =0.51
>
Kapacitasok:

BP technologia: Szardinia, Japan

Kapacitas 200.000 t/év; de 1973-ban bezartak, tarsadalmi
nyomas hatasara, noha engedélyezett termék volt.
SZU/Oroszorszag: tomegtermelés (tobb szazezer t/év),
Candida guilliermondii térzzsel

Romaniaban volt egy izem, ~60.000 t/év, ma?

25
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THE U-LOOP FERMENTOR

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

1 Degassing unit @

N

Continual harvest of
blomass

CO02 outlet
Nozzle pump

Injectlons of medium

o g s~ W

Propeller pump (for
moving the fluld through
the loop)

Cooling

8 static mixers

raw materials fermentation harvesting
s vent )
inoculurn separated water

minerals
—

water

H

|

i
"
/4B -carzifins = I
sterizers ]

air 1

ammonia .!

SCP product

The production of Candida fipoiytica from n-aikanes
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TENYESZTES ALKOHOLOKON
a.): etilalkoholon

Csak akkor volt versenyképes, amikor a féldgazbdl nyert
EtOH nagyon olcsé volt (etan - etilén > etanol > SCP).

Kapacitasok:

USA: 7.000 t/év, Candida utilis térzs, Hozam: Y = 0,7
élelmiszer kiegészitéként alkalmaztak

Csehorszag: volt egy nagy tizem, ahol takarmany-éleszt6t
gyartottak.
A rendszervaltas 6ta nincs informacio.

29
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TENYESZTES METANON

Eltérés: a metan gaz halmazallapotu, oldhatésaga kicsi.
Nem keverhetd a levegével, mert robbanasveszélyes.

A metannak a folyadékon athaladva teljesen el kell fogy-
nia. Kevert reaktorban ez nem megy — cséreaktor —
még jobb: cirkulaciés reaktor: U-loop fermentor

UniProtein eljaras:

Methylococcus capsulatus, folyamatos: D=0,20-0,25 h-
biomassza: 20-30 g sza/liter

Feldolgozas: centrifugalassal 22%-ra koncentraljak,

70 °C-ra melegitik (RNS csokkentés),

porlasztva szaritjak

27
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TENYESZTES METANOLON

A metanolt a féldgaz metanjabdl parcialis oxidaciéval nagy
témegben, olcsén lehetett eléallitani. Erre épllt egy komoly
SCP ipar.

Nagyon sokféle baktérium képes a metanolt hasznositani.
Obligat metilotréf baktériumok: Methylobacter, Methylococ-
cus, Methylomonas, Methylosinus, Methylocystis

Fakultativ metilotrof baktériumok: Arthrobacter, Bacillus,
Klebsiella, Micrococcus, Protaminobacter, Pseudomonas,
Streptomyces, Rhodopseudomonas, Vibrio

Fakultativ metilotrof éleszték: Candida boidinii, Hansenula
capsulata, Pichia haplophila, P. pastoris, Torulopsis glabrata

Fakultativ metilotr6f gombak: Paecilomyces, Trichoderma

30
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2. Egysejt-fehérje eldallitas

A METANOL ASSZIMILACIO UTJAI

[ The Ribulose |
Monophosphate|

METANOL ASSZIMILACIO

o Pathway L ATP
s R j Fructose glycolysis, ¢
CO; PEP v, g3 6-phosphat oL o
2. L NAD(PIH Glay_c%ronsldgglygw iy Jl PEP Glycerate NHz
: Serine PROSPRA® " Ribulose CO; '*..___x
Oxal o‘acelal? ) A oTHE n-D'\OSD{\j?fi 7 N, NAD(PH
NADF— The Serine | ’\ 7 e
\ Pathway | / Methylene-THF _)e—T-Formald?hyds<——— Serine
Malate Glycine = e A Oxaloacetate THF
o NAD(PJH fhvcine [—NAOH. 002, T e
Con ATP N s > Xylul i
Malyl-Goa  Glyoxylate ™ Glyceraldehyde 5. nhosphate NAD(PH The Serine
= Methyl-THF Glycine 3-phosphate . Pathw Methyl THF
+ _..
Acetyl-COA  Co-dehydroganase- |2 Faredoda™. Dihydroxyacetone a ay [ ethylene -
R it e = il Malate Glycine
shosghate
Acetyl-CoA Serine 44 Con, ATP NH3
The Reductive ™8 Giyceralgehyde Malyl-CoA  Glyoxylate
atyl-Co, 3-phosphate
Pamvﬂy_ Pyruvate =
= | The Xylulose
The Redychve 5-Phosphate
Glycine | Pathway AcelyI-CoA
Pathway

METANOL ASSZIMILACIO

1. ribuléz-monofoszfat Gt:
Kulcsenzime a hexul6z-foszfat szintaz
Ezen az Gton a hozam elériaz Y = 0,5 -et -

[ The Ribulose ‘
Monophosphate| b
_ Pathway | %
Fructose
! 6-phosphate
Giyceraldehyde # 4
3-phosphate b
Ribulose /‘

5-phosphate P
— W

Ve

C Methylene-THF )«———» Formaldehyde +——

32

16gia és Elelmiszertudomany Tanszék

ICI TECHNOLOGIA

Torzs: Methylophylus methylotrophus

Hexul6z-foszfat at, Y = 0,53, és gyors névekedés.
Génmanipulacio: a sok fehérjéhez sok Glu-ra van sziikség.
A M.m. ezt transzaminalassal szintetizalja, ahol az amino-
donor egy Gin:

a-keto-glutarsav + Gln = 2 Glu
Ugyanezt az E. coli egyszerlibben végzi, ammaoénium ionnal.

a-keto-glutarsav + NH,* = Glu

Ezt az enzimet klonoztéak at a M.m.-ba, javitva a fehérje
termelést.

35
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METANOL ASSZIMILACIO

2. szerin Ut:

Kulcsenzime a szerin-transzhidroxi-metilaz, amely egy gli-
cinhez kapcsolja az aktiv formaldehidet, és ezaltal szerint
termel.

Ezen az Gton a hozam csak Y ~ 0,3

A szerin Uton hasznosité baktériumok szilard tapoldaton
altalaban rézsaszin pigmentet termelnek.

=
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IClI TECHNOL

Reaktor: driasi toronyfermentor, 60 r
V = 3000 m3, benne lyukacsos talcal
tasara.

MUSZAKI CSUCSTELJESITMENY!
A metanolt 8000 (!!) ponton taplaltak
do a koncentraci6ja. Emiatt a hozam
Folytonos, D =0,2,t=37°C,pH =7
~100 napig uzemelt fert6zédés nélki
A sejtek szeparalasa utan a levet (ré
Produktivitasa: 4 g/l/h

Kilépé koncentracio: 30 g/l
Kapacités: 70.000 t/év

4 201t
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ICI REAKTOR ENGEDELYEZTETES

Amikor az ICl elkezdte a projectet, még nem volt sem szer-
vezet, sem szabaly az engedélyetetésre, ezeket menet
kozben kellett kialakitani. Az6ta a WHO és a IUPAC foglal-
kozik vele, megvannak az eljarasok. Vizsgalni kell:
TAKARMANYRA:

» Toxikolégia

» Teratogénia

» Mutagenitas

» Szermaradvanyok

» Emészthet6ség szempontjabol.
ELELMISZEREKRE még pluszban

» klinikai vizsgalatokat irnak el

40
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IClI TECHNOLOGIA

Feldolgozas:

- a lefejtett levet savas kézegben 70°C-on kezelik, igy az
RNS koncentracio csokken,

- steril centrifugalas,

- a levet (részben) visszataplaljak,

- a sejteket szaritjak.

A beruhazas ~150 milli6 GBP-ba kertilt.

Az egész vilag a csodajara jart, de mire elkészilt (1980)

mar gazdasagtalan volt.

A termék koltsége ~600 USD/t fehérje, mig a halliszt és a

sz6ja 2-300 dollar/t-ba kerult.

Attértek a Mycoprotein-re (Fusariummal) — de ebbdl nem

kellett annyi, csak néhany ezer tonna.

38
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ICI REAKTOR BONTASA
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