Pécs Miklés: Biotermék technoldgia Ipari enzimek

IPARI ENZIMEK

1. Az enzimek hasznalatanak torténete

Az enzimek a biologiai anyagok, bioldégiai makronkuiék, amelyeket élszervezetek
allitanak eb, és amelyek egy meghatarozott biokémiai reakcializatoraként rikodnek.
Ezek a kémiai reakcidk kémiai katalizatoraihoz IméGan egy biologiai/biokémiai reakciot
gyorsitanak fel akar a sejt belsejében, akar andil Is. igy mikodésiiket jobban leirja a bio-
katalizator elnevezés. Wilhelm Friedrich Kihne, aid¢lbergi Egyetem a fiziol6gia pro-
fesszora 1877-ben hasznaltdszlor az enzim kifejezést, amely a géedgoun (enzime) =
~elesztben” szobolszarmazik. Az enzimeket mar évezredek 6ta haszaalemberiség, de
Kihne volt az el§, aki tudomanyos terminolégiat alkotott erre a badekulara. Mar a sumé-
rok, az egyiptomiak és gorogok is ismerték az etaitalmu anyagok empirikus hasznalatat.

Az enzimaktivitasuk miatt hasznalt preparatumokisaknegvan a maga térténete. En-
zimhatasuk miatt hasznaltak a malatat (keméhgitd enzimek), a borjagyomrot (rennin), a
kovaszt (tejsavbaktériumok)ptsmeg a fekaliat is (protedz aktivitasa @Kikeészitésnél volt
hasznos). ldrendbe szedve:

1894-ben Jokichi Takamine felfedezte a takadiagzt@mely azAspergillus oryzae
torzzsel termeltetett diasztaz preparatum, a pesésacellularis enzimeit, élsorban amila-
zokat és proteazokat tartalmazta. Emeésztéstissrgrként is alkalmaztak, potolta a hasnyal-
mirigy altal termelt enzimek hianyat.

A kovetked preparatum éppen ellenkéeg, allati hasnyalmirigy kivonatot tartalma-
zott, proteaz (tripszin, kimotripszin) aktivitdsavén az els enzimes mosopor (Burnus, 1913,
Otto R6hm) alkotérésze volt.

A mai értelemben vett fermentacios enzim gyart8s0iban kezdte meg a NOVO cég,
ipari leptékben kezdte termelnBacillus lichenformigproteaz enzimét.

1980 utan sok tudés a génmanipulacios technikédratizasaval az enzimtermelés fo-
kozasan, illetve az enzimek a tulajdonsagainakrjemmé&rnoki javitasan kezdett dolgozni.

Az ipari enzimfermentécids technologiak fejlesztéasetlzottan kivalasztott/manipuldlt
torzsek felhasznalasaval termelt, tisztitott, gilliemzett enzimpreparatumok nagy |épit&ho-
allitaséara iranyul. Ez tette leléet az enzimek bevezetését olyan nagyipari termékékkfo-
lyamatokba, mint példaul a moso- és tisztitoszeadkxtil- és a keményitiparok.

Az 1940-es évekt kezdve az intenziv biokémiai kutatds kialakit@taenzimek alkal-
mazasat a diagnosztikdban, és a klinikai kémiabanegjelentek. Az elmult néhany évtized-
ben az érdekidés a diagnosztikai enzimoldgia tertiletén megsaokgpalott. Viszont szamos,
a szakirodalomban leirt modszer még nem terjedzées korben, és az orvosi kutatas nagy
tertiletein még nem sikerult felhasznalni az enziciagnosztika minden leketegét.

Jelenleg a legtébb ipari enzimet hidrolitikus reéken hasznaljak, kiulonbézermé-
szetes anyagok lebontdsara. A dominans enzimtipustedzok csoportja, ezeket széles kor-
ben hasznaljak a mosészer és tejiparban. A masegtilagyobb csoport a kilonkHzgzénhid-
ratbontd enzimeké,6fképvisebi az amilazok, cellulazok, amelyeket a keméfyitextil-,
tisztitdszer- és sdiparban hasznalnak.

Az ipari enzimek forgalmat a vilagpiacon 2010-bemilliard dollarra becsitlték. Ez a
piac 2015-re varhatéan eléri a 4 milliard doll&z. enzimek kulcsfontossagu szerepet jatsza-
nak szamos biotechnologiai termékben és folyamatlpemagak szerint az élelmiszer, ital,
tisztitdszer, ruha, papir, Uzemanyag és gyogysaedg/a legnagyobb felhasznalok.
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Az enzimek egy része sztereospecifikus, kivalo&alalasak aszimmetrikus szintézi-
sekre illetve a racém elegyek reszolvalasara. Bzebkektivitast enantiomer tisztasagu gyogy-
szerek, mefgazdasagi €s vegyi anyagok, takarmany és élelmrasisdékanyagok gyartasanal
hasznaljak ki.

2. Lehetséges enzim forrasok

A szikséges enzimeket sokféléléhybsl vonhatjuk ki. Kiindulhatunk allati szervek-
bol, vagohidi melléktermékekib (gyomor, bél, hasnyalmirigy), ezeldbemészé enzimeket
(pepszin, tripszin, rennin, stb.) nyerhetiink kimdj is sokféle aktivitasu enzimet tartalmaz,
eblbl nyerheb ki pl. a glutamat dehidrogenaz. Az allati nyersamnindenképpen korlatozott
mennyiségben all rendelkezésre, nagyipari felhddznal mindenképpen keresni kell valami-
lyen mas forrast.

Valamivel tagabb keresztmetszet a névényi alaparijadénetileg és mennyiségben is
a legnagyobb jelefisédi névényi enzim preparatum a malata. A csirazé ngiveragvak
sokféle enzimaktivitast hordoznak, ezek kdzubstsban az amilazoku{ ésp-amilaz) és a
protedzok aktivitasat hasznaljuk ki. Emellett sz&ewd a papain (papaja gyimaolcs) és a bro-
melin (ananasz ndvény) termelése is.

Ipari Iéptékben egyértelilen a legjobb megoldas a mikrobialis enzimek terseelé
mikroorganizmusok rengeteg enzimes reakciora ké&péseezen belll is az egyes funkcidkra
a kulonbos torzsekben sokszor nagyon ebténlajdonsagu enzimet hozott |étre az evoldcio.
Ha allati vagy novényi enzim helyettesitésére karksnikroba eredét, szinte mindig tala-
lunk egyenérték vagy jobb enzimet megfetiekcreeneléssel. A génmanipulacié segitségével
az sem probléma, hogy az éslkenzimet mikroorganizmussal termeltessik, errél@ipélda
az eredetileg borjugyomorban talalhaté rennin jiggartasban hasznalatos tejalvaszto enzim,
amit aKluyveromyces lactigleszével gyartanak. Ma mar a fermentalt enzimek kb. 99%-
nem természetes, vad tipusu, mert

— vagy atvitték a génjét génmanipulécidval egy masikroorganizmusba,
- vagy fehérjemérndkséggel (protein engineering) rakgrtattak a szerkezetét.

3. Az enzimek piaca és alkalmazasai

Az enzimeket legkulonb@bb teriileteken alkalmazzak, beleértve a kémiaitézise-
ket, az élelmiszergyartast, az allati takarmanyigghr kozmetikumok és gydgyszerekétli-
tasat, valamint a kutatas-fejlesztést is. Jelektemgl 4000 enzim ismert, ezek kdzul kortlbe-
[0l 200 mikrobidlis enzimtipus van nagykereskeddiwngalomban. Ebfil val6jdban csak ko-
rilbeltl 20 enzimet termelnek valoban ipari mérbagk Megjésolhatd, hogy a biokémiai is-
meretek, a fermentacids technologiak és az izoldldslszerek fefidésével egyre tébb enzi-
met fognak ipari léptékben éllitani. A vilag teljes enzim igényét mintegy 12nagyobb
gyartd és 400 kisebb szallito elégiti ki. A telgwim piac kdzel 75%-at harom nagy cég, a
daniai kdzpontu Novozymes, az amerikai gyd@keuPont (beleértve a 2011. majusaban meg-
szerzett dan Danisco-t), és a svdjci bazisi Roohardilja. A piacon igen és a verseny, ki-
csi a haszonkulcs és a technoldgiai fejlesztés nf@in(a gyartasfejlesztés a gyartmanyfejlesz-
tés ebtt).

Az enzimek alkalmazasa a termelés volumenét is atagbhzza. A skala egyik végén a
nagy tdmegben gyartott, viszonylag olcsé ipari erek allnak, a mésik végén a kis tételben
termelt és felhasznélt, finomvegyszer jeliegnovativ anyagok (pl.: restrikcidos enzimédlaq
polimeraz). Az alkalmazas szerint az alabbi csaiaktilonithetk el:
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Ipari enzimek
Az ipari enzimek csaknem 75%-a hidrolitikus aktgifi. Szénhidratbontok, proteazok,
lipdzok uraljdk az ipari enzimek piacét, az ért@ésstobb mint 70%-at ezek adjdk. Az 1. tab-
lazat bemutatja, hogy a kiulénkbpari agazatokban milyen enzimeket alkalmaznak.
Analitika
Pl.: glikéz-oxidaz, alkohol dehidrogenaz, kolesmtexidaz, foszfatazok
Orvosi alkalmazés
Pl.: aszparaginaz, sztreptokinaz, urikaz, urokinaz
Kutatas, nukleinsav manipulacié
Pl.: restrikcios endonukleazok, reverz transzkipfdsS-ligaz, DNS-polimerazok,
Klenow enzim.

E tantargy keretében csak az ipari enzimekkel fogiank

1. tablazat

AIkaIrT)azaS| Enzim Felhasznéalas
terlet
amilazok keményé elbontasa a feliiletkezeléshez
lipazok festék és gyantamentesités a pépesitésnél
Plf‘rl",r'_es cellulazok a celluloz rostok elbontasaval lagyéijszalakat
cellul6zipar - - - - -
P mannanazok fényesiti a papirt a glikomannanok &isémal
lakkazok fehérit, fényesit
B-xilanazok ebseqiti a fehéritést
_ amilazok keményét bevonat eltavolitadsa, irtelenités
Ipari cellulazok fehérit, fényesit
alkalmazasok . _ . : .
Textilipar  pektinazok kiszabaditja a cellul6zt a ndvényi rh$toz il
Lakkazok, ST .
gliikézoxidazok fehérit, fényesit
proteazok hidrolizélja a fehérje szennyezéseket
o elbontja a zsiradékokat, amelyek éthagy Brrol
lipdzok N .
. | keriltek a ruhara
mosoOszerek—-— —— — -
amilazok eltavolitja a keméngitzennyezéseket
cellulazok quosnja a celluléz szalak szerkezetét, lagyénlkébb
szinek
. rennin, lipadzok | sajtgyartas
Tejipar — - p - P
B-galaktozidaz tejcukor elbontasa a lakt6z intolecrszamara
s részben bontja a liszt kemérdyjét, térfogatot ndvel, javitja
a-amildz . S
a bélzet mitdségét
B-xilanaz javitja a tészta miségét
SiuBipar : , . 2
oxidoreduktazok| fokozzak a glutérosségét
Elelmiszeripar lipdzok fokozzak a gazbuborékok stabilitasat
protedzok csokkentik a fehérjetartalmat
am!laz,“ . .._ |lebontja a keményit, ezzel édesit, tikrosit
amilogukozidaz
Gyimélcslé pektinazok lebontja a pektint, ezzel javul a |émzss tukrosit
ipar cellulazok,

. . eléseqiti a pektin hatasat, csokkenti a viszkozitast
hemicellulazok

lakkazok barnulasgatlok
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Ipari enzime

k

kéz

lr]ar|ng|r1az, kesetiség szabalyozas citrusleveknél
imoninéz
a-amilaz keményé bontasa, elfolyositasa
.pullula}n'az, keményiblancok eldgazasainak hasitasa
Kemanvit izoamilaz
neny s malt6z molekuldkat hasit le a keméiyiem-redukald
ipar B-amilaz f . . g
végesl, maltdz szirup déllitasa
oo | glikdz molekuldkat hasit le a keméwyiiem-redukald
amilogliikozidaz |2, . .7 ; 1o
végesl, glikoz szirup déllitasa
glukéz izomeréaz
s keményid bontasa, elfolydsitasa, néveli a malt6z és gli
a-amilaz
tartalmat
pullulanaz, keményiblancok eldgazasainak hasitasa, tobb erjeszth
izoamilaz cukor
B-glikanaz B-glukanok bontasa, jobbighetség
. amiloaliikozidaz | 9'4k6z molekulakat hasit le a kemewyftiem-redukald
Soripar 9 végérl, tobb erjeszthétcukor

protedzok fehérje bontas, jobban ndvekszik az #lesz
gi?;;gzzirllazok, hidrolizalja a pentozanokat, javitja digzetiséget

a-acetolaktat
dekarboxilaz

megakadalyozza a diacetil kéjpigst, javitja a sor izét

xilanazok lebontja a rostokat
fitazok lebontja a fitinsavat, felszabaditja a Gavg ionokat
Allati takarmany gyartas ) lebontja a fehérjéket, az emésztésgatld faktorgdeaitja
proteazok . !
az emészthéséget
a-amilaz lebontja a keménytt gyorsabban felszivadik a cukor
Szerves sokféle
DA kilonbo® példaul enantioszelektiv szintézisek
szintézisek L
aktivitas
oxidazok,
per_OX|dazok, hajfestés
polifenol
oxidazok
protein diszulfid
o izomerazok, hai hulla it5
Kozmetikai ipar glutation aJ huflamositas
oxidazok
papain, bromelin .. to jet tisztitas
szubtilizin

amilogliikozidaz,
glukéz oxidaz

fogpasztak és szajvizek
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mosdszergyartas 37%

texdilipari

egyéb 25%
termeékek 12%

allati
takarmany
eldallitisa
6%

kemenyitd
shtdipar 8% || hidrolizise 11%

1. &bra Az enzimek hasznalatdnak megoszlasa
iparagak szerint

4. Genetikai médszerek az ipari enzimek gyartasaban

A rekombinans DNS-technoldgiaval egyrészt tovabimitatd az enzimek termelése,
masrészt olyan tulajdonsagu enzimek gyartasa edheh valt, amelyek kordbban nem létez-
tek. A biotechnoldgiai fejlesztések, mint példadéhérie mérndkseg és az iranyitott evolucio
tovabbi 16kést adtak a fontos ipari enzimek gyamak. A biotechnoldgia féjtiése lehéivé
tette a legkulonbdbb 0 aktivitast enzimek megjelenését, illetve adigitol eltérs korulme-
nyek kozotti alkalmazéasat.

4.1. Stratégiak a mikrobialis enzimek tulajdonsagainak pvitasara

Az enzimek folyamatosansiilé alkalmazaséaval egytitt egyre nagyobb az igény az ed
digieknél jobb vagy Uj tulajdonsagokkal rendekkdxokatalizatorokra. Az enzimek hatéko-
nyak a reakciok felgyorsitasaban, ugyanakkor néeszkednek mindenben a technoldgiai
folyamatokba, ezért tulajdonsagaik ,finomhangolas&an szikség. llyen probléma lehet a
szubsztrat vagy termék inhibicid, a fehérje molakgyenge stabilitdsa, a szubsztratspecifitas
vagy enantioszelektivitas gyengesége vagy eéppsagas pontossaga. A genetikai modosita-
sok igen eredményesek ezen a téren, rekombinanst&iiSikaval az enzimes technoldgia
hatékonysaga akar szazszorosara is novelhet

Uj, illetve jobb biokatalizatorok fejlesztése nehéx dsszetett feladat (2. abra). Az en-

Rational /Semi-rational design

3 Directed evolution
Metagenome screening

Microbial genomes mining
Extremophyles

MNovel ORF | —=

Libraries of variants
{mutation/recombination)

"

Iterative l Screening
cycles

Wild-type Enzyme m\g‘

2. abra Az enzimek fejlesztése fehérjemérndki aton
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zimek modositasanak k& fddszere, amellyel tulajdonsagaikat a technologiékyeihez
alakithatjuk: (1) a meglévbiokatalizatorok racionalis atalakitasa és (2gfgkonyvtarakban
kombinatorikus modszerekkel keressiik meg a kivamkdiot.

Racionalis tervezeés

Ez a megkozelités a helyspecifikus mutagenezisiratkzza, célzott aminosav-szubszti-
tuciokat, ehhez viszont a fehérje haromdimenzi@skszetének és az enzimes reakcié me-
chanizmusanak részletes ismerete szikséges, awmldyos még nem tisztazott. Azonban
mind az aminosav sorrendet, mind a térszerkezetgkift) adatbazisok intenzivlilése se-
git leklizdeni ezt az informacio hianyt. Egyisiprogramban azonositott Uj enzim aminosav
sorrendjének 6sszehasonlitasa az adatbazisoklwdintdédb ezer mar ismert adatsorral léhet
vé teszi a hasonlo szerkezetagy funkcioju fehérjek kivalasztasat, a szerkéwmtés 0ssze-
flggések vizsgalatat. A természetben is az evdBmian az Uj enzimek az eredeti aktiv cent-
rum szerkezetének viszonylag kisebb modosulasépahtan mutacié — aminosav csere) jot-
tek létre. A homoldgian alapuld célzott valtoztatagrinthetik egyrészt az aktiv centrumot,
alkalmassa teszik az eddijieltérs szubsztratok beilleszkedésére, azaz a szubspdfitas
megvaltoztatdsara, masrészt a kicserélt aminossegitségével masfajta atmeneti komplex
johet létre, mas reakcidutak aktivalasi energigjskken, megvaltozhat az enzim funkcidja. E
fehérje mérnoki beavatkozdsoknal tobb véaltozattétrehoznak, és ezeket tesztelik. Gyakran
bebizonyosodik, hogy a természet, az evollcié ,akbs, az altalunk tervezett és létrehozott
valtozatok kevéshé jok, mint az eredeti, de vamayon j6 eredmények is

A fehérjelancok komputeres tervezéséné&aisges adlanc térbeli helyzetének célsze-
ri kialakitasa, és az ezt stabilizaléterekhez rendelik hozza az aminosavak sorrendjél-és
rendezését. Ezek nagyon bonyolult és szamitasigéi®ya@datok, ezeket az algoritmusokat
most kezdik alkalmazni a funkciondlis fehérje tedsben.

A mososzer proteadzokat péeldaul ugy fejlesztettégyraz aktiv centrumtél tavol @8
aminosavat médositottak, igy megnovekedett a més@amint 100°C-on adstabilitds 34-
szeresre novekedett.

Iranyitott evolucio

A kombinatorikus mddszerek, mint példaul az irémtyievollicio szamos valtozatot
hoznak létre, amelyeket azutan tesztelni kell eoardr szelektivitasra, katalitikus hatékony-
sagra, reakciésebességre, oldhatésagra, stalilisrmas enzimtulajdonsagokra, de nem
igénylik az enzim és a reakcié mélyebb ismeretatirAnyitott evollcidval gyorsan és olcson
létre lehet hozni a megléwenzimek nagyszamu valtozatat. Szamos ezek kozgihanérozott
feltételek mellett jobban tikddik, mint a természetbensébrduld enzimek. Az iranyitott evo-
licié alkalmazasahoz molekularis biolégiai techkikaéles korére van szilkség, amelyek le-
hetve teszik a természetberbfirduld genetikai sokféleség utanzasat. Ez leHeharje-ko-
dolé gén random mutagenezise kulonbdechnikdkkal, mint példaul a hib4dz6 polimeraz
lancreakcio, mutagenezis isnié&ld oligonukleotidokkal, vagy mutagén kémiai szerekhiA
b4dz6 PCR véletlensZepontmutaciokat visz be az enzimmolekuldk popujabié. A DNS
manipulacios modszerek (DNA shuffling, MoleculareBding) lehdivé teszik a valtozatos
DNS molekuldk in vitro random homoldg rekombinaatojha a gének kdzott a homoldgia
magasabb, mint 70%. Klonozas és expresszié utdysnami (16- 1) enzim valtozat jele-
nik meg, ezek vizsgalataval lehet Kisai a legalkalmasabbakat.

A fent emlitett megkozelitések a nem zarjak kolés@m ki egymast, a racionalis, az
iranyitott és a random enzimfejlesztés teriiletedadigymassal. igy példaul iranyitott evoldci-
0s technikak, ahol lehetséges, racionalis vagyg f@lcionalis modszerekkel tervezett kisebb
enzim varians konyvtarakat vesznek igénybe, hogklentsék a tesztelés munkaigényét, de
anelkil, hogy a jobb variansok megtalalasanak zabiségeét veszélyeztetnék. Az egyik le-

6
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hettség, hogy a mutaciok célterllete csak az aktivreemtr (korilbelll 10-15 aminosav) és
a hozza legkbzelebb @&sovabbi 20-30 aminosavra terjed ki, hatasuk ezekdbaégiokban
szamottetbb. Egy masik stratégia, az ugynevezett CASTingakiiv hely kombinatorikus
vizsgalatan alapul, amelyben az aktiv centrum k@iy\harom aminosavbdl allé csoportjaival
operalnak.

Az iranyitott evolulcids fejlesztés csucsteljesityeépillanatnyilag a glyphosate-N-ace-
tiltranszferadz, amelynek aktivitasa a 10.000-sZrsesugyanakkor, adktabilitasa 6tszorosére
novekedett. Az ipari enzimek k6zott @ent (2000-ben) a Novo Nordisk LipoPrime lipaza
jelent meg a piacon.

4.2. Rekombinans fehérjék gyartasa mikroba gazdaszervekkel

A rekombinans DNS technologia nagyban hozzajahiftoa, hogy iparilag ismeretlen
mikroorganizmusok, illetve magasabb réndzervezetek enzimeit olyan, a fermentécids
iparban jol ismert és j6l kezelldetmikroorganizmusok segitségével allithassurik atint
példaulE. coli, Bacillus subtilisés tovabbBacillus fajok, Ralstonia eutrophaPseudomonas
fluorescensSaccharomyce cerevisiaBichia pastoris Hansenula polymorphavalamint az
Aspergillusés Trichodermafajok. Az 6sszes ipari enzimmintegy 90%-at rekombinéns fehér-
jeként termelik.

Az E. colit tobb okbdl is széles kdrben hasznaljék, rekodnéngazdaszervezetként:

» genomja kbnnyen, gyorsan, és pontosan modosithato
» gyors novekedés és nagy sejtkoncentracio

» konnyen tenyészth&blcso tapoldaton

» konnyen kiiktathat6 a proteaz aktivitasa

Az E. coli képes heteroldg fehérj@bakar az 6sszes fehérje 50%-at is felhalmozni.
Mindemellett tdbb hatranya is van, példaul nem képeszt-transzlaciés modositasokra, haj-
lamos pirogén toxinokat képezni, illetve egyes @dstn zarvanytest (inclusion body) forma-
jaban termeli a heteroldg fehérjét.

Ennek ellenére nagy fehérje koncentraciokat értelp@daul alkalikus foszfatazbol
(PhoA) 5,2 g/l a periplazmaban, levan-fruktotraesazbdl (LFT) 4 g/l a kbzegben, mas
torzzsel 20 g/l fehérjekoncentraciot is elértek.

Az éleszd gazdaszervezeteknek tébBrefe is van a prokaridta host-okhoz képess.A
cerevisiaegyorsan szaporodik egys#dapoldaton, nagy sejigiséget lehet elérni, hajlamos a
heterolog fehérjeket az extracellularis térbe kasatani, valamint a genetikaja kénnyebben
kezelhed, mint barmely mas eukariétaé.

Mindennek ellenére &. cerevisiamem mindig legjobb gazda az éwlfehériek nagy-
Uzemi termeléséhez, alkalmazasanak megvannak asegjed is. Kevés azd&x és jOl szaba-
lyozhaté promotere, emellett hajlamos a hipergiiléasra, akar 6tven-szaztagl mannoz lan-
cot is raépithet a termékre, és ebheh3 kotések is éfordulnak, ami pedig antigénként im-
munvalaszt valthat ki a szervezetben.

A Pichia pastorisvalt az egyik legszélesebb kérben hasznélt expiessendszerré, ed-
dig tébb mint 700 fehérje &llitasat irtak le ezzel az éle$z¢l. Szabadalmakbdn. pastoris
szal mar 30 g/l-es rekombinans fehérje termeldstiitak. E metilotréf élesétnagy ebnye a
S. cerevisiadiez képest, hogy

> erss és jol szabdlyozott metanol promoétere van (AOXbely az alkohol-oxidaz

enzim mennyiségét az 6sszes oldhato fehérje 30%okigpes novelni,

> kevésbeé intenziv a glikozilacio, a hordozd N atohwkrévidebb, maximum 20 egy-

ségdl allé oligoszacharidok kapcsolodnak, és ezekben foedul eb aza-1,3-man-
néz kotés,
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> a bevitt idegen DNS integralhaté a kromoszomalisSEie, igy a transzformansok
stabilizalhatok,

» sok rekombinans fehérjét képes extracellularisaalésztani

> gyors novekedeés, nagy séjisseg, es probléemamentes Iéptéknovelés.

A Hansenula polymorphanetilotrof éleszi hasonlé modon alkalmazhato heterolég
génexpressziora, mintR pastoris Itt a metanol-oxidaz gén promoterét hasznaljaldagen
gének kifejezésére. R. pastorisAOX1 génjehez hasonldéanka polymorphaMOX génje is
erdsen €s szabalyozottan expresszalodik, az enzim yisege elérheti a dsszes sejtfehérje
akar 37%-at is. Alapvétkiulonbség, hogy a MOX gén expresszidja szignifiedn derep-
resszalddik glikéz hianyaban vagy glikoz limitbés, forditva, nagy glikéz koncentracio
mellett (pl. a sejtszaporitasi fazisban) a MOX poten szabalyozasa megsik.

A harmadik nagy rendszertani egyseg, a fonalas gkrebetében a rekombinans hete-
rolog fehérjék termeltetésére iranyuld molekul@emetikai technikdk mar sokkal bonyolul-
tabbak és faradsagosak, mint az éldsesetében. A gének bevitele, vagy eltavolitasa még
mindig nehézkes, bar néhany terileten szllettekne@ayek, pl.: a restrikcidos enzim medialt
integracio, és aAgrobacterium tumefaciend plazmidja altal kozvetitett atalakitasok. Az el
ért fehérjekoncentraciok rendszerint alacsonyabivaékt, mas gazdaszervezetekkel.

A fonalas gombak manipulaciojara kilonbéstratégiakat dolgoztak ki, pl.: proteaz-de-
ficiens torzsek létrehozasat, multikopias génbélyitz ebs penész promoterek, hatékony
szekrecios szignalok azonositasat. Kevesebb figtdlonditottak a glikozilaciora. Bar hiper-
glikozilacio nem lép fel, de révid manndz lancoklkkulnak a fehérjén.

Néhany ipari enzim forras- és gazdaszervezetei:

AQUAZYM ULTRAR (amilaz) Bacillus stearothermophilus> B. licheniformis

PENICILLIN ACILASER E. colimultikbpias plazmid,

RENNIN (proteéz, sajtgyartasban) borjugyomeiE. coli (Pfizer, USA)
borjugyomor— B. subtilis(Genencor, USA)
borjugyomor— Kluyveromyces lactidOSM, NL)

NATURPHOS (fitaz) Asp. niger— Asp. nigeflgenomba)

PURADAXR (mososzer cellulaz) BacillusBCE103— B. subtilis

CD-glikozil-transzferaz (ciklodextrinKlebsiella pneumoniae> B. subtilis

5. Enzim fermentaciok

Tenyésztés

A mikrobialis enzimek elallitasanak altalanos tekhja a levedztetett szubmerz fer-
mentacio, emellett régi technoldgiaként, vagy nwgaimatokkal dsszekapcsolvasterdul-
nak fellleti, illetve SSF (solid state fermentatierszilard fazisu fermentacio) eljarasok is
(pl.: pektindzok, hemicellulazok gyartasa gazdasagi hulladékokon, korpan, répaszeleten,
stb.).

A szubmerz fermentacion belll a szakaszos, ratguéd) folytonos technika egyarant
eléfordul. Ennek megvéalasztasat @smnaki paramétereken kivil az anyagcsere is befalyas
ja: induktiv enzimek gyartasanal az induktor bdeitétaplalast igényel. Sok fontos enzim
nem konstitutiv, csak akkor termidik, ha a mikroorganizmusnak sziksége van ra. Aletpe
ben az induktor maga a szubsztrat, ennek adageldséret kivaltani az enzim terndelesét.
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igy az amilazokat-> keményiével, az invertazt> szacharézzal, p-galaktozidazt— lakt6z-
zal a gliko6z-izomerazb xil6zzal (xilan, korpa formajaban) lehet indukalni

A masik anyagcsere jelenség, amely a fermentéedmikat is befolyasolja a katabolit
represszio. A sejtek a legkdnnyebben hasznosigmiiforrast, a glikézt preferaljak, ennek
jelenlétében az egyéb anyagcsereutakat lealli@k esetben a mikroba szaporodasahoz
adott glukdz lefékezi az enzim termelést. Ekkoolgematot tobb szakaszban hajtjuk végre, a
sejtszaporitas utan olyan kortilményeket teremttiolgy glik6z hianyaban ne ndvekedjen,
hanem enzimet termeljen a tenyészet. Ezt tobbfgfak® is megoldhatjuk. Lehet példaul a
glikdzt olyan kis adagokban beadni, hogy a konéerdrfolyamatosan a limitalé tartoméany-
ban maradjon. Lehet ezen kivil a mikroba szamanezen hozzaférhetszubsztratot adni,
amit csak egy lassu enzimes bontas utan tud hadsamo8aktéz, keményét manndz, glice-
rin, stb.), vagy adenil-ciklaz regulaciés mutangokalalni.

Az ipari enzimek olcsé tomegtermékek, igy a tebkegyekeznek a készllékek kapaci-
tasat a miszakilag elérhét maximumra névelni. Ez a kevert, levetetett fermentoroknal
tobb szaz kébméteres térfogatot jelent.

A levegiztetésre, oxigén ellatasra nincs altalanos szabkglyes enzimeket oxigén li-
mitben allitanak &l (pl. glikoz izomeraz, penicillin acilaz), masokmdtenziv levegztetés
sziikséges (pl. proteazok).

Feldolgozas

A tisztitds folyamatat az enzim forrasa, a feht@ujajdonséagai, és az alkalmazéas koral-
ményei hatarozzak meg. Céldzeninden tisztitasi fivelet utan vizsgalni a kapott 6sszes en-
zimaktivitast (U) és a fajlagos aktivitast (U/mgg els valtozasabdl a kihozatalt, a masodik-
bdl a tisztitasi tényéit hatarozhatjuk meg.

Az alapkérdés, hogy a termelt enzim a sejten be#ibd (intracellularis) vagy a mikro-
ba kivalasztja a fermentlébe (extracellularis).ekbbi esetben a sejttdmeget fel kell tarni, ez
plusz egy bonyolult tivelet a feldolgozasi
technoldgiaban. Ennek elkerllésére céisz
a fehérjét uagy manipulalni, hogy eg
megfeleb inditd szakaszt (szignal peptic
leader sequence) épitenek az elejére, ami
segitségével az enzim a sejt sajat fehérjéi
hasonl6an ki tud Iépni a sejtmembranon.
homogén oldatb6l a célterméket,
enzimfehérjét kell izolalni a kivant formaba
és tisztasagban. A fehérjék tisztitasar
jellemzs miveletei:

Kicsapas - kis6zas, olddszeres kicsaf

(IEP)
Kromatogréfia — ioncsere, adszorpcio
néha affin- és géelkromatogréfia
UltrasZirés — koncentralas, didszs
A teljes tisztasag a nagy témegben gyart
olcs6 ipari enzimeknél nem kovetelmén
csak a zavaro idegen aktivitasoktdl és gé
anyagoktdl kell megszabadulni. Inert, akti
tassal nem rendelkéZehérjék és mas anya
gok jelenléte altalaban nem zavaro. Aveg N T
formulazasnal olyan enzim preparétum 3. dbra Folyékony enzim preparatum gyéri
kell Iétrehozni, amelyben biztositott a kiszerelésben
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enzimaktivitas mefyzése a szavatossagiom belil, masrészt a technolégidban valo
felhasznalas egysZem, beméréssel vagy oldassal megvaldsithatd. Ardzgreparatumok
gyartasanal az oldoszer maradékat szaritassatl (flgyas, porlasztva szaritd, dobszaritd)
tavolitjiak el. A kapott porszéranyag tulajdonsagait is be kell allitani granidal vagy
mikrokapszulazassal (a szall6 finom por allergidjy mas megbetegedést okozhat).

A szilard termék élallitasa koltséges, és cstkkentheti az aktivigsiatt inkabb
stabilizalt oldat forméjaban hozzak forgalomba @zimet (3. abra).

6. Ipari enzimek

Az ipari 1éptékben termelt enzimek szinte mind bideok. Ezen belll a szubsztratok
szerint célszdrcsoportositani az egyes készitményeket.
» Szénhidratbontd enzimek (ez a kemétiglr kapcsén is tananyag volt)
> Proteazok (pH optimumuk szerint ligos, semlegesaeas proteazok)
> Lipazok

6.1. Amildzok

Az amilazok a kemeényit hidrolizisét katalizaljak egyszédyb cukrokka. Az emberi
szervezetben amildzt taldlunk az emberi nyalbareldzezddik az emésztés folyamata. A
hasnyalmirigy szintén alfa-amilazt termel, amelyaplalék keménydjét di- és triszachari-
dokkéa bontja. A névények és mikroorganizmusok imednek amilazokat. Eppen a diasztaz
amilaz volt az els enzim, amit Anselme Payen felfedezett és prepa8dB8-ban. Valamennyi
amilaz aza-1,4-glikozidos koétéseket hidrolizalja.

A mikrobidlis enzimek az elsnagy attorése az élelmiszeriparban a korai 1968+ak-
ben tortént, a glikoamilaz piacra vitelével, amelyetveé tette a kemeényitlebontasat glu-
k6zza. Azé6ta a glukoz termelés teljes egészébdiitdtiva hagyomanyos savas hidroligisr
az enzimes hidrolizisre. Osszehasonlitasképpeeanzmes hidrolizis adg koltségeket 30, a
hamutartalmat 50 és a melléktermékek mennyiségétzgalékkal csokkentette a régi savas
eljarashoz képest.

1973 6ta a keményitfeldolgozé ipar az enzimek egyik legnagyobb felvgracava
nétte ki magat. Az édesitszirupok gyartasanak minden fazisaban (folyositakrositas és
izomeriz4cio) enzimeket hasznalnak.

Az amilazok forgalma az enzim piac kozel 25 %-&titki. Az iparban a mikrobialis
amildzokat hasznaljak szélesebb kdorben, mivel dodtiedilabbak, mint a ndvényi és allati
eredel amilazok. A mikroorganizmusok hasznalatanak nd¢gye a gazdasagos tomegter-
melés, és a mikrobdkat egys#ay genetikailag manipulalni.

A fontosabb amilazok:

6.1.1. g-amilazok

o-amilaz, folyositdé enzim: endo-amilaz, a keméhidncok belsejében, véletlensizen
az a(1-4)-glikozidkdtéseket hasitja, a terméke amildabsztrat esetén maltotriéz és maltoz,
amilopektin esetén dextrin, maltéz és glikoz. Avdsito nevet azért kapta, mert hatasara a
nagyon viszkozus elcsirizesitett keméayatfolydsodik, a bontéstol a viszkozitds dramaian
lecsOkken. A keményilanc tetséleges pontjat képes megtamadni, ezért gyorsabbainabo
csak lancvégen dolgozé enzimeknél.

A hidrolizishez legalabb harom egymas mellett &l{b-4)-kotés D-glikdéz egységre
van szukség. A hidrolizis sebességét vizsgalvanaimea linearis amil6z lancokat hasitja a
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leggyorsabban. A bontas nagymértékben lelassullasgirat polimerizaciéfokdnak cstkkeneé-
sével. Az amiléz lanc hidrolizise két szakaszbBIEbBbb a kevéssé rendezett spirélis szaka-
szokbdl 6-8 glukdzbadl all6é oligomerek kéinek, majd ezek kisebb sebességgel maltdézza és
maltotrizza hasadnak. Végul a maltotriéz még laisaa tovabb hidrolizalodhat maltdzra és
glikozra. A képédott termékek mindi-konfiguracioban véalnak szabadda. AZD(1-6)-os
elagazasokat is tartalmazo amilopektin enzimesohiise hasonlo, de két elagazas kozott
csak akkor hasadnak fel afl-4)-es glikozidos kotések, ha legalabb hat glidgységbl al-

16 linearis szakasz all rendelkezésre. A teljestékériebontaskor a maltdéz és glikoz mellett
5-15 gliik6z egysédt allé és 1-2 elagazast tartalmazd oligomerek, oadhatardextrinek is
keletkeznek.

' — glitkoamilaz
’ — a-amilaz
'. pullulanaz

............... . B-amilaz

@ Mem redukald lancvég
(0 Redukéldlancvég

4. dbra A keményibont6 enzimek tamadaspontjai

Az a-amilaz az allatvilag alapuétemeészienzime, de éfordul mikroorganizmusok-
ban, ndvényekben, gombakban is. Ipari szempontbdk a mikrobak érdekesek, amelyek
extracellularis enzimet termelnek:

e Aspergillus oryzae e Bacillus licheniformis
» Aspergillus niger » Bacillus amyloliquefaciens
e Mucornemzetség « Bacillus subtilis

A termeb organizmusnak megfetin sokféle enzimtipus létezik.

Bakteridlisa-amildzok: pl.B. amyloliquefaciens, B. licheniformtermeli. Igen magas
héfokon (90-105°C) is hasznélhatok, tobb oréig néegjk aktivitasukat. Aktivitdsukhoz, sta-
bilitdsukhoz C#" ionok jelenlétét igénylik. Nlkodésiik optimalis pH tartomanya 6.7-7.0 kozé
esik. Moltomeguk ~50 kDa, de hajlomosak a dimeédatra.

Penészgomba-amilazok: a legjeledsebb enzimforrasok a&spergillustorzsek A.
oryzae, A. niger Ipari célra altaldban aksp. oryzadorzs altal termelt készitményeket hasz-
naljak. Méltomeguk 50-60 kDa koéruli, pH optimumulékozé esik. Aktivitasuk 55-60 fokig
novekszik, efelett bomlanak. €as Na ionokkal aktivalhatok.

Novenyi a-amilazok: Ipari szempontbdl a malatazott arpa éotggsabb enzimforras.
A nem csiraztatott gabonaféléknek niomcamilaz aktivitasuk. A malata amilaz optimalis re-
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akciokorulményei a penész enzimekre hasonlitamalyialtéréssel, hogy a pH optimum 4,7-
5,5 kozé esik.

Az amildz termdl Bacillus torzsek enzim termélképességének javitdsdban a klasszi-
kus indukalt mutacios-szelekciés modszerek is jgearedmenyeket hoztak, a kinyert aktivi-
tas 50-100-szorosara nbvekedett.

Az amildzok fermentacios @llithsanal két alapvétanyagcsere szabalyozasi mecha-
nizmust kell szem étt tartani. Az amilaz induktiv enzim, ternddését a szubsztrattal, azaz
keményibvel lehet indukalni. A masik a katabolit represszagaz glikoz jelenlétében nem
indul meg a keményithasznositas. A fermentacio soran tehat a keztigtdy szénforras el-
fogyasa utan keméngitdagolasaval indithatjuk el az enzim termelést.

A technoldgia tehat rataplalasos szakaszos fermiéntaagy térfogati (100-1503n
levedztetett fermentorokban.

Felhasznalas

Az a-amilazokat sok iparagban alkalmazzéak, csak felassalefen:

Kemeényibipar, a keményét lebontasa maltodextrinekké, gliikozza, izocukoferifa-
myl, Id. kés$bb).

Soripar, gabonaszesz gyartasa, a malata aktiviakdaegeszitésére

Textilipar, irtelenités - a szalakat a technologigrik fazisaban keményitbevonattal
vedik, ké$bb ezt emésztik le az enzimmel. Az irtelérdhzim ebszor a malata volt, majd
1917-ben prébéltak ki az élbaktérium amildzt. Majd 1950-ben a NOVO-NORDISKzbth
forgalomba egy olcso, stabil, kemikalidkra nem keng, nagy aktivitdsi. subtilisenzimet
AQUAZYM néven. A tovabbfejlesztés soranBa stearothermophilugnzimét valasztottak,
mert nagy a bstabilitasa és széles a pH optimuma, de a toranéimyiséf enzimet termelt.
Ezért az enzim génj@&. licheniformisbaklonoztak (nem patogén, maga is amilaz és proteaz
termeb), ez az Gjabb termék az AQUAZYM ULTRA

Moso- és tisztitdszerek: a mosdszerek detergetaniar a csak zsiros jellégzennye-
zések eltavolitasara alkalmas. Mas anyagu szensslezéehériek és szénhidratok esetében
nem hatékonyak. A ruhandnés az edények viszont rendszeresen szefidgek étellel és a
testfelllet anyagaival — ezetékint fehérjebl és kemeényibdl allnak. Ezért a megfeléltisz-
titashoz fehérje- és szénhidrat bonté enzimekadagolnak a termékekbe.

6.1.2. Maltamildzok

6.1.2.1. Bamilaz

Ez az enzimcsoport a keméryldncok nem redukald védémaltéz egységeket (gliu-
koz(1-4)glukoz diszacharidokat) vag le. Legrovided#ubsztratja a maltotetradz (4 glikoz
egység), a maltotridzt csak nagyon kis sebességndia.

Az a- ésB-amilazok nevében a gorog bBetnem a szubsztrat molekulara utalnak, hi-
szen mindkét enzim a kemeényit(1-4)-es glukozidos kotéseit hidrolizalja, haneteranékek
térallasara. An-amilazoknal a lanchasitas utan a redukal6 lanevéatié pirandz gigriis gli-
kéz -OH csoportja marad (axialis) térallasu, g-amilazoknal viszont a keletkéanaltdzep
(ekvatorialis) helyzéit Ez természetesen csak a keletkezés pillanatgaan eldatban azon-
nal megindul a mutarotacio és lassan kialakul ddéa egyensulyi 6sszetdickevereke.

Az a- ésB-dextrinek elnevezése a létrehoz6 enzimek spesdtitdl vezethétle. Az a-
amilazok termékei aa-dextrinek, olyan kis oligoszacharidok, amelyekaétdukald lancvég
o térallasu, és csak egy-két elagazas van a molékldajében. Mivel aa-amilaz vagasahoz
legaldbb hat egységnyi linearis szakasz szuksageslagazasi pontoknal még legalabb
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harom gliikoznyi lancvég marad. Azamilaz egyarant megroviditi az elagazé cukorlancok
redukald és nem-redukalo szarait, igyadextrinekY vagyK alakuak.

A B-dextrinek, masnéven hatardextrinek a maltamilazngy amiloglikozidazok hata-
sara jonnek létre. Ezek az enzimek csak a nem-édlviégek fall kozelitik meg az eldgaza-
si pontokat, de a redukal6 oldalra nem tudnak atlégz a szerkezeti rész érintetlen marad.
Ezek az enzimek 6nmagukban csak az amilozt tugjggsen lebontani, az amilopektin bon-
tasa az etselagazasnal leall. A keményiszemcse réteges szerkezetét tekintve lathatd, hogy
igy csak egy-egy zonat lehet lebontani, az amdefyek elagazé furtds szerkezete valtozatlan
marad. Nagy dextrin molekula keletkezik, amely Eneégén valtozatlanul tartalmazza az
Osszes (1-6) kotést. Ezért a teljes hidrolizishezamilazok kombinalt alkalmazasara van
szlUkség.

crystalliney LYy AVY XA A
lamellae | || \_!‘ |

amorphous
lamellae

amaorphous growth ring

5. 4bra A keménydszemcse szerkezete

A B-amilazok el§sorban a magasabb réndoévényekben fordulnak &l de szamos
mikroorganizmus is termeli. Kristalyos formabarel§allitottak gabonafélekdd (buza, arpa,
malatazott arpa, rizs) valamint széjabol és batdt@aesburgonya). A mikrobak kdzétt jelen-
tds mennyiség extracellularis amilazt termelBacillus polymyxa, B. megaterium, B. cereus,
B. circulans,valamint néhanystreptomycegsPseudomonagj. A kilonb6d eredet enzi-
mek tulajdonsagai jeletsen eltérnek. A ndvenyi enzimek molekulatbmege n&gy250
kDa, mig a baktériumoknal csak 35-60 kDa. A pH ropin is eltés, 4,8-5,2 illetve 6,0-7,0
kozé esik. A Bmérséklet optimum viszont hasonld, 45-85. Aktivitdsuk tovabb & 60-65
fokig, de ezen adiokon mar gyorsan inaktivalédnak.

Felhasznalas

lgen nagy mennyiséget hasznalnak fel malata fotma@j&@ soércefrézésnél és a gabona-
szesz gyartasanal. Régebben a tisztitott enzimagapnot is ebll az olcsoé alapanyagbol
nyerték ki. Manapség dlsorbanB. polymyxaermentaciojaval allitjidk él Az élelmiszeripar
szamara nagy tételben allitanak elaltdz szirupot (HMS = high maltose syrup) kem#iyi
bél. Ennek megvan az azéelye a tobbi cukor oldathoz képest, hogyhatasara nem barnul,
nem karamellizalodik.

6.1.2.2. Maltogéna-amilazok
Ezek az enzimek az @lbiekhez hasonléan maltéz egységeket vagnak lame@t
nem-redukald lancvégély de a termeék térallasa marad. A két maltdéz izomer kozotti ki-
I6nbség oldatban fokozatosanielk a mutarotacio jelensége miatt, a két forma eggiva at-
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izomerizalodik, és egyensulyi 6sszetételegylk alakul ki. A mechanizmusnak megféel
aza-maltdéz mellet-hatardextrinek keletkeznek.
Az iparban é&ltalaban penész erédenzimeket hasznalnak.

6.1.3. Amiloglikozidaz, glikoamilaz

Az amiloglikozidaz (szinonim nevei glikoamilazamilaz) exoenzim, a keméngit
nem redukal6 végeil B konfiguracidéju glik6z molekuldkat valaszt le. Sfigsa nem tokeé-
letes, aza(1-4) kotések mellett hidrolizélja a®1-6) ésa(1-3) kotéseket is, de nagysagren-
dekkel lassabban. igy, ha lassan is, de dnmagéalaipes a keményiteljes elbontasara glii-
k6zza. A gyakorlatban a hidrolizigiderdviditése érdekében mégismamilazzal ebbontott
keményib tovabbi bontasara alkalmazzak. A reakcidésebességekehasonlitasabdl ik,
hogy minél rovidebb a cukorlanc, annal lassabbagyrhérolizis (2. tablazat).

2. tablazat Amiloglikozidaz hidrolizis sebességének
0sszehasonlitasa kiulonldtezubsztratokkal

Szubsztrat (kotés) Reakciosebesség, %
maltopent6z (1-4) 100
maltotetradz (1-4) 77
maltotridéz (1-4) 36
malt6z (1-4) 10
izomaltopent6z (1-6 2,3
izomaltotetra6z (1-6 15
izomaltotriéz (1-6) 0,8
izomaltdz (1-6) 0,13
panéz (1-6) 7,3
nigeroz (1-3) 0,11

Amiloglikozidazok az allati szovetekben (m4j, vékbal), éleszi és penészgombak-
ban, valamint baktériumokban egyararifeldulnak. Ipari szempontbdl is a legjelésebb
enzimforras aAspergillus nigeremellett gyartjakAsp. awamorigs Rhysopus nigricansr-
zsekkel is.

A glukoamilazok glukoproteinek. AAspergillus nigerenzime jeleris mennyisédq
manndzt tartalmaz. A torzs két izoenzimet termatjyobb mennyiségben a 97 kDa méltome-
gat, kisebb mennyiségben a 112 kDa-osat. Stabiliktaési tartomanyuk 40-60C kozé
esik, efolott ez az enzim is gyorsan inaktivalodikpH optimum 4,5-5,0, a két izoenzim izo-
elektromos pontja 3,4 és 4,0.

A penésztorzsek szubmerz tenyésztése kiszoritattgebben (1970 &) még alkal-
mazott fellleti technoldgiakat. Az enzim indukcgaékatabolit represszié ennél a technologi-
anal is ntikodik. Glikoz, laktdéz, de még a glutaminsav jelenié fékezi az enzimtermelést.
Ezért célszdr a folyamat soran szeénforrast cserélni, a glukdm keményiit és/vagy
dextrint adagolni. A fermentacidosdd fonalas gombaknal megszokott 4-5 nap, de raéapla
sos technikaval 10-12 napig is elnyudjthato.

Felhasznalas

Iparban az elfolyositott keméngitukrositasara hasznaljaké Blkalmazasi terllete a
bakteridlisa-amilazzal egyutt a keménghol kiindulé enzimes glikéz gyartas. A glikéz az
élelmiszer és fermentaciés ipar fontos alapanyagadebens terméke (izocukor gyartas,
szorbit gyartas, fermentacios technoldgidk széasaryr szeszgyartas). A glikéz gyartason ki-
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vil felhasznaljak kulonleges 6sszetétkémeényidszirupok és diabetikus készitményebad
litasara, a sorlét zavarossada@extrinek eltavolitasara.

6.1.4. Pullulanaz, izoamilaz

A pullulandz (EC 3.2.1.41) egy amilolitikus glikarénzim, amely az (1-&)-D-gluko-
zid kotések hidrolizisét katalizalja a pullulanbamilopektinben és glikogénben, és erek
ésp-hatardextrinjeiben (debranching enzyme = elaganégfsziintét enzim).

A név onnan szarmazik, hogy eredetildgudiularia pullulansnevi mikrobaban fedez-
ték fel. A torzs tartalék tapanyaga a pullulan, a(hi6) kdtésekkel polimerizalt glikdz. En-
nek visszabontasara, mobilizalasara termeli a jauazt.

A késsbbiekben &Klebsiella aerogene@nai nevénAerobacter aerogengsgltal termelt
enzimet vizsgaltak, termelték, és engedélyeztdkneeeripari célokra.

Emellett szamos olyan torzsben is kimutattak, aslelggyéb amildzokat is termelnek.
igy megtalaltak élesékben, a prokariotak kozott pedRseudomonas, Streptomyces, Clostri-
dium és Bacillugajokban. Ez utébbiak koézul sokat foglalkoztaB.acereus, B. acidopulluly-
ticus, B. stearothemophilus, B. circulans, B. polyay B. sectorramus, B. cereeszimeivel.
Mivel az izoamilazokat rendszerint mas enzimekkéhldban amilogliikoziddzokkal egyutt
alkalmazzéak, az ipari technoldgidkhoz célézelyan enzimeket valasztani, amelyek pH és
hémérséklet optimuma azonos vagy nagyon kozel alhmégnoz. A glikoamildz tikodési
paraméterei 50-6€C és pH=4,5-5,0. Tehat a semleges vagy gyengérs Kiggpegben fiko-
d6 izoamildzok nem jonnek szamitasba. A savas tangben niikodik viszont aPseudomo-
nas amyloderamosa, Bacillus acidopullulyticugs aBacillus sectorramusnzime. Ezek k6-
zul is a magasabbdmérsékleten aktiv enzim alkalmazaséngbs. Mivel a termél organiz-
musok produktivitasa vagy mas tulajdonsagai nendigimegfelebk, ilyenkor célszdr a jo-
nak bizonyult enzim génjét inkdbb més fajba klon&anigy megoldani a gyartast.BA subti-
lis emberekre nem patogén és nem toxikus, és haszméatatiltban élelmiszeripari enzimek
termelésében biztonsagosnak bizonyult. Ezért gazdevezetll egy genetikailag modositott
B. subtilistérzset valasztottak, amely nem spéraképzoteaz-hianyos, amilaz negativ és sur-
factin negativ. Ebben expresszaltalBaacidopullulyticushdl szarmazd pullulanaz (pulC)
gént. Ez a génmanipuld® subtilisaltal termelt pullulanaz megkapta a GRAS (gengrait-
ognised as safe) nimitést. A génmanipulacidval azt is elérték, hogyeexletileg induktiv
enzimek (induktor: pullulan, izomalt6z) konstituwtévvaltak, az enzimtermelés allandéan fo-
lyik.

Felhasznalas
Az eddig targyalt amilazok egyike sem volt képesaarlopektin eldgazasainal talalhaté az
a(1-6) kotések elfogadhatd sebedségntasara. A pullulanazt és a hasonldé enzimeksgrép
erre hasznaljak. Hatasara az elagazasdkredk, minden dextrin linearissa valik és ezzel az
exoamilazok teljesen le tudjak bontani a keményhz elagazas-bontdé enzimeket a hidroli-
zis masodik szakaszaban, az amilogliikozidazzaltegdalmazzak.

6.1.5. Gluko6z és izocukor &dllitas

A kemeényitbol sok értékes termék allithatdeEzen a téren komoly munkét fektettek
egyrészt az enzimek kutatasaba, masrészt a tegmmofolyamatok fejlesztésébe. Az enzi-
mek idealis katalizatorok a kemérdyftarban hatékonysaguk, specifitasuk és az enyhe rea
ciokorilmények (Bmeérséklet, pH) miatt. llyen korilmények kozott keskbb melléktermeék,
kellemetlen iz és szinanyag kédik. Emellett az enzimes reakcidok kdnnyen szabdigtizk
és a kivant konverzi6 elérésénél leallithatok.
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Idérendben az etsenzim készitmény a glikoamilaz volt, ami teljessvontja kemé-
nyitét gliikozza. Megjelenése utan a teljes keménpiar teljes egészében atvaltott a hagyo-
manyos savas hidroliztdraz enzimes hidrolizisre. Az 0 technologia titltderméket, na-
gyobb hozamot és kdnnyebb kristalyositast erednzertlye

A masodik Iépés 1973-ban a rogzitett glikoz izomenéagjelenése volt, amely lefieé
tette a nagy fruktoz tartalmu szirup (HFCS = higicfose corn syrup, magyar neve: izocu-
kor, izoszo6rp) ipari gyartasat. Ez volt az a natg§rés, ami egy tobb milliard dollaros iparag,
a HFCS termelés sziletéséhez vezetett az USA-ban.

6.1.5.1. Enzimekkel modositott kemériit

Megfeleb enzimek és a megfeteleakciokorilmeények kivalasztasaval a keméihyit
sokféle értékes termék allithat® ehmelyek az élelmiszeripar szinte barmely konigényét
ki tudjak elégiteni. A kulonbdzosszetétdl, illetve fizikai tulajdonsagu szirupokat €s modosi
tott keményibket sokféle élelmiszer, GUdk, cukraszdai, husipari, giipari termékek, fagylal-
tok, martasok, bébiételek, loeek, lekvarok gyartasanal hasznaljak fel.

A hidrolizalt keményidt sok fermentécids tapoldatban hasznéljak, minhién meta-
bolizalhato cukrot. Viszonylag olcsé szénforraskalkblmazhato ipari alkohol, primer meta-
bolitok, enzimek dallitasahoz.

6.1.5.2. Gluk6z szirupok igény szerint

Glukéz szirupokat kilonb@znovényekbl (buza, kukorica, tapibka, manidka és burgo-
nya) kinyert keménygt hidrolizisével kapunk. A hidrolizis modja és migelakitja ki a vég-
s6 szénhidrat 6sszetételt, ezaltal az anyag funktgn#lajdonségait. A hidrolizis mértékét
altalanosan a dextr6z egyenértekkel jellemzik.

A dextroz (glikdz) egyenérték a cukrok redukalodsegggen alapul. A glikoz aldehid
csoportja miatt 6nmagaban egy redukald cukor. Visackeményidt lancaba épilve az (1-4)
kotések miatt elveszti redukald képességét, cdakamegyik végén (=redukalé lancvég) dév
egyetlen glikoz képes redukalni. A hidrolizisnébiftott folyamat megy végbe: a keméiyit
molekula minden hasitasanal két lancvég, egy rdddsiegy nem-redukalé vég jon létre. igy
a redukalé csoportok szamanak novekedésével jetlestiék a folyamat ére haladasat.
Definicio:

DE = 100 elbontott glikozid kétések szama
kezdetben jelen volt dsszes glikozid égek szam

DE =100 redukglo cuk,or, glu,kozban k‘lf(-:\jez e
teljes szénhidrat mennyiség

Ertéke tehat a kiindulasi kemériigl gyakorlatilag nulla, a teljes bontasnal, amikor
mar csak szabad gliik6z van jelen, 100. Egy malidat ®E értéke értelemsZen 50. A DE
forditott aranyossagban all az oligoszacharidoknpatdizacios fokaval: atlagos tagszam =
100/DE.

Az iranyitott enzimes hidrolizissel jol meghatarhzoukor spektrumu hidrolizatumok
allithatdk eb. Az elcukrositott levek dsszetételét kromatoggafiéchnikakkal analizaljak. A
HPLC és GPC (gélpermeacios kromatogréfia) elemzessiadjak az oldat molekulatomeg-
eloszlasat és a teljes szénhidrat-osszetételtpémposan jellemezhé&tés szabvanyosithatd
egy termek, példaul a maltéz szirup (HMS=high nestgyrup) dsszetétele és tulajdonsagai.
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Ezek a mOdszerek pontc
Osszetételt adnak, de a gyakor

szempontjabol a misitéshez
sokszor  elegerdd kozvetett
paraméterek, mint példaul

viszkozitas mérése.

6.1.5.3 Technoldgia

A modern enzimes fivele-
tek a kukorica nedvesrléses fel-
dolgozasi technolégiajaba épl
nek be. Bar ez mar kiforrott tecl
noldgia, még mindig folynak ku
tatdsok az enzimes atalakitas
hozatalanak és hatékonysagar
javitasa érdekében.

A keményié feldolgozasé-
nak a 6 Iépéseit a 6. abra mutat
be. Az enzimes lépések az alé
biakban kerlilnek bemutatasra.

Folyositas

A legelterjedtebben felhas:
nalt nyersanyag a kukorica kemc
nyits, ezt koveti a bulza, ¢
tapioka és a burgonya. Mivel a

Starch

Slurry preparation

Liquefaction Maltodextrins

Glycoamylase/
lulas e -
pERSES Saccharification

Maltose syrups

Glucose syrups

Purification

Mixed syrups

Glucose

o — P

Isomerization

m e

6. abra A keményitfeldolgozasanak aiflépései

nativ keménytt az alfa-amilaz hatasara csak lassan bomlik 16-4086 szarazanyag tartalmu
szuszpenziot 8bb a lmérséklet emelésével elcsirizesitik. A hozzaadastabil bakterialis
alfa-amilaz megkezdi a keményitancok darabolasat (foly0sitas), ezzel a tovalbizirees
bontéast is lehéwé teszi.

A miivelet kivitelezését mechanikailag is ki kell dolggzmert a csirizes keméngit
szuszpenzio rendkivil viszkozus, a szokasos kkvaerszokasos teljesitményfelvétellel nem
képesek atkeverni a reaktort. A keveendszert inkdbb dagasztédsra kell méretezni, kant
verésre. A folydsitas tivelete onnan kapta nevét, hogy ez az oriasi vistd®az enzim hoz-
zdadasara rovid édalatt (0,5-1 perc) dramaian lecsokken, a keméngifolydsodik”. A ke-

F'y

Starch water 30-35% dry matter

To saccharificetion
pH=4.5-6

0.4-0.5 kg

Stearn

95°C {203 °F)/ 2 hours

> g
| | |
» !
v Steam
/ 'l( N 105 W°F) / #minutes
»

Jet cooker

7. ébra A folyositas berendezései
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verss (szakaszos vagy folyamatos Uz¢meaktorok alkalmazaséat meg lehet kertlni, ha-foly
tonos Uzembendginjektoros fitést (jet cooker) alkalmaznak.

A legtobb Uzemben a keményitlfolydsitdsa egyszeri enzimadagolassétjrgektoros
futéssel zajlik (7. abra). Adstabil alfa-amilazt hozzaadjak a keméfydruszpenziohoz, azu-
tan ezt szivattylval atnyomatjak &zinjektoron. Itt éles gzt nyomatnak a folyadékba, ami
lekondenzélva felemeli asmérsékletet kb. 105 fokra. Az elegy ezutan egyzigetelt céki-
gyon halad keresztll — ez &rttartdsi szakasz — ahol az 5 perces tartézkodaelédséges az
elcsirizesitéshez és elfolyositashoz. A részbeslyéisitott keménydt szuszpenziot egy ex-
panzios szelepen keresztil atmoszférikus nyomasyadik ki. Ennek soran a folyadék egy
része elparolog,6tomege pedig 90-100 °C-rdilh Ezen a Bmérsékleten kevertetik tovabb
egy-két 6ran at, amig az enzimes hidrolizis el édma tervezett DE értéket.

Az enzim hidrolizélja az elcsirizesitett keménfyii(1,4)-glikozidos koétéseit, ezaltal
gyorsan csokkenti a viszkozitast,cedextrinek keletkeznek. A folyamatot ezen a pontay
lehet allitani, és az oldatot tisztitds utan belparéd maltodextrineket (DE 15-25) reoldgiai
tulajdonsagaik miatt az élelmiszeriparban haszkalzleskés iz funkcionalis 6sszeték,
tolté és $irité6 anyagok pasztakban, bébiételekben, szészokbatasokban, ragasztok a le-
vesporokban és instant élelmiszerekben, stb.

Cukrositas

A maltodextrineket tovabbi enzimes (gluikoamilaz@sillullanazos) hidrolizissel a
kulonbo® édes szirupokka lehet alakitani. Ezeket a dextdiavalensiik szerint kiilénb6z
csoportokba lehet sorolni: DE= 40-45: maltdz, 50+gy maltoz tartalma (high maltose), és
55-70: nagy konverzioju (high conversion) szirupblb enzim kombinaciéjaval (béta-amilaz,
glikoamilaz, és pullulanaz, mint elagazast bontirepkoézepes konverzioju szirupot issel
lehet allitani, amelynek maltoz tartalma kozel 80%.

A maltodextrin fazistol glikoamilaz és elagazasttiboenzimek segitségével a legtdbb
kemeényib-nyersanyag (kukorica, biza, burgonya, tdpiokaa,&p a rizs) gyakorlatilag telje-
sen elhidrolizalhaté 95-97%-o0s gliikoz tartalomig.

Az enzimgyartdk eleve tobbféle enzimet tartalma@izos optimumu preparatumot for-
galmaznak, pl. a DEXTROZYME amiloglikozidazt ésgdaasbontd enzimet tartalmaz, ame-
lyeknél a komponensek pH éérhérséklet optimuma nagyon kézel all egymashoz. Eané
terméknél a ikodési paraméterek: 55-88 és pH=4,0-5,0. Az enzim mennyisége és a szuk-
séges reakcioidforditottan aranyos egymassal, sok enzimmel 18&ltath el lehet érni a kb.
98%-o0s hidrolizist, kisebb beméréssel viszont 48i®sziikséges lehet.

A cukrositasndl célsziémeghigitani a 30-40%-o0s dextrin oldatot, mertrilyagy kon-
centracioknal mellékreakciok léphetnek fel. Ha mdl@zok ,nem talalnak elég vizet” a hidro-
lizishez, akkor a levett cukrot viz helyett egy th@digoszacharidhoz kapcsoljak, ezaltal szo-
katlan szerkezétoligoszacharid melléktermékek jelennek meg.

A kapott glikdz oldatot a felhasznélasi cél szaismtitjak, el$sorban adszorpcidsim
veletekkel. A tiszta glik6z monohidrat formajabaistélyosithato. A beparlas és a kristalyo-
sitds energiaigényesiivelet, ezért gazdasagosabb a glikdzt tomény addatip formajaban
ertékesiteni.

A glukéz gyértas olyan nagy izemmeéretben folyikgyhminden technoldgiai 1épésben
a gazdasagosabb folytonosikiidtetésre torekednek.

A gyartas kihozatala és a termék tisztasaga a ypwéersanyagtol fligg, a keményit
re nézve 90-99% kozeé esik.
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6.2. Glukdz-izomeraz (xil6z-izomeraz)

A glukoz gyéartasa mind agrotechnikailag, mind textgiailag gazdasagosabb, mint a
szachar6zé. Van azonban egy nagy hatranya, mégaediggy az édesdihatasa joval
kisebb. Emiatt ugyanolyan édességhez joval tobdletk élelmiszerekbe adalékolni, mint a
répacukorbdl. Ez egyrészt gazdasagi kérdés, meéhbaglik6z nagyobb koltséget is jelent,
masrészt egészségugyi kérdés, mert megnoévelt ceNitebhosszu tavol komoly egészségi
karosodasokat okoz. Ezért keresték a megoldasy, imgyan lehetne az édésérteket
megnovelni. Megallapitottak, hogy a szachardéz miésikponense, a frukt6z édesebb az
elébb emlitetteknél, az édesiértékek aranya: glikoz : szacharéz : fruktéz = 1,6 1,5.

6.2.1.1. lzomerizacio

Kézenfekwnek latszott, hogy a glikdzt egy izomerizaciés cegathan at kellene alakita-
ni frukt6zza. Erre tdbb enzimes reakcidutat isltakd de a technikai-gazdasagi problémak
(arzenat kofaktor, alacsonyflok) miatt végul egy viszonylag rossz konverzidjizienet, a
xilbéz izomeréazt alkalmazzak vilagszerte. Az enzimdetileg xil6z izomeraz, de az egy szén
atommal hosszabb hexo6zokkal is végrehajtja ugyamémnverziét. Az enzim eredeti funkci-
Oja abban is megmutatkozik, hogy terfitgsét a xilanok (xil6z polimerek, korpabatiész-
porban, fas anyagokban talalhatok) indukaljak.

A szokasos 60 °C korulidmérsékleten az elméleti egyensuly kdzel 50-50%@¥% k
centracio aranynal van. Az egyensuly viszont csashi reakcioigiutan all be, ezalatt pedig
melléktermékek (pl.: pszikdz) keletkezésével kefirmolni. Ennek elkertilésére és a kihozatal
javitasara a reakciaid leroviditik, a konverziot csak kb. 43%-os fruktdztalomig vezetik.

6.2.1.2. Mikroorganizmusok

Az enzimet sokféle mikroorganizmusban azonositpfainte minden gyarté a sajat
izolalasu nemesitett tbrzsét hasznalja. Kbzos \aadsjlesztésnek, hogy az eredetileg
induktiv enzimek génjeit athelyezték a konstitgénallomanyba.

> Bacillus coagulangSweetzyme, NOVO, DK)

> Actinoplanes missouriengislaxazyme, DSM, NL)

> Streptomyces rubiginos@®ptisweet22, Miles-Kali Chemie)
> Streptomyces phaeochromoge(feseetase, Nagase, J)

> Arthrobacter(ICI)

Az izomerazok intracellularisan termidhek. A hasznositand6 xilan poliszacharid nem
Iép be a sejtbe, de hidrolizisterméke, a xiloz jgmnezt a sejten belll izomerizalja az enzim.
A sejtfeltards, enzimizoldlas nehézkefvedet, még nagyobb probléma az izolalt enzimek
bomlékonysaga. Emiatt kulonb®zimmobilizacios modszerekkel roégzitik az enzimeket.
Haszndlnak rogzitett sejteket, sejtfeltaras utddrmelékkel keresztkotott enzimeket formu-
lazott tolteteket is.

A NOVO Bacillus coagulangolytonos fermentaciéjaban a megféleinzimtermelés ér-
dekében Co és Mg ionokat adagolnak a tapoldatbieatébolit represszioval itt is szamolni
kell, a termelési szakaszban glik6z és oxigén dinkiell fenntartani. A kdzeg pH-jaBacil-
lus fermentacioknal szokasos 7,5-8.
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6.2.1.3. Konverzio

Az izomerizalasra ker@lglikdz szirupnak tisztanak kell lennieiiszs és aktiv szenes
kezelés vagy ioncserés tisztitds szilkséges. Hmdazak kalcium igénye miatt az oldat Ca
ionokat tartalmaz, azt el kell tavolitani, mertlezg ionok mérgezik az enzimet. A Mg ionok
viszont éppen ellenkéleg, stabilizaljak és aktivaljak az enzimet. Az aitdoxigén jelenléte
inaktivalja az enzimet és fokozza a mellékterméképzidését. Emiatt a meleg cukoroldat-
ban amugy is rosszul oldédoé oxigén nyomait natrmptabiszulfittal tavolitjak el.

Az izomerizacios reakciot oszlopba toltott immatali enzimekkel hajtjak végre. A re-
akcio optimalis pH-ja 7,5 vagy efelett, &rhérséklet 55-60 °C. E korulmények kozott nagy
az enzimaktivitas, a mikrobialis beféztdés esélye kicsi és az enzim stabilitAsa is még
megfeleb. Ugyanakkor a gliik6z és fruktéz megleisetn instabil, és konnyen atalakul,
szerves savak és szines melléktermékek keletkethekrt Ugy csokkentik, hogy mini-
malizaljédk a reakcidigt, a cukrok csak annyi éd toltenek e reakciokorilmeények kdzott, amig
az oldat atfolyik az immobilizalt izomerazt tartalmd® oszlopon. Az enzimet szemcsékben
rogzitik, igy toltik az oszlopba. A szemcsék elégrevek ahhoz, hogy ne roppanjanak 6ssze a
nyomaskulonbségt, és ne zarjak el a folyadék atjat. A folyamat kiennyiséd hot termel,
amit folyamatosan el kell vezetni a rendssérb

Na,CO,

MgSO,
l."HQOH l
heat exchanger
>< |:>M deaeration
CH

several parallel
isomerization reactors

‘— acid

K&

ion exchanger
" \\\
e
charcoal
\Q

CHQDH CHzOH

8. &bra lzoszorp éhllitasa




Pécs Miklés: Biotermék technoldgia Ipari enzimek

A rogzitett enzim idvel veszit aktivitasabol. Manapsag a kereskedelihkidg izomera-
zok aktivitasanak felezési ideje ipari koralményaizott 200 nap korul van. Az enzimtoltet
hatékonysagat minden reaktornal az elfolyénal epskenzorokkal folyamatosan mérik.

Az aktivitas csokkenése miatt az oszlopreaktor korioja idbben valtozik, igy nehéz
lenne fenntartani az allandé fruktéz koncentraaiéérmékben. Le kellene lassitani az &ramla-
si sebességet, ami viszont a melléktermékek kedétamek kedvez. Ennek elkertlése érdeké-
ben sok oszlopot tikddtetnek egyttt 6sszekapcsolva. Egy gyengébb ¥saldgabb toltetet
sorba kotve kozel allanddsultikbdést lehet elérni. Az USA-ban hasznalatos osjibgmzs
atmésbje altalaban 0,6-1,5 m, és tipikus agymagassagar2-kEgy naponta tébb mint 1000
tonna izocukrot éallitdé tizem legalabb 20 egyedi reaktort hasznal.

A kilépé cukorelegy szazalékos Osszetétele jell@anz53 : 42 a glikdz javara, a tobbi
melléktermék. Ez még mindig nem potolja tokéletemenegszokott szachardzt. A |é tovabbi
feldolgozasa soran adszorpcios lépésekkel medjggztinajd egy specialis kromatografias
mivelettel részlegesen elvalasztjak a glukézt éslktdet.

Az elvélasztésra kalcium ionokkal telitetégkationcserél gyantat, pl.: DOWEX MO-
NOSPHERE 99-et hasznalnak. Az elvalasztas mechasaidsszetett. Egyrészt az oldott al-
lapotban lew cukrok -OH csoportjai kélcsdnhatasba |épnek a trate\b kalcium ionokkal
(kelatképzés). A fruktoz és glukoz elvalasztasanatapul, hogy, hogy a fruktdz/kalcium ion
komplexben d¥sebb kdlcsdnhatés jon Iétre, mint a glikdz/kalciomkomplexben. Az elva-
lasztas mechanizmusat ligandcserés kromatografiamevezik. Masrészt méretkizarasos
kromatografia is megvaldsul, mivel a nagyobb molékumint a tri-, tetra- €s nagyobb mére-
tt oligoszacharidok, fizikailag nem férnek be a ggaain talalhatd polisztirol lancok kozotti
legkisebb nyildsokba. Fruktdz tisztitds esetén etkicardsos kromatogréfia a ligandcserés
kromatografiaval egyitt, parhuzamosan jatszodillszirupban leg oligoszacharidok a
gyanta gyongyokon kivil maradnak, igycént érnek az oszlop aljara.

Az elvalasztashoz igen nagy oszlophosszra van égiksl0 m), ezért nem egy kolon-
naval, hanem tébb, révidebb oszlop 6sszekapcsa@hss/ u.n. szimulalt mozg6 agyas (simu-
lated moving bed = SMB) technikaval hajtjak végkekapott frakciok igy sem tisztak, mind-
ketts tartalmaz mintegy 10%-ot a masik cukorbol is. Bkgiz &ramot visszavezetik az izome-
rizaciora, a fruktdz aramot pedig tobbféleképpefelidehet hasznalni. Lehet tovabb tisztitani
a fruktozt, tetséleges tisztasagig, lehet ebben a 90%-os formaktékesiteni, de a legna-
gyobb részét az izomerizaciobol kapott 43%-0s dlegykeverik ugy, hogy a frukt6z arany

}

42% fruktéz 00% fruktoz
53% gliikoz . 10% gliikoz
> Elvalasztas g Keverés
>% fruktoz 90% fruktozként 55% fruktoz
D0% gliikoz értékestve 45% gliikéz

5% oligomer
(a raffinatumot vagy
mellékterméket
recirkulaltatjulk)

9. abra A fruktdz tartalom beallitasa
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55%-ra novekedjen. Ez az dsszetétel felel meg Ibgip a szachardz tulajdonsagainak, ezt
hasznalja fol az 6riasi mennyiségben az élelmipaerizocukor/izoszérp néven. Ezt az ele-
gyet nem kristalyositjak ki, hanem 70% szarazangatpalomig bepéarolva oldatban forgal-
mazzak.

Az izocukor szinte minden téren képes helyetteséteszachardzt, de a legtébbet mégis

az udib italokban, fagylaltokban, édes- és tejiparban halgk fel.

Adalékok: ez a technolégia, mint annyi masnaki fejlesztés, a haborus politikanak készahhanikor
Fidel Castro rendszere atvette az iranyitast Kubmlkez USA gazdasagi blokadot hirdetett ellene. Kidbex-
portcikke a nadcukor volt, ez nem keriilhetett agrédai piacra. Etl viszont cukorhiany Iépett fel. Az Egyesiilt
Allamok nem tudta megtermelni a megf#lelennyiséf cukrot. Cukornad termesztésére csak Floridaban vol
maéd, ott is csak kis teriileten. A répacukor pediiyeedragabb, mint a nadcukor, csapadékigényeaz égro-
technikdja koltséges, nehezebb gépesiteni. Raapidsalms gabonatermel teruleteket kellett volna atallitani
cukorrépéra. (A répacukor is valéjaban haborls lsaeymegoldas, a napoleoni haborik idején az angolok
kontinentalis zarlata miatt a tropusi teriiletékmegs#nt a nadcukor importja, és ezért kezdtek Eur6pémn
édes répa nemesitésével és a cukor kinyerésélakfomi.) Emiatt szlletett meg az igény, hogységes ku-
korica feleslegtil kellene valahogy cukorpétlétéllitani. A gyartds igy amerikabdl indult (Clintd@orn Proc.
Co, 1967, nincs kapcsolat a Kébi elndkkel), azutan elterjedt az egész fejlédigain. A kdvetkeéztechnoldgiai
fejlesztés az izomeraz enzim régzitése volt (1974).

Magyarorszagon még a rendszervaltastte{1982-ben) allami vallalatként hoztak Iétre Sadbgyhazan
a kukoricafeldolgozé vertikumot, mai széval biofiritht, ami melléktermék nélkil dolgozta fel a kidairkb 15
féle termékké (izocukor, glikdz, ipari alkohol,t§hy kukorica csira, csiraolaj, élegztakarmanyok, stb.). Tel-
jes egészében megvasaroltak a fejlett technologidi. akkor azért volt nagy szé, mert a forint mégnrvolt
konvertibilis, és ezt dollarban kellett kifizetkiz kivételesen j6 beruhazasnak bizonyult, haroralatv dollar-
ban is megtérilt a befektetés.

Az Uzem jelenleg is ftkodik HUNGRANA néven osztrak tobbségi tulajdonbda,az
eredetileg évi 140 000 tonnés kukorica feldolgoapdcitdsat azéta tobb mint egy millié ton-

nara novelték.

6.3. Pektinazok

A pektin a keménydhdz hasonléan a természetben gyakréfoedulé poliszacharid,
Osszetétele azonban messze nem olyan egységéskdslitésben poli-galakturonsavnak
tekinthet, melynek karbonsav csoportjai részlegesen (40-Baf-metilalkohollal észtere-
zettek. A monomerek béta 1,4-es kotéssel kapcsalodssze.

COOH OH COOCH;
0 Q 0 ) OH
T OH OH OH OH
0 o 0 o)
OH COOCH; OH COOH

10. abra A pektin alaplanca

Valéjaban heteropoliszacharid, csak a linearislatapt alkotja tisztan galakturonsav,
az elagazo zonakban mas cukor molekulak is megjeleritt a lineéris alaplancba ramnoz
molekuldk is beépilnek, és ezekhez rovidebb, 1@@@&égbl allé oligoszacharidok kap-
csolédnak, amelyek galaktozbdl, arabindzbol észkibd allnak.
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A pektin vazlatos szerkezete

elagazo
(d .
Fy arabinan O)
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OIS © 90 5
® 0 00 galaktan
®
()
()
()
LIT T TV TTq gl
(J (J
o, ()
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(0O ()
9.0 ()
O O

egyenes régié  elagazo régio  egyenes régio
[ galakturonsav B ramnoz  Qgalaktéz  Q arabinéz

11. abra A pektin oldallancai

A pektin szinte minden névényi sejt falanak kozéggében éffordul, a cellulézzal, he-
micellul6zzal egyutt. A kultirnévények kozott a déégek és gyimdlcsok (alma, korte, bo-
gyos gyumolcsok, citrusfélék, paradicsom, réparkdjotermésének érésénél jatszik szerepet.
Az éretlen termés kemény, a sejtfalak szilard sadénak a szoveteknek. Az érés folyaman a
ndvény sajat enzimei részlegesen elbontjdk a gekima sejtfalbdl a citoplazmaba kerul, et-
t6l a termés megpuhul, élvezhieé valik. Ez a pektin a felés a feldolgozas soran a dzsemek
gélesedéséért (ez ittbalyds, sokszor adagolnak is a gél keményitése évdakdebzopek-
tint” a gyimolcshoz), ugyanakkor sok vizet/folyadétart vissza a gyimolcs hasaban, ezaltal
a gyumolcslégyartasnal kevesebb levet lehet kiprésesdkkenti a Iéhozamot. Mint kivalo
védskolloid ,oldatban” tartja a gyumolcslé kolloidalianyagait (fehérjéket, rostanyagokat
stb.), etél a 1é zavaros, nem &the és tarolasi problémak is fellépnek.

A pektint a gyimadlcsfeldolgozas melléktermékgibxtrahaljak, mérsékelt égovon alma
maradékbadl, melegebb kliman pedig citrusfélék hijab

A novényi pektinbontas mellett sok mikroorganizmeisjsorban a fonalas gombak ter-
melnek bonté enzimeket. Ezek bioldgiai szerepe melydi. A penészek szamara kivalo tap-
talaj a nbvények termése a benne talalhato tartafgnyagokkal, ehhez pedig a sejtfal lebon-
tasaval tudnak hozzajutni. A prokariotak kozothgyrothadast éldézs novénypatogérkr-
winia fajokra jellem# az enzimtermelés.

A pektin bontasdban még tobb fajta enzim vesz résint a keményfében. Itt is meg-
taladljuk az exo- és endoenzimeket. Az exo-poligaiednazok a lanc vegérhasitanak le
egy-egy galakturonsav-egységet. Az endoenzimektkédzoendo-poligalakturonazok statisz-

COOH
H OH
0 —O
o H 0
H OH H
on H H B |
H H
o 0
H OH
COOH )
poligalakturonazok

12. abra Endopektindzok hatasa
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tikusan hidrolizéljak a lancot, révidebb pektin alaokat hoznak létre. Emellett az
enzimkomplexben gyakransdrdul a pektin lidz enzim is, amely nem hidrolggkvagja el a
pektin lancot, hanem a hidrogének atrendezéséyekeiths kotést hoz Iétre a nem-redukalo
lancvégen allé cukorban.

C00 -
A/u
R
OH
OH l l
C0o0 - Cc00 -
(o}
//u /
R R
OH OH
OH o’
OH OH

13. abra Pektin liaz

A poligalakturondzok (pektindzok) mellett rendsaeljelen van a pektinészteraz is,
amely a pektin metilészter kétéseit hidrolizalvatanelt szabadit fel.

Ipari termékként a pektinbontd enzimkomplexekebsdsban penészekkeAgpergillus
és Penicilliumfajokkal) allitanak &. Az enzimek extracellularisan (sejten kivil) teléae
nek, tehat tenyésztés utan a fermell@pyszetibben preparalhaték. A fermentacié soran
tobb enzim termédik parhuzamosan, a felsoroltakon kivil rendszdrarhicellulaz-keverék
is megjelenik, amelyben xilanazok, arabinazok lsnezannak. Ezek szétvalasztasara, kitiszti-
tasara az iparban nincs szikség, ezek a mellékaktik nem zavarjdk, hanem segitikéa f
funkciot, a poliszacharidok lebontasat.

Felhasznalas

A pektinhidrolizisnek tébb ipari folyamatnal varngetésége. Ha pektinaz- preparatu-
mot adunk gyumoélcszuzalékhoz, akkor a Iéhozam 2k8P#ovelhed. Ugyanez az eljaras
hasznalhat6 a 8l feldolgozasanal a must préselés hozamanak jardtédiatve az olivaolaj
Kipréselésénél is.

A gyumodlcsléipar az enzimet ezen kivil gyimolcsiéitdsére is felhasznélja. Az en-
zimmel nem kezelt gyimolcslé zavaros éslsztetlen, de ha a pektint enzimes aton lebont-
juk, a védkolloid hatasa megénik, és a lé konnyen ,tikrosre” @heb.

A pektin-hidrolizisnek a felsoroltakon kivil a téixarban is van jeledsége, a len és a
kender aztatdsanal. A len és kenderkorok feltéegyaspontan mikrobioldgiai folyamatban,
az aztatas soran torténik. Az aztatas célja aKidscsrostok maradéktalan elvalasztasa a bel-
s fas részekil. A hancsrészben cellulézban dus, rugalmas kottgekstnyalabokat tala-
lunk, amelyeket egymassal és a farésszel pektint (ragasztéanyag) kot 6ssze. A kenderaz-
tatasnal ez a pektinanyag elbomlik, és ezaltablakzszabaddé valnak, széaritas utén a tilolas-
sal és gerebenezéssel elvalaszthatok. A kendenésivényen mindig vannak a talajbol szar-
mazo, pektinazt termglBacillus maceran®s Bacillus asterosporusejtek, amelyek a sza-
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mukra kedveé életfeltételeket jelefitaztatévizben gyorsan elszaporodnak, enzimet termel
nek és ezzel fellazitjak a rostokat.

6.4. Cellulaz

A celluloz a kemény@ihoz hasonléan egy glikéz homopolimer, de az egig®y egysegek
kozotti glikozidos kotések térallasa nemhanemp (ekvatorialis), etil a ldnc nem spiralis
alaku, hanem egyenes. A cellul6z molekulanak nmelseelagazasai, igy a lineafig1—4)-
glikan lancok képesek parhuzamosan egymas meliezimi, kvazikristalyos szerkezetet
alkotni. A celluléz a novényi sejtek sejtfalanak Komponense. Linearis molekulalancai a
ndvények rostjaiban bonyolult szerkdz&bmpozitot alkotnak a hemicellul6zokkal (5- és 6-
szénatomos heteropoliszacharidok) és a ligninra@lf@mol alapu polimerek). A celluléznak
az ad jelertiséget, hogy a bioszféraban teréuél biomassza tulnyomé része celluléz, a
keményid és egyeéb poliszacharidok termelése joval kiselagbsikerilne ennek az anyagnak
a gazdasagos, ipari |éptételdolgozasat megoldani, az az élelmiszeriparadkpenergia ter-
melésnek, de még a vegyiparnak is hatalmas |okisttaa. Ehhez viszont le kellene bontani
a felépit glikdz egységekre, amelyek azutan a tovabbi dtakdk kiindulé anyagai lehet
(pl. bioetanol, egyéb fermentaciok). A feltételedchannak szol, hogy ezek a folyamatok még
nem érték el a gazdasagossag hatarat. Nagyon satasés fejlesztés folyik a cellul6z ké-
miai és enzimes bontasa teruletén, de ipari szimigtodo eljards még nem szlletett. Ennek
oka nem elésorban a cellul6z molekula nehéz bonthatésaga nhanedvényi rostok emlitett
komplex szerkezete, amelybe a cellul6z beagyazddiellul6z kiszabaditasahoz olyan fizi-
kai vagy kémiai dlkezelések (ggrobbantas, ammonids aztatas) szilkségesek, anmabgk
dragitjak az eljarast. Emellett a cellul6z (tartalamyagok) nem oldddnak vizben, a reakcio
heterogén fazisu, ami tovabbi probléméakat okozdhnoldgiak nagy elvi leh&tégei dacara
jelenleg a cellulazokat nagy mennyiségben mas celiemelik, igy pl. a textilipar és a mo-
sbészergyartas szamara.

A celluléz enzimes bontasdban — hasonléan a kendé&mgz — egy tobb enzirtballd
komplex vesz részt. Ennek egyik elem@-andoglikanaz (EG), amely a poliszacharid lanc
belsejében hidrolizalja a glikdézok kozoétti kotésedw ezzel oligg-glikanokat hoz létre. A
celluléz bontas exoenzimeifaamildzokhoz hasonldéan a lanc végédettesével valasztjak le
glik6z monomereket cellobidéz formajaban. Ezek bbbalzidazok, két alaptipusukat kulonit-
hetjlk el aszerint, hogy a lanc redukald (CB1) vagyn-redukald (CB2) végén fejtik ki hata-
sukat (14. abra).

endo-1,4-f-D-Glucanase (EG) CHCH
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14. abra A cellulaz enzimek tAmadaspontjai
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A bontas utolso 1épése a cellobioz hidrolizise gli#d, ezt az eléggé elterjedt cellobiaz
(béta-glikozidaz) enzim katalizalja.

6.4.1. Trichoderma enzimek

Egy sor mikroorganizmus képes ilyen enzimelakitasara, ezek kézott legelterjedteb-
ben alkalmazott drichoderma reesets aT. viride Ezek cellulaz komplexei mind a harom
aktivitast tartalmazzak, de ezeken belll elkuléetfth7-8 izoenzim is. Az enzimek parhu-
zamosan termétinek és egyittesen, ugyanabban a kézegben hafgyyadz ievolicio soran a
miikddési optimumuk is 6sszehangolddottTAchodermaenzimek pH = 4,2-5,2 k6zott i
kédnek hatékonyan.

Az enzimtermelés ebben az esetben is induktivkegadbolit represszio hatasa alatt all.
Glukoéz jelenlétében nem ternddik az enzim, hianyaban viszont cellul6zzal (cétutartal-
mu melléktermékekkel, hulladék anyagokkal), celbalzal, és, barmilyen kilénoés, de laktoz-
zal is indukalhat6. A fermentacional a szilard sattatok, a reakcid heterogén volta miatt so-
kat foglalkoztak a szilard fazisu fermentaciovabF3, de a szubmerz technolégia joval gyor-
sabbnak bizonyult, bar mas enzimekkel 6sszehagarditellulaz fermentacio ebben a forma-
ban is lassu és viszonylag kis mennyiségzimfehérjét termel. Prébéalkoztak folytonos fer-
mentacioval is, abbol a megfontolasbdl, hogy a &fdé es felhalmozddo redukald cukrokat
eltavolitsak a rendszeth mielétt lefékeznék az az enzimtermelést.

6.4.2. Felhasznéalas

A pamut az egyik legelterjedtebb textilanyag, szgyakorlatilag tiszta cellulozbdl all-
nak. A cellulazok egyik textilipari alkalmazasaexzimes kmosas. Az enzimes kezelés ugy
valtoztatja meg a pamutszalak fellletét, hogy aéskben elengedik az indigo festéket, és ez-
zel ugyanolyan hatast érnek el, mint a durva makharkémoséassal.

Az anyag tapintasa és fénye egyarant figg a tetineasagatol. Mindkeit rontja, ha
az alkot6 fonalak fellletén kialld6 paranyi rostviégaeredeznek, €t a felllet matt hatasu
lesz. Ezt cellulazos kezeléssel csokkenteni lehigtgl a gyartasnal a kikészitésnél, mind a ru-
h&dk mosasa soran. A celluldzt emiatt széldskdalkalmazzdk a moséporokban, az enzim a
pelyheket (bolyhokat) eltavolitjia, de nem tamadggma celluldéz rostokat, a textil szines, fé-
nyes marad hosszU hordas és gyakori mosas utan is.

A problémat az okozza, hogyTaichodermaenzimek enyhén savas k6zegbeikid-
nek hatékonyan. Ez a gyarban, a kikészitésnélitre#ih, de a ruha mosasa lugos kézegben és
magasabb dfokon torténik. Erre a célra mas enzimeket keketesni. llyen esetekben a ter-
mészetben extremofil fajokat keresnek, feltételehomy ezek enzimei is képesek sésés
ges korulmeények kdzott ikodni.

Adalékok: A magas pH-ju éginérséklet élshelyeket Kelet-Afrika szikes tavaiban keresték yeeRift
Valley, Bogoria t0, ott is egy flaming6 fészkdlep, ahol a madaririlék még lugosabba tette zegét), innen
izolaltak alkdli tolerans vagy obligat alkalofil égtolerans fajokat.

A megfeleb tulajdonsagu alkalikus celluldztBacillus BCE103 fajban talaltak meg. Ez
a torzs viszont nehezen szaporithato és kevés enaammel, emiatt az endocellulaz gént
subtilisbe klénozték. Ez jol ismert, biztonsdgos gazdaszmty extracellularisan termeli az
enzimet, igy a feldolgozas is egys#dy. Az igy termelt &-, alkali- és fehéréitiré enzimet a
Genencor hozta forgalomba 1998-ban PURARAMven.

6.5. p—galaktozidaz (laktaz)

Ez az enzim di- és oligoszacharidokban az egyesasad béta térallasu glikozidos ko-
tésével kapcsolodo galaktdéz egységet ismeri fedzéa kotést hidrolizalva galaktozt szabadit

26



Pécs Miklés: Biotermék technoldgia Ipari enzimek

fel. Leggyakoribb szubsztratja a tejcukor (laktgalakt6z(1-4)glikdz diszacharid), amely a
hidrolizis soran galaktézra és glikozra bomlik.

Az abran az is jol megfigyelhigthogy a két aldohexdz szerkezete nagyon hasaylit e
mashoz, a mindossze a 4 szénatomo@ {&H csoport térallasa kulonbozik, a glikoznal ek-
vatorialis, a galakt6znal axialis.

Laktdz — galaktéz + glukéz
H OH

o 9H

Bp-D-galactose

15. abra A tejcukor hidrolizise

lactose glucose

A laktaz aktiv centrumaban egy cisztein és egytidiszaminosav vesz részt kozvetle-
ndl a katalizisben. A-kotésben & galakt6z kapcsolédik az enzimhez, az SH-csopart pr
tont ad at a galaktdz oxigén atomjanak, és a Hisziimidazol csoportja nukleofil tamadast
intéz a galakt6z C-1 szénatomjara. A gluk6z vagyg aglikon molekularész levalik. A kovet-
kez fazisban egy ROH tipusu akceptor, példaul vizqurélja a szulfhidril aniont és felsza-
baditja galaktozt. Az akceptor egy masik cukoelsel, ekkor di-, tri- vagy akar poliszachari-
dok is képadhetnek. Ezt a transzferaz aktivitdst nem-eméskthl@joszacharidok éAllita-
sara hasznalhatjuk fel.

Egyes kationok, mint példaul a €a&s Na gatolhatjak a reakciot, ugyanakkor &, l&
Mg?* és a MA" aktivaljak az enzimet. Termékinhibicio is felldponosen a galaktdz gatolja
erésen az enzimes reakciot.

6.5.1. Termeb organizmusok

B-galaktozidazt nagyon sok torzs termel. A bakténolrkozott részletesen foglalkoztak
azE. colienzimével, amelynek génjdac operonban taldlhatoé (operon szabalyozas, Jacob és
Monod, Nobel dij 1965), de ez az intracellularigiemipari szempontbol érdektelen.

Aspergillus oryzae, A. nigepenész ereditiaktazok, vagy savas laktazok. pH optimu-
muk 4-5 kodzé esik, optimalisikddési mérsékletiik ~55 °C. A fonalas gombak extracellu-
larisan termelik az enzimet, viszonylag olcsé tekeké de alkalmazasi korlatjuk, hogy az
alacsony pH optimum miatt tejoen nem alkalmazhat6k.

Kluyveromyces lactig¢éleszb laktdz, semleges laktaz): pH optimuma majdnem seml
ges, 6-7 kozotti, fok optimuma ~35 °C. Az éleszintracellularisan termeli, emiatt koltsé-
gesebb éallitani, viszont alkalmazhato tejben is a laktidrdlizisére.

Az emsok kicsinyeiket tejjel taplaljak, ez valtozo téngéégben, de minden esetben
tartalmaz tejcukrot. Az Ujszuléttek vékonybele telina laktazt, amely emésztbehonome-
rekké bontja a tejcukrot. Az életkoethaladtaval (az embernél kb. harom éves kor @an)
az enzimtermelés gyakran mefsik, ez okozza a laktdz intoleranciat.

Az enzim eballitasa szubmerz, aerob fermentacidval tortenik @zAspergillusoknal
leirtak szilard fzisa fermentaciot is). Szénfokéae célszdr tejcukrot alkalmazni, ez indu-
kalja a novekedéshez kotott laktaz termelést. mémtacio idtartama a torzét fligg, az
éleszé fermentacié egy-masfél nap alatt lefut, a penés&lek-5 napig is eltart. A feldolgozas
az élesatknél bonyolultabb a sejtfeltarasinelete miatt. Az enzim kinyerésénél segithet a
sejttdbmeg kezelése hidegen toluollal.
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6.5.2. Felhasznalas

A kulénb6s laktazok konkrét alkalmazéasait &esrban a pH optimum, és mas pH-flig-
g6 jellemzdk hatarozzak meg. A semleges optimumu éteksttazt tilnyomorészt a laktoz-
szegény sterilizalt tej termelésére hasznaljak.ddgy alkalmazhaté az édes savo (pH = 6,1)
laktoztartalmanak bontasara is. A penész lakt&zovit a sajtgyartas masik melléktermeké-
nek, a savanyl savonak a kezelésére hasznaljak.

Fermentalt tejtermékeknél (joghurt, sajt stb.)drdlizissel 1étrehozott cukrok a sejtkul-
turak szaporodasat felgyorsitjak.

Az élelmiszeriparban a tej, tejalapu italok ésaejgyartasanal a laktoz hidrolizise, no-
veli az édességet. Az egyes cukrok relativ édesaéggkdzhoz viszonyitva: lakt6z 20% <
galakt6z 58% < glukoz 70%. Ebldathato, hogy a hidrolizis tébb mint haromszoras@ve-

li az édességet, étta termékek vonzdbbak lesznek, kilondsen a gyesknskdmara. A fagy-
laltoknal az iz mellett még egy szempont sz0l amees kezelés mellett. A laktéz oldhatésa-
ga rossz, kilénosen fagypont koraéinhérsékleten, igy éfordulhat, hogy a fagylaltban ki-
kristalyosodik, ami rontja a termék élvezeti értékédrolizis utan a monoszacharidok jol ol-
dodnak, kivalds nem fordulél

Laktoz intolerancia esetén az is megoldas lehejy laotejcukrot tartalmazé élelmiszer-
rel egydtt tabletta, drazseé, vagy kapszula forngjdlaktaz enzimet vesz be a fogyaszto, és
ezzel poétolja az emésimsatornabdl hianyz6 enzimet.

A laktaz felréttkori hianya a haziallatoknal is természetes. éfat a laktozt felstt al-
latok takarmanyozasaban alkalmazzak, ezt a tejtukelszeil elozéleg hidrolizalni. Borju
€s szopdsmalac-tapokban gyakran alkalmaznak saejtggaot, ezeknél a tejcukor bontasa
elényds, de nem feltétlenll sztikséges.

6.5.3. Technoldgiak

1. Szakaszos enzimes technoldgia lakt6zszegénystd|itdsara:

Azért valasztjdk a szakaszos eljarast, mert adolyghoz képest kisebb a befetidés veszé-
lye. Oldott éleszt enzimet adnak a tejhez, a tej sajat kbzel semlpleat nem valtoztatjdk
meg. A tejet 35°C-on tartjak 4 éran keresztul. Ennybidlatt a laktdz 70-80%-a atalakul, a
mikrobak szaporodasa viszont még nem szamatex enzimfehérje a tejben marad, a folya-
matos sterilezés (UHT = ultra high temperature,0~12) soran inaktivalodik. A termék tehat
nem laktézmentes, csak csokkentett laktdéz tartalmds szoval laktézszegény, low lactose
milk.

2. Folytonos technolégia immobilizalt enzimekkel:

Ezt savanyl savo (sajtgyari melléktermék) laktokdmdrolizisére hasznaljak. A savas
k6zegben j6l alkalmazhatok az olcsé penész enzifkeklacsonyabb pH részleges védelmet
nyujt a beferdzédés ellen is. Az enzimet oldhatatlan hordozoraitdgzzzel oszlopokat tol-
tenek meg, amin megfetetartdzkodasi iével atengedik a savot.

Adalék: Lakt6z intolerancia, lakt6z érzékenység
A csecsedk bélrendszere kb. 3 éves korukig eledeaéitaz enzimet termel, ezaltal tokéletesen mege-

mésztik az anyatej laktdz tartalmat (~ 7,5%). E fidbitt a taplalkozas valtozasaval ez az enzinslefessé va-
lik, alapesetben termédiése fokozatosan leall, félh korra eltinik. Ha ezek a személyek tejet (tejcukrot) fo-
gyasztanak, az emésztetlendl halad végig a véklemyBé a vastagbélbe jut. Ott ozmotikus hatasald je-
lentds mennyiséf vizet tart vissza, ezaltal hasmenést okoz. Raadémlen Ié¥ anaerob bélmikroflora szén-
forrasként hasznositja a laktozt, adlilszéndioxid és szerves savak keletkeznek. &zgazfejfdéssel kisért
hasmenést nevezik explosive diarrhea-nak. Magéeagég a laktdz intolerancia, ezek a személyektalemal-
jak a laktozt, a kellemetlen tiinetek elkerulésddeeizlniiik kell tejet és a hile késziilt ételeket.

Az emberi faj fefldése soran egyes csoportokban, a pasztornépelgztintia taplalkozas ugy alakult,
hogy a feldttek is rendszeresen fogyasztottak tejet és tedtarket. Ezekben a populaciékban szelekciés hat-
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rannya valt a feldttkori enzimhiany. Azok, akik érett korukban isyfmgythattak lakt6z tartalmi élelmiszert,
mennyiségileg (kaléria) és niigégileg (teljes értékfehérje) jobban taplalkoztak, igy javultak a tékilés sza-
porodasi esélyeik. A nemzedékek soran a szeleKoidlifotta az aranyokat, a fedttkori enzimtermelés lett a
jellemz, és az intolerancia kisebbségbe szorult. Az &li#plalkozas miatt a laktéz intolerancia térkép pag
tarkava alakult. A thai, kinai, és afroamerikai pidiciékban az intolerancia aranya 97, 90, és 7%aigk. A fe-
hér (kaukazusi) és a svéd populacidkban viszoakeadnsak effordulasa 84 illetve 96%. Terlletileg isdsrat-
menetek figyelhék meg. Az intolerans kinaiak melletf @asztorkodd mongolok toleransak. Fekete-Afrikéoan
lakossag nagyrészt intolerans, viszont a marhatarészajok toleransak.

6.6. Proteazok

A proteazok a peptid lanc az 16. abran lathatéohitikus bomlasat katalizaljak. A
reakcio valojaban harom egymast k@vetszfolyamatbdl teddik 6ssze:

1. létrejon a Michaelis komplex az eredeti peptid |&€Bcés az enzim ko6zott (ES),

2. apeptidkdtés hasitasa, az Uj N-terminalis peptidlisa,

3. nukleofil tamadas a még kotott masik peptidre ssadbad enzim rekonstrualasa.

H O R, - H R,
o | Protease | |
—(l_"—C'—N—(’T‘—nLHZO —(I'Z—COO’nL’HgN—(_"f—
R, H R, H

16. &bra A protedzok alapreakcioja

A szubsztrat koncentracio jelésen kilonbozik az élelmiszeripari és a mososze-alk
mazasokndl. Az élelmiszereknél a fehérje konceidtraagy, szazalékokban is kifejezéiet
mig a mosasnal a tisztitando fellleten kevés feltérmészét szennyezés van jelen. Ezzel
egyUtt a rendszer messze van a kémiai egyensidyfélyamat a bomlas iranydba megy vég-
be, a nagyobb molekulak szintézise elhanyagolatdlyamat csak ugy fordithatd meg, ha
nagy aminosav koncentraciét allitunk be, ezesetbproteazok képesek peptidkdtések létre-
hozasara, de csak di- és tripeptidek keletkeznekggzpartam gyartas). Sok proteaz enzim
szubsztrat specifitasa nem korlatozodik a peptalgsiid) kotésre, képesek a karbonsav
esztereket is hidrolizalni. Ezt a mellékreakcioeazimaktivitas mérésére lehet kihasznalni.

A fehérje hidrolizis kvantitativ leirasara a hidetd ekvivalenst (h) hasznaljak. A (h)
mértékegysege (Mol elbontott peptidkétés)/(kg fiegh&zubsztrat)). A hidrolizis ekvivalens
jol hasznalhat6 a fehérje hidrolizis kinetikai \gatatanal, de mas célokra inkabb a hidrolizis
fokot (DH = degree of hydrolysis) szamitjak ki. Dé€ioja:

DH = N [100%

ot

hwot @z egy kilogram fehérjében taldlhatd 6sszes pégitiisek mennyisége, molban ki-
fejezve. JO becslésként ezt 8 mol/kg-nak vehetjyidat ha az aminosavak atlagos molekula-
tomegét 125 g/mol-nak vesszik, akkor egy kg feheméolc aminosav, azaz 8 peptid kotés
jut. Pontos értekét a fehérje aminosav-0sszetétielgan szamithatjuk ki. Néhany extrém
Osszetétdl fehérjéél eltekintve (pl.: zselatin — 11,1) ez az értékhjésznalhato.

Az élelmiszeriparban a hidrolizisfok nhagymértékineeghatarozza a termek tulajdonsa-
gait, igy az enzimek alkalmazhatd6sagat is. Ehhezdadddan fontos, hogy a hidrolizi$-el
rehaladtat a folyamat kdzben kovetni lehessenréakriokat egy jol meghatarozott szakasz-
ban, a termék optimdlis &llapotaban le lehessétamill A moso- és tisztitoszerek esetében a
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hidrolizisfok meghatarozasa felesleges, mert misdudsztrat koncentracio, mind annak val-
tozasa nagyon kicsi és nehezen mérhet

A proteazokat tobbféle szempont szerint csopohagiik, igy a termél organizmus
szerint lehetnek allati, névényi vagy mikrobiadligdetiek, tAmadaspontjuk szerint endopep-
tiddzok vagy exopeptidazok. Az exopeptidazok aideqiitéseket a polipeptid lanc az amino-
vagy karboxil végén bontjak, egy, két, vagy haranmirmsavat vélasztanak le, mig az endo-
peptidazok a lanc belspeptidkotéseit hasitjak. A pH optimum alapjan nsegktak kilon-
boztetni alkdlikus, neutralis és savas protedzahat,viszont kapcsolatban van katalizis me-
chanizmusaval, az aktiv centrumbatikidé kémiai funkcios csoportokkal (szerin, tiol-, asz-
paraginsav és metalloproteazok). A szerin-prote@zaltddja két tovabbi alcsoportra osztha-
t0: kimotripszin-szdr €s szubtilizin-szér proteazokra, (ezek a legfontosabb ipari termékek).
Az osztalyok neve onnan ered, hogy mas-mas kataitcsoport vesz részt a reakcidban. A
szerin és cisztein proteazoknal az aktiv centrunidanszerin hidroxil, illetve a cisztein tiol
csoportja indit nukleofil tamadast a katalizis sora

Szerin-proteazok

A név arra utal, hogy az enzim aktiv centrumabazeain oldallanca a nukleofil cso-
port. A katalitikus hely hdrom aminosavbdl all,zz8n mellett egy-egy aszpartat és hisztidin
oldallanc egyiittesen alkotja az agynevezett kétalttriadot. Ezek az aminosav lancban egy-
mastol tavol helyezkednek el (pl.: a kimotripszge®ben: His57, Asp102, Serl95), de a fe-
hérje haromdimenzios szerkezetében egymas kozpldtieionalédnak. A szerin protedzok
gyakoriak mind a prokariota, mind az eukariota weeetekben.

Cisztein proteazok

A cisztein-proteazok is széles korben elterjedtekgtalalhatok az allatok, névények,
baktériumok és virusok kdrében egyarant. Hatasnméinaisuk kdzel all a szerin proteadzok-
hoz, de itt a tamadd nukleofil agens a szerin kitlasoportja helyett a tiol-csoport. A katali-
tikus triad is hasonld (papain esetében: Cys25]139sAspl75), de kiegészil egy negyedik
aminosavval (GIn19), amelynek savamid nitrogérnpeatidkotés oxigénjével képez hidrogén
hidat.

Aszparaginsav proteazok

Az aszparaginsav proteazok neviket az aktiv cemianné két katalitikus fontossagu
aszparaginsavrol kaptak. A kilonksoeredel, embs, gomba, virus enzimek haromdimenziés
szerkezete nagyon hasonldé egymashoz. Az enzimekzkékezetileg hasonlé doménhiall-
nak, és az aktiv centrum a két domén kozotti résheul ki. A legtébb aszparaginsav prote-
az a pH 2-4 tartomanyban aktiv (pl.: pepszin), émeégebben ezt az enzim osztalyt a savas
protedzokkal azonositottak. Ez alél kivétel a rapaimelynek optimalis pH tartomanya 5,5-
7,5 kozé esik.

Metalloproteazok

Katalitikus aktivitdsukat az aktiv centrumbandéagy vagy két fém ion, leggyakrabban
cink ion biztositja (pl.: termolizin). Erdekességenechanizmusnak, hogy a nukleofil tama-
dast itt egy efsen polarizalt vizmolekula hajtja végre.

Szamos kereskedelmi enzimpreparatum tobbféle prdte@eréke. Ezeket a termiel

organizmus parhuzamosan szintetizélja, és nem @sleax egyes enzimeket tisztan
kipreparélni, mert egyuttesen altaldban hatékongmbiiikodnek, mint izolalt formaban. A
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gyogyszeriparban szigoribbak a tisztasagi kovetmyalé de az élelmiszeriparban és a
mosoészereknél elterjedtek a vegyes enzimkészitrkénye

Néhany kereskedelmi forgalomban déwrotedz jellemdéit foglalja 6ssze az 3. tablazat.
Az Alcalase, Esperase, Savinase és a tripszinnspesieazok, mig a Neutrase metalloprote-
az, amelynek aktiv centrumaban egy Zn ion helyekkeld A Durazym és az Everlase a Sa-
vinase fehérje mérnokileg tovabbfejlesztett va@@na sajtgyartdsban hasznalatos Rennilase
vagy Fromase aszparaginsav protedzok. Tiol- vagxtain proteazokkal névényi enzimek
kozott talalkozhatunk, ilyen a papain (papaja)r@relin (ananasz névény) és a ficin (fige).

3. tblazat Kereskedelmi forgalombandé@nzimek tulajdonsagai

Kereskedelmi név Eredet Formulazas pH tartoman 6foldtartomany
Alcalase Bacillus spp. folyadék/granulatum 6-10 10-80
Esperase Bacillus spp. folyadék/granulatum 7-12 10-80
Everlase Bacillus GMO folyadék/granulatum 8-11 15-30
Savinase Bacillus GMO folyadék/granulatum 8-11 15-75
Durazym Bacillusspp.GMO folyadék/granulatum 8-11 15-70
Neutrase Bacillusspp. folyadék/granulatum 6—8 10-65
Protamex Bacillusspp. mikrogranulatum 6—8 10-65
Flavourzyme Aspergillusspp. folyadék/granulatum 4-8 10-55
Rennilase vagy Fromase| Rhizomucor meihei | folyadék/granulatum 3-6 10-50
Trypsin hasnyalmirigy granulatum 7-9 10-55

A protedzok bioszintézisénél gyakori jelenség, haggnzim egy inaktiv fehérje (zimo-
gén) formajaban jon létre és valasztodik ki, é& essejten kivill aktivalodik. Ez altalaban ira-
nyitott proteolizis, egy révidebb-hosszabb peptldetell hasitani a fehérjelancrél (pl.: pep-
szinogén — pepszin atalakulas). A mikroorganizmusajlit enzimei esetében kihasznalhatjuk
az aktivalodas természetes mechanizmusait. A rek@md fehérjeként termelt enzimeknél
viszont tobblet feladatként meg kell oldani az \&dthst is.

A proteazokat ipari léptékben mikrobakkal allit@lk, mert az allati €és névényi enzim-
forrAsok korlatozottak. Ha masként nem megy, aiainzim génjét klbnozzak mikroorga-
nizmusba, és igy termeltetik nagy mennyiségben rigrhnin). A mikrobak proteaz termelése
szervesen kapcsolddik az anyagcseréjikhtz, eniaieikbontjadk a fehérjéket és a kapott
egyszeiibb molekulakat anabolikus vagy katabolikus anyagggkben hasznositjak. A reak-
ci6 végbemehet extra- vagy intracellularis enzingbkR bontas els Iépése altalaban oligo-
peptidek létrehozasa endopeptidazokkal, majd apepta@lazok ezeket tovabb hidrolizaljak
aminosavakka. Az elslépést az extracellularis proteazok végzik, a cegk a kis molekula-
kat képes felvenni és hasznositani. Az intraclislproteazok is létfontossaguak a sejt ki-
Ionféle cellularis és anyagcsere-folyamatainak taméasahoz, mint a fehérjék folyamatos

A proteazok a teszik ki az ipari méretben termeftimek nagy részét, ezen belll az al-
kalikus protedzok a vannak tulsulyban. A terniglrzsek kozott talalunk baktériumokat, fo-
nalas gombékat, élegket és sugargombakat, de a legnagyobb sullgdallus-ok altal ter-
melt enzimek szerepelnek.

6.6.1. Alkalikus protedzok

Az alkalikus proteazok altalanos tulajdonsagai

Az mosoészerekben hasznalatos alkalikus proteazok pH2 kozotti tartomanyban ak-
tivak, ezen belll az optimalis pH altalaban 9-12ékeésik. Egy-két extrém bakterialis enzimet
is izolaltak, amelyek jol fikddnek pH = 12-13-nél is.

A proteazok optimalis dmérséklete rendszerint 50 — 70 kozé esik. Mint minden en-
zimnél, itt is keresik a magasabbnhmérsékleten dolgozo valtozatokat. llyenek a praitaki
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korében fordulnak é| példaul aBacillus sp B189 optimalis Bmérséklete kivételesen magas,
85 °C-0s. Mas fajok, mint pl.: Bacillus-ok aStreptomycegk és arhermudajok enzimeinek
hostabilitasa C& ionok hozzaadaséaval ndvelbianeg hasonlo értékre. Altalanossagban el-
mondhatd, hogy a lugos proteazok — bar nem fémgmote — fémionokat (leggyakrabban
Ca&*, Mg?* vagy Mrf* iont) igényelnek az aktivitasukhoz vagy stabilitiédsoz.

A fonalas gombakAspergillus, Mucorjltal termelt alkalikus proteazok ipari jelésé-
ge valtozatos tulajdonsagaik ellenére kicsi, ipaéretekben a széiséges korilmények ko-
zOtt is jol nikodé bakterialis enzimeket termelik. Ezek jellefrizpusa a szubtilizin csoport.
Nevét aBacillus subtilisrél kapta, de sok mas organizmus termel hasonlorspeoteazokat.
Ipari méretekben a genetikailag manipuBéicillus amyloliquefacienss Bacillus lichenifor-
mistdrzsekkel allitjak &. Magas pH ésdmérséklet optimuma révén kulonésen jol alkalmaz-

haté mososzerekben.

Adalék: ezeket az extremofil baktérium torzsekatramészetti specialis taptalajon szelektaljak. & f
szénforrds nem-hidrolizalt fehérje (ha aminosavaknak jelen, a sejtek nem termelnek proteazt, niecs ra
sziikséguk). A pH-t 10-re allitjak és a lemezekétgea inkubaljak. Ami ilyen kdrilmények koézétvkae nagy
valésziriséggel termeli az alkalikus proteazokat.

A génmanipulacional az enzimfehérje kdpiaszamat letegs ndvelni, ha — a gén elé eggepromotert
épitiink be, — a gént multikopias plazmiddal fejgteki. Az enzim szerkezetét a fehérjemérndkségzaceivel
lehet javitani, aminosavak cseréjével lehet azahst illetve a stabilitast novelni.

6.6.1.1. Mosdszer proteazok

A mosolé, mint nikddeési kérnyezet tdbb szempontbdl is kedtlen az enzimek sza-
mara. A mosas magasabdiniérsékleten, 40-90 fokon torténik. Bar az ipartimekednek az
alacsonyabb admérsékletekre, de a haztartasi mosogépek minddagrikean 90 fokos prog-
ram. A kdzeg dfsen lugos (pH = 9-12), és inaktivaléd/inhibitor ggfi anyagok is jelen van-
nak. A teljesség igénye nélkil: detergensek: n-dkmzol szulfonatok, alkohol-szulfatok, al-
kohol-éter-szulfatok, etoxilalt alkoholok, kationtenzidek. Vizlagyitok: zeolitok, natrium-
karbonat, natrium-szilikat, natrium-citrat, natrittripolifoszfat (STTP), natrium-nitrilotriace-
tat (NTA), polikarboxilatok. Fehéfik: natrium-perborat, natrium-perkarbonat, tetrabedt
Iéndiamin (TAED), nonanoil-fenol-szulfonat (NOBS) énas adalékanyagok: habzas-zabalyo-
z6k, stabilizatorok, feldolgozasi segédanyagokikapfehéritk, lerakodas elleni szerek, kor-
rézidé-inhibitorok, illatanyagok, szinezékek. Thyagként a poroknal natrium-szulfatot, a
folyékony mososzereknél vizet hasznélnak. Ez a kexnkdzeg nagyon lefkiti az alkal-

mazhato enzimek korét.

Adalék:

A mososzer enzimek tdrténete egészen 1914-ig miagidka, amikor a két német tudds, a R6hm and Haas
hasnyalmirigy proteazt és natrium-karbonatot tamalzé6 mosdszert hozott forgalomba Burnus névenijitas U
volt, megeizte a korat, de egyduttal tobb kezdeti problémaké4iitt. Egyrészt a nyers fehérjebontd enzim pre-
paratum sok szennyggest tartalmazott, igy gyakran beszennyezte dtéindd ruhakat. Masrészt, mivel csak
egy tablettat kellett 10 liter vizbe adni, a hagmmyok tobbszérdsen tuladagoltak, mivel nem hétékogy
ennyi is elegentla mosashoz. Ehhez jarult, hogy az enzim kinytgésnoldgia nem volt elég gazdasagos.

Az elg bakterialis enzimet, alkalikus proteazt tartalmamdsoszert 1956-ban Alcalase kereskedelmi né-
ven vezették be a piacra. Por formaban a Novo héagalomba enzimes moséport BioTex markanéveB-196
ban. Az ipardg 1971-ben krizisen ment at. Az erzimasdszer finom pora a levibgn szallva sulyos allergias
reakciokat valtott ki a nyalkahartyakon és érfieliileten. At kellett alakitani a szer formulazéggénom por he-
lyett mikrokapszulazassal, granulalassal olyan sxgket kellett kialakitani, nem szallnak a lefleesm és a nem
is apr6zédnak a manipulacié soran, ugyanakkor vztanul kdnnyen és gyorsan oldédnak a mosoélében.

Ma a mosoOszerekben sokféle enzim kombinaciéjah&léiz (lipazok, cellulazok, amilazok), dedgkdm-
ponensek valtozatlanul a Bacillus tdrzsek altafrtelt szubtilizin tipust alkélikus proteazok.

6.6.1.2. Protedzok a 8riparban
A bor kikészitése torténhet kémiai aton, vegyszereldelezek az anyagok veszélyesek
a dolgozdkra és a kdrnyezetre nézve (natrium-siuiitrium hidroxid, kromvegyuletek, stb.)
Az enzimek alkalmazéasaval ezek az artalmas vegglszexgyrészt kivalthatok, a technologia
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~-megszelidithdt’. A bérfeldolgozas tobb 1épééball, az egyes fazisokban mas és mas enzi-
mek alkalmazhatok (4. tablazat). A sok részfolydraatalkalmazott proteazok hasznéalataban
az a kihivas, hogy maga érhis fehérje rostokbol all, amit meg keltizni, mig az egyéb
fehérje anyagokat szelektiven el kell bontani.

4. tdblazat Enzimek alkalmazésadafeldolgozas egyes fazisaiban

A borfeldolgozas fazisairésztvew enzim funkcio
tartositas nem enzimatikus 6res irha tartésitdsa
aztatas lugos/hasnyalmirigy protegz nem-fibrilléeiserjek eltavolitasa
szortelenités ligos/semleges proteaz oredenités
zsirtalanits lipazok és protedzok zsirok eltaasdit
pacolas tripszin és alkalikus proteaz  puha, rugs|majlékony Br
. nem enzimatikus, az o . - o
cserzés . a cserzés misségének javitasa
kezelések hatnak

Adalék: a kbzépkorban is alkalmaztak proteolitiknzimeket adrfeldolgozasban. Enzimforrasul emberi
és kutya fekaliat hasznaltak, mivel ezek éd&Byek termelnek eméédmndszerikben fehérjebontd enzimeket. Az
ezzel foglalkoz6 #imelyeket (timar, csefgarga) a szag €s a jarvanyveszély miatt a telepfky#férigjara
.Szamizték”. Mivel mikddésiikhdz vizre is sziikség volt, ez a helysziszennt a telepiilés vizfolyasanak legal-
s6 pontja volt, ott, ahol a folyoviz elhagyta adtikeriletet. igy a kozépkori Budan a célihelyei az Ordog-
arok torkolati szakaszara, a mai Dobrentei tér k@kére telepultek.

A nyersl®rt nem hasznaljak fel azonnal a vagas helyszinéaabitas/tarolas soran vi-
szont sajatenzimes és mikrobiolégiai romlas indebmEzért az irhadkat konzervalni szikseé-
ges. Ez torténhet: ~sbs vizbe meritéssel, ~hudraddaassal vagy ~szaritdssal. Mindezek
dehidrataljak a &rt, ezzel akadalyozzak a biokémiai folyamatokatbétb a fazisban nincs
szikség enzimekre, éppen ékddésiik meggatlasa a cél.

A beérked boroket ebszor egy aztato fudden Gjra hidrataljadk. Az aztatasnak tébb
funkcidja is van. A viz kioldja a sOkat és a globakat. Eltavolitja a szennyezéseket, a moso-
hatas fokozasara lipazokat és/vagy detergensekettes adagolni. A viz hatasara a kollagén
rostok megduzzadnak, a szerkezet szivacsossak@mayebben hozzafértiete valik. A viz-
felvétel protedzokkal fokozhatd, mivel ezek kioldg@kdztes nem-rost fehérjéket, hUsmaradé-
kot, hamfehérjéket. E célra ké&tenzimpreparatumot adagolnak: egyrészt alkalikateazo-
kat (Alcalase, Promod 206P), masrészt tripszingyvaasonloé proteazt, azonos mennyiség-
ben. Az aztatast melegités nélkiil, 16Q@n végzik, alkalikus kbzegben, amit mésztej hoz-
zaadéasaval allitanak be.

A klasszikus, vegyszerestelenitésnél adrt erdsen lugos, 10-12% mésztejet, szer-
vetlen szulfidokat vagy tioglikolsavat és aminotatalmazo firdben aztatjak. Ezek veszé-
lyes anyagok és a keletkegzennyviz artalmatlanitasa is komoly problémanelEmiatt ter-
jedtek el az enzimes kezelések. Az enzimekkel nemiraanyagat, a keratint bontjak le, mert
az a legtbbb proteaz szamara nem bonthato, a kangpatalis, rengeteg diszulfid hiddal rog-

zitett szerkezet miatt.

Adalék: A keratindz enzimek kulén csoportot kégeanprotedzok kozott. A keratinazt teréhebrzsek
izoladlasanal a szilarditott taptalajba aprora vagowadartollat znek, igy biztositjak ezt a specialis szénforrast
a mikroorganizmusok szamara.

Adalék: a hajsités azon alapszik, hogy a haj kejdban ezek a diszulfid hidak magasnérsékleten
felnyilnak, majd lefive Ujra 6sszekapcsolddnak

Az enzimek a keratin helyett aéstiisHt tAmadjak meg, a éiszal gyokerének emész-
tésével a g meglazul és enyhe mechanikai hatasra lemosobitez a Iépésben kulonkibz
eredeti alkalikus protedzokat hasznalnak (Promod 206P, NUNovo Unhearing Enzyme).
Durva sri allatok (pl. birka) esetén a kezelés hosszabbwvesz igénybe. Ekkor a husoldalt
egy festékréteggel védik meg. A reakciot szdtbalkon, éjszakan at folytatjak. Magasah® h
meérséklet vagy az enzim tuladagolasa&adzerkezetének roncsolédasaval jar. Szerencsére a
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bér fibrillaris fehérjéi, a kollagén és az elasztehezebben bonthatok, mint &zet korilves
egyéb proteinek. A kollagén lancok harmas spirdlaleotnak, ami sztérikusan neheziti az
enzimek hozzéaférését. Emellett az aminosav Osstésékilonleges, sok prolint és hidroxi-
prolint tartalmaz, amihez kicsi a proteazok affisd.

A bakterialis proteazok mellett itt szerepet kapagitreptomycegsAspergillusfajok
altal termelt enzimek is, mivel ennél a technolagianincs szilkkség magasnheérsekletre, &
éppen hidegen is nagy aktivitasu enzimre van syiilE&éerjedt azAspergillus flavugprotedza
Clarizyme markanéven.

A zsirtalanitas fazisa nem mindig kilondl el a testhgiaban. A zsiros anyagok eltavo-
litasa szlkséges a vegyi anyagok behatolasats&gtésehez, illetve a folyamat legvégén az
egyenletes festéshez. A zsiradék eltavolitasabegiieaz aztatdsnal alkalmazott detergens, de
a trigliceridekél enzimes bontassal is megszabadulhatunk. Ha &jnokkal egyuitt alkal-
mazzuk, akkor azonos pH optimumu enzimeket keleseir Hidba j6 hatasu pl. a birkab
zsirtalanitasara Rhizopudipaz, ez savas kdzegbenikddik jol, ehhez be kell iktatni a tech-
nologiaba egy kulon savas enzimes aztatdstgergillus nigerenzime, illetve a bakterialis
lipdzok viszont lugos kézegben hatékonyak, ezedleetl a protedzokkal egyitt, egy aztatd
furdében alkalmazni. A mésztejes oldatban az alkalikatezok és lipazok egyuttes alkal-
mazasanak (NovoLime® = proteaz/lipaz keverek) tébhye is lehet. A proteadzok felnyitjak
a zsirsejteket, igy a zsirok hozzaféshétvalnak a lipazok szamara. Tovabba a zsirok hidro
zisével (= elszappanositasaval) létréjdzappanok emulgealjak a zsiros anyagokat, igy he-
lyettesitik a detergenseket.

A cserzés mar nem enzimes folyamat, de a niegietnzimes kezelések hatarozzak
meg, hogy a csebanyagok mennyire tudnak behatolni a rostokba, mityénosédi lesz a ki-
készitett br. A cserdanyagok keresztkotéseket hoznak létre a kollag&rokakozott, ezaltal
stabilizaljdk a br szerkezetét, ellendllova teszik a bakteridlizjraps, illetve savas bomlas-
sal szemben.

6.6.1.3. Alkalikus proteazok ééllitasa: fermentacio

Az alkélikus protedzokat nagyrégacillus torzsekkel allitjak &, jellemzen fed batch
(rataplalasos) fermentacioval. (Sporazo torzselrfélytonos fermentaciot nehéz jol terihel
munkaponton a poszt-exponencialis fazisban stahiii Szénforrasként kbnnyen metaboli-
zélhato cukrokat alkalmaznak, a tobbszori rataptatddokolja a katabolit represszié veszeé-
lye. Nitrogénforrasként szerves anyagokat (szog@deaxkoricalekvar, részlegesen hidrolizalt
fehérje tartalmu melléktermékek) adagolnak. A sztras ez esetben is indukalja a hasznosito
enzim, a protedzok termelését. Az ammonium- ésabaskz aminosav tartalmat céldreda-
csonyan tartani, mivel ezek jelenléte feleslegdssei a fehérje szubsztratok hidrolizisét,
ezeért a proteaz termelés csokken. Az olcsobb stenveitrogén forrasok kdézul ammadnium
nitratot adhatunk, de azt is inkadbb csak kiegéesizétét. A tenyészet oxigenigénye nagy, a fo-
lyamat érzékeny az oxigén limitciora. A fermend&ran végig intenziv levégtetésre van
szikseég.

6.6.1.4. Alkalikus proteazok ééllitasa: Feldolgozas

A termék izoldlasanak éidépése a sejtek elvalasztasa. Mivel a tefrbaktérium sej-
tek kicsik, a fermentlé ékezelés nélkil nem gehe®. A |é savanyitasaval és/vagy flokkulalo
anyagok hozzaadasaval konnyitheteg a sirés, illetve a sirés helyett centrifugalast lehet
alkalmazni. A nagy térfogatu, viszonylag hig sejtitesitett enzimoldatot ultra&zssel lehet
betdményiteni. Az enzimfehérjét az oldatbdl kicdkpfEz egyarant torténhet kisdzéssal és ol-
doszeres kicsapassal. A kisézasnal az szokasos@mmmezulfat helyett altalaban natrium
szulfatot hasznalnak, mert ez esetben ligos kdreggiedolgozni, és ekkor az ammaonium
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sOkbél ammonia szabadul fel. Az oldoszeres kicsapd®t-haromszoros térfogatt acetonnal
csapjak ki az enzimet. Egy altalanos feldolgozési& mutat be a 17. abra.
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17. abra Proteazok altalanos gyartasi séméaja

6.6.2. Neutralis proteazok

A sejtek nagy tobbsége szamara a ,fiziolégias”, leges kozeli pH az optimalis, enzi-
meik is ehhez adaptalodtak az evollcié soran. ddyfaj rengeteg neutralis proteazat izolal-
tak mar, de gyakorlati jeletaégiik meégis kisebb, mert kevésbigkt a szél§séges korilme-
nyeket (fimérséklet, pH), igy alkalmazasi teriletik isikszbb. J6I termél térzsek minden
nagy rendszertani egységbeéfetdulnak, altalanosan hasznélatosak a

— Bacillus subtilis
— Streptomyces. griseus
— Aspergillus oryzae

enzimei. Mikodésukhdz gyakran igényelnek kationokat, pl. alga@aCl novelheti a

stabilitasukat.

6.6.2.1. Proteazok a stiiparban

A buzaliszt egyedulallé tulajdonsaga, hogy sikéalara vizzel 6sszedolgozva egy visz-
koelasztikus tésztaszerkezetet hoz Iétre. Ez @mylumtatrix visszatartja a kelesztés soran kelet-
kez gazt a tésztaban, és egy buborékokkal lazitotkezet jon létre. A laza, rugalmas szer-
kezet lokezelés (sutés) utan is megmarad. A buzaligrtyéls stdipari tulajdonsagai a fehér-
jéknek kdszonhék, igy a fehérjék mibsége és a mennyisége meghatarozza a buzalis#t min
ségét. Fehérjebont6 enzimek adagolasa megvaltatafiszta szerkezetét és ezzel a sitési tu-
lajdonsagokat is.

A kelesztett péksuteményeknébfelrdulhat, hogy a taligi fehérjeszerkezet nem enge-
di kelléen kitagulni a pékarut, az tulsagosan tomott és kiarad. Kis mennyiségpecifikus
proteaz (jellemé&en fonalas gomba eredet pl. Aspergillus oryzae proteadz) képes ugy
lazitani a sikért, hogy jobb lesz a tészta nyufibaga, gyorsabban kel és ezaltal a végtermék
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allaga és mérete is jobb lesz. Hasonl6 hatas @ddtémiai szerekkel, példaul L-ciszteinnel
vagy natrium-metabiszulfittal is. Ezek a redukaérek a fehérjelancok kozti diszulfid hidak
felbontasdval csokkentik a térhaldsitas mértékeekEaz idegen anyagok viszont benne
maradnak termékben és fel kell tiintetni az aru egmtdsan, ezért szivesebben valasztjak az
enzimes kezelést.

A kelesztés nélkil készult termékeknél, mint a keks ostyak, ropi, stb. a viszkoelasz-
tikus tulajdonsdg nem @lyos, $t szikségtelen. Ezeknél més a kivanalom, a pubajmas,
laza textura helyett a kemény, térékeny, ropoganédket keresik. A glutén térhaldé a rugal-
massagot segiti &l ennek hianyaban kapunk merev, torékeny terméksterkezetalkoto fe-
hérjéeket specifikus proteazok, jelleéen Bacillus protedzok alkalmazasaval megbontani. Az
enzimek alkalmazésaval letieég nyilik arra, hogy a kilénbdZehérjetartalmu lisztek sit
ipari tulajdonsagait egységesitsék. Ez a cél elalzeasetben is elérléeenzimek helyett az
elébb emlitett kémiai redukal6 szerek adagolasavakzddet ritkan alkalmazzak. A peptida-
zok alkalmazasa befolyasolhatja a kenyér izétkdsey szinét is. A peptidazok aminosavakat
és oligopeptideket termelnek. Ezek, és az adekls hatasara keletkézmolekulak befolya-
soljak az izeket. Aromas, édes és kiesaryagok, izfokozok és potencialis oxidansok jelen-
hetnek meg. A szabadda valé amino-csoportbkdtasara reakcioba Iépnek a cukrok aldehid
csoportjaval (Maillard-reakcid), ami szintén sz#s izanyagok kialakulasat eredményezi.
Ezek adjék példaul a kenyérhéj jellegzetes izélésa szinét.

6.6.2.2. Proteazok a husfeldolgozasban

A fott vagy sult hast akkor tekintjuk megfaledllagunak, ha kénnyen raghato, ugyan-
akkor megtartja rugalmas, rostos texturajat. Eze&raékszervi tulajdonsagok nehezen kvan-
tifikalhatok és nagyon sok tény##l figgenek. A nyers hus allaga a vagas utan tgbésléen
valtozik. Az izmokban ébb beall a hullamerevség, majd ez fokozatosan delénahogy a
bomlasi folyamatok ére haladnak. A szerkezet fellazulasaban endogéegrok, el§sor-
ban a katepszinek jatszanak szerepet. A hus teetedsérése lassu folyamatitdhézi korul-
mények kdzott (+1-4C) legalabb 10 napot igényel, de akér 3-4 hétigrithat. Ez az érlelési
folyamat igen jo &llagu hust eredményez, de kbzbeizvesztés elérheti a 7%-ot is, €s a hus
ettsl dsszezsugorodik. A folyamat felgyorsitasara angkzeriparban mar fél évszazada al-
kalmaznak exogén protedzokat. Tulnyomorészt novemgimeket hasznalnak (bromelint, pa-
paint, ficint), de szeletelt husoknal bakterialisdeti protedzokat is alkalmaznak. A prob-
[éma az enzim bejuttatdsa a hus belsejébe. Har&fakskolik az enzimoldatot vagy beaztat-
jak a hust, a puhité hatas nem lesz egyenleteslsa fészek keményebbek maradnak. Haté-
konyabb megoldas az oldat beinjekci6zasa. A kémkciok termodinamikajanak megfele-
I6en az enzimes folyamat sebességedménseklet emelésével exponencialisan névekszik.
Ebbil az kovetkezik, hogy a puhitas tulnyomé részbédkaezelés $zés, slités) soran megy
végbe, nem attive tarolas kdzben.

6.6.3. Savas proteazok

A savas proteazokat régebben egyénlielmaz aszparaginsav proteadzokkal azonositot-
tak, de manapsag mar ide soroljak askésbesorolt glutaminsav proteazokat is. Az Asp pro-
teazokon belll két alaptipus kulonithet:

— Pepszin tipust enzimek (pkek 2-4), el$sorbanAspergilluok termelik

— Rennin tipusu enzimek: (pK= 5-7), Bleg Mucor térzsek termelik
A savas protedzokat tébb terileten is felhasznaljak

— Emésztést ébegity preparatumokban (a gyomorban a pepszin hatasdzgé§gére,

potlasara)

— Sz0ja sz0sz ééllitasara, a szOjafehérjek iranyitott hidrolizesér
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— Tej alvasztasara. Ez a sajtgyartas kritikus 1épgesej, kolloid szerkezetének megbon-
tasa, aminek hatasara a tej két fazisra, turosaéd&ra valik szét.

18. dbra Kimozin A, két Asp az aktiv centrumban

Ez utobbi enzimet allitjak &lnagyipari méretekben, ezzel foglalkozunk részétiben.
Az enzimnek tobb neve is van, magyarosan oltéengkmbatinosan chymosinnak nevezik,

ennek magyaros atirasa a kimozin. A szakirodaloneltenjedt a rennin €s a rennet név is.

Adalék: az oltéenzim név onnan ered, hogy ezzgbkobe” a tejet, hogy megalvadjon a sajtkészitésné
Az enzim klasszikus forrasa a 3-4 hetes borju riegyg/omra, amelynek az a funkcioja, hogy a tejairanyebb
emésztés érdekében megalvasztja. A pasztornépiggnBlpongoliaban ma is hasznaljak a félretett, kdszef;
gyomrot oly médon, hogy beletéltik a tejet, ami Elgyutan a gyomorfal enzimtartalmanak hatasara megalva
és kionthef a ,reaktorbdl”. Hasonld enzim minden efisl Ujszuléttjének gyomraban megjelenik, igy a csecse
mdéknél is.

Az enzimfehérje inaktiv zimogén formaban terbaigt, ez a preprokimozin. A fehérje-
lanc 381 aminosavbol all, a molekulattmege 42200el& 16 aminosav a szignal peptid, a
bioszintézisnél azonnal levalik, az igy kapott pmodzin 365 aminosavbol all, méltdmege
40500. A tovabbi aktivalas egy tovabbi peptid lettEsaval savas kdzegben autokatalitikusan
megy végbe. Erdekes, hogy az atalakulas a kozexpsagatol figgen kétféle modon is be-
kovetkezhet. pH=2-nél egy kisebb, 27 aminosavlol @ptid valik le, igy jon létre a pszeu-
dokimozin, aminek mar van katalitikus aktivitadda viszont a kdzeg pH-ja csak ~4,5 kori-
lire csokken, akkor egy nagyobb, 42 tagu fehériehesad le, és Iétrejon a kész, aktiv kimo-
zin. A pszeudo-kimozin a savas kdzegben megbsket stabil, csak akkor alakul &t a w&gs
formaba, ha a pH értéket megemeljik a 4,5 koriitsz (19. abra).

A szarvasmarha kimozinnak két izoformaja van, déded6tt csak egyetlen aminosavban
van kiloénbség: az A formaban a 244 helyen aszp@sagitalalhatd, a B enzimnél glicin. Az
egyes egyedekben a szerkezetet az allélek hat&rorg, az allatok ~40%-a A, ~60% pedig
a B format termeli.
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381 amino acids, molecular weight 42 200

pre-pro-chymosin
(inactive)

secretion into v
stomach ]

v

l 365 amino acids, molecular weight 40 500 J

pro~chymosin

(inactive)
42 amino 27 amino
acids acids
removed removed

pH 4.5 pH 20

mol wt 35 600 mol wt 37 400
active chymosin pseudo-chymaosin
(active) (active)
pE 3 1 5 amino acids

iost

moi wt 33 500

active chymosin

19. 4bra A kimozin aktivalodasa kulonBddizegekben

A kimozin aktivitasa:

A kimozin egy nagyon specifikus endopeptidaz. Hasihelye kizardlag a fenilalanin-
metionin kozti peptidkotés. Szelektivitasara jellmhogy a tejben talalhaté tucatnyi fehérje
kozul egyedil &-kazein a szubsztratja, azon is csak egyetlendsagielyet talal. A hidroli-
zissel kettévagja a—kazeint és ezzel destabilizalja a tej micellazisrkezetét. A hidrolizis-
termékek a para-kazein és a glikomakropeptid (20. abra).

His Phe-Met Lys

N I 1C

ag8 105106 111
K-casein

Chymosin

His Phe Met Lys

N ] IC

a8 105 106 111
para-k-casein glycomacropeptide

20. abra Ax-kazein hidrolizise

Mintegy szazo6tven évvel edl dolgoztak ki a legetsipari enzimgyartasi technolégiat.
A vagohidon 6sszedgjjtott borjugyomorbdl séoldattal vonték ki a kimozigChristian Han-
sen, 1874).
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Allati oltéenzim kimozin és pepszin keveréke. A kéizim aranya efsorban az allat
életkoratol figg, a kimozin tartalom a szopos hajliegmagasabb (mintegy 95%). A borja
gyomranak alacsony pepszin tartalma azzal magyatézhogy a pepszin képes a koloszt-
rumban (fécstej) jelen I&vimmunglobulinokat is elbontani, amelyek sziksélgeseujszulott
allat immunitasénak kialakulasahoz.

A sajtgyarak egyre noévekvgenyét ez a termék nem tudta fedezni, igy sooszpto-
balkozasok térténtek az allati kimozin potlasara mdzimmel.

Elobb egy masik allati eredekészitménnyel, a ,csirke pepszinnek” nevezett etthés
enzimmel prébéalkoztak. Ezt szintén vagohidi medékiekidl vonték ki. A termék nem telje-
sen valtotta be a hozzazbtt reményeket, hatasa nem volt teljesen azon@seaetivel, ra-
adasul az alapanyag mennyiségedéizbkorlatozott volt, Izraelen és Csehorszagoriikiem
terjedt el.

Méasok abbdl a megalapozott feltevélsindultak ki, hogy a legtébb allati enzimmel
azonos hatasut lehet talalni a lenyegesen valtsabbomikrobiélis enzimek koérében. Széles-
kori screening programot inditottak analdg hatasu egizifelkutatasara.

A hasonl¢ tulajdonsagu enzimeket a fonalas gomibééblen talaltak meg. Ipari méret-
ben is alkalmazott enzimternd&l a Rhizomucor miehdirégebberMucor miehe), Rhizomu-
cor pusillus(régebberMucor pusillug, és aCryphonectria parasiticirégebberEndothia pa-
rasitica), a magyar neve gesztenyepenész. Ez utobbit 186 &b USA-ban hoztak forgalom-
ba SUPRAREN néven.

Ezek az alvaszté enzim preparatumok is tartalmaznkknozinon kivil més fehérje-
bont6é enzimeket. Ennek jellemzésére az MC/PA (vagiden C/P) aranyt hasznaljak. Jelen-
tése: milk clotting activity (tejalvasztd aktivijgsroteinase activity (6sszes proteaz aktivitas).
A sajtgyartas szempontjabdl a magas érétkek a kékymert ha sok az egyeb proteaz, akkor
azok a tejfehérjéket sok kis oldhaté peptiddé griiamelyek a savéban oldddva elvesznek a
sajtkészités szamara, raadasul Kesarokoznak. Az aktivitasok aranya allandé enzéngr
mellett is valtozik a pH-val. Alacsony pH értékmébepszin tipusu savas proteazok aktivitdsa
nagyobb, enyhén savas kdzegben pedig a kimozin€j. #ormalis 6,5-es pH-jan mérve a re-
kombinans kimozinok C/P értéke a legnagyobb, allgggmorbdl kivont preparatumé alacso-
nyabb, majd a mikroba eredefR. mieheiR. pusillusés aC. parasiticg enzimek tisztasaga
sorrendben egyre kisebb. A kulonbéeredell enzimek tulajdonsagait az 5. tablazat mutatja
be.

5. tablazat A kulonb@zeredefi enzimek tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa

enzim forras MS, kD4 IEP opi °C
Kimozin borju 35,7 4,98 40-44
Mucorpepszin R. miehei 38 4,58 58—-62
Mucorpepszin R. pussilus 30-39 4,41 42-45
Endothiapepszin| C. parasitica 33,8 4,89 42

6.6.3.1. A kimozin heterolog termelése

A rekombinans fehérjék &llitasara ma mar szadmos genetikai transzformaeios-
szert all rendelkezésre, de kezdetben csak néhdryagzervezethb lehetett valasztani. A
sokféle lehetséges gazda kozul az élelmiszeripaiimeek termelésében még mindig két torzs
dominal, azAspergillus nigerés aKluyveromyces lactigviindkét torzset tébb évtizeden ke-
resztll biztonsdgosan hasznaltédk az élelmiszeapads mind a sejtek, mind az ezéldrar-
maz6 enzimek elnyerték a GRAS (Generally Recognse®afe = altalanosan biztonsagos-
nak elismert) FDA statuszt.

A kimozin eballitasat eléként a Pfizer Inc engedélyeztefte coli gazdaszervezettel
1988-ban. Ké&sbb mindkét emlitett eukariotaval is megoldottakyartast.
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Az enzimek fermentacios gyartadsanal leggyakrabbdonalas gombakat hasznaljak,
mert ezek vad térzsként is nagy mennyiséhérjét valasztanak ki a fermentlébe. igy a fel-
dolgozasi lépéssor viszonylag egysizenagyok a hozamok és alacsonyak a koltségek.
Ugyanakkor a penész alapu gyartasnak megvannalga hddranyai a bakterialis fermentaci-
Okkal 6sszehasonlitva. A fermentécios iibsszabb, 4-6 nap, ez ndveli az energiakoltségeket
rontja a fermentorok kapacitasanak kihasznalts&aellett nagyobb a féizés kockazata, a
fonalas tenyészetnél morfoldgiai és reoldgiai peotAk 1éphetnek fel, ami megneheziti a mé-
retezest, a léptékndvelést és a reprodukalhatasagot

Baktériumok & elénye a gombakhoz képest a viszonylag egys#groldat €s a gyors
novekedeés. Sokszor elegérey kémiailag meghatarozott (chemically definégyanyi sok-
badl all6 tapoldat, amelyen jobb a tenyésztés ragtalihatosaga, mert az eredmény nem fligg
a fonalas gombaknal hasznéalatos komplex tapanyégifa- vagy élesétkivonat) valtoze-
konysagéatél. Egy bakteridlis fermentécio ideje déip a penészgomba alapu technoldgiak
szokasos igtartamanak, ami jeleé koltség megtakaritast jelent. Masrésarlegtobb bakté-
rium nem képes a célfehérjék kivalasztdsara, azedjtan belll, intracellularisan halmozéd-
nak fel, ami megneheziti a termék kinyerését esitésat, ezzel rontja a kihozatalt és az egész
technoldgia gazdasdgossagat. Ezen kivil az inwéed fehérjék izoldlasa soran nagy
mennyisé vegyi anyagot hasznalnak fel, ami hulladékkémrjgken terheli kdrnyezetet.

A mikroorganizmusok kozoétt akadnak olyan gazdaszartek, amelyek egyesitik ma-
gukban a bemutatott két csopordrelds tulajdonsagait. Kluyveromyces lactiés egye8a-
cillus expresszids rendszerek egyrészt gyorsan szaporoohd@skészt nagy mennyiséter-
méket hoznak létre extracellularisan.

A megfeleb host kivalasztasat legtobbszor nem lehéteglelméleti alapon elvégezni.
Sokszor tébb kulonb&ztorzsben is kifejeztetik a célfehérjét és ezekteddse alapjan hozzak
meg a végs dontést. A bioldgiai és technikai szempontokorsi@repet jatszik még a gazda-
szervezet ismertsége, a korabbi genetikai mani&oran szerzett tapasztalat és a techno-
I6giai ismeretek. Ezek birtokdban jelésen lerovidithét a fejlesztés ideje, hamarabb lehet a
piacon megjelenni a termékkel, ami jel&sedn befolyasolja az Uj technologia profitabilitasat

Kimozin termelés penészgombakkal

Tobb gyartd is van a piacon: Christian Hansen ([JY-MAX néven, Genencor
(USA) CHYMOGEN néven forgalmaz kimozint. A génmaulgdt A. nigervar. awamorira
épub technoldgia az altaldnos, sokléfpenltotenyeszet nevelés helyett egyetlen inokulum
fermentacios Iépést alkalmaz, ezt a fermentort taiyetenyészet helyett sporakkal oltjak be.
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Fig. 11.3  Schematic overview of an industrial chymosin production processes with filamentous fungi {(at Chr. Hansen).

21. abra Kimozin gyartas technoldgiaja fonalas géandd
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Az oltétenyészet asfermentécionak kb. tiz szdzaléka, azaz tobb timéteres. Feladata nem
a termékképzés, hanem nagy mennyisggprsan szaporodo sejttomegalitasa. A termel
fermentaciot tizszeres térfogatu, azaz akar tolb kdbméteres, keus, leve@ztetett készi-
lékben végzik. A folyamatot komplex tapoldatbanapdalassal hajtjak végre. Szénforrasként
kénnyen metabolizalhaté cukrokat (melasz, maltéaltadextrin vagy glikéz) adagolnak. A
maltdéznak vagy a maltodextrinnek akkor van jeleage, ha a kimozin gén elé a glikoamilaz
maltozzal indukalhaté promoterét épitik be. Az emeixtracellularisan termadik. Altalaban
egy hetes fermentacioé utan az enzimkoncentracionedr novekszik tovabb, sor keril a fer-
mentacio vagasara és elkédik a feldolgozas (termékizolalas) lépéssora. Asd ébpés a
sejttbmeg elvalasztasa. Fonalas gombak esetébsmirgzasznon, példaul vakuum dolkisz
ron torténhet. A tovabbi |épések az enzim végtermighrk tisztasagatodl figgenek. Ha nem
zavardak az egyéb fehérjék, akkor tovabbi elvédashelyett egyszéen porlasztva szaritas-
sal eltavolitjak a vizet a rendszékbMas technoldgiaban az enzimoldatot ulttaézsel to-
meényitik, és egyuttal eltavolitjak a kis molekul&gennyezéseket is. Ha tisztabb preparatum-
ra van szikség, akkor kromatogréfiaval (Christimans€n, DK) vagy adszorpcidval valaszt-
jak el az enzimet a szennyezégekA tisztitott fehérjét adalékanyagokkal formulakzezzel
tartositjak (prolonged shelf life), szilard prepgara esetében oldédasat gyorsitjak, stb (21.
abra).

Kimozin termelés baktériumméE. colival)

Az E. coli a legjobban tanulmanyozott gazdaszervezet, méntadn genetikai mani-
pulaciot hajtottak végre rajta. Nem véletlen, hegyvolt az el§ kimozin termeb gazdaszer-
vezet, a Pfizer Inc engedélyeztette 1988-ban, ésokza legel§ genetikai manipulacioval
eléallitott elelmiszeripari enzim a piacon. Hatranyszent, hogy a kimozint intracellularisan
termeli. A manipulacios eljarads azota klasszikugdf azE. coli K-12 térzsbe traszfektéltak
a prokimozin gént a pBR322 plazmid vektorral, @jafdést arp prométerrel szabalyoztak.
A Pfizer ké$bb az egész lzletagat tovabbadta a Christian Ha(i3Kh cégnek.

A folyamat jelenbsen kiulonbozik azA. nigerrel kidolgozottdl. Specialis rataplalasi
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22. abra Kimozin gyartas technolégigja E. coli-val
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stratégiaval allandé szénforras limitben tartjdlerayészetet, ugyanakkor nagy sejt- €és enzim-
koncentracioét tartanak fenn, mikézben lefékezikaayagcserét és megakadalyozzak az ecet-
sav felhalmozé6désat. Az. coli ugyanis korlatozatlan névekedésben ecetsavat teamena-
gyobb koncentracioban toxikussa valik és akadaly@mntvekedést valamint a termékkipz
dést. Acoli sejtekben a kimozin oldhatatlan zarvanytestekysion bodies, I1B) forméjaban
halmozodik fel. Ezek feloldasara, foldingjara, &tivaszerkezet kialakitasara specialigvwe-
letsort kellett kidolgozni. Blbb az elkildnitett sejteket nagynyomasu homogemizadtfeltar-
jak, és az IB szemcséket centrifugalassal levddsznajd pH=2 pufferrel mossak. Az oldast
kaotrép olddszerekben (7-9 M karbamid) ligos koeeglehet megoldani. Az igy kapott ol-
datban a fehérje még nem aktiv, a megéeledrmadlagos szerkezetsrhigitasban lassan,
spontan alakul ki az un. folding pufferben, amedyanyi sékat és kis molekuldju anyagokat,
pl. arginint tartalmaz. Ezutan az aktiv enzimekz@késos fehérjetisztitasi modszerekkel, pél-
daul anioncsere-kromatografiaval tisztitjak (22adb

Kimozin termelés élesitel (Kluyveromyces lactiszal)

A K. lactist a Dutch States Mines (DSM, NL) alkalmazta gazdagezetként a kimozin
gyartasara (MAXIREN néven, 1990). Ezt a j0l ismiddszétorzset mar az 6tvenes évek 6Ota
hasznaltak a laktaz fermentacioéatlitasara, amit az élelmiszeriparban a tejcukortésara
alkalmaztak (Gist-Brocades, NL).

Az expressziohoz a bovin kimozin gén elé aséac4promotert épitették be és az en-
zim sejtldl valo kilépését a jol ismert éledzi-faktor leader szekvencia hozzacsatolasaval se-
gitették eb. Az els fejlesztéseknél az expresszios kazettat plazmidgettettek ki (pUC19
éleszé plazmid), de ké&sbb a gént a kromoszomalis DNS-be épitették be.

A fermentacié soran ak. coli-hoz hasonléan a tapanyag specialis 0sszetéteddvel

V4

“ sz

Az extracellularis enzim tisztitdsa a penész efedazimhez hasonlé lépéssorral torténik.
Mivel a torzs kevés egyéb extracellularis fehétgmel, a kimozint konrny izolalni. Az
eléirdsok szerint a termék nem tartalmazhéatséiteket ezért a levet benzoesavval kezelik, és
alacsony pH-n dmik. Ek6zben a sav hatdsara a prokimozin kimozin atalakulas is
végbemegy. A termék (MAXIREN tartdsitasat benzoesavval vagy NaCl-dal oldjag.me

A rekombinans terméknek toébkbele is van az eredeti, borjugyomor kimozinnal szem-
ben:

tisztabb, mint a borja rennin, mert nem tartalmagék enzimeket (pepszint és
egyebeket)

kémiailag és bioldgiailag teljesen azonos a bangiramel

termelése olcsobb

allando tisztasagu, mentes allati szervmaradvadygiit nincs BSE veszeély)

korlatlanul termelhét

Az ipari termelés Franciaorszagban, Seclinben tnohgélg, hosszu és bonyolult engedé-
lyeztetési eljaras utan. Az tizem engedélyt kagdtbmbinans mikroba tenyésztésére €s meg-
szerezte az 1ISO 9002 bizonyitvanyt is. Magéat aé&anpedig — mivel mar nem allati ereidet
— elfogadtak a vegetarianusok is, és a koser @ vellasi szabalyok szerint is megféietk
mindsitették. Az engedélyeztetés sordn meg kelletgeins a

— rekombinéns torzs DNS stabilitasat,
- esetleges patogenitasat,

— atermék mutagenitasat,

- toxicitasét,

— allergenitasat.
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Ezutan sajtgyartasi teszteket és organoleptikesgélatokat is végeztek, és akkor fogad-
tak el, amikor a francia sajtinyencek sem tudtagkii®inbdztetni a termékeket.

6.6.3.2. A kimozin szerepe a sajtgyartasban
A sajtgyartas kulcslépése a tej megalvasztasa. Kolieidalis szerkezete atalakul, a mi-
cellak elveszitik stabilitasukat €s a tej szétvatily fehérje alapu gélre és a homogén savo fo-
lyadékra. A kivalt gél szerkezetét mechanikai haltial (keverés, apritas, préselés) megbont-
jak, igy kivonjak a benne visszatartott savo nagpzét. A folyadék eltavolitdsat melegitéssel
és sbzassal isddeqitik.

10X koncentralodas

Tejzavas bakterium Tejcukor nince zavasz =ajt: frias
/ \ oldhatd fehérje nincs _ Rennet sajt: erlekt
: Tartes

TE]E+5EI}\\ Koagulacio
Rennet /

23. abra A tej alvasztasanak lebstgei

A tejfehérjék kicsapadsa mas maédon is megvalositat@zeinok izoelektromos pontja
4,5 kordl van. Ha a pH-t erre az értékre csokkéntpifehérjék kicsapodnak. A mechanizmus
eltés, ezesetben nem torténik kémiai bontas a fehégblm csak a disszociacio mértéke
valtozik. A savas tejalvasztast is nagyon régoétsehaljak a haziiparban és a nagyiparban
egyarant. A savat a tejben elszaporitott tejsaésaknhokkal allitjdk e), amelyek egyrészt
kellemes izanyagokat termelnek, masrészt a pH dantmem csokken 4,5 ala, mert ekkor a
baktériumok nikodése is ledll. A savas és enzimes alvasztasupamosan, & sokszor
kombinalva alkalmazzak a kulonkbrermékek készitésénél. Nem szigoru szabaly, de alt

laban a friss sajtoknal a savas, érlelt sajtokn@reimes technoldgiat hasznaljak (23. abra).

Adalék: Magyarorszagon is elterjedt novény a téjglalaj. Nevét onnan kapta, hodizéte a tejfehérjé-
ket ugyanugy kicsapja, mint a tejsav vagy a kimdkikozépkorban is hasznaltak sajtkészitésre, ssefymnya-
ga a sajtokat is megfestette.

A fehérje csapadék a turd, illetve ébpréseléssel, s6zassal, érleléssel, esetleg torakim-
bak elszaporitdsaval készitenek nagyon sokféletsaijt

6. tablazat A tehéntef ffehérje frakcidi
Foszfat csoportoh

Feherje % molekulanként
Kazein

alfa s1-kazein 32 8

alfa s2- kazein 8 10-13
béta-kazein 32 5
kappa-kazein 8 1-2

Savo fehérjek

béta-laktoglobulin 12 0
béta laktalbumin 4 0
immunglobulin 3 0
szérum albumin 1 0
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A tehéntej fehérjetartalma dsszesen kb. 8%. Enrietegy 80 %-a kazein, ami négy f
frakciobdl all: a1-, a2-, B- ésk-kazein. A kazeinek hidroféb jellégiehérjék, mindegyik tar-
talmaz foszforsav csoportokat. A fehérjék tovallfia2a vizoldhaté savofehérje 6. tablazat.

A kazeinek apolaris jellegik miatt a vizes kdzeghbsak kolloid formaban oldddnak,
micellakat alkotnak. A micelldk tovabbi szubmickliél alinak. Ezek fellletén talalhaté az
amfifil jellegti k-kazein molekula, amely polaris aminosav oldall@redafordul a vizes fazis
felé. A fellleten 1% szerin aminosavak OH csoportjai kélcsdnhatasbaelké@ CaPQi)e
komplexekkel, amelyek hidként 6sszekapcsoljak arsitellakat (24. abra).

: . : " K-Cusein
A casein micelle is

<~ hesphate

; »~
J composed of submicelles chuster
Hyilrophabic
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24. abra A tej micellaris szerkezete

Ez a szerkezet meglelisen stabil, hiszen a tej felforraldsa sem bontjg kolloidot.

Amikor a kimozin elhidrolizélja &-kazein 105-106 helyén talalhat6 fenilalanin-metio-
nin kozti peptidkotést, destabilizélja az egészathacrendszert. A micellaban talalhat6 fehér-
jék kicsapodnak. A hidrolizis és a csapadékképgekion folyamat, a kérnyezeti ténydz
eltés modon hatnak rajuk. A kalcium ionokéskgitik a kazeinek aggregalédasat, de magat
az enzimes reakciot nem befolyasoljak. Ugyaneziyzbea fbmérséklettel is. A 25-35 fokos
tartomanyban a reakciosebesség csak kis mérteklmeauly ugyanakkor a fehérjék kivalasa
sokkal intenzivebbé valik. Az enzimaktivitas éraéka pH-ra, a tej normalis, 6,5-es pH-jan
nagy, savas iranyba mozditva jel&s@n csokken, a 4,5-es érték mar az enzim izoelakiso
pontja, ahol az aktivitds minimalis.

A kapott két fazis dsszetétele a kovethesppen alakul: a turo tartalmazza az eredeti-
leg 8%-nyi fehérje tulnyomo részét, kb. 7 szazaiékasirokat, és a Ca-foszfatot. A savoba
keril a tejcukor teljes egészében (5,5-7,5%), adee ~1% fehérje, valamint az asvanyi sok.

Adalék: a savobdl a maradék egy szazaléknyi fethienjéaladssal ki lehet csapni. Egyes orszagokban eb
bdl is készitenek sajtot. Az olasz ricotta sajt newerre utal: re+cotta = Ujra + §zés. A friss sajtok gyakorlati-
lag azonnal fogyaszthatdk, az érlelt sajtok csadshabb (4 hét-2 év) érlelés utan. Ennek soran esdkkiztar-
talom és kémiai, biokémiai, mikrobiolégiai valtoaksnennek végbe. A fehérje bomlas folyamatos, dzaba

nosavak, biogén aminok, ammoénia is keletkezik. &z &ajtfajtat starter tenyészetekkel oltanak beérelés
eldsegitése érdekében (camembert, rokfort, brie, kelssia.).
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6.6.4. Fémproteazok

A termolizin egy léstabil fémprotedz, amit eredetilegBacillus thermoproteolyticus
torzs termelt. Az enzim kofaktora Znion, a stabilitasat 4 Gabiztositja. Az ipari felhaszna-
lasra gyartott proteazok kozétt ennek a legnagyadsiabilitdsa. A termolizin és hasonlo
mikrobialis enzimek azért kaptak a fémproteaz bmast, mert katalitikus aktivitasukhoz egy
fémionra, altalaban Zm ionra van sziikség. Korabban ezeket a semlegésagak kozé so-
roltak, mert a pH optimumuk 7 kérdl van. Tovabbiz&é tulajdonsaguk a hasonlé szubsztrat
specifitas, a legnagyobb sebességgel a hidrofdbriggielmes oldallanci aminosavak (Leu,
Phe) amino csoportjanal elhelyezkqueptidkoteseket hidrolizaljak.

Bar a metalloprotedzokat nem csak a laboratérigthiaznalasra, hanem ipari lépték-
ben is gyartjak, a piac kicsi, mert a hidrolizieafitasa sitkebb a tobbi proteazhoz (szerin
protedzok, cisztein proteazok) viszonyitva. Hasatoél akkor indokolt, ha mas enzimek nem
képesek a hidrolizisre. llyen nehezen bonthaté gpgtdaul az arpa fehérje, amely egy speci-
fikus szerin proteaz inhibitort tartalmaz.

A termolizin legnagyobb felhasznal6ja az aszparggartas. Az aszpartam (@-aszpar-
til-L-fenil-alanin-metilészter, APM) egy mesterségédesiiszer, amely mintegy kétszazszor
édesebb, mint a szachar6z. Kémiailag egy dipepédsazék (25. abra).

OH  NH,

25. 4bra Az aszpartam szerkezete

Adalék: Az aszpartamot a Searle cég vegyésze, &:atter véletleniil fedezte fel 1965-ben, mikdzben
egy tetrapeptid szintézisén dolgozott. A Searleso&gnehézség aran engedélyeztette és piacraazitiszparta-
mot. 1985-ben a Monsanto felvasarolta az egészt @glutraSweet Company névefkddtette tovabb. Koz-
ben megjelentek a versenytarsak, az alapanyag aamadat termeél Ajinomoto, és a holland-japan k6zds val-
lalat a Holland Sweetener Company (HSC). 2000-keAjmomoto atvette a terméket a Monsanto-t6l,zzelea
vilagpiac 40%-t latja el. A HSC 2006-ban bésiette a gyartast, mert nem birta a piaci versekyinek oka el-
sésorban a kinai gyarték megjelenése volt.

A gyartas egylépéses enzimes biokonverzid, igyrednme és hasznalatanak koltsége
kulcsfontossagu gazdasagossagi kérdés. Az egikaéigiai ebrelépés ezen a téren az en-
zim immobilizalasa volt. Tobbszéri felhasznalassaladott enzim mennyiség jobban kihasz-
nalhat6. Az immobilizacié eredményeként az oldatkiégjezetten labilis enzim évekig stabil
marad. Egy masik modszer szerint a teljes seji@ititik. A rogzités ékt a sejttémegetdr
kezelik. Ez a Bstabil termolizinnek nem art, de aéizékeny enzimek, igy a fumaraz is el-
bomlik. Ezaltal a fumarsav—-almasav atalakulas niakidvetked fumarsav veszteseg kiku-
sz6bolhet.

Az enzim aktivitasa jelefis mértekben novelhieg korilmények bedllitasaval. Sok (2-4
M NacCl), n-pentanol hozzdadasa, illetve nagy nyo(B8s100 bar) a tdbbszdrdsére noveli az
enzim aktivitasat. Emellett jelefd eredményt hozhat maganak az enzimnek a fehénériér
modositasa. Site directed mutageneziBseillus subtilisben kifejezve mind az enzim aktivi-
tasat, mind stabilitasat a tobbszorésére noveltds lehebség az enzim fermentacié haté-
konysagénak javitasa, olcsobb enzigé#itasi technoldgia keresése.
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A reakciot vizes kbzegben, pH = 7-7,5 k6zott hkjiy@gre, az optimalisdmérseklet
t=50°C, ez a kompromisszum a kielégreakciésebesség és az enzim hosszu élettartama ko-
ZOtt.

Az enzim tulajdonsagai utan nézzik magat a reak&iéérmolizin proteaz, tehat fehér-
jebontd enzim, de itt forditott irAnyd reakciobaeptidkotés létrehozéaséra hasznéljuk. A két
aminosavbol (Phe + Asp) iranyitottan dipeptideturdziétre. A katalizalt reakcio (26. abra):

NH; HN’X coo
2 _E .
Q/\L;OW e mom @ EooMe o

X = protecting group

DL-1 -2 D-1 L-3

26. abra Az aszpartamddllitdsa

A szelektivitas itt is érvényesil, a nagy, apolansinosav (Phe) amino csoportjan ala-
kul ki a peptidkdtés. Ahhoz, hogy csak a fenilateamino csoportja reagéljon az aszparagin-
sav 1-karboxil csoportjaval, a rajtuk teegyéb funkcios csoportokat blokkolni kell, egyéb-
ként random di- és oligopeptidek képnek. A Phe karbonsav csoportjat metilészter faiimaj
ban blokkoljak, az aszparaginsav amino csoporgéigpegy benzil-oxi-karbonil (BOC) cso-
porttal védik. Ez utobbit a terméitrkatalitikus hidrogénezéssel lehet eltavolitaninetilcso-
port viszont a termék része, nem kell levalasztani.

NH, HN/X
coom * :__COOH
e
Hooc” "
D,L-phenylalanine methylester L-aspartic acid (protected)

¢ E
NH, COOH
+
mOMe ©AC§3MG (@]

racemization

D-phenylalanine methylester o-aspartame (protected)
i}y HCI
ii) Hp, Pd/C, MeOH
NH3*Cl COOH
+
COOMe COOMe 0
D-bhenvlalanine mathvlester hudrachlaride aspartame

27. abra Az aszpartdm gyartas reakcioi

Az enzim specfitdsait tobbszorosen kihasznéljakatstakitas szelektivitasa abban All,
hogy az Asp két karbonsav csoportja kdzul csak Ziqugu lép reakcidba, a 4 hely#eti-
szont nem. Ez onnan vezethét, hogy a fehérjéket-aminosavak alkotjak, a proteazok ezek
peptidkotéseit hidrolizaljak, igy visszafelé is adzerkezetet hozzak létre. Masrészt az enzim
sztereoszelektiv, csak az L-aminosavak lépnek r@a&cEz azt jelenti, hogy alapanyagként
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az olcsobb, szintetikus, racém DL-fenilalanintes lEhet hasznélni mégis csak L-aszpartam
keletkezik (enantiomer tisztasag: 99,99 %), a D-®imzatlan formaban marad.

A termék tisztasaga azeért Iényeges szempont, rnézbener melléktermékek nem édes,
hanem kesdriziiek. Az aszpartdm gyartdsa kémiai szintézissel goidbatd, de ott jeleis
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28. abra Aszpartam gyartas technoldgiai Iépései

mennyiséf keseti izomer keletkezik, aminek elvalasztasa jeleah megdragitia a
folyamatot. A racém fenilalanin alkalmazasanak vaég egy e€inye. A keletked BOC-
aszpartam és a megmaradd D-Phe oldhatatlan konplemeznek, ami kicsapodik a
reakcioelegybl, kisziirhe®. A csapadékot sésavval kezelik, ebben a D-femialéeloldodik,

a BOC-aszpartdm tovabbra is oldhatatlan marad)aslzthatd. Az ébbit racemizaljak és
visszaviszik a folyamatba, az utobbirdl hidrogémsseé levalasztjak a védsoportot (26.
abra). A reakcio &t termel, a készuléketiiteni kell. A technolégia Iépéseit az enzim
fermentacios ééllitasaval egyitt mutatja be a (28. abra).

Az aszpartdm piaca jelenleg kb. 30 000 t/év, lgsdarolyamatosandvill. Ennek leg-
alabb haromnegyed részét kulonféle italok édeséésasznaljak fel, a tovabbi mennyiség is
az élelmiszerekbe kerul, dzsemek, cukorkak, édegségjtermékek, diabetikus készitmények
édesitésére. Elterjedésének korlatja, hogy magasahbrsékleten,dzés, sutés hatasara el-
bomlik, igy subipari termékekben nem alkalmazhata.

6.7. Lipazok

A lipéazok (triacil glicerin hidroldzok) a hidroldkdkozé tartoznak, a karbonsavak észter
kotéseit bontjak. Elettani szerepik a trigliceridedtrolizise digliceridekké, monogliceridek-
ké, zsirsavakkd és glicerinné.

Az iparban a zsirok hidrolizise megoldhaté kémitniis, magas dmérsékleten és
nagy nyomas alatt (25 és 30-60 bar). Azonban ez az eljaras nem alkadnelétetlen zsir-
savakat tartalmazo olajok, kilondsen a tobbdkekibtést tartalmazo olajok feldolgozasara.
Emiatt terjedt el az enzimes hidrolizis.

Mivel a szubsztrat rosszul oldddik vizben, kulozigé is képez, a reakcid, ezzel a
katalizis is részben heterogén fazisu, a viz-adagutiellileten megy végbe. A tdbbi hidrolaz
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enzimhez hasonléan a lipazok sem igényelnek kogmdlst. Altalaban sokféle hasonlé
szubsztrat atalakitasara képesek, de régiospstifisasztereospecifitast mutatnak.

A reakcio sebessége altaldban fligg a zsirsavakasma@mak hosszatél. Rendszerint a
révid szénlancu zsirsavak észtereit lassabbandomtjint a kdzepes és hosszu szanlancua-

0
vavvvvg 0-CHy e go CH
A AN C-0-CH - S AAAAANAA G O-CH
0 | ZHZO |
MAANAAL-0-CH, + HO- CH,
2 NVVWVVALC—OH
o)

29. &bra Régidszelektiv lipazok reakcidja
két. A hossz mellett befolyasol az esetlegesikdtbtések szama és helyzeteGAotrichium
candidumlipaz példaul szelektiven bontja a 9 pozicibbaz tielyzei kets kotést tartalma-
z6 zsirsavak észtereit. Sok lipaz régiéspecifikusdha szempontbdl, hogy a glicerinen a pri-
mer alkohol csoportok (1 és 3 pozicid) észteregyragrendekkel gyorsabban hidrolizalja,
mint a k6zép$ (szekunder) csoportét (FRhizopudipazok) (29. abra). Egyes enzimek speci-
fikusak a glicerinre, masok egyeb alkoholos vegykl@sztereit is bontjak.

Hofok optimumuk valtozatos, alacsony és magamdrsekleten iiikddé enzimeket is
talalhatunk. A Bstabil lipazok, mint alhermus aquaticus, T. flavesT. thermophilugajok

enzimeivel magasabbsmérsékleten (50-70C kozott) lehet dolgozni, ami tdbbsanyel is
jar. Csokken a befdizddés kockazata, javul a diffiziés anyagatadas sébesss a lipidek
oldhatdsaga.

Mindez sokféle, valtozatos ipari alkalmazast tedretvé, a lipdzokat mosdszerekben,
a bor-, textil-, élelmiszer-, papir- és gyogyszeripariasznaljak.

A lipazok széles korben elterjedtek, az allatokyémyek és mikroorganizmusok koré-
ben egyarant, gyakorlatilag minden sejt termel tkbbesebb lipazt.

A legtobb kereskedelmi forgalomba ketilipaz mikrobialis eredét mivel csak ezeket
lehet ipari Iéptékben éhllitani. Mind a gombak, élesi#t és a baktériumok kdrében talalhatok
lipdz termeb térzsek. A baktériumok kérében az emlie$eudomomonask ésThermusok,
az élesatk kozott aCandidatoérzsek (C cylindracea, C. antarctica, C. rugosaa fonalas
gombéaknal pedig &hizomucor, Rhizopus, Aspergillus és Penicillfajok alkalmasak ipari
Iéptéki lipaz termelésre. A bakterialis enzimek kozottdkifigyelmet érdemelnek Rseudo-
monaslipdzok, amelyek kitnéen mikddnek vizes kézeg helyett szerves oldészerekben is

Kisebb Iéptékben gyartanak még hasnyalmirigy lig@zezt sok mas enzimhez hasonlo-
an a sertés vagohidakon 6sszggjt szervekBl nyerik ki

A torzsek valtozatossaganak megfédel a fehérje molekula is sokféle. A molekulato-
megek 22-69 kDa koz6tt valtoznak. Az enzimekkigdésére jeleds hatassal vannak a jelen
lévé fémionok. A kétérték ionok altaldban novelik az aktivitast, illetvedstgitik a fehérje
levalasat a sejtek fellletdr A nehézfémekre viszont érzékenyek, gatoljdlkaaésiket.

A lipazok szubsztréatjai, a zsirok és olajok rossddbdnak vizben, az oldott szubsztrat
koncentracié alacsony, emiatt a reakciésebesdégsis Szerves olddszerek jelenléte megno-
veli a szubsztrat oldhatésagat, ezzel a reakcigséget. Ugyanakkor az oldoszeres kbzeg a
legtobb fehérjét denaturalja, tonkreteszi. Szereneca lipazok kozo6tt sok olddszett fehérje
van, amelyek apoléaris k6zegben is megtartjak szetk&et és aktivitasukat. A szerves oldoé-
szerben végrehajtott enzimes reakcidk U] ébegeket nyitottak meg a kémiai szintézisekben.
Sok lipazrél kimutattak, hogy aktivantkddik vizzel elegyedl (metanol, etanol, aceton, gli-
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cerin) és nem elegyédhexan, ciklohexan, heptan, izo-oktan, xilol ésBE) oldészerekben.
A reakciot gyakorlatilag vizmentes kézegben is edghet hajtani, arra azonban tgyelni kell,
hogy a hidrolizishez sziikséges sztdchiometrikusnyisédi viz (altaldban néhany ezrelék)
jelen legyen.

Az oldészer nem csak az enzimaktivitast noveli,emara lipazok stabilitaséat, élettarta-
mat is. Oldoszeres kdzegben (viztartalom <3%)&zbgat 20-30 fokkal magasabbnhérsek-
leten lehet alkalmazni, mint vizes pufferben.

6.7.1. Fermentacio

A lipdz enzimet leggyakrabban szubmerz szakashetye rataplaldsos fermentacioval
allitjak eb. Indukalhaté enzimek, termelésiket a szubsztzaiz advényi olajok adagolasaval
lehet kivaltani. Gatolhatja az enzim képgsét a katabolit represszié (a glikéz jelenléte),
illetve a termékinhibicid (glicerin szénforras). tdarmékképzés novekedéshez kapcsolodo
folyamat, Bként az exponencialis fazisban torténik Rhizopus chinensifermentéciénal a
maximalis intracellularis lipaz aktivitast az exgocialis fazis végén kaptak, amikor az alap-
vetd szubsztratok koncentracioja limitaléva valt. J&ean ndvelni lehet az enzim termelést
rataplalasos fermentaciéban, a beadagolt szubsteithiskivonat illetve néveényi olaj.

A nitrogén-forrasok kozott a tdrzsek igénjéiiggéen szerves és szervetlen anyagok
egyarant alkalmazhatok. Elegénighet egy minimal taptalaj, asvanyi sokkal, n&rinitrat-
tal, ammaonium-szulfattal €s ammaodnium-nitrattal kesekarbamiddal kiegészitve. Mas torzsek
olyan komplex szerves nitrogénforrason termelnéknpint a kukorica lekvar, pepton, tripton
vagy az élesstkivonat. Szerves nitrogénforras egyrészt szamédtevwnegnoveli a kdltsége-
ket, masrészt megneheziti az enzim izolalasatitasat.

A leve@ztetés intenzitdsa nagyon eftdratassal van a lipazok fermentaciojara. Egyes
mikroorganizmusok minimalis levégtetés mellett termelik a lipazt, masoknékéges oxi-
génellatasra van szikség. Az oxigén hatasa felielgekdzvetett, nem az enzimtermeléshez
van ra szikség, hanem az enzim termékeinek, adzalidavaknak az oxidaciojahéhizo-
pustorzseknél egyérteltien kimutattak, hogy az oldott oxigén szint emelgsveréssel, le-
vegztetéssel, sth.) fokozza a lipaz termelést.

A lipaz fermentacioknal specialis leiség a szerves oldoszerek hasznalatas Aaeru-
ginosaugyanugy ftt és termelte a lipazt n-tetradekan és n-dode&k@mlgtében, mint oldo-
szer nélkil. ABacillus sphaericu05y vizzel elegyddoldoszerek (akar 75%) jelenlétében is
novekedett és lipazt termelt. Rseudomonas syi56 torzset egyedili szénforrasként n-hexa-
dekanon minimal tapoldaton szaporitva a tenyéstsrzpporodott, €s sok lipazt termelt.

Az igy termelt enzimek oldbészeres vagy vizes-oldész kozegben is ikddnek, st
sokszor nagyobb az aktivitdsuk, mint egy vizesqrbin.

6.7.2. lzolalas, tisztitas

A lipazok sokféle ipari alkalmazéasa ismert, de emaly tdbbségében nincs szikség
nagy tisztasagu enzimre. Bizonyos esetekben, amiiddiban tisztitott biokatalizatorra van
szlikség, egyszierés olcso feldolgozasi imeletsorral kell ipari mennyiség stabil és nagy
aktivitasu enzim készitmeénytsdllitani.

Az enzim tisztitasat a szokasos fehérje elvalasztdiveletekkel (csapadékképzés,
ultras4irés, kromatogréfia, adszorpcio) oldjak meg.

Az ioncser& kromatografianal altalaban anioncsérébltetekkel (gyenge — DEAE,
erss — Q) kotik meg a lipdzokat. A hidrofob kolcsordsakromatografiat (HIC) szivesen al-
kalmazzak, mert a lipazokrdl ismert, hogy a fehé&|életén hidroféb foltok talalhatok, ame-
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lyek jél kotodnek a hidroféb toltethez. A feldolgozas végén ggakisztitiak az enzimet gél-
kromatografiaval.

6.7.3. Enzim régzités

A lipdzok immobilizalasaban specialis lebstgeket biztosit a fehérjék hidroféb jellege,
aminek révén spontan adszorpcioval isodoek apolaris hordozok fellletére. Ezeket ol
nedvesitik a szerves oldoszerek, a reakcid akadahdl végbemehet. A hordoz6 lehet
poliuretan hab, polipropilén szemcse vagy akarmagwnyag is.

Az kotott enzimek mellett alkalmaznak immobiliz&kejteket is. A lipazt tartalmazo
sejteket agar, alginat vagy poliakrilamid gélbejaar Ennél a megoldasnal a rogzités
altalanos dinyei mellett szamolni kell az anyagatadas limitédésaval.

6.7.4. Alkalmazéasok

A lipdzokat kozvetlendl is lehet alkalmazni eméstzabsegity készitményekben. Erre a
célra a legalkalmasabb a hasnyalmirigy lipdz. Pakdg hasznal lipaz készitményeket:
- Elelmiszeripar (a sajtok érlelésénél és @iparban a tészta javitasara)
— Béripar (zsirtalanitas)
— Kozmetikai ipar (kiméletes, lagmentes elszappaaskit
— Celluloz és papiripar (szennyezések eltavolitasa)
- Atészterezési reakciok
Ez utobbiakkal foglalkozunk részletesebben.

Az atészterezéseknél is azt hasznaljak ki, hogyemrenzimes reakciéo megfordithato,
az ,ebre” és ,vissza” meh folyamatok egyiddijleg jatszodnak le és beall kdzottik egy dina-
mikus egyensuly. A hidrolizis és az észterezésyzannosan folyik, egy adott hidroxil cso-
portrél ismételten levalnak, majd rakdnhek a zsirsavak. A természetes zsiradékok zsirsav
Osszetétele sohasem homogén, igy az adott pil@mababadon Iévzsirsavak is sokfélék.
Az észterezésnél a nagy valosisiéggel nem ugyanaz a zsirsav kertl vissza az —Opbds
ra, hanem statisztikusan valamelyik a jelertlézabad karbonsavak kozul. &ta bevitt tri-
gliceridek zsirsav 6sszetétele megvaltozik. Ezaltozést céljainknak megfetan kihasznal-
hatjuk, $t iranyithatjuk, ha megfel&élspecifitasi enzimeket valasztunk, illetve megtetet
akcidpartnereket visziink a rendszerbe. A kétehetség, hogy nem-specifikus, vagy 1,3-
specifikus lipazokat alkalmazunk.dbbire akkor van sziikség, ha mind a harom észtéskot
at kivanjuk alakitani. A reagalé partner lehet kawdav vagy alkohol, aszerint, hogy a
molekula melyik részét szikséges megvaltoztatniebet egy masik triglicerid is, amellyel a
zsirsavak statisztikusan kicseidhek (30. abra).

6.7.4.1. Esettanulmany: kakadvaj p6tlé anyadalitasa

A csokoladégyartas és a kapcsolddo ipardik $eresztmetszete az, hogy a kakad kor-
latozott mennyiségben all rendelkezésre. A kakaf@tsdtetvényeken termesztik, de a terme-
Iés nem intenzifikalhat6, mint mas ipari névénydkaé a kultara érzékeny azjjdras szeks-
ségeire. Az alapanyag dragaséga létrehozta aztigatgmilyen pétanyag kifejlesztésére. A
kakadmag feldolgozasa soran két hasznos frakditar@k eb: a kakabmasszat (amely barna
szin, keseti, iz és aromaanyagokat tartalmaz), és a kakaovagatfehéres sziniztelen és
gyakorlatilag tisztan trigliceridekdh all, szobalimérsékleten szilard és csak 37 fokon olvad
meg. Az ebbbi poétldsa szinte lehetetlen, de a kakadvaj kédssketételét meg lehet kozelite-
ni. Az alapgondolat az, hogy valamilyen olcso, Edeet ndvenyi olaj telitetlen zsirsavait
ki kell cserélni hosszu szénlancu, telitett savakree a feladatra kézenfekwnegoldas az at-
észterezeés lipaz enzimmel. Eljarasokat dolgoztgaknamag olaj, illetve napraforgo olaj at-
alakitdséara is. A 7. tablazatban szerepel a pahapésla kakadvaj triglicerid 6sszetétele. A ka-
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(a) Esterification
——OCOR; ——OCOR;
OCOR, + RCOOH - OCOR, + H,0
—0OH —Q0COR
(b) Transesterification
(1) Interesterification
——OCOR; ——OCOR, ——OCOR; ——OCOR; ——0OCOR;
n ——OCOR; + M ——0OCOR; - OCOR; + ——OCOR, + —0OCOR; , etc
——OCOR4 L OCORg ——OCOR, ——O0OCOR; ——0OCORg
(2) Alcoholysis
——OCOR; —OH
n ——O0COR; + mROH - OH + RCOOR, 4 RCOOR,  RCOOR,4
——OCOR; ——OH
(3) Acidolysis
——OCOR; ——OCOR  ——OCOR;
n ——OCOR; + mRCOOH - OCOR; + ——OCOR + R,;COOH + R,COOH
——OCOR; L OCOR; ——OCOR,

30. abra Lipazok atészterezési reakcioi
kadvaj magas olvadaspontjat a hosszlu szénlancétttesirsavaknak (sztearinsav, palmitin-

sav) kdszonheti.
7. tablazat Zsiradékok triglicerid dsszetétele

Triglicerid Palmaolajban Enzimes termékben Kakadvajban
% % %
StStSt 5 3 1
POP 58 16 16
POSt 13 39 41
StOSt 2 28,5 27
StLnSt 9 8 8
StOO 4 4 6

St = sztearat (C18,0); P = Palmitat (C16,0); O k&D(C18,1); Ln = Linolat (C18,2)
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A palmaolajban (ami szobétokon szintén szilard, emiatt palmazsirnak is salokte-
vezni) ezek részaranya lényegesen kisebb, a fahyekapraforgo olajban pedig elenyész
Az is megfigyelhet, hogy a kbzégspozicibban még a kakadvajban is olajsav talaltigo.
az atalakitas arra iranyul, hogy a két szeksirsavat cseréjik le sztearinsavra. Erre a eglra
1,3-szelektiv lipazok is megfelelnek. A naprafooydj atalakitasanal is hasonlé a helyzet, a

ye

O S
EO + Stearic acid ———— EO + Qleic acid
O S

High-oleate Component of
sunflower oil cocoa butter equivalent

31. 4bra Napraforgoé olaj atészterezése

Az ipari technoldgidkban oldészeres kdzegben (pélgétroléterben) hajtjak végre a
reakciot. Kis mennyiségvizet (1-2 ezrelék) adnak az elegyhez, ez sziksagenzim hidra-
taldsdhoz és a hidrolizishez. A folyadékot immakhiti enzim tolteten engedik &t (thyzo-
mucor miehelipaz, diatbmafoldon kétve). A jelletihomeérseklet 70C, a konverzio javita-
sa erdekében az anyagot recirkulaltatjak. A terékztl ebbb molekularis desztillacioval
eltavolitiak a szabad zsirsavakat (olajsav, mara#t&arinsav), ez utébbit izolalva vissza
lehet vinni a gyartasi folyamatba. A maradékotiteh a sztearinsav észterek kikristalyosod-
nak, az olajsavasok olvadékban maradnak. A szii@idt lecentrifugalva kapjuk a kakadvaj
potlé anyagot, a feltiliszéban marado gliceridekzaagertilnek a reakcidba.

| High-oleate sunflower oil }\1

4
| Immobilized lipase |

Recycle

Recycle ¥
| Distilaion | > Mixed acids (S1, O) |

Y
S00+000 |« Crystallization |

S

32. abra Kakadvaj potlé anyagd@lllitasa napraforgd olajbél
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6.7.4.2. Esettanulmany: atészterezés alkoholokkal — biodizeihanyag enzimes
elséllitasa

A fosszilis ereddt Uzemanyagok kivaltasanak egyik lefsgtge, hogy novényi olajokat
hasznalunk fel betségés motorok hajtéanyagaként. Ipari mennyiségben aedfatve nap-
raforgo olaj j6het szamitasba. Ezek egyes dizgjégrekben (pl. traktorokban) kézvetlendl is
felhasznalhatdk, de az égés nem tokéletes és dekktien melléktermék keletkezik. A tri-
gliceridek tul nagy molekulak, illékonysagulgamyomasuk kicsi. Célsziegzn ezeket a kisebb

s R

o
CH,—O—(l_—Rl a%‘ @ CH;—OH CH3O—11L—R1

| |

CH—O0—C—R, <+ 3CH,OH CH—OH <4 CH,0—C—R,

CH—0—C—R, CH5—OH CH3O—@— R,

& Triglyceride |

33. abra Biodizel Uzemanyag gyartasa napraforggola

és illéekonyabb zsirsav metilészterekkeé alakitjaikésitezt hasznaljak izemanyagként. A folya-
mat egy |épésben atészterezéssel hajthatd végmaefvaldsithaté a klasszikus kémiai Gton,
kalium hidroxidos &zéssel is. Ez az eljaras olcsobb, de a melléktetémikeletked Ilgos
gyantal/iszap veszélyes hulladék, artalmatlanitéd@nkkoltségekkel jar. Lipaz enzimmel vi-
szont enyhe kortlmeények kozott, artalmas mellékédek nélkil megoldhato a gyartas. Eh-
hez olyan nem-specifikus lipazra van szikség, ammehdharom észterkotést egyforma se-
bességgel bontja (33. abra).

Enzymes — Unreacted oil,

(enzymes),
alcohol ‘ N Y I >
%' Biodiesel

Alcohol

Qil with
free fatty acids

Alcohol —¢—|

A : Reactor

Glycerol,
alcohol
5 : Glycerol
B : Separation (Centrifuge

or Decanter)

C : Filter or Membrane

D : Alcohol recovery

34. abra A biodizel gyértas technolégiai folyamata
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Az enzimeket membrannal vagy mas modon visszdtaatj@aktorban. A keletkézli-
cerin kulon fazist képez, elvalik az olajoktol g tentrifugalis szeparatorral elvalaszthatd. A
maradék metanol is megoszlik a két fazis kozolyttmo része a glicerines fazisba oldodik.
Ezt a két anyagot desztillacioval szétvalasztjakesanolt vissza lehet vezetni a reakcioba, a
glicerin mint hasznos termék értékesithétz olajos fazis megfelélkonverzié esetén eg§b
hasznalhaté Gizemanyagként, ha viszont sok a magdidékid, akkor azokat kifagyasztassal
el lehet tavolitani (34. 4bra).

6.7.4.3. Esettanulmany: észterképzés lipazzal — izoprogihpat/mirisztat

Az észterképiadés egyszéregyensulyi kémiai reakcio, amely sav illetve bawasali-
zissel megy végbe. Katalizatorként lipaz enzimetkslmazhatunk. A konverzié névelése ér-
dekében a képro vizet el kell tavolitani a rendszéilbErre tobb megoldast is talaltak: - aze-
otrép desztillaciot, - pervaporaciot.

Az izopropil palmitat és mirisztat a kozmetikai iban nagy mennyiségben hasznalatos
krémek, szappanok, testapoldk alapkomponensekenésater élallitasat immobilizalt en-
zimmel (Candida antarcticdipaz) oldjak meg.

- -

Q H E i |
T N ..._,...,..,..—}. VJ\-“' + Fi;U
\{‘V‘%ﬂx‘clh + )\\ ] ;J”A\“
14 a4
Az oldoszer a kis viztartalma izopropanol, € on
ben oldjak fel a palmitinsavat (pH=7-nél nem-diss3 l—’ PO
cidlt, apolaris formaban van). A reakcié optima

hémérseklete 60 °C. A keletkéxiz eltavolitasat fo-
lyamatos azeotrop desztillacioval oldjak meg.

izopropanol-viz rendszer minimalis forrpontl azg
tropot alkot, amelynek forrpontja 80,4 °C. Ez td-m
gas az enzim optimalismérsékletéhez képest, ez§
vakuumdesztillaciét alkalmaznak 60 °C-on. A tavo
izopropanolt folyamatos adagolassal pétoljak. A s

E
kaszos reakciéban 14 6ra alatt 99% folotti kitern ‘Hfl\ l”__>
lést lehet elérni (35. &bra). 1a 0"

&

M

AT

e

OH

35. abra Eszter éhllitasa lipaz enzimmel
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