Pécs Miklos: Biotermék technologia Ipari enzimek 1 — Szénhidratipari enzimek

IPARI ENZIMEK

Torténelem, mérfoldkdvek
Osrégi: borjigyomor — tejalvaszté enzim, rennin
malata — keményitébonté enzimek, amilazok
1836 Schwann: pepszin a gyomornedvbdl (trivialis név)
1876 Kuhne: enzim elnevezés (de még nem tudtak ponto-
san, hogy mi az)
1890 TAKAMINE (USA) ,takadiasztaz” preparatum Asp.
oryzae, emésztés-segitd, proteaz + amilaz
1894 E. Fischer: sztereo-specifitas, a és p glikozidazok
1913 Michaelis-Menten: enzimkinetika Vpyax, Ky
1926 Summer: kristalyos enzim, ureaz babbdl
1966 teljes térszerkezet, lizozim
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IPARI ENZIMEK

Torténelem, mérféldkovek

1969 Enzimek és sejtek immobilizalasa
1969 DL-Met reszolvalasa, Tanabe, J
1973 6-amino-penicillansav eléallitasa
1974 xiléz izomeraz — High Fructose Corn Syrup
1977 laktaz — low lactose milk
1975 Kliganov: enzimreakcio szerves fazisban — lipaz
1999 Enzyme Data Bank: ~4000 enzim, www.expasy.ch
Brenda
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ENZIMEK ALKALMAZASAI

Ipar: amilazok, proteazok, izomerazok, penicillin acilaz,
konverzidk. Piac: ~2000 MUSD/év

Analitika, diagnosztikumok: glikéz-oxidaz, alkohol dehid-
rogenaz, koleszterin oxidaz, ... stb

Medicina: proteazok, lipdz, aszparaginaz, sztreptokinaz,
heparinaz, ... stb
Piac: ~3000 MUSD/év

Kutatas/génmanipulacio: restrikciés endonukleazok, reverz
transzkriptaz, DNS-ligaz, DNS polimeraz, ....

Mi itt az ipari enzimekkel foglalkozunk.
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MEGOSZLAS IPARAGAK SZERINT

mosdszergyartas 37%
agyéb 25%

textilipari
termékek 12%

takarmany
eldallitasa
6%

keményitd
hidrolizise 11%

siitdipar 8%
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IPARI ENZIMEK PIACA

Néhany multi uralja: Enzyme Sales (% of total)
Bacillus protedzok 45
Novozymes (DK) Gliikamildzok 13
ggcpr(])gt(/cD::f;ISCO (USA) Bacillus amildzok 5
Gliikéz izomerdzok 6
Rennin (mikrobidlis) 10
USA 40 % Amilazok (penész) 4
Eurdpa 35 % Pektindzok B)
Japan 24 % Protedzok (penész) 2
Egyéb 12

5
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IPARI ENZIMEK FORRASAI

Allati szévetek:
emeésztdcsatorna emésztéenzimei: tripszin, rennin
majbdl: glutamat dehidrogenaz
No6vényi eredet(:
Papain, bromelin
o és B-amilazok: malataban
Mikroorganizmusok:
Sok extracellularis hidrolaz
Egyenértékl vagy jobb enzimet termelnek.
Ma a termelt enzimek 60%-a nem természetes, vagy
- génmanipulacioval atvitték egy masik mikroorganizmusba
- protein engineering-gel megvaltoztattak a szerkezetét.
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IPARI ENZIMEK TERMELESE

Anyagcsere: egyetlen fehérjét kell termelni nagy mennyi-
ségben.

Szabalyozasok: néhany konstitutiv enzimtél eltekintve ezek
induktiv enzimek — indukalni kell — altaléban a szubsztrattal

Amilazok - keményité
Invertaz - szacharéz
B-galaktozidaz - laktoz

Glikoz-izomeraz - xiléz (xilan, korpa)
Katabolit represszié: a béséges cukor (gliikoz, fruktdz, Glu)
lefékezi a primer anyagcserét. Kivédése:
- mas, nehezen hozzaférhet6 szénforras (laktdz, glicerin, ..)
- glikéz adagolassal limitben tartani
- szabalyozasi mutansok keresése
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IPARI ENZIMEK TERMELESE

Tenyésztés altalanos jellemzéi:

Fellleti: még el6fordul — talca, forgé dob
Szubmerz: altalanos
Szakaszos: tisztan ritkan fordul el
Rataplalasos: a leggyakoribb
Folytonos: ahol csak lehet

Oxigén ellatas: nincs altalanos szabaly
van, ahol az oxigén limit a j6 (pl. glikéz izomeraz,...)
van, ahol nagy OUR sziikséges (pl. protedz, ...)
van ahol +8% CO, bevezetése el6nyds
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IPARI ENZIMEK TERMELESE

Feldolgozas jellemz& miveletei:
Extracellularis — intracellularis enzimek (sejtfeltaras)
(a cél az extracellularis, pl. génmanipulacioval egy
szignalpeptidet kapcsolnak a fehérje elejére)
Kicsapas - kisézas, oldészeres kicsapas (IEP)
Ultrasz(rés — koncentralas, diasz(irés
Kromatografia — ioncsere, adszorpcids, néha affin- és gél-
Szaritas — fluid agyas, porlasztva szaritd, dobszaritd
Granulalas — extruderrel, sima felliletd gyongyok, por nélkil

A két utolso lépés draga, és arthat az enzimnek, ezért
gyakran inkabb oldatban hozzak forgalomba (stabilizalas)
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AMILAZOK

Keményitébontoé enzimek

a-amilaz, folydsité enzim: endo-amilaz, a lancok belsején,
véletlenszerlien (1-4) koétéseket hasit, révidebb lancokat,
dextrineket termel

B-amilaz, maltamilaz: a lancok nem-redukalé végérél mal-
t6z egységeket valaszt le. Hatardextrinek maradnak.

Amiloglikozidaz, glikamildz: a nem-redukald lancvégekrol
gliikéz egységeket valaszt le. Hatardextrinek maradnak.

Pullulanaz: az elagazasoknal 1évé (1-6) kdtéseket bontja,
ezzel megszunteti az elagazasokat (debranching enzyme).
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Ipari enzimek 1 — Szénhidratipari enzimek

A KEMENYITO SZERKEZETE
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AMILAZOK

—— glilkoamilaz
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pullulanaz
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a-amilaz, folyosité enzim (= mert a bontastdl a viszkozitas
dramaian csokken)

Sok mikroba termeli, extracellularis, Ca?* iont igényel.

penészek: Asp. oryzae, Asp. niger, Mucor
héfok optimum: 30 - 60 °C,
Thermomonospora enzim: 53 °C

baktériumok: B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. lichenifor-
mis (@ MRNS nagyon stabil, ~30 perc)

optimalis héfok: 90-105 °C
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o-AMILAZ

Rataplalasos szakaszos fermentacio, 100-150 m3 térfogat-
ban

Katabolit represszid, emiatt a glikoz utan a rataplalasban
keményité a C-forras — egyben induktor is.

Felhasznalas:

- glikoz gyartas

- sorgyartas

- irtelenités (a textiliparban a szalakat keményit6é be-
vonattal védik, kés6ébb ezt emésztik le az enzim-
mel)
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B-AMILAZ

a és B nem a szubsztratra vonatkozik, hanem a termékre!

B-amilaz, maltamilaz: eredetileg malata enzimet hasznal-
tak, de ma els6sorban B. polymyxa, mellesleg Streptomy-
ces és Pseudomonas fajok.

Magasabb héfokon miikddik ~70 °C
Felhasznalas:
» sorcefrézés és gabonaszesz gyartas

» maltéz szirup eléallitasa keményitébdl (ez a cukorszirup
nem karamellizalodik)
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AMILOGLUKOZIDAZ

Amilogliikozidaz, glikamilaz:
penészek termelik: Asp. niger, Asp. awamori, Rhysopus
nigricans

150 m? térfogatban

Katabolit represszié, gliikoz, laktéz és a Glu is fékez -

emiatt a gliik6z utan keményité és/vagy dextrin adagolas —
egyben induktor is.

Felhasznalas: glukéz gyartas
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PULLULANAZ

Pullulanaz, ,debranching enzyme”

A név eredete: a Pullularia pullulans tartalék tapanyaga a
pullulan, ami (1-6) kotésekkel polimerizalt glikéz. Ezt mo-
bilizélja a pullulanaz.

Ma mar Aerobacter aerogenes (néha Pseudomonas)
torzzsel termelik.

Eredetileg induktiv volt (pullulan, izomaltéz), de ma mar
konstitutiv mutansokkal termelik.

Felhasznalasa: kemeényité hidrolizis
hatardextrinek bontasa

azott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék
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GLUKOZ GYARTAS

A hidrolizis mértékét altalanosan a dextr6z egyenértékkel
(DE) jellemzik.

A kemeényité molekula minden hasitasanal két lancvég, egy
redukalé és egy nem-redukald vég jon létre.

DE = 100'( elbontott glikozid kotések szama J

kezdetben jelen volt dsszes glikozid kotések szama

DE=100~(

redukal6 cukor, gliikézban kifejezve
teljes szénhidrat mennyiség

Keményité: DE = 0%
Maltoz: DE = 50%
Glikoz: DE = 100%
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GLUKOZ GYARTAS

Két [épéses folyamat.

Elébb B. licheniformis a-amilazzal 95-105 fokon elfolydsit-
jak az elcsirizesitett keményitét.

Kortlmények: pH=6,0-6,5; kb. 1-3 dra, Ca?* ion sziikséges.
Dextrinek, oligoszacharidok keletkeznek.

A masodik |épésben ezeket Asp. niger eredetli amilogliko-
zidazzal kezelik.

Korulmények: pH=4,2, t ~65 fok, kb. 18-72 6ra

Szabad glikoz keletkezik.

Ebben a Iépésben gyakran adnak pullulanazt is.

20
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GLUKOZ GYARTAS

A gyartok tébb enzimet tartalmazd, kdzds optimumu elegye-
ket forgalmaznak. Pl.:

Dextrozyme: amiloglikozidaz + pullulanaz.

Termamyl BrewQ: termofil a-amilaz, sorf6zéshez.

Ceremix Plus: B-glikanazt, xilanazt, a-amilazt és proteazt
tartalmazé enzim készitmény

Ultraflo Max: B-glikanazt és arabinoxilanazt tartalmaz

21
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GLUKOZ GYARTAS

A gyartok tobb enzimet tartalmazé, k6z6s optimumu elegyet
forgalmaznak. Dextrozyme: amiloglikozidaz + pullulanaz.

a-Amylase / Amyloglucosidase
Bacillus licheniformis | Aspergillus niger EC32LIA2L3
HaOH CHOH
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E2 = glucoamylase Several companies

GLUKOZ GYARTAS KUKORICABOL

1. A kukorica el6kezelése: savas aztatas (SO,), sok
vizoldhato anyag kioldédik = beparolva: ,kukorica
lekvar”, N-tartalmu tapoldat- és takarmany-komponens.
Nedves 6rlés, keményitétej kimosasa.

Folyositas: +enzim, két [épésben

Cukrositas: +enzim, hosszabb ideig

Szlrés

(néha koncentralas, ritkan kristalyositas)

SRCIE S

Folytonositasra térekednek minden Iépésben
A kihozatal és a tisztasag a nyersanyagtol fugg, 90-99%
Kapacitas: > 10 Mt/év

e 2
2
o . B8 BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudominy Tanszék
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GLUKOZ GYARTAS KUKORICABOL

25

GLUKOZ GYARTAS KUKORICABOL

Starch water

30-35% cry matter

=456

04-05kg

Steam

Jet caoker

26

GLUKOZ- (XILOZ-) IZOMERAZ

Eredetileg xiléz izomeraz, de a glikozt is izomerizalja fruk-

tozza.
Xylose isomerase
Bacillus lans/S, bigi S yces phaech EC5315
CHOH
-0, E 2OH HOH
oH - =
H oM
! OH Novo-Nordisk
Gist-brocardes
1 2 Miles Kali-Chemie
5 g..lm.w Finnsugar
o Nagase

Elméleti egyensulyi konverzié: GL : FR = 50 : 50, ennél
jobb nem érhet6 el. Gyakorlatban 53 : 42 +melléktermékek.
(Edesség: gliikdz : szachardz : fruktéz = 0,6 : 1: 1,5)
Korlilmények: pH: 7,5-8,0 T: 50-60 fok Co?* és Ca?* ion

27
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GLUKOZ- (XILOZ-) IZOMERAZ

Tébb mikroorganizmussal is termelik:

Trade name  Microorganism Company Country
Sweetzyme Bacilius coagulens Novo-Nordisk Denmark
Maxazyme Actinplanes missouriensis Gist-Brocades The Netherlands
Optisweet Streptomyces rubiginosus Miles Kali-Chemie Germany
Sweetase Streptomyces pheechromogenes Nagase Japan

Eredetileg induktiv enzim, de ma mar konstitutiv mutanso-
kat hasznalnak.

Intracellularis enzim, nehéz kinyerni, ezért immobilizalt sejt
formaban hasznaljak.

28

azott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

,IZOCUKOR” (HFCS) GYARTAS

1. A glikoz szirupot elétte alaposan meg kell tisztitani
(szlrés, aktiv szén, ioncsere).

2. Immobilizalt sejteket alkalmaznak oszlopokban, az osz-
lopok hatékonysagat folyamatosan meérik.

3. Elettartam: t,, = 100-600 nap, de -12,5% utan cserélik

4. Termék: nem egyensulyi 6sszetétell, G:F = 53:42, mert
le kell réviditeni a kontaktid6t (melléktermékek).

5. Kromatografiaval (ioncsere és kizaras egyszerre) a
fruktéz-tartalmat fel lehet emelni.

6. Nem kristalyositjak, csak koncentraljak=HFCS, izosz6rp
Termelés: ~7 Mt/év Magyarorszag: Szabadegyhaza
Felhasznalas: édes-, tej- és sitdipar, italok

29
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sevmest paratel
Isomenzation resctors
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JIZOCUKOR” (HFCS) GYARTAS

l

42% fruktéz 90% fruktoz

53% gliiloz 10% gliikdz
Elvalaszas Keverés
5% fruktoz 90% fruktozként 55% fruktoz
0% gliikoz artékestve 45% gliiléz

5% oligomer
(a raffinatumot vagy
mellékterm éket
recirkulaltatjuk)

31

PEKTINAZ(OK)

Pektin: poli-galakturonsav metilésztere:

goocH, COOCH, oH

iy : P
0 C—2o0 ComeC o c—o0 (IJ—C 0o—
AN ve N VN wRRC
c ¢ [4 c c
Newl N A N YL e A
o A o el

H OH COOCH, H OH ¢

COOCH,

Gylmolcsokben eléforduld gélesité anyag.

Miért kell elbontani?

Mert sok vizet/folyadékot tart vissza a gylimélcs husaban.
Ez lekvarnal elény, de a gyimolcslé préselésénél hatrany.

32

A PEKTIN OSSZETETT SZERKEZETE

A pektin vazlatos szerkezete
elagazo
: arabinan O
lingaris galaktan : ) () elagazd
(L
()
(.
(.
®,

egyenes régié  elagazod régid  egyenes régid
O galakturonsav W ramnoz  © galaktoz P arabinéz £
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PEKTINAZ(OK)

Tobb enzim:
Endo- és exopektinazok, észterazok (metanolt szabadit fel)

COOH
| o o o "
[ — ] —o n | M =
w \l Von W AT
! . )| o Ku > + Yo H\
1', H "/‘I " — o H/

W
VL g —o NETE HU\|>D’”
H ot cook i OH

poligalakturanizok coor

Torzsek: Asp. niger, Rhyzopus, Botrytis cinerea
Alkalmazas: gyumolcsléipar (IEhozam névelés, derités)
olivaolaj kinyerése
boraszat: préselésnél a musthozam javitasa

34
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B-GALAKTOZIDAZ

enzim a galaktéz B térallasu glikozidos kétését hidrolizélja.
Leggyakoribb szubsztratja a tejcukor (lakt6z), amely galak-
t6z(1—4)glikéz diszacharid, amely a hidrolizis soran ga-
laktézra és glikozra bomlik.

H H
p-D-galactose glucose

35
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B-GALAKTOZIDAZ

Termel6 torzsek:

E. coli: (lac operon, Nobel dij) — iparilag érdektelen

Aspergillus niger: extracellularis, olcsd, T ~55 fok

de: pH optimum: ~4,5 — tejben nem alkalmazhato,
inkabb tejsavonal

Kluyveromyces lactis (éleszt6): pH optimum: 6-7, alkalmas,
de: intracellularis, T, ~35 fok

36
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B-GALAKTOZIDAZ

Az enzimes laktoz hidrolizis alkalmazasai:

1. Lakiéz-szegény tej (low lactose milk) eldallitasa
Oka : laktdz intolerancia. A csecsem6k kb. 3 éves korig jol
emésztik az anyatej laktoz tartalmat (~ 7,5%). E kor félott
az emberek egy részénél az enzimtermelés megsziinik
(genetikai ok). A tejcukor bontatlanul a vastagbélbe jut, és
megakadalyozza a vizleadast - hasmenés

Raadasul a bélmikrofléra elemészti a laktézt > (CO, +
savak) - gaztermelés egyutt: explosiv diarrhea

Az intolerancia el6fordulasa a nagyrasszokban eltérd:
Kaukazusi: 5 - 15 %
Negrid, mongolid: 80 — 90 %

37
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B-GALAKTOZIDAZ

2. Elelmiszeriparban:
Edesség, stabilitas javitasa:

Laktéz = galaktoz + glikéz
kis édesit6 érték édesebb a keverék
kénnyen kristalyosodik nem kristalyosodik

Edesité értékek aranya:
laktéz : galaktéz : glikéz =20 : 58 : 70
Fermentalt tejtermékeknél a folyamat gyorsitasa
3. Savé (sajtgyari melléktermék) laktézanak hidrolizise
— takarmany
— tapszer
— élelmiszer adalék

38
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B-GALAKTOZIDAZ

Enzimes technoldgiak:

1. Tejben:

Szakaszos eljaras (mert a folytonosnal nagyobb a beferts-
z6dés veszélye): éleszté enzimmel, 35 °C-on, 4 éran ke-
resztll = 70-80%-0s konverzid. Az enzimet benne hagy-
jak, UHT sterilezéssel inaktivaljak,

2. Savéban:

Immobilizalt enzimes eljaras: inkabb penész enzimmel, az
alacsonyabb pH valamennyire véd a befert6z6déstél.

39
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