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IPARI ENZIMEK

1. Az enzimek hasznalatanak torténete

Az enzimek a biologiai anyagok, biologiai makromolekulak, amelyeket €16 szervezetek
allitanak eld, ¢s amelyek egy meghatarozott biokémiai reakcio katalizdtoraként miikodnek.
Ezek a kémiai reakciok kémiai katalizatoraihoz hasonldan egy bioldgiai/biokémiai reakciot
gyorsitanak fel akar a sejt belsejében, akar azon kiviil is. igy miikddésiiket jobban leirja a bio-
katalizator elnevezés. Wilhelm Friedrich Kiihne, a Heidelbergi Egyetem a fiziologia pro-
fesszora 1877-ben hasznalta eldszor az enzim kifejezést, amely a gorog evloun (enziimé) =
»elesztdben” szobol szarmazik. Az enzimeket mar évezredek oOta hasznalta az emberiség, de
Kiihne volt az elsd, aki tudomanyos terminologiat alkotott erre a biomolekulara. Mar a sumé-
rok, az egyiptomiak és gorogok is ismerték az enzimtartalmi anyagok empirikus hasznalatat.

Az enzimaktivitasuk miatt hasznalt preparatumoknak is megvan a maga torténete. En-
zimhatasuk miatt hasznaltdk a malatat (keményitdbont6 enzimek), a borjigyomrot (rennin), a
kovészt (tejsavbaktériumok), s6t még a fekaliat is (proteaz aktivitasa a borkikészitésnél volt
hasznos). Idérendbe szedve:

1894-ben Jokichi Takamine felfedezte a takadiasztazt, amely az Aspergillus oryzae
torzzsel termeltetett diasztaz preparatum, a penész extracellularis enzimeit, elsésorban amila-
zokat €s protedzokat tartalmazta. Emésztést segitd szerként is alkalmaztdk, potolta a hasnyal-
mirigy altal termelt enzimek hidnyat.

A kovetkezd preparatum éppen ellenkezdleg, allati hasnyalmirigy kivonatot tartalma-
zott, proteaz (tripszin, kimotripszin) aktivitasa révén az elsd enzimes mosopor (Burnus, 1913,
Otto Rohm) alkotorésze volt.

A mai értelemben vett fermentacios enzim gyartast 1960-ban kezdte meg a NOVO cég,
ipari léptékben kezdte termelni a Bacillus lichenformis proteaz enzimét.

1980 utan sok tudds a génmanipulacios technikdk alkalmazasdval az enzimtermelés fo-
kozasan, illetve az enzimek a tulajdonsagainak fehérjemérndki javitdsan kezdett dolgozni.

Az ipari enzimfermentacios technologidk fejlesztése a célzottan kivalasztott/manipulalt
torzsek felhasznalasaval termelt, tisztitott, jOl jellemzett enzimpreparatumok nagy léptéki eld-
allitdsara irdnyul. Ez tette lehetdvé az enzimek bevezetését olyan nagyipari termékekbe ¢€s fo-
lyamatokba, mint példaul a moso- és tisztitoszerek, a textil- €s a keményitd iparok.

Az 1940-es évektdl kezdve az intenziv biokémiai kutatds kialakitotta az enzimek alkal-
mazasat a diagnosztikaban, €s a klinikai kémiaban is megjelentek. Az elmult néhany évtized-
ben az érdeklddés a diagnosztikai enzimoldgia teriiletén megsokszorozodott. Viszont szamos,
a szakirodalomban leirt modszer még nem terjedt el széles korben, €és az orvosi kutatas nagy
teriiletein még nem sikertiilt felhasznalni az enzimes diagnosztika minden lehetdségét.

Jelenleg a legtdbb ipari enzimet hidrolitikus reakcidban hasznaljak, kiilonb6zd termé-
szetes anyagok lebontasara. A dominans enzimtipus a protedzok csoportja, ezeket széles kor-
ben hasznaljak a mososzer €s tejiparban. A masodik legnagyobb csoport a kiillonb6zé szénhid-
ratbontd enzimeké, f6 képviseldi az amilazok, celluldzok, amelyeket a keményito-, textil-,
tisztitdszer- €s siitdiparban hasznalnak.

Az ipari enzimek forgalmat a vilagpiacon 2010-ben 3 millidrd dollarra becsiilték. Ez a
piac 2015-re varhatoan eléri a 4 milliard dollart. Az enzimek kulcsfontossagu szerepet jatsza-
nak szdmos biotechnoldgiai termékben és folyamatban. Iparagak szerint az élelmiszer, ital,
tisztitdszer, ruha, papir, lizemanyag €s gydgyszergyartas a legnagyobb felhasznalok.
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Az enzimek egy része sztereospecifikus, kivaldéan alkalmasak aszimmetrikus szintézi-
sekre illetve a racém elegyek reszolvalasara. Ezt a szelektivitast enantiomer tisztasagli gyogy-
szerek, mezdgazdasagi és vegyi anyagok, takarmany és élelmiszer-adalékanyagok gyartasanal
hasznaljak ki.

2. Lehetséges enzim forrasok

A sziikséges enzimeket sokféle ¢161énybdl vonhatjuk ki. Kiindulhatunk allati szervek-
bol, vagohidi melléktermékekbdl (gyomor, bél, hasnyalmirigy), ezekbdl emészté enzimeket
(pepszin, tripszin, rennin, stb.) nyerhetiink ki. A ma4j is sokféle aktivitasi enzimet tartalmaz,
ebbdl nyerhetd ki pl. a glutamat dehidrogenaz. Az allati nyersanyag mindenképpen korlatozott
mennyiségben all rendelkezésre, nagyipari felhasznalasnal mindenképpen keresni kell valami-
lyen mas forrast.

Valamivel tagabb keresztmetszet a novényi alapanyag. Torténetileg és mennyiségben is
a legnagyobb jelentségli ndvényi enzim preparatum a malata. A csirdz6 ndvényi magvak
sokféle enzimaktivitast hordoznak, ezek koziil els6sorban az amildzok (a- és B-amildz) és a
proteazok aktivitasat hasznaljuk ki. Emellett szamottevd a papain (papaja gylimolcs) és a bro-
melin (anandsz novény) termelése is.

Ipari 1éptékben egyértelmiien a legjobb megoldas a mikrobialis enzimek termelése. A
mikroorganizmusok rengeteg enzimes reakciora képesek, és ezen beliil is az egyes funkciokra
a kiilonboz6 torzsekben sokszor nagyon eltérd tulajdonsadgu enzimet hozott 1étre az evolucid.
Ha allati vagy ndvényi enzim helyettesitésére keresiink mikroba eredetiit, szinte mindig tala-
lunk egyenértékii vagy jobb enzimet megfeleld screeneléssel. A génmanipulédcio segitségével
az sem probléma, hogy az emlds enzimet mikroorganizmussal termeltessiik, erre kivalod példa
az eredetileg borjugyomorban talalhat6 rennin, a sajtgyartasban haszndlatos tejalvasztd enzim,
amit a Kluyveromyces lactis €élesztOvel gyartanak. Ma mar a fermentalt enzimek kb. 90%-a
nem természetes, vad tipust, mert

— vagy atvitték a génjét génmanipulacioval egy masik mikroorganizmusba,
— vagy fehérjemérndkséggel (protein engineering) megvaltoztattak a szerkezetét.

3. Az enzimek piaca és alkalmazasai

Az enzimeket legkiilonbozoébb teriileteken alkalmazzak, beleértve a kémiai szintézise-
ket, az élelmiszergyartast, az allati takarméanygyartast, kozmetikumok és gyogyszerek eldalli-
tasat, valamint a kutatas-fejlesztést is. Jelenleg kozel 4000 enzim ismert, ezek koziil koriilbe-
liil 200 mikrobidlis enzimtipus van nagykereskedelmi forgalomban. Ebbdl valojaban csak ko-
rlilbeliil 20 enzimet termelnek valdban ipari méretekben. Megjosolhato, hogy a biokémiai is-
meretek, a fermentacios technologidk €s az izolalasi modszerek fejlédésével egyre tobb enzi-
met fognak ipari 1éptékben eléallitani. A vilag teljes enzim igényét mintegy 12 a nagyobb
gyartd és 400 kisebb szallitd elégiti ki. A teljes enzim piac kozel 75%-4at hdrom nagy cég, a
daniai kdzponti Novozymes, az amerikai gyokerti DuPont (beleértve a 2011. majusdban meg-
szerzett dan Danisco-t), és a svdjci bazisti Roche dominélja. A piacon igen erds a verseny, ki-
csi a haszonkulcs és a technoldgiai fejlesztés dominal (a gyartasfejlesztés a gyartmanyfejlesz-
tés elott).

Az enzimek alkalmazésa a termelés volumenét is meghatarozza. A skala egyik végén a
nagy tdmegben gyartott, viszonylag olcso ipari enzimek allnak, a masik végén a kis tételben
termelt és felhasznalt, finomvegyszer jellegii innovativ anyagok (pl.: restrikcids enzimek, Tag
polimeraz). Az alkalmazas szerint az alabbi csoportok kiilonithetdk el:
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Ipari enzimek
Az ipari enzimek csaknem 75%-a hidrolitikus aktivitdsu. Szénhidratbontok, protedzok,
lipazok uraljak az ipari enzimek piacat, az értékesités tobb mint 70%-at ezek adjak. Az 1. tab-
lazat bemutatja, hogy a kiilonb6z0 ipari agazatokban milyen enzimeket alkalmaznak.
Analitika
Pl.: gliikk6z-oxidaz, alkohol dehidrogenaz, koleszterin oxidaz, foszfatazok
Orvosi alkalmazas
Pl.: aszparaginaz, sztreptokinaz, urikaz, urokindz
Kutatas, nukleinsav manipulacio
PL.: restrikcids endonukleazok, reverz transzkiptaz, DNS-ligdz, DNS-polimerazok,
Klenow enzim.

E tantargy keretében csak az ipari enzimekkel foglalkozunk

1. tablazat

Alkalrflazam Enzim Felhasznalas
teriilet
amildzok keményit6 elbontésa a feliiletkezeléshez
lipazok festék és gyantamentesités a pépesitésnél
Papi’r- € cellulazok a celluldz rostok elbontéasaval lagyitja a szalakat
cellulozipar - - — - - - —
mannanazok fényesiti a papirt a glikomannanok elbontasaval
lakkazok fehérit, fényesit
B-xilanazok elosegiti a fehéritést
amilazok keményité bevonat eltavolitasa, irtelenités
Ipari . it A .
. llulazok fehérit, fi
alkalmazasok N cellulazo ehérit, fényesit
Textilipar  pektinazok kiszabaditja a cellul6zt a ndvényi rostok koziil
Lakkazok, e o ,
gliikozoxidazok fehérit, fényesit
proteazok hidrolizalja a fehérje szennyezéseket
. elbontja a zsiradékokat, amelyek ételbdl vagy borrdl
lipazok . .
, keriiltek a ruhara
mososzerek — ——— — -
amilazok eltavolitja a keményitd szennyezéseket
. modositja a celluloz szalak szerkezetét, lagyit, élénkebb
cellulazok .
szinek
. rennin, lipazok sajtgyartas
Tejipar . ] . . . .
B-galaktozidaz tejcukor elbontasa a laktoz intoleransok szamara
- részben bontja a liszt keményitdjét, térfogatot novel, javitja
a-amilaz . g
a bélzet mindségét
. B-xilanaz javitja a tészta mindségét
Sutdipar oxidoreduktazok |fokozzak a glutén erdsségét
Elelmiszeripar lipazok fokozzak a gazbuborékok stabilitasat
protedzok csokkentik a fehérjetartalmat
amyaz, - lebontja a keményitét, ezzel édesit, tiikkrosit
amilogiikozidaz
Gyiiméleslé pektinazok lebontja a pektint, ezzel javul a 1€hozam és tiikrosit
ipar llulazok T . o .. . .
P ceTLaz0%, elésegiti a pektin hatasat, csokkenti a viszkozitast
hemicellulazok
lakkazok barnulasgatlok
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naringinaz, kesertiség szabalyozas citrusleveknél
limoninaz
a-amilaz keményit bontasa, elfolydsitasa
llulan4 o r1a o ‘s
puliuianaz, keményitélancok eldgazasainak hasitasa
Keménvits izoamildz
eményi . . ; o 1
: ary B-amildz maltéz molekulékat hasit le a keményité nem-redukald
P végérdl, maltdz szirup eldallitdsa
.. | gliikdz molekulakat hasit le a keményitd nem-redukalo
amilogliikozidaz ol el 1170
végérdl, gliikoz szirup eldallitasa
gliikdz izomeraz
. keményito bontasa, elfolyodsitasa, noveli a maltoz €s gliikoz
a-amilaz
tartalmat
pullulanaz, keményitélancok elagazasainak hasitasa, tobb erjeszthetd
izoamilaz cukor
B-gliikanaz B-gliikanok bontasa, jobb sziirhet6ség
e amiloglitkozidéz gliilkdz molekulakat hasit le a keményité nem-redukald
Soripar & végérol, tobb erjeszthetd cukor
proteazok fehérje bontas, jobban novekszik az élesztd
entozanazok T . . v a
penfozanazox, hidrolizélja a pentozénokat, javitja a sziirhet0séget
xilanazok
-acetolaktat . . N T T
geicaerbooiilzz megakadalyozza a diacetil képzodést, javitja a sor izét
xilanazok lebontja a rostokat
fitazok lebontja a fitinsavat, felszabaditja a Ca és Mg ionokat
Allati takarmany gyartas rotedzok lebontja a fehérjéket, az emésztésgatld faktorokat, javitja
P az emészthetdséget
a-amilaz lebontja a keményitdt, gyorsabban felszivodik a cukor
Szerves sokféle
N kiilonboz6 példaul enantioszelektiv szintézisek
szintézisek o
aktivitas
oxidazok,
peroxidazok, hai festés
polifenol J
oxiddzok
protein diszulfid
i azok . (s
Teai 120merazox, haj hullamositas
Kozmetikai ipar glutation
oxidazok

papain, bromelin,
szubtilizin

bér feliilet tisztitas

amilogliikozidaz,
gliikdz oxidaz

fogpasztak és szajvizek
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mosdszergyartas 37%

texdilipari

eqyéb 25% :
termekek 12%

allati
takarmany
eldallitasa
6%

kemeényitd
shtdipar 8% || hidrolizise 11%

1. abra Az enzimek hasznalatanak megoszlasa
iparagak szerint

4. Genetikai modszerek az ipari enzimek gyartasaban

A rekombinans DNS-technologiaval egyrészt tovabb fokozhaté az enzimek termelése,
masrészt olyan tulajdonsagi enzimek gyartasa is lehetévé valt, amelyek korabban nem létez-
tek. A biotechnologiai fejlesztések, mint példaul a fehérje mérndkség €és az iranyitott evoluciod
tovabbi 16kést adtak a fontos ipari enzimek gyartasanak. A biotechnoldgia fejlédése lehetové
tette a legkiilonbozObb uj aktivitast enzimek megjelenését, illetve az eddigitdl eltérd kortilmé-
nyek kozotti alkalmazasat.

4.1. Stratégiak a mikrobialis enzimek tulajdonsagainak javitasara

Az enzimek folyamatosan bdviild alkalmazasaval egylitt egyre nagyobb az igény az ed-
digieknél jobb vagy 1j tulajdonsdgokkal rendelkezd biokatalizatorokra. Az enzimek hatéko-
nyak a reakciok felgyorsitasaban, ugyanakkor nem illeszkednek mindenben a technoldgiai
folyamatokba, ezért tulajdonsagaik ,,finomhangolasara” van sziikség. Ilyen probléma lehet a
szubsztrat vagy termék inhibicid, a fehérje molekula gyenge stabilitdsa, a szubsztratspecifitas
vagy enantioszelektivitds gyengesége vagy éppen tulsagos pontossaga. A genetikai modosita-
sok igen eredményesek ezen a téren, rekombinans DNS-technikéval az enzimes technoldgia
hatékonysaga akar szazszorosara is novelheto.

Uj, illetve jobb biokatalizatorok fejlesztése nehéz és osszetett feladat (2. abra). Az en-

Rational /Semi-rational design

: Directed evolution
Metagenome screening

Microbial genomes mining
Extremophyles

|

Novel ORF | —

Libraries of variants
(mutation/recombination)

Wild-type Enzyme

Original Bioprocess Improved Enzyme Improved Bioprocess

2. abra Az enzimek fejlesztése fehérjemernoki uton
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zimek modositasanak két f6 modszere, amellyel tulajdonsagaikat a technoldgidk igényeihez
alakithatjuk: (1) a meglévo biokatalizatorok racionalis atalakitasa és (2) fehérjekonyvtarakban
kombinatorikus médszerekkel keressiik meg a kivant funkciot.

Racionalis tervezés

Ez a megkozelités a helyspecifikus mutagenezist alkalmazza, célzott aminosav-szubszti-
tuciokat, ehhez viszont a fehérje haromdimenzids szerkezetének és az enzimes reakcid me-
chanizmuséanak részletes ismerete sziikséges, amely sokszor még nem tisztazott. Azonban
mind az aminosav sorrendet, mind a térszerkezeteket gyiijtd adatbazisok intenziv boviilése se-
git lekiizdeni ezt az informaci6 hidnyt. Egy szlirprogramban azonositott 1) enzim aminosav
sorrendjének Osszehasonlitdsa az adatbazisokban tarolt tobb ezer mar ismert adatsorral lehet6-
vé teszi a hasonlo szerkezetli vagy funkcioju fehérjék kivalasztasat, a szerkezet-hatas Ossze-
fliggések vizsgalatat. A természetben is az evolucid soran az 0j enzimek az eredeti aktiv cent-
rum szerkezetének viszonylag kisebb modosulasaival (spontdn mutacidé — aminosav csere) jot-
tek létre. A homoldgian alapuld célzott valtoztatasok érinthetik egyrészt az aktiv centrumot,
alkalmassa teszik az eddigitdl eltérd szubsztratok beilleszkedésére, azaz a szubsztrat specifitas
megvaltoztatasara, masrészt a kicserélt aminosavak segitségével masfajta atmeneti komplex
jOhet létre, mas reakcidutak aktivalasi energiaja csokken, megvaltozhat az enzim funkcidja. E
fehérje mérnoki beavatkozasoknal tobb valtozatot is létrehoznak, és ezeket tesztelik. Gyakran
bebizonyosodik, hogy a természet, az evolucid ,,okosabb”, az dltalunk tervezett és 1étrehozott
valtozatok kevésbé jok, mint az eredeti, de vannak nagyon j6 eredmények is

A fehérjelancok komputeres tervezésénél elsddleges a folanc térbeli helyzetének célsze-
rli kialakitasa, és az ezt stabilizalo erdterekhez rendelik hozzéa az aminosavak sorrendjét és el-
rendezését. Ezek nagyon bonyolult és szamitdsigényes feladatok, ezeket az algoritmusokat
most kezdik alkalmazni a funkcionalis fehérje tervezésben.

A mososzer protedzokat példaul ugy fejlesztették, hogy az aktiv centrumtol tavol esé 8
aminosavat moédositottak, igy megndvekedett a mosderd valamint 100°C-on a hdstabilitas 34-
szeresre novekedett.

Iranyitott evolucio

A kombinatorikus moédszerek, mint példaul az iranyitott evolucié szdmos valtozatot
hoznak létre, amelyeket azutan tesztelni kell enantiomer szelektivitasra, katalitikus hatékony-
sagra, reakcidsebességre, oldhatosagra, stabilitdsra és mds enzimtulajdonsdgokra, de nem
igénylik az enzim és a reakcidé mélyebb ismeretét. Az iranyitott evolucioval gyorsan és olcson
létre lehet hozni a meglévd enzimek nagyszamu valtozatat. Szamos ezek koziil meghatarozott
feltételek mellett jobban mitkddik, mint a természetben eléforduld enzimek. Az irdnyitott evo-
lucid alkalmazasahoz molekularis bioldgiai technikak széles korére van sziikség, amelyek le-
hetdvé teszik a természetben eléforduld genetikai sokféleség utanzasat. Ez lehet a fehérje-ko-
doldé gén random mutagenezise kiilonb6z6 technikakkal, mint példdul a hibazo polimeraz
lancreakcid, mutagenezis ismétlodd oligonukleotidokkal, vagy mutagén kémiai szerek. A hi-

crer

crer

magasabb, mint 70%. Klonozas és expresszio utdn nagyszamu (10* - 10°) enzim véltozat jele-
nik meg, ezek vizsgalataval lehet kisz{irni a legalkalmasabbakat.

A fent emlitett megkdzelitések a nem zarjak kdlcsondsen ki egymadst, a racionalis, az
iranyitott és a random enzimfejlesztés teriilete atfed egymassal. Igy példaul iranyitott evoluci-
0s technikdk, ahol lehetséges, racionalis vagy félig racionalis modszerekkel tervezett kisebb
enzim varians konyvtarakat vesznek igénybe, hogy csokkentsék a tesztelés munkaigényét, de
an¢lkiil, hogy a jobb varidnsok megtaldlasanak valoszintiségét veszélyeztetnék. Az egyik le-
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hetdség, hogy a mutaciok célteriilete csak az aktiv centrumra (koriilbeliil 10-15 aminosav) és
a hozza legkozelebb es6 tovabbi 20-30 aminosavra terjed ki, hatdsuk ezekben a régiokban
szamottevobb. Egy masik stratégia, az igynevezett CASTing, az aktiv hely kombinatorikus
vizsgalatan alapul, amelyben az aktiv centrum két vagy harom aminosavbol all6 csoportjaival
operalnak.

Az iranyitott evolucids fejlesztés csucsteljesitménye pillanatnyilag a glyphosate-N-ace-
tiltranszferaz, amelynek aktivitasa a 10.000-szeresére, ugyanakkor, a hdstabilitdsa 6tszordsére
novekedett. Az ipari enzimek kozott elsdként (2000-ben) a Novo Nordisk LipoPrime lipaza
jelent meg a piacon.

4.2. Rekombinans fehérjék gyartasa mikroba gazdaszervezetekkel

A rekombinans DNS technologia nagyban hozzajarult ahhoz, hogy iparilag ismeretlen
mikroorganizmusok, illetve magasabb rendii szervezetek enzimeit olyan, a fermentacios
iparban jol ismert €s jol kezelhetd mikroorganizmusok segitségével allithassunk eld, mint
példaul E. coli, Bacillus subtilis és tovabbi Bacillus fajok, Ralstonia eutropha, Pseudomonas
fluorescens, Saccharomyce cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, valamint az
Aspergillus és Trichoderma fajok. Az Osszes ipari enzim mintegy 90%-4at rekombindns fehér-
jeként termelik.

Az E. coli-t tobb okbol is széles kdrben hasznaljak, rekombindns gazdaszervezetként:

» genomja konnyen, gyorsan, és pontosan modosithato
» gyors novekedés €s nagy sejtkoncentracio

» konnyen tenyészthetd olcso tapoldaton

» konnyen kiiktathato a proteaz aktivitasa

Az E. coli képes heterolog fehérjébdl akar az Osszes fehérje 50%-at is felhalmozni.
Mindemellett tobb hatranya is van, példaul nem képes poszt-transzlaciés modositasokra, haj-
lamos pirogén toxinokat képezni, illetve egyes esetekben zarvanytest (inclusion body) forma-
jéban termeli a heterolog fehérjét.

Ennek ellenére nagy fehérje koncentraciokat értek el, példaul alkalikus foszfatazbol
(PhoA) 5,2 g/l a periplazmaban, levan-fruktotranszferazbol (LFT) 4 g/l a kozegben, mas
torzzsel 20 g/1 fehérjekoncentraciot is elértek.

Az éleszté gazdaszervezeteknek tobb eldnye is van a prokaridta host-okhoz képest. A S.
cerevisiae gyorsan szaporodik egyszerli tapoldaton, nagy sejtsiirliséget lehet elérni, hajlamos a
heterolog fehérjéket az extracelluldris térbe kivalasztani, valamint a genetikaja kdnnyebben
kezelhetd, mint barmely mas eukariotaé.

Mindennek ellenére a S. cerevisiae nem mindig legjobb gazda az emlds fehérjék nagy-
iizemi termeléséhez, alkalmazdsanak megvannak a nehézségei is. Kevés az erds és jol szaba-
lyozhatd promotere, emellett hajlamos a hiperglikozilalasra, akar 6tven-szaztagi mannéz lan-
cot is raépithet a termékre, és ebben a-1,3 kotések is eléfordulnak, ami pedig antigénként im-
munvalaszt valthat ki a szervezetben.

A Pichia pastoris valt az egyik legszélesebb korben hasznalt expresszios rendszerré, ed-
dig tobb mint 700 fehérje eldallitasat irtak le ezzel az élesztovel. Szabadalmakban P. pastoris-
szal mar 30 g/l-es rekombindns fehérje termelést is leirtak. E metilotrof élesztd nagy eldnye a
S. cerevisiae-hez képest, hogy

» erbs ¢és jol szabalyozott metanol promotere van (AOX1), amely az alkohol-oxidaz

enzim mennyiségét az 6sszes oldhatd fehérje 30%-ig is képes ndvelni,

» kevésbé intenziv a glikozilacio, a hordozoé N atomokhoz rovidebb, maximum 20 egy-

ségbdl allo oligoszacharidok kapcsolodnak, és ezekben nem fordul el az a-1,3-man-
noz kotés,
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» a bevitt idegen DNS integralhatd a kromoszomalis DNS-be, igy a transzformansok
stabilizalhatok,

» sok rekombinans fehérjét képes extracellularisan kivalasztani

» gyors novekedés, nagy sejtsiiriség, és problémamentes 1éptékndvelés.

A Hansenula polymorpha metilotrof €leszté hasonld modon alkalmazhatd heterolog
génexpressziora, mint a P. pastoris. Itt a metanol-oxiddz gén promoterét hasznaljak az idegen
gének kifejezésére. A P. pastoris AOX1 génjéhez hasonloan a H. polymorpha MOX génje is
erdsen ¢és szabalyozottan expresszalddik, az enzim mennyisége elérheti a Osszes sejtfehérje
akar 37%-at is. Alapvetd kiilonbség, hogy a MOX gén expresszioja szignifikdnsan derep-
resszalodik gliikoz hidnydban vagy gliikéz limitben, és forditva, nagy gliikoz koncentracid
mellett (pl. a sejtszaporitasi fazisban) a MOX promoter szabalyozasa megszlnik.

A harmadik nagy rendszertani egység, a fonalas gombak esetében a rekombinans hete-
rolog fehérjék termeltetésére irdnyuld molekuléris genetikai technikdk mar sokkal bonyolul-
tabbak ¢és faradsagosak, mint az élesztok esetében. A gének bevitele, vagy eltdvolitdsa még
mindig nehézkes, bar néhéany teriileten sziilettek eredmények, pl.: a restrikcids enzim mediélt
integracio, és az Agrobacterium tumefaciens TI plazmidja 4ltal kozvetitett atalakitasok. Az el-
ért fehérjekoncentraciok rendszerint alacsonyabbak, mint mas gazdaszervezetekkel.
ficiens torzsek létrehozéasat, multikopids génbevitelt, az erés penész promoterek, hatékony
szekrécios szigndlok azonositasat. Kevesebb figyelmet forditottak a glikozilaciora. Bar hiper-
glikozilaci6é nem 1ép fel, de rovid manndz lancok kialakulnak a fehérjén.

Néhany ipari enzim forras- és gazdaszervezetei:

AQUAZYM ULTRAR (amil4z) Bacillus stearothermophilus — B. licheniformis

PENICILLIN ACILASER E. coli multikopias plazmid,

RENNIN (protedz, sajtgyartasban) borjigyomor — E. coli (Pfizer, USA)
borjugyomor — B. subtilis (Genencor, USA)
borjugyomor — Kluyveromyces lactis (DSM, NL)

NATURPHOSR (fitaz) Asp. niger — Asp. niger (genomba)

PURADAXR (mosészer cellulaz)  Bacillus BCE103 — B. subtilis

CD-glikozil-transzferaz (ciklodextrin) Klebsiella pneumoniae — B. subtilis

5. Enzim fermentaciok

Tenyésztés

A mikrobidlis enzimek elallitdsdnak altalanos technikéja a levegdztetett szubmerz fer-
mentacio, emellett régi technologiaként, vagy mas folyamatokkal sszekapcsolva eléfordul-
nak feliileti, illetve SSF (solid state fermentation = szilard fazisu fermentacid) eljarasok is
(pl.: pektindzok, hemicellulazok gyartasa mezdgazdasagi hulladékokon, korpéan, répaszeleten,
stb.).

A szubmerz fermentacion beliil a szakaszos, rataplalasos, folytonos technika egyarant
eléfordul. Ennek megvalasztasat a miiszaki paramétereken kiviil az anyagcsere is befolyésol-
ja: induktiv enzimek gyartasanal az induktor bevitele rataplalast igényel. Sok fontos enzim
nem konstitutiv, csak akkor termelddik, ha a mikroorganizmusnak sziiksége van ra. Alapeset-
ben az induktor maga a szubsztrat, ennek adagoldsaval lehet kivaltani az enzim termel6dését.
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Igy az amilazokat — keményitdvel, az invertazt — szacharézzal, a B-galaktozidazt — laktoz-
zal a gliikoz-izomerdzt — xilozzal (xilan, korpa formajaban) lehet indukalni.

A masik anyagcsere jelenség, amely a fermentacios technikat is befolyasolja a katabolit
represszid. A sejtek a legkdnnyebben hasznosithato szénforrast, a gliikkdzt preferaljak, ennek
jelenlétében az egyéb anyagcsereutakat ledllitjak. Sok esetben a mikroba szaporodasahoz
adott gliikoz lefékezi az enzim termelést. Ekkor a folyamatot tobb szakaszban hajtjuk végre, a
sejtszaporitds utdn olyan koriilményeket teremtiink, hogy gliik6z hianyaban ne ndvekedjen,
hanem enzimet termeljen a tenyészet. Ezt tobbféleképpen is megoldhatjuk. Lehet példaul a
gliikkézt olyan kis adagokban beadni, hogy a koncentracio folyamatosan a limitalo tartomany-
ban maradjon. Lehet ezen kiviil a mikroba szdmara nehezen hozzaférhetd szubsztratot adni,
amit csak egy lassu enzimes bontéas utan tud hasznositani (laktéz, keményitd, manndz, glice-
rin, stb.), vagy adenil-ciklaz regulaciés mutansokat izolalni.

Az ipari enzimek olcs6 tomegtermékek, igy a tervezok igyekeznek a késziilékek kapaci-
tasat a miiszakilag elérhetd maximumra ndvelni. Ez a kevert, levegdztetett fermentoroknal
tobb szaz kobméteres térfogatot jelent.

A levegdztetésre, oxigén ellatasra nincs altalanos szabaly, egyes enzimeket oxigén li-
mitben allitanak el6 (pl. glikdz izomerdz, penicillin acildz), masokndl intenziv levegdztetés
szlikséges (pl. proteazok).

Feldolgozas

A tisztitas folyamatat az enzim forrésa, a fehérje tulajdonsagai, és az alkalmazas koriil-
ményei hatarozzak meg. Célszeri minden tisztitasi miivelet utan vizsgalni a kapott 0sszes en-
zimaktivitast (U) és a fajlagos aktivitast (U/mg). Az elsd valtozasabol a kihozatalt, a méasodik-
bol a tisztitasi tényezo6t hatarozhatjuk meg.

Az alapkérdés, hogy a termelt enzim a sejten beliil marad (intracellularis) vagy a mikro-
ba kivalasztja a fermentlébe (extracellularis). Az elébbi esetben a sejttomeget fel kell tarni, ez
plusz egy bonyolult miivelet a feldolgozasi
technoldgidban. Ennek elkeriilésére célszert
a fehérjét Ugy manipuldlni, hogy egy
megfeleld indité szakaszt (szignal peptid,
leader sequence) épitenek az elejére, aminek
segitségével az enzim a sejt sajat fehérjéihez
hasonldan ki tud 1épni a sejtmembranon. A
homogén oldatb6l a célterméket, az
enzimfehérjét kell izolalni a kivant formaban
€s tisztasdgban. A fehérjék tisztitdsanak
jellemzd miiveletei:

Kicsapas - kis6zas, oldoszeres kicsapas
(IEP)

Kromatografia — ioncsere, adszorpcios,
néha affin- és gélkromatografia

Ultrasziirés — koncentralas, diasziirés
A teljes tisztasag a nagy tomegben gyartott
olcso ipari enzimeknél nem kovetelmény,
csak a zavard idegen aktivitasoktol és gatlo
anyagoktodl kell megszabadulni. Inert, aktivi-
tassal nem rendelkezd fehérjék és mas anya-

gok jelenléte altalaban nem zavaro. A végso ; T o ~ TN e
formuldzasnal olyan enzim preparatumot kell 3. dbra Folyékony enzim prepardtum gyadri
létrehozni, amelyben biztositott az enzimak- kiszerelésben
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tivitas megorzése a szavatossagi idon beliil, masrészt a technologidban valo felhasznélds
egyszerien, beméréssel vagy oldassal megvaldsithatd. A szilard preparatumok gyartdsanal az
oldészer maradékat szaritassal (fluid agyas, porlasztva szaritd, dobszaritd) tavolitjak el. A
kapott porszerli anyag tulajdonsagait is be kell allitani granulalassal vagy mikrokapszuldzéssal
(a szall6 finom por allergiat, vagy mas megbetegedést okozhat).

A szilard termék eldallitasa koltséges, €s csokkentheti az aktivitast, emiatt inkabb
stabilizalt oldat formajaban hozzak forgalomba az enzimet (3. abra).

6. Ipari enzimek

Az ipari 1éptékben termelt enzimek szinte mind hidroldzok. Ezen beliil a szubsztratok
szerint célszerll csoportositani az egyes készitményeket.
» Szénhidratbont6 enzimek (ez a keményitdipar kapcsan is tananyag volt)
» Proteazok (pH optimumuk szerint lugos, semleges €s savas proteazok)
» Lipazok

6.1. Amilazok

Az amildzok a keményité hidrolizisét katalizaljak egyszeriibb cukrokka. Az emberi
szervezetben amilazt taldlunk az emberi nyalban, ezzel kezdddik az emésztés folyamata. A
hasnyalmirigy szintén alfa-amilazt termel, amely a taplalék keményitéjét di- és triszachari-
dokka bontja. A ndvények és mikroorganizmusok is termelnek amildzokat. Eppen a diasztaz
amilaz volt az els6 enzim, amit Anselme Payen felfedezett és preparalt 1833-ban. Valamennyi
amildz az a-1,4-glikozidos kotéseket hidrolizalja.

A mikrobidlis enzimek az elsé nagy attorése az élelmiszeriparban a korai 1960-as évek-
ben tortént, a gliikkoamilaz piacra vitelével, amely lehetdvé tette a keményitd lebontasat glii-
kézza. Azdta a gliikoz termelés teljes egészében atvaltott a hagyomanyos savas hidrolizisrdl
az enzimes hidrolizisre. Osszehasonlitdsképpen, az enzimes hidrolizis a gz kéltségeket 30, a
hamutartalmat 50 és a melléktermékek mennyiségét 90 szdzalékkal csdkkentette a régi savas
eljarashoz képest.

1973 6ta a keményitd-feldolgozo ipar az enzimek egyik legnagyobb felvevd piacava
nétte ki magat. Az édesitd szirupok gyartasanak minden fazisaban (folydsitas, cukrositas €s
izomerizacid) enzimeket hasznalnak.

Az amildzok forgalma az enzim piac kozel 25 %-at teszi ki. Az iparban a mikrobialis
amilazokat hasznaljak szélesebb korben, mivel sokkal stabilabbak, mint a novényi és allati
eredetli amildzok. A mikroorganizmusok hasznalatanak nagy elénye a gazdasdgos tomegter-
melés, és a mikrobdkat egyszeriibb genetikailag manipulalni.

A fontosabb amilazok:

6.1.1. a-amilazok

a-amildz, folydsité enzim: endo-amildz, a keményitd lancok belsejében, véletlenszeriien
az a(1-4)-glikozidkotéseket hasitja, a terméke amildéz szubsztrat esetén maltotriéz és maltdz,
amilopektin esetén dextrin, maltoz €s gliikkdz. A folyositd nevet azért kapta, mert hatasara a
nagyon viszkozus elcsirizesitett keményitd elfolyosodik, a bontastdl a viszkozitas dramaian
lecsokken. A keményitdlanc tetszéleges pontjat képes megtamadni, ezért gyorsabban bont a
csak lancvégen dolgozd enzimeknél.

A hidrolizishez legalabb harom egymas mellett all6 a(1-4)-kotésti D-gliikoz egységre
van sziikség. A hidrolizis sebességét vizsgalva az enzim a linedris amil6z lancokat hasitja a
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leggyorsabban. A bontas nagymértékben lelassul a szubsztrat polimerizacidéfokanak csokkené-
sével. Az amil6z lanc hidrolizise két szakaszbol all. EIobb a kevéssé rendezett spiralis szaka-
szokbol 6-8 gliikozbol allo oligomerek képzddnek, majd ezek kisebb sebességgel malt6zza és
maltotriozza hasadnak. Végiil a maltotrioz még lassabban tovabb hidrolizalddhat maltozra és
gliikozra. A képzddott termékek mind a-konfiguracidoban véalnak szabadda. Az a-D(1-6)-os
eldgazasokat is tartalmazd amilopektin enzimes hidrolizise hasonld, de két elagazas kozott
csak akkor hasadnak fel az a(1-4)-es gliikkozidos kotések, ha legalabb hat gliikoz egységbdl al-
16 lineéris szakasz all rendelkezésre. A teljes mértékli lebontaskor a maltoz és gliikoz mellett
5-15 glikoz egységbdl allo és 1-2 elagazast tartalmazd oligomerek, Un. a-hatardextrinek is
keletkeznek.

' — glitkoamilaz
' — a-amilaz
'. pullulanaz

S— - B-amilaz

@ Mem redukald lancvég
(O Redukéldlancvég

4. abra A keményitobonto enzimek tamaddspontjai

Az o-amildz az allatvilag alapveté emésztdéenzime, de eléfordul mikroorganizmusok-
ban, ndvényekben, gombdkban is. Ipari szempontbol azok a mikrobak érdekesek, amelyek
extracellularis enzimet termelnek:

o Aspergillus oryzae e Bacillus licheniformis
o Aspergillus niger e Bacillus amyloliquefaciens
e  Mucor nemzetség e Bacillus subtilis

A termel6 organizmusnak megfeleléen sokféle enzimtipus létezik.

Bakterialis a-amilazok: pl. B. amyloliquefaciens, B. licheniformis termeli. Igen magas
héfokon (90-105 °C) is hasznalhatdk, tobb ordig megdrzik aktivitdsukat. Aktivitdsukhoz, sta-
bilitasukhoz Ca** ionok jelenlétét igénylik. Miikddésiik optimalis pH tartomanya 6.7-7.0 kozé
esik. Moltomegiik ~50 kDa, de hajlomosak a dimerizalodasra.

Penészgomba o-amildzok: a legjelentdsebb enzimforrasok az Aspergillus torzsek (A.
oryzae, A. niger). Ipari célra altalaban az Asp. oryzae torzs altal termelt készitményeket hasz-
naljak. Moltomegiik 50-60 kDa koriili, pH optimumuk 5-6 k6zé esik. Aktivitasuk 55-60 fokig
novekszik, efelett bomlanak. Ca?* és Na* ionokkal aktivalhatok.

Novényi a-amildzok: Ipari szempontbol a malatazott arpa a legfontosabb enzimforras.
A nem csirdztatott gabonaféléknek nincs a-amildz aktivitdsuk. A malata amildz optimalis re-
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akcidkoriilményei a penész enzimekre hasonlitanak, annyi eltéréssel, hogy a pH optimum 4,7-
5,5 kozé esik.

Az amilaz termeld Bacillus torzsek enzim termeld képességének javitasdban a klasszi-
kus indukalt mutacids-szelekcios modszerek is jelentds eredményeket hoztak, a kinyert aktivi-
tas 50-100-szorosara novekedett.

Az amilazok fermentacios eldallitdsanal két alapvetd anyagcsere szabalyozéasi mecha-
nizmust kell szem el6tt tartani. Az amilaz induktiv enzim, termel6dését a szubsztrattal, azaz
keményitdvel lehet indukalni. A masik a katabolit represszio, azaz gliikoz jelenlétében nem
indul meg a keményitd hasznositds. A fermentacio soran tehat a kezdeti gliik6z szénforrés el-
fogyasa utan keményité adagoldsaval indithatjuk el az enzim termelést.

A technoldgia tehat rataplalasos szakaszos fermentacid, nagy térfogati (100-150 m?),
levegdztetett fermentorokban.

Felhasznalads

Az a-amilédzokat sok iparagban alkalmazzk, csak felsorolasszertien:

Keményitdipar, a keményit6 lebontasa maltodextrinekké, glikk6zza, izocukorra (Terma-
myl, 1d. késébb).

Soripar, gabonaszesz gyartasa, a malata aktivitasanak kiegészitésére

Textilipar, irtelenités - a szalakat a technologia egyik fazisdban keményitd bevonattal
védik, késdbb ezt emésztik le az enzimmel. Az irtelenitd enzim eldszor a malata volt, majd
1917-ben probaltak ki az els6 baktérium amilézt. Majd 1950-ben a NOVO-NORDISK hozott
forgalomba egy olcso, stabil, kemikalidkra nem érzékeny, nagy aktivitdsu B. subtilis enzimet
AQUAZYM néven. A tovabbfejlesztés soran a B. stearothermophilus enzimét valasztottak,
mert nagy a hdstabilitasa és széles a pH optimuma, de a torzs kis mennyiségi enzimet termelt.
Ezért az enzim génjét B. licheniformisba klonoztak (nem patogén, maga is amilaz €s protedz
termeld), ez az Gjabb termék az AQUAZYM ULTRAR,

Moso- ¢és tisztitoszerek: a mososzerek detergens tartalma a csak zsiros jellegli szennye-
zések eltavolitasara alkalmas. Mds anyagu szennyezések, fehérjék és szénhidratok esetében
nem hatékonyak. A ruhanemii és az edények viszont rendszeresen szennyezodnek étellel és a
testfeliilet anyagaival — ezek foként fehérjébol és keményitdbdl allnak. Ezért a megfeleld tisz-
titdshoz fehérje- és szénhidrat bont6 enzimeket is adagolnak a termékekbe.

6.1.2. Maltamilazok

6.1.2.1. [-amiliz

Ez az enzimcsoport a keményitd lancok nem redukald végérdl maltoz egységeket (glii-
koz(1-4)gliikoz diszacharidokat) vag le. Legrovidebb szubsztratja a maltotetradz (4 gliikoz
egység), a maltotridzt csak nagyon kis sebességgel bontja.

Az a- és B-amildzok nevében a gordg betlik nem a szubsztrat molekulara utalnak, hi-
szen mindkét enzim a keményitd a(1-4)-es glilkozidos kotéseit hidrolizalja, hanem a termékek
térallasara. Az a-amilazokndl a lanchasitas utan a redukélo lancvégén 4ll6 pirandz gytiris glii-
koz -OH csoportja marad o (axidlis) térallasa, a B-amildzoknal viszont a keletkezd maltozé 3
(ekvatorialis) helyzetli. Ez természetesen csak a keletkezés pillanataban igaz, oldatban azon-
nal megindul a mutarotacid és lassan kialakul a két forma egyensulyi dsszetételli keveréke.

Az a- és B-dextrinek elnevezése a 1étrehozd enzimek specifitasabol vezethetd le. Az a-
amilazok termékei az a-dextrinek, olyan kis oligoszacharidok, amelyeknél a redukal6 lancvég
o térallasu, és csak egy-két eladgazas van a molekula belsejében. Mivel az a-amildz vagasahoz
legalabb hat egységnyi linearis szakasz sziikséges, az elagazasi pontoknal még legalabb
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harom gliik6znyi lancvég marad. Az a-amildz egyarant megroviditi az elagazd cukorlancok
redukalo és nem-redukalo szarait, igy az a-dextrinek Y vagy K alakuak.

A B-dextrinek, masnéven hatardextrinek a maltamildzok vagy amilogliikoziddzok haté-
sara jonnek létre. Ezek az enzimek csak a nem-redukald végek feldl kozelitik meg az elagaza-
si pontokat, de a redukal6 oldalra nem tudnak atlépni, az a szerkezeti rész érintetlen marad.
Ezek az enzimek dnmagukban csak az amilozt tudjak teljesen lebontani, az amilopektin bon-
tasa az elsd elagazasnal ledll. A keményitd szemcse réteges szerkezetét tekintve lathato, hogy
igy csak egy-egy zonat lehet lebontani, az amorf rétegek eldgazo fiirtds szerkezete valtozatlan
marad. Nagy dextrin molekula keletkezik, amely ldncai végén valtozatlanul tartalmazza az
Osszes (1-6) kotést. Ezért a teljes hidrolizishez az amilazok kombinalt alkalmazasara van
sziikség.

UG
crystallinely AYUY |,
lamellae ||

(VWYUK
amorphous V" ¢
lamellae

amarphous growth ring

5. dbra A kemeényitoszemcse szerkezete

A B-amilazok elsdsorban a magasabb rendli névényekben fordulnak eld, de szamos
mikroorganizmus is termeli. Kristalyos forméban is eléallitottdk gabonafélékbdl (buza, arpa,
malatazott arpa, rizs) valamint sz6jabol és batatabol (édesburgonya). A mikrobak kozétt jelen-
tds mennyiségli extracelluldris amildzt termel a Bacillus polymyxa, B. megaterium, B. cereus,
B. circulans, valamint néhany Streptomyces és Pseudomonas faj. A kiillonbozo eredetli enzi-
mek tulajdonsagai jelentdsen eltérnek. A novényi enzimek molekulatomege nagy, 80-250
kDa, mig a baktériumoknal csak 35-60 kDa. A pH optimum is eltérd, 4,8-5,2 illetve 6,0-7,0
koz¢é esik. A hémérséklet optimum viszont hasonld, 45-55 °C. Aktivitasuk tovabb né 60-65
fokig, de ezen a h6fokon mar gyorsan inaktivalédnak.

Felhasznalds

Igen nagy mennyiséget haszndlnak fel maldta formdjaban a sorcefrézésnél és a gabona-
szesz gyartasanal. Régebben a tisztitott enzim preparatumot is ebbdl az olcsod alapanyagbol
szamara nagy tételben allitanak el maltdz szirupot (HMS = high maltose syrup) keményito-
bdl. Ennek megvan az az elénye a tobbi cukor oldathoz képest, hogy hé hatasara nem barnul,
nem karamellizalodik.

6.1.2.2. Maltogén a-amilazok
Ezek az enzimek az eldbbiekhez hasonldan maltdéz egységeket vagnak le a keményitd
nem-redukdlo lancvégérdl, de a termék téralladsa o marad. A két maltdz izomer kozotti kii-
l6nbség oldatban fokozatosan eltiinik a mutarotacio jelensége miatt, a két forma egymasba at-
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izomerizalodik, és egyensulyi 0sszetételli elegyiik alakul ki. A mechanizmusnak megfeleléen
az a-maltoz mellett B-hatdrdextrinek keletkeznek.
Az iparban altaldban penész eredetli enzimeket haszndlnak.

6.1.3. Amilogliikozidaz, gliikoamilaz

Az amilogliikozid4dz (szinonim nevei gliikoamildz, y-amildz) exoenzim, a keményitd
letes, az a(1-4) kotések mellett hidrolizalja az a(1-6) és a(1-3) kotéseket is, de nagysagren-
dekkel lassabban. Igy, ha lassan is, de 6nmagéban is képes a keményité teljes elbontasara glii-
koézza. A gyakorlatban a hidrolizisid6 leroviditése érdekében mégis az a-amildzzal eldbontott
keményitd tovabbi bontasara alkalmazzak. A reakciosebességek Osszehasonlitdsabol kitlnik,
hogy minél rovidebb a cukorldnc, annal lassabban megy hidrolizis (2. tablazat).

2. tablazat Amiloglikozidaz hidrolizis sebességének
dsszehasonlitasa kiilonbozd szubsztratokkal

Szubsztrat (kotés) Reakcidsebesség, %
maltopentéz (1-4) 100
maltotetraoz (1-4) 77
maltotrioz (1-4) 36
maltéz (1-4) 10
izomaltopent6z (1-6) 23
izomaltotetradz (1-6) 1,5
izomaltotriéz (1-6) 0,8
izomaltoz (1-6) 0,13
pandz (1-6) 7,3
nigeroz (1-3) 0,11

Amiloglikoziddzok az allati szovetekben (maj, vékonybél), élesztd és penészgombak-
ban, valamint baktériumokban egyarant el6fordulnak. Ipari szempontbdl is a legjelentdsebb
enzimforras az Aspergillus niger, emellett gyartjdk Asp. awamori, €s Rhysopus nigricans tor-
zsekkel is.

A gliikoamilazok gliikoproteinek. Az Aspergillus niger enzime jelentds mennyiségi
mannozt tartalmaz. A torzs két izoenzimet termel, nagyobb mennyiségben a 97 kDa moltome-
glit, kisebb mennyiségben a 112 kDa-osat. Stabilis miikodési tartomanyuk 40-60 °C kozé
esik, efolott ez az enzim is gyorsan inaktivalédik. A pH optimum 4,5-5,0, a két izoenzim izo-
elektromos pontja 3,4 és 4,0.

A penésztorzsek szubmerz tenyésztése kiszoritotta a régebben (1970 el6tt) még alkal-
mazott feliileti technologidkat. Az enzim indukcio €s a katabolit represszid ennél a technologi-
andl is miikodik. Gliikéz, laktdz, de még a glutaminsav jelenléte is fékezi az enzimtermelést.
Ezért célszeri a folyamat sordn szénforrast cserélni, a gliikoz utan keményitét és/vagy
dextrint adagolni. A fermentacios id6 a fonalas gombaknal megszokott 4-5 nap, de rataplala-
sos technikaval 10-12 napig is elnyujthato.

Felhasznalds

Iparban az elfolydsitott keményitd cukrositasara hasznaljak. F6 alkalmazési teriilete a
bakterialis a-amildzzal egylitt a keményit6bdl kiinduld enzimes gliikoz gyartas. A gliikkoz az
¢lelmiszer és fermentacids ipar fontos alapanyaga és kozbensd terméke (izocukor gyartas,
szorbit gyartas, fermentacios technologidk szénforrasa, szeszgyartas). A gliikkdz gyartason ki-
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viil felhasznaljak kiilonleges Gsszetételli keményitdszirupok és diabetikus készitmények eldal-
litasara, a sorlét zavarossa tevO dextrinek eltavolitasara.

6.1.4. Pullulanaz, izoamilaz

A pullulanaz (EC 3.2.1.41) egy amilolitikus gliikandz enzim, amely az (1-6)-a-D-gliiko-
zid kotések hidrolizisét katalizélja a pullulanban, amilopektinben ¢és glikogénben, ¢és ezek a-
¢s B-hatardextrinjeiben (debranching enzyme = elagazast megsziintetd enzim).

A név onnan szarmazik, hogy eredetileg a Pullularia pullulans nevii mikrobaban fedez-
ték fel. A torzs tartalék tdpanyaga a pullulan, ami a(1-6) kotésekkel polimerizalt gliikkoz. En-
nek visszabontdsara, mobilizalasara termeli a pullulanazt.

A késobbiekben a Klebsiella aerogenes (mai nevén: Aerobacter aerogenes) altal termelt
enzimet vizsgaltak, termelték, és engedélyezték élelmiszeripari célokra.

Emellett szamos olyan torzsben is kimutattak, amelyek egyéb amilazokat is termelnek.
gy megtalaltak élesztékben, a prokaridtak kozott pedig Pseudomonas, Streptomyces, Clostri-
dium és Bacillus fajokban. Ez utobbiak koziil sokat foglalkoztak a B. cereus, B. acidopulluly-
ticus, B. stearothemophilus, B. circulans, B. polymyxa, B. sectorramus, B. cereus enzimeivel.
Mivel az izoamilazokat rendszerint méas enzimekkel, altaldban amilogliikoziddzokkal egytitt
alkalmazzak, az ipari technoldgidkhoz célszerli olyan enzimeket valasztani, amelyek pH ¢és
hémérséklet optimuma azonos vagy nagyon kozel all egymashoz. A glilkoamildz mitkddési
paraméterei 50-60 °C és pH=4,5-5,0. Tehat a semleges vagy gyengén lugos kdzegben miiko-
dd izoamildzok nem jonnek szamitdsba. A savas tartomanyban milkodik viszont a Pseudomo-
nas amyloderamosa, a Bacillus acidopullulyticus €s a Bacillus sectorramus enzime. Ezek ko-
zll is a magasabb hdmérsékleten aktiv enzim alkalmazésa elonyos. Mivel a termeld organiz-
musok produktivitdsa vagy mas tulajdonsagai nem mindig megfeleldk, ilyenkor célszerii a jo-
nak bizonyult enzim génjét inkdbb mas fajba klonozni és igy megoldani a gyartast. A B. subti-
lis emberekre nem patogén €s nem toxikus, €s hasznalata a multban €lelmiszeripari enzimek
termelésében biztonsagosnak bizonyult. Ezért gazda szervezetiil egy genetikailag modositott
B. subtilis torzset véalasztottak, amely nem sporaképz0, proteaz-hianyos, amilaz negativ és sur-
factin negativ. Ebben expresszaltdk a B. acidopullulyticus-bol szdrmazo6 pullulandz (pulC)
gént. Ez a génmanipulalt B. subtilis altal termelt pullulanaz megkapta a GRAS (generally rec-
ognised as safe) mindsitést. A génmanipulacioval azt is elérték, hogy az eredetileg induktiv
enzimek (induktor: pulluldn, izomalt6z) konstitutivva véltak, az enzimtermelés allandéan fo-
lyik.

Felhasznalas
Az eddig targyalt amildzok egyike sem volt képes az amilopektin elagazasaindl taldlhat6 az
a(1-6) kotések elfogadhatd sebességli bontasara. A pullulanazt és a hasonld enzimeket éppen
erre hasznaljdk. Hatdséara az elagazasok eltlinnek, minden dextrin linedrissa valik és ezzel az
exoamildzok teljesen le tudjék bontani a keményit6t. Az elagazas-bontd enzimeket a hidroli-
zis masodik szakaszaban, az amilogliikozidazzal egyiitt alkalmazzak.

6.1.5. Gliikoz és izocukor eldoadllitas

A keményitdbdl sok értékes termék allithato eld. Ezen a téren komoly munkat fektettek
egyrészt az enzimek kutatdsaba, masrészt a technologiai folyamatok fejlesztésébe. Az enzi-
mek idedlis katalizatorok a keményitdiparban hatékonysaguk, specifitdsuk és az enyhe reak-
ciokorilmények (hémérséklet, pH) miatt. Ilyen koriilmények kozott kevesebb melléktermék,
kellemetlen iz és szinanyag képzddik. Emellett az enzimes reakciok kdnnyen szabéalyozhatok
és a kivant konverzio elérésénél leallithatok.
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Idérendben az elsd enzim készitmény a glilkoamiladz volt, ami teljesen lebontja kemé-
nyitot glikozza. Megjelenése utdn a teljes keményitd ipar teljes egészében atvaltott a hagyo-
manyos savas hidrolizisrdl az enzimes hidrolizisre. Az 0j technologia tisztabb terméket, na-
gyobb hozamot ¢s konnyebb kristalyositast eredményezett.

A masodik 1épés 1973-ban a rogzitett gliikdz izomeraz megjelenése volt, amely lehetové
tette a nagy fruktoz tartalmua szirup (HFCS = high fructose corn syrup, magyar neve: izocu-
kor, izoszorp) ipari gyartasat. Ez volt az a nagy attorés, ami egy tobb milliard dollaros iparag,
a HFCS termelés sziiletéséhez vezetett az USA-ban.

6.1.5.1. Enzimekkel modositott keményitok

Megfeleld enzimek és a megfeleld reakciokoriilmények kivalasztasaval a keményitobol
sokféle értékes termék allithatd eld, amelyek az élelmiszeripar szinte barmely konkrét igényét
ki tudjak elégiteni. A kiilonb6zo 6sszetételd, illetve fizikai tulajdonsagu szirupokat és modosi-
tott keményitdket sokféle élelmiszer, liditok, cukraszdai, husipari, siitdipari termékek, fagylal-
tok, martasok, bébiételek, befottek, lekvarok gyartdsanal hasznaljak fel.

A hidrolizalt keményitdt sok fermentacids tapoldatban hasznaljak, mint konnyen meta-
bolizalhat6 cukrot. Viszonylag olcsé szénforrasként alkalmazhato ipari alkohol, primer meta-
bolitok, enzimek eldallitasahoz.

6.1.5.2. Glikoz szirupok igény szerint

Gliikoz szirupokat kiilonb6zé névényekbdl (buza, kukorica, tapioka, manidka és burgo-
nya) kinyert keményit6 hidrolizisével kapunk. A hidrolizis mddja és mértéke alakitja ki a vég-
sO szénhidrat Osszetételt, ezaltal az anyag funkciondlis tulajdonsagait. A hidrolizis mértékét
altalanosan a dextroz egyenértékkel jellemzik.

A dextréz (gliikoz) egyenérték a cukrok redukald képességén alapul. A gliikoz aldehid
csoportja miatt onmagéaban egy redukald cukor. Viszont a keményitd lancaba épiilve az (1-4)
kotések miatt elveszti redukald képességét, csak a lanc egyik végén (=redukald lancvég) 1évo
egyetlen gliik6z képes redukalni. A hidrolizisnél forditott folyamat megy végbe: a keményitd
molekula minden hasitasanal két lancvég, egy redukalé és egy nem-redukald vég jon 1étre. Igy
a redukalod csoportok szaméanak novekedésével jellemezhetjiik a folyamat elére haladésat.
Definicio:

DE =100- [ elbontott glikozid kotések szama )

kezdetben jelen volt sszes glikozid kotések szama

DE = 100- [redukalo cukor, gliikkozban kifej ezve]

teljes szénhidrat mennyiség

Ertéke tehat a kiinduldsi keményiténél gyakorlatilag nulla, a teljes bontasnal, amikor
mar csak szabad gliikdz van jelen, 100. Egy maltéz oldat DE értéke értelemszertien 50. A DE
forditott ardnyossagban all az oligoszacharidok polimerizacids fokaval: atlagos tagszam =
100/DE.

Az irdnyitott enzimes hidrolizissel jol meghatarozott cukor spektrumi hidrolizatumok
allithatok eld. Az elcukrositott levek Osszetételét kromatografids technikdkkal analizaljak. A
HPLC ¢és GPC (gélpermeécids kromatografia) elemzések megadjak az oldat molekulatomeg-
eloszlasat és a teljes szénhidrat-osszetételt. Igy pontosan jellemezheté és szabvanyosithato
egy termék, példaul a maltéz szirup (HMS=high maltose syrup) Osszetétele és tulajdonsagai.
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Ezek a modszerek  pontos
Osszetételt adnak, de a gyakorlat
szempontjabél a mindsitéshez
sokszor  elegendd  kozvetett
paraméterek, mint példaul a
viszkozitas mérése.

6.1.5.3 Technologia

A modern enzimes miivele-
tek a kukorica nedves Orléses fel-
dolgozési technoldgiajaba épiil-
nek be. Bar ez mar kiforrott tech-
nologia, még mindig folynak ku-
tatdsok az enzimes atalakitas ki-
hozataldnak ¢és hatékonysaganak
javitasa érdekében.

A keményitd feldolgozasa-
nak a fo6 1épéseit a 6. dbra mutatja
be. Az enzimes lépések az alab-
biakban keriilnek bemutatasra.

Folyositas

A legelterjedtebben felhasz-
nalt nyersanyag a kukorica kemé-
nyitd, ezt koveti a buza, a
tapioka €s a burgonya. Mivel a

Starch

Glycoamylase/
pullulanase

Glucose

e, —Pp

Slurry preparation

Liquefaction Maltadextrins

Saccharification

Maltase syrups

Glucose syrups

Purification

Mixed syrups

Isomerization

m e

6. dbra A kemenyité feldolgozasanak a fo lépései

nativ keményitd az alfa-amilaz hatdséara csak lassan bomlik le, a 30-40% szdrazanyag tartalmu
szuszpenziot elobb a homérséklet emelésével elcsirizesitik. A hozzdadott hdstabil bakterialis
alfa-amildz megkezdi a keményitd lancok darabolasat (folyositas), ezzel a tovabbi enzimes

bontast is lehetové teszi.

A miivelet kivitelezését mechanikailag is ki kell dolgozni, mert a csirizes keményitd
szuszpenzid rendkiviil viszkozus, a szokdsos keverdk a szokasos teljesitményfelvétellel nem
képesek atkeverni a reaktort. A keverd rendszert inkabb dagasztasra kell méretezni, mint ke-
verésre. A folyositds miivelete onnan kapta nevét, hogy ez az 6Oriasi viszkozitds az enzim hoz-
zdadasara rovid id6 alatt (0,5-1 perc) dramaian lecsokken, a keményitd ,.elfolyosodik”. A ke-

Starch water 30-35% dry matter

pH = 4.5-6

0.4-0.5 kg

I S
/105 & W°F) / ominutes

Jet cooker

'y

To saccharification

95 °C (203 °F) / 2 hours

I

7. abra A folyositas berendezései
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verds (szakaszos vagy folyamatos iizemii) reaktorok alkalmazasat meg lehet keriilni, ha foly-
tonos lizemben gdzinjektoros fiitést (jet cooker) alkalmaznak.

A legtobb lizemben a keményitd elfolyositasa egyszeri enzimadagoléssal, gézinjektoros
flitéssel zajlik (7. abra). A hdéstabil alfa-amilazt hozzaadjak a keményitd szuszpenzidhoz, azu-
tan ezt szivattyval dtnyomatjak a gdézinjektoron. Itt éles g6zt nyomatnak a folyadékba, ami
lekondenzalva felemeli a hdmérsékletet kb. 105 fokra. Az elegy ezutan egy hdszigetelt csoki-
gyon halad keresztiil — ez a hontartasi szakasz — ahol az 5 perces tartozkodasi id6 elégséges az
elcsirizesitéshez €s elfolyositashoz. A részben elfolydsitott keményitd szuszpenzidt egy ex-
panzids szelepen keresztiil atmoszférikus nyomadsra engedik ki. Ennek sordn a folyadék egy
része elparolog, fotomege pedig 90-100 °C-ra hiil. Ezen a homérsékleten kevertetik tovabb
egy-két oran at, amig az enzimes hidrolizis el nem éri a tervezett DE értéket.

Az enzim hidrolizalja az elcsirizesitett keményité o(1,4)-glikozidos kotéseit, ezaltal
gyorsan csokkenti a viszkozitast, és a-dextrinek keletkeznek. A folyamatot ezen a ponton meg
lehet allitani, és az oldatot tisztitas utan beparolni. A maltodextrineket (DE 15-25) reologiai
tulajdonsagaik miatt az élelmiszeriparban hasznéaljak. Edeskés izii funkcionalis 6sszetevék,
tolto és siritd anyagok pasztakban, bébiételekben, szoszokban, martdsokban, ragasztok a le-
vesporokban és instant élelmiszerekben, stb.

Cukrositas

A maltodextrineket tovabbi enzimes (glilkoamildzos, pullullandzos) hidrolizissel a
kiilonboz6 édes szirupokka lehet alakitani. Ezeket a dextr6z ekvivalensiik szerint kiilonb6z6
csoportokba lehet sorolni: DE= 40-45: maltoz, 50-55: nagy maltoz tartalmu (high maltose), és
55-70: nagy konverzidju (high conversion) szirup. Tobb enzim kombinacidjaval (béta-amilaz,
gliikoamilaz, ¢és pullulandz, mint eldgazast bontd enzim) kdzepes konverzioji szirupot is el
lehet allitani, amelynek malt6z tartalma kozel 80%.

A maltodextrin fazistol glilkoamiléz és eldgazast bontd enzimek segitségével a legtobb
keményité-nyersanyag (kukorica, biiza, burgonya, tapioka, arpa, és a rizs) gyakorlatilag telje-
sen elhidrolizalhat6 95-97%-os gliikoz tartalomig.

Az enzimgyartok eleve tobbféle enzimet tartalmazo, k6zos optimumu preparatumot for-
galmaznak, pl. a DEXTROZYME amiloglikozidazt és elagazasbontd enzimet tartalmaz, ame-
lyeknél a komponensek pH és hdmérséklet optimuma nagyon kozel all egymashoz. Ennél a
terméknél a miikodési paraméterek: 55-65 °C és pH=4,0-5,0. Az enzim mennyisége és a sziik-
séges reakcioidd forditottan ardnyos egymassal, sok enzimmel 18 ora alatt el lehet érni a kb.
98%-o0s hidrolizist, kisebb beméréssel viszont 48 oOra is sziikséges lehet.

A cukrositasndl célszerli meghigitani a 30-40%-os dextrin oldatot, mert ilyen nagy kon-
centracioknal mellékreakciok 1éphetnek fel. Ha az amildzok ,,nem taldlnak elég vizet” a hidro-
lizishez, akkor a levett cukrot viz helyett egy masik oligoszacharidhoz kapcsoljak, ezaltal szo-
katlan szerkezetli oligoszacharid melléktermékek jelennek meg.

A kapott gliikdz oldatot a felhasznalasi cél szerint tisztitjak, elsésorban adszorpcios mii-
veletekkel. A tiszta gliikdz monohidrat formajaban kristalyosithatd. A beparlas és a kristalyo-
sitds energiaigényes miivelet, ezért gazdasagosabb a gliikozt tomény oldat, szirup forméjaban
értékesiteni.

A gliikdz gyartas olyan nagy lizemméretben folyik, hogy minden technoldgiai 1épésben
a gazdasagosabb folytonos miikodtetésre torekednek.

A gyartas kihozatala és a termék tisztasaga a ndvényi nyersanyagtol fligg, a keményito-
re nézve 90-99% kozé esik.
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6.2. Gliikoz-izomeraz (xil6z-izomeraz)

A gliikkéz gyartasa mind agrotechnikailag, mind technoldgiailag gazdasdgosabb, mint a
szachar6z¢é. Van azonban egy nagy hatrdnya, mégpedig az, hogy az édesitd hatasa joval ki-
sebb. Emiatt ugyanolyan édességhez joval tobbet kell az élelmiszerekbe adalékolni, mint a ré-
pacukorbdl. Ez egyrészt gazdasagi kérdés, mert a tobb glilkoz nagyobb koltséget is jelent,
masrészt egészségiigyi kérdés, mert megnovelt cukorbevitel hosszll tdvol komoly egészségi
karosodasokat okoz. Ezért keresték a megoldast, hogy hogyan lehetne az édesitd értéket meg-
novelni. Megallapitottdk, hogy a szachardz masik komponense, a fruktéz édesebb az el6bb
emlitetteknél, az édesitd értékek aranya: gliikoz : szacharoz : fruktéoz=0,6: 1 : 1,5.

6.2.1.1. Izomerizacio

KézenfekvOnek latszott, hogy a gliikozt egy izomerizacios reakcioban at kellene alakita-
ni frukt6zza. Erre tobb enzimes reakcidutat is talaltak, de a technikai-gazdasagi problémak
(arzenat kofaktor, alacsony hdfok) miatt végiil egy viszonylag rossz konverzidju enzimet, a
xiléz izomerazt alkalmazzak vildgszerte. Az enzim eredetileg xil6z izomerdz, de az egy szén
atommal hosszabb hexo6zokkal is végrehajtja ugyanazt a konverziot. Az enzim eredeti funkci-
0ja abban is megmutatkozik, hogy termelddését a xilanok (xil6z polimerek, korpaban, fiirész-
porban, fas anyagokban taldlhatok) indukaljak.

A szokésos 60 °C koriili hdmérsékleten az elméleti egyensuly kozel 50-50%-o0s kon-
centraci6 aranynal van. Az egyensuly viszont csak hosszu reakci6idd utan all be, ezalatt pedig
melléktermékek (pl.: pszikdz) keletkezésével kell szamolni. Ennek elkeriilésére €s a kihozatal
javitasara a reakci6idot lerdviditik, a konverziot csak kb. 43%-os fruktéz tartalomig vezetik.

6.2.1.2. Mikroorganizmusok

Az enzimet sokféle mikroorganizmusban azonositottak, szinte minden gyarto a sajat
izolalast nemesitett torzsét hasznalja. K6zos vonasa a fejlesztésnek, hogy az eredetileg
induktiv enzimek génjeit athelyezték a konstitutiv génallomanyba.

> Bacillus coagulans (Sweetzyme, NOVO, DK)

> Actinoplanes missouriensis (Maxazyme, DSM, NL)

> Streptomyces rubiginosus (Optisweet22, Miles-Kali Chemie)
> Streptomyces phaeochromogenes (Sweetase, Nagase, J)

> Arthrobacter (1CI)

Az izomerazok intracelluldrisan termelédnek. A hasznositand6 xilan poliszacharid nem
1ép be a sejtbe, de hidrolizisterméke, a xiloz igen, €s ezt a sejten beliil izomerizalja az enzim.
A sejtfeltaras, enzimizoldlds nehézkes miivelet, még nagyobb probléma az izolalt enzimek
bomlékonysaga. Emiatt kiilonb6zé immobilizaciés modszerekkel rogzitik az enzimeket.
Hasznalnak rogzitett sejteket, sejtfeltards utdn a tormelékkel keresztkotott enzimeket formu-
lazott tolteteket is.
dekében Co és Mg ionokat adagolnak a tapoldatba. A katabolit represszioval itt is szdmolni
kell, a termelési szakaszban gliikoz és oxigén limitet kell fenntartani. A kdzeg pH-ja a Bacil-
lus fermentacioknal szokasos 7,5-8.
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6.2.1.3. Konverzio

Az izomerizalasra keriilo gliikkdz szirupnak tisztanak kell lennie: szlirés és aktiv szenes
kezelés vagy ioncserés tisztitas sziikséges. Ha az amildzok kalcium igénye miatt az oldat Ca
ionokat tartalmaz, azt el kell tavolitani, mert ezek az ionok mérgezik az enzimet. A Mg ionok
viszont éppen ellenkezdleg, stabilizaljak és aktivaljdk az enzimet. Az oldott oxigén jelenléte
inaktivalja az enzimet és fokozza a melléktermékek képzodését. Emiatt a meleg cukoroldat-
ban amugy is rosszul old6do6 oxigén nyomait natrium-metabiszulfittal tavolitjak el.

Az izomerizécids reakciot oszlopba toltott immobilizalt enzimekkel hajtjak végre. A re-
akcio optimalis pH-ja 7,5 vagy efelett, a hdmérséklet 55-60 °C. E koriilmények kozott nagy
az enzimaktivitas, a mikrobidlis befert6zddés esélye kicsi €s az enzim stabilitdsa is még meg-
feleld. Ugyanakkor a gliikoz és fruktéz meglehetdsen instabil, és kdnnyen atalakul, szerves
savak ¢€s szines melléktermékek keletkezhetnek. Ezt ugy csokkentik, hogy minimalizaljak a
reakcididét, a cukrok csak annyi id6t toltenek e reakciokoriilmények kozott, amig az oldat at-
folyik az immobilizalt izomerazt tartalmaz6 oszlopon. Az enzimet szemcsékben rogzitik, igy
toltik az oszlopba. A szemcsék elég merevek ahhoz, hogy ne roppanjanak 0ssze a nyomaskii-
16nbségtdl, €s ne zarjak el a folyadék utjat. A folyamat kis mennyiségli hot termel, amit folya-
matosan el kell vezetni a rendszerbdl.
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A rogzitett enzim id6vel veszit aktivitasabol. Manapsag a kereskedelmi gliik6z izomera-
zok aktivitasanak felezési ideje ipari koriilmények kozott 200 nap koriil van. Az enzimtoltet
hatékonysagat minden reaktornal az elfolyonal optikai szenzorokkal folyamatosan mérik.

Az aktivitas csokkenése miatt az oszlopreaktor konverzioja idében valtozik, igy nehéz
lenne fenntartani az alland6 fruktéz koncentracidt a termékben. Le kellene lassitani az aramla-
si sebességet, ami viszont a melléktermékek keletkezésének kedvez. Ennek elkeriilése érdekeé-
ben sok oszlopot miikddtetnek egyiitt 6sszekapcsolva. Egy gyengébb és egy aktivabb toltetet
sorba kotve kozel allandosult miikddést lehet elérni. Az USA-ban hasznalatos oszlop jellemzo
atmérdje altalaban 0,6-1,5 m, és tipikus agymagassaga 2-5 m. Egy naponta tobb mint 1000
tonna izocukrot eldallito iizem legalabb 20 egyedi reaktort hasznal.

A kilépd cukorelegy szézalékos Osszetétele jellemzden 53 : 42 a gliikkdz javara, a tobbi
melléktermék. Ez még mindig nem potolja tokéletesen a megszokott szacharozt. A 1¢ tovabbi
feldolgozasa soran adszorpcios 1épésekkel megtisztitjak, majd egy specialis kromatografias
miuvelettel részlegesen elvalasztjak a gliikozt és a fruktodzt.

Az elvalasztasra kalcium ionokkal telitett erds kationcseréld gyantat, pl.. DOWEX MO-
NOSPHERE 99-et hasznalnak. Az elvalasztas mechanizmusa Osszetett. Egyrészt az oldott al-
lapotban levd cukrok -OH csoportjai kdlcsonhatasba 1épnek a gyantan levd kalcium ionokkal
(kelatképzés). A fruktdz és gliikkoz elvalasztasa azon alapul, hogy, hogy a fruktéz/kalcium ion
komplexben erésebb kdlcsonhatas jon 1étre, mint a gliilkdz/kalcium ion komplexben. Az elva-
lasztds mechanizmusat ligandcserés kromatografianak is nevezik. Masrészt méretkizarasos
kromatografia is megvalosul, mivel a nagyobb molekulak, mint a tri-, tetra- és nagyobb mére-
tli oligoszacharidok, fizikailag nem férnek be a gyantaban talalhato polisztirol lancok kozotti
legkisebb nyilasokba. Fruktoz tisztitas esetén a méretkizarasos kromatografia a ligandcserés
kromatografidval egylitt, parhuzamosan jatszodik le. A szirupban levd oligoszacharidok a
gyanta gyongyokon kiviil maradnak, igy els6ként érnek az oszlop aljara.

Az elvalasztashoz igen nagy oszlophosszra van sziikség (~10 m), ezért nem egy kolon-
naval, hanem tobb, révidebb oszlop 6sszekapcsoldsaval, az G.n. szimulalt mozgo6 agyas (simu-
lated moving bed = SMB) technikaval hajtjak végre. A kapott frakciok igy sem tisztak, mind-
kettd tartalmaz mintegy 10%-ot a masik cukorbol is. A gliikkdz dramot visszavezetik az izome-
rizéciora, a fruktdz dramot pedig tobbféleképpen is fel lehet haszndlni. Lehet tovabb tisztitani
a fruktozt, tetszéleges tisztasagig, lehet ebben a 90%-os formaban értékesiteni, de a legna-
gyobb részét az izomerizaciobol kapott 43%-os elegyhez keverik igy, hogy a frukt6z arany

l

42 % fruktoz 00% fruktoz
53% gliikéz 10% gliikéz
g Elvalasztas P Keverés
5% fruktoz 90% fruktozként 55% fruktoz
00% gliikoz értékestve 45% gliikoz

5% olicomer
{(a raffinatumot vagy
mellekterméket
recirkulaltatjuk)

9. abra A fruktoz tartalom bedllitasa
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55%-ra novekedjen. Ez az Osszetétel felel meg legjobban a szachar6z tulajdonsagainak, ezt
hasznalja fol az oridsi mennyiségben az élelmiszeripar izocukor/izoszérp néven. Ezt az ele-
gyet nem kristalyositjak ki, hanem 70% szdrazanyag tartalomig beparolva oldatban forgal-
mazzak.

Az izocukor szinte minden téren képes helyettesiteni a szacharozt, de a legtobbet mégis

az 1dit6 italokban, fagylaltokban, édes- és tejiparban hasznaljak fel.

Adalékok: ez a technologia, mint annyi mas miiszaki fejlesztés, a haborus politikanak koszonheté. Amikor
Fidel Castro rendszere atvette az iranyitast Kubaban, az USA gazdasagi blokadot hirdetett ellene. Kuba f6 ex-
portcikke a nadcukor volt, ez nem keriilhetett az amerikai piacra. Ettol viszont cukorhiany lépett fel. Az Egyestilt
Allamok nem tudta megtermelni a megfeleld mennyiségii cukrot. Cukorndd termesztésére csak Floridaban volt
mdod, ott is csak kis teriileten. A répacukor pedig eleve dragabb, mint a nadcukor, csapadékigényes, és az agro-
technikaja koltséges, nehezebb gépesiteni. Raadasul jol termé gabonatermeld teriileteket kellett volna atallitani
cukorrépara. (A répacukor is valojaban haborus kényszermegoldds, a napoleoni haboruk idején az angolok
kontinentalis zdrlata miatt a tropusi teriiletekrol megsziint a nadcukor importja, és ezért kezdtek Europaban az
édes répa nemesitésével és a cukor kinyerésével foglalkozni.) Emiatt sziiletett meg az igény, hogy a boséges ku-
korica feleslegbdl kellene valahogy cukorpotlot eléallitani. A gyartas igy amerikabol indult (Clinton Corn Proc.
Co, 1967, nincs kapcsolat a késdbbi elnékkel), azutan elterjedt az egész fejlett vilagon. A kovetkezd technologiai
fejlesztés az izomerdz enzim rogzitése volt (1974).

Magyarorszagon még a rendszervaltas elott (1982-ben) allami vallalatként hoztak létre Szabadegyhazan
a kukoricafeldolgozo vertikumot, mai szoval biofinomitot, ami melléktermék nélkiil dolgozta fel a kukoricat kb 15
féle termékké (izocukor, gliikoz, ipari alkohol, glutén, kukorica csira, csiraolaj, éleszto, takarmanyok, stb.). Tel-
Jes egészében megvdsaroltik a fejlett technologiat. Ami akkor azért volt nagy szo, mert a forint még nem volt
konvertibilis, és ezt dollarban kellett kifizetni. Ez kivételesen jo beruhazasnak bizonyult, harom év alatt dollar-
ban is megteériilt a befektetés.

Az tlizem jelenleg i1s miikodik HUNGRANA néven osztrak tobbségi tulajdonban, de az
eredetileg évi 140 000 tonnas kukorica feldolgoz6 kapacitasat azota tobb mint egy milli6 ton-
nara novelték.

6.3. Pektinazok

A pektin a keményitéhoz hasonléan a természetben gyakran eléforduld poliszacharid,
Osszetétele azonban messze nem olyan egységes. Els6 kozelitésben poli-galakturonsavnak
tekinthetd, melynek karbonsav csoportjai részlegesen (40-70%-ban) metilalkohollal észtere-
zettek. A monomerek béta 1,4-es kotéssel kapcsolodnak Ossze.

COOCH OH COOCH;
o} 0 0 0 OH
OH OH COH OH
0 @) O O
CH COOCH; OH COOH

10. abra A pektin alaplanca

Valojaban heteropoliszacharid, csak a lineéris alaplancot alkotja tisztan galakturonsav,
az elagazd zonadkban mas cukor molekuldk is megjelennek. Itt a lineéris alaplancba ramnéz
molekulak is beépiilnek, és ezekhez rovidebb, 10-20 egységbdl allo oligoszacharidok kap-
csolodnak, amelyek galaktozbol, arabin6zbol és xilozbol allnak.
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A pektin vazlatos szerkezete

elagazo
arabinan O
@ ()OO elagazo

linearis galaktan

arabinogalaktan (3 arabinan

egyenes régio  elagazo régié  egyenes régio
O galakturonsav B ramnoz ) galaktoz O arabinéz

11. abra A pektin oldallancai

A pektin szinte minden ndvényi sejt falanak kozéprétegében eléfordul, a cellulozzal, he-
micellulézzal egyiitt. A kultirndvények kozott a zoldségek és gyiimolesok (alma, korte, bo-
gyos gylimolcsok, citrusfélék, paradicsom, répa, uborka) termésének érésénél jatszik szerepet.
Az éretlen termés kemény, a sejtfalak szilard tartast adnak a szoveteknek. Az érés folyaman a
ndvény sajat enzimei részlegesen elbontjak a pektint, az a sejtfalbdl a citoplazmaba keriil, et-
t6l a termés megpuhul, élvezhetdvé valik. Ez a pektin a felelds a feldolgozas soran a dzsemek
gélesedéséért (ez itt elonyds, sokszor adagolnak is a gél keményitése érdekében ,,befézopek-
tint” a gylimoleshoz), ugyanakkor sok vizet/folyadékot tart vissza a gyiimdlcs hisaban, ezaltal
a gylimolcslégyartasnal kevesebb levet lehet kipréselni, csokkenti a 1éhozamot. Mint kivalo
védokolloid ,,oldatban” tartja a gyilimolcslé kolloidalis anyagait (fehérjéket, rostanyagokat
stb.), ettdl a 1¢é zavaros, nem szlirhetd €s tarolasi problémak is fellépnek.

A pektint a gyiimolcsfeldolgozas melléktermékeibdl extrahaljak, mérsékelt égévon alma
maradékbol, melegebb kliméan pedig citrusfélék héjabol.

A novényi pektinbontas mellett sok mikroorganizmus, elsésorban a fonalas gombak ter-
melnek bont6é enzimeket. Ezek biologiai szerepe egyértelmii. A penészek szamara kivalo tap-
talaj a novények termése a benne talalhato tartalék tadpanyagokkal, ehhez pedig a sejtfal lebon-
tasaval tudnak hozzajutni. A prokaridtak kozott a lagyrothadast eléidézd novénypatogén Er-
winia fajokra jellemz6 az enzimtermelés.

A pektin bontdsaban még tobb fajta enzim vesz részt, mint a keményitdében. Itt is meg-
talaljuk az exo- és endoenzimeket. Az exo-poligalakturonazok a lanc végérdl hasitanak le
egy-egy galakturonsav-egységet. Az endoenzimek kozott az endo-poligalakturonazok statisz-

COOH T JCOO“ W on
0 — n H ro © i °
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12. abra Endopektinazok hatasa
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tikusan hidrolizaljdk a lancot, rovidebb pektin darabokat hoznak létre. Emellett az enzim-
komplexben gyakran eléfordul a pektin lidz enzim is, amely nem hidrolizissel vagja el a pek-
tin lancot, hanem a hidrogének atrendezésével egy kettds kotést hoz létre a nem-redukalo
lancvégen allo cukorban.
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13. abra Pektin liaz

A poligalakturonazok (pektindzok) mellett rendszerint jelen van a pektinészteraz is,
amely a pektin metilészter kotéseit hidrolizalva metanolt szabadit fel.

Ipari termékként a pektinbontd enzimkomplexeket elsésorban penészekkel (Aspergillus-
¢és Penicillium-fajokkal) éllitanak el6. Az enzimek extracellularisan (sejten kiviil) termeldd-
nek, tehat tenyésztés utan a fermentlébdl egyszeriibben preparalhatok. A fermentacid soran
tobb enzim termelddik parhuzamosan, a felsoroltakon kiviil rendszerint hemicelluldz-keverék
is megjelenik, amelyben xilan4zok, arabinazok is jelen vannak. Ezek szétvalasztasara, kitiszti-
tdsara az iparban nincs sziikség, ezek a mellékaktivitdsok nem zavarjak, hanem segitik a o
funkciot, a poliszacharidok lebontasat.

Felhasznalds

A pektinhidrolizisnek tobb ipari folyamatnal van jelentésége. Ha pektinaz- preparatu-
mot adunk gyiimélcszuzalékhoz, akkor a Iéhozam 2-8%-kal novelhetd. Ugyanez az eljaras
hasznalhat6 a sz616 feldolgozasanal a must préselés hozamanak javitasara, illetve az olivaolaj
kipréselésénél is.

A gylimdlcsléipar az enzimet ezen kiviil gyiimolcslé deritésére is felhasznalja. Az en-
zimmel nem kezelt gylimolcslé zavaros €s sziirhetetlen, de ha a pektint enzimes uton lebont-
juk, a véddkolloid hatdsa megsziinik, és a 1¢ konnyen ,,tiikrosre” sziirhetd.

A pektin-hidrolizisnek a felsoroltakon kiviil a textiliparban is van jelentdsége, a len és a
kender 4ztatdsanal. A len és kenderkorok feltarasa egy spontan mikrobioldgiai folyamatban,
az aztatas soran torténik. Az aztatas célja a kiils6 hancsrostok maradéktalan elvalasztasa a bel-
sO fas részektdl. A hancsrészben cellulézban dus, rugalmas kdtegeket, rostnyalabokat tala-
lunk, amelyeket egymassal €s a farésszel pektin (mint ragasztéanyag) kot dssze. A kenderaz-
tatasndl ez a pektinanyag elbomlik, és ezaltal a szalak szabadda vélnak, szaritas utdn a tilolas-
sal és gerebenezéssel elvalaszthatok. A kender és len ndvényen mindig vannak a talajbol szar-
mazd, pektindzt termeld Bacillus macerans és Bacillus asterosporus sejtek, amelyek a sza-
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mukra kedvezd életfeltételeket jelentd aztatovizben gyorsan elszaporodnak, enzimet termel-
nek és ezzel fellazitjak a rostokat.

6.4. Cellulaz

A cellul6z a keményitéhoz hasonldan egy gliikoz homopolimer, de az egyes gliikoz egységek
kozotti glikozidos kotések téralldsa nem o, hanem B (ekvatoridlis), ettdl a lanc nem spiralis
alaku, hanem egyenes. A cellul6z molekuldnak nincsenek eldgazasai, igy a linearis B-(1—4)-
gliikédn lancok képesek parhuzamosan egymdas mellé rendezddni, kvazikristalyos szerkezetet
alkotni. A celluloz a novényi sejtek sejtfalanak f6 komponense. Linearis molekulalancai a
novények rostjaiban bonyolult szerkezetli kompozitot alkotnak a hemicellulézokkal (5- és 6-
szénatomos heteropoliszacharidok) €s a ligninnel (polifenol alapti polimerek). A celluloznak
az ad jelentdséget, hogy a bioszférdban termel6dd biomassza tilnyomo része celluldz, a
keményitd és egyéb poliszacharidok termelése joval kisebb. Ha sikeriilne ennek az anyagnak
a gazdasagos, ipari léptékii feldolgozasat megoldani, az az élelmiszeriparnak, a bioenergia ter-
melésnek, de még a vegyiparnak is hatalmas 16kést adhatna. Ehhez viszont le kellene bontani
a felépité glikoz egységekre, amelyek azutdn a tovéabbi atalakitdsok kiinduld anyagai lehet
(pl. bioetanol, egyéb fermentaciok). A feltételes mod annak szol, hogy ezek a folyamatok még
nem érték el a gazdasdgossag hatarat. Nagyon sok kutatas és fejlesztés folyik a celluloz ké-
miai €s enzimes bontésa teriiletén, de ipari szinten miikodo eljards még nem sziiletett. Ennek
oka nem elsdsorban a cellul6z molekula nehéz bonthatésaga, hanem a ndvényi rostok emlitett
komplex szerkezete, amelybe a cellul6z beagyazodik. A celluldz kiszabaditasahoz olyan fizi-
kai vagy kémiai el6kezelések (gdzrobbantds, ammonids 4ztatds) sziikségesek, amelyek meg-
dragitjak az eljarast. Emellett a celluldz (tartalmt anyagok) nem oldodnak vizben, a reakcio
heterogén fazist, ami tovabbi problémakat okoz. E technologidk nagy elvi lehetdségei dacara
jelenleg a cellulazokat nagy mennyiségben mas célokra termelik, igy pl. a textilipar és a mo-
sOszergyartas szamara.

A celluléz enzimes bontasaban — hasonldan a keményitééhez — egy tobb enzimbdl allo
komplex vesz részt. Ennek egyik eleme a B-endogliikanaz (EG), amely a poliszacharid lanc
belsejében hidrolizalja a gliikézok kozotti kotéseket €s ezzel oligo-f-gliikkdnokat hoz létre. A
celluléz bontds exoenzimei a B-amildzokhoz hasonloan a lanc végérdl kettesével valasztjak le
gliilkoz monomereket cellobioz forméjaban. Ezek a cellobioziddzok, két alaptipusukat kiilonit-
hetjiik el aszerint, hogy a lanc redukalé (CB1) vagy nem-redukalo (CB2) végén fejtik ki hata-
sukat (14. ébra).

endo-1,4-f-D-Glucanase (EG) CHCH
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14. abra A cellulaz enzimek tamadaspontjai
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A bontés utolso 1épése a cellobiodz hidrolizise gliik6zza, ezt az eléggé elterjedt cellobiaz
(béta-gliikkozidaz) enzim katalizalja.

6.4.1. Trichoderma enzimek

Egy sor mikroorganizmus képes ilyen enzimek eléallitdsara, ezek kozott legelterjedteb-
ben alkalmazott a Trichoderma reesei és a T. viride. Ezek cellulaz komplexei mind a harom
aktivitast tartalmazzak, de ezeken belil elkiilonithetd 7-8 izoenzim is. Az enzimek parhu-
zamosan termelddnek és egyiittesen, ugyanabban a kézegben hatnak, igy az evolicié soran a
miikodési optimumuk is 0sszehangolddott. A Trichoderma enzimek pH = 4,2-5,2 k6z6tt mii-
kddnek hatékonyan.

Az enzimtermelés ebben az esetben is induktiv és a katabolit represszid hatasa alatt all.
Gliik6z jelenlétében nem termelddik az enzim, hidnyaban viszont cellul6zzal (celluloz tartal-
mu melléktermékekkel, hulladék anyagokkal), cellobidzzal, és, barmilyen kiilonds, de laktoz-
zal is indukalhatd. A fermentacional a szilard szubsztratok, a reakcid heterogén volta miatt so-
kat foglalkoztak a szilard fazisu fermentacidval (SSF), de a szubmerz technoldgia joval gyor-
sabbnak bizonyult, bar méas enzimekkel sszehasonlitva a cellulaz fermentacio ebben a forma-
ban is lassu és viszonylag kis mennyiségli enzimfehérjét termel. Probalkoztak folytonos fer-
mentacioval is, abbdl a megfontolasbol, hogy a termelddo €s felhalmozddo redukald cukrokat
eltavolitsak a rendszerbol, mielott lefékeznék az az enzimtermelést.

6.4.2. Felhasznalas

A pamut az egyik legelterjedtebb textilanyag, szalai gyakorlatilag tiszta cellulozbol all-
nak. A cellulazok egyik textilipari alkalmazasa az enzimes kdmosas. Az enzimes kezelés Uigy
valtoztatja meg a pamutszalak feliiletét, hogy azok részben elengedik az indigé festéket, €s ez-
zel ugyanolyan hatést érnek el, mint a durva mechanikus kémosassal.

Az anyag tapintdsa ¢s fénye egyarant fiigg a feliilet simasagatol. Mindkettét rontja, ha
az alkotd fonalak feliiletén kialloé pardnyi rostvégek meredeznek, ettdl a feliilet matt hatasa
lesz. Ezt cellulazos kezeléssel csokkenteni lehet, mind a gyartasnal a kikészitésnél, mind a ru-
hak mosésa soran. A celluldzt emiatt széleskorlien alkalmazzdk a mosdporokban, az enzim a
pelyheket (bolyhokat) eltavolitja, de nem tamadja meg a cellul6z rostokat, a textil szines, fé-
nyes marad hosszll hordas és gyakori mosas utdn is.

A problémat az okozza, hogy a Trichoderma enzimek enyhén savas kézegben miikod-
nek hatékonyan. Ez a gyarban, a kikészitésnél beallithato, de a ruha mosasa lugos kézegben és
magasabb hdéfokon torténik. Erre a célra mas enzimeket kellett keresni. Ilyen esetekben a ter-
mészetben extremofil fajokat keresnek, feltételezve, hogy ezek enzimei is képesek szélsdsé-

ges kortiilmények kozott mitkddni.

Adalékok: A magas pH-ju és hémérsékletii elohelyeket Kelet-Afrika szikes tavaiban keresték (Kenya, Rift
Valley, Bogoria to, ott is egy flamingo fészkeld telep, ahol a madariiriilek még lugosabba tette a kozeget), innen
izolaltak alkali tolerans vagy obligat alkalofil és hotolerans fajokat.

A megfeleld tulajdonsagt alkalikus celluldzt a Bacillus BCE103 fajban talaltak meg. Ez
a torzs viszont nehezen szaporithatd és kevés enzimet termel, emiatt az endocelluldz gént B.
subtilis-be klonoztak. Ez jol ismert, biztonsdgos gazdaszervezet, extracelluldrisan termeli az
enzimet, igy a feldolgozas is egyszeriibb. Az igy termelt ho-, alkali- és fehéritétiird enzimet a
Genencor hozta forgalomba 1998-ban PURADAXR néven.

6.5. p-—galaktozidaz (laktaz)

Ez az enzim di- és oligoszacharidokban az egyes szénatom béta térallast gliikkozidos ko-
tésével kapcsolodo galaktdz egységet ismeri fel, és ezt a kotést hidrolizalva galaktozt szabadit
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fel. Leggyakoribb szubsztratja a tejcukor (laktoz, galakt6z(1—4)gliikdz diszacharid), amely a
hidrolizis soran galaktozra és gliilkdzra bomlik.

Az abran az is jol megfigyelhetd, hogy a két aldohex6z szerkezete nagyon hasonlit egy-
mashoz, a minddssze a 4 szénatomon 1évé -OH csoport térallasa kiilonbozik, a gliitkoznal ek-
vatorialis, a galaktoznal axialis.

Laktoz — galaktéz + gliikoz
gH9H

lactose p-D-galactosze glucose

15. dbra A tejcukor hidrolizise

A laktaz aktiv centrumaban egy cisztein €s egy hisztidin aminosav vesz részt kozvetle-
niil a katalizisben. A B-kotésben 1évé galaktoz kapcsolddik az enzimhez, az SH-csoport pro-
tont ad at a galaktoz oxigén atomjanak, €és a hisztidin imidazol csoportja nukleofil tAmadést
intéz a galaktoz C-1 szénatomjara. A gliik6z vagy mas aglikon molekularész levalik. A kovet-
kez6 fazisban egy ROH tipusu akceptor, példaul viz protondlja a szulfhidril aniont €s felsza-
baditja galaktdzt. Az akceptor egy masik cukor is lehet, ekkor di-, tri- vagy akar poliszachari-
dok 1is képzodhetnek. Ezt a transzferdz aktivitdst nem-emészthetd oligoszacharidok,
prebiotikumok eldallitasara hasznalhatjuk fel.

Egyes kationok, mint példaul a Ca®" és Na* gatolhatjak a reakciot, ugyanakkor a K*, a
Mg?>" és a Mn?" aktivaljak az enzimet. Termékinhibici6 is fellép, kiilondsen a galaktoz gatolja
erésen az enzimes reakciot.

6.5.1. Termeld organizmusok

B-galaktozidazt nagyon sok torzs termel. A baktériumok kozott részletesen foglalkoztak
az E. coli enzimével, amelynek génje a lac operonban talalhato (operon szabalyozas, Jacob és
Monod, Nobel dij 1965), de ez az intracellularis enzim ipari szempontbol érdektelen.

Aspergillus oryzae, A. niger: penész eredetli laktazok, vagy savas laktazok. pH optimu-
muk 4-5 kozé esik, optimalis miikddeési hdmérsékletiik ~55 °C. A fonalas gombak extracellu-
larisan termelik az enzimet, viszonylag olcsoé termékek, de alkalmazési korlatjuk, hogy az
alacsony pH optimum miatt tejben nem alkalmazhatok.

Kluyveromyces lactis (€lesztd laktdz, semleges laktdz): pH optimuma majdnem semle-
ges, 6-7 kozotti, héfok optimuma ~35 °C. Az ¢€lesztd intracellularisan termeli, emiatt koltsé-
gesebb eldallitani, viszont alkalmazhat6 tejben is a laktéz hidrolizisére.

Az emldsok kicsinyeiket tejjel taplaljak, ez valtozo toménységben, de minden esetben
tartalmaz tejcukrot. Az 0jsziilottek vékonybele termeli a laktazt, amely emészthetd monome-
rekké bontja a tejcukrot. Az életkor eldrehaladtaval (az embernél kb. harom éves kor utan) ez
az enzimtermelés gyakran megsziinik, ekkor jon létre a lakt6z intolerancia. Az emésztetlen
tejcukor okozza a kellemetlen tiineteket. Ezek megeldzésére a célszerli fogyasztas eldtt a
tejben a laktdzt enzimesen hidrolizalni.

Az enzim eldallitdsa szubmerz, aerob fermentacidval torténik (bar az Aspergillus-oknal
leirtak szilard fazisu fermentéciot is). Szénforrasként célszerii tejcukrot alkalmazni, ez indu-
kalja a novekedéshez kotott laktdz termelést. A fermentacié id6tartama a torzstdl fliigg, az
¢lesztd fermentécio egy-masfél nap alatt lefut, a penészeknél 4-5 napig is eltart. A feldolgozas
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az ¢élesztoknél bonyolultabb a sejtfeltaras miivelete miatt. Az enzim kinyerésénél segithet a
sejttomeg kezelése hidegen toluollal.

6.5.2. Felhasznalas

A kiilonboz6 laktazok konkrét alkalmazésait elsdsorban a pH optimum, és mas pH-fiig-
g6 jellemzok hatarozzak meg. A semleges optimumu ¢élesztd laktazt tilnyomorészt a laktdz-
szegény sterilizalt tej termelésére hasznaljak. Ugyanez alkalmazhat6 az édes savé (pH = 6,1)
laktoztartalmanak bontdsara is. A penész laktazt viszont a sajtgyartds masik melléktermékeé-
nek, a savanyu savonak a kezelésére hasznaljak.

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

Az ¢élelmiszeriparban a tej, tejalapt italok és tejpor gyartasanal a laktoz hidrolizise, no-
veli az édességet. Az egyes cukrok relativ édessége a szachardzhoz viszonyitva: laktoz 20% <
galaktoz 58% < gliikdz 70%. Ebbdl lathato, hogy a hidrolizis tobb mint haromszorosara ndve-
li az édességet, ettdl a termékek vonzobbak lesznek, kiillondsen a gyermekek szdmara. A fagy-
laltoknal az iz mellett még egy szempont sz6l az enzimes kezelés mellett. A laktoz oldhatosa-
ga rossz, kiilonosen fagypont koriili hdmérsékleten, igy eléfordulhat, hogy a fagylaltban ki-
kristalyosodik, ami rontja a termék €lvezeti értékét. Hidrolizis utan a monoszacharidok jol ol-
doédnak, kivalas nem fordul el6.

Lakt6z intolerancia esetén az is megoldas lehet, hogy a tejcukrot tartalmazé €lelmiszer-
rel egylitt tabletta, drazsé, vagy kapszula formajaban laktdz enzimet vesz be a fogyaszto, és
ezzel potolja az emésztdcsatornabol hianyzo enzimet.

A laktaz felndttkori hidnya a haziallatoknal is természetes. Ha tehat a laktozt felndtt al-
latok takarmanyozasaban alkalmazzak, ezt a tejcukrot is célszerti el6zbleg hidrolizalni. Borju
¢és szopOsmalac-tdpokban gyakran alkalmaznak sajtgyari savot, ezeknél a tejcukor bontdsa
eldnyos, de nem feltétleniil sziikséges.

6.5.3. Technologiak

1. Szakaszos enzimes technoldgia laktdzszegény tej eldallitasara:

Azért valasztjak a szakaszos eljarast, mert a folytonoshoz képest kisebb a befert6zddés veszé-
lye. Oldott élesztd enzimet adnak a tejhez, a tej sajat kozel semleges pH-jat nem valtoztatjak
meg. A tejet 35 °C-on tartjdk 4 oran keresztiil. Ennyi 1d6 alatt a laktoz 70-80%-a atalakul, a
mikrobdk szaporodasa viszont még nem szamottevd. Az enzimfehérje a tejben marad, a folya-
matos sterilezés (UHT = ultra high temperature, ~140 °C) soran inaktivalodik. A termék tehat
nem laktozmentes, csak csokkentett lakt6z tartalmil, mas szoval laktozszegény, low lactose
milk.

2. Folytonos technologia immobilizalt enzimekkel:

Ezt savanyu savo (sajtgyari melléktermék) laktozanak hidrolizisére hasznaljak. A savas
kdzegben jol alkalmazhatdk az olcso penész enzimek. Az alacsonyabb pH részleges védelmet
nyujt a befert6zddés ellen is. Az enzimet oldhatatlan hordozora rogzitik, ezzel oszlopokat tol-
tenek meg, amin megfeleld tartozkodasi idovel atengedik a savot.

Adalék: Laktoz intolerancia, laktoz érzékenység

A csecsemdk bélrendszere kb. 3 éves korukig elegendo laktaz enzimet termel, ezaltal tékéletesen mege-
mésztik az anyatej laktoz tartalmat (~7,5%). E kor folott a taplalkozas valtozasaval ez az enzim feleslegessé va-
lik, alapesetben termelddése fokozatosan ledll, felnétt korra eltimik. Ha ezek a személyek tejet (tejcukrot) fo-
gvasztanak, az emésztetleniil halad végig a vékonybélen és a vastagbélbe jut. Ott ozmotikus hatasandl fogva je-
lentés mennyiségii vizet tart vissza, ezaltal hasmenést okoz. Raadasul a jelen lévé anaerob bélmikroflora szén-
forraskent hasznositja a laktozt, amibdl széndioxid és szerves savak keletkeznek. Az erds gazfejlodéssel kisért
hasmenést nevezik explosive diarrhea-nak. Maga a jelenség a laktoz intolerancia, ezek a személyek nem toleral-
jak a laktozt, a kellemetlen tiinetek elkeriiléséhez keriilniiik kell tejet és a beldle késziilt ételeket.
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Az emberi faj fejlodese soran egyes csoportokban, a pasztornépeknél viszont a taplalkozas ugy alakult,
hogy a felnéttek is rendszeresen fogyasztottak tejet és tejtermékeket. Ezekben a populaciokban szelekcios hat-
rannya valt a felnéttkori enzimhiany. Azok, akik erett korukban is fogyaszthattak laktoz tartalmu élelmiszert,
porodasi esélyeik. A nemzedékek soran a szelekcio atforditotta az ardanyokat, a felndttkori enzimtermelés lett a
jellemzd, és az intolerancia kisebbségbe szorult. Az eltérd taplalkozas miatt a laktoz intolerancia térkép nagyon
tarkava alakult. A thai, kinai, és afroamerikai populdciokban az intolerancia aranya 97, 90, és 73 szazalék. A fe-
hér (kaukazusi) és a svéd populaciokban viszont a toleransak eléfordulasa 84 illetve 96%. Teriiletileg is erds at-
menetek figyelhetok meg. Az intolerdns kinaiak mellett él6 pasztorkodo mongolok tolerdnsak. Fekete-Afrikaban a
lakossag nagyrészt intolerdns, viszont a marhatarto maszajok toleransak.
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