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Tarténeti attekintés - ipari enzimek

* 1915-ben: Mososzerekbe tripszin hatdst enzimet tesznek.

* 1969-ben: Az NSZK-ban az 9sszes mososzerek 80%-a tartalmazott
enzimet , féleg protedzokat, de kisérletképpen: lipazokat, amilazokat,
pektindzokat, oxidoreduktazokat.

* 1971-ben: Rengeteg allergids panasz, csokkentik a proteazok
mennyiségét a mosoporokban, granulaljak (porzas elkeriilése)

* Manapsiga mososzerek 80-85 %-a tartalmaz enzimeket.

Az 6sszes hasznlt enzim minimum 75% -a hidrolitikus enzim

Proteazok: legnagyobb mennyiségben alkalmazott enzimek (kb.40%) a
tejiparban (koagulalo szerek), valamint a mosészeriparban

Szénhidratbonté enzimek: a masodik legnagyobb %-ban alkalmazott

enzimesoport: siitdipar, szeszipar, keményitéipar, textilipar

Meztgazdasagiiparok technolégiaja

« Keményitdipar
- Mikrobialis enzimek
- Amilazok
- Oldott és rogzitett enzimek
¢ Soripar
- Novényi enzimek, malata
* Szeszipar
- Nyersanyag el6készités (hidrolizis), amilazok, cellulazok, hemicellulazok
¢ Cukoripar
- Dextranazok (Leuconostoc ides dextrant szintetizal a
szachar6zbol)
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Tirténeti attekintés - ipari enzimek

. 9 (;ta: Gliikoz izomeraz nagyipari felhasznalas a-amilazzal és
amilogliikozidazzal egyiitt (Keményitdbodlizocukor elballitas)

* 1965 6ta mikrobialis Giton el6allitott rennin (Mucor miehei)

« Pektinazok a gyiimolcslégyarto iparban egyre nagyobb jelentdségre
tesznek szert (Aspergillus niger, Aspergillus wentii)

« Lipazokat, mind gomba eredetlicket ( Aspergillus, Mucor, Geotrichum
csaladokbol), mind bakterialis eredetlicket az emésztés segitésére
(gyogyszerekben)

« Penicillin acilazok: a mikrobialis uton eldallitott penicillin G-bol

penicillin el6allitas

« Laktazok tejcukor lebontasara e e B
e T

Az enzimek biologiai rendszerekben (€16 szervezetekben) szintetizalodnak
¢és kémiai reakciokat katalizalnak.

o Egyrészt az €16 szervezetekben a sejtek miikodéséhez sziikséges
anyagatalakitasokat és energiatermel6 folyamatokat gyorsitjak

o Masrészt az ipari t giakban kiilonboz6 technologiai 1épések
reakciojat gyorsitjak.

» Csak a termodinamikailag Iehetséges folyamatokat katalizaljdk, a

kémiai reakcié egyensulyat nem valtoztatjAk meg, az egyensuly tehat nem

valtozik meg, csak az id6, ami alatt az egyensulyt elérjiik.

» Az enzimek csokkentik a katalizalt reakcio aktivalasi energiajat.

» Az enzimek mindkét iranyi reakcidt katalizaljak, (reverzios termékek
keletkeznek).




Az enzimek Katalitikus hatisa éridsi:

CO,+H,0 H,CO,

Enzim: karboanhidraz

Egyetlen enzimmolekula hatsara 105 mol CO, hidratalodik
masodpercenként. A sebesség 107-szer nagyobb, mint a katalizalatlan
reakcio sebessége.

Gliikozid kotés hidrolizise 25°C-on 1 mol katalizitor koncentracio
hatésara 108-szor gyorsabban jatszodik le enzim (gliikozidaz)
jelenlétében, mint HCI katalizissel

Hogyan mérjiik az enzimek mennyiségét?

Enzimaktivitas, az enzimek legfontosabb tulajdonsaga

IUPAC 1 enzimegység/ml (Ee/ml):
1 ml enzimoldat

1 pumol termék képzodését katalizalja
1 perc alatt

E+S+———— ES

E+T

B-galaktozidaz

1.) Laktéz + H,0r gliikoz + galaktoz
o-amildz

2.) Keményité + H,0

n glikoz
B-gliikozidaz
3.) Cellobiéz + H,0

2 gliikoz

Enzim aktivitas meghatarozasahoz definialni kell a koriilményeket:
Reakcid, szubsztrat/termék alapi-e az aktivitas, hémérséklet, pH,
(id8)

e SZUBTILIZIN: bakterialis proteaz, altalanos, nem
specifikus enzim, a peptidkotés melletti oldallancoktol
fiiggetleniil mikodik

e TRIPSZIN: a hasnyalmirigyben termel6dé tripszinogénbdl
keletkezik, az emészté enzimrendszer masodik tagja, csak
akkor hasit, ha R, : lizin, vagy arginin

e TROMBIN : a vér alvaszto enzime, mely a vérplazmaban
oldott fibrinogént kocsonyas allapotu fibrinné alakitja és
ezdltal a vér alvadasat idézi el6. A protrombinbolkeletkezik, s
csak akkor hasit, ha: R : arginin és R, : glicin

Fogalmak az enzimszintézissel kapcsolathan
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o Indukalhat6 enzimek, pl. B-galaktozidaz E. coliban gliikkozon 3
mol/sejt, laktozon 3000 mol/sejt. A laktoz induktor (inducer), olyan
anyag, mely a taptalajba adagolva specifikusan megnéveli az illeté
enzim mennyiségét.

o Represszalhat6 enzimek, pl. E. coli aminosavmentes taptalajon
szaporitva megtermeli az Gsszes aminosav szintéziséhez sziikséges
enzimet. Ha a taptalajba pl. hisztidint adagolunk a hisztidin
szintetaz termelés megsziinik.

« Konstitutiv enzimszintézis, amikor a regulator gén
miikddésképtelen represszort kodol, vagy nem is képzddik
represszor fehérje, vagy nem tud kapcsolodni az operatorhoz és igy
nem tudja megakadalyozni az atirast, s az enzim szintézis korlatozas
nélkiil folyik.

e Jolindukaljon

o Ne fogyjonel a fermentacio alatt

o Ne képz6djon beldle olyan anyag, ami katabolit repressziot
okozhat

Lehetéségek:

o Aszubsztratill. szénforras maga (a gond, hogy elfogy)

o Szubsztrat analog pl. O—S csere laktoz—tiolaktoz, vagy
kotésvaltoztatas: cellobioz—szofordz (B-1-4 —* B-1-2 csere)

o Kemosztat fermentacio

o Az inducer folyamatosan képzédik a fermentacio alatt, pl.

celluldozon torténé szaporitaskor a cellobidoz
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Azipari enzimek eredete

o Novényi (mg-i iparok: sorgyartasnal malata)
o Allati (oltoenzim)

e Mikrobiologiai - egyre novekvo jelentdség (mg-i iparok:
szeszipar, keményitdipar)

Az enzimek ipari alkalmazasaval egyidejiien sziikséges volt

az ipari 1éptéki enzimeldallitas megoldasara is.




Lényeges jellemzék a hozam (Ee/g szénforras)
és a produktivitas (Ee/l/6ra)

Aerob
Anaerob

Szilard fazist
Feélszilard fazisa
Folyadék fazisa (siillyesztett)

Szakaszos (batch)
Rataplalasos (fed-batch)
Folytonos

Enzimtisztitas, enzimfrakcionalas

o Intracellularis
o Extracellularis

Az intracelluliris enzimkészitményeket felhasznalhatjik:

o Sejthez kotve
 Sejtbdl kivonva és elvalasztva sejtmentes extraktként

Az extracelluliris enzimeket felhasznalhatjik:

o A mikrobatomeg elvélasztasa utin fermentlé feliiliszoként

o Siiritményként (fermentlé feliiliszo besiiritésével nyerik)

o Kicsapéssal, vagy szaritassal nyert szilird enzim készitményként

o Frakcionalas, tisztitds utin nyert enzimkészitmény formajaban

* Immobilizalva (tisztitas utan) Pr—

Folyadékfazis tisztitasa:
(extracellularis enzimtermelésnél, vagy sejtfeltaras utan a sejtek

/sejttormelék eltavolitasakor nyert feliiliszo):

-oldhatosag

-tdmeg/méret

-toltés

-specifikus tulajdonsagok alapjan
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Aspergillus phoenicis héta-gliikozidaz termelése

Téptalaj pH-ja hatarozza meg, hogy a szintetizalodott béta-glikkozidaz
megjelenik-e a fermentlében

extracellularis béta-gliikozidaz (teli) gorbék kiilonboz$ pH-kon (lires)

Prokariotdknal: (Baktériumok)

* 30 aminosavbol allo hidrofob oldallancokbdl 4ll6 lanc szintetizalodik és
kotédik az enzimfehérjéhez (alanin, valin, leucin, prolin, fenilalanin,
triptofan, metionin)

e ez a lanc viszi at a szintetizalt enzimfehérjét a sejtmembranon

* amikor az enzimfehérje kijutott a fermentlébe, s a lanc még a
membranban van, leszakad réla, és ujabb enzimfehérjét visz at a
sejtmembranon

Eukariotaknal (éleszték, gombak)
eddig nem figyeltek meg a baktériumokéhoz hasonlé szekrécios
mechanizmust, a mikrobak autolizisével hozhato Gsszefliggésbe az
enzimek megjelenése a fermentlében. Adott mikroorganizmuson beliil is
nagyon kiilonb6z6 lehet 1d. Aspergillus phoenicis B-gliikozidaz
kivalasztasa: f(pH)

.o
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Enzimfermentacio
»>taptalajosszetétel:

o szénforras (gliikoz, hidrol, melasz, malatakivonat, tejsavo,
metanol, celluldz, szulfitszennylig)

o nitrogénforras (NH,*, NO;-, karbamid, miitragyak,
kukoricalekvar, élesztdextrakt, pepton)

* csapviztsdk

o habzasgatlo

»sterilezés

»héfokszabalyozas

»pH szabalyozas

»habszintszabalyozas

habzas: keverds, levegoztetett - meriilsugaras (HTPJ)

Q online mérések (pH, T, ....)
QO off line mérések bty




Mérendo faktorok a fermentacio soran

Cukortartalom

enzimaktivitas

pH

oldott oxigén (6kélszabaly szerint aerob fermentacio esetén
30%-ot célszerti tartani)

Hozam (yield): Ee/g szénforras
Produktivitas: Ee/I/h

Leoltas - Dusitas

* Komplett taptalajra
* Kival cél taptalajra (olyan korii amit
+ Ha csak kis koncentricioban van a keresett mikroorganizmus: DUSITAS

példa: Balatonfiizf6i Nitrokémia szennyvizébél olyan mikrobat kellett izolalni, mely
akrilnitrilhi és amiddz aktivitassal is rendelk

Dusitas razatott lombikokban: 0.008 g/l akrilnitril koncentracio mellett 0.5 g/l gliikdz, pepton,
foszfat, MgSO, tartalmu taptalajjal itettiik a dekantalt feliil
adagoltunk.

akrilnitril koncentracio:

1 héten: 0.008 g/l

2.héten: 0.016 g/l

3.héten: 0.04 g/I, 1 hénap utin a gliikozt elhagytuk akrilnitril volt a kizirélagos szén és
nitrogén forras, tovabbi 2 hét szoktatds, majd azonos taptalaj agarral szilarditott valtozatara
szélesztettilk a tenyészetet

IK4 i a kivant tulajdonsagokkal
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Ahhoz, hogy az enzimek az iparban hasznosithatéak legyenek,
olyan termékek el6allitasaban kell, hogy kdzremiikodjenek, melyek a
kovetkez6 tulajdonsagok valamelyikével rendelkeznek:

e Jobb mindségli, mint a tradicionalis termék
o Jobban felhasznalhato

e Olcsobb

e Enzimek nélkiil nem is lehetne eléallitani

Versenyképességlényeges! Kristalycukor - izocukor 1970-es évek
kozepétol az izocukor versenyképes (amilazok arrobbanasa)
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majd 1 alni)

naponta friss taptalajt

o kiilonb6z6 torzsgyiijteményekbdl (gond lehet, ha nem talalunk
megfelelt, vagy, ha a kivalasztott mikroba szabadalmi oltalom alatt all)
o izolalassal:

«»talajbol 106-107 mikroba/g
“sirdnyitott szelekcioval:

- korhado¢ farél-celluldzbontok, ligninhasznositok
(cellulaztermel6k, difenoloxidaztermelSk)

- penészes kenyérrdl - amilogliikozidaz termel6k

- keményitéiizem szennyvizébol: a-amilaz termelket

- héforrasokbol termotolerans, vagy termofil mikroorganizmusokat
lehetdleg nagy héfok optimumu enzimekkel

-s0s mocsarakbol: nagy s6 koncentraciot tiiré mikrobakat

Enzim tisztitasi és elvalasztasi lehetiségek

Példa:Balatonfiizfén a szennyviziszapbol nyert IK4 izolatum termelt:
Akrilnitril hidratazt és amidazt is, s olyan enzimkészitményre volt sziikség, mely
amidazt nem tartalmaz.

Akrilnitril —— akrilamid —— akrilsav

Mutacios kezelés (UV besugarzas) utan szelekcio olyan taptalajon, melyben az
agarlemez fluoracetamidot is tartalmaz. Az amidaz+ telepek mellett képz6do
fluorecetsav azonnal megdli az amidaz+ telepek mikrobait, a talél6 telepek amidaz
negativ mutansok lesznek.

Nagyipari enzimfelhasznalas: amilogliilkozidaz, amennyiben az enzimkészitmény
gliikozoxidazzal, vagy transzglilkozidazzal szennyezett, nem a fermentlé
frakcionalasaval foglalkozunk, hanem az Aspergillus niger torzsjavitasaval, annak
érdekében, hogy ne termeljen ilyen enzimeket.

Enzimek alkalmazasanak kirnyezeti hatasai

Bar az enzimek enyhe reakciokoriilményeket tesznek lehetéve,
alkalmazasuknak vannak egyéb kornyezeti vonatkozasai:
« Elballitasuk ipari fermentacioban torténik:
- Gyakran intenziv levegéztetésre van sziiksége, ¢s a
kompresszorok sok villamosenergiat igényelnek
- G, N stb. forras igény, melynek eldallitasa is energiat igényel
P1. a N-t nitrat s6 forméjaban adva gyakorlatilag mitragya
felhasznalast jelent, és a miitragyagyartas is energiaigényes
folyamat
* R Iélet sziikséges annak eldontésére, hogy tényleg kisebb

kornyezetterhelést jelent-e az enzimes technologia
« Eletciklus elemzéssel vizsgalhato




Journal of Cieaner Production 42 (2013) 226240

Cantents lists available at SciVerse ScienceDirect

Journal of Cleaner Production

ELSE\ journal homepage: www.elsevier.com/locate/jclepro

Review

Environmental assessment of enzyme use in industrial production
— a literature review

Kenthorai Raman Jegannathan®, Per Henning Nielsen ™"

Konkluzi6: az enzimes technologiak — 6sszehasonlitva a konvencionalis
megfelel6jiikkel — kisebb mértékben jarulnak hozzé az tiveghazhatashoz,
az Okoszisztémak savasodasahoz, az eutrofizaciohoz és a fotokémiai
6zonképz6déshez

oy
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Definicio: rogzitett enzimrdl beszéliink, ha az enzimmolekula fizikai

modon elvalaszthaté fazisban lesz a reakcidelegy tobbi részétol.

Lényeges kiilonbség az oldott enzimmel végzett reakciohoz képest,
hogy a reakeié végén az enzimet szliréssel, centrifugalassal

(egyszerii mechanikai miivelettel) el lehet valasztani a terméktd].
A TERMEK tisztin (enzimmentesen) kinyerhetd, az ENZIM pedig

tjrafelhasznalhato.

gzitett enzimek elonyei:

o Egyszerti fizikai elvalasztas utan tobbszor felhasznalhatok

e 4ltalaban stabilabbak, mint az oldott enzimek

o folytonos rendszerekben jol alkalmazhatok (immobilizalt enzimekkel
61ttt reaktorok)

© az enzim nem szennyezi a terméket, illetve nem kell kiilon gondoskodni
az enzim elvélasztasardl, vagy inaktivalasarol

Az immobilizalt enzimek elterjedését limitalé faktorok:

 az oldott enzimek kis ara (pl. A.niger eredetii amilogliikozid4z annyira
olcsd, hogy nem lehet gazdasagosan immobilizalni)

© a hordozo nagy ara

© az immobilizalt enzimeket felt alo technologia b ésél
sziikséges beruhazasi koltségek ara
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Az enzimek felhasznalasa

« Oldott allapotban
« Rogzitett (i bilizalt) készitményként

Oldott enzi | végzett katali;

amikor a termék koncentracio eléri a kivant értéket, a reakciot leallitjuk, s a
reakcidelegyet az igényeink szerint feldolgozzuk

o kinyerjiik a terméket

o inaktivaljuk az enzimet

* bekoncentréljuk a terméket

 ha sziikséges, tovabbalakitjuk a terméket
Ebben az esetben tobbnyire nem hasznaljuk fel vijra az enzimet, habar
vizoldhato termék és szubsztrat esetén, amennyiben a termékmolekula és az
enzimmolekula mérete eléggé kiilonb6zo, elvileg visszanyerhet6 az enzim

pl. ultrasziiréssel et

O E e

Immohilizalt enzimek térténete

© 1960-as évek: csiics az immobilizalasban, a laboratoriumi immobilizalasokkal foglalkozo
tudomanyos cikkek sziama tobb szaz évente.
© 1969-ben megjelennek az els féliizemi berendezések, penicillin acilaz, gliikoz izomeraz
® 1970-es évek: tovabbi méretndvelési kisérletek,
¢ ipari megvalositas:
O gliikoz izomeraz,
O B-galaktozidaz,
O tovabbi féliizemek:
O 6-féle gliikoz izomeraz,
O 2-féle penicilli nacilaz,
O aszpartiz,
¢ aminoacilaz,
¢ laktaz
* 1981: tovabbi féliizemek az el6z6 enzimekkel, mas-mas eredet, mas-mas rogzitési mod
o IPARI MEGVALOSITAS: tovébbra is csak a gliikoz izomeraz és a B-galaktozidiz

Kezdetben nagyon lelkes i ¢le enzimek rogzitésérél beszamoltak, késébb mar

a gazdasagossagi szempontokat is figyelembe vették. 3 e S0 e
=

Azimmobilizalt enzimek gyakorlati hevezetése eliitt
vizsgalando:

o AREAKCIO: a gazdasagos megvalositas valoban csak immobilizalt
enzimmel lehetséges-e? (pl. a kis szubsztrat koncentracié — 5%-os tejsavo —
nagy oldott enzimveszteséget jelentene)

o A SZUBSZTRAT: vizoldhaté-e, eléggé kicsi-e a moltdmege,

nem vérhato e erdteljes diffuziogatlas?

o A TERMEK: tisztabb lesz-e ezéltal a termék, vagy olcsobban tisztithato-e,
nagyobb lesz-e a hozam?

o AZ ENZIM: né-e az enzim stabilitédsa a rogzitéssel? Gazdasagosabb lesz-e
az enzimfelhasznalas?

* KONTROLL: jobbak-e igy a szabalyozasi lehetdségek, automatizalhato-e
az eljaras?

e GYAR: kivitelezhetd-e a technologia a meglévé letesitményben?

e GAZDASAGOSSAG: az immobilizalt enzim alkalmazésa-e a legjobb
megoldas?

pa— v -




« ENZIMELEKTRODOK-BIOSZENZOROK

o gliikdzoxidaz: gliikbzmérés
 alkoholdehidrogenéz: etanolmérés
© ureaz: karbamid

« HA AZ ELTARAS GAZDASAGOSSAGA LEHETOVE
TESZI AZ OLDOTT---ROGZITETT CSERET

* azonos tomegaram esetén kisebb gyarméret
© kisebb terméktisztitasi koltségek

* kisebb energiakoltségek

* nagyobb produktivitas
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Stabilitds

Miutan az immobilizalt enzimeket hossza idn keresztiil kivanjuk
felhasznalni, nagyon lényeges ismerniink a stabilitasat.

A miikodési stabilitas (operational stability) két faktorbél tevédik ossze:

* Az enzim kidramlasa kovetkeztében jelentkezd aktivitascsokkenés
(enzyme leakage)

* Hoinaktivalodas (fehérjék denaturalodasabol fakado aktivitasvesztés)

Az enzim kidramlasa azt jelenti, hogy a nem tokéletes rogzités
kovetkeztében a szubsztratterhelés, vagy egyszerti elucié kovetkeztében
szabad (oldott) enzimmolekulak keriilnek a reakcioelegybe.

Py a—
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Produktivitds:

Az adott enzim 1 grammjaval mennyi termék képzodését lehet katalizalni
g termék/g enzim

Térfogati produktivitds:

Adott agytérfogat mennyi termék képzodését katalizalja
g termék/cm? agytérfogat

Dif fliziégdtlds:

Kiilonosen akkor valhat jelentdssé, ha az enzimmolekuldk nem a hordozo
feliiletén, hanem a hordozo belsejében vannak rogzitve. Ekkor a
szubsztratmolekulanak az ENZIMHEZ, ill. a termékmolekuldnak az ENZIMTOL
val6 transzportjaért a rogzitett készitményen beliili diffazio a felﬁi&
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Immobilizalt enzimekkel kapcsolatos fogalmak

Enzimaktivitds meghatdrozdsa:
Az aktivitasmérést az oldott enzimeknél elmondottak szerint kell elvégezni, azzal a
od 1, hogy a et intenziven keverni kell a diffuziogatlas
csokkentésére
Az aktivitas kifejezheté: Ee/g sza, Ee/g nedves tomeg, Ee/cm? agytérfogat

A régzités hatdsfoka:
100 Ee-bdl a rogzités utan mennyit tudunk meghatarozni. 20-30%-os rogzitési hatasfok

mar jonak minsiil.

Mi okozza az aktivitdscsskkenést?
1. A rogzités soran az enzim funkcids csoportjai reagalnak a hordozoval, vagy a
keresztkotd agenssel, s ezutan ezek a csoportok mar nem tudnak részt venni a
katalizisben.
2. A rogzités hatasara sztérikus gatlasok keletk k, s a szut atmolekula nem fér
eléggé hozza az enzimmolekula megfeleld csoportjaihoz.
3. Arbgzités kovetkeztében megviltozik az enzimmolekulak mozgésah
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Immobilizalt enzimekkel kapcsolatos fogalmak

Felezési id§

Az az id6tartam (Ora), ami alatt a kezdeti aktivitas a felére csokken le.
Oriasi pazarlas lenne, ha az enzimeket csak a felezési idoig hasznalnak.
Két, harom felezési iddig szoktdk hasznélni, de tudatdban kell lenniink,
hogy a térfogati produktivitds allandéan csokken.

Az allandé termékosszetétel és allandé kihozatal elérése érdekében ezt
figyelembe kell venniink.

Altaliban t5bb (kiilonboz6 fazisban levd) reaktort kapesolnak Sssze.

e =
Az enzimek rijgzitése
Kapcsoldsos Bezdrdsos
adszorpcios ionos ‘ 1 élbezara albazara mikrok: 14t
Zaras

monomerbdl kiindulva kész polimerbe zarva

® n6 a rogzités erssége > nd a rogzités koltsége
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