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KeményitOipar
- Mikrobialis enzimek
- Amilazok
- Oldott és rogzitett enzimek
Soripar
- Novenyi enzimek, malata
Szeszipar
- Nyersanyag elokészités (hidrolizis), amilazok, cellulazok, hemicellulazok
Cukoripar

- Dextranazok (Leuconostoc mesenteroides dextrant szintetizal a
szachar6zbol)
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* 1915-ben: Mososzerekbe tripszin hatast enzimet tesznek.

* 1969-ben: Az NSZK-ban az 6sszes mososzerek 80%-a tartalmazott
enzimet , fOleg proteazokat, de kisérletképpen: lipdzokat, amilazokat,
pektinazokat, oxidoreduktdzokat.

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

 Manapsag a mososzerek 80-85 %-a tartalmaz enzimeket.
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« 1970 ota: Gliikdz izomeraz nagyipari felhasznalas a-amilazzal ¢s
amilogliikozidazzal egylitt (Keményitdbdl 1zocukor eldallitas)

e 1965 o6ta mikrobialis uton eldallitott rennin (Mucor miehei)

» Pektinazok a gytimolcslégyartd iparban egyre nagyobb jelentOségre
tesznek szert (Aspergillus niger, Aspergillus wentii)

» Lipazokat, mind gomba eredetiieket ( Aspergillus, Mucor, Geotrichum
csaladokbol), mind bakterialis eredetlicket az emésztés segitésere
(gyogyszerekben)

* Penicillin acilazok: a mikrobialis uton eldallitott penicillin G-bol
penicillin eldallitas

« Laktazok tejcukor lebontasara




Az 0sszes hasznalt enzim minimum 75%-a hidrolitikus enzim

Proteazok: legnagyobb mennyiseégben alkalmazott enzimek (kb.40%) a

tejiparban (koagulalo szerek), valamint a mososzeriparban

Szénhidratbontoé enzimek: a masodik legnagyobb %-ban alkalmazott

enzimcsoport: siitéipar, szeszipar, keményitoipar, textilipar




Az enzimek bioldgiai rendszerekben (€10 szervezetekben) szintetizalodnak
¢s kémiai reakciokat katalizalnak.

o Egyrészt az €16 szervezetekben a sejtek mitkodésehez sziikséges
anyagatalakitasokat és energiatermeld folyamatokat gyorsitjak

e Masrészt az ipari technologiakban kiillonb6zd technoldgiai 1€pések
reakci0jat gyorsitjak.

» Csak a termodinamikailag lehetséges folyamatokat katalizaljak, a
kémiai reakcio egyensulyat nem valtoztatjak meg, az egyensuly tehat nem
valtozik meg, csak az 1d6, ami alatt az egyensulyt elérjiik.

» Az enzimek csokkentik a katalizalt reakcid aktivalasi energidjat.

» Az enzimek mindkét iranyu reakciot katalizaljak, (reverzios termékek
keletkeznek).
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Az enzimek katalitikus hatasa oriasi:

CO,+H,0 > H,CO,
Enzim: karboanhidraz

Egyetlen enzimmolekula hatasara 105 mol CO, hidratalodik
masodpercenként. A sebesség 107-szer nagyobb, mint a katalizalatlan
reakci0 sebessége.

Gliikozid kotés hidrolizise 25°C-on 1 mol katalizator koncentracio
hatasara 103-szor gyorsabban jatszodik le enzim (gliikozidaz)
jelenlétében, mint HCI katalizissel.
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Hogyan merjiik az enzimek mennyiséget?

Enzimaktivitas, az enzimek legfontosabb tulajdonsaga
IUPAC 1 enzimegység/ml (Ee/ml):
1 ml enzimoldat
1 umol termék keépzOdését katalizalja
1 perc alatt
E+S< > ES » E+T

3-galaktozidaz

1.) Laktoz + H,O > gliikkoz + galaktoz
o-amilaz

2.) Kemeényito + H,O » n glikoz
B-gliikkozidaz

3.) Cellobi6z + H,0O > 2 gliikkoz

Enzim aktivitds meghatarozasahoz definialni kell a koriilményeket:
Reakci0, szubsztrat/termék alapt-e az aktivitas, homérséklet, pH,
(1dO)




e SZUBTILIZIN: bakterialis proteaz, altalanos, nem
specifikus enzim, a peptidkotés melletti oldallancoktél
fliggetleniil mikodik

e TRIPSZIN: a hasnyalmirigyben termelddd tripszinogénbol
keletkezik, az emesztd enzimrendszer masodik tagja, csak
akkor hasit, ha R, : lizin, vagy arginin

e TROMBIN : a vér alvasztd enzime, mely a vérplazmaban
oldott fibrinogeént kocsonyas allapotu fibrinné alakitja €s
ezaltal a ver alvadasat 1dezi eld. A protrombinbol keletkezik, s
csak akkor hasit, ha: R,: arginin és R, : glicin
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e Indukalhato enzimek, pl. B-galaktozidaz E. coliban gliikozon 3
mol/sejt, laktozon 3000 mol/sejt. A laktoz induktor (inducer), olyan
anyag, mely a taptalajba adagolva specifikusan megnoveli az illeto
enzim mennyiséget.

o Represszalhato enzimek, pl. £. coli aminosavmentes taptalajon
szaporitva megtermeli az 6sszes aminosav szintézis¢hez sziikséges
enzimet. Ha a taptalajba pl. hisztidint adagolunk a hisztidin
szintetaz termelés megsziinik.

e Konstitutiv enzimszintézis, amikor a regulator gén
miuikodesképtelen 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
nelkiil folyik.
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Az induktorral szemheni kovetelmenyek

e JOl indukaljon

e Ne fogyjon el a fermentacio alatt

e Ne képz0ddjon beldle olyan anyag, ami katabolit repressziot
okozhat

Lehetoségek:

e A szubsztrat ill. szénforras maga (a gond, hogy elfogy)

e Szubsztrat analog pl. O—S csere laktoz—tiolaktoz, vagy
kotésvaltoztatas: cellobidoz—>szoforoz (3-1-4 —B-1-2 csere)

e Kemosztat fermentacio

e Az inducer folyamatosan keépzddik a fermentacio alatt, pl.

cellulozon torteénd szaporitaskor a cellobi6z
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e Noveényi (mg-i iparok: sorgyartasnal malata)
e Allati (oltdenzim)

e Mikrobiologiai - egyre novekvo jelentdseg (mg-1 iparok:
szeszipar, kemenyitOipar)

Az enzimek 1pari alkalmazasaval egyidejlien sziikseges volt
az 1par1 léptékill enzimeldallitas megoldasara is.

MOEGYETEM 1782
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Lényeges jellemzok a hozam (Ee/g szénforras)
és a produktivitas (Ee/l/éra)

e Aerob
e Anaerob

e Szilard fazisu
e F¢lszilard fazisu
e Folyadek fazisu (siillyesztett)

e Szakaszos (batch)
e Rataplalasos (fed-batch)
e Folytonos
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e Intracellularis
e Extracellularis

Az intracellularis enzimkészitményeket felhasznalhatjak:

e Sejthez kotve
e Se¢jtbdl kivonva ¢€s elvalasztva sejtmentes extraktként

Az extracellularis enzimeket felhasznalhatjak:

e A mikrobatomeg elvalasztasa utan fermentlé feliiluszoként

e Suritményként (fermentlé feliiluszo bestiritésével nyerik)

e Kicsapassal, vagy szdritassal nyert szilard enzim készitményként

e Frakcionalas, tisztitas utan nyert enzimkészitmeny formajaban
e Immobilizalva (tisztitas utan)
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Folyad¢kfazis tisztitasa:

(extracellularis enzimtermel€snél, vagy sejtfeltaras utan a sejtek

/sejttormelék eltavolitasakor nyert feliluszo):

-oldhatosag

-tomeg/méret

-toltes

-specifikus tulajdonsagok alapjan

MOEGYETEM 1782

15



Aspergillus phoenicis héta-gliitkozidaz termelése

« Taptalaj pH-ja hatarozza meg, hogy a szintetizalodott béta-gliikozidaz
megjelenik-e a fermentlében

extracellularis béta-gliikozidaz (teli) gorbek kiillonb6zo pH-kon (lires)
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e in situ” immobilizalt enzimkészitmény
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Prokariotakndl: (Baktériumok)

e 30 aminosavbol alldé hidrofob oldallancokbol 4llo lanc szintetizalodik és
kotodik az enzimfeherjehez (alanin, valin, leucin, prolin, fenilalanin,
triptofan, metionin)

e ¢z a lanc viszi at a szintetizalt enzimfehérjét a sejtmembranon

e amikor az enzimfehérje kijutott a fermentlébe, s a lanc meg a
membranban van, leszakad rola, és jabb enzimfehérjét visz at a
sejtmembranon

Eukariotdknal (€lesztOk, gombdak)

eddig nem figyeltek meg a baktériumokéhoz hasonlo szekrécios
mechanizmust, a mikrobak autolizisével hozhat6 0sszefiiggésbe az
enzimek megjelenése a fermentlében. Adott mikroorganizmuson beliil 1s
nagyon kiilonboz0 lehet Id. Aspergillus phoenicis BB-gliikkozidaz
kivalasztasa: f (pH)

n?lilﬂ EGYIE-TE:.;\A 1 TSLE
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L
»>taptalajosszetétel:
e szénforras (gliikkdz, hidrol, melasz, malatakivonat, tejsavo,
metanol, celluldz, szulfitszennylug)
e nitrogénforras (NH,", NO;, karbamid, mitragyak,
kukoricalekvar, ¢lesztdextrakt, pepton)
e csapviz+sok
e habzasgatlo

»sterilezés

»hotfokszabalyozas

»pH szabalyozas

»habszintszabalyozas

habzas: keverds, levegdztetett - meriilosugaras (HTPJ)

U on line mérések (pH, T, ....)
U off line mérések
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Cukortartalom

enzimaktivitas

pH

oldott oxigén (0kolszabaly szerint aerob fermentacio esetén
30%-ot c¢lszerti tartani)

Hozam (yield): Ee/g szénforras
Produktivitas: Ee/l/h
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e kiilonb6z0 torzsgyujteményekbol (gond lehet, ha nem taldlunk
megfelelot, vagy, ha a kivalasztott mikroba szabadalmi oltalom alatt 4ll)
e 1zolalassal:

stalajbol 10°-107 mikroba/g
sirdanyitott szelekcioval:

- korhado farol-cellulozbontok, ligninhasznositok
(cellulaztermelOk, difenoloxiddztermeldk)

- peneszes kenyerrdl - amilogliikozidaz termelok

- keményitoiizem szennyvizébdl: o-amilaz termelOket

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

-s0s mocsarakbol: nagy s6 koncentraciot tiird mikrobakat

ol | o
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» Komplett taptalajra
» Kivalasztott c¢l taptalajra (olyan koriilményeket biztositunk, amit szeretnénk majd hasznalni)
» Ha csak kis koncentracioban van a keresett mikroorganizmus: DUSITAS

példa: Balatonfizf61 Nitrokémia szennyvizebdl olyan mikrobat kellett izolalni, mely
akrilnitrilhidrataz és amidaz aktivitdssal is rendelkezett

Dusitas razatott lombikokban: 0.008 g/l akrilnitril koncentracio mellett 0.5 g/l gliikkdz, pepton,
foszfat, MgSO, tartalmu taptalajjal helyettesitettiik a dekantalt feliiliszot, naponta friss taptalajt
adagoltunk.

akrilnitril koncentracio:

1 héten: 0.008 g/l

2.héten: 0.016 g/l

3.héten: 0.04 g/I, 1 honap utan a gliikkozt elhagytuk akrilnitril volt a kizarolagos szén és
nitrogén forras, tovabbi 2 het szoktatas, majd azonos taptalaj agarral szilarditott valtozatara
sz¢lesztettiik a tenyészetet

IK4 izolatum rendelkezett a kivant tulajdonsagokkal S S

n?lilﬂ E G Y"IE:T EM 17 SL;
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Példa:BalatonfizfOn a szennyviziszapbol nyert IK4 izolatum termelt:
AKrilnitril hidratazt ¢s amidazt is, s olyan enzimkéeszitmeényre volt sziikség, mely
amidazt nem tartalmaz.

Akrilnitril — akrilamid ———akrilsav

Mutacios kezelés (UV besugarzas) utan szelekcid olyan taptalajon, melyben az
*agarlemez fluoracetamidot is tartalmaz. Az amidaz+ telepek mellett képz6dd
fluorecetsav azonnal megoli az amidaz+ telepek mikrobait, a talelo telepek amidaz
negativ mutansok lesznek.

Nagyipari enzimfelhasznalas: amilogliikozidaz, amennyiben az enzimkészitmény
glikdzoxidazzal, vagy transzgliikozidazzal szennyezett, nem a fermentlé
frakcionaldsaval foglalkozunk, hanem az Aspergillus niger torzsjavitasaval, annak
erdekében, hogy ne termeljen 1lyen enzimeket.
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Ahhoz, hogy az enzimek az iparban hasznosithatoak legyenek,
olyan termékek eldallitasaban kell, hogy kozremiikodjenek, melyek a
kovetkezo tulajdonsagok valamelyikeével rendelkeznek:

e Jobb mindségli, mint a tradicionalis termek
e Jobban felhaszndlhato
e Olcsobb

e Enzimek nélkiil nem is lehetne eloallitani

Versenyképesség lényeges! Kristalycukor - 1zocukor 1970-es évek
kozepétdl az izocukor versenykeépes (amilazok arrobbandsa)

i | o
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Bar az enzimek enyhe reakciokoriilményeket tesznek lehetove,
alkalmazasuknak vannak egyéb kornyezeti vonatkozasai:
 Eldallitasuk ipari fermentacioban torténik:
- Gyakran intenziv levegoztetésre van sziiksége, €s a
kompresszorok sok villamosenergiat igényelnek
- C, N stb. forras i1gény, melynek eldallitasa is energiat igényel
Pl. a N-t nitrat s6 formdjaban adva gyakorlatilag miitragya
felhasznalast jelent, és a miitragyagyartas is energiaigényes
folyamat
* Rendszerszemlélet sziikseges annak eldontésére, hogy tényleg kisebb
kornyezetterhelést jelent-e az enzimes technologia
o Eletciklus elemzéssel vizsgalhato

il i o
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Journal of Cleaner Production 42 (2013) 225—240

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

4 Journal of Cleaner Production
_'p'

. 1 L -
e -

ELSEVIEI

2 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
megfelelojikkel — kisebb mértékben jarulnak hozza az tiveghazhatashoz,
az 0koszisztémak savasodasahoz, az eutrofizaciohoz és a fotokémiai
0zonkeépzOdéshez

MOEGYETEM 1782
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e Oldott allapotban
» Rogzitett (immobilizalt) készitményként

Oldott enzimmel végzett katalizis:

amikor a term¢€k koncentracio eléri a kivant értéket, a reakciot leallitjuk, s a
reakcioelegyet az 1igényeink szerint feldolgozzuk

e kinyerjiik a terméket

e inaktivaljuk az enzimet

e bekoncentraljuk a terméket

e ha sziikséges, tovabbalakitjuk a terméket
Ebben az esetben tobbnyire nem hasznaljuk fel Gjra az enzimet, habar
vizoldhato6 termek €s szubsztrat esetén, amennyiben a termékmolekula €s az
enzimmolekula mérete elégge kiilonbozd, elvileg visszanyerhetd az enzim
pl. ultrasziiréssel

27



Definicid: rogzitett enzimrdl beszeliink, ha az enzimmolekula fizikai

modon elvalaszthato fazisban lesz a reakcidelegy tobbi részeétol.

Lényeges kiilonbség az oldott enzimmel végzett reakcidhoz képest,
hogy a reakcio végén az enzimet sziiréssel, centrifugalassal

(egyszeru mechanikai miivelettel) el lehet valasztani a terméktol.
A TERMEK tisztan (enzimmentesen) kinyerhetd, az ENZIM pedig

yjrafelhasznalhato.

28



e 1960-as évek: csiics az immobilizalasban, a laboratoriumi immobilizalasokkal foglalkozo
tudomanyos cikkek szadma tobb szaz évente.
¢ 1969-ben megjelennek az elsd féliizemi berendezések, penicillin acilaz, gliikkoz izomeraz
e 1970-es évek: tovabbi méretnovelési kisérletek,
¢ ipari megvalositas:
¢ glikoz 1izomeraz,
¢ B-galaktozidaz,
¢ tovabbi fellizemek:
O 6-féle gliikkoz izomeraz,
¢ 2-féle penicilli nacilaz,
0 aszpartaz,
¢ aminoacilaz,
O laktaz
e 1981: tovabbi féliizemek az el6z6 enzimekkel, mas-mas eredet, mas-mas rogzitési mod
e IPARI MEGVALOSITAS: tovabbra is csak a gliikéz izomeraz és a B-galaktozidaz

Kezdetben nagyon lelkes hangulatban mindenféle enzimek rogzit€ésérol beszamoltak, késObb mar
a gazdasagossagi szempontokat is figyelembe vették. Al et

MUEGYETEM1782
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A rogzitett enzimek elonyei:

e Egyszerl fizikai elvalasztas utan tobbszor felhasznalhatok

e 3ltalaban stabilabbak, mint az oldott enzimek

e folytonos rendszerekben jol alkalmazhatok (immobilizalt enzimekkel
toltott reaktorok)

e az enzim nem szennyezi a terméket, illetve nem kell kiilon gondoskodni
az enzim elvalasztasarol, vagy inaktivalasarol

Az immobilizalt enzimek elterjedését limitalo faktorok:

e az oldott enzimek kis ara (pl. A.niger eredetii amilogliikozidaz annyira
olcso, hogy nem lehet gazdasagosan immobilizalni)

e a hordoz6 nagy ara

e az immobilizalt enzimeket felhaszndld technoldgia bevezetéséhez
sziikséges beruhazasi koltségek ara

30



Az immobhilizalt enzimek gyakoriati hevezetése elott
vizsgalando:

e A REAKCIO: a gazdasigos megvalositas valoban csak immobilizalt
enzimmel lehetséges-e? (pl. a kis szubsztrat koncentracid — 5%-o0s tejsavo —
nagy oldott enzimveszteséget jelentene)

e A SZUBSZTRAT: vizoldhaté-e, eléggé kicsi-e a moltomege,

nem varhato-e erételjes diftiziogatlas?

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

e AZ ENZIM: nb-e az enzim stabilitisa a rogzitéssel? Gazdasagosabb lesz-e
az enzimfelhasznalas?

e KONTROLL.: jobbak-e igy a szabalyozasi lehetéségek, automatizalhato-e
az eljaras?

e GYAR: kivitelezhet6-e a technologia a meglévd Iétesitmenyben?

e GAZDASAGOSSAG: az immobilizalt enzim alkalmazésa-e a legjobb

megoldas?

MUEGYETEM1782
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Mikor hasznaljunk rogzitett enzimet?

e ENZIMELEKTRODOK-BIOSZENZOROK

e gliikozox1daz: glikozmeres
e alkoholdehidrogenaz: etanolmérés
e uredz: karbamid

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

e azonos tomegaram esetén kisebb gyarmeéret
e kisebb terméktisztitasi koltségek

e kisebb energiakoltségek

e nagyobb produktivitas

32



Enzimaktivitds meghatdrozdsa:
Az aktivitasmérést az oldott enzimeknél elmondottak szerint kell elvégezni, azzal a
modositassal, hogy a reakcioelegyet intenziven keverni kell a diffuziogatlas
csOkkentésére
Az aktivitas kifejezhetd: Ee/g sza, Ee/g nedves tomeg, Ee/cm?® agytérfogat

A rogzités hatdsfoka:
100 Ee-bol a rogzités utan mennyit tudunk meghatarozni. 20-30%-os rogzitesi hatasfok
mar jonak mindsiil.

Mi okozza az aktivitdscsokkenést?
1. A rogzités soran az enzim funkcids csoportjai reagalnak a hordozoval, vagy a
keresztkoto agenssel, s ezutan ezek a csoportok mar nem tudnak részt venni a
katalizisben.
2. A rogzites hatasara sztérikus gatlasok keletkeznek, s a szubsztratmolekula nem fér
eléggé hozza az enzimmolekula megfelel6 csoportjaihoz.

3. A rogzites kovetkeztében megvaltozik az enzimmolekulak mozgas/g‘ ;

MUEGYETEM1782
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Stabilitds

Miutan az immobilizalt enzimeket hosszu 1don keresztiil kivanjuk
felhasznalni, nagyon lényeges ismerniink a stabilitasat.

A mukodési stabilitas (operational stability) két faktorbol tevodik ossze:

e Az enzim kiaramléasa kovetkeztében jelentkezd aktivitascsokkenes
(enzyme leakage)

e Hoinaktivalodas (fehérjek denaturaldodasabol fakado aktivitasvesztés)
Az enzim kiaramlasa azt jelenti, hogy a nem tokéletes rogzités

kovetkezteben a szubsztratterhelés, vagy egyszerl elucid kovetkeztében
szabad (oldott) enzimmolekulak keriilnek a reakcioelegybe.

gl | i[all
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Felezési ido

Az az 1dOtartam (Ora), ami alatt a kezdeti aktivitas a felére csokken le.
Oriasi pazarlas lenne, ha az enzimeket csak a felezési id6ig hasznalnak.
Két, harom felezési iddig szoktak hasznalni, de tudataban kell lenniink,

hogy a térfogati produktivitas allanddan csokken.

Az allando termekosszetétel €s allando kihozatal elérése érdekében ezt
figyelembe kell venniink.

Altalaban tobb (kiilonbozé fazisban levd) reaktort kapcsolnak dssze.
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Produktivitds:

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

Térfogati produktivitds:

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

Diffdzidgdtlds:

Kiilonosen akkor valhat jelentdssé, ha az enzimmolekuldk nem a hordozo
feliletén, hanem a hordozo6 belsejében vannak rogzitve. Ekkor a
szubsztratmolekulanak az ENZIMHEZ, ill. a termékmolekuldnak az ENZIMTOL
valo transzportjaert a rogzitett készitményen beliili diffuzid a felelos

Qiii My ioigioj
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Kapcsoldsos Bezdrdsos
adszorpcids  10nos kovalens gélbezaras  szalbazards  mikrokapszuldba

zaras

monomerbdl kiindulva kész polimerbe zarva

e nd a rogzités eréssége = nod a rogzités koltsége

MOEGYETEM 1782
37



A (10111 B
[als(ilfvsnesenavneefin] s gagz jmiososeassnnsliss]

MUOEGYETEM

1782

38



