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4. SZERVES SAVAK
Citromsav
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SZERVES SAVAK

Mind prokariétak, mind eukariéték termelnek savakat, nincs
kilonbség.

Anyagcserében:

Az aeroboknal: a szénforrasok szerves savakon keresztil
oxidalédnak. Ha nem megy végig (hidnyos anyagcsere-
utak) — savtermelés

Anaeroboknal: sok NADH keletkezik — reduktiv kozeg —
akkor van savtermelés, ha nem redukalédik tovabb alkohol-
la
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Osszegképlete: CgHgO; Molekulatdomeg: 192 g/mal

Tulajdonsagai:
Fehér, kristalyos, kellemesen savanyu izi anyag
Haromértékl gyenge sav, igy savasitasra illetve puffe-
rek készitésére fel lehet hasznalni

Eléforduléasa:
A TCA (vagy Szent-Gyorgyi-Krebs) ciklus része, ezért
szinte minden sejtben eléfordul
Bizonyos citrusféléknek a termésében (lime, citrom) a
szarazanyagnak akar a 8%-at is elérheti a citromsav,
ennek a kinyerésére is vannak eljarasok F 1
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Felhasznéalasa

~60%-ban az élelmiszer ipar hasznalja fel pl. gyimdlcslevek
és gyumolcslé sdritmények, lekvarok izesitésére, konzervala-
sara—a szama: E330

A gyogyszeriparban is felhasznaljak pl: vas-citratot a vas bevi-
telére, a natrium sojat véralvadas gatlasra, kalcium bevitelre
az angolkor megel6zésére, és kozmetikumok tartésitasara

Pufferolasra haszndljak a haztartasi tisztitszerekben

Felhasznaljdk a fémiparban fellletek tisztitasara, passzivala-
séara (salétromsav helyett — ahol ez nem alkalmazhato)

Mosoészerekben is felhasznaljak a viz lagyitasara a foszfatok
helyett mert nem okoz eutrofizaciét, ami miatt a foszfat alapu
lagyitok bizonyos orszagokban be vannak tiltva.

&s Elelmi tudoman: Tanszek

Termelés
1929 5 000 t/év
1953 50 000 t/év
1976 200 000 t/év
1980 350 000 t/év

2007 1 600 000 t/év

Tobb mint egy milliard dollaros piac

A tdbbi szerves savval ellentétben kizarélag fermenta-
ciés Uton termelik (régebben: citrusfélék termésébdl)

& iszertudomén, y Tanszék

Torténet

1784 - SCHELE citrombdl izolalja
a XX sz kdzepéig éretlen citrombdl vonjak ki

1913 - ZAHORSKY citromsav termel6 torzset szabadalmaztat
1923 - CURRIE: fellleti eljaras, cukor, pH=2, Hozam: ~60 %
Citromsav tizemek Belgiumban, Pfizer (USA), Sturge (Anglia)

1928 - Kaznejov, melasz szénforras. Leopold: a felesleges vas
megkotése K-ferrocianiddal + 20% novekedés

1950 - Perquin, Kluyver Lab., SZUBMERZ fermentéaciés techno-
l6gia, Szlics (P-limitaci6 feloldasa) + 80% novekedés

1960 - n-paraffin szénforrason, Candida lipolitica (Szardinia)
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Citromsav bioszintézis

Primer anyagcsere: glikolizis — citratkor

A citromsav felhalmozédasa miatt nem zarul a citratkor,
nincs oxalacetat képzddés, ez az anaplerotikus utakon at
pétlodik (mint a treoninnal):

Piruvat + CO, + ATP - malat + P; + ADP (piruvat karboxi-
laz, Mg, Fe és K ionokat igényel)

PEP + CO, + ADP - oxal-acetat + ATP (PEP karboxilaz,
Mg, K, Mn és ammanium ionokat igényel)

A glikolizis végterméke itt a malat.
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Anaplerotikus reakciok

Glucose

l

]
Phosphoenol pyruvate

1. phosphoenolpyruvate carboxylase; 2, pyruvate ki-
nase: 3. pyruvate carboxylase: 4. pyruvate dehydroge-
nase: 5, citrate synthetase: 6. aconitase: 7. isocitrate de-
hydrogenase: 8. 1-glutamate dehydrogenase: 9.
Pyruvate a-ketoglutarate dehydrogenase; 10, isocitrate lyase: 11,
malate synthetase.

2)

=== Feedback inhibition

A naplerotic reactions

&)

Oxalactate cis-aconitate
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Malate -
s Isocitrate
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Succinate, __—~ 8

Citromsav bioszintézis

A szokasos anyagcsere mérnoki beavatkozas nem sziiksé-
ges, nem kell hianymutans a tovabbalakulas megakadalyo-
z4asara.

A keletkez6 citromsavat egy antiport transzporter viszi ki a

mitokondriumbdl — sokkal gyorsabban, mint ahogy az ako-

nitaz tovabbalakitja.

Elleniranyban malatot visz be a matrixtérbe, ami két |épés-

ben citromsavva alakul.

Melléktermékek:
oxalecetsav — oxalsav + ecetsav
glikéz + O, — glikonsav
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Citromsav bioszintézis

Glitkoz
Piruvat Piruvat
‘‘‘‘‘ __Co, \
"~ %
e Piruvat
2
Oxalacetat —> Malat Malat |=> Oxalacetat = Acetil-CoA

Citrat ———i S | Cifr 4t
citoszol mitokondrium

Ellentétes savtranszport, gyorsan kiviszi a citromsavat a
mitokondriumbadl
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Citromsav transzport

A citromsavat ki is kell vinni a sejtbél:

» Aktiv transzport - kint a koncentracié sokkal nagyobb
(10-12%), mint a citoplazmaban, ATP sziikséges.

> Nagy a pH kilonbség a |é (pH=2) és a citoplazma
(pH=6-7) kozott. A kétértékd citrat> aniont konnyebb
transzportalni, mint az egyeértékit.

> A citrat-permeaz enzimek a citromsavat Mn2* komplex
forméajaban importaljak — ha nincs Mn?* — nincs import,
csak export. A mangan ion koncentraciét alacsonyan
tartjak.
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Torzsek

Altalaban Aspergillus niger vagy A. wentii térzseket hasz-
nalnak, mert:

birjak a savas pH-t (~2)

\7

elnyomhat6 az izocitromsav, és glikonsav termelés

\7

» mikodnek az anaplerotikus reakciok

» nagy hozam
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Szubsztratok

Szénforras: melaszt, keményité hidrolizatumot és hulladék
szénhidratot hasznalnak (szachar6z, gliikéz)

A melasszal a probléma, hogy ha szennyezett, példaul a
Fe, Mn vagy Zn ionok mennyisége tul magas, akkor negati-
van hat a termelésre — ilyenkor ioncserélé oszlopokon ki
kell vonni a fémionokat.

Szénhidrogéneken is lehet fermentalni magas konverziéval
Candida lipolytica torzzsel, de a probléma az alkanok rossz
vizoldhatésaga és nagyobb aranyban keletkezik izocitrom-
sav. Masrészt meg kell szabadulni a szénhidrogén nyo-
moktol, mert egyesek karcinogének. (+ a kéolaj ara)
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Gliikéz
Tapoldat {
p2rueE
| @
N-forras: szervetlen sok: az NH,* ion
rasegit a bioszintézisre.
Az ammonia elfogyasztasaval sava-
nyodik a kézeg: j6 hatasu. .
P felesleg: kedvez a citromsav és
oxalsav képzédésnek °Xa'j$e'a' -
majat CITRAT
Nyomelemek: Fe, Mn és Zn limit szik- glioxolst @
EEUES fumarat
izocitrét
szukcipit '."@
. .. A&
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Tapoldat, Fe

A vasion koncentraciot optimalni kell, mert:

> ha kevés a vas, akkor lasst a ndvekedés, a cukorfel-
hasznalas és a piruvat-karboxilaz lelassul

> viszont a nagy koncentracié sem jo, mert a vas az ako-
nitaz kofaktora is, a citromsav tovabbalakulasat okozza

A szaporodashoz ~2000 pg/liter Fe az optimalis, a savter-
mel6 szakaszban viszont csak 50-200 pg/I.

A vastartalom csokkentésére a melaszt ioncserélni kell,
vagy K-ferrocianidot adnak.

A vas kioldodasa miatt a fermentacié csak rozsdamentes
készlilékekben makodik.

A vas hatasat ellenstlyozza: - MeOH

- Cu adagolasa

- alacsonyabb hémérséklet
15
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Tapoldat, Mn

20 pg/l Mn felett a citromsavképzédés csokken, mert:

A citromsav ki- és belépése a sejtbe eltéré mechanizmussal
torténik:

Kifelé aktiv transzporttal megy, a sejt ,meg akar szabadulni”
a folos citromsavtol.

Befelé viszont Mn-kelat forméajaban tud belépni, ezért is fon-
tos a Mn-szintet 20 pg/l alatt tartani. A melaszt pl. Mn-men-
tesiteni kell (ioncsere, a Fe eltavolitassal egyiitt).
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Szerves savak - Citromsa

Fermentacids paraméterek

Oldott oxigén koncentracio:

» ha alacsony, csokken a cit-
romsav termelés - inten-
ziv levegbztetés, néha O,
dusitas!

> Ha kimarad a levegéztetés:
a savtermelés leall (a sejt-
szaporodas Ujraindul)

» Kulcskérdés a morfologia
- pelletképzédés —
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Fermentacids paraméterek

pH: a melléktermékek képzddését — fert6zési kockazatot
befolyasolja
Optimalis pH=1.5 — 2.8

. EH < 3 csak citromsav-képzédés (az extracellularis glu-

0z-oxidaz inaktivalodik)

* pH = 6 felett oxalsav képzédés

* pH = 3-6 oxal- és glikonsav képzddés is

« ha nincs pufferolva a kdzeg, a pH gyorsan 3 ala megy —
de a melasz erésen pufferol - savanyitas kénsavval

« ilyen savas kozegben kicsi a befert6zédés veszélye.

Hémérséklet:  Optimalis = 28 — 33°C
»Ha <28 °C a citromsav képz6dési sebesség csokken
»Ha >33 °C - oxalsav képzddés

18
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Fellleti tenyésztés

Zart kamrak: allvanyokon moshato, dezinficialhaté (HCHO,

g6z ...) talcak (aluminium, rozsdamentes), (~4 x 2,5 x 0,25 m)

kb: 400-1200 | tapoldat.

Téapoldat: higitott melasz (cukor: 15-20%) + tapanyagok,
pH=6-6,5, K-ferrocianid c=10-100 mg/l — a melasz mi-
nésége szerint: A Fe, Mn, Zn ionokat komplexben meg-
koti, a szabad fémion koncentraciot kb. az optimalisra
csokkenti.

Inokulum: konidium szuszpenziéval (100-150 mg/m2)

Fermentacio: steril leveg6 atfuvas a talcak kozott: nedvesség,
hémérséklettartas, O, bevitel, CO, eltavolitas
Jelentds a beparlédas: 30-40 %

Fermentéacids id6: 10-15 nap
Hozam: 65-75 %
Produktivitas: 7-8 kg citromsav/m3/nap. De olcso.

19
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Fellleti tenyésztés

Répamelasz Leveg &

Spora

Melasz tart. micélium elvalasztas

—O,

0

sterilizalas

(CCLECCL
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5
3

.
B
g
2
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Szubmerz tenyésztés

Fermentor: 120-220 m?® keverds reaktor
200-1000 m? air-lift, mertlé-sugaras (pelletképzés)
Tépoldat: melasz - vasmentesités: ioncsere/K-ferrocianid
kukorica hidrolizatum (elfolydsitas - elcukrositas)
Inokulalas: konidium vagy vegetativ (pellet) inokulum: 12 éra-
val révidebb!
Fermentacio: Altalaban fed batch: 5% cukorral indul. Majd cu-
kor és K-ferrocianid rataplalas
levegéztetés: 0,2-1 vvm (O, dusitas)!
hémérséklet: 28-33 °C
pH szabalyozas: 2-2,6 (savvall)
2-3 nap pelletképzddés, 5-8 nap citromsav képzo-
dés (fiigg a cukor koncentraciotol, és a hasznalt
torzstol)

21
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Szubmerz tenyésztés

Fermentacio: Allandé mikro-
szképos megfigyelés (pellet)

citromsav konc.: 130 g/l mela-
szon; 200-250 g/l cukorbdl

Konverzié: 87-92 %;
Produktivitas:

0,67-0,75 kg citromsav/m3*h;
~16-18 kg citromsav/m3*nap

Frukt6z: a szachar6zbdl képz6-
dik invertalédassal. Kezdetben
polimerizal6dhat.

Szerves savak - Citromsa

i
i BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék

Szubmerz tenyésztés

J. Micélium
(huladék)
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Levegé
Nadmelasz Spora l
oltéanyag el Gallitas
- \_/O
Melasz tart. sterilizalas - N
fermentacio micélium elvalasztas
Anyag el.
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A feldolgozas lépései

1. MICELIUM ‘
ELVALASZTAS
|

2. OXALAT |
FERROCIANID
ELTAVOLITAS

3. KALCIUM-CITRAT
KICSAPAS ES
ELVALASZTAS

4. CITROMSAV _
FELSZABADITAS ES
GIPSZ ELVALASZTAS

micélium
szliré
segédanyag

mésztej + FeCl
hulladék

mésztej
fermentlé

H,SO,
gipsz
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A feldolgozas lépései

1. Micélium elvélasztds — vakuum dobsz(iré 0,2 — 1,0 mm atmé-
r6ji pellet a j6 — Newtoni szuszpenzid, nyalkaképzés neheziti
a szurést, szlirésegédanyag — pl. szalmatorek

2. Oxalat mentesités — kevés Ca(OH), adagolasa — Ca-citrat ne
csapodjon ki — csak Ca(H.citrat),—Ig ,titraljak”

Klarifikalas — pl. nyomo sziré, Funda sz(ir6,

3. Ca-citrat kicsapas — fontos paraméterei: citromsav koncentra-
ci6, hémérséklet 70-90 °C, pH ~7, Ca(OH), adagolas uteme,
mono-, di-, trikalcium citrat egyensuly — oldhatosag forron
kisebb! nagy kristalyok képzddése elényds — szennyezések
pH=7, 18-25%-0s CaO, nagy mennyiségl h6é szabadul fel —
hasznosités, szlirés — vakuum dobsz(irén

4. citromsav felszabaditasa 60-70 %-os H,SO,—val, (1-2 g/l feles-
legben), a képz6dé gipszet vakuum dobsziirén szdrik.
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Szerves savak - Citromsa

Feldolgozas, izolalas
fermentéacié

cefre Citragil
g (takarmany)
bepérlas
citromsav
@ " O @ O =

kicsapés citrat citromsav gipsz \

gipsz
(hulladék)
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A feldolgozas lépései-Il

| 1. SZINTELENITESES = aktiv szén, gyanta, regeneral6 sav

IONMENTESITES ) o ¢
| (ONMENTESTTES | jelentds sotartalma oldat

7

‘ 2. KONCENTRALAS

7

TISZTITAS

3. KRISTALYOSITAS
| KRISTALY SZEPARALAS

: v
‘ 4. SZARITAS

MEREENAUN

| 5. APRITAS,
| OSZTALYOZAS

| 6.CSOMAGOLAS
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A feldolgozas lépései - 2

5. Szinanyagok eltavolitasa — aktiv szenes oszlopon
lonok eltavolitasa — kationcseréld, anioncseréld,
regeneralas erdés savval ill. bazissal

6. Tiszta citromsav oldat koncentracioja: 200-250 g/l —
tovabbi koncentralas - Tébbfokozati vakuum beparlo ,
kb. 40°C

7. Kristalyositas vakuumkristalyositéban
36,5 °C alatt — képz6d6 termék citromsav-monohidrat
40 °C felett — vizmentes termék
szlir6centrifuga — az anyallg visszavezetése a folya-
matba

8. Szaritas 36,5 °C alatti hémérsékleten (kristalyvizvesztés

veszélye)

28
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Tisztitas

citromsav nyersoldat

04l e — o

ioncserés
sotalanitas

istélyositas centrifugélas széritas

beparlas apritas, L)Iiélyoza's

CSOMAGOLAS
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Melléktermékek, szennyviz

1 tonna citromsavra szamitva:
Micélium: ~135 kg (25 - 30% fehérje, 15 - 20% szénhidrat)
Takarmany — tragya — papiripar
Gipsz: 1,4 t— épitbipar
Szennyviz: 8 m® 5 - 6 % szarazanyag; KOI = 50 000 mg/I
Feldolgozasa:
> Beparlas (szarazanyag: 65 — 70 %) takarmany-kie-
gészitd (Citragil) (Az ar nem fedezi a koltségeket)
> Eleszt6sités: Torula 14 kg/m3
» Biogaz: ANAMAT eljaras. Kilép: CH,, CO,, viz
aerob és anaerob eljaras kombinacioja
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