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5. Mikrobialis poliszacharidok

baasitistsat = MRS focncise Hiss BME Alkalmazott Biotechnologia és Elclmiszertudomany Tanszék

Mikrobialis poliszacharidok

Az ipari léptékben termelt/haszndlt poliszacharidok tulnyomo része
néveényi eredet:
keményité (tébbféleképpen maodositjak is), celluldz, pektin, agar-
agar, inulin, guar gum

De egyes specialis célokra terjednek a mikrobialis poliszacharidok is:
> gélképzés
> specidlis reoldgia (pszeudoplasztikus, tixotrop, viszkoelaszti-
kus oldatok)
» a nodvenyi poliszacharidok helyettesitése
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lpari mikrobialis poliszacharidok

Termel6 térzs Poliszacharid
Agrobacterium radiobacter Szukcinoglikan
Agrobacterium tumefaciens Szukcinoglikan
Rhizobium meliloti Szukcinoglikan
Halomonas eurihalina Levan
Zymomonas mobilis Levan
Leuconostoc dextranicum Glikéan
Leuconostoc mesenteroides Dextran
Gluconacetobacter xylinum Celluléz
Pseudomonas aeruginosa Alginat
Pseudomonas putida Alginat
Sphingomonas elodea Gellan
A Sphingomonas paucimobilis Gellan
[ ! Xanthomonas sp. Xantan

Reoldgiai alapok
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Reoldgiai alaptipusok
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Mikrobidlis poliszacharidok

A poliszacharidok bioldgiai funkciéja:
Védelem kiszaradas ellen
Rogzités fellleten

Védelem fagocitézis, fagok ellen
Tartalék tapanyag (xantan nem)
Immunoldgiai determinans

Lokalizacié:
= extracellularis (oldat, nyalka)
= sejtfalhoz kétve
= sejtmembranhoz kétve
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Exopoliszacharidok szerkezete

Homopolimerek: egyféle monomerbdl épiilnek fel
> dextran (glikéz)

levan (frukt6z)

kurdlan (glikoz)

pullulan (glikoz)

szkleroglikan (glikoz)

>
>
>
>

Heteropolimerek: ismétl6dé egységei tdbbféle molekulabdl tevédnek
0ssze

> xantan (glikéz, manndz, glikuronsav, ecetsav, piruvat)

> gellan (glikoz, glikuronsav, ramnoz)
> alginatok (guluronsav, mannuronsav)

T ;
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A mikrobialis poliszacharidok bioszintézise
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A mikrobialis poliszacharidok bioszintézise
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Poliszacharidok fermentacidja

Kb6z6s jellemzék:

Tapkdzeg: normal, C-forras: glikoz, specialisan szachar6z
(dextran, levan)
béséges C-ellatas kell (C/N arany > 10)
pH=6-7,5 (baktériumok), sav keletkezik — szabalyozas luggal
Levegdztetés: igen intenziv, mert a viszk6zus kdzegben nehéz
megfelel6 anyagatadast elérni > kiilénleges keverék
Downstream miveletek:

szerves olddszeres kicsapas: metanol, etanol, aceton, propa-
nolok

(porlasztva) szaritas

11
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Xantan
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A xantan bioszintézise
Legend
£ Lipid carrier
£
(g Glucose residue
ﬁ Mannose residue ;
. Glucuronate residue g
py  Pyruvyl group outer membrane
ac  Acetyl group
periplasm
inner membrane
cytoplasm
UDPglcA
13
Xantan gyartas
Gyartas: ~100.000 t/év (er6sen ingadozik)
Torzs: Xanthomonas campestris — ndvénypatogén (kaposzta,
gyumolcsfak) — a technoldgiabol nem kerllhet ki €16 sejt (kimend
levegb szlrése, |€ utopasztérozése)
A xantan burok miatt rossz az anyagatadas a kérnyezettel -
lassan ndvekszik, mas toérzsek kénnyen tulnévik
BME Alkalmazott Biotechnoldgia &s Elelmiszertudomany Tanszék 14
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Xantan fermentacioé

C-forras: glukoz (4-5 %),

N-forras: komplex, szerves anyagok (0,05 - 0,1%)
Magas C/N arany, — N limit

Hémérséklet: 28-31 °C

pH: 7 £ 0,3, a képz6dd savakat kozombdsiteni kell, pH = 5 korll a
termelés mar lelassul.

Fermentacios id6: 40-48 6ra
Konverzio: 68-70 %, azaz 25-30 g/l
A (latszolagos) viszkozitas 10-30.000 cP (= milliPa.s) -ig emelkedhet

E%ﬁ:ﬁiﬁiiﬂ:gji__ _;EEH'I.H; 1] IA_E BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék 15
15
35 4 # Xanthan (g/l) - 2.5
AGlucose
0 (@

= B Cell dry weight (g/)
g+ 3
2 ot
g &
= 20 =
Y 3
L .
L)
g 15 =
—~ ~
2 g
«© L=

o 10
s
0 T T T T T 0
0 12 24 36 48 60 72
mﬂ? Time (h) =
16

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

5. Mikrobiélis poliszacharidok




Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2 5. Mikrobiélis poliszacharidok

Xantan fermentacio levegbztetése

Levegdztetés: a pszeudoplasztikus |é miatt rossz a tdmegatadas, spe-
cialis, nagy atmérdji keverdk, ne legyenek holt terek.

Kis keverd, nagy fordulatszam Nagy keverd, nagy nyomaték

* *
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Xantan fermentacio levegbztetése
Levegdztetés: A buborékok nehezen szallnak fel.
A viszkdzus |é miatt rossz a tdomegatadas, a tenyészet sajat magat
fojtja meg.
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A xantan feldolgozasa

Hbékezelés: 80-100 °C-on pasztérdzés, a mikrobak eldlése
Kicsapas: valamelyik alkohollal (metanol — izopropanol)
Elvalasztas: centrifugaval

Szaritas: max. 50°C-on, talcas vagy vakuum szaritd

Orlés

19

i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Xantan felhasznalasa

60 % Elelmiszeripar:

cukorkamdz, salata-dresszing, fagylalt, jam, szész:
viszkozitds nével6

15 % fogpaszta, emulziés festékek (cseppenésmentes festék),
textilipar

15 % olajipar: furdsnal masodlagos olajkinyerés (viz helyett),
fur6oblitd folyadék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia &s Elelmiszertudomany Tanszék 20
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Xantan felhasznalasa

Furdoblité folyadék: olajfurasnal a furofej kordl
er6s nyiras érvényesul — kicsi a viszkozitas, j6 a
h{tés. A felszallo aramlasban kicsi a nyiras - nagy
a viszkozitas, lassitja a kétérmelék Ulepedését.

rudozat S| | fszopgodar

Dextran

Szerkezete: elagazé lancu gli- /&/o

kéz polimer. “°Ho§/\\\

A kotések tulnyomo része a(1-6), Ho/&/°
mellette kb. 5% a(1-3). i/\/?\

A lanc elején egyetlen fruktéz M HE N~
van. 0a(1,6)

Viszkézus, de nem gélesedik.

BME Alkalmazott Biotechnoldgia &s Elelmiszertudomany Tanszék
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Dextran eldallitasa

Bioszintézise:

. Leuconostoc mesenteroides , ,
Szacharéz » dextran +(n-1) Fruktoz

Dextran - szachataz

Egylépéses biokonverzio: transzglikozilalas (Id. BIM)
Irreverzibilis reakcid: ~100% konverzid

Lehetne az enzimet tiszta formaban kinyerni (extracellularis), de a
fermentlében végrehajtani gazdasagosabb.

Cukorgyarakban: léfert6zédés - dugulasok

SR iiss BMFE Alkalmazott Biotechnolagia és Elelmiszertudomany Tanszék 23
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Dextran fermentacioja

BIOGAL technoldgia:

L. mesenteroides — tejsavbaktérium, anaerob

— el6ébb a sejtszaporitas, aztan a konverzié

— tapoldat: 10-20% szacharéz + 2% CSL + foszfat

— levegdztetés nem kell, csak keverés

— pH szabalyozas: 5,0-5,2 a képz6d6 tejsavat k6zémbdsiteni kell

— 0,5 g/l baktérium ~80 g/l dextrant (atlagos méltémeg: ~500.000)
termel

— Kinyerés: kicsapas alkoholokkal, szlrés

o 88 BMFE Alkalmazott Biotechnoldgia &s Elelmiszertudomény Tanszék 24

24

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

12



Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2 5. Mikrobiélis poliszacharidok

Dextran felhasznalasa

Vérplazma potlasra: csak a 40-70.000 Daltonos frakcio felel meg,
ezért hidrolizissel apritani kell:

- sdsavas hidrolizis 100 °C-on, vagy
- enzimes hidrolizis: dextranaz (P. funiculosum)
azutan:
frakcionalt kicsapas alkoholokkal:
kis molekulatémegU, 40 kDa és 60-70 kDa frakciok = vérplazma
potlok
nagy molekulatémegu frakcid - vissza a hidrolizisbe

Sephadex gélek (gélkromatografia): térhaldsitott dextran

! BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék 25
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Levan

Frukt6z polimer (2-6 fruktozid kétés).
Bioszintézis: anal6g a dextrannal: transzglikozilalas

Levan szacharaz

Aerobacter levanicum
Bacillus subtilis

Szacharéz » levan + glukoz

- Sokféle térzs termeli
- Konverzié: ~62%
- Felhasznalas: oldata viszkdzus, de newtoni
» élelmiszeripar
» gyogyszeripar
» kozmetikai és festékipar (gumiarabikum helyett)

26
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Gellan

Ismétlédé tetraszacharidokbdl all, szerkezete: glikdz-glikuronsav-
glikéz-ramndz, ecetsav és glicerinsav csoportokkal.

[D-Glc(B1>4)D-GIcA(B1—2>4)D-Glc(B1>4)L-Rha(al—>3)],
Tulajdonsagai a xantanra hasonlitanak.

Agar helyett taptalaj gélesitésére is hasznalhato6.

Elemiszeriparban kemény és atlatszé géleket, bevonatokat lehet
vele késziteni.

ity BME Alkalmazott Biotechnolagia és Elelmiszertudomény Tanszék
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,Helyettesitdé” mikrobialis poliszacharidok
Alginat
Barnamoszatok sejtfalaban fordul elé (Laminaria fajok, Macrocystis
pirifera), innen nyerték ki, de ma fermentaljak is (Azotobacter vine-
landii, Ps. aeruginosa).
Mannuronsav B(1-4) és a-guluronsav polimer, homopolimer blok-
kok valtjak egymast = erésen anionos jellegl (vo. pektin)
] ] o
OH 0= OH
Jorxl | fo MR | o
O 1 Lo el
- -n
| 07 "0 |
28
28
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Alginat

Viszk6zus, gumiszerl anyag, vizben nem oldddik, de sok vizet kot
meg.

Kationkotd, kationcserél6, Ca2* ionokkal gélt képez (sejtek bezarasa)
Felhasznalasa:

> élelmiszerekben siritéanyagként, stabilizalészerként, zselésité
anyagként, valamint emulgeéalészerként hasznaljak E400 néven.

a gyogyszeriparban széles kérben alkalmazzak
égési sérlilések esetén elbsegiti a sérllt rész gyogyulasat
fémmérgezés esetén fémionok megkdtésére hasznaljak

55 BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék 29
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Mikrobialis celluloz

Szerkezetileg azonos a névényi cellul6zzal, B-(1,4)-glikopiran6z de
nem kapcsolddik hozza hemicellul6z, pektin és lignin.

Nagy tisztasagu, kristalyos szerkezet(, er6sebb gélt képez és na-
gyobb a vizkdtd kapacitasa, mint a névényinek.

Elelmiszeripari és orvosi alkalmazésa igen széleskord.

Az A. xylinum t6rzzsel termelik.

AT T
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Heparin

Tobbféleképpen szulfonalt mukopoliszacharid, Ca-s6 formajaban hoz-

zak forgalomba.

GiyesWord {B'O'Sulfate)
. CH20S0:"
Antikoagulans =
Véralvadasgatlo Q Q
COOH
Az éllati (emberi) OH ° OH

szervezet termeli —)|
eredetileg szerv-

extrakcioval gyar-
tottak. (2-O-Sulfate)

0SO0:" NHSOs"
(N-Sulfate)

Helyette: E. coli-val termelnek kondroitin szulfatot, majd ebbdl eml6s
sejtekkel hozzak létre a heparint.
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A ciklodextrinek méretei

0.95 nm

a-, B-, y-ciklodextrinek: 6,7,8 glik6z egység
A gylri belsé része enyhén apolaris, megfelel6 partnerrel zarvany-
molekulat képez.

33

it BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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A ciklodextrinek bioszintézise

Egylépéses biokonverzi6 ciklodextrin-glikozil-transzferazzal (CGTéaz)

A

i E e

34
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A ciklodextrinek bioszintézise

Szubsztrat: lineéris dextrinek (elfolydsitott kemeényitd), tébbféle ter-
mék keletkezik parhuzamosan. A reakcié egyensulyi, a termékek
egymasba atalakulnak.

Termékinhibicié: a keletkezd CD gatolja az enzimet.

a-Cyclodextrin

{3-Cyclodextrin

v-Cyclodextrin

i B R e R D

35
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A ciklodextrinek bioszintézise

o - amilazzal hidrolizalt ciklodextrin-glikozil- > (linedris és) CD
(burgonya) keményité  transzferdaz (CGT-az)  gylirlis dextrinek izolalas

Egylépéses biokonverzio: ciklodextrin-glikozil-transzferazzal (CGTaz)

Tobb torzs is termeli, pl.:
1. Bacillus macerans
2. Alkalofil bakt. Ne 38-2
3. Klebsiella pneumoniae (patogén) klénoztak B. subtilis-be.

4. Bacillus circulans

A gyartashoz altalaban izolalt, oldott enzimet hasznalnak.

i ,
Eii BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudominy Tanszék 36
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A ciklodextrinek eldallitasa

Mindig tébbféle CD keveréke keletkezik + linearis melléktermékek. A cél
viszont tiszta termék.

Az a-, B-, y-CD arany szabalyozasa:

» a mikrobatdl is fligg: 1.,3. kezdetben a -t termel
2. kezdetben B -t termel

» olddészer adagolas: zarvanykomplex keletkezik, ez eltolja az
egyensulyt

» Mercian eljaras, szelektiv adszorpcié

{FE T

titiuas BME Alkalmazott Biotechnoldgia &s Elelmiszertudomany Tanszék 37
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Oldoszeres gyartasok

Megfelelé méretli apolaris molekulaval csak az egyik CD képez zarvany
vegylUletet, ez tdbbnyire ki is csapddik. Az enzim az egyensuly helyreal-
litasara ezt a frakciot termeli, a tdbbit is atalakitja.

a-CD |1-dekanol |ciklohexan |etanol
B-CD |triklor-etilén |toluol

y-CD |brémbenzol | a-naftol ciklohexadekan-8-alkén-1-on

Az adduktbdl az oldészer vakuum/vizgézdesztillacioval Gzhetd ki. A
hozam gyenge, 50% alatti.

38
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Iranyitott gyartasok:
B-CD el6allitas

Hidrolizis: 33%-0s keményitd, folydsitas a-amilazzal, 80°C-on, 1h,
pH=7.2, Ca?* kell

Enzim inaktivalas: 100-120 °C-on 30 percig

Biokonverzio: CGT-4z enzim, 50 °C, 100-105 h, keverés
Komplexald vegydulet: toluol

A komplex szirése, vakuum/vizgéz desztillacié (toluol eltavolitasa),

kristalyositas.

{FE T
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Iranyitott gyartasok:
a-CD el6allitas

Komplexalo vegytlet: dekanol (vizgézzel eltavolithatd)
Csak a-CD képzdédik: jol oldédik (140 mg/ml),

- nehéz kristalyositani

Hozam: ~50%

40
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Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2 5. Mikrobiélis poliszacharidok

y-CD el6allitas

A B-CD gyartas mellékterméke

Konverzié CGT-azzal

Komplexald szer: metil-etilketon - a-naftol keverék
Vizben oldhatatlan komplex, mely metanolban feloldodik

loncsere, aktiv szenes tisztitas

Hozam: ~2%

41
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Mercian eljaras (J)

Bacillus circulans enzim, vizes oldatban:
pH=6, T=55 °C, 8,3 % elfolydsitott keményitd
a, B és ykeverék képzédik, hozam: a - 22,3%, B- 10,8%, y-5,1%

Elvalasztas szelektiv adszorpcidval (folyamatos recirkulacié, hiités 30
°C-ra, majd vissza 55 °C-ra)

a megkoéteés: kitozan hordozon sztearinsav ligand, szelektivitads: >95%

B megkdtés: ciklohexdn—propanamid—n-kapronsav ligandon
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Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2 5. Mikrobiélis poliszacharidok

Mercian eljaras (J)
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A ciklodextrinek alkalmazasai:
molekularis csomagolas

limonene cyclodextrin (CD)

CD/limonene-IC

Az inkluziés komplexek képzédése

Az apolaris molekulak beilleszkedése az apolaris gylriibe energia-
csOkkenéssel jar.
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Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2 5. Mikrobiélis poliszacharidok

Ciklodextrinek alkalmazasa

Elelmiszerekben és kozmetikumokban: aromék, illdolajok, illata-
nyagok bezarasa. Szagmentes hagyma és fokhagymaola,j.

Biotechnoldgia: apoléris anyagok bevitele vizes kdzegbe (ferment-
lébe)

> Zsirsavak bevitele Mycobacterium szamara
> Hidrokortizon bevitele prednizolon gyartashoz

> Lanatozid C komplexalasa digoxin eléallitdsahoz

gl 1 =
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Ciklodextrinek alkalmazasa

Gyégyszerek formulazasa:

» QOldhatoésag né (felszivodas): vizben nem oldhaté vegyu-

letek is adhatok injekciokban

» A hozzaférhetéség nd

= Stabilizal: kevésbé parolog, véd az oxidalas ellen, a hésta-
bilitds n6

= [rrital6 hatas csdkken (indometacin)

T ;
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