Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyogyszeripari bioTECHNOGIA

08. fejezet: Ipari enzimel

IPARI ENZIMEK

BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék

ENZIMEK ALKALMAZASAI

Ipar: amilazok, protedzok, izomerazok, penicillin acilaz,
konverziék (pl. az eddigi eléadasokban felsoroltak)
Piac: ~2000 MUSD/év

Analitika, diagnosztikumok: gliik6z-oxidaz, alkohol dehidro-
genaz, koleszterin oxidaz, ... stb

Medicina: protedzok, lipdz, aszparaginaz, sztreptokinaz, he-
parinaz, ... stb
Piac: ~3000 MUSD/év

Kutatas/génmanipulacio: restrikciés endonukleazok, reverz
transzkriptaz, DNS-ligaz, DNS polimeraz, ....

Mi itt az ipari enzimekkel foglalkozunk.

BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék

IPARI ENZIMEK

Torténelem, mérféldkdvek
Osrégi: borjigyomor — tejalvaszté enzim, rennin
malata — keményitébonté enzimek, amilazok
1836 Schwann: pepszin a gyomornedvbdl (trividlis név)
1876 Kuhne: enzim elnevezés (de még nem tudtak ponto-
san, hogy mi az)
1890 TAKAMINE (USA) ,takadiasztaz” preparatum Asp.
oryzae, emésztés-segitd, protedz + amilaz
1894 E. Fischer: sztereo-specifités, a és B glikozidazok
1913 Michaelis-Menten: enzimkinetika Vmax, Ky
1926 Sumner: kristalyos enzim, ureaz kardbabbdl
1966 teljes térszerkezet, lizozim

BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék

MEGOSZLAS IPARAGAK SZERINT

| masdszerayartas 37% |

B

texdilipari
| termekek 12%

allati
takarmany kemeényitd
eldallitisa hidrolizise 11%

6%

BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék

IPARI ENZIMEK

Toérténelem, mérféldkovek

1969 Enzimek és sejtek immobilizalasa
1969 DL-Met reszolvalasa, Tanabe, J
1973 6-amino-penicillansav el6allitasa
1974 xil6z izomeraz — High Fructose Corn Syrup
1977 laktaz — low lactose milk
1975 Kliganov: enzimreakcio szerves fazisban — lipaz
1999 Enzyme Data Bank: ~4000 emzim, www.expasy.ch

BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék

IPARI ENZIMEK PIACA

Néhany multi uralja: Enzyme Sales (% of total)

Bacillus protedzok 45
Novozymes (DK) Glikamilazok 13
DuPont/Danisco (USA) Bacillus amilazok 5
Roche (CH)

Gliko6z izomerazok

Rennin (mikrobidlis) 10
USA 40 % Amilazok (penész) 4
Eurdpa  35% Pektinazok
Japan 24 % Protedzok (penész)

Egyéb 12

BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyogyszeripari bioTECHNOGIA

08. fejezet:

Ipari enzimel

IPARI ENZIMEK FORRASAI

Allati szovetek:
emésztécsatorna emésztéenzimei: tripszin, rennin
majbol: glutamat dehidrogenaz
Novényi eredeti:
Papain, bromelin
o és B-amilazok: malataban
Mikroorganizmusok:
Sok extracellularis hidrolaz
Egyenértéki vagy jobb enzimet termelnek.
Ma a termelt enzimek 60%-a nem természetes, vagy
- génmanipulacidval atvitték egy masik mikroorganizmusba
- protein engineering-gel megvaltoztattak a szerkezetét.

BME A i bgia és El

y Tanszék

IPARI ENZIMEK TERMELESE

Feldolgozas jellemzd miveletei:
Extracellularis — intracellularis enzimek (sejtfeltaras)
(a cél az extracellularis, pl. génmanipulaciéval egy
szignalpeptidet kapcsolnak a fehérje elejére)
Kicsapas - kis6zas, oldészeres kicsapas (IEP)
Ultraszlirés — koncentralas, diasziirés
Kromatogréfia — ioncsere, adszorpcios, néha affin- és gél-
Széritas — fluid agyas, porlasztva szarit6, dobszaritd
Granuldlas — extruderrel, sima fellletl gydngyok, por nélkal

A két utolsé lépés draga, és arthat az enzimnek, ezért sok-
szor inkabb oldatban hozzak forgalomba (stabilizalas)

BME A i bgia és El y Tanszék

IPARI ENZIMEK TERMELESE

Anyaqgcsere: egyetlen fehérjét kell termelni nagy mennyi-
ségben.

Szabalyozasok: néhany konstitutiv enzimtdl eltekintve ezek
induktiv enzimek — indukalni kell — altalaban a szubsztréttal

Amilazok - keményitével
Invertaz - szachar6zzal
B-galaktozidaz - laktézzal

Gliikéz-izomeraz - xil6zzal (xilan, korpa)
Katabolit represszio: a béséges cukor (glikoz, fruktoz, stb)
lefékezi a primer anyagcserét. Kivédése:
- mas, nehezen hozzaférhetd szénforras (laktoz, glicerin, ..)
- glik6z adagolassal limitben tartani
- szabélyozasi mutansok keresése

BME A i bgia és El

y Tanszék

IPARI ENZIMEK

Az ipari Iéptékben termelt enzimek szinte mind hidrolazok.
Ezen belll a szubsztratok szerint célszerl csoportositani az
egyes készitményeket.

» Szénhidratbonté enzimek (ezeket itt nem targyaljuk, mert
parhuzamosan a keményitSipar kapcsan tananyag)

» Protedzok (pH optimumuk szerint ligos, semleges és sa-
vas proteazok)

» Lipazok

BME A i bgia és El y Tanszék

IPARI ENZIMEK TERMELESE

Tenyésztés altalanos jellemzéi:

Fellleti: még el6fordul — talca, forgé dob
Szubmerz: &ltalanos
Szakaszos: tisztan ritkan fordul el
Rataplalasos: a leggyakoribb
Folytonos: ahol csak lehet

Oxigén ellatas: nincs altalanos szabaly
van, ahol az oxigén limit a j6 (pl. glik6z izomeraz,...)
van, ahol nagy OUR szilkséges (pl. proteaz, ...)
van ahol +8% CO, bevezetése elényos

BME A i bgia és El

y Tanszék

Proteazok
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Polypeptide Polypeptide fragments

A protedzok az ipari enzimek egyik legfontosabb csoportja
(6200 t tiszta enzimfehérje/év)

Peptid kotéseket bont (Iétrehoz) (hidrolizis, szintézis)
Fehérje lebontas: élelmiszer, tejalvadas, moséenzimek, in-
fazié, vérrogoldas (fibrin oldas)

Peptid szintézis: aszpartam el6allitasa

BME A i bgia és El y Tanszék
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08. fejezet:

Ipari enzimel

Proteazok

Hidrolizis-ekvivalens (h):
(mal elbontott peptidkdtés)/(kg fehérje (szubsztrat)

Hidrolizis fok (DH = degree of hydrolysis), bontasi szazalék:

DH = n 100%

ot

(mol elbontott peptidkotés)/(mdl dsszes peptidkdtés)

hyt = 1 kg fehérjében talalhaté dsszes peptidkdtés (mal).
Ez ~8 mdl/kg, mert ha az aminosavak atlagos molekula-
tdbmege 125 g/mol, akkor 1 kg fehérjében 8 peptid kotés
van.

BME A i bgia és El y Tanszék

Alkalikus protedzok a bériparban

Borkikészités:

» Tartésitas

> Aztatas — protedzokkal leemésztik a nem-rost fe-
hérjéket

» Szértelenités — az enzimek nem a szért (keratint)
bontjak, hanem a szértlisz6t

» Zsirtalanitas

» Péacolas

» Cserzés

BME A i bgia és El y Tanszék

Proteazok

Csoportositas:
» Exo- és endoproteazok
> termel6 szervezetek alapjan (baktérium, gomba)
» pH optimum alapjan (alkalikus, neutralis, savas)

» kulcs-aminosav szerint (Ser, Cys, Asp proteazok)

BME A i bgia és El y Tanszék

Torzsek

Screening
pH = 10-es fehérje agaron szélesztéssel
Torzsjavitas (génmanipulacio, protein engineering)
Célja: az adott térzs tobb enzimet termeljen
1.) er6s promotert teszink az adott gén elé
2.) multikopias plazmid: az adott gén tobb példanyban le-
gyen jelen.

3.) protein engineering: pl.:a stabilitds érdekében a 222
Met-t (amit6l egy fehérje altalaban instabil) Ser-re cse-
rélték - jobb aktivitast tapasztaltak, de a stabilitas nem
lett jobb.

BME A i bgia és El y Tanszék

Alkalikus proteazok

Termelé mikroorganizmusok:

Streptomyces nemzetség, Aspergillus nemzetség, B. amy-
loliquefaciens (szubtilizint termel — szerin-proteaz, reverzi-
bilis a hidrolizis)

A moso6szer protedzoknal feltétel a kompatibilitas:
» detergensekkel
> lugokkal
> kelatképzokkel
» Perboréatokkal
» Héstabilitas

BME A i bgia és El y Tanszék

Fermentacios technoldgia

- Fed batch fermentaci6

- Az NH, és aminosav koncentraciét alacsonyan kell
tartani

- intenziv O, bevitel kell

- 48-72h

1971-ben termék-krizis: a por allagu enzim a gyar levegéjé-
ben széllva a dolgozéknal erds allergiat okozott.

Megoldas: mikrokapszulazas, extruderes granulalas — sima
fellletli szemcsék, nem porzik.

BME A i bgia és El y Tanszék
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08. fejezet: Ipari enzimel

Alkalikus porteaz gyartasi technoldgia
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Crystallization

Neutralis proteazok husiparban

A husiparban: érlelés, fehérje rostok fokozatos lebontasa
(r&gés — puha)

» Spontan, sajat enzimekkel +4 fokon 2-3 hét
» Felgyorsitasahoz proteazt injektalnak

» Hidegen ez is lassan megy, de a sités/f6zés soran
felgyorsul a folyamat

BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék

Neutralis proteazok

Termelé mikroorganizmusok:
Bacillus subtilis, S. griseus, Aspergillus orizae

- hére
- stabilizatorokra (CaCl,, NaCl)
- alkalikus proteaz gyorsan lebontja

Erzékeny:

Felhasznalas:

> Elelmiszeriparban
» Bériparban

és Elelmi dny Tanszék

Savas proteazok

Asp és Glu protedzok

Pepszin tipust:  pHop = 2-4, Aspergillus-ok termelik
Rennin tipustak: pHgp = 5-7, Mucor-ok termelik

Felhasznélas:
» emésztést eldsegité enzimek (pepszin poétlasa)
» szlja hidrolizis, széja sz6sz el6allitasa

> tej alvasztasa

BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék

Neutralis proteazok a sut6iparban

A sutéiparban: elbontjak a sikér fehérjéket, ezzel

» Enyhe bontasnal a tészta lazabb lesz, nagyobbak a
buborékok

» Er6sebb bontasnal a tészta nem rugalmas lesz,
hanem kemény, roppanés (keksz, ropi)

» Tobb szabad amino csoport keletkezik — Maillard re-
akcié — barna szin,

» gluténmentesités, eltlinik az allergén

és Elelmi dny Tanszék

Oltéenzim, rennin, rennet, chymosin, gasztriktin

Savas proteaz
A sajtgyartas kulcsenzime, alvaszté enzim, Asp van az ak-
tiv centrumban (= aszparaginsav proteaz)

A 3-4 hetes borji gyomraban talalhaté pre-pro-chymozin
formaban.

Két izoenzime van, egy aminosav (244) kilénbség:
- chymozin A: Asp (~40%, nagyobb az aktivitas)
- chymozin B: Gly (~60%)
Genetikailag meghatarozott, vagy A vagy B van termelédik.

BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék
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Chymosin-B

25

ia és Elelmi y Tanszék

Rekombinans rennin

3. Rekombinans DNS technikéaval

E. coli
» 1980 elején az allati chymozin gént klénoztak, REN-
NETR néven szabadalmaztattak és engedélyeztették
» az enzim oldhatatlan, zarvanytest (inclusion body)
formaban van
» az 6sszfehérje 15-20%-a rennin

B. subtilis: artalmatlan mikroba, de ez is intracellularis

Saccharomyces cerevisiae: gyenge termékképzés

BME A i ogia és El y Tanszék

Az aktiv RENNIN kialakulasa

| 381 amino acids, molecular weight 52 200 |

pre-prochymosin
(inactive)

secretion into v
stomach |

L365 amino acids, molecular weight 40 500 I

pro~chymosin
(inactive)

42amino 27 amino
acids .4 acids

removed removed
PH45  pH 20
mol wt 35 600
‘active chymosin pseudo-chymosin

(acuive) (active)

moi wt 37 400 i

pH 43 ! 15 amino acids
F i iost

'
ol wt 33 630 2

active chymosin ek

Rekombinans rennin

Aspergillus niger var. awamori torzzsel
Egyszer( inokulélas, sporakkal, hosszabb, egy hetes fermenta-
cio.

Extracellularis, konny feldolgozni, de: a komplex tapoldat miatt
marad szennyezettebb.

Elég porlasztva szaritani, ha tiszta enzim kell, akkor oszlopokon
tisztitjak.

Christian Hansen, (CHY-MAX); Genencor (CHYMOGEN)

BME A i ogia és El y Tanszék

Rennin

Megnovekedett igény, nincs elég borju gyomor.

A hianyz6 mennyiség pétlasara:

1. allati (pl. csirke) pepszinek (Izrael, Csehorszag)

2. savas penész protedzok - Rhizomucor mihei, R. pusillus,
Cryphonectria (Endothia) parasitica
E. parasitica enzim: kereskedelmi készitmény, 1967,
Supraren (USA, Franciaorszag)
-pH=4-55
- héstabilitasa (viszonylag) nagy (itt hatrany)
- extracellularis enzim, kicsapédhat

Protein engineering-gel prébaltak javitani.

ia és Elelmi y Tanszék

Rekombinans rennin

Kluyveromyces lactis-sal: élelmiszeripari mikroba, tejsavo-
bol izolalt élesztd, a tejcukrot bontja (v6.: SCP gyartas),

A tejiparban hasznalatos (-galaktozidazt ezzel termeli a
Gist-Brocades.

Extracellularis enzimtermelés: az éleszté a-faktor leadert,
mint szignal szekvenciat beépitették az N-termindlisra ezal-
tal a prochymosint extracellularisan termeli. (1988 F, NL)

A torzs kevés mas extracellularis fehérjét termel, ezért
kénnyl a rennint izolalni.

Prochymosin — chymosin (MAXIRENR)
Jol ismert torzs, egyszer( a scale up.

BME A i ogia és El

y Tanszék
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyogyszeripari bioTECHNOGIA 08. fejezet: Ipari enzimek
MAXIRENR A RENNIN hatasa
A sajtgyartas kulcslépése a tejfehérje megalvasztasa.
Altermek nem’ tarthmaz’hat ?qusejret, ez"elfet b(’anzoes.lavylal A sajt az els6 termék, melynél enzimet és mikrobat (tejsav-
alacsony pH-an elolik, és szri (ultrasz(rés utan sterilsz(- baktériumot) is hasznalnak évezredek 6ta.
rés - élelmiszeripari enzim) j ) ]
Kézben a prochymosin — chymosin atalakulas végbemegy E’vente 25*1(’)6 Ilte_r rennetet forgalmaznak, 140 M USD ér-
A terméket benzoesavval tartésitjak. tékben, olcso enzim.
Régebben .plazmidon eIherezkedél génrél termeltették a e e C savassat s
prochymosint, azutan a prochymosin gént beépitették a / \ }gjgu"::f:i:“c’:‘““
kromoszémaba. Teﬂ*“‘f\ / KORGURED ) nats fenérie nincs
Rennet Tartes Rennet sajt: érlett
31 34
gia és Elelmi y Tanszék BME A i bgia és El y Tanszék
R . ey
MAXIREN A tej fehérjéi
s Foszfat csoportok
Fehérjék % molekulanként
» tisztabb, mint a borju rennin, nincs kiséré enzim (pepszin Kazein
+ egyeb) a sl-kaze?n 32 8 Héstabil P miatt, Ca
> a renninnel kémiailag és biolégiailag teljesen azonos o s2-kazein 8 1013 kots micella képz.
g glailag tel) B-kazein 32 5
» ez a kereskedelmi termék az egész vilagon. K-kazein 8 1-2
> termelése olcso : 80
. L. L, L . . Sav fehérjék
> aIIant_jo tisztasagu, rpentes allati szervmaradvanyoktol B-laktoglobulin 12 0
(pl. nincs BSE veszély) -
) s B-laktalbumin 4 0 Ezek ultrasziiréssel
» korlatlanul termelheté Immunglobulin 3 0 eltavolithatok
Szérum albumin 1 0
20
32 35
gia és Elelmi y Tanszék BME A i bgia és El y Tanszék
MAXIRENR Kazein micellak
0,1% Ca jelenlétében a kazeinok micellat képeznek.
» 1988-t6l ipari termelés Seclinben (F), az tizem 1SO 9002 in Micell Casein Sub "
mindsitéssel rendelkezik rekombinans élesztd tenyészté- Casein Micelle asein submicelle
sére, koser mindsités, vegetarianus mindsités. hydiophobic core
» engedélyeztetése nehéz volt, csak
» DNS stabilitas, patogenitas, mutagenitas, toxikussag, @ | CMP"hainy"
etetési teszt, allergia, sajtgyartasi teszt, organoleptikus T loyer
vizsgélatok utan fogadtak el. - cosein-
PSS . . ’ ’ eniiched surface
» EC, EU eléirasait be kell tartani (termelésre és termékre
egyarant) &
o Do PO elister
33 36
gia és Elelmi y Tanszék BME A i bgia és El y Tanszék
BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék 6
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. Ipari enzimel

A rennin hatasa

His Phe-Met Lys

98 105106 111
¥-casein

Chymosin

His Phe Met Lys
N [ e
a8 105 106 111
para-k-casein glycomacropeptide

BME A i dgia és Elelmi: y Tanszék

37

Fémproteazok

termolizin Zn proteaz, az aszpartam gyartas enzime
Aszpartdm: mesterséges édesitészer.

Felhasznalasa élelmiszereknél: italok, tej, jam, cukorkak...
A fenilalanin metil észterének és aszparaginsavnak az
Osszekapcsolasaval keletkezik:

_X
HN
X H i
NH, HN E NH, N\|(\/SOO
2 H —— + H
momé Hooc” % moMe ©/\C;Me o

X = protecting group

DL-1 L-2 D-1 L-3

7= phenylalanine methylester
2= aspartic acid (protected)
3 = g-aspartame (protected)

BME A i dgia és Elelmi: y Tanszék

A rennin hatasa

1. fazis: A rennin_fenilalanin-metionin kozo6tt végez hasitast,
kettévagja a K—kazeint és ezzel destabilizalja a micella
szerkezetét.

2. fazis: koagulacié, mely a magasabb hémérsékleten és

Ca?* ionok hatasara fokozodik

Szétvalasztas: turo (fehérje: a 8%-bdl 7, zsir, Ca, foszfat) +
savo (tejcukor ~7,5% és ~1% fehérje, asvanyi sok)

BME A i dgia és Elelmi: y Tanszék

Termolizin

Forrasa: Bacillus proteoliticus

Mérete: 316 aminosav, 34.333 Da

Japéan héforrasbdl izolaltak — j6 a héstabilitasa

A kofaktora Zn?* ion, a stabilitasat 4 Ca?* biztositja.
Optimalis korilmények: pH=7-8 T=70°C

1zolalt enzimkeént, oldott vagy immobilizalt formaban alkal-
mazzak.

Szakaszos eljaras, keverds reaktorban
Enantiomer tisztasag: 99,99 %

BME A i dgia és Elelmi: y Tanszék

Sajtérlelés

Bizonyos sajtokat érlelnek (4 hét-2 év), az id6vel a viztarta-
lom csokken.

Kdzben kémiai, biokémiai, mikrobiolégiai valtozasok zajla-
nak le.

» ha tejcukor maradt a sajtban és ezen a mikrobéak elsza-
porodnak — kellemetlen iz

» sok szabad zsirsav keser( (szappanszer() izt ad

» a fehérje bomlas folyamatos, aminosavak, biogén ami-
nok, ammaonia

BME A i dgia és Elelmi: y Tanszék

Termolizin

y Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék
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Aszpartam gyartas Enzimes eljaras (HSM)

Az enzimes eljaras elényei:

Ahhoz, hogy csak a fenilalanin aminocsoportja reagéljon az > Nem keletkezik B-aszpartam (ami keserti)
aszparaginsav a-karboxil csoportjaval, a rajtuk 1évé egyéb >
funkciés csoportokat blokkolni kell, egyébként random di-
és oligopeptidek képz&dnek.

Sztereoszelektiv a reakcio, csak L-aszpartam keletkezik,
igy alapanyagként DL-Phe (racém, olcsébb) is hasznal-

haté.
o N » Nincs racemiz4cié a szintézis alatt
P A\/ i . > A reakci6 vizes kozegben, enyhe koriilmények kdzott
T I\@ végrehajthato.
o o o » A keletkez6 védett aszpartam adduktot képez a felesleg-
| ben 1évé D-PheOMe-rel, ami kicsapodik.
» A termék kicsapodasa miatt az egyensulyinal jobb kon-
verziét lehet elérni (5% — 90%).
43 4 46
BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék
Aszpartam gyartasok Az enzimes aszpartam gyartas lépései
Kémiai eljaras (formilezés, NutraSweet, Ajinomoto): Szubsztratok:
L-Asp
i v T % L-aszparaginsav + DL-fenilalanin-OMe (racém, olcs6bb
| :Zgu Hc.ic"‘\‘)‘ soned O HCIBOH HDEE'/\‘/LHM-{“@;H_} Zparaginsav : : ( )
% Jh H CoH o NHae! +
?’_“L_ R N\ » A keletkezd védett aszpartdm adduktot képez a felesleg-
i il ForcAsp-Phe - H0%) 7§ ben 1évé D-PheOMe-rel, ami kicsapodik.
1 . o e a Yy ooz
O“H ﬁsﬁgd o nﬁ;n"“]-’ N—[\c;\‘:"j cH,ozc’“T N '—6-/ » Szlrés
Y A gl TE0aEHs Rl oo > Sosawval visszaoldjak.
. ka i “ﬂ}t ~ PRI Ve > A BOC csoportot lehidrogénezik, a D-PheOMe-t racemi-
J X HEE S N z&ljak és visszaviszik a folyamat elejére.
ik For-p-Asp-Phe (- 20%) TR
1 cu;o,c’""-l/ IINI.-{“rr:v_H/
RH,Cl =Wkt
4 prisomens w“ -
BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék
Enzimes eljaras (HSM = Holland Sweeteners Aszpartam gyartas
Company)

+ :
Eoom cooH
© Hooc” "

DLL-phenylalanine methylester L-aspartic acid (protected)

_X
HN
X H i
NH, HN E NH, NY\/ﬁOO E
2 H —— + H
mwe’ Hooc” ~CO0H moMe ©/\cjom o "

X = protecting group 1

NH, N\IKE\/COOH

racemization

DL-1 L-2 D-1 L-3
7= phenylalanine methylester D-phenylalanine methylester a-aspartame (protected)
2 = aspartic acid (protected)
3 = a-aspartame (protected)
{n Hel
ii) Hz, Pd/C, MeOH
A Phe metilésztere a karbonsavat blokkolja, az Asp amino- .
csoportjat pedig egy benzoil-oxi-karbonil (BOC) csoporttal @Arww E @NN A -COOH
védik (ez végil hidrogénezéssel eltavolithatd). coowe Ceousl
D-phenvlalanine methviester hudrachinride aspartame
45 48
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08. fejezet: Ipari enzimel

Az aszpartam gyartas folyamatabraja

X
HN
H
N.

£ _COOH
X €oome ©

- =(racemization|
fermentation ]
medium X v
- NH <
Y ©/\]/ 2 | N
A .COOH — N
Hooe” 00 CooMe = N

| celis
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Lipazok

Termel& mikroorganizmusok:

» Aspergillus nemzetség,
» Mucor nemzetség,

» Rhyzopus nemzetség,
» Candida nemzetség

Altaldban sejthez koétott enzimek, de Mg2* ionok hataséara
levéalnak

Induktor: olaj, zsirok (szubsztrat),
Represszor: glikoz (katabolit represszio), glicerin (termék
inhibicid)

BME A i bgia és Elelmi Tanszék

Lipazok

Alapreakci6: a zsirok észterkotéseit hidrolizaljak, termékek:
szabad zsirsavak, mono- és digliceridek, glicerin.
Egyensulyi reakcio, visszafelé is megy.

0]

AMAAAAAKE-0-CH, HO-CH,
0 Lipase 6 cH

AN L-0- A
C-0-CH 210

/\/\/\/\/\/\/\,8-O-CH2 + HO- CH,
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és Elelmi Tanszék

Lipazok felhasznalasa

1. Emésztést elbseqiti (pankreasz lipaz potlasa)
2. Sajtérlelésben izjavitd (tejzsir iranyitott bontasa)

3. Szappan ipar, kiméletes elszappanositas (Candida
lipaz)

4. Atészterezés, észterképzés - dinamikus egyensily - a
karbonsav csoportok folyamatosan cserélédnek —>

BME A i bgia és Elelmi Tanszék

Lipazok

Vannak régiéspecifikusak, amelyek csak a szélsé zsirsava-
kat hidrolizaljak, a kozéps6t nem, de vannak erre érzéketle-
nek is. A szénlanc hossza csak a sebességet befolyasolja.

Szerves oldészerekben is jol mikodnek, igen kis viztarta-
lom mellett.

Sé6t a héallésaguk is jobb ebben a kézegben -70 °C.
Adszorpciéval kdnnyen immobilizalhatéak szerves és szer-

vetlen hordozék feluletén (hidrofil-hidrofob jelleg a hasznalt
oldészer szerint).
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BME A i bgia és Elelmi Tanszék

Zsirok atészterezése

1. Trigliceridek kozott

QCOR; OCOR, OCOR, OCOR4 OCOR;
n Eceo& +m Eoccm, _— EOCOR2 + Eocoa2 + Eocom Jete
OCOR, OCORg OCORg

OCOR; OCORg

2. Triglicerid és zsirsav kozott
'OCOR¢ OCOR OCOR;

n EOCOR2 + mRCOOH ——— EOCORZ + EOCOR + RyCOOH + R,COOH
OCOR3 OCOR; OCORj

BME A i bgia és Elelmi Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék
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08. fejezet: Ipari enzimel

Kakadvaj-po6tlé anyag eldallitasa

Palmamag-olaj atészterezése kakaodvajszer( zsiradékka
(csokoladé gyartas)

Triglyceride Palm oil mid-fraction ~ Enzymically produced Cccoa butter

(% dry weight) fat (% dry weight) (% dry weight)
StStst 5 3 1
pPoP 58 16 16
POSt 13 39 41
StoSt 2 285 27
StLnSt 9 8 8
Sto0 4 4 8
Others 2 1.5 1
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BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék

Novényolaj atészterezése biodizellé

A biodizel gyartasa soran a névényi olajat atészterezik me-
tilészterré. Ezt KOH-val végzik, de dolgoznak az enzimes
technolégian. Ehhez nem-régiospecifikus lipaz sziikséges.

(o) Q

Il I
CH,-0-C-Ry CH;-0-C-R
|
| 6] O CH, - OH
Lo o . ) Lo o
CH -O0-C-R; + 3CH;OH —--—-——> CH;-0-C-R, + CH-OH
| (KOH) |
| o (o} CH; - OH
| I I
CH,-0-C-Ry CH;-0-C-Ry

Tnglyceride methanol mixture of fatty esters alycenn

BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék

7

Kakadvaj-potlé anyag eléallitasa

Napraforgéolaj atészterezése kakadévajszerl zsiradékka
(csokoladé gyartas) régio-szelektiv lipazokkal.

6] S
EO + Stearic acid = EO + Oleic acid
(0] S

High-olcate Component of
sunflower oil cocoa butter equivalent

A termékbél a szabad savakat eltavolitjadk molekularis desz-
tillacioval, azutan hitéssel frakciondlt kristalyositas: a szte-
arinsav észterek valnak ki el6szér, az olajsavasok folyéko-

nyak maradnak.
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Novényolaj atészterezése biodizellé

Enzymes Unreacted oil,

Oil with N alcohol ¥ I >

free fatty acids [ %v Biodiesel
1 Alcohol

Alcohol

Glycerol,
alcohol

A Reactor

B : Separation (Centrifuge Glycerol
or Decanter)
C : Filter or Membrane
D : Alcohol recovery
Sok (~12%) glicerin keletkezik
59
BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék

s

Kakadvaj-potlé anyag eléallitasa

Immobilized lipase

High-oleate sunflower oil

Recycle
A

Recycle

Distillation

Mixed acids (St, O)

| S00+000 |« Crystallization |
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