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Mikrobialis poliszacharidok

A poliszacharidok biolégiai funkciéja:
= Védelem kiszaradas ellen
= Rogzités fellleten
= Védelem fagocitézis, fagok ellen
= Tartalék tdpanyag (xantan nem)
= Immunolégiai determinans

Lokalizacié:
= extracellularis (oldat, nyalka)
= sejtfalhoz kétve
= sejtmembranhoz kétve
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A mikrobidlis poliszacharidok bioszintézise
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Exopoliszacharidok szerkezete

Homopolimerek: egyféle monomerbdl épuilnek fel
> dextran (gliko6z)

levan (fruktéz)

kurdlan (glikoz)

pullulan (glikéz)

szkleroglikan (glikéz)

>
>
>
>

Heteropolimerek: ismétl6dé egységei tobbféle molekulabdl tevédnek
Ossze

> xantan (glikéz, mannéz, glikuronsav, ecetsav, piruvat)
> gellan (glukéz, glikuronsav, ramnéz)
> alginatok (guluronsav, mannuronsav)

BME Alkalmazott Bi 6gia és Elelmi iny Tanszék
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Poliszacharidok fermentacidja

K&zds jellemzék:

Tapkozeg: normal, C-forras: gliikdz, specialisan szachar6z
(dextran, levan)
bbséges C-ellatas kell (C/N arany > 10)
pH=6-7,5 (baktériumok), sav keletkezik — szabalyozas luggal
Levegdztetés: igen intenziv, mert a viszkézus kbézegben nehéz
megfelelé anyagatadast elérni - kildnleges keverék
Downstream muveletek:
szerves olddszeres kicsapas: metanol, etanol, aceton, propa-
nolok
(porlasztva) szaritas

1
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A mikrobidlis poliszacharidok bioszintézise Xantéan
UDP-galakturonsav Szerkezete:
e >4)-glikéz-8 (124)-glikézB (1>
galaktoez ——— gal-1-P — UDP-gal §r
glitkoz ———gli-6-p ——— glt-1-P ——UDP-glii la
oGP UDP-gliikuronsav mannodz-g (1-24)-glikkuronsav-g (1->2)-mannéz-OAc
Tu-0- /\ . (észter)
mannéz ——man-6-P ———— man-1-P —GDP-man 4\/ 6 (ketal)
C
GDP-fukéz VAN
\_ Me COOH /n
Templat: UDP, GDP
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Xantan gyartas

Gyartas: ~100.000 t/év (er6sen ingadozik)

Torzs: Xanthomonas campestris — ndvénypatogén (kaposzta,
gyimolcsfak) — a technolégiabdl nem kerilhet ki é16 sejt (kimené
levegd sziirése, 1é utbpasztérozése)

A xantan burok miatt rossz az anyagatadas a kérnyezettel -»
lassan ndvekszik, mas térzsek kdnnyen tulndvik
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Xantan fermentacio leveg6ztetése

Levegdztetés: a pszeudoplasztikus 1é miatt rossz a tdmegatadas, spe-
cidlis, nagy atméréji keverék, ne legyenek holt terek.

Kis keverd, nagy fordulatszam Nagy keverd, nagy nyomaték

t*

High RPM lo_of High Torque

Small @
Propeller

*

High Shear

Small Area 3
of Influence [l

Large @
impeller

" Large Area
of Influence

Xantan fermentacio

C-forrés: glikéz (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 kozémbdsiteni kell, pH = 5 kérill a
termelés mar lelassul.

Fermentéacios id6: 40-48 éra
Konverzié: 68-70 %, azaz 25-30 g/l
A (latszélagos) viszkozitads 10-30.000 cP (= milliPa.s) -ig emelkedhet
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Xantan fermentacio leveg6ztetése

Levegdztetés: A buborékok nehezen szallnak fel.

A viszkdzus 1é miatt rossz a tdmegatadas, a tenyészet sajat magat
fojtja meg.
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A xantan feldolgozasa

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

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

Orlés

19
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Dextran

o
Szerkezete: elagazé lancu gli- A/°

k6z polimer. Hoy\\\
o
A kotések tulnyomo része a(1-6), /\%i\
Of

HO'
mellette kb. 5% a(1-3). a
bat9) HOA/O data’" o

HO- [0}
A lanc elején egyetlen fruktoz N~
Van o 00(1.6)

o
HO'

Viszkézus, de nem gélesedik. ""w

i Tl . 4 2 22
éE Tanszék

Xantan felhasznalasa

60 % Elelmiszeripar:
cukorkamdz, salata-dresszing, fagylalt, jam, sz6sz:
viszkozitas ndveld

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

15 % olajipar: farasnal masodlagos olajkinyerés (viz helyett),
faréoblitd folyadék
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Dextran eléallitasa

Bioszintézise:

. Leuconostoc mesenteroides , ,
Szachardz i — dextrdn +(n-1) Fruktoz
Dextran - szacharéz

Egylépéses biokonverzié: transzglikozilalas (Id. BIM)
Irreverzibilis reakci6: ~100% konverzid

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

Cukorgyarakban: léfert6z6dés - dugulasok

23
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Xantan felhasznaldsa Dextran fermentacidja
Fuarooblité folyadék: olajfarasnal a faréfej kordl BIOGAL technolégia:

erds nyiras érvényesll — kicsi a viszkozitas, j6 a
hités. A felszall6 aramlasban kicsi a nyiras - nagy
a viszkozitds, lassitja a kétérmelék tGlepedését.

ma’c‘ Szivallyd
|

=)

Fuirg-
rugeiaf

— L. mesenteroides — tejsavbaktérium, anaerob

— eldbb a sejtszaporitas, aztan a konverzié

- tapoldat: 10-20% szachar6z + 2% CSL + foszfat

- levegéztetés nem kell, csak keverés

— pH szabalyozas: 5,0-5,2 a képz&édé tejsavat kozombdsiteni kell

— 0,5 g/l baktérium ~80 g/l dextrant (&4tlagos méltdmeg: ~500.000)
termel

— Kinyerés: kicsapés alkoholokkal, szlirés

BME A iotechnol6gia és Elelmi iny Tanszék 2

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

24




Pécs Miklés: Biotermék technoldgia 2

5. Mikrobiélis poliszacharidok

Dextran felhasznalasa

Vérplazma pétlasra: csak a 40-70.000 Daltonos frakcié felel meg,
ezért hidrolizissel apritani kell:

- s6savas hidrolizis 100 °C-on, vagy

- enzimes hidrolizis: dextranaz (P. funiculosum)

azutan:

frakcionalt kicsapas alkoholokkal:
kis molekulatdémeg, 40 kDa és 60-70 kDa frakciék - vérplazma
potlok
nagy molekulatdémegd frakcié - vissza a hidrolizisbe

Sephadex gélek (gélkromatogréfia): térhalésitott dextran

25
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.Helyettesit6” mikrobialis poliszacharidok
Alginat

Barnamoszatok sejtfalaban fordul elé (Laminaria fajok, Macrocystis
pirifera), innen nyerték ki, de ma fermentaljak is (Azotobacter vine-
landii, Ps. aeruginosa).

Mannuronsav 3(1-4) és a-guluronsav polimer, homopolimer blok-
kok valtjak egymast = erésen anionos jellegl (vo. pektin)

28
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Levan

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

Levan szacharaz
Aerobacter levanicum
Bacillus subtilis

Szacharéz » levan + glukéz

- Sokféle térzs termeli
- Konverzi6: ~62%
- Felhasznéléas: oldata viszkdzus, de newtoni
> élelmiszeripar
» gyégyszeripar
» kozmetikai és festékipar (gumiarabikum helyett)

26
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Alginat

Viszk6zus, gumiszerli anyag, vizben nem oldédik, de sok vizet kot
meg.

Kationkot6, kationcseréld, Ca2+ ionokkal gélt képez (sejtek bezarasa)
Felhasznélasa:

> élelmiszerekben sdritéanyagként, stabilizalészerként, zselésité
anyagként, valamint emulgedlészerként hasznaljak E400 néven.

» a gyogyszeriparban széles koérben alkalmazzak
> égési sérilések esetén elésegiti a sérilt rész gydgyulasat
> fémmérgezés esetén fémionok megkotésére hasznaljak

BME A iotechnol6gia és Elelmi iny Tanszék 2

29

Gellan

Ismétl6dé tetraszacharidokbol all, szerkezete: glikéz-glikuronsav-
gliko6z-ramnoz, ecetsav és glicerinsav csoportokkal.

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

Agar helyett taptalaj gélesitésére is hasznalhat6.

Elemiszeriparban kemény és atlatsz6 géleket, bevonatokat lehet
vele késziteni.

27
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Mikrobialis cellul6z

Szerkezetileg azonos a névényi cellulézzal, B-(1,4)-glikopiranéz de
nem kapcsolédik hozza hemicellul6z, pektin és lignin.

Nagy tisztasagu, kristalyos szerkezet, erésebb gélt képez és na-
gyobb a vizk6t6 kapacitadsa, mint a névényinek.

Elelmiszeripari és orvosi alkalmazasa igen széleskori.

Az A. xylinum térzzsel termelik.

BME A iotechnol6gia és Elelmi iny Tanszék o
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Heparin
Tobbféleképpen szulfonalt mukopoliszacharid, Ca-s6 formajaban hoz-
zak forgalomba. P 60Sue

CH20805"

Antikoagulans =
Véralvadasgatld Q Q

COOH
Az éllati (emberi) OH % A o o
szervezet termeli —| =
eredetileg szerv-
extrakcidval gyar- 0S0s” NHSOs"
tottak. (2-0-Sulfate) (N-Sulfate)

Helyette: E. coli-val termelnek kondroitin szulfatot, majd ebbdl emiés
sejtekkel hozzak létre a heparint.

31

Tanszék

A ciklodextrinek bioszintézise

Egylépéses biokonverzié ciklodextrin-glikozil-transzferazzal (CGTaz)

A

BME Alkal jotechnologia és Elelmi iny Tanszék 3

31

0.57 nen

wWugeo

a-, B-, y-ciklodextrinek: 6,7,8 gliikéz egység

A gy(ri belsé része enyhén apolaris, megfeleld partnerrel zarvany-
molekulat képez.

33
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Ciklodextrinek (CD, Schardinger dextrinek) A ciklodextrinek bioszintézise
§ ) 0‘\'10\)6 Szubsztrat: linearis dextrinek (elfolydsitott keményits), tobbféle ter-
g o;.,o mék keletkezik parhuzamosan. A reakcié egyensulyi, a termékek
.. ko e} egymasba atalakulnak.
Q @ 7Q Termékinhibicio: a keletkezé CD gatolja az enzimet.
L0 2, N\,
o% gyen: gen 0 o Cleavage
e apoldros g A o 9 a-Cyclodextrn
. regio $Q { ﬁo
A o O% ) l -Cyclodextrin
Ho W) | S
0@ S lo2 0 % Cyclodextr
0 y-Cyclodextrin
S o
*
Hidrofil régié y Tanszék 2 BME A iotechnologia és El Tanszék %
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A ciklodextrinek méretei A ciklodextrinek bioszintézise
0.78 nvn 095 nmn

(lineéris és) CD
gylirlls dextrinek izoléalas

o - amilazzal hidrolizalt _ciklodextrin-glikozil-

(burgonya) keményité  transzferaz (CGT-4z)

Egylépéses biokonverzié: 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.

BME A jotechnologia és El %

Tanszék
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A ciklodextrinek el6allitasa

Mindig tdbbféle CD keveréke keletkezik + linearis melléktermékek. A cél
viszont tiszta termék.
Az a-, -, y-CD arany szabalyozasa:

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

» olddszer adagolas: zarvanykomplex keletkezik, ez eltolja az
egyensulyt

» Mercian eljaras, szelektiv adszorpcié

37
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Iranyitott gyartasok:
a-CD eléallitas

Komplexalé vegyiilet: dekanol (vizg6zzel eltavolithato)
Csak a-CD képzddik: jol oldodik (140 mg/ml),

- nehéz kristalyositani

Hozam: ~50%

40
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Oldészeres gyartasok

Megfelelé méretl apolaris molekulaval csak az egyik CD képez zarvany
vegyiletet, ez tébbnyire ki is csapddik. Az enzim az egyensuly helyreal-
litdsara ezt a frakciot termeli, a tébbit 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/vizgézdesztillacidval (izhetd ki. A
hozam gyenge, 50% alatti.

38
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y-CD eldallitas

A B-CD gyartas mellékterméke

Konverzi6 CGT-azzal

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

loncsere, aktiv szenes tisztitas

Hozam: ~2%

41
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Iranyitott gyartasok:
B-CD el6allitas

Hidrolizis: 33%-0s keményitd, folydsitas a-amildzzal, 80°C-on, 1h,
pH=7.2, Ca2?* kell

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

Biokonverzié: CGT-az enzim, 50 °C, 100-105 h, keverés
Komplexal6 vegyulet: toluol

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

kristalyositas.

39
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Mercian eljaras (J)

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

Elvalasztas szelektiv adszorpciéval (folyamatos recirkulacio, hiités 30
°C-ra, majd vissza 55 °C-ra)

o megkétés: kitozan hordozén sztearinsav ligand, szelektivitas: >95%

B megkdtés: ciklohexan—propanamid—n-kapronsav ligandon

42
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Mercian eljaras (J) Ciklodextrinek alkalmazasa

ooooooo(o)?j O= glitkoz Gyogyszerek formulazasa:

OH
I et = Oldhat6sag né (felszivodas): vizben nem oldhaté vegyi-

o =N &% letek is adhaték injekciokban

E . E i :> % y\ A hozzaférhet6ség n6é
Z é o R Stabilizal: kevésbé parolog, véd az oxidalas ellen, a hésta-
I | we - bilitas n6

héeserélok adszorpciod

o,
L]

o
3

)@
L

Irritalé hatas csékken (indometacin)

ol il el restifomiy TanseEi 4 és Elelmi iny Tanszék “

A ciklodextrinek alkalmazasai:
molekularis csomagolas

CHy
Hzc\\l\\-'O/

CH3 »
N
limonene cyclodextrin (CD) CD/limonene-IC ! @ N ™ ™ o

NN

Az inklUzi6s komplexek képzédése

Az apolaris molekulak beilleszkedése az apolaris gy(ribe energia- I Prosztaglandin F

csOkkenéssel jar.
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Ciklodextrinek alkalmazasa

Elelmiszerekben és kozmetikumokban: aromak, illéolajok, illata-
nyagok bezarasa. Szagmentes hagyma és fokhagymaolaj.

Biotechnolégia: apolaris anyagok bevitele vizes kézegbe (ferment-
1ébe)

> Zsirsavak bevitele Mycobacterium szamara
> Hidrokortizon bevitele prednizolon gyartashoz

> Lanatozid C komplexalasa digoxin eléallitasahoz
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