Pécs Miklos: Biotermék technoldgia Mikrobidlis poliszacharidok

1.1. Altalanos bevezetés

A nagy mennyiségben rendelkezésre all6 novényi poliszacharidokat mar régdta alkal-
mazzak a héziipar és az ipar teriiletén (keményitd, celluldz, agar-agar, alginét, pektin, inulin,
karragén, guar gumi, médositott keményitd, gabonagliikdnok, gumiardbikum stb.). A névényi
forrasokbdl izoldlt poliszacharidokkal 0sszehasonlitva a hasonl6 célokra is felhaszndlt mikro-
biélis poliszacharidok eldnye, hogy a gyartds nagy volumenben, viszonylag kis teriilet- s id6-
igénnyel, jol szabalyozottan megoldhatd. A termék édllandé mindségli, a piaci igényeknek
megfelelden allithatd eld, szemben a novényi eredetli termékekkel, amelyek termelése a te-
nyészidotol, évszaktol, iddjarastdl fiigg és kémiai jellemzoi sem dllanddak.

A novényi alapu hidrokolloidokkal dsszehasonlitva fermentdlt anyagok elénye, hogy a
termelés iddigénye rovidebb, a tobb honapos tenyészidével szemben csak néhany nap, és nem
foglal el mezdgazdasagi teriileteket. Ezzel egyiitt a termelési koltség a dontd tényezd, amely
meghatdrozza a mikrobidlis eredetli anyagok elterjedését. A koltségek meghatdrozo elemei a
szubsztrat dra, valamint a (nagy méretll) fermentor beruhdzasa €s tizemeltetése.

Szamos érdekes tulajdonsagokkal rendelkezd, jol alkalmazhat6 biopolimert fedeztek fel
és vizsgaltak meg laboratériumban, de mégis csak néhdny valt nagy 1éptékben gyartott ter-
mékké. Ennek okai tobbfélék, de elsOsorban a gyartdsi nehézségek teszik gazdasiagtalannd a
termelést. A magas termelési koltségek, az alacsony poliszacharid hozamok, melléktermékek
képzddése és a feldolgozdsi milveletek (downstream) bonyolultsdga egyardnt problémat jelen-
tenek. Ezek megfeleld mérnoki optimalizéldssal csokkenthetOk. Ehhez a folyamat mélyebb
megértésére (process understanding) van sziikség, mind a mikrobidlis fiziologia, mind a bio-
szintézis és genetika, mind az upstream €s downstream miiveletek teriiletén.

Gondot okozhat, hogy a termeld torzs gyakran tobbféle poliszacharidot is termel parhu-
zamosan, illetve az egyes termékek sem homogének, moltomegiik és eldgazasi fokuk nem
egységes. Ez a torzs tulajdonsdgain tdl a tdpoldat 6sszetételétdl, a fermentacids koriilmények-
tol €s a tisztitasi 1épések hatdsossagatol is fiigg.

Egyes mikrobidlis poliszacharidok kozvetleniil helyettesithetik a novényi (pl. guar gu-
mi, gumiardbikum vagy pektin) vagy alga eredetli (pl. karragén vagy alginét) anyagokat. Méa-
sok viszont specidlis egyedi tulajdonsdgaikkal djabb alkalmazdsi lehetOséget teremtettek.
Azok valtak iparilag fontos termékké, amelyek kitlintek kedvezd reoldgiai tulajdonsagaikkal,
vagy helyettesitettek valamilyen nehezen vagy korlatozottan hozzaférhetd anyagot. Tobb, ere-
detileg Osszetett €161ényekbdl kivont poliszacharid termelését is megoldottak méar mikrobdk-
kal. fgy gydrtanak mar mikrobidlis celluldzt, alginétot, hialuronsavat, s6t heparint is.

A hidrokolloidok globdlis piacat a mikrobidlis polimerek ndvekvd ardnya ellenére még
a novényi- €s alga eredetli poliszacharidok (pl. keményitd, galaktomannanok, pektin, karragén
és algindt) domindljdk. Az Osszes piaci forgalombdl a xantdn, a legjelentdsebb fermentalt
anyag is csak 6%-kal részesedik.

A mikrobidlis poliszacharidok vagy extracelluldris vegyiiletek vagy a sejthez kotott
anyagok. Lehetnek elsddleges (pl. sejtfal biopolimerek) vagy masodlagos anyagcseretermé-
kek. Funkciéjuk tobbféle lehet. Egy résziik a sejtfal alkotorésze (mint példaul a gombék [3-
glukdnjai), vagy tartalék tdpanyag (mint példdul a poli-hidroxibutirdt), vagy a kiszdradds ellen
védo nydlkaanyag. Alkothatnak kiilsd nyalkas réteget, ami valamilyen feliiletre ragasztja a
sejtet (mint példdul xantdn és gelldn) vagy képezhetnek merev kapszulat, ami megvédi a sejte-
ket a kedvezdtlen koriilmények (pl. sz€lséséges pH, kiszaradds, oxigén stressz, antibiotiku-
mok, fagocitdk) hatdsai ellen.
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Sokuk természetes Osszetevo az élelmiszereinkben (pl. az ehetd gombakban vagy a sor-
élesztoben), masokat évtizedek ota adalékként hasznédlnak az élelmiszeriparban, valamint a
gyogyszerekben, kozmetikai és egyéb ipari teriileteken, az olajiparban, a biolégiailag lebomlé
milanyagokban.

1.1.1.1. Reologiai tulajdonsdgok
A poliszacharidok haszndlata vizes oldataik érdekes reoldgiai tulajdonsdgain alapul.
Egyesek viszonylag kis koncentraciéban is gélt képeznek, amit sok teriileten fel lehet hasznal-
ni. Mésok nagy viszkozitdsukkal és nem-newtoni viselkedésiikkel tiinnek ki. Az id6tdl
fiiggetlen reoldgiai alaptipusokat mutatja be a 1. dbra. A newtoni folyadékok folydsgorbéje az
origébdl induld egyenes, meredeksége a dinamikai viszkozitas.
A poliszacharid oldatok éltalaban pszeudoplasztikus viselkedésliek, ami leegyszeriisitve
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szont kis viszkozitdst mutat. Az kapcsolat hatvanyfiiggvénnyel irhaté le: Newtoni fluidum

esetén n értéke 1, pszeudoplasztikus esetben egynél kisebb, dilatdns esetben egynél nagyobb.
A latszolagos viszkozitdst egy adott pontban ugy értelmezziik, hogy az adott ponthoz

o
(W, 5
g s
e =
§ gor=iae E
£ w E
@ Hi>Ho> s N
] ‘s>
R @
= o - 1

S nyirofesziitség i
— o
nyirosebesség Y
©

o . -1 ror ) -1

nyirosebesség (dv/dx, s ) nyirosebesseg (dv/dx, s )
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tartozo fesziiltség és sebesség adatok hanyadosat képezziik. Grafikusan ez az origdébdl az adott
pontba huzott egyenes meredekségeként olvashaté le (2. dbra). (Nem tévesztendd Ossze az
aktudlis viszkozitdssal, ami az adott pontban a gérbéhez huzott érintd meredeksége.)

r=y"

1.1.1.2. A poliszacharidok szerkezete:

A szacharidok gyiijtdnévbe sokféle cukor fér bele, a leggyakoribbak a gliikdz, fruktdz,
és a manndz. Emellett jellemzdek a cukorsavak is, sokféle cukorbol levezethetd -on-savak és
-uron-savak is el6fordulnak. Ezek viselkedése az anionos csoportok miatt pH-fiiggd. A cukrok
-OH csoportjaihoz szerves savak kapcsolédhatnak (ecetsav, piroszdldsav, glicerinsav, boros-
tydnkdsav) észter vagy ketdl formdban.

Az alkot6 elemek fajtdi szerint megkiilonboztethetiink homo- és hetero-poliszacharido-
kat. A homopoliszacharidok egyféle monoszacharid egységbdl épiilnek fel, példaul a dextran,
a pullulén, a szklerogliikdn, a kurdlan gliik6z homopolimerek, eltéré kotésekkel. A xantdn és a
(mikrobidlis) alginét tobbféle cukorbdl 4116, ismétlodd egységeket tartalmaz.
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EPS Alkotd Molekula- F6bb tulajdonsagok Alkalmazasi terlletek Piac Ar
komponensek témeg (USS) (USS)/kg
Xantan Glikoz Anionos (2.0-50) x Hidrokolloid Elelmiszerek 96 000 235 milli6 3-5
Manndz 10° - Nagy viszkozitas kis Olajipar
Gliikuronsav koncentraciéban és kis Gyodgyszerek
Acetat nyirésebességnél is; Kozmetikumok és testapold
Piruvat - Stabilitas széles pH, cikkek
sokoncentracié és Mez6gazdasag
hémérséklet
tartomanyban
Gellan Glikoz Anionos 5.0x 10°  Hidrokolloid Elelmiszerek N.A. 15 millié 55-66
Ramndz - Stabilitas széles pH Allateledel
Gliikuronsav tartomanyban Gyodgyszerek
Acetat Gélesit6 kapacitas Kutatas: agar helyettesitd és
Glicerat Termoreverzibilis gélek elektroforézis gél
Alginat Guluronsav Anionos  (0.3-1.3) x Hidrokolloid Elelmiszerek 30 000 N.A. 5-20
Mannuronsav 10° Gélesit6 kapacitas Hidrokolloid
Acetat Filmképzés Orvosi:

- Sebészeti kotszerek
- Sebkezelés
- Szabalyozott gydgyszer bevitel

Celluléz Glikoz Neutrélis 10° Kristalyos szerkezet Elelmiszerek (emészthetetlen N.A. N.A. 5.8-12
Oldhatatlan a legtobb rost)
oldészerben Orvosi:
Nagy szakitoszilardsag -Sebkezelés
Formazhaté -Véredények
-Hangszéré membranok
Dextran Glikoz Neutrdlis 10°-10° Nem-ionos Elelmiszerek 2 000 N.A. N.A.
Newtoni folyadékként Orvosi: Vérplazma potlé

viselkedik Kromatografias toltet
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Kurdlan

Hialuronsav Gliikkuronsav

Szukcino-
glikan

Levan

Glukoz Neutralis

Anionos
Acetil-
glikdézamin
Gliikéz
Galaktdz
Acetat

Piruvat
Szukcinat
3-hidroxibutirat
Fruktdz

Anionos

Neutralis

5x10%-
2x108

2.0x10°

LMW
<5x103
HMW
>1x10°

3.0x10°

Gélképzé

Vizben oldhatatlan
Ehetd és nem toxikus
Bioldgiailag aktiv
Bioldgiailag aktiv
Erésen hidrofil
Biokompatibilis
Pszeudoplasztikus
viszkozitas szabalyozd
Savt(iré

Kis viszkozitds
J6 vizoldhatdsag
Bioldgiailag aktiv:
- Antitumor aktivitas
- Gyulladascsdkkentd
Jol tapad
Filmképzés

Elelmiszerek
Gyodgyszeripar
Nehézfémek eltavolitasa
Beton adalék

Orvosi
Taptalaj gél

Elelmiszerek
Olajkinyerés

Elelmiszerek (prebiotikumok)

Takarmany
Gyodgyszerek
Kozmetikumok
Egyéb ipar

N.A.

N.A.

N.A.

N.A. 55

1 000 milli6 100 000

N.A. N.A.

N.A. N.A.

1. tabldzat A legismertebb mikrobidlis poliszacharidok: a fizikai-kémiai és funkciondlis tulajdonsdgok, a f6 alkalmazdsi teriiletek és a piaci adatok dttekintése
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1.1.1.3. Funkciondlis tulajdonsdgok és alkalmazdsok

A molekuldk vizes oldatban sokféleképpen rendezddhetnek el és ez meghatarozza tulaj-
donsdgaikat és ipari alkalmazhatésdgukat. J6 példa erre a gelldn és xantan kiillonb6zo viselke-
dése. Mindkett6 negativ toltésli heteropoliszacharid, de mds a polimer Osszetétele €s szerkeze-
te. A linedris gelldn molekuldk magasabb hdmérsékleten rendezetlen tekercset alkotnak, de le-
hiitve kettds spirdl formaba mennek 4t. Nagyobb koncentriciéban ezek vastagabb rud-szerii
aggregatumokka alakulnak at és makroszkopikus gélt képeznek. A kialakul6 gél tulajdonsagai
az acilcsoportok jelenlététol fiiggenek: az acilezett forma rugalmas és héallé zselét ad, mig a
dezacilélt anyagbol merev, kemény gél lesz. Ennek megfeleléen a gellant tobb ipardgban is
gélesitd adalékként haszndljak (1. tdbldzat). A xantdn viszont eldgazd lancu, és bar alkot
kettds spirdlt, de nem hoz létre gélszerkezetet. Ehelyett az Osszefonddott polimer ldncok
nagyon viszkézus oldatot eredményeznek. Igy a xantdnt viszkozitds-fokozéként alkalmazzak
(1. Téblazat).

Az egyes polimerek tulajdonsdgai drdmaian megvéltoztathatok a més biopolimerek hoz-
zékeverésével. JOl ismert példa a galaktomanninok (pl. szentjanoskenyérmag, locust bean
gum) Osszekeverése xantdnnal, ami az elobbiekkel ellentétben gélszerkezet kialakuldsédhoz ve-
zet.
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3. dbra A poliszacharidok tulajdonsdgai és alkalmazadsi teriiletei kozotti dsszefiiggések. Roviditések:
Alg = bakteridlis algindt; Curd = kurdldn; Fpol = FucoPol; Gell = gelldn; Gpol = GalactoPol; Hyall
= hialuronsav; Lev = levdn; Scn = szukcinoglikdn, Xant = xantdn.

Ezen tilmenden a kémiai 4atalakitasok is jelentdsen megvéltoztathatjdk a funkciondlis
tulajdonsagokat. A savcsoportok eltdvolitdsa, keresztkotések létrehozasa, kovalens kotések
mads biopolimerekkel mind javithatjdk a polimerek tulajdonsagait.
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A poliszacharidokat nem-newtoni viselkedésiik €s a nagy viszkozitdsuk miatt mar széles
korben haszndljak értékes termékek (élelmiszer-, gydgyszer-, és kozmetikai ipar) gyartdsandl,
legtobbszor toltd-, stabilizalo-, kotd- és szerkezetjavitd adalékként (3. dbra), (1. tablazat). Az
élelmiszeripari termékekben alkalmazott anyagoknak kompatibilisnek kell lenniiik az élelmi-
szer-0sszetevokkel és az eléforduld sokféle pH és ionerdsség mellett is meg kell tartaniuk
kedvez0 tulajdonsédgaikat.

A poliszacharidok bioszintézisénél a sejtek belsejében 1évé monoszacharidok el6bb
foszfo-nukleotidd4 alakulnak &t (pl. UDP-, TDP-, GDP-cukor), amelyek azutdn a sejtmemb-
ranba kotott lipid templat molekuldkra teszik at a cukrokat. A gliikéz polimereknél elséként a
glikolizis koztiterméke, a glikkdz-6-foszfat alakul 4t gliikoz-1-foszfattd €s ez kapcsolodik a
nukleotidokhoz (4. dbra).

UDP-galakturonsav

galaktez —* ga-1-P ——* UDP-gal
glikéz ——glii-6-P ———— gli-1-P —UDP-glu
fru-6-P UDP-glUkuronsav

mannéz ——man-6-P ———— man-1-P —GDP-man

GDP-fukéz

4. dbra A nukleotid-cukrok kialakuldsa

A sejtfal poliszacharidok €s szdmos exopoliszacharid részben vagy teljesen intracellul-
risan, a sejten beliil alakul ki, de példaul a dextrant, levant, alterndnt a sejt felszinén 1évo enzi-
mek szintetizaljak.

A részlegesen intracelluldris exopoliszacharid-szintézisben a lipid karrierek is jelentds
szerepet jatszanak. Ezek hosszi szénldnci foszforsav-észterek és izoprenoid alkoholok, ame-
lyek apolaris lancukkal a sejtmembran lipidrétegében rogziilnek. A foszfat csoportok kezdet-
ben befelé dllnak és ezen szerelddnek Ossze a polimer részegységei. A tovdbbiakban ezek at-
fordulnak a membran kiils6 oldalara, €s ott kdvetkezik be a polimerizacio (5. dbra).

Néhdny specialis esetben az altaldnos mechanizmustdl eltérfen a polimerizacié a
membrén belsd oldaldn zajlik, és az egész lancot viszik ki a sejtbdl a lipid hordozéhoz kap-
csolt exportOr fehérjék.

A komplex heteropoliszacharidok, mint példdul a xantdn és a gellan bioszintézis utja
rendszerint bonyolultabb, tobb 1€pésbdl 4ll, mint a homopoliszacharidoké.
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5. dbra A poliszacharidok bioszintézise
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A poliszacharid képzés dltalinosnak mondhaté minden nagyobb rendszertani egység-
ben. A termeld baktériumtorzsek mellett ott vannak az €lesztok (BYG = bakers yeast glucan),
a fonalas gombak (pulluldn, szklerogliikdnok), s6t a kalapos gombdk is (shii-take — lentinén).

A legtobb mikroorganizmus termel feliileti poliszacharidokat, de néhanyuk stresszes
allapotban képes nagyobb mennyiséget (>40 g/l) is elddllitani.

A mai napig, csak néhany bakteridlis poliszacharid valt ipari termékké, ezeket a 2. tab-
lazat foglalja 6ssze. A kozeli rokonsdgban all6 fajok bioszintetikus ttjai hasonldak, ezért a
termelt poliszacharidok szerkezete és tulajdonsdgai is hasonldak.

Termeld torzs Poliszacharid
Agrobacterium radiobacter Szukcinoglikdn
Agrobacterium tumefaciens Szukcinoglikdn
Rhizobium meliloti Szukcinoglikdn
Halomonas eurihalina Levéan
Zymomonas mobilis Levan
Leuconostoc dextranicum Gliikan
Leuconostoc mesenteroides Dextran
Gluconacetobacter xylinum Celluléz
Pseudomonas aeruginosa Alginét
Pseudomonas putida Alginét
Sphingomonas elodea Gellan
Sphingomonas paucimobilis Gellan
Xanthomonas sp. Xantan

2. tdbldzat Ipari jelentdségii poliszacharidokat termeld baktériumok

A torzsek termeldképességének javitdsara genetikai modositassal kevés lehetdség van.
A bioszintézis megszakitdsa mutdcidval egyszeriibb termékeket eredményezhet (példaul nem
keriilnek rd a cukrokra a szerves savak), de ez nem véltoztatja meg alapvetden a termék
mindségét és mennyiségét.

A mikrobidlis poliszacharidokat nagyrészt fermentéacidval allitjdk eld, a folyamatndl a
szokdsos technoldgiai paramétereket kell bedllitani, optimdlni: tdpoldat Osszetétel, pH-érték,
homérséklet, levegdztetés, oldott oxigén szint. A tapoldat lehet szintetikus, gliik6z vagy sza-
char6z szénforréssal, illetve allhat komplex, mezdgazdasagi vagy élelmiszeripari mellékter-
mékekbdl (pl. melasz, kukorica szirup, deproteinizélt savd, burgonya és gyiimolcs maradék,
stb). Néhany esetben a de novo fermentacié helyett enzimes biokonverzidval termelik a poli-
szacharidokat.

A termelt biopolimer mennyiségére és mindségére egyardnt hatdssal van a torzs kialaki-
tdsa (metabolikus €és géntechnoldgia), az (upstream) folyamatoptimalizalds, és a termékizola-
l4s hatékonysédga. Ez utébbi a végtermék kinyerése és tisztitdsa centrifugdlassal vagy sziirés-
sel, csapadékképzéssel és szaritdssal.

A technoldgiai optimdldsrdl vannak adatok a xantan, gellan, pullulan és szklerogliikan
gyartasardl, ugyanakkor méas mikrobidlis poliszacharidok eldallitasarél alig van informécid.
Azonban megfogalmazhat6é néhany éltaldnos szabély, amely legtobb folyamatra érvényes.



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia Mikrobidlis poliszacharidok

Téapkozeg:

A nagy C/N ardny bizonyitottan minden poliszacharid termelését eldsegiti, kevesebb
biomassza és tobb poliszacharid keletkezik. A nitrogén és foszfat limitacié egyarant fokozza a
termékképzést, célszerli ezek induldsi koncentracidjat igy megvalasztani, hogy a sejtszapo-
rodasi szakasz végére elfogyjanak. A szénforrds dltalaban 20-40 g/l cukornak felel meg.

A szén és nitrogén forrds megvélasztisa befolydsolja a biopolimer termelést. A xantant
tobbféle szénforrdson is eld lehet éllitani, de a kihozatal valtoz6. A gliik6zon, szachar6zon,
maltézon és oldhaté keményitén kapott hozamok ebben a sorrendben csokkennek. A fermen-
tacids tapoldatban 1év6 cukrok ardnya befolydsolhatja a heteropoliszacharidokat alkoté cukor-
monomerek ardnyat. A dextran és a levan gyartdsanak szubsztratja egyértelmiien a szachardz.

Szénforrasként elényds mezdgazdasagi, élelmiszeripari vagy ipari melléktermékeket
(melasz, sajtgyari savo vagy glicerin) felhaszndlni, azonban ezek alkalmazasanal problémaék
1éphetnek fel. Az eltérd tdpanyag Osszetétel és a szennyez6 anyagok hatdsara mds anyagcsere-
utak is mukodésbe Iéphetnek, igy mdas polimerek és/vagy (nem kivant) melléktermékek is
képzddhetnek. A nem hasznosulé komponensek inhibitorként miitkodhetnek, csokkentve a ter-
mékképzést.

A nagy tisztasagu (pl. orvosi célu) termékek eldallitasdhoz j6 mindségl, tiszta alapanya-
gokat kell felhaszndlni, hogy csokkenthessiik a tisztitds koltségeit, a szennyezddésnek atvite-
lének kockdzatat. Ilyen esetekben a hulladékok vagy melléktermékek haszndlatirdl le kell
mondani, vagy a downstream lépések koltségei jelentdsen megndnek.

A nitrogénforrds mindsége a torzsek igényétol fiigg. A fonalas gombdknal megfelelnek
a szervetlen nitrogén sok is, de més torzsek szerves N-forrast igényelnek (pl. a Xanthomonas-
ok és a tejsav baktériumok, mint a Leuconostoc mesenteriodes).

A minimal taptalaj komponensein tul egyes esetekben vitamin, aminosav és prekurzor
kiegészitésre is sziikség van.

A poliszacharidok termelése a termékképzési kinetika szempontjdbdl is vdltozatos,
tobbféle tipust is azonosithatunk, de a poliszacharidok altaldban mdsodlagos anyagcsereter-
mékeknek, szekunder metabolitoknak tekinthetok. De akad példa a novekedéshez kotott
bioszintézisre (gelldn, bakteridlis celluléz és az é€lesztd glikdnok) €s a limitdlt szakaszban
megjelend, sejtszdmhoz kotott termékképzésre (kurdlan) is.

A tépanyag adagolds stratégidja is befolydsolja a fermentacié hatékonysagat. Ipari mé-
retben a szakaszos technoldgia az éltalanos, de sokszor kiegészitik ratapldlassal (fed batch).
Ezzel kikiiszobolhetd a szubsztrat inhibicid, €s javulhat a végtermék koncentracid. Az elérhe-
t0 termék koncentrdcionak viszont gatat szab az a jelenség, hogy a felhalmoz6do polimer oly-
annyira viszkézussa teszi a fermentlevet, hogy a tdpanyag transzport gyakorlatilag megszlnik,
és ezzel a tenyészet sajat magét fojtja meg. A nagy oxigén igényll xantan fermentdcional ez
kb. 3%-nal kovetkezik be, mig az anaerob dextran gyartdsnal 8%-ig is el lehet menni.

A homérséklet €s a pH is kontroll véltozo6i a fermentacioknak. A bakteridlis fermentaci-
Ok esetében az optimalis hdmérséklet legtobbszor 28-30 °C koriil van, mig a gombékndl a po-
liszacharid szintézisének optimélis hdmérséklete dltaldban valamivel alacsonyabb, 25-28 °C
koriili. A kivélasztott hdmérséklet gyakran kompromisszum a sejtnovekedés €s a termékkép-
z€s optimuma kozott. Ha ez a két optimum jelentdsen eltér, akkor célszeri a hdmérsékletet
valtoztatni, kétszakaszos eljardst kidolgozni.

Az optimadlis pH-t is els6sorban a mikroorganizmus hatdrozza meg. A baktériumok tipi-
kusan a semleges kozeget kedvelik, a 6-7 kozotti pH tartomanyt. Ugyanakkor anyagcseréjiik
soran a cukrokbodl szerves savakat termelnek, ami csokkenti a pH-t, és lelassitja a folyamato-
kat. Emiatt a savakat kozombositeni kell, pH méréssel és szabélyozassal az értéket az optima-

10



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia Mikrobidlis poliszacharidok

lis tartomédnyban tarthatjuk. A poliszacharid termeld gombdk lényegesen savasabb kozegben
mikodnek optimdlisan. A szkleroglukdnndl a 3,5-4,5; a pulluldannal 4,5-5,5 a legkedvezdbb
pH tartomény.

A levegbztetés €s keverés szintén fontos tényezd a fermentéacids poliszacharid eldallitas-
nal. Mivel a termeld mikroorganizmusok nagy része aerob, az oxigén sziikséges a sejtnoveke-
déshez. Az intenziv levegdztetés a pulluldn és a xantan esetében serkentd hatdsu a poliszacha-
rid szintézisre. Mds torzseknél viszont az alacsony oldott oxigén szint visszafogja ugyan a sej-
tek szaporodasat, de fokozza a polimer szintézist. Ennek lehetséges magyardzata lehet az,
hogy az oxigén hidny az egyik a szekunder metabolizmust kikényszerito stresszeld kortilmé-
nyek koziil.

Az oxigén bevitel és a keverés néha egymdstol fiiggetleniil hat. A gelldn fermentacio
esetében a magas oxigén szint, a nagy levegd bevitel (1 VVM felett) csokkenti a hozamot,
ugyanakkor az intenziv keverés (pl. 500 rpm) alapvetd fontossagu ennél a viszk6zus ferment-
1énél. A novekvd viszkozitds a legtobb mikrobidlis poliszacharid termelésénél fellépd altala-
nos probléma. A kialakuld egyre nagyobb viszkozitds egyre jobban korlatozza a tdpanyagok,
ezek kozott az oxigén transzportjat, kiilonosen, ha a tenyészetben a sejtek nem egyesével, ha-
nem csoportosan vannak jelen. Altalanosan megfogalmazhat6, hogy nagy nyiréerejii keverés
sziikséges.

Mis torzseknél viszont mikroaerofil (bakteridlis alginat) vagy teljesen anaerob (dextran
Leuconostoc mesenteroides-sel) kornyezetet kell fenntartani.

10!

A poliszacharidok gyértdsa soran a fer-
mentlé reoldgidja drasztikusan valtozik. A 1é
kezdetben vizhez hasonlé newtoni folyadék, Day 6
ami fokozatosan egy nagyon viszkdzus psze- 10° Day
udoplasztikus viselkedésii folyadékkd valik.
Ez a véltozés ol lathatd a 6. abran. Az indu-
lasnal a viszkozitas kozel allandé (newtoni),
az 1d6 eldrehaladtaval viszont nem csak no-
vekszik, hanem egyre erdteljesebben fiigg a
nyirésebességtél  (pszeudoplasztikus). A 10 S
viszkozitds ilyen mértékii novekedése meg- ] s o
neheziti az atkeverést, és reaktorban 1évé 16 Day 0
mar nem lesz homogén. Ez pedig mar meg- 10 T Ay T T
neheziti a levegOztetést, a beadagolt anyagok 107 10° 10° 10° 10°
elkeveredését, és a méréseket is, mivel a be- v(s™)
nydlé szenzorok kornyezete nem reprezen-
tdlja a fermentlé egészét. A pszeudoplaszti-
kus jellegbdl levezethetd, hogy a keverd 6. dbra Poliszacharid fermentlé ldtszélagos viszko-
kozelében, ahol nagy a nyirohatds, kicsi lesz ~ zitdsdnak vdltozdsa a fermentdcio sordn, log-log
a viszkozitds, azaz gyorsabb az anyagatadas. dbrdzoldsban
Tavolabb, ahol a keveré mar nem tud elég
turbulens dramldst 1étrehozni, nagyobb a viszkozitds és romlik az anyagatadds. A holt terek
kialakuldsat gy akadélyozhatjuk, hogy noveljiik a keverd atmérdjét és optimaljuk a lapatok
kialakitdsat. Az atmérd novelésével viszont olyan mértékben ndne a teljesitményfelvétel (a
méret 6todik hatvanyaval), hogy a fordulatszdmot le kell csokkenteni. Ennek megfeleléen a
fermentorok nem tdl nagyok, az 50-200 m* mérettartoményba tartoznak.

10"

Day 2

Apparent viscosity (Pa.s)
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1.14.1. Kinyerés és tisztitds

Az extracellularis mikrobds poliszacharidok kinyerése a fermentlébdl altaldban harom
szakaszbol all: 1. a sejtek eltavolitdsa, centrifugdldssal vagy szliréssel; 2. a polimer kicsapasa
a sejtmentes 1€bdl vizzel elegyedd szerves olddszerrel (pl. metanol, etanol, izopropanol vagy
aceton); 3. a kicsapott polimer szdritasa, fagyasztva szaritassal (laboratériumi méretben) vagy
dobszéritdval (ipari méretekben).

Sok esetben a fermentlevet a vagas utdn, még a fermentorban, a sejtek elvalasztdsa elott
pasztorozik (90-95 °C-on). A hdkezelés célja a baktériumsejtek elpusztitdsa és a terméket
bonté enzimek inaktivdldsa. Emellett magasabb homérsékleten kisebb a 1€ viszkozitdsa, ami
megkonnyiti a kovetkezd szlirést vagy a centrifugéldst.

Ezutdn kovetkezhet a sejtek elvdlasztdsa szliréssel vagy centrifugdldssal, de nagy visz-
kozitas esetén a 1é nem mindig sziirhetd és centrifugdldssal sem iilepithetd. Ha a fermentlevet
vizzel, hig s6oldattal vagy alkoholokkal higitjuk, akkor le lehet csokkenteni a folyadék visz-
kozitasét, és ez megkonnyiti a szlirést, a szennyezddések eltavolitasat. Ez viszont héitranyt je-
lent a kovetkez6 1épésnél, mert 1ényegesen nagyobb mennyiségli sejtmentes feliiliszo keletke-
zik, és ebbdl kovetkezden nagyobb mennyiségli kicsapd olddszer sziikséges. A sejtek elva-
lasztds helyett eliminalhatok, lizadlhatok ligos vagy enzimes kezeléssel is.

A meghataroz6 1€pés a termék olddszeres kicsapdsa. Vizzel elegyedd szerves olddszere-
ket (alkoholok, aceton) adnak a léhez egy-kétszeres mennyiségben. Elelmiszer mindségii xan-
tan eldallitdsahoz az FDA izopropanolos kicsapast ir eld. A csokkend polaritds miatt a polaris
molekuldk, igy a poliszacharidok oldhatésdga romlik, egy hatdron kicsapdédnak. A csapadék-
képzést eld lehet segiteni tobbértékii fémionokkal is, amelyek keresztkotéseket hozhatnak 1ét-
re a lancok kozott. Ezt a csapadékot mér lehet szlirni.

A kapott szemcsés anyagot levegdvel/inert gdzzal/vdkuumban széritjadk. A végterméket
a kivéant szemcsenagysagu porra Orlik.

Az eljards mellékterméke hatalmas mennyiségii vizes oldészer, a fermentlé térfogatanak
akar két-haromszorosa. Ennek regenerdldsahoz desztillalo iizemet kell telepiteni a fermentéci-
Os tizem mellé, ami jelentdsen noveli a koltségeket.

A terméket sokféle, kis és nagy molekulasilyt vegyiilet szennyezheti. Ezek részben a
tapoldatbdl szarmaznak, részben a sejtek anyagcseréjének termékei (pl. sejttormelékek, sok és
fehérjék). A tovabbi tisztitdshoz mar minden egyes biopolimerre megfeleld technikat kell ki-
valasztani €s optimalizdlni a termékmolekula szerkezeti €s fizikai-kémiai tulajdonsédgai, vala-
mint a kivant tisztasdg €s rendeltetésszeri haszndlat alapjan. Tisztuldst lehet elérni az atkrista-
lyositdshoz hasonldéan az anyag udjraolddsaval és ismételt kicsapasaval. A fehérjéket el lehet
tavolitani szelektiv kicsapdssal (pl. kis6zdassal, triklor-ecetsavval) vagy enzimekkel (protea-
zokkal). Alkalmazhaté ezen kiviil membransziirés (pl. ultraszlirés) is. Ha a fehérjék eltavolita-
sat olyan vegyszerek hozzdadasdval hajtjak végre, amelyek reakcioba 1éphetnek az EPS kom-
ponensekkel, akkor az negativ hatdssal lehet a polimer mindségére, vagy csokkenhet a ter-
mékkihozatal. Ezért meg kell taldlni a technolégiai kompromisszumot a termék kihozatala,
tisztasdga €s mindsége kozott.

A legszigortibb tisztasdgi kovetelmények, a gydgyszerkonyvi mindsités az orvosi fel-
haszndlasu poliszacharidokra vonatkoznak. Az élelmiszer mindségli biopolimereknél enyhéb-
bek az el6irdsok, de ezek sem tartalmazhatnak pl. biomasszit (sejttormeléket €s mds intracel-
luléris 0sszetevoket) €s a kinyeréshez hasznélt segédanyagokat.
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1.2. TERMEKEK, TECHNOLOGIAK

A xantdn (angolul xanthan gum, azaz xantdn gumi) egy tipikus bulk poliszacharid, amit
viszkozitasnoveld €s stabilizald tulajdonsagai miatt alkalmaznak. Ezt a Xanthomonas cam-
pestris, egy Gram-negativ novényi kérokoz6 termeli, amely a xantdnnal, mint ragasztdval
tapad a novények feliiletére. A torzs a keresztes virdguakra veszélyes, a kaposztafélék nyalkas
rothadésat okozza (a nydlkaanyag maga a xantan).

1963-ban fedezték fel, és hamarosan gydrtani is kezdték az élelmiszeripar szdmdra,
adalék kodja E415. Alkalmazésat élelmiszer-adalékként az FDA mennyiségi korldtozas nélkiil
hagyta jova, mivel teljesen artalmatlan anyagnak bizonyult.

A legnagyobb mennyiségben termelt mikrobidlis poliszacharid, a piaca koriilbeliil
100.000 tonna évente, az ara 1-4 USD/kg kozott ingadozik.

1.2.1.1. Szerkezete:

A xantan linedris f6lanca (1-4) kotésekkel Osszekapcsolt B-D-gliik6z egységekbol all,
amelyben minden masodik cukorhoz a C-3 poziciéban egy triszacharid oldallanc kapcsolddik.
Ebben ez elsd manndzhoz egy gliikuronsav kapcsolodik (1-2), ehhez még egy manndz (1-4)
kotéssel. Kémiai szerkezete a 7. dbran lathatd. Moltomege 2.000.000 és 20.000.000 Dalton
kozott mozog, ez részben a fermentacios koriilményektdl, részben az egyes lancok aggregd-
cidjanak mértékétdl fiigg. A természetes xantdnban a bels6 mannézhoz a C-6 pozicidban egy
ecetsav kapcsolddik észter kotéssel, az oldallancok végén 1évé manndzhoz pedig egy piruvat
ketdl formaban.

Xantén a piruvil- és acetil-csoportjai savas (pH 3) vagy ldgos (pH 9) kdzegben eltavolit-
haték, de ez nem befolyédsolja a reoldgiai tulajdonsagokat.

Xanthan gum (XG)

Pyruvated D-Mannose

D-glucose repeat

CH,OH CH,OH
O O
OH 0 N
OH OH
R1_O (@) - n
Acetylated D-Mannose O R; =-COCH;or -H
OH , N+
= & ,COOM
OH R2Rs \C:
R2—0 coom* 4 ¥ "CHs
O (@] or Rz,R3 =H
oH O oH orRp=H
R3—0O D-Glucuronic acid Rz = -COCHs
OH

7. dbra A xantdn kémiai szerkezete
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A xantan térbeli szerkezete fiigg a kozeg ionerdsségétdl. Kis ionerdsségnél az egyenes, cellu-
16z-szer(i f6lanc koriil az oldallancok kinyulnak. Nagyobb sékoncentracioknal viszont vissza-
hajlanak a molekula gerince felé, ami rendezettebb, tomorebb szerkezetet eredményez, és ez a
magasabb tranziciés homérsékletben is megmutatkozik.

A xantan oldatok viszkozitdsa igen nagy, a legnagyobb az iparilag is hasznalt poli-
szaccharidok kozott. A viszkozitds mar kis koncentraciéban is nagy, pl. 5 g/l-es oldatban szo-
bahdmérsékleten 1000 cP (=1 Pa.sec). Ez j6l kihasznélhat6 az élelmiszeriparban.

Ugyanakkor a xantdn gélképzo tulajdonsdga gyenge. Ezt viszont jelentOsen lehet javita-
ni més ionos poliszaccharidokkal kombindlva. Példdul a szentjanoskenyérmag-gumi (locust
bean gum), a karragén vagy az agar6z hozzdkeverése 50:50 tomegszazalékban kivalo sziner-
gikus kolcsonhatast hoz 1étre.

Szerkezeti médositasok

A lehetséges szerkezeti mddositdsok legfontosabb célpontjai a triszacharid oldalldncon 1évo
savak. Az acil és piruvit szdirmazékok szdma a xantdnon befolydsolja tulajdonsagokat. Ezt az
ardnyt kétféleképpen is befolydsolhatjuk. Atallithatjuk a fermentdcids koriilményeket, illetve
kereshetiink hidnyos anyagcseréjii (természetes hidnymutdnsok) altorzseket. Példaul az X.
campestris var. phaseoli acetilmentes, illetve a var. oryzae piruvatmentes xantant termelnek.
A vad tipusu altorzsek keresése mellett indukalt mutacioval is probélkoztak. A megfeleld en-
zimek kiiktatdsaval politetramer illetve politrimer xantdn format probéltak eldallitani. A poli-
tetramert sikeriilt eldéllitani gyengébb (50%-os) kihozatallal, de a trimert nem.

1.2.1.2. A xantdn bioszintézise
A xantan képzdédésének alapsémadja a kovetkezd: (1) a szubsztrat felvétele; (2) szubsztratok
metabolizmusa; (3) alapegységek 1étrehozdsa nukleotidokhoz kotott cukrokbdl lipid hordo-
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8. dbra A xantdn bioszintézise
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z06n; (4) dekoralds szerves savakkal (5) kiléptetés a sejtbdl (6) polimerizacié a periplazma tér-
ben (7) kiléptetés kiilso térbe.

A xantdn alapegysége a citoplazmaban kialakul6 cukor-nukleotidokbdl épiil fel egy po-
liizoprenol-foszfat templdton, ami a sejt belsé membranjaba horgonyozdédik. A savcsoportok
acetil-CoA és foszfoenol-piruvat kapcsoldddsaval jonnek 1étre. Az ismétl6do egység szintézi-
se két UDP-gliikdz, két GDP-mannoz és egy UDP-gliikuronsav molekula felhasznaldsaval jon
létre. A kész pentaszacharid egységet egy enzim a lipid hordoz¢ atforditasdval (flip) atviszi a
membréan kiilso feliiletére, a periplazmas térbe. Itt megy végbe a polimerizéacié és a kész lanc
a kiils6 membrédnon keresztiil tolodik ki a sejten kiviilre. A folyamathoz tizenkét, nagyrészt
membranko6tott enzimre van sziikség. Ezek génjei egy operonban (xanthan cluster) helyezked-
nek el (gumB-M gének, 16 Kb).

1.2.1.3. Xantdn gydrtdsa

A teljes technoldgiai folyamatot mutatja be a 9. 4bra.

A xantdnt termeld X. campestris torzseket liofilizalva vagy mélyhiitve (-180 °C-on) t4-
roljak. Tobb szaporitasi 1épés utdn inditjdk a termeld fermentéacidt. A taptalaj optimalizalt
Osszetétele, az alkalmazott bioreaktor tipusa, €s mitkodtetése, valamint a tenyésztési koriilmé-
nyek (homérséklet, pH, oldott oxigén koncentraci6) hatdrozzdk meg a mikroba szaporodasat
és a xantan termelést.
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9. dbra A xantdn gydrtds folyamatdbrdja

A tépoldatban szénforrasként 4-5 % gliik6zt adagolnak, ebbdl 25-30 g/l xantan képzo-
dik, optimélis esetben a konverzi6 eléri a 70 % -ot. A xantdnt tobbféle szénforrdson is eld le-
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10. dbra Xantdn batch fermentdcidja X. campestris-szel

het allitani, de a kihozatal véltozé. A gliik6zon, szacharézon, maltézon és oldhaté keményiton
kapott hozamok ebben a sorrendben csokkennek.

Nitrogén forrasként a torzs szerves vegyiileteket, azaz fehérje hidrolizdtumot igényel.
Kiilonosen jol hasznositja a glutaminsavat, de ez ipari méretben tilsdgosan koltséges lenne.
Ennél a gyartasndl is tigyelni kell a magas C/N aranyra. Akkor termelddik sok xantan, ha a N-
forrds annyira elfogy, hogy koncentricidja limitdléva valik. Ezzel egyiitt a xantdn elsédleges
anyagcsereterméknek tekinthetd, termelés kinetikdja L. tipusu, a sejtszaporoddssal egyiitt val-
tozik a termékképzés.10. dbra.

Kis kevero, nagy fordulatszam Nagy kevero, nagy nyomaték
1) =) I ' 3
i ool — igh T
High RPM 2n i High Torque
Smallgd . x { Large ©
Propeller Sy | e impeller
& |
High Shear | .~ Uniformity ¢
o ()
Sf"?a;: Ared Large Area
b of Influence

11. dbra Keverok hatdsdnak dsszehasonlitdsa
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Baktérium torzset hasznalunk, azaz az optimalis pH 7+0,3. a cukor hasznositdsa soran
azonban a tenyészet savakat termel, ami leviszi a pH-t. Ezt k6zombdositeni kell, a pH-t legfel-
jebb hatig engedjiik le, pH=5 alatt a termékképzés lelassul, sot ledll.

Kiilonosen nagy problémaét jelent a specidlis reoldgidju fermentlé a levegdztetés szem-
pontjabol. A kevero kozelében, ahol nagy a nyiréhatds, kicsi lesz a viszkozitds, azaz gyorsabb
az anyagatadas. Tavolabb, ahol a keverdé mar nem tud elég turbulens dramlast 1étrehozni, na-
gyobb a viszkozitds és romlik az anyagétadads. Emiatt nagy atmérdji, és kisebb fordulatszdmu
keverdket kell alkalmazni (11. dbra). Gondot okoz a buborékok optimadlis mérete is. Ha kicsik,
akkor a viszkézus 1ében nem tudnak felszallni, ndvelik a holdup-ot, és fokozatosan elfogy be-
16liik az oxigén. Ha nagyok, akkor felszdllnak, de kicsi a fajlagos feliilet, és ettdl romlik az
OTR.

A nagy viszkozitds az oka, hogy a tenyészet végiil onmagat fojtja meg. A siiri 1€ben
megsziinik a konvektiv anyagszéllitas, és a diffuzié nem elegendd a sejtek ellatdsahoz. Az
anyagdtadds annyira lelassul, hogy a sejtek anyagcseréje ledll. Ez a xant4n esetében kb. 3%-os
koncentraciondl kovetkezik be. A 12. abrén lathat6, hogy ennél a koncentraciondl mar hidba
noveljiik a keverd fordulatszamat, a bekevert teljesitményt, az oxigén bevitel egy minimélis
értéken dllandosul.

5 —
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12. dbra Az oxigéndtadads vdltozdsa xantdn fermentlében

A xantdn fermentdciondl kiillonosen kell iigyelni a sterilitidsra. A xantdn burok miatt

lassan novekvl sejtek versenyhdtranyban vannak az esetleg bekeriild idegen mikrobdkkal
szemben. A semleges kozeg, a gliik6z+szerves nitrogén tartalmd tdpoldat mind kivalod
életteret biztosit a fertdzéseknek. Az aszeptikus zardssal nem csak a mikrobak bejutdsat kell
megakadalyozni, hanem a novénypatogén torzs kijutdsat is a kornyezetbe. Az elmend levegot
a szokasosndl hatékonyabban kell megsziirni, és a fermentlevet lefejtés eldtt pasztorizaljak.
A feldolgozas kulcslépése ezesetben is az olddszeres kicsapds. Nagy mennyiségi, 1-1,5-sze-
res térfogatu, vizzel elegyed6 szerves olddszerrel (izopropanol, etanol, aceton) kicsapva a ter-
mék kisziirhetd. A sziikséges oldoszer mennyisége Ca, vagy K-sok adagoldsaval csokkenthe-
t0. A keletkez6 nagy mennyiségli vizes olddszert célszerli az iizemen beliil regenerélni. Az ol-
doszeres termék szaritasandl a tdvozo olddszer gbzok tiiz- és robbandsveszElyt jelenthetnek.

A xantant por formédban, vagy 8%-os oldatként hozzik forgalomba. Elelmiszer célra
szant porokndl az FDA eldirds maximum 10 000 sejt/g-ot enged meg. Ha ennél nagyobb a
fertdzottség, akkor az propilén-oxid gazos dezinficidlassal csokkenthetd. Az oldatoknal még
nagyobb probléma a sterilitds fenntartasa.
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1.2.14. A xantdn felhaszndldsa

Tobb mint 30 éve, hogy az USA FDA emberi fogyasztdsra jévahagyta a xantdn haszné-
latit. Ez nem csak az élelmiszeriparra korlatozodik, hanem a szdjon 4t adott gyogyszerészeti
és orvosi készitményekre is. Az élelmiszeriparban xantant siiritd, stabilizalé és emulgedld
komponensként hasznéljak. Elényos, hogy oldatanak kis koncentraciéban is nagy a viszkozi-
tasa. Hideg és meleg vizben egyarant j6l oldddik, jol tiiri fagyasztést €s a felolvasztast. Er0sen
savas oldatban is stabil, sOt viszkozitdsa még novekszik is. Annak ellenére, hogy nagy a visz-
kozitdsa, ez nyirds hatdsara lecsokken, igy konnyen keverhetd, onthetd és aramoltathatd. A
megtermelt xantdn kb 60 %-at veszi fel az élelmiszeripar, 15%-ot haszndlnak fogpasztak,
emulzids festékek (cseppenésmentes festék) készitésére €s tovabbi 15% keriil az olajkiterme-
1ésbe.

A siitéiparban a javitja a termékek térfogatét és a textirdjat (kiilonosen a gluténmentes
pékarukndl). A siités sordn visszatartja a vizet, noveli az eltarthatésdgot, a hiitve tarolt tésztdk
jobban birjak a fagyasztast-felolvasztast. Diétds siiteményekben ragasztoként helyettesiti a to-
jasfehérjét, krémekben és gyiimolcstermékekben csokkenti a szinerézist. Dresszingeken, mér-
tasokban és szirupokban javitja az emulzidk stabilitdsat savak és sok jelenlétében is. Széles

. . oil-water separator
water injection well

oil produktibn well

/-

water pump

; Il/ TTTTTT 7  T7777070 T
1 xanthan, scleroglucan, HEC, - |
= CMC, welan gum, guar gum,
‘1 schizophyllan, etc. —
: polysaccharide _ - |
water biopolymer oil

13. dbra Poliszacharid oldatok alkalmazdsa a mdsodlagos
olajkinyerésben

homérséklet-tartomanyban megtartja a viszkozitasat. Javitja a termékek testességét, konzisz-
tencidjat. Vajas €s csokolddés ontetekben noveli a stirliséget és a viszkozitist. Hatékony stabi-
lizétor €s stiritd adalék krémsajtokban és rostos italokban is.

Nagy mennyiségben hasznaljdk az olajkitermelésben is.
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14. dbra A fiirooblito folyadék dramldsa

A kimeriil6félben 1év6é olajmezdknél a mdasodlagos olajkitermelést tgy oldjdk meg,
hogy az olajtartalmu kdzet ald egy masik furaton keresztiil vizet, pontosabban poliszacharid
oldatot szivattyiznak. A viszkézus oldat leZOI'lt_]a a kaplllarlsokbol a szintén V1szkozus

kdolajat és az viz-olaj emulzié form4djaban
felhozhat6 az eredeti olajkiton at.

Hasonl6 ipari alkalmazds a furé oblitd
folyadékok adalékoldsa. A folyadék szerepe
kettds, €s éppen ezért jOl kihasznalhaté a
pszeudoplasztikus oldat kettds természete.
Az 0blité folyadék egyik szerepe a firdfej
hiitése. A kozeteket aprité fogazott fejek
nagy mértékben felmelegednek, hiitést igé-
nyelnek. Gyors forgdsuk ugyanakkor erds
nyirast hoz létre a fej koriil a folyadékban, az

oldat viszkozitdsa kicsi lesz, igy hatékony a

hoatadas, a hiités. A masik funkcié a kozet-
tormelék elszdllitdsa. A fiiggdlegesen felfelé
araml6 folyadék viszi magéval a kddarabo-
kat, de azok a stirliségkiilonbségnek megfele-
18en iilepednek, lefelé mozognak. Ezt az iile-
pedést akaddlyozza az, hogy ebben a sza-
kaszban a folyadék lamindrisan, kis nyirds
mellett dramlik, igy a viszkozitdsa nagy lesz.
A felszinen a zagybdl kiiilepitik a kdzetszi-
lankokat, és a folyadékot visszacirkuléltat-
jak.

15. dbra Fiiroberendezés és oblitéfolyadék (ferde

fiirds a Karinthy Frigyes it alatt, sajdt felvétel)
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Egy masik koran felfedezett és gyakran al-
kalmazott bakteridlis poliszacharid a dextrdn. A
dextrant eredetileg a cukorlevek és borok nyalka- /&/
soddsanak vizsgélata sordn azonositottdk €s jelle- HO
mezték. Kedvezd tulajdonsidgai miatt hamarosan Ho Bh
haszndlni kezdték az élelmiszerek sliritésére és 4l-
lagjavitasra. Késobb ezen kiviil gydgyszerként és Ho/&/o
inert matrixként is alkalmazték. Bér sok baktérium oH
torzs termeli (Leuconostoc, Lactobacillus, Strepto- HO/f//iNoa(m) o
coccus, Acetobacter, és Gluconobacter fajok), ipa- HO oM o Q
rilag a Leuconostoc mesenteroides NRRL-B512 HOA/'\\
tejsavbaktérium torzzsel termelik, szachardz 0a(1.6)
szubsztraton. A molekula mintegy 95%-ban linea- 0
ris 0-(1,6) kotési gliik6zbol és kb. 5%-nyi o-(1,3) “°Ho§/\\\
kotéshi eldgazdsbol all. A természetes dextran mo- S
lekula tomege viszonylag magas, egy millié Da
koriili, de sokkal nagyobb értékeket is mértek,
mivel a molekuldk hajlamosak az aggregdlddasra.
Az ipari célokra forgalomba hozott dextrant kisebb
molekuldkra tordelik (savas vagy enzimes hidrolizissel) és elvalasztjdk a kiillonb6z6 méretii
frakciokat.

16. dbra A dextrdn szerkezete

1.2.2.1. Tulajdonsdgok
A dextran fizikai-kémiai tulajdonsdgai a gyartdshoz hasznélt mikroba torzstdl fiiggden

valtozatosak, de még az egyetlen torzs altal termelt anyag is heterogén, a molekulatomeg és
az (1,6) kotések ardnya jelentds eltéréseket mutathat. Emiatt a megtermelt dextrant forgalom-
ba hozas eldtt a kivant molekulatomeg és a felhasznalasi cél szerint frakciondljak. A kereske-
delmi dextrdn konnyen oldodik meleg vagy hideg vizben is, oldata mérsékelten viszkozus, €s
még nagy koncentraciéban (50%) sem gélesedik. A nagy molekulatomegili dextranokban alta-
ldban tobb az eldgazas, ami csokkenti a vizoldhatdsdgot. Azok a dextrdnok, amelyekben az a-
(1,3) kotésu elagazdsok aranya meghaladja a 43%-ot, vizben mar gyakorlatilag oldhatatlanok.
A kozepes és kis molekuldju dextrdnok (500 kDa alatt) vizes oldatban newtoni viselkedést
mutatnak egészen 30%-os koncentracidig. A tisztitatlan, nagyobb molekuldkat is tartalmazo
"nativ" dextrdn viszont mér 1,5%-os oldatban is pszeudoplasztikus viselkedésti.

Az a-(1,6) kotéseket az emésztd enzimek csak nagyon lassan tudjdk hidrolizalni, a
dextran az oldhatd, de nem bonthaté élelmi rost frakcidba tartozik.
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1.2.2.2. Bioszintézis

A bioszintézis kulcslépése a dextran-
szachardz  (dextran-szukrdz, o-gliikkozil-
transzferdaz) enzim 4ltal katalizélt transzgli-
kozilaciés reakcid, amelyben a szachar6zbdl
a gliik6z atkeriil valamilyen akceptor mole-
kuldban 1évé ldncvégi gliikkdzra, 1igy
hosszabbodik a poliszacharid lanc. A folya-
mat inditdsandl dextran még nincs jelen, az
elso reakciokndl szachardzra keriil a gliikoz.
Emiatt a dextrdn molekuldk legelsé eleme
egyetlen frukt6z, ehhez kapcsolddik a tobb-
ezer gliikéz. A reakcié gyakorlatilag irrever-
zibilis, a polimert még éheztetés esetén sem
bontjdk vissza a sejtek. A konverzidé kozel
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17. dbra A dextrdn képzddése DEXTRAN o

Szachar6z dextrdn + (n-1) fruktéz

Leuconostoc mesenteroides >
Dextran-szacharaz

Adalék: A spontdn dextrdn képzédés komoly problémdt okozhat a cukorgydrakban. Ha egy elzdrt cséveze-
tékben hosszabb ideig dll a tomény cukoroldat (anaerob koriilmények kozott), akkor ez lehet6vé teszi a L. mesen-
teroides elszaporoddsdt és a dextrdn képzodést. A viszkozus oldat olyan dugot képezhet, amit a normdl szivattyii-
zdssal nem lehet megmozditani, és ezzel lizemzavart okozhat.

1.2.2.3. Fermentdcio:

A L. mesenteroides tejsavbaktérium, ez sok mindent meghatdroz a fermentacids techno-
l6gidban. A torzs anaerob, nincs sziikség levegoztetésre, csak minimalis keverésre. A szubszt-
ratként beadott szacharéz az egyetlen szénforrds. A sejtek novekedésiik sordn tejsavat termel-
nek, a pH csokken, ez viszont kdros a folyamatra. Emiatt a keletkezé savat kozombositeni
kell, a pH-t nem szabad 5 ald engedni. Szintén a tejsavbaktériumokra jellemzd, hogy hidnyos
anyagcseréjiik miatt komplex, szerves nitrogén forrast igényelnek (pl. 1-2% kukoricalekvart).

A folyamat kétszakaszos, elobb a sejtszaporitasi fazis, majd az enzimes reakcid, a ter-
mékképzés kovetkezik. A képzddd sejttomeg minimadlis a poliszacharidhoz képest. A bak-
tériumsejtek nagyon kicsik, még nagy sejtszdm mellett is alacsony a szdrazanyag tartalom. 0,5
g/l-nyi baktériumsejt termel a folyamatban kb. 80 g/l dextrant (160-szoros mennyiség). Ennyi
termékhez kétszeres mennyiségll (16%) szachardz kell, hiszen csak a gliik6zbodl lesz termék, a
frukt6zbdl nem. Ennyi cukrot nem érdemes egyszerre bevinni a rendszerbe, mert a nagy
ozmoOzisnyomds megdllitja a folyamatot, emiatt tobb részletben vissziik be a szubsztritot.
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Ez egy nyugvoésejtes technoldgidra emlékeztet, bar az enzimek itt nem a sejteken beliil
vannak. Elvileg lehetne az enzimet izolalni, tisztitani, €s azzal gyértani a dextrant, de ez az ut
koltségesebb.

1.2.2.4. Feldolgozas

A kinyerés menete analdg a tobbi poliszacharidéval. A kulcslépés a metil-alkoholos ki-
csapas majd szlrés. A kapott termék moltomege a legtobb célra tdl nagy, rovidebb lancokka
kell tordelni. A részleges hidrolizist meg lehet oldani sésavas fézéssel 100 °C-on vagy enzi-
mes kezeléssel. A P. funiculosum termel erre a célra megfeleld endohidroldzt. A hidrolizis
utdn metanolos frakciondlt kicsapassal vélaszthatok el a kiillonbozé méretli molekuldk. Az
élelmiszerekben a 15-90 kDa-os tartomanyt hasznaljik. Eletment6 lehet a dextran alkalmaza-
sa vérplazma poétlasdra. Vérveszteség esetén a volumen potldsdra nem mindig all rendelkezés-
re elegendd plazma vagy human szérum albumin. Ilyenkor atmenetileg méas, hasonl6 tulajdon-
sagu hidrofil polimerekkel helyettesithetjiik az albumint (zselatin, dextrdn, hidroxipropil-ke-
ményitd). A dextranbodl kétféle oldatot forgalmaznak erre a célra, az egyik a 40 kDa-os frak-
ci6 10%-os oldata, a mésik 60-70 kDa-os €s 6%-o0s toménységli. Az elébbinek erdsebb a volu-
men noveld hatdsa és a vesén keresztiil viszonylag gyorsan kiiiriil. Mivel ezek a készitmények
egyenesen az emberi véraramba keriilnek, a gy6gyszergyartas rendkiviil szigorud tisztasagi és

biztonsagi kovetelményeinek megfelelden késziilnek.

Adalék: A laboratoriumi gyakorlatban is taldlkozhatunk a dextrdnnal, mint oszloptoltettel (Sephadex). A
ldncokat keresztkotésekkel térhdldsitva vizben oldhatatlan, erdsen hidrofil, neutrdlis és biologiailag nem bontha-
10 univerzdlis mdtrixot kapunk. Ez a térhdlositds mértékének bedllitdsdval méret szerinti elvdlasztdsra (kizdrdsos
kromatogrdfia) alkalmas, illetve kiilonbozo kotdcsoportok rdvitelével mds kromatogrdfids és adszorpcios miive-
letek végrehajtdsa is megoldhato.

Az elvdlasztdsi miiveletek kozott még egy ponton taldlkozhatunk a dextrdnnal. A vizes kétfdzisu extrakcio-
ndl a poldrisabb fdzis dltaldban tomény (10-20%-o0s) dextrdn oldat (PEG-dextrdn rendszerek).

A levan biokémiai értelemben, szerkezetében és képzddésében a dextran tiikkorképe. (A
szachardz gliik6zabol dextran, a frukt6zabol levan képzddik). A levan D-fruktézokbol all6 ho-
mopoliszacharid (fruktdn). A félancot B-(2,6) kotések alkotjdk, az eldgazasok B-(2, 1) kotéssel
kapcsolddnak (18. dbra).

A bakteridlis levdnok vizoldhatésiga nagy molekulatomegiik (10°~107 Dalton) ellenére
jO. Ez sok eldgazast tartalmazo szerkezetiikkel magyarazhat6. A levan belsé viszkozitdsa jéval
kisebb, mint mas hasonlé molekulatomegili poliszacharidoké, mivel a szerkezete nem linedris,
rud alakd, hanem a sugdrirdnyban kiterjedd eldgazasok miatt inkabb kompakt gomb- vagy el-
lipszoid form4ju.

A Pseudomonas syringae pv. phaseolica éltal termelt levan oldata még 20%-os kon-
centracioban is newtoni viselkedésti marad. B. subtilis levanjat egy kis molekulasulyu és ki-
sebb viszkozitdsu, és nagy molekulatomegii, viszkdzusabb frakciéra lehet szétvéalasztani. A le-
van nem gélesedik €s nem duzzad a vizben. A bakteridlis levanok érzékenyek az enzimes
vagy savas hidrolizisre, azaz emészthetdk, ellentétben a novényi eredetli levanokkal, amelyek
nem bonthatdk.

Sok baktérium termel levant, példaul a Streptococcus salivarius, a Lactobacillus san-
franciscensis, a Bacillus subtilis és a Bacillus polymyxa, az Acetobacter xylinum, a Glucono-
acetobacter xylinus, a Microbacterium levaniformans, a Zymomonas mobilis és még néhany
mikroorganizmus.
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18. dbra A levdn szerkezete

A levan bioszintézist a levanszachardz (levanszukrdz) enzim katalizélja, ami a szacha-
r6z molekuldrdl levett fruktozt athelyezi, transzferdlja valamilyen fruktdzt tartalmazé akcep-
tor molekulara, adott esetben az épiil6é lanc végére.

Levanszacharaz R
Aerobacter levanicum, Bacillus subtilis

Szacharéz levan +glukéz

A technoldgia is analég a dextrannal, annyi kiillonbséggel, hogy a termeld torzsek aero-
bok, tehat sziikséges a levegdztetés. A gyartast meg lehet oldani fermentécidsan (sejtszapori-
tas + biokonverzid), vagy izolalt és tisztitott levanszachardz enzimmel. A termelt levan molto-
mege viltozé (10°~107 Da), ez a haszndlt mikroorganizmustél és a technolégiai feltételektél
fligg. Tulajdonsdgai €s élelmiszeripari alkalmazdsai hasonlitanak a dextranra, de a levannak
tobb kedvezd egészségiigyi/gydgydszati hatdsa is van.

A B. subtilis és a Z. mobilis torzsekkel 40-50 g/l termékkoncentracio érhetd el, 62 %-os
konverzi6 mellett.
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A legelsé xantdn mintdjara mas hasznos bakteridlis poliszacharidokat is kerestek. En-
nek sordn azonositottdk a gellant. Egy novényi kérokozd, a Sphingomonas paucimobilis
(korabban Pseudomonas elodea) termeli. Eredeti, természetes funkcidja, hogy a patogén sej-
teket a megtamadott vizi novények feliiletére ragasztja. Neve is innen ered (elodea = hinér).
A nativ gelldn ismétlddd linedris tetraszacharidokbdl 4ll6 anionos heteropolimer, atlagos
moltomege 500.000 Dalton. Az alkoté molekuldk sorrendje: gliik6z-gliikkuronsav-gliik6z-
ramnoz. A gliikkézhoz karbonsavak kapcsolddhatnak észterkotéssel. Minden tetraszacharidon
van egy ecetsav, €s atlagosan minden masodikhoz egy glicerinsav is kapcsolddik. Szerkeze-
tét a 19. dbra mutatja be.

\T= o
O
CH; 0.5
COO'M* CH-0OH
0 o]
0 OH 0 OH
OH OH
0] /k OH OH

s \ —n

ﬁ CH,OH

[D-Glc(B1>4)D-GIcA(B1>4)D-Glc(B1->4)L-Rha(al->3)],

19. dbra A gelldn szerkezete

A glitkuronsav miatt anionos jellegii poliszacharid, a kétértékii fémionok (pl.: Ca**) a
lancok kozott keresztkotéseket hozhatnak létre.

Ha a gellan fermentaciohoz lakt6zt adtak az dltaldnosan haszndlt gliikkéz helyett, akkor a
polimer acilezettsége csokkent, €s ettdl a termék reoldgiai tulajdonsdgai rosszabbak lettek.

A feldolgozas soran alkoholos kicsapdssal nyerik ki, majd igény szerint ligos kezelés-
sel levalasztjak az észterezd savakat.

Felhasznél4s

A gellan termék és technoldgia kifejlesztésének az volt a célja, hogy a xantint egysze-
riibben elddllithato és olcsobb anyaggal lehessen helyettesiteni. De még miel6tt megkapta vol-
na az élelmiszerengedélyt, mér agar-helyettesitoként forgalmaztak, elsésorban mikrobioldgiai
taptalajokban. Az eredeti gellan géljei til gyengék és gumiszeriiek, de ha eltavolitjdk az észte-
rezd savakat, akkor keményebb, torékeny gélek hozhatdk 1étre.

Az ipari célra gyartott gellant altaldban ligos f6z€éssel dezacetilezik, amely az eredetileg
lagy, elasztikus géleket képzd polimert atalakitja. Ennek hatdsédra a poliszacharidbdl kemény,
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torékeny, termoreverzibilis, savtiird, atlatszo gélek jonnek 1étre. A kereskedelemben haromfé-
le acildltsdgu (magas, alacsony €s savmentes) gellan kapad.

A gélek akkor atlatszoak, ha az ionrésség és a polimer koncentracidja kicsi. Az ion-
erdsség novelése zavarossa teszi a kiaakuld gélt, viszont szachar6z hozzdadasaval meg lehet
tartani az atlatszésagot.

Olyan tart6s filmet is lehet beldle képezni, hogy kisérleteznek inzulin gellanos bezdraa-
val is, amivel lassan felszivodo, retard hatdsu inzulin készitményt lehetne eldallitani.

A gellant az élelmiszeripar sokféle teriileten hasznalja: viszkozitasnoveld, stabilizator,
gélesitd adalék a desszertek, zselék, bevonatok, martasok, pudingok, italok gyartdsanal, vagy
mas poliszacharidokkal egyiitt eheto filmek és bevonatok készitésénél.

Ha a dezacetilezett gellanrdl lemossédk az Osszes tobbértékli kationt, akkor a hozzaadott
kalcium ionokkal ugyanolyan gélt képez, mint az alginétok.

A természetes forrasokbdl kinyert poliszacharidok egy részénél is felmeriilt az igény,
hogy alternativ médon, fermentaciéval, nagy mennyiségben, dllandé mindségben allitsdk eld
ezeket.

Igy az algindtot, amit eredetileg barnamoszatokbdl, pl. Macrocystis pirifera-bdl vontak
ki lagos kezeléssel, parhuzamosan fermentécids tton is gydartjdk. Tobb mikroorganizmus is
képes alginétot szintetizalni. Ezek koziil az Azotobacter vinelandii termel az alga-alginithoz
leginkabb hasonld poliszacharidot. Az alginatot az élelmiszerekben, a textiliparban, papir-
készitményekben €s a gydgyszeriparban is hasznéljak stiritoként, stabilizatorként, zselésitd és
emulgedl6 szerként. Toxicitdsa alacsony, kalcium ionokkal jol gélesithetd és viszonylag olcsé.
(Az alginatrol részletesebben 1d. a BIM jegyzetben.)

Mikrobidlis celluléz

A mikrobidlis cellulézt tobbek kozott az A. xylinum torzzsel termelik. Ez szerkezetileg
azonos a novényi cellulézzal, B-(1,4)-kotésekkel osszekapcsolt glitkopirandz lancok alkotjék,
ugyanakkor nem kapcsolddik hozza hemicelluléz, pektin €s lignin, ami a ndvényi eredetli
cellul6zokat mindig szennyezi. Az FDA ennek az anyagnak is megadta a "GRAS" (generally
recognised as safe = dltaldnosan biztonsagosnak elismert) statuszt élelmiszer adalékként. Ez a
celluléz nagy tisztasdga és kristdlyos szerkezete mellett abban is kiilonbozik a novényi
eredetli terméktdl, hogy erdsebb gélt képez, jobb a formazhatdsaga €s nagyobb a vizkotd ka-
pacitésa. Elelmiszeripari és orvosi alkalmazdsa igen széleskoril.

Heparin

A heparin egy linedris és sok szulfatcsoportot tartalmazé gliik6z-aminoglikdn, melynek
antikoagulans tulajdonsdgai vannak. D-gliik6zamin és D-gliikuronsav kapcsolédik benne egy-
mashoz 1-4 glikozidos kotésekkel. Szamos hidroxil és amino csoportja kénsavval észterezett,
erdsen anionos tulajdonsagu. Az éllati €s az emberi szervezet szdimos szovete termel heparint,
klasszikus gyartdsa vagoéhidi melléktermékekbdl valé kivondson alapul. Biotechnoldgiai
gyartasa soran az elsd 1épésben E. coli-val termelnek kondroitin szulfatot, majd ebbdl emlds
sejtekkel hozzak létre a heparint.
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1.3. Ciklodextrinek (CD, Schardinger dextrinek)

Elsoként Villiers észlelte 1891-ben, mikézben keményitdt emésztett Bacillus amylobac-
ter-rel. Ez a kulttra feltehetdleg nem volt tiszta tenyészet, valdsziniileg hdstabil B. macerans
sporédkat is tartalmazott. Villiers 1000 g keményitdbdl 3 g kristdlyos terméket izolalt, amit
,cellulozin”-nak nevezett el, ami valésziniileg a- és B-CD-t tartalmazott.

1904-ban Schardinger izolélt egy torzset, amely 25%-ban termelt kristalyos dextrineket
keményitobodl. A torzset késObb B. macerans-nak neveztek el. A molekuldk szerkezetét 1942-
ben sikeriilt meghatarozni rontgenkrisztallografiaval.

1.3.1.1. Szerkezet és tulajdonsdgok

A ciklodextrinek (CD) a ciklikus oligoszacharidok csalddjdba tartoznak, amelyek o-
(1,4) kotésu gliikopirandz alegységekbdl allnak. A kiilonbség kozottiik a felépitd gliikopira-
noz egységek szamdban van, az a-CD 6, a B-CD 7, a y-CD pedig 8 gliik6z egységbdl épiil fel.
A szakirodalomban cikloamiléz, ciklomaltéz és Schardinger dextrin néven is emlitik. 1961-
ben igazoltdk a 6-, (-, &-, N-CD természetes képzodését is.

A ciklodextrin molekuldkban az osszes gliikopiranéz egységiikben “C; szék konforma-
ci6ban van (mint az egyéb dextrineknél és a keményitonél). A kotésszogek miatt a gylirli nem
zarulna tokéletesen, a zarédasnal a kotések kissé deformalddnak. Ez a deformacié (és vele a
fesziiltség) az a-CD-ben a legkisebb, mig a y-CD-ben a legnagyobb.

Az egyik gliikopiran6z egység C-2-

OH csoportja hidrogénkotést képezhet a go ov
. .. .o p & o\l 0

szomszédos gliikopiran6z egység C-3-OH g 0

csoportjaval. A B-CD molekuldban ezek a 9:1. Ho

H-kotések egy tejes méasodlagos ovet alkot- Q

nak, ezért a B-CD egy meglehetdsen merev o d(}.,eﬂ

szerkezet (20. dbra). Valdszinlileg ez a ma- | % .

gyarazata, hogy a B-CD-nek a legkisebb az o% gy en,g ks

oldhatésaga az 6sszes CD koziil. g 8,00/ aros

A ciklodextrinek az apolaris szerves régio
olddszerekben oldhatatlanok.

A ciklodextrinek kiralis nem-redukalo o Siaes o
oligoszacharidok. Savas koriilmények kozott HO OHO l N
a ciklodextrinek lassabban hidrolizalédnak, 0% o2
mint a maltooligoszacharidok. A ciklodext- o
rinek levd glikozidos kotéseket a-amildzzal Q A%
lehet elhidrolizalni, viszont az exo-amilazok £
nem hatnak rajuk. Az enzimes hidrolizis se- Hidrofil r égié
bessége a y-CD esetén a leggyorsabb, ezt

koveti sorrendben a -, és a-CD. Az Osszes
CD nagyon stabil és jol oldhat6 ligos olda-
tokban, magas pH-n. A ciklodextrinek a keményitonél jobban ellendllnak a savas vagy ligos
kezelésnek, pH 2 és 12 kozott nem bomlanak.

A CD-gytiri valgjaban csonka kup alaku, amit szoktak fank vagy koszort alaknak is
nevezni, de legtalalébb a ,,virdgcserép alak” hasonlat.

A héromféle alapvegyiilet méreteit pontosan ismerjiik (21. dbra és 3. tdblazat).

E sajatos elrendezd6dés miatt a szabad hidroxil csoportok a molekula kiilsé feliiletén ta-
lalhatok, mig a bels6 részben a hidrogén hidak és nem-polarizdlt C-H csoportok miatt gyen-
gén apolaris feliilet alakul ki.

20. dbra A ciklodextrinek szerkezete
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0.95 nm

0.57 nm

wugs9

21. dbra A ciklodextrinek mérete

Tulajdonsag a-CD pB-CD v-CD

Gliiképirandz egységek szama 6 7 8
Molekularis tomeg (g/mol) 972 1135 1297
Vizoldhatésag 25°C-on (%, w/v) 14,5 1,85 23,2
1,46 2,54 1,75

Kiils6 atmérd (nm)

Belso iireg 4tmérd (nm) 0,47-0,53 | 0,60 -0,65 0,75 -0,83

Térusz magassaga (nm) 0,79 0,79 0,79
Belsd iireg térfogata (nm?) 0,174 0,262 0,427
Belsd iireg térfogata (ml/mol) 104 157 256
0,10 0,14 0,20

Belsd iireg térfogata (ml/g)

3. tabldzat A ciklodextrinek méretei

Zarvany molekula képzddése

Az apoldris belsd feliilet teszi lehetdvé a ciklodextrinek kiilonleges kolcsonhatdsat, azt,
hogy képesek a molekula iiregében hidroféb molekuldkat befogni, zarvanyvegyiileteket ké-
pezni. A gazdamolekuldk véltozatossidga (a-, B-, y-CD) sokféle, részben vagy egészében
apolaris vendégmolekula ,,molekuldris csomagoldsat” teszi lehetdvé (22. dbra).
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limonene cyclodextrin (CD) CD/limonene-IC

22. dbra Apoldris vendégmolekula befogdsa

1.3.1.2. Bioszintézis

A ciklodextrineket egy 1épésben, intra-
molekuléris transzglikozilezési reakcion ke-
resztiil lehet eldallitani linedris dextrinekbdl
a CGT4az enzimmel.

Az enzim formadlis neve ciklodextrin-
glikoziltranszferdz [1,4-a-D gliikdn 4-a-D-
(1,4-a-gliikano)-transzferaz; EC.2.4.1.19],
amely a kiilénb6zd nyitott lanci oligosza-
charidok cikliz4cios reakcidjat katalizélja.

A CGTaz enzim az o-amildz enzim-
csalad tagja. A CGTaz egy multifunkcids en-
zim, amely a ciklizdciés reakcié6 mellett
0sszekapcsolasi reakciot is katalizél (felnyit-
ja a ciklodextrin gytriit és az igy kapott line-
aris maltooligoszacharidokat akceptorokhoz
transzferdlja). Ezen kiviil gyenge hidroldz
aktivitassal is rendelkezik és diszproporcio-
ndldsi reakcidt is katalizdl intermolekuldris
transzglikozilezési reakciok révén. A CGTaz
enzim 4ltal katalizalt reakcidk a 23. dbran
lathatok.

23. dbra A CGT-dz enzim dltal katalizdlt reakciok

Az enzim tehdt nem egyszertien a cukorldnc két végét kapcsolja 0ssze, hanem gyfrtit
képez €s a kimarad6 oligoszacharidokat levdgja. A gylirli méretét a keményitd lanc alakja ha-
tarozza meg. A novények altal termelt poliszacharid spirdlis szerkezetii és ezt a format az el-
csirizesités utdn is megtartja. Az enzim a spirdl egy fordulatinak megfeleld hosszisiagu sza-
kaszbdl képez gytirtit, igy keriilnek legnagyobb valdszinliséggel egymas kozelébe az Gssze-
kapcsoland6 cukoregységek (24. dbra). A gyliriképzés nem pontos, a kiillonboz6 tagszamu
ciklodextrinek parhuzamosan képzddnek. A reakié végére spontin mddon egy egyensulyi
Osszetételll elegy jon 1étre. Mivel a reakciok megfordithatok, az egyes ciklodextrinek egymas-
ba atalakithatok. A termékek ardnya a termeld enzimtdl és a koriilményektdl fiigg. A keletke-
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z0 ciklodextrin gitolja az enzimet, emiatt a konverzids értékek kicsik (példaul pH=6, T= 55

°C mellett 23% a-CD és 11% B-CD keletkezik).

0
) «-Cyclodextrin
L
l [3-Cyclodextrin
y-Cyclodexirin
24. dbra A ciklodextrinek képzddése
1.3.1.3. Torzsek

Szamos mikroorganizmus képes a CGTaz enzim termelésére. Ilyen torzsek példaul a
Bacillus macerans, B. amyloliquefaciens, B. clarkii, B. megaterium, B. subtilis, B. lichenifor-
mis, B. stearothermophilus, B. firmus, B. circulans, B. ohbensis, Thermoanaerobacter sp.,
Klebsiella pneumoniae €s a K. oxytoca. Mivel a Klebsiella pneumoniae veszélyes patogén, az

enzimét klénoztdk a jol kezelhetd B. subtilis-
be. A gyartok nagy tobbsége sajat fejlesztésii
torzzsel maga termeli az enzimet, nem a
vilagpiacrdl szerzi be. A technoldgidban
tehat elsé 1épés az enzim fermenticid, az
enzim kinyerése, tisztitdsa, esetleg rogzitése.
A konverzi6 csak ezutan kovetkezik.

1.3.14. Gydrtdsi

technologidk

A gyartds kiindulasi anyaga minden esetben
a keményité (féleg kukorica- vagy burgo-
nyakeményitd), amelyet elfolydsitanak. A
keményitd folyodsitdsa 3-8 dextréz ekviva-
lensig (DE) torténik. Ha a keményitd elfo-
ly6sitdsa nem megfeleld, akkor megindul a
retrogradacié. Ha a keményitot tulhidrolizal-
juk, akkor a diszproporciondlasi reakcié fog
domindlni, ez pedig szintén alacsony CD ho-
zamot eredményez. Ha a keményitd hidroli-
zisére a-amildzt alkalmaznak, akkor azt a
CGT-az hozzaadasa elott inaktivalni kell,
kiillonben a hozam nagymértékben csokken.

Kemenyitd

*7 Jet-cooking

Elfolydsitott

keményitd
: Bickatalizator optimalas:
C5Taz | | - protein engineering
Y - kémiai médositas
- jfajta CGTaz

CD szintézis

Ultrasziirés
B-CD kristalyositas

Szelektiv komplexalas

Tisztitas
Tiszta a-, p- és
y-CD

25. dbra A ciklodextrin gydrtds dltaldnos sémdja
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Az elfoly6sitasi 1épést kovetden vélik szét a folyamat olddszeres és olddszermentes
eljarasokra (26. ébra).

Keményitd folydsitas Keményitd folydsitas
Jet-cooking Jet-cooking
. Komplexald .
CGTaz , CGTaz
[corse] i [catsr
. y A . y
Enzimes konverzié Enzimes konverzio

!

CD komplex szeparalas a nem-konvertal
(centrifugalas, keményitd
ultrasziirés)

Y

enzimes cukrositdsa

Komplex tisztitdsa ‘
(mosas) Aktiv szenes kezelés

' |

Ujrahasznositas

Dekomplexalas Koncentralas redukalt
vizgbzdesztillacidval nyomason
vagy extrakcidval +
Komplexald Kristdlyosités
- .
agens +
Koncentralas Rekristalyositas
(vakuumdesztillacid) +
* Centrifugdlas/mosas
Aktiv szenes kezelés +
* Széritas
Kristalyositds
* (b) oldészer nékkiili
Szlrés/mosas
Széritas

(a) olddszeres

26. dbra A ciklodextrin gydrtds két vdltozata

1.3.1.5. Oldoszeres eljdrdsok
Ipari 1€ptékben a legtobb ciklodextrint olddszeres eljarasban allitjak eld, ahol a szerves
olddszer — foként toluol, dekanol — komplexképz6 szerként miikodik. Az eljards a keményitd
elfolydsitasaval kezddédik (tipikus keményitd koncentracié 20-30%). Az elfolyositast hostabil
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a-amilazzal végzik, az gliikozgyartasnal targyalt médon. A magas hofok elérésére itt is jer-
cooker-t haszndlnak, de a folydsitdst nem koveti a cukrositds. Ezutdn a kapott dextrin oldatot
le kell hiiteni az enzim optimélis homérsékletére, hozza kell adni a CGTéaz-t és a szerves
komplexképzd szert. A gyartast ugy lehet valamelyik CD termék irdnyéba eltolni, hogy a ki-
vant termékbdl még a reakcidelegyben zarvanyvegyiiletet képziink. Ehhez gondosan kiva-
lasztott, méretben pont illeszkedd szerves vegyiiletekre van sziikség (4. tablazat). A 1étreho-
zott addukt vegyiilet az egyensuly szempontjabdl ,.eltlinik” a rendszerbdl, legtobbszor ki is
csapddik, igy az enzim az egyenstly helyredllitdsa érdekében folyamatosan utanpoétolja.

Néhany kicsapdszer, példaul a ciklohexdn, az a-, és B-CD-ek keverékét eredményezi,
de a homérséklet szabdlyozdsaval ezek relativ ardnya szabalyozhatd. Ahogy a homérséklet
emelkedik, ugy a B-CD relativ mennyisége no.

a-CD 1-dekanol ciklohexan etanol
B-CD triklor-etilén toluol
v-CD brémbenzol o-naftol ciklohexadekan-8-alkén-1-on

4. tabldzat Specifikus komplexdlé dgensek a ciklodextrinek gydrtdsdndl

A konverzi6 leéllitdsa utdn a CD-oldészer komplexet centrifugdldssal vagy sziiréssel le-
het elvalasztani a reakcidelegytdl. A visszamaradé oldat fel nem hasznélt keményitot, linedris
dextrineket, gliik6zt, maltézt, CGTaz-t, maradék szerves komplexképzo szert, mellékterméke-
ket és vizet tartalmazhat. Az elvalasztott adduktot mossuk, a szlrletet desztillaljuk, hogy a fe-
lesleges komplexképzd anyagot visszanyerjiik. A kovetkezo 1épésben a CD-komplexet vizben
szuszpendaljuk és a komplexképzd szert vakuum/vizgbdzdesztillacioval elvélasztjuk.

A termék oldatot vdkuum-desztilliciéval lehet koncentrdlni, néha sziikséges aktiv szén-
nel is tisztitani. A ciklodextrint hiitéssel kikristalyositjuk, majd lesziirjiik, mossuk és szaritjuk.
Ezek a feldolgozasi 1épések nem alkalmasak a kiilonbozd tagszamu frakciok elvélasztasara,
ezek egyiitt jelennek meg a termékben. A termék tisztasagit az el6z6 1€pések, a megfeleld en-
zim €s a komplexképzd szer hatdrozza meg.

B-CD elballitas

A gyartas 33 %-os keményitd szuszpenzié elfolyoésitasaval kezdédik. A pH-t Ca(OH)>
hozzdadésdval emelik 7,2-re, ezzel a B. subtilis a-amildz Ca-ion igényét is biztositjdk. A hid-
rolizist 80 °C-on egy 6rdn keresztiil vezetik, majd az amilazt egy 6ras 120 °C-os hokezeléssel
inaktivaljak. Az elegyet lehiitik 50 °C-ra, hozzdadnak 5% toluolt, és a CGTéz enzimet. A kon-
verziét 100 6rdn keresztiil vezetik.

Ahogy a reakci6 halad eldre, a B-CD-toluol addukt oldhatatlan formaban kicsapdédik. A
keményitd egységnyi tomegére vonatkoztatott hozam jellemzdéen 35-40%, sokkal nagyobb,
mint az olddszer nélkiili eljardssal kapott hozam. A reakcié befejez6dése utdn a komplexet
szliréssel vagy centrifugdldssal lehet elvdlasztani. A csapadékot vizben szuszpendaljdk, a ke-
veréket felmelegitik €s a kicsapdszert desztilldlassal eltdvolitjdk, egyuttal a CD oldatot
betoményitik. A desztillicié végén a CD marad vizes fazisban és az oldészer 1 ppm alatti
koncentricioban marad jelen. A B-CD oldatot aktiv szénnel kezelik, majd a kristalyositds cél-
jabol lehiitik. A kivalt B-CD kristalyait sziiréssel vagy centrifugaldssal 0sszegytjtik, majd sza-
ritjdk. A termék tisztasdga 98%, az a-, és y-CD-ek jelenléte elenyészo.

a-CD gyartés
Eldallitasat neheziti, hogy sokkal jobban old6dik vizben, mint a B-CD (140 g/1), nehe-
zebb kikristalyositani. A reakcidelegybdl n-dekanolos komplexképzéssel vonhat6 el.
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A B. macerans altal termelt enzim a folyamat kezdeti szakaszaban a- és B-CD-ek keve-
rékét termeli, a reakciot elég hosszi ideig kell folytatni ahhoz, hogy a B-CD eltlinjon. A ke-
ményitére szamitott kitermelés elérheti az 50 %-ot, ennek kb. 90%-a a-CD. A dekanol viz-
g0z-desztillacidval tdvolithato el.

v-CD termelés
A B-CD gyartas melléktermékeként prepardlhat6. A rosszul old6dé B-termék addukt ki-

valdsa utdn kis koncentraciéban az anyaligban marad a y-CD, a keményitore vonatkoztatott
hozama csak 2%. Innen komplexképzéssel valaszthato ki y-termék, példaul metil-etilketon €s
a-naftol keverékével. Ez a komplex vizben oldhatatlan, metanolban viszont jol oldédik. A
komplex megbontdsa utdn vizben oldjdk, ioncseréld oszlopon és/vagy aktiv szénnel tisztitjak.
Betoményités utan kristalyositjak.

1.3.1.6. MERCIAN eljdrds

A Mercian Co. egy japan cég, amely oldészeres addukt képzése nélkiil oldotta meg az
egyes ciklodextrin frakcidk termelését. Az enzimes reakcid a hidrolizalt keményiton az el6z0-
ekhez hasonl6an megy végbe, oldott enzimmel, 55 °C hdmérsékleten. Az elvalasztds a szelek-
tiv adszorpcion alapul. A reakcidelegyet adszorpcids oszlopokon dramoltatjdk keresztiil majd
visszavezetik a reaktorba. A megkotés nagyon szelektiv, majdnem eléri az affinkromatogréfia
specifitasit. A hordoz6 kitozan, egy inert, hidrofil polimer. Az enzim adszorpcidjat a tolteten
3% NaCl beoldasaval akaddlyozzdk meg. Az a-CD megkotéséhez ligandként sztearinsavat
hasznélnak. Szelektivitdsa igen jo, a kotott frakcid tisztasdga 95%. A B-CD megkotéséhez egy
specidlis szerves molekulat taldltak, a ciklohexan-propanamid-n-kapronsavat. A technoldgiai
nehézséget az okozza, hogy a két folyamat hofokoptimuma jelentdsen eltér. Az enzim reakcid
55 °C-on mikodik idedlisan, de ez nem kedvez az adszorpcidénak. A kolonndkban 30 °C a
megfeleld hofok, de ezen az enzim aktivitdsa minimalis. Emiatt a homérséklet véltoztatasara
hdocseréloket haszndlnak. A kivett levet lehiitik, majd az oszlopok utdn visszamelegitik. A
jobb hdhasznositds érdekében a reaktorbdl jovo oldattal melegitik el6 a recirkuléltatott folya-
dékot (27. abra).

O0000CP—

OH
(O = glucose eluent

55°C L
NelO-H J v
@J' : 7
| e |

heat exchanger adsorption

N

F 3

TN
N

27. dbra A Mercian eljdrds folyamatdbrdja

A folyamat anyagmérlege: egységnyi dextrinbdl 22,3% o-CD, 10,8% B-CD és 5,1% y-CD
nyerheto.
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1.3.1.7. A ciklodextrinek alkalmazdsa
A ciklodextrinek zarvanyvegyiiletei kivaléan alkalmasak molekuldris csomagolasra, a
bezart anyagok molekuldit egyenként burkolja be a cukorgyliri. Ezek a vendégmolekuldk
egyrészt eltlinnek a folyadékbol, pontosabban a bezart és az oldott koncentracié egyensulyban
van. Ugyanakkor a bezart molekuldk konnyen mobilizdlhatok, ha az oldatbdl fogy az anyag,
akkor az egyensuly djra bedll, a komplex formdbdl gyorsan felszabadul a kelld6 mennyiségli
molekula.

A molekuléris csomagolas hatdsai:

» Noveli az apolaris molekuldk vizoldhatdsagat. A cukorrészek révén a molekula-
komplex polaritdsa sokkal nagyobb, mint a vendégmolekulaé egyediil.

» Csokken a bezart anyag illékonysaga. A gdznyomads kialakitdsa szempontjabol
csak a szabad molekuldk koncentraciéja szamit, a bezartaké nem.

» Javul a bezart molekula stabilitdsa. A komplexben kevésbé hozzaférhetd a ké-
miai reakcidpartnerek, példaul az oxidal6 agensek szdmaéra.

» Gyodgyszerhatéanyagokndl a tdrold kapacitds depoképzést tesz lehetové. A
komplexben bevitt gyogyszermennyiség hosszabban marad a keringésben, el-
nyujtottabb hatést biztosit.

» Injekcié formaban bevitt gydgyszereknél eléfordul, hogy a hatéanyag a beadas
helyén irritalja a szoveteket. Zarvanyként bevitt molekuldk esetében ez a hatas
nem Iép fel, a ciklodextrinek elszigetelik a hat6anyagot a sejtektol.

A ciklodextrinek felhasznélési teriilete igen széles és egyre boviil. Az éves termelési vo-
lumen néhdny 100 tonndra becsiilhetd.

Alkalmazdsok élelmiszerekben, kozmetikumokban

A fiiszerek és mas aromds anyagok illGolajait ciklodextrinekbe lehet csomagolni. Igy az
aromak stabilizalédnak, kevésbé illannak el, és védve vannak az oxidacioval szemben is. A
hagyma és a fokhagyma olajat bezdrva a kellemetlen szag nélkiil vihetjiik be ezeket a hasznos
anyagokat. Olvadt vajbol a CD kivonja a koleszterin 90%-at. Kozmetikumokban a bezarassal
az illatanyagok lassabban illannak el, a termékek hosszabban tarolhatok. SzobahOmérsékleten
az illékonysag, azaz az illatintenzitds kicsi, de a borre keriilve a magasabb testhomérséklet ha-
tasdra felerdsodik.

Alkalmazdsok a biotechnologidban

A fermenticiés folyamatok sordn gyakran okoz problémat valamely apoldros kompo-
nens rossz vizoldhatésdga. Zarvanyvegyiiletben alkalmazva ezeket az anyagokat a kelld
mennyiségben vihetjiik be a rendszerbe.

A Bordatella pertussis tenyésztésénél a szabad zsirsavak gatoljdk a tenyészet novekedé-
sét. B-CD hozzdadaséaval a zsirsavak komplexbe keriilnek, igy megindulhat a szaporodas.

A Mycobacterium leprae esete éppen forditott. A szaporoddst éppen az gétolta, hogy a
szamadra esszencidlis palmitin- és sztearinsavat nem tudta a vizes fazisbdl felvenni. Ha ezeket
dimetil-B-CD komplex formaban adagoltdk, a novekedés megindult.

A szteroid konverzidkndl éltaldnos gond az, hogy mind a szubsztrat, mind a termék
rosszul oldddik vizes kozegben (a fermentlében), igy ,.kristdlyfermentaciot” kell végezni, a
szteroidok kristalyos formdban végig jelen vannak a fermentlében. A szubsztrat hozzaférheto-
ségének javitasdra az egyik modszer a ciklodextrin zdrvdnykomplex alkalmazasa. Bar nagyon
koltséges, de ipari méretekben is alkalmazzak a B-CD-t a hidrokortizon — prednizolon &tala-
kitasnal. A konverzi6 igen j6, megkozeliti a 100%-ot.
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Szintén szterdnvazas vegyiilet a novényi eredetli szivgyogyszer, a digoxin. A hatdsos f6-
komponens mellett a novényi sejtek inaktiv melléktermékként Lanatozid-C-t is termelnek,
ami enzimes konverzidval digoxinnd alakithat6. A dimetil-B-CD alkalmazasaval az oldhaté-
sdg javitasa révén az enzimes folyamat hozama 20%-r6l 50-60%-ra ndvekedett.
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28. dbra Ciklodextrin-hatéanyag komplexek
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Alkalmazdsok a gyogyszerekben

Az emberi szervezetbe bevitt gydgyszerek formuldzasdban is szerepe van a ciklodextri-
neknek. A felsorolt elonyok koziil itt keriil elétérbe az oldhatdsag javitas, a depoképzés, az ir-
ritdcié csokkentése. Néhdny példa az alkalmazésra (28. dbra):

Indometacin (gyulladdsgétld, de irritativ)

Prosztaglandin E; + B-CD: szublingualis készitmény, sziilés inditdsara
Prostaglandin E; + a-CD: injekcids készitmény, érsziikiilet kezelésére
Benexate + B-CD: gyomorfekély kezelésére
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