3.Etilalkoholos erjesztések





 	Az etanolos erjesztések célja etilalkohol mikrobiológiai előállítása közvetlenül fogyasztható termékek (sör, bor, pálinka, stb.) formájában, vagy kémiai, ill. mikrobiológiai úton tovább alakított formában (pl. gyümölcsecet, borecet, finomított szeszből nyert ecet, acetaldehid, egyéb  vegyületek), vagy ipari és motorhajtó anyagként történő felhasználás formájában.



3.1. Nyersanyagok és erjesztő mikroorganizmusok



 	Az etanolos erjesztések közül a finomított szeszgyártás, a pálinka, a bor- és a sör- készítés valamint az un.üzemanyag (fuel) alkohol legfontosabb nyersanyagai a különböző szénhidráttartalmú mezőgazdasági termények (gabonák, gumók, gyümölcsök), ill. ipari (pl. melasz, hidrol, savó, szulfit-szenylúg, stb.), mezőgazdasági (szalma, kukoricaszár, stb.) és erdőgazdasági melléktermékek, hulladékok (fűrészpor,  fahulladék, stb.). Ezek erjesztéses feldolgozása - a legtöbb esetben - közvetlenül nem végezhető el, hanem csak bizonyos előkezelés után.



3.1.1. A finomított és az ipari szeszgyártás nyersanyagai



Finomított szeszgyártás céljaira általában aroma-, íz- és illat-anyagokat nem tartalmazó ill. kémiai kezeléseket nem igénylô nyersanyagokat használnak, hiszen a gyártás célja kémiailag minél homogénebb 95.5%-os etilalkohol előállítása. Ez leginkább gabonák (búza, rozs, árpa, kukorica, stb.) feldolgozásával érhető el. A legigényesebb felhasználók, a whisky-gyártók csak a kemikáliáktól mentes feldolgozással nyert gabonaszeszt fogadják el. Így pl. ha a kukoricából kénessavas áztatással nyerik ki a keményítőt és ebből erjesztéssel készítenek finomított szeszt, azt nem használják még aromából készült whisky gyártására sem.

Sokszor a melléktermékekben jelennek meg, vagy koncentrálódnak azok a hő- vagy kémiai hatásra képződő vegyületek amelyek egyrészétől a leggondosabb rektifikálással sem lehet megszabadulni. Pl. a melaszból erjesztett szeszt sem alkalmazzák whisky készitésére, mert a cukorgyártás számos olyan folyamatot (bepárlás, meszezés, stb.) alkalmaz, amelynek káros termékei a melaszban koncentrálódnak.

De a dextrózgyártás mellékterméke a hidrol, vagy a papírgyártás mellékterméke a szulfit-szenylúg is csak inkább ipari szesz előállítására alkalmas. Ez utóbbi azonban számos inhibitort tartalmaz,ami megneheziti erjeszthetôségét ( Slapack et al. 19  ).

A gabonákban, ill. egyes gumókban (burgonya, sorghum, stb.) az erjesztés alapanyaga keményítőszemcsék formájában fordul elő. Ezek erjesztésére vagy olyan mikroorganiz-musokat kell alkalmazni, amelyek képesek a hideg vízben nem oldódó, nem duzzadó keményítőszemcsék erjesztésére is, vagy előkezeléssel kell átalakítani a keményítőt vízoldhatóvá, ill. erjeszthető cukrokká.

A Saccharomyces diastaticus élesztőgomba extracelluláris glükoamiláz szekréciója révén képes a szemcsés keményítőt etanollá erjeszteni [1]. Génmanipulációval bevitt glükoamiláz génnel rendelkező S. cerevisiae élesztő ugyanerre a célra alkalmas [2]. A vízben oldott keményítő sokkal gyorsabban bontható enzimesen, s így könnyebben erjeszthető etanollá. Mégis az utóbbi időben megfigyelhető, hogy igyekeznek a költséges keményítő-feltárást elkerülni, s  inkább  finomra őrölt darát  [3, 4, 5] közvetlenül cukrosítanak és erjesztenek (a gőzölést ma folytonos üzemű gőzinjektoros u.n. jet-cooker-ekben végzik folyósító, hőstabil � EMBED Equation.2  ���-amiláz jelenlétében). A gőzöléssel feltárt keményítőt oldott vagy rögzített glükoamilázzal lehet glükózzá, erjeszthető cukorrá alakítani.

A legfontosabb nyersanyagok összetétele, az erjesztés szubsztrátjainak szerkezete látható a 3.1.táblázatban.

					



					3.1.táblázat.



		Finomitott és ipari szesz elôállitás fontosabb hazai nyersanyagai.
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	A 3.2.táblázat az egyes fontosabb nyersanyagok termés- és termékhozamát mutatja egységnyi termôterületre (hektár) vonatkoztatva.











				3.2.táblázat.

	Alkohol nyersanyagok terméshozamai és termékhozamai.



Növény

�   Terméshozam 

       ( t / ha)�      Alkoholhozam 

         ( hl / t )� Alkoholhozam 

     ( hl / ha ) ��Cukornád (Brazilia)�         54,2�          0,67�        36,3��Cukorrépa ( EU )�         53,5�           1,0  �        53,5��Édescirok ( USA)�         46,5�          0,76                                  �        35,5��Édescirok mag( EU)�           4,7�           3,3�        15,0��Gabonacirok( USA )�           3,5�           3,9�        13,6   ��Kukorica ( USA)�           5,7�           3,8�        22,0��Kukorica ( EU )�           6,6�           3,6�        24,0��Búza ( EU )�           5,5�           3,6�        20,0��Cassava (Brazilia)�         11,9�           1,8                                   �        21,4��Burgonya ( EU )�         29,5�           1,1�        31,0��Csicsóka ( EU )�         60�           0,9 �        53   ��

Lignocellulózok (szalma, kukoricaszár, fahulladék, stb.) hemicellulóz (pentozán) tartalma részleges savas hidrolízissel [6], vagy gőzrobbantással [7] alakítható erjeszthető cukrokká. Mivel pentózok képződnek a hemicellulóz hidrolízisekor, ezért speciális élesztőt pl. Pichia stipitis-t (   ),vagy Pachysolen tannophilus-t (Schneider et al. 1983) kell alkalmazni erjesztésre. 

A lignocellulózok cellulózkomponensének erjesztése szintén közvetlenül (a hemicellulózzal együtt), vagy hidrolízis után végezhető el. Közvetlen erjesztésre pl. a Clostridium thermosaccharolyticum (Avgerinos et al. 1980,1981,Wang et al.1983), a Thermoanaerobium brockii (Lamed és Zeikus 1980, Ben-Bassat et al. 1981, Sonnleiter et.al. 1984) a Clostridium thermohydrosulfuricum (Lovitt et al. 1984) használható. A penésztörzsek közül a Fusarium-ok (Christakopoulos et al. 1989,1990) és a Neurospora crassa ( Rao et al. 1983, Deshpande et al. 1986) bár közvetlen cellulóz hasznositók, de lassú metabolizmusuk és kis etanol hozamuk miatt kevésbé jelentôsek ( Esser és Karsch 1984). Közvetlen erjesztés végezhetô kevert kulturákkal is,pl. Clostridium thermocellum Clostridium thermohydrosulfuricum- mal ( Ng et al. 1981, Saddler és Chan 1984), vagy Clostridium thermosaccharolyticum -mal (Saddler és Chan 1984), vagy Methanobacterium thermoautotrophium -mal ( Weimer és Zeikus 1977). Az SSF technológiában (Simultan Saccharification and Fermentation) pedig celluláz enzimkomplexet adagolnak az erjesztô mikroorganizmus mellé, így a hidrolízissel képződő glükóz rögtön el is erjed [10].

A tejsavó laktóz-tartalmát erjesztéssel lehet etilalkohollá alakítani. Az élesztőnek ilyenkor vagy (-galaktozidáz enzimmel kell rendelkeznie, (Saccharomyces, vagy a szinonim Kluyveromyces lactis, fragilis, stb.) [11] vagy előhidrolízissel kell a laktózt glükózra és galaktózra bontani. A melasz erjesztésénél egyszerűbb a helyzet, mert annak főkomponensét a szacharózt a S. cerevisiae periplazmás invertáz enzime segítségével képes glükózra és fruktózra bontani és azt etanollá erjeszteni.

A csicsóka inulin tartalma egyes Kluyvaromyces fragilis fajokkal - amelyek inulinázt termelnek - közvetlenül erjeszthetők [12].

Hexózok, ill. hexózzá alakítható di- és poliszacharidok élesztők mellett Zymomonas mobilis baktériumokkal is etanollá erjeszthetők [13]. Ez 2-3-szor gyorsabb erjesztést biztosít, azonban szintén csak ipari, ill. üzemanyag-alkohol ( fuel alcohol) elôállitására alkalmas az erjesztési melléktermékek képzôdése miatt.

	Aerob baktériumok (pl. Pseudomonas-ok ) is termelnek etanolt,ha azokat anaerob (anoxikus) módon szaporitják ( Wiegel 1980).

	Néhány un. etanologen , etanolt produkáló mikroorganizmus metabolikus  jellemzôit a 3.3. táblázatban foglaljuk össze.



				

				3.3. táblázat.



		Etanologen mikrobatörzsek metabolikus jellemzôi.



Mikroorganizmusok�Működési jellemzôk�Jellemzô szubsztrátjaik �Maximális

szubsztrát- koncentráció�Irodalom��Élesztôk:������Saccharomyces cerevisiae ipari�mezofil,fak. anaer. ~30 oC�G,Fr,M,Sz,Ga�36,5% búza-

cefre�Jones et al.

1994��S. cer.YSa86.�termotole-ráns,40oC�           “��Hacking et al. 1984��S. cer.AM12�termotole-ráns,40oC�           “�35 % G.�Seki et al.1983��S.cer. CBS 2970�termotole-ráns,43 oC�           “�34% melasz�Haraldson 1981��S. carlsbergensis 

sörélesztô�mezofil

5-20oC�G,Fr,M,Mtr,Sz����S. carlsb.(uvarum)�termotole-ráns 41 oC �           “�40%édes- cirok lé�Hawke et al.1983��S.ellipsoides�termotole-ráns 39 oC���Slapack et

al.1987��S. diastaticus�mezofil�keményitô����S. diastaticus 1384�termotole-ráns 40 oC�keményitô�20% Glükóz���S.carlsb.+S.diastatic fúziós törzs�termotole-ráns 40 oC�keményitô��Stewart et al. 1983��Kluyveromyces marxianus izolált �termotole-ráns 40 oC���Hughes et al. 1984��Candida pseudotro-

picalis YCa9�termotole-ráns 40 oC�G, M(-),��Hacking 1984��Penészgombák :������Fusarium oxysporum F3�mezofil

30 oC�cellulóz��Christakop.et.al 1990��Neurospora crassa��cellulóz,

hemicellulóz��Deshpande et al.1986��Baktériumok :������Zymomonas mobilis�~30 oC

spora(-)�G,Fr,Sz�> 40 % G�Rogers et al. 1982��Thermoanaerobium brockii�anaer.,termo-

fil,spora(-)�laktóz,G,C-bióz kem,xilán�1,5 % G���Thermoanaerobacter ethanolicus vad�anaer.,termo-

fil,spora(-)�G,Xi,keményitô

cellobióz�1%�Carreira et al.1984��Th.ethanolicus JW200 Fe(4)�      “�            “�4%G,3%Xi,6% kem.�       “��Clostridium thermo-

hydrosulfuricum�anaer.,termo-

fil,spora(+)�Xilán,keményitô.,pek-tin, G, C-bióz,��Wiegel et al.1979��Clostridium thermo-

cellum�anaer.,termo-

fil,spora(+)�Cellulóz,C-bióz,G,Fr,��Duong et al.1983��CL.thermosaccharo-lyticum HG-4�anaer.,termo-

fil,spora(+)�Xilán,keményitô.,

Xi,G,Fr,Sz��Avgerinos et al.1981��(A táblázatban alkalmazott röviditések: G=glükóz, Fr=fruktóz,Ga=galaktóz,Xi=xilóz, 	M=maltóz, Mtr=maltotrióz,Sz=szacharóz,C-bióz=cellobióz )

A 3.4.táblázat néhány etanologen mikroba szaporodási és terméképzési körülményeit foglalja össze.

 					3.4. táblázat.

                                 

		Etanologen mikrobatörzsek szaporodási és termékképzési körülményei.



Mikroorganizmusok�Működési

pH tartomány�Optimális műkö-dési  hôfok

    (oC)�Etanol toleran-               cia (EtOH %)�Tápanyag

szükségl.��Élesztôk:������Saccharomyces cerevisiae ipari�                   Jones et al.981�     30-35 ��Pi , Ni
 
,



élesztô-extr.
��S. cer.YSa86.��        40

Hacking 1984����S. cer.AM12

fuziós��       42

Seki et al. 1983����S.cer. CBS 2970��       43 ����S. carlsbergensis 

sörélesztô��

����S. carlsb.(uvarum)��      33-40

Lee et al. 1980����S.ellipsoides��       39

Slapack 1987����S. diastaticus������S. diastaticus 1384��        40

Stewart 1983����S.carlsb.+S.diastatic fúziós törzs��        40

Stewart 1983 ����Kluyveromyces marxianus izolált ��        40                            

Hughes 1984����Candida pseudotro-

picalis YCa9��       40 

Hacking 1984����Penészgombák :������Fusarium oxysporum F3��      30

Christakop. 1990����Neurospora crassa��

Deshpande 1986����Baktériumok :������Zymomonas mobilis��~30 oC

�13 (batch)

8,5 (folyt.)���Thermoanaerobium brockii��  65-70����Thermoanaerobacter ethanolicus vad��    69

�        0,6

Carreira 1984���Th.ethanolicus JW200 Fe(4)��      “�       3-6

Carreira 1984���Clostridium thermo-

hydrosulfuricum��  65-70�       3-4

Lovitt et al. 984���Clostridium thermo-

cellum S-7��  55-62 �       2-4

Avgerinos 1981���CL.thermosaccharo-lyticum HG-4��  58-64

�       3-4

Wang et al.980���

Néhány etanologen mikroorganizmussal végzett erjesztés kinetikai konstansait ( (Xmaxa maximális specifikus sejttömeg növekedési sebesség, (Smax a maximális szubsztrát felhasználási sebesség, (P a specifikus termékképzési sebesség) a 3.5. táblázat tartalmazza.

  			

					3.5. táblázat.

                                 

		Etanologen mikrobatörzsek kinetikai konstansai.



Mikroorganizmusok�     (Xmax

(gX/gX.h = h-1)�   (Smax

(gS/gX.h)�      (P

(gP/gX.h)�       Irodalom��Élesztôk:������Saccharomyces cerevisiae ipari� 
Glükózon 0,3



Szach
.-
on 0,2
                  �      



� 0,
38
�
Ciftci et al.1983
��S. cer.YSa86.��     ����S. cer.AM12

fuziós��     ����S.cer. CBS 2970��      ����S. carlsbergensis 

sörélesztô��

����S. carlsb.(uvarum)�     0,23(30 oC)

     0,26(33 oC)

     0,21(40 oC)�     

�1,15(30oC)

1,33(33 oC)

1,44(40 oC)�

Lee et al. 1980��S.ellipsoides��       ����S. diastaticus������S. diastaticus 1384��       ����S.carlsb.+S.diastatic fúziós törzs��        ����Kluyveromyces marxianus izolált �     0,32(40 oC)

     0,33(43 oC)

     0,38(45 oC)�7,1(40 oC) 

8,9(43 oC)

9,1(45 oC)�3,55(40 oC)

4,31(43 oC)

4,15(45 oC)�

Hughes et al.1984��Candida pseudotro-

picalis YCa9��        

����Penészgombák :������Fusarium oxysporum F3��      ����Neurospora crassa��

����Baktériumok :������Zymomonas mobilis��

�    3-5

�Sonnleitner et al. 1983��Thermoanaerobium brockii��  �  0,33-0,7�Sonnleitner et al. 1984��Thermoanaerobacter ethanolicus vad��    

�      1,4�Sonnleitner et al. 1983��Th.ethanolicus JW200 Fe(4)��      ����Clostridium thermo-

hydrosulfuricum��  �      0,8�            “��Clostridium thermo-

cellum��   �      0,23�            “��CL.thermosaccharo-lyticum HG-4��  

����

A fenti etanologen mikrobák technológiai jellemzôit ( etanol hozam, melléktermékek,térfogati produktivitás) a 3.6.táblázatban láthatjuk.



				3.6. táblázat.

                                 

		Etanologen mikrobatörzsek technológiai jellemzôi.



Mikroorganizmusok� Etanol hozam

( g etanol/g szubsztrát)�Mellék-termékek�Térfogati produktiv.

(g etanol/l.h)�       Irodalom��Élesztôk:������Saccharomyces cerevisiae ipari�        0,45           �glicerin      � 29(33%G)�Cysewski et al.

1977��Saccharomyces cerevisiae ipari���3,3 (búza-

cefrén)�Jones és Ingledew

1994��Saccharomyces cerevisiae ipari���0,14 (gôzr.,

cukr.faforg.)�South et al. 1995��S. cer.YSa86.�        0,47�     ��Hacking et al. 1984��S. cer.AM12

fuziós��     �13,3(37oC)�Seki et al.1983��S.cer. CBS 2970��      �48(42oC)

46,5(45oC)�Haraldson és Björling 1981��S. carlsbergensis 

sörélesztô��

����S. carlsb.(uvarum)�   0,377(30 oC)

   0,377(33 oC)

   0,377(40 oC)�     

�7,5(42oC)

4,0(45 oC)

Haraldson 81�

Lee et al. 1980��S.ellipsoides��       ����S. diastaticus������S. diastaticus 1384��       ����S.carlsb.+S.diastatic fúziós törzs��        ����Kluyveromyces marxianus izolált �   0,47(40 oC)

   0,43(43 oC)

   0,37(45 oC)���

Hughes et al.1984��Candida pseudotro-

picalis YCa9��        

����Penészgombák :������Fusarium oxysporum F3��      ����Neurospora crassa��

����























				3.6. táblázat(folytatása).

                                 

		Etanologen mikrobatörzsek technológiai jellemzôi.



Mikroorganizmusok� Etanol hozam

( g etanol/g szubsztrát)�Mellék-termékek�Térfogati produktiv.

(g etanol/l.h)�       Irodalom��Baktériumok :������Zymomonas mobilis�      0,47

Swings 1977�

� 4(cukrositott

keményitôn)  

�Lee et al.1983��Thermoanaerobium brockii�      0,26

Slapack 1987�  ����Thermoanaerobacter ethanolicus vad��    

�     2,8

(glükózból)�Wiegel et al. 1984��Th.ethanolicus JW200 Fe(4)� 0,49(1%G),

0,36(1%Xi)

Carreira 1984�      �     2,1

(kem-bôl is)�         “��Clostridium thermo-

hydrosulfuricum�    0,49

Ng et al.1981�  ����Clostridium thermo-

cellum�    0,26

Slapack 1987�   ����CL.thermosaccharo-lyticum HG-4�   0,4(Xi)

Wang 1980�  

����

3.1.2. A gyümölcsalapú (pálinka) erjesztések nyersanyagai



Hazánkban a pálinka előállítás legfontosabb nyersanyagai a gyümölcsök. Olyan országokban, ahol a hideg időjárás nem kedvez  a gyümölcstermesztésnek gabonából állítanak elő gabonapálinkákat, cukornád termelő országokban viszont cukornádmelaszból készítik a rumot.

Gyümölcsök átlagos szénhidráttartalma a 3.7. táblázatban látható (a nyerstömeg %-ában). 



				3.7.táblázat



		A gyümölcsök átlagos szénhidráttartalma

Gyümölcs�Szacharóz�Glükóz�Fruktóz�Pektin�Cellulóz��S.barack�6.0�2.2�1.7�0.7�0.8��Szilva�5.4�3.4�0.8�---�0.6��Meggy�0.4�4.5�3.8�0.5�0.5��Körte�1.5�2.3�7.8�0.8�0.6��Alma�3.0�3.8�8.1�1.1�0.6��Szőlő�0.0�8.0�7.6�0.6�0.6��

A szacharóz, glükóz könnyen erjeszthető, a pektin és a cellulóz nem, a pektinből származik a toxikus metanol az erjesztett gyümölcs cefrékben.

A gyümölcsökben jelenlevő szerves savak is változhatnak az erjedés alatt. A szerves savak mennyiségét  a 3.8.táblázatban láthatjuk (a nyerstömeg %-ában).				











				3.8.táblázat.

		Gyümölcsök átlagos szerves sav tartalma

Gyümölcs�össz. sav

[%]�Almasav

[%]�Citromsav

[%]�Borostyánkősav

[%]�Borkősav

[%]��Alma�0.9�0.6�0.2�20���Körte�0.3��0.2����Meggy�1.7������Cseresznye�1.3������Szilva�1.0�0.5���0.4��S.barack�1.4������Szőlő�0.9�0.6�0.1�érettben 0���

Erjesztés során az egyes szerves savak mennyisége és egymáshoz való viszonya is változhat. A gyümölcslevek szárazanyag-tartalmának kb. 1/3-a erjeszthető (szilvánál 0.3; cseresznye 0.33;  sárgabarack  0.38;  meggy 0.3 a szorzószám). 

Hazai gyümölcs cefrék erjesztésére legjobban a borélesztők  váltak be (pl. Tokaj 22-es).



3.1.3. A szőlőalapú erjesztés nyersanyagai



A szőlő erjeszthető anyagairól az előzőekben már szóltunk. A szénhidrát és savtartalom azonban a szőlőnél még fontosabb, mint a pálinka-készítésnél, mert ott inkább csak a hozamot változtatja meg, itt viszont a bor jellegét, minőségét befolyásolja. A két főkomponens aránya az egyes fajtáknak megfelelő szőlők esetén meghatározza a szüret idejét is. Az egyes borfajták ezirányú összetételét és a szüretelés idejének meghatározására szolgáló u.n. glükoacidometri-kus  arányszámot (GA)  a 3.9. táblázatban foglaljuk össze. 

			� EMBED Equation.2  ���				(3.1)





Erjesztés után a csemegeborok még jelentős mennyiségű erjeszthető szénhidrátot tartalmaznak (legalább 3%-ot), a  szerves  savak  is csökkennek 10-20%-ban az erjesztés alatt. 

A must spontán erjedésében részt vesznek a szőlőbogyón található borélesztők, egyéb élesztők, penészgombák és baktériumok. Ha a mustot borélesztő színtenyészettel oltjuk be, akkor  az  erjedés  megindulása gyors, egyenletes és fertőzésmentes.

A borélesztők a Saccharomyces cerevisie var. ellipsoideus különböző fajtái. Az egyes borvidékekre jellemzők a felhasznált borélesztő fajták. Ezek különbözhetnek alakra, nagyságra, ülepedőképességre, spórázásban, hártyaképzésben, cukrok erjesztésében, alkoholtűrésben, stb. Elnevezésük is őrzi az izolálás helyét, legalábbis borvidék formában, az azonos vidékről származókat  pedig számozással különböztetik meg (4.táblázat). Mindegyik sarjadzással  szaporodik,  nitrátot  nem asszimilál.
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Erjesztés során az egyes szerves savak mennyisége és egymáshoz való viszonya is változhat. A gyümölcslevek szárazanyag-tartalmának kb. 1/3-a erjeszthető (szilvánál 0.3; cseresznye 0.33;  sárgabarack  0.38;  meggy 0.3 a szorzószám). 

Hazai gyümölcs cefrék erjesztésére legjobban a borélesztők  váltak be (pl. Tokaj 22-es).



3.1.3. A szőlőalapú erjesztés nyersanyagai



A szőlő erjeszthető anyagairól az előzőekben már szóltunk. A szénhidrát és savtartalom azonban a szőlőnél még fontosabb, mint a pálinka-készítésnél, mert ott inkább csak a hozamot változtatja meg, itt viszont a bor jellegét, minőségét befolyásolja. A két főkomponens aránya az egyes fajtáknak megfelelő szőlők esetén meghatározza a szüret idejét is. Az egyes borfajták ezirányú összetételét és a szüretelés idejének meghatározására szolgáló u.n. glükoacidometri-kus  arányszámot (GA)  a 3.9.táblázatban foglaljuk össze. 

				3.9. táblázat

			Mustfajták jellemzôi

Borfajta�EtOH

tart.[%]�Titrálható sav [%]�Mustcukor tart.[%]�must sav tart. [%]�GA��Asztali bor�10-12�5-6�18.5�6-8�25-30��Pecsenye bor�12-14�6-7�22.0�7-9�24-31��Csemege bor�16-17�7-40�28.0�7-9�30-40��Pezsgő bor�10-11�6-7�18.0�7-9�20-25��

A fontosabb magyar borélesztôk jellemzôit a 3.10.táblázat tartalmazza.



				3.10. táblázat.

		Fontosabb magyar borélesztôk jellemzôi.

Törzs neve�Szőlőfajta�Alak�Telepforma�Ülepedés�Spórázás��Mór 	1�Olaszrizling�elipszis�nagy kerek�poros�nem��	2�Móri ezerjó�gömbölyű�nagy kerek�poros�gyengén��Somlyó1�Furmint�elipszis�—�poros�nem��Badacsony 1�Rizling�elipszis�kör (1 cm�SZIMBÓLUM 102 \f "Symbol" \s 12��)�poros���	       2 �Kéknyelű�elipszis�ovális, kicsi�poros�jól��Mecseki 1�Furmint�elipszis�kör (2 cm�SZIMBÓLUM 102 \f "Symbol" \s 12��)�poros�nem��	  2�Rizling�megnyult�kör (1 cm�SZIMBÓLUM 102 \f "Symbol" \s 12��)�poros�nem��Eger	1�Kadarka�elipszis�kör (2 cm�SZIMBÓLUM 102 \f "Symbol" \s 12��)�poros�közepes��	3�Vörös�megnyult�—�poros�jól��Tokaj	2�Furmint�elipszis�—�csomós�tömlőben 1-2��          22�Furmint�elipszis�kör (1 cm�SZIMBÓLUM 102 \f "Symbol" \s 12��)�poros�nem��



Erjesztőképességben is különböznek az egyes borélesztőtörzsek (3.11.táblázat): mind jól erjeszti a szaharózt, maltózt, mannózt.













			3.5. táblázat:

		 Borélesztők erjesztőképességei

Törzs neve�Glükóz�Fruktóz�Galaktóz�Laktóz�� EMBED Equation.2  ���-MeGl.��Mór	5�jól�közepes�nem�nem�nem��Somlyó 2�jól�közepes�?�nem�nem��Badacsony 1�közepes�jól�nem�nem�jól��	      3�jól�jól�nem�nem�?��Eger	2�jól�jól�nem�nem�jól��	5�jól�jól�nem�nem�?��Tokaj	2�jól�közepes�nem�nem���	5�közepes�jól�nem�nem�jól��	10�közepes�közepes�közepes�közepes�közepes��	22�közepes�közepes�közepes��jól��

Az egyes borélesztőfajták közül a Tokaj 22 a legjobb cukortűrő, 40% cukorkoncentrációnál 9-12% etanol-koncentráció, 60% cukorkoncentrációnál 2.5% alkohol-koncentráció érhető el. Ugyanezen borélesztő fajta maximális etanol-tűrő képessége 18.1% volt. Az alkoholtűrés és az alkohol jelenlétében  végzett erjesztések üteme különösen a pezsgőgyártásnál bír jelentőséggel.





3.1.4. A sörlé erjesztés nyersanyagai



A sörgyártás főként árpamalátából történik, komló, sörfőző víz és élesztő felhasználásával (Bajorországban 1516-ban megalkotott Reinheitgebot = "tisztasági törvény" csak e négy alapanyag felhasználását engedélyezi, amelyhez a jobb sörgyárak ma is tartják magukat).



A malátázás alatt aktiválódnak, képződnek a cefrézéshez szükséges enzimek, kismérvű polimer degradáció miatt az acélos árpaszem "lisztessé" válik, kioldódnak bizonyos erjedést gátló anyagok, valamint kialakulnak az íz és szaganyagok. A cefrézés alatt tovább folytatódik a polimerek (keményítő, (-glükán, fehérjék) bontása és kialakul az erjesztéshez szükséges sörlé összetétel, ami a komlóforralás során főleg a nem kívánatos oldott fehérjék kicsapódása miatt változik. Egy  átlagos sörlé szénhidrát spektruma a következő:

Dextrinek:22%

Maltotetraóz:6%

�BEÁGYAZÁS Equation.2 ��� Erjeszthető cukrok

Hemicellulóz 3%



A maláta nitrogén tartalmú anyagainak 30-40%-a jelenik meg a sörlében. A fehérjékből peptidek és aminosavak képződnek, a nukleinsavak (a maláta kb. 0.2%-a) 95%-a kioldódik és degradálódik, a termékek főleg nukleozidok és bázisok, de dezaminálódással xantin és hipoxantin (guanin és adenin bázisokból) is képződik. A 650-750 mg/l össz. oldható N-tartalmú anyagból 150-220 mg/l a protein nitrogén és ebből legalább 150 mg/l az � EMBED Equation.2  ���-amino N., amely a jó élesztőszaporodás és a gyors erjedés alapfeltétele. Az � EMBED Equation.2  ���-amino-N nagy része aminosav,  amelyek  százalékos eloszlása a következő:







	Prolin:	20.2

	Ser + amidok 	6.8

	Leucin	4.7

	Valin	4.5

	Lysin	3.7

	Arginin	3.7

	Phenylalanin	3.4

	Alanin	3.1

	Isoleucin	2.3



A felhasznált élesztők: a hosszabb ideig tárolt, ászokolt sörök (lager sörök) erjesztésére az alsó erjedésű Saccharomyces carlsbergiensist, az angol "ale" típusú sörök erjesztésére a felsőerjedésű  Saccharomyces cerevisiae-t használják. Az alsó és felső erjedés azt jelenti, hogy a főerjedés végén az élesztők a cefre alján, vagy tetején gyűlnek össze. Természetesen e fajokon belül számos élesztőfajta ismert  és  minden sörgyár féltve őrzött alapanyaga az élesztő.



3.2. Membrántranszport etilalkoholos erjesztéseknél



Az etilalkoholos erjesztéseknél ipari szempontból az  erjesztendő vegyületek bejutása a sejtekbe és a  termékek kilépése onnan a legfontosabb transzport folyamatok. A kismértékű szaporodás miatt az egyéb anyagok transzportja kisebb sebességű, viszont a kis,töltés nélküli anyagok,pl.a viz,a széndioxid,a molekuláris oxigén,valamint a szabad ammónia könnyen permeál a plazmamembránon át.

	A lipofil karakterű etanol,vagy a nem disszociált szerves savak(pl.ecetsav,tejsav,stb.) is könnyen átjuthatnak a membránon.  Ugyanakkor a nagyobb molekulák (pl.szénhidrátok) és a töltéssel rendelkezô molekulák (pl. pH-tól függôen az aminósavak),vagy az ionok

(pl. � EMBED Equation.2  ���) gyakorlatilag önmagukban nem képesek átjútni a plazmamembránon.

  Az erjesztő mikroorganizmusokba belépő legfontosabb szénhidrátok a pentózok, hexózok, diszaharidok és triszaharidok:



pentózok: D-xilóz, D-arabinóz

hexózok: D-glükóz, D-fruktóz, D-galaktóz, D-mannóz

diszaharidok:maltóz, laktóz (szaharóz), melibióz [Gal (� EMBED Equation.2  ���-1,6) - Glü]

triszaharid: maltotrióz, 

		raffinóz  [Gal (� EMBED Equation.2  ���-1,6) - Glü (� EMBED Equation.2  ���-1,2) - Fr],

	amely invertáz enzimmel melibiózt + fruktózt,

			melibiáz enzimmel szaharózt + galaktózt ad.

Egyes erjedéseknél szerepe lehet még az aminosavak és szerves savak belépésének is.

A sejtekből kilépő vegyületek közül legfontosabbak a termékek (etilalkohol és széndioxid), a melléktermékek (glicerin, kozmaolaj stb.) és egyes nyersanyag-lebontó enzimek.



3.2.1. A transzport mechanizmusa



A transzport kinetikai vizsgálata lehetőséget ad a folyamat mechanizmusának meghatározására. A transzport időbeni lefolyása követhető a mikrobaszuszpenzió vizes fázisában az adott anyag koncentráció változásával (felvételnél koncentráció csökkenés, leadásnál pedig növekedés észlelhető), vagy az adott anyag sejten belüli, intracelluláris koncentráció-változásával (természetesen akkor, ha közben metabolikus átalakulásban nem vesz részt a felvett  anyag), ill. ha metabolizálódik, akkor valamelyik jól definiált termék (pl. etilalkohol, széndioxid, stb.) időbeni  mérésével  lehet  korrigálni  az adott anyag intracelluláris koncentrációját. Sokszor  izotóppal jelzett szubsztrátokat használnak a  transzport  kinetikájának  meghatározására, különösen nélkülözhetetlenek ezek használata steady state  (állandósult) állapotban a külső és a sejten belüli folyadék-tér közötti  kicserélődés meghatározásánál, amelyből a belépés és a kilépés kinetikája számolható.

Egy adott anyag transzportja abban az irányban játszódik le, ahol annak kémiai potenciálja kisebb, ill. egyensúlyban a két térfélen egyenlô és nem változik:

				((( (I -(e = 0						(3.2)

		ahol 	(I = egy adott anyag kémiai potenciálja a citoplazmában,

			(e = ugyanazon anyag kémiai potenciálja a sejtek közötti térben.

 Pozitiv töltésű ionok esetén egy z töltésű forma kémiai potenciálja egyensúlyban (koncentrációkkal közelitve): 

				(( = � EMBED Equation.2  ���				(3.3)

		ahol	[Si] = a szubsztrát koncentrációja a sejt belsejében,

			[Se] = a szubsztrát koncentrációja a külsô folyadékban,

			z = az ion töltéseinek száma,

			F = a Faraday szám,                     

			( = a membrán potenciál.

A membrán potenciál pl. 25oC-on egyértékű kation [Si]/ [Se] = 10 koncentráció viszonyoknál kb. - 59 mV. Adott anyag kémiai potenciálértékei szerint az alábbi transzport tipusok különböztethetôk meg :

a., Ha egy szabadon nem diffundálóanyag transzportja egyensúlyig folytatódik és annak kémiai potenciálja a külsô ill. a belsô térben azonos, vagyis (I = (e , akkor támogatott diffúzióról beszélünk. A támogatás speciális vivő molekulák (transzporterek) által segített,  diffúzió (carrier mediated facilitated diffusion): a vivő molekula minden típusú sejtnél egy konstitutív módon képződő   fehérje, amely specifikus szubsztrátkötő hellyel rendelkezik. Ha  létrejön a carrier-S komplex a membrán külső felületén, akkor az képes átjuttatni a szubsztrátot a membránon, majd a belső térben disszociál a komplex és visszajutva a külső felületre új transzportra készen áll a carrier fehérje. Ha a külső és a belső térben azonos a hordozó fehérje affinitása a szubsztráthoz, akkor könnyen belátható, hogy ez  a  transzport csak  koncentráció kiegyenlítődésig folytatódhat, mert ott beáll egy dinamikus egyensúly. A transzport sebessége kb. 10 x gyorsabb, mint a fizikai diffúzió.

Hordozó (carrier),vagy transzporter fehérje génjeit ,ill. a géntermékeket sok esetben izolálták, pl. Saccharomyces cerevisiae esetében két glükóz-transzporter gént (SNF3, ill.HXT2) azonositottak (Celenza et al.1988, Kruckeberg és Bisson 1990)), melyeknek megfelelô fehérje 97,ill. 59,8 kDa moltömegű . Mindkét vivômolekula primer szerkezetét meghatározták és megállapitották,hogy azok 12-szer vannak átfűzve a membránon, hasonlóan az alább ismertetett ATP-ázzal. Késôbb két transzporter fehérjét (59 és 62 kDa moltömeggel) izoláltak is(Völker et al. 1992).   

b., Ha egyensúlyban (I > (e ,akkor  befelé irányuló aktív transzport játszódik le, ez esetben energia befektetésre van szükség (a transzport szabad energiát fogyaszt).A szabad energia származhat ATP hidrolizisbôl (ezt nevezzük primer aktiv transzportnak),vagy egy csökkenô koncentráció-gradiens irányába lejátszódó kapcsolt transzportból (ez a szekunder aktiv transzport). Ha a két komponens transzportja egyirányban játszódik le,akkor szimport (symport),ha ellentétes irányban akkor antiport a folyamat neve. Ha elektrokémiai potenciál hajtja az ionok transzportját,akkor uniportról beszélünk.

 Az élesztôk citoplazma membrán ATP-áza kifelé irányúló aktiv (Gibbs szabadenergiát igénylô) proton-transzportot generál (l.alább).Azonban élesztôgombákban egyes sejtorganellumok (pl. mitokondriumok,vakuolák) membránjai befelé irányuló protontranszportot végeznek ATP-áz közreműködésével, ezeknek aminósavak transzportjánál lehet szerepük (3.1.ábra). 

			� EMBED MSDraw  ���



3.1.ábra. Plazmamembrán, vakuola és mitokondrium H+- ATP-ázok élesztôkben.



	A citoplazma membrán ATP-áz kisebb affinitású az ATP-hez (pontosabban a MgATP-hez), mint a magasabb rendű sejtek ATP-ázai,igy valószinüleg nem szabályozza a citoplazma ATP koncentrációját(a citoszól ATP koncentrációja kb.3 mmol). Az élesztô enzim pH-optimuma is alacsonyabb, kb. 5,0 , mig a citoszol pH-ja kb 7,1. Az enzim működéséhez a Mg2+-on kivül más ionra nincs szükség. Szemben az állati eredetű ATP-ázokkal ez az enzim egy szimpla polipeptid lánc kb.100.000-es molekulatömeggel. A S.cerevisiae ATP-áz génjét klónozták, szekvenálták, majd ebbôl megállapitották primer szerkezetét is (Serrano et al.1986). Az enzim 918 aminósavat tartalmaz,amelynek zöme a citoszolban található,méghozzá a 115 aminósav alkotta N-terminális vég, a 130 és 300 aminósavból álló két hurok. Ez utóbbi hordozza az ATP kötôhelyet. A membránt 8-10 helyen fűzi át az enzim. Szerkezeti modelljét a 3.2.ábra mutatja. 

	� EMBED MSDraw  ���



3.2.ábra. A H+-ATP-áz szerkezeti beépülése a membránba (a vastagon kihúzott részek 		erôsen konzervativ szerkezetek, a P az ATP kötôhelye).



Az élesztô enzimek nem egyszerű Michelis-Menten kinetikai képet,hanem szigmoid v kontra [S] összefüggést mutatnak,amely azt is jelenti,hogy azok két izomer formában létezhetnek,az egyik forma az ATP-t,a másik a foszfátot köti meg az enzim aszpartil oldallánca segitségével kovalens kötéssel (az ilyen tipúsú enzimeket a két izomer formára utalva E1E2ATP-ázoknak is nevezik,megkülönböztetve a sok alegységbôl álló F0F1ATP-ázoktól,amelyek pl. az élesztôk mitokondriumaiban is találhatók). Az enzim foszforilezése MgATP-vel egy nagy energiájú konformációs enzimformát hoz létre ,amely átviszi a citoszol oldalon megkötött protont a membrán másik oldalára. Az ATP-áz proton komplex disszociációs állandója a citoszol felöli oldalon pKi = 5,4 , mig a külsô oldalon pKe = 2,9. Az enzimformák egymásba alakulásának van egy feszültség függô és egy attól független útja (3.3.ábra).

			� EMBED MSDraw  ���



3.3.ábra. Proton transzport nagy energiájú foszfát-enzim intermedier létrejöttével.

  		

A szekunder aktiv transzport gyakran kapcsolt a citoplazma membrán két oldala között fenálló pH gradienshez, mivel a sejt konstansan tartja az intracelluláris pH értéket,ezért protont pumpál ki az ATP-áz segitségével. A proton átjutása a membránon létrehoz annak két oldala között egy elektrokémiai potenciált. Ez neutralizálható pl. K+ belépésével,amely depolarizálja a membránt. A töltés semlegesitésének néhány lehetôsége látható szimport esetén a 3.4. ábrán.





� EMBED MSDraw  ���



3.4.ábra. Töltés neutralizáció különbözô töltésú szubsztrátok szimportja esetén.



A 3.4.a. ábra semleges, a b és c ábra negativ,ill.pozitiv szubsztrát szimportját mutatja,mindhárom esetben ATP-ázos protonpumpa működik és mindhárom elektro-genikus .A d ábrarész szintén semleges szubsztrát szimportját mutatja,de protonpumpa nélkül. A szubsztrátok transzportját  speciális fehérjék - pl. permeázok (pl. laktóz-permeáz, maltóz-permeáz,különbözô aminósav permeázok, stb.) - végzik,  méghozzá koncentráció gradienssel  szemben, vagyis a mikroorganizmus nagyon kis koncentrációjú tápközegben is képes szubsztrátot akkumulálni olyan koncentrációban, hogy normális metabolizmus játszódhat  le. Az akkumuláció azért történhet meg, mert a permeáz molekula affinitása a külső  tér  felé sokkal nagyobb, mint belül, ami pl. a fehérje foszforilációjával, defoszforilációjával állhat elő [14]. Ez a  másodlagos aktiv transzport mindig kapcsolódik egy energiatermelô folyamathoz, a H+- ATP-ázos ATP hidrolizishez,vagy egy csökkenô koncentráció-gradienshez. Egy harmadik tipusa a szekunder aktiv transzportnak az un. csoport transzlokációs rendszer,ahol pl. a foszfoenol-piroszôlôsav foszfátcsoportja foszforilezi a cukor szubsztrátot és az igy jút át a membránon. Ez a transzport azonban nem fordul elô etilalkoholos erjesztést végzô mikróbákban, ezért ezzel a tejsavas erjesztéseknél foglalkozunk.  

	c., Ha (I < (e , akkor a transzport kifelé játszódik le. Ennek tipikus esete a citoplazma-membrán protonpumpája,ami persze egy befelé irányuló szubsztrát-proton szimport ellentételezése

A két típusú transzport között nem metabolizálódó szubsztrát,  vagy a  metabolizmusban  pl.  jódecetsavval   gátolt   (fehérje-SH   reagens) szubsztrát-felvétel  egyensúlyi  viszonyainak   meghatározásával   lehet különbséget tenni.

Még  jelenleg  sem  eldöntött,  hogy  az aktiv transzport miért eredményezhet  milliószoros  diffúziónövekedést  a  szubsztrát   fizikai diffúziójához képest? A legújabb vizsgálatok szerint  élesztőknél  aerob feltételek mellett proton-cukor symport játszódik le: a symport  sokszor sztöchiometrikus és a neutralizáció a sejt belsejében K+ kijuttatással áll helyre(3.5.ábra). A protont az ATP-ázos ATP  hidrolízis  szolgáltatja  (proton pumpa).

					� EMBED MSDraw  ���



	3.5.ábra. Cukor-proton symport élesztôknél.



Mivel anaerob feltételek mellett kevés az ATP  produkció,  ezért  a symport   is   kisebb   sebességű (kb. 30%-a az aerobnak). Az energiaszolgáltatás  és a transzport nem független  egymástól, mert a 2-dezoxi-glükózt anaerob úton nem veszi fel a S. pombe  élesztő.  De  ha glükózt is adagolunk, akkor abból képződik ATP és ATP-áz hatására proton és létrejön a 2-dezoxi-G  symportja  is.  Glükóz  analógok  (6-dezoxi-G, 3-O-Me-G) és aldopentózok (D-xilóz, D-arabinóz)  facilitált  diffúzióval jutnak  be  a  sejtbe,  amely  független   a   metabolikus   energiától. 



3.2.2. A támogatott transzport kinetikája



A szubsztrát felvétele (vagy leadása) akár telítési görbe  (hordozó által segített  diffúzió),  akár kimerülési görbe (aktív transzport) formájában jelentkezik, mindíg rendelkezik egy kezdeti sebességi szakasszal. Ennek a kezdeti sebességnek a meghatározása érintőhúzással, vagy az  enzimkinetikában  szokásos  módon  elvégezhető.  Értelmezése  a következő:



A carrier fehérje komplexet képez a transzportálandó szubsztráttal:

		

			C + S � EMBED Equation.2  ���CS							(3.4)		



A komplex disszociációs állandója (KT):								

			� EMBED Equation.2  ���							(3.5)

	ahol 	k1 = a komplex képzôdésének sebessségi állandója,

		k-1 = a komplex disszociációjának sebessségi állandója.

	Mivel :  	[CT] = [C] + [CS]							(3.6)

	Igy a 3.7.egyenlet :

 		k-1 �SZIMBÓLUM 42 \f "Symbol" \s 12��[CS] = k1 ([S] �SZIMBÓLUM 42 \f "Symbol" \s 12��( [CT]-[CS])(						(3.7)



	Kifejezve a [CS] tagot: � EMBED Equation.2  ���						(3.8)

A transzportban a sebességmeghatározó lépés a komplex mozgási  sebessége a membránban, - amelyről tételezzük fel, hogy azonos  a  szabad  carrier mozgási sebességével -  a  hajtóerő  pedig  a  külső  és  belső  komplex koncentrációjának különbsége, így a transzport sebessége(3.2.ábra):

			� EMBED Equation.2  ���						(3.9)

Behelyettesítve  a  külső  (external)  tér  és  a  sejtbelső  (internal) komplex-koncentrációkat:

		� EMBED Equation.2  ���			                    (3.10)

	ahol D = diffúziós állandó, L = membránvastagság
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		3.6.ábra. A támogatott transzport sematikus ábrázolása.



A kezdeti sebesség definíciója  szerint [Si] = 0 így a  transzport kezdeti   sebességi egyenlete azonos lesz az    enzimkinetika Michaelis-egyenletével:



			� EMBED Equation.2  ���					(3.11)



		ahol  � EMBED Equation.2  ���= Vtmax

 a maximális  transzport-sebesség,  amikor  minden carrier-molekula komplexben van.

Metabolizálódó  szubsztrátok  (pl.  glükóz)  transzport   paramétereinek meghatározására is felhasználható a  két-szubsztrátos  technika,  ha  az egyik szubsztrát nem metabolizálódik (pl. xilóz): ekkor 



				[CT] = [C] +[CS1]+[CS2]				(3.12)

De az S1 szubsztrát (ebben az esetben a xilóz) kompetitiv gátolja az S2 (glükóz ) felvételét, igy a 3.8.egyenletet kompetitiv gátlásra alkalmazva, a glükózfelvétel sebessége:� EMBED Equation.2  ���

vS2=� EMBED Equation.2  ���-� EMBED Equation.2  ���	(3.13)



Steady-state állapotban vS2 = 0; 

� EMBED Equation.2  ���� EMBED Equation.2  ���= � EMBED Equation.2  ���	(3.14)



Reciprokot véve:

		� EMBED Equation.2  ���		(3.15)



Közös nevezôre hozva :

		� EMBED Equation.2  ���			(3.16)

Egyszerűsitve és KT1 kifejezve :

			� EMBED Equation.2  ���				(3.17)



Ehhez hasonlóan az S1 szubsztrát transzport sebessége :					

vS1 = � EMBED Equation.2  ���- � EMBED Equation.2  ���	(3.18)

A fentiek szerint eljárva a carrier-glükóz komplex disszociációs állandója :					� EMBED Equation.2  ���				(3.19)				� EMBED Equation.2  ���

					



Ha megmérjük mind a négy koncentrációt, akkor a  carrier-glükóz ill. carrier xilóz komplex disszociációs állandója számolható.

A támogatott diffúziónál ha a CSe ill Csi  komplexek  disszociációs állandói azonosak, akkor:

� EMBED Equation.2  ���� EMBED Equation.2  ���	(3.20)



közös nevezőre hozott egyenlet irható fel.



A 3.20. egyenlet :

	 ha [S]<<KT, akkor :

				� EMBED Equation.2  ���				(3.21)

		vagyis a transzport sebessége egyenesen arányos az affinitással (1/KT - vel).



	Ha [S] >> KT akkor:

				� EMBED Equation.2  ���			(3.22)

		és a transzport sebessége fordítottan arányos az  affinitással,  de  az  			intracelluláris koncentrációval is. 

A kinetikai konstansok (KT Vtmax) is az enzimkinetikában  szokásos módszerekkel határozhatók meg,  pl.  linearizálással  a  Lineweawer-Burk módszerrel, vagy a Hofstee módszerrel, ahol az eredeti 3.11.egyenletet a következő formába hozzuk(3.7.ábra): 					� EMBED Equation.2  ���				(3.23)
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		3.7.ábra. Transzport-konstansok meghatározása Hofstee szerint.



A sejtfelszinre vonatkoztatott konstansokat szubsztrátfelvétellel, a sejtbelsőre vonatkozókat pedig szubsztrát leadási kezdeti sebességekből határozhatjuk meg.



Több szubsztrátot tartalmazó tápoldatból történő  transzport  esetén,mint korábban láttuk,  az egyik szubsztrát gátolhatja a  másik  felvételét,  ha  közös  a  carrier fehérje.  Ebben  a  kompetitív  gátlási  esetben  a  transzport  kezdeti sebessége:



			� EMBED Equation.2  ���				(3.24)



Kiértékelésre legjobb, ha a Hunter-Downs féle ábrázolást (3.8.ábra) használjuk, ahol a gátlási egyenlet:

			� EMBED Equation.2  ���				(3.25)



		3.8.ábra. Konstansok meghatározása Hunter-Downs szerint.





Ha a baloldalt ábrázoljuk az [Se1] függvényében, akkor az egyenes ordináta metszete a gátló 2. szubsztrát-carrier komplex disszociációs állandóját adja, abszcissza metszete pedig az 1. szubsztrát-carrier komlex disszociációs állandóját.



Ha nem tételezhetjük fel azt, hogy a  CS  komplex  és  a  szabad  C mobilitása azonos a  membránban,  akkor  a  szubsztrátfelvétel  kezdeti sebessége bonyolultabb összefüggéssel fejezhető ki:



				� EMBED Equation.2  ���					(3.26)

	ahol :														� EMBED Equation.2  ���

Mivel a � EMBED Equation.2  ���  konstansokat tartalmaz, ezért azok komplex értéke meghatározható az előzőekben részletezett módon.

Kotyk és Janácek [16] szerint mikroorganizmusokra ez utóbbi komplex módszer az elfogadható. A két módon számolt affinitás aránya:

			� EMBED Equation.2  ���					(3.27)





A két diffúziós állandó arányától függ.



3.2.3. Az aktív transzport kinetikája



     Az aktív transzport koncentráció-gradiens ellenében  játszódik  le, ehhez mindíg energia szükséges, amelyet legtöbbször az  ATP  szolgáltat. Mint már említettük ebben az esetben a membrán belső felén  lecsökken  a carrier affinitása a szubsztráthoz, s így a szubsztrát szabaddá válik.

A  legegyszerűbb  modell  úgy  írható  fel,  (ld. 3.9. ábra),   hogyha megtartjuk  a  támogatott  diffúzió  alapelvét,  de  hozzávesszünk   egy affinitás  csökkentő  lépést  (CSi �SZIMBÓLUM 171 \f "Symbol" \s 12��ZSi), ami   lehet pl. egy protein-kinázos foszforilezés ATP felhasználásával. Ennek hatására lecsökken a carrier affinitása, a szubsztrát disszociál, majd Zi �SZIMBÓLUM 174 \f "Symbol" \s 12�� Ci reakció révén ismét a támogatott diffúzióhoz tér vissza a folyamat.
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			3.9.ábra. Az aktiv transzport egyszerűsitett sémája.



A támogatott diffúzió analógia alapján a carrier fluxusa:		� EMBED Equation.2  ���		(3.28)

Behelyettesitve :

	� EMBED Equation.2  ���=			(3.29)

	          =� EMBED Equation.2  ���					(3.30)

	Mivel a hordozó össz koncentrációja a membrán két oldalán lévô koncentráció összege,vagyis:

		

		� EMBED Equation.2  ���	és					(3.31)

	

� EMBED Equation.2  ���			(3.32)		Ebbôl :

				� EMBED Equation.2  ���					(3.33)

A hordozó-cukor komplex fluxusa pedig:

	� EMBED Equation.2  ���		(3.34)

A 3.33.egyenlet szerint behelyettesitve a szabad hordozók koncentrációját : 

	

			� EMBED Equation.2  ���			(3.35)



	Mivel a két fluxus egyenlô , azaz -(C = (CS ,

így a két egyenletet egyenlővé téve,  átrendezve  ([CTe] és [CTi] tagok egy oldalra):

			� EMBED Equation.2  ���		(3.36)



Legyen :   	x1 = DC + DCS [Se]	x2 = DC + DCS [Si]

		y1 = KT + [Se]		y2 = KT + [Si]

Igy a 3.36.egyenlet :

					� EMBED Equation.2  ���				(3.37)

Ebbôl:

		� EMBED Equation.2  ���		(3.38)

		� EMBED Equation.2  ���						(3.39)



Ezeket behelyettesítve a  �SZIMBÓLUM 102 \f "Symbol" \s 12��cs egyenletbe a szubsztrát felvétel sebessége:





	� EMBED Equation.2  ���			(3.40)



	ahol :	� EMBED Equation.2  ���	

Ha kezdeti sebességgel számolunk, akkor [Si]= 0, és

	

	� EMBED Equation.2  ���		  (3.41)	

Ez egy Michaelis formájú egyenlet,amely jobban felismerhetô, ha



		� EMBED Equation.2  ���= K� EMBED Equation.2  ���



  

De  aktív  transzportnál  van  egy  belső  affinitás  csökkenés,   amely megnöveli az S koncentrációt, vagyis  leegyszerűsítve  mondhatjuk  azt, hogy a CS komplexnek más a disszociációs állandója a membránon belül  és kívül: K csi >Kcse 

Így a fluxus egyenletek a következő módon változnak:



		� EMBED Equation.2  ���				(3.42)



		� EMBED Equation.2  ���				(3.43)

			



		� EMBED Equation.2  ���			(3.44)



[CTe]és [CTi] fentiekhez hasonlóan behelyettesítve:



� EMBED Equation.2  ���			(3.45)





Itt a kezdeti sebességgel nem lehet számolni, mert kiesik az egyenletből az [Si]és Kdi, ezért  a  szubsztrát  felvételi  görbét  fel  kell  venni carrier  módosítással (pl. 2,4-dinitrofenolos szétkapcsolás, vagy specifikus proteinkinázos gátlás esetén),ill. anélkül is és a két  transzportgörbe alapján meghatározni a KTi értékét.



3.2.4. Monoszacharidok transzportja



Szénhidrátok transzportja etilalkoholos erjesztéseknél -mint korábban láttuk- három módon valósulhat meg :

	- hordozó fehérjemolekulával támogatott diffúzióval,

	- protontranszporttal kapcsolt és hajtott rendszerrel,

	- ATP függô transzport rendszerrel,

A támogatott diffúzió egyensúlyig folytatódó,szubsztrát-telitési görbével irható le. A protontranszport rendszerek protonvezetô ionoforok(pl. carbonylcyanide-m-chlorphenylhydrazone = CCCP),vagy szétkapcsolók (pl. 2,4-dinitrofenol) adagolásával , az ATP függô rendszerek pedig a plazmamembrán ATP-ázt gátló reagensek 

(pl. N,N`-dicyclohexylcarbodiimide = DCCD ) adagolásával különböztethetôk meg.

	Fontos még fakultativ anaerob mikrobák (pl.élesztôk) esetében az aerob és anaerob transzport megkülönböztetése. Hiszen anaerob esetben egy felvett hexózból csak 2 mól ATP képzôdhet, amibôl ha 1 mól a transzportra forditódna, 1 mól pedig a hexóz foszforilezésére (igaz ez késôbb visszatérül), akkor nagyon kevés jútna sejtanyag szintézisre és fenntartásra. Ezért anaerob feltételek mellett kicsi a valószínűsége az ATP-ázzal működtetett transzportnak.   

	Monoszacharidok membrántranszport kinetikáját élesztők esetén elôször Kotyk (1967),ill. Cirillo (1962,1968) vizsgálták,meghatározták affinitásukat,amelyeket a 3.6. táblázat tartalmazza (M-1 dimenzióban).

					3.6. táblázat.

		Monoszaccharidok membrántranszportja élesztôk esetén.

Monoszaccharidok.�A transzport affinitási�állandója�A cukrok relativ affinitása���Saccharomyces cerevisiae

 Kotyk (1967)�Schizosacch.pombeHöfer és Nassar        (1987)�hexokinázhoz.��D-glükóz�200�333�1.0��2-dezoxiglükóz�222�500�0.3��D-fruktóz�59�—�0.14��D-mannóz�37�—�2.0��D-xilóz�8�5�0.01��D-arabinóz�9�4�0.001��L-szorbóz�48�—�0.001��L-glükóz�10�—�—��D-galaktóz:indukció nélkül: 29; indukció után: 250          

 

A  relatív  affinitások  alapján  Kotyk  két  transzport  rendszert különböztetett meg: az 1. carrier pl. a D-glükózt, a  D-xilózt  (amelyek C1 konfigurációiban az 1. és 4. szénatomon  

ekvatoriális  hidroxil  van), vagy az L-glükózt (amelyben 1C konformációban a 2-es OH és az 5.  CH2-OH ekvatoriális) transzportálja igaz  nagy  affinitás  különbséggel,  de  a teljes sejt-folyadék térfogatot igénybe véve. Szemben a 2.carrierrel, amely  pl. a D-ribózt,  L-arabinózt csak a sejt teljes vízterének 20-60%-át igénybevéve transzportálja.

A transzport lehet támogatott  diffúzió,  vagy  protontranszporttal kapcsolt (ez utóbbi xilózra pl. aerob viszonyok között) (Eddy 1982, Kotyk 1983). Mutációval sikerült a nagy  affinitású  glükóztranszporter  fehérje szintézisét  gátolni,  így  az  azt  kódoló  gént  is  azonosították  és szekventálták. Igen nagy homológiát találtak az élesztők, a baktériumok, de még állati sejtek glükóztranszporter génjei között (Celenza,1988) is.

Kinetikai mérésekkel további bizonyítékokat is sikerült szerezni a 2. transzportrendszerről. Az 1. carrier rendszer a Glu, Man, Fru, D-ara, D-xil, L-szorbóz, a 2. a D-gal, D-ribóz, stb.-re specifikus és a nagyobb affinitású rendszernél a � EMBED Equation.2  ���~ 2-3; míg a 2. rendszernél ~1 (Kotyk 1967).

	

3.2.4.1. Glükóz transzportja.



Monoszacharidok közül legtöbbször a glükóz erjesztése, ill. transzportja valósul meg.

Saccharomyces cerevisiae esetében Sobotka és munkatársai már 1936-ban feltételeztek egy mobil hordozómolekulát annak membránjában. Ez a vívômolekula konstitutiv képzôdik az élesztôsejtben (Cirillo 1968) és a glükóz transzportja ezzel a hordozóval támogatott diffuzióval történik (Cirillo 1961, Kotyk 1967, Heredia et al.1968,Kotyk és Michaljanicova 

1974).

Kinetikai  mérésekkel glükózra két különbözô carrierrel  támogatott  transzportrendszert határoztak  meg.  Bisson  és  Fraenkel (1983) glükóz felvétel esetén kapott Hofstee  diagramja   nem lineáris, hanem két egyenesre bontható(3.10.ábra).
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				3.10.ábra. A glükóz-transzport Hofstee diagramja .



Két különbözô karrier esetén a kezdeti transzport sebességi egyenlete:

				� EMBED Equation.2  ���				(3.46)

Az Eadie-Hofstee féle átrendezés után pedig :

				� EMBED Equation.2  ���		(3.47)

Ilyen alapon glükózra 1.5 (affinitás = 666) ill. 20( 8 mM KT értéket kaptak. Ez alapján erre a cukorra, de valószínűleg a többire is, az élesztők 2 eltérő affinitássú transzportrendszerrel rendelkeznek. Pontosabb kinetikai analizis alapján azonban Fuhrmann és Völker (1992)  csak a nagyobb affinitású rendszert fogadták el, a kisebb csak a szabad diffúzió zavaró hatása miatt jelenik meg. A szabad diffúzió figyelembevételéhez felirhatjuk az egyes membrán-komponensek tömegmérlegét:

				� EMBED Equation.2  ���� EMBED Equation.2  ���				(3.48)

	 			   DCS � EMBED Equation.2  ���				(3.49)

		ahol 	[Sm] =szubsztrát-koncentráció a membránban,

			DSm = a szubsztrát diffúziós állandója a membránban,

			l = a membrán vastagsága.

Összeadva és integrálva a szubsztrát fluxusa (dimenziója: tömeg/membrán felülete per idô, 

pl. g / m2sec) :					

	

			� EMBED Equation.2  ���					(3.50)



Behelyettesitve a [CS] értékét , mivel a komplexképzés egyensúlyi állandója :

	� EMBED Equation.2  ���       és  [CS] = [CT] - [C] ;   igy  [CS] = � EMBED Equation.2  ���	(3.51)	

[Sm] és l membránvastagság szerint integrálva :

		� EMBED Equation.2  ���    (3.52)

	ahol KD= a szubsztrát fizikai, oldhatósági megoszlási hányadosa a a vizes és a lipid 		membrán fázis között.

A 3.52.egyenlet elsô tagja a szubsztrát szabad diffúzióját reprezentálja. A második tagban a D azonos az S-re és a CS-re . 

	A különbözô szaporodási fázisban lévô és aerob,vagy anaerob szaporodó élesztô glükózfelvételére eltérô KT értékeket kaptak( 3.7. táblázat).



						3.7.táblázat.

		Kinetikai konstansok Saccharomyces cerevisiae glükóz felvételénél.

					(McClellan és Bisson 1988)

Szaporodási       �       Aerob              �szaporitás�    Anaerob           �szaporitás��     fázis�KT (mmol)�Vtmax(nmol mg-1min-1)� KT (mmol)         �Vtmax(nmol mg-1min-1)         ��Korai expon.�     5,2�            20,6�      1,9�           4,5��Késôi     “�     4,1�            21,7�      2,5�         24,6��Korai stacion.�     2,1�            20,9�      1,4�         21,0��Késôi     “�     1,2�              5,1�      0,8�           6,7��

A 3.7.táblázat adatai olyan élesztôsejtekre vonatkoznak,amelyeket 2 % glükózon szaporitottak. Ilyenkor a korai exponenciális szaporodási szakaszban a nagy affinitású transzport fehérje represszált állapotban van. Késôbb derepresszió történik. Anaerob szaporitásnál viszont kb. 6-szorosra nô a korai exponenciális lag szakasz. Tehát nagy glükózkoncentráció aerob szaporitásnál kisebb affinitású transzportot eredményez. Anaerob szaporitásnál viszont ilyenkor is a nagy affinitású transzfer figyelhetô meg (Fuhrmann és Völker 1992). A glükóz felvétel sebessége a Pasteur-effektus (l.késôbb) miatt mindig nagyobb anaerob ,mint aerob esetben (Sols 1967).

	Mint korábban láttuk két glükóz-transzporter gént (SNF3, ill.HXT2) azonositottak (Celenza et al.1988, Kruckeberg és Bisson 1990)), melyeknek megfelelô fehérje 97,ill. 59,8 kDa moltömegű . Mindkét vivômolekula primer szerkezetét meghatározták és megállapitották,hogy azok 12-szer vannak átfűzve a membránon, hasonlóan ATP-ázhoz. Késôbb két transzporter fehérjét (59 és 62 kDa moltömeggel) izoláltak is(Völker et al. 1992).   

Schizosaccharomyces pombe élesztô glükózfelvétele Höfer és Nassar (1987) szerint aerob és anaerob esetben is proton szimport mechanizmust követ (másodlagos aktiv transzport), K+ kibocsátás ezalatt nem történik,tehát az ionegyensúly ATP-ázos protonpumpával (elsôdleges aktiv transzport) áll helyre. A hajtóerô a külsô és belsô tér eltérô protonkoncentációja,pH-értéke. Anaerob körülmények között csak 30%-kal csökken a transzport sebessége és a H+/glükóz sztöchiometria arány is 0,4-0,45 közötti érték mindkét esetben.

Zymomonas mobilis gram-negativ szigorúan fermentativ (nincs oxidativ foszforilációs rendszere) baktérium, amely glükózból saját tömegének egyharmadát képes metabolizálni egy perc alatt. Mivel a glükóz metabolizmusa az Entner-Doudoroff sémát követi,igy egy mól glükózból csak egy mól ATP képzôdik. Ezért energiaigényes transzportot nem tud megvalósitani. DiMarco és Romano (1985) egy nagyon hatékony hordozóval támogatott diffuziós rendszert mutatott ki : a KT = 5 mM (amely hasonló az élesztôknél tapasztalt 1-6 mM-os értékekhez, de 2 nagyságrenddel hatékonyabb a legtöbb baktérium aktiv transzportos,vagy PEP-foszfotranszferázos rendszerénél), a Vtmax = 200-300 nmol.min-1.mg protein-1( ami szintén nagyobb az élesztôknél mért 70-150-es értékeknél.). A glükóz-transzporter gént is azonositották, amelynek terméke a fruktózt is segiti a membránon történô átjútásban ( Parker et al. 1997).

A Clostridium thermocellum egy anaerob, termofil, cellulózt hasznositó és fôtermékként etanolt és széndioxidot produkáló mikroorganizmus. Glükózos táptalajon is szaporodik,de nagyon hosszú lag szakasszal, amelynek oka,hogy adaptálódnia kell a glükózhoz,azaz szintetizálódnia kell a  diffúzióhoz szükséges hordozónak (Hernandez 1982).       

		A Thermoanaerobacter thermosulfuricus (Clostridium thermohydrosulfuricus) a glükózt szétkapcsoló rezisztens rendszerrel transzportálja ( Cook et al. 1993).

 

		3.2.4.2. Fruktóz transzportja.



	Szabadon számos gyümölcsben elôfordul, ilyen erjesztéseknél transzportálják a mikroorganizmusok. Kötött formában található a szacharózban (invertálva fruktóz és glükóz keveréket szolgáltat), az inulinban (hidrolizálva fruktóz mellett kevés glüköz is képzôdik),stb. A glükóz izomerizációjával is glükóz-fruktóz keverék kapható. Sok erjesztô mikróba invertáz enzimet termel,amely még a transzport elôtt hidrolizálja a szacharózt, igy azt glüközként és fruktózként veszik fel.

		Saccharomyces cerevisiae fruktóz transzportjára Kotyk (1967) KT = 17 mmol / l értéket kapott. Késôbb Bisson  és  Fraenkel (1983) fruktóz felvétel esetén kapott Hofstee  diagramja   nem lineáris, hanem két egyenesre bontható(3.9.ábra). A két egyenesnek megfelelô KT = 6, ill. 25-40 mM . Tehát a fruktózra is az élesztők 2 eltérő affinitássú transzportrendszerrel rendelkeznek. A fruktóz felvétel sebessége a Pasteur-effektus (l.késôbb) miatt mindig nagyobb anaerob ,mint aerob esetben (Sols 1967).

A fruktóz felvétele legtöbbször hordozóval támogatott transzport,de egyes sörélesztôknél proton-szimportot is találtak(Cason et al. 1986)

	Zymomonas mobilis a glükózon kivül csak fruktózt és szacharózt tud erjeszteni. A szacharóz hidrolizise a periplazmában játszódik le. Innen a képzôdô glükóz és fruktóz ugyanazzal a glükóz transzporterrel (Gtr.)jút át a citoplazma membránon, de eltérô sebességgel.A transzport mindkét cukorra  energia-nélküli,kis affinitású, de nagy sebességű támogatott diffúzió. A fruktóz- transzport KT értéke (200 mmol) kb. 15-ször nagyobb, mint a glükózé , a traszport maximális sebessége viszont kb.hétszer nagyobb fruktózra (Parker et al.1997). A glükóz nagyobb affinitása miatt a fruktózzal alkotott keverékébôl,de szacharózból származóan is gyorsabban transzportálódik,mint a fruktóz. Sôt e két hexóz együttese esetén -fôleg nagyobb koncentrációknál -  felhalmozódhat a fruktóz a periplazmában, amely beinditja a fruktózra kis affinitású (KT >400 mmol) glükóz-fruktóz oxidoreduktáz (GFOR) enzimet,amely fruktozból szorbitot, a glükózból pedig glükonsavat képez (3.11.ábra). Az enzim Km értéke glükózra sokkal kisebb (~ 30 mmol). A szorbit mint ozmoprotektáns egy külön hordozóval (Sotr.) bejutva felhalmozódhat a citoplazmában. Ez a szorbit-képzôdés csükkenti az alkohol-hozamot, de az extracelluláris levánszacharáz (amely szacharózból fruktóz-polimert,levánt és glükózt szintetizál) ugyanilyen hatású.A citoplazmába bejutott glükóz a glükokináz(Gk)enzimmel,a fruktóz a fruktokináz(Fk) enzimmel foszforilezôdik.
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3.11.ábra. Glükóz és fruktóz transzportja Zymomonas mobilis baktériumnál. 



A Clostridium thermocellum cellulózt etanollá erjesztô mikrobánál a fruktóz transzportját PEP-foszfotranszferáz mechanizmussal irták le (Dills et al. 1980).



3.2.4.3. Egyéb monoszacharidok transzportja.



A galaktóz erjedésipari szempontból legfontosabb elôfordulási helye a laktóz (tejcukor) diszacharid a tejben,ill. a tejsavóban. (-Galaktozidázos hidrolizise galaktózt és glükózt eredményez. 

 Saccharomyces cerevisiae  a glükózzal kompeticióban felveszi a galaktózt (azaz közös karriert használnak),  a vívômolekula induktiv képzôdik az élesztôsejtben és a galaktóz transzportja ezzel a hordozóval támogatott diffuzióval történik(Cirillo 1968). Nem szoktatott, nem adaptált sejtekben is a transzport támogatott diffúzió(Wilson 1974).

A galaktóz felvétele a Gal 2 gén termékével történik és az egyensúly eléréséig akkor is lejátszódik , ha az élesztô galaktózt metabolizáló génjei (gal 1=galaktokináz, gal 7= galaktozil-foszfát uridil-transzferáz gén) hiányoznak.   

A Saccharomyces carlsbergensis sem használ proton-szimportot a galaktóz felvételénél (Seaston et al. 1973). 



3.2.5. Di- és triszacharidok transzportja



A szacharóz a legtöbb esetben nem közvetlenül jut a sejtekbe, hanem invertázos hidrolízis után glükóz és fruktóz formájában.

A maltóz nem adaptált sejteknél támogatott diffúzióval transzportálódik, maltózzal indukált sejtekben  viszont  átalakul  aktív transzporttá (Harris és Thompson 1960). A  maltóz  permeáz  indukciója  aminósav  analógokkal gátolható, tehát az indukció új fehérje-szintézissel jár, a transzportot anyagcsere gátlószerek gátolják, a maltóz szabad állapotban található  a sejtben. A permeáz és  a  maltáz  indukciója  elkülöníthető  mutánsokban (Harris et al. 1963). Anaerob körülmények között  maltóz erjesztésénél a sejthozam 25%-kal kisebb, ( YX/M=0,077 , YX/G=0,103), az alkoholhozam emiatt 8%-kal (YP/M=0,42 , YP/G=0,39) nagyobb,mint glükózon. Ennek oka az eltérô transzporttal 	magyarázható ( 3.12.ábra).

Anaerob feltételek mellett a glükóz transzportja hordozóval támogatott diffúzió,tehát energiát nem igénylô folyamat. Igy az 1 mól glükóz erjesztésénél képzôdô 2 mól ATP sejtépitésre forditható. A maltóz transzportja ATP-ázos protonpumpához kötött és protonszimportos aktiv transzport, vagyis az erjesztésnél képzôdô 4 mól ATP-bôl 1 mól a transzportra forditódik és csak 3 mól marad sejtépitésre (Weusthuis et al. 1993).
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3.12.ábra. Maltóz és glükóz transzportjának összehasonlitása Saccharomyces cerevisiae-s 			anaerob erjesztésnél 1 mól etanolképzôdésre vonatkoztatva.



A maltóz-permeáz génjét is azonositották amely nagy szerkezeti hasonlóságot mutat egyébb permeázokkal (     ).

	A laktóz diszacharidot Saccharomyces cerevisiae nem hasznositja,nem is transzportálja. A laktózt hasznositó Saccharomyces fragilis proton-szimporttal veszi fel azt (Seaston et al. 1973). 

 	A Clostridium thermocellum a cellobiózt hatékonyabban hasznositja (több sejtanyagot produkál),mint a glükózt, transzportja ATP-ázos protonpumpás -protonszimportos(Hernandez 1982).

A maltotrióz transzportja induktív és aktív (Harris és Thompson 1960).



3.2.6. Aminosavak transzportja (Wiame et al. 1985).



Az aminosavak N-forrásként,ill. fehérjék épitôköveikként szerepelnek az erjesztô mikroorganizmusokban. Felvételük a tápközegbôl függ annak pH értékétôl is,mivel az aminosavak különbözô disszociációs állandójú csoportokat tartalmaznak.Az egyes aminosavak pK értékeit és izoelektromos pH értékeit a 3.8. táblázatban foglaltuk össze.



	3.8. táblázat.



	Aminosavak disszociációjának jellemzô adatai 25 oC-on.



	

     Aminosav�        pK1�         pK2�         pK3�          pI��Glicin�2,34 (COOH)�9,60 ( NH3+ )        ��         6,06��Alanin�2,35 (     “     )�9,87 (     “    )��         6,11��Valin�2,29 (     “     )�9,72 (     “    )��         6,00��Leucin�2,33 (     “     )�9,75 (     “    )��         6,04��izo-Leucin�2,26 (     “     )�9,62 (     “    )��         5,94��Szerin �2,21 (     “     )�9,15 (     “    )��         5,68��Treonin�2,15 (     “     )�9,12 (     “    )��         5,64��Prolin�1,99 (     “     )�10,6 (     “    )��         6,30��Cisztein�1,71 (     “     )�8,35 (     “    )�10,6 ( SH )�         ��Metionin�2,28 (     “     )�9,21 (     “    )��         5,74��Lizin�2,20 (     “     )�8,90 (     “    )�10,28 ( NH3+ )�         9,59��Arginin�2,18 (     “     )�9,09 (     “    )�12 -13 (guanin)�       11,20��Fenilalanin�1,83 (     “     )�9,13 (     “    ) ��         5,48��Tirozin�2,20 (     “     )�9,11 (     “    )�10,07 (OH)�         5,66��Hisztidin�1,80 (     “     )�5,99 ( imidazol)�9,07 ( NH3+ )�         7,47��Triptofán�2,38 (     “     )�9,39 ( NH3+ )��         5,89��Aszparaginsav�1,88 (     “     )�3,65 (COOH)�9,60 ( NH3+ )�         2,77��Glutaminsav�2,12 (     “     )�4,30 (     “     )�9,96 (     “    )�         3,24 ��Aszparagin�2,02 (     “     )�8,80 ( NH3+ )��         5,41��Glutamin�2,17 (     “     )�9,13 (     “    )��         5,65  ��

	A pH, a pK és a disszociáció foka ( ( ) között az alábbi összefüggés áll fenn :

				pH = pK + log � EMBED Equation.2  ���					(3.53)

	Ebbôl adott pH-n (pl. az erjesztés pH-értékén) számolható a disszociáció foka :

				� EMBED Equation.2  ���					(3.54)

Élesztőknél és baktériumoknál is pool-okban (raktárakban) találhatók az AS-ak. Élesztôknél a bázikus aminósavak fôként a vakuolákban tárolódnak, az arginin koncentrációja kb.30-szor nagyobb itt,mint a citoszólban. De a glutamin és a citrullin koncentrációja is nagyobb,viszont a glutamát koncentrációja kisebb ,mint a sejt egyébb részében. Élesztôknél tehát két transzport-rendszer is létezhet,egyik a citoplazma-membránon, a másik a vakuola-membránon juttattja át az aminósavakat (ez utóbbiról l.

3.1. ábrát). A két rendszer miatt körülményesebb pontos adatokat nyerni a citoplazma membránon át történô transzportról. Legtöbb kisérleti adat a sör- és borélesztôkkel (Saccharomyces cerevisiae és Saccharomyces carlsbergensis ) kapcsolatban látott napvilágot, mivel a sör és a bor jellegét nagymértékben meghatározza az erjesztéshez használt élesztôk aminosav metabolizmusa. Egyéb termékek erjesztésénél az aminosavak helyettesithetôk ammoniumsókkal,karbamiddal,stb. 

	Számos genetikailag definiált aminosav-permeáz ismert (példákat l. a 3.9.táblázatban). Az általános (generál) aminósav-permeáz (röviden GAP) a prolin kivételével minden L-aminósavat transzportál a citoszol membránon át , sôt a D-konfigurációjuakat és a citrullint is. Az egyes aminósav permeázok már sokkal specifikusak (Eddy 1982). A Saccharomyces cerevisiae a glicin, az alanin, a fenilalanin, a triptofán és a tirozin transzportjára fôleg a GAP rendszert használja 

				3.9. táblázat.

 		Példák aminósav permeázokra élesztôkben.



       Permeáz�Definiált gén �Reprezentativ szubsztrátja��Általános AS-�     gap�L-és D-AS, prolin nem��Lizin-�   lys-p1�L-lizin��Arginin-�   arg-p1�L-arginin, L-lizin��Hisztidin-�   his-p�1�L-hisztidin��Metionin-�   met-p1�L-metionin��Dikarboxilát-�   dic-p1�L-glutamát��Prolin-�   pro�L-prolin��

Az egyes permeázok működési mechanizmusát jelezheti a proton-szimport sztöchiometriája is . Saccharomyces cerevisiae esetében az aminósav molekulánként bevitt protonok számát a 3.10. táblázatban lehet tanulmányozni metabolizmusában gátolt sejtek esetében(Seaston et al. 1973). 



 				3.10.táblázat.

Saccharomyces cerevisiae mutánsok és Saccharomyces carlsbergensis protonfelvétele 				aminósavak transzportjánál. 



       Aminósav�gap(+)

met (-)�gap(-)

met(+)�gap(+)

arg(+)�gap(-)

arg(+)�gap(+)

pro(+)�gap(-)

pro(+)�Saccharomyces

carlsbergensis��L-metionin�  1,7�  1,0�����        2,1��L-arginin�  ��   1,5�   1,3�����L-prolin�����  1,3�   1,2�        1,2��L-lizin�   2,3�   0,8�������Glicin�   1,9�   0,3 �����         2,0��

A 3.10.táblázatból látható,hogy a GAP transzport-rendszer különösen a lizin és a glicin esetében használ 2 H+/ aminósav szimportot. Ennek hiánya 1,vagy annál is kisebb (glicinnél 0,3) sztöchiometriát eredményez. A glicinre mért  KT = 0,5 mmol (Leao és vanUden 1984).  Arginin és prolin esetében még kisebb a specifikus protonfelvétel a GAP rendszeren keresztül. Az arginin transzportjára mért KT = 20 ( mol.

A GAP rendszerek a neutrális és bázikus aminosavak transzportját 2 ekv. protonszimporttal végzik (Eddy és Nowacki 1971, Seaston et al.1973). A metionin- és a prolin-permeáz viszont csak 1 ekv. protont használ (Seaston et al. 1973).   

A Saccharomyces carlsbergensis esetén egyéb aminósavak (L-leucin, L-fenilalanin, L-arginin, L-prolin ) felvételénél is 1-2 ekvivalens proton-felvételt detektáltak ( Eddy és Nowacki 1971).

	A Saccharomyces cerevisiae gap(-) mutánsa a glutaminsavat 70:1 arányban koncentrálja, a metabolizmusban gátolt sejtek maximálisan 25 nmol.mg-1 élesztô szárazanyagnak megfelelô glutaminsavat tudnak felvenni. A proton-ekvivalens 2,9 és 1,7 között változik (3.11.táblázat)és forditva arányos az adagolt glutaminsav mennyiségével (Cockburn et al. 1975). 

	

				

				3.11. táblázat.



Saccharomyces cerevisiae sejtek extra proton-felvételi sebessége , extra proton-	

felvételének és K+ leadásának sztöchiometriája glutaminsav esetében (pH=4,8).



Az adagolt 

[Glut.sav] ((mol)�Az adagolás 

ideje*(min)�Proton-felvételi seb. (nmol H+.min.-1mg1)�H+ / Pi arány�K+ / Pi arány��      0,12�        2��        2,91���      0,2�        2��        2,74�      1,40��      0,52�        2��        2,32�      ��      0,8�        2��        2,31�      1,76��      2,0�        2��        1,96�      ��      4,0�        2��        1,71���      0,1�        2�           22����      0,1�        5�           13����      0,1�      10�             5����      0,12�        2��        2,91�      ��      0,12�        5��        2,30���      0,12�      10��        1,23���         Megjegyzés : az adagolás ideje* a metabolizmus inhibitorok és Pi adagolás között eltelt 			idô. 



pH=4,8-nál a glutaminsav nagyrészt netto egy negativ töltéssel rendelkezô formában van jelen :
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	Az aszparaginsav transzportja glükóz jelenlétében 1 ekv.K+ szimporttal történik,mint az látható a 3.1 .ábrán és nincs K+ ion leadás (Eddy 1970). 

				

	Ha a protonpumpa nem tud,vagy nem működik, akkor a protonszimporttal a sejtbe szállitott H+ miatti ionegyensúly megbomlás helyreállitására a sejt K+ ionokat bocsát ki a tápközegbe. A glutaminsav transzportja pl. 3 protont visz magával és ezalatt a sejt 2 K+ iont bocsát ki. Protonpumpa működése esetén az akkumulációs arány a fentinél nagyobb is lehet és a K+ kibocsátást részben, vagy egészben helyettesitheti a H+ efflux. Az aszparaginsav 1 ekvivalens K+ ionnal szimportál, gátolt metabolizmusnál a lizin transzportjánál 1, a glicinnél 2 ekvivalens K+ jut a közegbe. Működô metabolizmus esetén nincs K+  leadás. Az  ionegyensúly,a töltés-neutralizáció proton felvétellel, vagy leadással áll helyre (lásd 3.4.ábrát).      

	A GAP és az egyes aminosavakra specifikus permeázok  protonfelvételi sebességét is megitélhetjük a 3.12. táblázatból,amely neqv.H+ / min.mg élesztô szárazanyag dimenzióban foglalja össze az egyes mutánsok adatait.



















				3.12. táblázat.

Saccharomyces cerevisiae mutánsok és Saccharomyces carlsbergensis protonfelvételi 			sebessége aminósavak transzportjánál. 



       Aminósav�gap(+)

met (-)�gap(-)

met(+)�gap(+)

arg(+)�gap(-)

arg(+)�gap(+)

pro(+)�gap(-)

pro(+)�Saccharomyces

carlsbergensis��L-metionin�  12,4�  4,9�����       18,6��L-arginin�  �� 13,6�  4,1�����L-prolin�����  2,5�   4,1�        3,6��L-lizin�   6,8�   3,3�������Glicin� 16,2�   1,2 �����        17,8��

A 3.10. táblázat adataiból kiszámolható, hogy a metionin felvételi sebessége kb. 1,5-szörös [(12,4 - 4,9 )/ 4,9 = 1,53], az argininé több mint  kétszeres [(13,6-4,1) / 4,1 = 2,3],a liziné kb.azonos, a gliciné pedig több mint tizszeres [(16,2-1,2) / 1,2 = 13,8] a GAP transzport-rendszeren keresztül, mint az egyes aminósavakra specifikus permeázokon át. A prolint a GAP rendszer nem preferálja, sôt annak távolléte növeli felvételi sebességét. 





Élesztőknél az affinitás: 	gly : 1400   M-1 

	leu : 7700   M-1

	met :17000 M-1



Élesztők AS leadásáról sokkal kevesebb adat van (Eddy,1982). Sôt glutaminsav N-forráson szaporitott élesztô esetében 2-oxo-glutarát (dezaminált glutaminsav) jut ki a tápközegbe. N- éheztetett élesztô glükóz jelenlétében gyorsan dezaminálja az exogén hidrofób aminosavakat ( pl. a tirozint és az izoleucint ) és az aminosavak szénváza mint ketosavak,ill. kozmaolaj alkoholok jelennek meg a tápközegben.   

	Az élesztôk aminosav transzportját összefoglalva megállapithatjuk,hogy :

a., Élesztôkben is létezik a GAP (generális aminosav permeáz) rendszer,amely a prolin 	kivételével minden aminosavat transzportál a citoplazma membránon át,de léteznek 	az egyes aminosavakra specifikus egyedi permeázok is. 

b., A Saccharomyces cerevisiae a glicin, az alanin, a fenilalanin, a triptofán és a tirozin 	transzportjára fôleg a GAP rendszert használja

c., Metabolizmusukban gátolt, vagy ATP hiányos élesztôk protonszimporttal végzik az 	aminosavak felvételét. A töltés semlegesités K+ ionok kijuttatásával valósul meg.

d., Az ilyen esetben felvett protonok száma függ az adott aminosav ionos állapotától:

	- a kifelé semleges aminosavak (az erjesztések szokásos pH=5 körüli értékén egy 		pozitiv és egy negativ töltést hordoznak) 2 ekv. proton / mol aminosav alapon 		transzportálódnak a GAP rendszeren át , miközben 2 ekv. K+ ion lép ki.	

	- a bázikus aminosavak ( lizin,arginin) szintén 2 ekv. protont visznek magukkal 			ugyanezen rendszert használva ,de csak 1 ekv.K+ lép ki a sejtbôl.

	- a savas aminosavak közül a glutaminsav 3 ekv. protonnal szimportál,miközben 2 		ekv. K+ ion lép ki a tápközegbe. 

	- a prolin és a metionin permeáz 1 ekv. protonnal szimportál.

e., Glükózzal fenntartott metabolizmus esetén működésbe lép az ATP-ázos protonpumpa, 	amely helyettesitheti a K+ ion effluxot, sôt az aszparaginsav ilyen esetben 1 ekv. K+ 	szimporttal lép be a citoplazmába.    	

	A Zymomonas mobilis baktérium az aminósavak közül csak a glutamint, a glutaminsavat, az asparagint és az aszparaginsavat képes,mint N-forrást hasznositani. Ezek közül a glutamin transzportja Michaelis-Menten kinetikával irható le, a KT = 8.10-5 M, a Vtmax= 15,4 nmol.min-1. mg-1 komplett táptalajon, ill. 40 nmol.min-1.mg-1 baktérium szárazanyag minimál táptalajon szaporitott sejtek esetében (Alexandri et al. 1990). Az aminósavak közül csak a glutaminsav gátolja (kompetitiv) a glutamin felvételét. A 2,4-dinitrofenol, mint szétkapcsolószer (az ATP szintetázt gátolja) , az arzenát ,mint glikolizis gátlószer,ill. DCCD,mint H+-ATP-áz inhibitor 5 mmolos koncentrációban 99, 84 ,ill. 88%-os transzport-gátlást eredményez. Vagyis a glutamin felvétele ATP-t igénylô folyamat és az ATP hidrolizis a periplazmában játszódik le,mivel a külsô sejtfaltól megfosztott un. szferoplasztok már nem képesek a transzportra,pedig a citoplazma membránjuk sértetlen.   

	Termofil baktériumok közül a Clostridium fervidus L-szerin és az arginin felvétele 

1 ekv. Na+ szimporttal, az L-glutamáté 2 ekv. Na+ szimporttal történik. A hordozó szerin transzportra mért konstansa KT = 10 ( mol, Na+ ionra KT = 2,5 mmol (Speelmans et al. 1989,1993).



		3.2.7. Egyéb tápanyagok transzportja.



	Az erjesztô mikroorganizmusoknak szaporodásukhoz,hatékony működésükhöz szükséges még a fentieken kivül egyéb tápkomponenseket is felvenni a közegbôl. Igy a N-forrás lehet karbamid, ammóniumsók,stb., de szükséges foszfát-,kén- és fémionok transzportja is.

	Néhány az élesztôkben azonositott permeáz látható a 3.13.táblázatban.



			3.13.táblázat	

	Példák egyéb permeázokra élesztôkben.



       Permeáz�Definiált gén �Reprezentativ szubsztrátja��Ammónia-�    amt-1�ammónia,metilamin��Karbamid-�   dur-3�karbamid��Citozin-purin-�   cyt-p�citozin,adenin,hipoxantin��Uracil-�   ura-p�uracil��Uridin-�   urid-p�uridin��Allantoin-�   dal-4�allantoin��S-Adenozilmetionil-�   samP�Adenozilmetionin��

	Az ammónium kation a metilaminnal közös koncentrativ permeáz-rendszerrel jút be a Saccharomyces cerevisiae sejtekbe (Roon et al.1975). Az NH4+  ion jelenléte represszálja az aminosav permeázokat. A metilaminra mért KT= 1,4 mmol. Az NH4+ transzport részleteit Leao és vanUden (1983) vizsgálta. 

	Érdekes,hogy a Saccharomyces cerevisiae közös permeázt használ az adenin, a citozin és a hipoxantin felvételére.

	A foszfát anion (az erjesztés szokásos pH( 5 körüli értékén H2PO� EMBED Equation.2  ���ionos formában) transzportja is protonszimporttal megy végbe élesztôk esetében. Az NH� EMBED Equation.2  ���nitrogén-forráson szaporitott,mosott és metabolizmusában gátolt Saccharomyces carlsbergensis sejtek nem mutatnak extra protonfelvételt Pi adagolásakor , a mindenkor spontán fellépô kb. 6 nekv. H+ / min.mg szárazanyag alap protonfelvételhez viszonyitva (Cockburn et al. 1975). Foszfát limitált chemostatban,vagy Pi hiányos táptalajon szakaszosan szaporitott fenti sörélesztô viszont transzportálja a foszfát anionokat, glükóz jelenlétében kb. 2-szer gyorsabban, mint metabolizmus gátlás esetében( 2-dezoxi-glükóz és antimycin jelenlétében). Ezalatt a protonfelvétel is megnô, 10-rôl 40 nekv. / min.mg értékre,ha a szaporitást 0,015-rôl 0,08-ra növelt higitási sebességgel végezték. A Pi hiányosan szaporitott metabolizmusban gátolt élesztô foszfát-felvételi sebessége , extra proton-felvételének és K+ leadásának sztöchiometriája látható a 3.14. táblázatban.

				

				3.14. táblázat.



Saccharomyces carlsbergensis sejtek extra proton-felvételi sebessége , extra proton-			felvételének és K+ leadásának sztöchiometriája (pH=4,8).



Az adagolt 

[Pi] ((mol)�Az adagolás 

ideje*(min)�Proton-felvételi seb. (nmol H+.min.-1mg1)�H+ / Pi arány�K+ / Pi arány��      0,1�        2��        3,16���      0,2�        2��        3,03�      2,25��      0,5�        2��        2,43�      2,22��      0,6�        2��        2,27���      0,8�        2��        1,72���      1,0�        2��        1,76�      1,91��      0,5�        1�           40����      0,5�        5�           25����      0,5�      10�             5����      0,2�        2��        3,03�      2,25��      0,2�        5��        2,73���      0,2�        7,5��        2,31���      0,2�        9,5��        1,63���         Megjegyzés : az adagolás ideje* a metabolizmus inhibitorok és Pi adagolás között eltelt 			idô. 

 A szervetlen foszfát kb. 6x103 arányban dúsul fel a sejtekben, a mért KT < 7 (mol (Cockburn et al. 1975). Protonpumpa működése esetén (metabolizmus inhibitorok távollétében) kb.2-szer annyi Pi -t halmoz fel a sejt ,több protont is vesz fel. A szervetlen foszfát pH=4,8-nál egy negativ töltésű ionforma :

� EMBED MSDraw  ���

 Az elképzelt mechanizmus  a 3.13.ábrán látható.





� EMBED MSDraw  ���

		

		3.13.ábra. Foszfát-ion felvétel mechanizmusa.
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