			4. Tejsavas erjesztések



A tejsav optikailag aktiv vegyület, mivel a 2. szénatomja asszimetrikus kapcsolódásokat tartalmaz. Igy létezik D- és L- szerkezetű , ill. (+) és (-) ,vagy a polarizált fényt jobbra, ill. balra forgató tejsav :
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Ezenkivül létezik racém , azaz DL szerkezetű tejsav is. Az egyes optikai izomerek 

( enantiomerek) fizikai tulajdonságai is különböznek ( 4.1. táblázat).

				4.1. táblázat.

		Tejsav enantiomerek néhány tulajdonsága.	

	

               Tulajdonság�    L(+) tejsav       �      D(-) tejsav�    DL tejsav��Molekulatömeg�         90,08�         90,08�      90,08��Olvadáspont ( oC )�      52,8- 53,6�       52,8 - 53,6�     16,8 - 33��Forráspont ( oC )�             -�             103�         82-85��Optikai forgatás � EMBED Equation.2  ��� szabad sav�           + 2,5�          - 2,5�           -��                                      Cinksó�           - 8,2�          + 8,18�           -��pK ( 25 o C )�           3,79�            3,83�          3,73��

Az egyes tejsav izomereket biológiai rendszerekben a megfelelô szelektivitású laktátdehidrogenáz enzimek hozzák létre, igy az L(+) formát az L- tejsavdehidrogenáz, a D(-) enantiomert a D-tejsavdehidrogenáz képezi piroszölôsavból. Az izmokban munkavégzéskor L(+) tejsav képzôdik, mig a mikroorganizmusok termelnek tisztán L(+) , ill. D(-) tejsavat, de a két enzim arányától , pH-tól függôen a két enantiomer eltérô arányú keverékét is képezhetik ( 4.2 táblázat ). 

A laktonitrilbôl kémiai úton nyert tejsav mindig racém . 	

	A világ évi tejsav termelése kb. 25-30 ezer tonna, amelynek felét erjesztéssel állítják elő. Felhasználják élelmiszeriparban, gyógyszeriparban, vegyiparban, de nagy jövőt jósolnak a belőle készíthető biokompatibilis és biodegradálódó polimereknek is főleg az orvosi gyakorlatban (Roy 1984). Az élelmiszeripari alkalmazás során ajánlott az L(+) izomert használni, mivel a D(-) nagyobb mérvű fogyasztása káros lehet. Különben az élelmiszeripari felhasználás rendkivül széleskörű, szabad savként használják antimikrobiális szerként, savanyitásra, pácolásra, izesitésre,stb. Kalciumsóját izfokozásra, sűritésre,szilárditásra, stabilizálásra, vassóját tápanyag kiegészitésre, kálium és nátrium sóját izfokozóként, nedvesitôszerként, pH- stabilizálóként, stb használják. Fontos élelmiszeripari felhasználást jelent a sztearil-laktilátok alkalmazása a sütôipari tészták kondicionálásában, emulgeálásban, stb. Élelmiszeripari termékek környezetbarát kiszerelésénél a polilaktid biopolimerek lehetnek fontosak.

	 Gyógyszeriparban a királis molekulák szintézisében használják a különbözô optikailag tiszta tejsav-észtereket, mig a Na-laktát , mint vese dializáló folyadék, a Ca- és Mg-laktát pedig, mint ásványi anyagpótló kerül felhasználásra.Ugyancsak fontos felhasználás a két mól tejsavból képzôdô intermolekuláris ciklikus laktid dimer polimerizálása révén képzôdô lineáris polimer a polilaktid alkalmazása , mint biokompatibilis,biodegradálódó és felszivódó anyag a sebeszeti varrat, sebtapasz, implantátum, csontrögzitô és egyéb orvosi segédanyagként.  



				4.2.táblázat.

 		Mikrobák tejsav- izomer termelése (Litchfield 1996).

Baktériumok�       Törzsek� Enantiomer forma�    Erjedés tipusa���Bacillus coagulans�         L ( + )�Fakultativ hetero-���Lactobac.casei ssp.casei�         L ( + )�       “             “���Lactobac.rhamnosus korábban          L. delbrueckii�         L ( + )�       “             “���Lactococcus lactis ssp.lactis korábban Streptococcus lactis�         L ( + )�  Homofermentativ     ���Lactococcus lactis ssp.cremo-ris kor. Streptococc. cremoris�         L ( + )�        “           “���Streptococcus faecalis�        L ( + )�        “           “���Streptococcus thermophilus�        L ( + )�        “           “���Bacillus laevolacticus�        D ( - )�Fakultativ hetero-���Lactobac,daelbruckii ssp.bulgaricus�        D ( - )�Homofermentativ���Sporolactobacillus inulinis�        D ( - )�      “             “���Lactobacillus amylovorus�        DL�      “             “���Lactobacillus helveticus�        DL�      “             “��Penészek�Rhizopus arrhizus�        L ( + )�Heterofermentativ���      “        delemar�           “�       “            “���     “        oryzae�           “�       “            “���        “      stolonifer�            “�       “              “���        “      sp.�            “    �       “              “��

	Ipari alkalmazások közül megemlithetô a kevésbé toxikus alkil-laktátok oldoszerként és tisztitószerként történô felhasználása ( pl. klórozott szénhidrogének helyett .preciziós fémtisztitókként az elektonikában, félvezetô gyártásban, vagy az ürkutatásban ). A kozmetikában a tejsav és sói  nedvesitôszerként, a tejsav mint “�symbol 97 \f "Symbol" \s 13��-hidroxi-sav” javitja a bôr szerkezetét, fiatalitja a bôrt, a tejsav  zsirsav észterei emulgeáló és stabilizáló szerként szerepelnek különbözô kozmetikumokban. 



4.1. A tejsavas erjesztések mechanizmusa, a tejsav membrán transzportja



	Az erjesztéses tejsavat leginkább a homofermentatív tejsavbaktériumok segítségével állítják elő glükózból (vagy glükózzá alakítható poliszacharidokból), vagy laktózból (legtöbbször a savóban található tejcukorból). A glükóz illetve a laktóz felvétele itt is aktív transzporttal történik, ez utóbbi esetben azonban a laktózpermeázos felvétel és a � EMBED Equation.2  ��� - galaktozidázos hidrolizis mellett egyes tejsavbaktériumoknál a laktóz felvétele a foszfoenolpiruvát- cukor foszfotranszferáz rendszer  segitségével történik ( Misset et.al. 1983, Benthin et.al.1993).Az általánosan elfogadott transzportséma ebben az esetben a 4.1.ábrán látható.

	Vagyis a foszfoenolpiruvátról (PEP) a foszfátcsoport az E1 és a transzfer protein ( Pr) révén   az E3 és  membánban található E2  protein molekulára jút, annak megváltoztatva szerkezetét alkalmassá teszi az adott cukor felismerésére és a membránon történô átvitelére, közben a cukor foszforilezôdik , a cukorspecifikus  protein pedig egy új ciklus folytatására

defoszforilezôdik. Ezt a transzport rendszert laktóz-foszfotranszferáz láncnak hivják és laktokokkuszokban konstitutiv úton képzôdik. A transzport során a laktóz foszforilezôdik , majd a foszfo- � EMBED Equation.2  ��� - D - galaktozid galaktohidroláz enzim hatására galaktózra és glükóz-1-

foszfátra hasad.A glükóz és a fruktóz egy hasonlóan működô konstitutiv mannóz-foszfotranszferáz rendszeren, vagy a fruktóz egy inmduktiv fruktóz-foszfotranszferáz rendszeren át is bejúthat a sejtekbe. Az elsô esetben glükóz-6-foszfát és fruktóz-6-foszfát, mig a második esetben fruktóz-1-foszfát képzôdik a transzport során. 

� EMBED MSDraw  ���

	4.1. ábra. A foszfoenolpiruvátos cukortranszport mechanizmusa.



A sejtbe jutott cukrok , ill. foszfát-származékaik alkoholos erjedésnél ismertetett módon lépnek be a glikolízisbe, hasonló módon szabályozott a glikolízis fluxusa is, csak itt nem játszódik le ATP képződés az oxidatív foszforilezés útján (tehát Pasteur effektus sincsen, mint élesztőknél). A glikolízis során képződő piroszőlősav nagy része a tejsav dehidrogenáz enzim hatására tejsavvá redukálódik. A nettó energiatermelés tehát két mól ATP/glükóz és kb. 0,95 g tejsav/g glükóz, ami a szén-dioxid képződés elmaradása miatt sokkal jobb, mint az etilalkoholos erjedésnél.

	A képződött tejsav membrán transzportja, a tejsav kijutása a sejtből nem azonos minden tejsav-termelő baktériumnál. A tejsavnak egy kisebb része (az intracelluláris pH-tól függően) nem disszociált formában szabad diffúzióval tud kijutni a sejtekből:

				� EMBED Equation.2  ��� 				(4.1)						

A fluxus (J) hajtóereje tehát a nem disszociált formák koncentráció különbsége a sejtbelső, illetve a közeg között (A = felület). A laktátanion szabad diffúzióval nem tud átjutni a citoplazma membránon. Lactobacillus helveticus (Gatje et.al.1991) és Streptococcus faecalis (Harold és Levin 1974)  esetében elektroneutrál (protonmentes) carrier mediated facilitated diffúziót mutattak ki. Érdekes, hogy az utóbbi Streptococcusnál Simpson et.al. 1983)) egy sokkal érzékenyebb módszerrel (NMR-rel),  illetve a S. cremotis baktériumnál is laktát/H+ symport rendszert írtak le (Otto et.al.1980), Ten Brink és Konings 1982), ahol pH=7-en 2H+ / laktát, pH=6-ra 1H+ / laktát sztöchiometria érvényesül. Ennek a symportnak jelentős szerepe van az utóbbi baktériumok energia-nyerésében és az elektrogén végtermék kibocsátás jól illeszkedik a Michels és munkatársai (1983) által felállított "energy recycling model" - hez . 

	A L. helveticus carrier mediated facilitated diffúziójának Km  értéke erősen pH-függő, amelyet a már említett Linewaever-Burk módszerrel határoztak meg a kezdeti laktát leadási sebességekből ( 4.3. táblázat).							



					4.3. táblázat. 

			A laktát leadás kinetikai állandói .

��Km (mM) �Affinitás (M-1)��Laktát disszoc./nem disszociált�pH�nem disszociált�totál laktátra�nem disszociált�totál��135�6�0,6�90�1667�11��13�5�18�130�56�8��1,5�4�75�180�13�6��





			4.2. A tejsavas erjesztések kinetikája



A tejsavbaktériumok szaporításához a szénforráson kívül szükség van aminosavakra, biosz anyagokra, amit legjobban az élesztő extrakt elégít ki. A hozamkonstans meghatározásával megállapítható (4.2.ábra), hogy ezek a baktériumok szénhidrátot nem használnak szaporodásra és maintenance-ra.

	A     � EMBED Equation.2  ���							(4.2.)

képlet alapján kapott ábrázolás iránytangense az YP/S hozamkonstanst adja. Kisérleti adatok YP/S= 1,0 értékei a fenti tényt bizonyitják.
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		4.2. ábra. Szubsztrát-fogyás és termékképzés tejsav baktériumoknál.



	

	A tejsavas erjesztéseknél is megfigyeltek különféle gátlóhatásokat. Elôször azonban a gátlás nélküli eseteket tárgyaljuk.											

4.2.1. Gátlást nem tartalmazó kinetikai egyenletek



A régebbi kinetikai egyenleteket kis szubsztrát-koncentrációknál határozták meg. Ezek közül a legelső a Luedeking-Piret (1959) modell volt: 

				� EMBED Equation.2  ���				(4.3)

Formailag az első jobb oldali tag szaporodáshoz kötött, a második szaporodáshoz nem kötött (vagyis fenntartásra forditódott) tejsav-képzést jelent. 

	A d[X] /dt =�symbol 109 \f "Symbol" \s 13�� x [X] , 		a  � EMBED Equation.2  ���        és a  � EMBED Equation.2  ���				Így konstans élesztőextrakt koncentrációnál , ha  [S] >>KS , akkor �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��x=�symbol 109 \f "Symbol" \s 13��xmax 

		és	� EMBED Equation.2  ���					(4.4)

Integrálva : 		� EMBED Equation.2  ���	,	de   � EMBED Equation.2  ���	(4.5)

			� EMBED Equation.2  ���� EMBED Equation.2  ���			(4.6)



Így �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��X meghatározható (�symbol 109 \f "Symbol" \s 13��X=�symbol 109 \f "Symbol" \s 13��Xmax), másrészt ha élesztőextraktot nem használunk, akkor d[X] /dt = 0 és d[P] /dt = �symbol 98 \f "Symbol" \s 13�� [X]; ebből

	� EMBED Equation.2  ���	és	� EMBED Equation.2  ���			

		



�embed Word.Picture.6 ���

		4.3.ábra. �symbol 98 \f "Symbol" \s 13�� meghatározása tejsavas erjesztésnél.



Igy [X] ismeretében �symbol 98 \f "Symbol" \s 13�� számolható, majd az ln -es iránytangensből(.4.6.egyenlet) �symbol 97 \f "Symbol" \s 13�� is.



		4.2.2. Gátláskinetikák tejsavas erjesztéseknél. 



10 g/l-es szubsztrátkoncentráció felett már észrevehetően fellép a szubsztrát és a termék gátló hatása. A szubsztrát gátló hatását a speciális szaporodási sebességre többen leírták: 



1.) Andrews (1968) szerint :

				(X= (Xmax� EMBED Equation.2  ���			(4.7)





	[S] >>KS esetben 	(X= (Xmax� EMBED Equation.2  ���					(4.8)	





2.) Haldane (1965) kinetika szerint :	   (X= (Xmax� EMBED Equation.2  ���			  (4.9)	

	A konstansok mindkét esetben  meghatározhatók (4.4.ábra) :

					

			� EMBED Equation.2  ���				(4.10)

	A (Xmax és a Ki a tengelymetszetbôl és ax iránytangensbôl számolható.
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		4.4.ábra. A (Xmax és a Ki grafikus meghatározása.



3.) Aiba szerinti etanolgátlási analógia alapján (empírikus)

					(X= (Xmax� EMBED Equation.2  ���			(4.11)





	[S] >>KS esetben		(X= (Xmax� EMBED Equation.2  ���				(4.12)

	

Logaritmálás után ábrázolással� EMBED Equation.2  ���Xmax és Ki meghatározható.		



4.) Han és Levenspiel (1988) szerinti gátlásegyenlet :

	�symbol 109 \f "Symbol" \s 13��x = �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��xmax� EMBED Equation.2  ���� EMBED Equation.2  ���			(4.13)



	ahol m és n modelkonstansok, [S]m = az a szubsztrátkoncentráció, ahol �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��X = 0.

		[S] >>KS esetben

					�symbol 109 \f "Symbol" \s 13��x = �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��xmax� EMBED Equation.2  ���			(4.14)



	Nincs gátlási állandó, csak �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��xmax és KS módosul, de eltérő mértékben. 

Nem lineáris regresszióval �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��xmax
 
és
 Sm 
 meghatározható. 



A szubsztrátgátláshoz hasonló kinetikát találtak a szaporodásra kifejtett termékgátlás esetében  is: 



1.) 				�symbol 109 \f "Symbol" \s 13��x = �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��xmax� EMBED Equation.2  ���			(4.15)



		[S] >>Ks esetén  �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��x = �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��xmax� EMBED Equation.2  ���	

		Konstansok logaritmálás után meghatározhatók.

			(1. Biotechn. Bioeng. 17, 1591(1968))



2.) �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��x = �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��xmax� EMBED Equation.2  ���			(4.16)

		[S] >>KS esetén :												�symbol 109 \f "Symbol" \s 13��x = �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��xmax� EMBED Equation.2  ���			(4.17)



ahol [Pmax ]= az a termékkoncentráció, melynél �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��X = 0, 

b, c= konstans

		Nem lineáris regresszióval �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��xmax,  [Pmax] és c számolható

		(Biotechn. Bioeng. 32, 430 (1988))





3.)				�symbol 109 \f "Symbol" \s 13��x = �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��xmax� EMBED Equation.2  ��� 			(4.18)

		Konstansok meghatározása:

			� EMBED Equation.2  ���			(4.19)



			(Biotechn. Bioeng. 17, 997 (1975))



Batch erjesztés kísérleti adataival összehasonlítva a legjobb egyezést mindkét esetben a modell-konstansos egyenletekkel kapták, így a szaporodás sebességét szubsztrát és termékgátlás együttes előfordulása esetén az alábbi egyenlettel írták le (Enzyme Micr. Technol. 13, 314(1991)):

			� EMBED Equation.2  ���(Xmax� EMBED Equation.2  ���		(4.20)



	Mint láttuk a tejsavbaktériumok szaporodásra és maintenance-ra nem szénhidrátot, hanem szerves N-forrást használnak, így a szénhidrát csak termékképződésre fordítódik:

					� EMBED Equation.2  ��� 



A termékképzés sebessége ezek után:

	� EMBED Equation.2  ��� ( � EMBED Equation.2  ���+( [X] = ( [X] (Xmax� EMBED Equation.2  ���( [X]	      (4.21)







4.2.3. A nem disszociált tejsav gátló hatása



	A képződő tejsavból csak a nem disszociált fajta gátolja mind a baktériumok szaporodását, mind a termékképzést. Ha ezt nem vesszük figyelembe, akkor kinetikailag rosszul jellemezhető adatokhoz jutunk. A legújabb irodalomban (J. Ferm. Bioeng. 71, 75(1991)) a nem disszociált tejsav nem kompetitív szaporodás és termékképződés gátlását írták le: 

	Mivel [S] >>Ks, ezért �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��x = �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��xmax illetve �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��P = �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��Pmax  nulladrendű a kinetika. Így a gátolt szaporodási és termékképzési speciális sebesség:

		(X= (Xmax� EMBED Equation.2  ���, ill. (P= (Pmax� EMBED Equation.2  ���,		(4.22)



	ahol	KX és KP inhibíciós konstansok

[P] = nem disszociált tejsav koncentráció 

[Pmin ] = az a minimális nem disszociált tejsavkoncentráció, ami már gátlást

okoz.

A nem disszociált tejsav koncentrációja ( [LH] meghatározható a tejsav disszociációs állandójából,ami pl. 37 oC-on pK= 3,86-nak felel meg :

					� EMBED Equation.2  ���				(4.23)



A 4.22. egyenletekbôl logaritmálás után megkaphatok a konstansok(4.5.ábra):
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	4.5.ábra. Konstansok meghatározása a nem disszociált tejsav gátlása alapján. 



	A [Pmin]általában kicsi (itt 0,12 g*l-1) és elhanyagolható, így különböző pH értékeknél meghatározva a �symbol 109 \f "Symbol" \s 13��max és K értékeket és ábrázolva az 1/[H+] függvényében (illetve a K esetében 1/H+ függvényében kaptak egyenest), megkaphatjuk széles pH tartományban a konstansokat. 

Ezekből a szaporodási időgörbe, a termékképződési időgörbe és a szubsztrátfogyás időgörbe meghatározható (behelyettesítve a ( képleteket, majd integrálva). 

	� EMBED Equation.2  ���= ( X [X]	� EMBED Equation.2  ���=	 ( P [X]		� EMBED Equation.2  ���(P� EMBED Equation.2  ���		(4.24)







4.2.4. Folytonos tejsavas erjesztés kinetikája



A folytonos erjesztések elméleti kinetikája steady state-nél:						� EMBED Equation.2  ���= ( X [X] - D[X] = 0     ;  ( X = D				(4.25)		A szubsztrátfogyás sebessége = Szubsztrát(Betáplálás-Termékképzésre-Kilépés):			� EMBED Equation.2  ���D[So] - � EMBED Equation.2  ��� - D[S]				(4.26)

	A termékképzés sebessége=Szaporodáshoz kötött+nyugvó sejtekhez kötött - kimosás:			� EMBED Equation.2  ���=  ( � EMBED Equation.2  ���+( [X] - D[P]				(4.27)










	A fenti egyenletek gátlást nem tartalmazó esetre vonatkoznak. A korábban közölt gátlási egyenleteket behelyettesítve megkaphatók a folytonos rendszerek kinetikai egyenletei is.

	Azonban folytonos rendszerek esetén megfigyelték, hogy a mikroorganizmusok fiziológiája nem feltétlen azonos a teljes higítási állandó tartományban. Pedig az eddigi kinetikai egyenletekben mindig azonosan funkcionáló sejttömegekkel számoltunk. Megfigyelték pl., hogy az intracelluláris RNS majdnem lineárisan változik a speciális szaporodási sebességgel (steady state-ben a D-vel), az RNS pedig jelentős szerepet játszik a proteinszintézisben ( Biotech. Bioeng. 24, 1749 (1982)). Éppen ezért a mikroorganizmus sejteket két részre, két kompartmenre lehet osztani                     (Biotech. Bioeng. 38, 1 (1991)):

-	az A kompartment az aktív kompartment, amely tartalmazza a transzport metabólizmus és a proteinszintézis minden mozzanatához szükséges enzimeket, aktív metabolitokat, transzport fehérjéket, stb.

-	a G kompartment, amely a sejtek genetikai állományát és struktur-állományát (DNS, strukturfehérjék, lipidek, lipopoliszacharidok, sejtfal- és membrán szénhidrátok) tartalmazzák. Ez a kompartment nem befolyásolja a reakciókinetikát, ilyen szempontból inaktív.

	Tejsav baktériumok esetén a modell (6.ábra):
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		6.ábra. Tejsavas erjesztés két-kompartmentes modellje.





Vagyis a szénhidrát (S) energiatermelésre használódik, miközben termékké (P) alakul. A nitrogéntartalmú élesztőextrakt (SN) felhasználódik az A kompartment képződéséhez (ehhez energiát kap a termékképzéstől), majd abból épül fel a G kompartment. (A kompartment modellek összefoglalása: Adv. Biochem. Eng. 211, 55 (1982)). Mivel a reakciók két kompartmentben játszódnak le, másrészt a reakciók száma is nagy, ezért a reaktánsok és termékek koncentrációváltozása csak mátrixokban írhatók le.

	Az eddigiek során egy sejtkomponensként  írtuk le a szaporodást, amelyben csak egy reakció játszódik le:
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Ha nem egy reakció 
játszódik csak le, akkor

			�					(4.29)

	ahol (1 = a sztöchiometriai mátrix első sora

v = az intracelluláris reakciók sebességvektora (h-1)

Ha a sejtkomponensek száma is változik (i):

		�				(4.30)

	ahol (i = a sztöchiometriai mátrix i. sora

Írjuk fel a következő egyenletet 1 szubsztrátra és 3 sejten belüli vegyületre:

			�			(4.31)

	ahol R = sejtanyag 

(dx/dt)1 = sebesség

A fentiek szerint a sztöchiometriai mátrix�symbol 71 \f "Symbol" \s 13��= (-�symbol 103 \f "Symbol" \s 13��11,�symbol 103 \f "Symbol" \s 13��12,�symbol 103 \f "Symbol" \s 13��13), így a speciális szaporodási sebesség: 

	�		(4.32)



Ugyanilyen alapon a termékképzésre:



�



A sejttömeg képződésre:



�

											(4.33)

Ezt folytatva felírható a teljes anyagmérleg mindkét kompartmentre, a sejttömegre, a szubsztrátokra (S és SN) és a termékre, majd a 6 nemlineáris algebrai egyenlet megoldható a többváltozós Newton módszerrel. Szimuláláshoz viszont a 6 nemlineáris közönséges differenciálegyenlet megoldható a harmadrendű semi-implicit Runge-Kutta módszerrel. Az A kompartment mérete arányos a sejtek RNS tartalmával, így a szaporodás, a szubsztrátfogyás és a termékképzés mellett elégséges a mindenkori RNS tartalom  mérése (Biotech. Bioeng. 38, 11 (1991)).

	Ha a glükóz mellett a laktóz, a galaktóz és a protein szaporodásra és termékképzésre kifejtett hatását is figyelembe akarjuk venni, akkor 4 kompartmentes modellt kell alkalmazni (Biotech. Bioeng. 38, 24 (1991)).





4.3. Tejsavas erjesztési technológiák





A legrégebbi szakaszos batch technológia (sokszor CaCO3 -os pH-tartást alkalmazva) mellett ma már számos folytonos és térfogati produktivitást növelő technológia ismert.



4.3.1. Folytonos erjesztési technológiák szabad mikróbákkal.



Folytonos glükóz erjesztésre részletes adatokat közöl Major és Bull (Biotechnol. Lett. 7, 401 (1985)): [So]=45,5 g/l; SN=30 g/l élesztőextrakt, pH=6 (pH-stat. 2M NaOH-dal); 42 oC; Lactobacillus delbrueckii mirobával: 

Hozamok: YP/S=0,74 g/g; YX/S=0,12 g/g;

Térfogati produktivitás (maximum): 1,4 g/lh sejttömegre; 8,9 g/lh tejsavra, ezek megfelelnek kb. D=0,35-0,4 h-1 higítási sebességnek, de itt a glükózátalakítás csak kb. 64 %-os, a többi glükóz változatlan. Teljes glükózátalakításnál (D=0,1 h-1-ig) a térfogati  produktivitások: ~0,5 g/lh sejttömegre és ~3,5 g/lh tejsavra.

Szabad tejsav erjesztéses előállítása sokszor gazdaságosabb, mint a sóké, de a nem pufferolt erjesztés még az acidofil L. helveticus-szal is nehézkes (Appl. Microb. Biotechn. 34, 446 (1991)), m
ivel
 a nem disszociált tejsav könnyen átjárja a citoplazma membránt, 
 a disszociált forma 
viszont 
felhalmozódhat a citoplazmában és lesavanyítva gátolja a mikróbák szaporodását és tejsav
képzését. Fehérjementesített édes savó (kb. 4,5 % laktózt tartalmaz) folytonos erjesztése pH állítás nélkül, csak mintegy 50 mM nem disszociált laktát-koncentrációig folytatódik, itt a szaporodás és termékképzés leáll. Ez megfelel kb. 150 mM (13,5 g/l) tejsavnak. Kétlépcsős erjesztéssel - az első lépcsőben ammónium-hidroxiddal semlegesítve, majd hagyni az ammóniát metabolizálni - elérhető 20-22 g/l tejsavképződés is.  

	Kaszkád rendszerű folytonos fermentációnál modellezhetünk úgy is, hogy minden erjesztőkádnál megadjuk a bemenő- és kimenő koncentráció adatokat, vagyis az első kádból kijövő adatok lesznek a 2. kád bemenő értékei (Biotechn. Bioeng. 17, 997 (1975)):

     			� EMBED Equation.2  ���=(Xmax � EMBED Equation.2  ��� [X] - D[X] +D[Xo]			(4.34)

	A termékképzôdés sebessége a 4.27.egyenlet alapján:

	� EMBED Equation.2  ���=((Xmax� EMBED Equation.2  ���[X]+([X]-D([P]-[Po])		(4.35)		A szubsztrátfogyás sebessége :

� EMBED Equation.2  ���� EMBED Equation.2  ���=� EMBED Equation.2  ��� � EMBED Equation.2  ���((� EMBED Equation.2  ���+([X])=

	= � EMBED Equation.2  ���� EMBED Equation.2  ���(((Xmax� EMBED Equation.2  ��� [X]+([X])		(4.36)

   

ahol	[Xo], [Po] és [So] = a belépő adatok

[X], [P] és [S] = a kilépő koncentrációk

�symbol 97 \f "Symbol" \s 13��,�symbol 98 \f "Symbol" \s 13�� = konstansok (Luedeking)







4.3.2. Sejt-recirkulációs erjesztések



	A térfogati produktivitás növelhető a mikróba-koncentráció emelésével. Ennek egyik módja a folytonos erjesztés kijövő folyadék-áramából a mikróbák bekoncentrálása és visszajuttatása az erjesztőkádba.

	 Glükózból L. delbrueckii-vel CSTR (continuous stirred tank reactor)-hoz kapcsolt ultraszűrő berendezéssel oldották meg a sejtrecirkulációt(4.7.ábra).
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			4.7.ábra.Sejt-recirkulációs tejsav-erjesztô.





Körülmények: [G]   = 50 g/l ; élesztôextrakt,[YE] = 30 g/l ; pH =6.1(pH = stat. 2M NH4OH-		dal), hôfok 42 oC.

Eredmények: YP/S=0,96 ( 0,06

		YX/S=0,09 ( 0,06

		Térfogati produktivitás: 76 g/lh tejsav (35 g/l tejsav és 0.02 g/l maradék 								glükóz koncentrációnál )

Folytonos erjesztésnél a térforgati produktivitás: 8,9 g/lh (lásd előző pont).

	Élesztőextrakttal kiegészített ultraszűrt savóból L.bulgaricus-szal ultraszűrős sejtrecirkulációval 85 g/lh térfogati produktivítást, 99 %-os laktóz hasznosítást és 4,3% NH4-laktát koncentrációt lehet elérni (Enzyme Micr.8,298(1986)).

	Elektrodialízissel növelhető a termék koncentrációja (Biotechn. Lett. 9, 207 (1987)).





4.3.3. Sejtvisszatartás mikropórusos szűrővel



	Ebben az esetben az erjesztőtér maga a mikroszűrő hajszálcsövei közötti tér, a tápoldat a hajszálcsöveken belül áramlik, vagy ha kell cirkulálál(4.8.ábra).
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		4.8.ábra. Tejsavas erjesztés mikropórusos szűrôvel.	



Erjesztő mikroorganizmusként  L.delbrueckii-t használtak   (Biotechn. Lett. 4, 483 (1982))  45 oC-on.

	Hozamok: YP/S=0,9-1,

		       YX/S=0,05-0,06

	Sejtsűrűség: 480 g/l (!)

	Térfogati produktivitás (külső+belső térre): 100 g/lh.















4.3.4. Erjesztés rögzített sejtekkel



	A Ca-alginát gélbe zárás tűnik legalkalmasabbnak. Finn kutatók nem túl nagy - 3 g/lh - térfogati produktivitást közöltek L.delbrueckii gélbe zárásával közel 100 %-os konverzióval, 4,6%-os tejsav termékkoncentrációt értek el  (Biotechn. Lett. 4, 159 (1982)).

Még Ca-alginátos rögzítés: J. Ferm. Techn. 60, 595-598 (1982)    /táptalaj definíció/

Biotechn. Lett. 11, 119-120 (1989)      /táptalaj definíció/

Enz. Micr. Techn. 7, 164-168 (1985)  /savóból/

J. Dairy Sci. 70, 506-513 (1987)         /savóból/

L.casei és Lactococcus lactis coimmobilizálása legjobb eredménnyel Ca-alginátba történhet: proteinmentesített (hővel) savót használva.

Eredmények:YP/S=0,97

Térfogati produktivitás: 0,86 g/lh (batch technikával)

Tejsav-koncentráció: 4.1%    (Enz. Micr. 13, 33 (1991)).

Gélbezárt sejteknél fellép a diffuziógátlás (Biotechn. Bio. 33, 544 (1991))

Gömbalakú rögzített sejtekre a szubsztrát-mérleg:

			� EMBED Equation.2  ���� EMBED Equation.2  ���(P			(4.37)

Mivel egy S molekulából 2 termék tejsav képződik, a szubsztrátátalakulás sebessége a diffúziósebességből és a termékképzésre felhasznált szubsztrátátalakulás sebességének különbségéből tevődik össze.

Ehhez hasonlóan a laktát és a hidrogén ionok diffundálnak és disszociációval képződnek:
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a két egyenlet 
különbsége ( ha 
[
L
-
]
 
-[
H+
]
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: így kiesik a vdissz.



			
�
 
EMBED 
Equation.2 
 
�
�
�
					(4.40)




A nem disszociált tejsav diffundál, képződik és disszociációval bomlik:
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Ez és a fennti H+-os egyenlet 
(
4.39
) 
összege ( ha 
[
LH
]
 +
[
H+ 
]= B
:
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A három nemlineáris parabolikus parciális differenciál-egyenlet megfelelő határfeltételekkel és kezdeti feltételekkel 
A,
B
 és 
[
S
]
-r
a
 megoldható. Ezekből pedig az 
[
S
]
, az 
[
LH
]
, az 
[
L- 
] 
és a 
[
H+
]
 
 sugárirányú eloszlás
görbéje számolható.







4.3.5. Szemcsés keményítő SSF-je



	
Lactobacillus casei
-t  K-Carragenanba zártak  és savas közegben kicsapódó rögzített glükoamilázzal együtt alkalmaztak (hidroxipropil-metilcellulóz-acetát-szukcináthoz vízoldható CDI-del rögzítettek).

	Térfogati produktivitás: 3,1 g/lh (Agr.Biol.Chem.55,479(1991)).

Reaktorelrendezés: a keverő nem érintkezik a rögzített sejtekkel, az oldott GA visszanyerése pH=4-re állítással 
H
C
l-lel
 
(4.9
.
ábra
).
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4.9.ábra.
 
Tejsav
as
 erjesztés rögzitett 
g
lükoamilázzal (GA
)
 és 
L.case
i
-vel.






4.3.6. Cellulóz SSF-je tejsavvá
.




	Legjobb eredményt akkor lehet elérni, ha 
Trichoderma reesei
 penészt levegőztetve elszaporítanak (celluláz enzim termelése céljából), majd a teljes fermentlevet adagolják a cellulózt és 
L.delbrueckiit
 tartalmazó szuszpenzióhoz (Biotechn. Bioeng. 37, 93 (1991)).

	Szakaszos eljárással 100 g/l cellulózporból (91% cellulóz, 2,4% hemicellulóz, 2,3% lignin tartalommal) pH=5-ön, 45 oC-on 5 nap alatt, 200 cm3 
T.reesei
 tenyészet
 
/
 
l 
 
erjesztett végtérfogat esetén a
z


YP/S = 0,58

Tejsavkoncentráció = 5,7%

Térfogati produktivitás = 0,4 g/lh.

A kis térfogati produktivitás oka a lassú hidrolízis.





4.3.
7. Extraktív tejsavas erjesztés
(Biotechn. Bioeng. 37, 544, 1095 (1991))






Előzmények:szerves savak extrakciója
 
szerves old
ószerekben 
oldható
 ioncserélôkkel
 oldható 
	
meg leginkább
 (Biotechn. Bioeng. 28, 269 (1986))
.


Oldószer és ioncserélő kiválasztása:

	- szerves savak extrakciójához 
a 
tercier aminok jobbak, mint 
a 
primer és 
a 
szekunder 
		
aminok
(
 Handbook of Solvent Extraction (Ed.Lo-Baird-Hanson, Wiley 1983 
		
p.567.),

	-proton asszociációs konstansa a tercier aminoknak a legnagyobb és nő a 
	
		
szénszámmal (Hanson: Recent Adv. in Liquid-Liquid Extraktion, Pergamon 
		
1971, p.15.),

	-poláros oldószerek növelik az aminok bázicitását, s így az ionpárok stabilitását 
			
tejsavnál is (Jud. Eng. Chem. 43
, 778 (1951)).


Ezek alapján és figyelembevéve a legkisebb toxicitást választották tercier aminként a Henkel ALAMINE 336 fantázia nevű termék
é
t, oldószerként pedig az oleilalkoholt (Aldrich Chem. Comp:). Ez utóbbi toxicitását sejtrögzítéssel minimalizálták (Biotechn. Bioeng. 37, 1095 
(1991)). A rögzítés
 
(
 
(
k
appa
)
-
k
arragenan gélbe történt. Az alkalmazott extraktív erjesztési technika a 
4.10.ábrán látható
:
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			4
.10. ábra
. Extraktiv tejsavas erjesztés.






Az MIT kutatói szerint csak a nem disszociált tejsav molekulák lépnek át a szerves fázisba, ezért fontos a vizes fázis pH-jának a megválasztása. Másrészt a tejsav kationjai nem lépnek át a vizes fázisba, tehát a disszociációfok változik az extrakció alatt, így az extraktorba belépő vizes oldat és az onnan kilépő vizes oldat laktát koncentrációja nem azonos. A laktát koncentráció a disszociációs egyensúlyi állandóból és a vizes közeg pH-ból számolható:


		
�
			
(4.43
)



Az extraktorban a vizes közeg megváltozó pH-ja a laktát-koncentráció változásától függ. A kilépő és belépő laktát-koncentrációjának a hányadosa:


			
�
			
	
   
(4.44)




Az anyagmérleg a következő:
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]
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X
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(4.45)





			
ahol	V = erjesztő térfogat



Bevezetve a hígitási sebességeket (h-1 dimenzió):


			
�




	és a tejsav anyagmérleget:
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Így az extraktorban kialakuló pHE függése a vizes fázis recirkulációs sebességétől és a tejsav képződési sebességétől:
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Vagyis minél nagyobb a recirkuláció sebessége, annál jobban megközelíti az extraktor vizes fázisának pH-ja a fermentorban mérhető pH-t.

	A nem disszociált tejsav (LH) koncentrációja:

		� EMBED Equation.2  
�
�
�
	


			K
d
[LH] = [LT][H+] - [LH][H+]

			[LH](K
d
+[H+] = [LT][H+]  

		� EMBED Equation.2  
�
�
�
			
(4.50)


	A nem disszociált tejsav  koncentrációja az extraktorban:
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	Az oldószer egyensúlyi tejsavkoncentrációja pedig:



			
�
 
EMBED 
Equation.2 
 
�
�
�
		(4.52)





ahol:
 
 K =
 megoszlási hányados




	Figyelembe véve a 4.48 egyenletet
,
 az oldószer áramlási sebessége (D
s
):
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A képletből látható, hogy az oldószer áramlási sebességét úgy lehet minimalizálni (tejsav koncentrációját pedig maximalizálni), ha olyan oldószert választunk, amelyben nagy
 a megoszlási hányados, nagy a 
r
ea
k
tor tejsavkoncentrációja (?), vagy nagy a recirkuláció sebessége. Nagyon nagy recirkulációnál az oldószer minimális áramoltatási sebessége:
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�

A pKd 37oC-on 3,85; a megoszlási hányados a 15% tercier amint tartalmazó oleilalkoholban 3,5-3,9.

	A tejsavat kis térfogatú 
lúg
oldattal lehet a szerves fázisból kinyerni.


A térfogati produktivitás 12,3 g/l gél*h extrakcióval és 8,1 g/lgél*h extrakció nélkül (kb. 1/5 gél/erjesztett folyadéktérfogat aránynál; tehát a fennti adatok hattal osztandók, persze kisebb folyadékarány is alkalmazható). A lúgos visszanyerés után 9%-os laktát oldat kapható.
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