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SZERVES SAVAK
Mind prokariotak, mind eukariétak termelnek savakat, nincs
kilénbség.
Anyagcserében:
Az aeroboknal: a szénforrasok szerves savakon keresztil
oxidalédnak. Ha nem megy végig szén-dioxidig (hianyos
anyagcsereutak) — savtermelés
Anaeroboknal: sok NADH keletkezik — reduktiv kbzeg -
akkor van savtermelés, ha nem redukalédik tovabb alkohol-
la (tejsav, vajsav).
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ECETSAV

lpari eléallitasok:

Kémiai uton:

» Metanol karbonilezése
> Acetaldehid oxidacioja
> Etilén oxidaciodja

» Fa szaraz leparlasa

Biotechnoldgiai uton:

Cukrok - etanol - ecetsav
Saccharomyces cerevisiae  Acetobacter aceti
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Az ecetsav bioldgiai el6allitasa

A bor utan legésibb (bio)technolégia:
a bor ,megecetesedik” — borecet keletkezik

A folyamat netto leirasa:
C,H;OH + O, » CH;COOH + H,O

Az ecetsav baktériumok az alkoholt ecetsavva oxidaljak
molekularis oxigén felhasznalasaval.
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» Gram negativ,

> ellipszoid vagy palca alaku
sejtek,
> aprok, 0,6-0,8 um hosszuak,

> egyeseével, parokban vagy
lancokban

» van mozgasra képtelen és
mozgasra képes forma is —
polaris vagy peritrich flagellum

> obligat aerobok

Ecetsav baktériumok

Az Acetobacteraceae-n be-

[0l 3 csalad.

Az Acetobacter és Glucono-
bacter kdzeli rokonok (DNS

hibridizacid).

| Acetobacter

1 um

Gluconobacter

Frateuria
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Ecetsav baktériumok

lzolalasuk nehéz, mert:
> atermészetben (és az ipari félfolytonos/folytonos
eljarasoknal is) vegyes kulturakat alkotnak, sok,
jelentésen eltérd altipussal és spontan hibridekkel.
> szilard és félszilard taptalajon nehéz tenyészteni,
folyadékban meg nehéz ,széleszteni”

lpari térzseknél/kulturaknal elvaras, hogy:
> toleralja a nagy ecetsav és alkohol koncentraciot
> Kis tapanyag szikséglet
> ne lépjen fel tuloxidacio
» magas hozamot produkaljon

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék

Acetobacter torzsek genetikai médositasa

Szferoplaszt(protoplaszt) fuzios
technika:

> Szferoplaszt képzés (a sejtfal
leemésztése)

> Két kilénbdz6 tulajdonsagu
baktériumtdrzs szferoplasztja-
nak fuzionaltatasa

» Eredmény: a tulajdonsagok U;
kombinacidja. (Sok nem stabi-
lizalodik az Uj térzsben)
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Az ecetsav képz6dés biokémiaja

ADH CH-CHO  ALDH _ CH.COO™
—_—
CH,CH,OH Aceta ldehyde > Acetate

A folyamat két Iépésben megy végbe, az etanol elébb
acetaldehiddé oxidalédik (alkohol-dehidrogenaz), majd
az aldehid oxidalodik ecetsavva (aldehid dehidrogenaz).
Az ADH prosztetikus csoportjia PQQ (pirrolo-kinolin-ki-
non), ez veszi at a hidrogéneket.
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Az ecetsav képz6dés biokémiaja

Ethanol Acetaldeh@ Acetate
2

Periplasm

Cytoplasm
5 Y

%0,° H,0
Az enzimek a citoplazmamembranba épullnek be. A hidrogé-
neket ubikinonnak adjak at. Az ubikinol visszaoxidalasa so-
ran a terminalis oxidaciohoz hasonléan molekularis oxigén-
nel viz képzddik és proton exportalddik a periplazmikus tér-
be. A protonok visszaaramlasaval a sejt ATP-t termel, igy
nyer energiat a folyamatbal.
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Tapanyagok, szubsztratok

F6 komponens: etil-alkohol, lehet:

» tiszta, ipari alkohol, ezt denaturaljak (USA: etil-
acetattal, EU: ecetsavval)
> valamilyen erjesztett |€, Id. étkezési ecetek

Cefre: a betaplalt alkoholtartalmu oldat, téménysége az:

dsszkoncentracié = alkohol tartalom (V/V%) + ecetsav
tartalom (g/100ml)

Hozam = kinyert ecetsav konc./teljes konc.
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Ftkezési ecetek

Alapanyagok szerint:

Bor - borecet
Almabor - almaecet
Arpa forrazat - malataecet
Rizs - rizsecet

Balzsamecetek: az ecet mel-
lett sok cukrot (gyimaolcslé,
szirup) is tartalmaznak.

e —
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Tapanyagok, szubsztratok

Természetes nyersanyagoknal altaldban nincs szikség to-

vabbi tdpanyag hozzaadasara.

kivétel: almabor, bor, ehhez ammonium-foszfat (N és P be-
vitel)

Tiszta alkohol alapu fermentacional kell a tapoldatba:

» glukdz (kevés, az inditashoz)

» makroelemek: kalium, natrium, magnézium, kalci-
um, ammonium (ammonium-foszfat formajaban),
szulfat és klorid

» nyomelemek: vas, mangan, kobalt, réz, molibdén,
vanadium és cink
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Szénforrasok

A cukor (glikdz, szachardz) kdnnyebben beépll a sejt
anyagaba, mint az acetat. Az ecetsav baktériumok a
pent6z-foszfat iton hasznositjak.

Acetat
A tdrzsek képesek a citromsav-cikluson keresztll
hasznositani az acetatot és a laktatot, de a tuloxida-
ci6 csOkkentésére torekszlnk.

Szén-dioxid
A sejtek igénylik az oldott CO,-ot, beépitik sajat anya-
gaikba (~0,1% C)

e —
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Nitrogénvegyuletek

N-forras:
szervetlen N-forrasok (ammonium sok) is megfelel6k

Egyes tOrzsek ndvekedési faktorokat igényelnek, illetve
ezek jelenlétében jobban termelnek:

vitaminok (p-aminobenzoesav, niacin, tiamin, pan-
toténsav)

aminosavak

purin vegyuletek

glutation + Na-glutamat egyutt

VVVY 'V

e
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Etanol

Az etanol hiany (pl. elfogy, és nem potoljak idében) megza-
varja a fermentaciét, az enzimaktivitdsok maradandoan le-
csokkennek. A kar mértéke az etanol hiany idejétél és az
dsszkoncentraciétél fugg.

Tuloxidacio: az ecetsav tovabb oxidalddik szén-dioxidda és
vizzé. Megel6zésére az 6sszkoncentraciét magas érteken
kell tartani az etanol pétlasaval.

(Szukséges az alkohol koncentracio folyamatos mérése és
szabalyozasa.)

e el 5
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Oxigén

Oxigén: az Acetobacter-ek obligat aerobok, igénylik az oxi-
geént.

Ha megszakad az oxigénellatas (1-5 percre), akkor hosz-
szan megmaradd karos valtozasok alakulnak ki az enzi-
mek mikddéseében. A kdros hatas mértéke itt is az oxigén
hiany hosszatél és az ésszkoncentraciotol figg.

A nagy levegbéaram ugyanakkor sok ill6 komponenst (eta-
nol, ecetsav) visz magaval (= veszteség). Ezért az elmené
leveg6t mossak, €s a mosdvizzel készitik a kdvetkez6 cef-
rét.
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Levegbztetés

Fellleti kultara: t6ltétt oszlopban (klasszikus: bukkfa for-
gacs toltet) a fellleten csorog lefelé a kezdetben ~10%-
os alkohol, a hézagokban felfelé aramlik a levegb. A le-
vet recirkulaltatjdk (= ,mozgdcefrés” eljaras)

A fellleten a sejtekbél biofilm alakul ki.

Nem steril, a befert6z6déstél védi az alkoholtartalom és
a savas kozeg (de: ,ecetangolna”).

Konverzié ~100%, kihozatal: 95-98%, a tébbi elparolog.

e —
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f& BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék

18

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

04. Szerves savak



Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA

Biomérnoki BSc

Fellleti technologia

GLASSLINE

TILE EXHAUST
RUBBER FEED LINE

INSPECTION GLASS

| SPARGER ARM
INSPECTION PLUG

VINEGAR FILTER

Szubmerz
technoldgiak

Intenziv leveg6ztetés
szlUkséges, keverés
és air lift egyarant el6-
fordul.

Frings-acetétor:
6nbeszivo turbinake-
verd, a motor alulrdl
forgatja, és a levegét
felllrdl, a tengelycso-
vOn at szivja be, és
eloszlatja. -

§ BME Alks

hablevilaszté ———

tivozd gizok ——

beoltis ————

levegdbevezetés —

——————— mMIBIOT

—— habszepardtor

tdpoldat-bavazeies

fermentor

kdzponti ¢s€

EFFIGAS. turbina

motor

leereszid szelep

keteds rugds témitds

20

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

04. Szerves savak

10



Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA 04. Szerves savak
Biomérnoki BSc

egyiittforgast

Frings acetator levegd
megakadilyozé
N ] tdréelemek

L . o w Frings Acetator
Eqgy belsé forgd- és egy kilsé turbinaja

allorészbdl all.

Heinrich Frings GmbH & Co KG
Biological and Chemical Technelogy

21

Frings acetator
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Szubmerz technoldgiak

Félfolytonos technol6giak.
Nagy ecetsav koncentraciohoz (18-19%) utdlagos alko-
hol adagolas szikséges.

e

Ahogy fogy az alkohol, lassan +4%-ot adagolnak. Tel-
jes konverzidnal lefejtés-feltoltés.

Kétlépcsbs: ugyanigy adjak az etanolt, de 15%-0s ecet-
sav tartalomnal a térfogat 30%-at egy masik fermentor-
ba viszik at, ott fejez6dik be a konverzié.

(S P

Baigsspasan

e
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Feldolgozas

A fermentlébdl a sejtek eltavolitasanal probléméat okoz,
hogy az Acetobacter sejtek nagyon aprok, centrifugalas-
sal, szlréssel alig valaszthatdk el. Célszerlien membran-
szlréssel (mikrosziréssel) tavolitjak el.

PERMEATE

Az ecetsav beparlassal tdoményitheté (fo = 118 °C), a viz
az illékonyabb komponens.

PRREeE i 5
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Uj lehetdség: a homoacetogének

Egyes Clostridium torzsek képesek CO, fixalasra:

2C0O, + 8H* + 8e
CgH1204

— 2 CH3-COOH + 2 CO, + 8 H* + 8e
-~ CH;-COOH + 2 H,O
—~ 3 CH;-COOH !

A 2 CO,-bdl autotrof CO,-fixalassal egy uj acetil-CoA keép-
z6dik. Miért?

Sok Clostridium kemoautotréf, képes H,+CO, vagy CO gaz-
keveréken névekedni, mint egyeduli szénforrason.

Elény: +50% hozam, Hatrany: lassu folyamat

25
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Uj lehetéség: a homoacetogének

Ferment4ci6 tipusa Produktivitds | Ecetsav konc.
(g*l—l*h—l) (g*l—l)
Szakaszos 0,9 120
Folyamatos, sejtvisszataplaldssal 4 22
Folyamatos, sejtvisszatapldlds nélkiil 2,5 7
Forgédobos fermentor 10 37

Szakaszos: glikoz rataplalas, semlegesités dolomittal

Félfolytonos: lefejtés 50%-ig

Forgétanyéros: egyfajta immobilizalas, a tanyér fellletére

biofilm tapad

Elméleti konverzio: 1 g/g, a gyakorlatban 90-95%

it gws  BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Az ecetsav felhasznalasa

Direkt felhasznalas: erds savként
vizk6éoldas
élelmiszeripar: tartésitas

Ecetsav

Vegyipari alapanyagként:

Vinil- Klor- Acet- Acetat- Acetat-
acetat ecetsav anhidrid észterek sak
| | Textilek
‘ Gyoégyszerek ‘ ‘ lagyitak ‘ Gyogyszer
ételecet
‘ Celluloz-acetat ‘
olddoszerek
R, Haokazléfolyadék
£?X_tlll'lf'kesz'tei Transzparens lapok Hustartositas
am m mual’lyago Fotofilmek Fungicidek 27
Div Latexfestékek lakkok Fameritestiil
IR ragasztok

27
fooH
1928 — fellleti tenyésztés cukron, HC-OH
Penicillium notatum
80-87% -os konverzio HOCH
Ma: féleg Aspergillus niger, mellette baktériumok: mgC-ofg
Gluconobacter suboxydans, |
metanolhasznositdk, pl. Ps. ovalis H?‘DH
. CH, OH
Bioszintézis:
baktériumoknal: egy lépés, membranhoz kétdtt dehidroge-
naz
gombaknal: két Iépésben, a masodik a sejten kivil megy
o 28
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GLUKONSAV ELOALLITASA

H,0 o COOH

Y
CH OH CH OH HCOH
:: O°'® \_/ Q 2 HOCH

HO HCOH
OH
HCOH
(ko -lakt
glikoz S-gllikono-lakton CHZOH
glikonsav

A glikéz-oxidaz enzim molekularis oxigént hasznal fel
és H,0,-ot termel. Ezt a katalaz elbontja.
(Kioltasi gylrit eredményezhet, régen azt hitték, hogy
antibiotikumot termel a térzs - blamazs).

29
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FERMENTACIOS TECHNOLOGIA

A két szubsztratot — glikoz és O, — béségesen kell bevinni.
Glokéz: rataplalas, mert az egyszeri adagolas lelassitja a

folyamatot. Kihozatal: 0,90-0,95 (glikdzra)
F Y 155 s 15‘(‘1
p 10% i p ; I
5% e ;o
= L

k L,

by N oy

nagy lag szakasz
e Produktivitds (egim®

Oxigén: igen erételjes levegbztetés, intenziv kevereés, nagy
fejnyomas. DO-t magas értéken kell tartani.

30
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FERMENTACIOS TECHNOLOGIA

pH: 5,5 ala nem szabad engedni, mert az enzimrendszer
inaktivalodik. Szabalyozasa: CaCOs-tal automatikus, ill.
+NaOH-dal, mert a Na sé jobban oldddik.

N és P: a termelési szakaszban limitaloé koncentracidban,
inkdbb nyugvosejtes tenyészet.

Feldolgozas: - a micélium szlirése, - beparlas, - kicsapas
CaCOgs-tal, - elvalasztas

Micélium hasznositasa: - ujrafelhasznalas fermentacidéhoz, -
enzim-kinyerés (gllikoz-oxidaz, katalaz)

Torzstfejlesztés: az enzimet a goxB gén kodolja. Génmani-
pulacidéval: derepresszalt mutans, 36 éra alatt lefut a ferm.

m - il
i Fam i il i . ; . ) )
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FERMENTACIOS TECHNOLOGIA
GLUKOZ p—— gal #atole, oltéanyag Fermentorok
Kalciumn-karbonat - | \H
w Ly st
- =
steril
rilizalo levegd L
A L (!5 ] ) =
CaCOj; sterilizalo
- T
<
b
—@ altiv szenes oszlop ‘__ “ hiitokozeg
Vakumn
Lo, A dobsziré
tar olotartaly L .,
l Ixistalyosito
centrifuga
CaCO;
~_ KALCIUM GLUKONAT
lid
32
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GLUKONSAV

Felhasznalasi tertletek: nem korroziv sav
» Fémipar (tisztitas, rozsdatlanitas)
> Uvegipar
» Detergensekben (komplexképz6)
» QGyogyszer (vizoldhatésagot javitja, Ca, Fe)
» Cementadalék

Termelés: ~100.000 t/ev
Cégek: AKZO (NL), Carlo Erba (1), Merck (D), Mallinkrodt
(USA)

it BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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ALMASAV ELOALLITASA

Egylépéses konverzidval fumarsavbol.

OH

E /k/
QOOH —_— COOH

fumaric acid | - malic acid

Torzs: Corynebacterium glutamicum, nyugvosejtes tenyészet
Enzim: fumaraz, sztereoszelektiv, csak L-malatot termel.
Korilmények: pH =8, t=25°C

Egyensuly: 15 : 85 aranynal (oldatban) —

it gws  BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék
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ALMASAYV ELOALLITASA

A termék kicsapasaval az egyensulyinal jobb konverzi6 ér-
hetd el:

E
calcium fumarate i - c.al.cium rpalate
(in solution) equilibrium ratio: (in solution)
i - 15:85
I
solubility: l solubility:
-1% |1 ~1%
Y
calcium fumarate calcium malate
(crystalline) (crystalline)

Kristalyfermentacio

35
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ALMASAV ELOALLITASA

Feldolgozas: a Ca-malatot kénsavval bontjak, a gipszet
leszirik, ioncserével tisztitjak, beparoljak, kristalyositjak.

Caco,

H,S0,

i

Heee NS00 — — —»| precipitation — | cenirifugation
# l
CaS0, i-
!
A
o <___‘| centrifugation |« — — crystallization [« — —-
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA 04. Szerves savak
Biomérnoki BSc

ALMASAYV ELOALLITASA

Amino GmbH eljarasa:

Corynebacterium glutamicum, Szakaszos Uzem,

nem steril, p-OH-benzoésav észterek

Imidazol és idegen fehérje adagolas javitja az enzimaktivitast
2000 t/év, kihozatal: 85 %, 150 g/I Tisztasag: >99 %

Tanabe eljaras: (eltérések)

Brevibacterium flavum, immobilizalt sejtek (carragenan gél)
1000 literes cséreaktor, pH =6,5-8 ,t =37 °C
Konverzié: 80% (~egyensulyi), kihozatal: 70 %
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ALMASAYV ELOALLITASA
Eves igény: ~ 40.000 t
Felhasznalas:

Elelmiszeripar (sav — cukor arany)
gyumolcs és z6ldség készitmények,
uditok,
lekvarok, édességek

Kozmetikai ipar

Gydgyszeripar
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