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IPARI ENZIMEK

1. Az enzimek hasznalatanak torténete

Az enzimek a bioldgiai anyagok, bioldgiai makromolekuldk, amelyeket €16 szervezetek
allitanak eld, és amelyek egy meghatdrozott biokémiai reakcié katalizdtoraként miikodnek.
Ezek a kémiai reakciok kémiai katalizatoraihoz hasonléan egy bioldgiai/biokémiai reakcidt
gyorsitanak fel akdr a sejt belsejében, akdr azon kiviil is. Igy miikodésiiket jobban leirja a bio-
katalizator elnevezés. Wilhelm Friedrich Kiihne, a Heidelbergi Egyetem a fiziolégia pro-
fesszora 1877-ben haszndlta el6szor az enzim kifejezést, amely a gorog evloun (enziimé) =
»elesztoben” szObdl szdrmazik. Az enzimeket mar évezredek Ota haszndlta az emberiség, de
Kiihne volt az elsd, aki tudomanyos terminoldgiat alkotott erre a biomolekuldra. Mar a sumé-
rok, az egyiptomiak és gorogok is ismerték az enzimtartalmi anyagok empirikus hasznélatét.

Az enzimaktivitdsuk miatt haszndlt preparatumoknak is megvan a maga torténete. En-
zimhatdsuk miatt hasznéltdk a malatat (keményitébonté enzimek), a borjigyomrot (rennin), a
kovaszt (tejsavbaktériumok), s6t még a fekalidt is (protedz aktivitdsa a borkikészitésnél volt
hasznos). Idérendbe szedve:

1894-ben Jokichi Takamine felfedezte a takadiasztdzt, amely az Aspergillus oryzae
torzzsel termeltetett diasztdz prepardtum, a penész extracelluldris enzimeit, elsésorban amila-
zokat és protedzokat tartalmazta. Emésztést segitd szerként is alkalmaztdk, pétolta a hasnyal-
mirigy éltal termelt enzimek hidnyat.

A kovetkezd prepardtum éppen ellenkezdleg, dllati hasnydlmirigy kivonatot tartalma-
zott, protedz (tripszin, kimotripszin) aktivitdsa révén az elsé enzimes mosépor (Burnus, 1913,
Otto R6hm) alkotdrésze volt.

A mai értelemben vett fermentdcids enzim gyartast 1960-ban kezdte meg a NOVO cég,
ipari 1éptékben kezdte termelni a Bacillus lichenformis protedz enzimét.

1980 utan sok tudés a génmanipulédcids technikdk alkalmazdsaval az enzimtermelés fo-
kozasan, illetve az enzimek a tulajdonsagainak fehérjemérnoki javitdsan kezdett dolgozni.

Az ipari enzimfermentédcids technoldgidk fejlesztése a célzottan kivalasztott/manipulalt
torzsek felhaszndlasaval termelt, tisztitott, jol jellemzett enzimpreparatumok nagy 1éptékii eld-
allitdsara iranyul. Ez tette lehetdvé az enzimek bevezetését olyan nagyipari termékekbe €s fo-
lyamatokba, mint példdul a mos6- és tisztitoszerek, a textil- €s a keményitd iparok.

Az 1940-es évektdl kezdve az intenziv biokémiai kutatds kialakitotta az enzimek alkal-
mazasat a diagnosztikdban, €s a klinikai kémidban is megjelentek. Az elmult néhany évtized-
ben az érdeklddés a diagnosztikai enzimoldgia teriiletén megsokszorozddott. Viszont szamos,
a szakirodalomban leirt médszer még nem terjedt el széles korben, és az orvosi kutatds nagy
terliletein még nem sikeriilt felhaszndlni az enzimes diagnosztika minden lehetdségét.

Jelenleg a legtobb ipari enzimet hidrolitikus reakcidéban hasznéljak, kiilonboz6 termé-
szetes anyagok lebontdsara. A dominédns enzimtipus a protedzok csoportja, ezeket széles kor-
ben hasznéljak a mosdszer €s tejiparban. A masodik legnagyobb csoport a kiillonbozé szénhid-
ratbonté enzimeké, 6 képviseldi az amildzok, cellulazok, amelyeket a keményitd-, textil-,
tisztitdszer- €s siitdiparban hasznalnak.

Az ipari enzimek forgalmat a vildgpiacon 2010-ben 3 milliard dolléarra becsiilték. Ez a
piac 2015-re varhat6an eléri a 4 milliard dollart. Az enzimek kulcsfontossagu szerepet jatsza-
nak szamos biotechnoldgiai termékben és folyamatban. Ipardgak szerint az élelmiszer, ital,
tisztitdszer, ruha, papir, iizemanyag és gydgyszergyartds a legnagyobb felhasznalok.
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Az enzimek egy része sztereospecifikus, kivdldéan alkalmasak aszimmetrikus szintézi-
sekre illetve a racém elegyek reszolvaldsara. Ezt a szelektivitast enantiomer tisztasagud gyogy-
szerek, mezOgazdasagi és vegyi anyagok, takarmany és élelmiszer-adalékanyagok gyértdsandl
hasznaljék ki.

2. Lehetséges enzim forrasok

A sziikséges enzimeket sokféle él61énybdl vonhatjuk ki. Kiindulhatunk allati szervek-
bol, vagohidi melléktermékekbdl (gyomor, bél, hasnydlmirigy), ezekbdl emésztd enzimeket
(pepszin, tripszin, rennin, stb.) nyerhetiink ki. A m§j is sokféle aktivitdsu enzimet tartalmaz,
ebbdl nyerhetd ki pl. a glutamat dehidrogendz. Az allati nyersanyag mindenképpen korlatozott
mennyiségben 4ll rendelkezésre, nagyipari felhaszndldsndl mindenképpen keresni kell valami-
lyen maés forrast.

Valamivel tdgabb keresztmetszet a novényi alapanyag. Torténetileg és mennyiségben is
a legnagyobb jelentdségli novényi enzim prepardtum a maldta. A csirdzé novényi magvak
sokféle enzimaktivitdst hordoznak, ezek koziil elsésorban az amildzok (a- és B-amildz) és a
protedzok aktivitasat hasznéljuk ki. Emellett szaimottevd a papain (papaja gyiimélcs) és a bro-
melin (anandsz ndovény) termelése is.

Ipari 1éptékben egyértelmiien a legjobb megoldds a mikrobidlis enzimek termelése. A
mikroorganizmusok rengeteg enzimes reakcidra képesek, és ezen beliil is az egyes funkcidkra
a kiilonboz6 torzsekben sokszor nagyon eltérd tulajdonsdgi enzimet hozott 1étre az evolucid.
Ha 4llati vagy novényi enzim helyettesitésére keresiink mikroba eredetlit, szinte mindig tald-
lunk egyenértékii vagy jobb enzimet megfeleld screeneléssel. A génmanipulacié segitségével
az sem probléma, hogy az emlds enzimet mikroorganizmussal termeltessiik, erre kivél6é példa
az eredetileg borjigyomorban taldlhaté rennin, a sajtgyartasban haszndlatos tejalvasztd enzim,
amit a Kluyveromyces lactis élesztOvel gyartanak. Ma mar a fermentalt enzimek kb. 90%-a
nem természetes, vad tipusu, mert

— vagy atvitték a génjét génmanipuldcidval egy masik mikroorganizmusba,
— vagy fehérjemérnokséggel (protein engineering) megvaltoztattak a szerkezetét.

3. Az enzimek piaca és alkalmazasai

Az enzimeket legkiilonb6zobb teriileteken alkalmazzak, beleértve a kémiai szintézise-
ket, az élelmiszergyartdst, az allati takarmédnygyartast, kozmetikumok és gyogyszerek eldalli-
tasat, valamint a kutatds-fejlesztést is. Jelenleg kozel 4000 enzim ismert, ezek koziil koriilbe-
liil 200 mikrobialis enzimtipus van nagykereskedelmi forgalomban. Ebbdl valdjaban csak ko-
riilbeliil 20 enzimet termelnek valéban ipari méretekben. Megjésolhatd, hogy a biokémiai is-
meretek, a fermentacios technologidk és az izoldlasi modszerek fejlodésével egyre tobb enzi-
met fognak ipari 1éptékben elddllitani. A vilag teljes enzim igényét mintegy 12 a nagyobb
gyart6 és 400 kisebb szdllit6 elégiti ki. A teljes enzim piac kozel 75%-4t harom nagy cég, a
daniai kozponti Novozymes, az amerikai gyokerti DuPont (beleértve a 2011. méjusdban meg-
szerzett dan Danisco-t), és a svdjci bazisu Roche dominélja. A piacon igen erds a verseny, ki-
csi a haszonkulcs és a technoldgiai fejlesztés domindl (a gyartasfejlesztés a gyartmanyfejlesz-
tés elott).

Az enzimek alkalmazésa a termelés volumenét is meghatarozza. A skdla egyik végén a
nagy tomegben gyadrtott, viszonylag olcsé ipari enzimek dllnak, a masik végén a kis tételben
termelt és felhasznalt, finomvegyszer jellegii innovativ anyagok (pl.: restrikcids enzimek, Taq
polimeraz). Az alkalmazas szerint az aldbbi csoportok kiilonithetok el:
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Ipari enzimek
Az ipari enzimek csaknem 75%-a hidrolitikus aktivitdsi. Szénhidratbontdk, protedzok,
lipazok uraljak az ipari enzimek piacat, az értékesités tobb mint 70%-at ezek adjak. Az 1. tab-
lazat bemutatja, hogy a kiilonb6z0 ipari dgazatokban milyen enzimeket alkalmaznak.
Analitika
Pl.: gliikk6z-oxidéz, alkohol dehidrogenaz, koleszterin oxidaz, foszfatazok
Orvosi alkalmazds
Pl.: aszparagindz, sztreptokindz, urikdz, urokindz
Kutatds, nukleinsav manipuldcio
Pl.: restrikciés endonukleazok, reverz transzkiptdz, DNS-ligdz, DNS-polimerazok,
Klenow enzim.

E tantargy keretében csak az ipari enzimekkel foglalkozunk

1. tabldzat

Alkalmazdsi . s
N Enzim Felhasznalas
teriilet
amildzok keményitd elbontésa a feliiletkezeléshez
lipazok festék és gyantamentesités a pépesitésnél
P apir- €5 celluldzok a celluléz rostok elbontdsdval lagyitja a szalakat
cellulézipar ” " — ” - - —
mannanazok fényesiti a papirt a glikomanndnok elbontdsaval
lakkazok fehérit, fényesit
B-xilanazok eldsegiti a fehéritést
amildzok keményitd bevonat eltdvolitdsa, irtelenités
Ipari
j cellulazok fehérit, fényesit
alkalmazasok » y
Textilipar  pektinazok kiszabaditja a cellulézt a névényi rostok koziil
Lakkézok
PN fehérit, fényesit
gliikkézoxiddzok y
protedzok hidrolizalja a fehérje szennyezéseket
. elbontja a zsiradékokat, amelyek ételbdl vagy bdrrdl
lipdzok - <
, keriiltek a ruhdra
mosoészerek — — — -
amildzok eltavolitja a keményitd szennyezéseket
. mddositja a celluldz szdlak szerkezetét, lagyit, élénkebb
celluldzok )
szinek
. rennin, lipdzok sajtgydrtas
Tejipar — ; ~ . p s
B-galaktozidaz tejcukor elbontésa a laktéz intolerdnsok szdmdra
. részben bontja a liszt keményitdjét, térfogatot novel, javitja
a-amildz ) A
a bélzet mindségét
B-xilanaz javitja a tészta mindségét
Sutdipar oxidoreduktazok |fokozzdk a glutén erésségét
Elelmiszeripar lipazok fokozzak a gazbuborékok stabilitdsat
protedzok csokkentik a fehérjetartalmat
amilaz, . o Cdmts il oo
o C lebontja a keményitdt, ezzel édesit, tiikkrosit
amilogiikozidaz
Gyiiméleslé pektindzok lebontja a pektint, ezzel javul a Iéhozam és tiikrosit
ipar cellulazok oy . ‘o .. L .
P . . eldsegiti a pektin hatdsat, csokkenti a viszkozitdst
hemicelluldzok
lakkédzok barnuldsgatlok
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naringinaz . . fo <
arnginaz, kesertiség szabdlyozas citrusleveknél
limonindz
a-amildz keményitd bontésa, elfolydsitdsa
pullulandz, PP gl s
: o keményitélancok eldgazdsainak hasitasa
Keménvits izoamildz
eményitd - . p P Py,
neny s maltéz molekulédkat hasit le a keményité nem-redukalé
ipar B-amildz L . A 1170k
végérdl, maltdz szirup elddllitdsa
oo | gliikéz molekuldkat hasit le a keményité nem-redukalé
amilogliikozidaz

végérol, glikkéz szirup elddllitdsa

gliikéz izomeraz

Soripar

keményité bontdsa, elfolydsitasa, noveli a maltéz és glitkdz

a-amildz

tartalmat
pullulanaz, keményitélancok eldgazasainak hasitasa, tobb erjeszthetd
izoamildz cukor

B-gliikkanaz

B-glitkanok bontasa, jobb sziirhetdség

gliikk6z molekuldkat hasit le a keményité nem-redukalé

amilogliikozidédz P . ,,
£ végérol, tobb erjeszthetd cukor
protedzok fehérje bontds, jobban novekszik az élesztd
entozanazok. . N . s . g
pento: ’ hidrolizalja a pentozdnokat, javitja a szlirhet8séget
xilandzok

o-acetolaktat

megakadalyozza a diacetil képzddést, javitja a sor {zét

dekarboxildz
xilandzok lebontja a rostokat
fitdzok lebontja a fitinsavat, felszabaditja a Ca és Mg ionokat
Allati takarmdny gyartds cotedzok lebontja a fehérjéket, az emésztésgatld faktorokat, javitja
P az emészthetdséget
a-amildz lebontja a keményitdt, gyorsabban felszivédik a cukor
sokféle
Szerves I 114 . PP
. kiilonb6z6 példdul enantioszelektiv szintézisek
szintézisek Ny
aktivitds
oxidazok,
peroxidazok, e
. hajfestés
polifenol
oxiddzok
protein diszulfid
izomerazok, hai hull4 s
Kozmetikai ipar glutation 4] huflamositas
oxiddzok
apain, bromelin, |, , ... .
papart, b bor feliilet tisztitds
szubtilizin
amilogliikozidaz,

gliikéz oxidaz

fogpasztak és szdjvizek
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mosdszergyartas 37%

texdilipari
termeékek 12%

egyéb 25%

allati

takarmany kemenyitd
eldallitasa shtdipar 8% || hidrolizise 11%
6%

1. dbra Az enzimek haszndlatdnak megoszldsa
ipardgak szerint

4. Genetikai modszerek az ipari enzimek gyartasaban

A rekombinans DNS-technolégidval egyrészt tovibb fokozhatd az enzimek termelése,
mdsrészt olyan tulajdonsdgi enzimek gyartdsa is lehetdvé valt, amelyek kordbban nem létez-
tek. A biotechnoldgiai fejlesztések, mint példaul a fehérje mérndkség €s az irdnyitott evolicid
tovéabbi 16kést adtak a fontos ipari enzimek gyartdsanak. A biotechnoldgia fejlédése lehetdvé
tette a legkiilonbozObb 1j aktivitdsu enzimek megjelenését, illetve az eddigitdl eltérd koriilmé-
nyek kozotti alkalmazasat.

4.1. Stratégiak a mikrobialis enzimek tulajdonsagainak javitasara

Az enzimek folyamatosan bdviilé alkalmazdsdval egyiitt egyre nagyobb az igény az ed-
digieknél jobb vagy 1) tulajdonsdgokkal rendelkezd biokatalizatorokra. Az enzimek hatéko-
nyak a reakcidk felgyorsitdsdban, ugyanakkor nem illeszkednek mindenben a technoldgiai
folyamatokba, ezért tulajdonsigaik ,,finomhangoldsdra” van sziikség. Ilyen probléma lehet a
szubsztrit vagy termék inhibicid, a fehérje molekula gyenge stabilitdsa, a szubsztratspecifitds
vagy enantioszelektivitds gyengesége vagy éppen tilsdgos pontossdga. A genetikai mddositd-
sok igen eredményesek ezen a téren, rekombindns DNS-technikdval az enzimes technoldgia
hatékonysédga akar szdzszorosara is novelhetd.

Uj, illetve jobb biokatalizatorok fejlesztése nehéz és osszetett feladat (2. dbra). Az en-
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2. dbra Az enzimek fejlesztése fehérjemérnoki iiton
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zimek moédositdsanak két f6 modszere, amellyel tulajdonsdgaikat a technoldgidk igényeihez
alakithatjuk: (1) a meglévo biokatalizatorok raciondlis dtalakitdsa és (2) fehérjekonyvtarakban
kombinatorikus médszerekkel keressiik meg a kivant funkciot.

Raciondlis tervezés

Ez a megkozelités a helyspecifikus mutagenezist alkalmazza, célzott aminosav-szubszti-
ticiokat, ehhez viszont a fehérje haromdimenzids szerkezetének és az enzimes reakcié me-
chanizmusdnak részletes ismerete sziikséges, amely sokszor még nem tisztizott. Azonban
mind az aminosav sorrendet, mind a térszerkezeteket gylijté adatbdzisok intenziv boviilése se-
git lekiizdeni ezt az informdci6 hidnyt. Egy szlirOprogramban azonositott ij enzim aminosav
sorrendjének Osszehasonlitdsa az adatbazisokban tarolt tobb ezer mar ismert adatsorral leheto-
vé teszi a hasonl6 szerkezeti vagy funkciéju fehérjék kivalasztasat, a szerkezet-hatds Gssze-
figgések vizsgdlatit. A természetben is az evolucio sordn az Uj enzimek az eredeti aktiv cent-
rum szerkezetének viszonylag kisebb médosuldsaival (spontdn mutdcié — aminosav csere) jot-
tek 1étre. A homoldgidn alapuld célzott valtoztatasok érinthetik egyrészt az aktiv centrumot,
alkalmassa teszik az eddigitdl eltérd szubsztratok beilleszkedésére, azaz a szubsztrat specifités
megvéltoztatdsdra, masrészt a kicserélt aminosavak segitségével mdsfajta dtmeneti komplex
johet 1étre, mds reakcidutak aktivalasi energidja csokken, megvaltozhat az enzim funkcidja. E
fehérje mérnoki beavatkozasokndl tobb valtozatot is 1étrehoznak, és ezeket tesztelik. Gyakran
bebizonyosodik, hogy a természet, az evolucid ,,0kosabb”, az altalunk tervezett és 1étrehozott
véltozatok kevésbé jok, mint az eredeti, de vannak nagyon j6 eredmények is

A fehérjelancok komputeres tervezésénél elsddleges a félanc térbeli helyzetének célsze-
rl kialakitasa, és az ezt stabilizdl6 erdterekhez rendelik hozza az aminosavak sorrendjét és el-
rendezését. Ezek nagyon bonyolult és szamitdsigényes feladatok, ezeket az algoritmusokat
most kezdik alkalmazni a funkciondlis fehérje tervezésben.

A mosoészer protedzokat példaul ugy fejlesztették, hogy az aktiv centrumtdl tavol eso 8
aminosavat modositottak, igy megnovekedett a mosoderd valamint 100°C-on a hdstabilitas 34-
szeresre novekedett.

Irdnyitott evoliicio

A kombinatorikus mdédszerek, mint példaul az irdnyitott evolucié szamos valtozatot
hoznak létre, amelyeket azutin tesztelni kell enantiomer szelektivitdsra, katalitikus hatékony-
sagra, reakcidsebességre, oldhatdsagra, stabilitdsra és mds enzimtulajdonsidgokra, de nem
igénylik az enzim és a reakcié mélyebb ismeretét. Az irdnyitott evolicidval gyorsan €s olcson
1étre lehet hozni a meglévd enzimek nagyszdmu valtozatat. Szamos ezek koziil meghatarozott
feltételek mellett jobban miikodik, mint a természetben eléfordulé enzimek. Az irdnyitott evo-
lici6 alkalmazédsdhoz molekuldris bioldgiai technikdk széles korére van sziikség, amelyek le-
hetdvé teszik a természetben eléforduld genetikai sokféleség utdnzasat. Ez lehet a fehérje-ko-
dol6 gén random mutagenezise kiillonbozd technikdkkal, mint példaul a hibazé polimeraz
lancreakcid, mutagenezis ismétlodo oligonukleotidokkal, vagy mutagén kémiai szerek. A hi-
bazé PCR véletlenszerli pontmutaciokat visz be az enzimmolekuldk populacidjdba. A DNS
manipuldciés modszerek (DNA shuffling, Molecular Breeding) lehetévé teszik a valtozatos
DNS molekulédk in vitro random homol6g rekombindcidjat, ha a gének kozott a homoldgia
magasabb, mint 70%. Klénozas és expresszi6 utdn nagyszami (10* - 10%) enzim viltozat jele-
nik meg, ezek vizsgélatdval lehet kiszlirni a legalkalmasabbakat.

A fent emlitett megkozelitések a nem zarjak kolcsonosen ki egymadst, a raciondlis, az
iranyitott és a random enzimfejlesztés teriilete tfed egymdssal. Igy példaul iranyitott evoldci-
0s technikdk, ahol lehetséges, raciondlis vagy félig raciondlis mddszerekkel tervezett kisebb
enzim varidns konyvtarakat vesznek igénybe, hogy csokkentsék a tesztelés munkaigényét, de
anélkiil, hogy a jobb varidnsok megtaldlasanak val6szintiségét veszélyeztetnék. Az egyik le-
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hetdség, hogy a mutdcidk célteriilete csak az aktiv centrumra (koriilbeliil 10-15 aminosav) és
a hozza legkozelebb es6 tovabbi 20-30 aminosavra terjed ki, hatdsuk ezekben a régidkban
szamottevobb. Egy masik stratégia, az ugynevezett CASTing, az aktiv hely kombinatorikus
vizsgalatan alapul, amelyben az aktiv centrum két vagy harom aminosavbdl all6 csoportjaival
operélnak.

Az irdnyitott evolicids fejlesztés csucsteljesitménye pillanatnyilag a glyphosate-N-ace-
tiltranszferdz, amelynek aktivitdsa a 10.000-szeresére, ugyanakkor, a hdstabilitdsa 6tszorosére
novekedett. Az ipari enzimek kozott elsoként (2000-ben) a Novo Nordisk LipoPrime lipaza
jelent meg a piacon.

4.2. Rekombinans fehérjék gyartasa mikroba gazdaszervezetekkel

A rekombinans DNS technoldgia nagyban hozzdjarult ahhoz, hogy iparilag ismeretlen
mikroorganizmusok, illetve magasabb rendli szervezetek enzimeit olyan, a fermentacids
iparban jol ismert és jol kezelhetd mikroorganizmusok segitségével éllithassunk eld, mint
példaul E. coli, Bacillus subtilis és tovabbi Bacillus fajok, Ralstonia eutropha, Pseudomonas
fluorescens, Saccharomyce cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, valamint az
Aspergillus és Trichoderma fajok. Az Gsszes ipari enzim mintegy 90%-at rekombinéns fehér-
jeként termelik.

Az E. coli-t tobb okbdl is széles korben hasznéljdk, rekombindns gazdaszervezetként:

» genomja konnyen, gyorsan, é€s pontosan médosithato
» gyors novekedés és nagy sejtkoncentracio

» konnyen tenyészthet6 olcsé tapoldaton

» konnyen kiiktathat6 a protedz aktivitdsa

Az E. coli képes heterolog fehérjébdl akar az Osszes fehérje 50%-at is felhalmozni.
Mindemellett tobb hatranya is van, példdul nem képes poszt-transzlaciés modositdsokra, haj-
lamos pirogén toxinokat képezni, illetve egyes esetekben zarvanytest (inclusion body) forma-
jéban termeli a heteroldg fehérjét.

Ennek ellenére nagy fehérje koncentraciokat értek el, példdul alkalikus foszfatazbol
(PhoA) 5,2 g/l a periplazmaban, levan-fruktotranszferdazbol (LFT) 4 g/l a kozegben, mas
torzzsel 20 g/l fehérjekoncentraciot is elértek.

Az élesztd gazdaszervezeteknek tobb eldnye is van a prokaridta host-okhoz képest. A S.
cerevisiae gyorsan szaporodik egyszerii tipoldaton, nagy sejtsiirliséget lehet elérni, hajlamos a
heterolég fehérjéket az extracelluléris térbe kivédlasztani, valamint a genetikdja konnyebben
kezelhetd, mint barmely mas eukaritaé.

Mindennek ellenére a S. cerevisiae nem mindig legjobb gazda az emlds fehérjék nagy-
tizemi termeléséhez, alkalmazdsdnak megvannak a nehézségei is. Kevés az erds €s jol szabi-
lyozhaté prométere, emellett hajlamos a hiperglikozildldsra, akar 6tven-szdztagd manndz lan-
cot is raépithet a termékre, €s ebben a-1,3 kotések is eléfordulnak, ami pedig antigénként im-
munvdlaszt valthat ki a szervezetben.

A Pichia pastoris valt az egyik legszélesebb korben haszndlt expresszids rendszerré, ed-
dig tobb mint 700 fehérje eldallitasat irtdk le ezzel az élesztdvel. Szabadalmakban P. pastoris-
szal mar 30 g/l-es rekombindns fehérje termelést is leirtak. E metilotrof élesztd nagy eldnye a
S. cerevisiae-hez képest, hogy

» er0s és jol szabdlyozott metanol promoétere van (AOX1), amely az alkohol-oxidaz

enzim mennyiségét az 6sszes oldhaté fehérje 30%-ig is képes novelni,

» kevésbé intenziv a glikozilacid, a hordozé N atomokhoz rovidebb, maximum 20 egy-

ségbdl 4ll6 oligoszacharidok kapcsolddnak, €s ezekben nem fordul eld az a-1,3-man-
noz kotés,
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» a bevitt idegen DNS integrdlhat6 a kromoszomalis DNS-be, igy a transzformdnsok
stabilizalhatok,

» sok rekombindns fehérjét képes extracelluldrisan kivalasztani

» gyors novekedés, nagy sejtsiiriség, és problémamentes 1éptéknovelés.

A Hansenula polymorpha metilotr6f éleszté hasonlé moédon alkalmazhaté heterolog
génexpresszidra, mint a P. pastoris. Itt a metanol-oxiddz gén promoterét hasznaljak az idegen
gének kifejezésére. A P. pastoris AOX1 génjéhez hasonldéan a H. polymorpha MOX génje is
erdsen €s szabdlyozottan expresszalddik, az enzim mennyisége elérheti a Osszes sejtfehérje
akar 37%-at is. Alapvetd kiilonbség, hogy a MOX gén expresszidja szignifikdnsan derep-
resszalodik gliikkéz hidnydban vagy gliikéz limitben, és forditva, nagy gliik6z koncentracid
mellett (pl. a sejtszaporitdsi fazisban) a MOX promoter szabalyozdsa megsziinik.

A harmadik nagy rendszertani egység, a fonalas gombdk esetében a rekombindns hete-
rolog fehérjék termeltetésére iranyulé molekuléris genetikai technikdk mér sokkal bonyolul-
tabbak és faradsagosak, mint az élesztok esetében. A gének bevitele vagy eltavolitisa még
mindig nehézkes, bar néhdny teriileten sziilettek eredmények, pl.: a restrikciés enzim medialt
integracio, és az Agrobacterium tumefaciens T1 plazmidja altal kozvetitett atalakitdsok. Az el-
ért fehérjekoncentracidk rendszerint alacsonyabbak, mint més gazdaszervezetekkel.

A fonalas gombdk manipuldcidjara kiilonboz0 stratégidkat dolgoztak ki, pl.: protedz-de-
ficiens torzsek létrehozdsat, multikopids génbevitelt, az erds penész promoterek, hatékony
szekrécids szigndlok azonositasat. Kevesebb figyelmet forditottak a glikozilaciora. Bér hiper-
glikozilaci6 nem Iép fel, de rovid manndz ldncok kialakulnak a fehérjén.

Néhdny ipari enzim forras- és gazdaszervezetei:

AQUAZYM ULTRAR (amildz) Bacillus stearothermophilus — B. licheniformis

PENICILLIN ACILASER E. coli multiképids plazmid,

RENNIN (protedz, sajtgyartdsban) borjigyomor — E. coli (Pfizer, USA)
borjigyomor — B. subtilis (Genencor, USA)
borjigyomor — Kluyveromyces lactis (DSM, NL)

NATURPHOSR (fitdz) Asp. niger — Asp. niger (genomba)

PURADAXR (mosészer celluldz)  Bacillus BCE103 — B. subtilis

CD-glikozil-transzferaz (ciklodextrin) Klebsiella pneumoniae — B. subtilis

5. Enzim fermentaciok

Tenyésztés

A mikrobidlis enzimek eldllitdsanak éltalanos technikdja a levegdztetett szubmerz fer-
menticid, emellett régi technolégiaként, vagy mds folyamatokkal Osszekapcsolva eléfordul-
nak feliileti, illetve SSF (solid state fermentation = szilard fazisi fermentacid) eljarasok is
(pl.: pektindzok, hemicelluldzok gyartasa mezdgazdasagi hulladékokon, korpan, répaszeleten,
stb.).

A szubmerz ferment4cion belill a szakaszos, ratdplalasos, folytonos technika egyardnt
eléfordul. Ennek megvélasztdsat a miiszaki paramétereken kiviil az anyagcsere is befolyasol-
ja: induktiv enzimek gyartdsandl az induktor bevitele rataplaldst igényel. Sok fontos enzim
nem konstitutiv, csak akkor termelddik, ha a mikroorganizmusnak sziiksége van ra. Alapeset-
ben az induktor maga a szubsztrit, ennek adagolasdval lehet kivaltani az enzim termelddését.
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Igy az amildzokat — keményitSvel, az invertizt — szacharézzal, a B-galaktoziddzt — laktoz-
zal a gliik6éz-izomerdzt — xil6zzal (xildn, korpa formdjaban) lehet indukalni.

A masik anyagcsere jelenség, amely a fermentacios technikdt is befolydsolja a katabolit
represszid. A sejtek a legkonnyebben hasznosithaté szénforrést, a gliikkdzt preferdljdk, ennek
jelenlétében az egyéb anyagcsereutakat ledllitjdk. Sok esetben a mikroba szaporoddsahoz
adott gliikéz lefékezi az enzim termelést. Ekkor a folyamatot tobb szakaszban hajtjuk végre, a
sejtszaporitds utdn olyan koriilményeket teremtiink, hogy gliikk6z hidnydban ne ndvekedjen,
hanem enzimet termeljen a tenyészet. Ezt tobbféleképpen is megoldhatjuk. Lehet példdul a
gliikézt olyan kis adagokban beadni, hogy a koncentracié folyamatosan a limitdl6 tartomany-
ban maradjon. Lehet ezen kiviil a mikroba szdmdra nehezen hozzéférhetd szubsztratot adni,
amit csak egy lassu enzimes bontds utan tud hasznositani (laktéz, keményitd, mannéz, glice-
rin, stb.), vagy adenil-cikldz reguldciés mutdnsokat izoldlni.

Az ipari enzimek olcsé tomegtermékek, igy a tervezok igyekeznek a késziilékek kapaci-
tdsdt a miiszakilag elérhetd maximumra novelni. Ez a kevert, levegdztetett fermentoroknal
tobb szaz kobméteres térfogatot jelent.

A levegdztetésre, oxigén elldtdsra nincs altaldnos szabdly, egyes enzimeket oxigén li-
mitben allitanak el6 (pl. gliik6z izomerdz, penicillin acildz), mdsoknal intenziv levegdztetés
sziikséges (pl. protedzok).

Feldolgozas

A tisztitas folyamatat az enzim forrasa, a fehérje tulajdonsdgai, és az alkalmazas koriil-
ményei hatdrozzdk meg. Célszerli minden tisztitdsi miivelet utdn vizsgédlni a kapott 6sszes en-
zimaktivitast (U) és a fajlagos aktivitast (U/mg). Az els6 valtozasabodl a kihozatalt, a masodik-
bdl a tisztitasi tényezdt hatarozhatjuk meg.

Az alapkérdés, hogy a termelt enzim a sejten beliil marad (intracelluldris) vagy a mikro-
ba kivdlasztja a fermentlébe (extracelluldris). Az elobbi esetben a sejttomeget fel kell tirni, ez
plusz egy bonyolult miivelet a feldolgozasi
technoldgidban. Ennek elkeriilésére célszerti
a fehérjét 1dgy manipuldlni, hogy egy
megfeleld indité szakaszt (szigndl peptid,
leader sequence) épitenek az elejére, aminek
segitségével az enzim a sejt sajit fehérjéihez
hasonl6an ki tud 1épni a sejtmembranon. A
homogén oldatb6l a célterméket, az
enzimfehérjét kell izoldlni a kivant formédban
és tisztasdgban. A fehérjék tisztitdsdnak
jellemzd miveletei:

Kicsapds - kis6zds, olddszeres kicsapds
(IEP)

Kromatogréfia — ioncsere, adszorpcids,
néha affin- és gélkromatografia

Ultraszurés — koncentralas, diaszurés
A teljes tisztasdg a nagy tomegben gydrtott
olcsé ipari enzimeknél nem kovetelmény,
csak a zavard idegen aktivitasoktol és gatld
anyagoktdl kell megszabadulni. Inert, aktivi-
tdssal nem rendelkezd fehérjék és mas anya-
gok jelenléte altaldban nem zavard. A végsod N T
formuldzasndl olyan enzim prepardtumot kell 3. dbra Folyékony enzim prepardtum gydri
létrehozni, amelyben biztositott az enzimak- kiszerelésben
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tivitdis megorzése a szavatossagi 1dOn beliil, masrészt a technolégidban valé felhasznélds
egyszerien, beméréssel vagy olddssal megvaldsithatd. A szilard preparatumok gyartasanal az
oldészer maradékdt szaritdssal (fluid dgyas, porlasztva szaritd, dobszaritd) tdvolitjdk el. A
kapott porszerti anyag tulajdonsdgait is be kell allitani granuldlassal vagy mikrokapszuldzassal
(a szall6 finom por allergiét, vagy mas megbetegedést okozhat).

A szilard termék eldallitasa koltséges, €s csokkentheti az aktivitast, emiatt inkabb
stabilizlt oldat forméjdban hozzak forgalomba az enzimet (3. dbra).

6. Ipari enzimek

Az ipari 1éptékben termelt enzimek szinte mind hidroldzok. Ezen beliil a szubsztratok
szerint célszerli csoportositani az egyes készitményeket.
» Szénhidritbont6 enzimek (ez a keményitdipar kapcsan is tananyag volt)
» Protedazok (pH optimumuk szerint ligos, semleges és savas protedzok)
» Lipazok

6.1. Amilazok

Az amildzok a keményité hidrolizisét katalizdljadk egyszeriibb cukrokkda. Az emberi
szervezetben amildzt taldlunk az emberi nyélban, ezzel kezdddik az emésztés folyamata. A
hasnyalmirigy szintén alfa-amildzt termel, amely a tdplalék keményit6jét di- és triszachari-
dokké bontja. A ndvények és mikroorganizmusok is termelnek amildzokat. Eppen a diasztiz
amildz volt az els6 enzim, amit Anselme Payen felfedezett és preparalt 1833-ban. Valamennyi
amildz az a-1,4-glikozidos kotéseket hidrolizalja.

A mikrobidlis enzimek az elsd nagy attorése az €élelmiszeriparban a korai 1960-as évek-
ben tortént, a glilkoamildz piacra vitelével, amely lehetdvé tette a keményitd lebontdsat glii-
koézza. Azoéta a gliikéz termelés teljes egészében atvaltott a hagyomdnyos savas hidrolizisrol
az enzimes hidrolizisre. Osszehasonlitdsképpen, az enzimes hidrolizis a g6z koltségeket 30, a
hamutartalmat 50 és a melléktermékek mennyiségét 90 szdzalékkal csokkentette a régi savas
eljarashoz képest.

1973 6ta a keményitd-feldolgozd ipar az enzimek egyik legnagyobb felvevd piacdva
notte ki magat. Az édesitd szirupok gyartdsanak minden fazisdban (folydsitds, cukrositds és
izomerizacid) enzimeket hasznalnak.

Az amildzok forgalma az enzim piac kozel 25 %-at teszi ki. Az iparban a mikrobidlis
amildzokat haszndljdk szélesebb korben, mivel sokkal stabilabbak, mint a novényi és allati
eredetli amildzok. A mikroorganizmusok hasznélatdnak nagy elonye a gazdasdgos tomegter-
melés, és a mikrobdkat egyszerlibb genetikailag manipuldlni.

A fontosabb amildzok:

6.1.1. oa-amildzok

o-amildz, foly6sité enzim: endo-amildz, a keményit6 ldncok belsejében, véletlenszeriien
az a(1-4)-glikozidkotéseket hasitja, a terméke amiléz szubsztrat esetén maltotriéz €s maltdz,
amilopektin esetén dextrin, maltéz és gliikkdz. A folydsitd nevet azért kapta, mert hatdsara a
nagyon viszkézus elcsirizesitett keményitd elfolydsodik, a bontdstol a viszkozitds dramaian
lecsokken. A keményitélanc tetszdleges pontjat képes megtamadni, ezért gyorsabban bont a
csak lancvégen dolgozé enzimeknél.

A hidrolizishez legaldbb harom egymas mellett all6 a(1-4)-kotésti D-gliikoz egységre
van sziikség. A hidrolizis sebességét vizsgalva az enzim a linedris amil6z lancokat hasitja a
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leggyorsabban. A bontas nagymértékben lelassul a szubsztrat polimerizaciéfokanak csokkené-
sével. Az amiléz lanc hidrolizise két szakaszbdl all. E16bb a kevéssé rendezett spirdlis szaka-
szokbol 6-8 gliik6zbodl all6 oligomerek képzddnek, majd ezek kisebb sebességgel malt6zza és
maltotri6zza hasadnak. Végiil a maltotrioz még lassabban tovabb hidrolizal6édhat maltdzra és
gliikozra. A képzodott termékek mind o-konfigurdcidban valnak szabadda. Az a-D(1-6)-os
eldgazdsokat is tartalmaz6 amilopektin enzimes hidrolizise hasonld, de két eldgazas kozott
csak akkor hasadnak fel az a(1-4)-es gliikozidos kotések, ha legalabb hat gliik6z egységbdl al-
16 linedris szakasz 4ll rendelkezésre. A teljes mértékii lebontaskor a maltéz és glilkéz mellett
5-15 gliik6z egységbdl 4116 €és 1-2 eldgazast tartalmazé oligomerek, Un. o-hatdrdextrinek is
keletkeznek.

' — glitkoamilaz
’ — a-amilaz
'. pullulanaz

s B-amilaz

@ Mem redukald lancvég
(0 Redukéldlancvég

4. dbra A keményitobonto enzimek tamaddspontjai

Az a-amildz az allatvilag alapvetd emésztdenzime, de eléfordul mikroorganizmusok-
ban, ndvényekben, gombakban is. Ipari szempontbdl azok a mikrobdk érdekesek, amelyek
extracelluldris enzimet termelnek:

* Aspergillus oryzae * Bacillus licheniformis
* Aspergillus niger * Bacillus amyloliquefaciens
*  Mucor nemzetség * Bacillus subtilis

A termel0 organizmusnak megfelelden sokféle enzimtipus létezik.

Bakteridlis a-amilazok: pl. B. amyloliquefaciens, B. licheniformis termeli. Igen magas
héfokon (90-105 °C) is haszndlhatdk, tobb 6rdig megdrzik aktivitdsukat. Aktivitdsukhoz, sta-
bilitdsukhoz Ca?* ionok jelenlétét igénylik. Mitkodésiik optimalis pH tartomanya 6.7-7.0 kozé
esik. Moltomegiik ~50 kDa, de hajlomosak a dimerizal6désra.

Penészgomba a-amildzok: a legjelentdsebb enzimforrdsok az Aspergillus torzsek (A.
oryzae, A. niger). Ipari célra altaldban az Asp. oryzae torzs éltal termelt készitményeket hasz-
naljak. Moltomegiik 50-60 kDa koriili, pH optimumuk 5-6 k6zé esik. Aktivitasuk 55-60 fokig
novekszik, efelett bomlanak. Ca?* és Na* ionokkal aktivalhatok.

Novényi a-amildzok: Ipari szempontbdl a maldtazott arpa a legfontosabb enzimforras.
A nem csirdztatott gabonaféléknek nincs 0-amildz aktivitdsuk. A maldta amildz optimélis re-
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akciokoriilményei a penész enzimekre hasonlitanak, annyi eltéréssel, hogy a pH optimum 4,7-
5,5 kozé esik.

Az amilaz termel6 Bacillus torzsek enzim termel6 képességének javitdsdban a klasszi-
kus indukalt mutaciés-szelekciés modszerek is jelentds eredményeket hoztak, a kinyert aktivi-
tas 50-100-szorosara ndvekedett.

Az amildzok fermentdcios eldéllitasandl két alapvetd anyagcsere szabdlyozasi mecha-
nizmust kell szem elott tartani. Az amilaz induktiv enzim, termel0dését a szubsztrattal, azaz
keményitovel lehet indukdlni. A masik a katabolit represszid, azaz gliik6z jelenlétében nem
indul meg a keményitd hasznositds. A fermentacid sordn tehdt a kezdeti gliik6z szénforras el-
fogyasa utdn keményitd adagoldsaval indithatjuk el az enzim termelést.

A technoldgia tehét ratépldldsos szakaszos fermentécid, nagy térfogatd (100-150 m3),
levegdztetett fermentorokban.

Felhaszndlds

Az a-amildzokat sok ipardgban alkalmazzak, csak felsorolasszertien:

Keményitdipar, a keményitd lebontdsa maltodextrinekké, gliikk6zz4, izocukorré (Terma-
myl, 1d. késébb).

Soripar, gabonaszesz gyartasa, a maldta aktivitdsanak kiegészitésére

Textilipar, irtelenités - a szdlakat a technoldgia egyik fazisdban keményitd bevonattal
védik, késObb ezt emésztik le az enzimmel. Az irtelenité enzim eldszor a maldta volt, majd
1917-ben probaltak ki az elsd baktérium amildzt. Majd 1950-ben a NOVO-NORDISK hozott
forgalomba egy olcsé, stabil, kemikélidkra nem érzékeny, nagy aktivitasa B. subtilis enzimet
AQUAZYM néven. A tovibbfejlesztés sordn a B. stearothermophilus enzimét valasztottak,
mert nagy a hdstabilitasa és széles a pH optimuma, de a torzs kis mennyiségli enzimet termelt.
Ezért az enzim génjét B. licheniformisba klénoztdk (nem patogén, maga is amildz és protedz
termeld), ez az djabb termék az AQUAZYM ULTRAR,

Mos6- €s tisztitoszerek: a mosdszerek detergens tartalma a csak zsiros jellegli szennye-
zések eltavolitdsara alkalmas. Mds anyagi szennyezések, fehérjék €s szénhidratok esetében
nem hatékonyak. A ruhanemii és az edények viszont rendszeresen szennyezOdnek étellel és a
testfeliilet anyagaival — ezek foként fehérjébdl és keményitobdl dllnak. Ezért a megfelel? tisz-
titdshoz fehérje- és sz€nhidrat bont6 enzimeket is adagolnak a termékekbe.

6.1.2. Maltamildzok

6.1.2.1. [F-amildz

Ez az enzimcsoport a keményité lancok nem redukdl6é végérdl maltéz egységeket (glii-
ko6z(1-4)gliik6z diszacharidokat) vag le. Legrovidebb szubsztratja a maltotetradz (4 gliikkéz
egység), a maltotridzt csak nagyon kis sebességgel bontja.

Az a- és B-amildzok nevében a gordg betiik nem a szubsztrat molekuldra utalnak, hi-
szen mindkét enzim a keményit6 a(1-4)-es gliikkozidos kotéseit hidrolizédlja, hanem a termékek
térallasara. Az a-amildzokndl a lanchasitds utdn a redukdl6 lancvégén all6 pirandz gytiris glii-
kéz -OH csoportja marad o (axidlis) térallasd, a B-amildzokndl viszont a keletkez6 malt6zé [3
(ekvatoridlis) helyzetii. Ez természetesen csak a keletkezés pillanatdban igaz, oldatban azon-
nal megindul a mutarotacié és lassan kialakul a két forma egyenstlyi 0sszetételii keveréke.

Az a- és [3-dextrinek elnevezése a létrehoz6 enzimek specifitdsabdl vezethetd le. Az -
amildzok termékei az a-dextrinek, olyan kis oligoszacharidok, amelyeknél a redukal6 lancvég
o térallasu, €s csak egy-két elagazds van a molekula belsejében. Mivel az a-amildz vagasdhoz
legaldbb hat egységnyi linedris szakasz sziikséges, az eldgazdsi pontokndl még legalabb
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harom gliik6znyi lancvég marad. Az a-amildz egyardnt megroviditi az eldgazd cukorldncok
redukalé és nem-redukalo szdrait, igy az a-dextrinek Y vagy K alakdak.

A [B-dextrinek, masnéven hatardextrinek a maltamildzok vagy amilogliikoziddzok hata-
sara jonnek 1étre. Ezek az enzimek csak a nem-redukdlé végek feldl kozelitik meg az elagaza-
si pontokat, de a redukdl6 oldalra nem tudnak atlépni, az a szerkezeti rész érintetlen marad.
Ezek az enzimek dnmagukban csak az amil6zt tudjdk teljesen lebontani, az amilopektin bon-
tasa az elso elagazasndl ledll. A keményitd szemcse réteges szerkezetét tekintve lathatd, hogy
igy csak egy-egy zonat lehet lebontani, az amorf rétegek elagazo fiirtds szerkezete valtozatlan
marad. Nagy dextrin molekula keletkezik, amely ldncai végén valtozatlanul tartalmazza az
Osszes (1-6) kotést. Ezért a teljes hidrolizishez az amildzok kombindlt alkalmazdsara van
sziikség.

crystalline/ 1|
lamellae | i

amorphous 1
lamellae

amarphous growth ring

5. dbra A keményitészemcse szerkezete

A B-amildzok elsésorban a magasabb rendii novényekben fordulnak eld, de szamos
mikroorganizmus is termeli. Kristdlyos forméban is eldallitottdk gabonafélékbdl (buza, arpa,
malatazott arpa, rizs) valamint sz9jabodl és batatabol (édesburgonya). A mikrobak kozétt jelen-
tds mennyiségli extracelluldris amildzt termel a Bacillus polymyxa, B. megaterium, B. cereus,
B. circulans, valamint néhany Streptomyces és Pseudomonas faj. A kiilonbozo eredetii enzi-
mek tulajdonsigai jelentdsen eltérnek. A novényi enzimek molekulatbmege nagy, 80-250
kDa, mig a baktériumoknal csak 35-60 kDa. A pH optimum is eltér6, 4,8-5,2 illetve 6,0-7,0
kozé esik. A homérséklet optimum viszont hasonld, 45-55 °C. Aktivitdsuk tovdbb nd 60-65
fokig, de ezen a héfokon mar gyorsan inaktivalédnak.

Felhaszndlds

Igen nagy mennyiséget hasznalnak fel malata formajaban a sorcefrézésnél és a gabona-
szesz gyartdsanal. Régebben a tisztitott enzim preparatumot is ebbdl az olcsé alapanyagbdl
nyerték ki. Manapsdg els6sorban B. polymyxa fermentacidjdval allitjak el6. Az élelmiszeripar
szamdra nagy tételben allitanak el malt6z szirupot (HMS = high maltose syrup) keményito-
bdl. Ennek megvan az az eldnye a tobbi cukor oldathoz képest, hogy h6 hatdsara nem barnul,
nem karamellizal6dik.

6.1.2.2. Maltogén a-amildzok
Ezek az enzimek az elébbiekhez hasonléan maltéz egységeket vagnak le a keményitd
nem-redukal6 lancvégérdl, de a termék téralldsa o marad. A két maltéz izomer kozotti kii-
lonbség oldatban fokozatosan eltiinik a mutarotacio jelensége miatt, a két forma egymasba at-
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izomerizalodik, €s egyensulyi Osszetételll elegyiik alakul ki. A mechanizmusnak megfeleléen
az a-malt6z mellett B-hatardextrinek keletkeznek.
Az iparban altaldban penész eredetli enzimeket haszndlnak.

6.1.3. Amilogliikoziddz, gliikoamildz

Az amilogliikoziddz (szinonim nevei gliikkoamildz, y-amildz) exoenzim, a keményitd
nem redukalé végeirdl (3 konfiguraciéju gliik6z molekuldkat valaszt le. Specifitdsa nem toké-
letes, az a(1-4) kotések mellett hidrolizdlja az a(1-6) és a(1-3) kotéseket is, de nagysagren-
dekkel lassabban. Igy, ha lassan is, de Gnmagdban is képes a keményité teljes elbontésdra glii-
kozza. A gyakorlatban a hidrolizisidd lerdviditése érdekében mégis az a-amildzzal eldbontott
keményitd tovabbi bontdsira alkalmazzak. A reakcidsebességek Osszehasonlitdsabdl kitlinik,
hogy minél rovidebb a cukorldnc, anndl lassabban megy hidrolizis (2. tdblazat).

2. tabldazat Amiloglikoziddz hidrolizis sebességének
osszehasonlitdsa kiilonbdzo szubsztrdtokkal

Szubsztrat (kotés) Reakcidsebesség, %
maltopentdz (1-4) 100
maltotetradz (1-4) 77
maltotridéz (1-4) 36
maltoz (1-4) 10
izomaltopent6z (1-6) 2,3
izomaltotetradz (1-6) 1,5
izomaltotrioz (1-6) 0,8
izomalt6z (1-6) 0,13
panoz (1-6) 7,3
niger6z (1-3) 0,11

Amiloglikoziddzok az 4llati szovetekben (mdj, vékonybél), élesztd és penészgombak-
ban, valamint baktériumokban egyarant el6fordulnak. Ipari szempontbdl is a legjelentdsebb
enzimforrds az Aspergillus niger, emellett gyartjdk Asp. awamori, és Rhysopus nigricans tor-
zsekkel is.

A gliikkoamilazok gliikkoproteinek. Az Aspergillus niger enzime jelentds mennyiségi
manndzt tartalmaz. A torzs két izoenzimet termel, nagyobb mennyiségben a 97 kDa méltome-
glit, kisebb mennyiségben a 112 kDa-osat. Stabilis mikodési tartomanyuk 40-60 °C kozé
esik, efolott ez az enzim is gyorsan inaktivalodik. A pH optimum 4,5-5,0, a két izoenzim izo-
elektromos pontja 3,4 és 4,0.

A penésztorzsek szubmerz tenyésztése kiszoritotta a régebben (1970 eldtt) még alkal-
mazott feliileti technoldgidkat. Az enzim indukcid €s a katabolit represszié ennél a technoldgi-
anal is mikodik. Gliikoz, laktéz, de még a glutaminsav jelenléte is fékezi az enzimtermelést.
Ezért célszerii a folyamat sordn szénforrast cserélni, a glilkéz utdn keményitét és/vagy
dextrint adagolni. A fermentacids id6 a fonalas gombdkndl megszokott 4-5 nap, de rataplala-
sos technikdval 10-12 napig is elnytjthato.

Felhaszndlds

Iparban az elfolydsitott keményitd cukrositdsara hasznaljak. Fo alkalmazasi teriilete a
bakteridlis a-amildzzal egyiitt a keményitobdl kiindul6 enzimes gliikkéz gyartas. A gliik6z az
élelmiszer és fermentdcids ipar fontos alapanyaga és kozbensd terméke (izocukor gyartas,
szorbit gyartas, fermentacids technoldgidk szénforrdsa, szeszgydrtas). A glikkoz gydrtason ki-
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viil felhaszndljak kiilonleges 0sszetételli keményitdszirupok €s diabetikus készitmények eldal-
litasara, a sorlét zavarossa tevo dextrinek eltavolitasara.

6.1.4. Pullulandz, izoamildz

A pullulandz (EC 3.2.1.41) egy amilolitikus gliikandz enzim, amely az (1-6)-a-D-gliiko-
zid kotések hidrolizisét katalizdlja a pulluldnban, amilopektinben és glikogénben, és ezek a-
és B-hatardextrinjeiben (debranching enzyme = eldgazdst megsziintetd enzim).

A név onnan szarmazik, hogy eredetileg a Pullularia pullulans nevli mikrobaban fedez-
ték fel. A torzs tartalék tdpanyaga a pulluldn, ami a(1-6) kotésekkel polimerizélt gliikk6z. En-
nek visszabontdsara, mobilizdldsara termeli a pullulanazt.

A késobbiekben a Klebsiella aerogenes (mai nevén: Aerobacter aerogenes) éltal termelt
enzimet vizsgaltak, termelték, és engedélyezték élelmiszeripari célokra.

Emellett szamos olyan torzsben is kimutattak, amelyek egyéb amildzokat is termelnek.
gy megtalaltak élesztékben, a prokariétik kozott pedig Pseudomonas, Streptomyces, Clostri-
dium és Bacillus fajokban. Ez utébbiak koziil sokat foglalkoztak a B. cereus, B. acidopulluly-
ticus, B. stearothemophilus, B. circulans, B. polymyxa, B. sectorramus, B. cereus enzimeivel.
Mivel az izoamildzokat rendszerint mas enzimekkel, dltaldban amilogliikoziddzokkal egyiitt
alkalmazzak, az ipari technolégidkhoz célszerli olyan enzimeket védlasztani, amelyek pH és
homérséklet optimuma azonos vagy nagyon kozel dll egymdshoz. A glilkoamilaz miikodési
paraméterei 50-60 °C és pH=4,5-5,0. Tehat a semleges vagy gyengén ligos kozegben milko-
do6 izoamildzok nem jonnek szdmitdsba. A savas tartomdnyban mikodik viszont a Pseudomo-
nas amyloderamosa, a Bacillus acidopullulyticus €s a Bacillus sectorramus enzime. Ezek ko-
ziill 1s a magasabb homérsékleten aktiv enzim alkalmazasa eldnyds. Mivel a termeld organiz-
musok produktivitdsa vagy mas tulajdonsdgai nem mindig megfeleldk, ilyenkor célszert a jo-
nak bizonyult enzim génjét inkdbb mds fajba klénozni és igy megoldani a gyartast. A B. subti-
lis emberekre nem patogén és nem toxikus, €s haszndlata a multban élelmiszeripari enzimek
termelésében biztonsdgosnak bizonyult. Ezért gazda szervezetiil egy genetikailag mddositott
B. subtilis torzset vélasztottak, amely nem sporaképzd, protedz-hidnyos, amildz negativ és sur-
factin negativ. Ebben expresszéltdk a B. acidopullulyticus-bdl szarmazé pullulandz (pulC)
gént. Ez a génmanipulalt B. subtilis éltal termelt pullulandz megkapta a GRAS (generally rec-
ognised as safe) minOsitést. A génmanipuladcidval azt is elérték, hogy az eredetileg induktiv
enzimek (induktor: pulluldn, izomalt6z) konstitutivva véltak, az enzimtermelés alland6an fo-
lyik.

Felhaszndlds
Az eddig targyalt amildzok egyike sem volt képes az amilopektin eldgazdsaindl taldlhaté az
a(1-6) kotések elfogadhatd sebességli bontdsdra. A pullulandzt és a hasonld enzimeket éppen
erre hasznéljak. Hatdsara az eldgazasok eltlinnek, minden dextrin linedrissa vélik és ezzel az
exoamildzok teljesen le tudjédk bontani a keményitot. Az eldgazds-bontd enzimeket a hidroli-
zis masodik szakaszdban, az amilogliikoziddzzal egyiitt alkalmazzak.

6.1.5. Gliikoz és izocukor elodllitds

A keményitobdl sok értékes termék allithato eld. Ezen a téren komoly munkat fektettek
egyrészt az enzimek kutatdsdba, masrészt a technoldgiai folyamatok fejlesztésébe. Az enzi-
mek idedlis katalizatorok a keményitdiparban hatékonysaguk, specifitdsuk és az enyhe reak-
cidkoriilmények (hdmérséklet, pH) miatt. Ilyen koriilmények kozott kevesebb melléktermék,
kellemetlen iz és szinanyag képzddik. Emellett az enzimes reakcidk konnyen szabdlyozhatok
és a kivant konverzi6 elérésénél leallithatok.
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Idérendben az elsé enzim készitmény a glilkoamildz volt, ami teljesen lebontja kemé-
nyitot gliik6zza. Megjelenése utdn a teljes keményitd ipar teljes egészében atvaltott a hagyo-
manyos savas hidrolizisr6l az enzimes hidrolizisre. Az j technoldgia tisztabb terméket, na-
gyobb hozamot és konnyebb kristdlyositast eredményezett.

A maésodik 1épés 1973-ban a rogzitett gliikoz izomeraz megjelenése volt, amely lehetové
tette a nagy frukt6z tartalma szirup (HFCS = high fructose corn syrup, magyar neve: izocu-
kor, izoszorp) ipari gyartasat. Ez volt az a nagy 4ttorés, ami egy tobb millidrd dolldros iparag,
a HFCS termelés sziiletéséhez vezetett az USA-ban.

6.1.5.1. Enzimekkel modositott keményitok

Megfelel6 enzimek €s a megfeleld reakcidokoriilmények kivalasztasdval a keményitobol
sokféle értékes termék allithato eld, amelyek az élelmiszeripar szinte barmely konkrét igényét
ki tudjék elégiteni. A kiilonb6z6 Osszetételd, illetve fizikai tulajdonsagu szirupokat és médosi-
tott keményitoket sokféle élelmiszer, tiditOk, cukrdszdai, husipari, siitdipari termékek, fagylal-
tok, martasok, bébiételek, befottek, lekvarok gyartasanal hasznaljak fel.

A hidrolizélt keményitot sok fermentacids tdpoldatban haszndljdk, mint kénnyen meta-
bolizdlhat6 cukrot. Viszonylag olcsé szénforrasként alkalmazhaté ipari alkohol, primer meta-
bolitok, enzimek eldallitisdhoz.

6.1.5.2. Gliikoz szirupok igény szerint

Gliikéz szirupokat kiilonb6z6 ndovényekbdl (biza, kukorica, tapidka, manidka és burgo-
nya) kinyert keményito hidrolizisével kapunk. A hidrolizis médja és mértéke alakitja ki a vég-
sO szénhidrat Osszetételt, ezaltal az anyag funkciondlis tulajdonsigait. A hidrolizis mértékét
altalanosan a dextréz egyenértékkel jellemzik.

A dextréz (gliikéz) egyenérték a cukrok redukdld képességén alapul. A gliikkdz aldehid
csoportja miatt onmagédban egy redukdlé cukor. Viszont a keményito lancaba épiilve az (1-4)
kotések miatt elveszti redukdld képességét, csak a lanc egyik végén (=redukdld lancvég) 1€vo
egyetlen gliik6z képes redukdlni. A hidrolizisnél forditott folyamat megy végbe: a keményitd
molekula minden hasitdsdndl két lancvég, egy redukdl6 és egy nem-redukald vég jon létre. Igy
a redukdl6é csoportok szamédnak novekedésével jellemezhetjiilk a folyamat elére haladésat.
Definici6:

DE =100 elbontott glikozid kotések szdma
kezdetben jelen volt dsszes glikozid kotések szdma

DE =100 redukal.o cukor, glukozban lflfejezve
teljes szénhidrat mennyiség

Ertéke tehdt a kiinduldsi keményiténél gyakorlatilag nulla, a teljes bontdsnal, amikor
mar csak szabad gliik6z van jelen, 100. Egy malt6z oldat DE értéke értelemszertien 50. A DE
forditott ardnyossdgban all az oligoszacharidok polimerizaciés fokdval: atlagos tagszam =
100/DE.

Az iranyitott enzimes hidrolizissel j6l meghatarozott cukor spektrumu hidrolizatumok
allithatok eld. Az elcukrositott levek Osszetételét kromatogréafids technikakkal analizdljak. A
HPLC és GPC (gélpermeacios kromatografia) elemzések megadjak az oldat molekulatomeg-
eloszldsit és a teljes szénhidrit-osszetételt. Igy pontosan jellemezhetd és szabvanyosithaté
egy termék, példaul a maltéz szirup (HMS=high maltose syrup) Osszetétele €s tulajdonséagai.
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Ezek a médszerek pontos Osszeté-

Starch
telt adnak, de a gyakorlat szem- ‘L
pontjabdl a mindsitéshez sokszor
elegendd kozvetett paraméterek, Slurry preparation

mint példaul a viszkozitds méré-
se.

6.1.5.3 Technolégia Liquefaction Naasaneioe

A modern enzimes milvele-
tek a kukorica nedves Orléses fel-
dolgozdsi technolégidjaba épiil- polanse
nek be. Bar ez mar kiforrott tech-
noldgia, még mindig folynak ku-
tatdsok az enzimes datalakitds ki-
hozataldnak €és hatékonysagéanak Purification Glucose syrups
javitasa érdekében.

A keményitd feldolgozasa-
nak a f6 1épéseit a 6. dbra mutatja St
be. Az enzimes 1épések az aldb-
biakban keriilnek bemutatasra.

Saccharification

Maltase syrups

Mixed syrups

Isomerization

Foly6sités m Fristass sy

A legelterjedtebben felhasz-
nalt nyersanyag a kukorica kemé-
nyitd, ezt koveti a buza, a 6. dbra A keményitd feldolgozdsdnak a f6 lépései
tdpioka és a burgonya. Mivel a
nativ keményitd az alfa-amildz hatdsdra csak lassan bomlik le, a 30-40% szdrazanyag tartalmu
szuszpenziét elébb a homérséklet emelésével elcsirizesitik. A hozzdadott hdstabil bakteridlis
alfa-amilaz megkezdi a keményitd ldncok darabolasat (folyositds), ezzel a tovabbi enzimes
bontast is lehetdvé teszi.

A miivelet kivitelez€sét mechanikailag is ki kell dolgozni, mert a csirizes keményitod
szuszpenzié rendkiviil viszkézus, a szokdsos keverdk a szokdsos teljesitményfelvétellel nem
képesek dtkeverni a reaktort. A keverd rendszert inkdbb dagasztdsra kell méretezni, mint ke-
verésre. A folydsitds miivelete onnan kapta nevét, hogy ez az Oridsi viszkozitds az enzim hoz-
zéaddasdra rovid 1do6 alatt (0,5-1 perc) dramaian lecsokken, a keményitd ,.elfolydsodik”. A ke-

E 3
Starch water 30-35% dry matter To saccharificztion

pH =456

0.4-0.5 kg

Stearn

95°C {203 °F)/ 2 hours

> .
Lo L
! )
»
v Steam
/ 'l( . 105 NGRS inutes
»

Jet cooker

7. dbra A folydsitds berendezései
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verOs (szakaszos vagy folyamatos lizemil) reaktorok alkalmazédsit meg lehet keriilni, ha foly-
tonos iizemben goézinjektoros fiitést (jet cooker) alkalmaznak.

A legtobb lizemben a keményitd elfolydsitasa egyszeri enzimadagoldssal, gézinjektoros
ftéssel zajlik (7. abra). A hdstabil alfa-amildzt hozzdadjak a keményitd szuszpenzidhoz, azu-
tdn ezt szivattydval dtnyomatjak a gdzinjektoron. Itt éles g6zt nyomatnak a folyadékba, ami
lekondenzadlva felemeli a hdmérsékletet kb. 105 fokra. Az elegy ezutdn egy hdszigetelt csoki-
gyon halad keresztiil — ez a hdntartdsi szakasz — ahol az 5 perces tartozkodasi id6 elégséges az
elcsirizesitéshez és elfolydsitashoz. A részben elfolydsitott keményitd szuszpenzidt egy ex-
panzids szelepen keresztiil atmoszférikus nyomésra engedik ki. Ennek sordn a folyadék egy
része elparolog, fétomege pedig 90-100 °C-ra hiil. Ezen a hdmérsékleten kevertetik tovdbb
egy-két 6rdn at, amig az enzimes hidrolizis el nem éri a tervezett DE értéket.

Az enzim hidrolizdlja az elcsirizesitett keményité a(1,4)-glikozidos kotéseit, ezaltal
gyorsan csokkenti a viszkozitést, és a-dextrinek keletkeznek. A folyamatot ezen a ponton meg
lehet allitani, és az oldatot tisztitds utdn bepdrolni. A maltodextrineket (DE 15-25) reoldgiai
tulajdonsdgaik miatt az élelmiszeriparban hasznéljak. Edeskés izii funkciondlis osszetevék,
toltd és siiritd anyagok pasztidkban, bébiételekben, sz6szokban, martdsokban, ragasztok a le-
vesporokban és instant élelmiszerekben, stb.

Cukrosités

A maltodextrineket tovdbbi enzimes (gliikkoamildzos, pullullandzos) hidrolizissel a
kiilonboz6 édes szirupokkd lehet alakitani. Ezeket a dextr6z ekvivalensiik szerint kiilonb6zd
csoportokba lehet sorolni: DE= 40-45: maltéz, 50-55: nagy maltéz tartalmu (high maltose), és
55-70: nagy konverzidju (high conversion) szirup. Tobb enzim kombinicidjaval (béta-amilaz,
gliikoamildz, és pullulandz, mint eldgazast bonté enzim) kozepes konverzidju szirupot is eld
lehet éllitani, amelynek maltdz tartalma kozel 80%.

A maltodextrin fazist6l glilkoamildz €s eldgazast bonté enzimek segitségével a legtobb
keményité-nyersanyag (kukorica, buiza, burgonya, tdpidka, arpa, és a rizs) gyakorlatilag telje-
sen elhidrolizalhat6é 95-97%-os gliik6z tartalomig.

Az enzimgyartok eleve tobbféle enzimet tartalmazd, k6zos optimumu preparatumot for-
galmaznak, pl. a DEXTROZYME amiloglikozidazt és eldgazasbonté enzimet tartalmaz, ame-
lyeknél a komponensek pH és homérséklet optimuma nagyon kozel 4ll egymdshoz. Ennél a
terméknél a miikodési paraméterek: 55-65 °C és pH=4,0-5,0. Az enzim mennyisége és a sziik-
séges reakcidido forditottan ardnyos egymdssal, sok enzimmel 18 6ra alatt el lehet érni a kb.
98%-o0s hidrolizist, kisebb beméréssel viszont 48 6ra is sziikséges lehet.

A cukrositasnal célszerli meghigitani a 30-40%-os dextrin oldatot, mert ilyen nagy kon-
centracioknal mellékreakcidk 1éphetnek fel. Ha az amildzok ,,nem taldlnak elég vizet” a hidro-
lizishez, akkor a levett cukrot viz helyett egy masik oligoszacharidhoz kapcsoljék, ezaltal szo-
katlan szerkezetli oligoszacharid melléktermékek jelennek meg.

A kapott gliikkéz oldatot a felhaszndlasi cél szerint tisztitjak, elsésorban adszorpciés mii-
veletekkel. A tiszta glilkéz monohidrat formdjaban kristalyosithatd. A beparlas és a kristalyo-
sitds energiaigényes mivelet, ezért gazdasadgosabb a gliikkdzt tomény oldat, szirup formdjéban
értékesiteni.

A gliikdz gyartas olyan nagy tizemméretben folyik, hogy minden technolégiai 1épésben
a gazdasidgosabb folytonos mikodtetésre torekednek.

A gyartds kihozatala és a termék tisztasdga a novényi nyersanyagtol fiigg, a keményito-
re nézve 90-99% kozé esik.
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6.2. Gliikoz-izomeraz (xil6z-izomeraz)

A gliik6z gyartdsa mind agrotechnikailag, mind technolégiailag gazdasdgosabb, mint a
szachar6zé. Van azonban egy nagy hatranya, mégpedig az, hogy az édesitd hatdsa joval
kisebb. Emiatt ugyanolyan édességhez joval tobbet kell az élelmiszerekbe adalékolni, mint a
répacukorbdl. Ez egyrészt gazdasagi kérdés, mert a tobb gliik6z nagyobb koltséget is jelent,
masrészt egészségiigyi kérdés, mert megnovelt cukorbevitel hosszu tdvol komoly egészségi
karosodasokat okoz. Ezért keresték a megoldast, hogy hogyan lehetne az édesitd értéket
megnovelni. Megéllapitottak, hogy a szachar6z masik komponense, a fruktdz édesebb az
elobb emlitetteknél, az édesitd értékek ardnya: gliik6z : szachardz : fruktéz =0,6 : 1 : 1,5.

6.2.1.1. Izomerizdcio

Kézenfekvonek latszott, hogy a gliikozt egy izomerizaciés reakcidban ét kellene alakita-
ni frukt6zza. Erre tobb enzimes reakcidutat is taldltak, de a technikai-gazdasigi problémdk
(arzenat kofaktor, alacsony hdfok) miatt végiil egy viszonylag rossz konverzidju enzimet, a
xil6z izomerazt alkalmazzdk vilagszerte. Az enzim eredetileg xil6z izomeraz, de az egy szén
atommal hosszabb hexézokkal is végrehajtja ugyanazt a konverziét. Az enzim eredeti funkci-
6ja abban is megmutatkozik, hogy termelddését a xilanok (xil6z polimerek, korpdban, flirész-
porban, fas anyagokban taldlhatdk) indukaljak.

A szokdsos 60 °C koriili homérsékleten az elméleti egyensily kozel 50-50%-os kon-
centracié aranyndl van. Az egyensuly viszont csak hosszu reakci6idd utdn all be, ezalatt pedig
melléktermékek (pl.: pszikoz) keletkezésével kell szamolni. Ennek elkeriilésére €s a kihozatal
javitasara a reakci6idot leroviditik, a konverziot csak kb. 43%-os fruktéz tartalomig vezetik.

6.2.1.2. Mikroorganizmusok

Az enzimet sokféle mikroorganizmusban azonositottdk, szinte minden gyarté a sajat
izolalasu nemesitett torzsét hasznédlja. K6zos vondsa a fejlesztésnek, hogy az eredetileg
induktiv enzimek génjeit dthelyezték a konstitutiv génallomanyba.

> Bacillus coagulans (Sweetzyme, NOVO, DK)

> Actinoplanes missouriensis (Maxazyme, DSM, NL)

> Streptomyces rubiginosus (Optisweet22, Miles-Kali Chemie)
> Streptomyces phaeochromogenes (Sweetase, Nagase, J)

> Arthrobacter (ICI)

Az izomerdzok intracelluldrisan termel6dnek. A hasznositand6 xildn poliszacharid nem
1ép be a sejtbe, de hidrolizisterméke, a xil6z igen, és ezt a sejten beliil izomerizdlja az enzim.
A sejtfeltards, enzimizoldlds nehézkes mivelet, még nagyobb probléma az izolalt enzimek
bomlékonysdga. Emiatt kiillonb6zé immobilizdciés mddszerekkel rogzitik az enzimeket.
Hasznélnak rogzitett sejteket, sejtfeltards utdn a tormelékkel keresztkotott enzimeket formu-
lazott tolteteket is.

A NOVO Bacillus coagulans folytonos fermentéicidjdban a megfeleld enzimtermelés ér-
dekében Co és Mg ionokat adagolnak a tdpoldatba. A katabolit represszidval itt is szamolni
kell, a termelési szakaszban gliik6z és oxigén limitet kell fenntartani. A koézeg pH-ja a Bacil-
lus fermentacidknal szokasos 7,5-8.
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6.2.1.3. Konverzio

Az izomerizalasra keriilo gliikdz szirupnak tisztdnak kell lennie: szlirés és aktiv szenes
kezelés vagy ioncserés tisztitds sziikséges. Ha az amildzok kalcium igénye miatt az oldat Ca
ionokat tartalmaz, azt el kell tdvolitani, mert ezek az ionok mérgezik az enzimet. A Mg ionok
viszont éppen ellenkezdleg, stabilizaljak és aktivaljdk az enzimet. Az oldott oxigén jelenléte
inaktivdlja az enzimet és fokozza a melléktermékek képzodését. Emiatt a meleg cukoroldat-
ban amugy is rosszul old6d6 oxigén nyomait natrium-metabiszulfittal tavolitjak el.

Az izomerizécids reakciot oszlopba toltott immobilizalt enzimekkel hajtjdk végre. A re-
akcié optimadlis pH-ja 7,5 vagy efelett, a hdmérséklet 55-60 °C. E koriilmények kozott nagy
az enzimaktivitds, a mikrobidlis befert6zodés esélye kicsi €s az enzim stabilitdsa is még
megfeleld. Ugyanakkor a gliikkéz és fruktéz meglehetdsen instabil, és konnyen &talakul,
szerves savak és szines melléktermékek keletkezhetnek. Ezt tgy csokkentik, hogy mini-
malizaljak a reakci6idot, a cukrok csak annyi id6t toltenek e reakcidkoriilmények kozott, amig
az oldat atfolyik az immobilizalt izomerazt tartalmazé oszlopon. Az enzimet szemcsékben
rogzitik, igy toltik az oszlopba. A szemcsék elég merevek ahhoz, hogy ne roppanjanak dssze a
nyomadskiilonbségtdl, és ne zarjak el a folyadék utjat. A folyamat kis mennyiségli hot termel,
amit folyamatosan el kell vezetni a rendszerbdl.
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8. dbra Izoszorp elddllitdsa
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A rogzitett enzim idOvel veszit aktivitdsdbol. Manapsdg a kereskedelmi gliik6z izomera-
zok aktivitdsanak felezési ideje ipari koriilmények kozott 200 nap koriil van. Az enzimtoltet
hatékonysdgat minden reaktorndl az elfolyénal optikai szenzorokkal folyamatosan mérik.

Az aktivitas csokkenése miatt az oszlopreaktor konverzidja idében valtozik, igy nehéz
lenne fenntartani az dlland6 frukt6z koncentraciot a termékben. Le kellene lassitani az dramlé-
si sebességet, ami viszont a melléktermékek keletkezésének kedvez. Ennek elkeriilése érdeké-
ben sok oszlopot miikddtetnek egyiitt dsszekapcsolva. Egy gyengébb és egy aktivabb toltetet
sorba kotve kozel dllandésult mitkodést lehet elérni. Az USA-ban haszndlatos oszlop jellemzd
atmérdje dltaldban 0,6-1,5 m, és tipikus dgymagassaga 2-5 m. Egy naponta tobb mint 1000
tonna izocukrot eld4llit6 iizem legalabb 20 egyedi reaktort hasznal.

A kilépd cukorelegy szazalékos Osszetétele jellemzoen 53 : 42 a gliik6z javdra, a tobbi
melléktermék. Ez még mindig nem potolja tokéletesen a megszokott szachar6zt. A 1€ tovabbi
feldolgozasa sordn adszorpcids lépésekkel megtisztitjdk, majd egy specidlis kromatografids
miuvelettel részlegesen elvdlasztjak a gliikozt és a fruktdzt.

Az elvélasztasra kalcium ionokkal telitett er0s kationcseréld gyantat, pl.: DOWEX MO-
NOSPHERE 99-et haszndlnak. Az elvdlasztds mechanizmusa 0sszetett. Egyrészt az oldott l-
lapotban levd cukrok -OH csoportjai kdlcsonhatdsba 1épnek a gyantan levo kalcium ionokkal
(kelatképzés). A fruktéz és gliikdz elvalasztasa azon alapul, hogy, hogy a fruktéz/kalcium ion
komplexben erdsebb kolcsonhatds jon 1étre, mint a gliitkéz/kalcium ion komplexben. Az elvé-
lasztds mechanizmusat ligandcserés kromatografidnak is nevezik. Masrészt méretkizarasos
kromatogréfia is megvaldsul, mivel a nagyobb molekuldk, mint a tri-, tetra- és nagyobb mére-
tl oligoszacharidok, fizikailag nem férnek be a gyantdban taldlhat6 polisztirol lancok kozotti
legkisebb nyildsokba. Fruktdz tisztitas esetén a méretkizarasos kromatografia a ligandcserés
kromatogréfidval egyiitt, pirhuzamosan jatszodik le. A szirupban levo oligoszacharidok a
gyanta gyongyokon kiviil maradnak, igy elsoként érnek az oszlop aljéra.

Az elvdlasztashoz igen nagy oszlophosszra van sziikség (~10 m), ezért nem egy kolon-
naval, hanem tobb, rovidebb oszlop 0sszekapcsoldsaval, az 4.n. szimuldlt mozg6 dgyas (simu-
lated moving bed = SMB) technikaval hajtjak végre. A kapott frakciok igy sem tisztdk, mind-
kettd tartalmaz mintegy 10%-ot a masik cukorbdl is. A gliikk6z dramot visszavezetik az izome-
riz4cidra, a fruktéz dramot pedig tobbféleképpen is fel lehet hasznélni. Lehet tovabb tisztitani
a fruktozt, tetszlleges tisztasagig, lehet ebben a 90%-os formaban értékesiteni, de a legna-
gyobb részét az izomerizaciébol kapott 43%-os elegyhez keverik ugy, hogy a fruktéz arany

}

42% fruktoz 00% fruktoz
53% gliikoz 10% gliikéz
g Elvalasztas > Keverés
>% fruktoz 90% fruktozként 55% fruktoz
00% gliikoz értékestve 45% gliikéz

5% oligomer
(a raffinatumot vagy
mellékterméket
recirkulaltatjulk)

9. dbra A fruktoz tartalom bedllitdsa
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55%-ra novekedjen. Ez az Osszetétel felel meg legjobban a szacharéz tulajdonsdgainak, ezt
haszndlja fol az 6ridsi mennyiségben az élelmiszeripar izocukor/izoszorp néven. Ezt az ele-
gyet nem kristdlyositjdk ki, hanem 70% szdrazanyag tartalomig bepdrolva oldatban forgal-
mazzak.

Az izocukor szinte minden téren képes helyettesiteni a szacharézt, de a legtobbet mégis

az 1dit6 italokban, fagylaltokban, édes- és tejiparban hasznéljak fel.

Adalékok: ez a technologia, mint annyi mds miiszaki fejlesztés, a hdboris politikdanak kdoszonheto. Amikor
Fidel Castro rendszere dtvette az irdnyitdst Kubdban, az USA gazdasdgi blokddot hirdetett ellene. Kuba f6 ex-
portcikke a nddcukor volt, ez nem keriilhetett az amerikai piacra. Ettol viszont cukorhidny lépett fel. Az Egyesiilt
Allamok nem tudta megtermelni a megfeleld mennyiségii cukrot. Cukorndd termesztésére csak Floriddban volt
mod, ott is csak kis teriileten. A répacukor pedig eleve drdgdbb, mint a nddcukor, csapadékigényes, és az agro-
technikdja koltséges, nehezebb gépesiteni. Rdaddsul jol termé gabonatermeld teriileteket kellett volna dtdllitani
cukorrépdra. (A répacukor is valojdban hdboris kényszermegoldds, a napdleoni hdboriik idején az angolok
kontinentdlis zdrlata miatt a trépusi teriiletekrél megsziint a nddcukor importja, és ezért kezdtek Europdban az
édes répa nemesitésével és a cukor kinyerésével foglalkozni.) Emiatt sziiletett meg az igény, hogy a béséges ku-
korica feleslegbdl kellene valahogy cukorpotiot elédllitani. A gydrtds igy amerikdbol indult (Clinton Corn Proc.
Co, 1967, nincs kapcsolat a késobbi elnokkel), azutdn elterjedt az egész fejlett vildgon. A kovetkezd technologiai
fejlesztés az izomerdz enzim rogzitése volt (1974).

Magyarorszdgon még a rendszervdltds elott (1982-ben) dllami vdllalatként hoztdk létre Szabadegyhdzdn
a kukoricafeldolgozo vertikumot, mai szoval biofinomitot, ami melléktermék nélkiil dolgozta fel a kukoricdt kb 15
féle termékké (izocukor, gliikoz, ipari alkohol, glutén, kukorica csira, csiraolaj, élesztd, takarmdnyok stb.). Teljes
egészében megvdsdroltdk a fejlett technologidat. Ami akkor azért volt nagy szo, mert a forint még nem volt kon-
vertibilis, és ezt dolldrban kellett kifizetni. Ez kivételesen jo beruhdzdsnak bizonyult, hdrom év alatt dolldrban is
megtériilt a befektetés.

Az lizem jelenleg is miikodik HUNGRANA néven osztrak tobbségi tulajdonban, de az
eredetileg évi 140 000 tonnds kukorica feldolgozé kapacitasat azéta tobb mint egy millié ton-

nara novelték.

6.3. Pektinazok

A pektin a keményitohoz hasonléan a természetben gyakran eléfordulé poliszacharid,
Osszetétele azonban messze nem olyan egységes. Elsé kozelitésben poli-galakturonsavnak
tekinthetd, melynek karbonsav csoportjai részlegesen (40-70%-ban) metilalkohollal észtere-
zettek. A monomerek béta 1,4-es kotéssel kapcsolddnak Ossze.

COOH OH COOCH;
o} O 8] Q OH
OH OH OH OH
8] 9] O O
OH COOCH; OH COOH

10. dbra A pektin alapldnca

Valgjaban heteropoliszacharid, csak a linedris alaplancot alkotja tisztan galakturonsav,
az elagaz6 zondkban mas cukor molekuldk is megjelennek. Itt a linearis alaplancba ramnéz
molekuldk is beépiilnek, €s ezekhez rovidebb, 10-20 egységbdl allé oligoszacharidok kap-
csolédnak, amelyek galakt6zbdl, arabindzbdl és xil6zbdl allnak.

22



Pécs Miklos: Biotermék technoldgia Ipari enzimek

A pektin vazlatos szerkezete

elagazé
arabinan O)
@ () elagazod

linearis galaktan

arabinogalaktan )

egyenes régio  elagazo régio  egyenes régio
[ galakturonsav B ramnéz  Qgalaktéz  Q arabinéz

11. dbra A pektin oldalldncai

A pektin szinte minden novényi sejt falanak kozéprétegében eléfordul, a cellulézzal, he-
micellulézzal egyiitt. A kultirndvények kozott a zoldségek és gyiimolesok (alma, korte, bo-
gyos gyiimolcsok, citrusfélék, paradicsom, répa, uborka) termésének érésénél jatszik szerepet.
Az éretlen termés kemény, a sejtfalak szildrd tartdst adnak a szoveteknek. Az érés folyaman a
novény sajat enzimei részlegesen elbontjak a pektint, az a sejtfalbdl a citoplazméba keriil, et-
tdl a termés megpuhul, élvezhetdvé valik. Ez a pektin a felelds a feldolgozds sordn a dzsemek
gélesedéséért (ez itt elonyos, sokszor adagolnak is a gél keményitése érdekében ,,befézopek-
tint” a gyiimolcshoz), ugyanakkor sok vizet/folyadékot tart vissza a gytimolcs hisdban, ezaltal
a gyiimolcslégyartasnal kevesebb levet lehet kipréselni, csokkenti a 1éhozamot. Mint kivalo
védokolloid ,,oldatban” tartja a gyiimolcslé kolloidalis anyagait (fehérjéket, rostanyagokat
stb.), ettdl a 1€ zavaros, nem szlirhetd €s taroldsi problémak is fellépnek.

A pektint a gyiimolcsfeldolgozds melléktermékeibdl extrahdljak, mérsékelt égovon alma
maradékbdl, melegebb kliman pedig citrusfélék héjabol.

A novényi pektinbontds mellett sok mikroorganizmus, elsdsorban a fonalas gombak ter-
melnek bont6 enzimeket. Ezek bioldgiai szerepe egyértelmii. A penészek szamara kivalo tap-
talaj a novények termése a benne taldlhat6 tartalék tipanyagokkal, ehhez pedig a sejtfal lebon-
tasaval tudnak hozzdjutni. A prokariétdk kozott a lagyrothadast el6idézé novénypatogén Er-
winia fajokra jellemz6 az enzimtermelés.

A pektin bontdsdban még tobb fajta enzim vesz részt, mint a keményitdében. Itt is meg-
taldljuk az exo- és endoenzimeket. Az exo-poligalakturondzok a lanc végérdl hasitanak le
egy-egy galakturonsav-egységet. Az endoenzimek kozott az endo-poligalakturondzok statisz-

COOH H OH cooll
0 0
o H 0
H OH H
OH H H o Ha
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12. dbra Endopektindzok hatdsa
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tikusan hidrolizdljdk a ldncot, rovidebb pektin darabokat hoznak létre. Emellett az
enzimkomplexben gyakran el6fordul a pektin lidz enzim is, amely nem hidrolizissel vagja el a
pektin ldncot, hanem a hidrogének dtrendezésével egy kettds kotést hoz l1étre a nem-redukald
lancvégen all6 cukorban.

C00 -
A/u
R
OH
OH l l
C0o0 - Cc00 -
(o}
A2/u /
R R,
OH OH
OH o’
OH OH

13. dbra Pektin lidz

A poligalakturondzok (pektindzok) mellett rendszerint jelen van a pektinészterdz is,
amely a pektin metilészter kotéseit hidrolizdlva metanolt szabadit fel.

Ipari termékként a pektinbonté enzimkomplexeket elsdsorban penészekkel (Aspergillus-
és Penicillium-fajokkal) allitanak el0. Az enzimek extracelluldrisan (sejten kiviil) termeldd-
nek, tehdt tenyésztés utdn a fermentlébdl egyszeriibben prepardlhatok. A fermenticié soran
tobb enzim termelddik parhuzamosan, a felsoroltakon kiviil rendszerint hemicelluldz-keverék
is megjelenik, amelyben xilandzok, arabindzok is jelen vannak. Ezek szétvalasztasara, kitiszti-
tdsdra az iparban nincs sziikség, ezek a mellékaktivitisok nem zavarjdk, hanem segitik a f6
funkciot, a poliszacharidok lebontésat.

Felhaszndlds

A pektinhidrolizisnek tobb ipari folyamatndl van jelentdsége. Ha pektindz- preparitu-
mot adunk gyiimolcszizalékhoz, akkor a 1éhozam 2-8%-kal novelhetd. Ugyanez az eljaras
hasznalhat6 a sz010 feldolgozasdnal a must préselés hozamanak javitdsara, illetve az olivaolaj
kipréselésénél is.

A gytimdlcsléipar az enzimet ezen kiviil gylimolcslé deritésére is felhasznalja. Az en-
zimmel nem kezelt gyiimolcslé zavaros és szlirhetetlen, de ha a pektint enzimes dton lebont-
juk, a véddkolloid hatdsa megszilinik, és a 1€ konnyen ,,tiikrosre” szlirhetd.

A pektin-hidrolizisnek a felsoroltakon kiviil a textiliparban is van jelent0sége, a len és a
kender dztatdsdnal. A len és kenderkordk feltardsa egy spontdn mikrobioldgiai folyamatban,
az aztatds sordn torténik. Az dztatds célja a kiils6 hancsrostok maradéktalan elvélasztdsa a bel-
sO fas részektdl. A hancsrészben cellulézban dus, rugalmas kotegeket, rostnyaldbokat tala-
lunk, amelyeket egymassal €s a farésszel pektin (mint ragasztéanyag) kot 0ssze. A kenderdz-
tatdsndl ez a pektinanyag elbomlik, és ezdltal a szdlak szabadd4 vélnak, szdrit4s utdn a tilolds-
sal és gerebenezéssel elvédlaszthatok. A kender €s len novényen mindig vannak a talajbol szar-
maz0, pektindzt termeld Bacillus macerans és Bacillus asterosporus sejtek, amelyek a sza-
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mukra kedvezd életfeltételeket jelentd dztatdvizben gyorsan elszaporodnak, enzimet termel-
nek és ezzel fellazitjdk a rostokat.

6.4. Cellulaz

A celluléz a keményitéhoz hasonldan egy gliik6z homopolimer, de az egyes gliik6z egységek
kozotti glikozidos kotések téralldsa nem o, hanem [ (ekvatoridlis), ett6l a lanc nem spirdlis
alakd, hanem egyenes. A cellul6z molekuldanak nincsenek eldgazésai, igy a linedris B-(1—4)-
glikkan ldncok képesek parhuzamosan egymdas mellé rendezddni, kvazikristdlyos szerkezetet
alkotni. A cellul6z a novényi sejtek sejtfaldnak f6 komponense. Linedris molekulaldncai a
novények rostjaiban bonyolult szerkezetli kompozitot alkotnak a hemicellulézokkal (5- és 6-
szénatomos heteropoliszacharidok) és a ligninnel (polifenol alapi polimerek). A cellul6znak
az ad jelentdséget, hogy a bioszférdban termel6dd biomassza tilnyomoé része celluldz, a
keményito és egyéb poliszacharidok termelése joval kisebb. Ha sikeriilne ennek az anyagnak
a gazdasdgos, ipari 1éptékil feldolgozasat megoldani, az az élelmiszeriparnak, a bioenergia ter-
melésnek, de még a vegyiparnak is hatalmas 16kést adhatna. Ehhez viszont le kellene bontani
a felépitd gliikoz egységekre, amelyek azutdn a tovédbbi atalakitdsok kiinduld anyagai lehet
(pl. bioetanol, egyéb fermentacidk). A feltételes méd annak szdl, hogy ezek a folyamatok még
nem érték el a gazdasdgossdg hatdrat. Nagyon sok kutatds és fejlesztés folyik a cellul6z ké-
miai €s enzimes bontdsa teriiletén, de ipari szinten miikodo eljards még nem sziiletett. Ennek
oka nem elsdsorban a cellul6z molekula nehéz bonthatésdga, hanem a névényi rostok emlitett
komplex szerkezete, amelybe a cellul6z bedgyazodik. A celluléz kiszabaditdsahoz olyan fizi-
kai vagy kémiai elokezelések (gdzrobbantds, ammonids dztatds) sziikségesek, amelyek meg-
dragitjak az eljarast. Emellett a celluléz (tartalmid anyagok) nem oldédnak vizben, a reakcid
heterogén fazisd, ami tovabbi problémdkat okoz. E technolégidk nagy elvi lehetdségei dacéra
jelenleg a celluldzokat nagy mennyiségben mas célokra termelik, igy pl. a textilipar és a mo-
sOszergyartds szamara.

A cellul6z enzimes bontdsdban — hasonléan a keményit6éhez — egy tobb enzimbdl all6
komplex vesz részt. Ennek egyik eleme a B-endogliikandz (EG), amely a poliszacharid ldnc
belsejében hidrolizdlja a gliikkézok kozotti kotéseket és ezzel oligo-B-gliikkdnokat hoz létre. A
cellul6z bontds exoenzimei a B-amildzokhoz hasonldan a lanc végérdl kettesével valasztjak le
gliik6z monomereket cellobiéz formajaban. Ezek a cellobioziddzok, két alaptipusukat kiilonit-
hetjiik el aszerint, hogy a lanc redukdlé (CB1) vagy nem-redukal6 (CB2) végén fejtik ki hata-
sukat (14. abra).

endo-1,4-f-D-Glucanase (EG)
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14. dbra A celluldz enzimek tdmaddspontjai
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A bontds utolsé 1épése a cellobidz hidrolizise gliik6zza, ezt az eléggé elterjedt cellobidz
(béta-gliikoziddz) enzim katalizélja.

6.4.1. Trichoderma enzimek

Egy sor mikroorganizmus képes ilyen enzimek eldallitasédra, ezek kozott legelterjedteb-
ben alkalmazott a Trichoderma reesei és a T. viride. Ezek celluldz komplexei mind a harom
aktivitast tartalmazzdk, de ezeken beliil elkiilonithetd 7-8 izoenzim is. Az enzimek parhu-
zamosan termelddnek és egyiittesen, ugyanabban a kdzegben hatnak, igy az evolici6 sordn a
mikodési optimumuk is 6sszehangolddott. A Trichoderma enzimek pH = 4,2-5,2 kozott mi-
kodnek hatékonyan.

Az enzimtermelés ebben az esetben is induktiv és a katabolit represszié hatdsa alatt 4ll.
Gliikéz jelenlétében nem termelddik az enzim, hidnydban viszont cellul6zzal (celluléz tartal-
mu melléktermékekkel, hulladék anyagokkal), cellobidzzal, €s, barmilyen kiilonos, de laktdz-
zal is indukélhat6. A fermentaciondl a szilard szubsztratok, a reakcid heterogén volta miatt so-
kat foglalkoztak a szilard fazisu fermentacioval (SSF), de a szubmerz technoldgia joval gyor-
sabbnak bizonyult, bar mas enzimekkel 0sszehasonlitva a celluldz fermentécié ebben a forma-
ban is lasst és viszonylag kis mennyiségii enzimfehérjét termel. Probalkoztak folytonos fer-
mentacidval is, abbdl a megfontoldsbol, hogy a termelddo €s felhalmozddo redukalé cukrokat
eltavolitsak a rendszerbol, mielott lefékeznék az az enzimtermelést.

6.4.2. Felhaszndlds

A pamut az egyik legelterjedtebb textilanyag, szédlai gyakorlatilag tiszta cellul6zbol all-
nak. A cellulazok egyik textilipari alkalmazdsa az enzimes kOmosds. Az enzimes kezelés ugy
valtoztatja meg a pamutszalak feliiletét, hogy azok részben elengedik az indigé festéket, és ez-
zel ugyanolyan hatast érnek el, mint a durva mechanikus kémosassal.

Az anyag tapintdsa és fénye egyarant fiigg a feliilet simasagatél. Mindkett6t rontja, ha
az alkot6 fonalak feliiletén kidll6 pardnyi rostvégek meredeznek, ettdl a feliilet matt hatdsi
lesz. Ezt celluldzos kezeléssel csokkenteni lehet, mind a gyartasnal a kikészitésnél, mind a ru-
hdk mosésa sordn. A celluldzt emiatt széleskorlien alkalmazzdk a moséporokban, az enzim a
pelyheket (bolyhokat) eltavolitja, de nem tdmadja meg a celluldz rostokat, a textil szines, fé-
nyes marad hosszi hordés és gyakori mosas utdn is.

A problémadt az okozza, hogy a Trichoderma enzimek enyhén savas kozegben miikod-
nek hatékonyan. Ez a gyarban, a kikészitésnél bedllithatd, de a ruha mosdsa lugos kozegben €s
magasabb hdfokon torténik. Erre a célra mas enzimeket kellett keresni. Ilyen esetekben a ter-
mészetben extremofil fajokat keresnek, feltételezve, hogy ezek enzimei is képesek szélsOsé-

ges koriilmények kozott miikodni.

Adalékok: A magas pH-jii és homérsékletii élohelyeket Kelet-Afrika szikes tavaiban keresték (Kenya, Rift
Valley, Bogoria t0, ott is egy flamingo fészkelo telep, ahol a maddriiriilék még liigosabbd tette a kdzeget), innen
izoldltak alkdli tolerdns vagy obligdt alkalofil és hotolerdns fajokat.

A megfeleld tulajdonsagu alkalikus celluldzt a Bacillus BCE103 fajban taldltdk meg. Ez
a torzs viszont nehezen szaporithat6 és kevés enzimet termel, emiatt az endocelluldz gént B.
subtilis-be klénoztdk. Ez jol ismert, biztonsidgos gazdaszervezet, extracelluldrisan termeli az
enzimet, igy a feldolgozas is egyszerlibb. Az igy termelt ho-, alkéli- és fehéritotlird enzimet a
Genencor hozta forgalomba 1998-ban PURADAXR néven.

6.5. p-galaktozidaz (laktaz)

Ez az enzim di- és oligoszacharidokban az egyes szénatom béta térallasu glitkozidos ko-
tésével kapcsolodé galaktoz egységet ismeri fel, és ezt a kotést hidrolizalva galaktézt szabadit
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fel. Leggyakoribb szubsztratja a tejcukor (laktéz, galakt6z(1—4)gliikoz diszacharid), amely a
hidrolizis soran galaktézra €s gliikkézra bomlik.

Az 4bran az is jol megfigyelhetd, hogy a két aldohex6z szerkezete nagyon hasonlit egy-
mashoz, a mindossze a 4 szénatomon 1év6 -OH csoport térallasa kiilonbozik, a glilkéznal ek-
vatorilis, a galaktozndl axialis.

Laktéz — galakt6z + gliik6z

o 9H

lactose p-D-palactose glucose

15. dbra A tejcukor hidrolizise

A laktaz aktiv centrumdban egy cisztein és egy hisztidin aminosav vesz részt kozvetle-
niil a katalizisben. A B-kotésben 1évé galaktéz kapcsolddik az enzimhez, az SH-csoport pro-
tont ad 4t a galakt6z oxigén atomjanak, és a hisztidin imidazol csoportja nukleofil tdmadast
intéz a galaktéz C-1 szénatomjara. A gliikkdz vagy mas aglikon molekularész levélik. A kovet-
kez6 fazisban egy ROH tipust akceptor, példaul viz protondlja a szulfhidril aniont és felsza-
baditja galakt6zt. Az akceptor egy mdsik cukor is lehet, ekkor di-, tri- vagy akar poliszachari-
dok is képzddhetnek. Ezt a transzferdz aktivitdst nem-emészthetd oligoszacharidok eldallita-
sara haszndlhatjuk fel.

Egyes kationok, mint péld4ul a Ca** és Na* gatolhatjak a reakciot, ugyanakkor a K*, a
Mg?* és a Min?* aktivaljdk az enzimet. Termékinhibici6 is fellép, kiilondsen a galaktéz gitolja
erdsen az enzimes reakciot.

6.5.1. Termeld organizmusok

B-galaktozidazt nagyon sok torzs termel. A baktériumok kozott részletesen foglalkoztak
az E. coli enzimével, amelynek génje a lac operonban taldlhaté (operon szabalyozas, Jacob és
Monod, Nobel dij 1965), de ez az intracellularis enzim ipari szempontbdl érdektelen.

Aspergillus oryzae, A. niger: penész eredetll laktazok, vagy savas laktdzok. pH optimu-
muk 4-5 k6zé esik, optimélis miikodési hdmérsékletiik ~55 °C. A fonalas gombak extracellu-
larisan termelik az enzimet, viszonylag olcsé termékek, de alkalmazasi korldtjuk, hogy az
alacsony pH optimum miatt tejben nem alkalmazhatok.

Kluyveromyces lactis (élesztd laktaz, semleges laktdz): pH optimuma majdnem semle-
ges, 6-7 kozotti, héfok optimuma ~35 °C. Az é€lesztd intracelluldrisan termeli, emiatt koltsé-
gesebb elddllitani, viszont alkalmazhato tejben is a lakt6z hidrolizisére.

Az emldsok kicsinyeiket tejjel tapléljak, ez valtozé toménységben, de minden esetben
tartalmaz tejcukrot. Az Ujsziilottek vékonybele termeli a laktdzt, amely emészthet6 monome-
rekké bontja a tejcukrot. Az életkor elérehaladtdval (az embernél kb. harom éves kor utan) ez
az enzimtermelés gyakran megszilnik, ez okozza a laktéz intoleranciét.

Az enzim elddllitdsa szubmerz, aerob fermentacioval torténik (bar az Aspergillus-oknal
leirtak szilard fazisu fermentéciot is). Szénforrasként célszerli tejcukrot alkalmazni, ez indu-
kdlja a novekedéshez kotott laktdz termelést. A fermentacié idOtartama a torzstdl fiigg, az
élesztd fermentdcié egy-mdsfél nap alatt lefut, a penészeknél 4-5 napig is eltart. A feldolgozas
az élesztOknél bonyolultabb a sejtfeltards muvelete miatt. Az enzim kinyerésénél segithet a
sejttomeg kezelése hidegen toluollal.
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6.5.2. Felhaszndlds

A kiilonboz6 laktdzok konkrét alkalmazdsait elssorban a pH optimum, és més pH-fiig-
g6 jellemzok hatdrozzak meg. A semleges optimumu €lesztd laktazt tilnyomorészt a laktdz-
szegény sterilizélt tej termelésére haszndljak. Ugyanez alkalmazhat6 az édes savé (pH = 6,1)
laktoztartalmanak bontdsara is. A penész laktazt viszont a sajtgyartds masik mellékterméké-
nek, a savanyu savonak a kezelésére hasznaljak.

Fermentalt tejtermékeknél (joghurt, sajt stb.) a hidrolizissel 1étrehozott cukrok a sejtkul-
turdk szaporodasat felgyorsitjdk.

Az élelmiszeriparban a tej, tejalapu italok €s tejpor gyartdsandl a lakt6z hidrolizise, no-
veli az édességet. Az egyes cukrok relativ édessége a gliikkézhoz viszonyitva: laktéz 20% <
galakt6z 58% < gliikkéz 70%. Ebbdl lathatd, hogy a hidrolizis tobb mint haromszorosara nove-
li az édességet, ettdl a termékek vonzobbak lesznek, kiillondsen a gyermekek szdmadra. A fagy-
laltoknal az iz mellett még egy szempont sz6l az enzimes kezelés mellett. A lakt6z oldhatosa-
ga rossz, kiilonosen fagypont koriili homérsékleten, igy elofordulhat, hogy a fagylaltban ki-
kristdlyosodik, ami rontja a termék élvezeti értékét. Hidrolizis utdn a monoszacharidok jél ol-
ddédnak, kivalas nem fordul elo.

Laktéz intolerancia esetén az is megoldas lehet, hogy a tejcukrot tartalmazo élelmiszer-
rel egyiitt tabletta, drazsé, vagy kapszula formdjdban laktiz enzimet vesz be a fogyasztod, és
ezzel potolja az emésztécsatorndbdl hidnyzé enzimet.

A laktaz felndttkori hidnya a hazidllatokndl is természetes. Ha tehét a lakt6zt felndtt 4l-
latok takarmanyozasaban alkalmazzdk, ezt a tejcukrot is célszerl el6z6leg hidrolizélni. Borjd
és szopdsmalac-tdpokban gyakran alkalmaznak sajtgyéri savot, ezeknél a tejcukor bontdsa
eldnyos, de nem feltétleniil sziikséges.

6.5.3. Technologidk

1. Szakaszos enzimes technoldgia lakt6zszegény tej eldallitaséra:

Azért valasztjak a szakaszos eljarast, mert a folytonoshoz képest kisebb a befert6zodés veszé-
lye. Oldott élesztd enzimet adnak a tejhez, a tej sajat kozel semleges pH-jat nem valtoztatjak
meg. A tejet 35 °C-on tartjdk 4 oran keresztiil. Ennyi id6 alatt a lakt6z 70-80%-a atalakul, a
mikrobdk szaporodésa viszont még nem szdmottevd. Az enzimfehérje a tejben marad, a folya-
matos sterilezés (UHT = ultra high temperature, ~140 °C) sordn inaktivalodik. A termék tehat
nem lakt6zmentes, csak csokkentett laktéz tartalmud, mds széval laktézszegény, low lactose
milk.

2. Folytonos technoldgia immobilizalt enzimekkel:

Ezt savanyu savé (sajtgyari melléktermék) laktézanak hidrolizisére hasznaljdk. A savas
kozegben jol alkalmazhatok az olcsé penész enzimek. Az alacsonyabb pH részleges védelmet
nyujt a befert6z0dés ellen is. Az enzimet oldhatatlan hordozora rogzitik, ezzel oszlopokat tol-
tenek meg, amin megfelel6 tartozkodasi idovel dtengedik a savot.

Adalék: Laktoz intolerancia, laktoz érzékenység
A csecsemok bélrendszere kb. 3 éves korukig elegendd laktdz enzimet termel, ezdltal tokéletesen mege-
mésztik az anyatej laktoz tartalmdt (~ 7,5%). E kor folott a tdpldlkozds vdltozdsdval ez az enzim feleslegessé vd-
lik, alapesetben termelddése fokozatosan ledll, felnott korra eltiinik. Ha ezek a személyek tejet (tejcukrot) fo-
gyasztanak, az emésztetleniil halad végig a vékonybélen és a vastagbélbe jut. Ott ozmotikus hatdsdndl fogva je-
lentés mennyiségii vizet tart vissza, ezdltal hasmenést okoz. Rdaddsul a jelen lévé anaerob bélmikroflora szén-
forrdsként hasznositja a laktozt, amibdl széndioxid és szerves savak keletkeznek. Az erds gdzfejlodéssel kisért
hasmenést nevezik explosive diarrhea-nak. Maga a jelenség a laktoz intolerancia, ezek a személyek nem tolerdl-
Jjak a laktozt, a kellemetlen tiinetek elkeriiléséhez keriilniiik kell tejet és a beldle késziilt ételeket.
Az emberi faj fejlodése sordn egyes csoportokban, a pdsztornépeknél viszont a tdpldlkozds vigy alakult,
hogy a felnéttek is rendszeresen fogyasztottak tejet és tejtermékeket. Ezekben a populdciokban szelekcios hdt-
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rdnnyd vdlt a felndttkori enzimhidny. Azok, akik érett korukban is fogyaszthattak laktoz tartalmii élelmiszert,

/////

poroddsi esélyeik. A nemzedékek sordn a szelekcio dtforditotta az ardnyokat, a felndttkori enzimtermelés lett a
Jellemzd, és az intolerancia kisebbségbe szorult. Az eltérd tdpldlkozds miatt a laktoz intolerancia térkép nagyon
tarkdvd alakult. A thai, kinai, és afroamerikai populdciokban az intolerancia ardnya 97, 90, és 73 szdzalék. A fe-
hér (kaukdzusi) és a svéd populdciokban viszont a tolerdnsak eldforduldsa 84 illetve 96%. Teriiletileg is erds dt-
menetek figyelhetok meg. Az intolerdns kinaiak mellett €16 pdsztorkodo mongolok tolerdnsak. Fekete-Afrikdban a
lakossdg nagyrészt intolerdns, viszont a marhatarté maszdjok tolerdnsak.

6.6. Proteazok

A protedzok a peptid lanc az 16. dbran lathat6 hidrolitikus bomlésat katalizaljak. A
reakci6 valdjdban harom egymast kovetd részfolyamatbdl tevddik dssze:

1. 1étrejon a Michaelis komplex az eredeti peptid lanc (S) és az enzim kozott (ES),

2. a peptidkotés hasitdsa, az ij N-termindlis peptid levalasa,

3. nukleofil timadés a még kotott masik peptidre €s a szabad enzim rekonstrudlasa.

H O R, - H R,
o | Protease | |
—(l_“—C—N—({—ﬂLHZO —(I'Z—COO’nL’HgN—(_"f—
R, H R, H

16. dbra A protedzok alapreakcioja

A szubsztrat koncentricio jelentdsen kiilonbozik az élelmiszeripari €s a mososzer alkal-
mazasokndl. Az élelmiszereknél a fehérje koncentracié nagy, szazalékokban is kifejezhetd,
mig a mosdsndl a tisztitand6 feliileten kevés fehérje természetli szennyezés van jelen. Ezzel
egyiitt a rendszer messze van a kémiai egyensulytdl, a folyamat a bomlas irdnyaba megy vég-
be, a nagyobb molekuldk szintézise elhanyagolhat6. A folyamat csak ugy fordithaté meg, ha
nagy aminosav koncentréaciét allitunk be, ezesetben a protedzok képesek peptidkotések 1étre-
hozéasara, de csak di- és tripeptidek keletkeznek (pl.: aszpartdm gyartds). Sok protedz enzim
szubsztrat specifitisa nem korlatozodik a peptid (savamid) kotésre, képesek a karbonsav
észtereket is hidrolizalni. Ezt a mellékreakciot az enzimaktivitds mérésére lehet kihaszndlni.

A fehérje hidrolizis kvantitativ leirdsdara a hidrolizis ekvivalenst (h) hasznéljak. A (h)
mértékegysége (mol elbontott peptidkotés)/(kg fehérje (szubsztrat)). A hidrolizis ekvivalens
jOl haszndlhat6 a fehérje hidrolizis kinetikai vizsgdlatandl, de mas célokra inkdbb a hidrolizis
fokot (DH = degree of hydrolysis) szamitjak ki. Definiciéja:

DH = e 00%

tot

ht az egy kilogram fehérjében taldlhaté 6sszes peptid kotések mennyisége, molban ki-
fejezve. JO becslésként ezt 8 moél/kg-nak vehetjiik, mert ha az aminosavak 4tlagos molekula-
tomegét 125 g/mol-nak vessziik, akkor egy kg fehérjére nyolc aminosav, azaz 8 peptid kotés
jut. Pontos értékét a fehérje aminosav-Osszetétele alapjan szdmithatjuk ki. Néhdny extrém
osszetételli fehérjétdl eltekintve (pl.: zselatin — 11,1) ez az érték jol hasznalhatd.

Az élelmiszeriparban a hidrolizisfok nagymértékben meghatarozza a termék tulajdonsa-
gait, igy az enzimek alkalmazhatésigat is. Ehhez kapcsoléddan fontos, hogy a hidrolizis el6-
rehaladtat a folyamat kdzben kovetni lehessen és a reakcidkat egy jol meghatdrozott szakasz-
ban, a termék optimélis dllapotdban le lehessen éllitani. A moso- és tisztitdszerek esetében a
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hidrolizisfok meghatdrozasa felesleges, mert mind a szubsztrat koncentracid, mind annak val-
tozadsa nagyon kicsi és nehezen mérheto.

A protedzokat tobbféle szempont szerint csoportosithatjuk, igy a termeld organizmus
szerint lehetnek 4llati, novényi vagy mikrobidlis eredetiiek, timadaspontjuk szerint endopep-
tiddzok vagy exopeptidazok. Az exopeptidazok a peptid kotéseket a polipeptid ldnc az amino-
vagy karboxil végén bontjak, egy, két, vagy hdrom aminosavat valasztanak le, mig az endo-
peptidazok a lanc belsé peptidkotéseit hasitjdk. A pH optimum alapjan meg szoktak kiilon-
boztetni alkdlikus, neutrdlis €s savas protedzokat, ami viszont kapcsolatban van katalizis me-
chanizmusdval, az aktiv centrumban miikodé kémiai funkciés csoportokkal (szerin, tiol-, asz-
paraginsav €s metalloprotedzok). A szerin-protedzok csalddja két tovdbbi alcsoportra osztha-
t6: kimotripszin-szerli és szubtilizin-szerli protedzokra, (ezek a legfontosabb ipari termékek).
Az osztalyok neve onnan ered, hogy mas-mds katalitikus csoport vesz részt a reakcioban. A
szerin €s cisztein protedzokndl az aktiv centrumban 1évo szerin hidroxil, illetve a cisztein tiol
csoportja indit nukleofil timaddst a katalizis sordn.

Szerin-protedzok

A név arra utal, hogy az enzim aktiv centruméban a szerin oldalldnca a nukleofil cso-
port. A katalitikus hely harom aminosavbdl all, a szerin mellett egy-egy aszpartét és hisztidin
oldallanc egyiittesen alkotja az igynevezett katalitikus triddot. Ezek az aminosav lancban egy-
mastdl tdvol helyezkednek el (pl.: a kimotripszin esetében: His57, Asp102, Ser195), de a fe-
hérje haromdimenzids szerkezetében egymas kozelébe poziciondlddnak. A szerin protedzok
gyakoriak mind a prokariéta, mind az eukaridta szervezetekben.

Cisztein protedazok

A cisztein-protedzok is széles korben elterjedtek, megtaldlhaték az édllatok, novények,
baktériumok €s virusok korében egyarant. Hatdismechanizmusuk koézel 4ll a szerin protedzok-
hoz, de itt a timadé nukleofil dgens a szerin hidroxil csoportja helyett a tiol-csoport. A katali-
tikus tridd is hasonld (papain esetében: Cys25, His159, Aspl75), de kiegésziil egy negyedik
aminosavval (GIn19), amelynek savamid nitrogénje a peptidkotés oxigénjével képez hidrogén
hidat.

Aszparaginsav protedzok

Az aszparaginsav protedzok neviiket az aktiv centrumban 1évo két katalitikus fontossagu
aszparaginsavrol kaptdk. A kiilonboz0 eredetli, emlds, gomba, virus enzimek haromdimenzids
szerkezete nagyon hasonlé egymdshoz. Az enzimek két szerkezetileg hasonl6 doménbdl all-
nak, és az aktiv centrum a két domén kozotti résben alakul ki. A legtobb aszparaginsav prote-
dz a pH 2-4 tartomdnyban aktiv (pl.: pepszin), emiatt régebben ezt az enzim osztalyt a savas
protedzokkal azonositottdk. Ez aldl kivétel a rennin, amelynek optimdlis pH tartoménya 5,5-
7.5 kozé esik.

Metalloprotedzok

Katalitikus aktivitdsukat az aktiv centrumban 1évd egy vagy két fém ion, leggyakrabban
cink ion biztositja (pl.: termolizin). Erdekessége a mechanizmusnak, hogy a nukleofil tdma-
dast itt egy erdsen polarizalt vizmolekula hajtja végre.

Szamos kereskedelmi enzimprepardtum tobbféle protedz keveréke. Ezeket a termeld

organizmus parhuzamosan szintetizdlja, €s nem érdemes az egyes enzimeket tisztan
kipreparélni, mert egyiittesen altaldban hatékonyabban miikddnek, mint izolalt formdban. A
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gyogyszeriparban szigoribbak a tisztasigi kovetelmények, de az élelmiszeriparban és a
mosoOszereknél elterjedtek a vegyes enzimkészitmények.

Néhany kereskedelmi forgalomban 1év6 protedz jellemzdit foglalja dssze az 3. tdblazat.
Az Alcalase, Esperase, Savinase és a tripszin szerin protedzok, mig a Neutrase metalloprote-
az, amelynek aktiv centrumdban egy Zn ion helyezkedik el. A Durazym és az Everlase a Sa-
vinase fehérje mérnokileg tovabbfejlesztett varidnsai. A sajtgyartdsban haszndlatos Rennilase
vagy Fromase aszparaginsav protedzok. Tiol- vagy cisztein protedzokkal novényi enzimek
kozott taldlkozhatunk, ilyen a papain (papaja), a bromelin (anandsz névény) és a ficin (fiige).

3. tabldazat Kereskedelmi forgalomban lévé enzimek tulajdonsdgai

Kereskedelmi név Eredet Formuldzds pH tartomdny Hoéfok tartomdny
Alcalase Bacillus spp. folyadék/granuldtum 6-10 10-80
Esperase Bacillus spp. folyadék/granuldtum 7-12 10-80
Everlase Bacillus GMO folyadék/granuldtum 8-11 15-30
Savinase Bacillus GMO folyadék/granuldtum 8-11 15-75
Durazym Bacillus spp. GMO folyadék/granuldtum 8-11 15-70
Neutrase Bacillus spp. folyadék/granuldtum 6-8 10-65
Protamex Bacillus spp. mikrogranuldtum 6-8 10-65
Flavourzyme Aspergillus spp. folyadék/granuldtum 4-8 10-55
Rennilase vagy Fromase Rhizomucor meihei folyadék/granuldtum 3-6 10-50
Trypsin hasnydlmirigy granuldtum 7-9 10-55

A proteazok bioszintézisénél gyakori jelenség, hogy az enzim egy inaktiv fehérje (zimo-
gén) formdjaban jon 1étre és valasztédik ki, €s csak a sejten kiviil aktivalodik. Ez dltaldban ird-
nyitott proteolizis, egy rovidebb-hosszabb peptidet le kell hasitani a fehérjeldncrdl (pl.: pep-
szinogén — pepszin atalakulds). A mikroorganizmusok sajat enzimei esetében kihasznalhatjuk
az aktivalodas természetes mechanizmusait. A rekombindns fehérjeként termelt enzimeknél
viszont tobblet feladatként meg kell oldani az aktivalast is.

A protedzokat ipari 1éptékben mikrobdkkal allitjak eld, mert az allati és novényi enzim-
forrasok korlatozottak. Ha mésként nem megy, az dllati enzim génjét klonozzdk mikroorga-
nizmusba, és igy termeltetik nagy mennyiségben (pl.: rennin). A mikrobdk protedz termelése
szervesen kapcsolddik az anyagceseréjiikhoz, enzimeikkel lebontjdk a fehérjéket és a kapott
egyszertiibb molekuldkat anabolikus vagy katabolikus anyagcseréjiikben hasznositjak. A reak-
ci6 végbemehet extra- vagy intracellularis enzimekkel. A bontds elsd 1épése altalaban oligo-
peptidek 1étrehozdsa endopeptiddzokkal, majd az exopeptiddzok ezeket tovabb hidrolizaljak
aminosavakkd. Az elsO 1épést az extracelluldris protedzok végzik, a sejt csak a kis molekula-
kat képes felvenni €s hasznositani. Az intracelluléris protedzok is létfontossagiak a sejt kii-
lonféle celluldris és anyagcsere-folyamatainak fenntartdsdhoz, mint a fehérjék folyamatos
megujulésa, a sejtek differencidlédasa, a fehérjék aktivalasa.

A protedzok a teszik ki az ipari méretben termelt enzimek nagy részét, ezen beliil az al-
kalikus protedzok a vannak tulsilyban. A termeld torzsek kozott taldlunk baktériumokat, fo-
nalas gombdkat, élesztOket és sugdrgombakat, de a legnagyobb sillyal a Bacillus-ok 4ltal ter-
melt enzimek szerepelnek.

6.6.1. Alkalikus protedzok

Az alkalikus protedzok éltalanos tulajdonsagai

Az mosészerekben haszndlatos alkélikus protedzok pH = 8-12 kozotti tartomanyban ak-
tivak, ezen beliil az optimélis pH altaldban 9-11 kozé esik. Egy-két extrém bakteridlis enzimet
is izolaltak, amelyek jol miikodnek pH = 12-13-nél is.

A protedzok optimalis hdmérséklete rendszerint 50 — 70 °C kozé€ esik. Mint minden en-
zimnél, itt is keresik a magasabb homérsékleten dolgozé valtozatokat. Ilyenek a prokaridtik
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korében fordulnak eld, példaul a Bacillus sp. B189 optimalis hdmérséklete kivételesen magas,
85 °C-os. Mas fajok, mint pl.: a Bacillus-ok a Streptomyces-ek és a Thermus fajok enzimeinek
hdstabilitdsa Ca®* ionok hozziaddsaval novelheté meg hasonld értékre. Altaldnossagban el-
mondhatd, hogy a Iigos protedzok — bar nem fémprotedzok — fémionokat (leggyakrabban
Ca?*, Mg?* vagy Mn?* iont) igényelnek az aktivitdsukhoz vagy stabilitdsukhoz.

A fonalas gombak (Aspergillus, Mucor) altal termelt alkdlikus protedzok ipari jelentdsé-
ge vdltozatos tulajdonsdgaik ellenére kicsi, inkdbb a szélsOséges koriilmények kozott is jol
mukodé bakteridlis enzimeket termelik ipari méretekben. Ezek jellemzd tipusa a szubtilizin
csoport. Nevét a Bacillus subtilis-r0] kapta, de sok mds organizmus termel hasonlé szerin
protedzokat. Ipari méretekben a genetikailag manipuldlt Bacillus amyloliquefaciens és
Bacillus licheniformis torzsekkel allitjak el6. Magas pH és homérséklet optimuma révén
kiilonosen jol alkalmazhaté mosdszerekben.

Adalék: ezeket az extremofil baktérium torzseket a természetbol specidlis tdptalajon szelektdljak. A fo
szénforrds nem-hidrolizdlt fehérje (ha aminosavak vannak jelen, a sejtek nem termelnek protedzt, mert nincs rd
sziikségiik). A pH-t 10-re dllitjdk és a lemezeket melegen inkubdljdk. Ami ilyen koriilmények kozott kind, az nagy
valosziniiséggel termeli az alkalikus protedzokat.

A génmanipuldciondl az enzimfehérje kopiaszdmdt meg lehet novelni, ha — a gén elé egy erds promotert
épitiink be, — a gént multiképids plazmiddal fejeztetjiik ki. Az enzim szerkezetét a fehérjemérnokség modszereivel
lehet javitani, aminosavak cseréjével lehet az aktivitast, illetve a héstabilitdst novelni.

6.6.1.1. Mosoészer protedzok

A moso6lé, mint miikodési kornyezet tobb szempontbdl is kedvezdtlen az enzimek sza-
mara. A mosds magasabb homérsékleten, 40-90 fokon torténik. Bar az iparban térekednek az
alacsonyabb a hdmérsékletekre, de a haztartdsi moségépek mindegyikében van 90 fokos prog-
ram. A kozeg er0sen lugos (pH = 9-12), és inaktivald/inhibitor jelleghh anyagok is jelen van-
nak. A teljesség igénye nélkiil: detergensek: n-alkil-benzol szulfonétok, alkohol-szulfatok, al-
kohol-éter-szulfatok, etoxilalt alkoholok, kationos tenzidek. Vizlagyitok: zeolitok, nétrium-
karbonat, natrium-szilikét, natrium-citrat, natrium-tripolifoszfat (STTP), natrium-nitrilotriace-
tit (NTA), polikarboxildtok. Fehéritok: natrium-perborat, natrium-perkarbonét, tetraacetil-eti-
léndiamin (TAED), nonanoil-fenol-szulfonat (NOBS) és mds adalékanyagok: habzas-zabalyo-
70Kk, stabilizatorok, feldolgozasi segédanyagok, optikai fehéritok, lerakddds elleni szerek, kor-
r6zi6-inhibitorok, illatanyagok, szinezékek. Toltéanyagként a porokndl natrium-szulfitot, a
folyékony mosdszereknél vizet haszndlnak. Ez a komplex kdzeg nagyon lesziikiti az alkal-

mazhat6 enzimek korét.

Adalék:

A mosdszer enzimek torténete egészen 1914-ig nyiilik vissza, amikor a két német tudos, a Rohm and Haas
hasnydlmirigy protedzt és ndtrium-karbondtot tartalmazo mosdszert hozott forgalomba Burnus néven. Ez ujitds
volt, megeldzte a kordt, de egyiittal tobb kezdeti problémdba iitkozott. Egyrészt a nyers fehérjebonto enzim pre-
pardtum sok szennyezddést tartalmazott, igy gyakran beszennyezte a tisztitando ruhdkat. Mdsrészt, mivel csak
egy tablettdt kellett 10 liter vizbe adni, a hdziasszonyok tobbszorosen tiladagoltdk, mivel nem hitték el, hogy
ennyi is elegend6 a mosdshoz. Ehhez jdrult, hogy az enzim kinyerési technologia nem volt elég gazdasdgos.

Az elsd bakteridlis enzimet, alkdlikus protedzt tartalmazo mososzert 1956-ban Alcalase kereskedelmi né-
ven vezették be a piacra. Por formdban a Novo hozott forgalomba enzimes mosoport BioTex mdrkanéven 1963-
ban. Az ipardg 1971-ben krizisen ment dt. Az enzimes mososzer finom pora a levegoben szdllva silyos allergids
reakcickat vdltott ki a nydlkahdrtydkon és a bérfeliileten. At kellett alakitani a szer formuldzdsdt. Finom por he-
lyett mikrokapszuldzdssal, granuldldssal olyan szemcséket kellett kialakitani, nem szdllnak a levegdben és a nem
is aprozodnak a manipuldcio sordn, ugyanakkor vdltozatlanul konnyen és gyorsan oldodnak a mosoélében.

Ma a mosdszerekben sokféle enzim kombindciojdt haszndljdk (lipdzok, celluldzok, amildzok), de a fokom-
ponensek vdltozatlanul a Bacillus torzsek dltal termelt szubtilizin tipusi alkdlikus protedzok.

6.6.1.2. Protedzok a boriparban
A bor kikészitése torténhet kémiai tton, vegyszerekkel, de ezek az anyagok veszélyesek
a dolgozokra €s a kornyezetre nézve (ndtrium-szulfid, natrium hidroxid, krémvegyiiletek stb.)
Az enzimek alkalmazasdval ezek az artalmas vegyszerek nagyrészt kivalthatok, a technolégia
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,megszelidithetd”. A borfeldolgozds tobb 1épésbdl 4ll, az egyes fazisokban mds és més enzi-
mek alkalmazhatdk (4. tdblazat). A sok részfolyamatban alkalmazott protedzok hasznélataban
az a kihivas, hogy maga a bdr is fehérje rostokbdl éll, amit meg kell Orizni, mig az egyéb
fehérje anyagokat szelektiven el kell bontani.

4. tabldzat Enzimek alkalmazdsa a borfeldolgozds egyes fdzisaiban

A borfeldolgozas fazisai | résztvevo enzim funkci6
tartOsitds nem enzimatikus bor és irha tartdsitdsa
aztatds ligos/hasnyalmirigy protedz | nem-fibrillaris fehérjék eltavolitdsa
szOrtelenités ldgos/semleges protedz szOrtelenités
zsirtalanitas lipazok és protedzok zsirok eltavolitdsa
pacolds tripszin és alkalikus protedz | puha, rugalmas, hajlékony bor
, nem enzimatikus, az el6zo e .
cserzés . a cserzés mindségének javitdsa
kezelések hatnak

Adalék: a kozépkorban is alkalmaztak proteolitikus enzimeket a borfeldolgozdsban. Enzimforrdsul emberi
és kutya fekdlidt haszndltak, mivel ezek az élélények termelnek emésztorendszeriikben fehérjebonto enzimeket. Az
ezzel foglalkozo miihelyeket (timdr, cserzovarga) a szag és a jdrvdnyveszély miatt a telepiilés periféridjdra
., szamiizték”. Mivel mitkodésiikhoz vizre is sziikség volt, ez a helyszin rendszerint a telepiilés vizfolydsdnak legal-
s6 pontja volt, ott, ahol a folyéviz elhagyta a lakott teriiletet. Igy a kizépkori Buddn a céh miihelyei az Ordog-
drok torkolati szakaszdra, a mai Dobrentei tér kornyékére telepiiltek.

A nyersbort nem haszndljak fel azonnal a vagés helyszinén, a szallitas/tarolds soran vi-
szont sajatenzimes €s mikrobioldgiai romlds indul meg. Ezért az irhdkat konzervalni sziiksé-
ges. Ez torténhet: ~sés vizbe meritéssel, ~hus-oldali s6zdssal vagy ~szdritdssal. Mindezek
dehidratéljdk a bort, ezzel akadalyozzdk a biokémiai folyamatokat. Ebben a fazisban nincs
sziikség enzimekre, éppen a miikodésiik meggatlasa a cél.

A beérkezd boroket eldoszor egy dztatd fiirdoben ujra hidratdljdk. Az dztatdsnak tobb
funkcidja is van. A viz kioldja a sdkat és a globulinokat. Eltavolitja a szennyezéseket, a mosé-
hatéds fokozasédra lipazokat és/vagy detergenseket is lehet adagolni. A viz hatdsdra a kollagén
rostok megduzzadnak, a szerkezet szivacsossd, azaz konnyebben hozzaférhetdvé vélik. A viz-
felvétel protedzokkal fokozhat6, mivel ezek kioldjak a kdztes nem-rost fehérjéket, hismaradé-
kot, hamfehérjéket. E célra kettds enzimpreparatumot adagolnak: egyrészt alkdlikus protedzo-
kat (Alcalase, Promod 206P), mésrészt tripszint, vagy hasonlé protedzt, azonos mennyiség-
ben. Az 4ztatdst melegités nélkiil, 10-20°C-on végzik, alkdlikus kozegben, amit mésztej hoz-

17. dbra Borok kezelése dztatokddban
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zaadasaval allitanak be.

A klasszikus, vegyszeres szOrtelenitésnél a bort er6sen ligos, 10-12% mésztejet, szer-
vetlen szulfidokat vagy tioglikolsavat és aminokat tartalmazé fiirdében aztatjak. Ezek veszé-
lyes anyagok és a keletkez6 szennyviz artalmatlanitdsa is komoly problémat jelent. Emiatt ter-
jedtek el az enzimes kezelések. Az enzimekkel nem a sz6r anyagét, a keratint bontjdk le, mert
az a legtobb protedz szdmara nem bonthato, a kompakt, spiralis, rengeteg diszulfid hiddal rog-
zitett szerkezet miatt.

Adalék: A keratindz enzimek kiilon csoportot képeznek a protedzok kozott. A keratindzt termeld torzsek
izoldldsdandl a szildrditott tdptalajba aprora vdgott maddrtollat foznek, igy biztositjdk ezt a specidlis szénforrdst
a mikroorganizmusok szdmdra.

Adalék: a hajsiités azon alapszik, hogy a haj keratinjdban ezek a diszulfid hidak magas homérsékleten
felnyilnak, majd lehiilve tijra dsszekapcsolodnak

Az enzimek a keratin helyett a sz0rtiisz6t tdimadjak meg, a szérszal gyokerének emész-
tésével a szor meglazul és enyhe mechanikai hatdsra lemosddik. Ebben a 1épésben kiilonboz6
eredetti alkdlikus protedzokat haszndlnak (Promod 206P, NUE = Novo Unhearing Enzyme).
Durva sz0rli allatok (pl. birka) esetén a kezelés hosszabb 1d6t vesz igénybe. Ekkor a huisoldalt
egy festékréteggel védik meg. A reakciét szobahdfokon, éjszakan at folytatjdk. Magasabb ho-
mérséklet vagy az enzim tuladagoldsa a bor szerkezetének roncsolodasaval jar. Szerencsére a
bor fibrillaris fehérjéi, a kollagén és az elasztin nehezebben bonthatdk, mint az 6ket koriilvevo
egyéb proteinek. A kollagén ldncok hdrmas spirdlokat alkotnak, ami sztérikusan neheziti az
enzimek hozzaférését. Emellett az aminosav osszetétel is kiilonleges, sok prolint és hidroxi-
prolint tartalmaz, amihez kicsi a protedzok affinitdsa.

A bakteridlis protedzok mellett itt szerepet kapnak a Streptomyces és Aspergillus fajok
altal termelt enzimek is, mivel ennél a technol6gidndl nincs sziikség magas hdmérsékletre, sot
éppen hidegen is nagy aktivitdsui enzimre van sziikség. Elterjedt az Aspergillus flavus protedza
Clarizyme markanéven.

A zsirtalanitds fazisa nem mindig kiiloniil el a technol6gidban. A zsiros anyagok eltdvo-
litdsa sziikséges a vegyi anyagok behatoldsanak eldsegitéséhez, illetve a folyamat legvégén az
egyenletes festéshez. A zsiradék eltavolitdsdba besegit az dztatdsndl alkalmazott detergens, de
a trigliceridektdl enzimes bontédssal is megszabadulhatunk. Ha a protedzokkal egyiitt alkal-
mazzuk, akkor azonos pH optimumu enzimeket kell keresni. Hidba j6 hatasu pl. a birkabdr
zsirtalanitasdra a Rhizopus lipaz, ez savas kozegben miikddik jol, ehhez be kell iktatni a tech-
nolégidba egy kiilon savas enzimes aztatast. Az Aspergillus niger enzime, illetve a bakteriélis
lipdzok viszont ldigos kdzegben hatékonyak, ezeket lehet a protedzokkal egyiitt, egy aztatd
fiirdoben alkalmazni. A mésztejes oldatban az alkalikus protedzok és lipdzok egyiittes alkal-
mazdsanak (NovoLime® = protedz/lipaz keverék) tobb eldnye is lehet. A protedzok felnyitjdk
a zsirsejteket, igy a zsirok hozzaférhetdvé valnak a lipadzok szdméra. Tovabb4a a zsirok hidroli-
zisével (= elszappanositdsdval) 1étrejovo szappanok emulgedljdk a zsiros anyagokat, igy he-
lyettesitik a detergenseket.

A cserzés mir nem enzimes folyamat, de a megel6zd enzimes kezelések hatarozzdk
meg, hogy a cserzéanyagok mennyire tudnak behatolni a rostokba, milyen mindségii lesz a ki-
készitett bOr. A cserzOanyagok keresztkotéseket hoznak 1étre a kollagén lancok kozott, ezaltal
stabilizdljak a bor szerkezetét, ellendlléva teszik a bakteridlis, enzimes, illetve savas bomlés-
sal szemben.

6.6.1.3. Alkalikus protedzok elodllitdsa: fermentdcio
Az alkélikus protedzokat nagyrészt Bacillus torzsekkel allitjak eld, jellemzden fed batch
(ratdpléalasos) fermentdcidval. (Sporazoé torzseknél a folytonos fermenticidt nehéz jol termeld
munkaponton a poszt-exponencidlis fazisban stabilizalni.) Szénforrasként konnyen metaboli-
zéalhat6 cukrokat alkalmaznak, a tobbszori ratdplédldst indokolja a katabolit represszid veszé-
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18. dbra Protedzok dltaldnos gydrtdsi sémdja

lye. Nitrogénforrasként szerves anyagokat (szdjadara, kukoricalekvér, részlegesen hidrolizalt
fehérje tartalmud melléktermékek) adagolnak. A szubsztrat ez esetben is indukalja a hasznosité
enzim, a protedzok termelését. Az ammonium- és a szabad aminosav tartalmat célszer(i ala-
csonyan tartani, mivel ezek jelenléte feleslegessé teszi a fehérje szubsztratok hidrolizisét,
ezért a protedz termelés csokken. Az olcsobb szervetlen nitrogén forrdsok koziil ammonium
nitratot adhatunk, de azt is inkdbb csak kiegészitésként. A tenyészet oxigénigénye nagy, a fo-
lyamat érzékeny az oxigén limitacidra. A fermentéci6 sordn végig intenziv levegbztetésre van
sziikség.

6.6.1.4. Alkalikus protedzok elodllitdsa: Feldolgozds

A termék izoldldsanak elso 1épése a sejtek elvélasztiasa. Mivel a termeld baktérium sej-
tek kicsik, a fermentlé elokezelés nélkiil nem sziirhetd. A 1€ savanyitasaval és/vagy flokkuldlo
anyagok hozzdaddsaval konnyithetd meg a szlrés, illetve a sziirés helyett centrifugalast lehet
alkalmazni. A nagy térfogat, viszonylag hig sejtmentesitett enzimoldatot ultrasziiréssel lehet
betdményiteni. Az enzimfehérjét az oldatbdl kicsapjak. Ez egyarant torténhet kis6zassal és ol-
doszeres kicsapdssal. A kis6zasndl az szokdsos ammonium szulfat helyett dltalaban natrium
szulfatot hasznédlnak, mert ez esetben ligos kézegben kell dolgozni, és ekkor az ammdnium
s0kbdl ammonia szabadul fel. Az olddszeres kicsapdsndl két-haromszoros térfogati acetonnal
csapjdk ki az enzimet. Egy altaldnos feldolgozasi sémét mutat be a 18. dbra.

6.6.2. Neutrdlis protedzok

A sejtek nagy tobbsége szdmara a ,,fiziol6gids”, semleges kozeli pH az optimalis, enzi-
meik is ehhez adaptalédtak az evoldcié sordn. fgy sok faj rengeteg neutrdlis protedzat izoldl-
tdk mér, de gyakorlati jelentdségiik mégis kisebb, mert kevésbé tiirik a szélsdséges koriillmé-
nyeket (hémérséklet, pH), igy alkalmazasi teriiletiik is szlikebb. J6l termeld torzsek minden
nagy rendszertani egységben el6fordulnak, dltaldnosan haszndlatosak a

— Bacillus subtilis
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— Streptomyces. griseus
— Aspergillus oryzae
enzimei. Miikodésiikhoz gyakran igényelnek kationokat, pl. a CaCl,, NaCl novelheti a
stabilitasukat.

6.6.2.1. Protedzok a siitdiparban

A buzaliszt egyediilallé tulajdonsaga, hogy sikértartalma vizzel 6sszedolgozva egy visz-
koelasztikus tésztaszerkezetet hoz 1étre. Ez a glutén matrix visszatartja a kelesztés sordn kelet-
kez6 géazt a tésztaban, és egy buborékokkal lazitott szerkezet jon létre. A laza, rugalmas szer-
kezet hdkezelés (siités) utdn is megmarad. A buzaliszt elony0s siitdipari tulajdonsdgai a fehér-
jéknek koszonhetdk, igy a fehérjék mindsége és a mennyisége meghatarozza a bizaliszt min6-
ségét. Fehérjebontd enzimek adagoldsa megvéltoztatja a tészta szerkezetét és ezzel a siitési tu-
lajdonsdgokat is.

A kelesztett péksiiteményeknél eléfordulhat, hogy a tul stirli fehérjeszerkezet nem enge-
di kellden kitdgulni a pékarut, az tilsdgosan tomott €s kicsi marad. Kis mennyiségili specifikus
protedz (jellemzdOen fonalas gomba eredetli - pl. Aspergillus oryzae - protedz) képes ugy
lazitani a sikért, hogy jobb lesz a tészta nyudjthatésaga, gyorsabban kel és ezaltal a végtermék
allaga és mérete is jobb lesz. Hasonl6 hatds érhet6 el kémiai szerekkel, példdul L-ciszteinnel
vagy natrium-metabiszulfittal is. Ezek a redukdl6 szerek a fehérjelancok kozti diszulfid hidak
felbontdsaval csokkentik a térhalositdas mértékét. Ezek az idegen anyagok viszont benne
maradnak termékben és fel kell tiintetni az aru csomagoldsan, ezért szivesebben valasztjak az
enzimes kezelést.

A kelesztés nélkiil késziilt termékeknél, mint a kekszek, ostydk, ropi, stb. a viszkoelasz-
tikus tulajdonsag nem elOnyos, sOt sziikségtelen. Ezeknél mas a kivdnalom, a puha, rugalmas,
laza textira helyett a kemény, torékeny, ropogés terméket keresik. A glutén térhdlé a rugal-
massagot segiti eld, ennek hidnydban kapunk merev, torékeny terméket. A szerkezetalkot6 fe-
hérjéket specifikus protedzok, jellemzden Bacillus protedzok alkalmazdsaval megbontani. Az
enzimek alkalmazdasédval lehet6ség nyilik arra, hogy a kiilonb6z0 fehérjetartalmu lisztek siitd-
ipari tulajdonsagait egységesitsék. Ez a cél ebben az esetben is elérhetd enzimek helyett az
eldbb emlitett kémiai redukdlé szerek adagoldsdval, de ezeket ritkdn alkalmazzdk. A peptida-
zok alkalmazdsa befolyasolhatja a kenyér izét €s a kéreg szinét is. A peptiddzok aminosavakat
és oligopeptideket termelnek. Ezek, és az ezekbdl a hd hatdsara keletkezd molekuldk befolya-
soljak az izeket. Aromas, édes és keserli anyagok, izfokozdk és potencidlis oxidansok jelen-
hetnek meg. A szabaddd valé amino-csoportok ho hatdsara reakcidba 1épnek a cukrok aldehid
csoportjaval (Maillard-reakci6), ami szintén szin- és izanyagok kialakuldsiat eredményezi.
Ezek adjdk példdul a kenyérhé;j jellegzetes izét és barna szinét.

6.6.2.2. Protedzok a husfeldolgozdsban

A f6tt vagy siilt hast akkor tekintjiik megfelelé dllaginak, ha konnyen raghatd, ugyan-
akkor megtartja rugalmas, rostos textardjat. Ezek az érzékszervi tulajdonsagok nehezen kvan-
tifikalhatok és nagyon sok tényez6tdl fiiggenek. A nyers his dllaga a vagas utdn tobb 1épésben
valtozik. Az izmokban el6bb bedll a hullamerevség, majd ez fokozatosan felenged, ahogy a
bomlési folyamatok eldére haladnak. A szerkezet fellazuldsdban endogén protedzok, elsésor-
ban a katepszinek jatszanak szerepet. A hus természetes érése lassu folyamat, hiitéhdzi koriil-
mények kozott (+1-4 °C) legalabb 10 napot igényel, de akar 3-4 hétig is tarthat. Ez az érlelési
folyamat igen j6 allagu hust eredményez, de kozben a vizvesztés elérheti a 7%-ot is, €s a hus
ettdl osszezsugorodik. A folyamat felgyorsitdsara az élelmiszeriparban mar fél évszazada al-
kalmaznak exogén protedzokat. Tulnyomodrészt novényi enzimeket haszndlnak (bromelint, pa-
paint, ficint), de szeletelt hisoknal bakteridlis eredetli protedzokat is alkalmaznak. A f6 prob-
léma az enzim bejuttatdsa a hus belsejébe. Ha csak rafrocskolik az enzimoldatot vagy bedztat-
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jék a hust, a puhit6 hatds nem lesz egyenletes, a belsd részek keményebbek maradnak. Haté-
konyabb megoldas az oldat beinjekci6zasa. A kémiai reakciok termodinamikdjanak megfele-
16en az enzimes folyamat sebessége a homérséklet emelésével exponencidlisan novekszik.
Ebbdl az kovetkezik, hogy a puhitds tilnyomo6 részben a hokezelés (f6zés, siités) sordn megy
végbe, nem a hiitve tarolds kozben.

6.6.3. Savas protedzok

A savas protedzokat régebben egyértelmiien az aszparaginsav protedzokkal azonositot-
tdk, de manapsdg mar ide soroljdk a késébb besorolt glutaminsav protedzokat is. Az Asp pro-
tedzokon beliil két alaptipus kiilonitheto el:

— Pepszin tipusud enzimek (pHopt = 2-4), elssorban Aspergillusok termelik

— Rennin tipusd enzimek: (pHope= 5-7), f6leg Mucor torzsek termelik
A savas protedzokat tobb teriileten is felhasznaljak:

— Emésztést eldsegitd prepardtumokban (a gyomorban a pepszin hatds kiegészitésére,

potlaséra)

— Szdja sz6sz eloallitdsdra, a szojafehérjék iranyitott hidrolizisére

— Tej alvasztasara. Ez a sajtgyartas kritikus 1€pése, a tej kolloid szerkezetének megbon-

tdsa, aminek hatdsdra a tej két fazisra, tiréra €s savora valik szét.

19. dbra Kimozin A, két Asp az aktiv centrumban

Ez utébbi enzimet allitjdk eld nagyipari méretekben, ezzel foglalkozunk részletesebben.
Az enzimnek tobb neve is van, magyarosan oltéenzimnek, latinosan chymosinnak nevezik,
ennek magyaros atirdsa a kimozin. A szakirodalomban elterjedt a rennin és a rennet név is.

Adalék: az oltéenzim név onnan ered, hogy ezzel ,,oltjdk be” a tejet, hogy megalvadjon a sajtkészitésnél.
Az enzim klasszikus forrdsa a 3-4 hetes borji negyedik gyomra, amelynek az a funkcioja, hogy a tejet a konnyebb
emésztés érdekében megalvasztja. A pdsztornépeknél, igy Mongaolidban ma is haszndljdk a félretett, zacskoszerii
gyomrot oly modon, hogy beletiltik a tejet, ami egy idé utdn a gyomorfal enzimtartalmdnak hatdsdra megalvad
és kionthet6 a ,,reaktorbol”. Hasonlo enzim minden emlos uijsziilottiének gyomrdban megjelenik, igy a csecse-
moknél is.

Az enzimfehérje inaktiv zimogén formédban termelddik, ez a preprokimozin. A fehérje-
lanc 381 aminosavbdl éll, a molekulatomege 42200. Az elsé 16 aminosav a szigndl peptid, a
bioszintézisnél azonnal levalik, az igy kapott prokimozin 365 aminosavbodl all, méltomege
40500. A tovabbi aktivalds egy tovabbi peptid lehasaddsdval savas kozegben autokatalitikusan
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megy végbe. Erdekes, hogy az atalakulds a kozeg savassagatdl fiiggden kétféle médon is be-
kovetkezhet. pH=2-nél egy kisebb, 27 aminosavbdl all6 peptid vélik le, igy jon 1étre a pszeu-
dokimozin, aminek mér van katalitikus aktivitdsa.. Ha viszont a kozeg pH-ja csak ~4,5 korii-
lire csokken, akkor egy nagyobb, 42 tagu fehérjerész hasad le, és 1étrejon a kész, aktiv kimo-
zin. A pszeudo-kimozin a savas kozegben meglehetdsen stabil, csak akkor alakul at a végso
forméba, ha a pH értéket megemeljiik a 4,5 koriili szintre (20. 4bra).

A szarvasmarha kimozinnak két izoform4ja van, ezek kozott csak egyetlen aminosavban
van kiilonbség: az A formdban a 244 helyen aszparaginsav taldlhat6, a B enzimnél glicin. Az
egyes egyedekben a szerkezetet az allélek hatdrozzdk meg, az allatok ~40%-a A, ~60% pedig
a B format termeli.

351 amino acids, molecular weight 42 200

pre-prochymosin
(inactive)

secretion into v

stomach ]
v

365 amino acids, molecular weight 40 300

pro~chymosin
(inactive)
42 amino 27 amino
acids acids
removed removed
pH 4.5 pH 20
mol wt 35 600 mol wt 37 400
active chymosin pseudo-chymosin
(active) (active)
pH 43 ! 1 5 amino acids
y | iost
v

anrnA

moi wt 35 80

active chymosin

20. dbra A kimozin aktivdléddsa kiilonbozd kizegekben

A kimozin aktivitdsa:

A kimozin egy nagyon specifikus endopeptiddz. Hasitési helye kizar6lag a fenilalanin-
metionin kozti peptidkotés. Szelektivitasara jellemzd, hogy a tejben taldlhaté tucatnyi fehérje
koziil egyediil a K-kazein a szubsztratja, azon is csak egyetlen hasitdsi helyet taldl. A hidroli-
zissel kettévagja a K—kazeint és ezzel destabilizédlja a tej micelldris szerkezetét. A hidrolizis-
termékek a para-K-kazein és a glikomakropeptid (21. dbra).

Mintegy szazotven évvel ezelott dolgoztak ki a legelso ipari enzimgydrtasi technoldgiat.
A végéhidon 6sszegylijtott borjuigyomorbol séoldattal vontdk ki a kimozint (Christian Han-
sen, 1874).

Allati oltéenzim kimozin és pepszin keveréke. A két enzim ardnya elsésorban az dllat
életkoratdl fiigg, a kimozin tartalom a szopds borjundl legmagasabb (mintegy 95%). A borju
gyomranak alacsony pepszin tartalma azzal magyarazhatd, hogy a pepszin képes a koloszt-
rumban (focstej) jelen 1évd immunglobulinokat is elbontani, amelyek sziikségesek az tijsziilott
allat immunitdsanak kialakuldsdhoz.
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21. dbra A K-kazein hidrolizise

A sajtgyérak egyre novekvl igényét ez a termék nem tudta fedezni, igy sorozatos pro-
balkozasok torténtek az allati kimozin potldsara mas enzimmel.

El6bb egy masik allati eredetli készitménnyel, a ,,csirke pepszinnek” nevezett emésztd
enzimmel probdlkoztak. Ezt szintén vagohidi melléktermékbdl vontdk ki. A termék nem telje-
sen véltotta be a hozza fliz6tt reményeket, hatdsa nem volt teljesen azonos az eredetivel, ra-
addsul az alapanyag mennyisége ebbdl is korlatozott volt, Izraelen és Csehorszdgon kiviil nem
terjedt el.

Misok abbdl a megalapozott feltevésbdl indultak ki, hogy a legtobb éllati enzimmel
azonos hatdstit lehet taldlni a 1ényegesen valtozatosabb mikrobialis enzimek korében. Széles-
korli screening programot inditottak anal6g hatdsu enzimek felkutatasara.

A hasonl6 tulajdonsdgu enzimeket a fonalas gombdék korében taldltdk meg. Ipari méret-
ben is alkalmazott enzimtermeldk a Rhizomucor miehei (régebben Mucor miehei), Rhizomu-
cor pusillus (régebben Mucor pusillus), és a Cryphonectria parasitica (régebben Endothia pa-
rasitica), a magyar neve gesztenyepenész. Ez utébbit 1967-ben az USA-ban hoztdk forgalom-
ba SUPRAREN néven.

Ezek az alvaszté enzim prepardtumok is tartalmaznak a kimozinon kiviil mas fehérje-
bonté enzimeket. Ennek jellemzésére az MC/PA (vagy roviden C/P) ardnyt hasznaljak. Jelen-
tése: milk clotting activity (tejalvaszté aktivitds)/proteinase activity (0sszes protedz aktivitds).
A sajtgyértds szempontjabol a magas érétkek a kedvezok, mert ha sok az egyéb protedz, akkor
azok a tejfehérjéket sok kis oldhaté peptiddé apritjak, amelyek a savéban oldédva elvesznek a
sajtkészités szdmara, rdadasul keserl izt okoznak. Az aktivitdsok ardnya dllandé enzimarany
mellett is valtozik a pH-val. Alacsony pH értéknél a pepszin tipusu savas protedzok aktivitdsa
nagyobb, enyhén savas kozegben pedig a kimoziné. A tej normadlis 6,5-es pH-jan mérve a re-
kombinans kimozinok C/P értéke a legnagyobb, a borjigyomorbdl kivont prepardtumé alacso-
nyabb, majd a mikroba eredetli (R. miehei, R. pusillus és a C. parasitica) enzimek tisztasaga
sorrendben egyre kisebb. A kiilonb6z6 eredetli enzimek tulajdonsdgait az 5. tdbldzat mutatja
be.

5. tabldzat A kiilonbozo eredetii enzimek tulajdonsdgainak osszehasonlitdsa

enzim forras MS, kDa IEP topt °C
Kimozin borju 35,7 4,98 40-44
Mucorpepszin R. miehei 38 4,58 58-62
Mucorpepszin R. pussilus 30-39 4,41 42-45
Endothiapepszin | C. parasitica 33,8 4,89 42
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6.6.3.1. A kimozin heterolog termelése

A rekombindns fehérjék elddllitisdra ma mar szdmos genetikai transzformaciés rend-
szert all rendelkezésre, de kezdetben csak néhdny gazdaszervezetbdl lehetett valasztani. A
sokféle lehetséges gazda koziil az élelmiszeripari enzimek termelésében még mindig két torzs
domindl, az Aspergillus niger és a Kluyveromyces lactis. Mindkét torzset tobb évtizeden ke-
resztiil biztonsdgosan hasznéltdk az élelmiszeriparban, és mind a sejtek, mind az ezekbdl szar-
maz0 enzimek elnyerték a GRAS (Generally Recognised As Safe = éltaldnosan biztonsagos-
nak elismert) FDA statuszt.

A kimozin eldéllitasat elsoként a Pfizer Inc engedélyeztette E. coli gazdaszervezettel
1988-ban. Késébb mindkét emlitett eukaridtdval is megoldottak a gyartast.

Az enzimek fermenticids gydrtdsandl leggyakrabban a fonalas gombdkat haszndljdk,
mert ezek vad torzsként is nagy mennyiségii fehérjét valasztanak ki a fermentlébe. Igy a fel-
dolgozasi 1épéssor viszonylag egyszerli, nagyok a hozamok és alacsonyak a koltségek.
Ugyanakkor a penész alapu gyartdsnak megvannak a maga hatranyai a bakteridlis fermentaci-
Okkal 0sszehasonlitva. A fermentdcids id6 hosszabb, 4-6 nap, ez noveli az energiakoltségeket,
rontja a fermentorok kapacitasanak kihasznaltsagat. Emellett nagyobb a fertdzés kockazata, a
fonalas tenyészetnél morfoldgiai és reoldgiai problémadk léphetnek fel, ami megneheziti a mé-
retezést, a Iéptékndvelést €s a reprodukalhatdsagot.

Baktériumok {6 eldnye a gombakhoz képest a viszonylag egyszerti tdpoldat és a gyors
novekedés. Sokszor elegendd egy kémiailag meghatarozott (chemically defined), dsvanyi sok-
bdl all6 tdpoldat, amelyen jobb a tenyésztés reprodukdlhatésidga, mert az eredmény nem fiigg
a fonalas gombdkndl haszndlatos komplex tdpanyagok (szdja- vagy élesztd kivonat) valtozé-
konysédgatol. Egy bakteridlis fermentacié ideje alig fele a penészgomba alapu technoldgidk
szokdsos idétartaménak, ami jelentds koltség megtakaritast jelent. Masrészrol a legtobb bakté-
rium nem képes a célfehérjék kivalasztasara, azok a sejten beliil, intracelluldrisan halmozdéd-
nak fel, ami megneheziti a termék kinyerését és tisztitasat, ezzel rontja a kihozatalt és az egész
technolégia gazdasdgossdgat. Ezen kiviil az intracelluldris fehérjék izoldldsa sordn nagy
mennyiségll vegyi anyagot hasznalnak fel, ami hulladékként jelentdsen terheli kornyezetet.

A mikroorganizmusok kozott akadnak olyan gazdaszervezetek, amelyek egyesitik ma-
gukban a bemutatott két csoport elonyos tulajdonsdgait. A Kluyveromyces lactis és egyes Ba-
cillus expresszios rendszerek egyrészt gyorsan szaporodnak, mdsrészt nagy mennyiségli ter-
méket hoznak létre extracelluldrisan.

A megfeleld host kivélasztdsat legtobbszor nem lehet eldre, elméleti alapon elvégezni.
Sokszor tobb kiilonboz6 torzsben is kifejeztetik a célfehérjét és ezek tesztelése alapjan hozzdk
meg a végso dontést. A bioldgiai és technikai szempontokon tudl szerepet jatszik még a gazda-
szervezet ismertsége, a kordbbi genetikai manipuldciok soran szerzett tapasztalat és a techno-
l6giai ismeretek. Ezek birtokdban jelentOsen lerovidithetd a fejlesztés ideje, hamarabb lehet a
piacon megjelenni a termékkel, ami jelentdsen befolydsolja az 1j technoldgia profitabilitdsat

Kimozin termelés penészgombakkal

Tobb gyarto is van a piacon: Christian Hansen (DK) CHY-MAX néven, Genencor
(USA) CHYMOGEN néven forgalmaz kimozint. A génmanipuldlt A. niger var. awamori-ra
épiilo technoldgia az dltaldnos, soklépcsds oltdtenyészet nevelés helyett egyetlen inokulum
fermentécids 1épést alkalmaz, ezt a fermentort vegetativ tenyészet helyett sporakkal oltjak be.
Az oltétenyészet a fOfermentédcionak kb. tiz szazaléka, azaz tobb tiz kobméteres. Feladata nem
a termékképzés, hanem nagy mennyiségii gyorsan szaporodd sejttomeg elddllitdsa. A termeld
fermentéciot tizszeres térfogati, azaz akar tobb szaz kobméteres, keverds, levegdztetett készii-
1ékben végzik.
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Fig. 11.3  Schematic overview of an industrial chymosin production processes with filamentous fungi (at Chr. Hansen).

22. dbra Kimozin gydrtds technologidja fonalas gombdval

A folyamatot komplex tdpoldatban, rataplalassal hajtjak végre. Szénforrasként konnyen
metabolizdlhaté cukrokat (melasz, maltéz, maltodextrin vagy glilk6z) adagolnak. A
maltéznak vagy a maltodextrinnek akkor van jelentdsége, ha a kimozin gén elé a gliikoamilaz
maltézzal indukdlhaté prométerét épitik be. Az enzim extracelluldrisan termelédik. Altaldban
egy hetes fermentdcié utdn az enzimkoncentrdcié mar nem novekszik tovabb, sor keriil a fer-
mentacié vagasara és elkezdddik a feldolgozds (termékizolédlds) 1épéssora. Az elsé 1épés a
sejttomeg elvdlasztidsa. Fonalas gombdk esetében ez szlirdvasznon, példdul vakuum dobszii-
ron torténhet. A tovabbi 1épések az enzim végtermék kivant tisztasagatdl fiiggenek. Ha nem
zavardak az egyéb fehérjék, akkor tovabbi elvdlasztis helyett egyszerlien porlasztva szaritds-
sal eltavolitjdk a vizet a rendszerbdl. Més technoldgidban az enzimoldatot ultrasziiréssel to-
ményitik, és egyuttal eltavolitjdk a kis molekuldju szennyezéseket is. Ha tisztabb preparatum-
ra van sziikség, akkor kromatogréafidval (Christian Hansen, DK) vagy adszorpciéval valaszt-
jék el az enzimet a szennyezésektOl. A tisztitott fehérjét adalékanyagokkal formuldzzdk, ezzel
tartositjak (prolonged shelf life), szilard preparatum esetében oldddasét gyorsitjak (22. dbra).

Kimozin termelés baktériummal (E. coli-val)

Az E. coli a legjobban tanulmanyozott gazdaszervezet, mar szamtalan genetikai mani-
puldciot hajtottak végre rajta. Nem véletlen, hogy ez volt az elsé kimozin termeld gazdaszer-
vezet, a Pfizer Inc engedélyeztette 1988-ban, és ez volt a legelsd genetikai manipuléciéval
eldallitott €lelmiszeripari enzim a piacon. Héatranya viszont, hogy a kimozint intracelluldrisan
termeli. A manipuldcids eljards azota klasszikussa valt: az E. coli K-12 torzsbe traszfektaltak
a prokimozin gént a pBR322 plazmid vektorral, a kifejez0dést a trp prométerrel szabalyoztak.
A Pfizer késObb az egész iizletdgat tovabbadta a Christian Hansen, (DK) cégnek.

A folyamat jelentdsen kiilonbozik az A. niger—-rel kidolgozottdl. Specidlis rataplalasi
stratégidval alland6 szénforras limitben tartjdk a tenyészetet, ugyanakkor nagy sejt- és enzim-
koncentraciot tartanak fenn, mikozben lefékezik az anyagcserét és megakadalyozzédk az ecet-
sav felhalmozddésat. Az E. coli ugyanis korlatozatlan novekedésben ecetsavat termel, ami na-
gyobb koncentracidban toxikussd valik és akaddlyozza a novekedést valamint a termékképzo-
dést. A coli sejtekben a kimozin oldhatatlan zarvanytestek (inclusion bodies, IB) formdjaban
halmozdédik fel. Ezek feloldadsara, foldingjara, az aktiv szerkezet kialakitdsara specidlis miive-
letsort kellett kidolgozni. E16bb az elkiilonitett sejteket nagynyomdst homogenizatorral feltar-
jék, és az IB szemcséket centrifugdldssal levalasztjak, majd pH=2 pufferrel mossdk. Az oldést
kaotrép olddszerekben (7-9 M karbamid) ligos kdzegben lehet megoldani. Az igy kapott ol-
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23. dbra Kimozin gydrtds technolégidja E. coli-val
datban a fehérje még nem aktiv, a megfeleld harmadlagos szerkezet er0s higitdsban lassan,
spontdn alakul ki az tn. folding pufferben, amely dsvanyi sokat és kis molekuldjui anyagokat,
pl. arginint tartalmaz.
Ezutdn az aktiv enzimet a szokdsos fehérjetisztitdsi modszerekkel, példaul anioncsere-
kromatogréfiaval tisztitjdk (23. abra).

Kimozin termelés élesztével (Kluyveromyces lactis-szal)

A K. lactis-t a Dutch States Mines (DSM, NL) alkalmazta gazdaszervezetként a kimozin
gyartdsara (MAXIREN néven, 1990). Ezt a j6l ismert élesztOtorzset méar az 6tvenes évek Ota
hasznaltdk a laktdz fermentacios elddllitdsara, amit az élelmiszeriparban a tejcukor bontdséara
alkalmaztak (Gist-Brocades, NL).

Az expressziohoz a bovin kimozin gén elé az erds lac4-promotert épitették be és az en-
zim sejtbdl valo kilépését a jol ismert élesztd a-faktor leader szekvencia hozzacsatoldsdval se-
gitették eld. Az elso fejlesztéseknél az expresszids kazettat plazmiddal fejeztették ki (pUC19
élesztd plazmid), de késObb a gént a kromoszomaélis DNS-be épitették be.

A fermentdcié sordn az E. coli-hoz hasonléan a tdpanyag specidlis Osszetételével és
adagolasi stratégidjaval nagy sejtsiiriséget dllitottak be, mikdzben a keletkezd etanol
koncentrici6jat alacsonyan tartottdk. A technoldgidk sikeresen 1éptéknovelték 100 m? f6lé is.
Az extracellularis enzim tisztitdsa a penész eredetli enzimhez hasonld 1épéssorral torténik.
Mivel a torzs kevés egyéb extracelluldris fehérjét termel, a kimozint konnyli izoldlni. Az
eldirdsok szerint a termék nem tartalmazhat €16 sejteket ezért a levet benzoesavval kezelik, és
alacsony pH-n sziirik. Ekozben a sav hatdsdra a prokimozin — kimozin &talakulds is
végbemegy. A termék (MAXIRENR) tart6sitdsit benzoesavval vagy NaCl-dal oldjak meg.

A rekombinans terméknek tobb eldnye is van az eredeti, borjigyomor kimozinnal szem-
ben:

— tisztdbb, mint a borji rennin, mert nem tartalmaz kiséré enzimeket (pepszint és

egyebeket)

— kémiailag és bioldgiailag teljesen azonos a borji enzimmel
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— termelése olcsébb
— é4lland¢ tisztasdgd, mentes allati szervmaradvanyoktdl (pl. nincs BSE vesz€ly)
— korlatlanul termelhetd

Az ipari termelés Franciaorszdgban, Seclinben indult meg, hosszi és bonyolult engedé-
lyeztetési eljards utan. Az iizem engedélyt kapott rekombinans mikroba tenyésztésére és meg-
szerezte az ISO 9002 bizonyitvanyt is. Magéat a terméket pedig — mivel mér nem 4llati eredetii
— elfogadtdk a vegetaridnusok is, és a késer €s halal valldsi szabdlyok szerint is megfelelonek
mindsitették. Az engedélyeztetés sordn meg kellett vizsgdlni a

— rekombindns torzs DNS stabilitdsat,
— esetleges patogenitasat,
— atermék mutagenitasat,
— toxicitasat,
— allergenitasat.
Ezutan sajtgyartasi teszteket és organoleptikus vizsgalatokat is végeztek, és akkor fogad-
tak el, amikor a francia sajtinyencek sem tudtdk megkiilonboztetni a termékeket.

6.6.3.2. A kimozin szerepe a sajtgydrtasban
A sajtgyartas kulcslépése a tej megalvasztasa. A tej kolloidalis szerkezete atalakul, a mi-
celldk elveszitik stabilitdsukat €s a tej szétvalik egy fehérje alapi gélre és a homogén savo fo-
lyadékra. A kivalt gél szerkezetét mechanikai hatdsokkal (keverés, apritas, préselés) megbont-
jék, igy kivonjdk a benne visszatartott savé nagy részét. A folyadék eltavolitasat melegitéssel
és sozassal is elosegitik.

10X kencentralodas

Tejsavas baktérium Tejcukor nincs sgvas zajt: frizs
/ \ o oldhato fehérje nince . Rennet sajt: &rlett
Koagulacio Tartos

Tej(+sn:'|}\\\
Rennet /

24. dbra A tej alvasztdsdnak lehetéségei

A tejfehérjék kicsapasa mas modon is megvaldsithatd. A kazeinok izoelektromos pontja
4,5 koriil van. Ha a pH-t erre az értékre csokkentjiik, a fehérjék kicsapédnak. A mechanizmus
eltérd, ezesetben nem torténik kémiai bontds a fehérjeldncban, csak a disszocidcié mértéke
valtozik. A savas tejalvasztdst is nagyon régdta haszndljdk a haziiparban és a nagyiparban
egyarant. A savat a tejben elszaporitott tejsavbaktériumokkal allitjdk eld, amelyek egyrészt
kellemes izanyagokat termelnek, masrészt a pH biztosan nem csokken 4,5 ald, mert ekkor a
baktériumok miikdodése is ledll. A savas és enzimes alvasztist parhuzamosan, sot sokszor
kombindlva alkalmazzdk a kiilonb6z6 termékek készitésénél. Nem szigorti szabdly, de dlta-

ldban a friss sajtokndl a savas, érlelt sajtokndl az enzimes technolégiat hasznaljak (24. dbra).
Adalék: Magyarorszdgon is elterjedt novény a tejolto galaj. Nevét onnan kapta, hogy fézete a tejfehérjé-

ket ugyaniigy kicsapja, mint a tejsav vagy a kimozin. A kézépkorban is haszndltdk sajtkészitésre, sdrga szinanya-

ga a sajtokat is megfestette.

A fehérje csapadék a tard, illetve ebbdl préseléssel, s6zdssal, érleléssel, esetleg tovabbi mikro-

bak elszaporitasaval készitenek nagyon sokféle sajtot.
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6. tabldazat A tehéntej fo fehérje frakcioi

.. Foszfét csoportok
Fehérje % molekuldnként
Kazein
alfa s1-kazein 32 8
alfa s2- kazein 8 10-13
béta-kazein 32 5
kappa-kazein 8 1-2
Savo fehérjék
béta-laktoglobulin 12 0
béta laktalbumin 4 0
immunglobulin 3 0
szérum albumin 1 0

A tehéntej fehérjetartalma Osszesen kb. 8%. Ennek mintegy 80 %-a kazein, ami négy {6
frakciobdl all: a1-, a2-, B- és K-kazein. A kazeinek hidroféb jellegli fehérjék, mindegyik tar-
talmaz foszforsav csoportokat. A fehérjék tovabbi 20%-a vizoldhat6 savéfehérje 6. tablazat.

A kazeinek apoldris jellegiik miatt a vizes kozegben csak kolloid formdban old6dnak,
micelldkat alkotnak. A micelldk tovdbbi szubmicelldkbdl dllnak. Ezek feliiletén taldlhaté az
amfifil jellegli k-kazein molekula, amely polaris aminosav oldallancaival fordul a vizes fazis
felé. A feliileten 1év6 szerin aminosavak OH csoportjai kolcsonhatdsba Iépnek a Cag(POs)s
komplexekkel, amelyek hidként 6sszekapcsoljdk a szubmicelldkat (25. dbra).

Ez a szerkezet meglehetOsen stabil, hiszen a tej felforraldsa sem bontja meg a kolloidot.
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25. dbra A tej micelldris szerkezete
Amikor a kimozin elhidrolizalja a K-kazein 105-106 helyén taldlhaté fenilalanin-metio-

nin kozti peptidkotést, destabilizdlja az egész micella rendszert. A micellaban taldlhat6 fehér-
jék kicsapdédnak. A hidrolizis és a csapadékképzés két kiilon folyamat, a kdrnyezeti tényezdok
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eltér6 mdédon hatnak rajuk. A kalcium ionok eldsegitik a kazeinek aggregdlodasat, de magat
az enzimes reakciét nem befolydsoljak. Ugyanez a helyzet a homérséklettel is. A 25-35 fokos
tartomanyban a reakcidsebesség csak kis mértékben gyorsul, ugyanakkor a fehérjék kivalasa
sokkal intenzivebbé valik. Az enzimaktivitds érzékeny a pH-ra, a tej normalis, 6,5-es pH-jan
nagy, savas irdnyba mozditva jelentosen csokken, a 4,5-es érték mar az enzim izoelektromos
pontja, ahol az aktivitds minimalis.

A kapott két fazis 0sszetétele a kovetkezoképpen alakul: a tar6 tartalmazza az eredeti-
leg 8%-nyi fehérje tilnyomo részét, kb. 7 szazalékot, a zsirokat, és a Ca-foszfatot. A savoba
keriil a tejcukor teljes egészében (5,5-7,5%), a maradék ~1% fehérje, valamint az dsvanyi sok.

Adalék: a savobol a maradék egy szdzaléknyi fehérjét forraldssal ki lehet csapni. Egyes orszdgokban eb-
bdl is készitenek sajtot. Az olasz ricotta sajt neve is erre utal: re+cotta = vijra + fozés. A friss sajtok gyakorlati-
lag azonnal fogyaszthatok, az érlelt sajtok csak hosszabb (4 hét-2 év) érlelés utdn. Ennek sordn csokken a viztar-
talom és kémiai, biokémiai, mikrobiolégiai vdltozdsok mennek végbe. A fehérje bomlds folyamatos, szabad ami-
nosavak, biogén aminok, ammonia is keletkezik. Szdmos sajtfajtdt starter tenyészetekkel oltanak be az érlelés
elosegitése érdekében (camembert, rokfort, brie, kéksajt, stb.).

6.6.4. Fémprotedzok

A termolizin egy hdstabil fémprotedz, amit eredetileg a Bacillus thermoproteolyticus
torzs termelt. Az enzim kofaktora Zn’+ ion, a stabilitdsat 4 Ca’+ biztositja. Az ipari felhaszn4-
lasra gyartott protedzok kozott ennek a legnagyobb hdstabilitisa. A termolizin és hasonld
mikrobidlis enzimek azért kaptdk a fémprotedz besoroldst, mert katalitikus aktivitisukhoz egy
fémionra, 4ltaldban Zn>+ ionra van sziikség. Kordbban ezeket a semleges protedzok kozé so-
roltdk, mert a pH optimumuk 7 koriil van. Tovéabbi kozos tulajdonsdguk a hasonld szubsztrat
specifitds, a legnagyobb sebességgel a hidroféb és terjedelmes oldallancd aminosavak (Leu,
Phe) amino csoportjandl elhelyezkedd peptidkotéseket hidrolizaljak.

Bér a metalloprotedzokat nem csak a laboratoriumi felhasznéldsra, hanem ipari 1€pték-
ben is gyartjak, a piac kicsi, mert a hidrolizis specifitdsa sziikebb a tobbi protedzhoz (szerin
protedzok, cisztein protedzok) viszonyitva. Hasznédlatuk akkor indokolt, ha més enzimek nem
képesek a hidrolizisre. Ilyen nehezen bonthaté anyag példaul az arpa fehérje, amely egy speci-
fikus szerin protedz inhibitort tartalmaz.

A termolizin legnagyobb felhasznéldja az aszpartdm gyartas. Az aszpartam (L-a-aszpar-
til-L-fenil-alanin-metilészter, APM) egy mesterséges édesitOszer, amely mintegy kétszdzszor
édesebb, mint a szachardz. Kémiailag egy dipeptid szarmazék (26. dbra).

OH NH2

26. dbra Az aszpartdm szerkezete

Adalék: Az aszpartdmot a Searle cég vegyésze, G.D. Schlatter véletleniil fedezte fel 1965-ben, mikozben
egy tetrapeptid szintézisén dolgozott. A Searle cég sok nehézség drdn engedélyeztette és piacra vitte az aszpartd-
mot. 1985-ben a Monsanto felvdsdrolta az egész céget és NutraSweet Company néven miikodtette tovdabb. Koz-
ben megjelentek a versenytdrsak, az alapanyag aminosavakat termeld Ajinomoto, és a holland-japdn kozos vdl-
lalat a Holland Sweetener Company (HSC). 2000-ben az Ajinomoto dtvette a terméket a Monsanto-tol, és ezzel a
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vildgpiac 40%-t ldtja el. A HSC 2006-ban besziintette a gydrtdst, mert nem birta a piaci versenyt. Ennek oka el-
sosorban a kinai gydrtok megjelenése volt.

A gyartds egylépéses enzimes biokonverzid, igy az enzim €s haszndlatdnak koltsége
kulcsfontossagi gazdasagossagi kérdés. Az egyik technoldgiai eldrelépés ezen a téren az en-
zim immobilizél4sa volt. Tobbszori felhasznéldssal az adott enzim mennyiség jobban kihasz-
ndlhat6. Az immobilizicié eredményeként az oldatban kifejezetten labilis enzim évekig stabil
marad. Egy masik médszer szerint a teljes sejteket rogzitik. A rogzités elott a sejttomeget ho-
kezelik. Ez a hdstabil termolizinnek nem éart, de a hdérzékeny enzimek, igy a fumaraz is el-
bomlik. Ezéltal a fumarsav—almasav atalakulds miatt bekdvetkezd fumarsav veszteség kikii-
szobolheto.

Az enzim aktivitdsa jelentds mértékben novelhetd a koriilmények beéllitasaval. SOk (2-4
M NaCl), n-pentanol hozzdadasa, illetve nagy nyomads (50-100 bar) a tobbszordsére noveli az
enzim aktivitdsat. Emellett jelentds eredményt hozhat magénak az enzimnek a fehérjemérnoki
modositasa. Site directed mutagenezissel Bacillus subtilis-ben kifejezve mind az enzim aktivi-
tasat, mind stabilitdsat a tobbszorosére novelték. Mas lehetdség az enzim fermentacié haté-
konysagénak javitasa, olcsobb enzim eldéllitasi technoldgia keresése.

A reakciot vizes kozegben, pH = 7-7,5 kozott hajtjak végre, az optimélis hémérséklet
t=50 °C, ez a kompromisszum a kielégitd reakcidsebesség €s az enzim hosszu élettartama ko-
zOtt.

Az enzim tulajdonsdgai utdn nézziik magdt a reakcidt. A termolizin protedz, tehat fehér-
jebonté enzim, de itt forditott irdnyu reakciéban, peptidkotés létrehozdsara hasznéljuk. A két
aminosavbol (Phe + Asp) irdnyitottan dipeptidet hozunk 1étre. A katalizélt reakci6 (27. abra):
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27. dbra Az aszpartam elddllitdsa

A szelektivités itt is érvényesiil, a nagy, apolaris aminosav (Phe) amino csoportjdn ala-
kul ki a peptidkotés. Ahhoz, hogy csak a fenilalanin amino csoportja reagdljon az aszparagin-
sav 1-karboxil csoportjdval, a rajtuk 1év0 egyéb funkcids csoportokat blokkolni kell, egyéb-
ként random di- és oligopeptidek képzddnek. A Phe karbonsav csoportjat metilészter formaja-
ban blokkoljdk, az aszparaginsav amino csoportjat pedig egy benzil-oxi-karbonil (BOC) cso-
porttal védik. Ez ut6bbit a termékrdl katalitikus hidrogénezéssel lehet eltavolitani, a metilcso-
port viszont a termék része, nem kell levalasztani.

Az enzim specfitdsait tobbszordsen kihaszndljak. Az atalakitas szelektivitdsa abban all,
hogy az Asp két karbonsav csoportja koziil csak 1 pozicidju 1€p reakcidba, a 4 helyzetli vi-
szont nem. Ez onnan vezethetd le, hogy a fehérjéket a-aminosavak alkotjdk, a protedzok ezek
peptidkotéseit hidrolizaljdk, igy visszafelé is ezt a szerkezetet hozzédk 1étre. Masrészt az enzim
sztereoszelektiv, csak az L-aminosavak Iépnek reakcidéba. Ez azt jelenti, hogy alapanyagként
az olcsobb, szintetikus, racém DL-fenilalanint is fel lehet haszndlni mégis csak L-aszpartim
keletkezik (enantiomer tisztasag: 99,99 %), a D-Phe véltozatlan formdban marad.
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A termék tisztasdga azért lényeges szempont, mert az izomer melléktermékek nem édes,
hanem keserti izliek. Az aszpartdim gyartdsa kémiai szintézissel is megoldhat6, de ott jelentds
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mennyiségli keserli izomer keletkezik, aminek elvdlasztisa jelentdsen megdragitja a
folyamatot. A racém fenilalanin alkalmazdsanak van még egy elénye. A keletkez6 BOC-
aszpartdim és a megmaradé D-Phe oldhatatlan komplexet képeznek, ami kicsapddik a
reakcidelegybdl, kiszlirhetd. A csapadékot s6savval kezelik, ebben a D-fenilalanin feloldédik,
a BOC-aszpartdm tovabbra is oldhatatlan marad, elvdlaszthat6. Az eldbbit racemizdljak és
visszaviszik a folyamatba, az utébbirdl hidrogénezéssel levdlasztjdk a véddcsoportot (28.
abra). A reakcid hot termel, a késziiléket hiiteni kell. A technoldgia 1€péseit az enzim
fermentécids eldallitdsaval egyiitt mutatja be a (29. dbra).
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29. dbra Aszpartdm gydrtds technologiai lépései
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Az aszpartam piaca jelenleg kb. 30 000 t/év, lassan, de folyamatosan bdviil. Ennek leg-
alabb haromnegyed részét kiilonféle italok édesitésére haszndljak fel, a tovabbi mennyiség is
az élelmiszerekbe keriil, dzsemek, cukorkdk, édességek, tejtermékek, diabetikus készitmények
édesitésére. Elterjedésének korlatja, hogy magasabb homérsékleten, f6zés, siités hatdsara el-
bomlik, igy siitdipari termékekben nem alkalmazhatd.

6.7. Lipazok

A lipazok (triacil glicerin hidroldzok) a hidroldzok kozé tartoznak, a karbonsavak észter
kotéseit bontjak. Elettani szerepiik a trigliceridek hidrolizise digliceridekké, monogliceridek-
ké, zsirsavakkd és glicerinné.

Az iparban a zsirok hidrolizise megoldhaté kémiai dton is, magas homérsékleten és
nagy nyomas alatt (250 °C és 30-60 bar). Azonban ez az eljards nem alkalmas a telitetlen zsir-
savakat tartalmazo olajok, kiilondsen a tobb kettds kotést tartalmazé olajok feldolgozédsara.
Emiatt terjedt el az enzimes hidrolizis.

Mivel a szubsztrat rosszul oldédik vizben, kiilon fazist is képez, a reakcio, ezzel a
katalizis is részben heterogén fazisu, a viz-olaj hatdrfeliileten megy végbe. A tobbi hidroldz
enzimhez hasonléan a lipizok sem igényelnek koszubsztritot. Altaliban sokféle hasonld
szubsztrat atalakitidsira képesek, de régidspecifitist és sztereospecifitdst mutatnak.

A reakci6 sebessége altaldban fiigg a zsirsavak szénldncdnak hosszatol. Rendszerint a
rovid szénldnci zsirsavak észtereit lassabban bontjdk, mint a kdzepes és hosszu szdnldncua-

0
vavvvvg 0-CHy e go CH
A AN C-0-CH - S AAAAANAA G O-CH
0 | 2H20 |
MAANNANL-0-CH, + HO- CH,
2 NVVWVVALC—OH
i 0

30. dbra Régioszelektiv lipdzok reakcioja
két. A hossz mellett befolydsol az esetleges kettds kotések szama és helyzete. A Geotrichium
candidum lipaz példaul szelektiven bontja a 9 pozicidban cisz helyzetl kettds kotést tartalma-
z0 zsirsavak észtereit. Sok lipaz régidspecifikus abbol a szempontbdl, hogy a glicerinen a pri-
mer alkohol csoportok (1 és 3 pozicid) észtereit nagysdgrendekkel gyorsabban hidrolizdlja,
mint a k6z€psd (szekunder) csoportét (pl. Rhizopus lipazok) (30. dbra). Egyes enzimek speci-
fikusak a glicerinre, masok egyéb alkoholos vegyiiletek észtereit is bontjak.

Hoéfok optimumuk véltozatos, alacsony és magas homérsékleten miikodé enzimeket is
taldlhatunk. A hdstabil lipadzok, mint a Thermus aquaticus, T. flavus és T. thermophilus fajok

enzimeivel magasabb hémérsékleten (50-70 °C kozott) lehet dolgozni, ami tobb eldnnyel is
jar. Csokken a befertdzddés kockdzata, javul a diffiziés anyagatadds sebessége €s a lipidek
oldhatéséaga.

Mindez sokféle, véltozatos ipari alkalmazést tesz lehetové, a lipdzokat mosdszerekben,
a bor-, textil-, élelmiszer-, papir- és gydgyszeriparban hasznaljak.

A lipazok széles korben elterjedtek, az éllatok, novények és mikroorganizmusok koré-
ben egyarant, gyakorlatilag minden sejt termel tobb-kevesebb lipazt.

A legtobb kereskedelmi forgalomba keriilo lipaz mikrobidlis eredetli, mivel csak ezeket
lehet ipari 1éptékben eldéllitani. Mind a gombdk, €élesztok €s a baktériumok korében taldlhatok
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lipaz termeld torzsek. A baktériumok korében az emlitett Pseudomomonas-ok és Thermus-ok,
az élesztok kozott a Candida torzsek (C. cylindracea, C. antarctica, C. rugosa), a fonalas
gombdkndl pedig a Rhizomucor, Rhizopus, Aspergillus és Penicillium fajok alkalmasak ipari
1éptékii lipaz termelésre. A bakteridlis enzimek kozott kiilon figyelmet érdemelnek a Pseudo-
monas lipazok, amelyek kitlinden mikodnek vizes kozeg helyett szerves olddszerekben is.

Kisebb 1éptékben gyartanak még hasnyalmirigy lipazt is, ezt sok mds enzimhez hasonl6-
an a sertés vagohidakon 0sszegylijtott szervekbdl nyerik ki

A torzsek véltozatossaganak megfelelden a fehérje molekula is sokféle. A molekulato-
megek 22-69 kDa kozott valtoznak. Az enzimek miitkodésére jelentds hatdssal vannak a jelen
1évo fémionok. A kétértékii ionok altaldban novelik az aktivitast, illetve eldsegitik a fehérje
levalasat a sejtek feliiletérdl. A nehézfémekre viszont érzékenyek, gitoljdk mikodésiiket.

A lipazok szubsztratjai, a zsirok €s olajok rosszul oldédnak vizben, az oldott szubsztrat
koncentracio alacsony, emiatt a reakciosebesség is kicsi. Szerves olddszerek jelenléte megno-
veli a szubsztrat oldhatésagat, ezzel a reakcidsebességet. Ugyanakkor az olddszeres kozeg a
legtobb fehérjét denaturdlja, tonkreteszi. Szerencsére a lipazok kozott sok oldoszertiird fehérje
van, amelyek apolaris kozegben is megtartjdk szerkezetiiket és aktivitdsukat. A szerves old6-
szerben végrehajtott enzimes reakciok uj lehetdségeket nyitottak meg a kémiai szintézisekben.
Sok lipazrél kimutattak, hogy aktivan mikodik vizzel elegyedd (metanol, etanol, aceton, gli-
cerin) és nem elegyedd (hexan, ciklohexan, heptén, izo-oktan, xilol és MTBE) oldészerekben.
A reakciét gyakorlatilag vizmentes kozegben is végre lehet hajtani, arra azonban {igyelni kell,
hogy a hidrolizishez sziikséges sztochiometrikus mennyiségli viz (dltaldban néhany ezrelék)
jelen legyen.

Az oldészer nem csak az enzimaktivitdst noveli, hanem a lipdzok stabilitdsat, élettarta-
mat is. Olddszeres kozegben (viztartalom <3%) a lipazokat 20-30 fokkal magasabb hémérsék-
leten lehet alkalmazni, mint vizes pufferben.

6.7.1. Fermentdcio

A lipaz enzimet leggyakrabban szubmerz szakaszos, illetve rataplaldsos fermentacioval
allitjak eld. Indukélhat6é enzimek, termelésiiket a szubsztrat, azaz névényi olajok adagoldsaval
lehet kivéltani. Gétolhatja az enzim képzddését a katabolit represszié (a gliikkéz jelenléte),
illetve a termékinhibici6é (glicerin szénforrds). A termékképzés novekedéshez kapcsol6do
folyamat, fOként az exponencialis fazisban torténik. A Rhizopus chinensis fermentacional a
maximalis intracelluldris lipaz aktivitast az exponencidlis fazis végén kaptak, amikor az alap-
vetd szubsztratok koncentracidja limitalova vélt. Jelentdsen novelni lehet az enzim termelést
rataplalasos fermentacioban, a beadagolt szubsztrat lehet hiskivonat illetve novényi olaj.

A nitrogén-forrasok kozott a torzsek igényétdl fiiggden szerves és szervetlen anyagok
egyarant alkalmazhatok. Elegendd lehet egy minimadl taptalaj, 4svanyi sokkal, natrium-nitrat-
tal, ammonium-szulfittal és ammonium-nitréttal esetleg karbamiddal kiegészitve. Més torzsek
olyan komplex szerves nitrogénforrason termelnek jol, mint a kukorica lekvar, pepton, tripton
vagy az €lesztd kivonat. Szerves nitrogénforrds egyrészt szamottevéen megnoveli a koltsége-
ket, masrészt megneheziti az enzim izolaldsat, tisztitasat.

A levegdztetés intenzitdsa nagyon eltérd hatdssal van a lipazok fermentécidjara. Egyes
mikroorganizmusok minimalis levegdztetés mellett termelik a lipazt, masokndl bdséges oxi-
génellatasra van sziikség. Az oxigén hatdsa feltehetdleg kozvetett, nem az enzimtermeléshez
van ré sziikség, hanem az enzim termékeinek, a szabad zsirsavaknak az oxidacidjahoz. Rhizo-
pus torzseknél egyértelmlien kimutattdk, hogy az oldott oxigén szint emelése (keveréssel, le-
vegOztetéssel, stb.) fokozza a lipaz termelést.

A lipaz fermentaciokndl specidlis lehetdség a szerves olddszerek haszndlata. A Ps. aeru-
ginosa ugyanugy nott és termelte a lipazt n-tetradekdn és n-dodekan jelenlétében, mint old6-
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szer nélkiil. A Bacillus sphaericus 205y vizzel elegyed6 oldészerek (akédr 75%) jelenlétében is
novekedett és lipazt termelt. A Pseudomonas sp. G6 torzset egyediili szénforrasként n-hexa-
dekdnon minimadl tdpoldaton szaporitva a tenyészet jol szaporodott, €s sok lipazt termelt.

Az igy termelt enzimek olddszeres vagy vizes-oldészeres kozegben is miikodnek, sot
sokszor nagyobb az aktivitdsuk, mint egy vizes pufferben.

6.7.2. Izoldlds, tisztitds

A lipazok sokféle ipari alkalmazdsa ismert, de ezek nagy tobbségében nincs sziikség
nagy tisztasidgu enzimre. Bizonyos esetekben, amikor valéban tisztitott biokatalizatorra van
sziikség, egyszerli €s olcso feldolgozasi miiveletsorral kell ipari mennyiségii, stabil és nagy
aktivitdsu enzim készitményt el6allitani.

Az enzim tisztitdsdt a szokdsos fehérje elvalasztdsi miiveletekkel (csapadékképzés,
ultrasziirés, kromatografia, adszorpcid) oldjak meg.

Az ioncserélé kromatografidandl altaldban anioncseréld toltetekkel (gyenge — DEAE,
erds — Q) kotik meg a lipazokat. A hidroféb kolcsonhatds kromatografiat (HIC) szivesen al-
kalmazzak, mert a lipazokrél ismert, hogy a fehérje feliiletén hidroféb foltok taldlhatok, ame-
lyek jol kotodnek a hidroféb toltethez. A feldolgozas végén gyakran tisztitjadk az enzimet gél-
kromatografiaval.

6.7.3. Enzim rogzités

A lipdzok immobilizdldsdban specidlis lehetdségeket biztosit a fehérjék hidrofob jellege,
aminek révén spontdn adszorpcidval is kotddnek apoléris hordozok feliiletére. Ezeket jol
nedvesitik a szerves olddszerek, a reakcidé akadalytalanul végbemehet. A hordozé lehet
poliuretan hab, polipropilén szemcse vagy akdr dsvanyi anyag is.

Az kotott enzimek mellett alkalmaznak immobilizalt sejteket is. A lipdzt tartalmazé
sejteket agar, alginidt vagy poliakrilamid gélbe zarjdk. Ennél a megoldasndl a rogzités
altaldnos eldnyei mellett szdmolni kell az anyagatadas limit4lé hatasaval.

6.7.4. Alkalmazdsok

A lipazokat kozvetleniil is lehet alkalmazni emésztést elosegitd készitményekben. Erre a
célra a legalkalmasabb a hasnydlmirigy lipdz. Sok ipardg haszndl lipaz készitményeket:
— Elelmiszeripar (a sajtok érlelésénél és a siitGiparban a tészta javitdsdra)
— Boripar (zsirtalanitas)
— Kozmetikai ipar (kiméletes, ligmentes elszappanositas)
— Cellul6z és papiripar (szennyezések eltdvolitisa)
— Atészterezési reakcik
Ez utébbiakkal foglalkozunk részletesebben.

Az atészterezéseknél is azt haszndljak ki, hogy minden enzimes reakcié megfordithato,
az ,.elére” és ,,vissza” mend folyamatok egyidejlileg jatszodnak le és bedll kozottiik egy dina-
mikus egyenstly. A hidrolizis és az észterezés parhuzamosan folyik, egy adott hidroxil cso-
portrdl ismételten levdlnak, majd rakotdédnek a zsirsavak. A természetes zsiradékok zsirsav
Osszetétele sohasem homogén, igy az adott pillanatban szabadon 1év0 zsirsavak is sokfélék.
Az észterezésnél a nagy valdszinliséggel nem ugyanaz a zsirsav keriil vissza az —OH csoport-
ra, hanem statisztikusan valamelyik a jelen 1év0 szabad karbonsavak koziil. Ettdl a bevitt tri-
gliceridek zsirsav Osszetétele megvéltozik. Ezt a véltozast céljainknak megfelelden kihasznal-
hatjuk, sOt irdnyithatjuk, ha megfeleld specifitdsi enzimeket valasztunk, illetve megfeleld re-
akcidpartnereket visziink a rendszerbe. A két f6 lehetdség, hogy nem-specifikus, vagy 1,3-
specifikus lipazokat alkalmazunk. Elébbire akkor van sziikség, ha mind a harom észter kotést
at kivanjuk alakitani. A reagdlé partner lehet karbonsav vagy alkohol, aszerint, hogy a
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molekula melyik részét sziikkséges megvaltoztatni. De lehet egy mésik triglicerid is, amellyel a
zsirsavak statisztikusan kicserélddnek (31. abra).

6.7.4.1. Esettanulmdny: kakadvaj potlo anyag elddllitasa

A csokoldadégyartas €s a kapcsolddo iparok sziik keresztmetszete az, hogy a kakaé kor-
latozott mennyiségben all rendelkezésre. A kakadcserjét iiltetvényeken termesztik, de a terme-
1és nem intenzifikalhatd, mint mas ipari novényeknél, és a kultdra érzékeny az 1ddjaras szélso-
ségeire. Az alapanyag dragasiga létrehozta az igényt valamilyen pdtanyag kifejlesztésére. A
kakadmag feldolgozasa soran két hasznos frakciot allitanak eld: a kakadmasszat (amely barna
szinl, keser(, iz és aromaanyagokat tartalmaz), és a kakadvajat — ez fehéres szind, iztelen és
gyakorlatilag tisztan trigliceridekbdl 4ll, szobahdmérsékleten szilard és csak 37 fokon olvad
meg. Az elébbi pétlasa szinte lehetetlen, de a kakadvaj kémiai Osszetételét meg lehet kozelite-
ni. Az alapgondolat az, hogy valamilyen olcsd, hozzaférhetd ndvényi olaj telitetlen zsirsavait
ki kell cserélni hosszu szénlanct, telitett savakra. Erre a feladatra kézenfekvd megoldés az at-
észterezés lipdz enzimmel. Eljarasokat dolgoztak ki pdlmamag olaj, illetve napraforgé olaj at-

(a) Esterification

Y

ocor, + RCOOH OCOR, + H,O

——OH ——OQCOR
(b) Transesterification
(1) Interesterification

——OCOR;  ——OCOR, ——OCOR, ——OCOR, [——OCOR;
n —OCOR, +M}——0COR; — > [——OCOR; + [——O0COR; + [——OCORs , etc
L—0corR; —0CORg —O0COR, ——O0CORg '——OCORg

(2) Alcoholysis

——OCOR; ——OH
n ——OCOR, + mROH 3 OH + RCOOR, + RCOOR, + RCOOR,
——OCOR; ——0OH
(3) Acidolysis
——OCOR; ——OCOR ——OCOR;
n ——OCOR, + mRCOOH > OCOR; + ——OCOR + R,COOH + R,COOH
- OCOR; ——OCOR; ——OCOR;

31. dbra Lipdzok dtészterezési reakcidi
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alakitdsdra is. A 7. tablazatban szerepel a pdlmaolaj és a kakadvaj triglicerid Osszetétele. A ka-
kadvaj magas olvaddspontjat a hosszu szénlancu telitett zsirsavaknak (sztearinsav, palmitin-

sav) koszonheti.

7. tdbldzat Zsiradékok triglicerid osszetétele

Triglicerid Pélmaolajban Enzimes termékben Kakadvajban

% % %o
StStSt 5 3 1
POP 58 16 16
POSt 13 39 41
StOSt 2 28,5 27
StLnSt 9 8 8
StOO 4 4 6

St = sztearat (C18,0); P = Palmitat (C16,0); O = Oleat (C18,1); Ln = Linolat (C18,2)

A palmaolajban (ami szobahdfokon szintén szilard, emiatt pAlmazsirnak is szoktdk ne-
vezni) ezek részaranya lényegesen kisebb, a folyékony napraforgé olajban pedig elenyészo.
Az is megfigyelhetd, hogy a kozépsé poziciéban még a kakaGvajban is olajsav talalhaté. Igy
az atalakitas arra irdnyul, hogy a két sz€Is6 zsirsavat cseréjiik le sztearinsavra. Erre a célra az
1,3-szelektiv lipdzok is megfelelnek. A napraforgé olaj dtalakitdsanal is hasonl6 a helyzet, a
trioleat fékomponens két sz€ls6 pozicidjan cserélik le az olajsavat sztearinsavra (32. dbra)

Az ipari technolégidkban olddszeres kozegben (példdul petroléterben) hajtjak végre a
reakciot. Kis mennyiségii vizet (1-2 ezrelék) adnak az elegyhez, ez sziikséges az enzim hidra-
tdldsahoz ¢és a hidrolizishez. A folyadékot immobilizalt enzim tolteten engedik at (pl. Rhyzo-
mucor miehei lipaz, diatdémafoldon kotve). A jellemzé hdmérséklet 70 °C, a konverzio javita-

O S
O + Stearic acid ———— EO + Qleic acid
O S

Component of
cocoa butter equivalent

High-olcate
sunflower o1l

32. dbra Napraforgo olaj dtészterezése

sa érdekében az anyagot recirkuldltatjdk. A termékek koziil elébb molekuléris desztillacidval
eltdvolitjdk a szabad zsirsavakat (olajsav, maradék sztearinsav), ez utdbbit izoldlva vissza
lehet vinni a gyartdsi folyamatba. A maradékot lehiitve a sztearinsav észterek kikristalyosod-
nak, az olajsavasok olvadékban maradnak. A szilard fazist lecentrifugdlva kapjuk a kakadvaj
potl6 anyagot, a feliiliszéban maradé gliceridek visszakeriilnek a reakcidba.
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High-oleate sunflower oil |\

¥ Recycle
| Immobilized lipase |
Recycle ¥
| Distilation | »{ Mixed acids (St, O) |

y

S00+000 |« Crystallization |

S08L_|

33. dbra Kakadvaj potlo anyag elddllitdsa napraforgo olajbol

6.7.4.2. Esettanulmdny: dtészterezés alkoholokkal — biodizel iizemanyag enzimes
elodllitasa

A fosszilis eredetli lizemanyagok kivaltdsanak egyik lehetdsége, hogy ndvényi olajokat
haszndlunk fel belsé égésti motorok hajtéanyagaként. Ipari mennyiségben a repce illetve nap-
raforgé olaj johet szamitasba. Ezek egyes dizel er6gépekben (pl. traktorokban) kozvetleniil is
felhaszndlhatok, de az égés nem tokéletes és sok kellemetlen melléktermék keletkezik. A tri-
gliceridek til nagy molekuldk, illékonysdguk, gdznyomasuk kicsi. Célszeriien ezeket a kisebb
és illékonyabb zsirsav metilészterekké alakitjak at, és ezt hasznaljak tizemanyagként. A folya-
mat egy lépésben atészterezéssel hajthaté végre. Ez megvaldsithat6 a klasszikus kémiai dton,
kalium hidroxidos f6zéssel is. Ez az eljards olcsébb, de a melléktermékként keletkezd ligos
gyanta/iszap veszélyes hulladék, artalmatlanitdsa kiilon koltségekkel jar. Lipaz enzimmel vi-
szont enyhe koriilmények kozott, artalmas melléktermékek nélkiill megoldhat6 a gyartas. Eh-
hez olyan nem-specifikus lipazra van sziikség, amely mindhdrom észterkotést egyforma se-
bességgel bontja (34. dbra).
\

o i
CHrO—é—Rl - {?Q CH;—OH CH3O—M—R1

I
CH—OH <4 CH,0—C—R,

|9 | f
e = R s

& Triglyceride |

CH—O—C—R, + 3CH,OH

34. dbra Biodizel iizemanyag gydrtdsa napraforgo olajbol
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Az enzimeket membrannal vagy mas médon visszatartjdk a reaktorban. A keletkezo gli-
cerin kiilon fazist képez, elvélik az olajoktdl és igy centrifugélis szeparatorral elvélaszthat6. A
maradék metanol is megoszlik a két fazis kozott, tilnyomo része a glicerines fazisba oldodik.
Ezt a két anyagot desztillacidval szétvélasztjak, a metanolt vissza lehet vezetni a reakcidba, a
glicerin mint hasznos termék értékesithetd. Az olajos fazis megfeleld konverzid esetén egybdl
hasznélhat6 iizemanyagként, ha viszont sok a maradék glicerid, akkor azokat kifagyasztdssal
el lehet tavolitani (35. abra).

Enzymes o Unreacted oil,

o (enzymes), -

Qil with alcohol A [ I A

free fatty acids %« Biodjesei
Alcohol .

Alcohol —c—l

A . Reactor

Glycerol,
alcohol

Gl 1
B : Separation (Centrifuge JS

or Decanter)

C : Filter or Membrane

D : Alcohol recovery

35. dbra A biodizel gydrtds technoldgiai folyamata
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6.7.4.3. Esettanulmdny: észterképzés lipdzzal — izopropil palmitdt/mirisztdt

Az észterképzOdés egyszerli egyensuilyi kémiai reakcid, amely sav illetve bazis katali-
zissel megy végbe. Katalizatorként lipdz enzimet is alkalmazhatunk. A konverzié novelése ér-
dekében a képzodo vizet el kell tavolitani a rendszerbdl. Erre tobb megoldast is taldltak: - aze-

otrép desztillaciot, - pervaporaciot.

Az izopropil palmitat €s mirisztit a kozmetikai iparban nagy mennyiségben hasznalatos
krémek, szappanok, testipoldk alapkomponenseként. Az észter eldallitdsat immobilizalt en-

zimmel (Candida antarctica lipaz) oldjdk meg.

¥ OH E
Gran - AN

Az oldészer a kis viztartalmu izopropanol, eb-
ben oldjék fel a palmitinsavat (pH=7-nél nem-disszo-
ciélt, apoldris formdaban van). A reakcié optimaélis
homérséklete 60 °C. A keletkez6 viz eltdvolitasit fo-
lyamatos azeotrép desztillaciéval oldjdk meg. Az
izopropanol-viz rendszer minimalis forrpontd azeo-
tropot alkot, amelynek forrpontja 80,4 °C. Ez til ma-
gas az enzim optimédlis hdmérsékletéhez képest, ezért
vakuumdesztillaciét alkalmaznak 60 °C-on. A tdvozd
izopropanolt folyamatos adagoldssal pétoljdk. A sza-
kaszos reakci6ban 14 dra alatt 99% folotti kiterme-
1ést lehet elérni (36. abra).

?;: -
il}>_

OH

l——» PR

OH

U

o]

Mo

14

|

o

36. dbra Eszter elddllitdsa lipdz enzimmel
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