1. Szerves savak gyartasa

A szerves savak globdlis termelését 2007-ben kozel 16 millié tonnéra becsiilték, ebbdl
kb. 2 millié tonna késziilt fermentacids eljardssal. A szerves savak termelése évente kb. 5%-
kal novekszik. A szerves savak a harmadik legnagyobb csoportot képviselik a fermentécids
termékek kozott. A megujuld szénforrasokbdl mikrobidlis folyamatokkal eldéllithatd, sokféle-
képpen tovabbalakithat6 platform molekulédk jé példai a szerves savak. Hagyomanyosan eze-
ket egyes baktériumcsoportok (példaul ecetsav €s tejsavbaktériumok) €s fonalas gombak (pél-
daul Aspergillus niger) felhasznalasaval termelik.

E savak elsddleges anyagcseretermékek, bioszintézisiik az energiatermeléshez vagy a
novekedéshez kotott. A savtermelés dltaldban hidnyos anyagcserét jelez — a szénforrds oxida-
cidja nem megy végig szén-dioxidig €s vizig. Anaerob organizmusokndl nem az oxidaci6 hié-
nyos, hanem éppen a redukcié all meg karbonsav szinten, a molekula nem hidrogénezddik
tovabb oxo-vegyiiletté vagy alkoholla (tejsavas, kevertsavas erjedés).

1.1. CITROMSAV

A citromsav, a 2-hidroxi-1,2,3,-propantrikarboxil sav a mésodik legjelentdsebb fermen-
talt ipari termék az etanol utan. Fehér, kristalyos, kellemesen savanyu izl anyag. Haromértéki
karbonsav, séinak nagy a pufferkapacitdsa, a harom disszociicids 1€pcsé miatt sz€les tarto-
manyban haszndlhat6. Komplexképzésre hajlamos, ezéltal fémionok megkotésére alkalmas.
Nem korroziv, de elég erds sav. Bioldgiailag bonthatd, a citrat pufferek bepenészedésre hajla-
mosak. Vizben jol oldddik; oldata kellemes savanyt izi.

H>C- COOH

HO-C-COOH

H>C-COOH

Osszegképlete: CsHsO7 molekulatomege: 192 g/mdl, 36 fok alatt egy kristalyvizzel kris-
talyosodik.
1.1.1. Eloforduldsa

A trikarbonsav (vagy Szent-Gyorgyi-Krebs) ciklus része, ezért szinte minden sejtben
eléfordul. Egyes citrusfélék (lime, citrom) félig érett termésében a szdrazanyagnak akér a 8%-
at is elérheti a citromsav, a XX szazad kozepéig ebbdl nyerték ki nagyobb mennyiségben.

1.1.2. Felhaszndlds

Elelmiszeripar: élelmiszerekben elsdsorban savanytisdgot szabdlyozé anyagként, izesi-
toszerként alkalmazzdk (sav-cukor ardny bedllitdsa) E330 kdédnéven. A létrehozott savas
kozeg tartosit, lassitja az élelmiszerek romlasat. Emellett antioxiddnsként is haszndljak, bar
ondlléan nincs ilyen hatdsa, de eldsegiti a tobbi antioxiddns hatdsat. Gyiimolcsok esetében
késlelteti az oxigén hatdséra torténd elszinezddést. Napi maximum beviteli mennyisége nincs
korlatozva.
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Adalék: A citromsavat az élelmiszeriparban széles korben haszndljdk, mint sokoldald, tobbfunkcios élel-
miszeradalékot. Teljesen biztonsdgos, korldtozds nélkiil megkapta a GRAS (generally recognised as safe) mino-
sitést. Etelekben és italokban savanyité, tartésité, pH szabdlyozd, izfokozd, keldtképzd, stabilizdlé és antioxiddns
adalékként szolgdl. Nagyon jol oldodik, igy tomény szirupokban is alkalmazhato. A citromsavat és mds szerves
savakat sok élelmiszer sav-cukor ardnydnak (pontosabban a savanyi és édes iz ardnydnak) bedllitdasdhoz hasz-
ndljdak. Az izek ardnydt optimdljdk az iiditoitalok, gyiimolcs- és zoldséglevek, lekvdrok, szorpok, cukorkdk, egyes
fagylaltok, bor és a boralapii italok, almabor, és konzerv gyiimolcs készitésénél. Mivel a citromsav sok gyiimélcs
természetes osszetevije, jol illeszkedik az izek kozé és hatékonyan hozza ki az aromdkat. A ndtrium-citrdt forma
szerepe is hasonlo egyes italokban, kiilonosen a citrom és lime alapiiakban. Keldtképzoként megkoti a
fémionokat és ezzel megakaddlyozza a fémkatalizdlt barnuldsi és izromldsi folyamatokat. Lecsokkenti a pH-t,
ezzel késlelteti a romldst okozo organizmusok novekedését.

A pH csokkentése megvaltoztatja az élelmiszerek tulajdonsédgait, ezzel a feldolgozasi
paramétereket, példaul a f6zési idot és homérsékletet. Az alacsony pH a legtobb enzim
aktivitasat is lecsokkenti, ezzel is lassitja a romldsi folyamatokat. 0,1-0,3% citromsav
hozzdaddsa megakaddlyozza a fagyasztott és konzerv gyiimolcsok €s zoldségek szinének és
izének romldsat. Ha friss zoldségeket 1-2%-os citromsav fiirdobe meritenek 30 mésodpercre,
az 2-4 oraval késlelteti barnulast. A lekvarok, zselék és édes tOltelékek készitésénél a
citromsav tartositészerként szolgdl. Az alacsony pH, 3,0-3,5 alatt a zavarossiagot okozd
pektineket kicsapja.

A natrium-citratot is széleskorlien alkalmazzak, példaul tejtermékekben. Stabilizédlja az
emulziokat, megakaddlyozza a zsir elvdldsat. A sajtokndl javitja és egységesiti texturat,
csokkenti ragaddssagot az iz befolyasoldsa nélkiil.

Gydbgyszeripar: eldsegiti a kalcium és vas bevitelét citrat komplex formdjaban, Na-sdja
véralvadasgatlé hatdsd (megkoti a kalciumot a vérbol), kozmetikumokban tartdsitészerként is
hasznaljék.

Mianyagipar: citromsav észterek: lagyitok (vinil- €s cellul6zgyantdkhoz)

Fémipar: feliiletek tisztitdsa, rozsdamentesités, passzivalas (salétromsav helyett, ahol ez
nem alkalmazhato), galvanizal6 fiirdok adaléka.

Tisztit6- és mosdszerek: viz lagyitdsara haszndljak polifoszfatok helyett, mert nem okoz
eutrofizacidt (a foszfat alapu vizlagyitokat egyes orszagokban be is tiltottak).

1.1.3. Torténete

A citromsavat eldszor Scheele izolalta citromlébdl 1784-ben. A kovetkezd 100 évben az
olaszok a citrom szdllitdsaval gyakorlatilag monopolizaltdk a termelést €s ettdl a termék draga
maradt. Kivondsa az éretlen citrombdl a XX szazad kozepéig gazdasdgos technoldgia volt.
Egy tonna citromsavat kalcium-s6 formdjaban 40 tonna citrom préslevébol nyertek ki. Weh-
mer 1893-ban véletlenszerlien észlelte, hogy egyes, a citrus ndvényeken €16 fonalas gombdk
citromsavat termelnek. Egy kalcium-oxalatot el6allito torzs tenyészlevében melléktermékként
észlelte a citromsav megjelenését. Wehmer felfedezésének gyakorlati jelentOségét felismerve
késObb fotermékként citromsavat termelé gombdkat keresett €s taldlt, majd ezeket a
mikroszkdpos gombadkat 4j genus-ként, a Citromyces nemzetség tagjaiként irta le 1903-ban. A
részletes rendszertani vizsgédlatok késobb kideritették, hogy a torzsek valdjaban a Penicillium
nemzetségbe sorolanddk.

1913-ban Zahorsky jelentette be az elsé Aspergillus niger-rel végzett citromsav terme-
1ésre vonatkozé szabadalmat.

1917 A citromsav termelés ipari megvaldsithatdsdgat biztosito felfedezés Currie nevé-
hez kapcsolddik. Az Aspergillus nemzetség savtermeld képességét vizsgdlva megéllapitotték,
hogy ezek a gombdk savanyu kémhatdsu taptalajon is novekednek, €s ez a savanyd kornyezet
a citromsavképzddésnek is kedvez. llyen savanyt (pH=1,5-2) koriilmények kozott a baktériu-
mos fertdz€s mar nem zavarhatja a folyamatot, st pH=2 alatt, a novekedés részleges gatlasa
fokozza is a citromsav képzodést. Az optimalt €s nagyipari méretben is biztonsdgosan megva-
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16sithat6 technoldgia feliileti tenyészetben viszonylag rovid id6 (1-2 hét) alatt a szénhidrat tar-
talomra szamolva 60 % feletti citromsav hozamot eredményezett.

1919-ben késziilt el az elso citromsavat termeld iizem Belgiumban. Ezt kovette a Pfi-
zer iizemének a felépitése az USA-ban Currie eredményei alapjan (1923). Anglidban a Rown-
tree Ltd. - sajat szabadalmat hasznalva - 1927-ben inditotta meg a citromsavtermelést.

1928-ban melaszt hasznosito eljarasra épiilt iizem Csehorszdgban, Kaznejovban, német
szabadalom alapjan. Ez azonban 0j nehézségeket is okozott a melaszban 1évo fémionok zava-
r6 hatdsa miatt. Erre talalt megoldast Leopold, aki a kdros vas ionokat K-ferrocianiddal kotot-
te meg.

Késobb nagy kapacitdsu citromsav iizemek épiiltek Németorszdgban, a Szovjetuniéban
és mas eurdpai orszdgokban. Ezek az lizemek mind feliileti tenyésztéssel termelték a citrom-
savat, mégpedig olyan olcsén, hogy a citromlébdl torténd citromsav eldallitds elsorvadt. Az
olcso ipari termék mar nem csak az élelmiszeriparban, de a vegyipar mas teriiletén is felhasz-
ndldsra keriilt.

A madsodik vilaghdbord utdn fokozddott az érdeklddés a citromsav irdnt. A piac igé-
nyeit csak Ujabb iizemek épitésével lehetett kielégiteni. Ezek az iizemek azonban mér 4j tech-
noldgiat alkalmaztak, a szubmerz, levegdztetett eljarast (1950-ben Perquin, Kluyver Labora-
tory)

A foszfét limitdcié hatdsét, illetve annak megszlintetését hazdnkfia, Sziics Janos irta le,
igaz, az Egyesiilt Allamokban (1944-48).

Erdekes kitérd a technolégiai fejlesztésben, hogy a cukor helyett n-paraffinon (kéolaj
alapon) is megoldottdk a citromsav gyartast, Candida lipolytica torzs alkalmazéasaval. Terme-
16 tizemet is épitettek Szardinia szigetén, de a kdolaj drdnak novekedésével a gyartas gazda-
sagtalannd valt.

1.1.4. Termelés
A citromsav termelési volumenének intenziv novekedését mutatja be az aldbbi adatsor:

1. tabldzat A citromsav termelés novekedése

Evszam termelés, t/€v
1929 5000

1953 50 000

1976 200 000
1980 350 000
2007 1 600 000
2014 1 850 000

A vilagon évente mintegy 1,85 millié tonna citromsavat termelnek, ezen beliil 1,05 mil-
li6 tonna szarmazik Kindbol. Magyarorszdgon 2014. szeptember 9-én tették le a Szolnokon
épiilo citromsav gyar alapjait, ahol 60 ezer tonna terméket kivannak elddllitani. A Kazincbar-
cikan épiild gyarban évi 100 ezer tonna eldallitasat tervezik. Az iizemek elkésziilte esetén a
vildgtermelés 8 %-a szarmazik majd Magyarorszagrol.

A piacvezetd Kinan kiviil ott vannak a piacon a torténeti részben emlitett orszagok és
cégek:

USA: Pfizer, Miles Lab

Anglia: Sturge Ltd.

Belgium: Citrique Belge (Hoffmann La Roche)

NSZK: Benckiser, Boehringer

Ausztria: Jungbunzlauer

Olaszorszag, Spanyolorszag, Torokorszag, Lengyelorszdg, Jugoszlavia
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1.1.5. Bioszintézis

A citromsav a citratkor indit6 1épésének terméke: oxalacetatbol és acetil-CoA-bdl alakul
ki. A korfolyamatban a citrat molekula tovabb alakul és az acetil csoporttal belépett két szén-
atom szén-dioxidok formdjaban 1ép ki a rendszerbdl. A gyartés célja viszont az, hogy a citrat
ne alakuljon tovabb, hanem Iépjen ki a mitokondriumbdl €s a sejtbdl is, és nagy mennyiség-
ben halmozddjon fel a fermentlében. A citromsav elvondsdval viszont a citratkér nem zarul,
nem alakul ki az oxdlacetédt templét a kovetkez6 ciklus inditdsahoz. Ezeket az intermediereket
az anyagcsere mas folyamataival kell pétolni a sejtnek, ezeket a folyamatokat nevezziik ana-
plerotikus, vagy feltoltd anyagcsereutaknak. Ezek foszfo-enolpiruvatbdl €s piruvatbdl széndi-
oxid fixalassal karboxilezve allitanak eld oxdlacetatot illetve malatot.

Glucose
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1. dbra A citrdtkor az anaplerotikus utakkal

A szén-dioxid anaplerotikus megkotését a piruvat karboxildz enzim katalizdlja. Az en-
zim eukaridtdkban jellemzdéen a mitokondriumban taldlhatd, de az A. niger-ben mitokondriélis
és citoszolikus formdja is 1étezik. Az utdbbi miikkddése miatt az anaplerotikus szén-dioxid
megkotés (vagyis az oxdlecetsav kialakulds) nagyrészt a citoszolban megy végbe.

Az egy molekula gliik6zbol képzodo két piruvat molekula sorsa a szén-dioxidon keresz-
tiil kapcsolddik Ossze. A dekarboxilezéssel felszabadul6 szén-dioxid felhasznalddik az oxal-
acetdt képz6désénél. Igy a kiinduldsi gliikéz molekula mind a hat szén atomja bekeriilhet a
citromsavba.

A citoszolban taldlhaté maldt dehidrogenédz enzim jévoltabdl az oxdlecetsav malattd (al-
masavva) alakul. Ez a citratkor szempontjabol visszafelé mend reakcid. A reakcié NADH-igé-
nyét a glikolizis fedezi. Az A. niger-ben tehat a glikolizis végterméke a citoplazmdban nem
piruvat, hanem malat.
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Gliikéz
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2. dbra A citrdt kilépése a mitokondriumbol antiporttal

Az eddig targyalt primer metabolitok esetében indukalt mutacidval allitottdk meg az
anyagcsere-folyamatokat, hidnymutdnsok 1étrehozéasdval kényszeritették ki a céltermék felhal-
mozddasat. A citromsav esetében erre nincs sziikség, a citromsav-ciklus 6sszes génje és a ro-
luk 4tir6d6 enzimek is hibdtlanul miikodnek taltermeld koriilmények kozott is.

Az A. niger-ben a tiltermelést mds mechanizmus okozza: a mitokondrium membranja-
ban megtalalhato egy trikarbonsav karrier enzim, mely antiporttal szerves savakat cserél ki a
mitokondrium és a citoszol kozott. Miikodéséhez egy szerves savat igényel viszonylag magas
koncentracioban, emiatt altalaban inaktiv. Az A. niger-ben azonban cserepartnerként szolgél
az a malét, ami az anaplerotikus reakcié termékeként feldisul a citoplazmdban. A malat hata-
sara a transzporter aktivdlédik és kiviszi a citrdtot a mitokondriumbél. Osszehasonlitva az
akonitdz és a transzporter reakciésebességét, ez utobbi nagysagrenddel gyorsabb, igy a cit-
romsav nagy részét kiviszi a matrixbdl. A cserébe bevitt maldt pedig oxélacetaton keresztiil
citromsavvd alakul.

A citromsavon kiviil melléktermékek is megjelenhetnek. Az oxalecetsav a sejtben elbo-
molhat oxdlsavra és ecetsavra. Emellett az A. niger mindig termel gliik6z-oxidazt, amely a
nagy koncentricigju gliikk6zbdl és oxigénbdl gliikkonsavat képez (1asd a gliikkonsav fermentd-
ciénal).

A megtermelt és a citoplazmaba transzportélt citromsavat ki is kell vinni a sejtb6l, ra-
addsul ugy, hogy a koncentracié a fermentlében sokkal nagyobb (10-12%), mint a citoplazma-
ban. Ennek megfelelden a citromsav aktiv transzporttal, energia befektetésével 1ép ki a sejt-
bol. Résegit a folyamatra a nagy kiilonbség a 1é (pH=2) és a citoplazma (pH=6-7) aciditdsa
kozott. A permedzok a kétértékii citrat’ aniont szllitjsk megfeleléen (ez van tilsilyban a
sejtben), mig a kiviil, a savas kozegben megjelend, kevésbé disszocialt formakat sokkal las-
sabban. Emellett a citrat-permedz enzimek Mn?* iont igényelnek, pontosabban a citromsavat
kizarélag Mn?** komplex formdjaban képesek importdlni, igy Mn>* ion hidnydban a permedz
mikodése egyirdnydva (export) valik. Ezért az ipari fermentécids technol6gidkban mindig na-
gyon alacsonyan tartjdk a mangéanion koncentraciét (<2ug/l). Ugyanakkor a manganhiany fo-
kozza a fehérjék lebomlédsat, megvaltoztatja a lipid bioszintézist, a sejtfal szintézisét, osszeté-
telét és morfoldgidjat is.



Pécs Miklos: Biotermék technologia 4. Szerves savak gydrtdsa

Gliikéz 1.1.6. Anyagcsere szabdlyozdsok
(] A klasszikus anyagcsere-mérnokség elsd 1€pése a reak-
] @ cidutak, az egymast koveto 1épések, koztitermékek feltérképe-
@Fru-6-P zése volt. Ennek alapjan dontotték el, hogy mely l1épéseket
A - . o ; L © J :
. @ célszerli genetikai beavatkozédsokkal lezarni, korldtozni vagy
— FFU-1 ,6-P derepresszalni. A vizsgalatok kovetkez6 foka az egyes enzi-

mek tulajdonsigainak felderitése, a befolydsolé anyagok, io-
nok azonositdsa. Ennek ismeretében a tdpoldat Osszetételét
ugy éllithatjuk be, hogy az enzimaktivitdsokat a termékképzés
fokozasa érdekében noveljiik, vagy csokkentjiik. A tdpanya-
gok koncentricidjadnak bedllitdsaval szabdlyozhatjuk a folya-
matot. Az 3. dbran lathatok az anyagcsere térkép legfontosabb
elemei. Az enzimek szdmozasa:
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ma i BHLRAT 1) Citrdt szintetdz — ennek aktivitdsa legyen nagy
glioxolat @: 2) Akonitdz — ez a megtermelt citromsavat tovabb ala-
fumarat kitja, tehat miikodését le kell lassitani. Mivel a kofaktora a Fe

izocitfat | jon, ennek koncentrciGjat csokkentve az enzim aktivitdsa
','@) csokken.

# 3) Izocitrat dehidrogendz — ez is citromsav tovabbalaki-

a-keto glutdrsav | (454t katalizdlja, igy a gydrtds szempontjdbol kedvezétlen.

szukclaat

3. dbra A citromsav
bioszintézist befolydsolo
anyagok

Anaplerotikus reakciok:
4) Piruvat karboxildz: szén-dioxid fixdldssal a piruvat-
bol malétot hoz 1étre:

Piruvat + CO, + ATP — malat + P; + ADP

Ez az enzim Mg?*, Fe?* és K* ionokat igényel, azaz a vas ionra itt sziikség van, nem
lehet teljesen elvonni a fermentlébdl.

5) PEP karboxildz: analég médon a C3 egységbdl szén-dioxid fixaldssal C4-et hoz létre.
Lényeges kiilonbség, hogy mig az el6z0 reakcié ATP-t fogyasztott, ez viszont ATP-t termel.

PEP + CO, + ADP - oxéal-acetat + ATP

Miikodéséhez ennek az enzimnek is ionokra (Mg**, K* és Mn** és ammodnium ionra)
van sziiksége. Igy a mangén jelenlétét sem lehet a nulldra csokkenteni, pardnyi, nyomnyi kon-
centracioban sziikség van rd. Az ammoniumion hatésa jelentds, tigyelni kell r4, hogy a tenyé-
szet ne keriiljon nitrogén limitbe.

6) Foszfo-fruktokinaz

A glikolizis kulcsenzime, a masodik ATP itt 1ép be a folyamatba. Evolicids célszert-
ség, hogy ha nincs sziikség a glikolizis intenziv miikodésére, akkor a folyamat lefékezddjon.
Ne hasznéljon fel a sejt sok ATP-t, ha van elegendé késébbi intermedier. Igy a nagy citrom-
sav koncentraci6 gétolja a foszfo-fruktokinazt (feed back inhibicid). Ugyanakkor a nagy fosz-
fat és ammoniumion koncentracié kompenzélja ezt a gatlast, mégsem fékezddik le a glikoli-
zis, ezzel a citromsav termelés. Azaz e két ion koncentracigjat a folyamat sordn végig maga-
san kell tartani.
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1.1.7. Termelo torzsek

Gyakorlatilag az 6sszes citromsavat az Aspergillus niger, és a hozza nagyon hasonlé A.
wentii torzzsel termelik. Emellett az elmilt szdz évben kidolgoztak Penicillium citrinum,
Candida lipolytica (n-paraffinon), C. guillermondii, Trichoderma viride (cellul6zon, Kyowa
Hakko, J) torzseken alapul6 eljardsokat is, de ezek méar nem hasznalatosak.

A torzsekkel szemben kovetelmény, hogy elnyomhaté legyen az izocitromsav, és glii-
konsav termelés, valamint miikddjenek az anaplerotikus reakciok.

A termel0 torzsek, valtozatok screenelésénél a szokasos szelekciés modszerek:

» pH indikatort kevernek az agarba — a szinvéltozas jelezi a savtermelést;
» a tapoldat pH-jat eleve 1,4-2,0-re allitjak be, illetve 20 %-os citromsav oldatot
hasznalnak — ilyen extrém koriilmények kozott csak jo termeld torzsek ndnek ki;

1.1.8. Tdpoldat

1.1.8.1. Szénforrds

Szénhidratok: konnyen metabolizdlhaté cukrok, gliikéz, fruktéz, szachardz, vagy az
olcsébb melasz, keményitd hidrolizatum és hulladék szénhidrat tartalmi anyagok.

Az elméleti hozam szdz szdzalék folotti, glikdzra nézve, moltomegekkel: 192/180 =
107%, szacharézon 112% (2*192/342), a valés hozam a sejttomeg képzddés és a fenntartdsi
energiardforditds miatt csak maximum 92%.

Az onkoltség szempontjabol kritikus tényezd a nyersanyag és az eldkezelés koltsége. A
szachar6z a legalkalmasabb szénforrds, de tesztelték a melaszt, a keményit6- és cellul6z-
hidrolizatumot, és trépusi gylimolcsok hulladékait (kakad, bandn, széja és anandsz).

Az olyan komplex, tisztitatlan nyersanyagok, mint a répa- és cukorndd melasz, a nyers
keményitd, keményité hidrolizitum, nyerscukor eldkezelést igényelnek. A melasz kivald
szénforrds, szachardz tartalma 40-50 szédzalék és nitrogén tartalma is elegendd. De problémét
jelent, hogy daltaldban jelentds mennyiségii, a répa altal a talajbdl folvett fémiont, példaul a
kritikus Fe, Mn és Zn ionokat tartalmaz. Rdaddsul a melaszok mindsége és Osszetétele valto-
0.

A fémionokat példdul ioncserével lehet eltdvolitani, de ekkor szdmolnunk kell azzal,
hogy a gyanta kapacitdsa a gyorsan kimeriil mas ionok megkdotésével.

A fermentéci6 sordn a vasionok koncentraciéjat alacsonyan lehet tartani nétrium- vagy
kalium-ferrocianid hozzdaddsaval. Mds hasonl6 ferro- vagy ferricianid sok is megfeleldk, ada-
golasuk torténhet oltés eldtt vagy késobb, a termeld tenyészethez. Ezek a sok Osszetett aniono-
kat alkotnak a vas ionokkal. A komplexek kicsapddnak, pontosabban oldatdsagi szorzatuk egy
nagyon alacsony vasion koncentraciot allit be.

Szénhidrogénekbdl (Co —C30 n-paraffin frakcid) Candida lipolytica torzzsel j6 konverzi-
oval (145%, g citromsav/g paraffin) lehet citromsavat gyartani, de technikai és gazdasagi
okok miatt az eljards versenyképtelenné valt. Probléma az alkdnok rossz vizoldhatésiaga
(emulzi6 képzés) és a nagyobb aranyban keletkez izocitromsav. Emellett meg kell szabadul-
ni a szénhidrogén nyomoktol, mert egyesek karcinogének. Az olcsé kdolaj idején, a mult sza-
zad hatvanas-hetvenes éveiben gazdasdgosan miikodo gydrat épitettek Szardinia szigetén, de
az olaj ardnak ugrasszeri novekedésével az tizemet be kellett zarni.

1.1.8.2. N-forrds
A torzs egyformén j6l hasznositja a szervetlen és a szerves nitrogén forrasokat: az am-
monium €s nitrat sékat, karbamidot, a melasz nitrogén tartalmu vegyiileteit. A szabilyoz6 me-
chanizmusokndl mar emlitésre keriilt, hogy az NH4* ionok adagoldsa noveli a foszfo-fruktoki-
ndz aktivitast ezzel serkenti a sejtek novekedését és fokozza a citromsav termelést. Az anyag-
csere sordn az ammonia elfogyasztasaval a kozeg savanyodik - ez fokozza a citromsav képzo-
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dést, valamint a pigment és nydlkaképzddés is csokken. Ettdl tisztabb a termék, egyszerlibb a
feldolgozas.

P-forrds: az oldhat6 foszfatok dereguldljdk a foszfo-fruktokinazt, felporgetik a glikoli-
zist, ezzel elosegitik a citromsav €s oxalsav képzdodést.

1.1.8.3. Nyomelemek:
A Fe, Mn és Zn ionoknak szabdlyozé hatdsuk van a citromsav termelésben kritikus en-
zimekre. A vasion koncentraciot egy optimalis sdvban kell tartani, mert egyrészrol:
» ha kevés a vas, akkor lassu a novekedés, a cukorfelhaszndlds és a piruvat-kar-
boxilaz aktivitasa csokken;
» masrészrol a nagy koncentracié sem jo, mert a vas az akonitdz kofaktora is, a
citromsav tovabbalakuldsat fokozza
Az optimadlis koncentraci6 a szaporodasi szakaszban ~2000 ug Fe/liter, késobb, a savter-
meld szakaszban viszont csak 50-200 pg/l. Melasz szénforrds estében a vastartalmat ioncseré-
vel csokkentik. Menet kozben a vasionokat K-ferrocianid hozzdadéasaval lehet megkotni. Ez
komplex formdban megkéti a vasat, és a komplex disszocidcids dllanddja olyan kicsi, hogy a
szabad ion koncentracié kozelitéleg a kivant zénaba esik. A fémion koncentracié szempontja-
bél fontos a késziilékek anyaga is. Ha a fermentor nem jé mindségii rozsdamentes acélbol ké-
sziilt, akkor a sav hatasara vas és mas fémionok olddodnak ki a falabdl, ami tonkreteszi a fer-
mentaciot. A vasionok hatdsédt bizonyos mértékig ellensilyozni lehet metanol adagoldssal.

A Mn ion a mar targyalt médon vesz részt a citromsav importjdban, jelenlétében a
megtermelt és kivdlasztott termék visszadramlik a sejtbe, ezért is fontos a Mn-szintet 2 pg/l
alatt tartani. A melaszt példaul Mn-mentesiteni kell (ioncserével, a Fe eltavolitassal egyiitt). A
mangén kéros hatasét ellenstlyozni lehet kis mennyiségii rézion adagoldsaval.

A nyomelemek koncentrici6ja és ardnya befolydsolja a gombafonalak morfolégidjat, a
pelletképzddést is.

1.1.9. Technologidk

Ipari méretekben a citromsavat feliileti, szubmerz, és szilard fazisi fermentacidval
gyartjdk. A tipoldat fokomponense valamilyen szénhidrat, kiegészitve szervetlen vagy szer-
ves nitrogén forrassal és megfelelden 6sszedllitott 4svanyi sokkal.

1.1.9.1. Feliileti fermentdcio

Ez volt az elso ipari gyartas, amit 1920 koriil dolgoztak ki. Annak ellenére, hogy azéta
kifinomultabb és hatékonyabb technoldgidkat fejlesztettek ki, ezt még mindig alkalmazzdk a
meglévl lizemekben, mert az energia koltségek alacsonyabbak, mint a szubmerz eljarasnal.
Ugyanakkor az éldmunka igény viszont magasabb. A jelenlegi gazdasagi helyzetben egy Uj
lizem létesitése erre a technoldgidra nem gazdasdgos. Sok technoldgiai részletet szabadalmaz-
tattak, illetve titokban tartanak. A feliileti fermentdciéonal a micélium sekély talcdkban 1évo
tapoldat feliiletén alkot szovedéket. A tilcdk feliilete 5-8 m?, a tdpoldat 5-20 cm-es réteget al-
kot benne. Anyaguk tisztasdgd aluminium vagy rozsdamentes acél, mert a savas kozeg mas
fémekbdl a fermentdciora karos fémionokat old ki.

A talcdkat egymas folott dllvainyokon helyezik el olyan kamrdkban, amelyek kialakitdsa
lehetdvé teszi a kozel aszeptikus (az adott folyamatra artalmas mikrobdktol mentes) miiko-
dést. A tdlcak egymads folott, egy sterilen zart, de dlland6 levegd beftivatdssal ellatott kamra-
ban helyezkednek el.
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Cukor szénforrdsndl a koncentricidt 20-25%-ra allitjak és a talcdkba val6 kitoltés utdn a
citromsav termelé gombatorzsek spordival beoltjdk. A kezdeti pH-t dltalaban 3,5-re allitjak,
mivel ilyen koriilmények kozott a befert6zodéstol nem kell tartani és az oxalat képzodése mi-
nimdlis.

Melasz szénforrds haszndlata esetén a tdpoldatban higitdssal 15% erjeszthetd cukor kon-
centraciot allitanak be. A fémionokat eltavolitjak és a tdpkozeget altalaban forraldssal sterili-
zaljak. A folyadékot lehiités utan a talcakba szivattyuzzak.

Az oltds megoldhaté kdzvetleniil spéra szuszpenziéval (100-150 mg spéra/m?) vagy a
levegdvel befuvatott spordkkal. A nagy spoérakoncentridcié az oltdsndl lerdviditi a
termékképzés eldtti novekedési szakaszt €s a morfologiat inkdbb a fonalas novekedés
iranyaba tolja el a pellet képzddés rovasara.

Sok torzsnél a sporulécié fellépése csokkenti vagy gatolja a citromsav képzddést. Ennél
fogva a koriilményeket ugy éllitjuk be, hogy a micélium hosszabb ideig novekedjen a spora-
z4s meginduldsa nélkiil. Ez az ammonium ion koncentracié novelésével és nemionos deter-
gensek hozzdaddsaval érhetd el. A folyamat altaldban 8-12 nap alatt jatszodik le. A 1€ feldol-
gozasanak elso 1épése a micélium elvalasztisa a folyadéktol.

Félfolytonos fermentdciondl friss tapoldatot adnak a micélium szovedékhez, ezdltal
csokkentik a lag szakasz hosszét az egymast kovetd ciklusokban. A micélium ismételt haszna-
lata attdl fiigg, hogy a torzs mennyire hajlamos autolizisre az elsddleges ndvekedési fazisban.

Erdekes viltozata a feliileti technoldgidnak a tobblépesés fermentdcié. Ennél a 16 az
egymads folotti talcdk kozott gravitidcidsan folyik lefelé és a legalsordl elvett levet dolgozzdk
fel.

A télcdk kozott folyamatosan steril levegot fuvatnak at. A levegoztetésnek az oxigénel-
latason tul tobb funkcidja is van, igy elviszi a termelt széndioxidot és hdt. A beftjt levegot
nedvesitik, mert kiilonben jelentds mennyiségli parat visz magdval, és ezdltal jelentdssé valik
a beparlodas, két hét alatt akar a viz 30-40%-a is elparologhat.

A konverzié hatdsfoka cukorra szamolva 65-75 %, a ,reaktor” produktivitdsa 7-8 kg
citromsav/m>*nap. Alacsonyabb, mint a szubmerz eljarasnal, de a koltségek is kisebbek.

1.1.9.2.  Szildrd fdzisi fermentdcio

A szilard fazisu fermentaci6 (solid state fermentation, SSF) a kornyezet szempontjabol
eldny0s, mert csokkenti a hulladék kibocsatast. A kiilonb6z0 mezdgazdasagi €s ipari szénhid-
rattartalmu hulladékok hozzdadott értéket tartalmaz6 termékekké alakithatok. Ez egy egyszerti
technika, mellyel a szilard hulladék anyagokat, mint a rostok, szalma, korpa stb. szubsztrat-
ként hasznositjuk egy vagy tobb cellulézbonté torzs szaporitdsdhoz. A megfeleld termelé-
kenységhez meg kell oldani a megfeleld levegdztetést, ezzel a metabolikus ho eltavolitasat és
a pdratartalom szabdlyozasit. Nagyon fontos a szemcseméret a megvalasztdsa. Kisebb ré-
szecskeméret noveli a kitermelést és csokkenti fermentacids id6t. Az SSF kultirdk nem érzé-
kenyek a fémionokra, ezek nagyobb koncentracidban sem zavarjak a citromsav termelést.

Az SSF fermentécidkat legtobbszor talcakon hajtjadk végre. A szilard anyagot gdzzel
sterilizdljak, majd a feliiletére permetezik a spdérdkat. A tenyészetet 10-15 napig nevelik a
szubsztrat bonthat6sagatol és a lebontési sebességtol fiiggden. A penészgombdk mar a sporak
csirdzasatol kezdve extracelluléris enzimeket, példaul celluldzokat és amildzokat valasztanak
ki. Ezek a szilard szubsztrat szénhidrat tartalmat monoszacharidokkd bontjék és ebbdl alakul
ki a citromsav. Kiilonleges szubsztrit a cukorndd bagassz, a cukros 1€ kipréselése utdn meg-
maradé novényi szdr, ami még szachardzt, azaz konnyen bonthatd cukrot is tartalmaz, ami
konnyen citromsavv4 alakithato.
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1.1.9.3.  Szubmerz fermentdcio

A vilag citromsav termelésének tilnyomé részét szubmerz fermentéaciéval allitjak elo.
Ennek szdmos eldnye van a feliileti vagy az SSF tenyésztéshez képest, igy kisebb a munka-
erdigény, nagyobb a konverzi6 és a produktivitds, kevesebb a befert6zddés, stb.

Ipari 1éptékben az Aspergillus niger torzseket haszndljak citromsav termelésre. Szub-
merz tenyészetben szigorian szabdlyozott kornyezeti koriilmények kozott, pelletes formaban
szaporitjdk. A tapoldat jellemzden 15-20% fémion-mentesitett cukrot tartalmaz, ami altaldban
melasz, szachardz, gliikéz vagy fruktéz. Nitrogén forrdsként ammonium-szulfatot vagy am-
monium-nitrtot haszndlnak, és ezek koncentracidjat pontosan az optimdlis értékre allitjdk. A
nyomelemek koncentracigjat is pontosan be kell allitani, kiilonosen a vas, cink, réz és mangéan
ionokét. Kritikus a manganion koncentrécidja, ezt 2 ug/l (2 ppb = 2 parts per billion) alatt kell
tartani.

A fermentor beoltdsa torténhet konidiummal (spérdkkal) vagy vegetativ sejtekkel
(pellet). Ez utébbi esetben a lag szakasz és az egész fermentdcié mintegy 12 éraval lerovidiil.

A fermentécids id0 a szénforrastdl fiigg, lehet 5-8 nap, de elnyulhat 10-15 napra is. A
fermentécié sordn eldbb egy novekedési sza-
kasz figyelhetd meg, a cukorhasznositis a
sejttomeg novekedését szolgdlja (2-3 nap
pelletképzddés). Azutin a termékképzési fa-
zis (5-8 nap) sorédn az intenziv citromsav ter-
melés mellett csak kis sejtnovekedés észlel-
hetd. Hossza fiigg a cukor koncentraci6tol,
adagolastol, a haszndlt torzstol. Az atallasnal
K-ferrocianid betdplédldssal csokkentik le a
vasion koncentraciot.

Az 4bran lathatok a citromsav fermen-
tacié egyes paramétreinek idébeli véltozésai.
A szachar6z invertdlodasa mintegy 30 Ora
alatt végbemegy. A felszabadul6 gliikkéz
koncentraciéja eddig a pontig emelkedik, ez-
utdn csokken. Az invertdléddssal képzo6do
fruktéz atmenetileg eltinik a diagramrol,
mert polimerizal6dik a transz-fruktozildz en-
zim hatdséara, majd visszaalakul és gorbéje a
gliikozéval egyiitt halad. A micélium és a
melléktermékek koncentracidja egy inflexids
S-gorbe mentén novekszik. A citromsav csak
az els6 30 ora utdn jelenik meg, ezutan mere-
dekebben novekszik, mint a sejttomeg.

4. dbra A citromsay fermentdcio lefutdsa

1.1.9.4. Fermentdcios paraméterek

Az Aspergillus niger citromsav termelését jelentdsen befolydsolja a pH. JelentOs
mennyiségl citromsav csak pH=2,5 érték alatt halmozddik fel. A kiils6 pH-nak (~2) csak kis
hatdsa van a citoszol pH-jdra (~7). A sejtek elviselik, st aktiv transzporttal 1étrehozzdk ezt a
nagy koncentracio kiilonbséget.

A fermentlé pH-jat 1,5 és 2,8 kozott szabdlyozzak. Melasz alapu tdpoldat esetén inkabb
a felsd hatar kozelében. Magasabb pH-n melléktermékek, oxélsav és gliikonsav képzddnek. A
pH=3-6 koz0tti z6ndban a citromsav mellett oxdlsav és gliikonsav is keletkezik. Semleges ko-
zeli pH-n mér az oxélsav domindl. Az extracelluléris gliik6zoxiddz enzim pH=5 alatt jelento-
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sen veszit aktivitdsabol, pH=3-ndl teljesen inaktivalodik. Eszerint a pH-t gyorsan harom ald
kell csokkenteni. A cukoralapu tdpoldatoknak alig van pufferhatdsa, a termel6dd sav hatdsara
a fermentlé gyorsan lesavanyodik. A melaszban 1év0 szerves anyagoknak viszont jelentOs a
pufferkapacitdsa, a pH kevésbé csokken. Melasz alapu tdpoldatokndl emiatt kénsavval viszik
le a pH-t.

Adalék: minden mds szerves sav fermentdcios elddllitdsdndl a keletkezé savat kozombdositeni kell, mert a

sejtek nem viselik el a savas kozeget. A citromsav az egyetlen kivétel, ahol nem liggal, hanem savval szabdlyoz-
zdk a pH-t.

A homérsékletet 28-33 °C tartomdnyban szabdlyozzak. Efolott megnovekszik az oxél-
sav képzddés, alacsonyabb hdofokon pedig lelassul a folyamat. A citromsav termelése jelentds
hofejlodéssel jar, a fermentlé melegszik. A hd elvondsdra nagy hiitéfeliileteket kell beépiteni a
fermentorba.

Levegdztetés, oldott oxigén szint. A tenyészet oxigén igénye nem nagy, de nagyon érzé-
keny az oldott oxigén szint csokkenésére. Ha csak dtmentileg, néhdny percre is a DO 20-30
relativ % ala csokken (példaul iizemzavar esetén), akkor a citromsav termelés megéll. A leve-
goztetés megnovelése utdn az anyagcsere, a sejtek novekedése Gjraindul, de a citromsav ter-
melés nem, vagy csak nagyon kis sebességgel.

A levegdztetésnek az oxigénelldtason tdl tobb funkcidja is van, elviszi a termelt széndi-
oxidot és hd egy részét. A til nagy levegéaram ugyanakkor visszaiithet, mert egyrészt lecsok-
kenti az anaplerotikus reakcidkhoz sziikséges a szé€n-dioxid szintjét, masrészt er0s beparlddast
idéz el6. A levegdt a keverds késziilékekbe 0,5-1 vvm drammal tiplédljak be, de vésztartalék-
ként tiszta oxigén beftvatasat is lehetdvé teszik. Az air lift fermentorokndl extrém nagy, 10
vvm betdplalast is leirtak.

A folyamat elején a csirdzasi-novekedési szakaszban kevesebb levego is elegendo, ké-
sObb fokozni kell a levegdztetést.

Az oxigén bevitelét jelentdsen befolya-
solja a tenyészet morfoldgidja. Az Aspergil-
lus-ok micelidlis novekedésuek, a fermentlé-
ben gombafonalak tomege jelenik meg. A
fonalak elhelyezkedhetnek rendezetlen szo-
vedékben, ami az anyagataddst megneheziti,
illetve alkothatnak pelleteket. A pellet jelen-
tése szemcse, azaz a fonalak kis gomboket
alkotnak. Jellemz6 méretiik 1-2 mm, bar la-
boratériumban, razatott tenyészetben akar ~1
cm-es csomok is eléfordulnak.

A pelletes morfologia az anyag- és im-
pulzusatadas (oxigénbevitel, keverés) szem-

pontjabdl sokkal hatékonyabb és a fermentlé
sziirése is egyszertibb. A micélium morfol6-
gia alakuldsa a keverés intenzitdsitol, nyiro-
erejétdl és a pH-tdl egyarant fiigg. A fonalak hossza pedig befolyasolja a citromsav termelést
is. A rovidebb micéliumok tobb a citromsavat allitanak elo.

A levegdztetési rendszerek koziil mind a keverd nélkiili torony fermentorokat (air lift,
meriildsugaras), mind a kevertds fermentorokat alkalmazzak. A torony fermentorok célszerii
magassag/atmérd ardnya 4:1 -6:1 kozé esik. Szerkezetiik egyszeriibb, ezért nagyobb térfogat-
tal épithetdk (200-1000 m?>).

5. dbra Pelletes novekedés rdazott lombikban
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Kontrollélt koriilmények kozott a gliikkéz atalakitdsa a citromsavva 87-92%-os konverzi-
oval megy végbe, a torzstdl, a szénhidrat alapanyagtol, valamint a technoldgiai paraméterek-
t6] fliggden. Az elérhetd citromsav koncentrdcié 120-130 g/l (melaszon). A technoldgia pro-
duktivitasa 0,67-0,75 kg citromsav/m>*h; azaz 16-18 kg citromsav/m3*nap, tobbszorose a fe-
liilleti eljardsnak.

1.1.10. Feldolgozds

A fermentlében a folyamat végén 10-13% citromsav halmozddik fel. A technolégia ma-
sodik szakasza, a feldolgozds (downstream processing) a tisztitott céltermék kinyerése. A mii-
veletsorban meg kell szabadulni a szilard fazistol (sejtek), a termékhez hasonl6 kis molekuldja
szennyezésektdl (pl. oxdlsav) és nem utolsé sorban a viztol.

1.1.10.1. A micélium elvdlasztdsa ( -

A sziirhetdség szempontjabol a pelletes 1. MICELIUM |
szerkezet az idedlis, a szuszpenzié newtoni ELVALASZTAS
folyadékként viselkedik.

A  micéliumokat &ltaldban vakuum
dobsziirdvel valasztjdk el. Ha szlrdsegéd-
anyagra is sziikség van, az dsvanyi anyagok
helyett gyakran novényi melléktermékeket 2 OXALAT

(pelyva, szalmatorek) hasznalnak. FERROCIANID
ELTAVOLITAS
1.1.10.2. Oxaldtmentesités

A citromsav-fermentdcié sordn a leg-
gondosabban vezetett fermentacids technolo-

gia mellett is mindig képzddik kis mennyisé- 3 EALCIUM- CITRAT
gli oxdlsav is. A szlrt fermentlé elso kezelé- ’ KICSAPAS ES
se ennek elvalasztisdra szolgdl. Az elvélasz- ‘ ELVALASZTAS

tds elve azon alapul, hogy a kalcium-oxalat
rosszul oldddik vizben, igy az oxélsav mész-
tejjel reagdltatva lecsaphaté. A gondot az je-
lenti, hogy ugyanez igaz a citratra is, abbdl is ( |

csapadék képzddik. A megoldads a kalcium- 4. CITROMSAV
hidroxid fokozatos hozzdaddsa, amivel mint- FELSZABADITAS ES
egy ,megtitrdljuk” a fermentlevet. Kevés ‘ GIPSZ ELVALASZTAS I

"

Ca(OH)> bevitelével az oxalat levalik, mig
az egybdazisi (mono-)kalcium-citrat (a ha-
rombadzistval ellentétben) elég jol oldodik.

A vasat elvoné ferrocianidot is ebben a 1épésben tavolitjak el. Feleslegben adott FeCls-
dal kék szinli csapadék képzddik. Ez a vegyiilet a fehér csapadékot kékes sziniire festi.

A csapadék kisziirésére dobsziirét, nyomdsziirt vagy Funda-szilir6t alkalmaznak.

6. dbra A nyers citromsay kinyerése

1.1.10.3. A citromsav kicsapdsa

A citromsav elvélasztasanak klasszikus modja a kicsapds kalcium-citrat formajaban. Eh-
hez tovdbbi mésztejet adagolnak az oldatba, ami teljes mértékben semlegesiti a savat, trikalci-
um-citrat képzdodik. A kicsapas mentét befolydsold technoldgiai paraméterek:

— a citromsav koncentricidja,

— a homérséklet,

—apH, és

—a Ca(OH);-adagolas iiteme

12
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A citromsav-koncentréacié adott, ezen nem gazdasdgos valtoztatni. A hdmérséklet hatdsa
egyedi. A legtobb anyag oldhatésdga javul magasabb homérsékleten. A kalcium-citrat oldha-
tésdga viszont maximumos fliggvény, magasabb homérsékleten djra csokken (2. tdblazat).

Homérséklet oldhatésag
°C 2/100 ml
18 0,085
25 0,096
40 0,085
90 0,058 !

2. tabldzat A trikalcium-citrdt oldhatosdga a homérséklet fiiggvényében

A maximalis kihozatal érdekében a csapadékos levet forrén, 90 °C-on szlrik. Ezt eldse-
giti az, hogy a mész beolddsandl, illetve a kozombositésnél jelentds mennyiségii hd szabadul
fel, ami felmelegiti az oldatot. A sziirlet hétartalmat hdcserélokkel vissza lehet nyerni, és
hasznositani. A lecsapds hatdsfoka semleges kdzegben a legjobb, ezért a 7 koriili pH bedllita-
sara torekednek, tulzott ligositds Ujra javitja az oldhatésagot. A reakcibhoz CaO-ra nézve 18—
25%-o0s oldatot hasznélnak, lassan beadagolva. Igy nagyobb kristalyok keletkeznek, amelyek
kevesebb szennyezést visznek magukkal. A csapadékot a klasszikus vdkuum dobsz{iron va-
lasztjak el.

1.1.10.4. Feltdrds kénsavval

Gyengébb savat s§jabol egy erdsebb savval lehet felszabaditani. A citromsav gyartasi
technoldgia esetében a kénsav a legmegfelelobb, mert a melléktermékként keletkezd gipsz
oldhatatlan, konnyen elvdlaszthaté a citromsav oldatt6l. Sésav vagy salétromsav haszndlata
esetén a kalcium-klorid, illetve kalcium-nitrat oldatban maradna, és ez megnehezitené a cit-
romsav kinyerését. A feltards tomény (60-70%-o0s) kénsavval torténik. Ez a koncentracié még
nem oxidélja a szerves anyagokat, és ugyanakkor nem higitjuk meg vele tdlsdgosan az olda-
tot. A kénsavat a sztochiometrikushoz képest kis feleslegben (+1-2 g/1) adagoljdk. A képz6do
gipszet ismét csak vdkuum dobsziirOn szlrik le. A melléktermékként képzddd kristalyvizes
gipsz mennyisége igen nagy, 1 tonna citromsav eldallitdsaval mintegy 1,4 tonna gipsz képz6-
dik. Hasznositasa, illetve elhelyezése egyre nagyobb problémat jelent.

1.1.10.5. Tisztitdas adszorpcioval

A feltarassal kapott citromsav oldat még szinanyagokat €s dsvanyi ionokat tartalmaz.
Ezektdl oszlopokban végrehajtott adszorpcidval szabadulhatunk meg. A szinanyagokat aktiv
szénnel toltott oszlopon lehet megkdtni. Az dsvanyi sok ionjait ioncseréld gyantdkkal lehet el-
tavolitani, ,,flow through” technikdval, azaz nem a fékomponenst kotjiik meg a kolonnan, ha-
nem a szennyezéseket. A termék ataramlik az oszlopon, nincs sziikség elucidra. Ipari 1épték-
ben nem egy-egy oszlopot telepitenek, hanem tobb tucat vagy akar szdz, egyenként néhany
kobméteres kolonnét kapcsolnak Ossze egy teleppé. Ezek egy része dolgozik, mas részét egy-
idejlileg regeneréljdk, igy lehet biztositani a folyamatos tizemmenetet.

1.1.10.6. Koncentrdlds bepdrldssal
A tisztitott citromsav oldat koncentricidja 200-250 g/, ez még nem kristélyosithato, to-
vabb kell toményiteni. A koncentrdlds célszerli miivelete ennél a terméknél a beparlds. A bio-
l6giai anyagok esetében ritkdn alkalmaznak bepérlést, mert a legtobb ilyen anyag héérzékeny.
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1. SZINTELENITES ES
IONMENTESITES

L -

A citromsav-technol6gidnal kiméletesen, az-
az alacsony hdmérsékleten, rovid tartézkoda-
si iddvel torténik a beparlds. Tobbfokozatd,
tobbtestes vakuumbeparl6t haszndlnak, ahol
az utols6 fokozatban a tomény oldat hdmér- — —

séklete nem haladja meg a 40 °C-ot. . 2 KONCENTRALAS

1.1.10.7. Kristdlyositds

A betoményitett oldat lehiitve mar tul- . :
telitetté valik, beldle a citromsav kristalyosit- 3. KRISTALYOSITAS
hat6. A miivelet kritikus paramétere a ho- KRISTALY SZEPARALAS
mérséklet. 36,5 °C alatt ugyanis a sav egy <
kristdlyvizzel, efolott pedig vizmentesen
kristdlyosodik. A citromsav-monohidrét job- A
ban kezelhet0, stabilabb és nem utolsdsorban 4. SZARITAS
esztétikusabb anyag, ezért ennek létrehoza- S—
sara torekednek. A vdkuumbeparlds utdn a
~4’10 °C—qs oldgtot’ 20.—25 °C—.ra’hﬁtik, ebbfil 5. APRITAS
valnak ki a kristalyvizes kristalyok. A cit- OSZTALYOZAS
romsavgyartds olyan nagy léptékben folyik, -\
hogy érdemes folyamatos kristalyositokat al-
kalmazni. Ezekben az 4llandésitott koriilmé-
nyek hatdsdra dllandé tisztasdgi és éllando 6. CSOMAGOLAS
méreteloszlasu kristdlyok jonnek létre. A

kristalyok elvdlasztidsa és mosdsa dltaldban
szlircentrifugdban torténik. Az anyalig még
jelentds mennyiségti terméket tartalmaz, ezt
visszavezetik a technoldgidba, a tisztitdsi 1épések elé, és tjra feldolgozzak.

7. dbra Kristdlyos citromsav elddllitdsa

1.1.10.8. Szdritds
A sziir6bol kikeriilé6 mosott kristalyok feliilete nedves. Ezt a maradék folyadékot szari-
tassal tavolitjdk el. Ez a folyamat is tulajdonképpen bepdrlds, pontosabban a feliileten 1évo fo-
lyadék szdrazra paroldsa. Alapveto kiilonbség, hogy a szaritdsndl a hokozlésre meleg levegot
alkalmaznak. A miivelet sordn udjra jelentkezik a kristdlyvizvesztés veszélye. A szarad6 anyag
homérséklete nem haladhatja meg a 36,5 °C-ot. Emiatt vagy vdkuumszaritokat haszndlnak,
vagy igen nagy mennyiségii, kozel szobahomérsékletli levegdvel szaritanak.

1.1.11. Melléktermékek, szennyviz

A citromsav gyartdsi technoldgia sajnos sok jarulékos anyag termelddésével jar, ezek
hasznositdsardl, elbontdsardl vagy depondldsardl is gondoskodni kell. Ezek a tételek jelentd-
sen befolydsoljak a gyartds gazdasdgossagat is. 1 t citromsavra szdmitva a kovetkezd anyag-
mennyiségekkel kell szdmolni:

Micélium: ~135 kg

Aspergillus niger biomassza, szlir6segédanyaggal keveredve. A sejttomeg 25-30% fe-
hérjét és 15-20% szénhidratot tartalmaz. Ugyanakkor jelentés mennyiségii nehezebben bont-
hat6 sejtfal anyagot is van benne. Ertékesithet, ha takarmanyadalékként tapokba keverik. En-
nek viszont eldfeltétele, hogy a szlirésegédanyag bioldgiai anyag (korpa, rost, torek) legyen,
az asvanyi segédanyagokat nem fogyasztjdk az éllatok. A savanyud iz nem okoz gondot, azt
szivesen fogyasztjak (vo.: silétakarmany). Kevesebb hasznot hoz, ha a biomasszat biotragya-
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ként szantéfoldekre szorjdk ki, ezzel javitjdk a talaj szervesanyag-tartalmat. Ligos elokezelés-
sel a papiripar is haszndlhatja a cellul6zos alapanyagok mellett. Ha nincs mas megoldas, bio-
gazositassal flitdgazt is eld lehet allitani beldle.

Gipsz: ~1,4 tonna

CaSOq x (1-2 H20), el nem bonthaté melléktermék. Az épitdipar valamennyit felhasznal
beldle, de ekkora mennyiséget nem képes felvenni. Rdadasul ez kristalyvizes gipsz, ezt ki kell
izzitani, hogy kotéképes legyen. Altaldban lerakoéra keriil.

Szennyviz: ~8 m’

Szérazanyagtartalma 5-6%, kémiai oxigén igénye igen nagy, KOI = 50 000 mgO-/1. Ezt
szennyviztisztitoban elbontani nagyon koltséges. Célszeriibb inkabb bepdarldssal feldolgozni, a
szarazanyagtartalmat 65-70%-ra novelni. Ezt a koncentratumot lehet takarmédny kiegészito-
ként értékesiteni (pl. Citragil néven forgalmazzak). Az arbevétel nem fedezi a beparlas koltsé-
geit, de kisebb a veszteség, mint a szennyviztisztits koltsége.

Mas lehetdség a szerves anyag hasznositisra az egysejt-fehérje elddllitasa. Erre a célra
szelektdlt Torula élesztd szaporitisaval 14 kg/m> azaz 112 kg/tonna takarményélesztét lehet
elddllitani.

Erre az anyagra is lehet biogdz gyartast alapozni. ANAMAT néven egy kombinalt
eljarast fejlesztettek ki, amely aerob €s anaerob lépések utdn teljes mineraliziciéhoz vezet,
gyakorlatilag mindent metdnnd, vizzé és szén-dioxidda bont le.
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1.2. ECETSAV GYARTAS

A bor ecetesedése torténelem eldtti idoktdl ismert folyamat, egyidds a borkészitéssel. Ez
a két folyamat a legdsibb, spontédn is végbemend biotechnoldgiai eljards: a must cukortartalma
— borrd erjed — a bor ,,megecetesedik” — borecet keletkezik. Az ecet tudatos gyartdsa és
konyhai hasznositdsa szintén 6kori eredet. Elelmezési célra évente 2-3 millié m> ecet késziil,
aminek koncentracidja 10-15%, azaz ebben 300-400 ezer tonna tiszta ecetsav taldlhato.
Vegyipari alapanyagként jelentds mennyiségli ecetsavat allitanak elé kémiai szintézissel
is, mégis €élelmiszeripari célra csak az ecetsav baktériumok 4ltal termelt, tehat bioldgiai uton
nyert ecetet haszndljak. A teljesség kedvéért tekintsiik 4t, hogy milyen kémiai reakciéutakon
lehet ecetsavat eldallitani:
» Metanol karbonilezése
» Acetaldehid oxidaci6ja
» Etilén oxidacidja
» Fa szdraz leparlasa
A kémiai szintézissel gyartott ecetsavat onmagaban, erds savként is szdmos célra alkal-
mazzdk, igy fémfeliiletek tisztitdsira (er0s, de nem korroziv sav), vizkdoldasra, stb. Kisérleti
stddiumban van egy djabb nagy I1éptékli alkalmazas is, télen az utak jégmentesitésére a kor-
nyezetszennyez0 sok helyett Ca- vagy Mg-acetatot szornak ki.
Vegyipari reakciok alapanyagként is nagyon szertedgazé a haszndlata (dbra).
A bioldgiai uton termelt ecetsavat elsdsorban az élelmiszeriparban hasznositjdk, a sava-
nyu iz bedllitasara, illetve tartdsitasra.

Ecetsav
Vinil- Klor- Acet- Acetat- Acetat-
acetat ecelsav anhidrid észterek sok
Textilek
Gyogyszerek lagyitok Gyogyszer
ételecet
Celluléz-acetat
oldoaszerek
e Hékozlofolyadék
T;t.il.lll-lfikESthes Transzparens lapok Hustartositas
l":m:“?ll-tafok Fotofilmek Fungicidek
AURE RS lakkok Jégmentesitok
ragasztok

8. dbra Az ecetsav ipari felhaszndldsa
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A biotechnoldgiai dton az alapanyag etilalkohol, tehdt tulajdonképpen két fermentacids
1épés kapcsolddik Ossze.

Cukrok - etanol - ecetsav
Saccharomyces cerevisiae Acetobacter aceti
(anaerob) (aerob)

Az ecetsav képzddésének bruttd leirdsa:

C,H,OH + 0, » CH,COOH + H,0  AG° = - 455 kJ/mol

Az ecetsav baktériumok az alkoholt molekuldris oxigén felhaszndldsaval ecetsavva oxi-
daljak.

1.2.1. Az esetsav-baktériumok

Az alkoholt ecetsavva oxiddlé mikroorganizmuso-
kat altalanosan ecetsav-baktériumoknak nevezziik. Poli-
morf, Gram negativ baktériumok, sejtjeik elipszoid vagy
palca alakuak; melyek egyenesek vagy enyhén hajlitot-
tak; 0,6-0,8 pm hossziak (=aprék); egyesével, parokban
vagy ldncokban fordulnak el6. Mozgdsra képtelen és
mozgdsra képes formadi is eléfordulnak, poléris vagy pe-
ritrich flagellummal rendelkeznek. Obligat aerobok, bi-
zonyos fajai pigmentet, mig mds fajai cellul6zt termel-
nek.

Az ecetsav baktériumok osztalyozadsa

Az Acetobacteraceae—n belill 3 genus kiilonithetd
el: Acetobacter, Gluconobacter, Frauteria. Ebner és
Follman tobbszor is megkisérelték az ecetsav-baktériu-
mok osztdlyozdsat. A legfontosabb segitség a pontos ta-

xondmia kialakitdsdban a Gillis és De Ley DNS-rRNS
hibridizaciés tanulmanya. A legfontosabb kovetkeztetés,
hogy a kordbbi osztdlyozds alapjan elkiilonitett két
csoport, az Acetobacter €s a Gluconobacter igazdbdl kozeli rokonsdgot mutat. Az Ace-
tobacter-félék erdsen savas kozegben az ecetsavat tuloxidaljak CO»-da és vizzé, mig a Frate-
uria és a Gluconobacter csalad nem.

9. dbra Ecetsavbaktériumok

1pum

10. dbra Gluconobacter Acetobacter Frateuria
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A torzsek izolédldsa €s azonositdsa sok problémaval jar. Az ecetgyartdsban mindig olyan
ecetsav baktériumokkal dolgoznak, amelyek nem tiszta tenyészkultirdkbdl szdrmaznak. A
fermentéacié sordn haszndlt baktériumokat nehéz taxonémiai osztalyokba besorolni. A termé-
szetben (és az ipari félfolytonos/folytonos eljardsokndl is) vegyes kultdrdkat alkotnak, sok, je-
lentOsen eltérd altipussal és spontan hibridekkel. A fenotipusos megkiilonboztetés is nehéz,
mert egy faj kiilonb6zd baktérium torzsei nem feltétleniil hasznositjak ugyanazt a szénforrast.
Az Acetobacter torzs egy Uj fajat izolaltdk Németorszagban és Svdjcban is, er0sen savas fer-
mentaciokbol. Ezt a fajt Acetobacter europaeus-nak nevezték el. Az Osszes vizsgalt torzs,
amit szubmerz fermentacidbdl izoldltak csak kis mértékben mutatott DNS-DNS hasonldsdgot
a hagyomdanyos Acetobacter torzsekkel. Viszont szignifikdnsan meg lehet kiilonboztetni az
Acetobacter europaeust az Acetobacter nemzettség tobbi tagjatol azért, mert ez a faj erdsen
tolerdns 4-8%-os ecetsavra AE-agarban.

A torzseket szilard és félszilard taptalajon nehéz tenyészteni, folyadékban meg nehéz
»Sz€leszteni”. Jelentds eldrelépést értek el Japdnban, ahol specidlis dupla rétegli agaron te-
nyésztették ki a baktériumokat (Acetobacter polyoxigenes).

Az iparban hasznalt ecetsav baktérium torzsek
A fermentéci6 oltdecet beoltasdval kezdddik meg, ez egy mikrobioldgiailag meghatéro-
zatlan maradéka az el6z6 fermentdcidnak. Ha megfeleld ecetsav tolerancidju és tapanyagigé-
nyl baktériumtorzzsel dolgozunk, évekig fenntarthaté a fermentécid anélkiil, hogy félbesza-
kadna a folyamat vagy csokkenne a hozama, illetve a hatékonysdga. Iparban hasznalt torzsek-
t0l elvart tulajdonsagok:
» toleralja a nagy ecetsav €s alkohol koncentraciét
» kis tdpanyag sziikséglet
» ne lépjen fel tiloxidacio
» magas hozamot produkaljon
» fagrezisztens legyen.

1.2.2. Az ecetsav képzddés biokémidja

ADH ALDH
CH;CH,OH —» CH;CHO —— CH;COOH

etanol acetaldehid ecetsav

11. dbra Az ecetsav képzodése

A folyamat két 1épésben megy végbe, az etanol elébb acetaldehiddé oxidalodik (alko-
hol-dehidrogendz), majd az aldehid oxidalédik ecetsavva (aldehid dehidrogenéz).

Ethanol Acetaldehyde Acetate H*
\lj 2/ 1 Periplasm
PQQ- QH;
i SO 1O
Q
Cytoplasm

(N

10,8 H,0

12. dbra Az ecetsav képzodésének enzimei és koenzimei
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Tobb ecetsav-baktériumbdl is sikeresen tisztitottak alkohol-dehidrogendz enzimet, ilyen
irdnyu kutatasokat féleg Acetobacter aceti, A. rancens, G. suboxydans baktériumokkal végez-
ték. Az ADH prosztetikus csoportja PQQ (pirrolo-kinolin-kinon), ez veszi at a hidrogéneket.

Az enzimek a citoplazmamembréinba épiilnek be. A hidrogéneket ubikinonnak adjak at.
Az ubikinol visszaoxidéldsa sordn a termindlis oxiddcidhoz hasonléan molekuléris oxigénnel
viz képzddik és proton exportdlodik a periplazmikus térbe. A protonok visszadramldsdval a
sejt ATP-t termel, igy nyer energiat a folyamatbdl.

Tapanyagok, szubsztratok

A tépoldat f6 komponense a tisztitott és higitott etilalkohol. A legtobb orszdgban az
ilyen célra szant alkoholt denaturéljdk, az USA-ban etil-acetattal, Eurépaban pedig ecetsavval.

Az alkoholtartalmu tdpoldatot cefrének nevezik. Az alkoholtartalmat térfogatszazalék-
ban adjak meg. Az oldat 4ltaldban kis mennyiségben ecetsavat is tartalmaz, ezt vegyes szdza-
lékban (gramm ecetsav/100 ml oldat) mértékegységben fejezik ki. A két kiillonb6zé mérték-
egységli koncentracié szamértékének Osszegét Osszkoncentracidnak nevezik, ez kozelitdleg
megadja a teljes fermentacié alatt kinyerhet6 maximalis ecetsav koncentraciét. Az eltéré mér-
tékegységek latszolag értelmetlen haszndlata azért praktikus, mert figyelembe véve a két
anyag moltomegének és sliriségének kiillonbségeit az anyagok atalakuldsa sordn az dsszkon-
centracié nem valtozik. Egy tf% alkoholbdl kozelitoleg egy m/v% ecetsav keletkezik. A ki-
nyert ecetsav koncentracio és az dsszkoncentracié hanyadosa a hozam.

Az ecetsav fermentdcié sordn az etanol teljes mennyisége ecetsavva oxidalodik. Altala-
ban a kitermelés 95-98% koriil szokott lenni, a maradék elveszik a kidraml6 gazzal. Kozben
az esetleges egyéb szénforrds (pl. gliikdz) oxidalédik, ennek termékei H2O és COy .

Az étkezési ecetek gydrtdsandl a tiszta
alkohol helyett kiilonb6z6 természetes, er-
jesztett, alkoholtartalmi leveket haszndlnak
nyersanyagként. A borecetnél bor, az alma-
ecetnél az almabor az alapanyag. A maldta
ecet az arpa vagy egyéb gabona forrdzatanak
az alkoholosan erjesztett (sorszerii) levébdl
késziil. A rizsecet pedig elcukrositott rizsbdl
késziil alkoholos és ecetsavas fermenticio-
val.

A balzsamecetek az ecet mellett sok
cukrot (gytimolcslé, szirup) is tartalmaznak.

13. dbra Izesité ecetek

1.2.3. Tdpanyagok, szubsztrdtok

Szénforrdasok

Acetét

Az Acetobacter torzsek képesek a citromsav-cikluson keresztiil hasznositani az acetétot
és a laktatot, de a tdloxidacié minimalizalasara toreksziink.
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Cukrok (gliikéz, szacharéz): konnyebben beépiilnek a sejt anyagdba, mint az acetit.
Ezeket az ecetsav baktériumok a pent6z-foszfat dton hasznositjdk. A fermentécié inditdsahoz
kis mennyiségben adagoljak.

Szén-dioxid

A sejtek igénylik szén-dioxidot a novekedéshez. A szén-dioxid asszimildlodik a sejt
anyagdba, a sejt széntartalmanak ~0,1%-a ebbdl szarmazik. Nagyon kis mennyiségii ecetsav
is ebbdl a CO2-bdl szarmazik.

Nitrogén-forrds:
Szerves szénforrds jelenlétében sok ecetsav-baktérium torzs képes ammonium ionokat
is nitrogénforrasként felhasznalni. Egyes torzseknek viszont aminosavakra is sziiksége van.

Novekedési faktorok:

Egyes torzsek novekedési faktorokat/vitaminokat igényelnek (p-aminobenzoesav, nia-
cin, tiamin, pantoténsav), illetve ezek jelenlétében jobban termelnek. Az A. aceti torzsnél hal-
mozottan pozitiv hatést érhetiink el glutation és Na-glutamat egyiittes adagoldsaval. A nove-
kedési faktor sziikséglet a szénforras elldtastol fiigg.

Szervetlen sok

Természetes nyersanyagokndl dltaldban nincs sziikség tovabbi tdpanyag hozzdaddsara.
Béar az almaborban kevesebb nitrogéntartalmd vegyiilet van, de ez feljavithaté ammoénium-
foszfat hozzdadasaval. Néhdny szoloborhoz is sziikséges ammonium-foszfatot adni az
optimdlis fermentédcidhoz.

Tiszta alkohol alapti ecetsav gyartdsndl mindenképp sziikség van kalium, natrium, mag-
nézium, kalcium, ammonium (ammoénium-foszfat formdjaban), szulfat és klorid hozz4adaséra.
Ezen kiviil nyomelemekre: vas, mangén, kobalt, réz, molibdén, vanadium és cink is sziikség
van. Kereskedelmi forgalomban taldlhat6 tidpanyag keverékek tovabbi adalékokat is tartal-
maznak, mint példaul széritott élesztot.

Etanol

Az ecetsav-baktériumok karosodhatnak, ha a fermenticié soran az O0sszes etanol oxida-
16dik és az etanol tartalma friss tdpoldat hozzdaddsa nem torténik meg idében. Az etanol hia-
nya a 1égzési ldnc kiesése miatt az oxigénhidnyhoz hasonléan megzavarja a fermentaciot. A
kar mértéke a teljes koncentraciotol és az etanol hidny idejétdl fiigg. A tiloxiddcié az a nem
kivanatos reakcid, mely sordn az ecetsav tovibb oxiddlddik és CO; és H,O keletkezik. Ezt
megeldzhetjiik, ha az 6sszkoncentracidt magas értéken tartjuk €és az etanolt dllandéan pétol-
juk. Ennek érdekében célszerli az etanol koncentraciét folyamatosan mérni. A Frings cég altal
kifejlesztett Alkosens idokésés nélkiil méri az etanolt a fermentlében. A szenzor miikodése

membréandiffizion alapszik, ezért csak dllandé homérsékleten ad megbizhaté eredményeket.

; vl -

(e -
: - gl A, 14. dbra Frings Alcosens
N N 8
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Oxigén: az Acetobacter-ek obligit aerobok, a fermenticid sordn nagy mennyiségli
oxigénre van sziikség, ezért nagyon fontos a megfeleld levegdztetés. Kiterjedt kutatdsok bizo-
nyitjdk, hogy a levegdztetés megszakitasa a fermentacidban zavart okozhat, példaul az ecetsav
koncentracié vagy a fermentacids sebesség csokkenését. Az oxigén ellatds zavara is éles esést
okoz az oxidaciOs sebességben, illetve az enzimek aktivitdsaban. Minél hosszabb iddre szakad
meg a levegdztetés és minél nagyobb cefre sszkoncentracidja, anndl erésebb a hatds. Egy 11-
12%-0s Osszkoncentraciéju elegynél a 15-60 mp-ig tarté levegdztetés kimaradas ugyanakkora
kart okoz, mint az 5%-os 6sszkoncentracidju elegynél a 2-8 perces.

Ugyanakkor a levegd nagy térfogatirama sok illékony komponenst (ecetsav és etanol)
visz magaval, ezzel veszteséget okoz. Ezt ugy szoktdk csokkenteni, hogy az elmend levegot
egy tartdlyban vizen buborékoltatjdk at, és az elnyeli az ill6 komponenseket. Az igy kapott
vizes oldattal készitik el azutan a kovetkezd fermentacio tapoldatat.

1.2.4. Levegdztetési megolddsok

Feliileti fermentdcio, Orleans-i eljdrds

Régebben hasznaltdk borecet készité-
sére, ilyen mdédszer az Orleans-i eljards, ahol
all6é fahorddba vezették a bort, a hordo felso
részében 1égzOnyildsokat alakitottak ki és
szobahOmérsékleten allni hagytdk. Az ecet-
sav-baktériumok a levegdvel jutottak a bor
felszinére és elkezdték a borban 1évo etilal-
kohol 4talakitdsat ecetsavva. A keletkezd
ecetsav sliriisége kisebb a bor stirliségénél,

2 .. 2 1 , , Fia. 49. Barrel Arranged for Vinegar Making. a, Holes for admis-
ezért lesiillyed és elvezethetd a hordd alsé gion of air. b, Open bung hole. e, Spigot.
részébdl. Kivalé mindségili ecetet lehetett igy 15 dbra Orl ) o
elééllitam .aora Urleans-i ecetgyartas

Ujabb tipusd feliileti fermentacidknal
egy sekély folyadékréteg feliiletén baktérium filmet alakitanak ki. A folyadékot (cefre)
aramoltatjak. A folyadék mélysége ~10 mm, az kifolyé ecetsav koncentracidja 5-6%.

TILE EXHAUST
RUBBER FEED UNE

Mozgocefrés fermentdcio
A mozgdcefrés fermento-

rok toltott oszlopnak tekintheték, a— | INSPECTIONGLASS
benniik biikkfa forgicsot, nyirfa | SPARGERAAM
gallyakat vagy kukoricacsutkat | RESPECTION PLUG
hasznaltak hordozé anyagként.
Az ecetsav baktériumok a toltet SHAVINGS
feliiletén telepedtek meg, biofilm THERMOMETER
alakult ki. Az alkoholtartalmu AR
cefrét feliilrol locsoltak a toltet- MASH FLOW METER » 4 AIR FILTER

-)— AIRINTAKE

re, ezzel egyidOben alulrél a hé-
zagokban felfelé aramoltattdk a
levegét. A lecsorgé folyadékot
Ujra ravezették a toltetre, recir-
kulaltattdk (innen a mozgdcefrés
elnevezés), mindaddig, amig az 16. dbra Mozgdcefrés ecetsav generdtor
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4talakulds teljesen végbe nem ment. Nagy, fabdl késziilt tartalyokat (akar 100 m?) épitettek
erre a célra.

A belsd tér nem steril, de a befert6z6déstdl védi az alkoholtartalom és a savas pH. Vi-
szont a biofilmben gyakran megtelepszik egy nagyon specializdlédott baktériumfalé fonalfé-
reg, az ,,ecetangolna” (Anguillula aceti).

Szubmerz, levegoztetett fermentdcio

A szubmerz fermentéicidkndl intenziv levegdztetésre van sziikség, keverds €s air-lift
megoldast egyarant alkalmaznak. Kiilonleges megoldés a Frings-acetator (6nbeszivé turbina-
kevero).

Frings acetator

A Frings levegdzteté onbeszivo rendsze-
rl, nincs sziiksége kompresszorra, a kdrnyezet-
bdl szivja be a levegot egy szivocsovon keresz-
till. A motor alulrdl forgatja, és a levegot feliil-
rél, a tengelycsovon at szivja be, és eloszlatja.
Egy belso forgd- és egy kiilsd allérészbdl all. A
forgérész voltaképpen egy centrifugdl-szivaty-
tyd, ami a tengelynél levegdt és fermentlevet
sziv be, a keriiletén kilépd keverék atpréselodik
a sztator csatorndin, és erds vizszintes aramlas
jon létre. A levegdztetés sebességét ugy kell
megvalasztani, hogy az a levegd egyenletes el-
oszlasat biztositsa a fermentor teljes kereszt-
metszetén. Mivel nem lehet teljesen kikiiszo-
bolni a habképzddést, az acetitor egy mechani-

kai habtorével van felszerelve. A gyorsan forgd ;7 ipra A Frings turbina és turbinahdz (forgd-
habtord levalasztja a habbdl a folyadékot és és dllorész) kialakitdsa

visszaengedi a fermentorba. Az elpusztult bak-
tériumok lizise sordn fehérjék szabadulnak ki, hableliosatl e
amelyek fokozzdk a habzast. Mivel az intenziv gl oo
levegbztetés okozza a habzdast, ezért a habtoro- bepltas B s HHEZAALSN
nek a ciklus nagy részében miikddnie kell.

levegdbevezetés -

fermentor

A Frings Acetdtor a legelterjedtebb esz-
koz ecet gyartasara. 1996 végére 642 Acetator
mukodott a vildg minden részén, teljesen auto-
matiziltan, teljes termelése 1,5 *10° m3/év ecet
volt, 10%-o0s ecetsavra atszamitva. Energia fo-
gyasztdsa 400 Watth/liter etanol, kitermelése
98% feletti.

kdzponti csé

EFFIGAS-turbina

motor

18. dbra A Frings acetdttor hosszmetszete
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19. dbra Frings turbindk, motorral szerelve (katalogus foto)

1.2.5. Technologidk

A szubmerz gyartasoknal félfolytonos és folytonos fermentacids technolégidkat egya-
rant alkalmaznak.

A 12-15%-o0s ecet gyartasat félfolyamatos modszerrel végzik. Itt minden fermentacios
ciklusnak azonos hosszuisdgunak kell lennie. Amikor az alkohol koncentracié 0,05-0,3% kozé
csokken, a fermentlé egy részét eltavolitjadk a fermentorbdl, majd djratoltik 0-2% ecetsav tar-
talmu és 12-15% alkohol tartalmu cefrével. Az djratoltést lassan, erdteljes kevertetés és dllan-
d6 hémérséklet mellett kell végezni. A fermentor toltése sordn ugyanolyan 6sszkoncentracidju
cefrét kell betdlteni, mint az el6z6 ciklusban, és kozben kevertetni kell, mert a helyileg kiala-
kulé nagy koncentracié kérosithatja a baktériumokat. A kovetkezo ciklus lag fazis nélkiil in-
dul el. Az 4llandé homérséklet érdekében a beadagolt cefrét eld kell melegiteni.

Egylépcsos félfolytonos

1994 6ta lehetséges toményebb, 19%-o0s ecetsav gyartdsa mddositott fermentdcidval. A
cefrét és a tobbletalkoholt kiilon program szerint adagoljdk. Az el6z6hoz hasonld kiindulasi
cefrével inditjak a folyamatot, majd lassan adagoljdk a tobblet alkoholt. Az alkohol adagolast
addig folytatjdk, amig el nem érik a kivant (19%) 6sszkoncentriciot. Az oxidéacié végbemegy,
és amikor az alkohol koncentracié lemegy nullara, a fermentlé egy részét lefejtik és a helyébe
a higabb cefrét taplaljdk be. Késobb ujbdl alkohol adagoldsaval novelik az dsszkoncentraciot.

Kétlépcsos félfolytonos

A konzerviparban magas ecetsav tartalmu ecetre van sziikség. A kétlépcsds folyamat so-
rén 15%-os és ennél nagyobb ecetsav tartalmu ecetet lehet gyartani. Amikor az elsé fermen-
torban az ecetsav koncentracio eléri a 15%-ot, a fermentlé 30%-at attoltik a masodik fermen-
torba és az els0 fermentort Ujratdltik alacsonyabb Osszkoncentracidju eleggyel. A masodik
fermentorban folytatédik a fermentacio, az alkoholt lassan adagoljak hozz4, amig el nem érik
a 18,5%-os Osszkoncentraciot és a konverzié majdnem teljes nem lesz, ekkor a levet lefejtik.

Folyamatos fermentdcio

Az elérhetd ecetsav koncentracié csak 9-10%, mivel meg kell taldlni a kompromisszu-
mot a novekedés, a termékképzés, a sejt €s a szubsztrat koncentricié kozott. Az dllanddsult
allapotban a nagy ecetsav és kis maradék alkohol koncentréacidra toreksziink, de az alacsony
allandésult etilalkohol koncentracié viszont lecsokkenti a baktériumok fajlagos novekedési
sebességét, ezzel a higitasi sebességet, azaz a kilépd termékaramot.
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Kisérletek immobilizdlt ecetsav baktériumokkal

A mozgdcefrés eljaras biofilmje is tulajdonképpen immobilizdldsnak tekinthetd, de pl.
Japdnban sok kisérlet folyik rizsecet vagy gyiimolcsecet gyartdsdra immobilizalt ecetsav
baktériumokkal. A rogzitett sejteket félfolytonos fermentacidban, airlift bioreaktorokban
alkalmaztak. Karragénan gél gyongyokon immobilizélt ecetsav baktériumokkal nagy fajlagos
novekedési sebességet és respirdcios aktivitast értek el. Mas hordozé anyagokndl, mint a
polipropilén rostoknal a 3%-os, mig méhsejt szerkezetii kerdmia monolitndl maximum 4%-os
ecetsav koncentracio érhet6 el. Kalcium-alginat gél gyongyokkel fluidizélt reaktorban pedig
3,5%-o0s ecetsav koncentracié nyerheto ki.

Feldolgozas

A fermentlébdl a sejtek eltdvolitdsandl problémat okoz, hogy az Acetobacter sejtek
nagyon aprok, centrifugalassal, sziliréssel alig valaszthatok el. Célszerlien membransziiréssel
(mikrosziiréssel) tavolitjdk el, ehhez nem sziikséges szlirési segédanyag.

FERMEATE

PERMEATE

20. dbra Keresztdramii (cross flow) sziirés iiregesszdl (hollow fiber) modulban

Az ecetsav bepérldssal toményithetd, de nem tisztithatd, mivel a viz az illékonyabb
komponens, elparologtatdsaval az ecetsav és a nem-illé szennyezések koncentracidja né (az
ecetsav forrpontja = 118 °C).

1.2.6. Homoacetogének

Uj lehetéséget jelentett az ecetsav gydrtdsban a homoacetogének alkalmazasa. A Clost-
ridiumok kozott sok faj autotr6f médon Ho/CO;, vagy CO gazkeveréken is tud szaporodni.
Egyes kemoautotréf reakcidkra képes fajok a gliik6z szénforrds mellett 2 CO2 —bdl autotréf
CO, fixaldassal egy uj acetil-CoA-t hoznak létre (termofil homoacetogének: Clostridium
thermoaceticum, Cl. thermoautotroficum). Ezek egy gliik6z molekula felhasznédldsaval harom
ecetsavat termelnek, ezért kaptdk a homoacetogén gytijtonevet.

A brutté reakcidegyenlet:

1 CsH1206+2H,O = 2 CH3-COOH +2 CO2 + 8 H* + 8e
2C0O2+8H*+8¢ = CH3-COOH + 2 H,O
CsH1206 - 3 CH3-COOH !
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A folyamat nyilvanval6 elonye a +50% hozam (100 g cukorbdl az elméleti hozam: 100
g ecetsav, ebbdl gyakorlatilag 90-95 g érhet6 el). A fermentort nem kell levegdztetni, viszont
a szén-dioxid betdplélas lehetdségét meg kell oldani.

Hitranya viszont, hogy a torzsek novekedése, anyagcseréje lassd. Osszehasonlité kisér-
leteket végeztek kiillonbozo fermentécids technikdkkal.

A szakaszos fermentdciondl a keletkezé savat dolomittal (f6 komponense: MgCOs3):
semlegesittették. A nagyobb termékkoncentracié érdekében gliikkdz ritdplalast alkalmaztak,
igy 12%-os termékkoncentraciot is elértek.

Az aerob eljardsokhoz hasonldan félfolytonos technikat is kidolgoztak, 50% lefejtési
arannyal.

A folyamatos fermentacié nagyobb produktivitast, de joval kisebb termékkoncentréaciét
eredményezett.

Forgbédobos fermentécié: immobilizalas, a baktérium a forgé tanyérokhoz tapad

A legnagyobb produktivitast egyfajta rogzitett sejtes modszerrel érték el. Egy forgd dob
feliiletén biofilmet alakitottak ki, amely csak periodikusan meriilt a fermentlébe.

Fermentaci6 tipusa Produktivitds (g*1"'*h™) Ecetsav konc. (g*1')
Szakaszos, rataplalassal 0,9 120
Folyamatos 2.5 7
Folyamatos sejtvisszatiplédldssal 4 22
Forgddobos (biofilm) eljaras 10 37

3. tdbldzat Homoacetogén technologidk osszehasonlitdsa
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1.3. GLUKONSAYV GYARTAS

A gliikkonsav egy gyenge szerves sav, piaca mintegy 100 000 tonna/év. Ebbe beleérten-
dé6 a savon kiviil a &-lakton-, és a s6k formdjaban eladott mennyiség is.

A gliikonsavat gliik6zbdl gyartjdk, az aldehid csoport oxidacidjaval karboxilcsoport
képzddik. Bar ezt kémiai oxidacidval is meg lehet oldani, a hozamok, és a szelektivitds miatt
eldnyOsebb a biotechnoldgiai dtalakitds. A folyamat inkdbb hasonlit enzimes atalakitasra,
mint egy de novo fermentacids folyamatra.

1.3.1. A gliikonsav képzddés biokémidja

Sokféle organizmus képes gliikonsavat felhalmozni: egyes gombafajok, mint az Asper-
gillus niger vagy a Penicillium luteum vagy a baktériumok kozott a Gluconobacter, Pseudo-
monas vagy Acetobacter torzsek. A folyamat biokémidja eltérd a prokari6tdkndl és az
eukariotdknal.

Respiratory
chain
-T.
H“"\.'
‘/_\ N
POQ Glucose PQOH,
(&) H,0
(bacteria)
D-Glucose > $ D-Giuconolactone Ta%ﬂ_a_se_' Gluconic acid
oxidase (fungi)
© FAD (fungs) FADH,
o
H202 02

Biosynthesis of gluconic acid (A) in Gluconobacter suboxidans (B) in Aspergillus niger.
(PQQ-Pyrroloquinoline quinone)

A baktériumokban az oxidéci6 az ecetsavndl bemutatott médon, a citoplazmamembran-
ban kotott D-gliikkéz-dehidrogendz enzim altal megy végbe. A hidrogén akceptor a PQQ, illet-
ve a NAD* vagy NADP", amely a 1égzési lancnak adja 4t a hidrogéneket. A reakci6 terméke a

D-gliikono-&-lakton, ami a fermentlébe kikeriilve spontdn hidrolizél gliikonsavva. A hidroli-
zis sebessége a pH-tdl és a hdmérséklettdl fligg.

A megtermelt gliilkonsavat a sejt képes szénforrasként hasznositani. Ez a pentéz-foszfat
utvonalon torténik, de ezt az utat a katabolit represszié (magas gliik6z koncentracio, >0,5%)
elnyomja. Tehét ha a technoldgidban nagy gliik6z koncentraciot dllitanak be, akkor glitkonsav
tultermelést lehet elérni. A folyamat hatékonysdgat rontja, hogy a képzddott gliikkonsav — a
Bertrand-szabalynak megfelelden — tovabb oxidalddik 5-keto-glitkonsavva. Ezt a masodik
1épést a reakcid koriilményeinek szabalyozdsaval vissza lehet szoritani (semleges pH, 37 °C),
ill. el6 lehet segiteni (savanyd pH, 25-30 °C), vagy CaCOs-adagoléssal, mert az 5-keto-Ca-
gliikonét csaknem oldhatatlan, igy az egyensily erdsen jobbra tolddik.
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A fonalas gombdkban a gliikonsav kialakuldsa soran két enzim miikodik. A D-gliikézt a
gliikéz-oxiddz alakitja D-gliikono-6-laktonnd, amit a laktondz hidrolizal gliikonsavva. A

gliikkonsav—0—lakton ugyan spontdn is hidrolizdl gliikkonatta, de az Aspergillus-okban egy
specifikus lakton-hidrolizal6 enzim miikodése is észlelhetd.

Koy K = K

2 H202

glucose \_/ gluconolactone gluconic acid
catalase

H,0

A penészgombdk gliikkéz-oxiddza egy homodimer flavoprotein. Az enzim kb. 10%
szénhidratot tartalmazé 186.000 moltomegi gliikoprotein. Prosztetikus csoportként két kotott
FAD-ot tartalmaz. A kofaktor visszaoxiddldsa hidrogén-peroxid képzOdése kozben egy
oxigén molekuldt fogyaszt. Ezt a toxikus terméket a mikroorganizmusban miikodé kataldz
elbontja. Igy a netté reakcié:

gliik6z + 1/2 O, — gliikonsav.

Adalék: Tobb szerzo a negyvenes évek elején ezt az enzimet. antibiotikumként irta le (notatin, penicillin
B), mert megtévesztette oket a felszabadulé hidrogénperoxid dezinficidlo hatdsa, ami kioltdsi gytiriiket
eredményezett.

A FAD regenerdldsa soran keletkezo hidrogén-peroxid a gliikkdz-oxiddz er6s inhibitora.
Ezért a megfeleld kataldz-aktivitds is fontos a hatékony folyamat szempontjabol.

Az Aspergillus niger gliikkdz-oxidazar6l megéllapitottdk, hogy a D-gliikkéz B-anomerjét
150-szer gyorsabban képes oxiddlni, mint az O-D-gliikézt. Lehet, hogy a rendszer egy
mutarotdz aktivitdssal rendelkezd fehérjét is tartalmaz.

A gliik6z-oxiddz masik szubsztratja az oldott oxigén, ennek koncentricidja is
befolydsolja a reakcidsebességet. Az enzim Michaelis dllanddja (Kn02) néhany mg/liter, igy
atmoszférikus nyomdson az oxigén oldhatdsdganak tartomdnydban van, tehdt a reakcio-
sebesség meg sem kozeliti a vmax-ot. Emiatt a fermentorokban tilnyomadst (pl. 3 bar) szoktak
alkalmazni.

Az enzim meglehetdsen héérzékeny, 50 °C felett elveszti az aktivitdsat. Az optimalis
pH=5,5, alacsonyabb pH-n gyorsan inaktivalodik. Ezért a fermentlé pH-jat 4,5 és 6,5 kozott
kell tartani.

Az enzimet éltaldban intracelluléarisként irjak le, egyes szerzOk szerint a sejtek feliiletén,
madsok szerint a peroxiszéméakban taldlhatd, de kimutattak a sziirt fermentlében is.

A gliikonsav termelés képessége minden bizonnyal evolicids eldnyt jelent. Egyrészt a
pH gyors csokkentése akaddlyozza a kompetitiv mikroorganizmusok szaporoddsat, méasrészt a
termelt gliikonsav rosszul hasznosithat6 szénforrds a versengd mikroorganizmusok szdmadra,
de jo tdpanyag az A. niger-nek.
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1.3.2. Gliikonsay fermentdcios technologidk

A folyamat biokémidjanak megfelelden a gyartdsi folyamat is kétféle: bakteridlis és
fungalis lehet. Az A. niger alapu technoldgidk joval elterjedtebbek.

Erdekes technoldgiai véltozatot dolgozott ki az
osztrdk Vogelbush cég. Acetobacter methanolicus bakté-
riumot haszndlnak a gliikkonsav-fermentacidhoz, egy
specidlis leveg0Oztetd rendszerrel. Elso 1épésként metanol
szén/energia-forrdson kemosztit folytonos fermentdcio-
val elszaporitjdk a mikroorganizmust, majd az Ossze-
gyljtott sejttomeggel egy kiilon bioreaktorban nagy
gliikézkoncentraciot fenntartva végzik a gliikkoz-glilkkon- | foryadéksugar
sav konverziét. A nagy gliitkézkoncentracié €s a nagy
sejttomeg (mint katalizdtor) igen intenziv oxigébevitelt
(levegOztetést) igényel, amit az un. becsapédd-sugaras
(Vb-1Z) reaktorral oldottak meg.

hécserélé

szivattyu

Gliikonsav termelés fonalas gombdakkal

Az ipari fermentéaciét szubmerz koriilmények kozott végzik, rendszerint Aspergillus
niger torzzsel. A termelési paramétereket a gliikdz-oxiddz enzim tulajdonsdgai hatdrozzdk
meg. A folyamat tipikusan 5% gliikéz — praktikusan keményitd hidrolizatum — koncentracié-
val indul. 15-20 6rds kortdl az atalakuld gliikézt pétolva steril tomény gliikkéz oldatot
adagolnak. Erre azért van sziikség, mert a nagyobb cukor koncentracié esetén lassabban,
hosszabb lag-szakasszal indul el fermentacio.

. 15% . W

|

‘ |
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|

|

I
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1 ta<< ty b t
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Kalcium-karbondatos kozombositéssel igy kb. 15% gliik6z atalakitdsat lehet elérni 20 6ra
alatt. Natrium hidroxid oldat adagoldssal, automatikus pH szabdlyozéssal viszont az atalaki-
tott gliik6z 6sszmennyisége elértheti a 35 %-ot is.

A konverzi6 felporgetése érdekében a sejtndvekedést célszerli korlatozni nitrogén- (20-
30 mM) és foszfat-limit (80-90 mM) bedllitdsdval. A nyomelemek koziill a mangan ionok
jelenléte (1-10 mM) sziikséges.

A reakci6 oxigénigénye igen nagy. Az oxigén koncentraciét intenziv levegdztetéssel (1
vvm) magasan kell tartani az egész folyamat sordn, amit gyakran a fermentor jelentds (2-4
bar) tilnyomads ald helyezésével biztositanak.

Az oxidacié kozben felszabadulé h6 elvondsa hatdsos hiitést (nagy hiitofeliilet, sok
hiitéviz) igényel.
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Az oxidécié sordn képzddd glitkonsavat semlegesiteni kell, mert pH=4,5 alatt ledll a
savtermelés. A kozombosités modja szerint tobbféle technologat dolgoztak ki.

Kalcium-gliikondt gyértds: a sziikséges pH=5-6 tartomanyt kalcium-karbonat adagolasa-
val biztositjdk. A tdpoldat 2,5% kalcium-karbondtot (mészkdlisztet) tartalmaz. Ezt kiilon,
vizes szuszpenzidban sterilezve adjdk oltds el6tt a tiptalajhoz. A Ca-gliikonat korlatozott
oldhatésdga miatt ezzel az eljardssal csak kb 15% cukrot lehetett dtalakitani. Nagy elOrelépést
jelentett az a felismerés, hogy boérax jelenlétében az dtalakitandé gliikkéz koncentriciéja
tovabb novelhetd akdr 350 g/liter értékig. A bor ugyanis akaddlyozza a kalcium-gliitkonat
kivalasat, a termék oldatban marad. Viszont élelmiszeripari hasznositdsra késziilé termék
esetében a borsav-észter toxicitdsa miatt bérax nem hasznélhaté.

A nétrium-gliikonat gydrtds: a pH szabdlyozast NaOH oldattal tartjadk pH=6.5 értéken.

A nétriums6 sokkal jobban oldddik vizben, bérax nélkiil is el lehet érni a 35 %-os kon-
centréciot.

A fermenticié mindkét esetben 90% feletti hozammal mikodik, elofordul 98% is. A
fermentéacids idOk is rovidek, 24 és 60 o6ra kozé esnek. Ezért nem meglepd, hogy a torzs
fejlesztésével eddig nem sokan foglalkoztak.

Egyes gyartok félfolytonos fermentdcios eljarassal dolgoznak, azaz a szakaszos
fermentécids ciklus befejezése utdn a tenyészet 1/4-1/5-ét a fermentorban hagyjék, és friss
tapoldattal toltik fel, igy kezdenek egy ujabb tenyésztési ciklust. (A folyamat 3-4-szer
ismételheto.)

A szakaszos 4talakitds végén is kiszlirt micélium tomeg ismételten felhaszndlhaté a
folyamat katalizalaséra aktivitasvesztés nélkiil. (Ebben az esetben valddi transzforméciordl, €s
nem novekedéssel kapcsolatos fermentaciérol van szd.)

1.3.3. A gliikonsav izoldldsa fermentlébdl

A feldolgozas elsd 1€pése a sejttomeg elvalasztasa. A micélium jo6l sziirhetd, pl. vakuum
dobsziir6n elvalaszthaté. Egyittal az esetleg megmaradé mészkoliszt szemcséktol is
megszabadulnak. A sziirletet aktiv szénnel lehet deriteni, szinteleniteni. A tovabbi 1épések
mar fliggnek a kozombositésre hasznalt bazistol.

Kalcium-hidroxidos technoldgia esetén mésztej hozzdaddsaval a pH-t 7,0-ra emelik,
majd a levet kb. 20%-o0s koncentraciéra beparoljdk. Az oldatot -10 °C-ra hiitve a Ca-gliikonat
kikristdlyosodik. A kivalds hatasfokdt javitani lehet vizzel elegyedd szerves olddszer, pl.
alkohol hozzdadédsaval. A kristdlyokat elvalasztjdk, majd szliron hideg vizzel mossdk. Az
anyalig €s a mosOviz egy ujabb aktivszenes tisztitds utdn visszavihetd a beparloba. A
kristalyokat 80 °C homérsékleten szaritjak.

A kalcium-gliitkonat maga is egy értékesithetd termék, de a piac nagyobb tomegben a
natriumsoét és a szabad savat igényli. A Ca-gliikonat kristdlyok tomény vizes szuszpenzidja-
hoz szadmitott mennyiségli kénsavat adva a gliikkonsav felszabadithatd. Melléktermékként
gipsz keletkezik, ami sziiréssel elvdlaszthatd. A szabad sav vizben jol oldddik, akar 50 %-os
oldat is készithetd beldle. Ebben a vizes oldatban a homérséklettol fiiggd aranyban
egyidejlileg jelen van a szabad sav mellett a d—illetve a y—lakton is. A tiltelitett oldatbdl 30 °C
alatt a szabad sav kristdlyosodik, 30-70 °C kozott a d—lakton kristalyosithatd, 70 °C felett
pedig a y-lakton valik ki. A termék tisztitdsa ismételt kalcium-gliikonat képzéssel, majd aktiv
szenes deritést kovetd kristalyositassal torténik.

A natrium-hidroxidos pH szabdlyozds esetén a sejttomeg kiszlirése utin a pH-t NaOH-
dal 7,5-re emelik, az oldatot aktiv szé€nnel deritik, majd 45%-o0s koncentraciora paroljak be. Ez
a tomény oldat egybdl dobszaritéra vihetd, de igy szennyezettebb marad a termék. Hiitéssel
kikristalyositva tisztdbb anyagot kapunk. A natriumsébdl szabad savat ioncserével allithatunk
eld.
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A kisziirt biomassza nem csak takarmanyozdsra, biogédzositasra haszndlhatd, hanem az

enzimek forrdsa is, beldle melléktermékként glilk6z-oxidaz és katalaz enzim nyerheto ki.

Erdekesség: a gliikéz-oxiddz enzim felhaszndlhaté a szubsztdtiainak eltdvolitdsdra élelmiszeripari
termékekbdl.

A tojdslé porlasztva szdritdsdandl problémdt okoz a készitményben levé néhdny ezreléknyi gliikoz, amely
melegen a fehérjékkel Maillard reakcioba lép, és ettél barna lesz a termék. A folyadékba gliikoz-oxiddzt, kataldzt
és egy kevés hidrogén peroxidot adva a gliikoz eloxiddlodik gliikonsavvd, és elmarad a barnulds.

Mds termékeknél a csomagoldsba zdrt oxigén jelenthet problémdt (enzimes barnulds, pl. katecholok
oxiddcidja kinonnd). A zdrt csomagoldsba adagolt gliikoz-oxiddz + kataldz felhaszndlja az oxigént és ezzel
megakaddlyozza az elszinezédést. Gyiimolcsok esetében nincs sziikség gliikoz hozzdaddsdra, mivel ezekben
mindig van kis mennyiségii szolécukor.

Az enzim specifikus mikodése miatt a gliikoz kvantitativ mérésére is hasznalhat6.
Gyorsasdga, megbizhat6sdga miatt ez a tapasztalat analitikai moédszerré fejlesztve bevonult a
klinikai gyakorlatba.

A technologia fejlesztésének egyik jovobeni irdnya a konverzié megvaldsitdsa tisztitott
enzimekkel. Viszont az enzim intracelluléris, illetve sejtfalhoz kotott, ezért a kinyeréshez
sejtfeltards sziikséges, ami a jelentdsen megdragitja a prepardldst. Ma mar nagyipari
gliikonsav technolégiat is iizemeltetnek tisztitott enzimes biokonverzidval (Argonne, USA),
amelynek sordn rogzitett gliikkéz-oxiddz enzimet haszndlnak. A keletkezett savat nem
semlegesitik klasszikus mddszerekkel, hanem az enzimes reaktorba integrélt elektrodializissel
folyamatosan tavolitjak el a rendszerbdl.

1.3.4. A gliikonsav felhaszndldsa

A gliikkonsav nem-korroziv (nem-oxidald) kozéperds sav. Két- és haromértékli fémio-
nokkal vizoldhaté komplexeket képez, aminek révén a fémfelszinek tisztitdsara, rozsdamente-
sitésére haszndlhatd. Vizes (50 %-os) oldatat a tejipar hasznalja a tarol edények, aluminium
eszkozok és a csOrendszerek tisztitdsara.

Fémkomplexei (Ca, Fe, Mg), jol felszivodnak, ezért ezeket allati takarményba keverve
is haszndljak. A huméan gydgyaszatban a vas- és kalcium bevitel soran is gliikonsavat hasznal-
nak ellen-anionként. Ezeket a vizoldhat6 komplexeket haszndlja az épitési-, textil-, detergens-
, illetve gydgyszeripar is.

Az élelmiszerekben enyhe savanyu ize miatt hasznaljak. Kedvez6 toxicitasi jellemzoi
miatt élelmiszerekben és {idit6 italokban is alkalmazzdk kiegészitoként. A mikrobidlis gliikon-
sav termelési eljarasokat az FDA is jévahagyta. A d—lakton savanyu izhatdsa lassan alakul ki
a hidrolizis sorén.

Japéanban évente 3000 tonna laktont hasznalnak fel csak a szdjafehérje kicsapésara.
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14. Almasav gyartas

Az almasavat el0szor éretlen almabdl izolaltak, innen ered a neve is. A természetben az
L-izomer fordul el6. Kémiai szintézissel, maleinsav vagy fumarsav kémiai hidratdlasaval vi-
szont racém keverék, DL-almasav keletkezik. Elelmiszeripari szempontbél mindkét forma fel-
hasznélhatd, iziikk azonos és egyforman biztonsdgosak. Az Osszes termelés kb. 65.000 ton-
na/év.

Az élelmiszerekben gylimolcslevek, szénsavas iditditalok és cukorkdk izestésénél
fanyar savanyu ize miatt az édes iz ellensulyozdsara alkalmazzdk. A kozmetikai iparban, a
krémek és mas készitmények pH-janak bedllitasara, alfa-hidroxi-karbonsavként hamkezelésre
haszndljék. Ezen kiviil més ipardgakban fémfeliiletek valamint textilszalak kezelésére is alkal-
mas. Az almasav igény megugrdsaval szdmolhatunk, ha ipari 1éptékben is megolddédik a
biol6giailag bonthat6 poli-almasav miianyag gyartasa €s alkalmazasa.

Az emlitett szintetikus gyartdsok mellett a fumarsavbol enzimmel katalizélt konver-
zidval is gyartjak.

‘00C H
fumarase

H,0 =

H COO-

Fumarate

S-malate

Eredetileg a Brevibacterium ammoniagenes, késobb a B. flavus altal termelt fumaraz
enzimet kinyerés, tisztitds nélkiil k-carrageenan gélben rogzitett sejtes formdban hasznélva
70%-o0s kihozatalt értek el. Az optimalis pH = 8, a hdmérséklet: 25 °C (Tanabe Co., J).

Genetikailag médositott Saccharomyces cerevisiae sejtjeiben tultermeltették a fumarazt,
és ezzel a konverzi6 elérte az egyensulyi 85%-ot.

Ennél nagyobb, kozel 100%-os kitermelés csak akkor érhetd el, ha a terméket eltavolit-
juk a rendszerbdl. Ez torténhet membranos bioreaktorban, illetve csapadékképzéssel. A
csapadékos eljards (Corynebacterium glutamicum sejtszuszpenzié, Amino GmbH, D) azon
alapul, hogy mind a szubsztrat, mind a termék kalcium sdja rosszul oldddik vizben, az
oldhatésdguk kb. 1%. Ha a szilard kalcium fumaritot visziink be a rendszerbe, akkor az
egyensuilyban lesz sajat telitett, kb. 1%-os oldatdval. Ahogy az enzim dtalakitja a fumaratot,

calcium fumarate fumarase calcium malate
(in solution) (in solution)

calcium fumarate calcium malate
(precipitate) (precipitate)

az folyamatosan p6tlodik a kristalyok feloldoddsaval. A keletkez6 malat viszont, amikor kon-
centracidja eléri az egy szdzalékot, kicsapddik. Igy a folyamat egészen addig megy, amig a
szilard szubsztrat el nem fogy. Az almasavat s6jabol kénsavval szabaditjak fel, a kicsapddo
gipszet lesziirik. A szilirletet beparldssal toményitik, lehiitve a kikristdlyosodik az almasav. A
nyersterméket sziiréssel elvélasztjdk, a sziiron mossak és szaritjdk. Ha tovabbi tisztitdsra van
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sziikkség, akkor az anyagot Ujraoldjdk, ioncserével és/vagy aktiv

kristalyositjak.

szénnel tisztitjak, és ujra

HOOC/\/ COOH

H,S0,

centrifugdlis
szlirés

Enzimes Feltaras
konverzié kénsavval v

CaSO4

beparlas

centrifugalis
szlirés

kristalyositas
\ 4
OH

HOOC\\\\////\\\\COOH

R-almasav

Foglalkoztak az L-almasav de novo fermentacios eldallitasaval is. Az Aspergillus flavus
j6 termeldnek bizonyult, csak az a probléma, hogy mind a hdrom négy-szénatomos dikarbon-

savat (fumarsav, maleinsav, almasav) tiltermeli.
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