Pécs Miklés: Biotermék technolégia Szerves savak - Citromsa

4. SZERVES SAVAK
Citromsav
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SZERVES SAVAK

Mind prokariotak, mind eukariotak termelnek savakat, nincs
kulonbség.

Anyagcsereben:

Az aerobokndl: a szénforrasok szerves savakon keresztul
oxidalédnak. Ha nem megy végig (hianyos anyagcsere-
utak) — savtermelés

Anaerobokndl: sok NADH keletkezik - reduktiv kbzeg -
akkor van savtermelés, ha nem redukalodik tovabb alkohol-
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Pécs Miklés: Biotermék technolégia Szerves savak - Citromsa

Citromsav SO ¢ ‘

OH

Osszegképlete: C HgO, Molekulatémeg: 192 g/mdl

Tulajdonséagai:
Fehér, kristalyos, kellemesen savanyu iz( anyag
Haromeértékl gyenge sav, igy savasitasra illetve puffe-
rek készitéseére fel lehet hasznalni

El6fordulasa:
A TCA (vagy Szent-Gyorgyi-Krebs) ciklus része, ezért
szinte minden sejtben el6fordul
Bizonyos citrusféléknek a termésében (lime, citrom) a
szarazanyagnak akar a 8%-at is elérheti a citromsav,
ennek a kinyerésére is vannak eljarasok ]

i B £
L3 BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudoméany Tanszél “

Felhasznalasa

~60%-ban az élelmiszer ipar hasznalja fel pl. gyimolcslevek
€s gyumdlcslé saritmények, lekvarok izesitésére, konzervala-
sara — a szama: E330

A gyoégyszeriparban is felhasznaljak pl: vas-citratot a vas bevi-
telére, a natrium sgjat véralvadas gatlasra, kalcium bevitelre
az angolkor megelézeéseére, és kozmetikumok tartositasara

Pufferolasra hasznéljak a haztartasi tisztitdszerekben

Felhasznaljak a fémiparban fellletek tisztitasara, passzivala-
sara (salétromsav helyett — ahol ez nem alkalmazhatd)

Mosoészerekben is felhasznaljdk a viz lagyitasara a foszfatok
helyett mert nem okoz eutrofizaciot, ami miatt a foszfat alapu
lagyitok bizonyos orszagokban be vannak tiltva.
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Pécs Miklés: Biotermék technolégia Szerves savak - Citromsa

Termelés
1929 5 000 t/év
1953 50 000 t/év
1976 200 000 t/éev
1980 350 000 t/év

2007 1 600 000 t/év
Tobb mint egy milliard dollaros piac

A tobbi szerves savval ellentétben kizarolag fermenta-
cios aton termelik (régebben: citrusfélék terméseébdl)
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Torténet

1784 - SCHELE citrombal izolalja

a XX sz kdzepéig éretlen citrombdl vonjak ki

1913 - ZAHORSKY citromsav termel6 torzset szabadalmaztat
1923 - CURRIE: fellleti eljaras, cukor, pH=2, Hozam: ~60 %
Citromsav tizemek Belgiumban, Pfizer (USA), Sturge (Anglia)

1928 - Kaznejov, melasz szénforras. Leopold: a felesleges vas
megkotése K-ferrocianiddal + 20% nodvekedés

1950 - Perquin, Kluyver Lab., SZUBMERZ fermentaciés techno-
l6gia, Szlics (P-limitaci6 felolddsa) + 80% novekedés

1960 - n-paraffin szénforrason, Candida lipolitica (Szardinia)

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomaranszék 3



Pécs Miklés: Biotermék technolégia

Citromsayv bioszintézis

Primer anyagcsere: glikolizis — citratkor

A citromsav felhalmozédéasa miatt nem zarul a citratkor,
nincs oxalacetat képzédés, ez az anaplerotikus utakon at
potlddik (mint a treoninnal):

Piruvat + CO, + ATP - malat + P, + ADP (piruvat karboxi-
laz, Mg, Fe és K ionokat igényel)

PEP + CO, + ADP - oxal-acetat + ATP (PEP karboxilaz,
Mg, K, Mn és ammonium ionokat igényel)

A glikolizis végterméke itt a malat.

Szerves savak - Citromsa
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Anaplerotikus reakciok
Glucose
1 L ! /& arl /lase; Tuva i-
Phosphoenol pyruvate 1. phosphoenolpyruvate carboxylase: 2. pyruvate ki
[ : nase; 3, pyruvate carboxylase; 4, pyruvate dehydroge-
l nase: 5, citrate synthetase: 6, aconitase: 7, isocitrate de-
@ hydrogenase: 8, I-glutamate dehydrogenase: 9,
Pyruvate a-ketoglutarate dehydrogenase; 10, isocitrate lyase; 11,
t malate synthetase.
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Pécs Miklés: Biotermék technolégia

Citromsayv bioszintézis

A szokasos anyagcsere mernoki beavatkozas nem sziksé-
ges, nem kell hianymutans a tovabbalakulas megakadalyo-
zasara.

A keletkez6 citromsavat egy antiport transzporter viszi ki a
mitokondriumbdl — sokkal gyorsabban, mint ahogy az ako-
nitdz tovabbalakitja.

Elleniranyban maléatot visz be a matrixtérbe, ami két |épés-
ben citromsavva alakul.

Melléktermékek:
oxalecetsav — oxalsav + ecetsav
glikéz + O, — glikonsav
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Citromsav bioszintézis
Gliikoz

Piruvat Piruvat

f=~mm_ CO \

S ;
s
-

S Piruvat

-
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Oxalacetat —» Malat @ Malat | =* Oxalacetat | Acetil-CoA

Citrat

Citrat -

citoszél | mitokondrium

Ellentétes savitranszport, gyorsan kiviszi a citromsavat a
mitokondriumbdl
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Pécs Miklés: Biotermék technolégia Szerves savak - Citromsa

Citromsav transzport

A citromsavat ki is kell vinni a sejtbél:

> Aktiv transzport - kint a koncentracié sokkal nagyobb
(10-12%), mint a citoplazmaban, ATP szikséges.

> Nagy a pH kulénbség a 1é (pH=2) és a citoplazma
(pH=6-7) kozo6tt. A kétértéki citrat? aniont kénnyebb
transzportalni, mint az egyértékait.

> A citrat-permeaz enzimek a citromsavat Mn?* komplex
formajdban importaljdk — ha nincs Mn?* — nincs import,
csak export. A mangan ion koncentraciot alacsonyan
tartjak.

1
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Torzsek

Altalaban Aspergillus niger vagy A. wentii torzseket hasz-
nalnak, mert:

> birjak a savas pH-t (~2)

>
>
>

elnyomhat6 az izocitromsav, €s gliikonsav termelés
mikddnek az anaplerotikus reakciok

nagy hozam
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Szubsztratok

Szénforras: melaszt, keményité hidrolizatumot és hulladék
szénhidratot hasznalnak (szacharéz, gliik6z)

A melasszal a probléma, hogy ha szennyezett, példaul a
Fe, Mn vagy Zn ionok mennyisége tul magas, akkor negati-
van hat a termelésre — ilyenkor ioncserélé oszlopokon ki
kell vonni a fémionokat.

Szénhidrogéneken is lehet fermentalni magas konverzioval
Candida lipolytica torzzsel, de a probléma az alkanok rossz
vizoldhatésaga és nagyobb aranyban keletkezik izocitrom-
sav. Masrészt meg kell szabadulni a szénhidrogén nyo-
moktdl, mert egyesek karcinogének. (+ a kéolaj ara)

13

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudoméany Tanszék

Gliikéz
Tapoldat {
p-2Fru.6-p ©
e
) ] _ *\NHy"Fry-1,6-p
N-forras: szervetlen sok: az NH,* ion ’
rasegit a bioszintézisre. PEP
s = ;s s +,
Az ammonia elfogyasztasaval sava- I(NH,) piruvat
nyodik a kdzeg: jo hatasu. O &
P felesleg: kedvez a citromsav és 1 B acetil-KoA
oxalsav képzédésnek oxal-geetat ~
majat CITRAT
Nyomelemek: Fe, Mn €s Zn limit szik- glioxoldt (2
Seges. fumarat
izocitfat
szukcipat |
| g 0
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Tapoldat, Fe

A vasion koncentraciot optimalni kell, mert:

> ha keves a vas, akkor lasst a novekedes, a cukorfel-
hasznalas és a piruvat-karboxilaz lelassul

> viszont a nagy koncentracié sem jo, mert a vas az ako-
nitaz kofaktora is, a citromsav tovabbalakulasat okozza

A szaporodashoz ~2000 ug/liter Fe az optimalis, a savter-
meld szakaszban viszont csak 50-200 ug/l.

A vastartalom csOkkentésére a melaszt ioncserélni kell,
vagy K-ferrocianidot adnak.

A vas kioldédasa miatt a fermentacidé csak rozsdamentes
készilékekben mikodik.

A vas hatasét ellensulyozza: - MeOH
- Cu adagolasa
- alacsonyabb hémérséklet
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Tapoldat, Mn

20 ug/l Mn felett a citromsavképzddés csokken, mert:

A citromsav ki- és belépése a sejtbe eltér6 mechanizmussal
torténik:

Kifelé aktiv transzporttal megy, a sejt ,meg akar szabadulni”
a folos citromsavtol.

Befelé viszont Mn-kelat form4jaban tud belépni, ezért is fon-

tos a Mn-szintet 20 g/l alatt tartani. A melaszt pl. Mn-men-
tesiteni kell (ioncsere, a Fe eltavolitassal egyutt).
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Fermentacios parameéterek

Oldott oxigén koncentracio:

» ha alacsony, cstkken a cit-
romsav termelés - inten-
ziv levegdztetés, néha O,
dusitas!

> Ha kimarad a levegéztetes:
a savtermeles leall (a sejt-
szaporodas ujraindul)

» Kulcskérdés a morfologia
- pelletképzédés —

17

Fermentacids parameterek

pH: a melléktermékek képzddesét — fertézési kockazatot
befolyasolja
Optimalis pH=1.5-2.8

» pH < 3 csak citromsav-képz6dés (az extracellularis gli-
k6z-oxidaz inaktivalodik)

* pH = 6 felett oxalsav képzdbdés

* pH = 3-6 oxal- és glukonsav képzbdés is

 ha nincs pufferolva a kdzeg, a pH gyorsan 3 ald megy —
de a melasz erésen pufferol - savanyitas kénsavval

* ilyen savas kdzegben kicsi a befert6z6dés veszélye.

H&mérséklet:  Optimalis = 28 — 33°C
»Ha <28 °C a citromsav képz6dési sebesseég csokken
»Ha >33 °C - oxalsav képzbdés

18
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Fellleti tenyesztés

Zart kamréak: allvanyokon moshato, dezinficialhaté (HCHO,

g6z ...) talcak (aluminium, rozsdamentes), (~4 x 2,5 x 0,25 m)

kb: 400-1200 | tapoldat.

Tapoldat: higitott melasz (cukor: 15-20%) + tApanyagok,
pH=6-6,5, K-ferrocianid c=10-100 mg/l —a melasz mi-
nésége szerint: A Fe, Mn, Zn ionokat komplexben meg-
koti, a szabad fémion koncentraciot kb. az optimalisra
csoOkkenti.

Inokulum: konidium szuszpenziéval (100-150 mg/m?)

Fermentacio: steril levegd atfuvas a talcak kdzott: nedvesség,
hémérséklettartas, O, bevitel, CO, eltavolitas
Jelentés a beparlédas: 30-40 %

Fermentacios id6: 10-15 nap
Hozam: 65-75 %
Produktivitas: 7-8 kg citromsav/m3/nap. De olcsé.
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Fellleti tenyésztés
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Szerves savak - Citromsa
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Szubmerz tenyésztes

Fermentor: 120-220 m3 keverds reaktor
200-1000 m? air-lift, meril6-sugaras (pelletképzés)
Tapoldat: melasz - vasmentesités: ioncsere/K-ferrocianid
kukorica hidrolizatum (elfolydsitas - elcukrositas)
Inokulalds: konidium vagy vegetativ (pellet) inokulum: 12 éra-
val révidebb!
Fermentécid: Altalaban fed batch: 5% cukorral indul. Majd cu-
kor és K-ferrocianid rataplalas
levegdztetés: 0,2-1 vvm (O, dusitas)!
hémérséklet: 28-33 °C
pH szabdlyozéas: 2-2,6 (savval')
2-3 nap pelletképzbdés, 5-8 nap citromsav képzo-
dés (fiigg a cukor koncentraciotol, és a hasznalt
torzstol)
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Szubmerz tenyésztés

Fermentéacio: Allandd mikro-
szkopos medfigyelés (pellet)

citromsav konc.: 130 g/l mela-
szon; 200-250 g/l cukorbdl

Konverzio: 87-92 %:;

Produktivitas:
0,67-0,75 kg citromsav/m3*h;
~16-18 kg citromsav/m3*nap

Frukt6z: a szachar6zbol képzé-
dik invertalédassal. Kezdetben
polimerizalédhat.
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Szerves savak - Citromsa
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Szerves savak - Citromsa

Szubmerz tenyésztes

Leveg 6

Nadmelasz Spéra l

} D ’

+

| oltéanyag el 6allitas
;| I 4 — O ’
Melasz tart. sterilizalas r \ﬂ
fermentécio
Anyag el.

micélium elvalasztas

Micélium
(hulladék)

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudoméany Tanszék

23

7

IZOLALAS

A feldolgozas Iépései

. micélium
1. MICELIUM s
ELVALASZTAS szuro
segédanyag
2. OXALAT mésztej + FeCl;
FERROCIANID
ELTAVOLITAS hulladék
3. KALCIUM-CITRAT mésztej
KICSAPAS ES .
ELVALASZTAS fermentlé
4. CITROMSAV H,SO,
FELSZABADITAS ES DSz
GIPSZ ELVALASZTAS gp
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A feldolgozas lépései

1. Micélium elvalasztas — vakuum dobsz(ré 0,2 — 1,0 mm atmé-
r6ji pellet a j6 — Newtoni szuszpenzio, nyalkaképzés neheziti
a szurest, szlirésegédanyag — pl. szalmatérek

2. Oxalat mentesités — kevés Ca(OH), adagolasa — Ca-citrat ne
csapadjon ki — csak Ca(H,citrat),—ig ,titraljak”

Klarifikalas — pl. nyomo sziré, Funda sz(rd,

3. Ca-citrat kicsapas — fontos paraméterei: citromsav koncentra-
ci6, hémérséklet 70-90 °C, pH ~7, Ca(OH), adagolas uteme,
mono-, di-, trikalcium citrat egyensuly — oldhatdsag forrén
kisebb! nagy kristalyok képzédése elényts — szennyezések
pH=7, 18-25%-0s CaO, nagy mennyiségi hé szabadul fel —
hasznositas, szlrés — vakuum dobsz{rén

4. citromsav felszabaditasa 60-70 %-os H,SO,—val, (1-2 g/l feles-
legben), a képz6dd gipszet vakuum dobsz(irén sz(rik.

25
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Feldolgozas, izolalas

fermentécié

cefre " Citragil
' | (takarmany)
* | beparlas .

citromsav

O O nyersoldat
—_ e — [
(o >/ < N/
kicsapas citrat citromsav gipsz \
elvalasztas felszabaditas elvalasztas
gipsz
(hulladék)
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A feldolgozas lépései-ll

| 1. SZINTELENITES ES aktiv szén, gyanta, regeneral6 sav
~ IONMENTESITES ) . ,
jelentds soétartalmu oldat

4

=
% { 2. KONCENTRALAS
c=
=z

4

TISZTITAS

3. KRISTALYOSITAS
KRISTALY SZEPARALAS |

4. SZARITAS

5. APRITAS,
OSZTALYOZAS

6. CSOMAGOLAS
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A feldolgozas Iépései - 2

5. Szinanyagok eltavolitasa — aktiv szenes oszlopon
lonok eltavolitasa — kationcseréld, anioncsereld,
regeneralas erés savval ill. bazissal

6. Tiszta citromsav oldat koncentracigja: 200-250 g/l —
tovabbi koncentralas - Tobbfokozatd vakuum beparld ,
kb. 40°C

7. Kristalyositas vakuumkristalyositéban
36,5 °C alatt — képz6d6 termék citromsav-monohidrat
40 °C felett — vizmentes termék

szlrécentrifuga — az anyallg visszavezetése a folya-
matba

8. Szaritas 36,5 °C alatti hdmérsékleten (kristalyvizvesztés

veszeélye)

28
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Tisztitas

+

Nyl 1

kristalyositas centrifugalas Szaritas apritas oItéIyozés

ioncserés
sétalanitas

bepérlas

CSOMAGOLAS
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Melléktermékek, szennyviz

1 tonna citromsavra szamitva:
Micélium: ~135 kg (25 - 30% fehérje, 15 - 20% szénhidrét)
Takarmany — tragya — papiripar
Gipsz: 1,4t— épitbipar
Szennyviz: 8 m3 5 - 6 % szarazanyag; KOl = 50 000 mg/I
Feldolgozasa:
> Beparlas (szarazanyag: 65 — 70 %) takarmany-kie-
gészit6 (Citragil) (Az ar nem fedezi a kéltségeket)
> Elesztésités: Torula 14 kg/m3

> Biogaz: ANAMAT eljaras. Kilép: CH,, CO,, viz
aerob és anaerob eljaras kombinacidja

30

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudoméany Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomaranszék 15



