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Az eljdrds szerint Aspergillus térzsek
felhasznéldsdval végzett fermentacidoban ke-
letkezd glukonsav mennyiségét oly modon
ndvelik, hogy az 6nmagéaban ismert fermenta-
cids eljards sorén keletkezd és a kataldz en-
zim é&ltal el nem bontott hidrogénperoxidot
10-100 mg/liter, elénydsen 10-50 mg/liter
koncentréciéban kémiai katalizétorral, elonyd-
sen mangan(III)-, vagy mangan{lV)-, vagy
olom(1V)-oxiddal elbontjak.

A glukonsav sdi értékes terépids-, vala-
mint ipari segédanyagok.
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A taldlmény térgya uj eljérds glikonsav
termelésre képes, eldonydsen Aspergillus ni-
ger torzs termelOképességének novelésére.

Ismeretes, hogy a Dbaktérium-, vagy
gomba-torzsek alkalmazdsaval veégzett gla-
koz-oxidécid egyike a legkorabban alkalma-
zott ipari fermentéacios eljaridsoknak. A folya-
matban keletkezd glukonsav alkalmas arra,
hogy kildonbdzd egy és kétértékd kationokkal
s6t képezve az illetd kationok, elsdsorban fé-
mek, biolégiai hatékonysagat elosegitse. A
nagylzemi modszerek elterjedésével fokozott
szikség van az ¢éld0 szervezet igényeinek
megfeleld fémsé-aranyok beédllitdsara. A glu-
konsav 5061 kozuUl kiemelkedd jelenbé"‘ségﬁ a
kalcium-glukonat, mely a kalcium bevitelét
segiti eld terdpids célok szolgalataban.

Jelentdés a glukonsav amménium-, natri-
um- és kalium-sdja mint ipari termék, de
ezek egyuttal intermedierek is lehetnek az
egyéb glukonat-sok elballitdsa sordn. A for-
galmazott fémsok koézul a kalcium-, magnézi-
um-, kobalt-, réz-, vas-, mangén-, Lkélium-
és a cink-glukonét a legismertebb.

Nagy mennyiségl glikonsav-sét hasz-
nalt fel az épitdipar (cementkdtés-gyorsito-
ként), a fémipar (rozsdaeltdvolitasban, korro-
zidvédelemben), a textilipar (felliletkezelés-
nel), az élelmiszeripar (diétds készitmények-
ben) és a kozmetikai ipar (dezodoroknal) is.

Sajétos modon a glukonsav mikrobiold-
giai eloallitdsénédl a kitermelés a ma ismert
publikus adatok alapjén sem éri el a kivant
szintet, miutén &talakulatban szubsztrat - el-
sésorban glikdéz - marad a rendszerben. A
legutobbi iddben ezért tobb probalkozés tor-
tént a hatékonyabb konverzid érdekében.

Az 1 817 907 sz. NSZK-beli kozzétételi
iratban ismertetett eljaréds szerzdi példaul
Ugy prébéljék névelni a hatékonysagot, hogy
a pH-értéket szikebb tartoményban (pH=5-7)
tartjak és a glukézt fokozatosan adagoljék a
rendszerhez.

Az eljéréds hétrénya, hogy a glukdzt ka-
16n kell sterilezni és a tdbbszdri beadagolés
miatt veszélyeztetett a fermentor sterilitdsa.

Més esetben mutdns térzseket allitansk
eld, pelddul a 141 129 sz. indiai szabadalmi
leirés szerint. A konverzid és a hatdsfok ez
esetben sem kielégitd, mivel a keletkezd glu-
konsavat kalcium-karbonéattal neutralizdljék,
[gy a keletkezett kalcium-glukonét kivalik és

a fermentlé nehezen kezelhetd heterogén fa-

zisu lesz.

Mas fejlesztési tdrekvés a szubsztrat
megvaltoztatasédval olcsébb nyersanyag hasz—
nositdsdra vonatkozik. igy az 50 154 484 sz.
kdzrebocsatott japén szabadalmi bejelentés-
ben szahardzt, az 55 023 975 sz. kdzrebocsa-
tott japdn szabadalmi bejelentésben cellulozt
alkalmaznak szubsztratként. Az eljarasok
héatranya az, hogy az elébbi eljdrésban fo-
lyamatosan fruktdz keletkezik és ezt el kell
tavolitani a rendszerbdl, mig a mésik eljarés-
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ban a celluldz hidnyos lebontédsa limitélja a
glikoz étalakitds sebességét.

A talalmény célja az ismert modszerek
hétrényainak kikuszobolésével olyan eljéras
kidolgozésa, melynek sorén egyszerU modon
gyakorlatilag teljes konverzié érhetd el és az
dtalakitds utdn kapott termék nem tartalmaz
atalakulatlan szubsztratot.

Munkénk sordn abbdl indulunk ki, hogy
a glikoz mikrobioldgiai oxidécidjénak enzimes
mechanizmusat vizsgaltuk. Ismert, hogy a re-
akcié enzimes mechanizmusa a kovetkezd: be-
ta-D-glukopirandzt a glakdz-oxiddz-enzim D-
-glikonsav-delta-laktonna oxidélja a glukdz-
-oxidéz koenzimje (FAD=Flavin-adenin-dinuk-
leotid) redukcidja kozben, mely molekularis
oxigén belépésével visszaoxidalddik. Ezutdn a
FADHz-rol felszabaduld hidrogén a levegd
oxigénjével hidrogénperoxidot képez. A ke-
letkezd glukonolakton viz és az alkalmazott
kation belépésével megképzi a kivant sot.

Megallapitottuk, hogy a reakcid csak
abban az esetben végezhetd megfeleld sebes-
séggel, megfeleld hatasfokkal és a folyamat
csak abban az esetben tarthatd fenn gyakor-
lati célokat is kielégitd ideig, ha a mésodik
un. kisérd, vagy segédreakcidban a keletkezd
hidrogénperoxid elbomlik. Ellenkezd esetben
a felhalmozddd hidrogénpercxid toxikussa vé-
lik a glukuzoxiddzra és annak mikodését le-
allitja. S6t, amennyiben az eljaras ép sejtes
tenyészettel torténik és a biokonverzié pér-
huzamosan fut a mikroorganizmus névekedé-
sével, Ugy a hidrogénperoxid hidnyos lebon-
tdsa a sejt novekedését is ledllitja.

A glukonsav termelésére hasznélt mikro-
organizmusok kuldnbdzd mértékben keépesek
kataldz enzim termelésére, az elvileg biztosit-
ja, hogy a hidrogénperoxidbdl ismét viz és
oxigén szabaduljon fel, a gatld molekula bon-
tasa tehét egyidejlleg a szikséges oxigén
potlasat is szolgalja.

Vizsgélataink soran azt a varatlan meg-
figyelést tettuk, hogy glukdz-oxidazzal és
-kataldzzal rendelkezé mikroorganizmus ép
sejtes tenyészetét alkalmazva a két funkcio
természetes egyensulya csak azért allhat be,
mert a koztes hidrogénperoxid halmozddédsa
fékezi az elsd reakcio sebességét, a sebes-
ségcsokkenés pedig lehetdséget ad a mésodik
folyamat ardnydnak helyreéllitiséra.

Kataldz aktivitds novelésére végzett
vizsgélataink azt igazoltdk, hogy a mikroor-
ganizmus aktivitésa a tdrzs szelekcidjaval, a
pH-érték pontositdasédval, az eldtenyésztés
véltoztatdsdval, vagy a hidrogénperoxidot
termeld szubsztrat fokozatos adésaval csak
igen kis mértékben javithatdé és a kataldz-
-aktivitds érdekében végzett kdrulményvéito-
zdsok sok esetben a folyamat més tényezdi-
nek hétrdnyéra vannak. Igy példdul, ha a
PH-t az enzimes hidrogénperoxid bontdsnak
kedvezd 6,0 feletti értékre emeljuk, ez hét-
ranyos az alacscnyabb tartomdnyban kedve-
zéen m0kddd glukdzoxiddzra és ugyancsak
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kedvezdtien a kalcium-glukonatot eredménye-

z6 fermentécional, mert a keletkezd termék

kivélasanak veszélyét jelenti.

Talalményunk azon a felismerésen ala-
pul, hogy ha az A4talakitdsi kozeghez adott
koncentréacioban kémiai katalizdtort adunk, a
keletkezd hidrogénperoxid lebomldsa lényege~
sen meggyorsul és teljessé valik. A kataliza~
tor a szikséges pontos mennyiségben ada-
golhatd, vizes odlatban kénnyen bevihetd és
a felhasznélt koncentridcioban a mikroorga-
nizmusra nem karos.

A fentiek alapjdn a taldlmany eljaras
Aspergillus torzsek felhasznélédsédval végzett
fermenticioban keletkezd glikonsav mennyi-
ségének nodvelésére, amely abban &ll, hogy az
dnmagaban ismert fermentacids eljards sorén
keletkezé és a kataldz enzim altal el nem
bontott hidrogénperoxidot 10-100 mg/liter,
eldnydsen 10-50 mg/liter koncentrécioban ké-
miai katalizatorral, eldnydsen mangan(IIl)-,
mangén(IV)- vagy dolom(IV)-oxiddal elbontjuk.

A talalmény szerinti eljaras egy elér\myés
kivitelezési modja szerint eljdrva a kataliza-
tort 10-50 mg/liter fermentlé mennyiségében
a fermentécié inditdsakor egyszerre vagy a
folyamat kozben ismeételt adagoldssal juttat-
juk a rendszerbe.

A szukséges katalizator-mennyiség ki-
szamitasat célszerlien ugy végezzik, hogy
meghatérozzuk a rendszer glukdz-oxidacids
sebességeét, ebbdl a hidrogénperoxid keletke-
zési sebességét és olyan mennyiségl kémiai
katalizdtort alkalmazzuk, mely a keletkezd
peroxid 30-60%-&nak azonos sebességl lebon-
tdsdra képes. :

A taldlmény szerinti eljards elonyei az
aldbbiakban foglalhatdk ossze:

1. A kémiai katalizdtorral kiegészitett
biokonverziés rendszerben 300-350 g/liter
glukoz oxidalhatd anélkul, hogy ismételt
szubsztrat adagolédsra volna szikseg.

2. A rendszer pH-ja a folyamatra kedvezd
5,5-6,0 értéken tarthatd.
A Kkeletkezd glikonsav tetszés szerint le-
kothetd kalcium-, natrium- vagy ammoéni-
um-~s6 formajéban,
4. Az éatalgkitas sebessége masfél-kétszeresé-
re nd, ami elsdsorban a biokonverzié eld-
rehaladott fézisdban jelent lényeges kii-
1onbséget, ahol kémiai katalizétor nélkul a
hidrogénperoxid 4ltal kérositott sejtek
aktivitdsa rohamosan romlik.
Az eddig ismert eljdrdsoknal a fokozatos
sejtkdrosodés kovetkeztében altaldban
nem teljes a glukoz konverzidja, egyes
esetekben az atalakitds 5-10% maradék
szubsztratnal leall. A kdros hidrogénper-
oxid lebontdsa révén az oxidécid hatésfoka
javul és az elérhetd konverzid 99% vagy
annal jobb érték.

6. Jobb hatasfoku konverzié miatt javul a
termék mindsége, csdkken a termék redu-
kalo-cukor tartalma.

3

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

7. Az eljaras alkalmazédsdnak moédja egyszeri,
nem kivan kildén berendezest.

A taldlmény szerinti eljaras kivitelezését
az alébbi példékon szemléltetjik:

1. példa

Aspergillus niger (ATCC 802%; NRRL-3
jeld torzzsel 10 literes laboratdriumi fermen-
torban 5 l-es hasznos térfogatban sterilen
végeztik a fermentaciot. A taptalaj Osszeté-
tele:

glukoz 200.0 g
kalium~klorid 0.2 g
diamménium-hid-

rogén-foszfat 20 g
karbamid 1.0 g

magnan(IV)-dioxid

Az inokulum spdra-szuszpenzid mennyi-
sége a hasznos térfogat 0.2%-a. A tenyész-
tést 32-34 °C-on 1 liter levegd/liter ferment-
lé percenkénti levegdztetés mellett végezzik.
A fermentécid ideje 36 ora, a maradék glukoz
mennyisége 0,3 tdmegX. A sejtmentes fer-
mentlevet 55-60 °C-ra melegitjuk, majd egy
orén 4t Kkeverjuk, kdzben literenként 5 g
aktiv szénnel deritjiik. Az oldatlan részt és
a szenet KkiszlUrjuk, majd az oldathoz még
melegen literenként 25 g kalcium-karbonéitot
adunk és annyi jégecetet csepegtetink, hogy
az oldat pH-ja 4,8-5,2 érték kozott legyen. A
kalcium-karbonat teljes beoldoddsa (ezt a
széndioxid-fe jlddés megsziinése jelzi) utdn az
oldatot szobahdmérsékletre hitjuk, majd lite-
renként 100-500 ml metanol hozzédadasaval
kristalyositjuk. A kristélyokat szlrjik, desz-
tillalt vizzel mossuk, sulyallanddig szaritjuk.
Termék: 185,5 g/1 kalcium-glukonat.

A termék mindsége megfelel a gyogy-
szerkdnyvi eldirésoknak, a Fehling-reakcid
negativ.

2. példa

Aspergillus niger (ATCC 9029; NRRL-3
jelQ) 48 drde rézott tenyészetével oldottuk a
6 liter hasznos térfogatu fermentort steril
karilmények kdzdtt. Az inokulum mennyisége
a taptalsj térfogatdnak 2%-a.

Az inokulum tapta-

laj deszetétele:

glukoz 2000 g
kukoricalekvar 10,0 g
kalium-klorid 0.2 g
magnézium-szuifat 0.1 g
kalium-dihidro~

gén-foszfat 0.25 g
kalcium-karbonat 30.0 g/1000 ml
A fofézis tdptala-

jdnak dsszetétele:

glukoz 300.0 g
diamménium-hidro-
gén~foszféat 2.0 g

3-

0.020 g=20 mg/1000 ml
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karbamid
kéalium~-klorid
mangan(IV)-dioxid

1.0 g
0.2 g
20.0 mg/1000 ml

-
[3e3
[\$)
-1
[or
<
-1

Termék: 290 g/1 amménium-glukonst.

A fermentaciot 32-34 °C-on végeztuk 1 4. példa
liter levegd/liter fermentlé/perc levegdztetés S
mellett. A tenyésztés alatt a rendszer pH-ér- Mindenben a 2. példédban ismertetett mo-
téekét 5,9-6,0 kozott tartottuk natrium-hidr- don jarunk el, azzal az eltéréssel, hogy ino-
oxid-oldat adagolasdval. A fermentéacio 16. kulumként Aspergillus carbonarius ATCC-6276
érdjaban 30 mg mangén(IV)-dioxidot adtunk jeld torzs 48 o6rdn at rézott tenyészetét al-
az elegyhez. 10 kalmaztuk.
A fermentacio ideje 36 ora, a maradék Az inokulum mennyisége a téptalaj térfogatd—
glukdz mennyisége 0,2 tdmeg%. A fermentlé- nak 2%-a.
bdl az 1. példédban ismertetett tisztitasi lépé- Termék: 291,0 g/l néatrium-glukonat.
sek utdn 290 g/] natrium-glukonétot allitot-
tunk eld. 15
5. példa
3. példa Mindenben a 2. példaban ismertetett mo-
don jartunk el, azzal az eltéréssel, hogy ka-
Inokulumként Aspergillus carbonarius 20 talizétorként 50 mg mangén(IIl)-oxidot hasz-
ATCC-6276 jeld torzzsel kapott spdra-szusz- néltunk.
penziét hasznaltunk. Az inokulum mennyisége Termék: 288,0 g/l natrium-glukonat.
a taptalaj 0,2 térfogat szazaléka.
A téplataj
osszetétele: 25 6. példa
glukoz 300.0 g
diammdnium-hid- Mindenben a 4. példéban ismertetett mo-
rogén-foszfat 20 g don jartunk el, azzal az eltéréssel, hogy ka-
karbamid 1.0 g talizatorként 45 mg Olom(IV)-oxidot hasznél-
kalium-klorid 0.2 g 30 tunk.
mangan(IV)- Termék: 287,5 g/1 natrium-glukonat.
-dioxid 20.0 mg/1000 ml
6 liter hasznos térfogatu fermentorban
vegeztik a tenyésztést 32-34 °C-on 1 liter SZABADALMI IGENYPONT
levegd/liter fermentlé percenkénti levegdzte- 35
tés mellett. A keletkezd glukonsav kézombo- Eljaréds Aspergillus tdrzsek felhasznalé-
sitésére ammoénium-hidroxidot  hasznéaltunk saval vegzett fermentécidban keletkezd gli-
Ugy, hogy a pH-értékét 5,9-6,0 kozotti érté- konsav mennyiségének ndvelésére, azzal jel-
ken tartottuk. A mangén{IV)-dioxid adagola- lemezve, hogy az onmagdban ismert fermen-
s&t két részletben megismételtik. 40 tacids eljards sordn keletkezd és a kataldz
8. 6raban +30 mg/1 enzim &ltal el nem bontott hidrogénperoxidot
16, oraban +50 mg/1 10-100 mg/liter, elénydsen 10-50 mg/liter
Az atalakités ideje 42 ora, a maradék koncentraciéban kémiai katalizatorral, elonyo-
glikdz mennyisége 0,1 tdmeg%. Az ammonium-— sen mangén(Ill)-, vagy mangén(IV)-, vagy
-glukonét-tartalmi fermentlé feldolgozdsat az 45 dlom(IV)-oxiddal elbontjuk.
1. példdaban megadott mddszer szerint végez-
tuk.
Rajz nélkul
A kindasért felel a Kozgnzdasagi és Jogi Kdnyvkiadd igazgatdja
HR.5G1,66-4 Alfdldi Nyomda Debrecen - Felelds vezetd: Benkd Istvan vezérigazgatd 5
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