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Kutatasok a biodizel melléktermékének hasznositasara

NEMETH Aron,* és SEVELLA Béla*"
“BME-Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomanyi Tanszék, Miiegyetem rkp. 3., H-1111Budapest, Magyarorszdg

1. Bevezetés

A koolaj ardnak az utobbi évtizedekben bekovetkezett
tartds ¢s folyamatos emelkedése illetve a készletek
végessége valamint ezekkel parhuzamosan a vilag névekvo
energiaigénye egyre siirgeti az alternativ energiahordozok
kifejlesztését. Ezek kozé tartozik a biodizel is, amelynek
nagy léptéki gyartasa napjainkra megvalosult. A nagytizemi
eloallitas soran a ndvényi olajat metanollal atészterezik,
majd a zsirsav-metil észtert biodizelként értékesitik. Ennek
elénye, hogy mivel novényi eredetli, égetésekor csak annyi
CO2 keletkezik, amennyit novény az olaj eloallitasdhoz
felhasznalt, igy zart szénkorforgalom valdsulhat meg. A
gyartas soran azonban 10% glicerin keletkezik a biodizel
tomegéhez viszonyitva. Mivel a biodizel gyartas millid
t/év nagysagrendu (USA: 700.000t (2006), EU: 6.100.000
(2006) Mo.: 150.000 (2007)), évi tobb szaz-ezer tonna
glicerin felhalmozodassal kell szamolni.

Mivel a biodizelgyartas melléktermékeként keletkezd
glicerin megujuld nyersanyag, ¢és a glicerin ,,platform
alkoltd” molekula, kitundé nyersanyaga lehet a ,fehér
biotechnoldogidnak”. A ,glicerin platform” alkot6éi kozott
olyan értékes anyagok szerepelnek (a teljesség igénye
nélkiil), mint a glicerin-karbonatok (felhasznalas: olddszerek,
kozmetikumok, polimerek), glicerin-sav (felhasznalas:
tejsav,- politejsav, hidroxi -propionsav eldallitas), elagazéd
polimerek, propanol, glicidol és 1,3-propandiol.

A glicerin mikrobioldgiai hasznositasanak elso 1épése soran
a glicerin molekula oxidalodik a glicerin-dehidrogenaz
(GDH, EC 1.1.1.6) enzim segitségével, majd a képzodott 1,3-
dihidroxiaceton (DHA) foszforilalodik, és bekapcsolodik a
kozponti cukoranyagesere Gtvonalba (glikolizis). A lebontas
kozben tobb helyen is redukalt koenzim (NADH?2) keletkezik,
amelynek re-oxidacidja a terminalis oxidacidban torténik,
mikozben a 1égzéssel felvett oxigén vizzé redukalodik. Az
anaerob glicerin lebontas soran erre nincs lehetdség, ezért
ilyenkor a mikroorganizmusok (Klebsielldk, Citrobacterek,
Enterobacterek, Clostridiumok, és Lactobacillusok )
egy alternativ utvonalat hasznalnak: elobb a glicerinrol
egy vizet hasitanak le a glicerin-dehidrataz (GDHt, EC
4.2.1.30) enzimmel (altalaban Bi2 koenzim segitségével),
majd a képzodott 3-hidroxi -propionaldehidet (3-HPA) 1,3-
propandiol-oxidoreduktaz (PDOR, EC 1.1.1.202) enzimmel
1,3-propandiolla (PD) redukaljak, mikézben a koenzim
reoxidalodik.

A fenti anaerob glicerin metabolizmus minden tagja nagy
hozaadott értéku glicerinszarmazék. A DHA -t 2000t/év
kapacitassal gyartjak (szintetikusan ¢és fermentacioval
is), mert a borbarnité szerekben forgalmazzak. A 3-HPA
antimikrobialis szer, ezértkituno az élelmiszerek tartdsitasara.
A 3-HPA-t nagy mennyiségben termelo Lactobacillus
reuteri baktériumot pedig probiotikumként forgalmazzak.
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Az anaerob glicerinanyagcsere legperspektivikusabb
szarmazéka az 1,3-propandiol, melybol az évi vilagtermelés
200.000 t korilire tehetd. A legnagyobb mennyiségben
az igen kedvezd tulajdonsagii polimer Poli-Trimetilén-
Tereftalat (PTT) eloallitasara hasznaljak (Shell: Corterra®,
DuPont: Sorona®).

Az 1,3-PD eloallitasat 2006-ig kizardlag szintetikus uton
végezték (Shell etilén-oxid hidroformilezése, illetve
Degussa  (DuPont):  akrolein  hidrolizisetkatalitikus
hidrogénezés). A DuPont a Genecor-ral vallvetve mintegy
évtizedes kutatdé munka nyoman 2006-ban felépitett egy
gliikéz alapu, rekombinans Esherichia colit hasznalé PD
lizemet (45.000t/év) a Tenesse allambeli Loudonban. A
kutatasaik kezdetén még nem volt valdszinusitheto ekkora
glicerin felesleg, ezért kellett éleszto géneket is klonozni
az E.coli-ba, amelyek segitségével a gliikozbol glicerin
keletkezik, amely tovabb alakul a Citrobacter géntermékek
segitségével 1,3-propandiolla. Fontos azonban megjegyezni,
hogy mig a fermentacids eljarasok soran a nyersanyag egy
részébol sziikségszeruen sejttomeg (biomassza) képzodik, a
maximalisan kinyerhetd termék mennyiség ezért limitalva
van, addig az enzimes technologidknal nem Iép fel ilyen
jellegu veszteség. A mikroorganizmu sok raadasul gyakran
tovabbi anyagcseretermékeket is kivalasztanak, amelyek a
termék feldolgozast nehezitik.

Kutatd csoportunk 2001-6ta foglalkozik a glicerin
hasznositas lehetoségeivel. Részben vizsgaltuk a 3-
hidroxipropionaldehid eloallitas lehetoségeit Lactobacillus
reuteri sejtekkel, illetve kidolgoztunk egy 1j, enzimes
eljarast az 1,3-PD és a DHA szimultan eloallitasara glicerin
alaponkoenzimregeneral6 membranreaktorban.

2. Eredmények és értékelésiik
2.1. 3-hidroxi-propionaldehid eloallitasa

Az antibiotikus szer ecloallitasakor olyan két 1épéses
eljarason  dolgoztunk, amelyben elobb hatékonyan
megtermeljiik a leheto legtobb L.reuteri sejtet, majd ezeket
,biokatlizatorként” hasznalva allitjuk elo a terméket.
Az 1. tabldzatban lathatdé, hogy milyen fermentacios
technikakat vizsgaltunk. Az eredményekbol kitunik, hogy
a legjobb produktivitast (g sejt/L fermentlé/ora) az egyszeri
gliikdz injektalasos mddszerrel értiik el. A fermentacioval
eloallitott Lactobacillus reuteri sejteket killonbozo modon
dolgoztuk fel: porlasztva szaritassal, porlasztva szaritas
perlit vivoanyagra, mikrokapszuldba zaras, centrifugaldssal
(szabad sejtes), liofilezéssel. Az [.abrardl leolvashatod,
hogy a liofilezett sejtek fajlagos HPA termelo aktivitasa
kiemelkedo: kozel 6 g HPA/g sejt (az irodalomban:' 1,3 g
HPA/g sejt).
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1. Abra. Fajlagos HPA termel képesség
1. Tablazat. Lactobacillus reuteri elodlitas fermentacioval sejtextraktum azonban a sejt Osszes enzimét és koenzimét
Fermentacid  Fermentacios T . tartalmazza valamint az egyik reakcid terméke a masiknak
technika (g-"l*h) @) (g/e) szubsztratja, ezért néhany konszekutiv mellékreakcionak
koszonhetoen a DHA tovabb alakult ecetsavva (2.dbra).
LR2006 1 Fedbatch o087 0202 42
LR2006 2  Batch(0,7L) 092 0211 6.7 Arrél is beszamoltunk mar, hogy az ilyen glicerin-PD
. gy yen g
LR2006 3  Batch(1LSL) 0087 0087 7.0 biokonverziora sikeres ~matematikai lefrdst sikeriilt
T ' ’ ’ ’ folallitanunk.’ Ennek sordan a koenzim nélkiili enzimes
LR2006_4  Batch(O.7L) 0,084 0400 36 reakciokat a klasszikus Michaelis -Menten kinetika
LR2006 5  Batch(0.7L) 0093 0325 46 szerint modelleztilk, mig a koenzimes (=kétszubsztratos)
LR2006 6  Batch+1xGli (.110 0321 53 enzimreakciokra random bi-bi mehanizmust feltételeztiink.
- ratap. ) ) A modell tartalmazza az ecetsav képzodés utvonalat is,
LR2006_7  Batch+IxGli 0092 0311 44 amelynek soran mindkét koenzim (ATP/ADP és NAD+/
B tcll?(mp b) NADH2) regeneralédik. A matematikai leirds soran
7 Pl . .
LR2006_8 alcasto 0,028 0.405 figyelembe vettiik, hogy a GDHt enzim minden molekula
LR2006 9  Batch(aerob) 0023 0,177 38 glicerin atalakitisakor a B, koenzimével irreverzibilis
komplexbe keriil, ahonnan csak egy ATP fiiggo fehérje
2.2. Szimultan PD és DHA eloallitas segitségével szabadulhat fel.
2.2.1. Kisérletek Klebsiella pneumoniae-vel [9215
Egy korabbi publikacionkban beszdmoltunk  arrdl, 4 = o men
hogy milyen hatékony fermentacios eljarast dolgoztunk 3,53 g o Glycerl - mért
ki a Klebsiella  pneumoniae  sejtekkel  torténd 3 \\“_' T Shrorm - pod!
enzimfermentaciora, ahol a maximalis enzim (GDH, . \ ———ACOH - Model
GDHt, PDOR) kihozatal érdekében nagy sejtkoncentracio \-\
2

elérése volt a célunk.>* Az altalunk kidolgozott rataplalasos
technikdnak  koszonhetéen az  irodalombdl  ismert
enzimkihozatalt és elért sejtkoncentraciot (37,5 U/ L PDOR,
5 g/L sejtkoncentracio) 1ényegesen felulmultuk (90,6 U/L
PDOR ¢és 10(14,5) g/L sejtkoncentracid (attol fiiggden,
hogy hany rataplalast alkalmaztunk)). Szintén korabban mar
bemutattuk, hogy az igy kapott enzimekkel sikeres glicerin
biokonverziot végeztiink, ahol azonban a DHA és PD
mellett ecetsav (AcOH) is keletkezett melléktermékként.*
Ennek oka, hogy a nyers sejtextraktumbol nem vontuk ki és
tisztitottuk a kulcsenzimeket, mivel azt feltételeztiik, hogy
ha csak a kulcsenzimek szubsztratja és koenzime van jelen,
akkor mellékreakcidé nem fog lezajlani. Mivel a tisztitatlan
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2. Abra. Glicerin biokonverzié Klebsiella eredetu enzimekkel:
mért és illesztettkoncentraciok (Y 1,3PD=46%, YDHA=10%,
YAcOH=15%, Konverzid: 88%).

Ezt a modellt szimulaciés kisérletekre hasznaltuk fel (“in
silico”), amelyek eredményeit mar korabban bemutattuk.®
A szimuldcidk arra a kovetkeztetésre vezettek, hogy a
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GDHt ATP fiiggd regeneralasa miatt nem lehet szimultan
DHA és PD cloallitast ezzel az eljarassal megvaldsitani,
mert ha megakadalyozzuk a DHA tovabbalakulasat (pl.:
inhibicidkkal), akkor az ATP regenerald AcOH képzd reakcio
utat eliminaljuk. Ha az ATP koenzim nem tud regeneralddni,
akkor a GDHt ATP-fiiggd regeneracidja is leall és vele
egylitt a termékek képzodése is. Ezen a probléman csak
ugy tudtunk feliilkerekedni, hogy egy masik enzim-forras
mikroorganizmust valasztottunk: a Clostridium butyricum
VPI1718 torzset, amely GDHt enzime nem igényel ATP
fliggd regeneralast.

2.2.2. Kisérletek Clostridium butyricum-mal

Az 10j enzimforras sejtekkel is enzimfermentaciot hajtottunk
végre.”Mivel ez a mikroorganizmus szigoriian anaerob, nem
alkalmazhattuk a Klebsiellanal bevalt fermentacios eljarast.
Kiilonbozo fermentacios technikdkat Osszehasonlitva arra
jutottunk, hogy a gliikdézon torténd elszaporitast kdvetoen
egy glicerines indukciéval jo enzimkihozatalt lehet elérni.
A Clostridium eredetu enzimeket stabilabbnak talaltuk a
Klebsiellaéval szemben, illetve tobb biokonverzios cikluson
keresztiil is felhasznalhatonak bizonyultak. A C. butyricum
tenyészet K.pneumoniae-vel analdg feldolgozésa soran
kisebb aktivitasu enzimoldatot kaptunk, &m a biokonverzids
hatékonysag kiss¢ még igy is elénydsebben alakult (2.
tablazat).

2. Tablazat. Enzimes glicerin biokonverziok dsszehasonlitasa.

Torzs Yo, % Konverzio/idé — Melléktermék %
K. pneumoniae 46 88%/24h Ecetsav 15%
C. butyricum 48 100%/30h Vajsav 11%

A korabbi matematikai leirast atiiltettiik erre a Clostridium
eredetu enzimkészitményre.® Ezzel a matematikai leirassal
is hajtottunk végre szimulacios kisérleteket, amelyek szerint
a DHA foszforilezodésének gatlasa esetén elérhetd egy
~50% PD és 50% DHA tartalmu termék. A modelt arra is
felhasznaltuk, hogy a mai ipari technologiaval versenyképes
produktivitas eléréséhez sziikséges enzim koncentraciot
¢s betaplalt glicerin koncentraciét meghatarozzuk. Ehhez
definidltunk egy J/Res.Glic. mennyiséget, ami az adott
beallitasoknal elérheto PD produktivitds €s a maradék
glicerinkoncentracio hanyadosa. Ennek maximumanal
érheto el a legkisebb maradék glicerin mellett a legnagyobb
produktivitas (3.dbra). Megallapithato, hogy az ultraszuréssel
elérheto 250x enzimoldat suritéssel 5 g/L  betaplalt
glicerinkoncentracio mellett (D=1 h' higitasi sebességnél)
2,4 g/lh produktivitas érhetd el (ami kb. megfelel a mai
biologiai (fermentativ) eloallitas produktivitasanak (100g/L
PD /48h =2g/1h).

3. Kisérleti rész

Klebsiella  pneumoniae DSM2026 tenyészetet sajat
madszeriink® szerint allitottuk eld. A sejteket 15 perc alatt
Janetzki T24 centrifugan 13000 rpm kiiilepitettiik, majd
HEPES pufferben (50mM HEPES, SmM DiThioThreithol,
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3. Abra.Enzimreaktor optimalasa.

¢s 0,1 mM MnClz, pH=7,4) kétszer mostuk, ¢s ultrahanggal
feltartuk (Labsonic P (Sartorius) 10 perc, 4°C, cycle=0,5
amplitud6=60%). A sejttérmeléket ismét centrifugalassal
tavolitottuk el. Igy nyertik a nyers enzimoldatot, melyet
tovabbi tisztitds nélkiil hasznaltunk fel a biokonverzidra. A
PDOR aktivitismérésére Lin® modszerét hasznaltuk kisebb
modositassal. Mivel nem tiszta enzim oldatban kivantuk
az aktivitast meghatarozni, ezért szamos mellékreakcid
zavarta a képzodott NADH2 koenzim koncentracio-
valtozasanak fotometrias kovetését. Ezért a 15 perces
mérés elsd 8 percében a hattér reakcidkat hagytuk lezajlani,
majd amikor az abszorbancia mar nem valtozott, akkor
adtuk a reakcidelegyhez a szubsztratot (PD). A GDH
aktivitdas mérését a PDOR-¢hoz hasonléan végeztiik,
de szubsztratként 1M glicerint adtunk az elegyhez PD
helyett. A GDHt aktivitasit MBTH modszerrel'® mértiik.
A biokonverziot Millipore Solvent Resistent Stirred Cell
keveros ultraszuro modulban végeztiik. A mintak szubsztrat,
termék és melléktermék tartalmat Waters Breeze HPLC-n
hataroztuk meg RI detektorral BioRad Aminex HPX 87H
kolonnan eluensként ultratiszta vizben 5mM H_SO,-at
hasznaltunk. Az oszlop 65°C-ra a detektor 40°C-ra volt
termosztalva. Mivel a glicerin és a DHA a fenti HPLC-s
moddszer mellett nem valik szét egymastdl, ezért a glicerint
a Reanal Rt. enzimesTriglicerid (GPO) kit-jével, a DHA-t
pedig o-toluidine reagens Kkittel (Sigma T-1199) hataroztuk
meg.

Az NCIMBR8082 Clostridium butyricum torzset sikeresen
fermentaltuk anaerob médon 2xYT tapoldaton Biostat M
(1,5/2L) fermentorban. 660ml fermentlébol a sejteket 40 perc
alatt Janetzki KD60-as centrifugan (3000 rpm) tlepitettiik
ki, és mosas nélkiil HEPES pufferben reszuszpendaltuk,
¢s lefagyasztottuk. Kiolvasztds utdn megmértik az
enzimaktivitasokat (PDOR= 2,1U/l fermentlé, GDH=
13,5U/1 fermentlé, GDHt= 3,3U/1 fermentlé) és Stirred Cell-
ben 20ml térfogatban 4 g/l induld glicerinen B, koenzim
nélkiil sikertilt 2,5 g/l PD-t eloallitani (Y=62,5%).

A matematikai szimulaciokhoz Berkeley Madonna 8.01
programot hasznaltunk.

Koszonetnyilvanitas

Ezt a munkat az OTKA T032015 és T029882, valamint az
OM NKFP-3/A/0035/2002 tamogatasa tette lehetove.
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during the last decade, and the resources are finite, furthermore
the energy demand of the world is also rising, it is very important
to develop alternative energy sources. One of them is biodiesel,
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During the biological glycerol utilization glycerol is oxidized and
1,3-dihydroxyacetone (DHA), which then after phosphorylation
enters the glycolysis. The NADH, formed on this route can be
reoxidized by the respired molecular oxygen under aerobic
conditions. In the absence of the terminal oxydation, the coenzyme
can be regenerated due to reduction of 3-hydroxypropionaldehyde
(HPA) to 1,3-propanediol (PD). HPA can be formed from glycerol
via dehydratation.

As HPA, DHA and PD have high added value, it is worth to
produce them. The largest potential is in the production of PD,
of which Poly-Trimethylene-Terephtalate (PTT), a polymer with
advantageous features can be produced (product of Shell called
Corterra®, and of DuPont Sorona®). PD has been produced
until last year only by synthetic methods: either with ethylene-
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oxide hydroformation (Shell process) or with acrolein hydrolysis
followed by catalytic hydrogenation (Degussa)). In 2006 DuPont
started with Tate & Lyle the first bio-PDO plant in Loudon, appling
a recombinant Escherichia coli, which is able to convert glucose
into glycerol with genproducts of Saccharomyces gens and then
glycerol into PD with the genproducts of Citrobacter gens.

Our research group has been working on a new enzymatic process,
in which the three keyenzymes are used for simultaneous DHA
and PD production from glycerol in a membrane reactor with of
coenzyme retention and regeneration.

We used in our earlier study Klebsiella pneumoniae as enzyme
source, but the mathematical simulation of the glycerol-PD
bioconversion led to the conclusion, that this enzyme-mixture is
not suitable for simultaneous DHA and PD conversion. The reason
was, that the first keyenzyme (glycerol-dehydratase EC 4.2.1.30)
goes under suicide inactivation, which could be only reactivated
with the energy of ATP produced during the acetic acid pathway.
Since this route was essential for the reactivation of GDHt, the
phosphorylation of DHA should be allowed.

Recently we changed the enzyme source bacteria to Clostridium
butyricum. We carried out successful enzyme fermentations, and
used the enzyme-mixtures in biconversion trials. We found, that
these enzymes are more stable and reusable. We adapt our previous
mathematical description, and used for “in silico” expriments.
The results of these simulations can be seen on Fig.3. We found,
that with 250fold concentration of the enzyme-mixture beside of
Glycerol =8g/L and D=1 h™ dilution rate J=2,5g/lh can be reached
which is comparable to the fermentation production of PD (ca
100g/L 48h=2g/lh).
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