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Enzymomsk udvmdlng

.af RG-Il fra sukkerroepekiin
| Mmembranreaktor

'Brug af membranreaktor og optimering af reaktionsforholdene
| den enzymatiske proces kan give et udbytte af rnamnogalac-
turonan Il (RG-I) fra sukkerroepektin pd op il 70%. RG-Il kan altsd
udvindes enzymaitisk fra affaldsproduktet fra sukkerindustrien.
Om det har en govnllg fy3|olog|sk effekt er endnu uws’r
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Af Birgitte Zeuner, Manuel Pinelo og
Anne S. Meyer, Center for BioProcess Engineering,
Institut for Kemiteknik, DTU

Pektin, der findes 1 plantecellevagge i bl.a. citrusfrugter, abler
og sukkerroer, bestar af en raekke forskellige strukturer. Den
mest komplekse af disse, rhamnogalacturonan II (RG-II), be-
star af 11 forskellige monosakkarider heriblandt flere sjeldne
typer som apiose og 2-keto-3-deoxy-D-manno-octonat (KDO),
der kun findes fa andre steder 1 naturen (figur 1). Funktionen
af RG-II er sandsynligvis at krydsbinde pektinnetvarket i
cellevaeggen, idet to RG-II-molekyler sammen kan danne et
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kompleks med et bor-molekyle (figur 1). Forskning har vist, at
indtag af RG-II derfor kan modvirke optagelsen af en raekke
forskellige tungmetaller fra kosten [1]. Andre resultater viser,
at RG-II ogsa kan modulere immunresponset [2, 3]. Derfor har
vi 1 et nyt studium undersggt potentialet 1 at udvinde RG-II fra
planteatfaldsprodukter, f.eks. sukkerroepulp fra sukkerindu-
strien, vha. pektinaser og dermed @gge affaldsproduktets vardi
bade gkonomisk og helbredsmassigt. RG-II-strukturen kan
udvindes selektivt fra sukkerroepektin vha. pektinaser fordi
den 1 mods@tning til de gvrige strukturer 1 pektinmolekylet

er resistent over for enzymatisk nedbrydning med langt de
fleste pektinaser og derfor forbliver intakt [4]. Netop derfor
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Figur 1. Strukturen af rhamnogalacturonan Il (RG-II) med de 11 forskellige monosakkarider, der indgdr i strukturen, angivet i forskellige
farver. De fire sidekceder pa strukturen er navngivet A-D. Krydsbindingen mellem to RG-ll-molekyler, der finder sted ved kompleksdan-
nelse mellem apiosemolekylerne i sidekcede A og et bor-molekyle, er angivet til hgjre.
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er en enzymatisk proces at foretraekke til udvinding at RG-I1,
idet strukturen ikke udviser samme resistens over for f.eks.
syrehydrolyse.

Enzymatisk membranreaktor giver procesfordele

Det viste sig, at vi ved at fjerne nedbrydningsprodukterne fra
pektinoplgsningen 1 en membranreaktor kunne gge udbyttet af
RG-II med ca. 67% ift. det tilsvarende batchsystem. Ud over at
kunne undga produktinhibering af pektinaserne har brugen af
membranreaktorer 1 enzymatiske processer den gkonomiske
fordel, at enzymet kan genbruges, uden at immobilisering er ngd-
vendig. Derved opnas ogsa et enzymfrit produkt samt mulighed
for at kontrollere produktstgrrelsen med valg af membran og at
kombinere reaktionen med fgrste trin 1 oprensningen [5].

Udbyttet stiger med enzym-

og substratkoncentration

Ved optimering af den enzymatiske udvinding af RG-II fra
sukkerroepektin i membranreaktoren med pektin lyase (EC
4.2.2.10) fra Aspergillus aculeatus fandt vi, at substratkoncen-
trationen havde en signifikant, positiv effekt pa udbyttet af RG-
II, sandsynligvis fordi en hgjere koncentration giver et hgjere
flux af permeat over membranen. Pektinkoncentrationens effekt
var hgjest ved lavt tryk (figur 2). Stigning 1 pektinkoncentra-
tionen er dog ogsa forbundet med gget viskositet og dermed
risiko for dannelse af et gel-lignende lag pa membranen, som
fgrer til lavere flux og udbytte. En gget substratkoncentration
skal derfor ledsages af en stigning 1 enzymkoncentration, da
enzymaktiviteten nedsa&tter viskositeten ved at reducere mole-
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Figur 2. Model af RG-ll-udbytte (rg2; mg/g pektin) som funktfion af pek-
tinkoncentration (feed; g/L) og transmembrant tryk (pressure; bar) ved
reaktion med pektin lyase fra Aspergillus aculeatus.

kylestgrrelsen. Det viste sig, at enzym/substrat-forholdet (E/S;
mangden af enzym ift. mengden af substrat) havde den mest
markante, positive effekt pa udbyttet af RG-II. Udbyttet af RG-
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Transmembrant tryk og omreringshastighed

Det transmembrane tryk havde derimod ikke en linear ef-
fekt pa udbyttet af RG-II: maks. udbytte blev opnaet ved

et transmembrant tryk midt 1 det testede interval (0,5-2,5
bar), dvs. omkring 1,6 bar (figur 2). At udbyttet ikke stiger
lineert med trykket skyldes sandsynligvis at hgjere tryk
giver problemer med fouling af membranen og dermed et
lavere produktudbytte. Generelt kan omrgring til en vis grad
afhjaelpe problemer med fouling. Det viste sig, at flux af
permeat over membranen steg markant ved @&ndring at om-
rgringshastigheden fra O til 200 rpm, efterfulgt af en svagere
stigning fra 200 til 400 rpm (figur 3). Samme tendens blev
observeret for udbyttet af RG-II, hvor der dog ikke var for-
skel fra 300 til 400 rpm (figur 3).
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Figur 3. Omragringens effekt p& udbyttet of RG-Il (mg/g pektin)
fra sukkerroepektin og pd flux af permeat over membranen
(mL/min.) op ftil 400 rpm ved reaktion med pektin lyase fra
Aspergillus aculeatus.

Potentiale som kontinuert proces

Ved en reaktionstid pa 2,5 timer opnaede vi et udbytte af
RG-II pa 70% af det teoretiske maks. (indhold RG-II i suk-
kerroepektin bestemt til 31,5 mg/g pektin) sammenlignet
med de ca. 10% opnaet efter 30 minutter (figur 4). Fra 30
minutter og op til 2,5 timer var udbyttet af RG-II lineart
afhengigt af reaktionstiden. Pektin lyase fra A. aculeatus
udviste fuld stabilitet 1 en kontinuert proces over 6 timer
med tils@tning af substrat hver anden time, hvor udbyttet af
RG-II blev pa 63 % af det teoretiske maksimum (figur 4).
Hastigheden hvormed der dannedes produkt var konstant
over 6 timer (figur 4). Der er altsa potentiale for at udvikle
en kontinuert membranreaktorproces til enzymatisk udvin-
ding af RG-II fra sukkerroepektin, der er et affaldsprodukt
fra den danske sukkerproduktion. Hvorvidt enzymatisk
udvundet RG-II fra sukkerroepektin har en reel fysiologisk
effekt er endnu uvist.

E-mail-adresse:
Birgitte Zeuner: biz@kt.dtu.dk
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