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Kivonat

A tej feldolgozésa soran nagy mennyiségii melléktermék (a tej 80-90%-a tejsavo) keletkezik,
melynek szervesanyag tartalma magas. A tejsavo kornyezetszennyez0 hatasa jelentos (KOI értéke:
0,8-102 g/l és BOI értéke: 0,6-60 g/1), viszont hasznos alapanyag lehet a megfeleld biotechnologiai

modszerek alkalmazésaval a bioetanol gyartasaban.

Kutatadsunk soran vizsgaltuk a tejsavobol reverz ozmoézisos (RO) sziliréssel kinyert savo
koncentratum (14-16% laktdz tartalom) felhasznalasi lehetdségét az alkoholgyartasban. Ennek
érdekében két élesztétorzs (Saccharomyces cerevisiae és Pichia fermentans) fermentacios
hatékonysagat vizsgaltuk. A S cerevisiae torzs kereskedelembdl (CHR-Hansen Viniflora Merit)
mig a P. fermentans élesztd torzset a székelyszentléleki Gordon Prod. Kft. tejfeldolgozoé lizem
tertiletérdl izolalt mikroba kdzdsségbdl azonositottuk (MALDI-TOF tomegspektrométerrel és 16S
rRNS szekvencia elemzéssel). A fermentacids profil megismerésének érdekében vett mintdink,
gliikoz, galaktdz, tejsav, ecetsav €s etanol tartalmat nagy teljesitményti folyadékkromatograftal
(Agilent 1260 Infinity) vizsgaltuk.

A vizsgalt torzsek etanol termelése a 12. fermentacios nap bizonyult a legmagasabbnak a
S. cerevisiae torzs esetében 6,84%v/v mig a P. fermentans esetében a maximalis etanol termelés
3,45%v/v volt. A mérési eredmények alapjan elmondhato, hogy a P. fermentans torzs a fermentécio
12 napjaig a rendelkezésre allo galaktéz mennyiség 46,5%-at hasznalta fel, mig a fermentacio 24

napjan csupan 17,75% galakt6z maradt a folyamatban.



1. Bevezeto

Vilagszerte tobb mint 6 millidard ember fogyaszt tejet vagy valamilyen tejterméket, 2013-ban kozel
800 millio tonna volt a globalis tejtermelés, ami 2025-re tovabbi 23%-al emelkedhet a 2013-as
évhez képest (OECD-FAO, 2016).

A tej feldolgozésa soran az alkalmazott technologiai folyamat és az eldallitott tejterméktdl
fliggden kiilonbozo tejipari melléktermékek keletkeznek. Csapd és mtsai. (2014) szerint a tejipar
fontosabb melléktermékei a sovany tej, az ird és a savo, amelyek a tej f616z¢ése, a vaj- és sajtgyartas
soran jonnek létre. Ezen melléktermékek megfeleld felhasznalasa méara mar jelentds helyet foglal
el az emberi taplalkozasban, az allatok takarmanyozasaban, valamint az iparban.

A tejipari melléktermékek mennyisége igen jelentds, igy taroldsuk nagyon koltséges, mar
csak a savo esetében a sajt és mas kazein tartalmu tejtermék gyértasa soran a felhasznalt tej 80-
90%-a savova alakul at (Chandrapala és mtsai., 2014), ebbdl adododan jelentds kiadassal jar a savod
tarolasa. A tarolasbol szdrmazo problémak, valamint a megfeleld Gjrahasznositas technoldgia
hianyaban kényszerililnek a tejfeldolgozd ilizemek eladni, tovdbbadni a melléktermékként
keletkezett savot nyersanyagként mas savot felhasznald izemnek, illetve tdpanyagként allattarto
(sertésfarmot mitkddtetd) gazdaknak.

A tejipari melléktermékek szervesanyag-tartalma magas. A savo kémiai oxigén igényének
(KOI) értéke 0,8 és 102 g/l kdzott van, bioldgiai oxigén igényének (BOI) értéke pedig 0,6 és 60 g/l
kozott valtakozik. A felszini vizekbe kibocsatott savo csokkent oldott oxigénhez, eutrofizacios
folyamatokhoz és toxicitdshoz vezet, ami megvaltoztatja a vizi Okoszisztémak fiziko-kémiai

tulajdonsagait (Ayed és mtsai., 2023).



2. Célkituzések

A kutatasunk f6 célja megvizsgalni, hogy a savo reverz ozmozisos sziirésébol szarmazo retentatum
amit tovabbiakban savokoncentratumnak neveziink alkalmazhaté-e etanol eldallitisra. Ennek
érdekében két élesztotorzs (Saccharomyces cerevisiae €s Pichia fermentans) fermentacios
hatékonysagat vizsgaltuk. A S. cerevisiae torzs kereskedelembdl (CHR-Hansen Viniflora Merit)
mig a P fermentans élesztd torzset a székelyszentléleki Gordon Prod. Kft. tejfeldolgozo lizem
teriiletérdl izolalt mikroba kozdsségbdl azonositottuk.

A 6 cél megvaldsitasanak érdekében a kovetkez6 mellékcélokat fogalmaztam meg:

- agliikoz és galaktdoz metabolizald képességek 0sszehasonlitasa

- azetanol, mint a célkomponens, eldallitasi hatasfokanak vizsgalata

- a tejsav és ecetsav (mint mds tipusu fermentacidt jelolé komponensek) jelenlétének és

mennyiségének kovetése a fermentacid soran.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A savo keletkezése

A savo a tejipar legjelentdsebb mellékterméke, amely a sajtkészités soran keletkezik. 100 liter
tejbol 80-90 liter savo keletkezik, vagyis a sajtgyartd 1étesitményekbe keriild tej koriilbeliil 80—
90%-a valik savova. A kutatok szerint vilagszerte 2018-ban 180—190 millid tonna savo keletkezett
(Flinois és mtsai., 2019), és ez a mennyiség évi 1-2%-0s novekedéssel 2030-ra 203-241 millid
tonnara emelkedhet. Ebbdl csak az EU-n beliil 40 milli6 tonnat allitanak eld (Zotta és mtsai., 2020).

Mivel a tejsavo, a sajt és kazein alapu tejtermékek gyartasa soran keletkezé melléktermék,
ezért nem meglepd, hogy a fermentacido utdn keletkezett savd tapanyagokban gazdag igy a
tovabbiakban megfeleld technologidk alkalmazasaval kiilonbozd termékek gyartdsdban
hasznosithaté (Panghal ¢és mtsai., 2018). Adalékanyagként keriilhet feldolgozott élelmiszerekbe,
péksiiteményekbe, ¢s takarmanyozasra is hasznaljak, tapszerek és diétds termékek gyartdsara, de
alkoholos italok eldallitasara is.

Napjainkban egyre tobb kutatasban bizonyitjak a savo természetes allapotaban megtalalhato
OsszetevOk emberi szervezetre gyakorolt pozitiv hatdsat, a teljesség igénye nélkiil elég csak
megemliteni a savofehérjék kiemelkedd bioldgiai értékét, a bioaktiv peptidek jelenlétét, a tejcukor
prebiotikus hatasat, vagy azt, hogy a savo nagyon fontos kalciumforras (Roman, 2010).

A tejsavo kornyezetre gyakorolt hatasat vizsgalva azonban lathatjuk, hogy erdsen szennyezd,
nagy szervesanyag-terheléssel bird hulladék. A savo jelentds mértékili kornyezeti kockézatot jelent,

ezért, ha a szennyvizbe keriil sziikséges a szennyviz tisztitasa (Csap9, 2014).

3.2.  Asavo morfoldgiai tulajdonsagai

A savo morfoldgiai tulajdonsagait nagyban befolyasoljak tej feldolgozasdnak modszerei. A tejsavot
tejoltoval vagy savval a tejsav fehérjéi koziil nyerik ki mikozben a kazein koagulal, igy sziirés utan
sargas-zoldes szinli, kellemes illati, enyhén savanykas izl folyadékot kapunk (Mucsi, 2016). A
kezeletlen tejsavo szervesanyag tartalma jelentds, igen magas a laktoz, fehérje, és dsvanyi anyag
tartalma. A tejsavd keletkezésének koriilményei és tdpanyagtartalom mindsége szerint
megkiilonboztetiink savanyu és édes tejsavot. EIObbi a tej savas alvasztisa, utdbbi az oltos és a

vegyes alvasztas soran keletkezik.



Edes savo akkor keletkezik, amikor a tejet tejoltoval megalvasztjak (tejoltos koagulacio).
Az édes savo jellemzden 0,6—0,9% fehérjét, akar 0,3% zsirt, viszonylag nagy mennyiségti 4,5—
5,2% laktozt, és 0,02—0,05% asvanyi anyagot tartalmaz, illetve kémhatasa 5,6—7 kozott valtozhat
(Mulcahy, 2017).

Savanyu savot alvadasbol, tejcukor tejsavva torténd erjesztésével allitjak eld; példaul a
gorog joghurt gyartasban, vagy a savas kazein eléallitdsa soran hozzaadott savval. A savanyu savd
jellemzden 0,6—0,8% fehérjét, az édes savohoz viszonyitva kevesebb 4,4—4,6% laktozt, és 0,04—
0,07% asvanyi anyagot tartalmaz, illetve joval savasabb, mint az édes savo, hisz a kémhatasa 4,3
vagy ennél is alacsonyabb (Buchanan és mtsai., 2023).

Altaldban 9 liter tejsavo keletkezik 1 kg sajt el6allitdsa soran. A tejsavé nagy részébol
tejsavoport készitenek. A tejsavobodl késziilhet édes tejsavopor, dsvanyi anyag mentes tejsavo,
laktézmentes tejsavo, tejsavo fehérje-koncentratum, tejsavéd fehérje-kivonat és laktoz. Az utolséd

két anyag a gyogyszer- és kozmetikai iparban keril felhasznélasra (Mucsi, 2016).
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1. Abra. A leggyakrabban alkalmazott tejsavé felhaszndldsi lehetéségei (Mucsi, 2016)




3.3. A sav¢ fiziko-kémiai tulajdonsagai
A tej feldolgozasatol, a tejsavo elvalasztasaig, a savd Osszetétele (1. Tablazat) nagy eltéréseket
mutat. Az édes savd a tej Osszes szarazanyaganak koriilbeliil a felét tartalmazza, és értékes
tapanyagok, mint laktdz, tejsavo fehérjék, asvanyi anyagok €s vitaminok forrasa.

1. Tablazat Az édes és a savanyu savo kémiai osszetétele (Roman, 2010)

Osszetevék Mértékegység Edes savé Savanyi savé
Osszes szarazanyag % 5,40-6,35 5,60-6,70
Tejcukor (laktoz) % 4,1-5,0 3,8-4,6
Osszes fehérje % 0,8-1,0 0,8-1,0
Savofehérjéek % 0,6-0,7 0,6-0,7
Tejzsir % 0,2 0,2
Asvéanyi anyagok % 0,50-0,60 0,50-0,85
Cl mg/L 1000-1640 1000

Na mg/L 300-460 450-600

K mg/L 1050-1700 1200-1800
Ca mg/L 250-500 800-1100
Mg mg/L 40-100 80-120

P mg/L 350-550 500-700
Tiamin mg/L 0,4 0,4
Riboflavin mg/L 1,4 1,4
Piridoxin mg/L 0,5 0,5
Kobalamin mg/L 0,002 0,002
Nikotinsav mg/L 0,85 0,85



Osszetevok Mértékegység Edes savé Savanyu savé

Folsav mg/L 0,05 0,05
Pantoténsav mg/L 3,4 3,4
Tejsav % max. 0,1 max. 0,8
pH 5,60-6,50 4,35-5,10
Fajlagos

mS/cm 4,7-6,4 8,4
vezetOképesség

A tejsavo hig folyadék, melynek szarazanyag tartalma 6% koriil van. A tej Osszetételét vizsgalva
a savo a tej 80-90%-a, ezzel szemben a tej szdrazanyaganak 55%-a savoban taldlhaté meg,

beleértve az értékes savofehérjét és a laktozt is (Kankanamge, 2018).

3.4. A savo szerepe a fermentacidoban

Mikrobiologiai szempontbol is fontos megvizsgdlni a savot, mert értékes Osszetevoket
tartalmaz, szamos kereskedelmi felhasznaldsa van, nemcsak a ricotta gyartasanal, hanem szdmos
kereskedelemben 1év6 termék alapanyagét képezi. A tejben 1évé mikroorganizmusok nagyrészt
atkeriilnek a savoba, ezek fontos szerepet jatszanak a tejsavo alvadasaban, fermentalasaban, (Sattin
és mtsai., 2016). A savas alvasztassal késziil0 tarogyartas soran a hdkezelt €s beallitott zsirtartalmu
tejet vajkultiraval oltjak be. A kultura savtermeld mikrobai (pl. Streptococcus lactis, S. cremoris -
homofermentativ tejsavbaktériumok) elszaporodnak, és enzimjeik segitségével a tejcukorbodl
tejsavat allitanak eld.

A tejsavoban a f6 fermentalhato szénhidrat a laktdz, amelyet a Saccharomyces cerevisiae, az
etanol eldallitasara altalanosan hasznalt élesztégomba nem képes hasznositani. A Kluyveromyces
marxianus a laktozt is erjesztd élesztdgombat a laktoz etanolla torténd biokonverzidjara hasznaljak
(Hughes ¢és mtsai., 2018).

Napjaink biotechnolégiai ipara fokozatosan fejlodik. Gazdasagosabbnak mutatkoznak azon
technologiak, melyek mikrobdk segitségével allitjak eld termékeiket, a vegyiparral szemben.

Egyes szerves savak mikrobidlis folyamatokkal kozvetleniil eldallithatdak laktozbol, tejsavobol
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kinyerhetdek, a mikroorganizmusok metabolikus utvonalain keresztiil (2. Tablazat). A
legkeresettebb szerves savakat, igy a citromsavat, az ecetsavat és a tejsavat mara mar tejsavobol is
eloallitjak (2. Tablazat). Laktozbol még Osszetettebb szerves savak is eldallithatok, mint a
hialuronsav. Az L-tejsavat szinte kizardlag a Lactobacillus casei tejsavbaktérium vagy az
Laszkorbinsavat (C-vitamin) a Kluyveromyces lactis vagy Saccharomyces cerevisiae bizonyos
rekombinans torzsei termelik (Gutiérrez-Méndez, 2020).

A Candida lambica és a Prototheca zopfii 24-27°C ¢s 17-21°C-on 96 6ran torténd nevelése

soran a fermentaciot kdvetden a tdpoldatot két szakaszban desztillaltak.

2. Tablazat A kereskedelemben és iparban talalhato tejsavobdl eléallitott
fontosabb szerves savak és jellemzoi (Gutiérrez-Méndez, 2020)

Kultiara kondicionalasa,
Név Forrasa Mikroorganizmus
eredmények
Clostridium Anaerob, 58 °C, pH 7,2,
thermolacticum 300h,081 gg™!
Moorella
Tejsavo .
thermoautotrophica
permedtum
Acetobacter aceti Aerob, 303 K, D=0,141
Ecetsav, h1,969¢gL™" 098¢
C2H402 g'482¢gL'h’
Propionibacterium Anaerob, 35 °C, pH 6,5,
acidipropionici 78 h, 0,11 g L™! ecetsav
Sajtsavo B .
+0,33 g L"! propionsav
Lactobacillus Anaerob, 37 °C, 72 h,
acidophilus pH65, 7gL™!
Akrilsav, 4 Clostridium Anaerob, +propionsav, +
Edes
C3H402 ) propionicum ecetsav, 33 °C, pH 7,1,
sajtsavo
0,133 mmol g™

11



Kultira kondicionalasa,

Név Forrasa Mikroorganizmus
eredmények
Sajtsavo Kluyveromyces lactis Aerob, 48 h, 30 °C, 30
mg L'
L-aszkorbinsav Saccharomyces Aerob,144 h, 30 °C,0,40
C6H806 cerevisiae gg',70mgL"
Galaktoz
Zygosaccharomyces
bailii
Edes Propionibacterium Anaerob, 135+ 6,5 g L"!
sajtsavo acidipropionici
P acidipropionici Fakultativ anaerob, 6,1 g
Propionsav, B
L 1
C3H602 Sajtsavo
Propionibacterium Anaerob, 8,2 g L!
freudenreichii
P. acidipropionici Anaerob, 0,33 g L!
Lactobacillus casei Anaerob, 36 h, pH 6,5,
) 37°C,33,73gL!
Edes
. . Lactobacillus Anaerob, 37 °C, pH 6,2,
sajtsavo
rhamnosus 200 rpm, 50 h,
143,7 g L™
Tejsav, C3HeO3
Lactobacillus Anaerob, 37 °C, 72 h,
acidophilus pH6,5,42,62gL!
Sajtsavo
Acetogén és fermentativ Anaerob, 35 °C, HDT =
baktériumok vegyes 1 nap, 10,6 g L' nap™!
kulturaja
Clostridium beijerinckii Anaerob, 37 °C, pH 5,5,
0.08 gL 'h!
Sajtsavo

Vajsav, C4HgO,

Clostridium butyricum

Anaerob, +5 g L 'YE+
50 ug L™! biotin, 37 °C,
pH6,5,19 gL

12




Kultiara kondicionalasa,
Név Forrasa Mikroorganizmus eredmények
Anaerobiospirillum Anaerob +CO», + Glu,
succiniciproducens pH 6,5, 39 °C, 36 h, 16,5
Sajtsavo gL ,033gL'h!
Actinobacillus Anaerob +CO», 38 °C,
Borostyankésav, succinogenes pH 6,8, 48 h,28 g
C4H604 L1044gL'h!
Savo Enterobacter sp. Mikroaerob, + Gly, 34
permedtum °C,pH 7,69 ¢
L—

3.5. A savékoncentratum jellemzése

A sav6 koncentralasara nagyon vonzo6 alternativ modszer az ultrasziirés, mivel nem hasznal hét, és
ennek kovetkeztében nem jar fazis valtassal, ami gazdasdgosabba teszi a koncentralasi folyamatot.
Az ultraszlirés egy membranszeparacidos eljaras, amelyet jellemzOen makromolekuldk
szétvalasztasdra hasznaljak, valamint alkalmazzak kiilonb6z0 tej Osszetevok kinyerésére és
frakciondlasara. igy ez az eljaras lehetvé teszi a molekuldk méretén alapuld szétvalasztasat
(fehérje, laktdz, asvanyi anyagok stb.) (Baldasso és mtsai., 2011). A koncentratum eléréshez édes
savot hasznalhatunk, aminek a savassaga maximum 20 °T. A savo koncentralasa elvégezhetd 1/6
1/8, 1/10 és 1/12 kozotti aranyokban (3. tabldzat), amelynek Osszetétele ezaltal egyenes aranyban
valtozik.

3.Tablazat A savo koncentratum kémiai Osszetétele a koncentralasi arany valtozdsaval
(Mucsi, 2016)

Koncentralasi aray
Paraméterek

1:6 1:8 1:10 1:12
Szarazanyag tartalom, % 38,0 51,0 63,0 74,0
Viz, % 62,0 49,0 37,0 26,0
Laktoz, % 29.4 38,9 47,5 55,3
Fehérje, % 5,4 7,0 9,1 10,9
Asvanyi anyagok, % 2.4 3,7 4,6 5,3
Zsir, % 0,8 1,4 2,0 2,5
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A koncentraci6 kiszamitasa a fajsuly meghatarozasaval torténik, korrelacié van a fajlagos stly

¢s a koncentralt tejsavo szarazanyag-tartalma kozott, melynek értékeit a 4. Tablazat 6sszesiti.

4.Tablazat A nyers savo fajsulya és szarazanyag tartalma kézotti osszefiiggések (Mucsi, 2016)

Fajsuly, kg/m3 Szarazanyag Fajsuly, kg/m3 Szarazanyag
15°C tartalom, % 15°C tartalom, %
1,025-1,028 5,5-6,5 1,175 39-42
1,050 11-12 1,200 44-47
1,075 17-19 1,225 48-51
1,100 21-25 1250 52-55
1,125 29-32 1,275 56-60
1,150 34-37 1,300 62-66

A koncentratum elkészitéséhez haromtestes beparld berendezést hasznalnak, amelyben a savo
melegitését és hiitését kiilonbozo hémérsékleten végzik. A haromtestes beparld esetében az édes
savot 5 °C-rdl felmelegitik mindhdrom részben 81,5 °C-ra és visszahiitik 5 °C hdmérsékletre,
valtoztatva az aramlasi sebességet minden szakaszban koncentraltabb tejsavo tavozik a gyiijtd
tartalyba, ahonnan szarito segitségével kozel 98% szarazanyag tartalomig szaritjak. Ezt a port
takarmany-adalékként, vagy élelmiszerként sajtokhoz vagy pékdarukhoz hasznéljak (Benali és
Kudra, 2010).

Ahogy a tejsavo koncentralodik egyre viszkdzusabba valik, szirupos allagtdl a mézhez hasonlo
konzisztenciaig. A szine megvaltozik a fehéres sargastol a sargas zoldig, a szarazanyag tartalma
80-85 %, ilyenkor kezd szolidd4 valni (Mucsi, 2016).

A nanoszilirés olyan eljaras, amelyet az asvanyi sok és a laktoz elvalasztasara hasznalnak
(5. Téblazat), miutan el6zdleg ultrasziiréssel eltavolitottdk a fehérjéket. Mind a fehérjék, mind a
laktoz felhasznalhatdak alapanyagként kiilonféle termékek eldallitdsdhoz. A nanosziirés tovabbi
tejsavoban, ami lényegesen javitja a fermentacio és a desztillacid hatékonysagat (Risner és mtsai.,
2018). Ezek a termékek lehetnek etil-alkohol, kefir jellegli erjesztett tejsavo italok stb. (Mucsi,
2016).
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A laktoz-etanol biokonverzi6 kétlépcsds folyamat. E16szor a laktozt galakt6zza és gliikozza

kell hidrolizalni, majd az alkoholos fermentéci6 kovetkezik (Hughes és mtsai., 2018).

5.Tablazat: A savo osszetételének valtozasa ultra- és nanosziirés utan (Cuartas-Uribe és mtsai.,
2007, Benali és Kudra, 2010).

Paraméterek Ultrasziirt savé Nanosziirt savé Savopor beparlas utan

Osszfehérje (g/L) 2,0-2,2 0 11
Laktoz (/L) 41,9-52,0 1,9 76
Zsir (g/L) 1,08-1,29 1,23 1,5

Na (g/L) 0,35-0,37 0,28 0,5

K (g/L) 1,40-1,48 1,04 22

Mg (g/L) 0,07-0,09 0,009 0,15
Szulfatok (g/L) 0,09-0,012 0,004 -
Foszfatok (g/L) 0,51-0,6 0,062 -
pH 6,1-6,5 6,2 -
VezetOképesség (mS/cm) 4,6-5,9 4,8 -

* Optimalis paraméterek sziiréskor: membran nyomdas= 20MPa, dramldsi sebesség= 400 L/h.

3.6. Az alkoholgyartas technoldgiaja savéd koncentratumbol
A kézmiives szeszes italok piaca az elmult 10 évben folyamatosan boviilt, és az 1) termékek
fejlesztése lehetove teheti a leparld lizemek szdmadra, hogy gazdasagi elonyre tegyenek szert. A
sajtgyartasbol szarmazo savo nem alkalmas tejcukor porra vald feldolgozasra, mivel tejsavat és
szulfatok tartalma, amelyek szaritds soran megzavarjak a kristdlyosodasi folyamatot. A tejsavot
etanol eldallitadsra hasznaljadk, amit késébb gyogyszerekben, parflimokben és tinkturdkban,

valamint italokban hasznositanak. Emellett szamos kézmiives szeszf6zde készit ugynevezett savod
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vodka alkoholos italt, (a Black Cow ¢és a Vermont White), melynek alapanyaga a tejsavé (Risner
¢s mtsai., 2019).

A Kluyveromices marxianus €lesztd torzs és a Candida kefyr ATC 14245 élesztd torzzsel
végzett laboratoriumi vizsgalatokat végeztek koncentralt és nem koncentralt savé esetében is. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a koncentralt savo permeatum 9,8% laktozt tartalmazott, mig a
nem koncentralt savo laktdztartalma 4,9% volt. Az etanol termelés linearisan nétt, kiilondsen a
kisérlet tizedik oraja utan, az erjesztés teljes idotartama hatvan dra volt. A mikroorganizmusok
katalizatorként vald alkalmazasa a K. marxianus esetében nagyobb etanol termeld képességgel
rendelkezett, mint a Candida kefyr.Az optimdlis koriilménynek 4,8 pH, 30 °C bizonyult, ahol K.
marxianus 5% v/v alkoholt volt képes eldéllitani. A C. kefyr ugyanezen koriilmények kozott 4,4 %
v/v alkoholt termelt (Koushki és mtsai., 2012). A K. marxianus szamos torzse képes a laktozt
fermentalhat6 cukormonomerekké (galaktoz és gliikdz) bontani tovabbi feldolgozas nélkiil. Az
¢lesztot a P-galaktozidaz enzime a laktdz metabolizald képessége miatt idedlis jeloltté teszi a
keletkezett CO, tomege 8,4 kg erjesztett savo leparlasa esetén 0,44 kg-al kevesebb vizre volt
sziikség, mint malatabol és arpabol késziilt szeszes italok esetében (Risner €s mtsai., 2018).

Az alkoholos tejsavo italok kdzé tartoznak a kis (1,5%-0s) alkoholtartalmu italok, a tejsavo
sOr, a tejsavo bor és a tejsavo pezsgd. Az eldbbiekben felsorolt italokat a fogyasztok jol fogadtak, €s
a kereskedelmi forgalomba kertiilé gyartas folyamatban van.

A tejsavobol késziilo viszonylag alacsony alkoholtartalmu (10-11%) italokat tobbnyire
gylimolcs aromakkal készitik és hozzak forgalomba. Ezeket demineralizalt (dsvanyianyagtartalom
<1%) ultraszlirt savobol vagy tejsavopor savas oldatabol készitik, melynek szarazanyagtartalma
26-28%. Az erjedés utan visszamarado6 savo szennyezddéseket faszénnel tavolitjak el. Az édes
tejsavopor készitésének egyik eljarasa sordn a tejsavobol eltavolitjdk a fehérjét, majd 82 °C-on 5
percig melegitik, és koriilbeliil 22% dextrozt adnak hozza a borban kivant alkohol mennyiségétol
fliggden. A Saccharomyces cerevisiae €lesztdgomba segitségével a fermentacid hét nap alatt zajlik
le szobahOmérsékleten. Mivel maga a tejsavo elegendd tdpanyagot tartalmaz az ¢Elesztd
novekedéséhez, nem adnak hozza tovabbi tapanyagokat. Hasonldan kiilonbozo tipust tejsavo
alapu borok, mint popbor, tejsavo pezsgd, édes bor stb. keészithetok kiilonbozo €lesztdtdrzsek és

feldolgozasi koriilmények mellett (Parekh, 2007).
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A tejsavot kiilonféle tipusu tejsavo alapu sor félék készitésére is hasznaljak. A tejsavo vagy
tejsavd koncentratum gabonafélék megfeleld helyettesitd Osszetevdjeként hasznalhatd sor és
sorszerii termékek gyartasaban. Nyomas alatti hosszan tartd hevités hatasara karamellhez hasonlé
iz alakul ki, amely hasonl6 a porkolt malata izéhez és illatdhoz (Broadway, 2015). Dietrich (1988)
kifejlesztett egy sorhelyettesitdt, mely tartalmazo 5,4% malata cefrét 2,5% fehérjementesitett
savot, ezt a keveréket Saccharomyces lactis élesztdvel fermentalta. 5-7 nap elteltével a termék
valddi sor izzel és sornek megfeleld jellemzdkkel rendelkezett.

A Carbery-eljarast a tejsavo ipari szeszesitalok torténd atalakitdsdra hasznaljak, ahol a
végtermek tipusatol fiiggden a desztillaciod utani folyamatokat valtoztatjak a technologia szerint.
A tejsavd/tejsavo-permedtumot a betaplalds utdn pasztorozik, majd lehitik a meghatarozott
fermentacios homérsékletre. Innen atvezetik a tejsavot fermentécios tartdlyokba és beoltjak K.
marxianusszal. A kereskedelmi alkoholgyartas altalanos oltasi aranya 1-5 % 107 sejt/ml (Kelsall
¢s Lyons, 2003). A K. marxianust élesztészaporitdedényekben elonevelik aerob koriilmények
kozott. A fermentacids tartalyok hengerkupos edények, melyek kopenyes hdcserélovel vannak
ellatva a homérséklet szabalyozasa érdekében (hiit6folyadékként etilénglikol vagy mas
hiitéfolyadék hasznélnak). A fermentécios tartdlyok mennyisége és mérete a gyartd létesitmény
kapacitasatol fliggéen valtozik. Az erjedés sordn sfiritett levegdt hasznalnak a keveréshez. A
fermentacié soran a savo fajsulyat figyelik. A tejsavo fajstlya koriilbeliil 1,022 g/cm’-nél
kezdddik, és az erjedés soran 1,008 g/cm?>-re csokken. Ez a siirtiség csdkkenés annak koszonhetd,
hogy a tejsavoban 1évd laktoz etanolld és CO24 alakul. Az erjesztési id6 12 és 24 ora kozott
valtozott. A fermentacid végén az erjesztett savot gravitacion alapuld elvalasztasi technologiaval
vagy mas modszerrel, mint példaul centrifugédlassal vélasztjdk el az élesztétdl. Az é€lesztd
potencialisan ijra hasznosithat6 késobbi tételekhez, vagy tovabb feldolgozhatd emberi vagy allati

fogyasztasra (Kazalac, 2021).

3.7. A savOkoncentratum erjesztésére alkalmas €lesztok jellemzése
A laktoz galaktdzbol és gliikozbol 4llo diszacharid, kémiailag O-B-D-galaktopiranozil-(1—-
4)-B-D-gliikéz. A tejsavbaktériumok és enterobaktériumok mellett, amelyek a laktézt egyetlen
szénforrasként képesek hasznositani a kiilonbozd szallitorendszereken keresztiil (Dudziak és

mtsai., 2020), néhany gomba, példaul az Aspergillus (Brown és mtsai., 2018), Candida,
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Trichoderma reesei (Pirayre és mtsai., 2020) és a Kluyveromyces nemzetség tagjai (Xia és mtsai.,
2021) is mutatjak ezt a metabolikus képességet. Ezekben a gombakban a laktoz két fo
mechanizmuson keresztiil hasznosul:

- a laktéz extracellularisan D-gliikozza és D-galakt6zza hidrolizalodik, amelyeket ezt
kovetden a gombak felvesznek

- a diszacharidot el0szor a citoplazmdba szallitja, és glilkozzd valamint galakt6zza
hidrolizalodik

A K. marxianus egyes torzsei képesek a laktozt a sejten kiviil hidrolizalni (Varela és mtsai.,
2017). Kiilonb6z0 kutatok gyakran hivatkoznak a K. fragilis-re, mint laktoz-fermentéalora; jelenleg
azonban ez a K. marxianus szinonimaja (Zoppellari ¢s Bardi, 2013).

Szamos tanulméany vizsgalta a Candida pseudotropicalis fermentacios szervezodo rendszer
alkalmazasat a laktoz etanolla alakitdsahoz (Domingues €s mtsai, 2010). A C. pseudotropicalis,
mas néven Candida kefir, a K. marxianus anamorfja (ivartalan szaporodasi allapota). A mozzarella
tejsavobol izolalt Candida lambica, szobahdémérsékleten képes az etanol eldallitasara, emellett
magas etanol rezisztenciat mutat.

A K. marxianus faj nagyfoku genetikai variacioval rendelkezik, és az egyes torzsek
etanoltermeld képessége nagyon eltérd lehet (5. Téblazat). Ez valoszinlileg annak kdszonhetd,

hogy a faj szamos ¢él6helyen jelen van (Fonseca és mtsai., 2008).

6. Tablazat Nehany Kluyveromyces nemzettségnek a sajtsavobol torténo etanol
eloallitasanak erjedéses paraméterei (Carvalho és mtsai., 2021).

Eleszt6 Szubsztratum Hozam Etanol Erjesztési Erjesztési
(g/L*h) (%v/v)  idé (h) paraméterek
Kluyveromyces marxianus Sajtsavo 1,09 6 44 Folytonos erjesztés
DSM 5422 permeéatum
(120-170 g/L
laktoz)
K. marxianus MTCC1288 Nyers sajtsavo (35 0,1 0,26 22 Szakaszos erjesztés,
g/L laktoz 34 °C, pH 4,5, 500
ford.
K. marxianus CBS397 Ricotta sajtsavo 1,77 2,3 13 Anaerob erjedés, 37
(45 g/L laktoz) °C, 200 ford., pH 5,
0-0.02% O
K. marxianus ATCC 8554 Sajtsavo (98 0,82 6,2 60 Szakaszos erjesztés
g/L lakt6z) (30°C, pH 4,8)
Mikrobakonzorcium (XK. Nyers sajtsavé (50 1,25 7,6 48 Szakaszos erjesztés
marxianusszal és g/L laktdz) (30°C, pH 4)
Streptococcus)
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A K. lactis torzzsel ellentétben a S. cerevisiae-bol hidnyzik a B-galaktoziddz génje, bar
néhany S. cerevisiae tdrzs képes intracelluldris a-galaktozidazt kivalasztani. Ezek a S. cerevisiae
torzsek igy egyediili szénforrasként hasznalhatjak a melibiozt.

S. cerevisiae és K. lactis esetében a galaktdz a Leloir-utvonalon (6. abra) keresztiil katabolizalodik,
amely egy négylépéses enzimatikus reakciot foglal magaban (Harrison €s mtsai., 2021).

A S. cerevisiae elsésorban a laktdz hidrolizisét kovetden veszi fel a gliikozt, és a glikéz
jelenléte a galaktdz felvételéhez sziikséges enzimek katabolikus elnyomésat okozza. A galakt6z
felvételéhez sziikséges enzimek csak a gliikkoz kimeriilése utan szintetizalodnak. Annak ellenére,
hogy a S. cerevisiae-t genetikailag moddositottak a B-galaktoziddz szintézisére és a katabolikus
represszié csokkentésére, magat az élesztdt nem hasznaljak altalaban italgyartasra (Domingues és
mtsai., 2010).

A Saccharomyces cerevisiae laktéz metabolizmusa csak géntechnologia segitségével torténhet
meg. Attdl fliggden, hogy a tejcukor felhasznalasa hol torténik, két esetet hatarolunk el egymastol:
o intracellurdlis metabolizmus: laktdz-felhasznal6 torzsnek (LAC+) a beépitett LAC4-et és

LACI12 gének feleldsek a lakt6z metabolizmusaért (6. tdblazat). Tehat a lakt6z az bejut a
sejtekbe, ahol cukormonomerekké, gliikozza és galaktdzza metabolizalodik.

e extracellurdlis metabolizmus: a S. cerevisiae éltal termelt heterolog B-galaktozidaz a kiilsé
kozegbe szekretalodik, ahol a laktozt gliikozza €s galaktdzza hidrolizalja. Az egyszerii
cukrokat ezutan szallitjak a sejtekbe, ahol metabolizalodnak. Bar a gliikozt glikolizisre

iranyitjak, a galaktozt tovabbitjak a Leloir Utvonalra (Carvalho és mtsai., 2021).
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Eleszt6

S. cerevisiae
LAC4 and
LACI12 (AY-
51024M)
S. cerevisiae
LAC4 and
LACI12 (AY-
51024A)
S. cerevisiae
LAC4 and
LACI12 (AYGM)

S. cerevisiae
LAC4 and
LACI2
(NYCY869-A3)

e 7.

cerevisiae élesztotorzsek (Carvalho és mtsai., 2021).

Szubsztratum

Koncentralt sajtsavd
permeatum (laktoéz 150
g/L)

Koncentralt sajtsavo
permeatum (laktoz 150
g/L)

Sajtsavo permeatum
(laktoz 100 g/L)

Szintetikus laktoz (150
g/L)

Hozam
(g/L*h)

0,53

0,21

0,742

1,5-2,0

20

Etanol
(v/v)

4,5

4,45

Erjesztési
idé (h)

120

120

60

Erjesztési
paraméterek

Anaerob fermentacio

Anaerob fermentacio

Bioreaktor-szakaszos
kultara rataplalas

Szakaszos
fermentacid



4. Anyag és modszer
Laboratoriumi koriilmények vizsgaltuk egy kereskedelemben megtalalhatd S. cerevisiae
(CHR-Hansen Viniflora Merit), és a székelyszentléleki Gordon Kft. tejipari egység kozelébol

izolalt élesztd galaktoz metabolizalod képességét alkoholos fermentacié soran.

4.1. Fermentaciohoz alkalmazott mikroorganizmusok bemutatésa, izoldlasa talajmintabol
4.1.1. A kereskedelembdl beszerzett Saccharomyces cerevisiae (CHR Hansen-Viniflora
Merit) €éleszté bemutatasa
A Viniflora Merit egy kivalasztott Saccharomyces cerevisiae torzs, amely erjesztési
kapacitassal rendelkezik. Ajanlott adagolas: 0,2 g/L (5 kg/250 hL). Felhasznalas: 17 v/v % alkoholt
tiiré képességgel rendelkezik, a cukrot etanolla képes atalakitani, tovabba nagyon alacsony S02-

¢s illosav termeléssel, valamint 5-8 g/L glicerin termeléssel rendelkezik.

4.2. Az izolalt éleszt6torzs bemutatdsa
4.2.1. Mintavétel
A Gordon Kft. kdzel 30 éve dolgozza fel a kornyéken tenyésztett tehenek és kecskék tejét.

Az eltelt id6 sordn a kornyezeti koriilményekhez adaptalodott a mikrobialis k6zosség is. Ebbdl a
megfontolasbdl a tejfeldolgozo lizem teriiletének két helyszinérdl vettliink mintat: - a savotarolo
tartaly kifoly6indl talalhato talajfelszinrdl és 30 cm mélységbdl, - a szennyviziilepité mellett
talalhato talajfelszinrdl €s 30 cm mélységbdl.
A mintékat steril spatuldval, feddvel és cimkével ellatott mintatarold edénybe (Petri csésze)

helyeztiik. A vizsgélat iddpontjaig 4 °C-on, hiitdben taroltuk.

4.2.2. Mikroba torzsek tenyésztése
Az izolalashoz hasznalt talajmintat elso 1épésben hidrataltuk: a talajminta 1 grammjat elébb
99 ml vizben szuszpendaltuk, majd az igy kapott oldatot homogenizaltuk. A galaktéz
metabolizalasdnak szelekcidja érdekében modositott élesztdspecifikus taptalajt (YPG: 10 g/l
¢lesztdkivonat, 20 g/l pepton, 20 g/l galaktdzt, 20 g/l agar) tartalmaz6 Petri csészére szélesztettiik
a higitott oldat 100 pl térfogatat, a sejtek nevelését Memmert inkubatorban 30 °C-on, 72 6ran

keresztiil végeztiik. Az inkubalast kdvetden morfoldgiai tulajdonsdgaik alapjan szétvalasztottuk a
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mikrobialis konzorciumot tartalmaz6 Petri csészék tartalmat, majd az igy kapott kiilonallo
telepekbdl négyes szélesztést alkalmazva szintenyészetet készitettiink, és az el6bbiekben leirt

modon inkubaltuk. A kutatds kdvetkezd elemzési fazisdig a Petri csészéket 4 °C-on taroltuk.

4.2.3. Mikroba torzsek azonositasa

Az ¢élesztd torzsek azonositasira MALDI-TOF elemzést végeztiink. A baktériumok
Osszfehérjetartalma fajspecifikus, emiatt a matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcios ionizacioval
kapcsolt tomegspektrometriaval hasznéalhat6 a baktérium nemzetségek azonositasara. A mikrobak
jellegzetes, a taxonra jellemzd fehérjeprofillal rendelkeznek, igy a MALDI-TOF
tomegspektrometria vizsgalat soran keletkezd tomegspektrum egy adott mikroba fajra, illetve
nemzetségre jellemzd. Az elemzés soran kapott fehérjeprofil alapjan a rendszer adatbazisdhoz
torténd hasonlitassal torténik az azonositas.

A 4.2.2. fejezetben leirasa szerint elokészitett mikroorganizmusok azonositasat MALDITOF
(Bruker BioTyper~ MBT™ Smart) tdmegspektrofotométeren végeztiik. A mintakat (1-1 pL) el0szor
a berendezés mintahordozojéra vittiik fel, amelyre szaradas utan 1-1 pL térfogati matrixot
(HCCA - a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav) pipettaztunk. A mintdkbdl a miiszer lézere (tomeg/toltés
intervallumat 0-1700 Da allitva) 100-100 felvétel készitése utan atlagolva hozott eredményt. A
mérés soran a miiszer mikroorganizmust meghatarozo protokolljat kovettiik, melynek eredményeit

a 8. Tablazat szerint értelmeztik.
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8. Tablazat MALDI-TOF BioTyper azonositasi értékeinek értelmezési tartomanya

Talalati Leiras Jelolés Szin
érték
2,30-3,00 Nagy valdsziniiségii -+ Zold

fajazonositas

2,00-2,299 Elfogadhaté nemzetség ++ Z6ld
azonositas

1,70-1,99 + Sarga

0,00-1,69 Nem megbizhato azonositas - Piros

4.3. A savokoncentratum jellemzése €s el6készitése
A Kkisérlet sordn alkalmazott savokoncentratum a tejsavobdl reverz ozmozisos (RO)

szliréssel kivéalasztott retentatum volt melynek Osszetétele 14-16% laktoz.

9. Tablazat RO sziiréssel kivalasztott retentatum (savokoncentratum) osszetétele

Retentatum
Fehérje (%) 0,610
NPN (%) 0,870
Laktoz (%) 12,55
Sav (%) 0,198
Hamu tartalom (%) 1,980
Zsirok (%) 0,050
Osssz szolid részecske (%) 16,253
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A fermentéciés folyamat elinditdsanak érdekében a savokoncentratumhoz élesztd tapsot
(CHR-Hansen BACTIV-AID 2.0, koncentracio: 0,1 g/L) adagoltunk és pasztorizaltuk (68 °C-on,
30 perc), majd 35 °C-ra hiitottiik. Ezt kdvetden az enzimes hidrolizis elvégzése érdekében laktaz
enzimet (CHR-Hansen NOLA™ - Fit 5500, 0,325%v/v) adagoltunk €s egy 6ran at inkubatorban
35 °C-on 200 rpm razattuk. A laktdz enzim inaktivalasat 68 °C-on 15 perces hontartassal végeztik.

Az ¢€lesztd torzsek hdoptimumanak biztositasa érdekében a savokoncentratumot 35 °C-ra hiitottiik.

4.4. A lombik tenyészetek el6készitési koriilményei
A foldbol vett és tisztitott mintdkbol a MALDI-TOF elemzések soran héarom
mikroorganizmus a Candida (Pichia) nemzetséghez tartozott. Mindenik Petri csészérdl (B, L, H)
haromszoros ismétléssel, egyenként 200 ml savokoncentratumot Erlenmeyer lombikba oltottuk be.
A tenyészeteket 48 oOraig 35 °C-on inkubaltuk, ezt kdvetéen két oranként spektrofotométeren

mértiilk mindenik tenyészet optikai denzitasat.

10. Tablazat: A vizsgalt élesztotorzsek fermentacios eljardsa laboratoriumi koriilmények kozott

Miiveletek Vizsgalt éleszt6 torzsek
Saccharomyces cerevisiae Candida lambica (Pichia)
l. Az éleszto A kereskedelembe A tejfeldolgozo teriiletérol
torzsek kaphaté szaritott szarmazo talajbdl izolalt, YPG
elokészitése. élesztot taptalajon tenyésztett és Maldi-Tof
(CHR- elemzéssel azonositott élesztot
HansenViniflora elénevelt 100-100 ml YPG

Merit) fiziolgias tapoldatot tartalmazo Erlenmeyer
(0,9% NaCl) oldattal lombikba (200 ml).

hidrolizaltam.
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Miiveletek

2. Koncentralt
savo
el6készitése

3. Fermentacid

4, Mintavételezés

Vizsgalt éleszto torzsek

Saccharomyces cerevisiae Candida lambica (Pichia)

A koncentralt savo a Gordon Kft tejfeldolgozé egységtol
szarmazik, melyet reverz ozmozis segitségével koncentraltak.
A savokoncentratumhoz beoltés el6tt tapsét (CHR-Hansen
BACTIVAID 2.0, 0,1 g/L) adagoltunk, 68 °C-on 30 perces
tartassal pasztorizaltuk

, majd 35 °C-ra hiitottiik .

Az enzimes hidrolizis érdekében laktdz enzimet (CHR Hansen
NOLA™

- Fit 5500, 0,325 %v/v) adagoltunk )

Meghataroztunk a tapoldat pH-jat és a szdrazanyag tartalmat.
Az eldkészitett tapoldatbol haromszoros ismétléssel inditottuk
el a fermentacids kisérletet. Ennek érdekében a tapoldatot (100
ml) beoltottuk kiilon-kiilon az elokészitett élesztd torzsekkel
(hidrolizalt S. cerevisiae és elonevelt C. lambica). A
fermentéciot haromszoros ismétléssel végeztiik. A beoltast
kovetden meghataroztuk az optikai denzités és a szarazanyag
tartalmat.

A fermentaciot 30 °C-on és 200 rpm razatas mellett végeztiik
14 napon keresztiil.

Mindenik fermentacios lombikbol 14 napon keresztiil 4, 8
illetve 12 oras intervallumokban mintat vettiink, melybdl a
meghatarozasat nagy hatékonysagl folyadékktomatografiaval
(Agilent 1260 Infinity) végeztiik. A sejtek szamat és
életképességét Thoma kamras sejtszamlalassal illetve optikai

denzitas méréssel kovettik.
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Az eredményekbdl az élesztOsejtek szaporodasara, kozvetkeztettiink. Ebbol kiindulva
kivalasztottuk a leginkdbb produktiv torzset és kereskedelemben kaphatd Saccharomyces
cerevisiae (CHR-Hansen Viniflora Merit) tdorzzsel parhuzamosan tovabb vizsgéltuk az
alkoholtermelést fermentacid révén, melynek menetét és eszkdzhasznalatit a 10. Tablazatban

részletezziik.

4.5. Analitikai modszerek
4.5.1. Optikai denzitas és telepszam mérések

Az optikai denzitast spektrofotométeren mértiikk. Az élesztdsejtek strtiség (ODeoo) és a

sejtszam kozotti dsszefliggések megallapitasat az alabbi modszerekkel végeztem.

4.5.2. Az élesztd sejtszam meghatarozasa
Az €16 ¢és halott élesztd sejtszamot mikroszkdépon, Thoma kamra segitségével hataroztuk
meg (sejt/ml). A Thoma-féle osztasnal egy nagy négyzet teriilete 1 mm?, ezek mindegyike 16
kisebb négyzetbdl all, igy ezek teriilete 1/16 mm?, tovabbi osztassal pedig a legkisebb négyzet
teriilete 1/400 mm?.
> A telepképzé egységek szamanak (CFU) meghatarozasara higitasi sort készitettiink,
melynek 1 ml-ét szilard agar lemezekre oltottuk, inkubaltuk, megfeleld i1d6 elteltével a

telepeket megszamoltuk.

2. Abra Sejtszamlalas Thoma kamra alkalmazdsdaval

4.5.3. A fermentlé 0sszalkohol tartalmanak meghatarozasa
A lombik tenyészetek alkohol tartalmat, desztillacidos modszerrel (OIV-MA-AS312-01

szabvany szerint), a fermentacios idészakanak 7. és 14. napjan is megvizsgaltuk. A desztillaciéra
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alkalmazott laboratoriumi berendezést 3. Abra szemlélteti, a parlat alkohol tartalmanak

meghatarozasara Anton Paar rezg6-U-csoves denzimétert alkalmaztunk.

9

A fermentacid soran vett mintak gliikoz, galaktoz, tejsav, ecetsav, etanol koncentracidjanak
meghatarozasadt nagy teljesitményli folyadékkromatografidss (High Performance Liquid
Chromatography - HPLC) eljarassal végeztiik. A kalibracios egyenes elkészitése érdekében 6t

pontos kalibraciot készitettlink, amit 10. Tablazatban foglaltunk 6ssze.

11. Tablazat Standard oldatok higitdsi sorozata

Komponens Kalibracios oldatok koncentracioi
Galakto6z
20,00 10,0f 5,0 2,5 1,25
(g/L)
Gliikoz (g/L) 20,01 10,0f 5,0 2,5 1,25
Ecetsav (mM) 50,01 25,0 12,5 6,25 3,125
Tejsav (mM) 50,0( 25,0 12,5 6,25 3,125
Hangyasav
50,0( 25,0 12,5 6,25 3,125
(mM)
Etanol (%v/v) 50,0( 25,0 12,5 6,25 3,125
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A mintak el6készitését centrifugalassal 14000 rpm-en 10 percig végeztiik, majd a feliiliszot
0,45 pm-es szlirdn atsziirtiik, és a HPLC mintatartd tivegecskékbe -20 °C elemzésig taroltunk.

A HPLC-s mérés koriilményei: Agilent 1260 Infinity berendezésen, eluensként 0,008 N
térfogata 20 ul volt, az alkalmazott oszlop a Hi Plex H 300x7,7 mm (Agilent), az oszlop
homérséklete 50 °C. A cukrokat RID detektoron, a savakat UV detektoron 210 nm rogzitett

hullamhosszon mértiik.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Mikroba torzsek szelekciojanak eredményei

A Gordon KFT tejfeldolgozo iizem talajmintaibol YPG taptalajra szélesztett mintdk 30 °C
hémérsékleten, 72 oran keresztiil inkubalva éleszté telepek fejlédtek ki, melyeket a 3. Abra

szemléltet.

4.Abra Talajmintabdl szélesztett és YPG taptalajon nevelt élesztd telepek

A YPG téaptalajon kifejlodott élesztd telepekbdl lombik tenyészeteket készitettiink: 200 ml
térfogatil Erlenmeyer lombikba savot tartalmazo tapoldatot és mindenik élesztd telepbdl oltottam

at.
5.2. MALDI-TOF elemzés eredményei

A MALDI-TOF vizsgéalatok eredményeit a 5. abraban Osszegeztik Az elemzés eredményként
elmondhat6, hogy a vizsgalt élesztotorzsek fehérje profilja hasonlosagot mutat a Candida lambica
torzshoz, amely a szakirodalmi adatok szerint metabolizmusa révén képes bontani a gliikozt és a

galaktozt.
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12. Tablazat. A MALDI-TOF témegspektrometrids azonositas eredménye

Minta neve | Minta Organizmus Pontszam érték | Organizmus Pontszam
azonositoja (legvalo6sziniibb) (masodik érték
legvaldsziniibb)
C7 2 Candida 2.12 Candida lambica 2.04
(+++) (A) | (Standard) lambica
C10 5 Candida 2.12 Candida lambica 2.15
(++) (A) | (Standard) lambica

Tovabbi azonositds céljabol az élesztd torzseket DNS szerinti azonositdsra 16S rRNS
szekvencia elemzéssel egy kiils6 laboratoriumot (Eurofins BIOMI Kft.) kerestiink meg. A vizsgélat
soran a bekiildott mintakbol sikeriilt beazonositani nukleotidok szerinti azonossag alapjan a Pichia

fermentans és Caninda californica éleszt6torzseket valamint egy Acetobacter malorum baktérium

torzset.

13. Tablazat: Az izolatumok DNS szerinti azonositdsanak eredményei

2inta Talalat Azonossag (%) | Nukleotid eltérés
R 99,09 3/328
Pichia fermentans ATCC
10651
R1 99,09 3/331
Pichia fermentans ATCC
10651
R2 Acetobacter malorum 100 0/650

Tehat a genetikai vizsgéalatok is megerdsitették, hogy az altalunk izolalt éleszté torzs a

Candida lambica ami azonos a P, fermentanssal ATCC 10651. A Saccharomyces cerevisiae mellett
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(62,3%) a P. fermentans (46,4%) gyakran jelenik meg a természetes iton erjesztett tejtermékekben

ugyanakkor egyike a leggyakrabban tenyésztheto élesztd fajoknak.

0
Q%

2

5. Abra Pichia fermentans (Candida lambica anamorph) forras: Pichia fermentans, Viticulture

and Enology (ucdavis.edu)

A P. fermentans sejtek morfoldgiaja: a sejtek riigyfakadéssal szaporodnak, tojasdad vagy
ellipszoid alaktiak, egyenként, parban vagy rovid lancokban fordulnak eld, egyszerii vagy Osszetett
pszeudohifak. A telepek krémsziniitol a sargasig valtoznak, ndvekedésiik gyors, az érettséget 72

oOra alatt érik el.

A P fermetans-t mérsékelt etanol termeldként irtdk le, 5 %v/v koriili értéket ért el, és
hatalmas mennyiségii poliszacharidot (akar 278 mg/ml, kb. 40%) és etil-acetatot (akar 256 mg/ml,
majdnem hatszor nagyobb) termel a S. cerevisiachoz képest. A P. fermentans-t kiilonb6z6
kombinaciokban és koriilmények kozott alacsony ecetsav termeldként irtdk le, a faj nem haladja
meg a csak S. cerevisiae-vel torténd erjesztés soran elért savszinteket. Egy nemrégiben végzett
vizsgalatban, amelyben egy P. fermentans torzset hasznaltak inokulumként 1000 literes kisérleti
méretli fermentacidhoz, az S. cerevisiae kontrollhoz képest az etanol hozam enyhe csokkenését
figyelték meg (12,80%v/v a 13,00%v/v-hez képest), valamint az illosavtartalom (20%) és az
illékony vegyiiletek, mint az acetaldehid (10%) ¢és a 2-metil-1-propanol (53%) novekedését
(Vincente €s mtsai.,2021)

5.3. Lombik tenyészetek analitikai vizsgélatainak eredményei

Az élesztotorzsek izolalasat kovetden kivalasztottuk a két leginkabb produktivabb élesztd

s
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tartalmaz6 lombikba oltottuk be parhuzamosan a kereskedelemben kaphat6 S. cerevisiae élesztd
torzzsel egyiitt.

vizsgaltuk.

6.Abra A P, fermentans ATCC 10651 B1, B2 és a S. cerevisiae fermentdcios mintdi

5.4. Optikai denzitas vizsgalatok eredményei

A 14 napig tartd fermentacid sordn minden nap meghatdroztuk az optikai denzitas
értekeket, melynek eredményeit a 7. dbran szemléltetjiik. A fermentéci6 soran mindig magasabb
OD értékek voltak jellemzdéek a P. fermentans ATCC 10651 élesztotorzsekkel beoltott mintak
esetében, a legmagasabb OD értéket a fermentacié 11 napjdn mértiink, ezt kdvetden az értékek
folyamatosan csokkentek. Megfigyelhetd az is, hogy a P. fermentans ATCC 10651 Bl ¢és az P.
fermentans ATCC 10651 B2 mintak OD értéke a fermentéacio utolsé iddszakéban joval magasabb

értéket mutattak, mint a S. cerevisiae élesztovel beoltott mintak.
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7. Abra: Az optikai denzitds valtozdsa a fermentdcié sordn

5.5. Az ¢élesztd sejtszam meghatarozas eredményei

A Thoma kamras mikroszkopos vizsgalatokat csak egy-egy kivalasztott lombik tenyészetbol ami
Pichia fermentans B1, illetve Pichia fermentans B2 és a Saccharomyces cerevisiae €lesztd gombat

tartalmazta, amelyekben két hétig napi rendszerességgel figyeltiik a sejtszam alakulasat (8. Abra).

OFRLrNWbROUIONO®
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Id6 (nap)
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Sejtszam (log CFU/ml)

8. Abra: A sejtszam valtozdsa a fermentdcié sordn

33



Az eltelt id6 alatt az él0sejtszam a P. fermentans ATCC 10651 B2 lombik tenyészetben a
kisebb nagyobb hanyatlas ellenére névekvo, mig a P. fermentans ATCC 10651 Bl és a S. cerevisiae
tenyészetek esetében alig emelkedett vagy épp csokkent. Ennek oka a szubsztratként hasznositott
gliikoz és galaktoz fogyasanak koszonhetd. Eszlelhetd az els napokban egy jelentés emelkedés,
majd csokkenés, az elobbi a tenyészet szamara konnyen hasznosithaté cukor
hasznositasara utal, majd ennek fogyésa sejtszdmra is negativan hatott. A fermentaci6 kovetkezo
7. napjan észlelhetd ujfent egy novekedési hullam, a fermentacidé 9. napjan lathatdé egy mély
zuhanas. A fermentécio 9. napjan lathatdé egy mély zuhanés, melynek oka, hogy a tenyészetben
megvaltoztak a koriilmények, ugyanis fermentacié alatt a cukrok felhasznalasaval melléktermékek
is képzddtek, alkoholok, savak, melyek a pH és a hasznosithatd szubsztratként is befolyasoljak a

mikroorganizmusok tovabbi életfunkcidjat.
5.6.A fermentalt mintdk 6sszalkohol tartalméanak eredményei

A kiilonboz0 élesztd torzsekkel beoltott mintak dsszalkohol tartalmat desztillaciés modszer

crer

napjan is (11. abra) meghatdroztam. Azt tapasztaltuk, hogy a fermentici®6 7 napjan az
alkoholkoncentracio, tobb mint a kétszerese volt (5,5%v/v) a S. cerevisiae-t tartalmazd

fermentlében, mint a P. fermentans-t tartalmaz6 minta esetében (2,6-2,5 %v/v).

5.5

(VIV%)

7

acioé

4

B Alkoholkoncentr

Pichia fermentans B1 m Pichia fermentans B2 ® Saccharomyces cerevisiae

9.Abra: A mintdk alkoholtartalmdnak értékei a fermentdcio 7. napjan
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Ennek ellenére a fermentécio utolsé szakaszaban meglehetdsen kevés alkohol mennyiséget
mértem az elsd szakaszhoz képest. A mintak koziil atlagosan S. cerevisiae €lesztostenyészetek
teljesitettek jobban (3,00%v/v), mig ezzel ellentétben a P fermentans tenyészetek maximum
0,6%v/v-ot alkoholt értek el. Ez azzal magyarazhato, ahogy a fermentacié masodik hetében olyan
mikroba torzs (Acetobacter malorum) szaporodott el a tenyészetben, amely szubsztratként
hasznositotta az eddig eldallitott alkoholt. Ezt a beoltasra alkalmazott telepek genetikiai vizsgalata
is igazolja, hisz a harom laboratériumba bekiildott telep kozil egy Acetobacter malorumnak
bizonyult. Azok a mintdk amelyek S. cerevisiae torzzsel voltak beoltva,ezen élesztdk a gliikozt
hasznositjak és melléktermékként etilalkoholt allitanak eld, igy nem meglepd, hogy az desztillacio

soran magas alkoholkoncentracié volt megfigyelhetd ezekben a mintékba.

3.0

0.6

- 2

m Pichia fermentans B1 m Pichia fermentans B2 m Saccharomyces cerevisiae

Alkoholkoncentracio (v/v%)

10.Abra: A mintdk osszalkoholtartalma a fermentdcié 14.napjin

5.7. AHPLC-mérés eredményei
A nagy teljesitményli folyadékkromatografias eljarassal a lombik tenyészetek kiilonb6zo
szerves komponenseit (gliikoz, galaktoz, tejsav, ecetsav, etanol) vizsgéaltam a fermentacid soran.
A felhasznalhatd szubsztratok koncentracidja a fermentdcido eldrehaladtaval folyamatosan
csokkent. Ez bizonyitja, hogy a mikrobdk hasznositjdk ezen szénhidratokat szubsztratként

metabolizmusuk révén. A fermentacié kozepén, azaz 7. napon a felhasznalhat6 szénhidratok koziil
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a glik6éz mennyisége joval alacsonyabb a galakt6zhoz képest. A vizsgalt két szubsztrat (gliikoz és

crer

¢lesztdgomba nagyobb preferenciaval hasznositja a gliikkdz szénforrast, ellenben a galaktozzal.
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11.Abra: A koncentralt savé mintdk P, fermentans ATCC 10651 Bl élesztével valé fermentdcidja
soran mért gliikoz, galaktoz, etanol, tejsav, ecetsav valtozdsa
A kapott eredmények azt mutatjak (11 abra), hogy a fermentécios folyamat kezdetén a P.
fermentans ATCC 10651 BI minta esetén a kezdeti gliikdz koncentracio 54,73 g/L volt, ami az id6
fliggvényében teljesen elhasznalodik, vagyis a fermentéacid 12. o6rajaig teljesen elfogy. A szubsztrat
kezdetben 53,2 g/L galaktdéz koncentriacioval rendelkezett, ami folyamatosan csokkent, de
lassabban, mint a gliikoz, ¢s a fermentacios 14. napjan még 28,44 g/L maradt a mintaban.
Az etanol koncentracidja a legnagyobb novekedést az 5. napon mutatta (4,22 %v/v) majd
a 12. napon, a mért iddszak végén az etanol koncentracidja 2,13%v/v értékre csokkent. A tejsav
koncentraci6 az elején csokken, majd az 5. nap hirtelen megugrik, elérve a legmagasabb 174,03
mM koncentraciot, ezutdn folyamatosan csokkend tendenciat mutatva. Az ecetsav 17,7 mM
koncentracioval kezdddik, majd az 5. nap csokkenni kezd, majd a fermentacid végén teljesen
elhasznalodik.

A fermentacios folyamat soran a gliikoz és a galaktdz fogy, vagyis a P. fermentans ATCC
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10651 szubsztratként hasznalja a fermentacids folyamatban, amibdl tejsavat, a fermentacids id6

kozepén a legmagasabb, mig az ecetsav csak a korai szakaszban van jelen és gyorsan
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12.Abra: A koncentralt savomintdik P._fermentans ATCC 10651 B2 élesztével valo fermentdcidja
soran mert gliikoz, galaktoz, etanol, tejsav, ecetsav valtozdasa

A P fermentans ATCC 10651 B2-nek elnevezett lombikban (12. &bra) a fermentéacids
folyamat eredményeként elmondhatd, hogy a gliikéz és fermenticios id6 kezdetén 49,53 g/L
koncentracioban van jelen, amely a 12. napon teljesen elhasznalodik. A galaktoz ezzel szemben a
legmagasabb értékekkel a 3. napon volt észlelheté 51,12 g/L viszont a 6. naptol folyamatos
csokkenés volt megfigyelhetd, amig a 14. napon még mindig jelen volt 27,43 g/L koncentracioban.

Az etanol ebben az esetben gyorsan nétt, a fermentacids folyamat masodik napjan volt a
legmagasabb 4,25%v/v, mig a 14. napi mérésnél 3,16 %v/v-ra csokkent.

A tejsav koncentracidja az elsd napokban nétt, majd az 5. napon elérte a maximumot,
(201,96 mM) ezt kdvetden a koncentracidja folyamatosan csokken, de még a fermentacio végére
is magas 44,86 mM érték latszik. Az ecetsav koncentracidja az els6 napokban ndvekszik a 6. napig,
ezutan gyorsan nulldra csokken, igy a fermentacios id6 végére elhasznalodik.

A gliikoz és galaktéz a fermenticios folyamat soran csokken, mikdzben az etanol
koncentracioja, valamint a tejsav és etanol termelés novekedést mutat, mig az ecetsav a korai

szakaszban magas, de gyorsan elhasznalodik.
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13.Abra: A koncentrdlt savémintdk S. cerevisiae élesztével valo fermentdlasa sordn mért gliikéz,
galaktoz, etanol, tejsav, ecetsav valtozdsa

A 13. 4bra a Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) élesztd fermentacios folyamatanak
eredményeit mutatja. Az id6 fliggvényében torténd valtozasok folyamataban megfigyelhetd, hogy
a gliikkdz koncentracié kezdetben magas 54,99 g/L, de a masodik naptol egyre csokken, majd a 4.
mérésnél stabilitdst mutat, majd alig valtozik, 2,08 g/L, a fermentacid utolsé mért napjaban 1,39
g/L-re csokken.

A galaktdz koncentracidja kezdetben szintén magas 53,78 g/L az elso naptol csokkenést
mutat, a fermentacié végeén 1,12 g/L maradt.

Az etanol koncentracidja kezdetben alacsony, de folyamatos ndvekedést mutat az idd
elérehaladtaval, a 12. napon eléri a maximumot, ami 6,84%v/v-ot, majd az utols6é mérésnél 6,25%
v/v etanolt mutat.

A tejsav koncentracidja kezdetben 80,31 mM, majd az 5. napon gyorsan nd, elérve a
maximumot 194,87 mM. Ezutan csokkend tendenciat mutat, a fermentacio végére 38,77 mM
értekre csokken.

Az ecetsav koncentracioja ndvekedést mutat a 7. napig, ami utan gyorsan csokken, majd a

12. napon eléri a maximalis 55,14 mM koncentraciot.
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A glikéz és galaktoz fogyadsanak kovetkezményeként elmondhatd, hogy az etanol
koncentracidja novekszik, a tejsav a fermentdcios folyamat elején azaz a 4. napon éri el

csucspontjat, mig az ecetsav a fermentacié 14. napjan.
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14.Abra: Az etanol koncentrdcio valtozdasa S. cerevisiae élesztével és a P, fermentans ATCC 10651
B1, P. fermentans ATCC 10651 B2 élesztovel valo fermentdlasa soran (haromszoros ismétlés
dtlaga és szordsa van abrazolva)

Az etanol koncentréacid valtozasa a két élesztotorzs Osszehasonlitdsaban azt mutatja (14.
abra), hogy a P. fermentans ATCC 10651 B a fermentacios folyamat sordn 4,22%v/v etanolt volt
képes eldallitani, ezt az értéket a fermentacio 5. napjan mértik.

A P. fermentans ATCC 10651 B2 esetében az 4,25%v/v volt a legnagyobb mért érték és
ebben az esetben ezt a maximalis értéket az €lesztd mar a harmadik nap produkalta.

A Saccharomyces cerevisiae esetében volt a legnagyobb etanol termelés, amely elérte a
6,84%v/v etanol termelést, ezt a maximalis értéket ez az élesztd torzs a fermentacid 12. napjan érte

el.
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Tehat az alkalmazott élesztok koziil a kereskedelemben taldlhatd é€lesztd teljesitett a
legjobban, a P. fermentans ATCC 10651 B2 ¢élesztd torzs csak 37,86%-al kevesebb etanolt volt
képes eldallitani. Sajnos a P. fermentans ATCC 10651 esetében a szakirodalmi értekeknél (5%v/v,
Vincente és mtsai.,2021) is kisebb alkohol termelést tudtunk mérni (4,25%v/v), amit legfoképp a

nem teljesen anaerob koriilményeknek is tulajdonithatunk.
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15.Abra: A szubsztrat fogyds a S. cerevisiae a P, fermentans ATCC 10651 BI és a Pichia
fermentans ATCC 10651 B2 élesztovel valo fermentdldsa soran (hdaromszoros ismétlés atlaga és
szordsa van dbrazolva)

Mindhéarom vizsgalt élesztotorzs esetében elmondhato, hogy képesek ugy a gliikoz, mint a
galakt6z metabolizalasara (15. Abra). Nagyobb fogyasztast mutat a gliikoz esetében mar a kezdeti
id6szakban is. A P. fermentans ATCC 10651 hasonl6 fogyasztasi mintazatot mutatott mindkét tipus
esetében, amely foleg a 12. és 13. napon volt drasztikusabb a galaktozt nézve. A Saccharomyces
cerevisiae galaktdz fogyasztasi képessége mar a kezdeti idészakban megmutatkozik, majd 53,79
g/L-r6] 1,12 g/L-re csokken a negyedik napon. A P. fermentans ATCC 10651 B1 és B2 hasonld
fogyasztasi mintdzatot mutat mind a gliikéz, mint a galaktdz esetében, viszont gyorsabban
fogyasztja a gliikkdzt mint a galaktozt. A Saccharomyces cerevisiae a kezdeti idészakban jelentds

mértékben fogyasztja a gliikkozt és a galaktozt is.
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16.Abra: A tejsav és ecetsav valtozdsa a S. cerevisiae a P. fermentans ATCC 10651 BI és a P
fermentans ATCC 10651 B2 élesztovel valo fermentdlasa soran (haromszoros ismétlés atlaga és
szorasa van abrdzolva)

Mindharom vizsgalt éleszt6torzs képes tejsavat és ecetsav termelésre, a P. fermentans
ATCC 10651 Bl ¢és B2 torzsek hasonlé mintazatot mutatnak, enyhén eltéré6 mértékben és
sebességgel (16. Abra). A Saccharomyces cerevisiae esetében az ecetsav termelés nagyobb

tendenciat mutatott, és az id0 eldrehaladtdval novekszik, viszont a tejsav hasonld mértékben

valtozik.
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6. Osszefoglalas

Az elvégzett kisérlet alapjan a kdvetkezd kovetkeztetésre jutottam:

Pichia fermentans ATCC 10651 €s a Saccharomyces cerevisiae hasonld metabolikus aktivitast
mutat, a gliikkdz és galakt6z bont6 tulajdonsagaik tekintetében.

Mindkét torzs alkalmas melléktermékként etanolt, ecetsavat, tejsavat termelni

Az alkohol termelés szempontjabol a Saccharomyces cerevisiae produktivabbnak bizonyult,

mint a Pichia fermentans ATCC 10651.

A gliikozt szénforrasként mindkét élesztdgomba nagyobb preferencidval fogyasztja.

A Pichia fermentans ATCC 10651 és a Saccharomyces cerevisiae esetében elmondhato

hasonléosdg a metabolikus aktivitds tekintetében, viszont idében és a termékek

A talajmintak, amelyek koziil kivalasztottunk egy torzset MALDI-TOF elemzés és DNS szekvencia
elemzgs segitségével kertiltek azonositasra. A MALDI-TOF elemzés alapjan vizsgalt torzsek fehérje
profilja Candida lambica torzshdz volt hasonld. A DNS szekvencia elemzések megerdsitették, hogy
a vizsgalt élesztd torzsek koziil a Pichia fermentans ATCC 10651 (Candida lambica anamorph) és
Candida californica voltak a legjelentdsebbek, mig egy baktérium torzs, az Acetobacter malorum

is jelen volt.

A fermentaci6s kisérletek soran harom lombik tenyészetet allitottunk eld, melyeket Saccharomyces
cerevisiae és Pichia fermentans ATCC 10651 B1, és Pichia fermentans ATCC 10651 B2 torzsekkel
oltottunk be. Az optikai denzitds és sejtszam mérések alapjan a Pichia fermentans ATCC
10651torzsek magasabb novekedési aranyt mutattak a fermentacio elsé szakaszaban, azonban a
keésobbi szakaszban az optikai denzitas értékek csokkentek, valdsziniileg a szubsztrat kimeriilése

miatt.
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Az alkohol termelés, ami kutatasunk f6 célkomponensét képezte kideriilt, hogy a a Saccharomyces
cerevisiae €lesztOtorzs a legnagyobb etanol koncentraciot érte el, 6,84%v/v, mig a Pichia fermentans
ATCC 10651 BI1 ¢és B2 torzsek 4,22%v/v és 4,25%v/v etanolt termeltek, ami alacsonyabb a
Saccharomyces cerevisiae esetében. Az Acetobacter malorum jelenléte az etanol csokkenését
eredményezte a fermentacido késObbi szakaszaban, mivel az a baktérium az alkoholt ecetsavva

alakitotta at.

A HPLC mérések arra engednek kovetkeztetni, hogy mindharom éleszt6torzs képes volt gliikoz és
galakt6z hasznositasara, azonban a gliikozt gyorsabban fogyasztottdk a galaktdzzal szemben. Az
etanol koncentraci6 a fermentacio els6 szakaszaban novekedett, majd csokkent, majd a tejsav

koncentracio6 az 5. napon érte el a csucspontot.

A vizsgalt élesztétorzsek koziil a Saccharomyces cerevisiae mutatta a legjobb fermentacios
teljesitményt, kiillondsen az etanol termelés szempontjabol. Pichia fermentans ATCC 10651 torzsek
szintén képesek voltak etanolt termelni, alacsonyabb koncentracidoban, amelyet az Acetobacter

malorum jelenléte befolyasolta, ami miatt a fermentacio késdbbi szakaszaban jelentdsen csokkent.

A jovoébeni kutatdsok soran érdemes lenne mélyebb vizsgéalatokat végezni a fermentacios

koriilményeket illetden, valamint az Acetobacter malorum teljes mellézése a folyamatbol.
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