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1 BEVEZETES

“A természetben nincsenek sem jutalmak sem biintetések: kovetkezmények vannak.”

/Robert Green Ingersoll/

A fennallo civilizacios szint fejlodésében elsddleges szerepet jatszanak a fosszilis (megkdviilt)
energiaforrasok (szén, kéolaj, foldgaz stb.), melyek az évmilliok soran az ¢l6 szervezetek altal
megkotott napenergiat taroljak a Fold mélyén. A nem megujulo, primer energiaforrasok kitermelése
¢s felhaszndldsa az elmult évtizedekben foldtorténeti 1éptékiire ndvekedett, melynek
kovetkezményeként lokalis, regiondlis és globalis, az egész Fold bolygot atdleld problémak
jelentkeztek. Ide sorolnam a geopolitika jelent6ségét, a kozel-kelet politikai rendszerének
instabilitasat, az energia fligghséget, az energiacllatas bizonytalansagat, valamint a drasztikus
mértékii tiveghazhatasu gazok kibocsatasat és az ebbdl ered6 klimavaltozast [Gyulai, 2007; Sanchez
and Cardona, 2008].

A kozlekedésiparnak a fosszilis energia iranti igénye, a villamos-, és a hdenergia-szolgaltatd
szektor mellett, kielégithetetlen mértékben emelkedik. A fosszilis energiaforrasok mintegy 80,0 %-
at motorhajtoanyag gyartasra hasznaljak fel, melybdl koriilbeliil 61,2 % jut a kdzlekedési szektorba
[IEA, 2009]. Ez megmagyarazza, hogy a fejlett orszagokban az iiveghdzhatasu gazok
kibocsatasanak kozel 30 %-ért, Magyarorszagon pedig 10-15%-¢ért a kozlekedési dgazat a felelds
[Potori, 2008]. Foldiink mintegy 900 millios jarm{iallomannyal rendelkezik, mely 2050-re akar 2
millidrdra is novekedhet, s ezzel parhuzamosan a szén-dioxid kibocsatas elérheti a 2-3 gigatonnat.
A technoldgia intenziv fejlesztésének koszonhetdéen a forgalomba keriild gépkocsik fogyasztisa
folyamatosan csokken, azonban a Fold lakossaganak ndvekedésével parhuzamosan nd a
gépjarmiivek szama [Kerényi, 2006]. Becslésekre hagyatkozva a szén 155 évre, a kdolaj 42 évre, a
gaz pedig 64 évre elegendd, s napjainkban is mar szemmel lathatd, hogy egyre tobb orszag
kobolajkitermelése az Onellatast, illetve a gépjarmii-motorokban felhasznalhatdé mindséget nehezen
képes biztositani [Kacz-Neményi, 1998]. Ezek alapjan mind a gazdasagpolitika, mind fenntarthatd
¢letmdd biztositdsdnak érdekében a kozeljovoben 0Osztondzni kell az alternativ, megujuld és
kornyezetbarat ilizemanyagforrasok felkutatdsat ¢és alkalmazdsat a fosszilis motorhajto-
iizemanyagok kiegészitésére vagy részben valo helyettesitésére.

Napjainkban vildgszinten a legelterjedtebb alternativ megoldést a bioiizemanyagok szolgaltatjak,
melyek részleges megoldast nyljtanak az energiaéhség csillapitasara és a természeti karok
enyhitésére. Sajnos a javarészt eldallitott szachar6z- és keményitd alapu elségeneracids bioetanol

nyersanyagforrasaként olyan mezdégazdasagi kultirnovények szolgalnak, amelyek az emberi
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taplalékkal megegyeznek. Ez természetesen komoly konfliktusok kialakuldsahoz vezet egyes
orszagokban illetve orszagok kozotti gazdasagi, tarsadalmi illetve politikai hozzaallas terén. A
probléma kezelésére a kutatok és a gyartok jabb nyersanyagforrasok utan folytatnak kutatasokat,
amelyek gazdasdgosan szolgéalhatnak a biolizemanyag gyartasara. A csicsoka novény - kedvezd
beltartalmi  és  termesztési  tulajdonsdgai  révén-  potencidlis nem-keményitdé alapu
nyersanyagforrasat képezhetné a bioetanol gyartasnak. Problémaként meriil fel, hogy a klasszikus
Saccharomyces cerevisiae éleszt6térzs nem vagy csak csekély inulinaz aktivitassal rendelkezik, s
emiatt a csicsokaban nagy mennyiségben jelenlévé tartalékszénhidratnak, az inulinnak (polimer
vegylilet) az erjesztését vontatottan és kevésbé hatékonyan képes megvalositani.

Kutatomunkam soran két élesztotorzsnek —Saccharomyces cerevisiae és Kluyveromyces
marxianus- a kedvez6 tulajdonsagait 6tvoztem az inulin vegyes (kevert) kultaras erjesztése soran. A
biotechnologia szdmos teriiletén kedvezd eredményeket értek el megfeleldé mikroorganizmusok
tarsitasaval, igy ebben az esetben is segitséget nyujthat. A fermentacié hatékonysaganak fokozasa
érdekében Szimultan Szacharifikéaciot és Fermentaciot (SSF) alkalmaztam, tovabba a fermentéacios
paraméterek kozil a szubsztratum koncentracio és a vegyes kultura beoltasi mennyiség altal az

etanol koncentraciot €s a kihozatalt optimaltam.



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Megujulé/megujithaté energiaforrasok sziikségessége

A fosszilis energiahordozok altal kivaltott globalis kihivasok nem oldhatéak meg azzal a szinti,
jelenleg is tapasztalhaté gondolkodasmoéddal, amely létrehozta azokat. A ,fenntarthat6” fejlédés
felé¢ kell fordulni, melyben az elsédleges szerepet a megujulé/megujithatd energiaforrasok
szolgaljak. Természetesen fontos hozzatenni, hogy a kornyezetvédelmi szempont mellett egyes
nemzeteket szigorti szabalyozasi rendszer kotelez (pl.. EU Direktivak) ezen energiaformak
hasznalatara.

A megujulé/megujithatd energiaforrasok ugyanonnan, ugyanolyan mennyiségben és mindségben
ismételten kinyerhetéek vagy ujratermelésiik biztositott [Hancsok, 2004]. Ide sorolndm a nap-, a
sz¢l-, a viz-, a geotermikus energiat, a biomasszabol szdrmazo energiat, tovabba az arapaly energiat
illetve a hulladékhébdl szarmazo energiat is. A vilagszintli energiafogyasztasban részesedésiik még
alacsonynak mondhatd, aranyuk azonban folyamatosan novekszik. Magyarorszagon jelenleg 3,2-3,6
%-at teszik ki az energiafelhasznalasnak [Bai, 2004; G6gos, 2005].

A biomassza a vilag negyedik legelterjedtebb energiaforrasa a szén, a kbolaj illetve a foldgaz
utan. Meghatarozasa alapjan, a biomassza igen tag gyujtéfogalom, ugyanis valamely élettérben egy
adott pillanatban jelen 1év6 szerves anyagok ¢és ¢él6lények Osszességét foglalja magaba
[http://www.bitesz.hu/biomassza/biomassza-fogalma-hasznositasa.html.]. Aranya a meguajulo
energiaforrasok kozott 92% -ot tesz ki hazankban, szemben az Eurdpai Unid 69%-val. A biomassza
termelés szamara kedvezének mondhatd éghajlati- és domborzati adottsagaiknak kdszonhetden
mintegy 350-360 milli6 tonnara tehetd a biomassza készletiink, melybdl éves szinten 110 millio
tonna Gjratermelddik [Biiki, 2010]. Elsésorban ¢élelmiszerként, takarmanyként, és ipari
alapanyagként keriil feldolgozasra. Napjainkban egyre nagyobb hangsulyt kap energetikai célu
hasznositasa: villamos energiaként, hdenergiaként illetve bioilizemanyagként [Kaszab, 2010].

A biolizemanyagok részleges, alternativ megoldast nytjtanak a globalis problémak mérséklésére.
Bio-motorhajtéanyagnak kell tekinteni a bioetanolt, a biodizelt, a biogazt, a biometanolt, a
biometilétert, a bio-ETBE-t (etil-tercier-butiléter), a bio-MTBE-t (metil-tercier-butiléter), a
szintetikus biolizemanyagokat, a biohidrogént és a tiszta novényi olajokat [42/2005. (II1.10.)

Kormanyrendelet].


http://www.bitesz.hu/biomassza/biomassza-fogalma-hasznositasa.html

2.2 Bioetanol

2.2.1 Altalanos jellemzéi

A bioetanol (a ,,bio” elétag a nyersanyagforrasként felhasznalt névényre utal), olyan etanolbol
(etil-alkohol, ,,spiritusz”; kémiai képlete: CH3CH,OH) all6 alternativ, folyékony ilizemanyag,
melyet biologiailag megujuld energiaforrasok (novények) felhasznalasaval nyernek abbol a célbol,
hogy benzint helyettesitd, vagy annak adalékaként szolgalé motorhajto-iizemanyaghoz jussanak. A
kozlekedési 4gazatban alkalmazzak: tiszta etanolként; benzinhez keverve kiilonbozo
térfogatszazalékokban; ETBE (Etil Tercier Butil Eter) formajaban; E85 keverékként alkalmazva a
rugalmasan hajtott motorokkal rendelkezé (FFV, Flexible Fuel Vehicle) gépjarmiivekben;
gazolajhoz illetve biodizelhez adalékanyagként hozzaadva [Hoschke,2011].

Altaldnossagban elmondhatd, hogy a motorbenzinhez képest az energiatartalma csupan 60-65 %,
igy azonos uthosszon a gépjarmii fogyasztasa megnd. Tovabba a kendképessége is rosszabb
(allitolag ricinusolajjal keverve javithato), amely gyakoribb olajcserét és az alkatrészek kopasanak
fokozottabb veszélyét eredményezheti. Nagy gdéznyomdsa ¢és alacsony parolgashdje miatt
hideginditéasi problémakkal kell szdmolni.

A kedvezdtlen tulajdonsdgokat enyhiti, hogy a magas oktanszamnak koszonhetden az égés
tokéletesebb lesz, s lecsokken az iiveghazhatdsu gdzok emisszidja. Vizsgalatok alapjan felére-
harmadara mérsékelheté az iiveghazhatasi gazok ¢és a savas esOzésért felelds kén-dioxid
koncentracioja a légtérben. A rdkos megbetegedésekért felelés aromas szénhidrogének mennyisége
is kedvezd mértékben korlatozhatd. A fosszilis lizemanyagokhoz képest jobb Ilebomlasi
tulajdonsagokkal bir [Hancsok et al., 2006; Popp, 2007]. Tovabba széleskorii nyersanyagbazissal
rendelkezik, ugyanis a mez6gazdasagi kultGrndvények vagy az erre a célra termesztett
energiandvények mellett, olyan alapanyagok is felhasznalhatoak, amelyek élelmiszeripari- illetve
takarmanyozasi célra egyaltalan nem alkalmasak, mint péld4ul a fuzdriummal fert6zo6tt gabona, S
ezaltal a nemzetkozi és hazai piacon fellépd értékesitési problémak kivédhetéek [Sanchez and
Cardona, 2008].

Kulcsfontossagu kérdés, hogy a felhasznalas vagy a teljes életciklus alatt vizsgaljuk meg a
felhasznalt energia mennyiségét. A felhasznédlds soran egyértelmiien pozitiv az energiamérleg. A
,karbon semlegesség” ebben a fazisban érvényesiil, ugyanis az égés soran ugyanannyi szén-dioxid
keriil a levegdbe, mint amennyit a ndvény teljes életciklusa soran fotoszintézis Gtjan megkotott A
teljes életciklus szemszogébdl arnyékot vet az alapanyag eldallitasa, a feldolgozasa valamint a
keésztermék széllitasa soran felhasznalt nagymennyiségli, elsdsorban fosszilis energia. A nitrogén
vegyliletek kibocsatasa a fosszilis energiahordozokhoz képest magasabb, amely az eldallitas

fazisdban képzddik, s megfeleld technologia véalasztasaval a kibocsatott szint csokkenthetd.



2.2.2 Bioetanol fajtak: els6- és masodgeneracio

A bioetanol legelterjedtebb és legatfogdbb csoportositasi formaja, miszerint a bioetanol milyen
mas felhasznalési céllal konkurdld vagy nem konkuralé mezdgazdasagi alapanyagbdl allithato eld,
amely alapjan beszélhetiink elsd, illetve masodik generacios bioetanolrol.

Vilagszerte a megtermelt elsOgeneracios bioetanol alapanyagforrasaként olyan szachar6z-
(cukornad [Macedo et al., 2008], a cukorrépa [Ogbonna et al., 2001], a cukorcirok [Mamma et al.,
1995] illetve ipari melléktermékek, mint a tejsavo [Dragone et al., 2009] vagy a melasz [Roukas,
1996] stb.) és keményitd tartalmu (gabonafélék: kukorica, buza [Pesson et al., 2009],
kapasnovények: burgonya, manidka [Kosugi et al.,, 2009] stb.) mez6gazdasagi novények
szolgalnak, melyek az élelmezésben elsddleges szerepet toltenek be. Napjainkban szamos ellenvetés
fogalmazodik meg ezen alternativ iizemanyagforrassal szemben. Kérdésként meriilt fel, hogy
érdemes-e olyan alapanyagot felhasznalni alternativ iizemanyag eldallitds céljara, melynek csak
meghatarozott része dolgozhaté fel, s a nyert energia csak toredék részét képezi a teljes
energiaellatasnak. Tovabba megéri-e korldtozni a vilag élelmiszercéli ndvénytermesztését,
mikozben az emberiség 1étszama -az éhezOk szamaval egyiitt- folyamatosan emelkedik [Rathmann
etal., 2010].

A ,,z0ld” ilizemanyag hosszabbtavi fenntartdsa érdekében a kutatok és a gyartok alternativ
nyersanyagforrasok fel¢ fordulnak. A méasodgeneracids bioetanol nyersanyanyagforrdsa elsdsorban
a lignocelluloz tartalmu (gabona szalma, kukorica szar stb.) névények [Lin and Tanaka, 2006]. Az
ezen alapuld bioetanol gyartastechnologia tobb szempontbol is kedvezObb, ugyanis az alapanyag
nagyobb mennyiségben és olcsobban all rendelkezésre, valamint a novény szinte teljes mértéki
felhasznalasara van lehet6ség, azonban a gyartastechnolégia még nem Kifejlett az alacsony
hatékonysag valamint a dragasaga (pl.: elokezelés) miatt.

Az elmult idészakban a kutatok korében egyre nagyobb hangsulyt kapott a csicsoka.
Napjainkban ezen nem-keményitd alapu, inulin tartalm(i szubsztratum energiahatékonyabb és

koltségkiméldbb etanolla konvertalasa kutatasi fazisban talalhato.

2.2.3 Vilagpiaci helyzet

Napjainkban a két vezetd bietanol termeld az Amerikai Egyesiilt Allamok (51900 milli6 liter/év)
¢s Brazilia (26200 milli6 liter/év), akik mellett az Europai Unid (4455 millid liter/év), Kina (2050
millio liter/év), illetve Kanada (1350 millio liter/év) is nagy mennyiségli termelési kapacitassal

rendelkezik (1.abra).
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1. abra: Bioetanol termelés a vilagon (2009-2010) [millio liter/év]
Forras: http://ethanolrfa.org/pages/World-Fuel-Ethanol-Production alapjan

Az Europai Unié a biolizemanyagokra vonatkozoan szigorti szabalyozasi rendszert (EU
Direktivak) alakitott ki, amely fontos szerepet tOlt be a bio-motorhajtdoanyagok hosszabb tava

elterjedésében és a biomassza fokozott termelésében.
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2. abra: Bioetanol termelés az Eurépai Unioban (2004-2009)[milli6 liter/év]
Forras: http://lwww.biofuels-platform.ch/en/infos/eu-bioethanol.php alapjan

A 2. abra alapjan a bioetanolt termeld uniés tagallamok kozott felallitott sorrendben
Franciaorszag (1250 millio liter/év), Németorszag (750 millio/ liter), Spanyolorszag (465 millio
liter/év), Svédorszag (175 milli6 liter/év), illetve Magyarorszag (150 millié liter/év) termelési
kapacitasa is kiemelkedd. Ennek ellenére az Eurdpai Unido még nem versenyképes a tengerentuli
biotizemanyagok gyartasaval szemben, ugyanis a bioetanol eldallitasi koltségeit meghatarozé az

alapanyagar és az energiafogyasztas joval magasabbak a benzinéhez képest [Biofuels Platform,
2010].


http://ethanolrfa.org/pages/World-Fuel-Ethanol-Production

Magyarorszagon 2010. november elején fogadtdk el az tigynevezett Biolizemanyag torvényt
(CXVII. Torvény), amely alapjan az energia felhasznalasban 13 %-ra kell megemelni a megtjuld
energiaforrasok aranyat, a kozlekedési agazatban pedig 10%-ra a 2009/28/EK unids iranyelv
alapjan. Latszolag a torvény a hazai bioetanol iparnak kedvezne, azonban megvaldsitasa
akadalyokba iitkozik. A Parlament 2011. jalius 5-én nett6d 40 Ft/liter jovedéki adot szavazott meg az
E85 (85% etanol, 15% benzin) biolizemanyagnak, amely afaval egyiitt 50 Ft-ot tesz ki. A magyar
fogyasztokra jellemzd darérzékenység kovetkeztében a fogyasztds legalabb egyharmadaval

visszaesett.

2.3 Csicsoka alapi bioetanol gyartastechnolégiaja

Az etanol eldallitasa torténhet szintetikus titon, a kdolaj krakkolasa soran eléallitott etilénbdl viz-
addicigja révén (5%), illetve a -napjainkban globalis szinten elterjedt- magas szénhidrattartalmu
novények (95%) erjesztésével.

A csicsoka alapu bioetanol gyartastechnoldgidja az élelmiszeripari finomszesz eldallitdsdhoz
kozel hasonld 1épésekbol tevodik Gssze: elokészités, cefrézés, fermentacid, desztillacio, finomitas

illetve a maradvanyanyag hasznositasa [Boucin, 2009].

2.3.1 Nyersanyag: a csicsoka
A csicsoka (Helianthus tuberosus L.) a fészkesviragzatiak (Compositae) csaladjaba tartozo
gumés, éveld novény. Kiilonbozd tajegységeken mds-mas néven ismert, mint: totrépa,

csokapityoka, kocirépa, patada, jeruzsalemi articsoka stb. [Horvath, 2002].

3. abra: A csicsoka (virag, szar és gumo)
Forras: http://www.fotohaz.hu/fotoarena/showphoto.php?photo=130981
http://www.herbalyoga.com/csicsoka.html

A csicsoka legfontosabb részei a megvastagodott szarképletei, a gumok, melyek sarga, voros,
piros és fehér arnyalatban fordulnak eld. Hazank éghajlati adottsagai mellett magot nem érlel, igy

gumojaval, mint vegetativ szaporitd szervével termeszthetd. A gumok hossziisaga 6-12 cm,


http://www.fotohaz.hu/fotoarena/showphoto.php?photo=130981
http://www.herbalyoga.com/csicsoka.html

sz¢élességlik pedig 3-5 cm. A gumodk nem kozvetleniil a tovon, hanem az 5-20 cm hosszu szaron
tilnek [Fogarassy, 2001].

A gumok beltartalmi Gsszetételét tekintve, altalanossagban 80-85 %-ban vizet, 11-20 %-ban
szénhidratot (70-90% inulin, tovabba gliikdz, fruktoz és szachardz) illetve 1-2 %-ban fehérjét
tartalmaznak [Ayerbe et al.,1993; Kays&Nottingham, 2008]. Vitaminokban (pl.: A-, B1-, B,-, Bs-,
C, D-vitamin), dsvanyi anyagokban (pl.: Ca, K, Mg, P, Zn stb.), nyomelemekben (pl.: Fe, Cu, Mn,
Zn stb.) gazdag, illetve esszencialis aminosavakat (lizin, arginin, hisztidin, cisztein, triptofan,
aszparagin stb.) is tartalmaz [Szambelan, 2003].

A csicsoka kedvezO tulajdonsigai révén jelenleg nemcsak allati takarmanyként és emberi
taplalékként szolgal, hanem potencialis nyersanyagforrasat képezi a fosszilis lizemanyag alternativ
helyettesitésére szolgald bioetanolnak. A szesziparban a gumé és a szar feldolgozésa Aaltal
biolizemanyagot és biogazt tudnak eléallitani [Kays&Nottingham, 2008; Kosaric et al., 1983].

A mezdgazdasagi kultirnovények term6foldjeiért nem verseng, ugyanis képes olyan éghajlati- és
talajviszonyok (gyenge mindségii marginalis teriilet) mellett is megteremni, ahol mas élelmezési
novények nem.[Bajpai and Margaritas, 1983; Kozmics, 1885]. Termesztése extenziv médon is
megvaldsithatd, igy csokkenti a teljes életciklus alatt felhasznalt fosszilis energia és a kibocsatott
karosanyag mennyiségét. Kivalo novekedési és bokrosodasi tulajdonsaga miatt a gyomokat

elpusztitja maga koriil. Novénybetegségekkel és a kartevokkel szemben ellenallo.

1. tablazat: A bioetanol alapanyagok legfontosabb gazdasagi mutatoéi
Forras: Bai,2004; Lakner, 2003

Atlagos Bioetanol
Termésatlag : Feldolgozasi
Novény bioetanol hozam onkoltsége
(t/ha) koltség (Ft/)
(I/ha) (Ft/1)
Cukorépa 40 4000 30 110-120
Cukorcirok 35 3500 30 60-70
Burgonya 20 2000 40 300-350
Oszi buza 5 1500 40 110-120
Kukorica 6 2300 40 90-100
Csicsoka 50 4200 40 70-80

A bioetanol egyes nyersanyagforrasaival Osszevetve (1l.tablazat) elmondhatd, hogy az éves
termésatlaga mintegy 50 tonna/hektar, s az etanol kihozatala 4000-6000 liter/tonna . A csicsoka
piaci ara alacsonyabb a kukorica¢hoz képest. A beldle eldallitott bioetanol 6nkoltsége 20-30 Ft/l-rel,

mig a kukorica esetében 40-50 Ft/l-rel haladja meg a benzin 6nkoltségét.



Jelenleg igen szerény a terméteriilete, azonban a kedvezé alkoholkihozatal miatt érdemes lenne
hazénkban az ,,id¢jarasallo” és ,,igénytelen” ndvény marginalis teriileteken torténd termesztése

[Bai, 2004; GOgos, 2005; Laczd, 2008].

2311 Inulin

A csicsoka alapu alkoholos fermentacié szénforrasa az inulin (4. abra), amely B-2,1 glikozidos
kotéssel kapcsolodd D-fruktdz egységekbdl épiil fel, s mindegyik poliszacharid inditdé molekulaja
egy a-1,2 glikozidos kotéssel kapcsolodo glikkoz molekula, a-D-gliikopirandz alakban [Franck,
2005; Niness, 1999; Hoschke, 2011].

4.abra: Az inulin és a frukto-oligoszacharidok szerkezete
Forras: http://mkk.szie.hu/dep/aeet/tanweb/tapelet/szenhid _html/poliszah.htm

Vilagszerte tobb mint 36 ezer novény képes inulintermelésre, s ezen természetes inulinforrasok
kozé tartozik tobbek kozott a cikoria (Cichorium intybus), az 6rménygyokér (Inula helinium), a
csicsoka (Helianthus tuberosus L.), a gyermeklancfii (Taraxacum officinaee), a hagyma (Allium
cepa), a fokhagyma (Allium sativum), a kézonséges bojtorjan (Arctium lappa), az agave (Agave
spp.), a yacon (Smallanthus souchifolius spp.) stb.

A csicsoka novényben az inulin a gumo parenchimasejtjeinek vakuélumaiban keletkezik, a fold
feletti részek tarold sejtjeinek citoplazmdjaban talalhatd gliikkoz, fruktdz, illetve szachardz
molekulak atalakulasaval.

Az inulin a kozelmultban kapott figyelmet a fruktéz szirup eldallitas, a frukto-oligoszacharid

(FOS) gyartas, illetve a bioetanol fermentacio szénhidrat forrasaként [Zhao et al., 2010].
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2.3.2 Fermentacios lehetéségek inulin szubsztratumra

A fermentacios iparban elterjedt, klasszikus Saccharomyces cerevisiae é€leszt6torzs nem vagy
csak csekély inulindaz aktivitassal rendelkezik, igy nem tudja hatékonyan az inulint
monoszacharidokka konvertalni, majd azokat etanolla fermentalni. Ennek oka, hogy az inulin olyan
polifruktan vegyiilet, mely kozvetleniil nem erjeszthetd. A keményitével ellentétben nem képes a
szubsztratum az elcsirizesedésre, s ellendll a keményitébontd6 enzimekkel (amildzok,
gliikoamilazok) szemben [Zhang et al., 2010; Guiraud, 1982].

A polimer molekula egyszerli, erjeszthetd szénhidratokkd torténd hidrolizise torténhet savas
illetve enzimes uton. Thuesombat és munkatarsai (2007) a savasan elhidrolizalt csicsokalevek
hatékonysagot értek el. Az enzimes hidrolizis soran csakis mikrobidlis eredeti inulindz enzim
alkalmazhatd. Kondor és munkatarsai (2010) a pépesitett csicsokaguméd Aspergillus niger eredeti
kereskedelmi inulinaz enzimkészitmény altal enzimatikus inulin hidrolizist, majd a hidrolizatum
soran a hidrolizis hatékonysaga elérte a 96,7 %-ot, mig a fermentaci6 biokonverzios foka az
elméleti etanol hozamnak 80 %-a volt.

Az inulin alkoholos fermentacidja soran elhanyagolhat6 a savas vagy enzimes eldkezelés, ha
olyan mikroorganizmust alkalmazunk, mely inulindz enzimtermelése révén a poliszacharid
molekulat etanolla konvertalja. Ezt kozvetlen alkoholos fermentacionak nevezziik [Bajpai&Bajpai,
1989; Pekic et al., 1985]. A fermentacids eljaras elénye, hogy csokkenti a bioetanol gyartasi
koltségeit (draga sav vagy nehezen kinyerhetd enzim stb.).

Inulinaz enzim termelésre képes a gombak kozott példaul az Aspergillus niger 817 [Nakamura et
al, 1996], az Aspergillus ficuum [Ettalibi and Barratti, 1987], egyes baktériumok, mint a Bacillus
circulans, a Clostridium acetobutylicum ABKn8 [Efstathion et al., 1986] illetve egyes
¢leszt6torzsek, mint a Pichia guilliermondii [Gong et al., 2007], a Kluyveromyces marxianus [Ohta
et al., 1993] vagy a Cryptococcus aureus [Dilipkumar et al., 2011] stb.

Napjainkban egyre nagyobb hangsulyt fektetnek a Kluyveromyces marxianus élesztotorzsre
melyet az eddigiek sordn kiilonb6zo fermentacids eljardsokban alkalmaztdk magas inulinaz
enzimtermelése és hotlird képessége, valamint gyors novekedési €s iilepedési tulajdonsaga miatt:
szakaszos fermentacio; rataplasos (fed-batch) fermentacio; folytonos fermentacio; rogzitett P-
galaktozidaz enzimmel végzett fermentacio; Ca-alginat gélbezaras, szimultan cukrositas és erjesztés
(SSF), vegyes (kevert) kultaras fermentacio stb. [Bollok et al., 2000]. A probléma, amely miatt ezen
¢lesztétorzs még nem terjedt el a fermentacids iparban, hogy a Kluyveromyces marxianus

alacsonyabb alkoholtlir6- ¢és erjesztd képességgel rendelkezik a Saccharomyces cerevisiae
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fajélesztohoz képest [Lane and Morrisey, 2010]. A két €élesztétorzs tulajdonsagainak 6tvozése révén

hatékonyabb ¢és koltségkimélobb fermentacio megvalositasara nyilik lehetdség.

2.3.2.1 Vegyes kulturas inulin fermentdcio

A kevert (vegyes) kultaras erjesztés soran a tdpkozegben kettd, vagy annal tobb
mikroorganizmus van jelen, igy tobb 1épésbdl allo atalakitasokra képesek, amelyre egyetlen
mikroorganizmusbol 4ll6 szintenyészet képtelen lenne.

A rendszertani besorolast tekintve, a Saccharomyces cerevisiae és a Kluyveromyces marxianus
fakultativ anaerob éleszt6torzs a Saccharomycetaceae csaladba tartozik, melybdl filogenetikai
hasonlosaguk kovetkezik. Mindkét élesztétorzs GRAS besorolast (Generally Recognized As Safe)
[Chassang-Douillet et al., 1973; Hensing et al., 1995].

5. abra: Kluyveromyces marxianus élesztotorzs morfolégiaja (bal), illetve 24-48 oras tenyészete
YPD tapagaron (jobb) [Forras: Varga, 2011]

6. abra: Saccharomyces cerevisiae élesztétorzs morfologiaja (bal), illetve 24-48 6ras
tenyészete PDA tapagaron (jobb)
[Forras: http://www.uwyo.edu/virtual_edge/lab13/fungi_results.htm]

A két éleszt6torzs szinergista, egymast kiegészitd kolcsonhatdsa révén a csicsoka esetében
igéretes eredményeket értek el az inulin vegyes kultaras erjesztése soran. A Kluyveromyces

marxianus széles enzimkészletének kdszonhetéen szamos szubsztratumon képes (gliikoz, fruktoz,
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szachardz, laktoz, maltdz, inulin stb.) szaporodni illetve fermentalni azokat. Az élesztétorzs altal
termelt extracellularis endo- és exoinulinaz enzim (2.tablazat) a hidrolaz enzimcsoportba tartozik, s
azon belil a glikozidazok ko6zé sorolhato [Bonciou, 2011]. Az exo-inulinaz (B-D-fruktan-
fruktanohidrolaz, EC.3.2.1.80) az inulin molekula fruktoz-lancvégét6l kiindulva terminalis fruktdz
egységeket hasit le. Az endo-inulinaz (2,1-3-D-fruktan-fruktanohidrolaz, EC.3.2.1.7) az inulin lanc
belsejében véletlenszertien, DP=2-9 tagszamu frukto-oligoszacharidokat ¢s D-frukt6z molekuldkat

képez bontas kozben [Catana et al., 2007; Rocha et al., 2006].

2. tablazat: Kluyveromyces marxianus altal termelt enzimek
[Forras: Lane et al., 2010]

ENZIM TORZS SZAKIRODALOM
B-galaktozidaz K. marxianus CBS 7894 Pinheiro et al., 2003
Inulinaz K. marxianus CDBB-L278 Szczodrak, 2000

Termostabil celluldz K. marxianus NBRC 0219 Hong et al., 2007

Laktat dehidrogenaz K. marxianus KM1 Pecota et al., 2007

Endopoligalakturonaz | K. marxianus BKM Y-719 | Siekstele et al., 1999

L-galaktozidaz K. marxianus CBS 6556 Bergkamp et al., 1993

Az erjeszthetd cukrokka lebontott polifruktan vegyiiletet a Kluyveromyces marxianus
alacsonyabb hatékonysaggal és vontatottan konvertalja etanolla az alacsonyabb alkoholtiiré- és
erjesztd képessége miatt a Saccharomyces cerevisiae fajélesztohoz képest [Lane and Morrisey,
2010]. Negro és munkatarsai (2007) 6sszehasonlitd elemzést végeztek a Kluyveromyces marxianus
és a Saccharomyces cerevisiae fermentacios képességérdl, ahol szubsztratként csicsokagumot
alkalmaztak. A Saccharomyces cerevisiae esetében a fermentaciot megeldzéen savas hidrolizist
végeztek, ekkor a fermentacido csupan 8-9 orat vett igénybe. Ezzel szemben a Kluyveromyces
marxianus magas inulinaz enzimaktivitasa révén nem igényelt elokezelést, azonban a fermentacio
ideje mintegy 30 6rara kitolodott.

A kiilfoldi tanulmanyok valamint a Budapesti Corvinus Egyetem Sor- és Szeszipari
Tanszékének kutatocsoportja altal elért eredmények is igazoljak, hogy a vegyes kultaras
fermentacio altal a rendelkezésre 4ll6 inulin mennyiségének kedvezébb a felhasznéldsa, tovabba
magasabb etanol kihozatal, illetve rovidebb fermentacios id6 valosithatd meg, mely altal a bioetanol
eloallitas energia- és koltség igényeit mérsékelhetjiik. Szambelan és munkatarsai (2004)
tanulmanyuk soran megallapitottdk, hogy a kevert (vegyes) kultirdk alkalmazasaval az elméleti

etanol hozam 2-12%-kal megndvelheté a monokultiras fermentaciokhoz képest.
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A fermentacid hatékonysaga a két ¢lesztotorzs egyidejii alkalmazéasaval, az Ugynevezett
Szimultan Szacharifikacio és Fermentacio (SSF) technologiajaval novelheté [Yu et al., 2008]. Az
SSF és az SHF (Kiilon Cukrositas és Fermentacid) technologia kozotti kiilonbség, hogy az SSF
esetében a cukrositas és a fermentacid ugyanabban a fermentorban egyidejliileg megy végbe, ezaltal
a bioreaktor kapacitas kihasznaltsaiga né. Az alkoholos fermentaci6é ideje lerdvidiil, tovabba
magasabb etanol hozamot érhetiink el. [Chang et al., 2008]. A folyamat végbemehet a fermentacios
kozeghez hozzdadott mikrobidlis eredetli inulindz enzim és jO fermentacios képességi
mikroorganizmusok altal, illetve megfeleld0 mikroorganizmusok kevert kultardjanak
alkalmazasaval. A Saccharomyces cerevisiae és a Kluyveromyces marxianus egyidejii hasznalata
révén a szubsztratum gatlas mérséklddik [Chang et al., 2008] illetve a termotolerans (hétiird)
Kluyveromyces marxianus éleszttorzs lehetévé teszi, hogy a fermentacid a cukrositas optimalis
hémérsékletéhez kozeli hdmérsékleten menjen végbe, s ezaltal a szennyezddés veszélye, illetve a
hiitési koltségek is lecsokkenek [Bertillson et al., 2009; Yuan et al., 2010]. A Kluyveromyces
nemzetségbe tartozd egyes élesztok hoétiirbbeknek bizonyultak, mint a Saccharomyces torzsek
[Hacking et al., 1984]. A Saccharomyces cerevisiae optimalis erjesztési hémérséklete 30-35°C
[Kadar et al., 2004], addig a Kluyveromyces marxianus 40°C felett is képes alkoholtermelésre, s
maximalis szaporodasi hémérséklete 47°C [Anderson et al., 1986], 49°C [Hughes et al., 1984] vagy
akar 52 °C is lehet [Banat et al., 1992].

Az etanol kihozatal tovabb fokozhat6 az inulin fermentacié megfelelé miikodési paramétereinek
(szubsztratum koncentracid, kevert kultiira beoltdsi mennyiség stb.) optimalasaval. A fermentacios

iparban a kivaloan alkalmazhat6 kisérlettervezéses alapon torténé optimalizalast célszer(i hasznalni.
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3 KISERLETI RESZ

3.1 Célkitiizések

Jelenleg a forgalomban kaphatd bioetanol tilnyomo része szachar6z vagy keményitd alapa,
melyet az iparban kizarolag a Saccharomyces cerevisiae élesztotorzsek alkalmazasaval allitanak
eld. Sajnos az ¢élelmiszeripar, amely az emberiség szamara a taplalékot biztositja, szintén keményitd
alapanyaggal dolgozik, igy az elmult évtizedekben jelentds fesziiltséget gerjesztett a tarsadalom
korében a bioetanol gyartasa. A megoldast a masodik vagy nem-keményitd alapu bioetanol
mar régota foglalkoznak a kutatok, de sajnos szamos korlat miatt nem terjedt el vagy még nem valt
megvaldsithatova ipari méretekben. Az egyik korlat talan a fermentacios folyamat hatékonysaga,
amely az alkalmazott Saccharomyces cerevisiae éleszté torzsekkel - csekély inulinaz aktivitasuk
miatt - nem fokozhato. A kevert kultiras erjesztési technologiat mar szamos teriileten sikeresen
alkalmaztdk (példdul: a joghurt gyartasnal), azonban az inulin-alapt bioetanol eldallitasanal még
kevésbé tanulmanyozott teriilet. A Sor- és Szeszipari Tanszék kutatocsoportja intenziven
foglalkozik a csicsoka-alapti bioetanol gyartasaval. Kapcsolddva a témahoz, a TDK dolgozatomban
kiilonbozé mérnoki optimaléassal foglalkoztam a fermentacié hatékonysaganak fokozéasa érdekében.

A kovetkez6 feladatokat tliztem ki célul:

1. Inulin-alapt vegyes kultiras fermentacio profiljanak tanulmanyozasa.

2. Az optimdlis szubsztratum koncentracid €s beoltds mennyiség meghatarozasa kdzponti
elrendezésti  kisérlettervezési modszerrel a maximalis etanol koncentracid é€s
biokonverzios hatasfok elérésére.

3. Optimalis beoltasi technikak kidolgozasa a vegyes kultiras inulin-alapt fermentacio

hatékonysaganak fokozasara.

3.2 Kisérleti hely
Kutatomunkamat a Budapesti Corvinus Egyetem Elelmiszertudomanyi Karanak Sor- és
Szeszipari Tanszékén a Fermenticids Laboratoriumban hajtottam végre, mely kimagaslo

felszereltsége révén biztositotta a kisérleteimhez szilikségeges anyagokat és berendezéseket.
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3.3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.3.1  Kluyveromyces marxianus éleszt6torzs fenntartasa

A fermentacios kisérleteimhez a Sor- és Szeszipari Tanszék torzsgylijteményében megtalalhato,
a Mezogazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyiijteményébdl szarmazé Kluyveromyces
marxianus Y00959 fakultativ anaerob éleszt6torzset alkalmaztam.

Eletképességének fenntartasa érdekében havonta végeztem atoltast YPD ferdeagarra laminaris
fillke alatt, lelangolt oltokacs segitségével. Az atoltast kovetden 30°C-on 24 oOrdra inkubatorba

helyeztem, majd a hasznalatba vételig 4°C-on taroltam.

3.3.2 Saccharomyces cerevisiae élesztotorzs rehidratalasa

A Sor- és Szeszipari Tanszéken megtalalhatdo Levuline FB tipusu szaritott Saccharomyces
cerevisiae fajéleszt6t alkalmaztam fermentacios kisérleteimhez. A szaritott éleszté rehidratalasa
soran a féz6poharba kimért 0,5 g szaritott élesztéhdz 100 ml enyhén langyos csapvizet adtam, majd
magnes kever0 segitségével alacsony fordulatszam mellett 6vatosan kevertettem a sejtszuszpenziot

15-20 percen at.

3.3.3 Inokulum tipoldat eldallitasa

A Kluyveromyces marxianus éleszt6torzs felszaporitasahoz sziikséges inokulum taptalaj
eléallitasanal taramérlegen 10,0 g élesztOkivonatot, 20,0 g gliikozt illetve 20,0 g peptont mértem ki
mérdpoharakban, majd ezen OsszetevOket 1000 ml desztillalt vizben oldottam fel magneses
kevertetés alkalmazasaval. Az elkésziilt taplevest mérOhenger segitségével 250 cm®-es térfogata
lombikokba osztottam szét 100 ml-enként. A lombikokat vattadugdval és celofan papirral zartam le,

s végezetiil autoklavban sterileztem azokat.

3.3.4 Csicsoka cefre eléallitas

Erjesztési kisérleteimhez a Kozponti Elelmiszer-tudomanyi Kutatéintézet (KEKI) biztositotta a
~70 (m/m) %-os szarazanyagtartalmi csicsoka koncentratumot, mely 52 % inulint, 9,6 %
szacharozt, 3,6 % fruktozt, illetve 1,28 % gliikézt foglalt magaba. A fermenticiot megeldzo
enzimes hidrolizis nélkiili, nativ csicsoka cefrék extrakttartalmanak bedllitdisa meghatarozott

mennyiségl csicsoka koncentratum €s csapviz elegyitésével tortént.
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3.3.5  Kisérlettervezés

Az optimalasi kisérlettervezés lehetové teszi az ok-okozati dsszefiiggések matematikai leirasat,
a fiiggd ¢€s a fliggetlen valtozok kozotti kapesolat illetve a fliggetlen valtozok kozotti kolcsonhatas
feltérképezését, s ezaltal a maximum (optimum) pont eléréséhez sziikséges optimalis miikodési
paraméterek kialakitasat [Aktas et al., 2006; Myers and Montgomery, 2002]. Fliggetlen valtozonak
(faktornak) nevezziik az olyan mérhetd vagy mindsithetd valtozd6 mennyiséget, amely adott
idépontban meghatarozott értéket vesz fel és segitségével a vizsgalt objektum mikddése
befolyasolhato, tehat hatast gyakorol az optimalizacids paraméterre [Kemény, 1986].

A fliggetlen faktorok kodolt értéket vesznek fel:

Xi=(Xi-Xo) AX
ahol: Xi: i-edik faktor kodolt értéke; Xo: i-edik faktor értéke az alapszinten; AX; : i-edik
faktor variacids intervalluma.

A fermentaciés iparban az optimum munkapont meghatidrozdsara a kozponti elrendezésii
kisérlettervezést (Central Composite Design, CCD) a Hatasfeliilet-analizissal (Response Surface
Methology, RSM) egyiittesen alkalmazzak. A CCD 4ltal a centrumpont és a tdle megfeleld
Iépéstavolsagra (+1 és -1) elhelyezkedd pontok mellett a tengelyeken tgynevezett csillagpontok (+a
¢s —a) talalhatoéak [Box and Wilson, 1951]. Segitségiikkel kiillonb6z6 faktorkombinaciok allithatok
fel az optimalizalni kivant fliggetlen valtozok adott értéktartomanyan belill. A felallitott kisérleti
terv pontjai a haromdimenziés koordindtarendszerben keriilnek dbrazolasra, melyre valaszfeliiletet
illesztve gorbiilt feliiletet kapunk. A kisérleti eredmények alapjan a statisztikai elemzésre épiild
ANOVA (Analyses of Variance, variancia analizis) segitségével megéllapithaté a felallitott modell
adekvatsaga, az egyes faktorok optimalizalando paraméterre gyakorolt hatasa illetve a faktorok
kozotti kapcesolat.

A regresszid becslésére alkalmazott méasodfokd polinom a kdvetkez6képpen néz ki:

Y= Bo + ZPiXi+ ZPiXi® + ZPiXiX;
ahol, Y: valasz (fiigg6 valtozo) értéke, Bi: a regresszios koefficiens, X;: fliggetlen
tényezd értéke.

Az optimalasi kisérlet tervemben fiiggetlen tényezékként a szubsztratum koncentracidt (Xi
érték) és a kevert kultira beoltdsi mennyiségét (X, érték) valasztottam, melyeknek kiilonb6zo
kombinacidinak hatasat vizsgaltam meg. Filiggd valtozonak (y érték) az etanol koncentracidt vettem.
A felallitott regressziés modell statisztikai elemzése a Statistica 9.0 for Windows szoftvercsomag
segitségével tortént. A modell illeszthetdségének vizsgalatdit az ANOVA alapjan a Fischer-féle F-
probaval végeztem el. A regressziés hipotézis vizsgalataban pedig Student-féle t-probat

alkalmaztam.
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3.3.6  Szénhidrattartalom meghatarozas

csicsOka cefrék kezdeti és az erjesztés sordn csokkend redukalé cukortartalmanak és
szénhidrattartalmanak folyamatos nyomonkovetéséhez a Somogyi-Nelson modszert, valamint
HPLC technikat alkalmaztam.

3.3.6.1  Redukdlo cukortartalom meghatdrozds (Somogyi-Nelson modszer)

Redukalo cukroknak nevezziik azokat a szénhidratokat, melyek szabad, lekotetlen glikozidos
hidroxilcsoporttal rendelkeznek (mint pl.: gliikéz, fruktodz, laktdz, maltéz stb.) Meghatdrozasukra
szamos modszer 1étezik, melyek koziil az egyik klasszikus, a mai napig széles korben alkalmazott
eljaras a Somogyi-Nelson mddszer.

A moddszer elméleti alapjat képezi, hogy a lugos kozegben jelenlévé Cu(Il)-ionokat a redukald
cukrok Cu(l)-oxid téglavords csapadékka redukaljak, mikozben a szabad glikozidos
hidroxilcsoportok oxidalodnak. A keletkezé Cu(I)-oxidot az arzenomolibdat komplex redukalja, s
ezaltal tartds, jellegzetes kék szin képzddik, mely szinvéltozast spektrofotométer segitségével 540

nm-en mériink meg [Nelson 1944; Somogyi 1945,1951].

Anyagok:
= Somogyi |. reagens:

A Somogyi 1. reagens eldallitasnak elsd lépéseként a tdramérlegen letarazott 2000 ml-es
fo6z6poharba 288,0 g vizmentes natrium-szulfatot (Na;SO4) mértem ki, melyet az eléz6leg felforralt,
majd szobahdmérsékletlire lehiitott desztillalt viznek 1000 ml-jével oldottam fel magneses
kevertetés alkalmazasaval. A folyamatos kevertetés soran a mérépoharakban kimért 24,0 g kalium-
natrium tartaratot (KNaC4H406*4H,0), a 48,0 g natrium-karbonatot (Na,CO3), illetve a 32,0 g
natrium-hidrogén-karbonatot (NaHCO3) hozzdadtam, majd végezetiil a desztillalt viz fennmarado
részével 1600 ml-re egészitettem ki a f6zOpohar tartalmat. Felhasznalasaig termosztatban taroltam

27°C-os hémérsékleten [Somogyi, 1945, 1951].

= Somogyi Il. reagens:

A Somogyi II. reagens készitése soran tdramérlegen letarazott 1000 ml-es f6zOpoharba kimértem
72,0 g vizmentes natrium-szulfatot (NaySO4), melyet a felforralt, majd szobahdmérsékletiire
lehtit6tt desztillalt viz 300 ml-jével oldottam fel magneses kevertetés alkalmazasaval. A folyamatos
kevertetés mellett 8,0 g réz-szulfatot (CuSO,*5H,0) adtam hozza, s a teljes feloldodést kdvetden a
foz6pohar tartalmat a fennmaradd desztillalt vizzel egészitettem ki 400 ml-re [Somogyi, 1945,
1951].
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= Nelson reagens:

A Nelson reagens készitésének elsé 1épéseként a taramérlegen letarazott f6z6poharba kimértem
100,0 g ammonium-molibdatot ((NH4)sM070,*%4H,0), melyet 1500 ml desztillalt vizzel oldottam
fel. Az oldddast szintén magneses kevertetéssel segitettem elé. Ezt kovetéen 84,0 ml tomény
kénsavat (cc. H,SO4) adtam hozzd. Téaramérlegen egy 250 ml-es fézOpoharba 12,0 g natrium-
hidrogén-arzenatot mértem ki, melyet 100 ml desztillalt vizzel oldottam fel. A két oldat elegyitését
kovetden a térfogatot 2000 ml-re egészitettem ki. A Nelson reagenst barna tivegben, 37°C-on 24-48

oran keresztiil taroltam a felhasznalas el6tt [Nelson, 1944].

A mébdszer menete:

Analitikai mérlegen 0,5 g (0,50028 g) fruktézt mértem ki egy féz6poharba, melyet egy kevés
desztillalt vizzel feloldva maradéktalanul atoblitettem egy 100,0 ml-es mérélombikba, majd a
lombikot desztillalt vizzel jelig toltottem. A kapott fruktdz oldatbol higitasi sort készitettem. Els6
Iépésben 100-szoros higitast végeztem, s 2*10 darab kémcsObe (parhuzamos mérést végezve)
fruktdz oldatot pipettaztam, gy, hogy a bemért mennyiség 2,0 ml-tél indult, s 0,2 ml-ként
csOkkent. A bemért mennyiségek térfogatat 2,0 ml-re egészitettem ki desztillalt vizzel. Egy darab
kémcsobe csak 2,0 ml desztillalt vizet pipettaztam, ez volt a vakminta. Somogyi oldat készitése
soran Somogyi 1. és Somogyi II. reagenst 4:1 aranyban kevertem 0ssze, s mindegyik kémcsobe 2,0
ml mennyiséget pipettaztam. Ezt kovetden 15 percre a forrasban 1évd vizfiirdobe helyeztem a
félkémcsoveket, majd szobahOmérsékletlire lehiitéttem azokat. A kémcsovekbe 2,0 ml Nelson
reagenst pipettaztam, majd térfogatukat tovabbi 4 ml desztillalt vizzel egészitettem ki. Az elegyeket
alaposan megkevertem, hogy a képz08d6 szén-dioxid eltdvozzon. A mintak fényateresztoképességét,
abszorbancidjat spektrofotométer (UNICAM, Alpha Helios) segitségével 540 nm-en mértem meg, s
a tovabbiakban a kapott abszorbancia értékek és cukor koncentraciok alapjan felallitott kalibracios
egyenessel hataroztam meg az oldatok redukal6 cukortartalmat. A kapott kalibracids egyenest a 5.
abran szemléltettem.

A kapott pontokra linedris, regresszids egyenest illesztve konnyen meghatarozhatd a szamunkra

ismeretlen oldatok frukt6z koncentracioja.
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7. abra: Somogyi-Nelson kalibracids egyenes

Lathato, hogy az R? (determinécios koefficiens) értéke 98,53 %, amely bizonyitja a felallitott

regresszids modell illeszkedését.

3.3.6.2 HPLC technika

A HPLC (High Performance Liquid Chromatography) olyan elvalasztas-technika, melynél az
elvalasztas alapja egy allo- és egy vele nem elegyedé mozgd fazis kozotti megoszlaskiilonbség.
Meghatarozott, kismennyiségli minta nagynyomason torténd, impulzusszerli beinjektalasat
kovetden a mozgd fazissal (eluens) haladd minta komponensei koziil egyes komponensek a
kromatografias oszlop 4llo fazisaval interakcidba lépnek, visszamaradnak, s igy az oszlophossznak
megfeleld tavolsagot mas-mas 1d6 alatt teszik meg. A visszatartds idejét, azaz a retencios 1dot a
detektor méri, s a detektor jelnagysaganak az 1d6 fliggvényben vald &brazolasa révén
kromatogrammot, elicidés fuggvényt tudunk felvenni [Amtmann, 2011]. A normal fazisu
kromatografias elvalasztas a vizsgalt minta komponenseinek polaritasan alapul, ahol az allo fazis
poléaros, mig a mozg6 fazis apolaros tulajdonsagu.

A Sor- és Szeszipari Tanszék Fermentacios laboratoriumaban talalhaté Thermo Fisher Scientific
Corporation altal gyartott Surveyor tipusu HPLC késziiléket alkalmaztam, melynek paraméterei a
kovetkezok:

« Oszlop: Aminex-87H (Bio-Rad, USA)
« Eluens: 0,005 n H,SO,4

« Integral6 szoftver: ChromQuest 5.0

« Detektor: RI és PDA

« Oszlop hémérséklet: 45 °C
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o Detektor hdmérséklet: 40 °C
« Aramlasi sebesség: 0,6 ml/perc

o FElualasi mod: izokromatikus

A moddszer menete:

A csicsoka cefrék szénhidrattartalmanak meghatarozasahoz a beoltast megel6zden, illetve a
beoltast kovetden 24 oras idokozonként, laminaris flilke alatt steril pipettahegyek alkalmazéséaval, a
lombikokbol 1,0 ml mintat pipettdztam az Eppendorf csévekbe. A mintakat 15 percen keresztiil 14
ezres fordulatszdmon centrifugaltam, majd a feliiliszobdl pipetta segitségével 250 ul mennyiséget
pipettdztam a mintatartokba.

A vizsgaland6 komponensek (glikdz, fruktdz, oligoszacharidok, inulin, etanol) ismeretlen
koncentracié értékeinek mintankénti meghatdrozasara kalibracids egyenest készitettem megfeleld

standardokat hasznalva.

3.3.7 A fermentacio

A fermentéciot megelézden az elkészitett csicsoka cefrék mért pH értékét 21 %-o0s foszforsav
(H3POy) segitségével 3,5 érték ala vittem, annak érdekében, hogy megakadalyozzam a fermentacio
szdmara nemkivanatos, karos mikroorganizmusok (baktériumok, penészek) elszaporodasat. A
szakirodalom alapjan, a Kluyveromyces marxianus legmagasabb inulinaz enzimaktivitasat 3,2-5,0
pH tartomany kozott allapitottak meg, tehat az altalam végrehajtott pH csokkentés nem fejtett Ki
esetleges gatld hatast [Pessoa and Vitolo, 1999]. A komplex tapsé (UVAVITAL, 20-25 g/hl)
alkalmazasaval a Saccharomyces cerevisiae ¢és a Kluyveromyces marxianus ¢élesztétorzs
¢letfunkcioihoz és elszaporodasahoz sziikséges vitaminokat (tiamin, bioetin, niacin, folsav stb.) és
tapanyagokat biztositottam.

A csicsoka cefrék éleszttorzsekkel torténd beoltdsa 1:1 ardnyban tortént abszorbancia érték
alapjan. A rehidratalt Saccharomyces cerevisiae, illetve az inokulum taplevesben felszaporitott
Kluyveromyces marxianus esetén 100 ul mennyiséget 50-szeresre higitottam fel desztillalt viz
segitségével, majd spektrofotométer alkalmazasiaval 600 nm-en megmértem a fényateresztd
képességiiket, s meghataroztam mindkét élesztétorzsre a beoltdsi mennyiséget. A beoltast kovetden
Osszeraztam a beoltott cefréket, majd kotyogokkal lattam el a lombikokat, melyeket termosztatban
30°C-on taroltam. Az altalam olvasott tanulmanyok alapjan ezen a hdmérsékleten mindkét €lesztd
torzs jol fermentalja a szénhidratokat etanolla [Bajpai&Margaritas, 1987; Nonklang et al., 2007;
Ohta et al., 1993;].
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Az erjesztést megeldzden illetve az erjesztés soran 24 oras idokozonként laminaris fiilke alatt 5,0
ml mintat vettem ki kémcsovekbe a Somogyi-Nelson redukalé cukortartalom meghatarozasdhoz

illetve 1,0 ml mintat Eppendorf csévekbe a HPLC analizishez.

3.3.8 Etil-alkohol koncentraciéo meghatarozasa

A beoltott csicsokacefrék etil-alkohol koncentraciovaltozasanak nyomonkovetésére ismert
A kapott kalibracios egyenes segitségével a beoltas el6tt és a fermentéacid 24 oras periddusaiban vett
mintak etil-alkohol koncentracidja gyorsan kiszamithato.

A leerjedt cefre alkoholtartalmat a Sor- és Szeszipari Tanszék Technoldgiai laboratoriuméaban
talalhat6 Biichi Distillation Unit K-350-es leparld és Anton Paar DMA 35N alkoholmérd késziilék

segitségével hataroztam meg.

A modszer leirdsa:
Egy 100,0 cm®-es mérélombikot a leerjedt cefrével jelig toltottem, majd a Biichi Distillation Unit

K-350-es leparld desztillalé csovébe maradéktalanul atontottem a lombik tartalmat. A desztillalo
csObe par csepp habzasgatlot (Foamsol) cseppentettem. A desztillacid idétartama 3 percet vett
igénybe. A desztillatum térfogatat 100 cm’-re egészitettem ki desztillalt vizzel, majd alaposan
Osszeraztam a lombikok tartalmat. Szobahdémérsékletii vizfiirdoben lehiitottem a lombikokat,
ugyanis az Anton Paar DMA 35N késziilék 20°C-ra van kalibralva. A mért alkoholkoncentraciokat

térfogatszazalékban (v/v %) kaptam meg.
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3.4 KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.4.1 Fermentacios profil

A TDK munkamban célul tliztem ki a vegyes kulturas erjesztés optimalasat, igy fontosnak
(pH=3,81) cefrét elokészitettem, majd UVAVITAL komplex taps6 adagolasa utan beoltottam kb.
30,0 ml mennyiségii Saccharomyces cerevisiae és Kluyveromyces marxianus 1:1 aranyu kevert
kultarajaval. A fermentacios kisérlet reprodukalhatosaganak ellenérzése végett harom parhuzamos
mérést végeztem el. Az erjesztés kimenetelének nyomonkdvetése érdekében naponta vettem
mintakat és analizaltam azokat. A redukald cukortartalom mérésére Somogyi-Nelson médszert, az
egyes szénhidrattartalomra pedig HPLC technikat alkalmaztam. Tovabba megmértem a cefre pH

érték és etanol koncentracid valtozasat. A kapott eredményeket a 8. abra szemléleti.
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8. abra: Fermentacios profil

Az alkoholos fermentaci6 folyamatat nyolc napon keresztiil vizsgaltam. Megallapitottam, hogy a
kevert kultara beoltasat kdvetd napon az élesztdsejtek nagy hatékonysaggal bontottak le az inulint
¢és konvertaltak etanolld. A kevert kultiraban 1év6 két élesztdtorzs szinergista kolcsonhatdsa révén
minimalizalodott a fruktézra értendd végtermék inhibicio, ugyanis amig a Kluyveromyces
marxianus az inulint gyorsan egyszerii cukrokka (gliikdz, fruktéz) bontotta, a Saccharomyces
cerevisiae fajéleszt6 az egyszerti cukrokat kiemelkedé erjesztéképessége révén etanolla fermentalta.
A fermentacids profil alapjan az elsé nap a cefrében 1évé DP4 mennyisége hirtelen lecsokkent

15,11 ¢/100 ml-rél 3,21 g/100 ml mennyiségre, mig a fruktoéz (11,11 g/100 ml) és a gliikéz (1,98
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g9/100 ml) Kkoncentracidja tetézott. Az alkoholos fermentacio harmadik napjara a cefre
alkoholtartalma elérte a 6,26 (v/v) % etanolkoncentraciot, mely mar gatlo hatast fejtett ki a kevert
kultara, foként a Kluyveromyces marxianus élesztésejtek fermentaciés hatékonysagara. A
fermentacios profilon is lathatd, hogy a kevert kultura kezdeti intenziv inulin konvertalasa innentdl
kezdve lelassult. A hatodik naptél a tapkozeg etanoltartama meghaladta 10 (v/v) %-0s
etanolkoncentraciot. A nyolcadik nap végére a kierjedt nativ csicsoka cefre alkoholtartalma elérte a

12,33 (v/v) %-ot, amely 78,7 % biokonverzids fokot jelent.

3.4.2 Optimalis szubsztratum koncentraci6 és inokulum méret meghatirozasa
Az eldzetes kisérletek alapjan azt tapasztaltam, hogy a kierjedt cefre etanol koncentracidja
nagymértékben fligg a kiindulasi cefre cukortartalmatol és a beoltott tenyészet mennyiségétol, igy a

kutatdsaim soran célul tliztem ki ezen faktorok hatasanak vizsgalatat.

3. tablazat: Kozponti elrendezésii Kisérletterv és kapott eredmények

Szubsztratum Beoltasi Etanol Biokonverziés
Kisérlet szama koncentracio mennyisége | koncentracio fok (%)
(g/100ml) (ODgpo*ml) (Viv %0)
1. 27 129 10,64 60,98
2. 25 163 9,43 60,68
3. 25 97 10,02 63,19
4. 20 175 9,48 72,29
5. 20 129 10,33 79,22
6. 20 129 10,19 78,11
7. 20 85 10,22 78,39
8. 15 163 8,38 86,20
9. 15 97 8,07 83,82
10. 13 129 7,95 90,86

Gyakorlatban valaszfeliileti kisérlettervezési modszert alkalmaztam az optimdlis szubsztratum
koncentracid és inokulum méret meghatarozasara. Kisérletsorozatom optimalando paramétereiként
kisérlettervezési modszerek koziil a kozponti elrendezésli kisérlettervezést alkalmaztam két
fliggetlen faktorral. A teljes kisérlettervet és kapott eredményeket 3. tablazatban foglaltam Ossze.

A kapott eredmények értékelésére a Statistica 9.0 for Windows szoftvercsomagot alkalmaztam.
Az etanol koncentraciora és biokonverzidos fokra vonatkozo6 ANOVA eredményeket a 4. és 5.

tablazat szemlélteti.
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4.tablazat: ANOVA eredmények az etanol koncentraciora

Faktor SS df MS F p

Szubsztratum koncentracié (m/w%) (L) 5,7275 11 5,7275| 546,3391 0,0272
Szubsztratum koncentracié (m/w%) (Q) 1,8815 1] 1,8815 179,4755 0,0474
Beoltasi mennyiség (ODgoo*ml)(L) 0,2273 1] 0,2273 21,6844 0,1346
Beoltasi mennyiség (ODgoo*ml)(Q) 0,6135 1| 0,6135 58,5268 0,0827
1L by 2L 0,2098 1| 0,2098 20,0189 0,1399
Illeszthetoség (Lack of Fit) 0,7710 31 0,2570 24,5172 0,1471

S.tablazat: ANOVA eredmények a biokonverzids fokra

Faktor SS df MS F p

Szubsztratum koncentracioé (m/w%) (L) 981,3656 1]981,3476| 1592,227 0,0159
Szubsztratum koncentracié (m/w%) (Q) 16,8812 1] 16,8826 27,3748 0,1201
Beoltasi mennyiség (ODggo*ml) (L) 9,37911 1| 19,3810 15,2363 0,1596
Beoltasi mennyiség (ODgoo*ml) (Q) 22,8061 1| 22,836 37,0941 0,1036
1L by 2L 6,13721 1| 6,1764 10,0514 0,194852
Illeszthetdség (Lack of Fit) 18,1445 3| 16,0487 9,8136 0,2295

A felallitott modell illeszkedésének vizsgalata az el6z6 tablazatokban feltiintetett Fischer-féle F

teszt eredményei alapjan tortént. Megallapitottam, hogy az etanol koncentracio esetében a Lack of

Fit F-értéke 24,5172 volt, amelyhez p = 0,1471 érték tartozott. Ez azt jelenti, hogy a mért adatok

alapjan az altalam alkalmazott modell illeszkedése 85 % valoszinliséggel felel meg. A

biokonverzidos foknal a kapott F-érték 9,813 és p = 0,2295 arra ad kovetkeztetést, hogy a

biokonverzids fok esetén az illeszkedés csupan 77 % megbizhatosaggal rendelkezik. Tekintettel

arra, hogy biologiai rendszerekkel végeztem a kisérleteimet, ezen eredmények joknak mondhatok.

A modell illeszkedésének vizsgalatdit az egyes faktorok hatdsainak vizsgalata kovette.

Megallapitottam, hogy a szubsztratum koncentracio szignifikans hatast gyakorolt az etanol

koncentracid és a biokonverzios fok alakulasara 95 % konfidencia szinten. A faktorok hatasait a 6.

tablazat és 7. tablazat tartalmazza.

25




6. tablazat: Kiilonbo6zo faktor hatasa az etanol koncentraciora

Standard - 95 % +95%
Faktor Hatas hiba t(1) p konfidencia | konfidencia
szint szint
Konstans. 10,2780 0,0724| 141,9132 0,0044 9,3577 11,4375
Szubsztratum koncentracié (m/w%) (L) 1,7017 0,0728 23,3729 0,0272 0,7766 2,6314
Szubsztratum koncentracié (m/w%) (Q) | -1,2928 0,0964 13,3968 0,0474 -2,5170 -0,0624
Beoltasi mennyiség (ODggo*ml)(L) -0,3433 0,0737 -4,6567 0,0752 -1,2801 0,5017
Beoltasi mennyiség (ODgyo*ml)(Q) -0,7729 0,1010 -7,6503 0,0827 -2,0567 0,5527
1L by 2L -0,4578 0,1023 -4,4742 0,1399 -1,7581 0,8329

Az inulin-alapu fermentacié soran az etanol koncentracio valtozasara a felallitott modellben

szerepld elséfoku illetve négyzetes szubsztratum koncentracio, mig biokonverzids fok esetében

csak az elséfokt szubsztratum koncentracio esetében érvényesiilt a kivaltott hatas 95 %

megbizhatosdggal. Megfigyelésre keriilt, hogy a beoltdsi mennyiség novelése a termékben 1évd

etanol koncentracid, valamint biokonverzids fok csokkenését valtja ki. A két altalam vizsgalt

fiiggetlen faktor egymasra gyakorolt hatdsa 85% valoszintiséggel szignifikanciadt mutatott az etanol

koncentraciora vonatkozodan.

7. tablazat: Kiilonbo6zo6 faktor hatasa a biokonverzids fokra

Standard - 95 % *95%
Faktor Hatas hiba t(1) p konfindencia | konfidencia
szint szint
Konstans 78,7073 0,5553| 141,7321| 0,0044 71,6511 85,7624
Szubsztratum koncentracié (m/w%) (L) | -22,2745 0,5582 -39,9023| 0,0159 -29,3677 -15,1834
Szubsztratum koncentracidé (m/w%) (Q) -3,8609 0,7393 -5,2336] 0,1201 -13,2639 -5,5243
Beoltasi mennyiség (ODggo*ml)(L) -2,2067 0,5653 -3,9033| 0,1596 -9,3899 -4,9760
Beoltasi mennyiség (ODgyo*ml)(Q) -4,7146 0,7746 -6,0902| 0,1036 -14,5614 -5,1255
1L by 2L -2,4838 0,7846 -3,1645| 0,1948 -12,453 -7,4863

A modellben szerepld koefficiensek meghatarozdsara regresszid analizist alkalmaztam a

Statistica 9.0 for Windows szoftvercsomag segitségével. A kapott eredményeket a 8. és 9.

tablazatban szemléltettem.

26




8. tablazat: Regresszios koefficensek és statisztikai probai (etanol koncentracio)

Regresszios | Standard ~95% +95%
Faktor gress . t(1) p konfidencia | konfidencia
koefficiens hiba . .
szint szint
Konstans -12,4409 1,4986| -8,3014 0,0763 -31,4831 6,6013
Szubsztratum koncentracié (m/w%) (L) 1,3846 0,0872] 15,8607 0,0040 0,2754 2,4938
Szubsztratum koncentracié (m/w%) (Q) -0,0258 0,0019] -13,396 0,0474 -0,0503 -0,0013
Beoltasi mennyiség (ODggo*ml)(L) 0,1153 0,0136| 8,4238 0,0752 -0,0586 0,2892
Beoltasi mennyiség (ODgoo*mlI)(Q) -0,0004] 0,00004] -7,6503 0,0827 -0,0009 0,0002
Xy X X, -0,0014 0,0003| -4,4742 0,1399 -0,0053 0,0025
9. tablazat: Regresszios koefficensek és statisztikai probai (biokonverzios fok)
- 0, + 0,
Regresszios | Standard 9.5 /o . ?5 o .
L . t(1) p konfidencia | konfidencia
koefficiens hiba . .
Faktor szint szint
Konstans 40,1649 11,4911 3,4953 0,1773 -105,8430 186,1771
Szubsztratum koncentracié (m/w%) (L) 1,8496 0,6693 2,7633 0,2210 -6,6552 10,3528
Szubsztratum koncentracié (m/w%) (Q) -0,0773 0,0147| -5,2335 0,1201 -0,2657 0,1116
Beoltéasi mennyiség (ODgoo*ml)(L) 0,6833 0,1049 6,5096 0,0970 -0,2653 0,2892
Beoltasi mennyiség (ODgoe*ml)(Q) -0,0021 0,0003| -6,0910 0,1036 -0,6503 0,0002
Xy X X, -0,0075 0,0023| -3,1645 0,1948 -0,0385 0,0025

Lathato, hogy az etanol koncentracié esetében (8. tablazat) a Student-féle t-proba alapjan

csupan a by, b, és bz koefficienseknél kaptam 95 % megbizhatosagi szintet. A bg és by becslése 90

%-kal, mig a bs csak 85 %-kal mondhatd biztosnak. Sajnos a biokonverzids fok esetén egyik

regresszids koefficens becslése sem érte el a 95 % megbizhatosagi szintet.

Az eredményeket Osszefoglalva a kovetkezé masodfoku, polinomikus modelleket javasolnam az

etanol koncentracio és biokonverzids fok valtozasanak leirasara:

7=-12,4409+1,3846x-0,0258x°+0,1153y-0,0004y%-0,0014xy

ahol: Z: etanol koncentracio (v/v%), x: szubsztratum koncentracio (m/w%), y: kevert kultira

beoltasi mennyiség (ODgoo*ml)
Z=40,1649+1,8496x-0,0773x°+0,6833y-0,0021y*-0,0075xy

ahol: Z: biokonverzids fok (%), x: szubsztratum koncentracié (m/w%), y: kevert kultara

beoltasi mennyisége (ODggo*ml)
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Az optimum pont meghatarozasahoz az etanol koncentracio valtozasat vettem figyelembe,
ugyanis a levont kovetkeztetések alapjan a csicsoka cefre kiindulasi szubsztratum koncentracidja és
a vegyes kultara beoltasi inokulum mennyisége ezen optimalizacids paraméterre fejtett ki nagyobb
hatast. A mért eredményeket haromdimenzios koordindtarendszerben abrézoltam, s a pontokra

gorbiilt feliiletet illesztettem, amely alapjan a 9. abran szemléltetett valaszfeliiletet kaptam.

Fitted Surface; Variable: Etanol koncentracio (viv%)
2 factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Pure Error=,0104835
DV: Etanol koncentracio (viv%)

Optimum pont

11,62 viv%
;
g
H
%
Z
I > 10
B < 9,25
[ 1<825
B <7.25
Bl <625

9. abra: Valaszfeliilet az etanol koncentraciora [v/v%]

A bemutatott feliilet alapjan a termékben elérheté maximalis etanol koncentracié a 24 (m/w) %
szubsztratum koncentracio €s 120 ODggo*ml beoltdsi mennyiség metszéspontjanal érhetd el, igy ezt
a pontot tekintem optimalis munkapontnak. Ebben az esetben a Statistica 9.0 for Windows
szoftvercsomag segitségével becsiiltem meg az elérendd a maximalis etanolkoncentraciot. Ezen
értek 11,62 (v/v) % lenne, mely a 95 % konfidencia intervallumon becsiilt 9,11 (v/v) % és 12,12

(v/v) % kozé esik. Az optimum pont ellendrzése végett megerdsitd kisérleteket végeztem el.
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3.4.3 Optimum munkapont validalasa

Az optimum munkapont validalasara harom parhuzamos kisérletet hajtottam végre az el6z6
fejezetnek megfelelden. Az erjesztés soran kapott eredmények alapjan az etanol koncentracid

alakulasat az 10. abran szemléltettem.

14 +

6+
47
2ff:.
0: , , , . . . .
1 2 3 4 5 6 7 8

Fermentacios id6 (nap)

[y
N

[ay
o

(o]

Etanolkoncentracio (v/v %)

10. abra: Az etanolkoncentracio alakulasa a fermentacio soran

Lathatd, hogy az etanolkoncentracid folyamatosan ndvekedett a vegyes kultaras fermentaciod
soran, s a 6. napra mar meghaladta a csicsoka cefre alkoholtartalma a 10,5 (v/v)%-ot. A standard
hibaval egyiitt is megallapitottam, hogy az 4altalam végrehajtott kisérlet sorozatban kapott
eredmények (10,67 %, 11,29 % ¢és 11,91%) a 9,11 (v/v) % és 12,12 (v/v) % becslési 95 %
konfidencia intervallumba estek. Ezek alapjan a modellt hitelesnek tekintettem. Gyakorlatban
azonban a natdr csicsoka szénhidrattartalma 15-20 (m/w) % kozott mozog, igy javasolnam a 17-18
(m/w)% extrakttartalma cefre készitését és annak megfeleld6 mennyiségii tenyészet beoltasanak

alkalmazasat.

3.4.4 AKkiilonboz6 beoltasi technikak vizsgalata

A szakirodalmak tanulmédnyozasa soran szamos esetben taldlkoztam az inulin-alapti bioetanol
eloallitasanal alkalmazott rataplalasos, ugynevezett fed-batch fermentacioval. Ezalatt a fermentacios
kozeghez megfeleld 1dokozonként torténd szubsztratum mennyiség hozzdadagoldsat kell érteni.
Ekkor meriilt fel, hogy a kevert kultira egyszeri hozzaadasa mellett, a meghatarozott idézitéssel
végrehajtott inokulum mennyiség betaplalasa, milyen hatast fejtene ki az etanol koncentraciora,

valamint a biokonverzios fokra.

29



Természetesen fontos megemliteni, hogy a feltételezett hatékonysag ndvelése érdekében a
meghatarozott iddpontokban betaplalt inokulumban a Saccharomyces cerevisiae szaritott ¢leszto

friss rehidratalasbol, mig a Kluyveromyces marxianus friss tenyészetbdl szarmazott.

A Kkisérleti sémat a 10. tablazat szemlélteti.

10. tablazat: Kiilonb6zo6 beoltasi technika sémaja

Beoltasi mennyiség (ml)
Kisérlet
0. nap 1. nap 2. nap 3. nap
1. 1 - - -
2. 2/3 1/3 - -
3. 2/3 - 1/3 -
4. 2/3 - - 1/3

A fermentéciokat 17,5 (m/w) % szubsztratum tartalmu, beallitott pH=3,75 és komplex tapsoval
kiegészitett csicsoka cefrével végeztem. A kisérleteim sordn mindegyik esetre két parhuzamos

fermentéaciot hajtottam végre, azzal a céllal, hogy egyidejlileg ellendrizni tudjam kisérleteim

reprodukalhatdsagat.
20 12

< 18 S
E 16 10 % —@—Tényleges szubsztrat
E 14 8 % koncentracié (g/100 ml)
£ 8 —®—DP4 (g/100 ml)
£ 10 6 £
5 8 . g DP2 (g/100 ml)
S 6 =
= ]
5 4 5 &  =®—Fruktoz (/100 ml)
I =

0 0 —@—Etanol (v/v %)

0 1 2 3 4 5 6 7
Erjesztési id6 [nap]

11. abra: 1. beoltasi kisérlet hatasa az inulin fermentaciora

Az elsé esetben mind a teljes inokulum mennyiséget (30,0 ml) egyszerre adtam hozza a
fermentacios kozeghez. A fermentdcié kimenetele az 11. abran lathat6. A kisérlet soran a kierjedt
cefre etanol koncentracidja 9,58 (v/v) % volt, mig az elméleti etanol kihozatalhoz képest a tényleges

etanol kihozatal elérte a 84,4 % -ot.
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A masodik esetben a fermentacio kezdetekor a fermentacios kézeghez az inokulum mennyiség
2/3 részét, mig a masodik nap a maradék 1/3 részét (10,0 ml) adtam hozza. A beoltasi technika

eredményességét a 12. abra szemlélteti.

20

18

16 =@—Tényleges szubsztrat
14 koncentracié (g/100 ml)
12 =@—DP4 (g/100 ml)

10

®—DP2 (g/100 ml)

—@—Fruktéz (g/100 ml)

Szénhidrat tartalom [m/w%]
Etanol koncentracié [v/v%]

O N B O

=@—Etanol (v/v %)

o 1 2 3 4 5 6 7

Erjesztési id0 [nap]

12.4bra: 2. beoltasi kisérlet hatiasa az inulin fermentaciora

Azt tapasztaltam, hogy a fermentacid elsé napjdn nem nodvekedett szamottevéen a fruktdz
koncentracio, igy az alkohol koncentracié sem. Ennek hatdsédra a friss tenyészet hozzdaddsa 16kést
adott a fermentacidonak, amelynek eredményeképpen a hetedik nap végére az etanolkoncentracio
meghaladta 10 (v/v) %-ot (10,41 v/v %), s a biokonverzios fok pedig 91,77 %-ot mutatott. Ennek az
lehet a magyarazata, hogy kisebb mennyiségli Kluyveromyces marxianus miatt kevesebb fruktoz
keletkezett, igy a szubsztratum gatlas nem érvényesiilt a Saccharomyces cerevisiae esetén, valamint
az alacsony alkoholtartalom még nem befolyasolta a Kluyveromyces marxianus ¢éleszt6é

tevékenységét.

20 12
19 o =
z 16 >  —@—Tényleges szubsztrat
E 14 8 % koncentracio (g/100 ml)
E 12 g ——Dp4 (g/100m)
£ 10 6 %
5 8 2 —e—DP2 (g/100 ml
= 4 5 (9 )
E 4 E )
i 2 §  —®—Fruktoz (g/100 ml)
wvno2 0

0 Attty

=@—Etanol (v/iv %)

o 1 2 3 4 5 6 7

Erjesztési id6 [nap]

13. abra: A 3. beoltasi Kisérlet hatasa az inulin fermentaciora
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14. abra: A 4. beoltasi Kisérlet hatasa az inulin fermentaciora

A 13. és 14. abran bemutatott harmadik és negyedik kisérletsorozatnal szintén azt tapasztaltam,
hogy a fermentécio 2. és 3. napjandl mar elég magas volt az etanolkoncentracio, amely mérgezo
hatast fejtett ki a Kluyveromyces marxianus élesztdsejtek szaméra. Igy ezen kisérletek végén csupan
kb. 9 (v/v) % etanolkoncentraciot értem el 78,7 % és 78,51 % biokonverzios fok mellett.

Mind a négy beoltasi technikar6l elmondhat6, hogy magas etanol koncentraciokat és
biokonverzidos fokokat eredményezett, azonban a masodik kisérletsorozatnal értem el a
legmagasabb értékeket, ugyanis a kierjedt csicsoka cefrében mért 10,41 (v/v)% alkoholtartalom
mellett 91,77 %-os biokonverzids kaptam. A 15. abra szemlélteti a beoltasi kisérletek soran elért

biokonverzios fokok értékeit.

100

80

60

40

Biokonverzids fok [%]

20

1. 2. 3. 4.

Beoltasi technika szama

15. abra: Biokonverzios fok valtozasa kiilonb6z6 beoltasi technika esetén
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Elmondhat6, hogy a beoltasi technikdval fokozni tudtam a fermentacio hatékonysagat, ugyanis a
biokonverzids fokot 80 %-rol 90 % folé emeltem. Azt azonban meg kell erdsitenem, hogy ezzel az
eredménnyel még nem meritettem ki az inulin-alapi kevert kultiras erjesztésben elérthetd
maximumot. Megitélésem szerint a kisérlettervezésen alapul6 inulin fermentacié optimalasa altal

még tovabb ndvelhetd a biokonverzids fok.
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4 OSSZEFOGLALAS

TDK kutatomunkam az inulin-alapa bioetanol gyartastechnologia fejlesztésére fokuszalt, amely
magaba foglalta az optimalasi feladatok megoldasat a fermentacid hatékonysaganak fokozéasa
céljabol. Kisérleteim soran az alabbi eredményeket értem el:

A Saccharomyces cerevisiae és Klyuveromyces marxianus élesztok alkalmazasaval vegyes
kultaras etanol erjesztést valositottam meg, melynek szénforrasaként az inulin szubsztratum
szolgalt. Azt tapasztaltam, hogy a fermentacio soran a két €lesztd faj jol kiegészitette egymast: a
Kluyveromyces marxianus magas inulinaz aktivitasanak koszonhetéen a cefrében 1évé inulin és
fruktooligoszacharidok gyorsan hidrolizalodtak erjesztheté cukrokka, amelyeket a Saccharomyces
cerevisiae hatékonyan konvertalt etanolla. A vegyes erjesztésti, 25 (m/w) % extrakttartalmu
¢lesztd faj tarsithato és vegyes kulturas erjesztésnél nagyobb biokonverzios hatasfokot kaptam, mint
monokultiras erjesztés esetén.

A fermentacié hatékonysaganak fokozasara faktoridlis kisérlettervezési modszert alkalmaztam.
A két fliggetlen faktorként a szubsztratum koncentraciot és beoltas mennyiséget valasztottam, a
fliggd valtozo pedig kierjedt cefre etanol koncentracidja és a biokonverzios hatasfok volt. A fliggd
valtozok valtozasanak leirasara masodfokt polinomikus egyenletet valasztottam. A valaszfeliileti
kisérlettervezési modszerek koziil a kozponti elrendezésii kisérlettervezést alkalmaztam. Az
optimalasi kisérlet tervezésénél illetve a kapott eredmények értékelésénél a Statistica 9.0 For
Windows szoftercsomagot hasznaltam. Tobblépéses kisérletsorozat utan a kovetkezd modellt

valasztottam az etanol koncentracid és biokonverzids hatasfok leirasara:

Z=-12,4409+1,3846x-0,0258x%+0,1153y-0,0004y>-0,0014xy
ahol: Z: etanol koncentracid (v/v%), x: szubsztratum koncentracié (m/w%), y: kevert kultara

beoltasi mennyiség (ODgoo*ml)

Z= 40,1649+1,8496x-0,0773x%+0,6833y-0.0021y?-0.0075xy
ahol: Z: biokonverzios fok (%), x: szubsztratum koncentracié (m/w%), y: kevert kultura beoltasi

mennyisége (ODgoo*ml)

A statisztikai és matematikai elemzésen alapul6 ANOVA eredmények alapjan megallapitottam,
hogy az etanol koncentracié esetén a modell 85%, a biokonverzios hatasfok esetében pedig, csak
77% az illesztés valoszinilisége. A két fliggetlen faktor koziil a szubsztratum koncentracio 95 %

megbizhatosaggal befolyasolta az etanol koncentracio €s a biokonverzids hatasfok alakulasat.
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A regressziés modell alapjan grafikusan is abrazoltam a kapott eredményeket az etanol
koncentraciora és a biokonverzids hatasfokra. Azt tapasztaltam, hogy a szubsztratum koncentraciod
novelésével a biokonverzids hatasfok csokken, ezért az optimum munkapont meghatarozasédhoz az
etanol koncentracio valtozasat vettem figyelembe. Ezek alapjan a becsiilt maximalis
etanolkoncentraciot (11,62 v/v%) a 24 (m/w) % extrakttartalma csicsokacefre és 120 ODggo*ml
beoltasi mennyiség alkalmazasaval értem el. Ezen érték 95 % konfidencia intervalluma: 9,11 (v/v)
% és 12,12 (v/v) %.

A becsiilt optimum munkapont validalasara kisérleteket végeztem és azt tapasztaltam, hogy a
fermentacio 6. napjaban érheté el az modell segitségével becsiilt maximalis etanol koncentracio.
Ennek alapjan megéllapitottam, hogy az altalam felallitott modell alkalmas az etanol koncentracid
¢s biokonverzids hatasfok leirasara. Tekintettel, hogy a natir csicsokaextraktum szénhidrattartalma
15 (m/w) % ¢és 20 (m/w) % koOzott mozog, a tovabbi kisérletekben 17-18 (m/w) %
szubsztratumtartalm cefréket alkalmaztam.

Megvizsgaltam a kiilonboz6 beoltasi technikdk hatdsat a vegyes kultirds erjesztés
hatékonysagara. Megallapitottam, hogy mind a négy esetben kedvezd eredményekre tettem szert,
mind a biokonverzios fok, mind az etanol koncentracio terén. A masodik beoltasi technikanal értem
el a legmagasabb etanol koncentraciot (11,41 v/v%) és biokonverzios fokot (91,77%) a 17,5
(m/w)% extrakttartalmt csicsoka cefre mellett. Ennek magyarazata talan az, hogy az inokulum 2/3
részének beoltasat kovetden a kdvetkezO nap a maradék 1/3 rész fermentéacios kdzeghez adasaval
friss élesztOsejteket jutattam be a rendszerbe, amely altal megelézhetd a szubsztratum gatlas a
Saccharomyces cerevisiae illetve és végtermék gatlas a Kluyveromyces marxianus szamara. Igy
novelhetd a fermentacids rendszer hatékonysaga 78 %-rol 91 %-ra.

Megallapitottam, hogy a kapott eredmények laboratoriumi méretiiek, de megalapozhatjdk az
inulin-alapt vegyes kulttiras etanol erjesztés fejlesztését. Természetesen még sok kisérleti munkara

lenne sziikség az ipari technologia megvalodsitasahoz, amelyet jovében szeretnék folytatni.
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