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1 BEVEZETES

A szazadunkban jelentk&zglobalis probléméak sokasagat az ember és az enmegativ
tevékenységek idéztékselamelyre Csanyi Vilmos (biologus, biokémikus), adyar Tudomanyos
Akadémia rendes tagja is ravilagit az egyile tszarmazo kijelentésében:

,AZ ember, aki szerényen sapiensnek, bélcsnek ineagat, noha bolondok bolondja, képtelen
korlatozni populaciéjanak méreteit, képtelen meglakgozni a haszontalannak vagy karosnak itélt
anyagok felhalmozodasat, képtelen alacsony sziat¢ani az energiafelhasznaladsat és képtelen
békésen egyiitt éIni a bioszféraval, améllyiétetett.”

A jelentke®d negativ valtozasok, mint a klimavaltozas, az amergs nyersanyagéhség, az
Uveghazhatasu gazokolég a szén-dioxid) egyre nagyobb métitékibocsatasa, a novekv
természetrombolas, stb. kezelésének az egyik debge a fosszilis energiaforrasok felvaltasat
szolgalé megujulé, valamint megujithatd energidkuatisa és alkalmazasa.

llyen megujuld, alternativ energiaforrasok a bigilaayagok, melyek kozil az egyik
legnagyobb potenciallal a bioetanol rendelkezikéaltitasa napjainkban ddien cukor- és
keményié alapu nyersanyagokra tamaszkodik (pl.: kukoricdzab cukornad, cukorrépa, stb.),
amely miatt egyre élesédellentét alakult ki a ,biofuel ipar” és az élelmésipar, valamint a
tarsadalom bioetanol ellenes rétege kozott. Azntedtek enyhitésének egyik lebsége Uj, a
bioetanol edallitas szamara hasznosithatd nyersanyagok, ipatiéktermékek felkutatasa és
bevezetése. Ennek érdekében egyre intenzivebkakakafolynak Uj nyersanyagok alkalmazasara,
példaul celluléz alapu etanoli@llitasra, ipari szennyvizek és hulladékok haszaséra, kilonbdz
mezgazdasagi melléktermékek vizsgalatara vagy éppémialapu bioetanol ééllitasara.

Ezek kozul az egyik igéretes irany lehet az inal@pl etanol gyartasanak bevezetése, amely
inulin (fruktoz-polimer) egyes ndvényekben nagy mgeégben megtalalhato tartalék szénhidrat. A
hazai klima- és talajviszonyok mellett j0I termés#i csicsoka, amely rendkivil kedwez
beltartalmi és termesztési tulajdonsagokkal rerefglg potencialis nyersanyagforrds lehet. Ennek
ellenére ipari méretekben torteasznositasa azonban még nem terjedt el, a feltdg és
fermentacioja soran jelentk&problémak miatt. Az egyik probléma abban kereéehdgy jelenleg
az ipari etanol gyartasban alkalmazott élagambak (pl.: Saccharomyces cerevis)aaulinaz
aktivitasuk hianya miatt nem képesek az inulintugilendl hidrolizalni és fermentélni. Megoldast
nyujthat a hagyomanyos enzimes és vegyszeres izidrohellett, egy multikultiras fermentacio
megvalositasa. A vegyes tenyészetben magas indkidatassal rendelkézes eés etanol erjesat

képesséfymikroorganizmusok felhasznalasa valdsulna meg.



Az etanolos fermentacio dd@®n négy kulonbdz erjesztési technoldgiaval (szakaszos,
rataplalasos, folytonos és fél-folytonos) valogithaeg. Az ipari etanol gyartasban talnyomo részt
a hagyomanyos, szakaszos fermentaciés technikatnakzak, dleg egyszdr megvalositasa,
valamint alacsony beruhazasi és Uzemeltetési k@ts@att. Azonban hosszu improduktiv allésid
jellemzi, amely a technika hatékonysagat, proditiéat jelenisen csokkenti. A termelékenység
javitasa és az allasidnérséklésére a fél-folytonos vagy folytonos tedbgia nyudjthat megoldéast,
melyet &ltaldban magas produktivitds és hozam npelie Ipari mérét megvalositasakor a
befertzodées és az élesit degeneralddasanak veszélye problémakat okozhakzakaszos és a
folytonos technika otvozésének tekinthea fél-folytonos fermentacid (szakaszos erjesztések
sorozata), amely a két technoldgia kedvealajdonsagait probalja egyesiteni. Az ipari etano
fermentaciban még viszonylag ritkan alkalmazotiarés, azonban mas biotechnoldgiai
folyamatoknal egyre nagyobb sikerrel hasznositjak.

A rataplalasos technika a fermentacios folyamatotars fellé@ szubsztratum- és termékgatlas
kikiiszObolésére, medaésére kifejlesztett technoldgia. A rataplalas@@&inak koszonh&tn sok
esetben elérhéta szubsztrdtum hasznositas novekedése és aztégjbstasfokanak javuldsa. A
technika a glikoz alkoholos fermentalasaban sikali@lmazhatd, melyet tobb irodalmi adat is
bizonyit. Azonban a vegyes Kkultdras, inulin alapganel gyartasban tortén sikeres
alkalmazhat6saga még kevésbé tanulmanyozott.

Kapcsolédva a téméhoz, kutatbmunkamban a kuldhbdémmentacids technikdk vizsgalatat

tiztem ki célul, a hatékony inulin alapu bioetandidlitasanak elérése érdekében.



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A globalis problémak és a megujulé energiaforrasokapcsolata

A mult szazad oOta fokozatosanosddd €s az egyre nagyobb probléméakat feélvgtobalis
valtozasok, valamint ezek kezelése korunk egyikilegetbb kihivasa, kérdése, melyre tudosok és
kutatok ezrei keresik a valaszt. A globalis szinteegfigyelhed valtozasok kozé tartozik tdbbek
kozott a rohamosan névakwnépesség (tulnépesedés), @6 termelés, a jelentkézanyag- és
energiavalsag és az un. ,kornyezeti valsag”. Utdlpiijtéfogalomként szolgadl mind az
Uveghazhatas és az ,6zonlyuk” probléméjara, a berditas csokkenésére, valamint a savék es
€s a kornyezetszennyezeés kifejezésére, vagyismaeseetes (termeészeti) egyensuly felborulasara
(Kuthi, 2001).

A jelentke® problémék egyik kivaltd okaként tekintbed FOld kapacitasain tulnyald és a
korabbiaknal intenzivebb népességndvekedés, ankekinetkeztében a becslések szerint 2050-re
bolygonk lélekszama elérheti a 11-12 milliardt. fA ndvekw népesség igényeinek kielégitése
természetesen novekwanyag- és energiafelhasznalast idéy slelyet az energiaszektor minden
bizonnyal egyre nehezebben fog tudni biztositamingk pedig kdvetkezménye a természeti
er6forrasok még drasztikusabb kiaknazasa és a kornyezébbi terhelése, mhiségének romlasa.
Ez minden bizonnyal belathatatlan kovetkezményeldblat, hiszen foldi kérnyezetiink terhelése
ma is hatalmas meéreteket 6ltott, melynek hatasamuit is jOl megfigyelhét az Gveghazhatas
erssodésében, az éghajlati valtozasokban, a biolddjiagrzitas csokkenésében vagy éppen a
légkori savasodasban (Ballesteebdsl, 2006; Farkas, 2010; Kerényi, 1995; Kuthi, 2001).

A népességrobbanas kovetkeztében megntvekedékdéta ellatasahoz egyre nagyobb voluinen
termelés szikségeltetik, ami UOjabb és Ujabb profikétn indukalhat pl.: novekv
hulladéktermeidést, csokkeh termbtertleteket, élelmezési problémakat, stb. (Farka310;
Kerényi, 1995; Kuthi, 2001).

Tovabbi jelenis problémakat okoz a fosszilis tidamhyagok (szén, dolaj, foldgaz, ézeq)
egyeduralkodasa az energiaszektorban, ugyanistéséigesoran nagy mennyisegaros anyag
keril a kornyezetiinkbe, példaul korom, szén-monoxiken-dioxid, nitrogén-oxidok,
olomvegyiletek és a klimavaltozas egyik féselként ismert szén-dioxid. Arrhenius mar 1896-ban
megjegyezte, hogy a légkor szén-dioxid koncentjamak novekedése klimavaltozasgar
(Jankéet al, 2010). Az ipari forradalom Ota pedig a £@gkéri mennyisége fokozatosan
novekszik, doriten a kozlekedési dgazat nagyméit&lbocsatasa miatt. Az @biekben felsorolt
karos anyagok jelenléte pedig mér a legtavolabdékeken is kimutathaté (Kerényi, 1995;



Kuthi, 2001; Wyman, 1996). Ezeken felul problémdoaszilis energiahordozokkal, hogy nem
megujuldk. Hasonld mértékkiakndzasuk ébb-utdébb kimerilésikhdz és hidnyukhoz fog vezetni
(Kerényi, 1995), amely tovabbi piaci aremelkedésideézi eb.

Ezen problémak kezeléskorének egyik kis szeletet lahfosszilis energiaforrasok felvaltasat
célzé programok, melyel6 fkildetése a megujuld energiaforrasok minél szblegérben tortéh
alkalmazasanak szorgalmazéasa. llyen megujulé eaferghis a napenergia, a szélenergia, a
vizenergia, a geotermikus energia €s a biomasszéfedhed energia, melyek hasznositdsaval a
CO, és egyéb liveghazhatasu gazok kibocsatasagstentsokkenthét a kornyezet megovhato, az
egyes orszagok energiafiiggge (pl.: kolaj importja) pedig mérsékelliet Tovabba egyes
terlletek gazdasagi fellendilésének is a kulcdéhtieetnék, példaul Magyarorszagét is (jedent
geotermikus és biomassza alapl energiabazis). Amordd megujuldé, megujithatd energiak
hasznositdsa még viszonylag alacsony. Magyarorszagmyukat a teljes energiafelhasznalasnak
~3,2-3,6 %-a kozé becsilik (Bai, 2002; Bailey, 1;9#@rkas, 2011; Kazai & Varga, 2007).

A kornyezetbarat energiaforrasok kdzeé tartozik@amaisszabdl nyert energia, amelyet az egyik
legigéretesebb terlletnek tartanak a megujulé @afertasok kozott. Jelenleg hazankban a
megujulé energiak kozil legnagyobb meértékben a bswrat hasznositjak (Buki, 2010;
Fogarassy, 2001). Hasznositdsanak egyik dskge a kulonbd motorhajtd lzemanyagok
eloallitasa, példaul bioetanol, biometanol, biodizebgaz, biometiléter, biohidrogén, bio-ETBE
(bio-etil-tercier-butiléter), bio-MTBE (bio-metiktrcier-butiléter) és tiszta ndvényi olajok gyartasa
(42/2005. Kormanyrendelet).

A biolizemanyagok megitélése napjainkban még solssgoos érdekeét és lobbiktol fuggen
mas és mas (sokan még mindig ,az egyik legszebpeenergiaforras’-nak tartjak). Az azonban
az egyik fontos éhylk, hogy teljes energiamérlegik pozitiv, vaggihasznalasukkal tébb energia
nyerhebd, mint amennyit déallitAsuk soran befektetnek (Bai, 2002; Kazai & d&r 2007;
Laczo, 2008).

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a fenntafgflétiés biztositasara, a jelentkeglobalis
problémak orvoslasara és az egyre az egyre névekergiaigények kielégitésére elkertlhetetlen
lesz a megujuld energiaforrasok kiaknadzasa és haiasa. Ezért a kornyezetbarat energiak

felkutatasa és alkalmazasuk dsztonzése napjaintsaelja kell, hogy legyen.



2.2 A bioetanol, mint megujulé energiaforras

A biolzemanyagok egyik legismertebb képuigelaz alkoholos fermentaciéval ééllitott
bioetanol, amely gyartasi mennyiségéenek fokozatbekedése révéen egyre nagyobb szerepet tolt
be a motorhajté izemanyagok piacan.

Az etil-alkohol (GHsOH), amely mindenki szamara jol ismert vegyulet; sgintelen, vizben jol
oldédo folyadék. Bioetanolnak csak akkor tekindhdta ,biologiailag megujulé energiaforrasok
(névenyek) felhasznalasaval benzint helyetbesiagy annak adalékaként szolgald motorhajtd
Uzemanyagként allitjak & (Hoschke, 2010). Az ééllitott bioetanolnak tobbféle hasznositasa
ismert, alkalmazzak énmagaban, tiszta etanol farb&j, kilonb&k ardnyban benzinhez keverve
(pl.: 85 %-ban E85 Uzemanyagot kapva), adalékkatd kiasznalata ETBE formajaban, valamint
gazolajhoz vagy biodizelhez keverve (Bailey, 1996schke, 2010).

A bioetanolnak kdszonh&n az Uzemanyag oktanszama novélhés az égés tokéletesebbé
tehet a nagyobb oxigéntartalom révén, ezaltal pedig rakanyagok kibocsatadsa mérsékdihet
Azonban mindenképp meg kell emliteni, hogy a bioett@&nergiatartalma kisebb, mint a benziné,
ezért ugyanakkora Uthossz megtételéhez tobb allelbgktésére van szikség, vagyis a gégjarm
fogyasztasa novekszik. Ez a tdbblet (izemanyag-égilidsaz irodalmi adatok alapjan korilbeldl
30 %-o0s (Bai, 2002; Bailey, 1996; Hancglal, 2006; Sanchez & Cardona, 2008; Wyman, 1996).
Ez Magyarorszagon azt jelenti, hogy egy autdé Uzewghkdltsége, amely 100 km-en 7 liter
Uzemanyagot fogyaszt, 95-0s benzin (430 Ft/l attag&zamolva) esetén 3010 Ft, mig E85-6s
biolizemanyag (372 Ft/l atlagarral szamolva) es@®&b Ft, ahol a fogyasztas 9,1 literre emelkedik
a tobbletfogyasztas miatt. Vagyis a Magyar Parlan280i1. julius 5.-i dontésével, amikor nettd
40 Ft/l jovedéki adot (AFA-val egyutt 50 Ft/l) fodmtt el az E85 biolizemanyag esetén,
gyakorlatilag a biolizemanyag elterjedését és azgatiilyamatosan névekv ,fogyasztasat”
gyakorlatilag derékba torte (Farkas, 2011). Ez aték)azért is vitathatd, mivel az Eurdpai Unid
célja, hogy az energiaellatdsban a bioenergia mésga ~20 %-ra novekedjen a 2020. évre
(Laczo, 2008). Ehhez igazodva a Magyar Orszalggy 2010. év novemberében fogadta el a
Bioluzemanyag Torvényt, amely alapjan a koézlekedeshelhasznalt 0Osszes energia
~10 szazalékanak megujulé energiaforrasokbol kélirmaznia (2010. évi CXVII. Torvény).

A vilagon eballitott bioetanol mennyisége folyamatosan névéészmely ndvekedéshez
Eurdpa, és azon belll nagymértékben Magyarorsz&gagajarul. A vilag legnagyobb bioetanol
eléallitdé allamai az USA (~52 milliard liter/év) és &iilia (~26 milliard liter/év). Mellettik még
emlitésre méltd mennyiségbioetanolt termel az Eurdpai Unid (~4,5 milliaridet/év), Kina
(~2 milliard liter/év) és Kanada (1,3 milliard litév). Az adatok alapjan az EU-t tekinthetjuk a

vilag harmadik legnagyobb bioetanolé&litojanak, amelyen belll kiemelk&dmennyiség



biolizemanyagot allit & Franciaorszag, Németorszag, Spanyolorszag, SuEpess nem utolsé
sorban Magyarorszag (Biofuels Platform, 2010; FerRQ11).

Az idehaza dfallitott bioetanol mennyisége folyamatosan novaksakarcsak a gyartélizemek
szama és kapacitasa is. Az elmult években minddestzglenésebb bioetanolt is &hllitd Gzem
mikodott hazankban, a Hungrana Keméfryités Izocukorgyartdé és Forgalmazé Kit.
(~190 millio liter/év) és a Giyi Szeszgyar (~30 millié liter/év). Azonban az iéeben megnyitotta
kapuit a Pannonia Ethanol Zrt. dunafdldvari Uzemg ahol kb. 240 millié liter éves gyartasi
kapacitassal terveznek. Ezzel a magyarorszagi dnokttermelési volumen megduplazédott.
Tovabba az Ethanol Europe Renewables Ltd. bejatenteogy Mohacson egy kb. 240 millié liter
kapacitassal fikodo Uzemet kivan létesiteni a 2013. év végére, anmiédlggyarorszag az Eurdpai
Unié bioetanol nagyhatalmai kdzé l|éphet) dFarkas, 2011; Hoschke, 2010; HVG, 2012a;
HVG, 2012b).

Természetesen itt felmertl a kérdés, hogy a hirtddekdvetke& gyartasbvilés szamara a
szliikséges kukorica mennyiség mindig rendelkezégresfallni, hiszen példaul az idei évben, az
aszalyos ifljaras miatt, a kukorica mennyisége a megszokotindsr korulbellli fele volt
(kb. 3-3,5 milli6 tonna), ezért az orszag akar rhégozatalra is szorulhat (Origo, 2012). Azonban
ilyen magas nyersanyag igény mellettéa bagy atlagos termésvekben sem lesznek a gazdaknak
értékesitési gondjaik, vagyis a feleslegek felsdAvanegtorténhet a piacrél, amely a bioetanol
eléallitdsanak egy rendkivil pozitiv ténygz a hazai agrarium szamara.

Tovabbi probléméja a hazai, illetve eurdpai bioetaparnak, hogy a biolizemanyagokalitasi
koltsége, a mai technologidk és alapanyagok alkedse mellett, Ienyegesen magasabb, mint a
benzin esetében. Ezért az egyes orszagok kormanyarsenyképesség fenntartasa érdekében
kulén tdmogatjak a biolzemanyagokat, példaul teliggy részleges adémentesség formajaban
(Kazai & Varga, 2007). Ehib is lathatjuk, hogy a bioetanol és a biolizemanitage egyes
orszagok politikai és gazdasagpolitikai stratégiaimagyon fontos szerepet toltenek be, hiszen
egyebre nincs mas alternativa rovidtavon a fosszilidete lizemanyagok teljes vagy részleges
helyettesitésére, felvaltasara (Fogarassy, 20diticAbCapital& Green Capital, 2008

Az elmult években egyre tobben, egyre tobbféle sgmyag alkalmazhatésagat vizsgaltak a
bioetanol edallitasara. Ezeket a nyersanyagokat alamretkét csoportba sorolhatjuk, egyrészt
vannak a kozvetlentl erjeszthetzénhidratokat tartalmazo nyersanyagok és methékteek, mint
példaul a cukornad, a cukorrépa, a cukorcirok vagpen a melasz. A masik csoportba a
kozvetlenll nem erjeszthieszénhidratokat tartalmazé nyersanyagok és methékleck tartoznak.
llyen alapanyag példaul a kukorica, a bluza, a bwagpa fa- és papiripari melléktermékek, a
kommundlis hulladékok, a csics6ka vagy a cikoria. gHoschke, 2010; Kadaet al, 2004;
Kosugiet al, 2009; Lacz0, 2008; Nigaet al, 2001; Timilsina& Shrestha, 2011; Wyman, 1996).
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Lathato, hogy a bioetanol &llitasahoz sokféle nyersanyag €s melléktermékréadoumi vagy
fél-lzemi hasznositasa vwdik fel. A felhasznalt alapanyagok szerint megkbidrtethed az
an. el$ generacios bioetanol, amely déen cukor- és keményitartalmu nyersanyagokbdl kerdil
eléallitasra, és a masodik generacios bioetanol, reklgyartasahozfeg lignocellulozt, inulint és
egyéb komponenseket tartalmazo ndvények kerilieadenalasra.

Nagylzemi méretekben gyakorlatilag kétféle gyae@dstologiat (kdzvetlen és kozvetett
fermentacid) alkalmaznakkKozvetlen fermentaciot értelems#ien akkor alkalmaznak, ha az
alapanyag a fermentalé6 mikroorganizmus szamaraett@Eniil erjeszthét szénhidratot tartalmaz,
példaul glikozt, fruktdzt, szachardzt vagy maltdzkkor "elegend” a nyersanyag feltarasa és
cefrézése utan, a kapott cefrét valamilyen etand@rsmentaciot védgz éleszével beoltani
(pl.: Saccharomyces cerevisig@zzsel), amely anaerob kortilmények kozott a etkatésére allo
egyszeii cukrokat etanolla alakitja 8.0 — 2 GHsOH + 2 CQ). Az erjedés vegeztével a
kapott alkoholos, un. érett cefrét desztillaljaR5-96 v/v% alkoholtartalomig. A kapott etanol-viz
elegyet ezutan dehidratéljak, és végul bioetanolkégy egyéb szarmazékaként hasznositjak. Ezt
az eljarast alkalmazzak példaul a biofuel nagybatabk szamitd Brazilidban, a cukornad alapu
bioetanol gyartasa soran (Hoschke, 2010; Lacz@&)200

A masik leheiség, amikor valamilyen kdzvetlenul nem ferment@hatapanyagbdl (dééen
keményibbdl) indulnak ki, ekkor Un. kdzvetett fermentaciéshrologiat alkalmaznak, ugyanis az
Osszetett szénhidrat oOektes lebontasa, hidrolizise szikséges a hatékongszes
megvalosulasahoz. A hidrolizis folyamata techndtdi fugghen torténhet enzim(ek)
(pl.: a-amilaz; glikoamilaz stb.) vagy sav(ak) segitséféd hidrolizis utan kapott cukrokat pedig
a mar kodzvetlen fermentacios technolégianal leidaérint konvertaljak etanolla. Ezt az eljarast
alkalmazzdk az iparban leggyakrabban, hiszen gyaslaeballitott bioetanol doérit tobbsége
keményid alapu (Hoschke, 2010; Laczo, 2008).

Az elmult években a cukor és kemédyélapu bioetanol éallitasa egyre fokozddé ellentétbe
kerlilt az élelmiszeriparral (azonos alapanyaghaassa tarsadalom egy részével, hiszen sokan az
arrobbanasok és éhinségek egyik okozdjanak a myergak Gzemanyag célu felhasznalasat tartjak
(Steinbuschet al, 2009; Tilmanet al, 2009). Tobbek kdzoétt ezen ellentétek enyhitésaljé
nyersanyagok alkalmazasanak bevezetése eérdekébalob Ugs Ujabb kutatasok indultak
hasznosithaté alapanyagok megtalalasara, igy gédéeiluléz vagy éppen az inulin alapu etanol

elodllitasara.



2.3 Az inulin, mint bioetanol nyersanyag

Az inulin alapu bioetanol é&éllitAsaban refl potencialok az elmult években egyre nagyobb
figyelmet kaptak, az inulin hidrolizise soran ny&th nagy mennyiség egyszeit cukornak
koszbnhaten. Kémiailag az inulin (1. abra) fruktdéz egysédgkblépill poliszacharid, amelyben a
fruktoz egységelf-(2,1) kotésekkel kapcsolédnak tssze. A linearibnmmy végehez egy glikédz
molekula kapcsolddiky-(1,2) glikozidos kotéssel (Hoschke, 2010).
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mindenképp szikséges az 6sszetett molekula egestiti hidrolizise, egyszércukrokka tortéa
lebontasa. Ezen @észitési folyamat megvalésitasa viszont még léeseg koltségesebb, mint a
keményit esetében, hiszen a kemédyfeldolgozasdban mér elterjedt technoldgiai fejieszk
(pl.: héstabil enzimek, jet cooker, stb.) az inulin esetélpeég nem kovetkeztek be.

Az inulin lebontasét inulindz enzimek segitségéxaezhetjik el, melyek lehetnek exo- vagy
endo-hatasuak. Az etanol ipar szamafiblal vagyis az exo-inulindzok a fontosabbak, hisaen
inulin lanc fruktozil végén kezdik meg a hasitastegy-egy fruktoz molekulét tesznek szabadda
(Hoschke, 2010).

A novények dori tobbségének tartalek szénhidratja glikoz polimeményit), azonban
vannak olyanok, melyek tartalékaikat frukt6z polim@nulin) formdjaban raktarozzak. Illyen
példaul az drménygyokémila helinium), a cikéria Cichorium intybu} az agaveAgave spp, a
gyermeklandi (Taraxacum officinade a fokhagyma Allium sativum) vagy éppen a csicsoka
(Helianthus tuberosugAngeliet al, 2000; Farkas, 2011).
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Az eldbbiekben a teljesség igénye nélkul emlitett novinkézil az egyik legkedvébb
termesztési és beltartalmi tulajdonségokkal a o6kms(2. abra) rendelkezik, amelyet az egyik
Jlegigénytelenebb” és ,legszivésabb” novénykéntaaak szamon.

2. abra A csicsOka szara és gumoja

(www.en.wikipedia.org/wiki/Jerusalem_artichoke; wwwmcorreia.wordpress.com)

A csicsoka Eszak-Amerikabél szarmazik, éyajumods novény. Szamos ked§emlajdonsaggal
rendelkezik, tobbek kozott példaul magas a széatiatalma, a hazai klima- és talajviszonyok
kozott jol termeszthét talajigénye Iényegesen kisebb a gabona ndvéngekEmlitésre méltd
jellemzsi kdzeé tartozik még tobbek kdzott, hogy "sééksges” talajokon is képes termést hozni,
akar homokban is termesztti€erdziévéd hatas), vagyis talajjal szembeni igénytelensdgrjdi,
igy nem versenyez a kultarnévényekkel a termékeantsfoldekért. J6 a szarazsag- és fagge,
amely a napjainkban medgfigyeltieszél$séges idjarasi viszonyok kozepette rendkivil fontos
lehet. Tapanyagigénye tiz tonna guméhozamra veti8@40 kg N, ~13 kg P és ~75-80 kg K,
tovabba nagyfoku betegségekkel és kdkkel szembeni ellendlld képesség jellemzi. A cdiaso
~11-20 m/m% szénhidratot tartalmaz, amelynek ~7@e98 inulin, valamint ~10-13 % szacharéz,
~3,5-5 % redukal6é cukor és ~1-2 m/m% fehérje talkdilbenne (Angelet al, 2000; Bai, 2002;
Bajpai & Bajpai, 1991; Borsoset al, 1994; Kays & Nottingham, 2008; Kosaric &
Vardar-Sukan, 2001; Yueaet al, 2008).

A csicsokaban az inulin ddfen a gumdéban és kisebb mennyiségben a szarbanmatalaheg
(Angeli et al, 2000; Patkai & Barta, 2002; Kosaric & Vardar-8aok 2001). Vagyis ~50 t/ha

atlagterméssel szamolva (egyes adatok alapjan @&00 t/ha termésmennyiség is eléhet
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~8-12 tonna szénhidrat nyerbieti a csicsokabodl, amely a kukorica esetén jeliérkemenyid
hozamhoz (5-7 t/ha) képest jobbnak tekiniH@&ai, 2002; Farkas, 2011).

Osszességében tehat megallapithatd, hogy az imdiencidlis nyersanyagforras lehet a
bioetanol ipar szamara, melynek hazai korulményéizok tortéw biztositasara az egyik
legmegfeledbb névény a csicsoka. A csicsdka mind beltartammind agronomiai tulajdonsagait
tekintve kedveé& jellemzikkel rendelkezik, ezért érdemes lenne i@erileteinek novelése,
valamint felhasznélasanak fokozasa.

Szakirodalmi informéacidk alapjan az inulin fermenéé modjait két csoportba sorolhatjuk,
vannak a kozvetlen és kozvetett fermentaciés maoekzenelyek jellegét doten az hatarozza
meg, hogy az alkalmazott mikroorganizmus(ok) rekelatek e inulinaz aktivitassal vagy sem.

Ha olyan mikroorganizmust hasznélnak az erjeszgéshenely nem rendelkezik inulindz
aktivitassal, akkor szikséges az inulin6zetes hidrolizise a hatékony fermentacio
megvalositasahoz. Ez torténhet savas vagy enzinwslihis révén, amely kezelés azonban
jelentbsen megnoveli a bioetanol amugy sem alacsonddllghsi koltségeit (Kays &
Nottingham, 2008). A legtébb esetben kozvetett &rtacios maddszerrel valésul meg az inulin
hidrolizise, mivel az ipari etanol gyartasban atkatott, szinte egyeduralkodé fajSaccharomyces
cerevisiae nem rendelkezik inulindz aktivitassal, igy az inulelékezelése elkertlhetetlen
(Guiraudet al, 1982; Zhangt al, 2010).

Abban az esetben, amikor olyan mikroorganizmustziéaak, amely rendelkezik inulindz
aktivitassal, nem szikséges az inulirbkekelése, hiszen annak fermentalasa kodzvetlendl is
megvalosithatd, ezzel pedig a fermentacié koltsaggdikkenthdik (Bajpai & Bajpai, 1989;
Pekicet al, 1985). llyen inulinaz aktivitdssal rendelkemikroorganizmus tdbbek kdzoétt az
Aspergillus aBacillus aCandidg aClostridium aKluyveromycesa Penicillium aPseudomonas,
vagy példaul é&taphylococcuss (Chiet al, 2009; Gonget al, 2007; Kays & Nottingham, 2008;
Nakamureet al, 1996; Singlet al, 2006).

2.4 A Saccharomyces cerevisi@s aKluyveromyces marxianuglesztk

Kutatomunkam soran, az ébbiekben felsorolt fajok kozil &luyveromyces marxiands
(3. abra), mint jol ismert, magas inulindz aktisgal rendelk€z mikroorganizmust és a
Saccharomyces cerevisid8. abra) éleségombat vizsgaltam, amelyet az erjedési iparbdl jol
ismert, magas etanol fermentald képesseég jellemez.

Mindkét éleszigomba az ipar szamara ked§ede eltéé tulajdonsagokkal rendelkezik, annak

ellenére, hogy filogenetikailag rendkivil kozel nak egyméashoz, hiszen mindketten a
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Saccharomycetaceaesaladba tartoznak. ASaccharomycegleszé kedved tulajdonsagai kozé
tartozik példaul az és etanol fermentalo képesség, a kis menniiiségllektermékképzés, a magas
etanol- és ozmotikus-tolerancia, az erjesztés mégjitasa szélessimeérsékleti és pH koralmények
mellett, stb. (Bely, 2008; Deak, 1998; Hoschke, ®@0TPhilippidis, 1996). Azonban a
Saccharomyces cerevisia@rzsek nem rendelkeznek inulindz aktivitassaéremem képesek az
inulinbdl a szamukra hasznosithatd monoszacharkigpzésére (Dedk, 1998). A tudoméanyos
kisérletekben ezért, e faj alkalmazéasa esetémutin savas vagy enzimes kezelése utan végezték el
az etanolos fermentaciot. Erre j6 példa Guiraudmémkatarsai (1982) altal publikalt munka,
amelyben magasémérsékleten és savas kdzegben tértRidrolizis utan végezték el az inulin

fermentéaciojat &accharomyces cerevisiaegitségével.

3. abra A Saccharomyces cerevisigsKluyveromyces marxianugleszték morfoldgiaja

(http://microbewiki.kenyon.edu; http://kluyveromyces.com/)

Hasonld6 modon torténkezelés utan valésult meg a csicsékalé fermemtaldmiesombat és
munkatarsai (2007) altal megvaldsitott vizsgalasokbis, ahol Saccharomyces cerevisiae
fajéleszével ~88 %-0s konverzids hatasfokot értek el. Tematesen inulindz enzimesskezelés
utan is végeztek etanolos erjesztést. Szambel&rsanak 2004-es tanulmanyaban az enzimatikus
hidrolizis utan ~80-84 %-0s hatasfokkal valdsulgragfermentacié. Hasonl6 eredményeket (~80 %
konverzios hatasfok) kaptak Kondor és Dallos (20%0)kik Aspergillus nigereredetf inulinaz
enzimmel végezték el a peépesitett csicsokagumanjaobk hidrolizisét. Néhany esetben a
Saccharomycedorzseket nativ, ékezelés nélkuli inulin fermentalasa esetén tanujroamak,
viszont ezek a torzsek altalaban valamilyen méées#tl lettek nemesitve (pl.: az inulindz enzimet
kédolé gén beépitése). Azonban azt tapasztaltalgy hezen torzsek még nem képesek
hatékonyabban fermentalni a hagyomanyos eljaragakmzseknél (Limet al, 2010).
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A kisérleteimben hasznalt masik éléggtmba aKluyveromyces marxianusolt, melynek
szamunkra legjelefisebb tulajdonsaga, hogy magas inulindz aktivitassadlelkezik, ezért azon
felll, hogy az ipari enzimtermelésben sikereserziasithato, az inulin alapl bioetanobalitas
egyik igéretes mikroorganizmusa lehet. A faj remtkszéles enzimrendszerrel rendelkezik,ébb
kovetkeden pedig széles a szamara hasznosithatd szubsmikabazisa. Aluyveromyce®leszé
az egyik leggyorsabb szaporodasi sebességgel keadehz eukariéta mikroorganizmusok kdzott.
Tobbek kozott ezen tulajdonsagai miatt alkalmazzsdkvo és laktéz szubsztratumokon
oligonukleotidok edallitasara, valamint etanolos fermentalasra, toaaplari enzimkészitmények
(pl.: inulindz, B-galaktozidaz, pektindzok) d&dllitasara, vagy éppen kulonozpapiripari
hulladékok és szennyviziszapok kezelésére. Egykmasi élesztk kdrében szintén egyedulallo
sajatossaga, hogy extrém magas, akar 40-50 °Ctfel@anérsékleten is képes szaporodni és
élettevékenységet folytatni (Banat & Marchant, 19%elem & Lee, 1999; Deak, 1998;
Fonsecat al, 2008; Kays & Nottingham, 2008; Lane & Morriss2910; Rech & Ayub, 2007).

A Kluyveromyces marxianwskalmazasanak problémaja viszont, hogy etanctké&ppessége
és az alkohollal szembeni toleranciaja Iényegesatsa@anyabb, mint &accharomyces cerevisiae
esetén tapasztaltak. Ezért a két faj tarsitas&eatergens hatasuk révén az inulin fermentacioja
hatékonyabba tehet

2.5  Vegyes kultiura alkalmazésa

Vegyes kultdras erjesztés soran a szubsztratumhealib® fermentalasat két vagy tobb
mikroorganizmus hasznalataval valésitjdk meg (GretieCorreaet al, 1998).

A monokultirdk alkalmazasa nem éey0s az inulin fermentacioja soran, hiszen a
Saccharomyce®leszé nem rendelkezik inulinaz aktivitassal, migKauyveromycesfajt csak
gyenge etanol erjesztképesség jellemzi. Ezért a két kulonbogleszé egyilttes, vegyes
kultdraban val6 alkalmazéséaval az inulin fermerdj@chatékonyabban megvaldsithatd, mint tiszta
tenyészetekkel. A vegyes tenyészeteket mar soksekrhelyen alkalmaztak kilénb®ipari és
laboratoriumi kisérletek soran, melyekkel az eséibbségében jobb eredményeket értek el, mint
tiszta tenyészetek hasznalata esetén @uab, 2010; Mammat al, 1996; Szambelagt al, 2004).

Az inulin alapu etanol ékllitasaban a kilonbéaegyes kultiradk hatasat vizsgalta Szambelan és
munkatarsai (2004), akik Zymomonas mobilibaktérium, valamint &accharomyces cerevisiae
parositasat végezték el a magas inulinaz aktiatassdelke# Kluyveromyces fragili€leszével.

A vegyes kulturak esetében kapott eredmények 2-iRal%voltak magasabbak, mint a tiszta

tenyészetek alkalmazasakor kapottak. Nakamurargsi ti996) pedig aAspergillus niger817
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torzs és a&accharomyces cerevisid00 torzs tarsitasaval végeztek kisérleteketséka alapu
szubsztratumot hasznalva. A fermentécié hatasfék&o&ortl alakult. Ge és Zhang (2005) pedig
az extrém magas etanolt is jard Saccharomyces cerevisiae06 torzs és egy ujonnan izolalt,
kivételesen magas inulinaz aktivitadssal rendeiqegnészgomba, akspergillus nigerSL-09 torzs
tarsitasat és inulin fermentalasat vizsgaltdk. iAkdnverzios hatasfokok ~80-90 % kozott

alakultak.

2.6 Etanol fermentacios technoldgiak

Az etanol eballitasara négy of fermentacios technolégiat kulonbodztethetiink meglyaket
tobb-kevesebb sikerrel vizsgalnak, hasznalnak &bdumi vagy éppen mar ipari kérilmények
kozott. Ez a négy tipus a szakaszos (batch), aplaéi&os (fed-batch), a fél-folytonos
(semi-continuous) és a folytonos (continuous) fertaeios technoldgia (Caylak & Sukan, 1998).

2.6.1 Szakaszos technoldgia

A szakaszos fermentacios technoldgia a klasszikagjainkban is leggyakrabban alkalmazott
eliards az etanol &lllitAsara, mivel beruhazéasi koltségei alacsonyaden igényel jelerds
szabalyozast és egyséien megvaldsithatd. A technoldgia soran a szubsmidit és az élegit
egyszerre toltik a fermentorba, amelyben allandéefre térfogata. Az erjesztés vezetése és az
Uzemeltetés Iényegesen kdnnyebb, mint a tobbi tdébia esetén. A fermentacios technika lefutasi
gorbéje a 4. abran lathato.

Alkohol
% (v/v)

eleszt6tomeg
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...................... A 0,1 % maradék cukor
PR 5 @‘ 70 enjesztési ids (h)
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erjesztés
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A technikat nagy flexibilitas jellemzi, viszont a@rimelés sok esetben kis hatasfokd. A
fermentaciés id viszonylag hosszu, tovabba nagy a munkaggénye, és nagy hatranya a
viszonylag hossz( improduktiv all48idTovabb4 kezdetben nagyobb a beéfrtiés kockazata a
kezdeti alacsony élegzies etanol koncentracid miatt. Ezeken felll a fenwdad soran esetleg
felléepd szubsztratum- és termékgatlas karos hatasait ggelémbe kell venni (Caylak &
Sukan, 1998; Hoschke, 2010; Kays & Nottingham, 260&lolfet al, 2009).

2.6.2 Folytonos technoldgia

Folytonos technologia soran a fermentorba taplélteg tartalmazza a szubsztratumot, az
eleszét és az egyéb szikséges tapanyagokat. A tapkoimdgetatosan adagoljak a rendszerbe,
mikdzben a leerjedt cefrét, amely tartalmaz etanolaradék cukrokat és éleszejteket is,
folyamatosan elvezetik. Amennyi szubsztratumotfdéténk, annyit el is vezetiink, ezért a térfogat
allando, a cefre miisége és a technoldégiat jelletrzaraméterek pedig kozel allanddak.

A technika ebnyei kozé tartozik, hogy a termelésben egy tartégponencialis” szakasz
biztosithaté (nagyobb produktivitas), valamint nmgaozam és j0 fiszerezettség jellemzi.
Bizonyos esetekben (pl.: rogzitett sejtes rendkyeragy a befeéizédés veszélye, ennek ellenére a
technoldgiat nagy Uzembiztonsag jellemzi, miveleadszerben altalaban viszonylag allandé és

magas az etanol, valamint az élédaincentraciodja.
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Tovabbi jellemsi, hogy nagyobb a belsmutacié valdsziisége, valamint a beruhazasi és
Uzemeltetési koltségei is magasabbak. Ezeken tligpezilkséges egy novelt életképefiség
extrém alkohotir6 éleszé alkalmazasa is (Caylak & Sukan, 1998; Hoschke,02Kays &
Nottingham, 2008; Rudo#t al, 2009).

2.6.3 Rataplalasos technologia

A rataplalasos fermentacios technoldgia a szakaégoa folytonos technikdk kombinacioja,
amelynél alacsonyabb kezdeti szénhidrat koncedtétiindulnak ki, és az erjesztés soran friss
szubsztratumot adagolnak (allandé, valtozé vagipgdisus médon) a rendszerhez, ezaltal alacsony
szinten tartva a szacharidok koncentracigjat. Erkiszdnheien pedig a szubsztratum akar teljes
konverzidja is megvaldsulhat. Termékelvétel nintsgk a fermentacio befefeese utan, ezeért a
rataplalasig a cefre mennyisége folyamatosanbBygy masik lehéség, amikor a szubsztratum
helyett vagy mellett a felhasznalt élédis hozzataplaljak a fermentorbandészubsztratumhoz.
szubsztratum fokozatos adagolasaval a kulohbgatlasok (szubsztratum- és termékgatlas)
csokkentheik, megebzhetk, ezzel pedig a fermentacié hatasfoka és proditésa javithato, a
fermentacios ié csokkenthét. A szakaszos technolégidhoz hasonléan, itt is maigynondhatd az
improduktiv allasid, valamint jelen esetben is nagyobb a kiindulagefézédés veszélye a kezdeti
alacsony etanol és éle§&oncentracio miatt (Caylak & Sukan, 1998; Chetgl, 2009; Kays &
Nottingham, 2008; Rudo#t al, 2009).

2.6.4 Fél-folytonos technologia

A fél-folytonos fermentéaciés technologidban, ameadyakorlatilag szakaszos erjesztések
sorozata, a fermentlé egy részét (~10-20 %-otyradptorban hagyjak, amely még annyi élészt
tartalmaz, hogy a maradék cefréhez adagolt frisbsszratum erjesztése ismét meg tud indulni,
vagyis jelen esetben az élgstokulum mennyisége folyamatosan valtozik.

A technoldgia nagy éhye, hogy nem szukséges Uj, friss inokulum vezedgsgabb fermentacio
megkezdése éft, valamint ennek kdszonléein az improduktiv idl jelentsen csokkenthét mivel
a két fermentéacios folyamat kozott a tisztitasseesilezési szakasz is kimarad. Azonban, ahogy a
folytonos technoldgianal, agy jelen esetben is nagyplémakat okozhat a beféxédés, valamint a
mutaci6 magas kockazata (Caylak & Sukan, 1998; Ka%s Nottingham, 2008).
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3  KISERLETI CELKIT UZESEK

Az egyre intenzivebben tapasztalhatd globalis zakok kezelésének letiségei egyre
intenzivebben foglalkoztatjak a XXI. szazad kutatoh jelentked problémak megoldasi
folyamatanak egyik szelete a fosszilis energiabmkarészleges vagy teljes felvaltasat ceélzo
megujulo energiaforrasok felkutatasa és minél seéle korben térténbevezetése. A kdzlekedési
agazatban ilyen megujulé energiaforrasok a biolungagok, melyek kozil a legelterjedtebb a
bioetanol. A biofuel éallitAsdban az egyik alternativ, hasznosithatéaalggg az inulin, amely
esetében viszont jelgi® problémak tapasztalhatok a fermentalasi folyaamgtthiszen az ipari
etanol gyartasban alkalmazott éléstirzsek nem képesek az inulint kdzvetlenll ferralentés
hatékonyan hasznositani.

Kutatbmunkdm célja volt az inulin fermentéacié hatéysdganak tanulmanyozasa kuilorhoz
beoltasi médszerek alkalmazasa mellett. Szakababsh() erjesztési technoldgia soran vizsgaltam a
Saccharomyces cerevisias aKluyveromyces marxianusionokultira erjesztési tevékenységét,
valamint az inulin szimultan cukrositdsanak és setgsének a fermentacios hatékonysagra
gyakorolt hatasat.

Célul tiztem ki az ipari és biotechnoldgiai folyamatokbaprébalt rataplalasos (fed-batch)
fermentacios technoldgia tanulmanyozasat, amelyetnaentacido hatékonysaganak novelése és az
erjesztési id csokkentése érdekében sok esetben sikerrel alka@kndisérleteket terveztem nativ
inulin alapu szubsztratum alkalmazasa esetén bdeth eljaras lefutasi gorbéjének megallapitasa
€s a technoldgia sikerességeének vizsgalata érdek&aentén célom volt a kulonb&xkiindulasi
szénhidrat koncentraciok és a kulonbdataplalasi ilszakok hatasanak vizsgalata, valamint annak
megallapitasa, hogy a beoltasi éléamnnyiség rataplalasos adagolasa befolyasolja-mwn
hasznositasanak mértékét.

A szakaszos és rataplalasos technoldgia sorantkematmeények alapjan céldlztem ki egy
fél-folytonos (semi-continuous) fermentacios tedbg@ kidolgozasat és lefutasanak modellezését.
A felallitott (elméleti) modell alapjan pedig a-@lytonos technoldgia laboratériumi kérilmények

kozott torté megvalositasat, vizsgalatat.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Kisérleti hely

Kutatbmunkam kisérleteit a Budapesti Corvinus EgyetElelmiszertudoméanyi Karanak
(BCE-ETK), Sor- és Szeszipari Tanszékén végezteralyeh korszeli analitikai médszerek

alkalmazasa és nagystenfrastruktara jellemez.

4.2 Vizsgalt éleszé fajok

Munkam soran &luyveromyces marxianuss aSaccharomyces cerevisiggeszégomba fajok

fermentéacios tulajdonséagait vizsgaltam.

4.2.1 Kluyveromyces marxianus fenntartasa

A vizsgalt Kluyveromyces marxianusY00959 torzs a Medwmazdasagi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gyteményéldl szarmazott. Fenntartasa malatas ferdeagaron,
4 C-on tortént. A torzset 1-2 honaposisdakonként oltottam at masik ferdeagarra, lelangolt
oltékacs segitségével, laminaris fllke alatt. Asden atoltott ferdeagaros tenyészetet 24 O6ran
keresztil inkubatorban tartottam, ahol 30¥niérsékletet biztositottam az éldsgzamara.

4.2.2 A Saccharomyces cerevisiae torzs alkalmazasa

Kisérleteimhez a Sor- és Szeszipari Tanszekenh#dl Levuline FB tipusud, szaritott
Saccharomyces cerevisidérzset hasznaltam fel, mebjibkozvetlenil a fermentacios kisérlet
beoltasi fazisa étt ~1 g mennyiséget rehidrataltam, ~100°arsapvizben. A sejtek vizfelvételét

magneses keveréssel segitettem.
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4.3 Felhasznalt anyagok

4.3.1 Malatéas ferdeagar

A Kluyveromycestleszd fenntartasa malatas ferdeagaron (15 g/l agar, /L@ligkoz, 5 g/l
pepton, 3 g/l élesékivonat és 3 g/l malatakivonat) tortént. A tapkéeie,0 cmi mennyiségenként
kémcsovekbe mértem, melyeket sterilezés utan fetdéritam az agar megszilarduldsaig. A

ferdeagart felhasznéalasaig 4 °C-on taroltam.

4.3.2 Inokulum taptalaj

A Kluyveromyces marxianus felszaporitasat a szaméara idealis tapkdzegbeng/(10
eleszékivonat, 20 g/l glikoz és 20 g/l bakterialis peptbajtottam végre. Az elkészitett tapoldatot
250 cni-es lombikokba osztottam szét, egy-egy lombikbaD~d@’ oldatot mérve, melyeket ezutan

autoklavban csiratlanitottam.

4.3.3 Somogyi | és |l reagens

A reagensek elkészitését Somogyi altal publikalsddpjan végeztem el (Somogyi, 1945;
Somogyi, 1951).

4.3.4 Nelson reagens

A reagens elkészitését Nelson altal leirtakat kd@vbgajtottam végre (Nelson, 1944).

4.3.5 Szubsztratum

A fermentacios kisérletekhez csicsoKaitsnényt hasznaltam fel, melyet a Food, Future,| Fue
Kft. biztositott szamomra. A koncentratum széraagnatartalma ~70 m/m% volt, amely korilbelul
52 % inulint, 9,6 % szachardzt, 3,6 % fruktdzt g% glukdzt tartalmazott.
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4.4 Alkalmazott médszerek

4.4.1 Inokulum elséallitasa

A maléatas ferdeagarrdl Kluyveromycegdrzset oltokacs segitségével oltottam at az ilwku
taptalajba, melyet ezutan razé termosztatba halge£80 °C, 120 rpm). Az élesgzfelszaporitasa

~12 érat vett igénybe.

4.4.2 Fermentacio

A rendelkezésre allo csicsokargmeényldl csapviz adagolasaval készitettem el az erjesi&tend
szubsztratumot, melynek pH értékét 3,5 ala csoOktmmh, foszforsav (21 %-os 3PIOy)
segitségével. Ezéltal kivAntam az erjedés soratiegsglentke#d karos mikroorganizmusok
(baktériumok, penészek) felszaporodasat megakadaly@Panyik & Béli, 2008). A kisérlet
szempontjabol a szubsztratuvil tortérd csiratlanitasa nem volt kivanatos, hiszerbkebelés a
technoldgia koltségeit jelefgen megnovelné (Bekees al, 2007).

Az éleszd szamara szikséges asvanyi és egyéb anyagokamimala vitaminokat komplex
UVAVITAL tapsé (inaktiv éleszt, vitaminok, aminosavak, peptidek, mikroelemekitédien
zsirsavak, ammonium-soljlagolasaval biztositottam. Ajanlott alkalmazasnnyesége 20-25 g/hl,
ezért felhasznalasanak mértékét a készitett szahsnt mennyiségének fliggvényében hataroztam
meg.

Az igy kapott cefrét, az alkalmazott fermentaci@hnologia flggvényeben, kulonlsoz
mennyiségenként osztottam szét 500°-es Erlenmeyer-lombikokba, melyekben az erjesztés
végbement. A cefrét ezutdn abszorbancia értékalaglfottam be a két éleéztajjal (rehidratéalt
Saccharomyces cerevisiags felszaporitottKluyveromyces marxianus A kilonboz tarsitasi
aranyok hatasanak éebleg elvégzett vizsgalatanal a leghatékonyabbnalétafd 1:1 aranyu
alkalmazasa bizonyult, ezért eme keverési aranybgaztem el a cefre beoltasat (Dénes, 2010). A
beoltott szubsztratumokat jOl 6sszeraztam, a looksik kotyogot helyeztem, és végul 30 °C-os
termosztatba tetteriket, amely Bmérséklet az inulindz termelésének és az alkohelgsztés
lefutasanak is kedvézShadyet al, 2000; Singtet al, 2006; Vraseniet al, 2002). Az erjesztési
folyamatokat minden esetben parhuzamos kisérletativan végeztem el, melyeknél 24 éranként

mintat vettem és elemeztem.
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4.4.3 Szénhidratok meghatarozasa

A naponta vett mintakbdl a redukalé cukrok menmyégesomogyi-Nelson modszerrel és HPLC
technikaval vizsgaltam. A nagyobb polimerizaciokifeszénhidratok koncentraciojat pedig nagy

hatékonysagu folyadékkromatografias technika seggtgel hataroztam meg.

4.4.3.1 Somogyi-Nelson médszer

A redukalé cukrok gyors mennyiségi meghatarozas@indgyi és Nelson altal publikalt
modszerrel hataroztam meg, amelyben a redukalookukigos kozegben a réz(ll)-ionokat
réz(l)-ionokka redukaljak, mely réz(l)-ionokat anpenolibdat komplex segitségével redukaltam. A
folyamat kdvetkeztében egy intenziv, tartds, kéklegpzdés megy végbe, amely szinvaltozast
spektrofotometriasan vizsgaltam (Nelson, 1944; Spmd 945; Somogyi, 1951).

A cukor koncentracio és az abszorbancia érték kop8szefliggés meghatarozasara ismert
vizsgaltam. A kapott mérési adatokra, linearis, resgzios egyenest illesztettem, melynek
segitségével a tovabbiakban mar ismeretlen kordajg oldatok redukalé cukor tartalma

kénnyedén és gyorsan meghatarozhato.

4.4.3.2 Folyadékkromatogrdfias eljards

A nagy hatékonysagu folyadékkromatografias (HPL&)hhika a vegyuletek azonositasara,
elvdlasztisara, valamint mennyiségi meghatarozdsasanalt kromatografias eljards. A mérés
soran a vizsgalandd mintat (mozgo6 fazis) nagy nygsadnyomjak keresztil a kulonkiowlteteket
tartalmazo kolonnan, oszlopon (allé fazis), majdazlop aljan egy detektor segitségével mérik a
vizsgalt molekulak retencids (visszatartasi) idegetretencids il nagysaga a két fazis kozotti
kolcsdnhatastol figg. A detektor altal tovabbitmt az ellciés diagram vagy kromatogram
(Amtmann, 2011).

Méréseimet a Thermo Fisher Scientific Corporatidtal agyartott Surveyor tipusa HPLC

berendezésen végeztem el, melynek jelt@raxkovetkesk:

Oszlop: Aminex-87H (Bio-Rad, USA)
Eluens: 0,005 n ;$0,

Integralé szoftver: ChromQuest 5.0
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Detektor: Rl és PDA

Oszlop bmérséklet: 45 °C
Detektor lbmérséklet: 40 °C
Aramlasi sebesség: 0,6 ml/perc

Elualasi mod: izokromatikus

A miiszer segitségével hataroztam meg a mintakban aadakillonb6d szénhidratok (glikoz,
fruktdéz, szachar6z, oligoszacharidok, inulin) maeégét. Az egyes anyagok koncentraciojat, a
miiszerhez mar kordbban meghatarozott kalibraciostisggések (koncentracié és kromatografias
terllet kozotti 6sszefliggés) ismeretében, a ménes sneghatarozott kromatografias teriletekb

hatédroztam meg.

4.4.4 Etanol koncentracido meghatarozasa

Az erjedés soran HPLC technika segitségével kawettigomon az etil-alkohol mennyiségének
alakulasat. A meérési folyamatot, a kalibracidés 6883gés ismeretében, hasonloképpen végeztem
el, mint a szénhidrat koncentraciok meghatarozgéstee tettem.

A fermentacié végén az etanol koncentracidjat Biistillation Unit K-350-es leparlé6 és Anton
Paar DMA 35N alkoholmérkésziilékek segitségével is megmértem.

23



5 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 Szakaszos fermentacios technoldgia

Kutatbmunkam soran dlként dsszehasonlitottam a kulonbézakaszos (batch) fermentacios
technikakat és alkalmazhatdésagukat az inulin aé&pnol eballitdsaban. A kisérleteimben nyomon
kovettem a kilonbdyz szénhidratok (erjesztiietukrok, szacharéz, oligoszacharidok és inulin) és
mellyel eapyes erjesztési modok jelleénz ol
megfigyelhetk. A fermentacié soran a teljes cefremennyiség80@~cni) oltottam be az adott
éleszd inokulummal.

Az inulin erjesztését négy kilénhHzechnikaval valositottam meg, tiszéluyveromyces
marxianus tisztaSaccharomyces cerevisiaemnokultiraval, a két faj vegyes kultarajaval,araint
a Saccharomyces cerevisi@s ipari inulindz enzimkészitmény egyuttes alkaksaval. A kapott
eredmeényeket az 1. tabldzatban foglaltam dsszeltédntetett eredmeények két parhuzamos kisérlet

atlagabdl szarmaznak.

Kezdeti Maradék .,
Etanol Konverziés

, cukor . cukor ,

Beoltas . .. | koncentracio . hatasfok
koncentracio "y koncentracio o
m/v% 0 m/v% 0

S cerevisiae 12,84 471 2,80 56,8

Kl. marxianus 12,84 5,60 1,25 67,5

S cerevisiaet Inulinaz 12,84 6,40 1,10 77,1

Vegyes kultira 12,84 6,33 1,14 76,3

*Saccharomyces cerevisiasKluyveromyces marxianusl1 aranyu vegyes kultdrajanak alkalmazasa

Megallapithatd, hogy a monokultiréas erjesztéseknignifikansan alacsonyabb biokonverzios
hatasfokok (56,8 % és 67,5 %) értiel. Tovabba, azt tapasztaltam, hogy az exogélnam
enzim adagolasaval olyan hatas valthatd ki, minégyes erjesztés esetén, igy mind a két esetben

megvalosult a szimultan cukrositas és erjesztés.

5.1.1 Monokultirak alkalmazéasa szakaszos fermentaciéban

A Saccharomyces cerevisi@s aKluyveromyces marxianusionokulturak alkalmazasakor az

elkészitett nativ cefrét értelemsiem csak az egyik torzzsel oltottam be. A fermedgedatok
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(1. tAblazat) az ébbi faj hasznalata esetén mutattak a legalacsonydhbol koncentraciot
(~4,7 viv%) és biokonverzidés hatasfokot (~57 %)thk#d, hogy az erjesztés végén viszonylag
magas, kozel 3 m/v% volt a maradék, hasznositatténhidrat mennyisége a cefrében, amely azt
jelenti, hogy az éles&tnem hasznalta fel a jelen &wzénforrasok tobb mint 20 %-at. Ennek
minden bizonnyal az a magyarazata, hogy az éleszh rendelkezik inulinaz aktivitassal, igy nem
tudta hatékonyan hasznositani a nagyobb poliméségl frukto-oligoszacharidokat és az inulint.

A szakirodalomban tébb adat is taldlhat&accharomyces cerevisiadkalmazaséra az inulin
fermentaciojadhoz, melyek tbbbségéeben csak az iralikezelése, hidrolizise utan alkalmazzak.
Thuesombat és munkatarsai altal 2007-ben publik@izon eredményeket, amelyben a csicséka
alapu szubsztratumot savas hidrolizis utan ferntékta-88 %-os hatasfokot elérve.

Néhany esetben pedig arra is talalhatunk péld@ty aGaccharomycesirzseket nativ, 8kezelés
nélkdli inulin fermentalasa esetén tanulmanyozi§en példaul Lim és munkatarsai altal kozolt
2010-es eredmények, amelyekberSaccharomyces cerevisid@CCM50549 nemesitett torzset
vizsgaltak. Bebizonyitottak, hogy a KCCM50549 képeseddigieknél lényegesen hatékonyabban
fermentalni az elbontatlan inulint. Azonban a t@elzelért maximalis konverziés hatasfok csupan
~70 % volt. Ennek ellenére ez az eredmény lényeggebb, mint az eddig publikalt,
Saccharomyces cerevisiaBCYC62 és Y841 torzsekkel végzett fermentaciokasokapott
eredmények (Pourrat al,1983; Schorr-Galindret al, 2000).

Ezzel ellentétben Kluyveromycesnonokultira hasznositotta a rendelkezésére &idhsdratok
tobb mint 90 %-at, hiszen a kiindulasi 12,84 m/vézdeti szénhidrat koncentracibhoz képest a
maradék szacharidok mennyisége csupan 1,25 m/vlaxdrjesztés végén. Tovabba, a termékben
detektalt etanol koncentracidja (5,6 v/v%) is jowagasabb volt, mint Saccharomycesgleszé
esetén, azonban a kapott konverziods hatasfok cgihardo volt.

A Kluyveromyces marxianuggyik kedve# tulajdonsaga az ipar szamara, hogy nagy
mennyiségben képes kulonlsoenzimeket szintetizalni, mint példaul a szamunlegfontosabb
inulindz enzimet (Rouwenhorstt al, 1990) vagy éppem-glikozidazt, B-galaktozidazt, stb.
(Leclercet al,1987; Martinset al, 2002). Ezért sokszor vizsgaltak mar a faj topzsait nativ
Bajpai és Margaritis (1983) altal végzett tanulmasy amelyben &luyveromyces marxianus
UCD (FST) 55-82 torzs inulin fermentald és ndvekkdpességét vizsgaltak kulonlbogzénhidrat
koncentraciok 21 és 102 g/l kozott alakultak. Atiogizsgalatokat végeztek Yuan és
munkatéarsai (2008) arra vonatkoz6an, hogglayveromyces marxianuBTCC8554 tbrzs etanol

termelését milyen mértékben befolyasolja, ha a datacios kdzeget tenger-, illetve édesvizzel
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készitik el. A tanulmanyban a torégbtobb érdekes informaciot is megtudhatunk, példapH, a

homérséklet vagy éppen a levetetés torzsre gyakorolt hatasarol.

5.1.2 Az inulin szimultan cukrositasanak és erjesztésémeggvaldsitasa

A kovetked kisérletemben &accharomycegleszét inulinaz enzimmel Aspergillus niger
eredeli, Novozyme AS, Dania) kodzosen/egyitt/egyittesengeaittem a nativ cefréhez. A
felhasznalt enzim aktivitasa 10 ezer U/ml volt, iié ~2-3 ezer U mennyiséget hasznaltam fel a
technolégiaban. A modszerrel megvaldsithatd azriredimultan cukrositasa és erjesztése, vagyis a
nagyobb polimerizaltsdgu szénlancok elbontasa amér enzim révén, és a keletkeagyszeif
cukrok etanolla alakitasa az élésmk kdszonhéen. Az egyiddjleg megvaldsuld hidrolizis és

fermentacio folyamata a 6. abran lathato.
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Eme beoltasi technikaval lathatd, hogy lényegesarb jeredményeket értem el, mint a
monokultirak alkalmazasa esetén, hiszen a maraskhisiratok mennyisége csupan 1,1 m/v%,
mig a keletkezett etanol mennyisége 6,4 v/iv% \Ertinek kdszonhéen a fermentacié hatasfoka

meghaladta a 77 %-ot.

26



Szintén magas konverzioval valosult meg a fermémid@isban az esetben is, amikor Szambelan
és munkatarsai (2004)Saccharomyces cerevisiBel6a és Ptorzsek etanol termelését vizsgaltak
a csicsoka (Albik tipusu) alapu szubsztratum iradienzimes kezelése mellett, a kapott konverziés
hatasfokok ~72-80 % kozott alakultak. Bekers és katarsai (2008) &accharomyces cerevisiae
erjeszb tevekenységét tanulmanyoztak csicsoka etiedetibsztratumot alkalmazva. Az élészt
erjeszé tevékenysége lényegesen jobb volt, mint a masiksgélt faj, a Zymomonas
mobilis113 "S” tbrzs teljesitménye.

Hasonléan j6 eredményeket kaptam abban az esetbamikor a két éleszfajt egylitt, vegyes
kultiraban hasznaltam, hiszen ekkor is megvaldasitha inulin egyiddj cukrositasa és erjesztése.
Jelen esetben viszont nem hozzaadott enzimkésaitmégzi az inulin hidrolizisét, hanem a
Kluyveromyceglesz$ altal termelt inulinaz. A fermentacios folyamafuliésa a 7. abran kdvethet

nyomon.

Szénhidrat koncentracié
Etanol koncentracio
vIv%
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A vegyes Kkultira esetében kapott eredmények hasaklomutatkoztak az ,enzimes”
technoldgiaban megfigyeltekhez, hiszen a hasznlasitazénhidratok mennyisége jelen esetben is
csupan 1,14 m/v%, mig a keletkezett etanol menggi€e33 v/v% volt. Ezaltal a vegyes kulturas
technika hatasfoka is jéval nagyobb volt (76,3 %) nmeonokulturas technikak esetében

tapasztaltakhoz képest.
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A két fermentacios gorbét vizsgalva viszont lathatdgy mig az ,enzimes” technoldgia soran mar
96 Ora utan elértem a kozel maximdlis hatasfokddicaa vegyes kultira esetén ehhez kozel
144 6ra volt szikséges.

A vegyes kultirak segitségével megvalositott etafewmentaciot mar sokan, sok féle
mikroorganizmus tarsitadsaval tanulmanyoztak. Adimnarjesztését is mar toébb faj parositasaval
vizsgaltak, igy példaul Saccharomyces cerevisigglonbs torzseit tarsitottak mar tdbbek kozott
Aspergillus niger, Kluyveromyces fragilis, Pichiagoris vagy épperKluyveromyces marxianus
torzsekkel is (Farkas, 2011; Ge & Zhang, 2005; @bhtl, 1993; Szambelart al, 2005;
Zhanget al, 2010).

Az esetek tobbségében a vegyes kultiras alkohohefgécié lényegesen jobb eredményt
mutatott, mint a monokultirdk alkalmazésa, ezsiették meg Farkas (2011) altal kozolt
eredmények is, aki vegyes erjesztést alkalmazlyyeromyces marxianiu&accharomyces
cerevisiag, 25 m/v%-os cefre esetén, ~11-12 v/v% etanol &otrécidt tapasztalt a kierjedt
cefrében. Hasonléan kedveeredményeket kaptak Szambelan és tarsai (2004)kik, vegyes
kultarakat hasznalva, az inulin erjesztésénél kaptdanol koncentraciojat 2-12 %-kal tudtak
megnovelni, a tiszta tenyészetek alkalmazasa ekafit alkohol mennyiségekhez képest.

Osszességében tehat megallapithatd, hogy az iszilinultdn cukrositasanak és erjesztésének
megvalositasaval elérltet annak hatékony hasznositasa. Tovabba Kiluyveromyces
marxianus:Saccharomyces cerevisig@egyes kultiraval, valamint az élasz{Saccharomyces
cerevisia¢ inulindz enzimmel tortéh egylttes alkalmazasa esetén ~10-20 %-kal jobbsfo&ta
mutatkozik, mint monokultirdk hasznalata eseténveyyes fermentacio @ye, hogy nem
szilkséges draga enzimkészitmény alkalmazdsa aohgtékjesztés megvaldsitdsahoz, mig az
~enzimes” erjesztés @&@hye, hogy a fermentacidsddelentssen csokkenthét Ennek ellenére az
inulin fermentacio tanulmanyozasat a vegyes kudtie§esztés iranyaba tartom kediaanek
fejleszteni, mivel az exo-inulinaz enzimkészitménggyartasat a legtobb nagy enzimgyartd cég
leallitotta vagy korlatozta. Varhatéan ezen enzinbalszerzése a jélben egyre nehezebb és
koltségesebb lesz, igy az enzimes technoldgia gagtilanna valhat.

5.2 Rataplalasos fermentacios technologia

A biokonverziés hatasfok novelése és a fermentamifsesetleges csokkentése érdekében
kisérleteket végeztem rataplalasos (fed-batch)ntdégiat alkalmazva. A fed-batch technoldgia
alkalmazaséaval a szakirodalomban tobb helyen délktatam. A rataplalasos technika sikeres

alkalmazasa fellelhét a sajtsavo alapu egysejt-fehérjgadlitasdban, a tejsavé alapu etanol
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gyartasaban, az oligonukleotidok&litasaban vagy éppen az extracellularis inulteémelésében
(Barbaet al, 2001; Belem & Lee, 1999; Ferrati al, 1994; Hensingt al, 1994).

A technolégia soran ~100 vagy ~150°cmennyiség cefrélsl indultam ki, attdl figgen, hogy
hany alkalommal tortént a friss szubsztratum adegol Ha egy alkalommal, akkor a teljes
cefremennyiség felél vagyis ~150 crhszubsztratumbdl indultam ki, mig ha kétszer végrazel
a rataplalast, akkor ~100 éneefrét hasznaltam. A rataplalasok kovetkeztébevégss cefre
mennyiség minden esetben ~300° it
Az el kisérletsorozatban a friss szubsztratum adagodasétjesztes glskét napjan vegeztem el,
~100-100 crd mennyiséget hozzaadva a kiindulasi ~100° @efréhez. A cefrét az erjesztés
meginditdsakor oltottam be $accharomyces cerevisi#s aKluyveromyces marxianudleszbk
1:1 aranyu vegyes kulttrajaval, 180 @&-*cm* mennyiségberamely azt jelenti, hogy az éle§zt
inokulum optikai denzitasanak és felhasznalt mesggének szorzata 188.fed-batch technoldgia

fermentacios gorbéjét a 8. abra szemlélteti.
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Megfigyelhet, hogy a friss szubsztratum adagolasanak hatasm@nhidratok mennyisége mégn
mig a cefrében Iévetanol koncentracidja lecsokken. Ennek kdszd@mmetsokkenthét netan meg

is szuintethét a fermentacio soran esetlegesen féllgpubsztratum- és/vagy termékgatlas, hiszen a
fermentalandd inulin mennyiségét kisebb adagokbdtatjuk a rendszerbe (Chemg al, 2009;
Roukas, 1991; Thomas & Ingledew, 1992).

A kisérletsorozat soran kapott eredményeket abfazatban foglaltam 6ssze, melyben lathatjuk,

s
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Rataplalt
Kezdeti szénhidrat Etanol Maradék Konverzios
szénhidrat koncentracio . ., cukor ,
L o koncentracio Lz hatasfok
koncentracio m/v% koncentracio
viv% %
m/v% m/v%
1. nap 2. nap
10,89 9,75 15,56 6,22 0,97 79,8
14,32 15,52 14,21 8,16 1,37 86,5
16,09 17,63 20,53 8,64 2,93 73,9

A tablazatban szerepkrtékek két parhuzamos kisérlet atlagabol szarakazn

A konverziés hatasfokok ~74 és 86,5 % kozott akakiimelyeket Ugy hataroztam meg, hogy az
0sszes bevitt szénhidrat mennyiségélszamitott elméleti 6sszes etanol mennyiséghez
viszonyitottam a kapott etanol koncentraciot. Legj@redményt a ~14,3 m/v% kezdeti szénhidrét
koncentracié esetén kaptam, ahol 8,16 v/v% etasdl,87 m/v% maradék szacharid mennyiség
volt megfigyelhed. A konverzios hatasfok 86,5 % volt, amely koézel%tkal magasabb, mint a
szakaszos fermentacié soran kapott legjobb, ~77s%edék. Leggyengébb eredményt a
~16,09 m/v% kezdeti koncentracié esetén értem mik@@ a maradék szénhidrat mennyisége
(~2,9 m/v%) viszonylag magas volt. Ez megmutatkbantelért konverzidés hatasfokban is, hiszen
az a tobbi eredménittelmaradva, csupan ~74 % volt. Azonban ez az éstélkig par szazalékkal
maradt el a szakaszos fermentacio soran kapottdegredmeényeét (~76-77 %).

Ge ésZhang (2005), az inulindz enzimet kivételesen nagy meséglen termé Ujonnan
izolalt Aspergillus niger SL-0%s a kimagasléan nagy etanol tednkEpességgel rendelkiez
Saccharomyces cerevisiae Z-fiBzsek fed-batch technolégiaban valé alkalmazagdgaltak. A
csicsOka alapu szubsztratumok szimultan cukrosigsarjesztése révén a technologia hatasfoka
~90 %-o0s volt.

A ratapladlasos és szakaszos fermentacios technitékdnysagat vetették ©6ssze Cheng és
munkatarsai (2009), akik a két technologi&accharomyces cerevisiaial végzett, glikdz alapu
etanol eballitasaban vizsgaltak. Azt tapasztaltak, hogyl?hgjlikéz adagolas mellett a fed-batch
technolégia Iényegesen jobb rendszerkétikddik, mint a szakaszos technika, hiszen a kelétkez
etanol mennyisége szignifikAnsan nagyobb volt.

A kapott eredményekib megallapithatd, hogy a rataplalasos technologiatségével sikerilt az
erjesztés hatasfokat novelni. Ezért az inulin alametanol alallitAsaban a fed-batch technika
kedvedbb lehet, mint a hagyomanyos fermentaciés techialog

Rataplalasos technika soran léiséty van az élesrtadagolaséra, ezért tanulmanyoztam ennek
az eljarasnak a hatasat is. A technoldgia sora® €bB cefrét készitettem, melyre a fermentaci6
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elss napjan tovabbi ~150 cinfriss szubsztratumot adagoltam. A parhuzamosanzeitg
kisérletsorozat soran az egyik esetben a kiindwését 90 Olyonicm®, mig a masik esetben
180 ODyoonntcm® mennyiséf vegyes kultiraval oltottam be. Az élesetben az erjesztés éls
napjan tovabbi 90 Ofonricm® vegyes kultlrat adtam a rendszerhez. A kiindudsibsztratum
koncentracié 13,76 m/v%, a rataplalt friss szulddain pedig 16,01 m/v%-os volt minden esetben.
igy a két eljaras gyakorlatilag csak a kezdetbenitbt: éleszb inokulum mennyiségében tért el
egymastol. A kapott eredményeked.aablazatban tiintettem fel.

Beoltasi o
A Rataplalt Kezdeti | Rataplalt Maradék iy
éleszb éleszb PN v | Etanol Konverzios
0 szeénhidrat | szénhidrat KONG cukor hatasfok
mennyiség mennyiseg konc. konc. ' konc.
3 % Mo | VIV mivee %
ODigognr*em® | ODeoonmCM m/v% m/v% m/v%
90 90 11,35 16,01 6,16 0,84 69,3
180 - 11,35 16,01 6,62 0,80 74,8

A tdblazatban szerephdatok két parhuzamos kisérletsorozat atlagahitltal.

Az eredményekdl lathatjuk, hogy a két kilonbézdeoltasi élesdmennyiség esetén a maradék,
hasznositatlan szénhidrat mennyisége kozel azootis(¥,84 és 0,80 m/v%), vagyis mindkét
esetben Kkorulbelil azonos meértékben hasznositottak élesztk a rendelkezésikre allo
szénhidratokat. Ezzel szemben viszont a 9QRFcm® kezdeti éles#t mennyiség esetén az elért
etanol koncentracié 6,16 v/v%, mig a masik esetbeé? v/v% volt, 69,3 % és 74,8 %
biokonverzios hatasfok mellett.

Az eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy azaditalizsgalt kisérleti beallitAsok mellett az
novelni, tehat éinyésebb az alkalmazandd inokulum teljes mennyisagégerjesztés kezdetén a
szubsztratumhoz adagolni. Azonban mindenképp érslemegjegyezni, hogy mas Kkisérleti
korilmények mellett az élegztataplalasos adagolasa is kedveredményt adhat.

Egy masik kisérletsorozatban arra voltam kivankegy milyen hatassal van a fermentacio
hatasfokara és idejére, ha kétnaponta végzemredsaszubsztratum adagolasat. A kiindulasi cefre
mennyisége ~100 chvolt, melyet 180 ORyonicm® koncentraciéban oltottam be a vegyes
kultaraval. Jelen esetben az erjesztés megindikéséth masodik és negyedik napon tértént meg a

~100-100 crfriss szubsztratum adagolasa. Az erjedés lefgtikiéje #. abran lathato.
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A kétnaponta végzett ratdplalas esetén lathatoy ogzénhidrat mennyisége két nap alatt
lecsokkent ~2 m/v% koré, mig az etanol koncentja@dmasodik napon kozel 5 v/iv% volt. Ekkor
tortént meg a friss szubsztrdtum adagolasa Ugyy teogataplalds utan a cefre szénhidrat
koncentraciéja korilbeltil a kiindulasi koncentr&@b (~11,5 m/v%) azonos legyen. A
szubsztratum adagolasanak hatasara a cefre szgnimdnnyisége ~11,3 m/v%-rath mig az
etanol koncentraci6ja értelemsien lecsokkent, ~2,9 v/v%-ra. Ezutdn az Ujabb ~16€ c
szubsztratum adagolasat a 4. napon végeztem ely ahdealatt a szénhidrat mennyisége ismét
lecsokkent (~2,9 m/iv%), mig az etanol mennyiségegngte (~8,1 v/v%). A rataplalas
kovetkeztében a szénhidratok mennyisége ismét metjugl11l,9 m/v%), az etanol mennyisége
pedig lecsokkent (~5,3 v/v%). Tovabba lathatd, hagpegyedik naptdl kezdve a szénhidratok
mennyiségének cstkkenése nagyon intenziv, egészatodik napig, am ezutan gyakorlatilag
megtorpan a fermentacio. A tovabbibjbntokban vett mintakban a hasznositatlan szértbidra
koncentracidja jeleisen mar nem valtozik. Ennek kovetkeztében pedigllaahol koncentracioja

sem ndvekedett jelefgen a cefrében.

Ha megvizsgaljuk, a cefrében tEvmaradék szénhidratok oOsszetételét és mennyiségének

alakulasat (10. abra) azt tapasztaljuk, hogy a diatmapra gyakorlatilag megall az inulin

mennyiségének csokkenése.
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Az erjesztés végén mért ~2,86 m/v% hasznositatlaénhédrat mennyiségb az inulin
koncentraciéja ~1,98 m/v%, vagyis a maradék széatuk kdzel 70 %-at az elbontatlan inulin
adja.

Ennek érdekessége, hogy az inulin mennyiségénddulatat az erjesztés soran diam a
Kluyveromyce®leszd altal termelt inulindz enzim és annak bontési kemgsége hatarozza meg.
Vagyis jelen esetben azt feltételezhetjik, hoggrenéntacié hatodik napjara valami torténhetett az
enzimmel, mivel az inulin hidrolizise gyakorlatilagegallt. Feltételezem, hogy az enzimet olyan
gatlé hatas érhette, amely blokkolta ék@dését. Az erjaticefrében jelen esetben leginkabb gatlo
hatassal az etanol bir, amely az enzimet mindeanhizal a megfelél mikoédésében karosan
befolyasolta (Martin-Renddet al, 1989). Ezért azt mondhatjuk, hogy az erjeszédésdik napjara,
amikor az etanol koncentraciéja mar elérte a ~8ovbt, az inulinaz enzim karosodott és nem tudta
tovabb bontani a nagyobb polimerizaltsagu szacbkaidés az inulint. Ennek kévetkeztében pedig
az erjesztés végén még mindig viszonylag nagy meégly hasznositatlan szénhidréat volt mééhet
a cefrében.

Ezek alapjan tehat a rataplalasos technolégiabgrk€igmegtervezni a szubsztratum adagolasat
es koncentracigjat, hogy a keletkeztanol mennyisége ne haladja meg a ~8 v/v% koraaat,
mivel igy megakadalyozhatjuk, hogy az enziniikiddése és a fermentacié Uteme jdiean

visszaszoruljon.

33



5.3 Fél-folytonos fermentacios technoldgia

A kutatomunkam egyik fontos kérdése volt, hogy malin alapu bioetanol é&éllithsat milyen
modon lehetne folytonossa tenni, ezzel pedig agkikenyseg hatékonysagat névelni. Célom volt a
rataplalasos technoldgidban kapott eredményekéaaaggy fél-folytonos technolégia megtervezése
és annak kisérleti korilmények kozott totiézsgalata.

A fél-folytonos technologiaban bizonyokbzonként megtorténne a cefre felének elvezetése és
ugyanekkora mennyisédriss szubsztratum adagolasa. A rataplalasos tdatidban tapasztaltak
alapjan a cefre szénhidrat koncentracioja kortldedti nap alatt csokken ~2-3 m/v% ala, ezért az
elvételt és a rataplalast kétnaponta végezném elasgik fontos tényézaz alkohol gatlé hatasanak
tompitasa, amelynek koncentracidja, ha ~8-9 v/vié &nelkedik, a fermentacio Uteme lassul, az
inulin hidrolizise pedig megall. Ezért célom vdiggy az elvett cefrében az etanol mennyisége ne
haladja meg a 8 v/v%-ot, de legyen legaldbb ~4v8boy/amely korulbelll a gazdasagos etanol
desztillacié hatara (Sipos, 2010).

Ezek figyelembe vételével a fél-folytonos fermemdactechnika koncepcios gérbéje a 11. abran
lathatd modon alakulna. Lathatjuk, hogy kétnapomtegtorténne az alkoholos cefre felének
elvétele és a friss szubsztratum adagolasa, melyidsletkeztében az etanol koncentracidja
lecsOkken, azonban az adagolt friss szénhidratoaldkdszonhéen az alkohol mennyisége ujbdl
~4-8 % kozé emelhét
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A technoldgia elméleti kidolgozasa utan célom vaftnak vizsgalata, hogy a technologia
laboratoriumi korilmények mellett, a gyakorlatbanmegvaldsithaté e. Tovabba célom volt ezen
elvételi és rataplalasi ciklus ismételbmtgének vizsgalata és a fél-folytonos technoldgia
tanulmanyozasa.

Az elméletben feldallitott kérilmeények (legalabb 448%, de maximum 8 v/v% etanol tartalom)
biztositdsa érdekében a kisérleti folyamatot a tk@z8k szerint végeztem el: az elkészitett
~12 m/iv%-0s, ~300 cfrmennyiség cefrét beoltottam a két élesfdj (Saccharomyces cerevisiae
ésKluyveromyces marxianpsegyes kultdrajaval, 180 QRn*cm*> mennyiségben. A fermentacié
masodik napjan elvettem az alkoholos cefre felé5(Q~cni) és megmértem annak alkohol
koncentracidjat, melyd kozvetve meghataroztam az adagoland6 friss smdibgm
szénhidrattartalmat. A rataplalt szubsztratum (~156°) szénhidrattartaima révén tudtam a
keletked etanol mennyiségét szabalyozni, befolyasolni éakggatilag korlatozni, hogy ne
emelkedjen az alkohol mennyisége ~8 v/v% folé. IAdtonos fermentacio tovabbi szakaszaban
minden masodik napon elvégeztem dbblekben leirt folyamatot.

Az &ltalam kidolgozott stratégia mentén megvaldsitél-folytonos technolégidval végzett
kisérletek soran kapott eredményeket. dablazatban foglaltam 6ssze. A technolégia sti@se
ciklusban végeztem el a cefre felének elvételétaékiss szubsztratum adagolasat. Tehat a
fél-folytonos fermentécié tébb mint 40 napigikddott, amely rendkivil biztatbnak mondhato,
hiszen az élesésejtek hosszu ideig képesek voltak az inulin hidisére és a keletkézcukrok
alkoholla alakitasara.

A fermentacios folyamat soran az élésziomassza mennyisége fokozatosan névekedett, vagyi
az élesat, alkoholos erjes#t tevékenysége mellett, képes volt szaporodni &s,fréletafs, a
kézeghez mar alkalmazkodott élésdjteket képezni. Ez is kedvehatassal lehetett a rendszer

hosszu ideig torténmiikddésére.
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Rataplalas ebtt o Rataplalas utan
Fermentacios idd | Szénhidrat | Etanol ,Ra'tap'lalt Szénhidrat | Etanol
Nap konc. konc. szennidrat kone. konc. konc.
m/v%
m/v% vIv% m/v% vIv%
0 11,23 - - - -
2 3,18 4,45 10,18 8,08 2,67
4 1,38 6,50 7,12 4,03 3,45
6 0,76 5,44 10,98 6,56 2,54
8 1,30 6,40 13,67 6,95 2,98
10 0,92 6,44 12,21 6,61 3,35
12 1,08 5,86 11,58 6,56 2,96
14 1,48 6,17 14,28 8,49 2,96
16 0,87 6,30 14,33 7,32 2,59
18 1,77 6,16 14,13 7,93 2,62
20 0,75 5,94 13,41 9,00 2,91
22 1,63 5,98 10,90 8,21 2,52
24 1,73 5,43 12,01 9,23 2,62
26 2,39 5,56 13,48 9,10 2,19
28 2,27 4,92 11,49 8,92 2,25
30 3,74 4,73 16,66 11,29 1,74
32 4,53 4,12 16,96 12,81 1,99
34 3,57 4,94 17,63 14,10 1,95
36 4,34 5,40 19,03 12,50 1,98
38 4,15 4,30 15,72 10,41 1,94
40 3,68 4,61 17,84 12,21 1,78
42 3,76 4,96 - - -

Az elvett cefre etanol koncentracioja 4,12 és &A% kozott alakult (12. abra), vagyis minden
elvételnél sikerilt elérni a legalabb 4,0 v/v%-dgohol koncentraciot, amely a gazdasagos
desztillacié hatéra, és sikerult fenntartani azimdz enzim aktiv tevékenységét is, hiszen rataplal
utdn mindig megtortént az inulin egysikeukrokka torté lebontésa.
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A tobb mint negyven nap alatt az etanol koncenbratiagos értéke kdzel 5,5 viv% volt, amely
értéknél az erjesztési folyamat d@lszakaszaban magasabb, mig a masodik szakaszaban
alacsonyabb értékek voltak megfigyetilet EbSl arra is kodvetkeztethetliink, hogy a rendszer
hatékonysaga csokkent, azonban érdemes megjegydmyy a rataplalt szubsztratum
koncentracidja is nagyobb volt, igy6&rdulhatott, hogy a magasabb koncentraciok isbgaditast
fejtettek ki az élesékre. Ennek lehetett a kdvetkezménye az is, hogysarositatlan szénhidratok
mennyisége a folyamat vége felé Iényegesen magasabbmint az erjesztés €és24 napjan.
Tovabba elfordulhatott, hogy az éles#t a hosszu fermentacids folyamat miatt kimerilegert
egyre kisebb hatékonysaggal tudtak alkoholt képeEmnek megoldasa lehet, ha bizonyos
idokozonként friss élesitenyészettel oltjuk be a rendszert, a friss éiéspedig az erjesztést
esetleg intenzivebben tudnak folytatni.

A fél-folytonos fermentacios kisérletekben kapo#demények alapjan mindenképp biztato, hogy
az élesaisejtek hosszu ideig képesek voltak az inulin lehsdta és az alkohol képzésére. Viszont
a hatasfok csokkenésének okéat egyérieimnem lehet meghatarozni, mert a kisérleti baabk
tovabbi finomitasokat igényelnek.

A technoldgia masik nagydlye, hogy a cefre alkoholtartalma a friss szubtatnéadagolasa utan
is legalabb 1,5-2 v/v%, amely keéll biztonsagot és védelmet nydjt az idegen, kéaros
mikroorganizmusok ellen. Ezért nem szikséges a Bmibsztratum sterilezése, csiratlanitasa a

rataplalas éitt, amely jelenis koltségcsokkefithatasu.
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6 OSSZEFOGLALAS

Kutatomunkam soran célom volt a kalénbdermentacios technikak alkalmazasanak vizsgalata
az inulin alapu bioetanol @&illitAsaban. Harom etanol erjesztési médszert alizmy, a klasszikus
szakaszos (batch), a rataplalasos (fed-batch) dsl-lytonos (semi-continuous) erjesztési
technoldgiat.

A szakaszos fermentacio soran négy beoltasi teéhmiksgaltam, &luyveromyces marxianus
valamint aSaccharomyces cerevisiameonokultiras erjesztését, tovabba ablelemlitett két faj
vegyes kulturgjanak, valamint 8accharomyces cerevisiags ipari inulinaz enzimkészitmény
egylttes alkalmazasanak erjesztési tevékenységétleggyengébb eredményeket a tiszta
tenyészetekkel kaptam, melyeknél a konverzios fakass7 % és ~67,5 % volt, mig a masik két
esetben, amikor megvalosult az inulin szimultan rositasa és erjesztése, a fermentacios
hatdsfokok ~10-20 %-kal magasabbak voltak. A vedydgirds etanol képzésaselye, hogy nem
szilkséges draga enzimkészitmény alkalmazéasa aohgtédrmentacié megvaldsitdsahoz, mig az
enzimes fermentacidé@lye, hogy az erjedésiddelenttsen csokkenthét

A rataplalasos technoldgia soran vizsgaltam a vedydtira adagolasanak, rataplalasanak
hatdsat a fermentacié hatasfokéra. Azt tapasztalagy a vegyes kultdra teljes mennyiségének
beoltdsa az erjesztés kezdetén jobb eredményt attutatint a felhasznalandé éle&xtennyiség
rataplalasos adagolasa az erjesztés soran. Temessmzaezen megallapitas az altalam alkalmazott
kisérleti korilmények mellett allja meg a helyéagyis hasonlé bedllitAsok melletbeyosebb a
teljes éleszimennyiséget az erjesztés kezdetén a szubsztratuadhoz

A szubsztratum rataplaldsos adagolasanak vizsgstaéam a friss szubsztratum cefréhez td@rtén
taplalasat az elsés masodik vagy a masodik és negyedik fermentadw@f®n végeztem el. A
rataplalas é€inye, hogy az erjesztés soran feflégzubsztratum- és termékgatlas csokkefithet
esetleg megékhets. Abban az esetben, amikor azéekt nap végeztem el a friss szubsztratum
adagolasat, a konverziés hatasfokok a bevitt sdémtnnennyiség figgvenyében, ~74 % és 86 %
kozott alakultak. Legjobb eredményt a ~14,3 m/vy%gele esetén kaptam, amelynél a konverzios
hatasfok kozel 10 %-kal magasabb volt, mint szab®sfermentacié esetén. A kapott
eredmények#l megallapithatd, hogy a rataplalasos technologgitségével sikerllt az erjesztés
hatasfokat novelni, igy a fed-batch fermentacid@hriéka alkalmazasa keduds lehet, mint a
hagyomanyos fermentacios eljaras az inulin alapatanol edallitasaban.

A tovabbiakban, amikor kétnaponta végzem el a fmsbsztratum adagolasat, a fermentacio
lefutasabol arra kovetkeztettem, hogy a hatodikranapfermentacios folyamat megtorpant és az
etanol mennyisége mar nem nodvekedett jékmri. A maradék szénhidratok Osszetételének
vizsgalata soran viszont lathaté volt, hogy a d®fré |[éw hasznositatlan szénhidratok kozel
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70 %-at az inulin adja, tehat hidrolizise a hatathlpra megallt. Ennek magyarazata az lehet, hogy
az etanol koncentracidja mar elérte azt a kritiééket, amely roncsolta édikbdésében gatolta a
cefrében 1é¢ inulindz enzimet. A tapasztaltak alapjan teh&tapidlasos technoldgiaban ugy kell
megtervezni a szubsztratum adagolasat és koncepdtadiogy a keletkéz etanol mennyisége ne
haladja meg a ~8-9 v/v%-os értéket. Ily médon madakyozhatjuk, hogy az enzimikbdése és a
fermentacio Uteme jelefden visszaessen.

A rataplalasos technoldgidban kapott eredményelpjdala célom volt egy fél-folytonos
technolégia megtervezése és vizsgalata. A fed-bali@inasnal tapasztaltak alapjan megtértént a
fél-folytonos fermentacié elméleti lefutasanak mtaise, amely alapjaul szolgalt a laboratoriumi
beallitasaimnak. A fél-folytonos technoldgia sohdisszor végeztem el a cefre felének elvételét és a
friss szubsztrdtum adagolasat. A fermentacié tetb mint 40 napig fikddott, vagyis az
éleszésejtek hosszu ideig képesek voltak az inulin hidieére és a keletkézcukrok alkoholla
alakitasara. Az elvett cefrében az etanol menngisegl2 és 6,50 v/v% kozott alakult. Minden
elvételnél sikerilt elérni a legalabb 4,0 v/v%-dkohol koncentraciét, amely a gazdasagos
desztillacié hatara, és ezzel parhuzamosan sikerétfrizni az inulindz enzim aktivitdséat is. A
technolégia nagy éhye, hogy a cefre alkoholtartalma a friss szub&rmaadagolasa utan is
legaldbb 1,5-2 v/v%, amely kéllbiztonsagot és védelmet nyujt a karos mikroorgansokkal
szemben, ezért nem sziikséges a friss szubsztr&iuatlanitasa a rataplalasite] amely jelents
koltségekkel jarna.

A kapott eredmények alapjan tehat kijelenshelhogy a szakaszos fermentacios technika
felvalthato a fed-batch technolégiaval, hiszen biadl az erjesztés hatasfoka jelesen novelhét,
valamint tovabbi fejlesztésekkel még hatékonyaldhéet. A rataplalasos technika sordn kapott
eredmények biztaté alapot szolgdltathatnak egy kbaté és produktivabb inulin alapu,

fél-folytonos etanol fermentacios technika kidolgsahoz.
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