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1 BEVEZETES

A novekvé iparosodéas és motorizacidé hatasara vilagszerte folyamatosan novekszik a
kereslet a koolaj-alapti (fosszilis) iizemanyagok irant (Agrawal, 2007). Ennek
kovetkezménye a fosszilis energiaforras progressziv modon torténd csokkenése, valamint
az iiveghdzhatdsu gazok nagymértékl kibocsatasa. A Fold klimavaltozdsanak legfébb
kivaltoja a széndioxid, melyben vildgszinten a hd- és elektromos eldallitd, valamint a
kozlekedés szektor kétharmad részben felelds. A primer energiaforrasok a fellelohelyiik és
a kitermelésiik miatt szamos konfliktust gerjesztenek a vilag politikajaban, a gazdasagi
stabilitasban illetve a biztonsagi ellatdsban. Ezen {izemanyagok nem megujuldak, igy
varhatoan elébb-utobb kimeriilnek (Kacz-Neményi, 1998).

A bioiizemanyagok, melyek megtjuld és fenntarthatd energiaforrdsokon alapulnak,
lehetdséget nyujtanak a fosszilis lizemanyagok helyettesitésére, valamint bizonyos mértékii
kivaltasara (Singh et al., 2010; Prasad et al., 2007; Kerényi, 1995). A legelterjedtebb
alternativ megoldast az elsdgeneracids szachardz- és keményitd alapu bioetanol jelenti.
Azonban megfogalmazodtak olyan aggodalmak, amelyek szerint a globalis biolizemanyag
kereslet novekedésével a fejlddd orszagokban veszélybe keriilhet és mar keriilt is a
megfizethetd élelmiszer (Laczo, 2008). Ezen nyersanyagok Eurdpaban és az USA-ban
fontos szerepet toltenek be az emberek €lelmezésében ezért versenyben vannak mind az
¢lelmiszer- mind a biolizemanyag-ipar igényeinek kielégitéséért. Az élelmezésre szant
foldtertiletek elvonasanak kovetkezménye a novények magasabb piaci ara, amely miatt a
beldliik késziilt bioetanol koltsége lényegesen magasabb, mint a fosszilis eredetli
tizemanyagok eldallitasanak a koltsége (Hoschke, 2010). Tovabbi problémat jelent, hogy
az Europai Parlament elhatarozta, hogy megsziinteti az els¢ generacids bioiizemanyag
tdmogatasait ¢és az elkdvetkezd iddszakban kizardlag masodik vagy ennél magasabb
generacids biolizemanyag kutatas-fejlesztése és alkalmazasa keriil a fokuszba. Igy az 1j
potencialis nyersanyag forrasok felkutatasa vagy a meglévdé technologiak fejlesztése
szintén fOceélok kozott talalhatd. Tobbek kozott ezért is fontos az 0 technologidk
fejlesztése és megvaldsitasa, hogy a bioetanol eldallitasat fiiggetleniteni lehessen a
keményité alapt mezdgazdasagi kultarnévényektdl. Egyik ilyen fliggetlen és potencialis
nyersanyag lehet a sajt-, turd- és kazeingyartas melléktermékeként keletkezd tejsavo,
melynek kezelésének sziikségességét nagy mennyisége és magas szarazanyag-tartalma
indokolja. Altalaban, 100 liter sajttejbSl 80-90 liter savé képzédik. A Fold orszagainak

éves savotermelését 6sszesen 185-190 millié tonnara becsiilik, és kb. évi 2 % ndvekedéssel
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lehet szdmolni (Romén, 2010). A tejsavo kezelésének egyik alternativ megoldésa lehet a
bioetanolla torténd konvertalasa. Sajnos jelenleg az alkohol fermentacidos iparban
alkalmazott Saccharomyces cerevisiae éleszt6torzs nem vagy csak csekély mértékii laktaz
aktivitassal rendelkezik, igy csupan vontatottan képes a tejsavoban 1évé laktozt lebontani,
majd etanolla konvertdlni (Panesar et al., 2010). Ezzel szemben a Kluyveromyces
nemzetség egyes képviseldi megfeleld laktdz enzimaktivitast mutatnak, azonban kevésbé
alkoholtiirdek. Igéretes lehetdséget nyujthat a vegyes kultirds erjesztés, amelyet a
biotechnologia szédmos teriiletén (pl.: joghurtgyartds) mdar nagy hatékonysaggal
alkalmaznak. TDK dolgozatomban célul tiiztem ki a vegyes kultaras alkoholos erjesztés

vizsgalatat a tejsavo alapanyag esetében.



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Bioldgiai eredetii energiaforrasok

A novekvo energiaigények kielégitésére dontden a fosszilis energiaforrasok szolgalnak,
melyek elégetésekor nagy mennyiségii szén-dioxid és egyéb mérgez6 anyag szabadul fel.
A kutatasi eredmények alapjan a szén-dioxidot, mint az egyik legfobb liveghdzhatasu gazt,
a klimavaltozas f6 okozojanak tekintjiik, melynek novekvé mennyisége dontden a
kozlekedési agazat szamlajara irhatd (Potori, 2008). Természetesen ne feledkezziink meg
arrol sem, hogy a természetes liveghdzhatast gazok tették élhetévé a Foldet, hiszen ha nem
lennének, akkor a bolygé atlagos hdmérséklete tobb mint 30°C-kal lenne hidegebb (Farkas,
2010; Wyman,1996). Annak érdekében, hogy kevesebb karos anyag keriiljon a 1égkorbe,
kell egy anyag, amely megujuld, fenntarthato és hatékony. A biolizemanyagok
megfeleléek erre a célra, mivel rendelkeznek ezen tulajdonsagokkal és kivalthatjak a
jelenleg dominans fosszilis lizemanyagokat.

A biomassza felhasznélasi lehetdségeinek egyike az alkoholos fermentacidval torténd
etanol (bioetanol) eldallitds, melyet kornyezetkiméld, motorhajté biolizemanyagként
hasznositanak (Kerényi, 1995). Leggyakoribb és talan legfontosabb megallapitas, hogy
teljes energiamérlegiik pozitiv (teljes életciklusra szadmitva), vagyis kevesebb energiat
fektetiink be eldallitasuk sordn, mint amennyit felhasznéalasukkal nyeriink (Kazai & Varga,
2007), s ezen mérleg az eldallitasnal keletkez6 hdenergia vagy a keletkez6 melléktermékek
hasznositasaval (pl. takarmanyként) még tovabb javithatd (Laczd, 2008). A bioetanol és a
biodizel eldallitisa napjainkban foként keményitd tartalmi nyersanyagok (melasz,
Kukorica, buza stb.) felhasznalasaval torténik. Ezen nyersanyagok Eurdpaban és az USA-
ban fontos szerepet toltenek be az emberek élelmezésében ezért versenyben vannak mind
az ¢lelmiszer- mind a biolizemanyag-ipar igényeinek kielégitéséért. Az élelmezésre szant
foldtertiletek elvonasanak kovetkezménye, a névények magasabb piaci ara, amely miatt a
beldliik késziilt bioetanol koltsége Iényegesen magasabb, mint a fosszilis eredeti
tizemanyagok eldallitasanak a koltsége (Hoschke, 2010).

Tovéabbi probléma hogy az Eurdpai Parlament az els§ generaciés bioiizemanyag
tamogatasait korlatozni akarja, igy 0j potencialis nyersanyag forrasok felkutatasa illetve a
meglévo technologidk fejlesztése lesz a cél. Az egyik legdinamikusabban fejlédo teriilet a
biomassza alapu energianyerés, amely szinte korlatlan mennyiségben all rendelkezéstinkre,

ugyanakkor még megoldasra vard technologial problémai vannak (Fogarassy, 2001).



Elelmiszeriparunkban képz6dd melléktermékek hasznositasa illetve @j megajuld
energiak felkutatasa, megoldas lehet a jovO energiasziikségletének kielégitéséhez, a nem
megujulé anyagok okozta globalis probléméak megoldasdhoz. A sajtgyartds mellékterméke
a tejsavo, melyek magas szarazanyag tartalma (melynek nagy része laktoz) és keletkez6

nagy mennyisége indokolja kezelését.

2.2 A bioetanol, mint alternativ iizemanyag

Az etanol (etil-alkohol - C2HsOH) egy szintelen, jellegzetes izii, vizben jol oldodo,
folyékony vegyiilet, amelyet akkor nevezhetiink bioetanolnak, ha biologiailag megtjuld
energiaforrasok felhasznalasaval benzint helyettesité vagy annak adalékanyagaként
szolgalé motorhajtd lizemanyagot allitunk eld (Hoschke, 2010). A bels6égésti motorok
hajtasara hasznalt bioetanol alacsonyabb hémérsékleten ¢ég, igy annak élettartalma
hosszabb, CO- és SOz-emisszidja kisebb lesz. Hozzakeverve benzinhez pedig annak
oktanszamat noveli, tokéletesebb égést biztositva (Sagi, 1998). A fogyasztok szamara
ugyanakkor legnagyobb elénye a piaci ara, amely kevesebb, mint a benziné, atlagosan 60-
70 Forinttal.

Altalanossagban elmondhato, hogy a motorbenzinhez képest az energiatartalma csupan
60-65 %, igy azonos Uthosszon a gépjarmili fogyasztasanak novekedésével szadmolnunk
kell. Tovabba a kendképessége is rosszabb, amely gyakoribb olajcserét és az alkatrészek
kopéasanak fokozottabb veszEélyét eredményezheti. Nagy géznyomdsa ¢€s alacsony
parolgashdje miatt hideginditasi problémakkal kell szdmolni. A bekeverési arany a 85:15
(benzin:bioetanol), de maximum 80:20 anélkiil, hogy a motor karosodna. Tiszta etanol is
alkalmas lizemanyagként, ugyanakkor azt szemiink el6tt kell tartani, hogy energia tartalma
kisebb (65%-a a benzinnek) ezért ugyanakkor tavolsag megtételéhez, tobb kell mint
benzinbdl. A bioetanol lizemanyagként hasznalva kornyezetvédelmi szempontbol tobb
elényos tulajdonsaggal rendelkezik.

A kedvezobtlen tulajdonsagokat enyhiti, hogy a magas oktdnszdmnak kdszonhetden az
égés tokéletesebb lesz, s lecsokken az iiveghdzhatasu gdzok emisszidja. Vizsgalatok
alapjan felére-harmadéara mérsékelhetd az liveghazhatasti gazok és a savas esézésért felelds
kén-dioxid koncentracioja a légtérben. A rdkos megbetegedésekért felelds aromas
szénhidrogének mennyisége is kedvezé mértékben korlatozhato. A  fosszilis
tizemanyagokhoz képest jobb lebomlasi tulajdonsagokkal bir (Hancsok et al., 2006; Popp,

2007). Tovabba széleskorli nyersanyagbazissal rendelkezik, ugyanis a mezdégazdasagi



kultirndvények vagy az erre a célra termesztett energianovények mellett, olyan
alapanyagok is felhasznalhatéak, amelyek élelmiszeripari- illetve takarmanyozési célra
egyaltalan nem alkalmasak, mint példaul a fuzariummal fert6zo6tt gabona vagy egyéb, az
¢lelmiszeriparban keletkezett melléktermék s ezaltal a nemzetkozi és hazai piacon fellépd
értékesitési problémak kivédhetéek (Sanchez és Cardona, 2008).

Fontos szempont, hogy a felhasznalas vagy a teljes életciklus alatt vizsgaljuk meg a
felhasznalt energia mennyiségét. A felhasznalds soran az energiamérleg pozitiv. Ugyanis
az égés soran ugyanannyi szén-dioxid keriil a levegébe, mint amennyit a ndvény teljes
¢letciklusa sordn megkotott. A teljes életciklus oldalarél tekintve, azonban jelentds
problémat jelent az alapanyag eldallitasa, a feldolgozasa valamint a késztermék szallitasa

soran felhasznalt nagymennyiségii, elsdsorban fosszilis energia (Farkas, 2010).

2.2.1 A bioetanol generaciéi

A bioetanol legelterjedtebb csoportositasi formaja, miszerint a bioetanol milyen mas
felhasznalasi céllal konkurdld vagy nem konkuralé mezdgazdasagi alapanyagbdl allithatd
eld, amely alapjan beszélhetiink elsd, masodik illetve harmadik generacids bioetanolrol.

Az elsé generacios biolizemanyagokat cukor- vagy keményité tartalmu gabonakbol
vagy egyéb novényekbdl allitjak eld, példaul kukoricabol (Mojovic et al., 2006), bizabol
(Govumoni et al., 2013), rizsbél (Parameswaran et al., 2010), cukornadbol (Rajendran és
Karuppan, 2012), cukorrépabdl (Santek et. al., 2010), maniokabol (Shanavas et al., 2011),
valamint arpabol (Li et al., 2011).

A legjobban ismert és elterjedt els6generacids iizemanyag a bioetanol, melyhez a
fermentalhatd cukrokat az eldbb felsorolt gabonakbdl nyerik ki 4ltaldban enzimes
hidrolizissel, majd éleszté segitségével fermentaljak alkoholld. A bioetanolt leparlassal
kiilonitik el a tobbi komponenstél majd dnmagaban vagy mas fosszilis lizemanyaggal
hasznaljak (Sanchez és Cardona, 2008). Szamos orszag allit el6 nagy mennyiségben
etanolt, ennek koltségei egyre emelkednek, mivel foldteriileteket kell elvonni az
¢lelmezésre szant gabonatermesztés eldl, tovabba figyelembe kell venni az erkolcsi
szempontokat, vagyis megéri-e korlatozni az élelmiszerre szant ndvénytermesztést
mikdzben az emberiség létszama az éhezdkkel egyiitt folyamatosan novekszik (Maningat
¢és Bassi, 2004).

Ezért kutatok és gyartok egylitt probalnak keresni megoldast az els6é generécios,

keményité alapti bioetanol kivaltasara. A madsodik generdciés biolizemanyagok



eléallitasahoz a mezdgazdasagi és erdészeti melléktermékeket (pl. faforgacs, biizaszalma,
kukorciaszar stb.) vagy egyéb ipari lignocelluléz tartalmi biomasszat és hulladékokat
hasznalnak alapanyagként, mint példaul a papirt (Kovacs et al., 2009, Yamashita et al.,
2008). Tobbféle technologia all rendelkezésre. A celluldoz alapi etanol el6allitasi
a celluloz egy komplexkémiai struktura, melynek megbontdsa bonyolult és gondosan
megtervezett munkat igényel. Ugyanakkor az ezeken alapuld bioetanol gyartasa tobb
szempontbol is kedvezObb, mivel az alapanyag szinte korlatlan mennyiségben all
rendelkezésiinkre, mikozben az élelmiszeriparral nem versenyez (Kadar et al., 2004).

A harmadik generacids biolizemanyagok eldallitdsara kiilonbozé mikrobakat, foként
Trichosporon nemzetség képvisel6it és mikroalgakat hasznalnak fel lipidek és zsirsavak
szintéziséhez (Huang et al., 2008).

Az elmult idészakban sok kutatds irdnyult a tejsavd alapi bioetanol fejlesztésére és
lehetOségeinek feltarasara. A sajtgyartds melléktermékeként, nagy mennyiségben all
rendelkezésre, kornyezetvédelmi szempontokat is figyelembe véve pedig kezelésre szorul

magas szarazanyagtartalma miatt.

2.2.2 Bioetanol helyzete a viligban

A bioetanol eldallitasaban vezetd szerepet tolt be az Amerikai Egyesiilt Allamok és
Brazilia (1. tablazat). Az Amerika Egyesiilt Allamokban foként kukoricat, Brazilidban
cukornadat hasznaljak a bioetanol eldallitasara. A két féle alapanyagbol valo eloallitast
kiilon kell valasztani, ugyanis a cukornad alapu bioetanol termelés, tekintettel arra, hogy a
cukorbdl tultermelés van a vildgban, nincs hatdssal a gabonaarakra és gyakorlatilag a cukor
vilagpiaci ardra sem. A kukorica alapu bioetanol eldallitdsa az USA-ban valdban hatéssal
volt és van a kukorica és ezéltal kdzvetleniil néhany élelmiszeripari termékre is. Ezt a hatés
egyes szakértok 10% koriilire teszik (Laczo, 2008). Mind az Eurdopai Unidban mind az
Egyesiilt Allamokban intézkedéseket vezettek be a bioiizemanyagok részaranyanak
novelésére. Az Unio célkitiizése, hogy az energiaellatasban 2020-ra a bioenergia 20 %-0s
részesedést teszi ki, mely atfogo politikai és gazdasagi tamogatottsaggal érhet6 el (Laczo,

2008).



1. tablazat: A vilag bioetanolt eléallité orszagainak és régidinak termelési adatai
(Forras: Renewable Fuels Association-RFA. 2011, 2012.)

A vilag bioetanol termelése (milli6 U.S. gallon)

Sorrend Orszag / régio 2011 2012
1. Eszak és K6zép Amerika 14401 13768
2. Dél Amerika 5772 5800
3. Brazilia 5573 5577
4, Eurdpa 1167 1139
5. Azsia 890 952
6. Kina 555 555
7. Kanada 462 449
8. Ausztralia 87 71
9. Afrika 38 42

Ugyanakkor, 2012-ben az iranyelv modositasara tobb féle javaslatot terjesztettek be,

melyek koziil néhany elképzelés:

e 2020 utdn az addkedvezmény megsziintetése az elsd generacids lizemanyagok
eldallitasara,

e Az lizemanyagokra eldirt 10 %-os megljuld energia ardnyanak csak felét lehetne
teljesiteni els6 generacids bioiizemanyagokkal

e 2014.jalius 1-e utan csak olyan gyarakat szabad telepiteni, melynek CO2 megtakaritasa
minimum 60 %-os, a jelenleg miikodok esetében pedig 50 % lenne a cél 2018-ig
(http://www.euractiv.com/climate-environment/indirect-biofuels-emissions-scie-news-
518023).

Az Amerikai Egyesiil Allamok torvényben hagyta jova, hogy 2022-re a cél a 36 milliard
gallon bioetanol gyartasa évente, melybdl 15 milliard gallon kukoricabodl, 21 milliard pedig
celluloz tartalma alapanyagbol kell, hogy szarmazzon (Naik et al., 2010). Brazilia a vilag
legnagyobb cukornad eldallitd orszaga, igy nem meglepd, hogy a bioetanol gyartasa is erre
¢épiil. 1980-ban a kdolajimport 20%-kal csokkent a cukornadbol eldallitott etanol hatdsara
(Crueger and Crueger, 1987). Nemzeti fejlesztési terveken keresztiil Brazilia azt probalja
megvalositani, hogy a cukornadbdl vald termelés még gazdasagosabb legyen (Furtado et

al., 2011). Aggaszté viszont, hogy a brazil Alagoas allam 28000 négyzetkilométeres



teriiletének tobb mint felén eséerdd volt és ez mara 13,1%-ra csokkent, tehat évente 3736
hektar eséerddt veszitiink el (Araujo és Moura, 2011).

Magyarorszagon Gydrben €s Szabadegyhazan miikodik bioetanol gyar, valamint 2010-
ben Dunaf6ldvaron nyitott meg a harmadik bioetanolt eldallitd izem. Hazanknak kedvez6
mezdgazdasagi adottsdgai vannak gabonandvények termesztésére, koztiik a legjelentésebb
a kukorica, igy a biolizemanyagokat jelenleg csaknem élelmiszerként is felhasznalhato

novényekbdl allithatjak elo.

2.3 A tejsavé az ipari melléktermék

A sajt-, taro- és kazeingyartas melléktermékeként keletkezd tejsavo kezelésének
szlikségességét nagy mennyisége és magas szarazanyag-tartalma indokolja. 100 liter
sajttejbol 80-90 liter savo képzddik. A Fold orszagainak éves savotermelését 6sszesen 185-
190 milli6 tonndra becsiilik, és kb. évi 2 %-0s novekedéssel lehet szdmolni. A tej
szarazanyag-tartalmanak hozzavet6legesen 50 %-a megjelenik a savoban, a tej és a
tejtermék tipusatol fliggben a savd szdrazanyag-tartalma 5,4 % és 6-7 % kozé tehetd, 6

oldott 6sszetevoje a laktoz (Roman, 2010).

2. tablazat: A savo atlagos osszetétele (Csapo és Csaponé, 1998)

Komponens Mennyiség (g/1 tejsavo)
Szarazanyag 61
Tejcukor 48-62
Fehérje 8
Zsir 2
Asvanyi anyagok 5-7

Sajtgyartds soran a sok tejalkotorész a savoban marad ezért az gazdag fehérjében,

laktozban, 4svanyi anyagokban és vitaminokban. Osszetételét a 2. tablazat szemlélteti.

2.3.1 A tejsavo kezelése és felhasznalasi lehetdségei

A multban a tejsavora, mint kornyezetre karos hatasu melléktermékre tekintettek magas
biolégiai és kémiai oxigén igénye (BOI 35-45 kg/l; COI 60-80 kg/l) miatt. Kozel 108
tonna/év szinten keletkezé nagy mennyisége miatt tarolasa valamint semlegesitése jelentds

problémat jelentett (von Stocker és Marison, 1993). Manapsag, a kémiai illetve biologiai



elokezelés altal a kdrnyezetszennyezd hatasanak csokkentése mellett, szdmos kereskedelmi
forgalomban megtalalhatd termék eldallitasat szolgalja (Gupte és Nair, 2010).
Felhasznalasi teriiletei kozott emlitendé az élelmiszeripari termékek kozott a csecsemo-
tapszerek (25-40 % savopor), levesporok (50-70% savopor), siitdipari termékek (élesztd
gyartas) valamint desszertek (3-10%) gyartasa, mely soran jelentOs szerepet tolt be a
termékek izének, szinének és allaganak javitasaban (Csapd és Csaponé, 1998). A membran
technologia segitségével olyan magas fehérje és alacsony zsirtartalmti koncentratumok
gyarthatoak, melyek a funkciondlis ¢élelmiszerek alapanyagaiként hasznalhatok fel. A
technologia és a membranok tovabbi fejlddése lehetdvé teszi, hogy a fehérjetartalom
meghaladja a 80%-ot, melyet savofehérje izolatumnak is neveznek (Clark, 2005, Kelly et
al., 2000).

A tejsavo alapi etanol fermentdcié sordn kiillonbozd szeszes italok, savd borok,
alacsony alkohol tartalmu italok allithatdak el (Dragone et al., 2009). Tovabba, a tejsavot
és tejsavoport széleskorlien alkalmazzdk a biotechnologia szdmos teriiletén, ugyanis
alternativ és potencidlis bazisa lehet a biolizemanyag (bioetanol, biobutanol, biohidrogén)
eldallitasnak, a B-galaktozidaz vagy az egysejfehérje termelésnek (Christensen et al., 2010,
Siso, 1996).

2.4 A tejsavé alapu bioetanol eléallitasa

A tejsavoban jelenlévd egyetlen erjeszthetd szénhidrat a laktdz, igy a megvalosulod
fermentacio szelektiv folyamat, ugyanis olyan mikroorganizmus sziikséges, melyet [-
galaktozidaz termelés jellemez. A savd vitaminokban és asvanyi anyagokban gazdag,
melyek hozzajarulnak a sejtek élettani aktivitasanak noveléséhez (Grba et al., 1998, Zafar
és Owais, 2006). Tobb kutatas iranyul a tejsavd biolizemanyag céli feldolgozasanak
iranyaba. Ilyen hasznos, a tejsavobdl eldallitott energiahordozo végtermék lehet az etanol
(Ozmihci és Kargi, 2008).

A laktoz alapu etanol fermentacid végbemehet kozvetett illetve kozvetlen Uton. A
természetben kevés mikroorganizmus képes egyetlen 1épésben megvaldsitani a
diszacharidnak a gliikkoz és galaktoz monomer egységekre torténd bontasat, s ezen
fermentalhatd cukrok gyors és hatékony etanolld alakitasat. A fermentacios iparban
kiemelt szerepti Saccharomyces cerevisiae nem (vagy csupan csekély mértékben) képes a
laktoz hidrolizisére az alacsony B-galaktozidaz és a laktoz permedz rendszer hianya miatt

(Zafar és Owais, 2006). Ennek megoldasara az erjesztést megel6z6 cukrositas soran f-
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galaktozidaz enzimkészitményt vagy B-galaktozidaz termeld mikroorganizmust adagolnak
a fermentacios kozeghez. Az ipari 3-galaktozidaz enzimtermelés limitalt, ugyanis az enzim
a termeld baktériumokban ¢és élesztogombakban intracellularis tton termelddik (Lilly,
1979), mely jelenleg az alacsony produktivitast, valamint a magas koltséget jellemez. A
termelékenység javitasa érdekében kiilonb6z6 mikroorganizmusokat, mint példaul a
Streptococcus thermophilus, az Escherichia coli, a Candida pseudotropicalis illetve
Kluyveromyces fragilis, K. lactis vagy K. marxianus -galaktozidaz szintetizalo képességét

kihasznalva tanulmanyozzak azokat az alkoholos fermentacio terén (Bansal et al., 2008).

CHYOH

0
CHyOH | OH \'] CH:OH CH-OH

OH | OH |
OH Cr OH O b
.,A'JH GH Ol + Hy0 fi-galactossdase [,H'HEI‘J? e [I]H \

OH OH OH

1. abra B-galaktozidaz (laktaz) enzim hatasmechanizmusa laktéz szubsztratumon
Forras: http://nzic.org.nz/ChemProcesses/dairy/3H.pdf

Napjainkban egyre nagyobb hangstlyt fektetnek a K. marxianus élesztd faj
tanulmanyozasara, melyet az eddigiek soran kiilonb6z6 fermentacios eljarasokban
alkalmaztak magas enzimtermelése ¢és hotlird képessége, valamint gyors novekedési és
iilepedési tulajdonsdga miatt. A szakaszos (batch) fermentdcid sordn a laktéz okozta
inhibicié korlatozza a kiindulasi szubsztratum koncentracidt, s ezaltal visszaszoritja az
etanolkihozatal fokozasat. A rataplasasos (fed-batch) fermenticid altal a szubsztratum
gatlasa minimalis szinten tarthaté (Ozmihci és Kargi, 2007). Tovabbi fermentaciods
kisérletek folynak folytonos ejesztés; rogzitett [-galaktoziddz enzimmel végzett
fermentacio; Ca-alginat gélbezards, szimultan cukrositds és fermentacidé (SSF), vegyes
(kevert) kultaras fermentacio stb. terén is (Bollok et al., 2000). A probléma, amely miatt
ezen élesztotorzs még nem terjedt el a fermentacids iparban, hogy a K. marxianus
alacsonyabb alkoholtiir6- és erjesztd képességgel rendelkezik a S. cerevisiae fajélesztohoz
képest (Lane and Morrisey, 2010).
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2.4.1 Kluyveromyces marxianus

Elészor 1888-ban E. C. Hansen irta le a Marx altal sz6l6rdl izolalt Kluyveromyces
marxianus éleszt6 fajt, melyet felfedez6je utan Saccharomyces marxianus-nak nevezett el.
Lodder és Kreger-Van Rij 10 kiilonb6z6é KI. marxianus torzset jegyzett fel 1952-ben
(Lodder és Kreger-Van Rij, 1952), amelyek tanulmanyozasa soran kideriilt, hogy jelent6s
kiilonbségek mutatkoznak, tobbek kozott a cukrok fermentacidos képességében. Az
ujrarendszerezést van der Walt végezte el és hatarozta meg a genust Kluyveromyces néven
(Van der Walt, 1970). A The Yeasts, a taxonomic study legutobbi kiadasaban mar 15 fajt
kiilonboztettek meg (Kurtzman ¢és Fell, 1998). A gyors és hatékony génszekvencia
vizsgalatok ota természetess¢ valt a fajok konzervativ szekvencidi alapjan torténd
besorolas, mely szerint a Kluyveromyces genusban 6 fajt talalhatunk és az 0j tipus faj a
Kluyveromyces marxianus (Kurtzmann, 2003).

A torzs egyik nagy jelentdsége, hogy képesek gazdasdgosan termelni enzimeket, mint
példaul inulinazt (Hensing et al., 1993), B-galaktozidazt (Zhou et al., 2013) valamint -
gliikkozidazt (Leclerc et al., 1987). Fehérje- és zsirbontd képességgének koszonhetden
altalanosan megtalalhat6 tejtermékekben, azok természetes él6florajaként, sok esetben
egylttmiikodve, szimbidzisban élve a tejsavbaktériumokkal (Witthuhn et al., 2005).
Tovabba heterolog fehérje termelésre is hasznaljak (Porro et al., 2005). Mindezek mellett
hatékonyan alkalmazzak ipari szennyvizek laktoz- illetve  cukortartalmanak
eltavolitasahoz is (Hang et al., 2003).

Termotolerans éleszté faj, igy képes viszonylag magas 45-50 °C-on is ndvekedni
(Brady et al., 1997, Nonklang et al., 2008). Banat és Marchant (1995) vizsgalatai alapjan
laktoz illetve tejsavd permedtumon is képes a ndvekedésre 52°C-on. Megfeleld
cukortartalom mellett alkalmas nagy mennyiségli etanol termelésre. Ezen tulajdonsagai
illetve rendkiviil gyors ndvekedése a szubsztratum specifikussaganak kovetkeztében
kivaloan alkalmassa teszi ipari felhasznalasra, féleg bioetanol termelésre (Groeneveld et
al., 2009). Az erjesztés hatékonysaga tobbek kozott fokozhaté a fermentacios kozeg
tapanyag kiegészitésével (Janssens et al., 1983). Indiaban a szeszgyartasban mar

hasznalatos a K. marxianus éleszt6 faj (Singh et. al., 1998).

2.4.2 Vegyes kulturas laktéz fermentaciéja

Kevert vagy vegyes kulturaval végzett fermentacionak nevezziik azt az eljarast, amely

soran az alkoholképzést végzd inokulum kettd vagy tobb mikroorganizmust tartalmaz
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(Gutierrez-Correa et al., 1999). A kevert kultiraknak tovabbi eldnyei is vannak, példaul
ellenallas a befertézodések ellen és a gyorsabb sejtndvekedés (Carlotti et al., 1990). A
technologiak fejlodésével szamos sikert értek el kevert kulturak alkalmazasaval,
megoldodott a szubsztratum gatlas, példaul a keményité alapu etanol eldallitasaban, a
vitamingyartasban vagy a sejtfehérje képzésében. Ahol alkalmazzék Oket ott a legtobb
esetben jobb eredmény érhet6 el veliikk, mint monokultaras erjesztéssel (Gou et al., 2010;
Kadar et al., 2004). Ezekre jo példa lehet a csicsoka erjesztésénél alkalmazott K.
marxianus és a S. cerevisiae altal megvalositott fermentacio (Szambelan et al., 2004,
2005), a lignocellul6zok etanolla alakitasaban hasznalt Candida brassicae és S. cerevisiae,
valamint a Candida shehatae és S. cerevisiae tenyészetek (Lebeau et al., 1997, Philippidis,
2006) vagy a szerves hulladékok etanolla alakitasanal hasznalt kevert kultardk (Steinbusch
et al., 2009; Temudo et al., 2009).

A kevert kulturanak koszonhetéen, megvalosithatd lenne a tejcukor parhuzamos
cukrositasa és erjesztése, melyet igazolnak a Kluyveromyces nemzetség képviselGinek
laktaz-negativ mikroorganizmusokkal, mint S. cerevisiae (Guo et al., 2010) vagy
Zymomonas mobilis (Gunasekaran és Kamini, 1991), végrehajtott tarsitasa terén elért
igéretes eredmények. Gou és munkatarsai (2010) bebizonyitottak, hogy a tejsavopor
fermentacidja soran a K. marxianus torzs egyediili alkalmazasaval 3,8 v/v % etanol
koncentraciot értek el, addig S. cerevisiae-vel kombinalva ez a koncentracio 5,3 v/v %-ra
novekedett, melynél a maximalis biokonverzidés fok 80 % volt. Ezzel alatimasztottak a
vegyes kultards laktéz fermentdcido soran a két élesztd tarsithatésaganak lehetOségét,
valamint az egymasra kifejtett pozitiv szinergista hatasukat. Ennek kdszonhetden a
fermentacios 1id0 csokkenése mellett, a szubsztratum inhibicid visszaszorithatd, az alkohol
hozam novelhetd, a koltségek pedig csokkenthetdek, ugyanis a termotolerans éleszto altal a
cukrositas és a fermentacio megegyez6 homérsékleten (~30-35°C) valosul meg,

A géntechnologia eszkOzei altal Magalhdaes-Guedes ¢és munkatarsai  (2013)
fehérjementesitett tejsavo erjesztése soran a legjobb eredményt a S. cerevisiae UFLA
KFG33 (etanol taltermeld) és a K. marxianus UFLA KF22 tarsitasa altal, 16.02+0.11 g/l
etanol koncentraciot értek el, 72 ora alatt 28°C-on razatas (100 rpm) mellett. Folytonos
tizemi bioreaktorban 11 g/l/h etanol kihozatalt ért el Domingues és munkatarsai (1998) a
rekombinans S. cerevisiae-vel (K. marxianus eredetti LAC4 B-galaktozidaz kodold gén és
LACI12 laktoéz permedz kodold gén) végzett kisérleteik soran, amely hétszer nagyobbnak

bizonyult mint az eddigi folytonos lizemii eljarasoknal elért eredmények.
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3 KISERLETI RESZ

3.1 Ceélkitiazések

Napjainkban a legelterjedtebb megoldds a fosszilis iizemanyagok kivaltasara a
bioetanol. Tulnyomorészt viszont elsé generacids etanolrdl van sz6, ami szachardz- és
keményit6 alapu melyet az iparban kizarolag S. cerevisiae éleszté torzs felhasznalasaval
allitanak eld. Az ehhez felhasznalt kultirnévények az emberiség tdpanyag sziikségletének
jorészét elégitik ki (pl. kukorica, bliza stb.) ezért sok fesziiltséget generalt a népesség
korében gyartasa, melynek hatasara kutatok ¢és gyartok egyiitt keresik a megoldast
kivaltasara.

Az ipar egyik legértékesebb mellékterméke a tejsavd, mely éves szinten nagy
mennyiségben keletkezik, s mindemellett magas szerves anyag tartalommal (laktdz)
rendelkezik, alternativ lehetdséget nyljt az elsdgeneracids bioetanol részbeni kivaltasra.
Azonban fermentacios iparban alkalmazott S. cerevisiae ¢élesztétorzs nem vagy csak
csekély mértékii laktaz aktivitassal rendelkezik, igy csupan vontatottan képes a tejsavoban
lévé laktozt lebontani, majd etanolla konvertalni. Ezzel szemben a Kluyveromyces
nemzetség egyes képviseldi megfeleld laktaz enzimaktivitast mutatnak, azonban kevésbé
alkoholtiiréek. Igéretes lehetdséget nyujthat a vegyes kultdras erjesztés, amelyet a
biotechnologia szamos teriiletén mar nagy hatékonysaggal alkalmaznak. Kutatomunkam
soran a kovetkezé mérnoki feladatokat tiiztem ki célul:

1. Kluyveromyces fajok/torzsek laktoz erjeszté képesség alapjan  torténd
szelektalasa,
2. Tejsavo alapu vegyes kultiras fermentacios profilok tanulmanyozasa;

3. Optimalis szubsztratum koncentracié és beoltasi arany meghatarozasa.

3.2 Kisérleti hely

Kisérleteimet a Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudomanyi Kar (BCE-ETK) Sor-
¢s Szeszipari Tanszékén végeztem mely kimagaslo felszereltsége révén biztositotta a

kisérleteimhez sziikséges anyagokat és berendezéseket.
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3.3 Anyagok és modszerek

3.3.1 Alkalmazott mikroorganizmusok
3.3.1.1 A Kluyveromyces fajok/torzsek

A fermentacios kisérletek soran a Mezdgazdasagi ¢és Ipari Mikroorganizmusok
Nemzetkozi  Gylijteményébdl — szarmazé  Kluyveromyces  marxianus  Y00959,
Kluyveromyces waltii Y01184, Kluyveromyces thermotolerans Y00775, Y00798, Y00873
és Y00963 fakultativ, anaerob ¢élesztotorzseket alkalmaztam. Fenntartasuk malatas
ferdeagaron, 4 °C-on tortént. Torzsek atoltdsat havonta végeztem el, egy masik malatas
ferdeagarra, lelangolt oltokacs segitségével, lamindris fiilke alatt. A frissen atoltott
ferdeagart inkubatorba helyezve 30 °C-on taroltam 24 oran at, majd 4 °C-on taroltam

felhasznalasig.

3.3.1.2 A Saccharomyces cerevisiae fajéleszto

A fermentacids kisérleteimhez a Sor-és Szeszipari Tanszéken taldlhatd szaritott
Levuline FB tipusa Saccharomyces cerevisiae ¢lesztdt hasznaltam fel, melybdl
féz6poharban 1 g mennyiséget rehidrataltam, 100 ml langyos csapvizben, majd magnes
keverd segitségével ovatosan szuszpendaltam 15 percen keresztiil. Az ¢élesztd rehidratalasat

a beoltas elott kozvetleniil végeztem el.

3.3.2 Felhasznalt anyagok és reagensek

3.3.2.1 A malatas ferdeagar

A torzsek fenntartdsa malatas ferdeagaron tortént, melynek elkészitése a kovetkezdképp
végeztem el: taramérlegen kimértem 0,3 g élesztOkivonatot, 0,3 g malatakivonatot, 0,5 g
peptont, 1 g gliikozt és 1,5 g agart, mely komponenseket 100 ml desztillalt vizben oldottam
fel, majd az tapkdzeget autoklav segitségével sterileztem. A steril csoveket ferdén

elhelyezve vartam megszilardulasat. Ezt kovetden 4 °C-on taroltam a felhasznalasig.

3.3.2.2 A tejsavépor

A Kkisérleteimben hasznalt tejsavoport a Kaliszer Bt. biztositotta szamomra, melynek
paraméteri a mindségi bizonyitvadnya szerint a kovetkezdk: pH=6,57; zsirtartalom
0,5g/100g; viztartalom 2,03g/100g; oldhatosagi index 0,1/100cm®; fehérjetartalom
13,049/100g.

15



3.3.2.3 Az inokulum tipoldat

A Kluyveromyces felszaporitasahoz sziikséges inokulum taptalaj eldallitasanal
taramérlegen 10,0 g ¢lesztOkivonatot, 20,0 g glikozt illetve 20,0 g peptont mértem ki
mérdpoharakban, majd ezen 0sszetevoket 1000 ml desztillalt vizben oldottam fel magneses
kevertetés alkalmazasaval. Az elkésziilt taplevest mérShenger segitségével 250 cm®-es
térfogati lombikokba osztottam szét 100 ml-enként. A lombikokat vattadugdval és celofan

papirral zartam le, majd autoklavba helyezve végeztem el a taptalajok sterilezését.

3.3.2.4 Somogyi I és II reagens

A Somogyi I reagens elkészitéséhez taramérlegen bemértem 288 g vizmentes natrium-
szultatot (NaxSO4) egy 2 literes f6zOpoharba, melyhez ezutan 1 liter elézdleg felforralt,
majd szobahdmérsekletre hiitott desztillalt vizet adtam. A nétrium-szulfat feloldasa utan az
oldathoz hozzaadtam 24 g kalium-natrium-tartaratot (KNaCsH4Os+4H20), majd 48 g
natrium-karbonatot (Na2COz), s végiil 32 g natrium-hidrogén-karbonatot (NaHCO3). Az
anyagok feloldasara mégneses keverdt hasznaltam. Majd az elézdleg felforralt desztillalt
viz hozzdadasaval pontosan 1600 ml-re egészitettem ki. Az oldatot 27 °C hdmérsékleten
termosztatban taroltam a felhasznalasaig (Somogyi, 1945, 1951).

A Somogyi II reagens eldallitasanal taramérlegen kimértem 72 g vizmentes natrium-
szulfatot (Na2SOs), melyet magneses keverd segitségével oldottam fel 300 ml elézbleg
felforralt, majd szobahdmérsékletre hiitott desztillalt vizben. Az oldathoz ezutén 8 g réz-
szulfatot (CuSOs-5H20) adtam, majd feloldodasat kovetden a kapott oldat térfogatat 400
ml-re egészitettem ki (Somogyi, 1945, 1951).

3.3.2.5 Nelson reagens

A Nelson reagens készitésének elsé 1épéseként a taramérlegen letaradzott f6zOpoharba
kimértem 100,0 g ammonium-molibdatot ((NH4)6Mo0702*4H>0), melyet 1500 ml
desztillalt vizzel oldottam fel. Az oldodast szintén magneses kevertetéssel segitettem eld.
Ezt kovetden 84,0 ml tomény kénsavat (cc. HoSO4) adtam hozza. Taramérlegen egy 250
ml-es f6z6poharba 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 livegben, 37°C-on 24-48 6ran keresztiil taroltam felhasznalas

elott (Nelson, 1944).
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3.3.3 Alkalmazott médszerek és berendezések
3.3.3.1 Az inokulum eldallitasa

A malatas ferdeagarrol lelangolt oltokacs segitségével a megfelelé Kluyveromyces
éleszt6 fajt/torzset az elkészitett inokulum taptalajba oltottam at laminaris box alatt, ezutan
raz6 termosztatba helyeztem (30 °C, 120 rpm). Az élesztd szaporodasa 12-24 6rat vesz

igénybe.

3.3.3.2 A cefrekészités és a fermentacio

egészitettem ki melynek javasolt adagolasi mennyisége 25-30 g/hl az éleszték
élettevékenységéhez nélkiilozhetetlen vitaminok és nyomelemek potlasa céljabol, majd a
cefrék pH értékét 21%-0s foszforsav (H3POs) segitségével 4,0 ala allitottam be. A magas
savtartalom révén meggatoljuk a szamunkra idegen ¢és karos mikroorganizmusok
(baktériumok, penészek) elszaporodésat a cefrében (Panyik és Béli, 2008). A kimért cefrét
(250 ml) ODepo érték alapjan 1:1 aranyban oltottam be a rehidratalt Saccharomyces
cerevisiae és az inokulum taptalajban felszaporitott Kluyveromyces ¢élesztégombakkal. A
kotyogokkal ellatott beoltott cefréket 2 ora levegdztetés utan 30°C-os termosztatban
taroltam, mely értéket tobb feljegyzés is alatdmasztott mint optimalis héfok az erjesztés
szamara (Nonklang et al., 2007; Hadiyanto et al., 2014). Az erjesztéseket parhuzamos
kisérletsorozatban végeztem el. Az erjesztések nyomon kovetésére a kiindulasi, valamint

24 6ras 1d6kozonkeént az erjedd cefrékbdl vett mintakat analizaltam.

3.3.3.3 Redukalé cukortartalom mérés

A redukdld cukrok meghatdrozasara tobbféle modszer létezek, koztik az egyik
legrégebbi a klasszikus analitika a Somogyi-Nelson modszer.

A meghatérozés elve, hogy a redukéld cukrok lugos Cu(Il) redukaljak és beldle Cu20-
ot valasztanak ki. A keletkezett Cu,O-ot foszfor vagy arzénomolibdat reagensben oldjuk,
mikdzben a molibdat komplexet a Cut ionok molibdénkékké redukaljak. Az oldal
szinintenzitdsdt fotometriasan (540nm) mérjilk. Az arzénmolibdat elénydsebben
alkalmazhat6, mert a kialakult szin stabilabb és az eredmények jobban reprodukalhatébbak

(Nelson 1944; Somogyi 1945,1951).
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A mérés menete:

Analitikai mérlegen 0,5 g (0,50976 g) gliikkdzt mértem ki egy f6zOpoharba, melyet egy
kevés desztillalt vizzel feloldva maradéktalanul atoblitettem egy 100,0 ml-es
mérdlombikba, majd a lombikot desztillalt vizzel jelig toltottem. A kapott oldatbol higitasi
sort készitettem. A bemért mennyiségek térfogatit 2,0 ml-re egészitettem ki desztillalt
vizzel. Egy darab félkémcsObe vakmintat készitettem 2,0 ml desztillalt vizzel. Somogyi
oldat készitése soran Somogyi 1. és Somogyi II. reagenst 4:1 ardnyban kevertem Gssze, s
mindegyik félkémcsébe 2,0 ml mennyiséget pipettaztam. A kapott elegyet forrasban 1évo
vizfirdébe helyeztem 15 percre, majd lehiitttem szobahémérsékletre. Az lehilt oldathoz
tovabbi 2,0 ml Nelson reagenst adtam, amely adagoldsa utan a reakcidelegyet alaposan
Osszeraztam, s végil a térfogatat 5,0 ml desztillalt vizzel egészitettem ki. Az igy kapott
elegybdl, a keletkezd CO2 keveréssel torténd eltavolitdsa utan, spektrofotométer
(UNICAM, Alpha Helios) segitségével, 540 nm-en mért fényateresztd képesség alapjan
hataroztam meg az mintdk redukalé cukor tartalmat, majd felallitottam a regresszios

egyenest (2. abra).
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2. abra: A Somogyi-Nelson kalibracios egyenese

A tovabbiakban az egyenes segitségével meghatirozhatd ismeretlen oldatok redukal6

cukortartalma. Az R? értéke (0,9932) alatamasztja a modell illeszkedését.
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3.3.3.4 Szénhidrattartalom meghatarozasa (HPLC technika)

A HPLC, avagy nagy teljesitményi folyadék-kromatografia (angolul High Performance
Liquid Chromatography) a biokémidban és analitikai kémiaban vegyliletek elvalasztasara,
azonositasara és mennyiségi meghatarozasara gyakran hasznalt kromatografias eljaras.
Meéréseimhez a Sor- és Szeszipari Tanszék Fermentacids laboratoriumaban talalhato
Thermo Fisher Scientific Corporation altal gyartott Surveyor tipusi HPLC késziiléket
hasznaltam melynek paraméteri a kdvetkezok:

» Oszlop: Aminex-87H (Bio-Rad, USA)
Eluens: 0,005 n H2SO4
Integralé szoftver: ChromQuest 5.0
Detektor: RI és PDA
Oszlop hémérséklet: 45 °C
Detektor hémérséklet: 40 °C

Aramlasi sebesség: 0,6 ml/perc

vV V V V V VYV V

Elualasi mod: izokratikus

A mérés menete:

Az analizadlandé mintabdl 1,0 ml-nyi mennyiséget pipetta segitségével Eppendorf csébe
mértem, majd a mintat negyed 6rdig 14 ezres fordulatszamon centrifugaltam. Ezt kovetden
a feliiluszo folyadékbol 200 ul-t mértem ki egy mintatartoba, melyet ezutan analizaltam.
korabban meghatarozott kalibracios egyenesek ismeretében, a mérés soran meghatarozott

kromatografias teriiletekbdl hataroztam meg.

3.3.3.5 Az etanol koncentracié meghatarozasa

A naponta vett mintak alkohol tartalménak nyomon kovetésére a szénhidrat méréshez
hasonloan HPLC technikat alkalmaztam vagyis ismert koncentraci6 etil-alkohol elegy
segitségével a kalibracids egyenes feldllitdsa utan a mintdk koncentracidja is kdnnyedén
meghatarozhat6 volt. A kierjedt cefrék végsé alkoholtartalmat Biichi Distillation Unit K-
350-es leparlo és Anton Paar DMA 35N alkoholmérd késziilékkel allapitottam meg.

A mérés menete:
Egy 100,0 ml-es mér6lombikot jelig toltottem a leerjedt cefrével, majd a lombik

tartalmat a leparlo desztillalo csovébe toltdttem par csepp habzasgatld folyadék (Foamsol)
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kiséretében. A desztillacio 3 percet vett igénybe. A lekondenzalt komponenseket 100,0 ml-
es mér6élombikba fogtam fel jeges flirdé segitségével, majd a lombik tartalmat lezarva, 20
°C-ra hitottem le, csapvizbe helyezve ugyanis a miiszer erre a hofokra van kalibralva. A
kondenzatum térfogatat desztillalt vizzel 100,0 ml-re egészitettem ki, majd az Anton Paar

DMA 35N alkoholmérdvel meghatdroztam a cefre etanol koncentraciojat

térfogatszazalékban (v/v%) kifejezve.

3.3.3.6 Kisérlettervezés

A fermentéacios iparban az optimum munkapont meghatarozasira a kozponti
elrendezésii kisérlettervezést (Central Composite Design, CCD) alkalmazzék. Az RSM egy
matematikai és statisztikai modszer, mellyel meghatdrozhaté az optimum munkapont a
fliggd ¢és fiiggetlen valtozok kapcsolatainak feltérképezésével (Khuri és Mukhopadhyay,
2010). Fuggetlen valtozonak nevezziikk az olyan mérhetd vagy mindsithetd paramétert,
amely adott idépontban meghatdrozott értéket vesz fel és segitségével a vizsgalt rendszer
miikddése befolyasolhatd, tehat hatast gyakorol az optimum munkapontra (Kemény, 1986).
A flggetlen faktorok kédolt értéket vesznek fel:

Xi=(Xi-Xo)/ AXi
ahol: Xi: i-edik faktor kodolt értéke; Xo: i-edik faktor értéke az alapszinten;
AXi : i-edik faktor varidcios intervalluma.
A CCD altal a centrumpont és a téle megfeleld 1épéstavolsagra (+1 és -1) elhelyezked6
pontok mellett a tengelyeken ugynevezett csillagpontok (+a és —a) talalhatoak.
Segitségiikkel kiilonb6zd faktorkombindciok allithatok fel az optimalizalni kivant
fliggetlen valtozok adott értéktartomanyan beliil (Box és Wilson, 1951). A felallitott
kisérletterv pontjai koordinatarendszerben keriil abrdzolasra, melyre valaszfeliilet
illeszthetd. A eredmények alapjan a statisztikai elemzésre épiild ANOVA (Analyses of
Variance, variancia analizis) segitségével megallapithatd a feléllitott modell illeszkedése,
az egyes faktorok optimalandé paraméterre gyakorolt hatasa illetve a faktorok kozotti
kapcsolat.
A regresszid becslésére alkalmazott masodfoka polinom a kovetkezd képlettel irhato le:
Y= B0 + XRiXi + XPiiXi2 + LPijXiX]j
ahol, Y: valasz (fliggd valtozo) értéke, P i: a regresszios koefficiens,

Xi: fiiggetlen tényezo értéke.
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Az optimalasi kisérlet tervemben fiiggetlen tényezokként a szubsztratum koncentraciot (x1)
¢s a kevert kultira beoltdsi ardnyat (x2) valasztottam, melyeknek kiilonb6zd
kombinacioinak hatasat vizsgaltam meg. Fiiggd valtozonak (y) az etanol koncentraciot és a
biokonverzidos fokot vettem. A feldllitott regressziés modell statisztikai elemzése a
Statistica 9.0 for Windows szoftvercsomag segitségével tortént. A modell
illeszthetéségének vizsgalatat az ANOVA alapjan a Fischer-féle F-probaval végeztem el.

A regresszids hipotézis viszgalataban pedig Student-féle t-probat alkalmaztam.
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3.4 Eredmények és értékelésiik

3.4.1 Kiilonb6zé Kluyveromyces fajok/torzsek szelektalasa

Kutatd6 munkam céljaul tiiztem ki a vegyes kulturas tejsavo erjesztésének vizsgalatat és
fejlesztését, melynek elsé 1épése a fermentacios profilok vizsgalata volt. Ennek érdekében
elvégeztem elsG kisérletsorozatot, amibe 6 kiilonbozé Kluyveromyces élesztotorzset
valasztottam. A 10 (m/v)%-os tejsavopor cefrék elkészitése utan pH értékiiket beallitottam
4-re, majd komplex tapso kiegészitése utan elvégeztem a beoltast 1:1 aranyban (ODeoo
érték alapjan) S. cerevisiae fajélesztével kombinalva, majd 10 napos erjesztést végeztem.
Az eredmények reprodukalhatdsaganak érdekében parhuzamos mérést hajtottam végre.

A vegyes kultiura alkalmazasaval valdsulhatna meg a laktéz gyors bontdsa erjeszthetd
cukrokka a Kluyveromyces fajok révén, majd a keletkezé cukrok gyors etanolla

konvertalasa a Saccharomyces cerevisiae segitségével.

8,00
7,00 ¥—Y00879

6,00 @\ _ Y00775
5,00 ¥ —A—Y01184
4,00 \A Y00963
3,00 ‘ A Y00798

2,00 \ "
100 K =®=Y00959

—,
0,00 ~0—0—0_0—-0=-0-0-0
3 4 5 6 7 8 9 10 11

Erjesztési idd, nap

g/100ml

2
(5]
\C
S
s
c
]
(%]
=
o
=
S
o
R
=]
[S)
o
T
I
>
S
]
[

3. abra: Fermentacios profilok

A Kkisérletemben szerepld torzseket kiillonbozo tipus szammal jeldltem melyek a
kovetkezok: Kluyveromyces marxianus Y00959, Kluyveromyces waltii Y01184,
Kluyveromyces thermotolerans Y00775, Y00798, Y00873 és Y00963. A 24 orankénti
mintdk redukalod cukortartalmat Somogyi-Nelson modszerrel, az egyes cukrok ¢és az etil-
alkohol meghatarozasara HPLC technikat alkalmaztam. A kapott eredményeket abran
szemléltettem (3. abra). A fermentaciét 10 napon keresztiil kovettem. Megallapitottam,

hogy a vegyes kultaras erjesztésnél a fellépd szinergista kdlcsonhatasnak kdszonhetéen a
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Kluyveromyces torzsek a laktaz aktivitasuk révén lebontjak a laktozt egyszerii erjeszthetd
cukrokka (glikoz és galaktoz), melyeket a S. cerevisiae kivald erjeszté képességével
etanolla konvertal. Szambelan és munkatarsai (2004) bizonyitottak, hogy a vegyes kulturak
képesek akar 2-12 (v/v)%-kal megndvelni az etanol kihozatalt. A Kierjedt tejsavo cefrében
3,0-3,5 (v/v) % kozotti alkoholtartalmat értem el, amely 56-63 % kozotti biokonverzios
fokot jelentett (4. abra).

3,4 3> 3o 2% 3,2

Y00879 Y00775 Y01184 Y00963 Y00798 Y00959

* Etanol koncentracio, v/v% * Biokonverzios fok, %

4. abra: Az etanol koncentracio (v/v)% és biokonverzids fok (%) alakulasa a
kiilonb6z6 Kluyveromyces és Saccharomyces cerevisiae torzsek vegyes kultiras
erjesztése soran
Ugyanakkor, a fermentacios profilokat tovabb analizalva azt tapasztaltam, hogy a K.
marxianus Y00959 és S. cerevisiae kombinacié alkalmazasa gyakorlatilag 4 nap alatt teljes
mértékben atalakitotta a rendelkezésére allo szubsztratumot etanolla. A kezdeti ~6,0 ¢
redukald cukor/100ml szubsztrat koncentracié a 4. napon mar csak 0,24 g redukalé cukor/
100 ml volt elérve a végs6 3,2 vIV% etanol koncetraciot ami 56,98 % biokonverzids fokot
eredményezett. A tobbi kombinacid esetében ehhez 7-9 nap lenne sziikséges a hasonld

eredmény eléréséhez, ezért a tovabbi kisérleteimben ezt torzset hasznaltam és vizsgaltam.
A kisérlet tovabbi érdekessége, hogy az élelmiszeriparban keletkezett folyékony tejsavo
koncentracioja is hasonlo laktdéz koncentracioval rendelkezik, tehat mindenféleképpen

tovabbi koncentralasra van sziikség a gazdasadgossag novelésének érdekében.
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3.4.2 Tejsavopor koncentracié hatasa a vegyes kultiras fermentacié alakulasara

A tovabbiakban megvizsgaltam a kevert kultaraval val6 etanolos erjesztési folyamatra
gyakorolt kiilonb6z6 szubsztratum koncentraciok hatasat. Munkam soran hasonldé médon
az eddigiekhez 10 (m/v)%, 15 (m/v)%, 20 (m/v)%, 25 (m/V)% és 30 (m/v)% tejsavopor
cefréket készitettem és 1:1 aranyba oltottam be azokat K. marxianus Y00959 torzs és S.
cerevisiae élesztd kultiraval. Az erjesztés tovabbra is 10 napig végeztem 30 °C-0S
termosztatban, a naponta vett mintdk analizisével pedig felallitottam a fermentécios

profilokat.
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5. abra: A ~15 (m/v)%-os tejsavopor cefre fermentacios profilja

Az 5. abran lathato fermentacios profil alapjan, a kiindulasi ~15 (m/v)% kezdeti
tejsavopor mennyiség 5-6 nap alatt Keriilt leerjesztésre, mely mellett 4-4,5 (v/v)% alkohol
hozamot értem el. A glikoéz és a galaktéz koncentracid az egész fermentacid alatt
minimalis Szintet mutat, melynek magyarazata, hogy a K. marxianus ¢lesztd, magas laktaz
aktivitdsa révén, hatékonyan bontotta a tejsavoban 1évé laktdzt, mely hidrolizalt
termékeket a S. cerevisiae rendkiviil gyorsan konvertalta etanolla.

A mért eredmények és a tovabbi fermentacios profilok elemzése utan, megallapitottam,
hogy a tejsavopor mennyiségének tovabbi novelésével jelentdsen emelkedett az etanol

mennyisége a kiindulasi ~20 (m/Vv) % szubsztratum tartomanyon beliil (6.abra).
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6.abra: ~20 (m/v)%-0s tejsavépor cefre fermentacios profilja

Ebben az esetben a leerjedt cefre leparlasa utan 7,3 (v/v)% etanol koncentraciot mértem (7.

abra).

® 10 (m/v) %
* 15 (m/v) %
®20 (m/v) %

® 30 (m/v) %

Etanol koncentracio, v/v%
O P N W D U OO N ®

Szubsztrat koncentracid, (m/v) %

7. abra: A szubsztratum koncentracié hatasa a keletkez6 etanol mennyiségére

Ugyanakkor az is megallapithato, hogy ezzel parhuzamosan, a szubsztratum koncentracio
novekedésével egyre nagyobb értéket mutatott a maradék laktdoz mennyisége (8. abra).
Amig alacsonyabb koncentracional a maradék szénhidrat koncentracié 0,79-2,98 g/100ml
kozott alakult, addig a masik két magasabb szubsztratum koncentracional mar 11,73-16,21

g/100ml maradék laktéz volt mérhetd az erjedés végeén.
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8. abra: A szubsztratum koncentracié hatasa a maradék lakt6z mennyiségére

Ezek alapjan meghatdrozhatd egy optimalis szubsztratum koncentracio, melynél még az
¢lesztok gazdasagosan képesek fermentalni. Ennek meghatarozasahoz megvizsgaltam az
egyes esetekben elért biokonverzios fokokat, melyek jol tiikrozik a fermentécid

hatékonysagat. Az elért eredményeket a kovetkez6 9. abra mutatja.

*10(m/v)% ®15(m/v)% ®20(m/v)% ®25(m/v)% ®30(m/v)%

82,64

Biokonverziés fok, %

9. abra: Biokonverzios fokok kiilonb6zo szubsztratum koncentracio esetében

A szubsztratum mennyiségének tovabbi ndvelésével a kezdeti ~25 (m/v)% és 30
(m/v)%-os lombikokban az erjesztés nagymértékben lecsokkent vagy ledllt, a fermentaciok
lefutasa vontatottnak bizonyult. Ennek magyarazata, hogy élesztok nem tudtak a kozegben
jelenlévd nagymennyiségii szénhidratot erjeszteni a fennallo katabolit represszié miatt. A
végs6 etanol koncentracido csupan 5,0 (v/V)% illetve 3,0 (v/v)% kozé esett, melyet a

kismértékii biokonverzids fokok (32,75 % és 11,62%) alatamasztanak.
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Ennek alapjan a megfeleld tejsavopor koncentracié értéke 15 (m/v) % és 20 (m/v) %
kozott talalhatod, amely beleesik azon tartomanyba, melyet Raphael és munkatérsai (2014)
kozoltek. Az eddigi kutatomunkak soran bizonyitast nyert, hogy az alacsony kiindulasi
koncentracié mellett nem hajthat6 végre gazdasagosan a tejsavo (vagy tejsavo permeatum)
alkoholos fermentacidja az elérhetd alacsony 3-4 (v/v)% koriili etanol koncentracid és a
koltséges desztillalasi miivelet miatt. A technologidban sziikségesnek bizonyul a
fermentaciot magas laktoz koncentraciorol inditani ultrasziiréssel vagy diasziiréssel torténd
tejsavo koncentralds, esetleg alternativ. mdédon magas cukortartalmu (pl.: melasz)
melléktermékekkel valo kiegészités- az etanol kihozatal maximalizalasa érdekében (Oda és
Nakamura, 2009). Természetesen az alkoholos erjesztés soran végrehajtott tejsavo/tejsavo
permeatum hatéastalanitasa sordn a visszamarad6 laktdz mennyiségének minimalis szinten

tartasat is figyelembe kell venni.
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3.4.3 Az optimalis tejsavopor koncentracio és beoltasi arany meghatarozasa

A vegyes kultaraval végzett eldzetes kisérletsorozat eredményei alapjan
megallapitottam, hogy az etanol koncentracio illetve a biokonverzios fok alakuldsara a
kiindulasi szubsztratum koncentracié lényegi hatast gyakorol. Ezen faktor mellett a
masodik fiiggetlen paraméternek az inokulumban jelenlévé K. marxianus aranyat
valasztottam feltételezve, hogy a laktéz gyorsabb hidrolizisével a represszié csokkentheto.
Az optimalis tartomanyok meghatirozésara a hatasfeliileti kisérlettervezési modszerek
kozé tartozo kétfaktoros kozponti elrendezésii kisérlettervezést valasztottam. A cefrék
elokészitése az eddigiekhez hasonloan tortént. A gyakorlatban megvalositott kisérlettervet

¢és az eredményeket az 3. tablazat foglalja dssze.

3. tablazat: Kisérleti beallitasok és kapott eredmények
F1 F2 R1 R2

Sorszam [ g, ubsztratum L Etanol Biokonverzios
Beoltasi arany

koncentracio (K.marxianus) koncentracio fok

(m/v%) (VIv %) (%)

1 10 1 3,3 77,35
2 12,5 15 4.4 82,51
3 12,5 0,5 4,1 76,88
4 15 2 5 78,13
5 15 1 4,2 65,63
6 15 1 4.6 71,88
7 15 0,5 4,1 64,07
8 17,5 15 51 68,31
9 17,5 0,5 3,3 44,20
10 20 1 4.4 51,57

A statisztikai kiértékelést a Statistica 9.0 for Windows szoftercsomaggal hajtottam
végre. Az optimalizacios paraméterekre vonatkozé varianciaanalizis (ANOVA)
eredményeket az 4. és 5. tablazat szemlélteti.

A Fischer-féle F teszt alkalmas a felallitott modell illeszkedésének vizsgalatara. A
kapott eredmények alapjan az Illeszthetdség (Lack of Fit) etanol koncentraciora vonatkozo
F értéke 1,2490, a biokonverzios fokra vonatkoz6 F értéke pedig 1,4380 volt, melyekhez
p=0,5632 illetve p=0,5345 érték tartozott. Ezek alapjan a modellek illesztése csupan 44-
47% megbizhatosaggal rendelkezik.
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4. tablazat: ANOVA eredmények (etanol koncentracio)

Faktor SS df MS F p
Szubsztratum koncentracio
(miwoo)(L) 0,901071 1 0,9011 9,49075 | 0,0369
Szubsztratum Kkoncentracio

0,411469 1 0,4115 4,3339 0,1058
(m/w%)(Q) ’ ' ’ '
Beoltasi arany (L) 1,068505 |1 1,0685 11,2543 | 0,0284
Beoltasi arany (Q) 0,050939 1 0,0509 0,5365 0,5045
1L by 2L 0,562500 |1 0,562500 | 7,03125 | 0,229585
Illeszthetoség (Lack of Fit) 0,299768 | 3 0,099923 | 1,24903 | 0,563161

5. tablazat: ANOVA eredmények (biokonverzios fok)

Faktor SS df MS F p
Szubsztratum - koncentracié | 40106, |4 2381761 | 12,1917 | 0,1776
(m/woo)(L) ' ’ ’ '
Szubsztratum koncentracio

2 1 2 1,4844 43754
(MW%)(Q) 8,9988 8,9988 ,48 0,4375
Beoltasi arany (L) 237,0099 1 237,0099 | 12,1321 | 0,1779
Beoltasi arany (Q) 6,9228 1 6,9228 0,35436 | 0,6582
1L by 2L 85,4177 1 85,4177 43724 0,2839
Illeszthetoség (Lack of Fit) 84,2801 3 28,0934 1,4380 | 0,5345

A kovetkezd 1épésben a két fiiggetlen faktor hatasat és egyiittes hatasat vizsgaltam,
mely sordn megallapitottam, hogy a vegyes kulturas tejsavo cefrék fermentacidja soran az
etanol koncentracid valtozdsira az els6foku szubsztratum koncentracid €s az els6fokl
beoltasi arany fejtett ki szignifikdns hatast 95% konfidencia intervallumon beliil. Ez
alapjan, tehat a két faktor értékének a ndvelése a kierjedt cefre elérhetd alkoholtartalmat

noveli. Ezzel szemben a biokonverzios foknal egy faktor sem mutatott szignifikans hatast a

95% megbizhatdsagi szinten a megadott optimalt intervallumon beliil.
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6.tablazat: Fiiggetlen faktorok hatasa az etanol koncentraci6 alakulasara

Standard ~95% 95%

Faktor Hatas hiba t(4) p konfidencia | konfidencia

intervallum | intervallum
Konstans 4,6736 | 0,1945 24,0253 | 0,0000 4,1335 5,2137
Szubsztratum
koncentracié (m/w%)(L) 0,7250 | 0,2353 3,0807 | 0,0369 0,0716 1,3784
Szubsztratum
Koncentracié (m/w%)(Q) -0,3081 | 0,1479 -2,0818 | 0,1058 -0,7189 0,1028
Beoltasi arany (L) 1,1215 | 0,3343 3,3547 | 0,02844 | 0,1933 2,0497
Beoltasi arany (Q) -0,3824 | 0,5221 -0,7325 | 0,5045 -1,8321 1,0672
1L by 2L 1,1250 | 0,4622 2,4341 | 0,0717 -0,1583 2,4082

7.tablazat: Fiiggetlen faktorok hatasa a biokonverzios fok alakulasara

Standard 95%. . 95%. .
Faktor Hatas hiba t(1) p konfidencia | konfidencia
intervallum | intervallum
Konstans 72,8742 2,7904 26,1157 | 0,0244 | 37,4183 108,3301
Szubsztratum
koncentricié (m/w%)(L) -11,7871 | 3,3758 -3,4917 | 0,1778 | -54,6806 31,1063
Szubsztratum

Koncentricié (m/w%)(Q) -2,5864 2,1228 -1,2184 | 0,4375 | -29,5598 24,387

Beoltasi arany (L) 16,7033 | 4,7955 3,4831 | 0,1779 | -44,2296 77,6363
Beoltasi arany (Q) -4,4585 8,6327 -0,5165 | 0,6328 | -28,4266 19,5097
1L by 2L 13,8633 | 7,6418 1,8141 | 0,1439 | -7,3537 35,0802

A levont kdvetkeztetéseket alatamasztja az ugynevezett Pareto diagram (10. abra), melyen
lathato, hogy az etanol koncentracio esetében a két fuggetlen faktor, s azok koziil is a K.
marxianus beoltasi aranya toltott be jelentGs szerepet a kivaltott valaszreakcio pozitiv

alakulasaban.

Pareto Chart of Standardmed Efects: Vaniable: Etamolkonc (%)
2 factors, 1 Blhocks, 10 Rns; MS Residual= 094942

DW- Etanal kone {%)

(2¥Beoks ardnyall) - -335HH
{1)5zubs zt dtum kone. (%)L [ .3.080?0?

Ly 243064

Szubszigtum konc {%N0) [ 20818

Beokds aramy a(Q) [ -132483

=0

Standandzed Efect Estimate (Absolite Vake)

10. abra: Szubsztratum koncentracié és K. marxianus beoltasi aranyanak hatasa
Pareto diagramon (etanol koncentracio)
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8. tablazat: Regresszios koefficiensek és statisztikai probak (etanol kihozatal)

Regresszios | Standard 95% 95%
Faktor ko%fficiens hiba t(1) p konfidencia | konfidencia
intervallum | intervallum
Konstans 1,1123 3,4258 0,3247 | 0,7617 -8,3993 10,6239
Szubsztratum
Koncentricié (m/w%)(L) 0,5094 0,3776 1,3489 | 0,2487 -0,5391 1,5579
Szubsztratum
Koncentricié (m/w%)(Q) -0,0247 0,0118 -2,0818 | 0,1058 -0,0575 0,0082
Beoltisi arany (L) -2,9024 2,1504 -1,3497 | 0,2484 -8,8728 3,0679
Beoltisi arany (Q) -0,3340 0,4641 -0,7325 | 0,5045 -1,6285 0,9486
1L by 2L 0,3000 0,1232 2,4341 | 0,0717 -0,0422 0,6422

O.tablazat: Regresszios koefficiensek és statisztikai probai (biokonverzios fok)

Regresszios | Standard 9.5 % . 9.5 %o .
Faktor Koeffici . t(1) p konfidencia | konfidencia
oefficiens hiba . .
intervallum | intervallum
Konstans 110,8852 56,6418 1,9577 | 0,1219 -46,378 268,1481
Szubsztratum
Koncentricié (m/w%)(L) -0,7712 6,2437 -0,1235 | 0,9077 -18,106 16,5641
Szubsztratum
koncentracié (m/w%)(Q) -0,2069 0,1958 -1,0570 | 0,3501 -0,750 0,3366
Beoltasi arany (L) -34,4098 35,5541 | -0,9678 | 0,3879 -133,124 64,3041
Beoltasi arany (Q) -3,9631 7,6735 -0,5165 | 0,6328 -25,268 17,3420
1L by 2L 3,6969 2,0378 1,8141 | 0,1438 -1,961 9,3547

A Student féle t-proba alapjan a felallitott modellben szerepld regresszios koefficiensek
kozott az etanol koncentracio esetében a bs koefficiensnél 95%, mig a bz koefficiensnél
90%, a by és bs koefficiensnél pedig csupan 75% megbizhatosagi szintet kaptam
(8. és 9. tablazat). A biokonverzids fok esetében egyik regresszios koefficiens sem érte el
a 95% konfidencia szintet, csupan a bo és a bs koeffiencek becslése mondhatd 75%-0s
megbizhatdsadgunak.

Ezek alapjan a kovetkezo leir6 masodfoku, polinomikus modelleket javaslom, melyek

az etanol koncentracio (Z1) és a biokonverzios fok (Z2) valtozasara:
Z1=1,1123+0,5094x-0,0247x%-2,9024y-0,3340y+0,3000

ahol: Z: etanol koncentracio (v/v%), X: szubsztrat koncentracio (m/v%),

y: kevert kulturaban a KI. marxianus aranya
Z,=11,8852-0,7712x-0,2069x2-34,4098y-3,9631y>+3,6969xy

ahol: Z: biokonverzios fok (v/v%), x: szubsztrat koncentraci6 (m/v%),

y: kevert kulturaban a KI. marxianus aranya

31



Az optimum munkapont meghatdrozdsira a mért eredményeket kétdimenzios

koordinatarendszerben abrazoltam, majd a felvett pontokra valaszfeliiletet illesztettem.

Fitted Surizce; Vaniable: Etanolk one (o)
2 factors, 1 Blcks, 10 Runs; M5 Resdual=034942
DV Etanol konc (%)

Beoltas aranya

M
c
M <3
[ RY!
: . . . , - . . ; ; . o <0
B 8 10 12 in 13 B ® 2 A % B N
Szubszigtun konc. (%) <3

11. abra: Valaszfeliilet (etanol koncentracio)

Megallapithatd, hogy a szubsztratum koncentracio emelése mellett a K. marxianus beoltasi
aranyanak novelésével az elméleti maximalis etanol koncentracié fokozhato. Ez alapjan az
optimum munkapontban ~8-10 (v/v)% kozotti etanol koncentracio érhet6 el, mely a ~20-
25 (m/v) % szubsztratum koncentracid és 2,5:1 - 3,5:1 beoltasi arany metszéspontjaban

becsiilhet6 (11. abra).

Fited Suface; Vanable: Biokomemis ok (%)
1 facton, 1 Blocks, 10 Runs; M5 Residual-25.954
[V: Bokomerzids ok fb)

L winy

10
— 2
1«72

: : <52
§ 1 12 L] 16 14 0 n g Py

Szubsztsdtum korc. {%) I - 12

12. abra: Valaszfeliilet (biokonverzios fok)
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Jol lathaté az 12. dbram, miszerint ugyanezen paraméterek bedllitisa mellett a
biokonverzidos fok tovabb javithatd, mely feltételezhetden a szubsztratum gatlas
visszaszoritasanak koszonhetd. A megfigyelhetd, hogy a szubsztratum koncentracio
valtozasaval egyenes aranyban fejti ki pozitiv hatasat a vegyes kulturaban jelenlévéd K.
marxianus aranyanak novelése. Gyakorlati szempontbodl a technologia akkor tekinthetd
gazdasagosnak, ha a kierjedt cefrében mért etanol koncentracio eléri az ~5-8 (v/V)%

értéket.

3.4.4 A modellek hitelesitése

Az elbzetes kisérlettervben a javasolt paramétereknek megfelelden végeztem el a
felallitott optimalasi modellek validalasat. A kisérletsorozat soran a fermentaciot €s annak
paramétereit az eddigiekhez hasonldan hajtottam végre illetve allitottam be, melynek
idétartama 6 nap volt. A beallitdsonként végzett két parhuzamos mérés soran elért atlag

eredményeit a 10. tablazatban foglaltam dssze.

10. tablazat: Beallitott paraméterek és a kapott eredmények

Szubsztrat koncentracio Beoltasi | Etanol koncentracié | Biokonverzios fok
m/v % arany v/v% %
17,5 3,0:1 5,35 72,33
20 2,51 54 65,63
22,5 3,0:1 5,25 55,21
25 3,5:1 4,65 44,07

A szubsztratum koncentracid hatdsanak vizsgalatakor végzett 10 napos erjesztés soran vett
6. napi (15 m/v %-nal 4,2 etanol v/v %, 20 m/v %-nal 3,5 etanol v/v % és 25 m/v % pedig
2,7 etanol v/v %) mintdk Osszehasonlitasaval megallapithatdo, hogy a K. marxianus
aranydnak novelésével az etanol koncentracid fokozhatd, ezaltal pedig nagyobb
biokonverzidos fok érhetd el. Ezen hatds a vegyes kulturaban jelenlévé nagyobb
mennyiségii K. marxianus dinamikusabb lakt6z hidrolizisével magyarazhato.

A valaszfeliilet alapjan javasolt beallitasok koziil a kiindulasi 17,5 (m/v)% tejsavo cefre
¢és 3,0:1 beoltasi arany mellett 72,33 % biokonverzios fokot értem el, amely beleesik
biokonverzios fok megjosolt intervallumaba, ezaltal hitelesitve a felallitott modellt. A hat
napos fermentacio soran a kivant ~8-10 v/v% etanol tartalmat nem értem el, azonban a

fermentacios id6 novelésével megvalosithato lenne.
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A szubsztratum gatlasbol adodoan ugyanakkor a kihozatal 20 (m/v) % felett nem
fokozhato a szakaszos fermentacio esetében.

Az elért eredményeim alapjan tovabbi vizsgalatokat €s kisérleteket tartok sziikségesnek
a tejsavo alapu bioetanol eldallitasanak lehetdségére. Lehetséges modszer lehet a fehérjék
kicsapatasa illetve a razatasos fermentacid. Igéretes eredmények szilettek példaul
rataplalasos technikéval végzett monokultiras erjesztés soran Ozmichi és Kargi (2007)
altal, akik megallapitottdk, hogy 125g laktéz/l felett katabolit represszid 1ép fel,
megegyezve az altalam meghatarozott 20 (m/v) % tejsavopor értékével. Az elért
legmagasabb etanol koncentracido 63g/l volt, melynek eléréséhez csupan 2-3 nap volt
sziikséges. Ezen alkohol kihozatalt kevert kulttra tovabb fokozhatna.
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4. OSSZEFOGLALAS

TDK dolgozatom a tejsavé alapi vegyes kultaras fermentacid hatékonysaganak
fokozasara, az alkohol kihozatal novelésére 6sszpontosit.

A kiilonb6zé Kluyveromyces faj/térzs és S. cerevisiae fajélesztd tarsithatosaganak
vizsgalata soran a legalkalmasabbnak a K. marxianus Y00959 torzs és S.cerevisiae vegyes
kultara bizonyult. Alatamasztast nyert a szinergista kolcsonhatasuk, miszerint a K. marxianus
és a fajéleszt6 tarsitasa soran a K. marxianus kiemelt laktaz aktivitasanak koszonhet6en a
laktozt dinamikusan gliikoz és galaktoz egységekre bontja, mig a felszabaduld cukrokat a
fajéleszté gyorsan etanolla konvertalja. Ez esetben a kiindulasi 10 (m/v)% tejsavo cefre 1:1
aranyban torténd beoltasa mellett 3,2 (v/v)% alkoholtartalmat és ~57% biokonverziés fokot
értem el 30°C-on a 10 napos fermentacios kisérlet soran.

A tovabbiakban a szubsztratum koncentraciok (10 m/v%, 15 m/v%, 20 m/v%, 25 m/v%,
30 m/v%) hatasat tanulmanyoztam. Megallapitottam, hogy a kiindulasi tejsavd koncentracio
nagy hatassal van a keletkezd etanol ¢és az erjedés végén visszamaradd szénhidrat
mennyiségére. Azt tapasztaltam, hogy a 20 (m/v)% szubsztratum tartomanyon beliill ~4-7
(v/v)% etanol koncentracido mellett 70-83% kozotti biokonverzids fokot értem el. A 25-30
(m/v)% cefrék esetében a fellépd katabolit represszid visszaszoritotta az alkoholos erjedés
folyamatat.

A kovetkezd 1épésben az elérhetd etanol koncentracid és biokonverzids fokozasa soran
optimalast hajtottam végre. A faktorialis kisérlettervezés soran a két fliggetlen valtozonak
(faktornak) a tejsavo koncentraciot és a K. marxianus beoltasi aranyat valasztottam,
figyelembe véve az eddigi kisérletek eredményeit.
A faktorkombinaciok gyakorlati eredményeinek statisztikai kiértékelését a Statistica 9.0 for
Windows alkalmazasaval végeztem. A kisérletsorozat alapjan a az alabbi masodfoku,
polinomikus modelleket kaptam:
Z1= 1,1123+0,5094x-0,0247x3-2,9024y-0,3340y+0,3000

ahol: Z: etanol koncentracio (v/v%), x: szubsztrat koncentracio (m/v%),

y: kevert kulturaban a KI. marxianus aranya

Z,=11,8852-0,7712x-0,2069x3-34,4098y-3,9631y?+3,6969xy

ahol: Z: biokonverzios fok (v/v%), x: szubsztrat koncentracié (m/v%),

y: kevert kulturaban a KI. marxianus arany
A modellek illeszkedésének vizsgalata a Fischer féle F-teszt alapjan az Fetanoi:1,2490
(Petanot:0,5632), mig az Fpiokonverzis:1,4380 (Poiokonverzis:0,5345) értékeket mutatott. Ez alapjan a
modellek 44-47% megbizhatosaghiaknak tekinthetdek. Varianciaanalizis (ANOVA) soran
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végzett faktorok hatdsainak és egyiittes hatdsainak vizsgalata alapjan az etanol koncentracio
valtozasara az elséfoku szubsztratum koncentracid és elséfoku beoltasi arany gyakorolt
szignifikans hatast 95% konfidencia intervallumon beliil. Tehat a két faktor értékének
novelése altal az alkohol kihozatal fokozhatd, mely kovetkeztetést a Pareto diagram is
alatamaszt illetve kiemeli a K. marxianus beoltasi aranyanak jelentds hatasat. A
biokonverzios fok esetében faktorok/faktorkombindcid nem mutatott szignifikans hatast. A
Student-féle t-proba segitségével az optimalasi modellekben szereplé regresszios
koefficiensek kozott az etanol koncentracid esetében a bs 95%, a b, 90%, a b1 és bz 75%
megbizhatdsagi szintet adott, mig a biokonverzids foknal a koefficiensek nem kdozelitették
meg a 95-90% megbizhatosagi szintet. Az optimum munkapont meghatdrozasa kétdimenzios
koordinatarendszerben valaszfeliilet illesztésével tortént. Mindkét optimalizacios paramétert
tekintve, az elérheté maximalis értékek 20-25 (m/v)% és 2,5:1 — 3:1 K. marxianus beoltasi
arany mellett varhato.

Az optimum munkapont validalasa soran a beallitott paraméterek mellett bizonyitast nyert,
miszerint a vegyes kultiraban a K. marxianus aranyanak novelése pozitiv hatassal van a
tejsavo alapu szakaszos fermentacid kimenetelére. Az etanol koncentracid esetében hat nap
alatt a josolt ~8-10 (V/v)% tartomanyon kiviil estek a mért értékek. A biokonverzids fok
esetében a kiindulasi 17,5 (m/V)% tejsavd cefre €s 3:1 ardnyu beoltds mellett 72,33%
biokonverzidos fokot hataroztam meg, mely beleesik a biokonverzios fok becsiilt
intervallumaba, ezaltal hitelesitve a felallitott modellt.

Az elért eredmények biztatdéak és megalapozhatjak a tejsavo alapu vegyes kultaras alkohol

erjesztési technologia tovabbi fejlesztését.
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