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Tartalmi osszefoglalo

A mikrobidlis fermentacié sordn kiilonb6z6 mikroorganizmusok metabolikus ttjait
felhasznalva alakitunk at valamilyen szubsztratot a kivant termékké. Erre példa az etanol
gliikozbol valé elballitasa Saccharomyces cerevisiae élesztégombaval. Az elektrofermentacio
egy olyan eljaras, mely sordn a fermentaciot végzd mikroorganizmusok metabolizmusat
kontrollaljuk elektrokémiai uton. Ennek soran a reaktorban elhelyezett elektrodok kozti
potencialkiilonbség hatasara tobblet redukalo erd biztosithato a sejtek szamara, mely hatédssal
lehet annak anyagcserefolyamataira, illetve akar (1j metabolikus utakat is megnyithat.

Az elektrofermentécio soran szamos tényezd befolydsolhatja a hozamot, szelektivitast és
produktivitast, ilyenek az elektrodok tipusai, az elektrodpotencial értéke, a felhasznalt
mikroorganizmus, annak kornyezete, a kezdeti szubsztratkoncentracio, valamint a pH is.

A jelen munkaban azt vizsgaltam, hogy egy adott etanoltolerans Saccharomyces cerevisiae
torzset felhasznalva a klasszikus fermentaciohoz képest az elektrofermentacio alkalmazasa
milyen hatdssal van az etanol el6allitasara. Vizsgaltam tovabba az elektrodpotencial hatasat is.
Az eredmények alapjan az elektrofermentacié igéretes stratégianak bizonyulhat az etanol
termelés intenzifik4lasara, hatdsa pedig a hozam ndvelése mellett a rovidebb lag-fazis,
teljesebb konverzio és értékes melléktermék képzodés formajaban nyilvanult meg. A hozam
méréseim soran 11%-al novekedett az elektrofermentacido soran, mig a konverzid egy

ugyanannyi ideig futo kisérlet soran 84%-rol 100%-ra ugrott.



1. Irodalmi attekintés

1.1. A bioetanol

Az etanol egy alkohol tipusu szerves vegyiilet, melynek szamos felhasznalasi modja van,

tobbek kozt, mint fertdtlenitd, oldoszer, valamint energiaforras. A bioetanol eldallitasa

crcr

1.1.1. Az etanol szerepe a torténelemben

Az alkohol hasznalata mar az ember korai torténelmébe is visszanytl. Az etanol fermentacid
barmely megfeleld cukor tartalmt gyiimdlcsben megindul, igy a korai emberek valosziniileg a
foldre hullott termésekben talalkoztak el6szor eme vegylilettel, melynek hatasait a szervezetre
feltehetden kellemesnek érzékelték, ezzel megkezdve az emberi alkoholfogyasztas torténetét.

Torténelmiink soran a fermentaciot igen régen kezdtiik el tudatosan alkalmazni, vélhetéen
az egyik legkorabbi biotechnologiai eljaras volt, melyet az emberiség sajat hasznara forditott.
Kiilonboz6 archeoldgiai kutatasok feltartak, hogy a sumér gyogyszerészek Kr. e. 2100-ban mar
sort irtak fel kiilonboz6 betegségekre, a Kr. e. 1770 koré becsiilt Hammurapi térvényoszlopa
szabalyokat szabott ki kozosségi terekre, melyeket alkohol fogyasztasra hasznaltak, valamint
a Kr. e. 1500-ban ¢l6 egyiptomi orvosok receptjein megtalalhato volt a sor, illetve a bor [1].
Ezek a korai feljegyzések betekintést adnak nekiink nem csak arra, hogy milyen elterjedt volt
ezekben az id6kben az alkohol felhasznaldsa, azonban arra is milyen fontos volt a korai
civilizacidkban.

Az etanol felhasznalasa eleinte a fogyasztasban meriilt ki, tobbek kozt kdszonhetéen a
kiilonbozd fermentalt italok tdpanyagtartalmanak, a sterilitdsuknak, hiszen ekkor még nem volt
a tiszta 1voviz széleskoriien elérhetd, illetve magéanak a vegyiiletnek a fajdalomtompito
hatdsanak. Nem meglepd tehat, hogy a mai napig is az ipar jelentds részét teszi ki a szeszes
italok gyartasa, azonban az etilalkohol azdta mas technologiai célokra is széleskoriien hasznalt,
példaul a szerves kémidban olddszerként, igy kiillonb6zd gyogyszerek, milanyagok, lakkok,
kozmetikumok gyartasaban is kiemelked$ szerepe van, illetve energiahordozoként is

széleskoriien alkalmazott (1.1-es abra).
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1.1 dbra: Az Egyesiilt Allamok iizemanyag célii etanol felhaszndldsa [2]

Lathatd, hogy pusztan, mint energiahordoz¢ is hatalmas felhasznalasa van viladgszerte, igy
elengedhetetlen, hogy az ctilalkohol gyartas 1épést tudjon tartani a felhasznalasi igénnyel.
Az etanol két 6 eldallitasi modja van, melyet nagyvolument gyartashoz alkalmaznak, az

etilén hidrolizise, illetve a szénhidratok fermentacidja [3].

1.1.2. Etilén hidrolizise

Az etanol etilénbdl vald szintézise foleg olddszerkészitésre alkalmas, hiszen ez a modszer
minddssze az ipari eldallitds 7%-at teszi ki. Ez féleg a modszer aranak a kovetkezménye,
ugyanis az etilén, mint szubsztrat egy koltségesen beszerezhet6 anyag [4].

A 16 reakci6 a kovetkezOképp irhato le:

Mivel egyensulyi reakciordl van sz, a reakcidokdriilmények optimalizalasa elengedhetetlen,
hiszen a maximalis konverzid elérése a cél. A reakcid lefutdsdhoz katalizator haszndlata
sziikséges. A hasznalt katalizator jelentOsen képes befolydsolni a kapott etanol hozamat. Egy
ilyen katalizator példaul a foszforsav. Hasznalata igen elterjedt, ugyanis 98,5%-0s

szelektivitast mutat a reakciora. Maga a reakcié mechanizmusa elektrofil addicio, ahol a w



kotést felszakitjuk. Foszforsav hasznalatakor az 1.2, 1.3 és 1.4-es abran feltiintetett reakciok

jatszodnak le:
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1.2. abra: Proton transzfer a foszforsavrol az etilénre [4]
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1.4. dbra: Katalizdtor regenerdacidja [4]

Ebben a reakcioban a foszforsavat szilicium-dioxidra viszik fel. Idealis koriilményei 70-80
atm nyomas, 250-300 °C és 0,6-os g6z/etilén arany. Ilyen esetben 4-5%-os konverzio érhetd
el, a maradék etilén pedig recirkulalhaté a reakcioba [4].

Cirkonium-volfram is alkalmazhato6 katalizatorként, ekkor 68 atm nyomas, 280 °C és 2,1-es
g6z/etilén arany hasznalata sziikséges. Ebben az esetben 9%-os konverzio érhetd el [4].

Ezekbdl a modszerekbdl lathatd, hogy az etanol kémiai eldallitisa nem csupan a limitalt
konverzi6 miatt hatranyos, de a folyamatokhoz a reaktorokban magas nyomason ¢&s
hémeérsékleten kell dolgozni, melyek megnehezitik a reakciot, valamint koltséges ezeknek az

allapotoknak a fenntartdsa is, nem is beszélve a fellépd balesetveszélyrol.



1.1.3. Etanol fermentdcio

Elénye a fermentacidonak a kémiai eldallitdsi modszerekhez képest, hogy a mikrobak és
enzimjeik hasznalataval a reakcidé lefutasahoz sziikséges hémérséklet ¢és nyomas
lecsokkenthetd, valamint altalanosan elmondhaté az is, hogy a konverzié és hozam is
jelentésen nagyobb ezeknél a folyamatokndl. Tovabba az sem elhanyagolhatd, hogy a
szubsztratnak hasznalt, altaldban ndvényi eredetii biomassza ara igen alacsony, igy az eljarasok
koltséghatékonyabbak is lehetnek, még a feldolgozasi miiveletek beleszamitasaval is.

A fermentacio altalanos menete a szubsztratnak hasznalt anyagunk tisztitasaval kezdddik,
mely soran megszabadulunk a kiilonb6z6 szennyezddésektdl, melyek zavart okozhatnak a
fermentacioban. Ezt kdvetden a hosszlil szénhidrat lancokat hidrolizissel bontjak, melynek
koriilményei az alkalmazott technoldgia szerint eltérhetnek, alkalmazhatéo magas hd, nyomas,
illetve kiillonbozd savak, valamint hidrolaz enzimek is bevetheték. Ez utdn kovetkezik a
fermentécios 1épés, mely soran valamely mikroorganizmus felhasznalasaval, annak optimalis
koriilményeinek fenntartasaval etanol és szén-dioxid keletkezik. Az egyik leggyakrabban
hasznalt mikroba a Saccharomyces cerevisiae, mely az éleszték kozé sorolhato, széleskoriien
elérhetd és akar 18%-o0s etanol koncentracidt is képes termelni. Kiilonb6z6 torzsek azonban
kiilonbozé  alkohol-tiir6képességet mutathatnak, igy amennyiben magas etilalkohol
koncentracio elérése a célunk, érdemes alkoholtiir6 torzset valasztani. A fermentacio lefutasat
kovetden kovetkezik a desztillacid/sziirés, melyek sordn az etanolt elvalasztjuk a fermentlétdl
[4].

A S. cerevisiae gliikkozbol vald etanol termelésének f6 metabolikus ttja az Embden—
Meyerhof at, mely soran az exogén elektrondonor, ami esetiinkben ¢s leggyakrabban a gliikoz,
piruvatta oxidalodik harom {6 1épésben. Az elsd 1€pés soran két ATP molekula szolgéltatja az
energiat, egyik a hexokinaz enzimet segiti a gliikoz-6-foszfat szintézisben, a masik egy
izomeraz enzimet taplal, mely az elébb emlitett molekulat fuktoz-6-foszfatta alakitja. A
foszfofruktokinaz tovabb foszforilalja a vegyiiletet, mely frukt6z-1,6-bifoszfatta alakul a
masodik ATP felhasznalasaval. Az elsé 1épés végén aldolaz hasitja a fruktdz-1,6-bifoszfat
molekulat ketté glicerinaldehid-3-foszfatta [5].

A masodik 1épés redoxfolyamatok sorozata, melyek a glicerinaldehid-3-foszfatot 1,3-
bifoszfoglicerinné alakitjak dehidrogenaz enzim segitségével. Az enzimes reakcid soran NAD*
alakul NADH molekulava. Ezek utan 2 ATP szintetizalodik a 1,3-bifoszfoglicerin 3-
foszfoglicerattd alakuldsa sordn, majd késébb a foszfopirosz6ldsav piroszdélésavva

alakitasakor, melyet piruvat kinaz végez [5].



A harmadik 1épésben a NADH molekuldk oxidalodnak vissza NAD™ molekulava, ebben a
1épésben kiilonboznek leginkabb az egyes organizmusok. Mig példaul a Lactobacillus kimchii
a piruvatot tejsavva alakitja dehidrogenazzal, a S. cerevisiae redukalja a piruvatot, mely soran
etanol és szén-dioxid keletkezik piruvat-dekarboxilaz és alkohol-
dehidrogenazfelhasznalasaval [5, 6]. A gliikoznak etanolla valo atalakulasanak teljes folyamata

az 1.5-0s abran talalhato:

AT B ADP AT B ADP
GLUCOSE Glucose-6 . <>  Fructose-6 %—?I — Fructose-1,6- B¢
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1.5 dbra: Az Embden-Meyerhof u¢



Egyéb metabolikus utak is Iéteznek, melyek ugyszintén gliikkdézt hasznalnak
elektrondonorként, példaul a heterolaktikus, foszfoketolazos, illetve az Entner-Doudoroff 1t,

azonban az Embden—Meyerhof 1t a legjelentdsebb, foleg a S. cerevisiae esetében.

1.2. Bioelektrokémiai rendszerek

Az elektrokémiat és a mikrobioldgiat 6sszekotd folyamatokat ugynevezett bioelektrokémiai
rendszerekben végezziik. Ezek altalaban két, egymastol membrannal elvalasztott reaktortérbol
allnak, a két félcellaban pedig egy anod és egy katdd elektrod talalhato.

Az anodon oxidacios, mig a katodon redukcios folyamatok mennek végbe. A rendszernek
legalabb egyik cellajaban mikroorganizmusokat alkalmaznak, melyek (i) a betaplalt
szubsztratot kiilonb6zé anyagcserefolyamatok soran lebontjak és az anaerob koriilmények
kozott keletkezd elektronokat a sejtrél az anddra atadni képesek, vagy (ii) a katodtérben a

katodrol elektronok felvétele mellett redukcids folyamatokban vesznek részt [7].

1.2.1. Elektrofermentacio

1910-ben M. C. Potter fedezte fel el6szor, hogy a szerves vegyiiletek mikrobialis bontasaval
elektromos energia felszabadulasa jar. Ez feltehetéen az els6 megfigyelése az extracelluléris
elektron transzfernek (EET), mely soran mikroorganizmusok elektronokat transzportalnak a
sejtfalukon keresztiil egy kiilséelektron akceptor felé [7].

Az elektrofermentaci6 a hagyomdnyos fermentaciét kombindlja elektrokémidval. A
modszerhez egy bioelektrokémiai rendszert alakitunk ki, melyben a mikrobak természetes
metabolikus utjait kontrollaljuk elektrokémiai modon (elektrokémiai redukalo erd bevitelével),

ezzel befolyasolva a fermentacio lefutasat (1.6-os abra).
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1.6 abra: Az elektrofermentacio séemdaja [8]

A fermentacid sordn a sejten beliili redox egyensuly elérése érdekében termelddnek annak
termékei, azonban ennek a folyamatnak akadélya lehet, ha az intercellularis redukalé anyagok
elfogynak, vagy tulzottan felgyiilemlenek. Az elektrofermentacié ezt a problémat oldja meg
oly modon, hogy az elektrodok altal indukalt elektrontranszfer segitségével megvaltoztatjak a
sejteken beliili redoxpotencialt és a koenzimek oxidalt, illetve redukalt form4janak aranyat.
Mikor az elektrod elektron akceptorként viselkedik, akkor a folyamatot anodos
elektrofermentacionak hivjuk, ilyenkor oxidalt termék képzddik. Ellenkezd esetben az elektrod
szolgalja a sejteket elektronokkal, ilyenkor redukalt termékek képzddnek és a folyamatot
katodos elektrofermentacionak nevezziik [9,10].

A mikroorganizmusban lejatsz6dd reakciok, illetve azok mechanizmusai tehat nem
véltoznak, pusztdn a redox egyensuly valtoztatdsaval befolyasolhatdak. Ezt felhasznalva
szamos fermentacids uton eldallitott vegyiilet eldallitasa serkenthetd, ilyen példaul a gliikoz

etanolla alakitasa.

1.2.2.  Elektrofermentdcios cellak felépitése

Az elektronfermentacio tobbféle rendszerrel is kivitelezhetd. Az egyik ilyen az egykamras
megoldas, mely sordn az an6d- és a katodtér nincs elvalasztva egymastol. Egy ilyen kialakités

lathatd az 1.7-es abran feltintetett foto-elektrofermentoron.
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1.7 abra: Egykamras foto-elektrofermentor [11]

A masik megoldasban az andd- és katodteret egy membrannal vélasztjuk el egymastol,
melyre példa az 1.8-as abran van feltiintetve. A katodtérbe betoltjiik a tapkozeget, mely
tartalmazza a mikrobdkat, azok életfolyamataikhoz sziikséges tdpanyagokat, valamint a

szubsztratot.

—1—» Katdd

Andd ¢—F—

1
| €—— Membran

S

1.8 dbra: Kétcellas elektrofermentor

Elektréd anyagként érdemes katodnak szénbdl késziilt anyagokat valasztani, hiszen ez
remek szaporodési feliiletet biztosit a mikroorganizmusok szamaéara, valamint koltségiik
szempontjabol is igen gazdasdgosak. Anodnak alkalmazhatd pl. szén-, titdn- és acélalapu,

elektrod, esetenként katalizatorral (pl. platina) bevont formaban.



1.3.Mikroorganizmusok

A fermentéciés folyamatok kdzéppontjaban a mikrobdk allnak, melyekben a kiilonb6z6
metabolikus utak altal a kivant terméket eldallithatjuk. Rendkiviil fontos a megfelelé mikroba
kivalasztasa, mely sordn figyelembe kell venni azok egyedi igényeit és képességeit, hiszen egy
termék eldallitdsara tobb potencialis mikroorganizmus is felhasznalhat6, azonban ezek
jelentdsen eltérhetnek tapanyag, pH, hdmérséklet igényiikben, illetve ellendllasuk kiilsé és
belsé behatasokkal szemben is eltérd Iehet. Etanol elektrofermentacioja esetén példaul érdemes

olyan mikrobat valasztani, mely a magas etanol koncentraciot képes eltiirni [12].

2. Célkitiizés

A kutatas sordn azt vizsgaltam, hogy egy két cellas elektrofermenticids rendszerben az
elektrodpotencidlnak milyen szerepe van a fermentaciod lejatszodéséban. A kisérleteim célja az
volt, hogy bebizonyitsam, hogy az etanol eléallitasra széleskortien hasznalt Saccharomyces
cerevisiae ¢lesztégomba anyagcserefolyamatai jelent6sen serkentheték elektrofermentacios

rendszerben a hagyomanyos fermentécioval dsszevetve.
3. Anyagok és modszerek

3.1. Inokulum és tapkozegek

A mérésekhez hasznalt Saccharomyces cerevisiae élesztdgomba (NCAIM szam: Y.00162)
egy etanol tlir6 torzs, melynek tapoldatat az alabbi recept alapjan készitettem (DSMZ 186
Universal medium for yeasts):

o Elesztdkivonat: 3 g

e Malata kivonat: 3 g

e Szbjapepton: 5 g

e QGlikoz: 10 g

e Agar:15¢g

e Desztillalt viz: 1000 ml
A felhasznalt sejteket eldszor kémcesdre, ferde agarra oltottam, majd ezekrdl a kémcsovekrol
oltottam az elkészitett oldatba. Ez kertilt végiil a katodtérbe a sejtekkel valo beoltas utan.

A tapoldatba valo beoltast a befert6zddés esélyének minimalisra csokkentése érdekében
lamindris box alatt végeztem. A ferdeagaros telepeimre a tapoldatbdl egy kis mennyiséget

helyeztem, melyet aztan vortex-szel kevertem, hogy minél tobb sejt oldodjon bele, majd ezt
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beledntottem a tapoldatba. Az igy elkészitett inokulumot 28 °C-on inkubaltam, valamint 150
rpm-el razattam egy napon keresztiil. Ebb6l vettem ki 10-10 ml-t inokulalas céljabol a

referencia és az elektrofermentacids reaktorba.

3.2. A fermentorok dgsszedllitasa

Az éltalam hasznalt rendszert a tanulményozott szakirodalommal anal6ég modon épitettem
fel [7]. Az elektrofermentacios cellat két laboriivegbdl készitettem el, melyek egyenként 250
ml-esek voltak, ezeket hengeres tiveg csatlakozasi pontjaikon kapcsoltam dssze. Az 3.1-es abra

mutatja a szerkezetét:

Referencia f \
elektrod [ >
Anod ; <4+—— Katod
|:‘ Magneses keverd : <4— Membran —
A v
\. / \ — / Szeptummal ellatott csonk

3.1 abra: A mérés elektrofermentdcios rendszere

Ezen kiviil kialakitottam egy referencia cellat, mely egy 250 ml-es laboriivegbdl allt, amiben
a hagyomanyos fermentdci6 parhuzamosan jatszodott le azonos koriilmények kozt az
elektrofermentacioval. Mind a két rendszer kupakja szeptummal volt ellatva, igy egy steril ti
segitségével egy 0,22 pum-es sziirével ellatott nyomasleengedd csovet helyeztem rajuk. A
kétcellas rendszerben az andd egy platinazott titanhald volt, mig a katod, mely esetemben a
munkaelektrod, 2x2 cm-es szénszovet, melyet titandrottal fliggesztettem. Az anodtérben ezen
feliil elhelyeztem egy Ag/AQCI referenciaclektrodot is, mely telitett KCl-el volt toltve (SE11,
Meinsberg Sensortechnik GmbH), valamint tartalmazott még egy nyomaskiegyenlito szelepet
is. A két reaktortér kozé egy kationcserélé (Fumasep FKE,3,6 cm atméré) membrant
helyeztem, hogy a katodtérben elhelyezkedd tapoldat ne keveredjen az anodtérbe helyezett
pufferrel. A membranaktivalashoz 1 molos NaOH és HCI oldatokat hasznaltam. Két ciklusban
24 oréra lagba, majd 24 6rara savba helyeztem a membrant.

Betizemeltetésiik eldtt a reaktorokat, az ezekbe helyezendd oldatokat, az elektrédokat és
autoklavozhato résziiket 20 percen 4t 120 °C-on sterilizdltam. A membran sterilizalasahoz
tizszeresen higitott hipoban aztattam 1 percen at, aztan steril desztillalt vizzel mostam le, ez az

egész folyamatot laminaris box alatt végeztem. Ezzel az eljarassal sterilizdltam a referencia

11



elektrodot is. Erdemes megjegyezni, hogy a sterilizaciohoz a tapoldatot nem kész formajaban
helyeztem az autoklavba, hanem a gliikdz tartalmat egy kiilon oldatban készitettem el, igy
kiilon tudtam sterilizalni. Ezt azért ily médon végeztem, mert, ha ammonium, vagy nitrat
tartalmu tapoldatot gliikkozzal egyiitt emeliink 120 °C-ra, akkor ezek a komponensek reakcioba
1éphetnek, termékeik pedig sejtek novekedését gatoljak.

A fermentacios rendszert folyamatosan 37 °C-on tartottam egy biotermosz segitségével.
Mind a referencia, mind az elektrofermentacios reaktorokba magneses keverot helyeztem,
mellyel 100 rpm-mel kevertem, hogy biztositsam az egyenletes koncentracioeloszlast

belsejiikben. A kész rendszereim a kovetkez6, 3.2-es abran lathatoak:

3.2. dbra: Oszedllitott fermentorok

3.3.Mérési modszerek

3.3.1. Toltésatvitel kovetése

Két elektrodpotencidlon vizsgaltam az elektrofermentacio lejatszodasat, -0,8 V-on és -1,2
V-on (Ag/AgCl referencia elektrodhoz képest). Ahhoz, hogy mérni tudjam a munkaelektrodrol
atvitt toltések szamat, a teljes elektrofermentacié alatt kronoamperometrids gorbéket

rogzitettem egy potenciosztat (PalmSens 3) segitségével és PsTrace 5.8 szoftver hasznalataval.

3.3.2. Fermentdcios termékek nyomonkavetése

A fermentaciok soran eldallitott termékek mérésére YL9100 tipustt HPLC-t alkalmaztam,
melyben egy Aminex HPX-87H oszlopot hasznaltam, melynek hémérsékletét 35 °C-ra

12



allitottam be. A mozgofazishoz hasznalt eluens 5 mM-os kénsav oldat volt, az aramlési
sebesség 5 ml/min volt.

A mérések megkezdése elott sziikségem volt kalibracios sorokra, melyekkel kiértékelhettem
a mintdim gliikoz és etanol tartalmat. Ezeket 0,1 g/l, 1 g/l és 10 g/l koncentracidban készitettem
el, ezeket lemérve készitettem kalibracios gorbét.

Mivel a hagyoményos ¢s az elektrofermentacio parhuzamosan futott, ezért kozel
ugyanakkor vizsgaltam Oket. A referenciareaktorbol laminaris boxban, steril kdriilmények kozt
vettem mintat, ehhez steril hegyekkel, automata pipettdt hasznalva a reaktor kozepébdl
pipettaztam ki a tapoldatbol 500 pl-t, mig az elektrofermentacios reaktorbol steril
fecskendével, az egyik szeptumos csonkon at vettem mintat.

Meérésiik eldtt a levett fermentleveket HPLC tisztasagu vizzel tizszeresére higitottam, majd
egy fecskenddbe felszivva a hig oldatot az arra helyezett steril 0.22 mikronos sziiron atnyomva
leszlirtem, hogy megszabaduljak a sejttomegt6l. Manualis injektalassal 100 pl-t juttattam a
miiszerbe a 30 pl-es hurok haromszori atoblitése utan. A gliikozt és az etanolt is a torésmutatd

detektor jelén lattam.

3.4. Kieértékelés

A fermentaciés folyamatok hatékonysaganak megadasara gyakori jelzok a hozam, a
konverzio, a produktivitas és a szelektivitds. A hozam megadja, hogy a rendszerben szintetizalt

anyag molszama hogyan aranylik a kezdeti szubsztrat molszdmaval:

= np — Mg, (vs)
p=——C2x (2
Ns, Vp

e n: Molszam
e v:sztochiometriai egyiitthato
e S:szubsztrat

e P:termék

A konverzi6 a fellépd reakciok soran atalakult szubsztrat moljainak szamat aranyositja a

kiindulasi molszammal:

_ 0
Xg=—"
ng

0
e n: molszam
e S: szubsztrat
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A produktivitas egy id6egység alatt a reaktor hasznos térfogatabdl eldallitott termék.

Megadhat6 tomegre €s molszamra is, én az utobbit hasznaltam:

S

Pr

<
*
~

e n: molszdm
e V:reaktor hasznos térfogata

e t:1d6

Végiil a szelektivitds ardnyositja a szintetizalt molok szadmat a konvertalt moélok szamaval,

tehat egy jelzdje a melléktermék keletkezésnek:

Np — npo Vg
Op = —* | —
Ng, —MNgs \Vp
e n: moblszam
e v: sztochiometriai egyiitthatd
e S: szubsztrat

e P:termék

3.5. A mérés menete

A mérés megkezdése eldtt sterilizaltam a reaktoraim, valamint az oldataim, ez utan pedig
Osszedllitottam a rendszereket és feltoltottem Oket. Elhelyeztem az elektrodokat és
csatlakoztattam a fermentacié soran folyamatosan mérd analitikai eszkozoket, végiil pedig
beallitottam a biotermosztatot.

A mérést magat két alkalommal végeztem el, kiilonboz6 elektrédpotencidlt alkalmazva.
Ettdl eltekintve a mérések minden tulajdonsdga és a rendszerek kdrnyezete teljes mértékben
megegyezett, a hagyomanyos fermentécio is egy idoben futott az elektrofermenticioval az
esetleges kiilonbségek elkeriilése érdekében.

Az elsé mérést -0,8 V elektrodpotenciallal végeztem, mintavételezési idétartama technikai
okok miatt Osszesen 27 ora volt. A masodik mérést -1,2 V elektrodpotencialon futtatam,
Osszesen 75 oran at. Ezt a kisérletet addig végeztem, amig az etanoltermelés mindkét

rendszerben szignifikdnsan lelassult. A mintavételeket az els§ mérés soran kétoranként, a
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masodiknal 6ranként vettem, leszamitva a folyamatok végén, ahol a mintavételeket ritkdbban
végeztem. A fermentacid hossza miatt jelentds iddintervallumokat kihagytam, ezek azonban

nem befolyasoljak a kapott eredményeim hitelességét.
4. Eredmények
4.1. Etanol termelés kiilonbozo elektrodpotencidlokon

4.1.1. Meérések -0,8 V elektrodpotencial értéken

A mérések soran kapott kromatogramok a 4.1-es abra szerinti lefutasuak voltak.

Fermentacios kromatogram

2]
o
|

H
o
1

Detektorjel (mV)
N
o
|

o
|

10 20 30
t (min)

X
o
L

4.1. abra: Fermentacios kromatogram (-0,8 V, 27. h)

A kirajzolt jel a HPLC torésmutatd detektora altal begytijtott adatokbol all dssze. A 10. perc
koriil 1athaté a gliikdz csucsa, és nagyjabol a 24. percnél jelenik meg az etanolé. A kettd kozott
15 percnél jelenik meg a folyamat melléktermeke, a glicerin.

Az ezek kiértékelésével kapott adatokbol készitettem Gsszefoglald abrakat (4.2-es és 4.3-as

abra), melyeken tisztan lathat6 a folyamat soran a koncentraciok valtozasa:
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4.2 abra: -0,8 V-os mérés etanol koncentracio valtozasa

2000 o
— Fermentacio
1500 - — Elektrofermentacio
1000 -
£
(8]
500
0 IIIlIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIlIIII
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t (h)

4.3 dbra: -0,8 V-os mérés gliikoz koncentracio valtozdsa

Ezeken jol lathato, hogy egy kezdeti lag-fazist kdvetden az etanoltermelés a két fajta
fermentacio kozt jelentds mértékben eltért. Maga a kezdeti lag-fazis, mely sordn a mikrobdk a
kornyezetiikhoz alkalmazkodnak és szaporodnak az elektrofermentacio esetében csak kis
mértékben rovidiil, azonban az elsé néhany 6ra utan az elektrofermentacio etanolkoncentraciod
novekedése elkezdett jelentdsen eltérni a hagyomanyostdl. ElImondhatjuk, hogy a mért adatok
alapjan atlagosan masfélszer nagyobb etanolkoncentraciot produkalt az elektrofermentacio a

mérés veégéig. A glikdéz koncentracid valtozds pedig azt mutatja, hogy bar az etanol
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koncentraci6 magasabb az elektrofermentacid esetében, a gliikoz kevésbé fogy, ez indikatora
a glicerin termelddés csokkenésének.
Az eredményeket négy alapveté mutatoval jellemeztem, a hozammal, a produktivitassal, a

konverzioval és a szelektivitassal, melyeket az 4.1-es tablazatban foglaltam 6ssze:

4.1 tablazat: -0,8 V-os mérés hatékonysag jelzdi

Fermentacio Elektrofermentacio
Hozam 36,5 % 47,9 %
Produktivitas 9,0 mmol/I*h 11,8 mmol/I*h
Konverzio 67 % 69 %
Szelektivitas 12,5 % 15,9 %

Azt lathatjuk, hogy a konverzié a folyamat végpontjanal mindossze 2%-kal nagyobb az
elektronfermentacid esetében, a produktivitas, szelektivitas és a hozam pedig nagyjabol 1,3-
szorosa a hagyomanyos fermentacionak. Ez is példdja, hogy egy részlegesen lejatszodott

folyamat esetén is elényt biztosit az elektrofermentacio alkalmazasa.

4.1.2. Meérések -1,2 V elektrodpotencial értéken

A koncentracidvaltozasok egyszerti kovetése érdekében pedig ismét abrakat készitettem (4.4-

es és 4.5-0s):

5007 Fermentacié
4004 ~— Elektrofermentacio
S 300-
£
£ 200-
(&
100
0 | | | 1
0 20 40 60 80
t (h)

4.4 abra: -1,2 V-os mérés etanol koncentracio valtozasa
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—  Fermentacio
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4.5 dbra: -1,2 V-os mérés gliikoz koncentracio valtozdsa

Az értékeket a két fajta fermentacid kozt 6sszehasonlitva azt lathatjuk, hogy atlagosan 1,2-
szerese az elektrofermentacio soran keletkezett etanol kocnentracidja a hagyomanyosé¢hoz
képest. A lag fazis az eldbbiben révidebbnek bizonyult, a koncentraciokiilonbség pedig a 46-
48. orara érte el a maximumat. A folyamatra ismét elmondhato, hogy alacsonyabb szubsztrat
felhasznalashoz nagyobb produktum gyartas parosul.

Kiszamolva a mar emlitett mérészamokat, a kovetkez6 adatokat kaptam (4.2-es tablazat):

4.2 tablazat: -1,2 \I-os mérés hatékonysag jelzoi

Fermentacio Elektrofermentacié
Hozam 40,4% 45,6 %
Produktivitas 21,7% 24,3 mmol/I*h
Konverzio 69,1% 67,9 %
Szelektivitas 58,9% 67,2 %

Megfigyelhetd, hogy az elektrofermentacié kedvezdbb eredményeket mutatott a hozam
1,2-szer nagyobb volt, hasonloképpen a produktivitishoz. A szelektivitas az egyetlen kozeli

érték, amely pusztan 1,4%-kal nagyobb.
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4.2. Fermentidcios kinetika vizsgalata a modositott Gompertz modellel

A kapott eredményeim Kinetikai értékelése érdekében a moédositott Gompertz modellt
alkalmazva vizsgaltam meg az elektrédpotencial hatasat az etanolfermentacio lefutasara. Ez a
modell az egyik leggyakrabban alkalmazott a tudomany sok teriiletén a sejtndvekedéstol
kezdve, egészen akar a bioreaktorok termelésének Kinetikai elemzésében [13]. A
szakirodalomban a fliggvény szamos alakja megtalalhato, az altalam végzett kisérletben az

etanolkoncentracio ndvekedésének jellemzéséhez az alabbi format alkalmaztam:

T
C(t) = Cmax * eXp(_ exp( (Cmax

max

) (-0 +1)

® Cmax: maximalis elérhetd termék koncentracio
® I'max: maximalis termelddési sebesség

o t.: lag-fazis ideje

42.1. -0,8 V-os elektrofermentdcio kinetikai viselkedése

Felhasznalva a fentebb lathato egyenletet és az Excel program Solver funkciojat a Gompertz

modellel kielemezve az adatokat raillesztettem a kovetkez6 modell gérbét a méréshez tartozo

koncentracio-ido abrara (4.6-0s):

400 G
—  Fermentacio

— Ektrofermentacio

w

(=]

o
1

==+ Gompertz modell F.
==+ Gompertz modell EF.

¢ (mmol/l)
N
o
o
|

-

(=}

o
|

0 10 20 30
t (h)

4.6 dbra: -0,8 V-os mérés Gompertz modell illesztése
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Ezen feliil pedig a kovetkez6 adatokat kaptam a valtozokra (4.3-as tablazat):

4.3 tablazat: -0,8 V-os mérés Gompertz moell kinetikai valtozoi

Pmax (mmoI/L) IM'max (mmoI/L*h) L8 (h)
Fermentacio 387,1 33,8 71
Elektrofermentacio 364,5 48,9 4.9

Lathat6, hogy a modell szerint a maximalisan elérhetd koncentraci6 a hagyomanyos
fermentacio esetében 387,1 mmol/l, azonban a kisérletben 243,1 mmol/l volt a maximalis
koncentraci6. Az eltérés az oka az, hogy a fermentacié nem jatszodott teljes mértékben a
mintavételezések végéig. A termelés becsiilt maximalis sebessége 33,8 mmol/I*h, a lag-fazis
ideje pedig a modell alapjan hozzavet6legesen 7 6ra volt.

Az elektrofermentacid esetében a maximalis koncentracié a modell szerint 364,5 mmol/l,
mig a kisérlet utols6 mért pontjanal 319,1 mmol/l volt, igy a modellel becsiilt érték
megalapozottnak tiinik. A becsiilt maximalis termelési sebesség az elektrofermentacional 48,9
mmol/I*h, a lag-fazis ideje pedig 4,9 6ra a modell alapjan, ebbdl is levonhato a kovetkeztetés,

hogy az elektrofermentaci6 pozitivan befolyasolta a fermentacié kinetikajat.

4.2.2. -1,2V-0s elektrofermentdcio kinetikai viselkedése

Az eloz6 elektrodpotencialos esettel analog modon ismét alkalmaztam a modositott

Gompertz modellt, mely a 4.7-es abran lathato:

500 5o
—  Fermentacio
400 — Elektrofermentacio
So 300 - -+ Gompertz modell F.
= --- Gompertz modell EF.
£ 200-
(&)
100
0 1 1 | 1
0 20 40 60 80
t (h)

4.7 abra: -1,2 V-os mérés Gompertz modell illeszkedése
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A valtozok pedig az alabbiak lettek (4.4-es tablazat):

4.4 tablazat: -1,2 V-os mérés Gompertz moell kinetikai valtozoi

Pmax (mmol/L) Imax (Mmol/L*h) tL (h)
Fermentacio 313,0 34,6 0,85
Elektrofermentacio 389,7 35,7 0,48

A modell szerint a maximalis elérhetd koncentracié a hagyomanyos fermentéacio esetében
313,0 mmol/I. A becsiilt maximalis termelési sebesség 34,6 mmol/lI*h, mig a lag-fazis 0,85 éra.

Az elektrofermentacio esetén a modell a maximalis elérhetd koncentracié esetén minimalis
eltérést mutat. A becsiilt érték 389,7 mmol/l, a maximalis termelési sebesség 35,7 mmol/l*h, a
lag-fazis pedig 0,48 ora.

A modell illeszkedése a tobb mérési pontra helyesebben reprezentalja a valosagot, azonban
a kovetkezé mérések soran a fermentacid linedris szakaszaban is célszerli tobb mintavételezést

beiktatni.
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4.3. Toltéshasznositds vizsgalata elektrofermentdcionadl

Az elektrofermentéacio soran mindkét potencial esetében mértem az dramerdsség idobeli
valtozasat annak érdekében, hogy meghatarozhassam a munkaelektrédrol atadott — és

varhatoan a sejtek metabolikus folyamataiban hasznosult — elektronok szamat.

4.3.1. -0,8 V-os elektrofermentdcio

Az adramerdsség idobeli valtozasa -0,8 V potencidl esetén a 4.8-as abran lathato

Osszefoglalva:
1000 t (h)
0- s o

-1000

<5 -2000

i -3000- Wh
-4000
-5000-

4.8 abra: -0,8 V-os mérés kronoamperometridas gorbéje

A gorbe felvételére hosszabb ideig keriilt sor, mint a HPLC-s mérésekre, hisz mig azok csak
27 oraig tartottak (a fliggdleges vonal altal jelolve), maga az elektrofermenticio és a
kronoamperometrids mérés tobb mint 140 o6raig futott. JOl lathatd a gorbe alakjabol, hogy a
folyamat elsé felében egyre tobb toltést adott at, majd egy pont utan az atadott toltések szama
elkezdett csokkeni. Ez annak a jele, hogy a kisérlet elején a mikrobdk még szaporodtak, egyre
tobb elektronra volt sziikség, hogy a fermentacid lejatszodhasson, de egy pont utan a
szaporodas megallt, a gliikkdz pedig elkezdett fogyni, igy a csokkend etanoltermelés miatt a
toltés igény is csokkenni kezdett.

A kapott adatokat a legkisebb négyzetek mddszere segitségével integraltam, mellyel kaptam

egy amper-szekundum adatot, mely a t6ltés, azaz a coulomb. Mivel tudjuk, hogy 1 mol etanol

crer

crcr
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e Faraday-allando: 96485,3321 C/mol
e A 27.6raig kiintegralva az atadott toltések szama: 221,3227 C
o Atadott elektronok mélszama:
96485,3321 C —» 1 mol elektron
221,3227 C » x mol elektron
x =0,0023 mol elektron
e Elektrofermentacid soran termelt tobblet a fermentacidhoz képest: 0,0175 mol
e Sziikséges elektronok szama:
4 mol elektron - 1 mol EtOH
x mol elektron — 0,0175 mol EtOH
x = 0,0699 mol elektron

o Atadott és felhasznalt toltés aranya szazalékosan:

0,0023
0,0699

Tehat az rendszer altal biztositott elektronokbol mindossze 3,3% keriilt felhasznalasra az

* 100 = 3,3%

etanol fermentacidja soran. A tobbi feltehetden a sejtek més folyamataihoz lettek felhaszndlva,

esetlegesen a melléktermékek képzddésében is reszt vehettek.

4.3.2. -1,2V-os elektrofermentdcio

Az dramer6sség valtozasa a fermentacio alatt az alabbi 4.9-es abran lathato:

O-_ .................................................
S 5000
-10000 I I I 1 1 I I 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t(h)

4.9 dbra: -1,2 V-os mérés kronoamperometrias gorbéje
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Egy enyhén ,,u alaka” gorbe lathat6, mely arra utal, hogy egy bizonyos pontig a toltések
szama, melyek a sejtekbe jutottak az elektrodrol, novekedett, majd lecsokkent. Ennek
magyarazata a sejttomeg novekedése/termékképzése lehet, ami valamely kiilsé tényezd
elfogydsa miatt (tdpanyag, hely, stb.) ledllt, igy kevesebb toltésre volt sziikség, kiilondsen
akkor, amikor elkezdett fogyni a szubsztrat és egyre kevesebb sejt alakitott at gliikkozt etanolla.
A gorbe nagyjabol 30 és 40 ora kozt kezdett el visszafordulni, az atadott toltések szama itt volt
a maximalis. Ez korrelal a HPLC altal mért adatokkal, hisz ott ebben az id6szakban kezdett
hanyatlani az etanolkoncentracié-id6 gorbe.

Az el6z06 szamolassal megegyez6 mdodon a kovetkezoket kaptam a mért adatokbol:

e A 27.6raig kiintegralva az atadott toltések szama: 2303,1726 C
o Atadott elektronok mélszima:
96485,3321 C —» 1 mol elektron
2303,1726 C —» x mol elektron
x =0,02387 mol elektron
e Elektrofermentacid soran termelt tobblet a fermentacidhoz képest: 0,01647 mol
o Sziikséges elektronok szama:
4 mol elektron — 1 mol EtOH
x mol elektron — 0,01647 mol EtOH
x = 0,06590mol elektron

o Atadott és felhasznalt toltés aranya szazalékosan:

0,023871
0,065899718

Szdval ebben az esetben a teljes folyamat alatt az elektronok 36,2%-a lett hasznositva az

* 100 = 36,2%

etanol eldallitasara.

Eléz6leg mar megallapitottam, hogy az elektrofermentacio jelentds mértékben noveli a
szelektivitast. A f6 melléktermék az eljards sordn a glicerin, mely képzddésének oka a
redoxegyensuly fenntartasa (NADH visszaalakitisa NAD™-4), valamint az ozmotikus stressz
kikiiszobolése. Az elektrofermentacié sordn ennek képzddése csokken, ezért forditodnak
nagyobb aranyban a rendszernek szolgaltatott elektronok az etanoltermelésre. Ebbdl tehat
belathato, hogy a potencial novelésével egyre jelentésebb etanol hozam-ndvelés érhetd el, amit
a szakirodalom is alatamaszt [11].

crer

tablazatban Gssze is foglaltam:
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4.5 tablazat: Glicerin koncentraciok

Alkalmazott | Fermentaciés | Elektrofermentacios
potencial | koncentracio koncentracio
-0,8 1,63 mmol/Il 1,52 mmol/Il
-1,2 2,88 mmol/I 1,69 mmol/I

Lathat6, hogy nagyobb elektrédpotencial esetén sokkal nagyobb foki csokkenést

crer

5. Osszefoglalds

A kisérletem célja az volt, hogy megvizsgaljam, milyen kiilonbségek figyelhetok meg a
hagyomanyos ¢és az elektrofermentacio kozott egy rendszerben, mely Saccharomyces
cerevisiae mikroba alkalmazasaval allit el6 etanolt glilkozbol. A vizsgalat soran sikeresen
bebizonyitottam, hogy az elektrofermentacié szamos eldnnyel jar a hagyomanyos parjaval
szemben. Nagyobbnak bizonyult a hozam, konverzid, produktivitas, ezen feliil pedig rovidebb
lett a lefutasi id6 és nagyobb szelektivitas.

Mind a két fajta fermentdcid soran glicerin keletkezett melléktermékként, azonban az
eredmények alapjan az elektrofermentidcio kivaldo modszer ennek termelddésének
visszaszoritdsara. Az is elmondhatd, ha Osszehasonlitjuk a két elektrodpotencialt amit
alkalmaztam, hogy a magasabb érték esetén jelentdsen kevesebb termelddik, utalva arra, hogy
a potencialnoveléssel a szelektivitas drasztikusan novelhetd.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy az elektrofermentacié tovabbi kutatasaval
érdemes foglalkozni, alkalmazéasa szamos elénnyel jar. A jovoben érdemes lehet vizsgalni az

optimalis elektrodpotencialt, illetve a 1éptékndvelés lehetdségét is.

6. Koszonetnyilvanitds

Ezuton szeretném koszonetemet kifejezni Kook Laszlo témavezetdmnek, aki szakértelme,
tiirelme ¢s faradhatatlan munkéja nélkiil nem valdsulhatott volna meg a kutatés.

Halaval tartozom még Hiilberné Beyer Eva Annanak, aki ellatott szakmai tanacsokkal és
segitséggel a fermentaciok megvaldsitasdhoz.

Szeretném megkoszonni a segitséget Nagy Kristof Bencének, aki a kutatds sordn végig

tamogatott és ahol csak tudta a segitségét nyujtotta.
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Végiil de nem utolsé sorban halas vagyok a Pannon Egyetemért Alapitvany felé, hogy

Osztondijukkal tamogattak a kutatasi témam.
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