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Kivonat

KIVONAT

A vilagban tapasztalhato trendhez hasonloan Magyarorszagon is a
keletkezett sajtsavonak csupan 50%-at hasznositjak a takarméanyozasban,
illetve a human taplalkozéasban. A keletkezett nagy mennyiségii sajtsavo
egyik lehetséges felhaszndldsa az egysejtfehérje (SCP - Single Cell
Protein) el6allitas. A folyamat soran fermentorokban, aerob koriilmények
kozott élesztOket szaporitanak sajtsavot alkalmazva tapoldatként, amely a
takarmanyoztasban ¢és a human tdplalkozasban felhasznalhato.
Kisérleteink egy tzemi koriilmények kozott hasznosithato SCP
eléallitasra alkalmas élesztotorzs kivalasztasara irdnyultak. Ennek soran
Ot élesztotorzset hasonlitottunk  Ossze szakaszos fermentdcios
kisérletekben. A szaporodasi és termelési mutatdk statisztikai értékelése
utan kivalasztottuk az altalunk megadott fermentaciés paraméterek

mellett SCP eléallitasara leginkabb alkalmas torzset.

ABSTRACT

Like in other parts of the world, only approximately 50% of the
cheese whey produced is used for human and animal nutrition purposes
in Hungary. An alternative to the traditional uses of cheese whey is the
production of single-cell protein (SCP). Under aerobic conditions in
specially designed fermenters, selected yeast strains are grown in cheese
whey, which results in a fermentation liquid used as feed and food. The
main objective of our research was to select a yeast strain suitable for use
in commercial production of SCP. Therefore, trials were run batchwise in
order to compare the growth and production parameters of five different
yeast strains. Specific operating conditions have finally been identified

for efficient production of SCP by the best performing strain.



Bevezetés

1. BEVEZETES

Magyarorszagon a kérodzok tejébdl eldallitott sajt-, &s
turoféleségek gyartisa sordn mintegy 970 millié dm? édes-, vagy savanyu
sajtsavd képzddik. Ennek a mennyiségnek elenyészd hanyada kertil
vissza az allattartdsba, mint takarmany-kiegészitd. A nevezett
melléktermékek mennyiségének mintegy felét dolgozzak fel csupan az
iparban — kiilonodsen az élelmiszer- és takarmanyipar bir jelentdséggel — a
fennmaradd rész pedig vizeinkbe, vagy mezOgazdasagi hasznositasu
foldtertileteinkre keriil karositva az ottani 6koszisztémat.

A kisebb kapacitdssal rendelkezd iizemek, de sokszor a
multinacionalis cégek is a keletkezett sajtsavo ,,elhelyezésének konnyebb
utjat” valasztjdk, szamolva az ezzel jard ,tobblet koltséggel”. A
szennyviztisztitdo berendezésekbe vezetett sajtsavd nagy bioldgiai
oxigénigényével és savanyitd hatdsdval erdsen rontja az oxidacios
medencék szervesanyag-lebontd hatasfokat (Borgardts és mtsai., 1998;
Hobman, 1984; Sienkiewicz és Riedel, 1990).

A savoféleségek magas viztartalma gazdasagtalannd teszi
elszallitasukat, pl. poritds céljara, amely korabban 4ltaldnosan
alkalmazott eljaras volt a sajtsavd hasznositasara. Ehhez jarul a poritas
esetén jelentkezé rendkiviil magas poritdsi energiakoltség is, igy ezen
eljaras a realizalhat6 arat figyelembe véve gazdasagtalan.

A sajtsavd  hasznositasdnak kore rendkiviil széles, az
¢lelmiszeripartol kezdve, a gydgyszeriparon at egészen a biogaz
eléallitasig alkalmazzak alapanyagként, am az igy feldolgozott volumen

is csak mintegy 50%-a a vilag éves sajtsavo termelésének.



Bevezetés

A keletkezett nagymennyiségli sajtsavd egyik lehetséges
felhasznalasi alternativaja az egysejtfehérje (Single Cell Protein - SCP)
eldallitas, amely soran a sajtsavot élesztogombaval (pl. Kluyveromyces)
oltjak be. A sajtsavon elszaporodo élesztd fehérjévé (a sejttomeg mintegy
50%-a) konvertdlja annak legfobb komponensét a laktézt. Az igy
eldallitott termék magas biologiai értékii (mintegy 87%), megfeleld
eldkezelés utan a human taplalkozasban (mint étrend kiegészitd) és az
allati takarmanyozasban (monogasztrikus allatoknal a teljesitmény
javitasara, kérddzok esetében, mint a benddémiikddést kedvezden
befolyasold fehérjetakarmany) egyarant felhasznalhato.

Az SCP eléallitasi céllal az 50-es évektdl széleskorli kutatas folyt,
azonban alkalmazdsa a nehezen megvalosithatd gazdasagossag miatt
hattérbe szorult.

A kornyezetterhelés csokkentésére iranyuld erdfeszitések
kovetkeztében a nagy volumenben keletkezd sajtsavo hasznositasanak
tovabbra is fennallo problémadja indokolja a tovabbi kutatasokat.

A géntechnikdk rohamos elterjedése a biotechnoldgidban az
eddigi eljarasok 1j utjait tarjak elénk, jollehet a technoldgiai folyamatok
alapjait nem valtoztattdk meg. A jovoben a molekularis szintli technikak
segitségével Iétrehozott 1) mikroba torzsek, €s a hagyomanyos
biotechnoldgiai eljarasok egyiittes alkalmazdsa varhato, annak ellenére,
hogy az alkalmazott mikroorganizmusok altal orokitett tulajdonsdgok

esetenként nem stabilak.



Célkitizések

1.1. Célkitiizések

Munkank célja egy sajtsavo alapti SCP eloallitasara alkalmas,
tizemi koriilmények kozott is hasznalhatd €lesztotorzs kivalasztasa volt.
A kivalasztast elsé 1épcsdben a vizsgalt torzsek szaporodasi tulajdonsagai
(maximalis telepszdm /Np.x/, maximalis fajlagos szaporodési sebesség
/Umax/) alapjan végeztiik, ezért meg kivantuk hatdrozni azon optimalis
fermentdcids paramétereket, amelyek biztositjadk ezen mutatok
legkedvezobb értékeit.

Kisérleteink soran megvizsgaltuk a fermenticioban tapoldatként
alkalmazott sajtsavéd gliikkdz-, galaktoz-, etanol-, illetve laktéz tartalmat
1s.

Misodik 1épcsdben a termelési mutatok jelentették a tovabbi
szelekcio alapjat, ezért az optimalis fermenticidos paraméterek
alkalmazasa mellett meg kivantuk hatidrozni a maximalis szdrazanyag
(Xmax), €s @ hozamok (sejttomeg hozamalland6 /dx/dt/; biomassza hozam
/Y ss/) értékeit is.

Az Aaltalunk megadott optimalis fermentacids paraméterek
alkalmazésa az 11 biotechnologiai modszerekkel egyiitt biztosithatja az

eddig csak ritkan megvaldsitott gazdasagos SCP eldallitast.



Irodalmi attekintés

2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A sajtsavo hazai és kiilfoldi helyzete

A vildg sajtsavd termelésének mintegy 50%-4t hasznositjak
csupan kiilonboz6 termékekben. Az EU-ban ennek a mennyiségnek 45%-
at kozvetleniil folyékony formaban, 30%-4t poritott savé formajaban,
15%-at laktoéz forrasként, vagy laktézmentesitett melléktermékként, a
maradékot pedig savofehérje koncentratumként hasznaljak fel (Gonzélez-
Siso, 1996). Megkozelitdleg 4.8%-kal a laktdz a leggyakoribb szénhidrat
a sajtsavoban. A sajtsavo ¢€s a laktéz hasznosithatésaga sokréti.
Alkalmazzdk csecsemd tapszerekben, pékarukban, tej- és cukraszipari
készitményekben, allati takarmanyként, kiilonb6zo laktdéz szarmazékok
alapanyagaként és néhany ipari fermentacioban (Yang and Silva, 1995).

Kozvetlen felhasznaldsat megneheziti szachar6zhoz viszonyitott
gyengébb édesitd ereje és gyenge oldhatdésaga (mintegy tizede a
szachar6zénak), valamint az, hogy csak kevés mikroorganizmus képes
egyediili szén-, és energiaforrdsként hasznositani (Becerra ¢€s mitsai.,
2004). A sajtsavo felhasznalasanak néhany lehetdségét az 1. dbra
mutatja.

A hasznositds biztatd utjat jelentette az élelmiszeriparban
keletkezd szennyvizek iszapmedencékben, bioldgiai oxidacidval torténd
kezelése. Az igy eldallitott egysejtfehérje felhasznalasdnak kezdete az
1980-as évek végére tehetd (May €s mtsai., 1990). Az eljards a magas

koltségek miatt azonban hattérbe szorult.
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Irodalmi attekintés

Jelenleg fokozatos novekedés figyelhetd meg a sajttermelésben,
amely hazankban évente mintegy 970 millio liternyi, 46600 tonna laktdz
tartalmu sajtsavo (1 kg sajt elkészitésekor 9 kg sajtsavd keletkezik)
keletkezését eredményezi. Az 4llati hulladékok kezelésének ¢és
hasznositasukkal késziilt termékek forgalomba hozataldnak dallat-
egészségligyi szabalyairdl szolo 71/2003 (VI. 27.) FVM rendelet szerint a
tej és a tejtermékek dallati eredetli takarmany-alapanyagoknak
mindsiilnek. A mezdgazdasagi termékek okologiai termelésérdl szolo
szabalyozas (2277/2003/EK) értelmében pedig a sajtsavd felhasznalhatd
allati takarmanyként, azonban Magyarorszdgon az utdbbi iddében az
allattenyésztés olyan mértékben csokkent, hogy a keletkezo
melléktermék-mennyiségnek csak elenyész0 hanyadéara lehet sziikség
erre a célra. A keletkezett mennyiségnek — hasonldan a kiilf6ldi trendhez
— mintegy a felét hasznositjdk csupan takarmanyozasi céllal, amely
esetben szallitdsa veszteséges, mivel annak koltsége is a tejiizemeket
terheli. Masik alternativa a sajtsavo elszallittatdsa: a Csongrad Megyei
Teleptiléstisztasagi  Kft. engedéllyel rendelkezik élelmiszeripari
hulladékok atvételére vonatkozoan; informacionk szerint a 02 05 EWC
kédszamu alcsoportba tartozd folyékony tejipari hulladékokat 13400
Ft/tonna koltséggel veszik at, és az ATEV Fehérjefeldolgozo Rt.
legkozelebbi telephelyére szallitjdk a szerzddésben rogzitett befogadodi

megallapodas alapjan.
2.2. A sajtsavo, mint kornyezetszennyez6 melléktermék
A tejipar melléktermékeként szamontartott sajtsavo a sajtgyartas

soran marad vissza a kazein kicsapatdsa és eltavolitasa utdn. A tej
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Irodalmi attekintés

mennyiségének mintegy 85-95%-at adja, ¢s megorzi
tapanyagtartalmanak 50-55%-at.

Csupan a volumenek érzékeltetése végett: egy tejgazdasdg, amely
100 t tejet dolgoz fel naponta kb. ugyanannyi mennyiségli szerves
anyagot juttat a csatornaba, mint egy 55.000 fos varos (Sienkiewicz és
Riedel, 1990). Annak ellenére, hogy a sajtsavo hasznositasanak szamos
lehetdségét vizsgaltdk az utdbbi 50 évben, a keletkezett mennyiségnek
kb. 50%-4t még mindig szennyvizként kezelik.

A sajtsavo magas bioldgiai oxigénigénnyel rendelkezik (BOI: 40—
60 g/dm’), amely kedvezétleniil hat a szennyviztisztit6 iizemek biologiai
folyamataira is (Borgadts és mtsai., 1998; Sienkiewicz és Riedel, 1990;
Belem és Lee, 1998). Nagyobbrészt a sajtsavoban taldlhaté laktoz felelds
a magas BOI és KOI (biologiai és kémiai oxigénigény) értékekért, amely
abbol is lathatd, hogy a sajtsavé fehérje-mentesitése csak kb. 10 g/dm’-el
csokkenti a KOI-t (Mawson, 1994). A sajtsavd laktoz tartalméanak
egysejtfehérjévé, etanolld, vagy biogazza alakitdsa 75%-kal csokkenti a
BOI-t.

Az SCP eloallitds soran a mikrobak a sajtsavo laktoztartalmat
szinte teljes egészében felhasznaljak, és jelentds — mintegy 50% — protein
tartalmuk kovetkeztében jelentésen novelik a végtermék fehérjetartalmat,
ezaltal piacképes terméket eredményeznek. Mégis, a legtobb esetben az
igy visszamaradé folyadék hasznositdsa is problémat jelent (Mawson,
1994).

A savotermelés novekedésének, koncentralddasanak

kovetkeztében, valamint a szennyviz mindségére vonatkoz6 szigora
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Irodalmi attekintés

torvényi eldirdsok miatt siirgdssé valt e probléma megoldésa

(Sienkiewicz és Riedel, 1990).

2.3. A sajtsavo, mint tapoldat

Mivel a sajtsavo a tej komponenseit csak kis mennyiségben
tartalmazza (6-7%, az eredeti 12-13%-kal szemben), 4altaldban
mellékterméknek tekintik. A sajtsavoban szamos hasznos anyag (laktéz
4.5-5% m/v, fehérje 0.6-0.8% m/v, lipidek 0.4-0.5% m/v), dsvanyi sok (a
szdrazanyag 8-10%-a), tejsav (0.05% m/v), citromsav, NPN anyagok
(karbamid, hugysav) talalhatok (Coton, 1976; Kosikowski és Wierzbicki,
1973; Kosikowski, 1979; Yves, 1979; Garcia Bilbao, 1981; Anon, 1983c;
Marwaha & Kennedy, 1988;). Gazdag tovabba vitaminokban is (tiamin:
0.4 mg/dm’, riboflavin:1.4 mg/dm’, pyridoxin: 0.5 mg/dm’, kobalamin:
1.5 pg/dm’, nikotinsav: 2 mg/dm’, folsav: 50 pg/dm’, aszkorbinsav: 9
mg/dm®) (Csapé és Csapo-Kiss, 1999). Irvine és Hill (1985) a sajtsavo
beltartalmi mutatdéinak vizsgéalatakor az 1. tébldzatban kozolt

eredményeket kaptak.

1. tablazat A tej fobb komponenseinek megoszlasa a sajtgyartds soran

Zsir | Fehérje SZ(EI]? tl(;izr)at Hamu | Osszesen
100 kg tej tartalmaz
[kg] 3.8 3.3 5.0 0.7 12.8
10 kg sajt tartalmaz
[ke] 3.3 2.6 0.2 0.2 6.3
Visszanyerés (%) 86 78 4 26 49
90 kg sajtsavo
tartalmaz [kg] 0.5 0.7 4.8 0.5 6.5
Visszanyerés (%) 14 22 96 74 51
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Ghaly és Kamal (2004) vizsgalatai szerint a sajtsavd szarazanyag
tartalma 67 g/dm’ (57 g/dm’ illékony anyag, 10 g/dm’ hamu), amelybél
mintegy 50 g/dm’ a laktéz. A legnagyobb aranyban jelenlévé laktéz
hasznositasa érdekében a savéfeldolgozasi folyamatok szamos szarmazék

eldallitasara iranyulnak (2. tdblazat).

2. tablazat Egyes savoféleségek és szarmazékaik laktdz tartalma

Savoféleségek Laktoz tartalom

Szaritott sajtsavo (édes) 63.0-75.0%
Szaritott sajtsavd (savanyu) 61.0-70.0%
Csokkentett laktdztartalmu sajtsavo (szaritott) 52.0-58.0%
Demineralizalt sajtsavo (szaritott) 70.0-80.0%
Tejtermékek 65.0-85.0%
Savofehérje koncentratum (szaritott) 10.0-55.0%
Savofehérje izolatum (széritott) 0.5% (atlag)
Cheddar-tipust sajtsavo 4.5-5.1%

Cottage Cheese savo 4.5-4.9%

Forras: American Dairy Products Institute, (1992)

Beltartalmi mutatéi a sajtsavot alkalmasséd teszik arra, hogy a
kiilonbozd fermentacidos folyamatokban tépoldatként alkalmazzak
(Gonzalez-Siso, 1996; Marwaha and Kennedy, 1988).

A savé édes, vagy savanyu jellege a sajtgyartds modjatol fligg,
amely esetben a legmeghatarozébb faktor az a pH érték, amelyen az
alvadékot levalasztjak a sajtsavotol. A kemény és félkemény sajtok
(Gouda, Edami, Cheddar, Ementali) gyartdsa sordn melléktermékként
édes sajtsavo (pH 5.9-6.5) keletkezik. Savanyu sajtsavot (pH 4.4-4.8)
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friss sajtok (Feta, Ricotta, Mozzarella), turd és kazein gyartdsa soran
nyerhetiink. A savanyu sajtsavd tobb tejsavat, hamu alkotorészt és
kevesebb fehérjét tartalmaz, mint az édes sajtsavé (Kosikowski, 1979).
Sajtsavo alapt SCP eléallitdsara mind az édes, mind a savanyu
sajtsavé egyarant alkalmas, melyek néhdny beltartalmi paraméterét a 3.

tablazat szemlélteti (Kosikowski, 1979).

3. tablazat A kiilonbozd tipust sajtsavok hozzavetdleges Osszetétele

Osszetevé Edes sajtsavé | (Savanyl'l sajtsavo
(1)
Ossz. szarazanyag 6.35 6.50
Protein (N x 6.38) 0.80 0.75
Lakto6z 5.00 4.85
Zsir 0.50 0.04
Hamu 0.50 0.80
Tejsav 0.05 0.40

A humén taplalkozasban torténd felhasznalas (pékaruk,
jégkrémek, levesporok) kizarolag precizen adagolt mennyiségben
lehetséges savanyu iziik, és magas sotartalmuk miatt (Kosikowski, 1979;

Mawson, 1994).

2.4. A sajtsavo hasznositasa az egysejtfehérje-eléallitasban

Az agrar agazatban és az iparban képzddott hulladékok és
melléktermékek miatti egyre fokozddd aggodalom, felkeltette az
érdeklodést ezen anyagok kereskedelmi szempontbol értékes termékekké

torténd konvertalasa irant (Leman és mtsai., 1990).
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A fejlédo orszadgokban, mint India, ahol a konvenciondlis fehérje
forrasok egy fore jutd éves mennyisége lecsokkent, €s a takarmanyipar
sem megfeleléen kiépitett, az egysejtfehérje (SCP) eldallitas egy
kiegészitd lehetdséget jelenthet az élelmiszeripari termékek és
abraktakarmanyok volumenének novelésében (Kahlon és mtsai., 1990).

Az SCP (Single-Cell Protein) kifejezés a kiilonb6zo
mikroorganizmusok szaritott sejtjeire utal, amelyeket nagy volumenben
szaporitanak ¢s emberi, valamint allati taplalékokban, fehérjeforrasként
alkalmaznak (Hang és Woodams, 1981).

A sajtsavoban taldlhatd laktéz enzimes hidrolizise a
legigéretesebb  biotechnoldgiai  eljards  szénhidrat  tartalmanak
kiaknézasara (Sienkiewicz ¢&s Riedel, 1990; Castillo, 1990). A
folyamatnak azonban géatat szab az enzim magas koltsége, amelynek
legfobb forrasa a Kluyveromyces lactis élesztd (Gekas és Lopez, 1985;
Machado és Linardi, 1990; Stred’ansky és mtsai., 1993). Az olcsd és
konnyen  hozzéaférhetdé  szubsztrat  kivalasztasa, az  alkalmas
mikroorganizmus és annak optimalis termelési koriilményei, valamint a
hatékony feldolgozas biztosithatjdk azon magas koltségek csokkentését,
amelyet az enzim kinyerése jelent (Muniswaran és mtsai., 1994).

Egysejtli algdk, gombak és baktériumok a f0 forrasai azon
mikrobidlis fehérjének, amely még napjainkban is SCP-ként alkalmaznak
(Anupama és Ravindra, 2000). A legfébb tulajdonsiga ezen egyse;jtii
organizmusoknak a jelentds fehérje tartalom, amely szaraz tomegiik 40-
80%-at teszi ki. Az SCP elddllitds sordn a sajtsavdban talalhatd fehérje,
illetve nitrogén tartalmi anyagok SCP-vé konvertalhatdk, amely magas

bioldgiai értékli (mintegy 87%), aminosav Osszetételénél fogva (lizin,
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metionin, triptofan, valin, leucin, izoleucin, treonin, fenilalanin, hisztidin,
cisztein, aszparaginsav, szerin, glutaminsav, prolin, arginin, alanin)
sokkal jobban hasonlit az allati fehérjéhez, mint a névényi fehérjéhez, ¢s
altalaban konnyen emészthetd (Ghaly és mtsai., 2004). A laktdzt, mint
szubsztratot hasznositd, ezaltal a sajtsavon novekedni képes élesztoket
tobb  kisérletben alkalmaztdk SCP  eloallitdsara, mint mas

mikroorganizmusokat (Ghaly and Kamal, 2004).

2.5. Az egysejtfehérje, mint takarmany

A takarmanyozasban alkalmazott mikrobialis eredetli kiegészitok magas
fehérje (nyers fehérje 25-78%) €s vitamin tartalmuk (tiamin /B,/:20 pg/g;
riboflavin /B,/:50 pg/g; niacin /Bs/: 330 pg/g; piridoxin /Be/: 40 ng/g)
miatt birnak jelentdséggel. Az utobbi évtizedek kutatdsai az
allattenyésztés  legnagyobb  koltségét  jelentd  fehérjeszegény
keveréktakarmanyok, vagy takarmany-kiegészitok SCP-vel torténd
részleges kivaltasara iranyultak.

A technologiai fejlesztések révén a gazdasagos eldallitas
lehetdsége adott, azonban az atallds nem valdsithatdé meg a torvényi
szigoritdsok (&llati eredetli fehérjék takarméanyozasanak korlatozasa)
révén bekovetkezd hiany fellépésének iitemében. Egysejtfehérje
termelésére vonatkozoan a legutolsd adatot Helmeczi (1994) kozolte,
mely szerint a vilag éves SCP termelése a fehérje forrasként altalanosan
alkalmazott szdjadara termelésének 1%-a, halliszttermelésnek pedig
12%-a.

Sokszor tévesen itélik meg az SCP takarmanyozasban betoltott

jelentoségét. Nem a takarmény fehérje komponensének SCP-vel vald
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teljes kivaltasa a cél, hanem megfeleld elokészités utan a konvencionalis
fehérjeforrasokkal ~ kombindlva  egy  gazdasdgosabb,  olcsobb
takarmanyozasi struktura kialakitasa.

Takarmanyozasi célu SCP eldéllitdsara nem csak élesztok (pl.
Kluyveromyces, Torula), hanem algdk (pl. Chlorella, Spirulina),
baktériumok (pl. Alcaligenes, Cellulomonas, Methylophilus) és fonalas
gombdk (pl. Fusarium, Penicillium) is alkalmasak (Stringer, 1985;
Anthony, 1982), azonban legnagyobb jelentdséggel az élesztok birnak.

Ahogyan az SCP eldallitasara alkalmas mikroorganizmusok, ugy
a szaporitas alapjaul szolgald tapoldat (és ezaltal a szubsztrat is) sokféle
lehet. Szamos kisérlet tortént kiillonb6z6 mezdgazdasagi hulladékok ilyen
iranyu hasznositasara.

Hang és mtsai. (2003) kukorica szildzs csurgalékan K. marxianus
¢lesztét  szaporitottak el, és az igy kapott végtermdket
abraktakarmanyként hasznositottak. Az elért hozam mintegy 13 g élesztd
szdraz tdmeg/dm’ volt.

Chanda ¢és Chakrabarti (1996) karalabé (Brassica campestris),
mustar (Brassica nigra), retek (Raphanus sativus) és karfiol (Brassica
oleracea var. botrytis) leveleinek aztatovizébdl nyert fehérjementesitett
stiritményen szaporitottak el Saccharomyces, Candida és Torula
élesztéket. Az igy kapott biomassza mennyisége mintegy 12.5 g/dm’
volt.

Becerra és Gonzalez-Siso (1996) kukoricadara és buzakorpa
fehérjementesitett savoval torténd elkeverése utan kapott szuszpenzion
Kluyveromyces lactis fajt szaporitottak. Az igy elért maximalis

cukorkonverzio, mintegy 0.43 g élesztd szaraz tomeg/g laktoz volt.
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Az élesztok nukleinsav tartalma &ltalaban 8-10%, amely
takarmanyozasi szempontbdl nem toxikus (Sista és Srivastava, 1981).
Davis (1973) vizsgalatai szerint az élesztdgombak segitségével eldallitott
SCP nukleinsav tartalma takarméanyozasi szempontbdl teljesen

jelentéktelen.

2.6. A sajtsavobol torténd egysejtfehérje-eloallitas rovid torténete

A sajtsavobol torténd mikrobidlis biomassza eldallitdsa az 1940-
es évekig nyulik vissza. Franciaorszagban, Ausztridban, Amerikdban és
Németorszagban folyt néhdny modellizem fejlesztése €s mukodtetése
(Sienkiewicz és Riedel, 1990; Mawson, 1994). A szdmos leirt mddszer
koziil a Vienna és a Le Bel eljaras volt a legkiemelkedobb (Moulin és
Galzy, 1984). Az ¢élelmezési céllal torténd mikrobidlis biomassza
sajtsavo alapu eldallitdsa Franciaorszdgban kezdddott a Fromageries Le
Bel véllalatnal 1958 koriil (a szabadalom 1955-re datalodik) (Yves, 1979;
Moulin és Galzy, 1984) Ez az eljards jelentette az SCP eloallitas
klasszikus példajat, amely altal az élelmezési ¢és takarmanyozasi célu
ipari  melléktermékek értéke novekedett. Héarom éleszté fajt
(Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis és Torulopsis bovina)
szaporitottak egyidejlileg sajtsavd permeatumon. Teljes sajtsavot nem
alkalmazhattak erre a célra, mert ezek a mikroorganizmusok nem
képesek metabolizalni annak fehérjetartalmat, tovabba a fehérjetartalom
eldsegiti az élesztd flokkulacigjat, amely gatolja a fermentdcidt. A
sajtsavotdl fliggden néhany esetben nitrogén és foszfor adagolasara volt

sziikség (Kosikowski, 1979).
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2.6.1. A Le Bel eljardas

A Le Bel eljaras esetében folyamatos fermentaciot alkalmaztak
tobb mint egy éven keresztiil, ledllas nélkiil 3.5 pH értéken és 38°C-on. A
magas homérséklet és az alacsony pH a kontaminicid veszélyének
csokkentése miatt sziikséges. (Castillo, 1990). A megfeleld
mikrobioidgiai biztonsag elérése érdekében a sajtsavét 80°C-on
pasztorizalni sziikséges. Az etanol termelés elkeriilése végett a
fermentacid soran magas oxigén-transzfert kell elérni (Mawson, 1994).
Ilyen esetben az oxigén nem limitald faktor, a Kluyveromyces faj mégis
termel kis mennyiségl etanolt, amelyet a 7. bovina hasznal fel, mivel ez
utobbi a laktozt, mint szubsztratot hasznositani nem képes (Moulin és
Galzy, 1984).
A hozam az élesztd szaraz tomegére vonatkoztatva a felhasznélt laktoz
tomegének mintegy 50%-a. Az élesztd biomassza centrifugalas, 85°C-on
torténd plazmolizalds és poritas segitségével nyerhetd ki. A kapott
biomassza mintegy 48-52% fehérjét (kiegyensulyozott aminosav
tartalommal /lizin, metionin, triptofan, valin, leucin, izoleucin, treonin,
fenilalanin, hisztidin, cisztein, aszparaginsav, szerin, glutaminsav, prolin,
arginin, alanin/) tartalmaz, és gazdag vitaminokban (tiamin, riboflavin,
pantoténsav, piridoxin, ciano-kobalamin, biotin, folsav, C-vitamin, E-
vitamin, niacin). Ilyen tulajdonsagokkal rendelkezd termék, kordbban
,Protibel” néven volt forgalomban (Yves, 1979). A biomasszat
elsdsorban allati takarmany kiegészitoként hasznaltdk, de a human
taplalkozasban is jelentdséggel birt (Mawson, 1994).

A Le Bel vallalat éves SCP termelése mintegy 2300 t volt, és

termékiiket 10 éven keresztiil hasznaltak a human taplalkozasban, amely
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abbol adddott, hogy az alkalmazott sajtsavo, mint nyersanyag eredete €s
ize emberi fogyasztisra alkalmassa teszik az ilyen SCP-bdl késziilt
termékeket (Olsen és Allerman, 1991).

Az élesztd biomassza tapértékének novelése céljabol metioninban
gazdag Kluyveromyces lactis mutanst izolaltak, amely képes volt
novekedni savé permeatumon. (Pellén €s Hernandez, 1986; Kitamoto és

Nakahara, 1994).

2.6.2. A Vienna eljards

A Vienna eljarasban egyetlen fajt a Candida intermedia-t
alkalmaztak, amely mint kiilondsen oxidativ, j6 laktéz metabolizald
¢lesztd ismert (Meyrath €s Bayer, 1979; Moulin és Galzy, 1984). Jéllehet
korabban altalanosan elterjedt volt a Kluyveromyces és Candida torzsek
hasznalata (Mawson, 1988, 1994), mas éleszté fajok alkalmazdsanak
lehetdségét 1s megvizsgaltdk (Kosikowski, 1979; Yves, 1979; Friend és
Shahani, 1979; Sandhu és Waraich, 1983; Pellon és Hernandez, 1986).
Késébb néhany keverék kultira alkalmazasdnak lehetdségére is
ramutattak (Carlotti és mtsai., 1991a, 1991b; Kallel-Mhiri ¢és mtsai.,
1994). Az eljarassal eldallitott ¢élesztét elsdsorban pékarukban

alkalmaztak.

2.6.3. Ujabb tdvlatok az SCP eléillitisban

A magas eldallitasi koltségek és a szlik piaci szegmens
kovetkeztében az SCP ipari méretti eldallitasa visszaszorult. A kutatas
azonban folyamatos volt, és a biotechnologia fejlddése kovetkeztében a

80-as években az SCP eldallitds ujabb lendiiletet vett, amikor is egyes
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orszagokban (pl. USA, Franciaorszag, Izrael) egész iparag alakult ki az
¢lesztOk eloallitasara, azok takarmanykiegészitd, valamint taplalkozési
célu felhasznalasara. Ujra el6térbe keriilt a tejipari melléktermékek SCP-
ként torténd hasznositdsa is (Caton és mitsai., 1989). Az SCP ipari
méretekben torténd eldallitasaval ebben az idészakban azon véallalatok
kezdtek el foglalkozni, amelyek az élelmiszeripartdol kezdve a
petrolkémidig jelentds anyagi eréforrasokkal rendelkeztek.

A Nutrisearch vallalat altal 1983-ban alkalmazott eljarasban
pékélesztd eloallitasa céljabdl Saccharomyces cerevisiae-t szaporitottak
el sajtsavo tapoldaton. A modszer alapjan a laktéz immobilizalt laktaz
enzimmel torténd hidrolizise jelentette, amelyet a gliikdz és galaktéz
fermentativ uton torténd hasznositasa kovetett (Castillo, 1990). A
diauxids novekedés elkeriilése végett a fermenticiot rataplalasos
mddszerrel végezték, ennek ellenére még levegdztetett koriilmények
kozott is keletkezett etanol (Champagne and Goulet, 1988).

Az Amoco cég human felhasznaldsra alkalmas élesztd
eléallitasaval foglalkozott, melynek alapja etanol fermentacio volt.

Az Exxon a Nestlé-vel egytittmiikodésben élesztok és
baktériumok altal eldallitott étkezési mindségli fehérje gyartasanak
lehetdségét tanulméanyozta.

Tovabbi jelentdsebb cégek, melyek SCP eldallitasal foglalkoztak:
a Cuban sugar (Kuba); Pekilo (Finnorszag), RHM, ICI, BF (Anglia);
Amoco, Philips (USA); Hoechst (Németorszag), ANIC (Olaszorszag).

A legnagyobb igény SCP-cldallitasara a takarmanyipar feldl
érkezett, amely egy biztonsdgosan alkalmazhat6, megfelel6 novekedést

biztosito fehérje forrast igényelt. Ezen ipardg jellegébdl adododan
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megfeleld technoldgiai hatteret és gazdasagi kornyezetet biztositott az
SCP eloallitas szamara. (Stringer, 1985)

Ipari méretekben gyartott termékek voltak még a ,Lavera-
élesztd”, az ,,Alkan-élesztd G”, vagy a tiszta paraffin bazison eldallitott

,» Lropina” nevi készitmények.

2.7. Az SCP eloallitas hazai vonatkozasai

A magyarorszagi takarmanyipart mar 20-25 éve foglalkoztatja az
élesztd eredetli SCP nagyobb mérvli felhasznalasa, azonban a magas
eléallitasi koltségek miatt a kérddzd takarméanyozas-technolégidban nem
terjedt el. Takarmanyiparunk import szaritott élesztdével dolgozik, de
rendkiviil kis mértékben.

A hazankban elenyész6 mennyiségben (kevesebb, mint 1%)
eloallitott SCP alapja nagyrészt sajtsavd, mivel nagy mennyiségben all
rendelkezésre, konnyen é&s olcson beszerezhetd. Ezen kedvezd
tulajdonsagok miatt a sajtsavd alkalmazasa tizemi méretli technoldgiak
esetében mas potencialis SCP szubsztrathoz viszonyitva (pl. metan, n-
alkanok, celluldz) egy gazdasagosabb tizemeltetés alternativajat kinaljak.

Magyarorszagon tobb helyen (pl. Nagykanizsa, Bakonszeg)
torténtek  kisérletek az élesztokkel eldallitott SCP takarmany-
kiegészitdként torténd alkalmazéasidra. Ezen kozépméretli iizemek
szezondlis  jelleggel ¢és kis kapacitassal miikodnek, azonban

technoldgidjuk mindenképpen példa értéki.
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2.7.1. Az SCP eloallitas gazdasagi vonatkozasai Magyarorszdgon
Az olcsobb fehérjeforras eldallitasa a gazdalkodasban alapvetd
érdek:

- egyrészt a tej feldolgozdsandl nagy mennyiségli sajtsavo
keletkezik, amely beltartalmandl fogva rendkiviil értékes
takarmany ¢€s szubsztratum is egyben.

- masrészt az allattenyésztés (hus, tej eldallitds) legnagyobb

koltségtényezdje a fehérje tipusu takarmanyalkotdk.

Az emberi taplalék 46.1%-a novényi, 53.9%-a pedig allati fehérje
(Kovécs, 2002). Taplalékaink aminosav-harmonizalasa érdekében
rendkiviil fontos az allati fehérje, tekintettel arra, hogy a novények az
esszencidlis  aminosavakat  sokszor  kedvezdtlen  Gsszetételben
tartalmazzak. Szamos novényi fehérje ilyen vonatkozdsban nem teljes
értékli, a gabonafehérjék pl. lizinben szegények, hiivelyes novények
pedig kevés metionint tartalmaznak.

Magyarorszagon is elterjedt az SCP humdan taplalkozasban
torténd alkalmazasa, elsdsorban terapids készitmények formajaban. A
budapesti Vireco vallalat folyamatos kutatas és termékfejlesztés révén
szamos ilyen termékkel rendelkezik (pl. étkezési élesztdpehely,
mikroelemmel dusitott inaktiv élesztOpor, folsavval és piridoxinnal
dusitott élesztdtabletta).

Jelenleg Magyarorszagon Bakonszegen, az Awasi Rt. kordgyi
juhaszati telephelyén folyik sajtsavo alapu egysejtfehérje-eldallitas.
Informécioink alapjan a sajtsavdé 38 Ft-os literenkénti feldolgozasi

koltsége az elérhetd tobblettermelést figyelembe véve még gazdasagos.
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2.8. Az SCP eléallitas jogi hattere

Jollehet az egysejtfehérje eldallitas alapjai korabbra nytlnak
vissza, de csak az 1970-es évektdl végeztek kiterjedt kutatasokat az SCP
taplalkozasban és takarmanyozasban bet6ltott szerepérdl, alkalmazasanak
ujabb lehetdségeirdl. Ebben az iddszakban jelentkezett 1) igényként az
eldallitott termékek toxikologiai vizsgalata. Problémat jelentett azonban,
hogy ennek modszertana az SCP termékek esetében hidnyzott.

Az els6 iranyelveket az ENSZ Protein Advisory Group (PAG)
szervezete (Anon, 1974a, 1974b, 1983a) kozolte. Az IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) mar sokkal
kiegyensulyozottabb kovetelményrendszert alkotott (Anon, 1974c,
Hoogerheide ¢€s mtsai., 1979). Az Eurdpai Gazdasagi Kozosség (EGK)
iranyelvei részletesen foglalkoztak a szénhidrat szubsztraton eldallitott
termékek problémdjaval (Anon, 1983b). A United States Specific
Comittee of the Food Safety Council (Anon, 1978) — mely
koncepcidjadban nagyon hasonlitott a PAG, IUPAC és EGK irdnyelveihez
— mar definiadlta az élelmiszer és takarméany adalékokra vonatkozd,
kiértékelo eljarasokat. A PAG 6. iranyelve, amely kozvetleniil az elézetes
klinikai vizsgalatokkal foglalkozik, kiemelve a termékek human
tolerancijat és taplalkozasi értékiiket, mar lefektette a sziikséges
vizsgalati kovetelmények alapjait. Az iranyelveket elsésorban az SCP-re
gondolva alkottdk meg. Késobbi feliilvizsgalatdnak célja az volt, hogy
fuggetleniil a termékek eredetétdl és természetétdl, azok Ujszerliségét €s
biztonsagat figyelembe véve az eldirt toxikologiai vizsgalati

kovetelményrendszerén konnyitsen. Ezt a koncepcidt vitte tovabb
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iranyelveiben az EGK, amely a szigora toxikoldgiai vizsgalatokat csak a
szénhidrogénekbdl szarmazo SCP-re, és hasonlo eredetli termékekre
terjesztette ki. Az Eurépai Unioban a Tanacs 1982. janius 30-ai
,»82/471/EGK irdnyelve a takarmdnyozéasi célra felhasznalt egyes
termékekrdl” foglalkozik ,,az 4llati, vagy novényi eredetii kivonatokon
tenyésztett élesztokkel”.

Eddig kevés, az SCP készitmények rutin toxikologiai
vizsgélataval foglalkozd publikdcié jelent meg. Jollehet ezek a
szabalyoz6 testiilletek elveire épiiltek, azonban sem anyagi (a
kutatéhelyek részér6l), sem szellemi (a szakfolydiratok részérdl)
tamogatasra nem taldltak. Kivételt csupan a szokatlan eltérések
felbukkandsa, valamint az 0j anyagok megjelenése jelentett. Az SCP
toxikologiai tanulméanyozéasaval kapcsolatban tehat kevés referencidval
rendelkeziink. A gyakorlatban az ilyen jellegli vizsgélatok alapjaul a
British Petrol egy korabbi munkéja szolgal, amelyet ,,TROPINA” nevii
készitményiik esetében végeztek (de Groot, 1970a, 1970b, 1971). A
teljeskorll vizsgélatok hianya kovetkeztében az eldbb emlitett készitmény
mellett mas termékek (pl. Liquipron, Pruteen) esetében is, els6sorban a
szubsztratokbol szarmazoé maradvanyok (pl. alkdnok) miatt szdmos
komoly problémaval szembesiiltek, melyet Belucci (1980) tekintett at.
Az 1) SCP termékek bevezetése teljeskorli toxikologiai vizsgélat

hianyaban feleldsséggel elképzelhetetlen.
2.9. Kutatasok a sajtsavo alapu egysejtfehérje-eloallitasban

A sajtsavéd alapon torténd egysejtfehérje-eloallitds  ijabb

lehetdségeit mind a mai napig kutatjak, amelyeknek a korabban vézolt
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kornyezetterhelési problémadk ijabb lendiiletet adtak. Jollehet a folyamat
alapjait mar a XX. sz. kozepén lefektették, szamos kérdés nyitott maradt
(pl. alkalmazhato fajok kore, reaktor mérete €s tipusa, levegoztetés foka),
amelyek megvalaszoldsara a 70-80-as években kiterjedt kutatasokat
folytattak. Napjainkban a molekularis szinti technikdk ¢és a
biotechnologia rohamos fejlddése ujabb kérdéseket (pl. 1j, alternativ
anyagcsere utak felfedezése; rekombinans torzsek alkalmazhatosdga SCP
eloallitas céljara) vetettek fel, amelyek megvalaszolasa napjaink kutatasi
feladatai koz¢é tartozik.

Sajtsavd alapu egysejtfehérje eldallitdsara alkalmas fermentor
tipusoknak az utobbi évtizedekben szamos valtozata alakult ki, melyek
ismertetése meghaladnd a dolgozat kereteit. A késziilékek diverzitasa
egyrészt a folyamatok jellegének (szakaszos, rataplalasos szakaszos /fed
batch/, ismételt fed batch, félfolytonos, vagy folytonos), masrészt az
alkalmazott élesztéfajok eltérd igényeinek koszonhetd. A laboratoriumi
koriilmények kozott alkalmazott modellfermentorok mellett, razatott
kultarakkal is kedvez6 eredményeket értek el.

Ghaly és mtsai. (1993) kiterjedt kutatdsokat folytattak sajtsavéd
alapon  torténd  szakaszos egysejtfehérje-eldallitasra.  Modelljiik
kidolgozasa soran részletesen foglalkoztak a laktéz metabolizmusaval, az
oxigén felhasznéalassal és az eldallithatd biomassza mennyiségével.
Kisérleteikben  kevert-levegdztetett  fermentort alkalmaztak. A
szubsztratként hasznalt sajtsavd 6.4% szarazanyagot, 5% laktozt, 1.7%
0ssz nitrogént, és 0.9% asvanyi anyagot tartalmazott. A beallitott pH 4.9
volt, a levegdztetés 2 VVM (percenként bejuttatott levegd és a reaktor

térfogatanak hanyadosa), a keverés fordulatszdma pedig 350 1/min. Az

28



Irodalmi attekintés

igy elért maximalis sejtkoncentracié 4.6x10° sejt/cm’ volt. Kisérleteink
soran mi is ezt az értéket tekintettiik bazisnak.

Berruga és mtsai-nak (1997) szintén sikeriilt elérni az 1x10°
sej‘[/cm3 értéket savd permedtumon (laktdz tartalom 4.8%) szaporitott
Kluyveromyces marxianus esetében (razatott kultira 30 °C-on, 100 1/min
fordulaton).

Barba ¢s mtsai. (2001) egy egyszerli modellt alakitottak ki
Kluyveromyces lactis kiilonb6z6 volumenti (10, 100, 1000 dm?®)
fermentacids folyamatainak modellezésére. Kisérleteiket 30 °C-on, 2
VVM levegoztetés, valamint 4-es pH mellett szakaszos és félfolyamatos
rendszerben végezték.

Sandhu és Waraich (1983) 4% laktoz tartalmu sajtsavon, razatott
kultardkban (pH 6, hoémérséklet 28 °C, fordulatszdm 220 1/min)
hasonlitottak Ossze Brettanomyces anomalus, Kluyveromyces fragilis,
Trichosporon cutaneum, ill. Wingea robertsii fajokat az SCP eldallitasra
valo alkalmassag szempontjabol. A kisérletek soran tdpanyag kiegészitést
alkalmazva az elért maximalis hozam a szubsztrdt mennyiségére
vonatkoztatva Wingea robertsii esetében volt a legnagyobb, mintegy
89%.

Castrillo és Ugalde (1993) kiilonb6z6 fizioldgiai paraméterek,
mint a szénhidrat fluxus, fajlagos oxigénfogyasztds, metabolizmus
hatdsat  vizsgélta a Dbiomassza produktivitds vonatkozasaban.
Kisérleteiben sajtsavo bazison (laktdz tartalom 40 g/dm®) Kluyveromyces
marxianus  ¢€lesztofajt  szaporitottak kemosztat rendszerben. Az

alkalmazott Chemap bioreaktoron beallitott fermentacids paraméterek a
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kovetkezok voltak: pH 3.5, hémérséklet 30 °C, levegdztetés 2.8 VVM. A
termelt biomassza mennyisége mintegy 10.5 g/dm’ volt.

Ghaly ¢és Singh (1989) kevert-levegoztetett reaktort terveztek a
sajtsavo BOI és KOI igényének csokkentésére, melynek sordn a
sajtsavon elszaporitott K. fragilis altal termelt SCP-t takarmanyozésra
hasznaltak. Az eljarast szakaszos és folyamatos modon is kivitelezték. A
24 ¢6ras fermentaciok alatt a kétféle eljards hozama kozott alig volt
kiilonbség: 34.9, g/dm’, ill. 33.8 g/dm’. Az egysejtfehérje-eléallitast az
alkalmazott élesztd optimalis igényeihez képest alacsony hdmérsékleten
(21 °C) végezték. A kiindulasi pH 5, az oldott oxigén mintegy 4.8 g/dm’
volt.

Gaélvez ¢és mtsai. (1990): K. fragilis fajjal végeztek SCP
eléallitast. Tapoldatként reemulgealt savofehérje koncentratumot (whey
protein concentrates — WPC) alkalmaztak, amelyet ammonium-szulfattal,
kalium hidrogén-foszfattal és vitaminokkal (tiamin, riboflavin, biotin)
egészitettek ki. A folyamatot 18 o6ran keresztiil 30 °C-on, 1 VVM
levegdztetés és 400 1/min fordulatszamu keverés mellett végezték. A
kisérletek soran megvizsgaltdk az eldallitott fehérje aminosav
Osszetételét.

Bachhawat ¢és mtsai. (1996) a sajtsavéban taldlhato laktoz
hasznositasanak ) modszerét dolgoztdk ki. Az altaluk alkalmazott
sajtsavo laktoz tartalma 5% volt, amelyen Kluyveromyces fragilis élesztot
¢lesztosejteket cetil-trimetilammonium bromid (CTAB) segitségével
permeabilizaltak, és az igy szabaddad valo laktdz enzimet hasznéltdk a

tovabbiakban a sajtsavéban taldlhatd laktéz bontasara. Az elmult két
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évtized sordn a teljes, vagy permeabilizalt sejtek hasznalata, foleg az
»etkezési” mindségli  Kluyveromyces  fragilis  esetében  nagy
népszeriiségnek orvendett (Joshi, 1987; Decleire és mtsai., 1987,
Brodsky és Grootwassink, 1986; Champluvier és mtsai., 1988).

A Kluyveromyces faj segitségével eldallitott SCP tehat a
takarmanyozasban és a human taplalkozasban egyarant hasznosithatd. Az
utobbi esetben azonban a nukleinsav tartalom okoz problémat, mivel
jelentés mennyiségben elfogyasztva hugysav felhalmozodéashoz, vérrog,
valamint vesekd kialakulashoz vezethet. A sejtfal eltavolitasa pedig rossz
emészthetdsége ¢és toxikoldgiai problémék miatt Iényeges. A
Kluyveromyces fragilis altal eldallitott fehérje - ellentétben a
savofehérjével - kén tartalmi aminosavakban és triptofanban szegény. A
két fehérjeforrds keverésével az SCP taplalkozasi értéke novelhetd.
(Galvez és mtsai., 1990)

Mivel a sajtsavo szerves nitrogén tartalmu anyagait aminosavak,
polipeptidek ¢és fehérjék alkotjdk, amelyek mind a protoplazma
potencidlis alkotdelemei, ezért a szerves nitrogén mérése nem jelzi a nem
mikrobidlis  eredetli  szerves nitrogén protoplazmava  torténd
konverzidjanak nagysagat, vagy hatékonysagat (Ghaly és Kamal, 2004).

Ahmad ¢és Holland (1995) K. lactis esetében a keverés
fordulatszamanak 200 1/min-r6l 700 1/min-re ndvelésével, szakaszos
rendszerben 0.52-0.58 1/h pmax (maximalis fajlagos szaporodasi
sebesség) ¢Ertékeket ért el, és McAleary (1987) eredményeivel
Osszhangban megallapitotta, hogy a kiindulési cukor koncentracionak 4%

(m/v) értékig nincs hatdsa a maximalis fajlagos szaporodasi sebességre.
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2.10. A sajtsavo alapu egysejtfehérje-eloallitas
2.10.1. A sajtsavo eldkészitése

Az elozoekben lathattuk, hogy az egysejtfehérje-eldallitas
nagyban meghatarozza. Sajtsavo alapi egysejtfehérje-eldallitasban a
kiindulasi alapanyag Osszetételétdl fliggben annak elOkészitése
sziikséges. A szakirodalomban szdmos utalast talalunk a savoféleségek
kiilonbozd kezelésére. Uzemi koriilmények kozott ezen eljarasok jelentds
koltségtobbletet jelenthetnek, de a megfelelé hatékonysag elérése
érdekében bizonyos esetekben (pl. a sajtsavo magas fehérje tartalma)
elengedhetetlenek.

Abd-Alla és El-Tantawy (1997) az alvadék levalasztasa &s
sajtruhan valo atszlirése utan kapott szlirlet pH-jat 4.7-re allitottdk be
(10%-o0s foszforsavval), és 115 °C-on 5 percig hokezelték a savofehérje
kicsapatasa érdekében. A  kicsapddott fehérjét centrifugéalassal
levalasztottak, €s az igy kapott sajtsavét hasznaltak tovabbi vizsgalataik
soran.

Ghaly és Singh (1989), valamint Becerra €s mtsai. (2004) a teljes
sajtsavot 121 °C-on 105 kPa nyomason 15 percig hokezelték, majd az igy
kapott steril sajtsavot toltotték a fermentor puffertartalyaba.

Edes sajtsavo eléallitasa céljabél Bachhawat és mtsai. (1996) a
tejet 37 °C-ra melegitették, majd oltot adtak hozza, és az igy kapott
keveréket 1 h keresztiil az elébbi hofokon inkubaltdk. A tejet sajtruhan
atszirve lecentrifugaltak (6000g 15 min). Miutan a feliluszé pH-jat 6.8-
ra allitottak be 70 °C-on 2 percig hokezelték, ¢és a kicsapodott fehérjét

ismételt centrifugaldssal eltavolitottak.
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Galvez és mtsai. (1990) poritott sajtsavét szuszpendaltak
desztillalt, ioncserélt vizben, majd az igy kapott sajtsavot asvanyi
anyagokkal és élesztokivonattal dusitva pH 5 mellett 121 °C-on 15 pecig
sterilezték.

Castrillo és Ugalde (1993) hasonlé modon a tapoldatként szolgald
sajtsavot savopor rekombinalasaval allitottdk eld, melyet eldzetesen
fehérjementesitettek (pH 4.0; 120°C; 1.2 bar; 30 min).

Sandhu és Waraich (1983), valamint Barba ¢és mtsai. (2001) a
nagy mennyiségli sajtsavot eloszor durva papirsziirdn atengedték, majd a
kapott szlirletet megsterilezték. A szerzOk altal alkalmazott eljaras
figyelemreméltd, hiszen az ilizemi koriilmények kozott nehezen
megvaldsithatd sterilitds egyediil szlirési technikdk kombinacidjaval
érhet6 el gazdasdgosan.

Berruga és mtsai. (1997) tangencidlis sztliréssel eldallitott savo
permeatumot alkalmaztak kisérleteikben, amelynek elényos tulajdonsaga
a kiilonosen alacsony csiraszam.

Mansour ¢s mtsai. (1993), valamint Ghaly és mtsai. (1993)
kisérleteik megkezdése eldtt a sajtsavdot 70 °C-on 45 percig pasztorozték,
majd 1°C-on 30 percig hitotték. Az egész folyamatot haromszor
ismételték.

Kisérleteink soran mi is az wutdbbihoz hasonld sajtsavo
elokészitést alkalmaztunk, mivel konnyen kivitelezhetd, és szemben pl. a

sziiréses technikakkal, nem igényel kiilonleges gépi berendezéseket.
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2.10.2. Fermentdcios eljardsok

A sajtsavot, elokészités utan a kisérleti reaktorba toltik, melynek
szamtalan tipusa ismeretes. Laboratoriumi koriilmények kozott altalaban
kevert-levegoztetett reaktorokat alkalmaznak (Ghaly és Singh, 1989;
Galvez és mtsai., 1990; Castrillo és Ugalde, 1993; Barba és mtsai., 2001;
Mansour és mtsai., 1993; Ghaly ¢€s mtsai., 1993; Ben-Hassan és Ghaly,
1995; Silva-Satisteban ¢s Filho, 2005; Bellaver €s mtsai., 2004; Ghaly ¢és
mtsai., 2005).

Az inokuldlds soran a sajtsavdt élesztészuszpenzidval oltjak be.
Az inokulum mennyiségét meghatirozza a folyamat jellege és az
alkalmazott mikroorganizmus.

A folyamatos (continuous) fermentacié nyilt rendszernek

tekinthetd. Ennek sordn a bioreaktorba folyamatosan vezetik be a steril
tapoldatot, és egyidejiileg ugyanannyi mennyiségli atalakitott
fermentlevet vesznek el a  rendszerb6l a  benne 1évd
mikroorganizmusokkal egyiitt.

Ghaly és mts. (2005), valamint Castrillo és Ugalde (1993)
kisérleteiben az inokulum mennyisége a teljes reaktor térfogat 14% v/v-a
volt (1.04 dm’/h aramlasi sebesség). Mahmoud és Kosokowski (1982)
Kluyveromyces élesztokkel végzett kisérleteikben 1% inokulumot
alkalmaztott. Ben-Hassan ¢és Ghaly (1995) K. fragilis élesztdvel végzett
folyamatos fermentaciot, melynek sordn az inokulum mennyisége 20%
v/v volt (4.8 h atlagos tartézkodasi 1d9).

Szakaszos (batch) fermentacidt zart rendszernek tekinthetjiik,

amely esetben T=0 idOpontban a fermentorban a sterilezett tapoldatot

mikroorganizmusokkal beoltjdk, és optimdlis fizioldgiai koriilmények
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kozott tartjdk. A biomassza €s a metabolit koncentracio allanddan
valtozik. A batch fermentacido kinetikdjdban négy jellemzd fazist
kiilonithetiink el: a lag, a gyorsuld log, az exponencidlis és a stacioner-
fazist (Moser, 1981; Ghaly és mtsai., 2005). Meg kell emliteniink, hogy
otodikként egy hanyatld fazist is megkiilonboztethetiink, de mire a
folyamat ezt a szakaszt eléri, a fermentaciot altalaban leéllitjdk. Ghaly ¢€s
Kamal (2004) szerint, ha a folyamat végsd célja a sejtbiomassza-
eloallitas, akkor a fermentacid 16 ora elteltével leallithatd, amikor a
laktoz 88%-at az élesztok felhasznaltak és a maximalis sejtszam elérte a
10® CFU/cm’ nagysagrendet.

Ahmad és Holland (1995) szakaszos rendszerben Candida utilis
¢lesztovel végzett fermentdcio soran az inokulum mennyiségét 0.2 és 5%
v/v kozott valtoztattdk. A legkedvezobb eredményt (legrovidebb lag
fazis: 1 o6ra) 5% v/v inokulum mennyiség mellett érték el. Ugyanekkora
inokulum mennyiséggel dolgozott Hang és mtsai. (2003) K. marxianus
torzsekkel végzett szakaszos fermentacidé soran. Moon ¢s mtsai. (1978),
ill. Ghaly és Kamal (2004) sajtsavd alapi szakaszos fermentaciot
folytattak, melynek sordn az inokulum mennyisége 10% v/v volt, akar
csak Silva-Santisteban €s Maugeri Filho (2005) kisérleteiben, akik K.
marxianus enzimtermelését vizsgaltak. Ghaly €s Singh (1989) K. fragilis
élesztdvel végzett kisérleteket a sajtsavo BOI értékének csokkentésére,
melynek sordn 4% v/v inokulum mennyiséget alkalmaztak. Az eldbbi
mikroorganizmust alkalmaztdk Bachhawat €s mtsai. (1996) édes sajtsavo
laktéz tartalmanak hidroliziséhez. Az inokulum mennyisége 5% v/v volt.
Berruga és mtsai. (1997) kilenc K. marxianus térzset hasonlitott 6ssze

szakaszos fermentdciokban, amelyek soran a kiinduld sejtkoncentraciot
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10* CFU/em’ értékre allitottak be. Ugyanekkora sejtkoncentraciot (2x10°*
CFU/cm’) alkalmazott Chanada és Chakrabarti (1996) kiilonbozé eredeti

A sajtsavd alapu egysejtfehérje-eldallitds soran az altalanosan
alkalmazott szakaszos (batch), illetve folyamatos (continuous)

fermentaciok mellett a szakaszos-ratdplalasos (fed-batch) eljarasra is

talalunk példat a szakirodalomban (Paraskevopoulou és mtsai., 2003,
Barba és mtsai., 2001, Samuelov és mtsai., 1999).

Laboratériumi  kisérletekben razatott kulturakkal is kedvezo

eredményeket értek el (Szczodrak, 2000). Ross és mtsai. (2004) a laktéz
lebontasaban kozremiikodo enzimeket vizsgélta razatott kulturdkban

(30°C, 36 h, 150 1/min).

2.11. Abiotikus tényezok
2.11.1. Homeérséklet

Az SCP eldallitas sordn K. marxianus szémara optimalis
homérséklet 30-35 °C kozott talalhaté (Vananuvat és Kinsella, 1975;
Delaney ¢s mtsai., 1975; Bernstein €s mtsai., 1977; Paraskevopoulou ¢s
mtsai., 2003). Bellaver és mtsai. (2004), ill. Silva-Santisteban és Maugeri
Filho (2005) K. marxianus enzimaktivitasanak szakaszos, illetve
folyamatos rendszerben torténd vizsgéalatakor 30°C-ot alkalmazott, amely
esetben az enzimaktivitast megfelelonek talalta. A laktdz enzim hoéfok
optimuma mintegy 38 °C (Gasztonyi, 1992), azonban az élesztok
szamara az optimalis alacsonyabb homérséklet fenntartasa tizemi

kortilmények kozott konnyebben megvalosithato.
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2.11.2. Kémhatas

Az optimalis élesztd szaporodashoz — kiilondsen a Kluyveromyces
nemzetség esetében — enyhén savas kozeg sziikséges (pH 4-5). Ghaly és
Kamal (2004) szerint a pH érték 4.0 és 5.0 kozott tartasa sziikséges a K.
fragilis szaporodadsa ¢s tulélése érdekében. Berstein és mtsai. (1977)
felismerték, hogy a pH 4.5 koriili értéken tartasa kikiiszoboli azon
lehetséges kontaminacid veszElyét, amelyet a 6.0 pH felett szaporodd
baktériumok jelentenek. Silva-Santisteban ¢s Maugeri Filho (2005) K.
marxianus enzimaktivitdsanak fermentéacios vizsgalatakor kisérleteikben

pH 3.5 értéket allitottak be.

2.11.3. Levegaztetés

Az aerob fermentéaciok esetén a legelterjedtebb fermentortipus a
kevert-levegéztetett reaktor. Ezt a klasszikus keverds fermentort
altalaban a gyogyszeripar alkalmazza, de a legtobb laborberendezés is
ilyen kivitelli. Laboratériumi koriilmények kozott a fermentacios
rendszerek oxigén ellatasat gy oldjuk meg, hogy a reaktortérben
elhelyezett levegdeloszton keresztil komprimalt levegdt favatunk
keresztiil a fermentlén (Sevella, 2001a), és a tapoldatot folyamatosan
keverjiik. Ez a megoldas altalaban elegendd oxigén abszorbciot biztosit.
Egysejtfehérje-eloallitds soran az éleszték 1égzéséhez sziikséges oxigént
a leveg0ztetés altal biztosithatjuk. Amennyiben a 1égzés gatolt, a galaktdz
(és esetleg mas cukrok) felhasznaldsanak hatékonysaga csokken (Goffrini
¢s mtsai., 2002; Donnini €és mtsai., 1992; Ulery ¢és mtsai., 1991), amely
akar a 20%-ot is elérheti. Az élesztok oxigénigénye megkdozelitdleg 5

mmol O,/l/min oldott oxigén (Lichtfield, 1989). Szakaszos rendszerben —
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mint a kisérleteink soran is alkalmazott — az élesztok egyes szaporodasi
fazisara jellemz6 azok oxigén fogyasztasa. A lappangasi szakaszban a
fajlagos  oxigénfogyasztas jellemzd értéke: 6=0.3200x10"% mg
O,/sejt/dra. Az exponencidlis szakaszban a legintenzivebb ez a 1égzés, a
fajlagos oxigénfogyasztas 5=2.1400x10"? mg O,/sejt/6ra. Az allandosult
szakaszban a fajlagos oxigénfogyasztas mintegy &=2.1400x10"? mg
Oy/sejt/ora értéket vesz fel. Az elhalasi szakaszra csekély mértékii -
§=0.0028x10""* mg Oa/sejt/éra — fajlagos oxigénfogyasztas jellemzd.
(Mansour €s mtsai., 1993)

Ghaly és Kamal (2004) 1 ill. 3 VVM levegdztetést tartott
megfelelonek SCP eldallitds soran. Ghaly és mtsai. (1989) szerint 0.3
mg/dm’ az a kritikus érték, amely alatt a mikroorganizmusok fajlagos
oxigén fogyasztisa fligg a kozeg oxigén koncentricidjatol. Silva-
Santisteban ¢s Maugeri Filho (2005) K. marxianus fajjal végzett
kisérleteiben 1, ill 2 VVM-es levegdzetést alkalmazva a kedvezdbb
eredményt az eldbbi esetben érték el.

Megjegyzendd, hogy az aerob folyamatok sordn a levegdztetés
mellett a keverés fordulatszdmat is figyelembe kell venni, hiszen a
fermentor tipusatdl fiiggden a fordulatszam talzott novelése a tapoldat
oldott oxigén szintjét csokkentheti, tehat a kivant folyamatokkal

ellentétes hatast ériink el.

2.11.4. A keverés fordulatszama
A keverés funkcidja tobbréti. Biztositja az energiabevitelt a
folyadékba, eldiszpergalja a levegdzteté gazt, elvalasztja a gaz és

folyadék fazist, elkeveri a fermentlé oldott és nem oldott komponenseit.
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E funkcidk miatt a folyadékot dllandéan mozgasban kell tartani. A bevitt
mechanikai energia hové alakul. Az energia atadas funkci6 azért fontos,
mert az egységnyi fermentor térfogatba bevitt energia hatarozza meg
els6dlegesen az oxigén abszorbcios viszonyokat. Ebbdl a szempontbdl
tehat a bevitt energidt novelni kell. Masrészt gazdasdgossagi
szempontokat figyelembe véve egy lehetséges minimumra is
torekedniink kell.

Ghaly és mtsai. (2005) sajtsavo fermentacid Kkinetikai
modellezésekor végzett kisérleteikben 200, 400, ill. 600 1/min
fordulatszamt keverést alkalmaztak. A legkedvezdbb eredményt
(biomassza mennyisége: 37 g/dm’) 600 1/min fordulaton érték el. Silva-
Santisteban ¢és Maugeri Filho (2005) K. marxianus enzimtermelését
vizsgaltak az altalunk is hasznalt Bioflo III. (New Brunswick, USA)
automata vezérlésii batch/continuous fermentorban, melynek soran
kiilonb6z6 keverdelemeket alkalmazva az 50 1/min fordulatszdmu
keverést folyamatosan 550 1/min-re novelték. A legnagyobb enzim
aktivitast €s biomassza koncentraciot 450 1/min fordulat mellett érték el.
Bellaver és mtsai. (2004) a nagy fordulatszamu keverést (700 1/min) kis
levegdztetéssel kombinaltak (0.5 VVM) mind szakaszos, mind

folyamatos rendszerben K. marxianus enzimtermelésének vizsgalatakor.

2.11.5. Habzas

Az SCP eléallitasa soran olyan anyagok keletkeznek, amelyek
csokkentik a feliileti fesziiltséget, és a levegOztetés hatdsara a tapoldat
felszinén nagy mennyiségli hab képzddik. Sok esetben elegendd a

mechanikus habtorés (pl. Frings-féle mechanikus habtord, vagy
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Fundafoam habszeparator), sajtsavé alapi SCP eldallitasa esetén azonban
legtobbszor kémiai habzasgatlok (pl. Struktol, Glanapon) adagolasara is
sziikség van a hab jellegének ismeretében.

A folyamat soran keletkezett hab egy olyan kolloid rendszer,
melyben a levegobuborékok diszpergalva vannak a folyamatos folyadék
fazisban. Ha a levegdt a tapoldat keverdelemei kozelébe juttatjuk be, az
megfeleldé buborék visszatartdst eredményez. A buborékképzés és
stabilizalas eldsegiti a nagy molekulatomegli feliiletaktiv anyagok
képzodését, amelyek a habfilm réteg dinamikus feliiletének
tulajdonsagait meghatdrozzak (Prins, 1988). A fehérje tartalmu kozegek
— mint a sajtsavo alaptt SCP is — tulajdonsagait meghatarozza a feliilet
nagysaga, amely a nagy mennyiségli gaz folyadékban tartasat segiti elo,
illetve egy ellendlld felileti filmréteg, amely segit lekiizdeni a

folyadékban ébredd kiilso és belso erdket (Damodaran, 1997).

2.12. Az alkalmazott éleszt6

Az elsé kisérletekben, melyek a sajtsajtsavo élesztokkel torténd
fermentaldsara irdnyultak, a laktéz eldzetes enzimes hidrolizisét
végeztek, mivel az alkalmazott Saccharomyces cerevisiae nem
rendelkezik azon enzimekkel, amelyek ezt a folyamatot végzik. Az
enzimes bontas révén létrejott gliikoz és galaktoz tartalmt tapoldatban
azonban a Saccharomyces cerevisiae diauxids novekedést mutatott,
amely korlatozta az e fajjal végzett SCP eldallitasi technoldgia
elterjedését (Porro és mtsai., 1992a).

Az ezt kovetd genetikai kisérletek a laktéz lebontdsdhoz

szlikséges enzimrendszer Uj fajokban torténd expresszidjara iranyultak.
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Protoplaszt fuzioval 1étrehoztak a S. cerevisiae és a K. lactis hibridjét
(Farahnak és mtsai.,, 1986). Az igy létrehozott rekombinans torzsek
azonban genetikailag instabilak voltak, €s kis szaporodasi sebesség
jellemezte dket (Porro €s mtsai., 1992b).

A késobbiekben a Kluyveromyces (régebbi nevén: Candida)
fajokat alkalmaztdk a sajtsavo alapu SCP el6allitds sordn, mivel ezek az
¢lesztOk rendelkeztek a laktdéz hidroliziséhez sziikséges enzimekkel,
ezaltal a laktéz jelentds koltséggel jard eldzetes enzimes bontasa
elhagyhaté volt.

Bellaver és mtsai. (2004) K. marxianus-t szakaszos rendszerben
szaporitva nem tapasztalt alkohol termelést, amely jelzi, hogy ez a faj
sokkal inkabb Cabtree-negativ, mint koézeli rokona a K. lactis, vagy mas
Cabtree-negativ élesztd, ezért alkalmas sajtsavé alapt SCP eldallitasra. A
Kluyveromyces fajoknak jellemzo6 tulajdonsédga a magas fehérje tartalom,
mintegy 53% (v/v) (Choi és Park, 1999). Tovabbi eldnyiik, hogy az
¢lesztosejtek gyorsan leiilepednek, flokkulacio és szedimentacid altal

konnyen levalaszthatok (Hang és mtsai., 2003).

2.13. A novekedés dinamikajat meghatarozo hatasok
Az éleszté szaporodas sokrétli mikrobioldgiai folyamat. Erdemes
attekinteni azon biotechnoldgiai szempontbdl jelentdsebb hatasokat,
amelyek az alkalmazott faj novekedésének dinamikajat meghatarozzak.
Sokszor — kiilondsen oligoszacharidok esetében — az élesztdfajok
szaporodasa aerob koriilmények kozott folyik, nem pedig anaerobiozis,
vagy olyan folyamatok altal, amelyek soran 1égzést nem folytatnak. Ez

esetben a fermentacid gatolt. A cukrok felhasznalasanak ezt az oxigéntdl
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val6 fiiggését nevezziik Kluyver effektusnak. Az ilyen ,,1égzést6l-fliggd”

fajokat pedig Kluyver-effekt pozitiv fajoknak. Az effektus oka a
cukortranszport rendszer kis aktivitasaban keresendd, amely esetben a
fermentacidhoz sziikséges magas szubsztrat szint nem biztositott,
szemben az energiatermeld 1égzéssel, amely kevesebb szubsztratot
igényel. A Kluyver-effektus tényleges definicigja félreérthetd, hiszen a
standard fermentacids tesztekben Durham csovet alkalmaznak, és nem
kiilonitik el, hogy a fermentécid soran tortént-e szaporodas, vagy sem. Az
effektust szamos egyéb tényezd is befolyasolja (Fukuhara, 2003): pl.
1égzés hidnydban az erdsen aerob fajokndl az oxidéacios-redukcios
viszonyok kiegyensulyozatlansaga, vagy esetenként az oxigén hatasa a
glikolitikus enzimek szintjére (Sims és Barnett, 1991), de emlithetnénk
az enzimek cukrokkal szembeni affinitdsdnak valtozasat is anaerob
viszonyok kozott (Barnett, 1992).

Az egysejtfehérje-eldallitas soran ugy kell iranyitanunk a
fermentaciot, hogy az €lesztd oxidativ uton (I€gzés) bontsa le a sajtsavd

laktoztartalmat. Ezt megfeleld levegodztetéssel, a Pasteur-effektus altal

érhetjik el, amely a fermentacio 1égzés A4ltali gatlasat jelenti.
Egysejtfehérje-eldallitds soran az élesztoknek ezt a tulajdonsagat
hasznositjuk. A Kluyver-effektus tehat a Pasteur-effektus egy specialis
esete.

A kisérleteinkben is alkalmazott K. /actis aerob korilmények
kozott, galaktozt tartalmazo kézegben jol szaporodik. Ez a faj 4ltalaban
Kluyver-effekt pozitiv (a legtobb laboratériumi torzs), de ismertek

Kluyver-effekt negativ valtozatai is. A Kluyver-effektusnak ezt a
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torzsektol fluiggd valtozdsdt mas élesztdk esetében is kimutattdk.
(Fukuhara, 2003)
A gliikoz tartalmu tapoldatokban az ¢élesztok oxigén-limitalt

kornyezetben alkoholos fermentaciot folytatnak. Ez a jelenség ,.Cabtree

effektus”-ként ismert (de Deken, 1966), és hosszu-, valamint rovidtava
valtozatat kiilonboztetjilk meg. Az eldbbit nagy novekedési sebesség
mellett (szakaszos mdd, kemosztat fermentdcid, vagy nagy higitasi
sebesség mellett), az utdbbit pedig a rendszerben jelen 1évo cukorfelesleg
esetében figyelhetjiik meg, akar ipari bioreaktorok esetében is (van Urk

¢s mtsai., 1990, Kiers ¢és mtsai., 1998).

2.14. Enzimes folyamatok az egysejtfehérje-eloallitas soran

A laktéz bontdsaban szerepet jatszo [3-galaktoziddz, vagy laktaz
(EC 3.3.1.23) enzim az élelmiszer- és gydgyszeripar egyik legtobbet
alkalmazott enzime, amely a laktozt glilkozza és galakt6zza hidrolizalja
(Belem ¢és Lee, 1998; Gekas ¢és Lopez-Leiva, 1985) (2. abra). Az enzim
tejipari alkalmazdsa szamos technoldgiai és kornyezetvédelmi elénnyel
jar, amelyek koziil kiemelkedd a sokféle szubsztrat (pl. laktdz oldatok,
sajtsavo, sovany tej) hasznalatanak lehetdsége (Jurado és mtsai., 2002).
Eleszték enzimeit altalaban a semlegeshez kozeli pH értékii termékek, pl
tej és édes sajtsavo esetében alkalmazzak (Harju, 1987).

Szamos referenciat talalunk az irodalomban arra vonatkozodan,
hogy a szaporodas céljat szolgaldé kozeg tulajdonsdgai hogyan
befolyasoljak a K. marxianus [3-galaktozidaz termelését, amelyek koziil
jonéhany az oldott oxigén tenzidjanak fontossadgat emeli ki (Barberis és

Gentina, 1998; Schneider és mtsai., 2001; Barberis €s Segovia, 2002).
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CH,OH
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Laktdz Galaktdz Glikéz

2. abra A f3-galaktoziddaz laktdz bontasanak sematikus abrazolasa

A laktdz felhasznalés elsd 1épése két kapcesolt gén altal kozvetitett
folyamat. A LACI2 gén kddolja a laktéz permedzt, amely a laktdz
sejtmembranon torténd atjutdsdban jatszik szerepet (Chang és Dickson,
1998). A LAC4 gén pedig a f-galaktozidazt kdédolja, amely a laktdz
hidrolizisét végzi (Sheetz és Dickson, 1981). A keletkezett hexdzok
glikoz-6-foszfattd alakulnak, a glikéz kozvetleniil hexokinaz
segitségével (Prior és mtsai., 1993), a galaktéz pedig a Leloir uton
(Cardini és Leloir, 1953; Leloir, 1951; Riley €s Dickson, 1984) (3. 4bra),
amelyet kovetden belépnek a glikolizis folyamataba (4. abra). Az dbrabdl
lathato, hogy a  folyamatban  galaktokinaz,  galaktoz-1-P-
uridililtranszferdz és UDP-galakt6z-4'-epimeraz enzimek jatszanak

szerepet.
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fruktoz-6-foszfat
02
gliiko z-6-foszfat

ATP " 1 enolpirosziliisav-foszrat

; T.ADP
. piroszilosav 09

.ATF"

glilkdz

4. abra A gliik6z bontasa a glikolizis soran
(http://www .hupe.hu/szerv/tanszekek/kio/im/oktat/SEJTBIO/glikolizis/gl
iko.html, 2005)

Mesterséges korlilmények kozott a LACI2 gén altal kodolt laktdz-
permedz alkalmas arra, hogy felvegye a laktozt és a galaktozt,
koncentrécio gradienst idézve eld (Riley és mtsai., 1987).

Egy olyan torzs, amely nem tartalmazza a LAC4 gént a laktozt,
mint egyediili szénforrast nem, viszont egyéb alternativ szénforrast képes
hasznositani (Lodi és Donnini, 2005).

A kozegben a galaktdz és laktdz kis koncentracioja esetén az eldbbi
inhibitorként jatszik szerepet. A két szénhidrat forras nagy koncentracidja
viszont nem csokkenti a f-galaktozidaz aktivitdsat. (Kim ¢s mtsai.,

2004). Ghaly és mtsai. (2005) szerint a laktéz 1.9 g/dm’ alatti, illetve 75
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g/dm’-nél nagyobb koncentracidja gatolja az élesztésejtek novekedését.
Legnagyobb szaporodasi sebességet (uma) 30-75 g/dm’ laktéz
koncentraciok esetén mértek.

Az élesztokben a galaktdz lebontasanak uj, ismeretlen biokémiai
utjait csak a kozelmultban kutattdk intenziven (Ideker €s mtsai., 2001;
Yildirim és Mackey, 2003; Lai és Elsas, 2000; Nobelmann és Lengeler,
1996; Schneider €s mtsai., 1995), amelyeket Lai és Klapa (2004) tekintett
at. Ujabb kutatisok (Ross és mtsai., 2004) is igazoltdk, hogy az
¢lesztokben a galaktéz lebontdsdnak léteznek ,transzferaz-fiiggetlen”
utjai, amelyek célja a gal-1-P (galaktoz-1-foszfat) mennyiségének

csokkentése. A folyamat egyes Osszefiiggései azonban nem tisztazottak.

2.15. A genetikai tervezés

Az ¢élesztdk azon tulajdonsdga, hogy a kiilonb6zé cukrokat
asszimildlni képesek, meghatdrozza ipari szénforrasokon torténd
alkalmazasukat. A cukortranszport rendszer genetikai tervezése
racionalis lehetdség a hasznosithatd cukrok skaldjanak szélesitésére. A
genomok  szekvencidjarol szdmos adattal rendelkeziink, amely
lehetdséget teremt az élesztdk cukor transzportjdt meghatarozé gének
azonositasara. Nem mindegyik éleszto faj alkalmas azonban genetikai
manipulacidra. A K. lactis Kluyver-effektust nem mutaté mutdnsanak
l1étrehozasara irdnyulo kisérletek sikertelentil zarultak (Entian és Barnett
1983). A molekularis szintli technikdk terjedése révén egyre tobb
kisérleti munkaval talalkozunk az élesztok esetében is (pl. Mauersberger

¢s mtsai., 2001).
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2.16 Az alkalmazott élesztok morfologiaja

A kisérleteink soran alkalmazott K. marxianus (fragilis) (anamorf
alakja a Candida kefyr szin. Candida pseudotropicalis), illetve K. lactis
(anamorf alakja a Candida sphaerica) telemorf élesztok GYP taptalajon
kifejlodott jellemzod telepei kidomboroddak, simék é&s krémszintiek
(erésen sporazd tenyészetben piros arnyalatuak). A Gram reakci6 szerint
vegetativ szaporodasuk bimbozassal torténik (Ghaly és mtsai., 2004).
Spéraik bab alakuak, és a felszakadd sporangiumbdl konnyen

kiszabadulnak (Deék, 1998).

Osszefoglaléan elmondhatjuk, hogy az 50-es évek kozepétol
szamos altalunk is vizsgalt fajjal torténtek kisérletek egysejtfehérje
eléallitdsara. Napjainkra a termelés visszaszorult, amit legtobbszor a
gazdasagtalan eldallitassal indokolnak. Ennek ellentmondani latszik az a
tény, hogy még a 80-as évek végén is szamos vallalat foglalkozott
egysejtfehérje-eloallitassal. A publikaciok a gazdasagtalan eldallitas
kapcsan legtobbszor a magas energia koltségeket emlitik, és nem allitjak
kontrasztba az ¢élesztok bioldgiai potencidljanak kihasznaldsédval. Az
olajar-robbanas utdn érthetetlen modon, az addig n-alkdnokon
gazdasdgosan  végzett {lizemi szintl  egysejtfehérje-eldallitassal
parhuzamosan az egyéb tapoldatokat alkalmazo technoldgidk is hattérbe

szorultak.
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3. ANYAG ES MODSZER

Vizsgéalatainkat a

Nyugat-Magyarorszagi Egyetem

Mezbgazdasag- és Elelmiszertudoméanyi Karanak Elelmiszertudomanyi

Intézetében taldlhatd Deutscher AkkreditierungsRat altal akkreditalt

(DAR  regisztracids  szam:

laboratériuméban végeztiik.

3.1. Anyagok
3.1.1. Taptalajok

LYP (laktoz-éleszto-pepton) leves
20 g laktoz

10 g élesztod

20 g pepton

1000 cm’ forralt deszt. viz

LYP (laktoz-éleszto-pepton) agar
20 g laktoz

10 g élesztod

20 g pepton

20 g agar

1000 cm? forralt deszt. viz

GYP (gliik6z-éleszto-pepton) agar
10 g gliikoz

10 g élesztd

10 g pepton

20 g agar

1000 cm’ forralt deszt. viz

DAP-PL-3042.00)  mikrobioldgiai

YGC (éleszto, gliikdz, chloramphenicol) agar

5 g élesztd

20 g gliikoz

15 g chloramphenicol
1000 cm’ forralt deszt. viz

49



Anyag és modszer

3.1.2. Oldatok

1 moélos NaOH oldat

40 g NaOH

1000 cm’ forralt deszt. viz

Pontos koncentraciot a bemért mennyis€g ezred gramm pontossaggal
torténd megadasaval hataroztuk meg.

1 mélos HCI oldat
83.5 cm’® 37%-0s HCl
916.5 cm’ forralt deszt. viz

Fiziologiés sdoldat
0.9% NaCl
A decimalis higitasi sorhoz kémcsévekbe kiadagolva (9 cm’/kémesd)

Suspension Medium (bioMériux®, France)
0.85% NaCl

Habzasgétld: Antifoam-Y30 emulzid (Agromilk Kft. Székesfehérvar)

A taptalajok és oldatok elkészitését az L ETI-ML-SOP-03-0
Munkautasitas a taptalajok és higitéfolyadékok készitéséhez vizsgalati

utasitas szerint végeztik.

3.1.3. Elesztotorzsek

A vizsgalatra kivalasztott torzseket a 4. tdblazat tartalmazza.
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4. tablazat A kisérletek soran alkalmazott élesztotorzsek

Eleszt6torzs Forras
Kluyveromyces fragilis NCAIM Y 00697
marxianus
I((luyv or om))/ ces fragilis Mezdgazdasagi €s Ipari
(marxianus) NCAIM Y 0463 Mikroorganizmusok

Gyljtemé H
Kluyveromyces lactis NCAIM Y 00260 Cynjiemenye, Hungaty

Kluyveromyces marxianus NCAIM 'Y 00933

Chr. Hansen, Horsholm

K luyveromyces marxianus |LAF 4 Denmark

A K. marxianus, illetve K. lactis mikroszkdpos képét a 5. abra

szemlélteti.

forras: Barnett; Payne; Barrow (1983) forras: sajat felvétel

1 2

5. abra K. marxianus DIC (Differential interference contrast )
mikroszkdpos (1), illetve a K. lactis fénymikroszkopos (nativ
preparatum) (2) képe

Rendszertani besorolas
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A kisérleteinkben alkalmazott K. marxianus, illetve K. lactis fajok
rendszertani besorolasa a 18S rRNS részleges szekvencidjanak elemzése
alapjan.

Orszag: FUNGI
Tagozat: Eumycota
Altagozat: Ascomycotina
Osztaly: Hemiascomycetes (Kurtzmann és Fell, 1998)
Rend: Saccharomycetales
Csalad: Saccharomycetaceae
Nemzetség: Kluyveromyces (van der Walt, 1956)
Faj: Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces lactis

3.1.4. Sajtsavo
A kisérleteink soran hasznalt édes sajtsavot az Awassi Rt.
kunszentmartoni tejiizemébdl szereztiik be, és meghataroztuk annak fébb

beltartalmi mutatdit (5. tdblazat).

5. tablazat Az alkalmazott sajtsavd néhany beltartalmi mutatdja

Savfok (SH°) 5.90
Siiriiség (g/cm’) 1.02
Zsir (%) 0.30
Zsirmentes szaraz anyag (%) | 6.35
Fehérje (%) 1.04
Laktéz tartalom (%) 4.97
pH 6.30
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3.2. Eszkozok
(/433617 Kutatdé mikroszkdp (Karl Zeiss AG, Germany)

A tenyészetek jellegzetes telepeibdl készitett preparatum
mikroszképos vizsgélatdt 40x nagyitasi szaraz, illetve 120x nagyitast

immerzios objektivvel végeztiik.

WTB Binder KB-53 termosztat (Binder GmbH, Germany)
A szintenyészetek eldallitasahoz és a kisérletekhez sziikséges friss

tenyészetek szaporitasdhoz (30 °C).

U 41085 Ultrafagyaszté (New Brunswick Scientific, USA)
A kisérletekhez hasznalt sajtsavét a valtozatlan beltartalmi

értékek megdrzése céljabol a felhasznaldsig -75°C taroltuk.

Densimat (bioMérieux”, France)

Optikai denzitds mérést 550 nm-en végeztiik.

BIOFLO III® fermentor (New Brunswick Scientific, USA)

Az SCP eléallitds soran alkalmazott automata vezérlésl
batch/continuous fermentor 1.25 dm® hasznos reaktor térfogattal
rendelkezett, amely teljes egészében zartan sterilezhetd, igy biztositva az
utofertdzodés elkeriilését. A zardfedelébe integralva taldlhato a hdmérd, a
levegdztetd gylirti csonkja, a Hannan tipusa pH elektroda, a habzasgatld
adagolasat vezérld érzékeld, a sav- és lugadagold csonkjai, az Ingold
tipusu oldott oxigén-mérd, a folyamatos keverést biztositd egyenaramu

motor, a kondenzator, illetve a mintavevd egység. A reaktortér
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hiitése/fiitése érdekében a berendezés duplikatiraval -ellatott. Négy
perisztaltikus pumpa segitségével a tapoldathoz sav, lug, habzasgatlo
adalék, illetve friss tapoldat (folyamatos, vagy rataplalasos szakaszos

fermentacidk esetében) adagolhato.

Szoftverek

A bedllitott paraméterek (pH, keverés fordulatszama,
levegdztetés, homérséklet) feliigyeletét Advanced Fermentation
Software” 3.42 (New Brunswick Scientific, USA) programmal végeztiik
(6. abra).

A kisérlet adatainak statisztikai feldolgozasat és az eredmények
abrazolasat Microsoft® Excel 2000 (Microsoft Corporation 1983-1999.),
Microsoft® MicroCal Origin 3.0 (MicroCal Softvare InC. 1991-1993.),
illetve Statistica 6.1 (StatSoft) szoftverek segitségével végeztiik.

A nagyhatékonysadgii folyadékkromatograf altal mért adatok
feldolgozasdhoz Jasco Brown 1.5 HPLC kiértékeld szoftvert (JMBS
Development, USA) hasznaltunk.
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H“HR: 1 ALARMS

EFT in hours

6. abra A fermentécids paraméterek (pH: pH 1; oldott oxigén (%): DO2
1; homérséklet: Temp1; keverés fordulatszdma (1/min): Agitl)
folymatébraja az egysejtfehérje-eldallitas soran (Advanced Fermentation
Software” 3.42)

Wisa®™ légpumpa (ASF Thomas Industries, Germany)
A szabalyozhatd  kapacitasu  légpumpat 0.22  um-es
baktériumszird (Millipore, U.S.A.) kozbeiktatasaval csatlakoztattunk a

fermentorhoz. A 1égpumpa kapacitasa 100 és 1400 dm’/h kozott
valtoztathatd. A bedllitott levegd mennyisége a késziiléken elhelyezett,
rotaméterrel Osszekapcsolt szabdlyozo szelep segitségével tovabb

finomithato.

MX3®-as mintavevé egység (New Brunswick Scientific, USA)

A biosampler egy szabdlyozott fordulatszamt perisztaltikus

pumpan keresztiil kapcsolodott a fermentor reaktorteréhez. A legfeljebb
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12 darab, egyenként maximum 20 cm’ levett minta tarolasara szolgalé
fiolak koré szigeteld ov helyezhetd, mely a hiitd egységgel egyiitt
biztositja a mintak programozhato, allandé homérsékleten tartasat (-4°C

—+4°C).

Merck-Hitachi  L-7100 LaChrom  gradiens nagyhatékonysagu

folyadékkromatograf (HPLC) (Hitachi High Technologies America, Inc.,
Life Sciences Division., USA)

Webeco autokldv (Webeco, Bad Schwartau, Germany)
A  taptalajok, higitofolyadékok, valamint a fermentor

reaktorterének sterilezéséhez (121 °C, 15 min).

3.3. Médszerek
3.3.1. A vizsgdlando torzsek kivdlasztasa
Nyers, vagy fehérjementesitett sajtsavé alapon  torténd
egysejtfehérje eldallitasdhoz Irvine and Hill, (1985) szerint a kovetkezd
nemzetségek képviseldi hasznalhatok:
- Kluyveromyces
- Candida
- Torula
A korabbi besorolasok szerint a Kluyveromyces fragilis,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces bulgaricus, Saccharomyces lactis
€s a Saccharomyces fragilis nevu élesztoket a Kluyveromyces marxianus
szinonimajava redukaltdk, vagy annak valtozatava tették. Késobb

néhanyat (pl. Kluyveromyces lactis) ismét 6nalld fajként ismertek el
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(Dedk, 1998). A vizsgalatok céljara kivalasztott 6t torzset a 4. tdblazat

tartalmazza.

3.3.2. Tiszta tenyészetek készitése

A dupla ampullas, vakuumzarasos, liofilezett prepardtumokat
bioprotektiv laminaris boxban az eléirasoknak megfeleléen 0.3 cm’
fiziologias sooldatban rehidrataltuk, majd LYP levesbe oltva 48 6raig, 30
°C-on inkubaltuk. A levesekbdl LYP agarra oltottunk tiszta tenyészetek

eléallitasa céljabol.

3.3.3. Inokulum prepardcio

A tiszta tenyészetek esetében az atoltasokat havonta elvégeztiik,
¢s minden kisérlet eldtt 72 ordval vonaskultira forméajadban friss
tenyészeteket készitettiink GYP taptalajon. Az inokulalas eldtt minden
esetben a telepekbodl készitett festett preparditum mikroszkopos
vizsgalatat is elvégeztik. A kisérlet inditdsakor a petricsészében
elszaporitott éleszté-tenyészetet 5 cm’-nyi Suspension Medium-ban
segitségével ugy allitottuk be, hogy a sajtsavoban a kezdeti koncentracid
10° élesztésejt/cm® legyen. Lodi és Donnini (2005) kisérleteiben
ugyanilyen nagysagrendii, mig Ross és mtsai. (2004) kisebb (5x10°
élesztésejt/cm’) inokulum koncentraciot alkalmazott.
3.3.4. Az egysejtfehérje-elodllitasi kisérlet menete

A kb. 60 dm® édes sajtsavobol elsd 1épésben 2 mm porusnagysagu

szlr6n atszlirve eltavolitottuk az alvadékdarabokat, majd a kisérleti
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berendezés kapacitasanak megfeleléen 1.5 dm’-es adagokban
ultrafagyasztottuk (-75 °C). A kisérlet megkezdése eldtt 24 oraval a
sajtsavot szobahdmérsékleten felolvasztottuk. A kiséréflora, valamint a
zavard fehérjetartalom elimindlasa végett 75 °C-on 45 percig
pasztoroztik, majd 1 °C-ra hitéttiikk. A folyamatot haromszor ismételtiik,
¢s a sajtsavot a felhasznalasig steril zarhatd tetejli tiveglombikokban
taroltuk. Az alkalmazott sajtsavoelokészités megfelel Mansour €s mtsai.
(1993), valamint Ghaly ¢és mtsai. (1993) altal alkalmazott eljarasnak.

A fermentort 0sszeszerelés utan 121 °C-on 15 percig autoklavban
hokezeltiikk a megfeleld sterilitds elérése céljabol. Az SCP eldallitasi
kisérlet inditasakor az elokészitett sajtsavot a reaktortérbe toltottiik, majd
az altalunk optimalisnak tartott paramétereket (30 °C homérséklet, pH
4.5, 300 1/min fordulatszamu keverés, illetve 2.0 VVM /a percenként
bejutatott levegd és a reaktor térfogatanak hanyadosa/ levegdztetés)
allitottuk be a fermentoron.

Miutan a rendszer elérte ¢és stabilan tartotta a bedllitott
paramétereket, az inokulumot a sajtsavohoz adagoltuk, és megkezdtiik a
folyamat szamitogépes programmal torténd regisztralasat.

Az egysejtfehérje-eldallitasi folyamatot szakaszos rendszerben,
48 oran keresztiil végeztilk. Mintavétel 4 oranként tortént az automata
mintavev segitségével, amely a levett mintikat (kb. 20 cm’) a folyamat
végéig +2°C-on tartotta.

Az SCP eléallitasi kisérletet minden torzs esetében haromszor
ismételtiik. A folyamatot mindig azonos fordulatszamu keveréssel,
hémérsékleten és pH értéken, de eltérd levegdztetés mellett végeztiik. A

levegdztetés intenzitdsa azért bir jelentdséggel, mert az SCP-eldallitasi
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rendszer lényeges jellemzdje a benne 1évd aerob anyagcserét folytatd
¢lesztOk 1égzési tevékenysége. Az oxigén ugyanis, mint f6 elektron
akceptor a rendszert jellemz6 kontroll és allapotvaltozokkal kapcsolatos.
Igy az altalunk is detektalt oldott oxigén koncentracid, vagy a fermentlére
¢s technologiai koriilményekre jellemz6 oxigén atviteli koefficiens (OTR
— oxigen transfer rate), kontroll valtozok lehetnek, mig a 1égzési sebesség
(dC/dt), és a fajlagos 1égzési sebesség (Q) a tenyészet fizioldgiai allapotat
jellemzo allapotvaltozdk. A levegdztetés a kisérletek elsd szakaszaban 2
VVM (percenként bejuttatott levegd ¢és a reaktor térfogatanak
hanyadosa), a késébbiekben pedig 0.5, 1, ill. 1.5 VVM volt.

3.3.5. Telepszdam meghatdrozds

Az élesztdk szdmanak meghatarozasit az L ETI-ML-SOP-VU-
FM-1.0 Elesztd és penész szam meghatérozasa tej és tejtermékekben”
vizsgalati utasitas szerint végeztiik.

A mintakbol elkészitettiik a decimalis higitasi sorokat 10° tagig.
Az utolsé harom tagb6l 1-1 cm’-nyi mennyiségeket steril petri-csészébe
pipettdztunk, majd YGC szelektiv taptalajjal agarlemezeket ontottiink,
amelyeket szilardulas utan 30 °C-on 48 oraig inkubaltuk. Minden higitas
esetében 3 parhuzamos leoltast végeztiink. Kiértékelésnél a kapott
lemezenkénti telepszamok stlyozott szamtani atlagat hataroztuk meg a
kovetkezd képlet alapjan:

2 ¢ ahol

T roln)rEd’

¢ atelepszam sulyozott kozépértéke (CFU — Colony Forming
Unit/dm’)
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Yc a szadmitasba bevont valamennyi lemez telepeinek osszege
(legalacsonyabb ¢€s az azt kovetd kiértékelhetd higitasi fokok)

n; a legalacsonyabb kiértékelhetd higitasi fokhoz tartoz6 lemezek
szdma

n, akovetkezo kiértékelhetd higitasi fokhoz tartozo lemezek szama

d alegkisebb kiértékelt higitasi szint

V  az inokulum mennyisége (cm’)

A szadmolas soran a 10 és 300 kozotti telepet tartalmazd lemezeket vettiik

figyelembe.

3.3.6. Szdrazanyag tartalom meghatdrozds

A szarazanyag mennyiségének meghatdrozasat Deak és mitsai.
(2002) altal kidolgozott modszer szerint végeztik. A homogenizalt
mintakbél 10 cm’-nyi mennyiséget centrifugacsévekbe mértiink, majd
5000 g mellett 10 percig centrifugdltuk. A feliiluszét eltavolitva a
letilepedett élesztosejteket desztillalt vizben felszuszpendalva 1jabb
centrifugéldst végeztiink. A folyamatot haromszor ismételtiik, majd az
utols6 centrifugalast kovetden az iiledékeket desztillalt vizzel -
elézetesen szazad g pontossaggal lemért - kb. 20 g kvarchomokot
tartalmazd  aluminium  edényekbe mostuk, ¢és 105 °C-on
tomegallandosagig széritottunk. A visszamérések soran kapott
eredményekbdl a szdrazanyag mennyisége meghatarozhato.

Az alkalmazott modszer megegyezik AOAC (1975) éltal leirt

modszerrel.
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3.3.7. Laktoz, gliikoz, galaktoz és etanol tartalom meghatdrozdsa
nagyhatékonysagu folyadékkromatogrdfia (HPLC) segitségével

Vizsgalatainkat a Nyugat-Magyarorszagi Egyetem
,Elelmiszertudoményi Intézet és Magyar Tejgazdasagi Kisérleti Intézet
Kft. — akkreditalt Kozponti Laboratoriumanak™ analitikai részlegében
végeztiik.
A mintdkb6l kis mennyiséget (kb. 4 cm’) kivéve és 0.45 pm-es
fecskendOsziiron keresztiil atsziirve, 150 pl-es inzerteket tartalmazé
hasitott gumimembrannal zart fiolakat toltottiink meg. A laktoz, glikoz,
galaktéz és etanol mennyiségét a sziirletb6l HPLC segitségével
hataroztuk meg. A miiszert minden mérés eldtt kalibraltuk (minimum 3
pontos kalibracid, a kalibrald oldatok koncentracidja lefedte a mérési
tartomanyt /0-5%; 0-50 g/dm’/) A vizsgalatok soran Supelcogel H
kolonnat, illetve 0,1% H3PO, eluenst alkalmaztunk. A kolonnat 75 °C-on
termosztaltuk. Az aramldsi sebesség 0.5 cm’/min volt és az eludtumbol
refraktiv index torésmutatd detektorral mértiik a laktoz, gliikoz, galaktoz
¢s etanol mennyiségét.

A folyadékkromatografids vizsgalatok kismértékli szervessav
termelést is kimutattak, jollehet az ¢lesztok a rendszerben jelen 1évo tej-
¢s ecetsavat, valamint az etanolt képesek teljesen felhasznalni

szaporodasuk soran (Hang és mtsai., 2003; Asvanyi és mtsai., 2005c).

3.3.8. Hozamkonstansok
A fermentacié egy bizonyos szakaszdban a sejttdmeg ¢s a

szusztratkoncentracio kozott linearis 0sszefiiggés van, azaz:

dx/dS =-Y
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ahol, Y: Herbert altal bevezetett hozamkonstans.
A negativ eldjel magyarazata, hogy sejttomeg csak szubsztrat rovéasara
jellemzé hozam (Yys) mellett kiszadmithatjuk a sejttomeg (Yy)

hozamallandojat is (Yx=dx/dt)

3.3.9. Statisztikai modszerek

Az eredménykiértékelést a statisztikai modszerek koziil az egy,
illetve kéttényezGs varianciaanalizis segitségével végeztik el, az
altalanos linearis modellt alkalmazva. Ennek soran meghatiroztuk a
négyzetdsszeg (SS), szabadsagfok (df), szorasnégyzet (S°), szamitott F
értek (F), a szabadsagfokok alapjan meghatarozott F érték (Fj.)
adatokat.

Az atlagértékek kozotti szignifikans kiillonbséget (LSDgso;)
Ducan-féle post-hoc moddszerrel (Ducan, 1975) hataroztuk meg, 5%
elséfaju  hiba mellett, amelynek elénye a fiiggetlen valtozokra
alkalmazhatd t-teszttel szemben, hogy a vett mintdk szamat is figyelembe

veszi.

3.3.10. Maximalis fajlagos szaporoddsi sebesség meghatdarozdsa

A sejtszamlalasok sordn kapott eredményeket (7. 4bra)
logaritmizalva, és az id6 fiiggvényében abrazolva egy nyujtott S gorbét,
az exponencialis szaporodasi gorbét kapjuk. A maximalis fajlagos
szaporodasi sebess€g (Umax) meghatarozasa ennek linedris szakaszabol
torténik regresszidoval, amely megfelel a mikroba szaporodas

exponencialis fizisanak. A meredeksége (m), illetve az R* értékének
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kiszamitasat kovetden az elObbibdl, a Student féle t-eloszlas kritikus
értékeit tartalmazo tablazat segitségével a maximalisfajlagos szaporodasi
sebess€g (Umax) meghatarozhato a

Kmax=to.05m

Osszefiiggés alapjan.

3.3.11. Generdcios ido
Az ¢elozd fejezetben leirt moédszerrel meghatarozott maximalis
fajlagos szaporodasi sebesség (1) €s generacios 1d0 (tg) kozott a kapcsolat
fiiggvényszert, igy ez utobbi a
tg=In2/p

Osszefliggés segitségével megadhato.

3.3.12. Az eredo folyadékoldali oxigénabszorbcios egyiitthato, a telitési
oxigén koncentrdcio, valamint a l1égzési sebesség meghatdrozdsa
A eredd folyadékoldali oxigénabszorbcios egyiitthato (Kpa)
meghatarozasat Sevella (2001b) modszere szerint végeztiik. A dinamikus
Kia meghatarozas soran a mikrobak 1égzését leird
dC/dt = K ax(C*-C)-xQ (kg O,/m’xh) [1]

Osszefliggésbol indultunk ki, ahol:

a: térfogategységre jut anyagatadasi feliilet (cm™)

Kia: eredd folyadékoldali oxigénabszorbcids egyiitthato (h™)
C*: telitési oxigén koncentracié (mg/dm’)

C: aktuélis oldott oxigén koncentracié (mg/dm’)

X: sejttomeg (g)

Q: fajlagos 1égzési sebesség (h™)
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A fermentor levegdztetését egy adott iddpontban leéllitva az
oldott oxigén (C) csokkend értékei 4altal meghatarozott egyenes
iranytangense a 1égzési sebességet (dC/dt) adja.

Az [1] egyenletet linearizalva a:
C =-1/Kpa(dC/dt+xQ)+C*
egyenletet kapjuk, amelyet grafikusan abrazolva a Kia és C* értéke

kiszamithato.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A kivalasztott élesztétorzsek

A szakirodalomban ko6zo6lt adatok alapjan és a 3.3.1. alfejezetben
leirt metodikaval két élesztéfajt (Kluyveromyces marxianus, illetve
Kluyveromyces  lactis) tartottunk alkalmasnak sajtsavd alapu
egysejtfehérje eldallitasra. A két faj vizsgélati céllal megvasarolt o6t
torzsének (4. tdblazat) mindegyike elérhetd Magyarorszagon (koziilik 4
magyarorszagi torzsgyljteményben), melyeket a késobbi iizemi

alkalmazas lehetdsége miatt itéltiink Iényegesnek.

4.2. Az optimalis fermentacios paraméterek megadasa

Kisérleteink els6 fazisdban a kivalasztott torzsekkel szakaszos
egysejtfehérje-eldallitast végeztiink az altalunk optimalisnak itélt
fermentaciés paraméterek (6. tablazat) mellett (Asvanyi és mtsai.,

2005a).

6. tablazat Az egysejtfehérje-eldallitas soran alkalmazott paraméterek

Paraméter Beallitott érték
Keverés (1/min) 300+1
Homérséklet (°C) 30+0.1
pH 4.5+0.01
Levegdztetés 0.5-2 VVM'
Oldott oxigén (mg/ dm’) Meért

'WVM: percenként bejuttatott levegd és a reaktor térfogatanak hanyadosa

A homérséklet hatdasa az Arrhenius-Osszefiiggés értelmében

jelentkezik, annak ellenére, hogy a mikroba metabolizmusa szamtalan
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elemi, molekularis szintl 1épés ereddje. A hdmérséklet a novekedésen tul
a termékképzésre is hatdssal van. Gyakran a novekedés ¢és a
termékképzodés hofokoptimuma nem esik egybe. Esetlinkben is igaz ez a
megallapitds, hiszen az élesztd enzimtermelésének hdfokoptimuma
mintegy 38 °C, mig a szaporodds optimalis intervalluma ennél 5-8 °C-al
alacsonyabb. Ez természetesen a tenyésztett mikroban tul a kornyezet
egyéb tényezditdl (pH, fermentlé Osszetétele) 1s fligg. A teljes
egysejtfehérje-eloallitasi folyamat optimalis homérsékletének, illetve
hémérséklet profiljanak meghatdrozasa olyan optimumkeresési feladat,
amely a matematikai modellezés segitségével megoldhat6. Kisérleteink
soran a reaktortér homérsékletét 30°C-on tartottuk a duplikatiraval
ellatott alapi rész segitségével.

A fermentlé pH értékének hatdsa elsddlegesen a sejtmembran
anyagtranszport-folyamataira iranyul. Mivel a folyamat sordn a pH-t
szabalyoztuk, ezért kontroll valtozoként vehetjiik figyelembe. Gyakran a
pH az a kornyezeti tényezd, amely a rendszer idegen mikrobakkal torténd
befert6z6dését meggatolja, azonban soha nem hagyatkozhatunk csupan
erre a rendszer csiramentességének fenntartasdnal. A tdpoldat kémhatasat
a fermentor folyamatos szabdlyozassal pH 4.5 értéken tartotta, oly
modon, hogy a pH-méré impulzusai alapjan 1 molos NaOH-t, vagy, 1
molos HCl-ot adagolt a reaktortérbe. A pH érték a fermentacié kezdetén
gyorsan emelkedett, mivel az élesztok a sajtsavoban taldlhatd tejsavat
felhasznaljak €s mas savas kémhatast végtermék nem keletkezik, ezért a
kisérlet inditasat kévetoen a savfelhasznalas fokozottabb, mint a késobbi

szakaszokban.
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A reaktortér kis mérete és a flooding kikiiszobolése érdekében a
keverés fordulatszamat 300 1/min értéken tartottuk.

Az élesztd szaporitasdra hasznalt tapoldat a cukor ¢&s
fehérjevegyiileteken kiviil kiilonb6zé — részben ismeretlen — feliiletaktiv
anyagokat is tartalmaz. Ezeket vagy mar az eredeti tapoldat tartalmazza,
vagy a folyamat soran keletkeznek, esetleg magabol az élesztdsejtbol
jutnak ki. Egysejtfehérje-eldallitds kozben a tapoldat levegdztetése és
keverése kovetkeztében a feliileti fesziiltségesokkentd anyagok hatdsara
hab képzddik, amely az élesztdszaporitas folyamatara hatranyos, mivel
csokken a hasznos térfogat és a levegdztetés hatasfoka. Ilyen esetben
indokolt a mechanikus habtorés, vagy kémiai habzasgatlok adagoldsa. A

habzas csokkentésére feliiletaktiv Antifoam-Y 30 emulziot alkalmaztunk.

4.3. A torzsek altal elért maximalis telepszam és maximalis fajlagos
szaporodasi sebesség

A vett mintakbol meghataroztuk az €leszto telepszamot
Ennek kettds célja volt:

- egyrészt megallapitottuk, hogy az Aaltalunk vizsgalt
élesztotorzsek azonos szaporodasi feltételek mellett elérték-e a
szakirodalomban k6zolt maximalis sejtszam (Nmax) értékeket,

— masrészt meghatarozhattuk a torzsek maximalis fajlagos
szaporodasi sebességét (Umax), Vvagyis kivalaszthattuk a
szaporodas szempontjabol egysejtfehérje eldallitasra leginkabb

alkalmas torzset.
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id8 (h)
—ua—K. lactis NCAIM 'Y 00260*
— A—K. marxianus LAF 4*
—x—K. marxianus NCAIM 'Y 00933 *
—eo—K. marxianus NCAIM Y 00463*
—&—K. marxianus NCAIM'Y 00697*
*minden adat harom parhuzamos mérés atlaga
7. abra Szaporodasi gorbék a vizsgalt torzsek esetében

A 7. abra adataibol lathato, hogy a vizsgalt torzsek esetében a
maximalis telepszamot a folyamat 44. drajaban kaptuk.

A 3.3.10. fejezetben leirt modszer segitségével a maximalis
fajlagos szaporodasi sebesség (Umax) az egyes torzsek esetében

kiszamithato (8-12. abrak; 7. tablazat).
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8. abra A i érték meghatarozéasa K. marxianus NCAIM 'Y 00933
torzs esetében
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9. Abra A P,y érték meghatdrozasa K. marxianus LAF 4 torzs esetében
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10. dbra A p max érték meghatarozasa K. marxianus NCAIM 'Y 00463

torzs esetében
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11. abra A p .« €rték meghatarozasa K. lactis NCAIM 'Y 0260 torzs

esetében
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12. Abra A .y érték meghatdrozéasa K. marxianus NCAIM'Y 00697
torzs esetében

A telepszam meghatdrozast minden torzs esetében haromszor
ismételtiilk, majd a hdrom fuggetlen parhuzamos adatsort a 3.3.9.
alfejezetben leirtak szerint értékeltiik ki. (8. tablazat).

A maximalis sejtszamok logaritmusanak atlagértékeit €s azok

95%-0s konfidencia-intervallumat a 13. dbra szemlélteti.
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7. tablazat A maximalis sejtszamok logaritmusa (log Np.x) €s a fajlagos
szaporodasi sebesség (Lmax) értékek az egysejtfehérje-eldallitas soran

tog Crimy |\
Riuopveromyecs lactis 878+ 0.04' | 021740.014°
fgvf’omyces marxianis 8.57 +0.15" 0.168  0.006"
ﬁ’é‘ﬁvli’/’[‘)?ocg%’g“rx’”””s 8.87 + 0.08" 0.163 + 0.007°
ﬁ’é’ﬁi’f@ocgj narxianis 8.67+0.21° 0.163 + 0.007°
ﬁ’é‘f&?@q{)cggg”;‘”x"“nus 7.17+0.10° 0.104 £ 0.007°

* Az adatok harom parhuzamos mérés kozépértékei + standard hiba.

az eltérd kitevojii értékek azonos oszlopon belill szignifikdnsan
kiillonboznek (P < 0.05).

8. tablazat Maximalis sejtszam-értékek varianciaanalizise

Tényezok SS df § F F irit.  LSDoso,

Csoportok kozott | 5968 4 1.492 88.000 3.480 0.237
Csoporton beliil 0.169 10 0.017
Osszesen 6.137 14

A 7. tablazat adataib6l megallapithatdo, hogy a maximalis
sejtszdmok tekintetében a K. marxianus LAF 4, illetve a K. marxianus
NCAIM Y 00463 torzsek eredményei, szignifikdnsan kisebbek a K.
marxianus NCAIM Y 00933, valamint a K. lactis NCAIM Y 00260
torzsek eredményeinél. A K. marxianus NCAIM Y 00697 eredménye
minden torzshoz viszonyitva szignifikdnsan kisebb.

A maximalis fajlagos szaporodasi sebesség esetében a K. lactis

NCAIM Y 00260, illetve a K. marxianus NCAIM Y 00697 torzsek
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kiilonboznek szignifikdnsan a csoport tobbi tagjatol. Mig az eldbbi torzs
a csoport atlaganal nagyobb, addig az utdbbi kisebb . értékeket

mutatott.

8.50
£ 8.00
Z b
en
= 750
- t
6,50
1 2 3 4 5

térzsek  m max sejtszam*/cm’

1 K. lactis NCAIM Y 00260 2 K. marxianus LAF 4
3 K. marxianus NCAIM Y 00933 4 K. marxianus NCAIM Y 00463
5 K. marxianus NCAIM Y 00697  *harom parhuzamos adatsor atlaga

13. abra A maximalis sejtszamok atlagértékei és azok 95%-os
konfidencia-intervalluma.

Alvarez és Ricano (1979) K. marxianus fajt alkalmazva
kisérleteiben, 37 °C-on, pH 4.5 mellett a pmax értékét 0.21 1/h-ban
allapitottak meg, amely megfelel eredményeinknek. Ben-Hassan ¢és
mtsai. (1992), Mansour és mtsai. (1993), illetve Ghaly ¢és mtsai. (2005)
az elézdekkel azonos fermentéacios paraméterek mellett a pmay értékét 0.2

1/h-ban kozolték.
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Bellaver és mitsai. (2004) galaktdzt, illetve laktézt alkalmazva
egyediili szénforrasként a .y ertékét mindkét esetben 0.44+0.03 1/h-
nak talalta, amely joval nagyobb az altalunk k6zolt értékeknél. Hasonlo
értékeket (0.04340.03 1/h) értek el Barba és mtsai. (2001)

Az elozdekben mar szdltunk a géntechnikdk segitségével
1étrehozott 0j torzsek fokozott szaporodasi sebességérol. A K. lactis és S.
cerevisiae hibridjével 4% (m/v) laktdzt tartalamazo sajtsavoban pyax =

0.43 1/h értéket ért el (Ostergaard €s mtsai., 2000).

Lodi és Donnini (2005) K. fragilis fajt alkalmazva kisérleteikben
8.4x10° CFU/cm’ sejtszamot a fermentéacio 72. 6rajaban érték el. Berruga
¢s mtsai. (1997) nyolc K. marxianus torzset hasonlitott 6ssze azonos
fermentacids paraméterek mellett (30 °C, 100 1/min fordulatszdmu
keverés), amelynek soran minden torzs esetében elérték az 1x10°
CFU/cm’ maximalis sejtszamot.

Ghaly és mtsai. (2005) K. marxianus esetében 1 VVM
levegbztetést alkalmazva egy nagysagrenddel kisebb (4.95x107 CFU/
cm’) maximalis sejtkoncentraciot kozoltek.

Ben-Hassan és Ghaly (1995) a fermentacios koriilményektdl
figgben 4.28x107 — 1.13x10° sejt/cm® maximalis sejtszamot értek el,
amelyek koziil az utdébbi egy nagysagrenddel meghaladja az altalunk
kozolt értékeket.

4.4. Tapanyagok felhasznalasa

A fermentlé tdpanyagai kornyezeti tényezokként szerepelnek és

fontosak a mikrobak anyagcsere-termelése és novekedése szempontjabol.
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Nem hagyhatjuk figyelmen kiviil azonban a mennyiségi ¢s mindségi
tulajdonsagokat sem, hiszen ezek segitik el az induktiv tulajdonsagok
manifesztdlodasat a  szamtalan genotipus lehetésége  koziil.
Megjegyzendd, hogy a szubsztratok, hasonléan a pH-hoz, kontroll és
allapotvaltozoként 1is szerepelhetnek. A szubsztrat felhasznélasi
sebességek, ¢s a fajlagos szubsztrat felhaszndladsi sebességek
allapotvaltozok, €s hatassal lehetnek a novekedési sebességre. Ilyen
esetekben limitald szubsztratrdl beszéliink. Ezt a funkcidt kisérleteinkben
a laktoz toltotte be, hiszen a f5-galaktoziddz szubsztratjaként, kimeriilését
kovetden a rendszer hanyatlé fazisa kovetkezett. Erdemes tehat nyomon
kovetni a teljes, vagy az enzimesen bontott (gliikoéz + galaktdz) formaban
jelenlévo laktéz mennyiségét, hiszen igy kovetkeztethetiink a folyamat
egyes fazisaira, valamint az alkalmazott mikoorganizmusok anyagcsere-
folyamatanak jellemz6 vonasaira.

Az egyes torzsek esetében HPLC segitségével meghataroztuk a
tapoldat gliikkdéz, galaktéz ¢€s laktéz tartalmat, valamint a termelt
maximalis etanol mennyiségét. A maradékcukor tartalom a laktoz
lebontasanak hatékonysagat, mig az etanol termelédése a nem megfeleld
oxigénellatds kovetkeztében fellépd fermentativ szénhidratbontast,

esetenként a diauxids novekedést jelzi (Asvanyi és mtsai., 2005b).

4.4.1. A tapoldat gliikoz tartalma
Kisérleteink soran a 3.3.7. alfejezetben leirt moddszerrel
meghataroztuk a tépoldat glilkoz tartalmat, majd az eredményeket a

3.3.9. alfejezetben leirtak szerint értékeltiik ki (9-10. tablazat; 14. abra).
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9. tablazat A tapoldat gliikoz tartalma (%) az egysejtfehérje-eloallitas
végén a vizsgalt torzsek esetében

Gliikoz tartalom (%)
Torzsek Atlag* Szoras |Variancia
K. lactis NCAIM'Y 00260 1.7E-04" | £2. 9E-04 | 8.5E-08
K. marxianus LAF 4 3.3E-04° | +3.1E-04 | 9.8E-08
K. marxianus NCAIM 'Y 00933 1.7E-05° | £2.9E-05 | 8.3E-10
K. marxianus NCAIM 'Y 00463 7.6E-04% | £9.2E-04 | 8.4E-07
K. marxianus NCAIM'Y 00697 2.9E-04° | +£5.0E-04 | 2.5E-07

*harom parhuzamos adatsor atlaga ®* az eltérd kitevéjii értékek azonos
oszlopon beliil szignifikansan kiilonb6znek (P < 0.05)

10. tablazat A végso gliikkoz tartalom (%) varianciaanalizise

Tényezok SS df S’ F  F . LSDoso,
Csoportok kozott| 9.6E-06 4  2.4E-06 9.435 3.478 9.2E-04
Csoporton belil | 2.5E-06 10 2.5E-07
Osszesen 1.2E-05 14

A 9. tablazat adataibol lathatd, hogy a K. marxianus NCAIM Y
00463 torzs eredménye mindegyik vizsgalt torzs atlaganal szignifikdnsan
nagyobb volt. A kisebb értékeket mutatd torzsek koziil a K. marxianus
LAF 4 és a K marxianus NCAIM Y 00697 torzs atlagai nem
kiilonboznek egymastol, viszont szignifikdnsan nagyobbnak bizonyultak
a K. lactis NCAIM Y 00260, illetve a K. marxianus NCAIM Y 00933

torzsek eredményeinél.

76



Eredmények

0,0010
0,0009
0,0008 I
0,0007
0,0006
X 0,0005
0,0004 T
0,0003
0,0002 I
0,0001 - T
0,0000 :. J—
1 2 3 4 5
torzsek M gliiko6z tartalom™
1 K. lactis NCAIM Y 00260 2 K. marxianus LAF 4
3. K. marxianus NCAIM'Y 00933 4 K. marxianus NCAIM'Y 00463
5 K. marxianus NCAIM'Y 00697 *harom parhuzamos mérés atlaga

14. abra A tapoldat gliikoz tartalmanak (%) atlagértékei és azok 95%-o0s
konfidencia intervalluma az egysejtfehérje-eldallitas végén a vizsgalt
torzsek esetében

A szakirodalomban az élesztokkel végzett sajtsavd alapu
egysejtfehérje eldallitds sordn a tapkozeg gliikdz, illetve galaktdz
tartalmara vonatkozoan nem taldltunk adatot. A publikacidkban kozolt
kisérletek eredményeinek segitségével csupan az egyes részfolyamatokra
kovetkeztethetiink.

Bailey et al (1982) 5% gliikdz tartalmu tapoldatban a felhasznalas
maximumat élesztotol fliggden a 12. és 22. draban érte el. Lark és mtsai.

e

szaporitott, amely az altalunk is alkalmazott homérsékleten (30 °C) az

77



Eredmények

inokuldlastél szamitott 8 oOran beliil felhasznalta a teljes gliikdz
mennyiségét. Bellaver és mtsai. (2004) 25, illetve 14 g/dm’ gliikéz
tartalmu oldatokban K. marxianus €lesztot szaporitva azt tapasztaltak,
hogy a folyamat 4. illetve 6. 6rdjara ezen éleszt6faj, a kiindulasi gliikoz
mennyiségének szinte 100%-4t felhaszndlja, és a tovabbiakban a
folyamat végéig az altalunk is tapasztalt alacsony gliikoz tartalmakat
regisztraltak. Merico €és mitsai. (2004) kisérleteikben K. lactis €lesztot
szaporitottak 2% gliikoz tartalmu tapoldatban, amelynek soran az
altalunk tapasztaltnal kevesebb, mintegy 2.68 mg/cm’ maximalis

biomassza mennyiséget értek el.

4.4.2. A tapoldat galaktoz tartalma
A 3.3.7. alfejezet alapjan HPLC segitségével meghatarozott
galaktéz tartalom eredményeket a 3.3.9. alfejezetben leirtak szerint

értékeltiik ki (11-12. tablazat; 15. dbra).

11. tablazat A tapoldat galaktoz tartalma (%) az egysejtfehérje-eldallitas
végeén a vizsgalt torzsek esetében

Galaktoz tartalom (%)
Torzsek Atlag* Szoras | Variancia
K. lactis NCAIM 'Y 00260 5.0E-05" |+8.7E-05| 7.5E-09
K. marxianus LAF 4 2.0E-03° | +6.5E-04 | 4.20E-07
K. marxianus NCAIM 'Y 00933 2.2E-04* | £3.8E-04 | 1.42E-07
K. marxianus NCAIM'Y 00463 1.0E-04* |£1.7E-04 | 3.0E-08
K. marxianus NCAIM'Y 00697 1.1E-03° |+1.4E-03 | 1.96E-06

*harom parhuzamos adatsor atlaga

abed

oszlopon beliil szignifikansan kiilonb6znek (P < 0.05)
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12. tablazat A végso galaktdz tartalom (%) varianciaanalizise

Tényezék SS df S’ F  Fii. LSDos,
Csoportok kozott | 9.06E-06 4 2.27E-06 4.498 3.478 0.001
Csoporton belil | 5.04E-06 10 5.04E-07
Osszesen 1.41E-05 14

A 11. tablazat adataibdl lathato, hogy a K. marxianus LAF 4 torzs
eredménye mindegyik vizsgalt torzs atlagatol szignifikansan nagyobbnak
mutatkozott. A K. marxianus NCAIM Y00933 ¢és a K. marxianus
NCAIM Y 00697 torzs atlagai kozott nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget. A K. lactis NCAIM Y00260 és a K. marxianus NCAIM 'Y
00463 torzs eredményei a K. marxianus LAF 4, illetve a K. marxianus

NCAIM Y 00697 atlagaihoz viszonyitva szignifikdnsan kisebbek voltak.
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torzsek M galaktdz tartalom*

1 K. lactis NCAIM Y 00260 2 K. marxianus LAF 4
3. K. marxianus NCAIM Y 00933 4 K. marxianus NCAIM Y 00463
5 K. marxianus NCAIM'Y 00697 *harom parhuzamos mérés atlaga

15. abra A tapoldat galaktoz tartalmanak (%) atlagértékei €s azok 95%-
os konfidencia intervalluma az egysejtfehérje-eldallitas végén a vizsgalt
torzsek esetében

Bailey ¢és mtsai. (1982) 5% galaktoz tartalmti tapkozegben
végeztek élesztd szaporitast, amelynek sordn a folyamat 28., illetve a 38.
orgjdban vett mintdkbol, galaktéz mar nem volt kimutathato.
Eredményeikkel 6sszhangban, kisérleteink soran a K. lactis NCAIM Y
00260, illetve a K. marxianus NCAIM Y 00463 torzsek esetében az SCP
eloallitasi folyamat végére (48 h) galaktoz szintén nem volt kimutathato.
Merico €s mtsai. (2004) kisérleteikben K. lactis éleszt6t szaporitottak 2%
galakt6z tartalmu tapoldatban, melynek sordn a 2.64 mg/cm’ maximalis

biomassza mennyiséget értek el. Ross ¢és mtsai. (2004) galaktoz
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hasznositasara alkalmas, modositott Saccharomyces torzsekkel végzett
kisérleteik szerint, az élesztok egy csoportja a folyamat 6. oOrdjara a
kiindulasi lakt6z (0.0005-0.002%) mennyiségének 85 %-at felhasznaljak,
mig a tobbi élesztd esetében a t=0 és a 24. 6raban mért galaktdz tartalom

kozott nem volt szignifikans kiilonbség.

4.4.3. A tapoldat etanol tartalma
A 3.3.7. alfejezetben leirt modszerrel meghatarozott etanol

tartalmak eredményeit a 3.3.9. alfejezetben leirtak szerint értékeltiik ki

(13-14. tablazat; 16. abra).

13. tablazat A torzsek altal termelt maximalis etanol tartalom (%) a

tapoldatban
Etanol tartalom (%)
Torzsek Atlag* Szoras | Variancia
K. lactis NCAIM'Y 00260 0.268" | +0.125 0.016
K. marxianus LAF 4 0.045% | +£0.035 0.001
K. marxianus NCAIM'Y 00933 0.271* | +£0.300 0.090
K. marxianus NCAIM'Y 00463 0.351° | +0.515 0.266
K. marxianus NCAIM'Y 00697 0.191* | +0.130 0.017

*harom parhuzamos adatsor atlaga “az eltérd kitevojii értékek azonos
oszlopon beliil szignifikansan kiilonbdznek (P < 0.05)

14. tablazat A maximalis etanol tartalom varianciaanalizise

Tényezék SS df §° F  Fii. LSDoso,
Csoportok kozott 0.160 4 0.040 0.515 3478 -
Csoporton beliil 0.779 10 0.078
Osszesen 0.940 14
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A tapoldatban mért maximadlis etanol tartalmak esetében a

vizsgalt torzsek kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget.
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torzsek M etanol tartalom (%)

1 K. lactis NCAIM Y 00260 2 K. marxianus LAF 4
3 K. marxianus NCAIM Y 00933 4 K. marxianus NCAIM Y 00463
5 K. marxianus NCAIM 'Y 00697 *harom parhuzamos mérés atlaga

%

16. abra A tapoldat maximalis etanol tartalméanak (%) atlagértékei és
azok 95%-os konfidencia intervalluma a vizsgalt térzsek esetében

Az altalunk mért etanol tartalmak 6sszhangban vannak Becerra €s
mtsai. (2004), van Urk és mtsai. (1988), valamint Meller és mtsai. (2002)
altal kozolt adatokkal (0.15-0.37%; 0.023%; 0.20%).

Kiers és mtsai. (1998), valamint Bellaver és mtsai. (2004) K.
lactis, illetve K. marxianus ¢lesztoket glikdz alapon szaporitva nem
tapasztaltak etanol termelést, amely szerintiik a vizsgalt torzsek esetében

a hosszutavu Cabtree-effektus hidnyanak kovetkezménye.
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Cortés és mtsai. (2005) K. marxianus esetében 12.3 g/dm’ maximalis
etanol mennyiséget kozolt, amely joéval nagyobb az altalunk mért

értékeknél.

4.4.4 A tapoldat laktoz tartalma
A 33.7. alfejezetben leirt moddszerrel meghatarozott
laktéztartalmak eredményeit a 3.3.9. alfejezetben leirtak szerint

értékeltiik ki (15-16. tablézat; 17. dbra).

15. tablazat A tapoldat laktdz tartalma (%) az egysejtfehérje-eldallitas
végén a vizsgalt torzsek esetében

Laktoz tartalom (%)
Torzsek Atlag* | Széras | Variancia
K. lactis NCAIM 'Y 00260 1.099" | +0.283 0.080
K. marxianus LAF 4 1.149" | +0.313 0.098
K. marxianus NCAIM'Y 00933 1.532° | +0.077 0.006
K. marxianus NCAIM'Y 00463 1.368™ | +0.140 0.020
K. marxianus NCAIM'Y 00697 1.576° | +0.258 0.067

*harom parhuzamos adatsor atlaga *° az eltéré kitevéjli értékek azonos
oszlopon beliil szignifikansan kiilonbdznek (P < 0.05)

16. tablazat A végso laktdz tartalom (%) varianciaanalizise

Tényezok SS df S F  F . LSDose,
Csoportok kozott | 0.928 4 0.232 4291 3478 0.433
Csoporton beliil 0.541 10  0.054
Osszesen 1469 14

A végso laktoz tartalom atlagértékei esetében (17. dbra) a K.
lactis NCAIM Y 00260, illetve a K. marxianus LAF 4, torzsek atlagai
szignifikansan kisebbnek mutatkoztak a K. marxianus NCAIM Y00933,
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illetve a K. marxianus NCAIM Y 00697 torzsek eredményeinél, és nem

mutattak szignifikans kiilonbséget a K. marxianus NCAIM Y 00463 torzs

atlagdhoz képest.
2,00
1,80 T T
1,60 T
1,40 T
1,20
=X 1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00 -
1 2 3 4 5
torzsek @ laktoz tartalom (%)
1 K. lactis NCAIM 'Y 00260 2 K. marxianus LAF 4

3. K. marxianus NCAIM'Y 00933 4 K. marxianus NCAIM 'Y 00463
5 K. marxianus NCAIM 'Y 00697 *harom parhuzamos mérés atlaga

17. abra A tapoldat laktdz tartalmanak (%) atlagértékei és azok 95%-os
konfidencia intervalluma az egysejtfehérje-eldallitas végén a vizsgalt
torzsek esetében
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A laktoz felhasznalas %-os értékeit a 17. tdblazat tartalmazza.

17. tablazat Laktoz felhasznélas az egysejtfehérje-eloallitas soran a
vizsgalt torzsek esetében

Laktoz felhasznalas (%)
Torzsek Atlag*
K. lactis NCAIM'Y 00260 98
K. marxianus LAF 4 99
K. marxianus NCAIM Y 00933 99
K. marxianus NCAIM'Y 00463 99
K. marxianus NCAIM Y 00697 98

*harom parhuzamos adatsor atlaga

A 17. tablazatban lathatd, hogy a laktdz felhasznalds a vizsgalt
torzsek esetében 98-99% volt, amely eredmények megegyeznek Ghaly és
mtsai. (2005), Ghaly és Kamal (2004), Ghaly és mtsai. (1993), valamint
Ben-Hassan (1991) altal kozolt adatokkal (99%). Ghaly és mtsai. (1992),
Chanda és Chakrabarti (1996), valamint Szczodrak (2000) kisérleteikben
a laktoz felhasznalas hatékonysagat kisebbnek talaltdk (96%, illetve 95-
99%). Becerra és mtsai. (2004) az altalunk tapasztalt eredményeknél
joval kisebb (59%) laktoz felhasznalasi értékeket kozolt. Ben-Hassan ¢és
Ghaly (1995) altal kozolt laktéz felhasznalas hatékonysadga a
fermentacidos koriilményektol filiggéen 74-99% volt. Mahmoud és
Kosikowski (1982) K. fragilis fajt aerob és anaerob viszonyok kozottt
szaporitva, az elobbi esetben 99.7%, az utdbbiban pedig 60.9% laktéz

felhasznalast mértek.
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4.5. Generacios ido
A 3.3.11. alfejezet szerint meghatarozott generacids idok a 18.

tablazatban lathatok.

18. tablazat Generacios id0 (t,) az egysejtfehérje-eldallitas sordn a
vizsgalt torzsek esetében

Torzsek t*

orzse (h)

K. lactis NCAIM 'Y 00260 3.2
K. marxianus LAF 4 4.1
K. marxianus NCAIM Y 00933 4.2
K. marxianus NCAIM'Y 00463 4.2
K. marxianus NCAIM'Y 00697 6.6

*harom parhuzamos adatsor atlaga

Lodi és Donnini (2005) K. lactis faj esetében 2 6rds generacios
1d6t kozolt, amely az altalunk ugyanennél a fajnal kozolt idétartamnal

jelentdsen rovidebb.

4.6. A torzsek szelektalasa a termelési mutatok alapjan

A maximalis fajlagos szaporodasi sebességek (u) alapjan a két
legjobb eredményt mutatd torzset (Kluyveromyces lactis NCAIM Y
00260 ill. Kluyveromyces marxianus LAF 4) valasztottunk ki tovabbi
SCP eloallitasi kisérletek céljara, amelyek metodikaja megegyezett a
3.3.4. alfejezetben leirtakkal.

Kisérleteink soran 0.5, 1.0 és 1.5 VVMe-es levegdztetést
alkalmaztunk, amelyek meghatdrozdsakor a szakirodalomban kozolt

adatokat, és a késobbi lizemi szintli alkalmazas lehetoségét is figyelembe
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vettiik. Utobbi esetben a 1éptéknovelés soran egyre nehezebben
valésithaté meg a megfeleld oxigén ellatas. Uzemi koriilmények kozott a
100-450 m’-es kevert-levegbztetett reaktorokat felhasznald fermentacios
technoldgidk esetében maximalisan 1 VVM-es levegoztetés biztosithato.
A levegbztetés kisebb hatasfokat a kisérleteink sordn is alkalmazott
kevert-levegoztetett reaktorokban némileg kompenzéalhatjuk a keverés
intenzitdsanak novelésével. Ugyelniink kell azonban arra, hogy nagyobb
értékeknél a keverd ,,megszalad”, és a gazbuborékok diszpergalas nélkiil
haladnak 4t a reaktoron. Az elérhetd OTR (oxygen transfer rate) értéke
mintegy 2-2.5 kgO,/m’xh. Az oxigén tapoldatba, illetve fermentlébe
torténd anyagatadasi folyamatat, valamint a mikrobdk altal torténd
felvételét alapvetden meghatarozza annak stagnald folyadékfilmeken &t
torténd diffuzidja. A folyamatot elemi anyagéatadasi 1épések jellemzik:

1. A gazbuborék a fotomegébdl az oxigén molekula diffuzidval jut a
gaz/folyadék hatarfeliiletre.

2. Ismét diffuzidval addédik at a gazbuborékot burkold — stagnalo —
folyadékfilmen.

3. Gyakran a folyadék fotomege is ellenallast képvisel, mert bar az
oxigén keverés altal, tehat konvekcioval jut keresztiil, azonban
sokszor a keveredés nem tokéletes, igy ez a folyamat sem
pillanatszerd.

4. A mikrébakat koriilvevé folyadékfilm ellenédlldsa szintén nem
elhanyagolhato.

5. A mikroba, vagy mikrobatémeg, esetenként a telep belsejébe

torténd diffuziv oxigén transzport esetében is fellép ellenallas.
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6. Végiil ellendllasnak tekinthetjik az oxigén hasznosulés
,reakcidellendllasat” is, tehat azt, hogy a mikroba 1égzése is

idében bizonyos sebességgel jellemezhetd folyamat.

4.6.1. Maximalis szdrazanyag produkcio
A vett mintdkbol a 3.3.6. alfejezetben leirt moddszerrel
meghatarozasra keriilt sejttomegeket (x), az 1d6 fiiggvényében abrazolva

a 18-19. abrakat kaptuk.

30

0 I I I I I I I I I 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

idé (h)
—+-0.5VVM = 1 VVM 4+ 1.5VVM

*harom parhuzamos adatsor atlaga

18. abra Szarazanyag™ valtozasa 0.5-1.5 VVM levegodztetési szintek
mellett az SCP-el6allitas soran K. lactis NCAIM X 00260 torzs esetében
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30 -

0 I I I I I I I I I 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

ids (h)

——0.5VVM -1 VVM —4—1.5VVM
*harom parhuzamos adatsor atlaga
19. abra Szarazanyag™ valtozasa 0.5-1.5 VVM levegodztetési szintek

mellett az SCP-eloallitas soran K. marxianus LAF 4 t6rzs esetében

A szarazanyag valtozasat nyomon kovetd abrakbol (18-19. abra)
kitlinik, hogy novekvod levegdztetés hatdsara novekedett az elérhetd
maximalis szarazanyag mennyisége is.

K. lactis NCAIMY 00260 torzs esetében a termékképzés csucsa a
40. 6randl taldlhatd, mig a K. marxianus LAF 4 torzs a maximalis
szarazanyag mennyiséget az 1.0 VVM-es levegdztetési szint kivételével

(40. 6ra) a 44. 6raban éri el.
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A torzsek altal az egyes levegdztetési szinteken elért maximalis
atlagos szdrazanyag mennyiségek eredményeit a 3.3.9. alfejezetben

leirtak szerint értékeltiik ki (19-20. tablazat; 20. abra).

19. tablazat A maximalis szarazanyag-produkcid (Xmax) a vizsgalt
torzsek esetében

Xmax (g/dm’)
Levegoztetés . .
(VVM) K. lactis NCAIM Y 00260 K. marxianus LAF 4
Atlag* | Széras |Variancia|Atlag* | Széras [Variancia
0,5 20.78* | +1.02 1.04  [13.92*®| 2247 | 6.10
1 23674 +3.59 | 1291 [17.29°| 497 | 24.68
1,5 25.71°4 | 43.20 1022 [23.50°| +3.64 | 13.27

*harom parhuzamos adatsor atlaga ® az eltérd kitevéjli értékek azonos
oszlopon beliil szignifikinsan kiilonbdznek (P < 0.05) B az eltérd
kitevdjli értékek azonos soron beliil szignifikdnsan kiilonboznek (P <
0.05)

20. tablazat A maximalis szdrazanyag értékek varianciaanalizise

Tényezok SS df §° F  Fii. LSDoso,
Levegoztetés 15890 2 7945 699 3.88 4.23
Torzsek 11936 1 119.36 10.50 4.75 3.45
Ko&lcsonhatas 19.65 2 9.82
Beliil 136.44 12 11.37
Osszesen 43435 17

A 19. tablazat adataib6l megallapitottuk, hogy mind a K. lactis
NCAIM Y 00260, mind pedig a K. marxianus LAF 4 torzs 1.5 VVM-es

levegdztetési szinteken szignifikdnsan nagyobb értékeket mutattak. Az
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elobbi torzs a 0.5, az utdbbi pedig a 0.5 és 1.0 VVM-es levegdztetések
atlagértékeihez képest.

Az egyes torzsek, maximalis szdrazanyag mennyiségére gyakorolt
hatasat vizsgalva a 0.5 és 1.0 VVM-es levegoztetései szinteken talaltunk

szignifikans kiilonbséget a két torzs atlagai kozott.
35,00 -
30,00 -
25,00 -

%)

20,00 -
15,00 -

Xmax (g/dm

10,00 -
5,00 -

0,00
0,5 1,0 1,5
levegdztetés (VVM)
O K. marxianus LAF 4 B KL lactis NCAIM Y 00260

20. abra A maximalis szarazanyag (Xmax) értékei €s azok 95%-os
konfidencia intervalluma

Bellaver és mtsai. (2004) K. marxianus esetében szakaszos
fermentacioban 22 g/dm3 maximalis szdrazanyagot (Xmax) mértek, amely
Osszhangban van az altalunk kozolt adatokkal. Sinclair és Cantero (1990)
a szaporodds exponencialis szakaszabol nyert adatok alapjan az
élesztésejtek tomegének maximalis koncentraciojat 18.3 g/dm’ értéknek

adja meg. Wasserman és mtsai. (1961) altal végzett kisérletekben S.
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fragilis élesztét fehérjementesitett nyers sajtsavon szaporitva a dm’-kénti
biomassza mennyisége 25.2-27.0 g volt, amely értékek Osszhangban
vannak kisérleti eredményeinkkel.

Ghaly és mtsai. (2005), valamint Ben-Hassan és Ghaly (1995) 34
g/dm’ maximalis értéket kozoltek, amely jelentdsen nagyobb, mint az
altalunk mért és a szakirodalomban megtalalhat6 adatok.

Mahmoud és Kosikowski (1982) K. bulgaricus, illetve K. fragilis
¢lesztoket aerob koriilmények kozott sajtsavd permeatumon szaporitva
13.5-12.2 g/dm’ biomassza értékeket kozolt, amely eredmények kisebbek
az altalunk kozolt adatoknal. Az utdbbi faj esetében Ghaly és Singh
(1989), valamint Chanda és Chakrabarti (1996) hasonl6 értékeket (13.09-
152 g/dm’, illetve 11 g/dm’) értek el. Hang és mtsai. (2003) K.
marxianus-sal végzett 48 6ras fermentaciét kovetéen 13+0.03 g/dm’

maximalis szdrazanyag koncentraciot mértek.

4.6.2. Hozamkonstansok

Kisérleteink sordn a laktéz, mint szubsztrat (S) valtozasdval
egyidejileg a sejttomeg (X) valtozasat is nyomon kovettik. A
fermentdcid egy  bizonyos  szakaszdban a  sejttomeg s
szubsztratkoncentracio kozott linedris Osszefliggés van, tehat a 3.3.8.
fejezet alapjan a hozamok (Y Yx) kiszamithatok.

A novekvd levegbdztetések  mellett mért szarazanyag
mennyiségeket abrdzoltuk az i1dé fliggvényében, majd a linedris
szakaszbol regresszidval meghataroztuk a sejttomeg hozamallandoinak
(dx/dt) értékeit, amelyeket ezutan a 3.3.9. alfejezetben leirtak szerint
értékeltiik ki (21-22. tablazat; 21. dbra).
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21. tablazat Sejttomeg hozamallandok (dx/dt) a vizsgalt térzsek

esetében
dx/dt (g/dm’xh)
Levegoztetés . .
(VVM) K. lactis NCAIM Y 00260 K. marxianus LAF 4
Atlag* |Széras |Variancia| Atlag* | Széras [Variancia
0.5 0.338** [+£0.084| 0.007 ]0.207*B{+0.057| 0.003
1 0.499°* [£0.031| 0.001 ]0.233%B[+0.084| 0.007
1.5 0.520°* |£0.043| 0.002 [0.365°|+0.040| 0.002

*harom parhuzamos adatsor 4tlaga ® az eltérd kitevéjii értékek azonos
oszlopon beliil szignifikinsan kiilonbdznek (P < 0.05) “B az eltérd
kitevdjl értékek azonos soron beliil szignifikdnsan kiilonboznek (P <

0.05)

22. tablazat A sejttomeg hozamallanddk varianciaanalizise

Tényezék SS df §° F  Fii. LSDoso,
Levegoztetés 0.087 0.043 11912 3.885 0.075
Torzsek 0.153 1 0.153 41987 4.747 0.062
Ko&lcsonhatas 0.016 0.008
Beliil 0.044 2 0.004
Osszesen 0.298 17

A 21. tablazat eredményeibdl megallapithatjuk, hogy a K. lactis
NCAIM Y 00260 torzs atlagai az 1.0 és az 1.5 VVM-es levegdztetési

szinteken szignifikdnsan nagyobbak voltak a 0.5 VVM-es levegdztetés

esetében meghatarozott atlagoknal. A K. marxianus LAF 4 torzs pedig az

1.5 VVM-es levegdztetési szinten szignifikdnsan nagyobb atlagértékeket
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mutatott a 0.5 és 1.0 VVM-es levegdztetés esetében szamitott atlagokhoz
képest.

A torzsek hatasat vizsgalva megallapithatjuk, hogy a K. lactis
NCAIM Y 00260 torzs atlagértékei mindharom levegdztetési szinten

szignifikansan nagyobbak voltak.

dx/dt (g/dm *xh)

0,5 1 1,5
levegoztetési (VVM)

O K. marxianus LAF 4 B K. lactis NCAIM Y 00260

21. abra A sejttomeg hozamallandok (dx/dt) értékei és azok 95%-os
konfidencia intervalluma

Gonzélez-Siso ¢és mtsai. (1996) kisérletei soran a K. lactis faj
sejttomeg  hozamallandéja  0.40 g/dm’xh volt, amely megfelel
eredményeinknek. A Pincherio és mtsai. (2000) altal Kluyveromyces
torzsek esetében kozolt 0.060 g/dm’xh érték az éltalunk szamitottnal
kisebb, akarcsak a Merico €s mtsai. (2004) altal K. lactis élesztd esetében

elért eredények (0.225 g/dm’xh).
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crcr

Kisérleteink sordn a szubsztrat (laktéz) koncentracidjanak
valtozasat is nyomon kovettiik, igy a 3.3.8. alfejezetben leirt modszer
alapjan a torzsekre vonatkoztatott biomassza hozamok megadhatok (23.
tablazat). Az eredményeket a 3.3.9. alfejezetben leirtak szerint értékeltiik

ki (24. tablazat; 22. dbra).

23. tablazat Biomassza hozamok (dx/dS) a vizsgalt torzsek

esetében
dx/dS (g/g)
Levegbztetés | o\ :  NCAIM Y 00260 | K janus LAF 4
(VVM) . tacls . marxianus

Atlag* | Széras | Variancia | Atlag* |Széras [Variancia

0.5 0.413**1+0.051| 0.003 [0.293*[+0.043| 0.002

1 0.547°1+0.093| 0.009 |0.437° (+£0.044| 0.002

1.5 0.674°*|£0.134| 0.018 ]0.536°®|+0.103| 0.011
*harom parhuzamos adatsor atlaga * az eltérd kitevdjl értékek azonos
oszlopon beliil szignifikansan kiilonboznek (P < 0.05) *" az eltérd

kitevoju értékek azonos soron beliil szignifikdnsan kiilonboznek (P <
0.05)

24. tablazat A biomassza hozamok varianciaanalizise

Tényez6k SS df §° F  Fii. LSDoso,
Levegdztetés 0.191 2 0.096 13.147 3.885 0.105
Torzsek 0.068 1 0.068 9.312 4.747 0.680
Kolcsonhatas 0.001 2 0.000
Beliil 0.087 12 0.007
Osszesen 0.347 17
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A 23. tablazat eredményeib6l megallapithatjuk, hogy a novekvo
leveg6ztetés nagyobb biomassza hozamokat eredményezett. K. lactis
NCAIM Y 00260 torzs esetében a kiilonbségek minden levegdztetési
szinten szignifikansak voltak. A K. marxianus LAF 4 torzs eredményeit
vizsgélva az 1.0, illetve 1.5 VVM-es leveg6ztetési szintek értékei a 0.5
VVM-es szint atlagértékeihez képest mutatkoztak szignifikdnsan
nagyobbnak.

A torzsek hatasat vizsgalva a K. lactis NCAIM Y 00260 torzs
atlagait mindharom levegdztetési szinten szignifikdnsan nagyobbnak

talaltunk.

0,5 1 1,5
levegoztetés (VVM)

OK. marxianus LAF4  BK. lactis NCAIM'Y 00260

22. abra A biomassza hozamok (dx/ds) értékei és azok 95%-0s
konfidencia intervalluma
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Eredményeinket a  szakirodalomban  kozolt — adatokkal
Osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy azok megfelelnek Bellaver ¢és
mtsai. (2004), Ghaly és mtsai. (2005), valamint Ben-Hassan és Ghaly
(1995) altal kozolt adatoknak, amelyek K. marxianus esetében a
biomassza hozamot (Yy;) 0.49+0.02, illetve 0.339-0.743 g élesztd/g
laktoz értékben allapitjak meg, a levegdztetéstdl, €s a keverés
fordulatszamatol fiiggden. Walker és O’Neil (1990) a termelt biomassza
hozamkoefficiensét 0.44-0.51 g ¢élesztd/g laktoz értékben adja meg,
amely eredmények szintén megfelelnek az altalunk ko6zolt adatoknak.
Adataink 6sszhangban vannak tovabba Moresi és Patete (1988), illetve
Bernstein és mtsai. (1977) adataival (0.28-0.58, 0.45-0.52).

Bernstein és Everson (1973), illetve Atkin és mtsai. (1976) 0.58,
illetve 0.67 g/g Yy értéket kozolt. Kisérleteink soran mi is hasonld
értékeket (0.547, 0.674 g/g) tapasztaltunk K. lactis NCAIM Y 00260
torzs esetében 1.0, illetve 1.5 VVM levegoztetés mellett.

Harju és mtsai. (1976) altal kozolt Yy=0.35-0.45 g/g értékek
Osszhangban vannak a kisérleteinkben K. marxianus LAF 4 torzs
esetében szamitott atlagértékekkel.

Barba ¢és mtsai. (2001) kiilonbozd reaktortérfogatok mellett K.
lactis faj esetében Yy=0.35+0.07 g/g értéket ért el, mig Becerra ¢és
Gonzélez-Siso (1996) ugyanezen faj esetében a 0.434+0.04 g/g biomassza
hozamot k6zolt, amely eredmények elmaradnak az altalunk ennél a fajnal
kozolt értékeknél. Alvarez €s Ricano (1979) szintén hasonld biomassza
hozamot ko6zolt (0.33 g/g).

Bellaver és mitsai. (2004) K. marxianus esetében a biomassza

termelést (Yy;s) 0.49+0.02 g élesztd/g laktdz értékben kozolte. Ghaly €s
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mtsai. (2005), valamint Ben-Hassan és Ghaly (1995) ugyanennél a fajnal
0.339-0.743 g/g Yy mennyiségeket allapitottak meg, a levegdztetéstol €s
a keverés fordulatszamatodl fiiggden. Becerra és Gonzalez-Siso (1996) K.
lactis fajjal végzett kisérleteiben a biomassza hozam 0.43+0.04 g/g volt.
Walker €s O’Neil (1990) a termelt biomassza hozamkoefficiensét 0.44-
0.51 g élesztd/g laktoz értékben adja meg.

4.7. Az éleszt6k oxigénigénye

A vizsgalt élesztotorzsek eredményeibdl arra kovetkeztethetiink,
hogy a fermentaciok oxigén limitaltak voltak, hiszen a nagyobb mértéki
levegdztetés nagyobb szarazanyag tartalmat eredményezett, tehat az
oxigén valdban hatdssal van a fajlagos novekedésre.

A kisérleteink soran is mért kis oldott oxigén koncentraciok (0,1-
0,32 mg/dm”) esetén a 1égzési sebesség linearisan fiigg a tapkozeg oldott
oxigén szintjétodl.

Az oxigén limitacidra tekintettel a vizsgalt két torzs esetében
meghataroztuk a legnagyobb levegdztetési szinten (1.5 VVM) elérhetd
1égzési sebességet (dc/dt), eredd folyadékoldali oxigénabszorbcids
egytitthato (Kpa), illetve a telitési oxigén koncentracid (C*) értékét.

A mikrébak oxigén igényét a 1égzési sebességgel (dc/dt), vagy a
fajlagos 1égzési sebességgel (Q) jellemezhetjiik, melyek mindegyike
kielégitett igényt, valdsagos 1égzési sebességet jelent (Sevella, 2001a).
Az SCP eldallitas soran az oldott oxigén koncentracid valtozasanak
sebess€gét az abszorbcid és a 1€gzés sebességének ereddje hatdrozza meg
a 3.3.12. alfejezetben is targyalt

dC/dt =K ax(C*-C)-xQ (kg Oo/m’xh)
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Osszefiiggés alapjan, ahol:

Krax(C*-C) az oldodasi sebesség, xQ pedig a fogyasztdsi sebesség.
Optimalis esetben az abszorbcid és a 1€gzés kozott dinamikus egyensuly
all be. A fermentacid folyaman viszont az élesztk multiplikacidja
kovetkeztében az oxigén igény, valamint az x, Q, Kra és C* folyamatos
valtozast mutat, igy ez az egyensuly eltolodik. Egy adott idOpontban a
Krax(C*-C)>xQ, ekkor dC/dt>0, vagyis az oldott oxigén koncentracio
novekedne. Ekkor viszont a C*-C hajtéerd csokkenne mindaddig, amig
az egyensuly be nem 4ll. Ez a gondolatmenet az egyensuly Kpax(C*-
C)<xQ esetén torténd felbomlasara is alkalmazhat6. Tehat mindenképpen
kialakul egy C egyensulyi oldott oxigén koncentracio a fermentacids

rendszerben.

4.7.1. Dinamikus K;a meghatdrozds

A folyamat sordn a C nem 4llandd, jellemzd valtozast mutat,
amelynek az 1d6 fiiggvényében torténd grafikus abrazoldsa megteremti a
C* ¢és Kra meghatirozdsanak lehetdségét. A Dinamikus K;a
meghatdrozassoran kapott oldott oxigén koncentracidkat a vizsgalt

torzsek esetében a 23. dbra szemlélteti.
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¢ oldott oxigén szintje* K. lactis NCAIM Y 00260 esetében
*az adatok harom parhuzamos mérés atlagai

23. abra Dinamikus K;a meghatarozas
Mivel a levegdztetés leallitasa utdan dC/dt=-xQ, ahol x és Q

gyakorlatilag 4lland6, a gorbe leszalld szakasza egyenes, melynek

iranytangense a 1égzési sebességet adja (24. abra).
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¢ oldott oxigén szintje* K. lactis NCAIM Y 00260 esetében
*az adatok harom parhuzamos mérés atlagai

24. abra C-t diagram K. lactis NCAIM Y 00260 esetében

A 24. 4bra gorbéjére illesztett egyenes egyenletébdl a leszalld
agra meghatarozott 1égzési sebesség (dC/dt) K. lactis NCAIM Y 00260
torzs esetében 2.85 mg Oz/dm3><min.

A 3.3.12. alfejezet alapjan az [1] egyenletet linearizalt formajanak

grafikus dbrazoldsa utan a Kya és C* értéke kiszamithato (25. abra).
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25. abra A K;a értékének meghatarozasa K. lactis NCAIM Y 00260
torzs esetében

A 25. abra gorbéjére illesztett egyenes egyenlete alapjan:
1/ Kpa=0.265, tehat Kya = 3.78 min" (227 h™")

Az egyenes egyenletébe a dC/dt értékét behelyettesitve a C*
értéke megadhato, amely K. lactis NCAIM Y 00260 torzs esetén 6.63
mg/dm’.

Hasonldé gondolatmenetet kovetve K. marxianus LAF 4 torzs
esetében, a 23. adbra leszalld6 agabol a 1égzési sebesség szintén

meghatarozhat6 (26. dbra).

102



Eredmények

8,00 =.2.3961x + 7,9995
7,00 YD R L
R%=0,9986
~ 6,00
£ 500
S 400 \
on
£ 3,00
© 200
1,00
0,00 ‘ ‘ ‘
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
id8 (min)

m oldott oxigén szintje* K. marxianus LAF 4 esetében
*az adatok harom parhuzamos mérés atlagai

26. abra C-t diagram K. marxianus LAF 4 esetében
A C-t diagram pontjaira, linearis regresszidval illesztett egyenes

egyenletébdl meghatarozott 1€gzési sebesség (dC/dt) K. marxianus LAF 4

torzs esetében 2.40 mg Oz/dm3><min.
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27. abra A K;a értékének meghatarozasa K. marxianus LAF 4 torzs
esetében

A 27. abra gorbéjére illesztett egyenes egyenlete alapjan:
1/ Kpa=0.32, tehat Kra=3.12 min™ (187 h™)

Az egyenes egyenletébe a dC/dt értékét behelyettesitve C* értéke
K. marxianus LAF 4 torzs esetében 7.5 mg/dm’-nek adodott.

Egy adott tapoldatban elvileg a C* telitési oxigénkoncentracio
meghatarozott érték (az oxigén beoldddas sebessége csak a Kra tényezon
keresztiil befolydsolhato), azonban a kisérletek ismétlése soran nem
lehetséges minden esetben teljesen homogén sajtsavdt biztositani, ezért
annak értéke (és ezaltal a Kia értéke is) kismértékben eltérhet. Ehhez
még a fermentdcid sordn adagolt anyagoknak a Kpa értékére gyakorolt

hatdsa is hozzajarul. A kisérleteink sordn alkalmazott habzasgatlo
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iranyitottan helyezkedik el a gdz/folyadék hatérfeliileten, ezaltal
csokkenti a feliileti fesziiltséget és a buborékok atméréjét. Az
anyagatadasi feliilet novelése révén a Kya értékére 1s noveld hatasuk van.
Ugyanakkor, mivel a hatarfeliileten iranyitottan elhelyezkedd “merev”
stagnald feliiletaktiv anyag-film jon Iétre, amely egyrészt a folyadék
elemek mozgasat gatolja, masrészt noveli a buborék folyadék oldali
ellenallasat, mintegy megndvelve a stagndld folyadékfilm vastagsagat,
ezért Ky ¢értéke csokkenni fog feliiletaktiv anyagok jelenlétében.
Végeredményben a két ellentétes hatas ereddje hatarozza meg, hogy egy
adott feliiletaktiv anyag jelenlétében csokken-e, vagy novekszik a K;a
érteke (Sevella, 2001a).

A Kpa értékére a léptéknovelés folyaman is figyelemmel kell
lenni. A keverds reaktorok esetében a szakirodalom egy sor sszefliggést
ad meg annak becslésére, azonban nehéz olyan altalanosan haszndlhatd
kifejezés megadasa, amelynek haszndlata helyettesitené az adott
bioreaktor oxigén abszorpcios viszonyainak kisérletes tanulmanyozasat.

A fajlagos 1égzési sebesség a szaporitott éleszt6torzstol fiiggd

valtozo, igy annak eltérései kisérleteink sordn jol értelmezhetdk.

Ghaly ¢s mtsai. (1993, 2005), illetve Ghaly és Singh (1989)
kisérleteikben az altalunk mért értékeknél kisebb, 4.0, 5.5, illetve 1.6
mg/dm’ telitési oxigén koncentraciot mértek sajtsavo alapon elszaporitott
K. marxianus faj esetében. Ugyanezen fajt 3 VVM-es levegdztetés
mellett édes sajtsavon szaporitva Ghaly és Kamal (2004) 2.49 mg/dm’
minimalis oldott oxigén szintet detektaltak. Ez is aldtdmasztja azt a

megfigyelést, hogy a levegdztetésnek — a fermentor kialakitasa, a keverés
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intenzitasa és a tapkozeg tulajdonsagain til — kozvetlen hatdsa van az
oldott oxigén szintjére. Kisérleteink soran a szerzok altal is kozolt
paramétereket és 1.5 VVM levegdztetést alkalmazva kisebb oldott oxigén
koncentraciot mértiink (0,1-0,32 mg/dm3). Az altalunk kozolt
eredmények Osszhangban vannak Ghaly és mtsai. (1992), illetve Porges
(1953) adataival (0.3 mg/dm’).

Castrillo és Ugalde (1993) kisérleteik soran 700 1/min keverés
mellett a Kia szamitott értéke 900 h' volt, mig Fiechter és mtsai. (1981)
500 1/min keverési fordulatszamot alkalmazva 200 és 500 h™! kozotti Kia
értéket kozolt. Silva-Santisteban €s Filho (2005) vizsgalatai szerint a Ky a
értekének novelésével, mind az enzimaktivitas, mind pedig a biomassza
tomege novelhetd. Kisérleteikben az altalunk is alkalmazott BioFlo III
(New Brunsvick Scinetific) fermentort hasznaltdk, és K. marxianus
esetében a keverbelem tipusatdl fiiggben a Kpa értékét 102 h'-nak
talaltak.

Az irodalmi adatokbdl kitlinik, hogy keverési fordulatszam
redukalasaval a Kpa értéke is csokken, igy a kisérleteink soran
alkalmazott 300 1/min fordulati keverés esetében szdmitott Kya = 187-
227 h' értékek elfogadhatéak.

Vananuvat és Kinsella (1975), valamint Meiering és mtsai. (1982)
szerint a kis intenzitasu levegdztetés a keverés fordulatszamanak 700-800
I/min értékig torténd novelésével kompenzalhatd, melynek hatdsara a
hozam, a laktoz felhasznalas és a fajlagos szaporodasi sebesség is
novekedhet. Knight és mtsai. (1972) szerint ilyen magas fordulatszamok

esetében akar 1 VVM-es levegdztetés is alkalmazhato.
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1.

5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A Kluyveromyces lactis NCAIM Y 00260, Kluyveromyces
marxianus LAF 4, Kluyveromyces marxianus NCAIM Y 00933,
Kluyveromyces marxianus NCAIM Y 0463, illetve Kluyveromyces
marxianus NCAIM Y 00697 élesztotorzsek esetében meghataroztuk
azokat az optimalis fermentdcids paramétereket (homérséklet: 30°C,
pH: 4.5, keverés fordulatszama: 300 1/min, illetve 2.0 VVM
intenzitdsi levegdztetés), amelyek az adott torzs esetében az
egysejtfehérje eldallitas sordn biztositjak a maximalis élesztd €l0sejt-
szamot, és maximalis fajlagos szaporodasi sebességet. Az optimalis
termelési paraméterek mellett meghataroztuk a fermentlé gliikdz-,
galaktdz-, valamint etanol tartalmat és megéllapitottuk a laktdz

atalakitas hatékonysagat.

Edes sav6 alapt szakaszos egysejtfehérje-eldallitas soran 30°C-os
hémérsékletet, 4.5-es pH-t, 300 1/min fordulatszamu keverést, illetve
0.5, 1.0, 1.5 VVM levegoztetést alkalmazva meghataroztuk a
Kluyveromyces lactis NCAIM Y 00260, illetve a Kluyveromyces
marxianus LAF 4 torzsek esetében elérhetd maximalis szdrazanyag

produkcidt, és biomassza hozamot, valamint a 1égzési sebességet.

Sajtsavd alapu egysejtfehérje eldallitasara a Kluyveromyces lactis

NCAIM Y 00260 torzset talaltuk a legalkalmasabbnak.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Magyarorszagon évente keletkezd mintegy 970 millié dm’
édes, vagy savanyl sajtsavo egy része a monogasztrikus 4allatok
takarméanyozasdban jut szerephez, vagy az élelmiszeriparban kertl
feldolgozasra. Ez a mennyiség azonban az 6ssz volumennek csupan a
felét teszi ki. Nagy része a csatornahalozatba, vagy természetes vizeinkbe
kertil, sulyosan karositva az ottani 6koszisztémat.

A sajtsavoban taldlhato leggyakoribb szénhidrat, a laktdz
hasznositasanak egyik lehetséges alternativéja az egysejtfehérje (single-
cell protein — SCP) eldallitds, melynek soran a fermentorokban a
sajtsavot €lesztogombaval oltjak be, amely azutdn aerob koriilmények
kozott elszaporodva fehérjévé (az élesztd tomegének mintegy 50%-a)
konvertalja annak laktéz tartalmat (mintegy 5%). Az ilyen modon
feldolgozott sajtsavd vilagviszonylatban is kevesebb, mint 1%.

Az SCP eldallitas kapcsan az 50-es évektol széleskori kutatas
folyt, azonban alkalmazisa a nehezen megvaldsithatd gazdasidgossag
miatt hattérbe szorult.

A kornyezetterhelés csokkentésére iranyuld erdfeszitések
kovetkeztében a nagy volumenben keletkezd sajtsavo hasznositasanak
tovabbra is fennallé problémadja indokolja a tovabbi kutatasokat.

A jovoben a molekuldaris szintli technikak segitségével 1étrehozott
1) mikroba torzsek, és a hagyomanyos biotechnolédgiai eljarasok egyiittes
alkalmazasa varhato.

Vizsgalataink célja egy SCP eldallitdsara alkalmas, tizemi

kortlmények kozott is hasznalhatd élesztotorzs kivalasztisara irdnyult.
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Munkénk sordn az optimalis fermentacids paramétereket (hdmérséklet,
kémhatés, keverés, levegdztetés), a szaporodasi (maximalis telepszam
/Nmax/, fajlagos szaporodasi sebesség /Umax/), valamint termelési
mutatokat (maximalis szdrazanyag /Xmax/, hozamok /dx/dt; Yys/)
hataroztuk meg.

Kisérleteinket a Nyugat-Magyarorszagi Egyetem
Elelmiszertudoméanyi  Intézetének  Akkreditilt  Elelmiszervizsgalé
laboratériumaban végeztiik. A kisérleti berendezés egy MX3-as (New
Brunswick) mintavevdvel 6sszekapcsolt BioFlo III. (New Brunswick,
USA) automata vezérlésti batch/continuous fermentor volt. Az élesztd
szaporitast édes sajtsavon (pH 6.3, laktoztartalm 50 g/dm’) végeztiik 30
°C, pH 4.5, 300 1/min fordulatszamu keverés, illetve 0.5, 1.0, 1.5, 2.0
VVM (a percenként bejutatott levegd és a reaktor térfogatanak
hanyadosa) levegdztetés mellett.

A vizsgilt paraméterek esetében a harom parhuzamos adatsor
eredményeit statisztikai modszerekkel, egy-, illetve kéttényezOs
varianciaanalizissel dolgoztuk fel, az 4ltalanos linearis modellt
alkalmazva. Az atlagértékek kozotti szignifikans kiilonbségeket Ducan-
féle post-hoc mddszerrel hataroztuk meg, 5% elséfaji hiba mellett.

A vizsgalt torzsek (Kluyveromyces lactis NCAIM Y 00260,
Kluyveromyces marxianus NCAIM Y 00697 Kluyveromyces marxianus
NCAIM Y 0463, Kluyveromyces marxianus NCAIM Y 00933, illetve
Kluyveromyces marxianus LAF 4) kozott a szaporodasi tulajdonsagok
tekintetében szignifikans kiilonbségek mutatkoztak.

A legkedvezdbb eredményeket mutatd két torzset (Kluyveromyces

lactis NCAIM Y 00260, Kluyveromyces marxianus LAF 4 /pna=0.217,
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illetve 0.168 1/h/) tovabbi vizsgalatoknak vetettiikk ald, amelyek soran
0.5, 1.0, 1.5 VVM-es levegoztetések mellett meghataroztuk az SCP
eldallitas szempontjabol jelentéséggel biro termelési mutatdkat.

A maximalis szarazanyag produkcid (Xmax=25.71), és a hozamok
dx/dt=; 0.520 g/dm3 xh; Yys=0.674 g/g) tekintetében is a K. lactis
NCAIM Y 00260 eredményei bizonyultak kedvezdbbnek.

Az eredményekbdl arra kovetkeztethettiink, hogy az SCP
eloallitas oxigén limitalt volt, amelyet a termelési mutatok kiilonb6zo
levegéztetési szinteken (0.5, 1.0, 1.5 VVM) meghatdrozott
atlagértékeinek szignifikans kiillonbségei is alditdmasztottak.

Az oxigén-limitaciora vald tekintettel a tovabbiakban dinamikus
Kra meghatarozast végeztiink, melynek soran Kluyveromyces lactis
NCAIM Y 00260, illetve Kluyveromyces marxianus LAF 4 esetében
megadtuk a 1égzési sebesség (dC/dt), az eredé folyadékoldali
oxigénabszorbcids egyiitthatd (Kpa), valamint a telitési oxigén
koncentracio (C*) értékeit. Az elobbi mutatok tekintetében szintén a
lactis. NCAIM Y 00260 eredményei bizonyultak kedvezdbbnek
(dC/dt=2.85 mg O/dm’xmin; K;a=227 h™'; C*= 6.63 mg/dm’).

Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a szaporodasi,
valamint a termelési mutatok alapjan - a vizsgalt térzsek koziil - sajtsavo
alapu egysejtfehérje (SCP) eldallitasra a Kluyveromyces lactis NCAIM' 'Y
00260 torzset taldltuk a legmegfelelobbnek, melynek {izemi szint
alkalmazasat az altalunk meghatarozott SCP eloallitasi paraméterek (30
°C, pH 4.5, 300 1/min fordulatszdma keverés, illetve 1.5 VVM

leveg6ztetés) mellett javasoljuk.
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7. SUMMARY

Approximately 970 million dm® of sweet and sour whey are
produced annually in Hungary. Only half of this huge amount of whey
is fed to monogastric animals or processed by the food industry. The
remainder is dumped into drains or surface waters, causing damage to
local ecosystems.

An alternative to the traditional uses of whey (and particularly
its major carbohydrate, lactose) is the production of single-cell protein
(SCP). During manufacture of SCP, whey is poured into fermenters
and is then inoculated with appropriate yeasts, which convert the
lactose content of whey (about 5%) into protein (50% of yeast cell
mass) under aerobic conditions. Less than 1% of the annual global
whey output is processed in this way.

Starting in the 1950s, intensive research activity had been
focused on the issues of SCP production but then it largely slowed
down due to economic reasons.

However, because of the efforts made worldwide to reduce
environmental load, the question of whey utilization has recently
become a high-priority research topic again.

The use of genetically engineered novel microbial strains
together with traditional biotechnological processes is expected in the
future.

The objective of our research was to find a yeast strain suitable
for use in commercial production of SCP. The optimum levels of

fermentation conditions [temperature, pH, agitation, airflow rate],
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growth characteristics [ maximum viable cell count (Nyax), maximum
specific growth rate ([max)], and production parameters [maximum
total solids concentration (Xmax), production rate (dx/dt), biomass yield
(Yxs)1 were determined during the experiments.

The trials were carried out in the accredited food-testing
laboratory of the Institute of Food Science at the University of West
Hungary. The fermentation equipment consisted of an automated
BIOFLO 1II batch/continuous fermenter (New Brunswick Scientific,
USA) and an MX3 Biosampler (New Brunswick). Fermentations were
run batchwise using sweet whey (pH 6.3, 50 g/dm’ lactose content) as
raw material. Temperature, pH, and agitation were set at 30°C, 4.5,
and 300 rpm, respectively. Airflow rate was at 0.5, 1.0, 1.5, or 2.0
VVM (air volume/medium volume per min).

The data obtained (n = 3) were subjected to one-way and two-
way analysis of variance using the general linear model procedure.
Significant differences among the means were determined by using
Duncan’s post-hoc test at P < 0.05.

There were significant differences (P < 0.05) in growth
characteristics between the strains tested, i.e., Kluyveromyces lactis
NCAIM Y 00260, K. marxianus NCAIM Y 00697, K. marxianus
NCAIM Y 00463, K. marxianus NCAIM Y 00933, and K. marxianus
LAF 4.

Kluyveromyces lactis NCAIM 'Y 00260 and K. marxianus LAF
4, the strains reaching the highest pm.x values (0.217 and 0.168 1/h,
respectively), were further tested for major production parameters at

airflow rates of 0.5, 1.0, and 1.5 VVM.
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Summary

Kluyveromyces lactis NCAIM 'Y 00260 proved to be superior
to all the other strains in terms of maximum total solids concentration
(25.71 g/l), production rate (0.520 g/dm’xh) and biomass yield (0.674
g/g).

It was concluded from the results that SCP production was
limited by the availability of oxygen because the production
parameters obtained at different airflow rates (0.5, 1.0, and 1.5 VVM)
were significantly different (P < 0.05).

Because of oxygen limitation, the liquid-phase oxygen
absorption coefficient (Kpa) was then dynamically determined and,
thus, respiration rate (dc/dt), K a, and saturation oxygen concentration
(C*) were obtained for both K. lactis NCAIM Y 00260 and K.
marxianus LAF 4. The results of K. lactis NCAIM Y 00260 (dc/dt =
2.85 mg Oy/dm’xmin; Kia = 227 1/h; C* = 6.63 mg/dm’) were

superior to those of K. marxianus LAF 4.

In conclusion, on the basis of growth and production
properties, of all the Kluyveromyces strains tested, K. lactis NCAIM
Y.00260 proved to be the strain most suitable for use in SCP
production from cheese whey. Its commercial use is recommended
under the following operation conditions: temperature of 30°C, pH of

4.5, agitation of 300 rpm, and airflow rate of 1.5 VVM.
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