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1 BEVEZETES

Napjaink egyik legégetdbb problémdja a hagyomdanyos, tobbnyire fosszilis anyag- ¢és
energiaforrasok kivaltdsa konnyen és olcson beszerezhetd, ipari, mezdgazdasagi, kornyezetvédelmi
¢s gazdasagi szempontbol elénydsebb alternativakkal. Az 1970-es években felmeriild olajkrizis a
megujulé nyersanyagokra ¢és a biomassza alapu technologidkra terelte a figyelmet, majd az
Eurdpaban tapasztalhatdé mezdgazdasagi taltermelés és az EU altal vallalt CO,-kibocsatas
csokkentés 1j hajtoerdt adott a biotechnologiai kezdeményezéseknek. Emellett a mezdgazdasagi
nyersanyagok nem ¢lelmiszercélti felhasznalasa a fenntarthato fejlodés jegyében vildgszerte
elinditott egy Uj iranyvonalat, amely olyan lizemek 1étrehozésat tiizi ki célul, amelyekben megtjulo
nyersanyag(ok)bol kiindulva széleskorlien felhasznalhatd termék(ek) 4allithato(k) eld, minél
kevesebb fosszilis energiat felhasznalva, és minél kevesebb mellékterméket/hulladékot kibocsatva.
A fenti elképzelés jegyében sziiletett meg az Un. biofinomito koncepcid, amely mar nevében is a
kéolaj finomitokra reflektal, és olyan alternativat nyujt azokkal szemben, amelyben a megujuld,
biomassza alapu nyersanyagok taldlkoznak a kornyezet- és erdforrasbarat technoldgidkkal, egy
komplex, gazdasagos egységet alkotva.

A tejsavat mint megujuld nyersanyagokbol fermentacids uton eldallithatd terméket az utdbbi
évtizedben egyre novekvo mértékben igényli a piac mind élelmiszeripari, mind polimergyartasi
célbol, és utobbi felhasznaldsa révén a kovetkezd évtizedekben akdr egy millid tonnés
nagysagrendi ipardg alapanyagéva is valhat. A tejsav ugyanis egy un. platform-alkotd vegyiilet,
amelybdl egy-két egyszerl szintetikus 1€pés utjan eldallithatd szdmos olyan termék, amelyeket
kordbban kdolaj alapu technologidk segitségével termeltek. Az egyik f6 termék a tejsav
polimerizacidjaval nyerhetd, biologiailag lebonthatdé miianyag, a politejsav (PLA — poly lactic
acid), amely fizikai tulajdonsagaiban az utdbbi évek fejlesztései révén egyre inkabb versenyképes a
petrokémiai Uton eldallitott miianyagokkal.

Doktori munkam soran tobb olyan projektbe is alkalmam nyilt bekapcsolddni, amelyek célja
megujuld nyersanyagokbol kiindulé biofinomité egység(ek) létrehozdsa volt. E buza vagy
cukorcirok alapt iizemek jovendd féterméke a tejsav ill. annak szarmazékai, igy kutatasaim a
tervezett biofinomitd(k) tejsav fermentacios egységeinek technologiai szemponti fejlesztésére
iranyultak. A cél olyan technoldgiai megoldasok kidolgozédsa volt, amelyek a rendelkezésre allo
kétféle alapanyagra egyarant alkalmazhatok, és koltséghatékony termelést tesznek lehetévé, ezaltal
a tejsavra mint fermentacios termékre épiild tovabbi termeld egységeket integralva a létrejovo
komplexum akar un. III. fazisu biofinomitova 1éphet eld, amely flexibilisen alkalmazkodik a piaci
igényekhez és az éppen rendelkezésre alld nyersanyagokhoz.
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2 IRODALMI HATTER

A biofinomitok kombindljak a termeléshez sziikséges biotechnoldgiai és vegyipari technoldgiakat,
és biomassza eredetii nyersanyagokat hasznalnak ipari koztitermékek gyartasara'. A biofinomitok
nyersanyagait, technologiait és fétermékeit ugy célszerli megvalasztani, hogy a koriilményeknek és
igényeknek megfelelden rugalmasan modosithato legyen az adott iizem.

Egy lehetséges biofinomitd fotermék a széleskortien felhasznalhatd, platform alkotd fejsav. A
tejsav ipari eldallitasa tobb évtizedes multra tekint vissza, ¢és habar kodolaj alapi szintetikus
eldallitasa is meghonosodott a ’60-as években, a megljuldé nyersanyagokbol kiinduld, optikailag
tiszta L(+)- vagy D(-)-izomert eredményez0 fermentacios tejsavtermelés nagyobb jelentoséggel bir
jelenleg. Elsdsorban élelmiszeripari alkalmazéasa fontos, de 2002 6ta nagy ugras tapasztalhat6 a
mianyag iparban torténd felhasznalasaban is, és az elkdvetkezendd 20 évben akar egy millio
tonnds mennyiségben eldallitott biotermékké léphet eld. A tejsav dimerjébdl gylriifelnyilasos
polimerizacioval eldallithatd politejsav (PLA) egy sokrétiien alkalmazhato, biologiailag lebonthatd
milanyag, amely lebonthatosdganak, termoplasztikus tulajdonsdganak és egyéb kedvezd fizikai
paramétereinek koszonhetden valik egyre redlisabb alternativanak a korabbi kéolaj alapa
miianyagok piacan’.

A tejsav fermentacios kutatasok irodalma bdséges, és szamos publikécio, ipari szabadalom ¢€s ipari
torzsekre benyujtott oltalom latott napvilagot az elmult 60 évben. Ipari szempontbdl természetesen
olyan torzsek alkalmazasa célszerli, amelyek homofermentativ metabolikus Utvonalon keresztiil
allitjak elé a rendelkezésre allo szénforrasbodl a tejsavat, és ezen keresztiil a ndvekedésiikhoz és
fenntartasukhoz sziikséges energidt (1 mol cukor atalakitasabol 2 mol tejsav és 2 mol ATP
keletkezése mellett).

Habar a legtobb jelenlegi kutatds baktériumok hasznalataval zajlik, a fonalas gombdk, példaul a
Rhizopus, Mucor, Monilia torzsek szintén képesek tejsavtermelésre a gliikkdz aerob hasznositasaval.
A fonalas gombakkal torténd tejsavtermelés hatranya, hogy adott koriilmények kézott hajlamosak
¢lesztOsejtes metabolizmusra, illetve a tejsavtermelés mellett a rendelkezésre allo szénforrds egy
részét a novekedés szénforrasaként is hasznositjak, igy csokkentve a tejsavhozamot.

A Dbakteridlis tejsavtermelést végzo un. tejsavbaktériumok a Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc és Enterococcus nemzetségekbe tartoznak. A legtobb iparban hasznalt
tejsavbaktérium torzs szabadalommal védett, €s tobbségiik a Lactobacillus nemzetségbe tartozik. A
tejsavbaktériumok nagy része csak az egyszerii szémhidrdtok (mono- vagy diszacharidok)
asszimilacigjara képes, igy a keményit, celluléz vagy lignocelluloz alapi fermentacidkat
megeldzden a poliszacharidok fizikai és/vagy kémiai eldkezelése, valamint enzimes bontasa
elengedhetetlen. Az egyik utvonal, a leggyakrabban alkalmazott technika, a hidrolizis ¢és
fermentacid elkiiloniilt, egymast kovetd megvalositasa (SHF — Separate Hydrolysis and
Fermentation), de egyre elterjedtebb megoldas a szimultan cukrositds és fermentacid (SSF —
Simultaneous Saccharification and Fermentation) is, amelynél a két folyamat parhuzamosan zajlik.
A keményité kozvetlen hasznositasara (direkt fermentaciora) képesek az amilolitikus
tejsavbaktériumok (ill. a fonalas gombdk egy része), amelyek rendelkeznek a keményitd
bontasadhoz sziikséges elfolydsitd és cukrositd enzimekkel. A Lactobacillus nemzetségbe tartozo
torzsek hatranya, hogy leginkabb mezofil koriilmények kozott (45°C-ig) képesek ndvekedésre €s
tejsavtermelésre, igy ipari alkalmazasuk soran nagy a kockazata a befert6zodésnek.

A termofil tejsavtermelés mar évtizedek ota foglalkoztatja mind a kutatdkat, mind az ipart. A
termofil vagy termotolerans baktériumokkal (vagy fonalas gombakkal) zajlo fermentaciok elénye,

' B. Kamm, M. Kamm (2004) Principles of biorefineries, Applied Microbiology and Biotechnology 64: 137-145
7Y -I. Wee, J.-N. Kim, H.-W. Ryu (2006) Biotechnological Production of Lactic Acid and
Its Recent Applications, Food Technology and Biotechnology 44: 163-172
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hogy magas homérsékleten csokkentheté a fertézés kockéazata, valamint elvileg magasabb
produktivitas és konverzid érhetd el az alkalmazott torzsekkel. Egy masik f6 szempont a mar
emlitett keményit6 alapu technoldgidkban alkalmazhat6 szimultan cukrositds €és fermentéacid
lehetdsége termofil torzsekkel, amelyek hémérsékleti optimuma egybeesik az ipari cukrosito
enzimek optimumaval. A legszéleseb korben alkalmazott torzsek a B. coagulans fajhoz tartoznak,
ezek kozott szabadalommal védett, iparilag alkalmazhato torzsek is talalhatok, de j6 eredményeket
értek el a mar termofilnak is tekinthetd Bacillus stearothermophilus vagy Geobacillus
stearothermophilus torzsekkel is’.

A biotechnoldgiai tejsavtermeléshez idedlis nyersanyag olcsod, kevés szennyezést tartalmaz,
gyorsan eléallithatd, jo terméshozami, kevés mellékterméket eredményez, kevés elOkezelést
igényel és egész évben elérhetd. A lehetséges szénforrasok cukortartalmu (pl. cukornéad, cukorrépa,
cukorcirok, tejsavo), keményitétartalmi (pl. buza, kukorica, burgonya), vagy lignocelluldz-
tartalma nyersanyagok, amelyek szénhidrat tartalmat a baktériumok tejsavtermelésre hasznositjak.
A tejsavbaktériumokra azonban jellemzé a komplex tapanyagigény, mivel egyes ndvekedési
faktorok (pl. B vitaminok és aminosavak) szintézisére nem képesek. A ndvekedéshez és
tejsavtermeléshez szénforras mellett nitrogénforrasra van sziikségiik, elsOsorban peptidek és
aminosavak formdjaban (szerves nitrogénforrds), illetve elengedhetetlen szdmukra a vitamin és
asvanyi anyag kiegészités. Ipari szempontbdl tehat a megfeleld, konnyen hasznosithatdé szénforras
mellett elengedhetetlen a tapkozeg kiegészitdé komponenseinek alkalmas megvalasztisa, és a
tapkozeg optimalasa.

A buza magas keményitOtartalma révén megfeleld elsé generacidés fermentdcios alapanyag.
Tejsavtermelésre torténé felhasznaldsa nem uj keletii: irodalmi adatok® alapjan megfeleld enzimes
elokezelések utdn a buza keményitdtartalma szénforrasként, vizoldhat6 ¢és vizoldhatatlan
fehérjetartalma (glutén) nitrogénforrasként szolgalhat, azonban minden esetben sziikségesnek
talaltatott egyéb kiegészités (élesztOkivonat) alkalmazasa is a hatékony termeléshez. A manapsag
itthon is elterjedében 1évd, magas cukortartalmt cukorcirok novény szintén alkalmas nyersanyaga
lehet a tejsav fermentacios kutatdsoknak. A ndvény szarabol préseléssel vagy extrahalassal
nyerhetd, gliikozt, fruktdzt és szachardzt tartalmazo 1¢é sokoldaltian felhasznalhaté fermentécios
nyersanyag: etanol, metanol és aminosav fermentacios kutatdsokon feliil tejsavtermelésre is
alkalmaztak korabban’. Magas cukortartalma mellett azonban elhanyagolhato a fehérjetartalma, igy
kiegészité tapanyagok hozzaadadsa sziikséges. A ndvény ipari felhasznalhatosdga ellen szdl a
Magyarorszagon évente egyszeri kampanyszerli betakaritdsa valamint préselési és tarolasi
problémdi. A ndvény szaran taldlhaté vad mikroorganizmusok ugyanis az aratas sordn a Iébe
keriilve a cukortartalom igen drasztikus csokkenését és a 1¢ gyors romlasat okozhatjak. A névény
hosszi tavu tdrolasa ipari szinten nem megoldott, kisebb Iéptékben alkalmazhato a 1€ nagy
toménységiire torténd beparlasa, kémiai vagy hokezelése, illetve a szecskazott novény sildzasa.

A homeérséklet és pH fontos faktorok mind a szaporodéasra, mind a tejsavtermelésre nézve, igy az
olcs6 nyersanyagok feltérképezése mellett ezen paraméterek meghatdrozésa is hozzéjarul a
hatékony, gyors és iparilag versenyképes bakterialis tejsavtermeléshez. Az irodalom szamos olyan
tanulmanyt tartalmaz, ahol a fermentacid kinetikai leirasadba integraljak a pH és a héomérséklet

3 H. Danner, R. Braun (1999) Biotechnology for the production of commodity chemicals from biomass, Chemical
Society Reviews 28: 395-405

* K. Hofvendahl, C. Akerberg, G. Zacchi, B. Hahn-Hagerdal (1999) Simultaneous enzymatic wheat starch
saccharification and fermentation to lactic acid by Lactococcus lactis, Applied Microbiology and Biotechnology
52:163-169

> Richter K., Berthold C. (1998) Biotechnological Conversion of Sugar and Starchy Crops into Lactic Acid,
Journal of Agricultural Engineering Research 71: 181-191
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hatasat. A tejsavtermelésre vonatkozé elsé kinetikai leirast Luedeking és Piret® adta, ezen példan
keresztiil vezetve be a ndvekedéshez kapcsolt és nem kapcsolt termékképzddés fogalmat a primer
metabolitok esetében. Ezt a modellt dolgoztdk 4t az elmult évtizedekben, beleépitve a pH, a
hémérséklet, az oxigén-szint, a disszocidlatlan tejsav és a szubsztrat okozta inhibicio és a
kiilonboz6 tapkozeg-komponensek tejsavtermelésre gyakorolt hatdsaval. Mig a homérséklet
szabalyozasa altaldban nem jelent gondot a fermentaciok esetében, a pH a fermentacio egyik
kritikus szabalyozasi kérdése. pH-szabalyozas nélkiil értéke folyamatosan csokken a tejsav
képzddése kozben, egy kritikus értéket elérve pedig ledllitja a mikrobidlis tevékenységeket. A pH
alland6 értéken tartdsa tobb moddon is megoldhatd: a tejsav semlegesithetd valamilyen lug vagy
puffereld kozeg segitségével, vagy eltavolithato extrakcid, adszorpcié vagy elektrodializis utjan. A
tejsavbaktériumok optimalis miikodési pH-tartomanya altaldban 5 és 7 kozott talalhato.

Doktori munkdm célja egy biofinomitd fermentacios egységeinek technologiai fejlesztése volt,
amelynek foéterméke tejsav, nyersanyaga pedig lehet akér gliikoz, akdr buzakeményitd, akar a
cukorcirok novény kipréselt leve. A biofinomitd egyik melléktermékéiil (elvi szinten) a tejsav
fermentacidhoz sziikséges élesztokivonatot valasztottam, amelynek nyersanyagdul a cukorcirok
valamely része szolgalhat.

A tejsav fermentéciot két itvonalon keresztiil kozelitettem meg (/. dbra): egy mezofil technoldgia
kidolgozasa volt a f6 irdny, majd megvizsgaltam a magasabb hdmérsékleten (termofil koriilmények
kozott) zajlo tejsavtermelés lehetdségét is. A mezofil tejsavtermelési technologia kifejlesztése
soran foglalkoztam a kiilonb6z6é nyersanyagokbdl dsszetett tapkozegek optimalasaval, a mikroba
tapanyagigényeinek felmérésével, a fermentacio technikai paramétereinek beallitdsaval, és a kész
technologia Iéptéknovelésével. A termofil tejsavtermelés kidolgozasahoz végeztem két tobb
lépcsds screeninget, és a kivalasztott torzset probaltam adaptéltatni a két tapkozegre. Veégiil
megvizsgaltam a tejsavtermelésben kulcsfontossagli kiegészité komponens, az élesztékivonat
eldallitasdnak lehetdségeit.

6 R. Luedeking, E. L. Piret (1959) A kinetic study of the lactic acid fermentation. Batch process at controlled pH,
Journal of Biochemical and Microbiological Technology and Engineering 1: 393-412
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3 KISERLETI MODSZEREK
Torzsek

A mezofil tejsavtermeléssel kapcsolatos kisérletekben két torzs szerepelt: Lactobacillus sp. TUB
B-207 és Lb. sp. MKT-878 (NCAIM B02375). A termofil tejsavtermelési kisérleteket 21 torzzsel
kezdtem meg: Bacillus coagulans (DSM 1, 2308, 2311, 2312, 2314, 2350, 2356, 2383, 2384,
2385), B. smithii (DSM 2319), B. stearothermophilus (DSM 2334, 2349), Geobacillus
stearothermophilus (DSM 22T, 297, 456, 494, 2027, 2313, 3299, 5934).

Tapkozegek

A torzsgyljteményi ajanldsnak megfeleléen a Lactobacillus torzsek felélesztésére €s fenntartasara
MRS (De Man, Rogosa és Sharpe’), a Bacillus, Geobacillus torzsek esetében nutrient tapkozeget
alkalmaztam.

A gliikoz alapt kisérleteket az un. Lac-2 tapkozegen végeztem, amely nitrogénforrasként
¢lesztOkivonatot ¢és kukoricalekvart tartalmaz. A buza alapu tapkozeghez BL55-0s buza
finomlisztet hasznaltam, amelyet a kisérletek egy részében egy korabbi tanszéki kisérletben
meghatarozott modon frakcionaltam, enzimes kezelés mellett, elvalasztva a glutén frakciot a buza
keményitdtartalmatol. A kisérletek masik részében a glutén frakcidt nem szeparaltam, hanem
enzimes kezeléssel tettem vizoldhatova és felhasznalhatova a tdpkozeg nitrogénforrasaként. A
cukorcirok alapt kisérletekhez négyféle préselt 1¢ allt rendelkezésemre: Monori édes, Sucrosorgho,
Autan ¢és Urja fajtakbol. Az enzimes eldkezelésekhez (buzafrakciondlds, keményitd- &s
fehérjehidrolizis) a kovetkezd enzimeket alkalmaztam a gyart6 (Novozyme) altal megadott
mennyiségben és koriilmények kozott: Shearzyme® 500 L (xilandz), Termamyl® SC (o-amilaz),
SAN®Super 240 L (gliko-amilaz és protedz), Alcalase® 2.4 L. FG (proteaz), Neutrase® 0.8L
(protedz). Az optimalasi kisérletek soran kiillonbozd szénforrasokat (btizakeményitd, cukorciroklé,
glikéz, szachardz, xiloéz) egészitettem ki nitrogéntartalmu Osszetevokkel (kukoricalekvar,
¢lesztOkivonat, glutén), illetve mikrokomponensekkel (vitaminok, sok, aminosavak). A tapkozegek
sterilezése (a szliréssel sterilezett aminosavak és vitaminok kivételével) 120°C-on, 20 perc
hontartassal tortént. A szénforrasokat a tobbi komponenstdl elszeparalva kezeltem.

Fermentacio

A tapkozeg optimaléasi feladatok soran razatott lombikos kisérleteket végeztem, 100/200 mL
1éptékben. A nagyobb Iéptékii fermentacidkhoz a kovetkezd fermentorokat alkalmaztam: B. Braun
Biostat® Q (500-800 mL), B. Braun Biostat® M (1000-1800 mL), B. Braun Biostat® U (15-20 L),
B. Braun Biostat® 300D (150-230 L). A pH-szabalyozast CaCOs, 20% NH4OH, 20% NaOH, 20%
trimetil-amin, 20% dimetil-amin és 25% H,SO, adagolasaval oldottam meg.

Analitika

A fermentécios mintak elemzésére Waters Breeze HPLC System berendezést hasznaltam. A savas
mintdk esetében alkalmazott modszer: mozgotazis 5 mM-os H,SO4 oldat (0,5 mL/min), BioRad
Aminex HPX-87H oszlop, 65 °C, detektor homérséklete 40°C. A cukormintdk esetében
alkalmazott mddszer: mozgotazis Millipore viz (0,6 mL/min), BioRad Aminex HPX-87P oszlop,
85°C, detektor hdmérséklete 40°C.

A sejtnovekedés nyomonkovetése az optikai denzitas (Agoo) mérésével zajlott fotometriasan.

’ De Man, Rogosa, Sharpe (1960) Medium for the cultivation of lactobacilli, Journal of Applied Bacteriology 23: 130-
135
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4 EREDMENYEK

A doktori dolgozatomban bemutatott téma egy biofinomitod fermentacids egységeinek technologiai
szempontu optimalasa, amely tobbféle nyersanyagon, kiilonbozé torzsekkel, mezofil és termofil
koriilmények kozott zajlott, €s a nyersanyagok, ill. kiegészitd komponensek eldkezelési, eldallitasi
¢s tarolasi problémajat is magdban foglalta. Az alabbiakban 0sszefoglalom az egyes témakorokben
elért eredményeket.

Kisérletek gliikoz alapu, Lac-2 tapkozegen

Két mezofil tejsavtermeld torzs (Lactobacillus sp. TUB B-207 és a Lactobacillus sp. MKT-878)
vizsgalata zajlott egy kordbban tejsavtermelésre optimalt un. Lac-2 tapkozegen, amelyek koziil az
MKT-878 jelii bizonyult eredményesebbnek mind hozam, mind produktivitds szempontjabol (0,88
g/g, 3,52 g/L*h). A torzzsel laboratériumi 1éptékben (0,8 L) parhuzamos kisérleteket végeztem,
amelyek alapjan elmondhatd, hogy a fermentacid kis szorassal reprodukalhatd. 0,8-20-200 L
1éptéksorban 1éptéknovelést végezve a termékhozam a fermentacids 1épték novekedtével javult, a
produktivitas pedig tovabbra is meghaladta az ipari szempontbodl elégséges 3 g/L*h értéket.

Buza alapu fermentaciok

A buza frakcionaldsa utdn a buza hidrolizalt keményitétartalman folytattam kisérleteket.
Kiegészités nélkiil a fermentaciok csak igen lassan, gyenge produktivitas mellett zajlottak, igy
sziikségesnek itéltem a tapkozeg kiegészitését nitrogéntartalmi komponensekkel: a kiilonboz6
koncentracioban alkalmazott élesztOkivonat, kukoricalekvar és éleszto autolizatum kozil az
¢lesztékivonat nyujtotta a legjobb eredményt, ~120 g/L gliikéz mellett 20 g/L mennyiségben (2 g/L
0sszes nitrogéntartalommal).

Az ¢lesztOkivonat egy részének kivaltasdra protedzos emésztés utan felhasznaltam a buzaban
talalhato vizoldhatatlan fehérjéket (glutén) is nitrogénforrasként, majd egy 3* kisérleti terv keretein
beliil optimaltam a glutén ¢és élesztOkivonat mennyiségét a produktivitdas maximalizalasa
szempontjabol. Az optimalis beallitdas (16 g/L glutén és 8 g/L ¢élesztdkivonat) mellett 0,88 g/g
hozamot és 3,54 g/L*h produktivitast sikeriilt elérni, amelyet 0,8-1,5-15 literes Iéptékben is sikertilt
reprodukdlnom. Ez a produktivitds csak a gliikoz-tejsav konverzidt tartalmazza, a fermentéaciot
megel6z0 hidrolizis idejével kiegészitve ez az érték a felére csokken.

A szeparalt hidrolizis és fermentacié (SHF) mellett gorcsé ala vettem egyéb technikakat is. A Lb.
amylovorus ¢és a Rhizopus oryzae torzsekkel kordbban végzett direkt fermentacids eljaras
elégtelensége miatt a szimultan cukrositds és fermentacid (SSF) lehetdségét vizsgaltam, amely
soran a cukrositas és fermentacidé parhuzamosan zajlik, igy kevesebb fermentorkapacitast igényel,
valamint az alacsony gliikéz koncentracionak koszonhetden elkeriilhetd az esetleges
szubsztratinhibici6. Hatranya viszont, hogy az alkalmazott térzs pH és hdmérsékleti optimuma eltér
a cukrositd enzimétdl, és mivel a nulla kézeli cukor koncentracion a ndovekedési €s termékképzési
sebesség is nulla kozeli, igy joval lassabban zajlik mindkét folyamat. Ennek kikiiszobolésére
alkalmaztam ¢és optimaltam egy Un. kombindlt hidrolizis és fermenticid6 (CHF) elnevezési
technikat, amelynél a hidrolizis és fermentacio térben egy helyen, de idében eltolva zajlik: a
cukrositds megkezdése utan idében eltolva torténik a tdpkozeg inokuldldsa. Az optimalis beoltési
1dépont meghatarozasahoz tobb kisérleti beallitast (0, 12, 24, 36 6ra) is kiprobaltam, majd egy
korabban kidolgozott fermentacios kinetikai modellt, valamint egy irodalmi és kisérleti adatok
alapjan felallitott keményitdé hidrolizisre vonatkozo6 kinetikai leirast alkalmaztam az optimum pont
meghatarozasdhoz. A kapott empirikus modellel szimuléalva a kiilonb6z6 beoltasi iddpontokat egy a
produktivitasra nézve maximumos gorbe adddott, amely megadta az optimalis beoltasi idépontot
(14 ora). Ezzel a beallitassal pedig a hidrolizis idejével is bekalkulalva csaknem elértem a 3 g/L*h
produktivitas értéket.
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Cukorcirok alapu fermentaciok

A négyféle cukorcirok fajtabol szdrmazo6 1¢ cukortartalmat és eldkezelési lehetdségeit vizsgalva a
fermentéaciok alapanyagéul a centrifugaléssal elokezelt Monori édes levét valasztottam, mivel ez a
1¢ tartalmazta a legtobb fermentalhato cukrot (szacharoz, gliikoz, fruktdz). A 2009-es aratds soran
ez a fajta azonban mar nem mutatott ilyen jo cukorhozamot, igy a kisérleteket a Sucrosorgho
fajtabol nyert 1ével folytattam.

A cukorcirok tartositasi lehetdségeit vizsgalva kis 1€ptékben a 1¢ fagyasztasa, nagyobb Iéptékben a
hésterilezése vagy savanyitasa (pH 2,0-2,5) tiinik jarhat utnak. A cukorcirok szecska tartositasara
vonatkoz6 fizikai, kémiai és biologiai kezelések koziil a kombindlt kezelések mutattak jobb
eredményt, a cukorfogyas megakadalyozasa azonban tovabbra sem megoldott.

Mivel a cukorciroklé fehérjetartalma elhanyagolhat6, a cukorcirok alapu tapkozeget nitrogénforras
kiegészitéssel optimaltam. A ~120-130 g/L cukortartalmi 2008-as Monori édes 1¢ optimalési
kisérlete soran 20 g/L ¢élesztOkivonat bizonyult elégségesnek. Az élesztOkivonat mennyiségének
csokkentésére szintén egy 3” kisérleti tervben vizsgaltam a glutén és élesztSkivonat egyiittes
alkalmazasanak lehet6ségét, és az optimalis beallitas (16 g/L glutén, 6 g/L élesztdkivonat) 0,99 g/g
termékhozamot és 3,04 g/L*h produktivitast eredményezett. A magasabb cukortartalmt, 2009-es
aratasu Sucrosorgho 1¢ esetében ez a beallitas azonban nem volt megfeleld, igy célszertinek tiint a
torzs szén-, nitrogén- és mikrokomponens-forras igényét megvizsgalni.

A torzs tapanyagigényének vizsgalata

A fentiek alapjan 120 g/L szénforras szinten 16 g/L glutén (2 g/L 6sszes nitrogéntartalom) és 6 ill.
8 g/L ¢élesztékivonat mennyiség tlint szlikségesnek, amelybdl az élesztékivonat mikrokomponens
forras szerepet toltott be. Az élesztokivonat kivaltasara negativ tesztek alkalmazasaval vizsgaltam a
torzs vitamin- €s aminosavigényét. Hat vitamin és harom aminosav esszencialisnak bizonyult, ill.
tovabbi 9 hidnya esetében lelassul a tejsavtermelés. Ezen kiegészitd komponensek egylittes
alkalmazaséaval sem sikeriilt azonban az élesztOkivonathoz hasonl6 eredményt elérni, igy azt nem
sikertilt kivaltani.

A szénforras, nitrogénforras €s élesztokivonat kdlcsonhatasat tobb valaszfeliilet modszerrel végzett
kisérleten keresztiil vizsgalva 0gy taldltam, hogy a szénforrds szintjének emelésével a
nitrogénigény linedrisan nd, mig a mikrokomponensek (élesztdkivonat) igénye 60 g/L
cukorkoncentracioig szintén linearitast mutat, a f6l6tt azonban a szénforras szintjétol fiiggetlen.

24 g/L glutén és 8 g/L ¢lesztOkivonat kiegészités mellett végeztem kisérletet, és 3,54 g/L*h
produktivitast értem el. Az eredmény laboratoriumi 1éptékben reprodukalhato, és 0,5-1,8-18 L
1éptékig stabilan novelheto.

pH és hémérséklet mint technologiai paraméter vizsgalata

A fermentacié kozben keletkezd tejsav kozombositésére és az alland6 pH fenntartdsara ot
kiilonbozé 4agenst alkalmaztam. A kalcium-karbondtos, ammonium-hidroxidos, natrium-
hidroxidos, trimetil-aminos és dimetil-aminos szabalyozasok koziil az ammonium-hidroxid és
trimetil-amin adta a legjobb eredményt. Az ammonium-hidroxidos szabalyozas hatranya, hogy a
magas ammonium-laktat inhibeald hatdssal bir, igy a magasabb cukortartalmt cukorcirokleven
folytatott fermentaciok produktivitdsa romlik. A kalcium-karbonatos pufferelés feldolgozasi
szempontbol nem elényds, valamint magas kalcium-laktat koncentracido mellett fellépett egy 1j
jelenség, amely valosziniileg a kalcium-laktat kicsapodasabol fakad: adott laktat koncentracié felett
a fermentlé szilard masszaba allt, megakaddlyozva a fermentacid teljes lefutdsat. A két technika
kombinalt alkalmazéasaval kikiiszobolhetd mindkét probléma: 22 g/I.  kalcium-karbonat
adagolasaval, majd ammoénium-hidroxidos lugadagoléssal 0,85 g/g hozamot és 3,55 g/L*h
produktivitast sikeriilt elérni 180 g/L gliikkdz tartalmu Lac-2 tapkozegen.

Az optimalis pH és homérséklet megallapitasat egy 4? kisérleti terv keretein beliil végeztik: a
kapott produktivitas eredményekre Gauss-feliiletet illesztve az optimalis hdmérséklet 35,5°C-nak, a
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pH-optimum 7,0 értéknek adddott. A torzs pH-optimuma azonban igen tag tartomanyban mozog,
igy az idaig alkalmazott 5,8-6,0 tartomanyt alkalmaztam a tovabbi kisérletekhez.

Termofil tejsavtermelés

Els6é korben egy tobblépcsds screening soran 10 Bacillus coagulans torzsbdl a DSM 2356 jeli
torzset valasztottam ki, amely 52 °C-on, magas glikéz koncentracid mellett is képes
homofermentativ moddon tejsavat termelni. Irodalmi adatok alapjan a Bacillus/Geobacillus
stearothermophilus torzsek szintén alkalmasnak tlintek termofil tejsavtermelésre, igy egy ujabb
szlirdvizsgalatot allitottam fel, megvizsgalva harom kordbbi B. coagulans torzset, egy B. smithii
torzset, és tiz Bacillus/Geobacillus stearothermophilus torzset. A tobblépcsds screening soran
ismét a DSM 2356 jelll torzs keriilt kivalasztasra, amely képes a magas szachar6z tartalmi
tapkozegben is tejsavtermelésre, akar 55°C-on is.

A tapkozeg optimalasdhoz felmértem a térzs nitrogén- és mikrokomponens igényeit 120 és 180 g/L
szénforras szinten is, valamint megkiséreltem az ¢élesztOkivonat egy részének kivaltasat
kukoricalekvarral és gluténnel (valaszfeliilet mddszer segitségével). Az eredmények alapjan 120
g/L cukortartalomhoz 20, 180 g/L cukortartalomhoz 30 g/L ¢lesztOkivonat adagolasa sziikséges, és
mas nitrogénforrassal nem sikeriilt kivaltani ezt a mennyiséget.

Limitalo tényezok

Mind a mezofil, mind a termotolerans torzs esetében felléptek olyan limitald tényezok, amelyek
meghatarozoak a technologiai tervezés folyamataban. Ezeket a hatisokat foglalja 0ssze az 1.
tablazat.

1. Tablazat: A mezofil és termotolerans torzsre vonatkozo limitalé/inhibealé tényezok 6sszefoglalasa

Mezofil torzs (Lactobacillus Termotolerans torzs (Bacillus

sp. MKT-878) coagulans DSM2356)
A tapkozeg optimalas elétt = Nitrogénforras = Mikrokomponens-forras
limitalé szubsztratok =  Mikrokomponens- = Részben nitrogénforras
forras
Termék inhibicié = >30 g/L tejsav titer: = >20 g/L tejsav titer:
tejsav szabad tejsav szabad formaban,
formaban kalcium-laktat (ehhez
= 110-120 g/L tejsav adaptalodhatnak a sejtek)
titer: kalcium-laktat, = >80-100 g/L tejsav titer:
natrium-laktat ammonium-laktat

= >]110-130 tejsav titer:
ammonium-laktat

Szubsztrat inhibicio Nincs, de magasabb kezdeti Nincs, de magasabb kezdeti
cukorkoncentracio cukorkoncentraci6 alacsonyabb
alacsonyabb hozamot hozamot eredményez

eredményez

A mezofil torzs esetében ezen a tényezOk hatasat az alkalmasan megvalasztott technikdval sikertilt
kikiiszobdlni, a termotolerans torzsnél jelentkezd termékinhibicio elkeriiléséhez azonban tovabbi
vizsgalatok sziikségesek (pH-szabdlyozas moddositasa, tejsav folyamatos eltavolitdsa, fermentlé
higitasa, fed-batch vagy folytonos technika alkalmazésa).
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5 TEZISEK

1. Sikeresen optimaltam egy buza alapu tapkozeget, a cukrositott keményitét szénforrasként, a
buza fehérje tartalmanak egy részét nitrogénforrasként, és  élesztOkivonatot
mikrokomponens-forrasként alkalmazva, és megallapitottam, hogy ~120 g/L gliikozt
tartalmazé keményitéhidrolizatumhoz 16 g/L glutén (kb. 2 g/L &sszes nitrogéntartalommal)
¢és 8 g/L élesztékivonat kiegészités sziikséges, ezaltal 3,54 g/L*h produktivitas és 0,88 g/g
tejsav hozam érhetd el. A technika reprodukalhatonak és 1éptéknovelhetdnek bizonyult.
(Hetényi et al., 2010d)

2. Osszevetettem a direkt fermentacid, a szeparalt hidrolizis és fermentacié (SHF), valamint a
szimultan cukrositas és fermentacido (SSF) eldnyeit és hatranyait, majd kidolgoztam egy
kombinalt (keményitd)hidrolizises és fermentaciés (CHF) technikat, és 14 Ooraban
allapitottam meg az inokuldlds optimalis idépontjat. Az igy kidolgozott technikaval a
korabban optimalt buza alapt tapkdzegen a hidrolizis idejét is figyelembe véve 2,88 g/L*h
produktivitast sikeriilt elérni. (Hetényi et al., 2010a)

3. Optimaltam egy cukorciroklé alapu tapkozeget, ahol a ciroklé cukortartalma szénforrasként,
a hozzaadott glutén nitrogénforrasként, az ¢lesztékivonat mikrokomponens-forrasként
szolgalt, és megallapitottam, hogy ~ 120 g/L invertalt szachardz tartalmu cukorcirokléhez
16 g/L glutén (kb. 2 g/L Osszes nitrogéntartalommal) és 6 g/L élesztdkivonat kiegészités
sziikséges, ezaltal 3,04 g/L*h produktivitds, illetve 0,99 g/g tejsav hozam érhetd el. A
technika szintén reprodukalhatonak és 1éptékndvelhetdnek bizonyult. (Hetényi et al., 2010c)

4. A két tapkozeg optimalas eredményei nyoman felmértem az alkalmazott Lactobacillus sp.
MKT-878 (NCAIM B02375) torzs adott szénforrds mennyiséghez tartozd nitrogén- ¢€s
mikrokomponens-igényét, és meghataroztam az esszencidlis vitaminokat és aminosavakat:

* szénforrds mennyiségével egyenes aranyban nd a torzs nitrogénforras igénye, mig
mikrokomponens-igénye 60 g/L cukorkoncentracioig linedrisan nd, a folott allando az
értéke. (Hetényi et al., 2010e)

* atejsavtermelés szempontjabol 6 vitamin esszencidlis az alkalmazott torzs szamadra: a
biotin, a nikotinsav, a pantoténsav, a piridoxin, a riboflavin és a tiamin.

* a tejsavtermelés szempontjabdl 3 aminosav esszencidlis (aszparaginsav, glutaminsav,
szerin) az alkalmazott torzs szamara, mig tovabbi 6 aminosav hidnya esetén lassul a
novekedés ¢és a tejsavtermelés (arginin, izo-leucin, leucin, metionin, fenilalanin,
prolin, triptofan, tirozin, valin).

* az esszencidlis mikrokomponensek nagy szdma miatt megéllapitottam, hogy az
¢lesztokivonat teljes kivaltasa ezekkel gazdasagilag nem kifizetddd, azonban az
¢lesztOkivonat mennyisége jelentdsen csokkenthetd, ha csak a mikrokomponens forras
szerepet tolti be.

5. Megallapitottam, hogy magas szénforras tartalmu (>120 g/L) tapkozegen végzett
fermentaciok esetében a pH-szabalyozds ammonium-hidroxid alkalmazasaval az
ammoénium-laktat okozta termékgatldshoz vezet, mig kalcium-karbonat alkalmazaséaval a
kalcium-laktat kicsapodasa és a fermentlé ,bedlldsa” révén a fermentacié leélldsa
kovetkezik be. A két pH-szabalyozdsi méd kombinalasaval (22 g/ kezdeti kalcium-
karbonat adagolasaval) mindkét probléma kikiiszobdlhetd. (Hetényi et al., 2010b)

6. Megvizsgaltam a Lactobacillus sp. MKT-878 (NCAIM B02375) torzs pH- és homérsékleti
optimumat, ¢és ugy talaltam, hogy az optimalis értékek: 35,5 °C és pH 7,0. (Hetényi et al.,
2010b)
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7. Egy tobb lépéses screening soran kivalasztott Bacillus coagulans DSM2356 jeli
termotolerans baktériummal végzett fermentacios kisérletek soran megallapitottam, hogy

* a torzs képes szacharoz, glikéz és fruktdéz szénforrason is novekedni, akar 180 g/L
indul6 cukorkoncentracio mellett is.

» szaporodas szempontjabdl a mikroaerofil kornyezetet részesiti eldnyben.

* ¢lesztokivonatot alkalmazva nitrogénforrasként 20 g/L és 30 g/L kiegészités
sziikséges 120 g/L, illetve 180 g/L cukorkoncentraci6é mellett.

* az ¢lesztOkivonatot mas nitrogénforrassal kombinalva a masik nitrogénforras hatasa
nem szignifikans a tejsavtermelésre nézve.

e ammoénium-hidroxidos szabalyozast alkalmazva 80 g/L tejsav koncentracid mar
termékgatlast okoz, mig kalcium-karbondtos szabalyozas mellett a keletkez6 kalcium-
laktat nem inhibedlja a termelést.

6 KOVETKEZTETESEK, ALKALMAZASI LEHETOSEGEK

A kidolgozott tejsav-fermentacids eljaras(ok) felhasznalasa két futo projektben is megvaldsulhat.
,»A cukorcirok integralt mezdgazdasagi termelési, tarolési, feldolgozasi €s logisztikai rendszerének
kidolgozésa” c. projekt keretein beliil 2011 végéig egy agrar-ipari modell kialakitdsdban vesziink
részt, a konzorciumi partnerek eredményeinek felhasznalasaval, beleértve a tejsav-fermentacios és
az ¢lesztékivonat-eldallitod technoldgia fejlesztéseit is. A Nemzeti Kutatasi és Technologiai Hivatal
altal tamogatott munka kozvetett célja a termelést €s az egyre boviilo felhasznalast folyamatosan
tdmogatni képes kutatas-fejlesztési €s innovacids hattér megteremtése.

Egy a Nitrokémia Zrt. altal Balatonfiizfé Gyartelepre tervezett blizaalapu biofinomité hosszu tava
célja olyan jo mindségii és olcso platformvegytilet (tejsav) eldallitdsa, amely megfeleld alapanyag
lehet egy biodegradalhaté miianyag (politejsav — PLA) eldallité technoldgia szamara, €s lehetove
teszi egy kornyezetbarat, fehér vegyipari egység létrehozasat.

Kutatasi munkdm keretét ez a két elképzelés adta, és elsdsorban a tervezett biofinomito(k) tejsav-
fermentécids technologiai szempontu fejlesztésére iranyult. A globalis cél egy olyan technologiai
megoldas kidolgozéasa volt, amely a rendelkezésre allo kétféle alapanyagra egyarant alkalmazhato,
¢és koltséghatékony termelést tesz lehetdveé, ezéltal a tejsavra mint fermentacids termékre épiild
tovabbi termeld egységeket integralva a létrejovo komplexum akér un. III. fazist biofinomitéva
1éphet elo.

A fermentacids egység kidolgozasanal tehat mindenképp egy hatékony és olcsd fermenticios
eljarés kidolgozasa volt a célom, kétféle nyersanyagbol kiindulva, és a fermentacios tapkozegen
kiviil megvizsgalva az egyéb technologiai paramétereket is.
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	2 IRODALMI HÁTTÉR
	3 KÍSÉRLETI MÓDSZEREK
	4 EREDMÉNYEK
	Kísérletek glükóz alapú, Lac-2 tápközegen
	5 TÉZISEK
	6 KÖVETKEZTETÉSEK, ALKALMAZÁSI LEHETŐSÉGEK
	7 KÖZLEMÉNYEK JEGYZÉKE

