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1. A doktori értekezés elozményei és célkitiizései

A fosszilis energiahordozok kimeriilésével, a gazdasdgi szempontok és a
kornyezetvédelem el6térbe keriilésével, egyre nagyobb szerepet kap életiinkben a megtijuld
energidk felhasznalasa.

A bioetanol az egyik lehetséges megujulé energiaforrds, amely fokozott
alkalmazdsdval csokkenthetd a fosszilis energiaforrdsok felhaszndldsaval eldidézett
kornyezetszennyezés. A mezOgazdasagi termékek és melléktermékek hasznositasara alapozott
termelés az utébbi években érte el azt a technoldgiai szinvonalat, ami révén a bioetanol a
kdolajtermékek mellett gazdasagilag is redlis alternativava valt az energiapiacon.

A Dbioetanol elddllitdsara alapanyagként szolgdlhatnak keményito- illetve
cukortartalmi névények, példaul a kukorica vagy a cukorndd, illetve fasszari novények is,
melyek jorészt celluldzt tartalmaznak. A celluléz alapu eldallitishoz nem csupén termesztett
novényeket hasznalhatnak, hanem nagyon fontos szerep harul a mez0gazdasagi hulladékokra
(szOlévenyige, kukoricaszar, gylimolcsfak nyesedékei, fakéreg, szalma, faipari hulladékok) is.
Ezek felhaszndlasakor maga az alapanyag elddllitisa nem jelent plusz raforditast illetve
kornyezeti terhelést. Mindezek mellett a megfeleld technoldgia alkalmazasa elengedhetetlen
ahhoz, hogy minél kevesebb energia raforditassal minél tobb etanolt tudjanak eldallitani.

A bioetanolt gyartd orszagok kozott vezetd szerepet tolt be az Amerikai Egyesiilt
Allamok és Brazilia, ahol elsésorban kukoricabél illetve cukornadbél allitjak elo a bioetanolt.
Az Amerikai Egyesiilt Allamokhoz hasonléan Magyarorszdgon is kukoricit dolgoznak fol
erre a célra. A kész bioetanolt vagy bioiizemanyagként lehet hasznositani, vagy éter és
izobutilén  hozzdaddsaval etil-tercier-butiléter (ETBE)  dllithaté  eld, amelyet
oktdnszdmnoveldként hasznalnak.

A bioetanol elééllitdsakor technoldgiailag kedvezObb, illetve gazdasdgosabb, ha
termotolerdns mikroorganizmusok alkalmazdsaval, magasabb homérsékleten folyik az
etanoltermelés. Ennek egyik formdja az alapanyag enzimes emésztését és a
mikroorganizmussal torténd fermentédlast osszevond tn. SSF (egyideji szacharifikacid és
ferment4cid; simultaneous saccharification and fermentation) technoldgia. Az alapanyagként
felhasznalt kukoricaszemek kb. 60 %-a keményitd, amely hidroliziséhez haszndlt amildz és
gliikoamildz enzimek optimélis miikodési homérséklete kb. 60 °C, viszont a fermentéciét
végzd élesztoké kb. 30 °C. A termelés gazdasdgosabb, ha az enzimes kezelés utdn nem kell a

rendszert az élesztdgombdk miatt nagymértékben lehiiteni, hanem egy termotolerdns



fermental6 torzs alkalmazasaval, viszonylag magas hémérsékleten (50-55 °C) egybevonhaté a
két 1épés.

A termotolerans élesztok kozott kiemelkedd a Kluyveromyces marxianus hotiirése. A
K. marxianus torzsek biotechnologiai jelentdsége a jovében néni fog széles
szubsztratspektrumuknak, hotolerancidjuknak, valamint nagy novekedési ratajuknak
koszonhetden (Singh et al., 1998b). Ezen torzsek jo etanol termeldnek bizonyultak SSF
(simultaneous saccharification and fermentation - egyidejli szacharifikaci6 és fermentécid) és
immobilizacids kisérletekben is, mely a jovObeni ipari felhaszndlasukra nézve biztaté (Love et
al., 1998). Irodalmi adatok alapjan a K. marxianus torzsek hétiirése még tovabb fokozhato,
azaz elképzelhetd, hogy még inkdbb meg lehetne kozeliteni a keményitd hidrolizését végzo
enzimek optimalis miikddési hdmérsékletét (Fonseca et al., 2008).

A PhD projektem célja termotolerans K. marxianus élesztotorzsek fejlesztése volt a
gazdasdgosabb bioetanol termelés érdekében. Irodalmi adatok szerint az egyik legjobb
hotlirésti torzs a K. marxianus IMB3 (Banat €s Marchant, 1995), amely képes 52 °C-on
novekedni és 50 °C-on etanolt termelni. Eredetileg mi is ezzel a tOrzzsel szerettiink volna
dolgozni, de ezt mdr az iparban haszndljdk (Singh er al., 1998a), igy csak a vele dolgozé
kutatécsoport szamara hozzaférhet6. Ezért mi az NCYC (National Collection of Yeast
Cultures) torzsgytijtemény ajanlasdra a CBS712 torzset haszndltuk fel a kutatomunkdnkhoz.
Ennek a torzsnek az eldnyei kozé tartozik, hogy genomjanak 20 %-4at mar megszekvenaltak
(Llorente et al., 2000) és termotolerancidja is figyelemre mélto.

Kutatomunkam sordn az aldbbi célokat tliztem ki €s valdsitottam meg:

e A K marxianus CBS712 torzs fermenticidos paramétereinek (pH, az inokulum
mennyisége, oxigénigény, kiindulasi gliik6z koncentracidja) optimalizalasa.

® A torzs hotlirésének és dltalanos stressz tlirésének vizsgdlata illetve novelése.

e Egy jobb hotlirésti mutans izoldldsa a sziiloi torzs fokozatosan novelt hdmérsékleten
torténd tenyésztésével.

* A mutdns taxondémiai és morfoldgiai vizsgdlata.

e A sziiloi és a mutdns torzs széleskorii 0sszehasonlitdsa, valamint az ipari szempontbol

fontos kitermelési szazalékok megéllapitasa.



2. A kutatas modszerei

2.1. K. marxianus CBS712 (NCYC 2791) és E1 mutans torzsek tenyésztése és fenntartasa

A K. marxianus CBS712 torzset az NCYC (National Collection of Yeast Culture)
torzsgyiijteménybdl véasaroltuk. A K. marxianus E1 mutdnst mi allitottuk elé6 a CBS712
torzsbol. A torzseket YPD és YM tdpagaron 30 °C-on tenyészettiik a napi gyakorlati munka
céljéra.

Az YPD taptalaj Osszetétele:

e 1 % élesztd kivonat (BBL™),

e 2 % pepton (Difco),
o 2 % gliikkdz,
® 2 % agar.
Az YM tdptalaj osszetétele:
e 0,3 % élesztd kivonat (BBL™),

¢ 0,3 % malata kivonat,
* 0,5 % pepton (Difco),
* 1% glikoz,

® 2% agar.

Az YPD és az YM té4ptalajok pH-ja egyardnt 5,5. A torzset a torzsgylijteményben 20 %
glicerinnel kiegészitett YM tdpoldatban - 70°C-on taroljuk.

2.2. A termotolerans K. marxianus E1 mutans létrehozasa és identifikalasa

A K. marxianus CBS712 torzs egyedi telepeit YPD agar t4ptalajrdl oltottuk le 5 ml
YPD tdpoldatba és 48 °C-on 3 Hz razasi frekvencidval inkubdltuk 2 napig. A tenyészeteket,
amelyek novekedést mutattak adtoltottuk friss YPD tdpoldatba és ugyanilyen koriilmények (48
°C, 3 Hz) kozott inkubaltuk szintén 2 napig. Ezt az atoltdst megismételtiik egymas utan 10
alkalommal, majd a legjobban novekvd tenyészetet kiszélesztettik YPD agarra. Ebbdl egy
egyedi telepet (E1) valasztottunk ki a tovabbi vizsgélatokra.

Az E1 mutdns taxondémiai identifik4cidjat Barnett és munkatarsai (1990) kritériumai és

modszerei alapjan vizsgaltuk €s erdsitettiik meg.



2.3. A termotolerans fenotipus stabilitasanak vizsgalata

A K. marxianus El1 mutinst YPD tdpoldatban tenyésztettik nem szelektiv
koriilmények kozott (30 °C, 3 Hz) 2 napig, aztidn a tenyészetet friss YPD tdpoldatba oltottuk
és inkubdltuk ugyanezen koriilmények (30 °C, 3 Hz, 2 nap) kozott. Mindezt tizszer
megismételtiik és ezutan teszteltiik a novekedését 48 °C-on. Az E1 mutdns képes volt 48 °C-

on Ujra novekedni, azaz megtartotta termotolerdns fenotipusat.

2.4. K. marxianus CBS712 és az E1 mutans torzsek novekedésének vizsgalata

A novekedési vizsgalatokat YPD tdpoldatban végeztiik, melynek az osszetétele é€s pH-ja
megegyezett a YPD tdptalajéval az agar kivételével. Ezen kiviil MYFM tdpoldatban (Hack és
Marchant, 1998b) - kiegészitve a megfeleld0 mennyiségli gliikkdzzal - is elvégeztik a
novekedési vizsgalatokat.

Az MYFM tdpoldat sszetétele:
e 3 g1" élesztd kivonat (BBL™),

e 2 g1 pepton (Difco),
e 2gl"KH,PO,

e 2g1" (NH,),SO,

e 1g1" MgSO,* 7TH,0,
e 1gl"MgSO,* H,0.

Az el6tenyészethez 1 telepet YPD vagy MYFM tdapoldatba inokuldltunk (100 ml-es
lombik 10 ml téptalajt tartalmazott). Az inkubdlds koriilményei: 30 °C, 24 6ra, 3 Hz. A torzs
novekedését az optikai denzitds fotometrids mérésével kovettiik. Az elotenyészet optikai
denzitdsdnak meghatdrozdsa utdn (600 nm-en: ODggp: 2,1.) a fétenyészethez 100 ml YPD
vagy MYFM tdpoldatot ODgp: 0,1 optikai denzitidsnak megfelel6 sejtmennyiséggel
inokuldltunk; a fétenyészetet 250 ml-es lombikban razattuk. A novekedés vizsgalata 30, 35,

40, 45, 46, 47 és 48 °C-on tortént.

2.5. Az etanol termelés vizsgalata, optimalizacioja és mérése

A K. marxianus CBS 712 és E1 torzseket 100 ml MYFM tépoldatot tartalmazé 250 ml-
es lombikban inkubdltuk 3 Hz-en. A kiindulési gliik6z koncentracidk 0,51, 0,71, 0,91, 1,11,



1,30 és 1,51 mol 1" voltak. Mindegyik kiinduldsi gliikéz koncentriciénil egyenként
megvizsgaltuk az etanol termelést 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 és 48 °C-on a tenyésztés 16., 24.
és 38. ordjaban.

Az etanol mennyiséget HP 5890 series II tipust gazkromatograffal mértiik le, amely
automata mintavevével volt ellatva. Az injektaldst 225 °C-on végeztiik. A mérés 35 °C-on
HP-5-6s kapilléris oszlopon tortént (30 m*0,32 mm, 0,25 pum) nitrogén gdz, mint vivogaz
haszndlatdval (1 ml min"). A bels§ standard 0,166 mol 1" izopropanol volt. A kalibraciés
gorbét 0,09-0,86 mol I"! etanolt haszndlva készitettiik el, amely tartomédnyban linedris volt a
valtozds, r = 0,9997. A mérést Dr. Gyémant Gyongyi egyetemi adjunktus (Szervetlen- és

Analitikai Kémia Tanszék) segitségével végeztiik el.
2.6. A gliikoz mérése vékonyréteg kromatografia segitségével

Az 5 pl mintat (fermentlevet) HPTCL szilika gél 60 (20x20cm) lemezen az alabbi
kozegben futtattuk meg: 30 ml diklérmetén, 25 ml metanol, 6 ml viz. Az el6hivast 10 %-os
kénsavas abszolut etanollal végeztiik el. Szaradas utdn holégsterilizatorban volt a lemez 120
‘C-on 5 percig. Fényképezés utin a kiértékelés Dr. Lazar Istvan egyetemi doncens
(Szervetlen- és Analitikai Kémia Tanszék) altal kifejlesztett CPAtlas 1.0 program segitségével
tortént (http://sites.google.com/site/lazaristvan99/). A kalibraciés gorbét 0,03-0,3 mol I

gliik6z felhasznédlasaval készitettiik el, ahol linedris volt a valtozas, r = 0,9998.
2.7. Konverzios rata szamitasa

A konverzids rata értékeket az aldbbi képlet alapjan szamoltuk ki: [(A/(B-C))/2]*100,
ahol A a termelt etanol mennyisége (mol l'l), B a kezdeti gliikkéz koncentracié (mol l'l), Ca
maradék gliikéz koncentracié (mol 17). A 2 mol 1" etanol (mol 1" gliikéz)' az elméleti

maximalis etanol kihozatal.
2.8. A sejtek GSH és GSSG tartalmanak meghatarozasa
Az élesztOsejteket a 2.4. fejezetben leirtak alapjan tenyésztettiik, majd 50 ml tenyészetet

lecentrifugéltunk (4000 g, 10 perc, 4 °C). A sejteket 4 ml 5 % (v/v) — os 5’-szulfoszalicilsav
oldatban tartuk ol (10 perc inkubdlds 4 °C-on). A mintdkat centrifugaltuk (10000 g, 10 perc,



4°C) és a feliiliszot trietanol-aminnal valé kozombdsités utan hasznaltuk fol a méréseinkhez
(Emri et al., 1997).

A sejtek oxidalt glutation (GSSG) tartalmanak a méréséhez az Anderson (1985) 4ltal
kidolgozott ,rate assay” eljardst haszndltuk. A reakcidelegy ebben az esetben az aldbbi
osszetételli volt: 115 mmol "' natrium-foszfét puffer (pH: 7,5), 50 mmol I EDTA, 0,6 mmol
1! 5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoesav) (DTNB), 0,2 mmol 1! NADPH, 1,5 kU I''GR (1 unit, az az
enzim mennyiség, mely 1 perc alatt 1 pmol GSSG-t redukdl), 10 % (v/v) minta. A DTNB
redukalédasat 412 nm-en spektrofotometridas médszerrel kovettiik nyomon. A mintdk GSH
tartalméat elézetesen 2-vinilpiridines kezeléssel (185 mmol 1'1, 1 6ra, pH 6,0-7,0) reagéltattuk
el.

A GSH tartalom meghatarozdsa szintén Anderson (1985) mddszere alapjan tortént.
Ebben az esetben a mintdk teljes glutation (GSH+GSSG) tartalmat mértiik, a 2 vinilpiridines
kezelés elhagyasaval. Igy a GSSG mennyiségének és a teljes glutation tartalom ismeretében
meg tudtuk hatdrozni a GSH tartalmat.

A mért GSH és GSSG értékeket a sejtek fehérje tartalméra vonatkoztattuk és nmol mg’

! protein mértékegységben adtuk meg.

2.9. A sejtek trehaléz tartalmanak meghatarozasa

A sziil6i és a mutdns torzsek egyedi telepeit kiilon-kiilon, 6sszesen 6 - 6 lombikban
MYFM tdptalajban tenyésztettiik 30 °C-on 3 Hz fordulatszdmon 8 6ran at, a 2.4. fejezetben
leirtaknak megfelelden. 8 Ora eltelte utdn a sziil6i torzs egyedi telepeit tartalmazé 6 és a
mutédns egyedi telepeit tartalmaz6 6 lombikbdl 3 - 3 lombikot kivalasztottunk és attettiink egy
47 °C-os razogépbe. A 30 °C-on marad6 3 sziiléi és 3 mutdns torzset tartalmazé lombikot
kontrolloknak neveztiik el, mig a 47 °C-on levOoket hokezelt tenyészeteknek. Mintdkat
vettiink, mind a kontroll, mind a kezelt tenyészetekbdl 0, 30, 60, 90 és 180 perc eltelte utdn. A
trehal6zt 100 mg sejtbél (DCM) nyertiik ki Ferreira és munkatdrsai (1997) mddszerei alapjan.

A sejteket liveggyongy segitségével tartuk fol. A feltart sejtekre 2 ml forrdsban 1€vo
abszoltt etanolt tettiink és 2 perc varakozds utdn centrifugdltuk maximalis fordulatszamon
(8000 g) 10 percig. A feliiluszét atpipettaztuk Eppendorf csObe és vartunk, amig az etanol
elparolog a cs6bol. Az extraktumot vizben oldottuk fol és a trehal6z tartalmdnak a
meghatdrozasit nagy nyomdsu folyadékkromatografids (HPLC) mddszerrel végeztiikk el. A
késziilék (Hewlett-Packard 1090 II. folyadék kromatograf) didda soros detektorral és

automata mintavevdvel volt ellatva. A mozgé fazis acetonitril és viz 60:40 aranyu elegye volt;



a folyasi rata 1 ml perc’. A eluens abszorbancidjat A=190 és 200 nm hullimhosszon
detektaltuk ChemStation szoftver segitségével. A trehal6z identifikdldsdhoz és mennyiségi
meghatdrozasdhoz o,a-D-trehaldz-dihidratot (Senn Chemicals) haszndltunk standardként. A
mérések linedrisak voltak az 1-100 mg ml'! -es koncentraciétartoméanyban, r = 0,9997. Ezen
méréseket Dr. Gyémant Gyongyi egyetemi adjunktus (Szervetlen- és Analitikai Kémia

Tanszék) segitségével végeztiik el.

2.10. Etanol stressz, oxidativ stressz és ozmotikus stressz tolerancia vizsgalat

A K. marxianus CBS 712 és El torzsek el6tenyészeteit kiilonb6zd hdmérsékleten
tenyésztettik: 37 és 45 °C-on. Ezen el6tenyészetek 3 ml-ével inokuldltuk a 250 ml-es
lombikokat, amelyek 100 ml 210 g I gliikézt tartalmaz6 MYFM tédpoldatot tartalmaztak.
Ezen tdpoldatban vizsgaltuk kiilon-kiilon az etanol (0,65, 1,09 és 1,38 mol 1'1), a natrium-
klorid (1,0, 1,25, 1,5 és 2,0 mol 1), a kalium-klorid (1,0, 1,25, 1,5 és 2,0 mol 1) és a
hidrogén-peroxid (5, 7,5 és 10 mmol 1) toleranciat. Az inkubélds koriilményei 3 Hz, 24 6ra,
37 °C voltak. A novekedést az optikai denzitds 600 nm-en (ODgg) mért valtozasaval kovettiik

nyomon.

2.11. Valaszfeliilet meghatarozé médszer (response surface methodology - RSM)

A maximdlis etanol termeléshez sziikséges tenyésztési hOmérsékletet, kiinduldsi
gliik6z koncentriciot és fermentdcids idot RSM segitségével hataroztuk meg mind a sziildi,
mind a mutans torzs esetében. Ennek érdekében 8 kiilonboz6 homérsékleten (35, 37, 39, 41,
43, 45, 47 és 48 °C) és 6 (0,51, 0,71, 0,91, 1,11, 1,30 és 1,51 mol 1) kiinduldsi gliikéz
koncentracié mellett megmértiik a termelt etanol mennyiségét a tenyésztés 12., 24. és 38.
ordjaban.

A mért etanol koncentraciokat (Cetanoi; Mol 1'1) a 10g(Cetanoi+0,1) filiggvénnyel
transzforméltuk. A transzformalt adatokra madsodfoku lokdlis polinomidlis regresszidval
(second order local polynomial regression; LOESS), az R 2.12.1 statisztikai programcsomag
(http://www .R-project.org) segitségével illesztettiink egy fiiggvényt. Az illesztésnél a Cethanol +
0,1 értékekkel sulyoztunk és 7 °C felelt meg 1 mol I gliik6z koncentraciovéltozdsnak. Az
illesztett fliggvény értékeinek visszatranszformaldsaval kapott fiiggvényt tekintettiik

valaszfeliiletnek, ennek a maximumat kerestiik.



A két torzs etanol termelése kozotti maximadlis kiilonbséghez tartozd tenyésztési
homérsékletet, kezdeti glilk6z koncentriciét és tenyésztési id6t a két vdlaszfeliilet
kiillonbségébdl hataroztuk meg.

A valaszfeliilet meghatdrozé6 moddszert (RSM) Dr. Antal Karoly féiskolai docens

(Eszerhdzy Karoly Foiskola, Zooldgiai Tanszék) segitségével alkalmaztuk.



3. Eredmények osszefoglalasa

3.1. A Kluyveromyces marxianus termotolerans E1 mutans létrehozasa és identifikalasa

Létrehoztam a K. marxianus termotolerdns E1 mutdns torzset egyre novekvo
homérsékleten torténd atoltdssal. A mutans 48 °C-on val6é novekedése figyelemre mélto és ezt
a tulajdonsdgat tobbszori, alacsony hdmérsékleten végrehajtott passzalds utdn is megtartotta.
A mutans morfoldgiai vizsgélatakor kideriilt, hogy kiilonbozik a sziildi CBS712 torzstol.
Mind alacsonyabb (37 °C), mind pedig magasabb (47 °C) homérsékleten a mutans kerekebb
formdju és kisebb, mint a sziil6i torzs. Taxon6miai identifikdciéjat Barnett és munkatarsai
(1990) kritériumai és modszerei alapjan vizsgaltuk meg és megerdsitettiik, hogy K.

marxianus.
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1. abra: A Kluyveromyces marxianus CBS712 sziiléi torzs ( O, O) és az El mutdns torzs
(M, ®) novekedése 45 °C-on (O, M) és 48 °C-on (O, @), valamint az El torzs nvekedése

48 °C-on 10-szeres 30 °C-on végrehajtott atoltds utdn (A ) MYFM tdpoldatban. A novekedést

az optikai denzitds 600 nm-en mért valtozdsdaval hatdroztuk meg. Az dbra 6 fliggetlen mérés

atlagat és szordsat tartalmazza.
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3.2. A K. marxianus CBS712 sziil6i és E1 mutans torzsek fermentaciés paramétereinek

az osszevetése

A két torzs fermenticidés paramétereinek az Osszehasonlitdsira, valamint az etanol
termelés optimum pontjanak meghatdrozasdra az RSM mddszert valasztottuk, hiszen ezen
analizis segitségével egyszerre tobb paraméter egyidejii optimalizalasdra nyilik lehetdség (Lee
€s Chen, 1997). A vizsgalat elvégzéséhez mind a sziili, mind az E1 mutdnst egyre novekvo
hémérsékleten (35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 és 48 °C) teszteltiik 0,51, 0,71, 0,91, 1,11, 1,30, 1,51
mol 1" kiinduldsi gliikéz koncentraciét alkalmazva 3 Hz fordulatszdmon. A fermentécié sordn
mintadkat vettiink a tenyésztés 12., 24. és a 38. 6rdjaban.

Meghataroztam az etanol termelés hatékonysagat jelz0 konverzids rita értékeket is.
Ezen érték szamitdsdhoz elengedhetetlen a maradék gliik6z mennyiségének a megéllapitasa,
melyet vékonyréteg kromatografiaval (VRK) hatdroztam meg.

A kisérletekbdl szdrmaz6 adatokra az R 2.12.1. statisztikai program segitségével egy 3
valtoz6s masodfokd polinomot illesztettiink. A kapott modell alapjén a vizsgélt tartomdnyban
a maximalis etanol kihozatal a sziiloi torzs esetében 1,05 mol 1! etanol, ami 1,03 mol 1!
kiindulési gliik6z koncentraciondl 44,2 °C-on a fermentiacié 30. érdjaban vérhat6. Az El
mutdns esetében ugyenezen érték 0,97 mol 1" etanol, ami 1,09 mol 1" kiinduldsi gliik6z
koncentraciondl 44,8 °C-on a fermentédcié 31. 6rdjaban valdsziniisithetd. A modell alapjn a
legnagyobb kiilonbség a sziiléi és a mutdns torzs kozott 1,09 mol I kiinduldsi gliikéz
koncentracionél 47,2 °C-on a fermentacio 35. érdjdban van. (2. dbra).

Ahhoz, hogy a gyakorlatban is megerdsitsiik ezen értékek helyességét, lemértiik a
termelt etanol, a maradék glilkoz és a biomassza mennyiségét a modell altal eldrejelzett
pontokon. Az eredményeket a 1. tdblazatban foglaltam Ossze.

e Optimalis koriilmények kozott (1,06 mol I'" kiinduldsi gliik6z koncentricio, 44 °C) az
etanol termelés és a biomassza mennyisége hasonlé a CBS712 (1,1£0,1 mol 1'1, 51+ 9
g I'") és az E1 muténs torzs (1,0+0,1 mol "', 4249 g I'") esetében. Az etanol termelési
értékek kozel megegyeznek a modell alapjdn vart értékekkel: a CBS712 torzs esetében
a vart érték 1,05 mol 1'1, az E1 mutans esetében pedig 0,97 mol 1"t volt.

e  Megnovelt hdmérsékleten (47 °C, 1,09 mol "' kiinduldsi gliik6z koncentrécid) az El
termotolerdns mutédns dltal termelt etanol koncentricidja és biomassza mennyisége
(0,6+0,1 mol 1", 4248 ¢ I'") j6val meghaladta a sziil8i torzsét (0,3+0,1 mol 17, 29+7 g
1" (1. tdbldzat)
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A termelt etanol

mennyisége

A maradék gliikoz

mennyisége

A biomassza mennyisége

Konverzios rata értékek

gl (%)
(mol I (mol I'")
Sziil6i E1 mutans Sziloi E1 mutans Sziil6i E1 mutans Sziil6i E1 mutans
torzs torzs torzs torzs torzs torzs torzs torzs
Optimalis
1,1 +£0,1 1,0+0,1 0,24 + 0,04 0,26 + 0,04 519 42 +9 676 636
koriilmények
47 °C 0,3+0,1° 0,6 0,1 | 0,54 +0,06° | 0,36 +0,04>¢ 29 +7° 42 + 8° 27 £ 9° 41 +7°¢

1. tablazat: A Kluyveromyces marxianus CBS712 sziil6i és E1 mutans torzs etanol termelési adatainak dsszehasonlitdsa optimalis koriilmények

és magas hémérsékleten valé tenyésztés kozott *.

“ _ Az optimdlis etanol termelési értékek meghatdrozasa 1,06 mol I"' kiindulési gliik6z koncentraciénal és 44 °C-on tortént. A termelési értékek

legnagyobb kiilonbségének a meghatarozasa 1,09 mol 1" kiindulési gliikéz koncentraciénal és 47 °C-on végeztiik el. A mintavételek és egyben az

analizdlas idOpontjai az inkubdacids 1d6 30. 6rdjaban (optimélis koriilmények) €s 35. 6rajaban (magas homérésékleti koriilmények) voltak.

® _ Szignifikdns a kiilonbség (p < 0,05) a sziil6i és a mutdns torzs kozott.

¢ — Szignifikéns a kiilonbség (p < 0,05) az optimalis (44 °C) és a magas hdmérsékleten (47 °C) végrehajtott fermentacié kozott.

A téblazat 6-6 egymastol fiiggetlen kisérlet dtlagét és szordsat tartalmazza. A szignifikancia vizsgdlatokhoz a Student-féle 7-tesztet haszndltuk.
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2. abra: Az adatokra illesztett feliiletek.

A rész: Az etanol termelés a hdmérséklet
€s a kiinduldsi gliikkéz koncentraci6
fliggvényében a fermentdciés id6 30.
ordjaban a K. marxianus CBS712 torzs
esetében.

B rész: Az etanol termelés a hdmérséklet
€s a kiinduldsi gliikkéz koncentraci
fliggvényében a fermentdcids i1d6 30.
orgjdban a K. marxianus  El
termotolerdns muténs torzs esetében.

C rész: A mutans és a sziil6i torzs etanol
termelési adatai kozotti kiillonbség a
homérséklet és a kiinduldsi gliikk6z

koncentraci6 fliggvényében.
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A K. marxianus CBS712 és E1 mutdns torzs maximadlis etanol kihozatali értékei
Osszevethetdek az iparban haszndlt IMB3 és a Limtong és munkatarsai (2007) éltal vizsgalt
DMKU3-1042 torzsével. Az IMB3 torzs 4,3 % (w/v) (0,93 mol 1'1) etanolt allit el6 melasz
tartalmu tdpoldatban 16 % (w/v) (0,08 mol 1'1) kiindulési gliik6z tartalomnal 45 °C-on (Banat
et al., 1992). A DMKU3-1042 torzs szintén 45 °C-on 4,93 % (w/v) (1,07 mol 1) etanolt
termel, ahol 8 % (w/v) (0,04 mol ') cukortartalmd cukornad szirupot hasznéltak tdpoldatként
(Limtong et al., 2007).

Mindemellett abban az esetben amikor az IMB3 torzs 14 % (w/v) (0,77 mol 1'1)
gliik6zon, mint szénforrason novekszik, az etanol kihozatali értéke eléri az 5,9 % (w/v) (1,28
mol 1'1) értéket is 45 °C-on (Banat ef al., 1992). Ebben az esetben a konverzids rata értéke 87
%, amely jelentdsen nagyobb, mint amit a CBS712 (67+6 %) és E1 muténs torzs (63+6 %)
esetében értiink el 45 °C-on. Novelve a hdmérsékletet a CBS712 sziiléi és E1 mutans torzs
konverzids rata értékei csokkennek, bar a mutans 47 °C-on még 41+7 % konverzids rataval

allit el6 etanolt.
3.3. A K. marxianus E1 mutans fiziolégiai vizsgalata

Elvégeztem a K. marxianus E1 muténs fizioldgiai vizsgdlatat, annak érdekében, hogy
megallapitsuk, milyen valtozasok éllnak a torzs termotolerancidjdnak a hatterében. El6szor
megvizsgaltam a sziiléi és a mutdns torzs redukalt glutation (GSH) és az oxidalt glutation
(GSSG) tartalmat, de a két torzs kozott ebben a tekintetben nem volt szignifikdns az eltérés.

Végiil megéllapitottuk, hogy a sejtek megnovekedett trehal6z koncentracidja allhat a

fokozott hotiirése hatterében (2. tablazat).
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Trehal6z tartalom {mg (g szaraztomeg) '}
Inkubécids id6 30°C 17°C
(perc)
Sziil6i torzs | E1 mutans torzs | Sziil6i torzs | E1 mutdns torzs
0 12+2 30 + 3° 11+2 30 £2°
30 11+2 34 +2° 9+2 31 +£2°
60 9+2 30 +2° 11£1 35+3%
90 9+2 323" 37+3° 57+2%°
180 14+3 28 +2° 35+2° 59 +2%°

2. tablazat: A hoéstressz hatdsa a Kluyveromyces marxianus CBS712 sziil6i és E1 mutdns
torzs trehaldz tartalmara.

% Szignifikdns a kiilonbség (p < 0,05) a sziil6i és a muténs torzs trehal6z tartalma kozott.

b Szignifikdns (p < 0,05) a trehaldéz tartalom novekedése a 0 6rds adatokkal dsszehasonlitva.
A tdblazat harom egymastdl fliggetlen kisérlet &tlagat és szordsat tartalmazza. A

szignifikancia vizsgalatokhoz a Student-féle #-tesztet hasznaltuk.

Erdekes médon Nwaka és munkatérsai (1994) nem taléltak szoros kapcsolatot a
trehal6z akkumuldcié és a megnovekedett termotolerancia kozott S. cerevisiae-ben.
Munkéjukban arra utalnak, hogy a megnovekedett trehal6z szintézis csak az elsé gyors vélasz
a hostresszre és a hdsokkproteinek a felhalmozdéddsa sziikséges a hosszabb ideig tarté ho
elleni védelemre. Mi is megvizsgaltuk a hdsokkproteineket SDS-poliakrilamid
gélelektroforézis segitségével és a gélképen nem taldltunk kiillonbséget a CBS712 és az El
mutans torzs hosokk fehérjéinek savintenzitasa kozott.

Meglepdé mdédon ezt a termotolerancidt megnovekedett etanol, ozmotikus és oxidativ

stressz érzékenység kisérte (3. tablizat).
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ODgoo (%)
37 °C 45 °C
inokulum inokulum
1 mol 1" KCI 87 +7 90 + 1
-1

K. marxianus CBS712 1,25 mol 1 KCl 77 84+2
1,5mol I KCI 76 + 6 71 +8

2 mol 1! KCl 22+5 20+4

1 mol 1! KCl 85+8 95 +2

. 1,25 mol I'' KCI 77 +£9 90 + 1

K. marxianus E1 ;

1,5mol I KCI 72+9 48 +7

2mol I'T KClI 15+5 15+1

1 mol 1T NaCl 83 +7 92 +2

5|

K. marcianus CBS712 | 123 mol{ NaCl 68 + 7 76 + 4
1,5 mol I'' NaCl 44 + 6 22 +3

2 mol 1! NaCl 14 +1 101

1 mol 1T NaCl 83+3 812

. 1,25 mol I'" NaCl 38+3 23+3

K. marxianus E1 :

1,5 mol I NaCl 18+4 13+3

2 mol 1! NaCl 14+3 11+1
5 mmol I H,0, 81 +3 72 + 12

K. marxianus CBS712 7,5 mmol I H,0, 19 +2 10+1
10 mmol I" H,0, 13+1 11+1

5mmol 17 H,0, 815 14+3

K marxianus E1 7.5 mmol 1" H,0, 19+1 111

10 mmol I" H,0, 142 10+1

0,65 mol 1! EtOH 87 +4 97 +3

K. marxianus CBS712 | 1,09 mol I'" EtOH 19+2 2 +6
1,38 mol I'! EtOH 10«1 10«1

0,65 mol I'! EtOH 41 +4 61+6

K. marxianus E1 1,09 mol I'" EtOH 161 133
1,38 mol 1! EtOH 111 101

3. tablazat: A Kluyveromyces marxianus CBS712 sziil6i és E1 termotolerans mutédns torzsek
stressztolerancia vizsgdlata. A novekedést az optikai denzitds 600 nm-en mért értékével
jellemeztiik és a kapott adatokat a stresszmentes kulturdk novekedéséhez, mint 100 %-hoz
viszonyitottuk.

A téblazat harom egymastol fliggetlen kisérlet atlagat €s szordsat tartalmazza.
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Szamos kutatd tapasztalta, hogy a megnovekedett trehaléz koncentracié csokkentette
bizonyos stressz vdlaszokban fontos enzimek mikodését. Sampedro és Uribe (2004) azt
tapasztalta a K. lactis vizsgélata kozben, hogy a megndvekedett koncentracioban jelenlévd
trehal6z a sejtek viszkozitdsdnak a novekedéséhez vezet. Ez az éllapot védelmet nyujt a
fehérjéknek a hostressz ellen, ellenben ha a hémérséklet csokken és ez a megndtt viszkozitds
megmarad a sejtekben a nagy trehal6z koncentracid miatt, akkor ez az 4llapot nagymértékben
gatolja €s karositja a fehérjék miikodését. Kovetkezésképpen ha a stresszhatdsnak vége, és ezt
nem kiséri a trehal6z gyors hidrolizise, akkor szamos 1étfontossagi enzim karosodhat.

Ezen eredmények is azt timasztjdk ald, hogy a stresszhatds elmultaval a sejtek tartosan
megnovekedett trehaldz szintje szdmos enzimet inaktival. Mindezek alapjdn elmondhatjuk,
hogy az E1 mutdns folyamatosan megndvekedett trehaldz tartalma magyardzza a tapasztalt

NaCl, KCl, H,0O; és etanol érzékenységet.
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4. Uj tudoményos eredmények

Munkdm sordn eldééllitottam a termotolerans K. marxianus E1 mutans torzset, majd
atfogo jellemzést végeztem el a K. marxianus CBS712 sziil6i és E1 mutdns torzsek

etanol termelési paramétereit illetéen.

Analizédltam a vélaszfeliilet meghatdroz6 mdédszer (RSM) segitségével a sziiloi és az
El mutdns torzs optimdlis etanol fermentdciés paramétereit. Meghatdroztam az
optimalis kiinduldsi gliik6z koncentracidt, a fermentacié hosszat és az etanol termelés
gazdasdgossagat jelzO konverzids rata értékeket. Feltérképeztem, hogy a hdmérséklet
novelése valamint a kiilonb6z6 kiindulési gliik6z koncetracié miképpen befolyasolja

az etanol termeld képességet.

Az eredményekbdl és ezek irodalmi adatokkal torténd Osszehasonlitdsdbol kitlinik,
hogy a K. marxianus El1 mutidns jovObeni alkalmazdsdval valdszintileg
gazdasdgosabba tehetd az iparban a bioetanol eldallitdsara hasznélt SSF technoldgia,

bar ennek megerdsitésére még tovabbi vizsgélatokat kell végrehajtani.

Elvégeztem a K. marxianus E1 mutans fiziol6giai vizsgélatit, annak érdekében, hogy
megkeressem az okat a torzs megnovekedett termotolerancidjanak. Megvizsgaltam a
sziiléi és a mutdns torzsek redukdlt (GSH) és oxidalt (GSSG) glutation tartalmat,
valamint a hdsokkproteinek mennyiségét, de ebben a tekintetben nem taldltam
kiillonbséget a két torzs kozott. Végiil megallapitottam, hogy a mutdns sejtek
megnovekedett trehaléz koncentracidja allhat a torzs fokozott hotliirése hatterében.
Meglepé moédon a termotolerancia novekedését az etanol, ozmotikus és oxidativ

stressz érzékenység fokozddasa kisérte.
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5. Az eredmények gyakorlati hasznosithatésaga

Munkdm sordn létrehoztam a termotolerdns Kluyveromyces marxianus E1 mutédns
torzset, amely 48 °C-on képes novekedni, etanolt termelni és az optimdlis etanol termelése bar
alacsonyabb hoémérsékleten van, az iparban valé alkalmazds szempontjabdl ez a
megnovekedett hotiirés értékes tulajdonsig.

A K. marxianus CBS712 sziil6i és az E1 mutans torzsek fermenticids paramétereinek
atfog6 jellemzésekor meghataroztam tobbek kozott az optimdlis kiinduldsi  gliikoz
koncentraciot, a fermentacios idot, az etanol termeld képességet, a konverzids ratdkat és a
torzsek novekedésének felsd homérsékleti hatdrat. A legnagyobb termelt etanol koncentracié
a sziilo1 torzs esetében 1,1 mol 1'1, a mutédns esetében pedig 1,0 mol 1"t volt (1. tablazat), ami
Osszevethetd az iparban alkalmazott IMB3 torzs altal termelt 5,5-7,2 % (w/v) (1,19-1,56 mol
1'1) értékkel (Singh et al., 1998a; Banat et al., 1992).

Megillapithat6, hogy a célunkat, a termotolerdns K. marxianus mutans torzs
elddllitasat és jellemzését, elvégeztiik. Feltételezhetd, hogy az El torzs alkalmazdsaval a
bioetanol eldallitdsara hasznélt SSF technoldgia a jovOben gazdasidgosabbd tehetd. Mindezek
igazoldsa tovabbi feladataink kozott szerepel. A tovabbiakban szeretnénk tesztelni az El
mutdns bioetanol termeld képességét kiilonféle laboratériumi és, lehetOség szerint, ipari
fermentdcidés rendszerekben. Ezen kisérletekben kukorica keményitdt szeretnénk
alapanyagként felhaszndlni.

Az El mutins termotolerancidjanak okat keresve megéllapitottuk, hogy a
folyamatosan magas intracellularis trehaléz szint okozza a mutdns fokozott hotlrését.
Mindemellett megvizsgaltuk a sziiloi és a mutdns torzsek redukalt (GSH) és oxidalt (GSSG)
glutation tartalmat is, de nem taldltunk kiilonbséget ebben a tekintetben a két torzs kozott.
Meglepd mdédon a hétiirés novekedését az etanol, ozmotikus és oxidativ stressz érzékenység
fokozdddsa kisérte.

Ezen eredmények alapjan ugy tlinik, hogy sem a trehaléz, sem a glutation
metabolizmus 4talakitdsa nem célravezetd stratégia egy megnovekedett stressztolerancidval
rendelkezd K. marxianus torzs létrehozasakor. A K. marxianus E1 mutans tovabbfejlesztése
érdekében szabdlyozhatjuk bizonyos kornyezeti stressz valaszokért felelés gének
expresszidjat vagy megnovelhetjiik bizonyos hdsokkproteinek termelddését, tovabba

megkisérelhetjiik az ubiquitin fehérje tultermelését is egy erds promoter felhaszndlasdval a K.
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marxianus E1 torzsben. Az ubiquitin egy olyan kis moltomegil (8,5 kDa) fehérje, melynek
fontos szerepe van a fehérjék lebontdsdban, a sejtciklus szabdlyozdsdban és a kornyezeti
stressz vdalaszokban. A S. cerevisiae esetében az ubiquitin tdltermeltetésével sikeriilt
megnovelni az etanol és az ozmotikus stressz tirést (Hiraishi et al., 2006; Arnason és Ellison,
2004). Mivel az SSF technoldégidban az élesztd szélsOséges és valtozo ho-, ozmotikus- és pH
viszonyoknak van kitéve, az dltalanos stressz-tolerancia jovObeni novelése a mutans értékes

tulajdonsaga lehet.
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