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ROVIDITESEK JEGYZEKE

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures

NCYC National Collection of Yeast Culture

YPD Yeast extract, Peptone, Dextrose (élesztd kivonat, peptone, cukor)

YM Yeast extract, Malt (élesztd kivonat, malata)

OD optikai denzitas

HP Hewlett Packard

HPTLC High Pressure Thin Layer Chromatography — nagy nyomasu
vékonyréteg kromatografia

kU kilo Unit

DCM szarazanyag tartalom (dry cell mass)

GSH redukalt glutation

GSSG oxidalt glutation

GR glutation reduktaz

EDTA etilén-diamid-tetraecetsav

DTNB 5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoesav)

NADPH nikotinamid-adenine-dinukleotid foszfat

BSA borjd szérum albumin

PMSF o—toluil-szulfonil—fluorid (fenil-metil-szulfonil-fluorid)

SDS natrium-dodecil-szulfat

SDS-PAGE SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

TRIS trisz-(hidroximetil)-amino-metan

TEMED N,N,N,N-tetrametil-etiléndiamid

APS ammonium-perszulfat

RSM Response Surface Methodology — vélaszfeliilet meghatdroz6
modszer



1. BEVEZETES

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

A bioetanol az egyik lehetséges megujulé energiaforrds, amely fokozott
alkalmazdsdval csokkenthetd a fosszilis energiaforrdsok felhaszndldsaval eldidézett
kornyezetszennyezés. A mezdgazdasagi termékek és melléktermékek hasznositdsara
alapozott termelés az utobbi években érte el azt a technoldgiai szinvonalat, ami révén a
bioetanol a kdolajtermékek mellett gazdasiagilag is redlis alternativivd vélt az
energiapiacon.

A bioetanol elddllitdsara alapanyagként szolgdlhatnak keményitd- illetve
cukortartalmu novények, példaul a kukorica vagy a cukornad, illetve fasszari novények
is, melyek jorészt celluldzt tartalmaznak. A celluléz alapu eldallitdshoz nem csupéan
termesztett novényeket hasznalhatnak, hanem nagyon fontos szerep harul a
mezoOgazdasagi hulladékokra (szdldvenyige, kukoricaszéar, gylimolcsfdk nyesedékei,
fakéreg, szalma, faipari hulladékok) is. Ezek felhaszndldsakor maga az alapanyag
eldéllitasa 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 gyarté orszagok kozott vezetd szerepet tolt be az Amerikai Egyesiilt
Allamok és Brazilia, ahol elsdsorban kukoricabdl illetve cukornadbdl allitjdk elé a
bioetanolt. Az Amerikai Egyesiilt Allamokhoz hasonléan Magyarorszdgon is kukoricat
dolgoznak fol erre a célra. A kész bioetanolt vagy bioiizemanyagként lehet hasznositani,
vagy éter és izobutilén hozzdadésaval etil-tercier-butiléter (ETBE) éllithat6 eld, amelyet
oktdnszamnoveldként haszndlnak.

A bioetanol eldéllitdsakor technoldgiailag kedvezdbb, illetve gazdasdgosabb, ha
termotolerdns mikroorganizmusok alkalmazdsdval, magasabb hémérsékleten folyik az
etanoltermelés. Ennek egyik formdja az alapanyag enzimes emésztését és a
mikroorganizmussal torténd fermentéldst 6sszevoné un. SSF ( egyidejii szacharifikacio
€s fermentdcid; simultaneous saccharification and fermentation) technoldgia. Az

alapanyagként felhasznalt kukoricaszemek kb. 60 %-a keményitd, amely hidroliziséhez



haszndlt amildz és gliikoamildz enzimek optimélis mitkodési homérséklete kb. 60 °C,
viszont a fermenticiot végzo élesztdké kb. 30 °C. A termelés gazdasdgosabb, ha az
enzimes kezelés utdn nem kell a rendszert az élesztdégombdk miatt nagymértékben
lehtiteni, hanem egy termotolerdans fermentald torzs alkalmazasdval, viszonylag magas
homérsékleten (50-55 °C) egybevonhat6 a két 1épés.

A termotolerdns élesztok kozott kiemelkedd a Kluyveromyces marxianus
héttirése. A K. marxianus torzsek biotechnoldgiai jelentdsége a jovOben néni fog széles
szubsztratspektrumuknak, hétolerancidjuknak, valamint nagy novekedési ratdjuknak
koszonhetéen (Singh et al., 1998b). Ezen torzsek jo etanol termeldnek bizonyultak SSF
(simultaneous saccharification and fermentation - egyidejli szacharifikdcié és
fermentacid) és immobilizacids kisérletekben is, mely a jovObeni ipari felhasznalasukra
nézve biztatd (Love er al.,, 1998). Irodalmi adatok alapjan a K. marxianus torzsek
hotiirése még tovabb fokozhatd, azaz elképzelhetd, hogy még inkabb meg lehetne
kozeliteni a keményitd hidrolizését végzd enzimek optimalis mitkodési hOmérsékletét
(Fonseca et al., 2008).

A PhD projektem célja termotolerdns K. marxianus élesztotorzsek fejlesztése
volt a gazdasdgosabb bioetanol termelés érdekében. Irodalmi adatok szerint az egyik
legjobb hoétlirésti torzs a K. marxianus IMB3 (Banat és Marchant, 1995), amely képes
52 °C-on novekedni €s 50 °C-on etanolt termelni. Eredetileg mi is ezzel a torzzsel
szerettiink volna dolgozni, de ezt mér az iparban hasznéljdk (Singh et al., 1998a), igy
csak a vele dolgoz6 kutatocsoport szdmdara hozzaférhetd. Ezért mi az NCYC (National
Collection of Yeast Cultures) torzsgylijtemény ajanlasdra a CBS712 torzset haszndltuk
fel a kutatomunkankhoz. Ennek a torzsnek az eldnyei kozé tartozik, hogy genomjanak
20 %-at mar megszekvendltdk (Llorente ef al., 2000) és termotolerancidja is figyelemre
mélto.

Kutatomunkdm sordn az aldbbi célokat tliztem ki és valdsitottam meg:

A K. marxianus CBS712 torzs fermenticiés paramétereinek (pH, az inokulum
mennyisége, oxigénigény, kiindulasi gliilkéz koncentracidja) optimalizaldsat, valamint a
torzs hotlirésének és altalanos stressz tlirésének vizsgalatét illetve novelését.

Célom volt tovibba egy jobb hotlirésli mutdns izoldldsa a sziiléi torzs fokozatosan
novelt hdmérsékleten torténd tenyésztésével. A mutdns sikeres izoldldsa utdn annak
taxondmiai és morfoldgiai vizsgdlata.

Ezen kiviil a sziil6i és a mutdns torzs széleskorli Osszehasonlitdsa, valamint az ipari

szempontbodl fontos kitermelési szdzalékok megallapitdsa.



Végiil a termotolerdans K. marxianus mutans mikrobidlis élettani médszerekkel torténd

vizsgélata:

Az intracelluléris trehal6z tartalom meghatarozasa.

A GSH, GSSG tartalom meghatarozésa.

A hosokk proteinek kimutatdsa.

Etanol, oxidativ és ozmotikus stressz tolerancia vizsgalata.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Bioldgiai eredeti energiaforrasok

A novekvd iparosodds és motorizdcid kovetkezményeként vilagszerte
folyamatosan emelkedik a kereslet a kdolaj-alapu tizemanyagok irdnt (Agrawal, 2007).
Egy 2009-es felmérés alapjan a vildg energiafogyasztdsdnak a 80 %-at a fosszilis
tizemanyagok teszik ki és ebbdl 58 %-ot a szdllitdsi szektor hasznél (Escobar et al.,
2009). Ennek kovetkeztében nagy mértékben megnétt az iiveghdz hatdsi gazok
mennyisége a légkorben. Mindez kedvezdtlen hatdssal van Foldiink kliméjara, melynek
hatdsdra bekovetkezd klimavaltozds negativ kovetkezményei a sarkkori jéghegyek
olvaddésa, a tengerszint novekedése, a biodiverzitas csokkenése (Zhao et al., 2009; Singh
et al., 2010; Prasad et al., 2007).

Ahhoz, hogy kevesebb karos anyag keriiljon a légkorbe sziikség van egy
alternativ, megujul6, fenntarthaté, hatékony ¢&s gazdasigos iizemanyagra. A
biolizemanyagok helyettesithetik a fosszilis iizemanyagokat, hiszen rendelkeznek az
elobb felsorolt tulajdonsdgokkal, valamint nagy elOnyiik, hogy konnyen integralhatak a

mar meglévo rendszerekbe.

2.1.1. Bioldgiai eredetii energiaforrasok csoportositasa (biolizemanyagok,
flitéanyagok)

A bioldgiai eredetli energiaforrdsokat csoportosithatjuk halmazéllapotuk szerint.
Ez alapjan megkiilonboztetiink folyékony (bioetanol, biodisel, metanol), gaz (hidrogén,
metin) ¢és szilard (faapriték, fapellet) halmazallapotd biolizemanyagokat és
fitdanyagokat (Demirbas, 2008).

Egy masik csoportositds elsddleges ¢€és madsodlagos bioldgiai eredetii
energiaforrdsokat kiilonit el. Az elsddleges biolégiai eredetli energiaforrasokat
elsOsorban fltésre, f6zésre vagy elektromos dram elddllitasara hasznaljak, amelyet fa,
faapriték és fapellett elégetésével nyernek. A masodlagos bioldgiai eredetii

energiaforrdsokat mads néven biolizemanyagoknak is nevezziik, melyen beliil harom
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csoportot kiilonboztetiink meg az el6allitdisukhoz hasznalt alapanyag €s technoldgia

alapjan: els0, mdsodik és harmadik generacids bioiizemanyagok (1. dbra).

Biologiai eredetil energiaforrasok

! }

Alapanyag; thzeldfa, Elsédleges Maisodlagos
faapriték, fapellet, | zogoae @ g 5 5 5 s ore sk . . .
mezBgazdasigi hulladélok bioldgiai eredetii energiaforrasok biolégiai eredetii energiaforrasok

|
! } }

Elsé generacios Miasodik genericios Harmadik genericios

biolizemanyagok bioiizemanyagok bioiizemanyagok
Alapanyag: magok, gabona vagy Alapanyag: lignocelluléz tartalmil Alapanyag: alga, tengeri hinir
cukortartalm névények biomassza

Biodizel elfallitaza algdbol
Keményité (biza, kukorica, Enzimatikus hidrolizissel, majd
édesburgonya) vagy egyéb cukrok fermenticioval eldallitott Bioetanol elGallitiza algibol és
{cukornad, cukorrépa) bioetanol és butanol. tengeri hinarbol.
fermentalasaval elGallitott
bioetanol éz butanol. Kémiai folyamatokkal eldallitott Hidrogéngaz elGallitasa z6ld
metanol, kevert etanol, dimetil- algabdl és kiilonb6zd

A kiilénb6zd magvakbol (repce éter és biodizel. mikrobakbal.
mag, sz6jabab, napraforgo, palma,
kékusz) kinyert névényi olajok Anaerob lebontassal elGallitott
atészteresitésével elGallitott biometan.
biodizel.

1. abra: A biolizemanyagok csoportositasa (Nigam és Singh, 2011. nyoméan)

Habar a biolizemanyagok szdmos eldnyos tulajdonsdggal rendelkeznek,
mindezek mellett szdmos kihivassal kell még megkiizdenie az orszdgoknak az eldallitas
€s a kereskedelem teriiletén. Mindenekeldtt megfeleld és gazdasiagosan miikodo
alapanyagtaroldkat és az alapanyagot szdllité transzporthdlézatokat kell l1étrehozni. A
megfeleld eldallitdsi technoldgia kifejlesztése is elengedhetetlen a hatékony
mukodéshez. Sziikséges 1j torvények bevezetése a biolizemanyagok bekeverési

ardnydrol, a tamogatasokrol és az esetleges adokedvezményekrol.

2.1.1.1. Els6 generacios bioiizemanyagok

Az els6 generdcios biolizemanyagokat kiilonb6z6 cukor- vagy keményitd
tartalmi gabonabdl és egyéb novényekbdl allitjak eld, példaul kukoricdbol (Nicolic et

al., 2010, Mojovic et al., 2006), bizabdl (Talebina et al., 2010), rizsbél (When-Hua C.
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et al., 2011), cukornddbdl (Furtado et al., 2011; Cardona et al., 2010), cukorrépdbdl
(Santek et al., 2010; Panella, 2011.), maniékabdl (Shanavas et al., 2011), valamint
arpabol (Li et al., 2011).

A legjobban ismert elsé generdciés biolizemanyag a bioetanol, amely
eldéllitasdhoz a fermentdlhatd cukrokat az eldbb folsorolt gabondkbdl nyerik ki
altaldban enzimes hidrolizédldssal, majd pedig élesztd segitségével fermentdljdk etanolld
(Sanchez és Cardona, 2008). A bioetanolt leparldssal kiilonitik el a tobbi komponenstdl,
majd a viztelenités utan fosszilis izemanyagokhoz keverik, vagy 6nmagaban hasznéljak
tizemanyagként.

A elsd genericids biolizemanyagok csoportjdba tartozik a biodizel is, melyet
kozvetleniil novényi olajbdl atészteresitéssel allitanak eld. Az atészteresitéshez ligos,
savas vagy enzimes katalizatorokat haszndlnak, valamint a biodizel mellett glicerin is
keletkezik melléktermékként.

Szdmos orszdg nagy mennyiségben 4llit eld elsd generédcids bioiizemanyagokat,
viszont ennek koltségei folyamatosan emelkednek, amiatt, hogy az alapanyag
megtermeléséhez foldteriileteket kell elvonni az élelmezésre szdnt gabona és novény
termesztéstdl. Mindezért egyre tobb orszdg helyezi el6térbe a nem ehetd biomasszabol

torténd bioiizemanyag eldallitist.

2.1.1.2. Masodik generacids bioiizemanyagok

A maésodik genericids bioiizemanyagok eldallitdsahoz alapanyagként hasznaljak
a mezdgazdasagbol szarmazo lignocelluldz tartalmi biomasszat és mas mezdgazdasagi
hulladékokat (Kadar et al., 2004), valamint a nem étkezésre szadnt ndévényi biomasszat
is, példaul fiivet, fakat (Bollok er al., 2000), papirt (Lark et al., 1997). A lignocellul6z
tartalmi biomasszabdl torténd bioiizemanyag gyartds esetében az eldkezelési és
konverziés technolégidk szerepe megnd az elsé generdcids biolizemanyag eldallitishoz
képest (Stevens, 2004), hiszen a lignocellul6z egy olyan komplex kémiai struktirdval
rendelkezik, mely hatékony megbontasa a gliikoz molekuldk felszabaditasa érdekében

bonyolult és gondosan megtervezett technoldgiai folyamatokat igényel.
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2.1.1.3. Harmadik generacios bioiizemanyagok

A harmadik generacids biolizemanyagok eldallitdsakor kiilonboz6 mikrobakat -

foleg a Trichosporon genust - és mikroalgdkat haszndlnak 6l és vizsgalnak a kutatok.

2.1.1.3.1. Bioiizemanyag Trichosporon fermentas-bol

Szamos mikroorganizmusrol - élesztokrol, fonalas gombdakrél, mikroalgakrdl -
tudjuk, hogy képesek akkumuldlni kiilonb6z6 vegyiileteket, példaul olajokat és
zsirsavakat is.

Zhu és munkatdrsai (2008) melaszon tenyésztették a Trichosporon fermentas-t
lipidtermeléshez. Ebben a projektben a kutatok részletesen megvizsgaltdk és
optimalizaltdk az alapanyag OsszetevOit, a pH-t és a homérsékletet, valamint
megallapitottdk a megfeleld sz€n:nitrogén ardnyt a legjobb lipid kihozatal érdekében.

Huang és munkatdrsai (2009) a rizs feldolgozdsakor keletkezett keményitd
tartalmd hulladékbol mikrobidlis olajat dllitottak eld. Ezt az alapanyagot kénsavas
aztatdsnak és hidrolizdlasnak kellett aldvetni, hogy felhaszndlhaté legyen a
Trichosporon fermentas szamara. Az el0kezelt masszat elészor detoxifikéacid - a kénsav
eltdvolitisa — nélkiill probaltdk meg felhaszndlni, majd késObb detoxifikacids
elOkezeléssel, lugositdssal és az egyéb paraméterek optimalizaldsaval sikeriilt
megnovelniiik a lipidkihozatalt (Huang et al., 2009).

A mikrobidlis lipidek - hasonléan a novényi olajokhoz - fbleg palmitin-,
sztearin- €s oleinsavat, valamint telitetlen zsirsavakat tartalmaznak, igy a novényi olajok
atészteresitéséhez hasznalt technoldgia ugyanigy haszndlhaté a mikrobidlis lipidekre is
a biodizel eldallitdsdhoz.

Az élesztok lipidtermeld képességének kihaszndldsa U4j lehetdségeket nyithat

meg a megujuld energiaforrasbol szarmazoé biotizemanyagok eldallitdsa terén.
2.1.1.3.2. Bioiizemanyag algakbol

A zoldalga (Chloropyta) nemzetségen beliil a mikroalgdk csoportja bizonyult a
legalkalmasabbnak a biolizemanyag elddllitdsara. A mikroalgdk, a tobbi algafajhoz

hasonléan nemcsak a 1égkorbdl képesek megkotni a szén-dioxidot, hanem az oldott

formakbdl - natrium-karbonatbdl (Na,COs3) és nédtrium-hidrogénkarbonétbdl (NaHCOs3)
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- is fel tudjék ezt venni (Colman és Rotatore, 1995; Suh és Lee, 2003). Természetes
koriilmények kozott a mikroalgdk tolerdljak és asszimildljdk a 1égkorben a nagy, akér
150 000 ppmv (parts per million by volume) mennyiségben jelenlévd szén-dioxidot is
(Brown, 1996).

Miao és Wu (2006) a mikroalgdk csalddjaba tartozd Chlorella protothecoides
vizsgalatakor észrevette, hogy nitrogénéhezés alatt nagyon sok olajat termel és halmoz
fol a sejtekben. Ezen folhalmozott olajat eldszor eltavolitjdk a sejtekbdl, majd

atészteresitéssel biodizellé alakitjak.

2.2. A bioiizemanyagokhoz, foként a bioetanolhoz f(iz6d6 gazdasagi és
politikai megfontolasok

A koolajmezOk folyamatos kimeriilésével — a kitermelés évente 4-5%-kal
csokken (Aleklett et al., 2003) - egyre nagyobb sziikség lesz a biolizemanyagokra,
amelyek jelentds mértékben hozzdjarulhatnak a vildg mostani és a jovOben novekvo
energiasziikségleteinek a kielégitéséhez, valamint csokkenthetik a kipufogégdzok
mennyiségét, s ezzel élhetdbb kornyezetet teremthetnek.

Szerte a vilagon folyamatban vannak olyan kutatdsok, amelyek arra irdnyulnak,
hogy kifejlesszék a legmegfelelobb alternativ iizemanyagot, amely fiiggetlenitheti a
rdszoruld orszdgokat a kdolaj importjatdl, és amely Osszhangban van az adott orszag
agrargazdasagi fejlesztéseinek céljaival is (Fulton et al., 2004; Pickett et al., 2008).
1980 és 2005 kozott a bioiizemanyag termelés évi 4,4-rél 50,1 milli6 literre novekedett
vildgszerte (Armbruster et al., 2006; Murray, 2005), és eldrelathatélag ez a jovOben
még tovabb fog emelkedni. Az Eurépa Tandcs 2007 marciusidban tdmogatta azt a
kotelezd célt, hogy 2020-ra a tagdllamok teljes energiafogyasztdsinak a 20 %-a
megujuld energiaforrasokbdl kell, hogy szarmazzon. Ezen kiviil kotelezd célként tlizte
ki az Osszes tagdllam szdmaéra, hogy 2020-ra a szdllitdsi szektor daltal elhasznalt
tizemanyag minimum 10 %-a biolizemanyag legyen (EU Directive 2009).

Ahhoz, hogy ezt a célt elérjék, a tagdllamoknak szdmos gazdasagi, pénziigyi és
infrastruktirdlis intézkedést kellett meghozniuk (Pelkmans et al, 2006). Szdmos
tagallam jelentds 0sszegekkel tdimogatta azon kutatasokat, amelyek djszerti alapanyagok
termelésbe vondsdra és versenyképes technoldgia kialakitdsara irdnyultak (NEXANT.,

2007).
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Mindezek mellett, ha az adott orszdg kormanya adékedvezményekkel és egyéb
tdmogatdsi rendszerekkel segiti a bioiizemanyagok elddllitdsat €s a forgalomba
hozatalat, akkor ezek versenyképessé vdlhatnak a fosszilis energiahordozokkal

szemben.

2.2.1. Biouzemanyagok, féként bioetanol eléallitas az Amerikai Egyesilt
Allamokban és Braziliaban

A bioetanol elé4llitdsaban a vezeté szerepet az Amerikai Egyesiilt Allamok és
Brazilia tolti be (1. Tabldzat). Az Amerikai Egyesiilt Allamokban f8ként kukoricabdl,
Brazilidban pedig cukornadbdl folyik a bioetanol gydrtdsa. Ezzel 6sszhangban mindkét
orszigban nagy befektetésekkel folyik mind az els6, mind a mdsodik generdcids
bioetanol gyartds tovabbi fejlesztése (Larson, 2008.).

Az Amerikai Egyesiilt Allamok térvényben hagyta j6v4, hogy 2022-re a cél a 36
millidrd gallon bioetanol eldallitidsa évente, melybdl 15 millié gallon kukorica
keményitdbdl, a tovabbi 21 millié gallon pedig celluldz tartalmu alapanyagbdl kell hogy
szarmazzon (Naik et al., 2010).

Brazilia a vilag legnagyobb cukornad eld4llit6 orszaga, igy nem meglepd, hogy a
bioetanol elddllitdsi dgazata erre épiil. Brazilia nemzeti fejlesztési tervének keretein
beliil prébdlja megvaldsitani a cukorndd tovabbi nemesitését annak érdekében, hogy
minél gazdasdgosabb legyen beldle a bioetanol eldallitdsa (Furtado et al, 2011). Az
orszadgban egy tugynevezett ,,zold lizemanyag” — ot eldallité program is folyamatban
van, melynek célja biodizel elddllitdisa mezdgazdasdgi hulladékokbdl, valamint az
olajgyartaskor keletkezett melléktermékekbdl (Duailibe, 2010). Ezen kiviil a brazil
kormdany 2017-re szeretné bevonni a bioetanol termelésbe a szant6foldi teriileteinek a
2,5 %-at (ma ez 1,4 %) (Duailibe, 2010). Aggaszt6 viszont az a 2011. januar 20-an
megjelent tanulmdny, amelyben leirjdk, hogy a brazil Alagoas dallam 28 000
négyzetkilométeres teriiletének durvin fele esderdd volt és mara ez a szdm 13,1 %-ra

csOkkent, tehdt évente 3736 hektar esderdot veszitiink el (Araujo és Moura, 2011).
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Az orszagok éves bioetanol termelése (millié U.S. gallon)
Sorrend Orszag / régid 2007 2008 2009

1. Egyesiilt Allamok 6 498,60 9 000,00 10 750,00
2. Brazilia 5943,87 7 053,39 7 264,73
3. Eurépai Uni6 570,30 733,60 1039,52
4. Kina 486,00 501,90 541,55
5. Thaifold 79,20 89,80 435,20
6. Kanada 211,30 237,70 290,59
7. India 52,80 66,00 91,67
8. Kolumbia 74,90 79,30 83,21
9. Ausztrilia 26,40 26,40 56,80
10. Egyéb 83,00 128,39 247,27

A vilagon az Osszes

megtermelt mennyiség 14 026,37 17 916,48 20221,83

1. tablazat: A vilag bioetanolt eldallité orszdgainak termelési adatai. (Forras:

Renewable Fuels Association-RFA. 2007, 2010.)

2.2.2. Bioetanol termelés Magyarorszagon

Magyarorszdgon GyOrben és Szabadegyhdzan miikddik bioetanol gyér, valamint
2010 augusztusdban raktdk le az alapkovét a harmadik magyar bioetanol eldallitd
tizemnek Dunafldvaron. Hazdnknak kedvezd mezdgazdaséagi adottsdgai vannak ahhoz,
hogy gabonanovényeket koztiik kukoricat termeljen. Magyarorszdagon 2008-ban
kukoricabdl a 2007. évinél 11%-kal nagyobb teriileten kozel 9 millié tonna termett. Az
Oszi betakaritdsi novények koziil a kukorica termésatlaga (7470 kg/ha hozam)
novekedett a legnagyobb mértékben: dupldjara nétt a 2007. évi terméshez képest (KSH,
2009). Ha a kukoricara épiilo bioetanol termelést megnovelnénk hazankban, akkor
ennek az eldnye az lenne, hogy eldrelathatélag stabilizdlnd az 4ltalaban
exportgondokkal kiizdd magyar kukoricatermelést. Ebben az esetben az intervencios

tartalékok termelésbe keriilnének és a termelOknek nem lenne sziikségiik
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kényszertaroldsi tdmogatdsra, amely a koltségvetés szamara is kedvezdbb lenne.
Hétranyai kozott szerepel viszont, hogy eldrelathatélag egy - két kevés termést hozo év
nagy val6szinliséggel megtorné a bioetanol termelést Magyarorszagon, amelyet (ha méar
elfogytak az intervencids tartalékok) csak importtal lehetne stabiliz4lni. Uj technolégidk
fejlesztése €s megvaldsitdsa mellett szo6l, hogy igy fiiggetleniteni lehetne a bioetanol
termelést a gabonandvényektdl. Ilyen lehet példdul az, hogy celluléz alapanyagu
mezogazdasagi hulladékokbdl (sz6ldvenyige, gylimolesfak nyesedékei, fakéreg, faipari

hulladékok) allitsunk el6 bioetanolt.

2.3. Bioetanol, mint bioiizemanyag

A bels6égésti motorok hajtdsara - ha bioetanolt is szeretnénk haszndlni - az
optimdlis bekeverési ardny a 85:15 (benzin:bioetanol), de a maximum 80:20
(benzin:bioetanol) lehet anélkiil, hogy a motor kdrosodna. A tiszta bioetanol is alkalmas
tizemanyagként, de hatrdnyai kozott szerepel, hogy az etanol energiatartalma kisebb a
benzinénél (1 liter etanol = 0,65 liter benzin), ezért ugyanakkora tavolsag megtételéhez
tobb etanol kell, mint benzin. Tovabbi hatranya, hogy a bioetanol roncsolja a festék-,
gumi €és- muanyag alkatrészeket, igy meg kell oldani, hogy az etanol ne érintkezzen
ezen részekkel. A  bioetanol bioiizemanyagként torténd  alkalmazdsanak
kornyezetvédelmi szempontbdl fontos eldnyei vannak. A bioetanol-benzin keverékkel
tizemeltetett gépjarmiivek CO- és SO,-emisszidja kisebb, mint a csak benzinnel hajtott
gépkocsiké. Tovabbiakban mellette sz6l még, hogy az alacsonyabb iizemi hémérséklet
miatt az alkoholos motorok élettartama hosszabb, valamint a benzin oktanszamat a
hozzdkevert etanol megndveli, amely az egyik legnagyobb elonye (Sagi, 1998).

A Dbioetanol elddllitdsanak és felhaszndldsdnak kornyezetbardt mivoltat
erdteljesen befolydsolja a szdllitdsi szektor. Szdmos, fOként amerikai és brazil
tanulmany, valamint tudoményos publikécié jelent meg a bioiizemanyagok szallitasanak
kiilonboz6 alternativéirdl. A legelterjedtebb szallitdsi forma a teherautdval €s a vasiton
torténd szallitds, de a tanulmdnyok arra vilagitnak ra, hogy csdvezetékek kiépitésével
gazdasagosabba tudjdk tenni a transzportot (Leal és Agosto, 2011; Junginger et al.,
2011; Gauder et al., 2011).
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2.4. A bioetanol eldallitasa

A bioetanol eldallitdsa torténhet kiilonbdz6 cukortartalmu alapanyagokbol,
gabondkbol, magvakbdl (kukorica, buza, cukorrépa) valamint lignocelluléz tartalmu
biomasszabol is. A 2. tdbldzatban foglaltam 6ssze, hogy a kiilonboz6 alapanyagokbdl

atlagosan mennyi bioetanol nyerheto ki.

Alapanyag Bioetanol liter (tonna alapanyag)
Cukornad 70
Cukorrépa 110

Edes burgonya 125
Burgonya 110
Manidka 180
Kukorica 360
Rizs 430
Arpa 250
Buza 340
Cukorcirok 60
Kipréselt cukornad és egyéb celluldz
tartalmu biomassza 250

2. tablazat: Kiilonb6z6 alapanyagok bioetanol kihozatala (Linoj Kumar er al., 2006

nyomdan)

A bioetanol termelése kiilonb6zo technoldgidkkal torténhet, de mindegyik
technoldgidnak a kiinduldsi lépése az alapanyag eldkezelése. Az elsd generdcids
bioetanol eldallitas esetében a cukortartalmu alapanyag eldkezelése az apritds, Orlés és
savas vagy lugos aztatds. A lignocellul6z alapu bioetanol termelésekor a lignocellul6z
el0kezelése tobbféle modon valdsulhat meg. Az apritds utdn a cél a lignin és a
hemicellul6z eltavolitdsa, annak érdekében, hogy a maradék cellul6zbdl enzimatikus
kezelés utan gliikkdz egységek szabaduljanak fol.

A legelterjedtebb eldkezelési modszer a gézrobbantds (Sun és Cheng, 2002).

Ezen mddszer alkalmazdsakor 160-270 °C-os (0,7-5 MPa nyomadson) telitett vizgdzzel
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kezelik a lignocellul6z biomasszit, majd a gdzt egy szlik szelepen at rovid id6 alatt
kilovelik, expandaltatjak. Tehat a goz el0szor bediffundal a lignocelluléz forgécsba,
majd onnan robbandsszerlien eltdvozik, igy a lignocelluléz struktira szétesik, a celluléz
kristalyossaga csokken, aminek kovetkeztében a hozzaférheto feliilet jelentésen megnd.
Ha ehhez a g6zhoz H,SO04/SO,/CO, elegyet is kevernek, megnd a robbands
hatékonysédga, igy a hemicelluloz eltavolitdsa is hatékonyabb lehet (Ben-Ghedalia és
Miron, 1981).

Egy tovdbbi mddszer az ammonids gézrobbantds (Ammonium fiber explosion,
AFEX), amely sordn folyékony ammoniat haszndlnak. Ez a technika tovdbb ndveli a
gbzrobbantds hatékonysagat (Prasad et al., 2007).

A savas elokezeléskor koncentrdlt formdban haszndljdk a savakat, melyek
toxikus, maré és veszélyes vegyliletek, igy e folyamat specidlis reaktorok haszndlatat
koveteli meg. E kezelés utdn a savakat visszanyerik és Ujra folhasznéljak (Tarkow és
Feist, 1969).

Egy masik eldkezelési modszer a ligos hidrolizis, mely sordn a mar6 ligok
hatdsara a molekuldk kozotti észter kotések felbomlanak, igy xilan, hemicellul6z és
egyéb biopolimer komponensek szabadulnak f6l (Prasad et al., 2007).

Az elokezelési eljarasok kozé tartozik még a bioldgiai és az enzimes elOkezelés.
A bioldgiai eldkezelés alatt kiillonbozé mikroorganizmusokat hasznédlnak a lignocellul6z
lebontdsara, tobbek kozott a Phanerochaete chrysosporium gombat, mely lignin
peroxidazt termel szén €s nitrogén €hezés alatt és ezdltal képes a lignin lebontdséara
(Blanchette, 1991). Enzimes eldkezelés esetén tobbnyire celluldz, valamint hemicellulaz

enzimeket hasznalnak.
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Elikezelés:

apritas/ orles/ gdzrobantas/
—lp ammdénia robbantas, fsavas
Alapanyag | wvagy ligos hidrolizis/
kiclégial vagy enzitatikus
hidrolizis

[ )

et Desztillacios Dehidratacias
szakasz szakasz .
i : acid = Vizmentes
Enzimes kezelés Fermentacios ;
lépés hioetanol

l

melléktermeék

|

Allati takarmany

2. abra: Az SHF (separate hydrolysis and fermentation - szeparalt hidrolizis és

fermentécid) technoldgia (Wright, 1988. nyoman).

Elikezelés:

apritds’ drlésl gdzrobantasi
ammdénia robbantis, fsavas
vagy ligos hidrolizs/
biolégial vagy enzimatilus
hidrolizis

Alapanyag =——

Enzimes kezelés
+

Desztillacios

Dehidratacios
szakasz

Fermentacios szakasz

= Yizmentes

lepes hioetanol

!

melléktermék

l

Allati takarmany

3. abra: Az SSF (simultaneous saccharification and fermentation - egyideji

szacharifikédci6 és fermentécid) technoldgia (Wright, 1988. nyoman).
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A kovetkezd 1€pés, mind az els6, mind a madasodik generdcids bioetanol
eldallitasakor a szacharifikiacié (elcukrositas), ahol enzimek (cellulazok, endo-, exo-
gliikandzok, cellobiohidrolazok, B - glilkandzok, o és a [-amildzok - az alapanyagtol
figgben) segitségével tovabb folyik a polimereknek a lebontdsa egészen a
monoszacharidokig. Ezt koveti a fermentdci, ahol az &ltalunk legmegfelelébbnek
tartott mikroorganizmus atalakitja a gliikzt etanolld. Az utolsé 1€pés a desztillacid és a
dehidratacid, melynek eredménye a vizmentes bioetanol. Az eldéllitaskor keletkezett
mellékterméket {kukoricarost, DDGS (distillers dried grains with solubles — szaritott
szemes takarmany) vagy CGF (,corn gluten feed” — kukorica glutén takarmény)}
allattenyészto telepeken hasznositjak.

A fermentdcidt vagy a szacharifikaciotol szeparaltan (elOkezelés, enzimatikus
hidrolizis) vagy azzal egyidejlileg, egy reaktorban lehet véghezvinni. Ez alapjan
megkiilonboztetiink két technoldgiat: az SHF-t (separate hydrolysis and fermentation),
azaz szeparalt hidrolizist és fermentécidt, vagy az SSF-t (simultaneous saccharification
and fermentation), azaz egyidejli szacharifikdciot és fermentaciot (Hahn-Hagerdal et al.,
2006) (2., 3. abra). Ezen kiviil a vildg szdmos kutatdja az tgynevezett Consolidate
Bioprocessing (CBP), azaz az dallanddsitott biofeldolgozési technoldgiat tartja a
leginkdbb kornyezetkimélonek és gazdasdgosnak. Utdbbi technoldgia abban kiilonbozik
a tobbi, hasznalatban 1év0 technoldgidtol, hogy itt a cél az, hogy létrehozzanak egy
olyan mikroba kozosséget, mely hasznélatival egyetlen 1€pésben végre lehet hajtani az
elOkezelést, a szacharifikacidt és a fermentdciot (Cardona és Sanchez, 2007). Tehat egy
olyan mikroba kozosségre van sziikség, mely képes a keményitd, a cellul6z lebontésara,
hidrolizdlasdra és mindemellett megfeleld hatékonysdggal végzi az etanol eldallitasat
(Lynd et al., 1999, 2002).

Tovébbi jelentds kutatdsok folynak a celluléz, mint alapanyag minél
gazdasagosabb feldolgozasa érdekében. Yue és munkatdrsai (2011) olyan eljarast
dolgoztak ki, ahol az alapanyag elOkezelése egy folyamatosan kevertetett tank-
reaktorban torténik anaerob koriilmények kozott. Ez az eljards a celluléz tartalmu
alapanyagok gyorsabb lebontdsat teszi lehet6vé. Yuan €s munkatdrsainak (2011)
sikeriilt 1étrehozniuk egy olyan kétrétegli enzim pellet rendszert, amely képes a
hemicellul6z lebontdsdbol szarmazé xilozt xilulézza atalakitani, igy megkonnyiteni a
gliik6zza val6 konverzidjit. Emellett ez a rendszer folyamatosan biztositja a megfeleld
mikrokornyezetet mind az enzim, mind a mikroorganizmus mukodéséhez. Ezen kiviil

szamos olyan tudomanyos publikédcié jelenik meg szerte a vildgban, amelyek olyan
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mikroorganizmusok, fOként élesztok kifejlesztésére irdnyulnak, amelyek egyszerre
képesek a celluldz alapid biomasszat lebontani €s beldle etanolt elddllitani (Brethauer et
al., 2010; Dmytruk et al., 2008; Wilkins et al., 2008; Grange et al., 2010; Huang et al.,
2011).

Az iparban haszndlt SHF és SSF rendszerekben a fermenticiot foként
baktériumokkal és élesztokkel végzik, hiszen Ok a legalkalmasabbak a gazdasdgos
etanol termelésére. A fonalas gombakkal leginkdbb az enzimatikus eldkezelést végzik,
hiszen 6k rendelkeznek olyan enzimekkel - foként cellulazokkal - melyekkel ez a 1€pés
egyszeriibbé és hatékonyabbd tehetd. Ilyen fonalas gombdk példaul a Trichoderma
reesei és Aspergillus niger.

A baktériumok anaerob vagy fakultativ anaerob koriilmények kozott hex6zokbol
és pent6zokbdl fermentdlnak etanolt, de nagy hatranyuk az, hogy kis gliikéz és etanol
toleranciaval rendelkeznek. Szdmos baktériumban, koztilk az Enterobacteriacea
csalddba tartozé fakultativ anaerob Escherichia coli-ban (Ingram, 1987), Klebsiella
oxytoca-ban (Burchhardt €s Ingram, 1992), valamint az anearob Zymomonas mobilis-
ban (Mohagheghi et al., 2002) is hajtottak méar végre olyan genetikai manipuldciot,
mellyel alkalmasabba tették dket az etanol termelésre.

A legelterjedtebb és a legjobban ismert etanolt fermentdl6 mikroorganizmusok
az élesztok, ezek koziil is a Saccharomyces cerevisiae. A S. cerevisiae egy jol ismert és
alaposan tanulmédnyozott modellszervezet, tovdbba széles korben haszndljdk az ipari
fermentacidokban is. Az elOny0s tulajdonsdgai kozott szerepel, hogy stabilan, nagy
mennyiségben képes etanolt fermentdlni valamint az, hogy nem termel egyéb, a
bioetanol eldallitast gatlé melléktermékeket, példaul glicerint vagy ecetsavat. Hatranya
viszont az, hogy mindezt csak alacsony homérsékleten (30 °C-on) és viszonylag sok id6
(3-4 nap) alatt tudja véghezvinni. Ezen kiviil a lignocellul6z biomassza lebontdsakor
keletkez6 pent6zokat sem képes felhaszndlni. Természetesen az élesztOkutatok
vilagszerte foglakoznak azzal, hogy a bioetanol eldallitas a S. cerevisiae hasznalataval
még gazdasdgosabb legyen. Példdul Hahn-Hagerdal és munkatérsai (2007) kiillonboz6
genetikai manipuldcidval prébaljdk pentézhasznositovd tenni a S. cerevisiae-t. Ezen
kiviil szamos kutaté foglalkozik termotolerdns S. cerevisiae torzsek kifejlesztésével
(Araque et al., 2008; Sree et al., 2000).

Hogy miért is fontos a magas fermentdciés hémérséklet az etanol ipari
elddllitdsa sordn? Mert az enzimes kezelés 50-60 °C -on zajlik, ez a homérsékleti

tartomdny az, amelyen a haszndlt enzimek (celluldzok, B - gliikkandzok, o és a B-
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amilazok)  optimélisan  mikodnek. A fermentaciés  1épésben  haszndlt
mikroorganizmusok (példaul S. cerevisiae torzsek) viszont nem tudnak ilyen magas
hémérsékleten életben maradni, igy vissza kell hiiteni a rendszert, ami jelentds koltséget
von maga utdn. Ezen koltség csokkentésére az SSF technoldgia, illetve az ebben a
rendszerben haszndlt termotolerdns élesztd nyujthat megolddst. Az SSF technoldgia
eldnyei kozott szerepel, hogy nincs sziikség két kiilondllo reaktorra, hanem egyben
végrehajthaté a szacharifikdciés és a fermentdcids 1épés is. Ennek kivitelezése csak
akkor gazdasdgos, ha nem kell nagymértékben hiiteni a rendszert (Ballesteros et al.,
1993). Ez azonban csak akkor érhetd el, ha olyan éleszt6t alkalmazunk, amely
termotolerdns, tehdt magas homérsékleten (40-50 °C) is jol szaporodik, tovabba
életképessége nem csokken ilyen homérsékleten €s jol tlri és termeli az etanolt. A
termotolerdns élesztok kozott két fajt érdemes megemliteni: a Kluyveromyces
marxianus-t €s a Hansenula polymorpha-t.

A H. polymorpha termotolerans élesztovel foként Andrii A. Sibirny és
kutatécsoportja foglalkozik. Az élesztot alkalmas etanol termeldnek itélték meg és
jelenleg a termotolerancidjanak vizsgdlatdval, valamint ennek a tovébbi fokozdsaval
foglalkoznak. Ezenkiviill kiilonb6z6 genetikai manipuldcidkkal probdljak a H.
polymorpha xil6z és cellobiéz hasznositdsat novelni (Ryabova et al., 2003; Ishchuk et

al., 2009; Voronovsky et al., 2009).

2.3. A Kluyveromyces marxianus

2.3.1. A K. marxianus taxonémiai és filogenetikai helyzete

Elészor 1888-ban E. C. Hansen irta le a K. marxianus élesztd fajt és
Saccharomyces marxianus-nak nevezte el, arrdl a személyr6l (Marxrol), aki eldszor
izolalta sz616rdl (Lodder és Kreger-Van Rij, 1952). Lodder és Kreger-Van Rij 1952-ben
megjelent monografidjukban tiz S. marxianus torzset irtak le, ezen élesztok kozott volt a
Zygosaccharomyces marxianus, melyet 1922-ben H. Schnegg helyezett el a
Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) torzsgylijteménybe és tipustorzzsé
nyilvéanitotta. Késébb ez a torzs lett a CBS712. Az elébb emlitett tiz torzs kozé tartozott
még a Saccharomyces fragilis, melyet 1909-ben kefirbdl izoldlt Jorgensen és amely

képes a pektint bontani (Lodder és Kreger-van Rij, 1952).
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E tiz torzs tovdbbi tanulmanyozdsa sordn kideriilt, hogy jelentds kiillonbségek
mutatkoznak az aszkuszok morfolégidban, a pszeudohifa képzésben, valamint a
kiilonféle cukrok fermenticids képességében is, igy tehat elkeriilhetetlen volt ezek
Ujbdli rendszerezése (van der Walt, 1970). 1956-ban van der Walt végezte el ezt a
munkat és irta le az ) genust Kluyveromyces néven, a tipusfaj pedig a Kluyveromyces
polyporus lett. A The Yeasts, a taxonomic study (Lodder, 1970) cimii tanulmany
madsodik kiaddsdban 1970-ben a Kluyveromyces genus 18 fajt tartalmazott, mig a
harmadik kiad4dsban mar csak 11-et. A legutobbi kiaddsaban (Kurtzman és Fell, 1998)
Ujragondoltdk a besorolést és a Kluyveromyces taxon fejezete mar 15 fajt foglal magaba.

A gyors és hatékony génszekvencia vizsgalatok bevezetése Ota természetessé
valt a fajok konzervativ szekvencidk alapjan torténd besoroldsa, klasszifikdcidja. A
Kluyveromyces taxonnal foglalkozé legutébbi tanulmanyok mar tobbgénes szekvencia
analiziseket is haszndlnak a kiilonb6z6 fajok filogenetikdjanak vizsgdlatdra, tehdt a
fenotipusos megjelenés alapjan torténd osztdlyozds mar teljesen a héttérbe szorult a
taxondémiai kutatdsokban (Kurtzman és Robnett, 2003). A konzervativ gének szekvencia
azonossagan alapulé besorolds szerint jelenleg a Kluyveromyces genusban hat fajt

taldlunk és az uj tipusfaj a K. marxianus (Kurtzmann, 2003; Lachance, 2007) (4. abra).

24



Maximum
Laktoz Inulin

novekedési
felhasznalas termelés g0 ercsllet

Saccharomyces cerevisiae = = 355
Klwyveromyces aestaurii = = 35°C
Kluyveromyces nonfermentans - - 42°C
Kluyveromyces wikerhamii = - NS
Kluyveromyces lactis + - 37°C

— Kluyveromyces marxianus + + 52°C
- @ 35

— Kluyveromyces dobzhanskii

4. abra: A Kluyveromyces marxianus és a hozza kozeldllo éleszték filogenetikai
kapcsolata és néhany jellemezdje. Forrds: Lane és Morrissey, 2010 és Centraalbureau

voor Schimmelcultures (CBS) culture collection database (http://www.cbs.knaw.nl/)

A Kluyveromyces genus és ezen beliil a K. marxianus faj ploiditdsa nem teljesen
tisztazott. Hagyomdnyosan, az ebbe a genusba tartozé fajokat egyontetiien haploidnak
tekintjiilk (Johannsen, 1980; Steensma et al., 1998), de a mostandban megjelent
molekuldris munkdkat tartalmazé publikdcidk arra vildgitanak rd, hogy ez nem minden
esetben igaz. Példaul a Ribeiro és munkatérsai (2007) altal megjelentetett publikéci6 azt
sugallja, hogy a széles korben hasznalt K. marxianus CBS 6566 torzs diploid. Mindez
azt jelzi, hogy a K. marxianus haploid €s diploid formadi is jelen lehetnek a kutatdsokban

€s az ipari technoldgiai folyamatokban is (Hong et al., 2007; Nonklang et al., 2009).

2.5.2. A K. marxianus biotechnoldgiai jelentésége és alkalmazhatdésaga

Eldszor is fontos megemliteniink, hogy a K. marxianus torzsekkel foglalkozo
tanulmanyok tobbsége nem tekintette céljanak a torzs biokémidjanak, anyagcseréjének,

vagy fiziolégidjdnak a vizsgalatit. A legtobb elérhetd publikdcié az organizmus
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lehetséges ipari haszndlatdval foglalkozik anélkiil, hogy részletesen vizsgdlnd mi
torténik a sejten belil. Ez nem véletlen, hiszen ezen torzsek szamos olyan
tulajdonsaggal rendelkeznek, melyeket részletes molekuldris bioldgiai vizsgalatok
nélkiil is azonnal f6l tud hasznélni az ipar.

A K. marxianus torzsek egyik jelent0sége, hogy az iparban nagy mennyiségben
hasznélt enzimeket képesek gazdasagosan termelni, igy példdul inulindzt (Rouwenhorst
et al., 1990), B-galatozidazt (Martins et al., 2002), B-gliikozidazt (Leclerc et al., 1987)
€s az endopoligalakturonézt (Jia és Wheals, 2000).

A K. marxianus-t heterolég protein termelésre is alkalmazzak. Altalanosségban
azt mondhatjuk, hogy a §. cerevisae a leggyakrabban hasznilt élesztd, melyet heterolog
proteinek eldéllitdsara haszndlnak (Gellisen és Holenberg, 1997; Porro et al., 2005), de
szamos publikdcié azt bizonyitja, hogy a K. marxianus torzsek is egyre inkabb
alkalmassd tehetok erre a célra. A K. marxianus NBRC 0219 és 0541 torzseivel
termostabil cellulazt (Hong et al., 2007), valamint a KM1 torzzsel laktat dehidrogenazt
(Pecota et al., 2007) allitottak elo.

Mindezek mellett bioremedidcids kisérletekben is hatékonyan alkalmaztak K.
marxianus torzseket; példdaul a szennyviz lakt6z és cukortartalménak az eltavolitdsdhoz
az NRRL Y-610 (Hang et al., 2003), valamint kiilonb6z6 festékanyagok bioldgiai
megkotésére az IMB3 torzset (Meehan et al., 2000) hasznaltdk fel.

A K. marxianus-r6l tudjuk, hogy egy termotolerans faj, igy viszonylag magas
homérsékleten (45-50°C) is képes novekedni. Nem képes viszont az életben maradasra
szigordan anaerob koriilmények kozott, de oxigénlimitdlt vagy teljesen aerob
koriilmények kozott, megfelelé cukortartalom mellett, nagy mennyiségben képes az
etanol termelésére. Ezen tulajdonsiaga és az ehhez tarsuldé gyors novekedése
(Groeneveld et al., 2009), tovabba széles szubsztratspektruma alkalmassé teszi az ipari
folyamatokban val6 alkalmazasra, elsdsorban a bioetanol termelésre. Az utébbi idében
a magas homérsékleten torténd - SSF technoldgiat alkalmazé - bioetanol eldéllitasra
nagy figyelmet forditottak a szakemberek a hilitéskoltség lehetséges csokkentése miatt
(Abdel-Banat et al., 2010). Indidban a szeszgyartasban mar hasznéljadk a K. marxianus

IMB3-as torzset (Singh et al., 1998a).
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2.6. Az élesztok hostressz valasza

Ahhoz, hogy a K. marxianus-t minél magasabb homérsékleten torténd etanol
eldallitdsara haszndljuk, sziikségiink van arra, hogy megismerjiik a hostressz védlaszanak
az elemeit és mechanizmusat.

Hostressz hatdsara a sejtfelszinen 1évo fehérjék szerkezete megvaltozik, és ez az
elso jel a sejtek szdmdra, hogy valtozds kovetkezett be a kdrnyezetben. A hdstressz
vélasz elsodleges szabdlyozé elemei a hdsokk transzkripcids faktorok (Hst) (Morimoto
et al., 1996). Az eukaridta szervezetekben eléforduldé hésokk transzkripcids faktorok
koziil a S. cerevisiae-ben és a K. lactis-ban is a Hsfl neviit azonositottdk, amelynek
kulcsfontossagu szerepe van a hdstressz védlaszban (Nieto-Sotelo et al., 1990). HOstressz
hatdsa alatt a Hsf1 kotédik a DNS ldnc megfeleld prométer régidihoz, ami meginditja a
hésokk fehérjék szintézisét, melyek mint chaperon fehérjék védelmet nyujtanak a
l1étfontossagu sejtalkotoknak. A Hsfl ezidd alatt képes szabdlyozni a sejtciklust is a sejt
védelme érdekében ugy, hogy a sejtosztddas folyamatat ledllitja.

Hostessz idején a Hsfl mellett két mdsik transzkripcids faktor is szerepet jatszik
a védekezésben: az Msn2 és az Msn4. Ezek amellett, hogy indukdljdk a hdsokk
proteinek szintézisét, részt vesznek az anyagcsere folyamatok moddositdsdban és a

trehaldz bioszintézisében is (5. dbra).

27



HOSTRESSZ
\‘

Fehérjék szerkezetének

megvaltozasa
Msn2/Msn4 Hsfl
Trehaloz Anyagcsere Hosokk feherjek
bioszintézise folyamatok bioszintézise

megvaltoznak Sejt ciklus feltartoztatasa,
sejtosztodas leallitasa

A fehérjék védelme és
szerkezetilk visszaallitasa

e

FELEPULES, TULELES

5. abra. Az élesztok hostressz valasza (Trott A. és Morano K.A., 2003. nyoman)

A trehaldzt az élesztOsejt elsddlegesen tartalékszénhidrat forrasként hasznélja és
az, mint konnyen hasznosithaté szénforrds a spérdkban is megtaldlhatd. Logaritmikus
fazisban a trehal6z mennyisége nagyon kicsi a sejtekben, viszont hdstressz hatdsara ez
ugrdsszeriien megnd (Thevelein és Hofmann, 1995). A trehaléz védé hatést fejt ki a
fehérjékre ugy, hogy blokkolja a h6 indukalta protein aggregaciot, valamint gitolja azon
fehérjék szerkezetének a megviltozasat, melyekhez kotodott.

Mindemellett a glutation (GSH, y-glutamil-ciszteinil-glicin) mint antioxidans,
szabadgyok semlegesitd molekula is részt vesz a hdstressz elleni védekezésben.

E folyamatok gyors és Osszehangolt miikkodése révén a sejt képes tilélni a

hoésokk kivaltotta stresszt.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kluyveromyces marxianus CBS712 (NCYC 2791) és E1 mutans
torzsek tenyésztése és fenntartasa

A K. marxianus CBS712 torzset az NCYC (National Collection of Yeast Culture)
torzsgyiijteménybdl vasaroltuk. A K. marxianus E1 mutanst a CBS712 torzsbol hoztuk
létre a 3.2. fejezetben leirtak alapjan. A torzseket YPD és YM tdpagaron 30 °C-on

tenyésztettiik a napi gyakorlati munka céljara.

A YPD taptalaj Osszetétele:
e 1 % élesztd kivonat (BBL™),

® 2 % pepton (Difco),
o 2 % gliikdz,
® 2 % agar.

A YM taptalaj Osszetétele:
e 0,3 % élesztd kivonat (BBL™),

® 0,3 % malata kivonat,
¢ 0,5 % pepton (Difco),
o 1 % gliikdz,

e 2 % agar.

Az YPD és az YM taptalajok pH-ja egyarant 5,5. A torzseket a torzsgylijteményben 20
% glicerinnel kiegészitett YM tapoldatban - 70 “C-on taroljuk.

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

A K. marxianus CBS712 torzs 100 darab egyedi telepeit YPD agar taptalajrol
oltottuk le 5 ml YPD tapoldatba és 48 °C-on 3 Hz razasi frekvencidval inkubéltuk 2
napig. A tenyészeteket, amelyek novekedést mutattak dtoltottuk friss YPD tdpoldatba és
ugyanilyen koriilmények (48 °C, 3 Hz) kozott inkubéltuk szintén 2 napig. Ezt az atoltast
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megismételtik egymds utdn 10 alkalommal, majd a legjobban ndvekvO tenyészetet
kiszélesztettik YPD agarra. Ebbdl egy egyedi telepet (E1) vdlasztottunk ki a tovabbi
vizsgalatokra.

Az El mutdns taxondémiai identifikdciéjat Barnett és munkatdrsai (1990)

kritériumai és mddszerei alapjan vizsgéltuk €s erdsitettiik meg.

3.3. A termotolerans fenotipus stabilitasanak vizsgalata

A K. marxianus E1 mutinst YPD tdpoldatban tenyésztettiik nem szelektiv
koriilmények kozott (30 °C, 3 Hz) 2 napig, aztdn a tenyészetet friss YPD tdpoldatba
oltottuk ujra és inkubdltuk ugyanezen koriilmények (30 °C, 3 Hz., 2 nap) kozott.
Mindezt tizszer megismételtiik €s ezutdn teszteltiik a novekedését djra 48 °C-on. Az El

mutans képes volt djra 48 °C-on novekedni, azaz megtartotta termotolerans fenotipusat.

3.4. K. marxianus CBS712 és az E1 mutans névekedésének vizsgalata

A novekedési vizsgdlatokat YPD tdpoldatban végeztiik, melynek az Osszetétele és
pH-ja megegyezett a YPD tdptalajéval az agar kivételével. Ezen kivil MYFM
tdpoldatban (Hack és Marchant, 1998b) - kiegészitve azt a megfelel6 mennyiségil

gliik6zzal - is elvégeztiik a novekedési vizsgélatokat.

Az MYFM tapoldat sszetétele:

e 3 gl élesztd kivonat (BBL™),
e 2 g1" pepton (Difco),

e 2gl'KH,PO,

e 2g1" (NH,),S0,

e 1gI"MgSO,x 7H,0,

e 1gI"MgSO,x H,0.

Az elétenyészethez 1 telepet YPD vagy MYFM tdpoldatba inokuldltunk (100 ml-

es lombik 10 ml taptalajt tartalmazott). Az inkubélds koriilményei 30 °C, 24 6ra, 3 Hz
voltak.
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A torzs novekedését az optikai denzitds fotometrids mérésével kovettiik. Az
elétenyészet optikai denzitdsdnak meghatarozdsa utidn (600 nm-en: ODgy: 2,1) a
fotenyészethez 100 ml YPD vagy MYFM tapoldatot ODggo: 0,1 optikai denzitdsnak
megfeleld sejtmennyiséggel inokuldltunk; a fOtenyészetet 250 ml-es lombikban

razattuk. A novekedés vizsgalata 30, 35, 40, 45, 46, 47 és 48 °C-on tortént.

3.5. A sejtméret meghatarozasa

A K. marxianus CBS 712 és El torzseket 37 és 47 °C-on 3 Hz mellett MYFM
tipoldatban tenyésztettiik a 3.4. fejezetben leirtak szerint. A mintdkat a sejtnovekedés
logaritmikus fazisdban vettiik a leoltast kovetd 8. éraban. Harom fiiggetlen kisérletben
100-100 sejtnek a hosszisdgat és a szélességét mértiik le a mikroszképi fénykép
alapjan. A fényképeket targylemez mikrométer (CETI) segitségével készitettiik el. Egy

beosztas 0,01 mm-nek felelt meg.

3.6. A biomassza mennyiségének a meghatarozasa

A biomassza mennyiségét ugy hataroztuk meg, hogy 5 ml mintét szlirtiink at egy
megfeleld pélusméretli (0,45 wm) sztirOpapiron, majd a kiszirt sejteket 24 6rdig 70 °C-
on szdritottuk és ezt kovetéen a szdraz sejttomeget fél o6ran beliil lemértiik

(Rouwenhorst et al., 1988).

3.7. Az etanol termelés vizsgalata és optimalizacidja

A K. marxianus CBS 712 és E1 torzseket 100 ml MYFM tdpoldatot tartalmazé
250 ml-es lombikban inkubdltuk 3 Hz rdzatési frekvencia mellett. A kiindulasi gliik6z
koncentraciok 0,51, 0,71, 0,91, 1,11, 1,30 és 1,51 mol 1! voltak. Mindegyik kiindulasi
gliik6z koncentraciondl egyenként megvizsgaltuk az etanol termelést 35, 37, 39, 41, 43,

45, 47 és 48 °C-on a tenyésztés 16., 24. és 38. orajaban.
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3.8. Az etanol tartalom mérése

Az etanol mennyiséget HP 5890 series II tipusi gdzkromatogriffal mértiik le,
amely automata mintavevével volt elldtva. Az injektdldst 225 °C-on végeztiik. A mérés
35 °C-on HP-5-0s kapillaris oszlopon tortént (30 m*0,32 mm, 0,25 um) nitrogén géz,
mint vivégdz hasznalatival (1 ml min™). A belsd standard 0,166 mol 1" izopropanol
volt. A kalibriaciés gorbét 0,09-0,86 mol "' etanolt haszndlva készitettiik el, amely
tartomédnyban linedris volt a valtozds, r = 0,9997. A mérést Dr. Gyémant Gyongyi

egyetemi adjunktus (Szervetlen- és Analitikai Kémia Tansz€k) segitségével végeztiik el.

3.9. A maradék gliik6z mérése

3.9.1. A gliikdz mérése vékonyréteg kromatografia segitségével

Az 5 pul mintat (fermentlevet) HPTCL szilika gél 60 (20x20cm) lemezen az aldbbi
kozegben futtattuk meg: 30 ml diklérmetan, 25 ml metanol, 6 ml viz. Az el6hivast 10
%-os kénsavas abszolut etanollal végeztiik el. Szdradas utdn hdlégsterilizatorban volt a
lemez 120 °C-on 5 percig. Fényképezés utan a kiértékelés Dr. Lazar Istvan egyetemi
doncens (Szervetlen- és Analitikai Kémia Tanszék) 4ltal kifejlesztett CPAtlas 1.0
program segitségével tortént (http://sites.google.com/site/lazaristvan99/). A kalibréacids
gorbét 0,03-0,3 mol 1! gliik6z felhaszndldsdval készitettilk el, ahol lineéaris volt a

valtozas, r = 0,9998.

3.9.2. A glukéz mérése gliikkoz oxidaz enzim segitségével

A glik6z mennyiség meghatirozdsiara a Leary és munkatdrsai (1992) éltal
kidolgozott ,rate assay”’-t hasznaltuk. A reagens Osszetevoi (11 mmol 1! fenol, 0,76
mmol ' 4-aminoantipirin, 4 kU 1" gliikéz oxiddz és 1 kU 1" peroxidédz) 0,1 mol 1"
pH=6,6 foszfat pufferben voltak feloldva. A reakciokozeg 10 pl mintdt (fermentlé) és 1
ml reagenst tartalmazott; ezen reakcid 1 perc alatt jatszédott le, amelynek terméke 500
nm-en detektdlhaté volt. Az adatok kiértékelése kalibracids gorbe segitségével tortént,

amit 0,03-0,3 mol 1! gliikéz felhasznéldsaval készitettiink el (r = 0,9997).
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3.10. Konverziods rata kiszamitasa

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

(mol 1" gliik6z) " az elméleti maximalis etanol kihozatal.

3.11. Fizioldgiai vizsgalatok

3.11.1. A sejtek trehal6z tartalmanak meghatarozasa

A sziiléi és a mutdns torzsek egyedi telepeit kiilon-kiilon, Osszesen 6 - 6
lombikban MYFM téptalajban tenyésztettiik 30 °C-on 3 Hz fordulatszdmon 8 6rén at, a
3.4. fejezetben leirtaknak megfelelfen. 8 dra eltelte utdn a sziiloi torzs egyedi telepeit
tartalmazé 6 és a mutdns egyedi telepeit tartalmazé 6 lombikbdl 3 - 3 lombikot
kivalasztottunk €s attettiink egy 47 °C-os razégépbe. A 30 °C-on maradé 3 sziil6i és 3
mutdns torzset tartalmazé lombikot kontrolloknak neveztiik el, mig a 47 °C-on levoket
hokezelt tenyészeteknek. Mintdkat vettiink, mind a kontroll, mind a kezelt
tenyészetekbdl 0, 30, 60, 90 és 180 perc eltelte utan. A trehal6zt 100 mg sejtbol (DCM)
nyertiik ki Ferreira és munkatdrsai (1997) mddszerei alapjan.

A sejteket iiveggyongy segitségével tartuk fol a 3.11.5.1. fejezetben leirtak
alapjan. A feltart sejtekre 2 ml forrdsban 1€v0 abszolut etanolt tettiink és 2 perc
varakozds utdn centrifugdltuk maximalis fordulatszdmon (8000 g) 10 percig. A
feliiluszot atpipettaztuk Eppendorf csdbe és vartunk, amig az etanol elparolog a cs6bdl.
Az extraktumot vizben oldottuk fol, és a trehal6z tartalmdnak a meghatarozasat nagy
nyomdsu folyadékkromatografidss (HPLC) moddszerrel végeztik el. A késziilék
(Hewlett-Packard 1090 II. folyadék kromatograf) didda soros detektorral és automata
mintavevovel volt ellitva. A mozg6 fazis acetonitril és viz 60:40 ardnyu elegye volt; a
folyasi rata 1 ml perc’'. A eluens abszorbancidjat A=190 és 200 nm hullimhosszon
detektaltuk ChemStation szoftver segitségével. A trehaléz identifikdldsdhoz és
mennyiségi meghatarozasdhoz o,o-D-trehaldz-dihidratot (Senn Chemicals) hasznéltunk

standardként. A mérések linedrisak voltak az 1-100 mg ml' -es
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koncentraciotartomdnyban, r = 0,9997. Ezen méréseket Dr. Gyémant Gyongyi egyetemi

adjunktus (Szervetlen- €s Analitikai Kémia Tanszék) segitségével végeztiik el.

3.11.2. A sejtek GSH és GSSG tartalmanak meghatarozasa

Az élesztésejteket a 3.4. fejezetben leirtak alapjan tenyésztettilk, majd 50 ml
tenyészetet lecentrifugaltunk (4000 g, 10 perc, 4°C). A sejteket 4 ml 5 % (v/v) — os 5°-
szulfoszalicilsav oldatban tartuk fol (10 perc inkubdlds 4 °C-on). A mintdkat
centrifugdltuk (10000 g, 10 perc, 4°C) és a feliiliszot trietanol-aminnal valé
k6zombosités utan hasznaltuk fol a méréseinkhez (Emri et al., 1997).

A sejtek oxidélt glutation (GSSG) tartalmanak a méréséhez az Anderson (1985)
altal kidolgozott ,rate assay” eljarast haszndltuk. A reakciéelegy ebben az esetben az
alabbi osszetételli volt: 115 mmol 1" natrium-foszfat puffer (pH: 7,5), 50 mmol 1"
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
redukadl), 10 % (v/v) minta. A DTNB redukélédasiat 412 nm-en spektrofotometrids
modszerrel kovettiik nyomon. A mintdk GSH tartalmat elézetesen 2-vinilpiridines
kezeléssel (185 mmol 1'1, 1 6ra, pH 6,0-7,0) reagéltattuk el.

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

A mért GSH és GSSG értékeket a sejtek fehérje tartalmara vonatkoztattuk és

nmol mg™' protein mértékegységben adtuk meg.

3.11.3. Etanol, oxidativ és ozmotikus stressz tolerancia vizsgalat

A K. marxianus CBS 712 és E1 torzseket kilonb6zo homérsékleteken, 37 és 45
°C-on tenyésztettik el6. Ezen eldtenyészetek 3 ml-ével inokulédltuk a 250 ml-es
lombikokat, amelyekben 100 ml1 210 g 1"' gliik6zt tartalmazé MYFM tépoldat volt. Ezen
tdpoldatban vizsgdltuk 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 kélium-klorid (1,0, 1,25, 1,5 és 2,0 mol I'"), és a
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hidrogén-peroxid (5, 7,5 és 10 mmol 1™") tolerancidt. Az inkubdlds koriilményei 3 Hz, 24
ora, 37 °C voltak. A novekedést az optikai denzitds 600 nm-en (ODgoy) mért

valtozdsaval kovettiikk nyomon.

3.11.4. A fehérjetartalom meghatarozasa

A fehérjetartalom meghatdrozdsit Bradford reagenssel hajtottuk végre. A
reakciokozegben 100 pl megfelel6 higitasti mintdhoz 1 ml Bradford reagenst adtunk és
a szinintezitds valtozdsat 595 nm hulldmhosszon detektdltuk. A kalibracidés gorbe
elkészitéséhez 0-25 pg ml™' szarvasmarha szérum albumint (BSA) hasznéltunk. Ebben a

tartomanyban a valtozas linedris volt, r = 0,9997.

3.11.5. Hostressz fehérjék kimutatasa

3.11.5.1. Az élesztosejtek feltarasa iiveggyongy segitségével

A K. marxianus CBS 712 és El torzseket a 3.4. fejezetben leirtak alapjan
tenyésztettiikk 25, 30, 37, 47 és 48 °C-on 24 6ran 4t. A sejteket centrifugéltuk (4000 g,
10 perc, 4 °C), majd a pellethez hozzdadtunk annyiszor 100 pl puffert (50 mmol I
natrium-foszfat pH 7,4, 1 mmol 1! PMSF, 1 mmol 1! EDTA, 5 % glicerin), ahdny ml
tenyészetet centrifugdltunk. Ezen kiviil még protedz-inhibitor koktélt (Sigma-Aldrich,
Budapest, Magyarorszdg) is hasznéltunk a fehérjék védelme érdekében {(1 ml 20 g
élesztosejt) '}

Ezek utan a jégen tartott pellethez hozzdadtuk a savval elékezelt 710-1180 pm
nagysagu iiveggyongyoket majd 30 masodperc vortexes kezelés utdn 30 mésodpercre
jégre tettiik a mintat. Ezt a ciklust 20-szor ismételtiik meg, mikdzben mikroszkép
segitségével nyomon kovettiik a sejtfeltdrds menetét.

A feltéart sejteket centrifugdaztuk (8000 g, 15 perc, 4°C) és a feliilisz6t azonnal

SDS-poliakrilamid gélelektroforézis segitségével analizaltuk.
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3.11.5.2. SDS-PAGE

A fehérjemintdkat az SDS gélre valo felvitel el6tt redukdlé mintapufferrel

hokezeltiik (5 perc, 100 °C-os vizfiirdd).

A redukdl6 mintapuffer osszetétele:

° 10 % (w/v) glicerin,

. 2 % (w/v) TRIS/HCI puffer (0,5 mol 1", pH 6.8),
° 2,5 % (w/v) bromfenolkék oldat,

. 5 % (w/v) merkaptoetanol.

A fehérjék elvdlasztasdhoz 12,5 % (w/v)-os poliakrilamid gélt (Laemmli, 1970) és
Mini-PROTEAN II (Bio-Rad, USA) késziiléket hasznaltam.

A f6gél osszetétele (12,5 %):

° 4,2 ml 30 % (w/v) akrilamid oldat,

° 2,5 ml TRIS/HCI puffer (1,5 mol 1'1, pH 8.8),
. 0,1 ml 10 % (w/v) SDS oldat,

U 3,02 ml desztillalt viz,
. 5 Wl TEMED,
o 50 ul 10 % (w/v) APS.

A gytijtégél alkotdi (S %):

° 0,44 ml 30 % (w/v) akrilamid oldat,

° 0,83 ml TRIS/HCI puffer (0,5 mol 1'1, pH 6.8),
o 33 ul 10 % (w/v) SDS oldat,

° 2,03 ml desztillalt viz,
° 2 ul TEMED,
° 16,7 ul 10 % (w/v) APS.
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A tankpuffer sszetétele:

. 1,5 % (w/v) TRIS,

. 0,5 % (w/v) SDS,

. 7,2 % (wlv) glicin (pH 8,3).

A fehérje molekulatomegének meghatarozasahoz a Page Ruler Protein Standards-t
haszndltam (MBI Fermentas, Németorszdg). Amikor a minta a gy{ijtdgélben volt 100
V-ot, majd amikor mar a fogélben van 200 V fesziiltséget hasznaltunk a mintaban 1évo
fehérjék szétvalasztasahoz. Az elektroforézist kovetden Coomassie Brillant Blue festési

eljarassal tettiik lathatova a fehérjesdvokat.

3.12. Statisztikai modszerek

3.12.1 Altalanos statisztikai modszerek

A statisztikai elemzésekhez minden esetben 3-5 fiiggetlen mérés atlagat és azok szorasat
hatdroztuk meg. A szignifikancia vizsgdlatdhoz a Student-féle t-tesztet hasznaltuk, ahol

p <5 % val6szinliségi szinteken jelentkezd kiilonbségeket tekintettiik szignifikdnsnak.

3.12.2. Valaszfelillet meghataroz6 modszer (Response surface
methodology, RSM)

A maximdlis etanol termeléshez sziikséges tenyésztési hOmérsékletet, kiindulési
gliik6z koncentraciét és fermentdcids idot RSM segitségével hataroztuk meg mind a
sziiloi, mind a mutans torzs esetében. Ennek érdekében 8 kiilonb6z6 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 megmértilk a termelt etanol mennyiségét a
tenyésztés 12., 24. és 38. 6rdjaban (3. és 4. tdblazatok).

A mért etanol koncentraciokat (Cegano;; mol 1'1) a log(Cetanol + 0,1) fliggvénnyel
transzforméltuk. A transzformélt adatokra masodfoku lokalis 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 Cemanol + 0,1 értékekkel sulyoztunk, és 7 °C felelt meg 1 mol 1! gliik6z
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koncentraciovéltozdsnak. Az illesztett fiiggvény értékeinek visszatranszformaldsival
kapott fiiggvényt tekintettiik vélaszfeliiletnek, és ennek a maximumat kerestiik.

A két torzs etanol termelése kozotti maximalis kiilonbséghez tartoz6 tenyésztési
homérsékletet, kezdeti gliik6z koncentraciét €s tenyésztési idot a két valaszfeliilet
kiilonbségébdl hataroztuk meg.

A sziil6i és az E1 mutdns torzs optimum pontjdhoz kozel (1,06 mol 1" kiindulasi
gliik6z koncentracié, 44 °C, a fermenticidés id6 30 o6ra) 6-6 egymadstdl fiiggetlen,
parhuzamos fermentaciot végeztiink, annak érdekében, hogy megerdsitsiik a maximum
etanol kihozatali értéket a gyakorlatban is. Mivel a sziil6i és a mutdns torzs optimum
pontjai kozott a kiilonbség nem nagy, igy a maximum pontok pontosabb
Osszehasonlitdsa érdekében a kisérletet egyazon iddpontban és ugyanabban a
razégépben végeztem el.

Elvégeztiik a 6-6 egymastdl fiiggetlen, parhuzamos fermentaciét mind a sziil6i,
mind a mutans torzzsel a legnagyobb kiilonbségeket adé paraméterek mellett is (1,09
mol 1"! kiinduldsi gliik6z koncentrécid, 47 °C, a fermentaciés id6 35 ora).

A vilaszfeliilet meghatiroz6 mddszert (RSM) Dr. Antal Karoly fdéiskolai docens

(Eszerhazy Karoly Foiskola, Zool6giai Tansz€k) segitségével alkalmaztuk.

2.13. Felhasznalt vegyszerek

A kisérleteinkben felhasznélt vegyszerek mindegyike analitikai mindségli volt, és
hacsak mashogyan nem lettek jelolve, a Sigma-Aldrich Kft. (Budapest, Magyarorszag)
és a Spektrum-3D Kft. (Debrecen, Magyarorszag) termékei voltak.

38



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

4.1. A Kluyveromyces marxianus CBS712 és a termotolerans E1 mutans
térzsek jellemzése

4.1.1. A K. marxianus CBS712 sziil6i torzs bemutatasa

A K. marxianus CBS712 torzsrol ismert, hogy komplett tdpoldatban bimbdzo és
pszeudohifas novekedésre is képes. E morfoldgiai jellemz6t YPD tépoldatban teszteltiik
(6. dbra). Azt tapasztaltuk, hogy a pszeudohifds novekedés az idOsebb tenyészetekre

jellemzd, mely jol 14thaté az 6. dbra B jelli fényképén.

6. abra: A Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs bimb6zé (A) és pszeudohifas
novekedése (B) YPD tdpoldatban, tovabba feliileti tenyészete (C) YPD tdpagaron. Az

A képen a siillyeszett kultira 20 6ras koraban, a B képen 48 6rds kordban lathato.
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4.1.1.1. A sziil6i torzs novekedésének a vizsgalata

A torzs novekedését eldszor az élesztdgenetikdban rutinszerien hasznalt
koriilmények kozott, azaz 30 °C —on vizsgaltuk YPD tdpoldatban. Az etanol termelés
szempontjabol fontos hémérsékleti tartomény eléréséig (45 °C) csak néhany héfokon, a
homérséklet nagy 1éptékii emelésével teszteltiik. Intenziv novekedést tapasztaltunk 30,
35 és 40 °C-on is (7. dbra). Figyelemre méltd, hogy a torzs 45 °C-on megfigyelhetd
novekedése nem tér el drasztikusan az alacsonyabb hdmérsékleteken (35 és 40 °C)
tapasztalttol, amely azért fontos, mert a K. marxianus iparban mar haszndlt torzseit
(IMB3, IMB4) is 45 °C-on alkalmazzak (Hack és Marchant, 1998b; Banat és Marchant,
1995). 45 °C folott fokonként emeltiik a hOmérsékletet, és 48 °C-on a térzs mar csak
csekély novekedést mutatott (ODggo: 0,156 kiindul6 tenyészet, 24 6rés tenyészet ODgo:
0,315) (7. abra).
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7. abra: Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs novekedése kiilonbozo
homérsékleten YPD tdpoldatban az optikai denzitds 600 nm-en torténd
meghatarozasaval.

Minden egyes hdmérsékletnél 3 mérés atlagat és szordsat mutatja az dbra.
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41.2 A K. marxianus termotolerans E1 mutans torzs létrehozasa és

vizsgalata

Célunk egy olyan mutdns torzs létrehozdsa volt, amely az ipari hasznositds
szamara értékesebb tulajdonsdgokkal rendelkezik, mint a CBS 712 torzs. A
termotolerdns E1 mutdnst a CBS712 t6rzsbol hoztuk létre egyre novekvd hdmérsékleten

torténod tenyésztéssel.

4.1.2.1. Az E1 mutans fenotipus stabilitasanak és novekedésének vizsgalata

Az El mutins novekedése MYFM tdpoldatban a 48 °C-ndl alacsonyabb
hémérsékleteken teljesen hasonld, mint a sziildi torzsé. 48 °C-on viszont csak a mutdns
képes a novekedésre (8. dbra). Ezt az utébbi tulajdonsdgat még akkor is képes volt
megtartani, amikor 10-szer egymadst kovetden, nem szelektiv koriilmények (30 °C)

kozott passzaltuk €s utdnna djra 48 °C-ra oltottuk 4t (8. abra).
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8. abra: A Kluyveromyces marxianus CBS712 sziil6i torzs ( O, O) és az E1 mutans
torzs (M, ®) novekedése 45 °C-on (O, M) és 48 °C-on (O, ®) valamint az E1 torzs

novekedése 48 °C-on 10-szeres 30 °C-on valé dtoltas utan ( A) MYFM tdpoldatban.

Az abra 6 fliggetlen mérés atlagat és szordsat tartalmazza.
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Hasonl6 adaptécios kisérletet végeztek el Ballesteros és munkatérsai (1993) a K.
marxianus LG torzzsel. Sikeriilt nekik e torzs termotolerancidjat megnovelni 42 °C-rél
47 °C-ra. Ezen eredményt ugyanazzal a mddszerrel sikeriilt elérniiik, mint amit mi is
alkalmaztunk az El mutdns kialakitdsakor, tehdt az élesztét folyamatosan, egyre
magasabb hdmérsékleten tenyésztették, és igy az adaptdlédott a megndvekedett

hémérséklethez.

4.1.3. A K. marxianus CBS712 és E1 mutans térzsek morfolégiai vizsgalata

Az El muténs vizsgalatakor felfigyeltiink arra, hogy a sziil6i és a mutans torzs
sejtjei morfoldgiailag kiilonboznek. Altaldnossagban elmondhatd, hogy a mutdns sejtjei
kerekebbek, mint a sziil6i sejtek.

37 °C-on tenyésztve a torzseket a mutdnsok szignifikdnsan szélesebbek, mint a
sziil6i sejtek (muténs: 5,3 + 0,5 um, sziil6i: 3,2 £ 0,6 um) .

Magas homérsékleten, 47 °C-on, a sziiléi torzs sejtjei kerekebb lettek
(hosszusag: 10 £ 0,7 um, szélesség: 5,5 £ 1,5 um), a 37 °C-on tapasztalthoz képest
(hosszusag: 9,8 + 1,1 wm, szélesség: 3,2 £ 0,6 um). Az E1 mutdns sejtjei az ilyen
magas homérsékleten kisebbek voltak (hosszusag: 8,3 £ 1 um, szélesség: 4,6 + 0,6 um)
€s hosszusaguk szignifikdnsan csokkent, az alacsonyabb hémérsékleten novekedett
sejtekhez képest (hosszisdg: 9,9 + 0,7 um, szélesség: 5,3 + 0,5 um).

Minden egyes mérés esetében 100 sejtet vizsgaltam meg.
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4.1.4. Az etanol termelés optimalizalasa a valaszfelillet meghatarozo
modszer (RSM) segitségével a K. marxianus CBS 712 és E1 mutans

torzsek esetében

A két torzs fermenticiés paramétereinek az Osszehasonlitdsiara, valamint az
etanol termelés optimum pontjanak meghatdrozasdra az RSM mddszert vélasztottuk,
hiszen ezen analizis segitségével egyszerre tobb paraméter egyidejii optimalizaldsira
nyilik lehetdség (Lee €s Chen, 1997). A vizsgélat elvégzéséhez mind a sziil6i, mind az
E1 mutéanst egyre novekvd homérsékleten (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"! kiindulési gliik6z koncentraciét alkalmazva 3
Hz fordulatszdmon. A fermentdcié sordn mintdkat vettiink a tenyésztés 12., 24. és a 38.

ordjaban.
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4.1.4.1. A termelt etanol koncentracidja

A vett mintdk etanol tartalmat meghatdroztuk a 3.8. fejezetben leirtak szerint és

a 3. és 4. tablazatban Osszesitettiik.

Homérséklet e Etanol (mol I')
o 1d6 (h) Kiinduldsi gliikéz koncentracié (mol 1)
0,51 0,71 0,91 1,11 131 1,51
16 0,02 | 020 | 0,17 0,14 | 0,15 0,09
35°C 24 0,22 0,36 0,26 0,25 0,18 0,18
38 042 | 036 | 049 | 004 | 044 | 037
16 0,08 0,13 0,15 0,17 0,21 0,15
37°C 24 0,15 0,18 0,24 0,25 0,29 0,03
38 0,27 026 | 022 | 021 0,34 | 030
16 0,07 0,07 0,08 0,12 | 0,18 0,18
39°C 24 0,18 0,22 0,29 0,17 0,23 0,22
38 022 | 020 | 030 | 028 0,25 0,23
16 0,06 | 0,08 0,08 0,09 0,14 | 0,18
41°C 24 0,20 | 035 0,47 0,47 0,50 | 027
38 0,27 0,37 0,39 | 045 0,43 0,32
16 0,18 024 | 032 | 039 0,25 0,15
43°C 24 0,37 0,44 0,75 0,9 0,65 0,25
38 0,31 0,35 0,56 | 0,69 0,54 | 035
16 0,25 034 | 043 0,50 | 035 0,19
45°C 24 0,37 0,49 0,84 0,87 0,63 0,37
38 024 | 036 | 0,77 082 | 052 | 037
16 0,03 0,04 | 0,08 0,05 0,04 | 0,04
47°C 24 0,12 0,16 0,21 0,18 0,18 0,19
38 0,09 | 0,13 024 | 033 0,27 0,32
16 0 0 0 0 0 0
48 °C 24 0 0 0 0 0 0
38 0 0 0 0 0 0

3. tablazat: A Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs etanol termelési adatai az RSM

analizishez.
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Homérséklet . Etanol (mol I'y

o Idé (h) Kiindul4si gliikéz koncentracié (mol 1)
0,51 0,71 0,91 L1l 131 1,51
16 0,01 0,15 022 | 024 | 023 0,19
35°C 24 026 | 034 | 038 0,38 0,37 0,32
38 0,31 044 | 030 | 037 0,34 | 040
16 0,09 | 020 | 025 0,28 0,27 0,26
37°C 24 0,34 | 0,28 0,40 | 045 0,41 0,30
38 0,23 0,31 0,38 0,45 0,36 | 045
16 0,08 0,11 026 | 0,18 0,14 | 0,14
39°C 24 0,18 0,15 0,51 0,48 0,46 0,22
38 0,20 | 0,38 0,38 0,37 0,47 0,25
16 0,07 012 | 019 | 026 | 020 | 028
41°C 24 0,37 0,35 0,50 0,47 0,51 0,53
38 0,43 0,47 0,23 0,55 0,37 0,44
16 0,15 0,13 0,20 | 0,38 034 | 012
43°C 24 0,30 0,35 0,65 0,69 0,49 0,34
38 024 | 026 | 057 0,67 0,43 0,25
16 0,23 0,25 0,27 0,39 024 | 0,19
45°C 24 0,42 0,47 0,75 0,81 0,69 0,35
38 0,30 | 0,37 0,65 0,86 | 069 | 0,39
16 0,11 0,07 0,14 | 0,13 0,00 | 0,09
47°C 24 0,33 032 | 050 | 046 | 046 | 0,19
38 0,31 0,37 0,58 0,59 0,50 | 0,39
16 0,03 0,03 0,04 | 004 | 004 | 0,04
48 °C 24 0,07 0,09 0,12 | 0,12 0,12 | 0,17
38 0,25 026 | 039 | 033 0,23 0,01

4. tablazat: A Kluyveromyces marxianus E1 mutans etanol termelési adatai az RSM

analizishez.
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4.1.4.2. A maradék gliikkéz mennyiségének a meghatarozasa

A termelés gazdasdgossiga nemcsak attol fiigg, hogy milyen magas
homérsékleten tudunk etanolt termelni, hanem az alkalmazott gliik6z hasznositdsdnak a
mértékétdl is. Ennek érdekében meg kellett hatiaroznunk a maradék gliikoz
mennyiségét, amelybdl késObb a konverzids rdata értékeket ki tudtuk szdmolni. A
maradék gliik6z koncentrdcionak a megéllapitdsdndl elengedhetetlen volt a lehetd
legpontosabb eredményt adé modszer alkalmazasa. Kisérleteinkben ezért vékonyréteg
kromatografidval (VRK) (10. &bra) és gliikoz oxiddz enzim segitségével is
meghatdroztuk a maradék gliik6zt (9. dbra). A 9. és a 10. dbra adatai a 45 °C-on végzett
fermentdcié eredményeit mutatja a sziiléi torzzsel. Ezeket a kisérleteket magasabb
homérsékleten is elvégeztem (46, 47, 48 °C-on) és hasonlé tendencidt tapasztaltam,
mint a 45 °C-on végzett kisérletben. A 9. dbra jol szemlélteti, hogy szignifikdns a
kiilonbség a vékonyréteg kromatografidval €s a gliikkéz oxiddz enzim segitségével

meghatarozott maradék gliik6z koncentraci6 kozott.
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=)
g 0,8 -
@
\g 0,7 -
5 06 I
: 7
S 05- o 12 6ra
= T ﬁ m 16 6ra
g 04 .
N O 20 éra
% 0,3 - 0024 6ra
"Eh 0,2 - _|_
& 01 - 1
=
S 0 1 T T T T T T
< VRK GOX VRK GOX VRK GOX VRK GOX VRK GOX
2 “ -~ U -~ U -~ Y] N - U U -~ Y]
0,81 * 0,91 * 1,00 * 1,11 * 1,21 *

Kiindulasi gliik6z koncentraciék mol 1!

9. abra: A maradék gliikkz mennyisége vékonyréteg kromatografia (VRK) és gliikoz-
oxiddz enzim (GOX) felhaszndldsdval 45 °C-on. {*: kiindulasi gliik6z koncentréacié
(mol 1'1) }.

Az édbra 3 fiiggetlen mérés atlagét és szordsat tartalmazza.
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0,81 mol 1" 0,91 mol 17" 1,00 mol I''™* 1,11 mol I''* 1,21 mol "'
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10. abra: A maradék gliik6z mennyisége VRK lemezen. *: 0,81, 0,91, 1,00, 1,11, 1,21
mol I"'kiindulési gliikéz koncentracié mellett lathatjuk a gliik6z fogydsat a fermentacié

12., 16., 20. és 24. 6rajaban.

A maradék glilk6z mennyiségének meghatarozasanal az alkalmazott két modszer
kozott jelentds kiilonbséget tapasztaltunk; a gliikéz oxiddz enzimmel végzett
vizsgadlatok végig jelentdsen nagyobb értéket mutattak a VRK segitségével
meghatdrozott értékekhez képest (9. dbra). Feltételezésiink, illetve kontroll kisérleteink
szerint ennek az az oka, hogy a fermenticié alatt olyan vegyiiletek termel6dnek,
amelyek befolydsoljdk az enzimes mérést. Hipotézisiink szerint a fermentlében szdmos
olyan, az élesztd altal termelt extracelluldris enzim és anyag taldlhat6, amelyeknek a
hatésait a gliik6z oxidazra és a peroxiddzra nem ismerjiik. Ez alapjan a VRK-val végzett
vizsgalatokat tekintjiilk megbizhaté adatoknak (7. dbra).

A sziiléi €s a mutdns torzs mintdibél az RSM analizishez meghataroztuk a
maradék gliikkéz koncentrdciét a 3.9.1. fejezetben leirtak szerint és az adatokat

Osszesitettiik a 5. €s 6. tablazatban.
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Hémérséklet | 16 Maradék gliikéz mennyisége (mol 1)
Kiindulasi gliik6z koncentracié (mol )
°O) (0ra)
0,51 0,71 0,91 111 131 1,51
16 0,25 0,32 0,58 0,86 0,95 0,27
35°C 24 0,17 0,24 0,31 0,51 0,57 0,95
38 0 0 0,11 0,16 0,49 0,86
16 0,19 0,25 0,70 0,84 0,85 1,10
37°C 24 0,13 0,20 0,32 0,59 0,78 0,99
38 0 0,04 0,13 0,16 0,71 0,92
16 0,20 0,25 0,65 0,30 0,84 1,12
39°C 24 0,10 0,14 0,30 0,47 0,72 0,99
38 0 0,12 0,22 0,27 0,68 0,95
16 0,20 0,28 0,66 0,83 0,91 1,20
41°C 24 0,02 0,09 0,24 0,44 0,48 0,90
38 0 0,11 0,21 0,25 0,45 0,81
16 0,15 0,19 0,67 0,66 0,86 0,93
43°C 24 0 0,08 0,15 0,37 0,63 0,86
38 0 0,09 0,17 0,11 0,44 0,77
16 0,19 0,22 0,69 0,91 1,04 1,24
45°C 24 0,08 0,14 0,24 0,39 0,64 0,94
38 0 0,04 0,21 0,09 0,55 0,88
16 0,27 0,34 0,72 0,95 1,08 1,35
47°C 24 0,16 0,21 0,35 0,88 0,99 1,26
38 0,11 0,19 0,26 0,32 0,81 1,13
16 0 0 0 0 0 0
48 °C 24 0 0 0 0 0 0
38 0 0 0 0 0 0
5. tablazat: A Kluyveromyces marxianus CBS 712 torzs maradék glikéz

mennyiségének adatai az RSM analizishez.
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Hémérséklet | 1dé Maradék gliikéz mennyisége (mol 1)
Kiindulasi gliik6z koncentracié (mol )

°O) (0ra)
0,51 0,71 0,91 111 131 1,51
16 0,24 0,27 0,53 0,88 1,10 1,30
35°C 24 0,15 0,20 0,25 0,47 0,54 1,09
38 0,0 0,01 0,11 0,21 0,50 1,06
16 0,17 0,28 0,49 0,90 1,06 1,30
37°C 24 0,16 0,18 0,34 0,48 0,54 1,16
38 0,0 0,01 0,11 0,21 0,48 1,06
16 0,16 0,26 | 044 0,98 1,09 131
39°C 24 0,0 0,19 | 0,30 0,46 0,49 1,08
38 0,0 0,13 0,28 0,44 0,47 1,05
16 0,19 0,28 0,70 1,00 1,07 1,30
41°C 24 0,06 0,19 | 023 0,42 0,48 0,97
38 0,0 0,11 0,24 0,34 0,44 0,98
16 0,27 0,38 0,51 0,64 0,95 1,01
43°C 24 0,0 0,15 0,22 0,37 0,70 0,95
38 0,0 0,08 0,09 0,18 0,37 0,85
16 0,26 0,39 | 0,55 0,80 0,82 1,15
45°C 24 0,01 0,16 0,26 0,36 0,53 0,99
38 0,0 0,11 0,21 0,12 0,46 0,93
16 0,23 0,35 0,69 0,94 1,13 1,42
47°C 24 0,15 0,20 0,40 0,82 0,92 1,20
38 0,10 0,06 | 0,24 0,25 0,68 0,38
16 0,28 0,30 | 0,73 0,79 0,92 115
48 °C 24 0,18 0,21 0,32 0,66 0,80 0,98
38 0,05 0,06 | 025 0,38 0,79 0,96

6. tablazat: A Kluyveromyces marxianus E1 mutidns torzs maradék gliikoz

mennyiségének adatai az RSM analizishez.
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4.1.4.3. A szaraztomeg adatok

Az etanol termelés vizsgdlatival parhuzamosan a biomassza mennyiségét is
meghatdroztuk. A szdraztomeg mennyiségének a mérését a 3.6. fejezetben leirtak
szerint Rouwenhorst és munkatarsai (1988) mddszere alapjdn végeztiik el. Ahogyan azt
a novekedési gorbék alapjan vartuk, a biomassza mennyisége a hdmérséklet novelésével
parhuzamosan csokkent.

Az adatokat a 7. és a 8. tablazatban Osszesitettiik.
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Szaraztomeg mennyisége (g17)

Homérséklet Ido
Kiindulési gliik6z koncentréacié (mol 1'1)
O (0ra)
0,51 0,71 0,91 L1l 131 1,51
16 36,9 30,9 38,2 36,3 35,2 38,1
35°C 24 495 534 514 | 502 50,5 50,2
38 51,8 506 | 494 | 512 51,8 54,5
16 31,05 | 384 | 439 | 439 49.6 493
37°C 24 51,3 55,5 624 | 588 53,9 58,1
38 58,7 570 | 488 | 48,0 49,9 47,8
16 36,4 42,6 37,6 | 418 46,6 49,9
39°C 24 54.6 52,8 51,9 534 46,4 59,0
38 58,0 58,3 580 | 585 65,5 49,0
16 35,7 425 39,5 | 465 545 56,2
41°C 24 54,8 58,0 61,5 59,0 64,0 60,3
38 493 39,0 | 588 58,8 59,3 57.8
16 41 41,7 | 462 | 477 485 56,2
43°C 24 52,0 545 573 56,8 58,5 59,3
38 51,0 58,3 51,0 | 57.8 58,8 53,0
16 33,5 372 | 437 55 54,7 53
45°C 24 56,3 61,3 60,8 61,0 57.3 453
38 59,0 58,5 580 | 588 58,5 583
16 275 32,2 39,2 35,2 44,7 48
47°C 24 29,5 31,0 38,8 40,3 435 553
38 413 53,8 39,3 35,3 475 36,3
16 0 0 0 0 0 0
48 °C 24 0 0 0 0 0 0
38 0 0 0 0 0 0

7. tablazat: A Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs szaratomeg adatai az RSM

analizishez.
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Hémérséklet | 1dé Szaraztomeg mennyisége (g 17)
Kiindulasi gliik6z koncentricié (mol 1'1)

O (0ra)
0,51 0,71 0,91 L1l 131 1,51
16 345 455 50,3 55,5 51,8 53,8
35°C 24 36,8 443 545 50,8 53,0 533
38 43,8 61,3 453 62,0 433 53,5
16 41,0 19,0 338 36,0 435 38,5
37°C 24 273 32,0 31,5 345 38,8 435
38 45,8 53,5 570 | 595 60,3 59,5
16 423 43,8 39,3 473 30,5 32,3
39°C 24 545 31,0 42,5 443 39,3 43,0
38 50,5 543 59,8 60,8 68,3 56,8
16 35,0 40,8 38,8 38,3 30,8 30,5
41°C 24 40,5 33,8 36,0 353 37,8 415
38 50,3 64,5 560 | 60,3 66,3 57.8
16 47,0 473 473 45,8 473 42,0
43°C 24 30,5 33,3 25,5 35,5 35,8 445
38 55,5 56,8 53,8 62,0 63,0 62,3
16 423 495 495 47,0 56,8 46,3
45°C 24 46,8 47,0 46,8 493 56,0 56,8
38 495 433 550 | 605 53,0 60,5
16 475 570 | 530 | 483 40,5 42,5
47°C 24 49,0 490 | 563 495 413 41,8
38 545 540 | 52,8 66,0 66,0 65,5
16 323 340 | 638 46,0 32,5 38,0
48 °C 24 62,5 58,5 47,0 65,3 53,5 54.8
38 43,0 46,3 50,8 55,0 50,8 455

8. tablazat: A Kluyveromyces marxianus E1 torzs szaraztomeg adatai az RSM

analizishez.
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4.1.4.4. A Kluyveromyces marxianus CBS712 sziiléi és E1 mutans torzs

fermentacios paramétereinek az dsszevetése

A kisérletekbdl szdrmaz6 adatokra az R 2.12.1. statisztikai program segitségével
egy 3 véltozés masodfoki polinomot illesztettiink.

A kapott modell alapjan a vizsgalt tartomanyban a maximalis etanol kihozatal a
sziiloi torzs esetében 1,05 mol 1'1, ami 1,03 mol I'! kiindulési gliik6z koncentracional
44,2 °C-on a fermenticié 30. ordjaban figyelhetd meg. Az El mutins esetében a
maximalis etanol koncentracié 0,97 mol l'l, ami 1,09 mol 1! kiinduldsi gliik6z
koncentracionél 44,8 °C-on a fermentacio 31. érdjdban észlelhetd (11. dbra).

A modell alapjan a legnagyobb kiilonbség a sziil6i és a mutans torzs kozott 1,09
mol 1" kiindulési gliik6z koncentraciondl 47,2 °C-on a fermentédcié 35. 6rdjaban van
(11. abra).

Ahhoz, hogy a gyakorlatban is megerdsitsiik ezen értékek helyességét, lemértiik
a termelt etanol, a maradék gliik6z és a biomassza mennyiségét a modell 4ltal megadott
pontokon a 3.12.2. fejezetben leirtak szerint. Az eredményeket a 9. tdblazatban
foglaltam Ossze.

A termelt etanol mennyiségének adatait, illetve a kiinduldsi - és a maradék
glilkéz koncentraciot felhaszndlva konverzids rata értékeket szamoltunk a 3.10.
fejezetben leirtaknak megteleléen. A 9. tdblazatbdl lathatjuk, hogy optimaélis
koriilmények esetén nincs nagy kiilonbség a sziiléi és a mutdns torzs etanoltermelése

kozott, viszont 47 °C-on a mutdns torzzsel gazdasdgosabb az etanol termelés.
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A termelt etanol

A maradék gliikoz

A biomassza mennyisége

Konverzios rata értékek

mennyisége mennyisége )
1 1 gl (%)
(mol 1) (mol 1)
Sziiloi E1 mutans Sziiloi E1 mutans Sziiloi E1 mutans Sziiloi 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 51%9 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°¢

9. tablazat: A Kluyveromyces marxianus CBS712 sziiléi és E1 mutans torzs etanol termelési adatainak ©sszehasonlitisa optimalis

koriilmények és magas hémérsékleten valé tenyésztés esetén “.

“ _ Az optimélis etanol termelési értékek meghatdrozasa 1,06 mol 1" kiinduldsi gliikéz koncentraciénal és 44 °C-on tortént. A termelési

értékek legnagyobb kiilonbségének a meghatdrozdasat 1,09 mol 1" kiinduldsi glilkéz koncentrdciéndl és 47 °C-on végeztik el. A

mintavételek €s egyben az analizdlds idOpontjai az inkubdciés id6 30. 6rajdban (optimalis koriilmények) és 35. ordjaban (magas

homérsékleti koriilmények) voltak.

® _ Szignifikédns 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 tablazat 6-6 egymastdl fiiggetlen kisérlet dtlagat és szorasdt tartalmazza. A szignifikancia vizsgalatokhoz a Student-féle r-tesztet

hasznaltuk.
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11. abra: Az adatokra illesztett
feliiletek.

A rész: Az etanol termelés a hdmérséklet
és a kiinduldsi gliikkéz koncentracid
fiiggvényében a fermentéiciés id6 30.
ordjaban a K. marxianus CBS712 torzs
esetében.

B rész: Az etanol termelés a hdmérséklet
és a kiinduldsi gliikkéz koncentracid
fiiggvényében a fermentacids i1d6 30.
orgjadban a K. marxianus  El
termotolerdns mutdns torzs esetében.

C rész: A mutdns és a sziildi torzs etanol
termelési adatai kozotti kiilonbség a
a kiindulési

homérséklet és gliikkoz

koncentréci6 fliggvényében.



Optimaélis koriilmények kozott (1,06 mol I"" kiinduldsi glikkéz koncentracio, 44
°C) az etanol termelés és a biomassza mennyisége hasonlé a CBS712 (1,1+0,1 mol 1'1,
5149 g 1) és az E1 mutdns torzs (1,0+0,1 mol I, 4249 g 1) esetében (9. tdblazat).

A termelt etanol koncentraciok kozel megegyeznek a modell alapjan vért értékekkel: a
CBS712 torzs esetében a vart érték 1,05 mol 1'1, az E1 mutans esetében pedig 0,97 mol
1" volt.

Megemelt homérsékleten (47 °C, 1,09 mol 1"! kiindulési gliik6z koncentracid) az
El termotolerdns mutdns torzs é&ltal termelt etanol koncentricié €s biomassza
mennyiség (0,6 £ 0,1 mol 1'1, 42+8¢ 1'1) joval meghaladta a sziiléi torzsét (0,3 = 0,1
mol I'", 29 +7 g I') (9. tablézat, 11. dbra).

A K. marxianus CBS712 és E1 mutdns torzsek maximadlis etanol kihozatali
értékei OsszevethetOek az iparban hasznalt IMB3 és a Limtong és munkatarsai (2007)
altal vizsgalt DMKU3-1042 torzzsel. Az IMB3 torzs 4,3 % (w/v) (0,93 mol I'" etanolt
allit eld6 melasz tartalmud tdpoldatban 16 % (w/v) (0,08 mol l'l) kiindulasi gliik6z
tartalomnal 45 °C-on (Banat et al., 1992). A DMKU3-1042 t6rzs 45 °C-on 4,93 % (w/v)
(1,07 mol 1'1) etanolt termelt, mikor 8 % (w/v) (0,04 mol 1'1) cukortartalmi cukornad
szirupot hasznaltak tapoldatként (Limtong et al., 2007).

Mindemellett abban az esetben, amikor az IMB3 t6rzs 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'") értéket is 45 °C-on (Banat et al., 1992). Ebben az esetben a konverzids
rata értéke 87 %, amely jelentésen nagyobb, mint amit a CBS712 (676 %) és El
mutans torzs (63+6 %) esetében értiink el 45 °C-on. Novelve a homérsékletet a
CBS712 sziiloi és E1 mutans torzs konverzids rata értékei csokkennek, bar a mutans 47

°C-on még 41+7 % konverzios rataval 4llit eld etanolt.
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4.2. Fiziologiai vizsgalatok

4.2.1. Trehaléz tartalom meghatarozasa

Annak érdekében, hogy tovabb tudjuk novelni az E1 mutins termotolerancidjat
€s etanol termeld képességét, elengedhetetlen, hogy fényt deritsiink arra, milyen
fiziologiai valtozdsok mentek végbe az El mutdnsban, ami a megndvekedett
hotlréséhez vezetett.

Els6é 1épésként megvizsgaltuk a sziildi €s a mutins torzsek trehaléz tartalmat,
hiszen a trehal6znak fontos szerepe van a hdstressz elleni védekezésben (Riberio et al.,
1999). E disszacharid - dsszehasonlitva més cukrokkal - a leghatékonyabb védelmet
biztositja a fehérjék denaturicidja és aggregacidja ellen erds hohatés esetén (Ding et al.,
2009).

A 10. tdblazatbdl jol latszik, hogy a hdsokk megnovelte mindkét térzs trehaldz
tartalmat. Az E1 mutans trehal6z tartalma szignifikdnsan nagyobb volt, mint a sziil6i
torzsé, mind kontroll koriilmények kozott (30 °C), mind pedig a megnovelt
hémérsékleten (47 °C) tenyésztve (10. tablazat). Az E1 mutdns trehal6z termeld vagy
lebonté folyamataiban jatszodhatott le tehat olyan véltozds, amely azt eredményezte,
hogy a mutansban folyamatosan magas volt a trehal6z tartalom, ami feltételezhetdleg

megvédte a hdstressz karos hatdsaitol.
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Trehal6z tartalom {mg (g szdraztomeg) '1}
Inkubicids id6 30°C Yo e
(perc)
Szuloi torzs | E1 mutans torzs | Sziiloi torzs | E1 mutans torzs
0 12+2 30 +3° 11+2 30 +2°
30 11+2 34 +2° 942 31 +2°
60 942 30 +2° 111 35 + 3%
90 942 32 +3° 37 +3° 57 +2*°
180 14+3 28 +2° 35+2° 59 + 2P

10. tablazat: A hostressz hatdsa a Kluyveromyces marxianus CBS712 sziil6i és El
mutans torzs trehaldz tartalmaéra.

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

b Szignifikdns (p < 0,05) a trehal6z tartalom novekedése a O Ords adatokkal
Osszehasonlitva. A tdbldzat harom egymadstol fiiggetlen kisérlet 4tlagit és szordsat

tartalmazza. A szignifikancia vizsgélatokhoz a Student-féle 7-tesztet hasznaltuk.

Erdekes médon Nwaka és munkatdrsai (1994) nem talltak szoros kapcsolatot a
trehal6z akkumulédcié és a megnodvekedett termotolerancia kozott S. cerevisiae-ben.
Munkdjukban arra utaltak, hogy a megnovekedett trehal6z szintézis csak az elsd gyors
valasz a hoéstresszre és a hdsokkproteinek felhalmozddasa sziikséges a hosszabb ideig
tartd ho elleni védelemre. Mi is megvizsgéaltuk a hdsokkproteineket SDS-poliakrilamid
gélelektroforézis segitségével (12. dbra) és nem taldltunk kiilonbséget a CBS712 és az

E1 muténs torzs hdsokk fehérjéinek mennyisége kozott (bovebben a 4.2.4. fejezetben).
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4.2.2. A GSH és GSSG tartalom meghatarozasa

A glutation (GSH, vy-glutamil-ciszteinil-glicin) mint antioxidans, szabadgyodk
semlegesité molekula szamos redox reakcidban és detoxifikdcids mechanizmusban részt
vesz, amely révén fontos sejtvédd funkcidval rendelkezik. Ezen kiviil fontos szerepet
jatszik az élesztOk oxidativ (Penninckx, 2000), kornyezeti (Lindquist és Kim, 1996) és
hdstressz (Sugiyama et al., 2000) valaszaiban egyardnt, ezzel megvédi a sejteket a
stressz okozta karosodasoktol.

Sugiyama és munkatdarsai (2000) a S. cerevisiae élesztot vizsgélva, azt talaltak,
hogy hoésokk indukélta a glutation szintézist, azért, hogy a glutation megvédje a
mitokondridlis DNS-t az oxidativ karosodasokt6l. Igy mi is megvizsgaltuk mindkét
torzs sejtjeinek redukdlt (GSH) és oxidalt (GSSG) glutation tartalmét, valamint ezekbdl
az adatokbol kiszamitottuk az intracellularis GSH/GSSG ardnyokat kiilonbozd
homérsékleteken. Azt tapasztaltuk, hogy a két torzs GSH és GSSG koncentracidi és
GSH/GSSG ardnyai kozott kicsi volt a kiillonbség (11. tabldzat). A megnovekedett
homérséklet csokkentette a GSH tartalmat, és a GSH/GSSG ardny ugyanolyan

mértékben volt nagyobb, illetve kisebb mindkét torzs esetében (11. tablazat).

GSH GSSG
r 0 GSH/GSSG
{nmol (mg protein) } | {nmol (mg protein) '}
Hoémérséklet
C) sziiloi mutans sziiloi mutans sziiloi mutans
) 127 +

25 12713 | 119+£14 | 1,0£0,2 | 0,6 +0,2" ’g 198 £ 70
30 52+6 63+7 0,7+04 | 04%0,1 | 74+43 | 157 £43°
37 36+4 32+2 0,6+0,1 | 0,4+0,1* | 6012 80 £21
47 32+3 18+3" | 04+£02 | 03+£02 | 80%41 60 41

11. tablazat: A hosterssz hatdsa a Kluyveromyces marxianus CBS712 sziil6i és El
mutdns torzs sejtjeinek a GSH és GSSG tartalméra tovabba a GSH/GSSG egyensulyara.
®_ Szignifikdns a kiilonbség (p < 0,05) a sziil6i és a muténs torzs Kozott.

A tébldzat harom egymastdl fiiggetlen kisérlet atlagit és szordsat tartalmazza. A

szignifikancia vizsgélatokhoz a Student-féle 7-tesztet hasznaltuk.
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4.2.3. Stressz tolerancia vizsgalatok

Annak érdekében, hogy megéllapitsuk azt, hogy az El mutdns torzs a
termotolerdns tulajdonsiagan kiviil, milyen egyéb stressz tolerancidval rendelkezik még,
kiillonbozd stresszorok jelenlétében vizsgaltuk a novekedést. A stressz tolerancia
vizsgalatokat kiilonboz6 koncentraciéji etanol, NaCl, KCIl, és H,O, jelenlétében
végeztiik el, 37 és 45 °C-on tenyésztett inokulumok felhasznélasdval (12. tablazat). A
szazalék értékek megallapitasandl a 100 % a stresszorok nélkiili névekedés volt.

Abban az esetben, amikor a 37 °C-on novekedett elétenyészettel inokuldltuk a
fotenyészeteket a mutdns torzsnél 50 %-osndl nagyobb gatldst tapasztaltunk az aldbbi
stresszorok esetében: 2 mol 17! KCl, 1,25 mol I'! NaCl, 7,5 mmol It H,0, és 1,09 mol It
etanol. A sziildi torzs ugyanezen koriilmények kozott jobban tolerdlta a NaCl és az
etanol okozta stresszt, mint a mutans.

Amikor a 45 °C-on novekedett inokulumot hasznaltunk mind a mutans, mind a
sziiléi torzs H,O, érzékenysége megndtt. A NaCl és a KCIl esetében nem volt
szignifikans kiilonbség a muténs és a sziildi torzs kozott.

Amikor 0sszehasonlitottuk, hogy vajon a 37 °C-on vagy a 45 °C-on novekedett
inokulum volt-e kedvezObb hatdssal a fOtenyészetek stressztolerancidjara azt
tapasztaltuk a mutdns esetében, hogy az etanol tolerancia szignifikdnsan novekedett
0,65 mol 1! etanol jelenlétében, mikor a 45 °C-on novesztett eldtenyészetet alkalmaztuk

(12. tablazat).
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ODgo (%)
37 °C 45 °C
inokulum inokulum
1 mol 1" KCI 87 +7 90 + 1
-1

K. marxianus CBS712 1,25 mol 1 KCl R 84+2
1,5mol I KCI 76 +6 71 +8
2mol I KCI 2+5 20+ 4
1 mol 1T KCI 85+8 95 +2
. 1,25 mol I'1 KCI 77 +£9 90 + 1

K. marxianus E1 "
1,5mol I'T KCI 72+9 48 +7
2 mol 1! KClI 15+5 15+1
1 mol I'T NaCl 83+7 92 +2

T

K. marcianus CBS712 | 125 mol 1 NaCl 68 +7 76 + 4
1,5mol I'" NaCl 44 + 6 2+3
2 mol I'! NaCl 14+1 10+1
1 mol 1" NaCl 83+3 81+2
. 1,25 mol I'' NaCl 38+3 23+3

K. marxianus E1 .
1,5 mol I NaCl 18+4 13+3
2 mol I'" NaCl 14+3 111
5 mmol I" H,0, 81+3 72 + 12
K. marxianus CBS712 | 75 mmol 1" H,0, 19+2 10+1
10 mmol 1" H,0, 13+1 11+1
5 mmol I H,0, 81+5 14+3
K marxianus E1 7.5mmol 1T H,0, 19+1 111
10 mmol I'" H,0, 14+2 10+1
0,65 mol I'! EtOH 87 +4 97 +3
K. marxianus CBS712 | 1,09 mol I EtOH 1942 2+6
1,38 mol I EtOH 10+1 10+1
0,65 mol 1! EtOH 41+4 616
K. marxianus E1 1,09 mol I'" EtOH 16 +1 13+3
1,38 mol I EtOH 111 10+1

12. tablazat: A Kluyveromyces marxianus CBS712 sziil6i és E1 termotolerans mutdns
torzsek stressz tolerancia vizsgalata. A novekedést az optikai denzitds 600 nm-en mért
értékével jellemeztiik €s a kapott adatokat a stresszmentes kulturdk novekedéséhez, mint
100 %-hoz viszonyitottuk.

A tébldzat harom egymastdl fliggetlen kisérlet atlagat és szordsat tartalmazza.
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Szdmos kutaté leirta, hogy a megnovekedett trehal6z koncentracié csokkentette
bizonyos stressz vélaszokban fontos enzimek miikddését. Sampedro és Uribe (2004) azt
tapasztalta a K. lactis vizsgélata kozben, hogy a megnovekedett koncentracidoban
jelenlévd trehal6z a sejtek viszkozitdsdnak a novekedéséhez vezetett. Ez az éllapot
védelmet nyujtott a fehérjéknek a hostressz ellen, ellenben ha a hdmérséklet csokkent és
ez a megnott viszkozitds megmaradt a sejtekben a nagy trehaléz koncentricidé miatt,
akkor ez az dllapot nagymértékben gitolta és karositotta a fehérjék mukodését.
Kovetkezésképpen, ha a stresszhatds elmultdval nem kovetkezik be a trehaléz gyors
hidrolizise, akkor szamos létfontossdgu enzim gatlddhat illetve karosodhat.

Sebolella és munkatarsai (2004) azt talaltak egy fontos antioxiddns enzim, a
glutation-reduktdz vizsgalatakor S. cerevisiae modellszervezetben, hogy a nagy trehal6z
tartalom gétolta az enzim mukodését etanol stressz alatt. Ezenkivill mdésik két
létfontossdgi enzimre, a citoszolikus pirofoszfatizra és a gliikéz 6-foszfat
dehidrogendzra is ugyanilyen hatdssal van a megnovekedett trehal6z tartalom.

Ezen eredmények is azt tdmasztjadk ald, hogy a stresszhatds elmultdval a sejtek
tartésan megnovekedett trehal6z szintje szdmos enzimet inaktival. Mindezek alapjan
elmondhatjuk, hogy az El mutidns folyamatosan megnovekedett trehal6z tartalma

magyardzhatja a tapasztalt NaCl, KCl, H,0O, és etanol érzékenységet.

4.2.4. Hostresszfehérjék vizsgalata

A K. marxianus CBS712 sziil6i és EIl termotolerdns mutdns torzsek
hostresszfehérjéit mutattuk ki a 3.11.5. fejezetben leirt modszer alapjan SDS-
poliakrilamid gélelektroforézis segitségével. Ahogyan az a 12. dbrdn lathatd, nincs
kiilonbség a sziildi €s mutans torzs fehérjéinek mérete és a sdvintenzitasa kozott. Az 50
kDa nagysdgi mérettartomanyban 1évo fehérje/fehérjék jol lathatéan minden egyes
hémérsékleten megfigyelhetok, mig a megkozelitdleg 33 kDa nagysagu fehérje/fehérjék
a 37, 47 és 48 °C-on tenyésztett mindkét torzs esetében ugyanolyan mennyiségben van
jelen. Ezen fehérjék méretiik alapjan nem hdsokkfehérjék.

A megkozelitdleg 26, 70 és 90 kDa nagysdgui, méretiilk alapjan azonositott
hésokkproteinek csak a 47 és 48 °C-on tenyésztett CBS712 és E1 mutadns torzsekben

vannak jelen, viszont intenzitasbeli kiilonbség nem fedezhetd fol a sziiloi és a mutans
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torzsek kozott. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a mutdns térzs a megnovekedett

hotlirését nem a hdsokkproteinek felhalmozdsanak kdszonheti.

200 kDa

~90 kDa
100 kDa

~70 kDa
50 kDa

~50 kDa
40 kDa

~33 kDa
30 kDa

~26 kDa
25 kDa
15 kDa
10 kDa

12. abra: Kluyveromyces marxianus CBS712 és E1 mutans torzsek feltart mintdinak
SDS-PAGE képe Coomassie Brilliant Blue festékkel festve. Minden sdv 5 pg fehérjét
tartalmaz.

M: Page Ruler fehérje standard, 1.: K. marxianus CBS712 25 °C-on tenyésztve, 2.: K.
marxianus E1 mutdns 25 °C-on tenyésztve, 3.: K. marxianus CBS712 30 °C-on
tenyésztve, 4.: K. marxianus E1 mutans 30 °C-on tenyésztve, 5.: K. marxianus CBS712
37 °C-on tenyésztve, 6.: K. marxianus E1 mutdns 37 °C-on tenyésztve, 7.: K. marxianus

CBS712 47 °C-on tenyésztve, 8.: K. marxianus E1 muténs 48 °C-on tenyésztve.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Munkdm sordn létrehoztam a termotolerdns K. marxianus E1 mutédns torzset a
3.2 fejezetben leirtak szerint. A mutdns torzs 48 °C-on képes novekedni €s etanolt
termelni.

A K. marxianus CBS712 sziildi és az El1 mutdns torzsek fermentécids
paramétereinek atfogd jellemzésekor meghatdroztam tobbek kozott a megfeleld
kiindulési gliik6z koncentraciét, a fermentdcids id6t, az etanol termeld képességet, a
konverziés ratdkat és a novekedés fels0 hOomérsékleti hatarat. A legnagyobb termelt
etanol koncentracio a sziil6i torzs esetében 1,1 mol "' a mutdns esetében pedig 1,0 mol
1" volt (9. tablazat), ami Osszevethetd az iparban alkalmazott IMB3 torzs éltal termelt
5,5-7,2 % (wIv) (1,19-1,56 mol I'") értékkel (Singh ef al., 1998a; Banat et al., 1992).

Feltételezhetd, hogy az E1 torzs alkalmazésdval a bioetanol eldallitdsara hasznalt
SSF technoldgia a jovOben gazdasidgosabbd tehetd. Ennek megerdsitése tovdbbi
feladataink kozott szerepel. A tovabbiakban szeretnénk tesztelni az E1 mutdns bioetanol
termel0 képességét kiilonféle laboratériumi, €s lehetdség szerint, ipari fermentacios
rendszerekben. Ezen kisérletekben kukorica keményitdt szeretnénk alapanyagként
felhaszndlni.

Az El1 mutdns termotolerancidjanak okat keresve megéllapitottuk, hogy a
folyamatosan magas intracelluldris trehal6z szint okozza a mutdns fokozott hotiirését.
Mindemellett megvizsgéltuk a sziiléi és a mutdns torzsek redukdlt (GSH) és oxidalt
(GSSG) glutation tartalmat is, de nem talédltunk kiilonbséget a két torzs kozott. Meglepd
médon a hotiirés novekedését az etanol, ozmotikus és oxidativ stressz érzékenység
fokozddésa kisérte.

Ezen eredmények alapjan ugy tlinik, hogy sem a trehal6z, sem a glutation
metabolizmus  4talakitisa nem  célravezetd  stratégia egy megndvekedett
stressztolerancidval rendelkezd K. marxianus torzs létrehozédsakor. A K. marxianus El
mutdns tovabbfejlesztése érdekében szabdlyozhatjuk bizonyos kornyezeti stressz
valaszokért felelds gének expresszidjat vagy megnovelhetjiik bizonyos hdsokkproteinek
termelddését, tovabbd megkisérelhetjiik az ubiquitin fehérje tiltermelését is egy erds
promoter felhaszndldsdval a K. marxianus E1 torzsben. Az ubiquitin egy olyan kis

moltomegl (8,5 kDa) fehérje, melynek fontos szerepe van a fehérjék lebontdsaban, a
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sejtciklus szabdlyozdsdban €s a kornyezeti stressz védlaszokban. A S. cerevisiae esetében
az ubiquitin tualtermeltetésével sikeriilt megnodvelni az etanol és az ozmotikus stressz
tlrést (Hiraishi et al., 2006; Arnason és Ellison 2004). Mivel az SSF technol6gidban az
€lesztd szélsOséges és valtoz6 ho, ozmotikus és pH viszonyoknak van kitéve, az

altaldnos stressztolerancia jovObeni novelése a mutédns értékes tulajdonsiga lehet.
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6. UJ ES UJSZERU TUDOMANYOS EREDMENYEK

Munkam soran eldallitottam a termotolerans K. marxianus E1 mutans torzset,
majd atfogo jellemzést végeztem el a K. marxianus CBS712 sziil6i €s E1 mutédns

torzsek etanol termelési paramétereit illetden.

Analizédltam a vélaszfeliillet meghatdroz6 moédszer (RSM) segitségével a sziil6i
€¢s az El mutins torzs optimélis etanol fermenticiés paramétereit.
Meghataroztam az optimalis kiinduldsi gliik6z koncentriciot, a fermentacio
hosszédt és az etanol termelés gazdasdgossdgit jelz6 konverzids rita értékeket.
Feltérképeztem, hogy a homérséklet novelése valamint a kiilonbozé kiindulasi

gliik6z koncetracié miképpen befolyasolja az etanol termeld képességet.

Az eredményekbdl és ezek irodalmi adatokkal torténd Osszehasonlitdsabol
kitlinik, hogy a K. marxianus E1 mutans jovObeni alkalmazasaval val6sziniileg
gazdasagosabba tehetd az iparban a bioetanol elddllitdsdra hasznalt SSF
technoldgia, bar ennek megerdsitésére még tovabbi vizsgdlatokat kell

végrehajtani.

Elvégeztem a K. marxianus E1 mutéans fizioldgiai vizsgdlatat, annak érdekében,
hogy megkeressem az okit a torzs megnovekedett termotolerancidjanak.
Megvizsgaltam a sziil6i és a mutans torzsek redukalt (GSH) és oxidalt (GSSG)
glutation tartalmat, valamint a hdsokkproteinek mennyiségét, de ebben a
tekintetben nem taldltam kiilonbséget a két torzs kozott. VéEgiil megallapitottam,
hogy a mutdns sejtek megnovekedett trehal6z koncentricidja allhat a torzs
fokozott hotlirése hatterében. Meglepd mddon a termotolerancia novekedését az

etanol, ozmotikus és oxidativ stressz érzékenység fokozodasa kisérte.
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7. 0SSZEFOGLALAS (MAGYAR NYELVEN)

A fosszilis energiaforrasok kimeriiloben vannak vildgszerte: irodalmi adatok
alapjan tudjuk, hogy a kdolajmezdk kitermelése évente 4-5 %-kal csokken. Ezenkiviil a
kdolajszarmazékok kornyezetre gyakorolt negativ hatdsa - iveghdzhatds, klimavaltozas
- miatt is elengedhetetlen életiinkben a meguijulé energiaforrdsok alkalmazdsa. A
megujulé energiaforrasok koziil a biolizemanyagok integrdlhatéak a legkonnyebben a
mar meglévd rendszerekbe. Haszndlatukkal csokkenthetd a légkorben az iiveghdz
hatasért felelés gdzok mennyisége, valamint hozzdjarulnak a szallitdsi szektor egyre
novekvo energiasziikségletének a kielégitéséhez is.

A PhD munkdm keretében termotolerdns Kluyveromyces marxianus éleszto
torzsek fejlesztésével foglalkoztam a bioetanol termelés gazdasdgossaginak a javitdsa
céljabol. A bioetanol eldallitdsakor ugyanis technoldgiailag kedvezdbb, illetve
gazdasagosabb, ha termotolerdns mikroorganizmusok alkalmazdsdval magasabb
hoémérsékleten folyik az etanol termelés.

Kutatdsaim eredményeképpen létrehoztam a K. marxianus termotolerans EI1
mutdans torzset egyre novekvo homérsékleten torténd atoltassal. A mutans 48 °C-on vald
novekedése figyelemre méltd, és ezt a tulajdonsdgat tobbszori, alacsony hdmérsékleten
(30 °C) végrehajtott passzalds utdn is megtartotta. A mutdns morfoldgiai vizsgilatakor
kideriilt, hogy kiilonbozik a sziiléi CBS712 torzstdl. Mind alacsonyabb (37 °C), mind
pedig magasabb (47 °C) homérsékleten a mutans sejtjei kerekebb formdjiak és
kisebbek, mint a sziil6i torzs sejtjei. A mutans taxondmiai identifikacidjat Barnett és
munkatdrsai (1990) kritériumai és mddszerei alapjan vizsgéltuk meg és megerositettiik,
hogy K. marxianus.

Az El mutdns optimdlis etanol termelési paramétereinek a megallapitdsara,
valamint a sziil6i torzzsel vald 6sszehasonlitdsdra az RSM mddszert hasznéltuk. Ezen
modszer alkalmazdsdhoz sziikkség volt mindkét torzs etanol termelési adataira a
fermentaci6 12., 24. és a 38. 6rdjaban 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 és 48 °C-on 0,51, 0,71,
091, 1,11, 1,30 és 1,51 mol 1" kiindulési gliik6z koncentracidkat alkalmazva. Mindezen
mérési pontokon meghatdroztam a termelt etanol és a biomassza mennyiségét.
Kiszamoltam tovabba az etanol termelés hatékonysagat jelzé konverzids rata értékeket

is. Ezen értékek szamitasahoz elengedhetetlen volt a maradék gliik6z mennyiségének a
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megéllapitasa. A maradék gliikdz tartalmat vékonyréteg kromatografidval (VRK)
hatdroztam meg.

Az RSM analizis révén kapott modell alapjan a vizsgdlt tartomanyban a maximaélis
etanol kihozatal a sziil6i torzs esetében 1,05 mol 1! etanol, ami 1,03 mol I'! kiinduldsi
gliik6z koncentraciéndl 44,2 °C-on a fermenticié 30. 6rdjdban varhat6. Az E1 mutdns
esetében ugyenezen érték 0,97 mol "' etanol, ami 1,09 mol 1" kiinduldsi gliik6z
koncentraciondl 44,8 °C-on a fermentdcié 31. drdjdban valdsziniisithetd. A modell
alapjan a legnagyobb kiilonbség a sziiléi és a muténs torzs kozott 1,09 mol "' kiinduldsi
gliikkéz koncentracional 47,2 °C-on a fermentéci6é 35. 6rdjaban van. Annak érdekében,
hogy megerdsitsem ezen elméleti etanol kihozatali ért€ékeket, a gyakorlatban 1is
elvégeztem a szamitott RSM optimumokon az etanol kihozatalok meghataroz4asat:

e Optimalis koriilmények kozott (1,06 mol I"" kiinduldsi gliikéz koncentracio, 44
°C) az etanol termelés és a biomassza mennyisége hasonlé a CBS712 (1,1+0,1
mol I'!, 51+9 g I'") és az E1 mutdns torzs (1,0£0,1 mol 1", 4249 g ') esetében.
Az etanol termelési értékek kozel megegyeznek a modell alapjdn vért
értékekkel, ami a CBS712 torzs esetében 1,05 mol 1'1, az E1 mutans esetében
pedig 0,97 mol 1" volt.

e Megnovelt homérsékleten (47 °C, 1,09 mol I'! kiinduldsi gliik6z koncentricid)
az El termotolerdns mutdns &ltal termelt etanol koncentricié és biomassza
mennyiség (0,620,1 mol 1", 4248 ¢ 1) jéval meghaladta a sziil6i torzsét
(0,3+0,1 mol I, 29+7 g 1').

Ezutan elvégeztem az E1 muténs fiziol6giai vizsgélatat annak érdekében, hogy
megdllapitsam a megnovekedett termotolerancidjanak az okat. Olyan vegyiileteket
vizsgaltam, melyrdl irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy fontos szerepet jatszanak a
hdstresszvdlaszban. El6szor megvizsgdltam a redukdlt glutation (GSH) és az oxidalt
glutation (GSSG) tartalmat, de a két torzs kozott ebben a tekintetben nem volt
szignifikdns az eltérés. Az SDS-poliakrilamid gélképen sem taldltam kiilonbséget a
mutdans és a sziil6i torzs hdsokk fehérjéinek a savintenzitdsa kozott.

A trehal6z tartalom vizsgdlatakor viszont kideriilt, hogy a mutdnsnak mind a
kontroll koriilmények kozott (30 °C), mind pedig a megnovelt hdmérsékleten (47 °C)
lényegesen nagyobb volt a trehal6z tartalma, mint a sziil6i torzsé. Az E1 mutéans torzs
trehal6ztermeld vagy - lebonté folyamataiban jatszédhatott le tehdt olyan valtozas,
amely a megnovekedett trehal6z tartalom révén megvédte a sejteket a hOstressz karos

hatasaitol.
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Nemvart médon a trehaldz tartalom novekedését a NaCl, KCl, H,O, és etanol
stressz érzékenység fokozddasa kisérte a mutans esetében. Munkdmnak ezen eredménye
ravilagit arra, hogy sem a trehal6z, sem a glutation metabolizmus megvéltozdsaval nem
lehet az altaldnos stressztoleranciat novelni a K. marxianus €lesztd esetében. Az egyik
lehetséges ut arra vonatkozdan, hogy tovabbfejlessziik a K. marxianus E1 mutdnst az,
ha szabdlyozzuk bizonyos kornyezeti stressz vélaszokért felelds gének expresszidjat,

vagy megnoveljiik bizonyos hdsokkproteinek termelddését.
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8. OSSZEFOGLALAS (ANGOL NYELVEN)

The fossil energy sources are exhausted worldwide: according to the literary data
there is 4-5 % reduction per year in the production of crude oil. In addition, the
utilization of renewable energy is crucial in our life due to the negative effects of oil
derivatives on the environment (for example greenhouse effect, climate change). Using
biofuel may reduce the amount of greenhouse gases in the air and contributes to the
achievement of increasing energy needs of transport sector.

The aim of my PhD project was to develop a thermotolerant Kluyveromyces
marxianus strain in order to produce the highest amount of ethanol possible at
temperature higher than those applied currently in industrial production. A profitable
way to produce ethanol is the application of thermotolerant yeasts.

A K. marxianus thermotolerant E1 mutant was developed. The growth rate of
the E1 strain at 48 °C in liquid cultures is exceptional. The thermotolerance of E1 was
heritable as indicated by the unchanged growth rates recorded at 48 °C even after 10
subsequent passages at 30 °C incubation temperature. During the investigation of the
morphology we revealed that the E1 strain differs from the CBS712 parental strain,
however the E1 mutant was identified as K. marxianus following the methods and
criteria of Barnett er al. (1990).

We determined the optimal conditions of maximal ethanol production of the E1
mutant strain and compared this to the parental strain by using the response surface
methodology (RSM). To optimize ethanol yields, K. marxianus strains were cultivated
in 250 ml Erlenmeyer flasks containing 100 ml MYFM broth. The selected starting
glucose concentrations were 0.50, 0.71, 0.91, 1.11, 1.31 or 1.51 mol 1! and the
fermentation temperature was set to 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 or 48 °C. Samples were
taken at 16, 24 and 38 h incubation times. I investigated the produced ethanol
concentration and the biomass production at these points.

The conversion rates (ethanol yield %) were calculated from the residual glucose
concentration and from the amount of produced ethanol. The residual glucose
concentration was determined by Thin Layer Chromatograpy (TLC).

As demonstrated by response surface methodology (RSM), maximal ethanol

concentrations were expected at similar variables for the parental and mutant strains,
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namely at 1.03 mol I starting glucose concentration, 44.2 °C incubation temperature
and at 30 h incubation time for the parental strain, and in mutant yeast cultures
incubated at 44.8 °C for 31 h with a starting glucose concentration of 1.09 mol I"'. The
most significant difference in ethanol yields was expected in cultures containing 1.09
mol I"! glucose and incubated at 47.2 °C for 35 h.

e The ethanol and biomass productions of the mutant and parental strains
were quite similar {1.0£0.1 vs. 1.1£0.1 mol 1! (4.620.5 vs. 5.110.5 w/v %)
and 4249 vs. 5149 g I'', respectively)} when cultured under nearly optimal
production conditions {44 °C, 1.06 mol I"' (19.1 w/v %) glucose}.

¢ The E1 mutant produced more ethanol and biomass when the incubation
temperature was elevated to 47 °C at 1.09 mol 1" (19.6 w/v %) starting
glucose concentration {0.630.1 vs. 0.3£0.1 mol I (2.840.5 vs. 1.440.5 w/v
%) and 4248 vs. 29+7 g I'!, respectively)}.

We carried out physiological studies on the E1 mutant in order to understand the
background of its thermotolerant property. The compounds that play important roles in
the heat stress response were investigated.

At first we measured the intracellular glutathione and glutathione disulphide
contents, but we did not find any difference between the two strains in this regard.
When we investigated the heat shock proteins by SDS PAGE, there were no differences
between the protein band intensities of the mutant and the parental strains.

The increased thermotolerance of the E1 mutant was explained by a significantly
elevated trehalose production under either thermal stress (47 °C) or unstressed
conditions (30 °C). The anabolic or catabolic processes of the trehalose metabolism
might have changed in the E1 mutant which resulted in the persistently higher trehalose
concentration. This change presumably protected the cells against heat stress.

Unexpectedly, the increased trehalose content of the E1 cells was accompanied
by an enhanced sensitivity of the mutant to NaCl, ethanol, KCI and H,0O, stress.
According to these results, neither trehalose nor glutathione metabolisms seems to be a
good target to engineer thermotolerant K. marxianus strains with an increased general
stress tolerance.

Future strain development programs should aim at other targets, providing this
yeast with a wider spectrum of stress tolerances. The expression of the stress response

genes should be regulated or the amount of the heat shock protein must be increased.
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