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OSSZEFOGLALAS

Evente Féldiinkon becslések szerint 185-190 millié tonna tejsavé képzddik, és ez a mennyiség a kivetkezd években varhatéan tovabb fog
emelkedni. Nagy szdarazanyag-tartalma miatt a tejsavo jelentds biokémiai oxigénigénnyel rendelkezik, ezért az élelmiszeripar egyik legkornye-
zetszennyezébb mellékterméke lenne, ha szennyvizként tekintenénk ra. A kérnyezetvédelmi okon til a savo hasznositasanak sziikségességét
alatamasztja, hogy alkotorészei koziil tobb is rendelkezik az emberi szervezet szamara kedvezd élettani hatassal. A kukorica ill. burgonya, va-
lamint a tej feldolgozdsa soran az élelmiszeriparban nagy mennyiségben keletkezé olcsé melléktermékek, jelentés mennyiségii keményitot és
tejsavot tartalmaznak, melyeket magas biologiai oxigénigényiik miatt veszélyes hulladékként tartanak szamon. Egy résziik megsemmisitésre keriil
a szennyviztarolokban, pedig ezek a termékek kivalo taptalajok lehetnének a mikroorganizmusok szaporodasdhoz. A hagyomanyos taptalaj
optimalizalasi modszerek taptalaj- és iddigényesek és nem képesek a valos optimum meghatarozasdara az optimalizaldsban résztvevd faktorok
kolcsénhatasa miatt.

Kulcsszavak: Saccharomyces cerevisiae, szénhidratforras, laktoz
SUMMARY

By guess, annual volume of milk whey is 185—190 million tons and this volume probably will increase next years. Whey has significant
biochemical oxygen demand due to its high organic matter content so whey as sewage is one of the most pollutant by-products in the food
industry. Apart from environmental pollution, benefit of several whey constituents for human health is another reason to utilize whey. Corn and
potato, as well as the processing of milk in the food industry in large quantities of by-products generated by low cost, substantial quantities of
starch and lactic acid, which are due to high biological oxygen demand are considered as hazardous waste. Some of them are destroyed sewage
storage tanks, and those products are excellent substrates for the growth of microorganisms could be. The traditional nutrient solution
optimization methods are solution and time-consuming and are not able to determine the real optimum because of the interaction of factors
involved.
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BEVEZETES (Szép, 1979). Ha a populacio sejtszamat vagy koncent-
racigjat az idd fiiggvényében abrazoljuk, jellegzetes S

Minden é161ény igyekszik anyagcseréjét a lehetd alaku szaporodasi gorbét kapunk, ami szakaszokra ta-
leghatékonyabban miikddtetni. Ehhez alapvet6 feltétel golhatd. A kornyezethez valo alkalmazkodas idején a
a gazdasagossag: csak azok a lebonto enzimek szinteti- sejtek még nem szaporodnak, ez a lappangasi (lag) sza-
zalddnak, melyekre de facto sziikség van, és csak olyan kasz. Az anyagcsere-folyamatok felgyorsulasat koveto-
mennyiségben, hogy fedezzék a fellépd folyamatok ak- en indul meg a szaporodas, ami rovid atmeneti gyorsu-
tualis energia- és redukaloerd igényét. A szénvaz lebon- lasi szakasz utdn az exponencialis szaporodasi szakasz-
tasanak szabalyozasakor a legfontosabb szempont az ba jut, amelyben allandé fajlagos sebességgel folyta-
id6egység alatt felszabadulo nettd energia mennyisége: todik. Ez a szakasz optimalis feltételek kozt is csak
a sejt a leggyorsabban hasznosuld szénforrast fogja fel- néhany oraig tart, majd az emlitett korlatozo tényezok
venni és oxidalni, a lassabban hasznosulok lebontasa- miatt a szaporodasi sebesség csokken (lassulasi sza-
hoz sziikséges enzimek szintézise pedig gatlodik. A je- kasz), amig a keletkezd 1] sejtek és az elpusztuld sejtek
lenséget karbon katabolikus szabalyozasnak (represszio- szama kiegyenlitodik €s a sejtpopulacio az allandosult
nak) nevezziik; szigoruan transzkripcios szintii folya- (stacionarius) szakaszba jut. Hosszabb id6 utan az el-
mat. Jellemzéen a gliikkdzzal lehet kivaltani. Glikéz pusztult sejtek szama mar meghaladja a szaporodokét,
szénforras jelenlétében tehat azok a gének, melyek mas és a sejtszam fokozatosan csokken (pusztulasi szakasz)
szénforrasok lebontasahoz sziikséges enzimeket kodol- (Deak, 2006). Mikroba sejteket szaporithatunk abbol a
nak, gatolva vannak. A mechanizmus meglétét nagy célbol is, hogy a végtermék maga a sejttdmeg legyen,
szamt mikroban sikertilt kimutatni. Eukariotak koziil a az allati takarmanyozasra vagy emberi fogyasztsra al-
Saccaharomyces cerevisiae-ben tanulmanyoztak beha- kalmas biomassza eléallitasa céljabol. Az élelmiszer-
téan (Gencedo, 1998; Trumbly, 1992). A mikrobakkal ipari alkalmazasok koziil jol ismert a siit6éleszto vagy
megvalositott technologiak alapveté miivelete a mikro- a kiilénbdzo starter kulturak eldallitasa, mely utobbira
bak elszaporitasa. Ha az élesztosejteket folyékony tap- jo példa a Saccharomyces cerevisiae torzseinek bora-
talajba oltjuk, azt tapasztaljuk, hogy kezdetben a sejt- szati és sOripari starterként valo eléallitasa (Kevei et
szam nem valtozik. Egy idé mulva a szaporodas szem- al., 1999). A gombak tapanyagait mindazok a vegyii-
mel is lathato, a szaporodasi sebesség eldszor gyorsul, letek jelentik, melyek a kornyezetbdl szamukra koz-

majd egy ideig nem valtozik, végiil csokkenni kezd vetleniil vagy kozvetett mdédon rendelkezésre allnak.
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A tapanyagok csoportositasa: 1. szénforrasok; 2. nit-
rogénforrasok; 3. vitaminok és mas ndvekedési anya-
gok; 4. asvanyi elemek. Az €lesztégombak ndvekedé-
séhez, szaporodasahoz a szilikséges tapanyagforrasok
koziil a szén- és a nitrogénforrasokat kell kiemelni. A
heterotrof szervezetek szamara a szénhidratok jelentik
a legfontosabb szénforrast. Ezek mono-, oligo- vagy po-
liszacharidok formdjaban egyediilallo szerepet jatsza-
nak a természetben. A széles korben rendelkezésre allo
szénforrasokat az egyes gombafajok nem egyforman
tudjak hasznositani. A hasznositasi hatékonysag meg-
itélésének egyik legegyszeriibb és egyben legkdnnyebb
modja a sejtszaporodas vizsgalata, hogyan alakul an-
nak idébeli gorbéje. A monoszacharidok széles korét a
legtobb gombafaj nagymértékben hasznositja, mig
ugyanezekbdl a cukrokbol felépiild nagyobb molekula-
kat (pl. keményité) mar sokkal kevésbé, melyet e mo-
lekulak hidroliziséhez sziikséges enzim(ek) hianya
okoz (Manczinger et al., 2003). A mezdgazdasagi és
¢lelmiszeripari termelés sordn szdmos olyan mellék-
termék keletkezik, melyek potencialis kdrnyezetszeny-
nyez0 anyagok, semlegesitésiik hatalmas anyagi forra-
sokat emészt fel. Ilyen melléktermék a sajt- és turofe-
leségek gyartasa soran, vilagszerte éves szinten tobb
mint 1,45%108 tonna mennyiségben keletkezd tejsavo,
melynek kémiai oxigénigény értéke igen jelentds, a
magas érték a tejcukor tartalmon kiviil, a tejsavo fehér-
je- és zsirtartalmanak is koszonhet6 (Castillo, 1990).
A tejsavo toxikus anyagoktdl mentes és fehérjében
(0,8 w/v %), tejcukorban (4,8 w/v %), vitaminokban
(130 mg/l), valamint asvanyi anyagokban (3,5 g/l)
gazdag. Megkozelitdleg 4,8%-kal a laktoz a leggyako-
ribb szénhidrat a tejsavoban (Csapd és Csaponé, 2002).
A tejsavo, ha szennyvizként tekintiink ra, az élel-
miszeripar egyik legkdrnyezetszennyez6bb mellék-
terméke. Magas szervesanyag-tartalma miatt (BOI=
30 000-50 000 mg/l, KOI=60 000-80 000 mg/l) na-
gyon fontos kdrnyezetvédelmi problémat jelent. Meg-
oldas lenne olyan mikrobialis rendszerek kidolgozasa,
melyek alkalmasak ennek a gyakorlati problémakat je-
lent6 szennyviznek a kezelésére. Ezen nyersanyagok
felhasznalhatok fermentacios célra, azonban esetleg
tartalmazhatnak olyan 0sszetevoket, amelyek zavarjak
a fermentaciot. Nagy léptékil ipari felhasznalasuk pe-
dig mennyiségi szempontbol korlatozottan megoldha-
t6 (Thomsen, 2005; Peters, 2007).

A tejsavonak szamos alkalmazasi teriilete 1étezik.
A tejsavoban vagy az ultrasziirt savo szirletében 1évo
laktoz élesztogombak segitségével etil-alkoholld fer-
mentalhato, erre a célra leggyakrabban a Kluyveromyces
fragilis és a K. marxianus torzseit alkalmazzak. A savo-
bodl anaerob koriilmények mellett metan fejleszthetd,
ami biogazként hasznalhato. A tejcukrot, mint szénfor-
rast az ¢élesztok aerob feltételek mellett szubsztratként
hasznositjak sajat sejtjiik felépitéséhez. A savon elsza-
porodva igy az élesztok a laktozt fehérjévé konvertal-
jék (a képz6do biomassza kb. 50% fehérjét tartalmaz)
— ez az un. egysejt-fehérje (single cell protein, SCP) —
mely az allati takarmanyozasban és emberi taplalék-
ként is felhasznalhato. A laktoz tehat megtjulo szén-
forréas, hatranya viszont, hogy a gombak koziil lassan,
egyes gazdasagilag fontos fajok [a legtobb élesztd, S.
cerevisiae; A. niger — (Elshafei és Abdel-Farah, 2001)]
pedig egyaltalan nem tudjak hasznositani. Ennek evo-

lucios magyarazata lehet, hogy a laktéz a ,,legfiatalabb”
cukor a természetben. A sajtsavoban talalhato laktoz
enzimes hidrolizise a legigéretesebb biotechnoldgiai
eljaras szénhidrat tartalmanak kiaknazasara (Sienkiewicz
¢és Riedel, 1990). Laboratériumi kisérletekben razatott
kultarakkal is kedvez6 eredményeket értek el. Barrett et
al. (2004) a laktoz lebontasaban kozremiikodo enzimeket
vizsgalta razatott kultirakban (30 °C, 36 h, 150 1/min).
A laktoz diszacharid, amelynek monoszacharid kom-
ponensekre kell hidrolizalnia, hogy felszivodhasson. A
laktozt bonto laktaz enzim a gliikdz és a galaktdz ko-
zotti B 1-4 kotéseket bontja (1. dbra). A tobbi szénhid-
ratbontd enzim esetében a monoszacharid felszivodas
hatarozza meg a felszivodas sebességét. A laktdz ese-
tében mas a helyzet, mert viszonylag lassabban hidro-
lizal, igy a laktaz aktivitasa limitalja a felszivodast. A
lassubb hidrolizis mellett a laktaz egyik sajatossaga,
hogy a szubsztrat-tejcukor bevitel ndvelésével nem no-
velhet6 az aktivitasa, szemben pl. a szacharazzal, amely-
nél a nagyobb szachardzbevitel az enzim aktivitasat
fokozza. Sajatossaga még a laktaz enzimnek, hogy az
Osszes diszacharidbontd enzim koziil a legsériiléke-
nyebb, s kiillonboz6 patologias hatasokra a legkonnyeb-
ben karosodik (Bodanszky, 2000).

1. abra: A B-galaktozidaz lakt6z lebontasanak
sematikus dbrazolisa

CH,0H H,0H CH,0H
HO g [ Lo HO 0 OH
H o(Y + H0 T" +
- N/
OH OH OH H
Laktoz(1) Galaktéz(2)  Gliikoz(3)

Forras: Belem és Lee, (1998); Gekas ¢és Lopet-Leiva, (1985)

Figure 1: The f-galactosidase Schematic breakdown of lactose
Lactose(1), Galactose(2), Glucose(3), Source: Belem and Lee (1998),
Gekas and Lopet-Leiva (1985)

ANYAG ES MODSZER

A kisérlet soran alkalmazott, torzsgylijteménybdl
szarmazo6 ¢€lesztéfajt a Budapesti Corvinus Egyetem,
Elelmiszertudoményi Kardnak, Mez3gazdaségi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gytijteménye (NCAIM)
bocsatotta rendelkezésiinkre. Az élesztd faj fenntartasa
¢s szaporitasa O.G.Y.E (LabM) szelektiv taptalajon tor-
tént, mely 5 g élesztd kivonatot, 20 g dextrozt, 0,001 g
biotint és 12 g agart, valamint oxytetracycline nevii ki-
egészitd antibiotikumot tartalmaz. A tapkozeget 115 °C-
on 10 percig sterilizaltuk, majd lehiitottiik 47 °C-ra és
hozzaadtunk egy fiola antibiotikumot. A taptalaj elké-
szitése utan lemezeket ontottiink és élesztével beoltot-
tuk. Az elkészitett lemezeket 25 °C-on 5 napig inku-
baltuk.

Szénforras asszimilaciojanak vizsgalata

A vizsgalat annak megallapitasara iranyult, hogy
szénforrasként egyetlen vegyiiletet tartalmazo taptala-
jon szaporodik-e a vizsgalt élesztd, azaz rendelkezik-
e annak asszimilacidjahoz sziikséges enzimrendszerrel.
A vizsgalt harom szénforras monoszacharidok koziil a
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D-gliikéz, ill. melasz, diszacharidok koziil a laktéz
volt. A vizsgalat kivitelezése auxanografias ill. agar-
diftiziés modszerrel tortént. A hasznalt taptalaj szinte-
tikus szénforrasmentes agar volt, mely 5 g ammonium-
szulfatot, 1 g kalium-dihidrogén-foszfatot, 0,5 g mag-
nézium-szulfatot, 20 g agart, valamint 1000 ml vizet
tartalmazott. A taptalajt 115 °C-on 10 percig sterili-
zaltuk és pH-jat 4,5-re allitottuk. A 45 °C-ra lehtitott
taptalajba a Saccharomyces cerevisiae 24 6Oras tenyé-
szetébol készitett vizes szuszpenzidjat adagoltunk ¢és
Petri-csészékbe ontottilk, majd az agar megszilardula-
sautan egy 10 mm atmérdji steril célszerszammal lyu-
kat furtunk az agarba. Az agarba kialakitott lyukakba,
avizsgalando szénforras 150 pl-nyi vizes szuszpenzio-
jat pipettaztuk. A Petri-csészénket 25 °C-os inkubator-
ba helyeztiik és 5 nap mulva értékeltiik. A lyukakba
helyezett szénforras bediffundalt a taptalajba és kifej-
tette hatasat az élesztd szaporodasara. A serkentd hatés
mértékét a lyukak koril kialakult ,,szaporodasi zoéna”
nagysagabol kovetkeztettiik.

A laktoz enzimes hidrolizise

Szamtalan technologia létezik a laktdz enzimatikus
hidrolizisére. A Gekas és Lopez-Leiva (1985) altal
hasznalt szakaszos (batch) eljarast alkalmaztuk. A ki-
vant mennyiségii lakt6z hidrolizisét 30 °C-on, 36 6ran
keresztiil végeztik 80 mg Aspergillus oryzea gomba
altal termelt laktaz enzimmel, mely utan a reakciot me-
legitéssel megallitottuk, melynek kdvetkeztében az en-
zim denaturacidja — és ebbdl eredden az enzim- aktivi-
tas elvesztése — all fenn. Ezen kiviil az enzim a termék
alkotdjava valik az eljaras utan.

A Saccharomyces cerevisiae szaporodasi sebességé-
nek meghatarozasa kiilonb6z6 szénforrast tartal-
mazo taptalajokon

A kisérlet soran laktozt, hidrolizalt laktozt, tejsavot,
enzimatikusan hidrolizalt tejsavot és kontrollként gliikozt
tartalmazo taptalajokat allitottunk be, melyek 1000 pl
¢lesztd szuszpenziot tartalmaztak. Fermentacios alaptap-
talajként szintetikus szénforrasmentes folyékony tapta-
lajt alkalmaztunk, kiegészitve az adott szénhidrat 5 g-nyi
mennyiségével. A fermentalast 5 napig végeztiik 30 °C-
on, razdgépen (180 rpm) aerob koriilmények kdzott. A
fermentacid beallitasakor a kezdeti élesztOsejt-szam
1x10° sejt/ml volt, melynek valtozasat naponta harom-
szor mértiik Biirker-kamra segitségével, annak érdeké-
ben, hogy az élesztd szaporodas-kinetikdjat nyomon
kovessiik, ekdzben folyamatosan mértiik a taptalaj szén-
hidrattartalmanak csokkenését refraktométerrel.

EREDMENYEK

Akisérletek értékelése soran a vizsgalt tényezok (pl.
sejtszam novekedés) idébeni valtozasanak szemlélteté-
séhez a Excel tablazatkezeld programot alkalmaztuk. Az
auxanografias, ill. agardiffuzios vizsgalatokbol kitlinik,
hogy a Saccharomyces cerevisisae a gliikozt tartalmazo
Iyuk kortil tudott elszaporodni a leginkabb, mig a laktozt
tartalmazé Petri-csészében semmilyen fejlédést nem
mutatott. Viszont az enzimes Uton hidrolizalt laktézon
az ¢éleszt6 szaporodasa jol kivehet6 (2. abra).

2. abra: Az agardiffaziés vizsgalat eredményei

Elesztd telepek

Hidrolizalt |
laktéz 2

Figure 2: The agar diffusion test resultsLactose(1), Galactose(2),

A sejtszamlalassal kapott eredmények értékelése
céljabdl az lg szaporodasi gorbék felvételéhez az élesz-
t0 sejtszamanak 10-es alapu logaritmusat abrazoltuk az
id6 fliggvényében. A tejsavon fermentalt élesztd sza-
porodasi gorbéje alapjan megallapithatjuk, hogy az
egységnyi 1d6 alatt mérhetd sejtszam viszonylag kis
mértékben novekedett, ami valosziniileg a tejsavoban
talalhaté kis mennyiségli monoszacharidoknak koszon-
hetd. A Saccharomycas cerevisiae sejtszamanak alaku-
lasat tejsavo taptalajon a 3. dbra szemlélteti.

3. dbra: A Saccharomyces cerevisiae sejtszamanak és
szénhidrattartalmanak valtozasa tejsavéban

Tejsavo(4)

Elesztészam lg CFU/cm3(3)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

(1)(% X1g) PURHENRIPIYUIZS OALS[OL

Fermentacios idd (h)(2)

—o-Tejsavo élesztd sejtszama —8-Tejsavo szénhidrattartalma (Brix %)

Figure 3: The Saccharomyces cerevisiae cells and the number of
changes of carbohydrate content
Whey carbohydrate content (% Brix)(1), Fermentation time (h)(2),
Number Ig yeast CFU cm(3), Whey(4)

A hidrolizalt tejsavoban mért élesztd sejtszam val-
tozasaban jelents novekedés volt tapasztalhatd. Az
els6 és masodik nap, azonos idépontokban vett mintak-
ban nem mértiink jelentds novekedést. A 6. 6ratol a 24.
oraig a sejtszam nem valtozott. Az 30. 6ratol kezd6do-
en a szaporodas szemmel is lathato, a szaporodasi se-
besség hirtelen felgyorsult, majd a 72. 6ranal érte el a
maximumot, ami megfelel a normal élesztégyartasi
gyakorlatnak. A grafikonokon egyiittesen abrazoltuk a
szénhidrat tartalom alakuldsat , mely 6sszhangban van
azzal az éleszt6szam novekedés mérési eredményeivel,
miszerint az élesztészam a szénidrattartalom folyama-
tos felhasznalasat kovetden jelentésen emelkedik, majd
annak felhasznalast kdvetéen csokkenni kezd. A szén-
hidrattartalom csokkenés tehat az éleszték folyamatos
szaporodasara, energiaigényére utalnak (4. dbra).
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4. abra: A Saccharomyces cerevisiae sejtszamanak és
szénhidrattartalmanak valtozasa hidrolizalt tejsavéban

Hidrolizalt tejsavo(4)
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Figure 4: The Saccharomyces cerevisiae cells and the number of
changes of carbohydrate content of hydrolysed
Hydrolysed whey carbohydrate content (% Brix)(1), Fermentation
time (h)(2), Number Ig yeast CFU ¢cm?(3), Hydrolysed whey(4)

A vizsgalat soran fermentacios alapanyagként hasz-
nalt tejipari melléktermékrdl elmondhatd, hogy fel-
hasznalhatosagahoz nélkiilozhetetlen az eldkezelés,
mely tobbek kdzott enzimes hidrolizissel torténhet. En-
nek hidnyaban az élesztd szamara nincs hozzaférhetd
energiaforras, vagyis szaporodas nem kovetkezik be.
Viszont az alkalmazott hidrolizis jol hasznalhato, al-
ternativaként szolgdl a tejsavo gazdasagos felhaszna-
lasat illetéen.
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