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OSSZEFOGLALAS

A Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs jellemzésének
keretében kiilonbozd paraméterek mellett vizsgdltuk az etanol
termelést. Az etanol termelés hatékonysdgdnak meghatdrozdsdra
konverzios rdtdkat Ezen érték

dllapitottunk ~ meg.

meghatdrozdsdihoz  elengedhetetlen — a  maradék  gliikoz
mennyiségének a vizsgdlata, amely megdllapitdsdra két kiilonbozo
mdodszert vdlasztottunk: a vékonyréteg kromatogrdfidat (VRK) és a
gliikoz-oxiddz enzimet folhaszndlo mddszert. Kisérleteink sordn a
VRK mddszer bizonyult a megfelelobbnek, igy ezen adatokat,
illetve az etanol termelési értékeket folhaszndlva konverzids rdta
értékeket hatdroztunk meg. A legmagasabb konverzios rdta 55,3%:
45 °C-on 5,6% (v/v) etanolt termelve, amely értékek osszevethetok

az iparban alkalmazott IMB torzsekével.
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SUMMARY

The ethanol production of the Kluyveromyces marxianus
CBS712 strain was investigated among different kind of condition.
We defined the conversion rate in order to know the efficiency of
the ethanol production. To determine this value, it is crucial to
characterize the residual glucose concentracio. We chose two
method to determine the amount of residual glucose. The first
method is the thin layer chromatography (TLC) and the second
method is the method of the glucose-oxidase enzyme. We found
that the TLC method is reliable than the other method. The
conversion rates were determined from these values and the
ethanol values. The maximal ethanol production of the
characterized Kluyveromyces marxianus CBS712 strain (5.6%
(v/v) ethanol at 45 °C, 55.3% conversion rate) is comparable to
those strains which are applied in industrial ethanol production

nowadays.
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BEVEZETES

A fosszilis energiaforrasok kimeriildben vannak,

igy életiinkben egyre nagyobb szerepet kapnak a
megujuld energiaforrdsok.
Az egyik lehetséges ilyen energiaforrds a bioetanol.
Szamos orszagban gazdasagilag szdmottevd szerepet
tolt be a bioetanol termelés, példaul Brazilidban, az
Amerikai Egyesiilt Allamokban és Indidban is. A
tropusi teriileteken meghatdroz6 bioetanol eld4llitdsi
technoldégia az SSF (simultaneous saccharification
and fermentation), melynek 4ltaldnos elénye, hogy az
enzimes kezelés és a fermentdcidés 1€pés
egybevondsdval jelentds energia takarithaté meg.
Ezen technolégia alkalmazdsa sordn kedvezd, ha
minél magasabb hdmérsékleten folyik a termelés
(Singh et al., 1998b), amit nagy hotlird képességii
élesztok  felhaszndldsdval  lehet elérni. A
termotolerdns  éleszték  koziil kiemelkedd a
Kluyveromyces marxianus hotirése, melynek IMB3
torzsét az iparban mar hasznaljak
45 °C-on (Singh et al., 1998a).

Kisérleteink sordn mi is arra toreksziink, hogy —

az SSF technolégidhoz alkalmazkodva — az altalunk
hasznalt Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs a
lehetd legmagasabb  hdmérsékleten a lehetd
leggazdasdgosabban termeljen etanolt. Az etanol
termelés gazdasdgossdganak a mutatdja a konverzids
rata, melynek értékét a fermentici6 végén
megmarad6 kiinduldsi anyag (a mi esetiinkben a
gliilk6z) mennyiségébdl és a termelt etanolbdl
allapithatjuk meg. Kritikus pont tehat, hogy ezen
értékeket a lehetd legpontosabb mddszerekkel
hatdrozzuk meg.
Az etanol mérése gazkromatogréffal torténik, amely
egy olyan analitikai modszer, amellyel ezred szdzalék
pontossdggal meg lehet hatdrozni az anyagok
mennyiségét.
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A maradék gliik6z mennyiségének a meghatarozasira
két modszert vélasztottunk: a  vékonyréteg
kromatografiat (VRK) és a gliikk6z-oxiddz enzimet
folhaszndlé médszert. A VRK esetében a minta egy
adott lemezen (HPTCL-szilika gél) és egy
meghatarozott kézegben fut, majd az eléhivas utdn a
lemezen lathaté a mintdban 1évé gliikkéz mennyisége
egy fekete pontként, mely pont szinének
intenzitdsdb6l meghatdrozhaté a mennyisége. Az
enzimes moédszer esetében a gliikkéz-oxiddz (GOD) a
gliikézt gliikonsavva alakitja.
A reakcioban keletkez6 hidrogén-peroxidot (H,0,) a
peroxiddz (POD) bontja és a Trinder-féle indikator

reakciéban 500 nm-en j6l mérheté szines
kondenzacids termék keletkezik. Az
abszorbancianovekedés ardnyos a minta gliikéz

koncentrécidjaval. Ezen mddszerek felhasznildsdval
a konverziés rita értékek meghatdrozdsa a lehetd
legpontosabb lesz.

Jelen dolgozat a vékonyréteg kromatografids
médszert (VRK) hasonlitja 6ssze a gliikkéz-oxidaz
enzimet folhaszndlé moédszerrel a maradék gliikéz
mennyiségének a meghatdrozdsara. Ezen értékek,
illetve a kordbban meghatdrozott etanol termelési
adatok folhasznaldsdval konverzids rata értékeket
szamoltam, mely érték az etanol termelés
hatékonysdganak a mutatéja.

ANYAG ES MODSZER
Az etanol termelés vizsgalata

Az etanol termeltetést MYFM tdpoldatban (3 g/l
éleszt6 kivonat (BBL™), 2 g/l pepton (Difco), 2 g/l
KH,PO,, 2 g/l (NH4),SO4, 1 g/l MgSO,* TH,0, 1 g/l
MgSOs*  H,0,) végeztik, amely tdpoldatot
kiegészitettik az adott kisérletnek megfeleld
mennyiségt gliikk6zzal (Hack és Marchant, 1998). Az
el6tenyészethez 1 telepet MYFM tdpoldatban
inokulaltunk (100 ml-es lombik 50 ml tapoldat és
10g/1  glikkézt  tartalmazott). Az  inkubdlds
koriilményei: 45 °C, 24 6ra, 200 rpm. A 250 ml-es
lombikban rézatott 100 ml tdpoldatot, amelyet a
megfeleld mennyiségli gliikézzal kiegészitettiink,
3 ml el6tenyészettel inokuldltuk. Az etanol
koncentraci6 meghatdrozdsa 12, 16, 20, illetve
24 orés tenyészetekbOl tortént. A torzs etanol

termelését 45 °C, 46 °C, 47 °C és 48 °C-on
vizsgéltuk.
Az etanol mérése gazkromatograffal tortént

HP-5-6s oszlopon, 1% izopropanolt hasznélva bels
standardként.

A gliikkoz mérése vékonyréteg kromatografia
segitségével

Az 5 pl minta (fermentlé) HPTCL szilika gél 60
(2020 cm) lemezen az aldbbi kozegben lett
megfuttatva: 30 ml diklérmetdn, 25 ml metanol, 6 ml
viz. Az el6hivas 10%-os kénsavas abszoliit etanolban
tortént.

Szdradds utdn hdlégsterilizatorban 120 °C-on
5 percig volt a lemez. Fényképezés utdn a kiértékelés
dr. Lazar Istvan dltal kifejlesztett CPAtlas 1.0
program segitségével tortént.

A gliikéz mérése gliikéz-oxidaz enzim segitségével

A reagens Osszetevéi (11 mM fenol, 0.76 mM
4-aminoantipirin, 4kU/l1 glikéz oxiddz és 1kU/I
peroxidaz) 0.1 M pH 6.6 foszfat pufferben vannak
feloldva. A reakcidkozeg 10 pl mintét (fermentlé) és
1 ml reagenst tartalmaz; ezen reakcié 1 perc alatt
jatszédik le, amelynek eredménye 500 nm-en
detektdlhat6. Az adatok kiértékelése a kalibracios
gorbéhez viszonyitva torténik (Leary et al., 1992).

EREDMENYEK

A Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs etanol
termelésének vizsgdlata sordn a célunk az, hogy
megtaldljuk azokat a termelési paramétereket,
amelyeket alkalmazva a lehetd legmagasabb
hémérsékleten a lehetd leggazdasidgosabban tudjunk
etanolt termeltetni. El6kisérleteinkben megvizsgaltuk
a  Kluyveromyces marxianus CBS712  torzs
novekedését, ahol azt tapasztaltuk, hogy a torzs
45 °C-on val6 novekedése nem tér el drasztikusan az
alacsonyabb hémérsékleteken (35 °C és 40 °C)
tapasztalhat6tdl. Ezzel parhuzamosan megmértiik a
termelt etanol mennyiségét, melynek a maximuma
20, 24 6réandl taldlhatd, és optimalizaltuk a kiinduldsi
gliik6z koncentraciét (160-240 g/l).
Fokisérleteinkben ezért 45 °C, 46 °C, 47 °C és
48 °C-on vizsgaltuk az etanol termelést (/. dbra)
annak érdekében, hogy megéllapitsuk, mi az a
legmagasabb homérséklet, ahol az élesztd a legtobb
etanolt termeli.

A termelés gazdasdgossdga nemcsak attdl fiigg,
hogy milyen magas homérsékleten tudunk etanolt
termelni, hanem az alkalmazott gliik6z
hasznositdsanak mértékétdl is. Ennek érdekében meg
kell hatdroznunk a maradék gliik6z mennyiségét,
amelybdl konverzids ritdkat tudunk szdmolni. A
maradék gliik6z mennyiségének meghatdrozasanal
elengedhetetlen a lehetd legpontosabb eredményt adé
modszer  alkalmazdsa.  Kisérleteinkben — ezért
vékonyréteg kromatogrifidval (VRK) (3. dbra) és
gliikéz-oxidaz enzim segitségével is meghataroztuk a
maradék gliikozt (2. dbra). A 2. és a 3. dbra adatai a
45 °C-on végzett fermenticié eredményeit mutatjdk,
mert ezen a hémérsékleten kaptam a legmagasabb
etanol termelési ért€keket, valamint a
leggazdasagosabb konverzids rata adatokat. Ezeket a
kisérleteket magasabb hOmérsékleten is elvégeztem
(46 °C, 47 °C, 48 °C-on), és hasonlé tendenciat
tapasztaltam, mint a 45 °C-on végzett kisérletben.
Ezen adatokat felhaszndlva dallapitottuk meg a
konverzids rata értékeket (4. dbra). Minden egyes
dbran 3 pdrhuzamos mérés 4tlagdt és szordsat
tiintettem fel.
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1. dbra: Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs etanol termelése novekvé hémérsékleten
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Figure 1: Ethanol production of the Kluyveromyces marxianus CBS712 strain at increasing temperature
Ethanol % (v/v)(1), initial glucose concentration(2)

2. dbra: A maradék gliikoz mennyisége vékonyréteg kromatografia (VRK) és gliikéz-oxidaz enzim (Glu-ox.)
felhasznalasaval 45 °C-on
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Figure 2: Determination of amount of residual glucose with Thin Layer Chromatography (TLC) and glucose-oxidase enzyme (Glu-ox.) at
45°C
Amount of residual glucose(1), Thin Layer Chromatography (TLC)(2), glucose-oxidase enzyme (Glu-ox.)(3), initial glucose concentration(4)

3. dbra: A maradék gliikkoz mennyisége VRK lemezen
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*160 g/1, 180 g/1, 200 g/1, 220 g/1, 240 g/1 kiinduldsi gliikéz koncentracié mellett lathatjuk a gliikéz fogydsat a fermentdcié 12., 16., 20. és
24. érajaban(1)

Figure 3: The amount of residual glucose on TLC layer
160 g/1, 180 g/1, 200 g/1, 220 g/1, 240 g/l initial glucose concentration(1)
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4. dbra: Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs konverzios ratai az adott hémérsékleteken
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Figure 4: Conversion rate of the Kluyveromyces marxianus CBS712 strain at the given temperature

Percent of conversion rate(1), initial glucose concentration(2)
KOVETKEZTETESEK

A Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs etanol
termelését 45 °C, 46 °C, 47 °C és 48 °C-on vizsgaltuk
emelkedd gliikéz koncentracié (160-240 g/l) mellett.
Az eredményekbdl kitlinik, hogy a termelt etanol
mennyiségét csak kismértékben befolydsolja az egyre
magasabb  gliikéz koncentrdcié; alapvetden a
hémérséklet a meghatarozé tényezd. A legmagasabb
etanol koncentraciot 45 °C-on mértiik, 6,11% (v/v)
(1. dbra). Ez az érték Osszevethetd az iparban
alkalmazott IMB3 torzs altal termelt 6-7,2% (v/v)
értékkel (Singh et al., 1998a; Banat et al., 1992).

A maradék gliikéz mennyiségének
meghatdrozasandl az alkalmazott két médszer kozott
jelentds kiillonbséget tapasztaltunk; a gliik6z oxidaz

enzimmel  végzett  vizsgdlatok  végig egy
megndvekedett értéket mutattak a VRK segitségével
meghatdrozott  értékekhez  képest (2.  dbra).

Feltételezésiink, illetve a dolgozat terjedelmi korltai
miatt nem részletezhetd kontroll kisérleteink szerint
ennek oka, hogy a fermenticié alatt egy olyan
vegyiilet termelddik, amely befolydsolja az enzimes
mérést. Valdsziniileg a fermentlében szdmos olyan,
az élesztd altal termelt extracelluldris enzim és anyag
taldlhat6, amelyeknek a hatdsait a gliikéz-oxiddzra és
a peroxidazra nem ismerjiik. Ez alapjan a VRK-val

végzett  vizsgdlatokat  tekintjik = megbizhaté
adatoknak, anndl is inkdbb, hiszen itt nincs
semmilyen  tényez6, ami befolydsolhatja a

meghatdrozast, kizdrélag és egyértelmilen csak a
gliikéz, mint meghatdrozandé anyag lathaté a

VRK lemezen (3. dbra). Az adatokbdl kitlinik, hogy
a fermentdcié el6rehaladtdval a maradék gliikoz
mennyisége csokken, Osszhangban az etanol
mennyiségének a novekedésével (45 °C-on 180 g/l
gliik6zbol kiindulva 12 6randl 39 g/l glikéz mellett
3,84% (v/v) etanol volt, mig 24 6rdndl 19,7 gliikéz
mellett 5,49% (v/v) etanol volt).

A termelt etanol mennyiségének adatait, illetve a
kiinduldsi és a maradék glikéz koncentraciét
felhasznalva konverzids rata értékeket szamoltunk,
amely érték az etanol termelés hatékonysdginak a
legfontosabb mutatdja (4. dbra). A legmagasabb
értéke 55,3% volt 45 °C-on, amely esetben a
fermenticiés kozeg 180 g/l kiinduldsi gliikozt
tartalmazott. Habar az iparban alkalmazott IMB3
torzs konverzidés rita értékei ennél magasabbak
(70-80%) (Banat et al., 1992; Banat és Marchant,
1995), figyelembe véve, hogy az daltalunk vizsgélt
CBS712 torzs genetikailag mddositatlan, nem
mondhat6 rossz kiinduldsi értéknek.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a
Kluyveromyces  marxianus ~ CBS712  torzset
jellemeztiik etanol termeld képesség szempontjabol,
valamint kiszamoltuk a konverzids rata értékeket,
amihez vékonyréteg kromatogrifia segitségével
hatdroztuk meg a maradék gliik6z mennyiségét. A
Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs ezen etanol
termelési adatai mdar genetikai moédositds el6tt is
Osszevethetéek az iparban hasznalt Kluyveromyces
marxianus IMB3 torzsével, amely tény biztaté a
tavlati ipari alkalmazdsét tekintve.
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