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OSSZEFOGLALAS

A bioetanol eléallitasakor technologiailag kedvezébb, ha

termotolerans — mikroorganizmusok  alkalmazasaval, — magas
hémérsékleten folyik a termelés. A termotolerdans éleszték koziil
kiemelkedd a Kluyveromyces marxianus hdétiirése, melynek IMB3
torzsét az iparban dltalaban 45 °C-on alkalmazzdk. A project
taviati célja a Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs genetikai
modositasa, a jelenleg alkalmazottnal magasabb hémérsékleten
torténd etanol termelés érdekében. Ehhez elséként a CBS712 torzs
Jellemzését sziikséges elvégezni, kiilonds tekintettel a novekedés
hémérsékleti hataranak, és az etanol termelés mennyiségének
meghatdrozasara. A torzs novekedésének homérsékleti hatdarat
YPD tapoldatban 48 °C-ban hatdaroztuk meg. A hémérséklet 45 °C
folé emelése a sejtek életképességének exponencialis csokkenésével
jart. Az etanol termelést razatott lombikban, MYFM tapoldatban,
oxigén limitalt koriilmények kozott, valtozo gliikoz koncentracio
(12-20%) és homérséklet (45-47 °C) mellett teszteltiik.
Eldkisérleteinkb6l megdllapithato, hogy a gliikéz koncentracio
emelése fokozta az etanol termelést. A legmagasabb gliikoz
koncentrdcio mellett mért etanol termelés (~ 5%) nem kiilonbozott
egymastol a tesztelt homérsékleteken (45, 46 és 47 °C), mely

megfigyelés jelzi a térzs termotolerancidjanak fokozdsaban rejlé

lehetdséget.
Kulcsszavak: Kluyveromyces marxianus, etanol,
termotolerancia
SUMMARY

Fermentation at high temperature with application of
thermotolerant microorganisms is a technological advantage in
bioethanol production. Among the yeasts, K. marxianus has
outstanding thermotolarance. The industrial application of the
IMB3 strain occurs usually at 45C. The final aim of our project is
the genetic modification of the K. marxianus CBS712 strain in
order to achieve ethanol production at higher temperature than
the currently applied. This requires the characterization of the
CBS712 strain, with special attention to the determination of the
temperature limit of its growth and the amount of the ethanol
produced. The temperature limit of growth was 48C in YPD
medium. Elevation of the temperature above 45C led to an
exponential drop of the cell viability. Ethanol production was
tested in shaking flasks, in MYFM medium, under oxigene limited
conditions, applying variable concentrations of glucose (12—-20%)
and different temperatures (45-47 °C). Preliminary results have
revealed that the elevation of glucose concentration increased the
amount of ethanol produced. The amount of ethanol (appr. 5%)

produced at the highest glucose concentration was not different at
the tested temperatures (45, 46 and 47 °C). The observation
indicates the potential in raising the thermotolerance of the strain.

Keywords: ethanol,

thermotolerance

BEVEZETES

Kluyveromyces marxianus,

A Dbioetanol az egyik legfontosabb megujuld
energiaforras, amely részben kivalthatja a fosszilis
energiaforrasokat, illetve fokozott alkalmazésaval
csokkenthetd a fosszilis energiaforrasok
felhasznalasaval eldidézett kornyezetszennyezés. A
mezégazdasagi  termékek és  melléktermékek
felhasznalasara alapozott termelés az utdbbi években
érte el azt a technologiai szinvonalat, hogy a
bioetanol a koolajtermékek mellett gazdasagilag is
redlis alternativava valt az energiapiacon.

Bioetanol ecléallitasara  alapanyagként altalaban
burgonya- vagy kukoricakeményit6t hasznalnak.
Mellettiik egyéb termesztett novények, példaul rozs,
tritikalé, csicsoka, arpa vagy zab felhaszndlasa is
el6térbe keriilhet, amivel az eltérd termoképességii
foldteriiletek termelésbe vonasa is megoldhato lenne.
A keményité alapu bioetanol gyartds mellett igen
nagy jelentdsége van a celluloz alapu eléallitasnak,
amire elsésorban a fas szari novények alkalmasak.
Az alapanyagok a bioetanol eldallitasara nem csupan
termesztett névények lehetnek, hanem nagyon fontos
szerep harul a mezdgazdasagi hulladékokra. Ezek
felhasznalasakor  (sz6lovenyige,  kukoricaszar,
gylimdlcsfak nyesedékei, fakéreg, szalma, faipari
hulladékok) maga az alapanyag el6allitasa nem jelent
plusz raforditast illetve kdrnyezeti terhelést.

A Dbioetanol el6allitasara altalaban Saccharomyces
cerevisiae torzseket hasznalnak. A Saccharomyces
cerevisiae a genetikaban is régota ismert és kutatott
modellszervezet, igy sok kidolgozott molekularis

bioloégiai  technika  létezik a  vizsgalatara,
manipuldlasara. Hatrdnyai kozott szerepel, hogy
magas  hoémérsékleten  (40-45 °C)  veszit

életképességébdl, igy az bioetanol gyartdsa soran
ehhez kell alkalmazkodni, ami plusz koltséget jelent.
Technologiailag kedvezdbb, illetve gazdasagosabb,
ha termotolerans mikroorganizmusok
alkalmazéasaval, magasabb homérsékleten folyik az
etanol termelés.
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Ennek egy forméaja az alapanyag enzimes emésztését
és a mikroorganizmussal torténé fermentalast
O0sszevond un. SSF (simultaneous saccharification
and fermentation) technolégia. A  termelés
gazdasagosabb ugyanis, ha az enzimes kezelés utan
nem kell a rendszert az élesztdgomba miatt
nagymértékben lehiiteni, ¢és ugy folytatni a
fermentalassal, hanem egy termotolerans fajjal,
viszonylag magas hoémérsékleten (50-55 °C)
egybevonhat6 a két 1épés.

A termotolerans éleszték kozott kiemelkedd a
Kluyveromyces marxianus hétirése. A
Kluyveromyces marxianus torzsek nagy
biotechnologiai jovével néznek szembe, példaul
széles szubsztrat spektrumuk, hoétolerancigjuk,
valamint magas novekedési ratdjuk miatt (Singh
et al, 1998). Ezen torzsek alkalmas etanol
termeldnek Dbizonyultak SSF és immobilizacios
kisérletekben is, mely ipari felhasznalasara nézve
biztatd (Love et al., 1998). Az ipari alkalmazasat
leir6 irodalom 45 °C-on torténd felhasznaldsat emliti.
Mas irodalmi adatok viszont arra utalnak, hogy a faj
hétirésének kiaknazasaban még realis lehetdség van,
azaz elképzelhetd, hogy jobban meg Iehetne
kozeliteni a keményité hidrolizését végzé enzimek
optimalis mikodési hdmérsekletét.

Irodalmi adatok szerint az egyik legjobb hoétiirésii
torzs az IMB3 (Banat és Marchant, 1995). A torzs
eredeti izolatuma képes 52 °C-on ndvekedni és
50 °C-on etanolt termelni. Eredetileg ezzel a torzzsel
szerettiink volna dolgozni, de ezt mar az iparban is
hasznaljak, ¢és csak az érintett kutatdcsoportok
szamara hozzaférhet6. Az NCYC (National
Collection of Yeast Cultures) torzscentrum a
CBS712 torzset ajanlja kutatomunka céljara. E torzs
elényos lehet, hiszen genomjanak 20%-at random
moddon mar megszekvenaltak (Llorente et al., 2000)
¢és termotoleranciaja is figyelemre mélto.

A Kluyveromyces marxianus CBS712 homotallikus
torzs, spordinak mutagenezise jO lehetséges
CBS 712 torzs megszekvenalt genomjaban
azonositott kb. 1300 génbdl csupan 42-nek nincs
Saccharomyces cerevisiae homologja. E tény azért
jelentds, mert a két faj hasonldsadga miatt elvileg jol
alkalmazhaté modszer az ismert Saccharomyces
cerevisiae gének probaként torténd felhasznalasa
Kluyveromyces marxianus gének azonositasara,
illetve valosziniisiti a jol kidolgozott Saccharomyces
cerevisiae technikak Kluyveromyces marxianusra
torténd adaptalasanak sikerességét.

A PhD project tavlati célja, a Kluyveromyces
marxianus CBS712 torzs olyan genetikai modositasa,
amely altal az iparban a szokasosnal lényegesen
magasabb homérsékleten jelentés mennyiségi etanolt
termeltethetiink. A sporak mutagenizalasa és a jo
hétiiré és magas etanol mennyiséget termeld klénok
izolalasa el6tt elengedhetetlen a kiinduldsi torzs
minél részletesebb jellemzése. E dolgozat vizsgalja a
Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs hotirését,
etanol termeld képességét és a fermentacidos idd
optimalizalasat.

ANYAG ES MODSZER

Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs (NCYC
1026) tenyésztése és fenntartasa

A torzset YPD és YM tapagaron 30 °C-on
tenyészettiik a napi gyakorlati munka céljara. Az
YPD taptalaj Osszetétele: 1% éleszté kivonat
(BBL™), 2% pepton (Difco), 2% gliikoz, 2% agar.
Az YM taptalaj osszetétele: 0,3% élesztd kivonat
(BBL™), 0,3% malata kivonat 0,5% pepton (Difco),
1% gliikkoz, 2% agar. Az YPD és az YM taptalajok
pH-ja egyarant 5,5. A torzset a torzsgyiijteményben
20% glicerollal  kiegészitett YM tapoldatban
-70 °C-on taroljuk.
Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs
novekedeésenek vizsgalata

A novekedési vizsgalatokhoz hasznalt YPD
tapoldatoknak az Osszetétele és pH-ja megegyezett az
YPD taptalaj Osszetételével, az agar kivételével. Az
elétenyészethez 1  telepet YPD  tapoldatba
inokulaltunk (100 ml-es lombik 10 ml taptalajt
tartalmazott). Az inkubalas korilményei: 30 °C,
24 ora, 200 rpm. A torzs novekedését az optikai
denzitas fotometrias meghatarozasaval kovettiik. Az
elétenyészet optikai denzitasanak meghatarozasa
utan (600 nm-en:ODg:2.1.) a fotenyészethez 100 ml
YPD tapoldatot ODgp:0,1 optikai denzitasnak
megfeleld  sejtmennyiséggel  inokuldltunk; a
fotenyészetet 500 ml-es lombikban razattuk. A
novekedés monitorozasa 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C,
46 °C, 47 °C és 48 °C-on tortént.

Eletképességi vizsgdlatok

A novekedési gorbék készitése soran a 24 6ras
mintdkbol életképességi vizsgalatot végeztiink, félig
kvantitativ modszerrel, a kovetkez6 modon: az adott
24 6ras tenyészet 10-szeres higitasi sorozatabol (107,
102,107, 10, 107, 10°) 20 pl-eket cseppentettiink
egy YPD tapagarra.

Az etanol termelés vizsgalata

Az etanol termeltetést MYFM tapoldatban (3 g/l
éleszté kivonat (BBL™), 2 g/l pepton (Difco), 2 g/l
KH2P04, 2 g/l (NH4)2SO4, 1 g/l MgSO4* 7H20, 1 g/l
MgSO0,4*H,0) végeztik, amely tapoldatot
kiegészitettik az adott kisérletnek megfeleld
mennyiségli gliikozzal. Az el6tenyészethez 1 telepet
MYFM tapoldatban inokuldltunk (100 ml-es lombik
50 ml taptalajt és 10 g/l gliikozt tartalmazott). Az
inkubalas korlilményei: 45 °C, 24 6ra, 200 rpm. A
250 ml-es lombikban razatott 100, illetve 200 ml
tapoldatot, amelyet a megfeleld mennyiségii
glikozzal kiegészitettiink, 3 ml el6tenyészettel
inokulaltuk. Az etanol koncentracié meghatarozésa
12, 16, 20, 24 illetve 48 6ras tenyészetekbdl tortént.
A torzs etanol termelését 45 °C, 46 °C, 47 °C-on
vizsgaltuk. Az eldkisérletek soran a lombikokban az
anaerobat megkozelitd kornyezet megteremtését
szilikkon gumidugd haszndlataval értiik el, az
oxigénlimitaltsagot pedig a fordulatszam
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csokkentésével. Az etanol mérése gazkromatograffal
tortént HP-5-6s oszlopon 1% izopropanolt hasznalva
belso standardként.

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs
novekedeésének és életképességenek vizsgalata

Morfoldgiai meghatarozas

A Kluyveromyces marxianus CBS712 torzsrol
ismert, hogy komplex tapoldatban bimbozd és
pszeudohifds novekedésre is képes. E morfologiai
jellemz6t YPD taptalajon tesztelve azt tapasztaltuk,
hogy a pszeudohifas novekedés az iddsebb
tenyészetekre jellemz6 (1. dbra).

1. abra: A: Pszeudohifas novekedés, B: Bimbo6zo novekedés

Figure 1: A: Growth of pseudohypha, B: Budding of yeast
cells

Novekedés vizsgalata

A torzs novekedését el6szor az
élesztogenetikaban rutinszerien hasznalt
koriilmények kozott, azaz 30 °C-on teszteltiik. Az
etanol termelés szempontjabdl fontos hémérsékleti
tartomany eléréséig a ndvekedés hdémérsékleti
fliggését csak néhany hofokon, a hdmérséklet nagy
1éptékili emelésével teszteltiik.

Intenziv ndvekedést tapasztaltunk 30 °C, 35 °C és
40 °C-on is (2. dbra). Figyelemre méltd, hogy a
45 °C-on vald novekedés nem tér el drasztikusan az
alacsonyabb hémérsékleteken (35 °C és 40 °C)
tapasztalhatotol, amely azért fontos, mert a
Kluyveromyces marxianus iparban mar hasznalt
torzseit (IMB3, IMB4) is 45 °C-on tesztelik illetve
alkalmazzak (Hack és Marchant, 1998b; Banat és
Marchant, 1995). 45 °C folott fokonként teszteltiik a
novekedést. A novekedés logaritmikus fazisa 46 °C
és 47 °C-on mar hanyatlik, de nem tal erbteljesen. A
48 °C-on vald abszolut minimalis ndvekedése miatt
(ODgp0:0,156 kiinduld tenyészet, 24 oOras tenyészet
ODg00:0,315) a hémérsékleti hatart ebben a fokban
hatdroztuk meg (2. dbra). Minden egyes
hémérsékletnél 3 mérés atlagat ¢és szorasat
tartalmazza az abra.

Eletképesség vizsgalata

A novekvo homérséklet életképességre gyakorolt
hatasat az ¢€l6 sejtszam meghatarozasara alkalmas
félig kvantitativ drop teszttel hataroztuk meg. A teszt
az ¢l6 sejtszam abszolut meghatarozasa nélkiil,
egymashoz viszonyitva adja meg, hogy a
hémérséklet emelésével milyen az életképesség
csokkenésének a mértéke. A 3. és a 4. dbran jol
latszik, hogy 45 °C folott 1  fokos
hémérsékletemelkedés 10-szeres életképességbeli
csokkenést vont maga utan, kivéve a 47 °C-rél
48 °C-ra val6 emelkedést, mert itt mar 100-szoros
volt az ¢életképességbeli csokkenés.

Az etanol termelés vizsgalata

Az iparban ¢és a kisérletekben az etanol termelés
hémérséklete altalaban a 45 °C (Hack és Marchant,
1998a; Love et al, 1998), igy mi is ezen a
hémérsékleten  kezdtik el a  termeltetést.
Elokisérleteinkben ¢l6szor a viszonylag alacsony
glikoz koncentracio hatasat vizsgaltuk, illetve
teszteltiikk, hogy az oxigén limitacio kiilonb6zd
mértéke hogyan befolyasolja az etanol termelést
(1. tablazat).

Elokisérletink soran az oxigén limitacio
tekintetében 2 paraméterrel dolgoztunk: 100 ml és
200 ml tenyészettel a 250 ml-es lombikban, valamint
a 16 oras tenyésztést kovetden, a lombik szilikon
gumidugoval torténd bedugaszolasaval kozel anaerob
koriilményeket idéztiink eld, kiilonésen a 200 ml
taptalajt tartalmazd lombikok esetében. A kisebb
térfogatu kultara, amely inkabb aerob koriilményeket
teremtett az élesztd szamara, jobban segitette az
etanol termelést, ezért a kovetkezd kisérletiinkben
mar ezzel a paraméterrel dolgoztunk. Alacsony
gliik6z koncentracié mellett az etanol termelés
csekély; a 100 g/l gliikdéz koncentracional termelt
etanol mennyisége is elmarad az irodalmi értékek
alapjan varhaté koncentraciotol (Hack és Marchant,
1998a, b).
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A kovetkezo elkisérletben a gliikdz koncentracid egyértelmiien fokozta az etanol termelést;
emelése mellett (120 g/l, 140 g/l, 160 g/1, 180 g/l, megallapithatd tovabba, hogy az etanol termelés
200 g/1) teszteltiik a fermentalas célszerti idotartamat maximuma mar 24 o6ra koriil detektalhatd oxigén
(2. tablazat). A glikéz koncentracid emelése limitalt kortilmények kozott.

2. abra: Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs novekedése kiilonb6zé hémérsékleten
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Figure 2: Growth of Kluyveromyces marxianus CBS712 srtain on different temperature
Optical density on 600 nm(1), time (hour)(2), 30 Celsius degree(3), 35 Celsius degree(4), 40 Celsius degree(5), 45 Celsius degree(6),
46 Celsius degree(7), 47 Celsius degree(8), 48 Celsius degree(9)

3. dbra: Kletképesség meghatarozasa drop teszttel 4. abra: Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs
24 6rés tenyészet, majd a higitasi sorozatok életképessége a hdmérséklet emelésével exponencialisan
csokken
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Figure 4: Elevation of the temperature led to an exponential

decline of the Kluyveromyces marxianus CBS712 strain viability
Logaritm of diluton(1), celsius degree(2)

Figure 3: Determination of cell viability with drop test,
Culture of 24 hour and serial of dilution
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1. tablazat

Etanol termelés tesztelése alacsony gliikéz koncentracié és kiilonb6zé mértékben oxigénlimitalt koriillmények kozott, 45 °C-on

o, _ A tenyészet térfogata a 16 oras tenyészet etanol | 24 oras tenyészet etanol | 48 oOras tenyészet etanol

Gliikoz koncentracio . ias ias L
@) 250 ml-es lombikban koncentracidja koncentracidja koncentracidja

£ (mI)(2) (% (vIv))(3) (%o (vIV))(4) (%o (vIV))(5)

50 200 1,27 1,36 1,22

50 100 1,35 1,24 1,26

100 200 2,01 2,53 2,75

100 100 2,57 2,77 3,22

Table 1: Investigation of ethanol production between low glucose concentration and different kind of oxigene limited conditions at 45 °C
Glucose concentraction (g/1)(1), amount of culture in 250 ml flask(2), ethanol concentracion measure in 16 hour culture (% v/v)(3), ethanol
concentracion measure in 24 hour culture (% v/v)(4), ethanol concentracion measure in 48 hour culture (% v/v)(5)

2. tablazat
Etanol termelés tesztelése novekvé gliikéz koncentracié mellett 45 °C-on
o, ., A tenyészet térfogata a 16 oras tenyészet etanol 24 6ras tenyészet etanol 48 oras tenyészet etanol
Gliikoz koncentracid . L. L s
250 ml-es lombikban koncentracidja koncentracidja koncentracidja
eh® (mD2) (% WA)G) (% (vA)() (% WAS)
120 100 3,40 3,47 3,00
140 100 4,34 3,60 3,47
160 100 4,88 4,46 4,34
180 100 4,27 4,82 4,21
200 100 5,03 4,78 4,31

Table 2: Investigation of ethanol production with elevation of glucose concentracion at 45 °C
Glucose concentraction (g/1)(1), amount of culture in 250 ml flask(2), ethanol concentracion measure in 16 hour culture (% v/v)(3), ethanol
concentracion measure in 24 hour culture (% v/v)(4), ethanol concentracion measure in 48 hour culture (% v/v)(5)

Az etanol termelés idébeni maximumanak és
hOmérsékleti  hatardnak  tesztelése  érdekében,
emelked6 gliik6z koncentraciok mellett, 12 és 24 o6ra
ko6zott tobb mintat véve, kiilonboz6 homérsékleteken
vizsgaltuk az etanol termelést (5. dbra, 6. dbra,
7. abra). Megallapithato, hogy
1. A gliikdz koncentracid novelése egyértelmiien az

etanol termelés fokozasahoz vezetett;

2. Az etanol termelés maximuma altaldban 20-24

ora koril van;
3. A hoémérséklet 45 °C {6lé emelése nem
csokkentette az etanol termelés mértékét.

Utobbi  kiilonosen szembetlind, ha az egyes
hémérsékletek mellett mérhetdé maximalis etanol
koncentraciokat hasonlitjuk 6ssze (8. dbra).
T4jékozodo jellegh elkisérleteink eredményei még
meger6sitést igényelnek, mert ezek az adatsorok nem
tartalmaznak parhuzamos méréseket. Ezekbdl a
kisérletekb6l a kovetkezé altalanos tendenciak
szirhetéek le: a glikoz koncentracid emelése
egyértelmiien az etanol termelés fokozasahoz
vezetett. Még a 20%-os gliikdz koncentracié sem
hatott az élesztére karosan, ezért érdemes tovabb
tesztelni a torzs glikoz tolerancidjanak hatarat.
Sziikséges megvizsgalnunk 48 °C-on (esetleg
magasabb hémérsékleten is) az etanol termelést, mert
a 4547 °C-on mért adatok alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a  magas  glikoz
koncentracié mellett a térzs hotoleranciaja is javul.
Célszeri  tovabba  meghatarozni az  egyes
hémérsékletekhez tartozd legoptimalisabb gliikoz
koncentraciot és fermentacios idot.

5. abra: Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs etanol
termelése 45 °C-on
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—— 12% gliikoz(3)  —®— 14% glikoz(4)
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—%—20% gliikoz(7)

Figure 5: Ethanol production of the Kluyveromyces
marxianus CBS712 strain at 45 °C
Ethanol %  (v/v)(1), time (hour)(2), 12% glucose(3),
14% glucose(4), 16% glucose(5), 18% glucose(6), 20% glucose(7)
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6. abra: Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs etanol 7. abra: Kluyveromyces marxianus CBS712 torzs etanol
termelése 46 °C-on termelése 47 °C-on
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—H—20%gliikoz(7) —X—20% gliikoz(7)
Figure 6: Ethanol production of the Kluyveromyces Figure 7: Ethanol production of the Kluyveromyces
marxianus CBS712 strain at 46 °C marxianus CBS712 strain at 47 °C
Ethanol % (v/v)(1), time (hour)(2), 12% glucose(3), 14% Ethanol % (v/v)(1), time (hour)(2), 12% glucose(3), 14%
glucose(4), 16% glucose(5), 18% glucose(6), 20% glucose(7) glucose(4), 16% glucose(5), 18% glucose(6), 20% glucose(7)

8. abra: Maximalis etanol termelési adatok dsszevetése 45 °C, 46 °C és 47 °C-on kiilonb6z6 gliikéz koncentracioknal

etanol% (v/v)(1)

12% gliikéz(6) 14% gliikéz(7) 16% gliikoz(8) 18% gliik6z(9) 20% gliikéz(10)

Gliikoz koncentracio(2)

045 Celsius fok 24 6ras mérési adatok(3) W46 Celsius fok 20 6ras mérési adatok(4) W47 Celsius fok 24 oras mérési adatok(5)

Figure 8: Maximal ethanol production at different concentration of glucose and temperature (45 °C, 46 °C and 47 °C)
Ethanol % (v/v)(1), glucose concentration(2), 45 Celsius degree measuring data of 24 hour(3), 46 Celsius degree measuring data of
20 hour(4), 47 Celsius degree measuring data of 24 hour(5), 12% glucose(6), 14% glucose(7), 16% glucose(8), 18% glucose(9),
20% glucose(10)
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