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Bevezetés

A vilag savd termelésének mintegy 50%-at hasznositjdk csupan kiillonbozo
termékekben. A EU-ban ennek a mennyiségnek 45%-at kozvetleniil folyékony formaban,
30%-at poritott savd formajaban, 15%-at laktéz forrasként, vagy laktdézmentesitett
melléktermékként, a maradékot pedig savofehérje koncentrdtumként hasznaljak fel.
Magyarorszagon a kérddzok tejébdl eldallitott sajtok és taroféleségek gyartdsa sordn mintegy
0,5 milliard 1 savo keletkezik.

A savo fontos kdrnyezeti problémat jelent, mivel nagy mennyiségben keletkezik és
magas szerves anyag tartalommal rendelkezik, amelyet a BOI = 30 000 — 50 000 ppm ¢és KOI
= 60 000 — 80 000 ppm értéke is mutat. Nagyobbrészt a savoban talalhatd laktoz felelds a
magas BOI és KOI értékekért, ami abbdl is lathato, hogy a savé fehérje mentesitése csak kb.
10 000 ppm-el csokkenti a KOI-t.

A savoban szdmos hasznos anyag pl. laktoz (4.5-5% v/v), fehérje (0.6-0.8% v/v),
lipidek (0.4-0.5% v/v), asvanyi sok (a szaraz anyag 8-10%-a), laktat (0.05% v/v), citromsav,
NPN anyagok (karbamid, hugysav), a B-vitamin csoport elemei, stb talalhato, amelyek
alkalmassa teszik arra, hogy a kiilonb6zé fermentacids folyamatokban szubszrtatumként
alkalmazzak.

A keletkezett nagymennyiségli savd egyik lehetséges felhasznalasi alternativaja az
egysejtfehérje (Single Cell Protein) eldallitds. A miivelet sordan a sajtsavot egysejtfehérje
eloallitasara alkalmas élesztotorzzsel (pl. Kluyveromyces) oltjak be. Az éleszté megfeleld
aranyu szaporodasat és novekedését a savd mintegy 4-5% koriili laktoztartalma is biztositja,
oly modon, hogy az élesztd B-galaktozidaz (laktaz) enzime segitségével a savoban talalhatod
laktozt (4-O-B-D-galaktopyranosyl-D-glucose) galaktozra, illetve gliikozra bontja. A savo
megfeleld beltartalma fontos, mivel a tdpanyaghiany csokkenti a laktaz mennyiségét. A
folyamat eldrehaladtaval - az élesztészaporodas kovetkeztében - a savo fehérjében és
vitaminokban feldusul.

Anyag és modszer

Vizsgélatainkban a Kluyveromyces nemzetség két fajanak torzseit (Kluyveromyces
marxianus var. marxianus LAF4 /Hansen/; Kluyveromyces lactis KE 231 /KEKI 1223/)
hasonlitottuk 6ssze az egysejtfehérje eldallitasra vald alkalmassag szempontjabol.

Els6 1épésben az irodalomban kozolt és egysejtfehérje eldallitasara alkalmas
¢élesztéfajokat (pl. Kluyveromyces, Candida, Torula, Saccharomices /Irvine — Hill, 1985/) a
rendelkezésre alld szubsztratum (sajtsavo), kornyezeti igényiik (pH, homérséklet, rH stb),
valamint egyéb termelési paraméterek (fermentdcid modja, fajlagos szaporoddsi hanyados,
hozam, generacios ido, stb) alapjan vizsgaltuk.

A kivélasztott két faj torzseit (Kluyveromyces marxianus var. marxianus LAF4
/Hansen/; Kluyveromyces lactis KE 231 /KEKI 1223/) vékuumzarasos, dupla ampullas,
liofilezett formaban szereztiik be a Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti
gyljteményébol (Budapest, Somloi u. 14-16.). A torzseket az eldirasoknak megfeleléen
rehidrataltuk, majd LYP (laktoz, élesztd, pepton) taptalajra oltottuk. Az inkubacid (30°C, 48



h) eltelte utan GYP (gliikkéz, élezstOkivonat, pepton) taptalajra atoltva tiszta tenyészeteket
készitettiink. Az atoltasokat havonta elvégeztiik.

A savd alapon torténd egysejtfehérje-eldallitasra, mind az édes, mind a savanyt
sajtsavo egyarant alkalmas. A savo jellege a sajtgyartds modjatol fiigg, amely esetben a
legmeghatarozobb faktor az a pH, amelyen az alvadékot levalasztjak a savotol. Kisérleteink
soran édes savoval dolgoztunk, melynek atlagos pH értéke 6.3 volt. A vizsgalatokhoz
beszerzett sajtsavot mélyfagyasztottuk —75°C-ra, igy annak beltartalma nem valtozott ¢és a
kisérletek a késdbbiekben reprodukalhatoak voltak. A kisérletek megkezdése el6tt a savot
szobahdmérsékleten felolvasztottuk, majd haromszori ismétléssel 10 percig 80°C-on
frakcionaltan hékezeltiik.

A kisérleti berendezés egy BIOFLO III" (New Brunswick, USA) automata vezérlésii
batch/continuous fermentor volt. A beadllitott paraméterek feliigyeletét a fermentorhoz
kapcsolt szamitogéppel és a hozza tartoz6 AFS (Advanced Fermentation Software 3.42)
programmal kovethettiik nyomon. A fermentum megfeleld levegdztetésérdl egy VISA
(Germany) tipusu szabalyozhatd kapacitasi légpumpa gondoskodott, melyet 0,22 pm-es
baktériumsziirén (Millipore, Kanada) keresztiil csatlakoztattunk a fermentorhoz. Mintavevd
egységként egy MX3"-as tipusii biosamplert (New Brunswick, USA) hasznaltunk. A
kémhatas beallitasat 1 N NaOH, illetve 1 N HCI oldatokkal végeztiik.

A fermentort Osszeszerelés utan 121°C-on 15 percig autoklavban hokezeltik. A
kisérletek induldsakor a frakciondltan hdkezelt és szobahdmérsékletre hiitott savot a
reaktorterébe toltottiik majd a fermentoron az 1. tdblazatban lathad paramétereket allitottuk
be.

1. tablazat: Az egysejtfehérje eldallitas soran beéllitott paraméterek

, e , Bedllitott
Paraméter Meértékegység Stk
Keverés 1/min 300
Hoémérséklet °C 30
Kémhatas pH 4,5
Oldott oxigén % Meért

Az inokulumban az ¢lesztéamot Densimat (bioMériux, France) késziilék segitségével
allitottuk be Gigy, hogy a savoban a kezdeti sejtszam 10° élesztdsejt/ml legyen.
A Dbeoltds utdn néhany perc keverést kovetéen a fermentor zardfedélbe integralt
mintavevdjének segitségével mintat vettiink.

Egysejtfehérje eldallitas kdzben a tapoldat levegdztetése és kevertetése kovetkeztében
a feliileti fesziiltségcsokkentd anyagok hatasara hab képzdédik (Kovacs et al., 1979), mely
esetben indokolt a mechanikus habtorés, vagy kémiai habzasgatlok adagolasa.. A habzas
csokkentésére feliiletaktiv ANTIFOAM-Y 30 emulziot hasznaltunk.

Eredmények és értékelésiik

Az egysejtfehérje eldallitasi folyamatot szakaszos rendszerben, 48 oran keresztiil
végeztiik. Mintavétel 4 oranként tortént az automata mintavevd segitségével. A mintakbol
meghatdroztuk az ¢élesztétorzsek altal elért maximalis szarazanyagot: a mintabol
meghatarozott mennyiséget lecentrifugaltunk (5000 1/min; 10 min) majd a feliiluszot
ledntottiik és az tiledéket felszuszpendaltuk. Ezt a folyamatot tobbszor ismételtiik végiil az
iiledéket ismert sulytl edénybe Ontottiik at és szaritdszekrényben 105 °C-on sulyallanddsagig
szaritottuk. A visszamérés utan a szarazanyag mennyisége kiszamithato.



Az egysejtfehérje eloallitdsi folyamatot minden torzs esetében harom ismétléssel
végeztiik. A kapott eredményeket g/l-es értékekre atszamolva (2. és 3. tablazat) és koordinata
rendszerben abrazolva megkapjuk az egyes torzsekre vonatkozo sebességi gorbét.

2. tablazat: az SCP eldallitas soran mért paraméterek
Kluyveromices lactis KE 231 torzs esetében

Tartalom (%)

Eleszté
1d6 (h) | S7*"” | Laktéz | Gliikéz [Galaktéz] Etanol

tomeg

(/)
0 4,79167 | 4,49380 | 0,00081 | 0,00493 | 0,02119
4 6,37500 | 4,36707 | 0,00195 | 0,00548 | 0,00890
8 7,45833 | 4,38430 | 0,00179 | 0,00509 | 0,00787
12 8,70833 | 4,40154 | 0,00163 | 0,00471 | 0,00684
16 10,41667| 3,97687 | 0,00491 | 0,00214 | 0,03605
20 |10,83333(3,20301 | 0,00703 | 0,00237 | 0,03191
24 111,91667|2,42915|0,00916 | 0,00261 | 0,02776
28 13,54167| 0,30755{0,01317 | 0,00354 | 0,15490
32 14,62500( 0,15445 | 0,02569 | 0,00357 | 0,11319
36 |15,16667) 0,00136 | 0,03822 | 0,00360 | 0,07149
40 |13,45833(0,00494 | 0,03953 | 0,00381 | 0,06008
44 111,33333| 0,00304 | 0,04966 | 0,00407 | 0,04040
48 10,20833(0,00114 | 0,05979 | 0,00433 | 0,02072

3. tablazat: az SCP eldallitas soran mért paraméterek
Kluyveromices marxianus var. Marxianus LAF 4 torzs

esetében
Tartalom (%)

Eleszt6
1d6 (h) | S2*"% | Laktéz | Gliikéz [Galaktoz] Etanol

tomeg

&)
0 4,25000 | 4,03126 | 0,00061 | 0,07116 | 0,00198
4 7,83333 [4,03737 | 0,00000 | 0,07076 | 0,00203
8 8,95833 | 4,01450 | 0,00000 | 0,06762 | 0,00150
12 |10,41667| 3,99180 | 0,00000 | 0,06447 | 0,00096
16 |11,91667] 3,63412 | 0,00156 | 0,06168 | 0,00764
20  |14,58333|3,11310 | 0,00070 | 0,05677 | 0,05548
24 ]15,54167|2,59216 | 0,00000 | 0,05187 | 0,10332
28  |16,41667| 1,81331 | 0,00188 | 0,04731 | 0,02903
32 |17,45833] 1,54340 | 0,00547 | 0,04581 | 0,02294
36  [18,91667| 1,27366 | 0,00906 | 0,04431 | 0,01685
40  |20,25000| 0,75576 | 0,01271 | 0,04049 | 0,01205
44  119,79167| 0,54240 | 0,01026 | 0,03818 | 0,00603
48 117,75000] 0,32925 | 0,00782 | 0,03586 | 0,00000




A fajlagos szaporodési sebesség (Umax) meghatdrozasi modjai koziil a sebességi gorbét
altalaban az esetlinkben is alkalmazott sejttomeg, vagy a vele aranyos optikai denzitds mérése
esetén alkalmazzak. A szaporodas exponencialis szakaszaban a p=pm. allando érték, azaz
ekkor a szaporodasi sebesség egyenesen aranyos a sejttomeggel.

A Kluyveromyces marxianus var. marxianus LAF4 /Hansen/, illetve a Kluyveromyces
lactis KE 231 /KEKI 1223/ esetében kapott [ értékek 0,37, illetve 0,29 h! volt. Az el8bbi
értékekbdl az (1) Osszefliggés alapjan kiszadmithatjuk a torzsek exponencidlis szaporodasi
szakaszara jellemz0 generacios iddket.

te=— (1

ahol,
t;=generacios 1do,
u= fajlagos szaporodasi hanyados

Az altalunk vizsgalt torzsek esetében t, 1,8 h (Kluyveromyces marxianus var.
marxianus LAF4), illetve 2,3 h (Kluyveromyces lactis KE 231) volt. Az egysejtfehérje
eldallitas soran a rovidebb generacids idével rendelkezd torzzsel rovidebb id6 alatt elérhetd a
kivant sejtszam, melyet a 1éptékndvelés és a folyamat optimalizalasa soran figyelembe kell
venni, lizemi szinten pedig jelentds koltségmegtakaritast eredményezhet.

Kisérleteink soran a laktoz-, gliikkdz-, galaktoz- €s etanol tartalom valtozésat is
nyomon kdovettiik (2-3. tablazat). A torzsek a szubsztratként szolgald laktéz szinte teljes
mennyiségét felhasznaltdk 1égzésiik és novekedésiik soran. A megfigyelhetd laktdz tartalom
csokkenés forditottan aranyos az élesztok szaporodasanak tendencidjaval.

A gliikoz és galaktdz a laktdoz enzimes bontisa soran keletkezd két egyszerli cukor,
melyek koziil a gliikkdzt az élesztd a 1€gzés elsd 1épésében hasznalja fel.

Az etanol tartalom a szénhidritok fermentativ tton torténé bontasakor
megnodvekedhet, melyet a szamunkra kedvezotle Cabtree-, illetve Custers-hatds okozhat. Az
egysejtfehérje-eldallitas sordn ugy kell irdnyitanunk a folyamatot, hogy az élesztd oxidativ
uton (légzés) bontsa le a savd laktoztartalmat. Ezt megfeleld levegdztetéssel a Pasteur-
effektus 4ltal érhetjiik el. Ekkor az etanol szintje az altalunk is mért alacsony szinten marad.

Levegd jelenlétében az egységnyi tapanyagra vonatkoztatott szaporulat 5-10-szer
nagyobb szemben az anaerob viszonyokkal. Az élesztd viszont a gliilkdzt oxidativ uton
lassabban bontja mint erjedéses uton, ami szintén az egysejtfehérje eldallitas egyik nehézsége

A torzsek altal elérhetd maximalis szdrazanyag mennyisége (a 2-3. tablazatban
kiemelve) KI. marxianus esetében 20,25 g/l, Ki. lactis esetében pedig 15,16 g/l. Atlagosan
50% fehérje tartalommal szamolva ez 10, 125 g/l, illetve 7,58 g/l fehérjét jelent, mely értékek
az irodalmi adatokkal 6sszehasonlitva (34,3 g/l Ben-Hassan — Ghaly, 1995; 18,3 g/l Sinclair —
Cantero, 1990; 13,5 - 12,2 g/l Mahmoud — Kosikowski; 25,2-27,0 g/l Wassermann et al.,
1961) atlagos értéknek mondhatok.

Kovetkeztetések és javaslatok

Az eredmények alapjan lathato, hogy az Aaltalunk vizsgalt két torzs kozil a
Kluyveromyces marxianus var. marxianus LAF4 /Hansen/ torzs az egysejtfehérje eldallitas
szempontjabol kedvezObb eredményekkel rendelkezik, mint a Kluyveromyces lactis KE 231
/KEKI 1223/ torzs. Uzemi szinten torténé alkalmazasra tehat az elébbi torzset javasoljuk az
altalunk meghatérozott paraméterek (1. tadblazat) megtartdsa mellett.

A kisérlet kivitelezésehez segitséget nyujtott az OMFB Biotechnoldgiai péalyazatan nyert
anyagi tamogatas.
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