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1 Bevezetés és célkituzések

A sajtgyartas egyik nagy problémaja, hogy rengeteg melléktermék keletkezik a folyamat soran,
tobb tejsavo jon 1étre, mint sajt. Régota kérdés az, hogy mit lehetne kezdeni 1étrejovéd nagy
mennyiségll tejsavoval, ugyanis hulladékként terheli a kdrnyezetet €s gazdasagi szempontbol is
elényos lenne felhasznalni, hogy értékesithet6é legyen. Ezért sok kutatas foglalkozik vele,
milyen modszerekkel lehet kinyerni vagy atalakitani a tejsavo hasznosithato részeit. A savot
mar az 6korban is felhasznaltak példaul kenyérkészités soran, viszont az azéta elért technologiai
fejlodés lehet6vé teszi, hogy szélesebb skalan tudjuk hasznositani. A szagdolgozatomban azt a
témat fogom koriiljarni és megvizsgalni, hogy a tejsavoban 1évo laktdézbol, milyen fermentacios
modszerrel lehet a leghatékonyabban alkoholt eldallitani.
A kutatdsom céljaul azt tliztem ki, hogy optimdlom a tejsavobdl valod etanol elballitas
technoldgiai lépéseit laboratoriumi kortiilmények kdzott. A tejsavoban az egyetlen szénforras a
laktoz. A laktoz feldolgozasanak tébb madja is lehetséges. En a bioldgiai Gton val6 feldolgozas
Kivitelezését valasztottam. Ez kozvetett vagy kozvetlen fermentaciot jelent ebben az esetben.
Kozvetlen fermentacional olyan élesztd torzset kell alkalmazni, amely rendelkezik B3-
galaktozidaz hidrolaz enzimmel és lakt6z permedz membran transzport rendszerrel, mert ezek
az élesztok képesek felhasznalni a laktozt elokezelés — monomerjeire torténd bontas — nelkl
is. Ilyen éleszt6 torzs példaul a Kluyveromyces marxianus. A kodzvetett fermentacio soran a
laktdzt hidrolizalni kell monomerjeire tehat gliikozra és galaktdzra, ezt enzimes vagy savas
eljarassal lehet megtenni. Az eljards utan keletkezd egyszerli cukrokat jellemzden
Saccharomyces cerevisiae élesztovel erjesztik alkoholla.
e A kutatas céljanak elérése érdekében kétféle Gtvonalat vizsgaltam meg.
o Az egyik a Kluyveromyces marxianus éleszt6 alkalmazasaval torténd
fermentécio.
o A masik pedig a lakt6z enzimes hidrolizise és egy Saccharomyces cerevisiae
torzs alkalmazasaval torténd fermentacio.
o E vizsgalatok eredményeinek fliggvenyében dontéttem el melyik Gton haladok
tovabb a kutatas tovabbi vizsgalatai soran.
e A tovabbi kisérletekhez is szdmos tényez0t szamitasba kell venni és meg kell vizsgalni
mik a legjobb megoldasok ahhoz, hogy elérjiikk az alapvetd célkitlizést, vagyis az
optimalis tejsavo fermentalast. Ennek érdekében a kovetkezd feladatokat kivantam

megvaldsitani:



Megfeleld enzimkészitmény kivalasztdsa az elokezeléshez. Egy olyan
enzimkészitményre van szukségink, amellyel a hidrolizis gyorsan és minél
hatékonyabban végrehajthato.
Olyan anyagcsere-tevékenységgel rendelkez6 éleszt6 torzs kivalasztasa, amely
képes a laktoz monomerjeinek optimalis erjesztésére.
Erjesztés koriilményeinek optimalasa a kivalasztott élesztovel.

=  Homérséklet,

= Tapanyag kiegészités gyakorisaganak,

= ]détartalom szempontjabol.,

Léptéknovelés megvaldsitasa — 2 literes fermentorban.



2 lrodalmi attekintés

2.1 Sajtgyartas és a tejsavd kapcsolata

A sajtkészités olyan folyamat, amely soran a tej 6sszetevoit, kiilondsen a zsir és fehérjetartalmat
bestiritik. Ez egy linedris folyamat, amely szamos technologiai 1épést foglal magéban.
Napjainkban a sajtkészitéshez sokféle kiilonb6z6 feldolgozasi modszert alkalmaznak
(SPALATELU, 2012).

A sajtot a folyékony tejben megalvadt fehérjékbdl készitik. Az alvadt tej alvadékot képez,
amely a szilard tejfehérjékbol (féként kazeinbol) all. Az alvadas sz&mos eljarassal, tobbek
kozott a tej felmelegitésével érhetd el, sav hozziadasa, enzimek felhasznalasa, bakterialis
beoltés és ezeknek a modszereknek barmilyen kombinaciojaval. Az eléallitott sajt tipusat vagy
stilusat nagymértékben meghatarozza az a modszer, amellyel a sajtot elkészitik. Az alkalmazott
alvadasmod és egyéb tényezok, mint példaul a tej forrasa, az érlelés, a fozési 1épések, az évszak,
valamint az alvadék feldolgozasanak maodja.

2020-ban az amerikai sajtipar mintegy hatmillio tonna sajtot allitott elé. Vilagszerte évente tobb
mint huszonegy millié tonnat allitanak eld, ennek mintegy felét az Eurdpai Uni6 orszdgainak
sajtgyartasa teszi Ki.

Az ipari létesitmények automatizaltak és egész évben egységes termékeket allitanak el6. A
kézmiives tejiizemek kezi folyamatokat alkalmaznak, és ez a termékeik valtozasat
eredményezheti az év soran. A sajtkészitési modszerek és méretek széles skalaja ellenére a
rendelkezésre alld sajtkészitési modok és fajtak sokféleségében, van egy fontos kdzds vonasuk:

mindannyian savot allitanak el6 (Schaan, 2022).

2.2 Tejsavo

A tejsavo a sajtgyartas mellékterméke, és Osszetétele az eldallitott sajtok stilusatol fliggden
véltozhat. Minden kilogramm sajt eldallitaisa kozben koriilbeliil kilenc kilogramm savo
keletkezik. A savo korulbelll 93-94% vizbol, 4,5% laktozbol, 0,6% fehérjébdl, 0,5% asvanyi
anyagbdl és 0,05% zsirbol all. (Risner, 2018). A savé legfontosabb Gsszetevdi kozé tartozik, a
laktdz és az oldhato fehérjék (Rosane Rosa de Souza et al., 2010).

A savonak két f6 kategoridja 1étezik, és ezek kiilonbozd sajtkészitési eljarasokbol szarmaznak.
A savanyu savo olyan sajtbdl szarmazik, amelyhez a tej pH-értékét a kazeinek izoelektromos
pontja ala csokkentik, ami a kazeinek megalvadasat okozza. A savas sajtok kozé tartozik
példaul a paneer, a queso fresco és a taro. A savé masik kategoridja az edes savo. Az édes savo
olyan sajtfeldolgozasi eljarasbdl szarmazik, amelynél enzimek csoportjat, az oltét hasznaljak,

amitdl a kazein géll¢ alvad.



Az oltéanyaggal készilt sajtok kdzé tartozik példaul a cheddar, a svajci és a provolone. (Schaan,
2022).

A masodlagos feldolgozas szempontjabdl a tejsavo legfontosabb 0sszetevoi a fehérje és a cukor.
A tejsavofehérjék a kovetkezOk: P-laktoglobulin, a-laktalbumin, immunglobulinok,
szarvasmarha szérumalbumin, laktoferrin és laktoperoxidaz (Madureira et al., 2007).

A legtobb tejsavofehérje kb. 90 °C-ig oldodik, ahol érzékennyé valnak a hddenaturaciora
(Schaan, 2022). A tejsavO fehérjetartalma a tej teljes fehérjetartalmanak nagyjabdl 20
tOmegszazalékat teszi ki (Madureira et al., 2007). A laktéz mind a savanyud, mind az édes savo
elsédleges cukorfajtaja, és a savd Osszes szénhidratjanak koriilbelill 95%-at teszi ki. A
fennmarad6 cukrokat gliikéz, galaktéz €s nyomokban kiilonb6zd oligoszacharidok alkotjak
(Tsermoula et al., 2021). A laktoz egy diszacharid, amely egy B -1,4-kotéssel kot dssze egy

glikoz- és galakt6z-monomert (1. abra).

o OH
OH
CH,0H CH;0H
OH o O H* vagy laktaz OH
OH OH
Gliikéz
OH
Laktoz Galaktoz

1. dbra: A laktdz hidrolizise glikd6zza és galakt6zza (Prazares et al., 2012)
A tejsavl felhasznalhatd masodlagos termékek eldallitasara, de az indulasi koltségek és a
legtobb masodlagos feldolgozashoz sziikséges infrastruktira jellemzden magas tokebefektetést
igényel. Emiatt sok tejfeldolgozd, kiilondsen a kisebb volumenti termel6k kénytelenek a savo
artalmatlanitasanak mas, masodlagos feldolgozast nem igénylé modjat megkeresni. Néhany
tejiizem sikeresen értékesitette a savot allati takarmanyozasra, de a savo jelentds része végiil a
kommunalis vagy magan szennyvizbe ker(l. A szerves hulladékkal szemben tdmasztott jelentds
kezelési kdvetelmények miatt azok a tejizemek, amelyek a savOjukat a szennyvizbe eresztik
gyakran kotelesek dijat fizetni a helyi kozmiiszolgaltatoknak az artalmatlanitasért. Ez a fajta
artalmatlanitas szintén kornyezeti hatassal jar. Az akar 8-10%-o0s (w/v) szerves anyag tartalmu
savonak nagyobb a negativ kornyezeti hatasa, mint mas szerves hulladéekoknak, mint péeldaul

az emberi szennyviznek (Schaan, 2022). Lépéseket kell tenni a szennyvizrendszereken



keresztul artalmatlanitott savo kdrnyezetre gyakorolt karos hatasanak csokkentésére (Prazeres
etal., 2012).

2.2.1 Masodlagos savé termékek

Mésodlagos savotermékeket mér azdta gyartanak, amiota sajtot is. Ami egyes torténészek
szerint a juhok haziasitasaval kezd6dott, 8000-10 000 évvel ezeldtt (Schaan, 2022). A korali
sajtkészitOk a savot a, kenyérkészitéshez vagy tdpanyagokban gazdag vizforrasként
hasznalhattak fel. Valgjaban a savot még ma is hasznaljak kenyérkészitéshez. Emellett kefir
készitésére is (Pescuma et al., 2015). A leggyakoribb masodlagos savotermékek a laktoz,
elvalasztasaval vagy a fehérje folyékony savobol torténd kivonasaval késziilnek. Ez a savo
szaritdsaval vagy kiilonbozo szlrési és centrifugalasi 1épések alkalmazasaval érhetd el. A
tejsavdfenérje a legnagyobb térfogati masodlagos savofehérje-termék; 2020-ban az USA-ban
a szaraz savOfehérje termelése meghaladta a 700 000 metrikus tonnat. A laktdz termelés
valamivel tobb, mint 500 000 metrikus tonna volt. A tejsavobol szarmazo lakt6z és
fehérjeporokat kiilonboz6 tisztasagi szintekre lehet frakciondlni a feldolgozashoz hasznalt
technoldgia alapjan (2. abra). Altalaban minél speciélisabb technoldgiara van sziikség, annal

magasabb a koltséggel jar a termék adott minéségének eldallitasa (Schaan, 2022).

Centrifagacio/
Mikrofiltracio

Sajt szemcsék, zsir

Dializis sziirés/
Ion cserélé
kromatograifia

Savo fehérje
koncentritum

Besiirités Kikristalvositas As"'any.'le’myag— Ultrafiltracio
eltavolitas

Lakto l l
.a or . Frakcionalas
visszanyerés

Savo por Csﬁl’ckentett ' ) Asvanyianyag Laktéz Savé fehérje Savé fehérje| |Tiszta fehérje
laktoztartalma savé| |eltavolitott save koncentratum izolatum haboinlks
Edesitett Edesitett Csecsméknek Csecsemdknek Tejtermék Dietetikus  Taplaléekkiegészito
tejtermékek tejtermékek keésziilt keésziilt  édesits szer termékek  csecsemékunek
tejtermékek étrendkiegészito

S

"o

2. abra: Szaritott tejsavo termékek eldallitasi ar szerint (Schaan, 2022)
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A tejsavo fehérjepor €s a laktoz eldallitasa jo gazdasagi alternativdja a dompingnek az ipari
sajtgyartok szamara. Ez szennyvizdijak csokkenésének koszonhetd, valamint a piacképes
masodlagos termékek eldallitasanak. Sajnos az infrastrukturalis és technoldgiai koltségek miatt
a kézmiives sajtgyartasban nem kivitelezhetd, hogy kihasznaljak ezeket az elényoket. Emiatt a
fehérje és laktdz frakcionalds szinte kizardlag csak a nagylizemi sajtgyartok szamara elérhetd.
A 21. sz&zad forduldja 6ta a savo fermentalasanak megvalosithatdsaga a sajt és az alkoholipar
talalkozasi pontja. A savO erjesztése és leparldsa viszonylag olcson megvaldsithato,
0sszehasonlitva a fehérje és laktoz kivonashoz képest, ami azt jelenti, hogy a kézmiives
tejlizemek kihasznalhatjak az elényoket. Szamos kereskedelmi célu alkoholos termék késziil
savobol és a jovoben varhatoan még tobb lesz. A savd felhasznaldsaval eléallitott
legelterjedtebb alkoholos termék a vodka, bar néhany gint is gyartanak savobol szarmazo
alkoholbol. Példak a kereskedelmi forgalomban kaphaté savéalapu alkoholos italokra a Black
Cow Vodka, a Bertha's Revenge, a Sheep Whey Vodka és a Norwhey Nordic Seltzer (Schaan,
2022).

2.3 Kornyezeti hatas

A fenntarthatdsag lett az egyik legfontosabb szempont, amely alapjan a vallalkozasok,
kilénosen a termelés alapl véllalkozasok megitélésre keriilnek. Ez gyakran a vallalati
tarsadalmi feleldsségvallalasrol sz610 jelentés formajaban jelenik meg (CSR). A CSR egy olyan
dokumentum, amelyet a szervezetek kiadnak, hogy felvazoljak a kdrnyezeti, gazdasagi és etikai
feleldsségvallalashoz valé hozzdjarulasukat. A sajtgyartd vallalatok sem képeznek kivételt.
Példaul Tillamook 2022-es felelGsség jelentése felvazolja a teheneik egészségének megorzése
érdekében tett intézkedéseiket, az alkalmazottak teljesitoképességét, valamint az 6kologiai
szempontokat.

A savo0 artalmatlanitasanak megoldasa tovabbra is egy folyamatosan fennallé kdrnyezetvédelmi
probléma. Mivel a savl ujrafeldolgozasanak f6 modszerei a kisebb termelék szamara nem
gazdasagosak, ezért meg kell vizsgalni az alternativakat. Néhanyan tamogatjak a savo allati
takarmanykent val6 hasznositasat, vagy a talajban valé elhelyezeset. Masok a kommunalis vagy
magan viztisztitokba juttatjdk hulladékként. Sajnos ezek az artalmatlanitasi modszerek
koltségekkel jarnak, mint példaul a szallitas, a tarolas és a szennyvizdijak. Egyes esetekben a
helyi 6nkorményzatok korlatozzak a kézmiives tejiizemek termelését, vagy dijakat szdmitanak
fel a kérnyezetvédelmi szempontok érvényesiilése érdekében. Emiatt a savo alacsony koltségi

¢és kornyezetkiméld hasznositasanak alternativai nagyon keresettek.
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A tejsavo laktoz tartalma 4-5% (w/v), ennek megfeleléen a biokémiai oxigéntartalom igény
(BOD) 30-50 g/l korul van. A BOD az aerob mikroorganizmusok altal igényelt oxigén
mennyiségének mérdszama a vizben 1évd szerves anyagok lebontdsdhoz. A savonak a
vizkezelésre gyakorolt relativ hatasat szemléltetendd, a nyers szennyviz jellemzden 0,150 -
0,600 g/l BOD-értékkel rendelkezik (Schaan, 2022). Ez azt jelenti, hogy a
mikroorganizmusoknak korulbelil szdzszor tobb oldott oxigénre van szikségik a savo
lebontasahoz, mint az emberi hulladék lebontasédhoz. A savo teljes BOD-értékéhez hozzajarulo
szerves vegyi anyagok tObbségének eltavolitisa az artalmatlanitas el6tt jelentésen
csokkenthetné a hulladékbdl szarmazd karosanyag-kibocsatast (Risner et al., 2018). Becslések
szerint a savoban 1évO cukornak az artalmatlanitas eldtti erjesztésével a tejiizemek akar 75%-
kal is csokkenthetik a hulladékuk BOD-értékét. A savo fermentéldsa jo lehet6ségnek tiinik a
kis tejlizemek szamara. Mivel az erjesztés utan a savobol az erjeszthetd szénhidratok akar 75%-
a is eltavolithato, a savét csokkentett szennyvizdijak és kdrnyezeti hatdsok mellett lehetne
elhelyezni (Schaan, 2022).

2.3.1 Biouzemanyagok

A fosszilis tiizeldanyagforrasok elkeriilhetetlen kimeriilése, a vilagszerte rohamosan névekvo
energiafogyasztas, a kdrnyezetszennyezés és a globalis felmelegedés mind-mind az alternativ
energiaforrasok keresésenek mozgatorugdi. Az elmult évtizedben szamos kutatas es fejleszteés
irdnyult a biomassza alapu energiatermelésre, mint potencidlis megujuld és kornyezeti
szempontbdl fenntarthat6 energiaforrasra. Az egyik legigéretesebb alternativ biolizemanyag a
bioetanol, amelyet a legtisztabb folyékony (zemanyagként tartanak szdmon, és amelyet
leginkabb a kdzlekedési 4gazatban hasznalnak (Hirsch et al., 2019).

A laktoz tartalma, elérhetdsége €s alacsony ara a tejsavot potencidlis jeloltjéveé teszi a
biolizemanyag eléallitasnak (Schaan, 2022). A tejsavot az 1980-as évek oOta hasznaljak
bioiizemanyag eléallitasra Uj-Zélandon, és szamos kiillonbozé tizemanyag terméket, koztik
etanolt, butanolt, hidrogéngazt és lipidalapl (zemanyagokat is sikerrel hasznalnak Az
erjesztéssel torténd butanol gyartas Clostridium torzseket hasznal, hogy létrejojjon az
Ggynevezett aceton-butanol-etanol (ABE) erjesztés. Ez a fermentacios tipus egyszerre termel
acetont, butanolt és etanolt, az ardnyok a kiinduldsi anyagtol fiiggden valtoznak. Az ABE
fermentacid szokasos modszere a lignocelluloz tartalmu alapanyagokra tamaszkodik, de a
kutatasok szerint a savo elényben részesitheti a butanol termelést az aceton és az etanol helyett
(Raganati et al., 2012).

A hidrogén iizemanyag eldallitasa barmilyen szénhidratforrasbol megvalosithato, és ez aldl a

laktoz, sem képez kivételt. A kutatok a Rahnella aquatilis pszichrofil baktériummal t6bb, mint
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3000 ml/g biomassza felhasznalasaval hidrogén gazt allitottak eld. Kimutattdk, hogy a tejsavo
permeatuma képes a biolizemanyag termelésben ismert mikroalga faj, az Auxenochlorella
protothecoides (kordbban Chlorella protothecoides) szaporodasanak elésegitésére. Az A.
protothecoides novekedése akkor a leghatékonyabb a savoban, ha egyidejiileg torténik az

elcukrositas és a fermentacié hidrolizalé enzimek alkalmazasaval (Schaan, 2022).

2.3.2 Tejsavdbol etanol

A bioetanol fermentacio a vilag etanol termelésének tébb mint 80%-at teszi ki, és az Egyesiilt
Allamokban és Uj-Zélandon mar léteznek alkalmazott technoldgiak, amelyek évente tébb mint
harmincmillié liter etanolt allitanak el savobol és savd permeatum porbol (Pescuma et al.,
2015). A tejsavoban 1év6 laktoz koncentracidja elegend6 ahhoz, hogy kortilbeliil 1,5-3,5% (v/v)
etanolt allitsanak eld. A laktozt nem lehet az alkoholgyartasban haszndlt hagyomanyos €lesztd
torzsekkel erjeszteni (Schaan, 2022).

A Kluyveromyces élesztStorzsek szamos fajtaja képes a f3 -1,4-lancot megbontani és a lakt6zt
monomerekre hidrolizalni sajatos enzimkészletének koszonhetéen, majd a glikozbdl és a
galakt6zbol etanolt el6-allitani (1. abra; Prazeres et al., 2012). Emiatt a Kluyveromyces
marxianus-fajt széles korben tanulmanyoztdk az optimalis savd fermentacio tekintetében.
Szamos moddszert vizsgaltak a savobol torténd etanol eldallitasara, beleértve a poritott
izolatumok hasznalatat, a folyamatos erjesztést, a szakaszos erjesztést és a sejtek
immobilizéalasat (Prazeres et al., 2012). A Kluyveromyces marxianus cukor hasznositasi
hatékonysaga akar 95%-0s, az alkoholtermelés hatékonysaga pedig 91%-o0s is lehet (Koushki
etal., 2012). Ez azt jelenti, hogy a Kluyveromyces marxianus képes a savoban 1év6 laktoz szinte
teljes mennyiségét felhasznalni az etanol és a CO2 elballitasara. A Kluyveromyces marxianus
kultdraval erjesztett savobol nyert etanol nagy részét biolizemanyagként hasznaljak fel, de
megallapitottdk, hogy a Kluyveromyces marxianus segitsegével emberi fogyasztasra szant
szeszes italt is el lehet allitani, amelynek hasonlé az illékony vegyiilet profilja, mint mas,
Saccharomyces spp. segitségével elballitott alkoholos italoknak. Mivel a savé nem tartalmaz
pektint vagy pektinszarmazékokat, a folyamat soran a metanol szennyezés kockézata
elhanyagolhat6 (Ohimain, 2016). Emiatt a Kluyveromyces marxianus kultdraval erjesztett savo
etanol egyre nagyobb figyelmet kap a szeszesital-gyartok es a tejlizemek korében, mint egy
alacsony koltségl és fenntarthat6 ital eloallitdsdnak modszere (Schaan, 2022).

2.4 Az alkoholos erjesztes valtozoi
A tejsavo erjesztésnél is vannak olyan fontos valtozék, mint minden mas alkoholos erjesztés

esetében. A valtozok kozé tartozik az élesztétorzs és annak bekeverési aranya, az erjesztési 1d6
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¢és a hdmérséklet, kezdeti cukortartalom, asszimilalhatd nitrogén, ozmotikus stressz és még sok
méas (Mohd Azhar et al., 2017). Minden egyes valtozét figyelembe kell venni, amikor egy
gyartd alkoholos italokat készit. Mivel a sor eldallitasanak folyamata eltér a borétol, az
almaboreétol vagy a szeszes italokétol, az erjesztési paramétereket minden italtipus esetében
masképp kell figyelembe venni. A tejsavd erjesztése ebben a tekintetben nem kiilonbozik, sot,
ezek a valtozok kulon figyelmet igényelnek, mivel az erjesztett tejsavdé mindsége nem allando.
A Kkevéssé ismert kultarak és uj fermentalhat6 extraktumok hasznélatakor a taptalaj 6sszetételét
megvaltoztatd valtozok ellendrzése alapvetd fontossagu. A savd fermentalasa esetében a
legfontosabbnak itélt valtozok a kovetkezOek: az éleszt6faj, a savo pH-ja, a cink-tartalom, az
oldhatd cukrok koncentricidja es a rendelkezesre all6 nitrogén mennyisége. A savo
erjesztéséhez valasztott élesztétorzs alapvetden meghatarozza az erjesztési stratégiat, mert
kevés élesztéfaj képes a laktozt alkotd monomerjeire hidrolizalni, és a kapott cukrokat
hatékonyan hasznositani (1. abra). A pH fontos, mert ha a savo tul savas vagy bazikus az adott
¢lesztOkultura szamara, akkor az élesztére gatlo hatést fejthet ki, és a fermentacio lassu lesz
vagy leéll (Diniz et al., 2014).

A cinktartalom gyakran dontd tényezd az erjedésben. A cinkionok ugyanis a legtobb eukariota
sejt szamara szlkségesek a tuléléshez esszencialis fehérjék, példaul a DNS és RNS felépitését
segité cink-ujjfehérjék szintéziséhez (Laity et al., 2001). A tal kevés cink rossz erjesztési
teljesitményt okoz, a tul sok pedig ndvelheti az egyesek altal nemkivéanatosnak tartott
aromaanyagok, peldaul a diacetil vagy az izoamil-acetat termel6dését. A tal magas
cukorkoncentraci6 az élesztOsejtek ozmotikus stresszét okozhatja. Ha az erjeszthetd
cukorforrasok korlatozottak, eldfordulhat, hogy a szubsztrdit nem elegendd a hatékony
sejtndvekedés fenntartasahoz, és ez gyenge erjedési sebességet és befejezetlen erjedést
eredményezhet.

A nitrogen rendelkezésre allasat egyesek minden erjesztési rendszer kulcsfontossagu elemének
tekintik. Elegendd nitrogén nélkiil a fermentativ sejtek nem képesek ndvekedni, szaporodni
vagy regenerdlodni (Hill & Stewart, 2019). Azonban még a fermentalhaté kdzeg nagy
nitrogéntartalma sem mindig hozzaférheté a mikroorganizmusok szamara, ha az fehérje vagy
polipeptid struktdrakban van megkétve (Schaan, 2022).

2.4.1 Elesztd

A Kluyveromyces marxianus az az élesztéfaj, amely egyediilalloan alkalmasnak tiinik arra,
hogy savobdl etanolt allitson elé. A Kluyveromyces marxianus az utébbi években az egyik
legismertebb nem- Saccharomyces éleszt6fajja valt (Lane & Morrissey, 2010) A

Kluyveromyces marxianus, az ismert leggyorsabban névekvd eukariota a F6ldon, figyelemre
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méltd termotoleranciaval rendelkezik (Mo et al,. 2019). Es cukrok nagyon széles skalajat képes
bontani, valamint az egyébként hozzaférhetetlen cukrok enzimatikus hidrolizise utjan torténd
etanolos erjesztésre is keépes (Lane & Morrissey, 2010). A Saccharomyces cerevisiae-vel
ellentétben a Kluyveromyces marxianus torzsek tobbsége nyilvanvaléan Crabtree-negativ
(Bilal, 2022). Ami azt jelenti, hogy aerob koriilmények kézott nem termel etanolt, még magas
cukortartalmu kdérnyezetben sem, de anaerob kérnyezetben alkoholt termel. Rendelkezik olyan
génekkel, amelyek a Crabtree-pozitiv élesztéfajokhoz kotédnek, de bebizonyosodott, hogy a
Kluyveromyces marxianus inkabb oxigéndus kérnyezetben 1élegzik és épiti fel a sejtslirliséget.
Ugy tiinik, hogy ez torzsfiiggd, mivel egyes Kluyveromyces marxianus torzsek aerob alkoholos
erjedésre utald jeleket mutattak. A Kluyveromyces marxianus azon kevés élesztéfajok egyike,
amelyek képesek [ galaktozidazt termelni és cukrokat etanolla fermentalni. A Kluyveromyces
marxianus nem olyan etanol-tolerans, mint a Saccharomyces spp. igy a fermentacids potencial
korlatozott, ha magasabb etanolkoncentracid elérésére torekszink. Kimutattdk, hogy a
Kluyveromyces marxianus mar 5-6%-0s (v/v) etanol koncentrdcio esetén is csokkent
fermentacios aktivitast mutat. Ugy tinik, hogy a Kluyveromyces marxianus erjesztési
teljesitménye 100 g/l és annal nagyobb cukorkoncentraciotol kezdédden csokken. Ugy tiinik
azonban, hogy ez a tulajdonsag szintén torzsfiiggé (Schaan, 2022). Ugyanis ismert tény, hogy
a Kluyveromyces marxianus fajnal nagyfokd az intraspecifikus variacio, nem csak a genetikai,
hanem a fiziol6gias tulajdonséagaiban is (Leticia et al., 2004). Limtong és térsai altal 2007-ben
végzett kisérlet alapjan a Kluyveromyces marxianus képes volt 6,78% etanol eléallitasara 40
Celsius fokos erjedési hémérsékleten. A tobbszordsen telitetlen zsirsavakkal dusitott sejtek
nagyobb toleranciat mutattak az etanollal szemben, mint az egyszeresen telitetlen zsirsavakkal
dusitottak, ami arra utal, hogy a membran fluiditasa fontos meghatarozdja lehet az élesztd
etanol tolerancigjanak (Rosa & Sa-Correia, 1992).

A Kluyveromyces marxianus altal végzett savo fermentacié optimalis hémérsékleti tartomanya
30 és 40 °C kozott van (Lane & Morrissey, 2010). A magas homérsékleten torténd etanol
gyartas nagy figyelmet kapott, mivel a magas hémérsékleten végzett fermentacios folyamatok
jelentdsen csokkentik a hiitési koltségeket. A magas hdmérséklet tovabbi elényei kozé tartozik
a hatékonyabb egyidejli elcukrositds és fermentacio, az erjesztésrél a desztillaciora valod
folyamatos attérés, a befert6z6dés kockazatanak csokkenése, valamint a tropusi orszagokban
valé alkalmazhat6sag. A Saccharomyces cerevisiae hagyomanyos torzsei szamara megfeleld
hémérséklet azonban viszonylag alacsony (25-30 °C). Bar vegeztek kutatasokat olyan
Saccharomyces cerevisiae mutansok utan, amelyek magas hémérsékleten is képesek

hatékonyan etanolt termelni, csak szerény hdmérséklet-emelkedést, legfeljebb 40°C-ot sikerdlt
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elérni. Alternativaként a figyelem a termotolerans élesztofajokra iranyult, amelyek képesek
etanolt termelni magas hémérsékleten. A Kluyveromyces marxianus torzsek kulondsen
igéretesnek tlinnek. Ezen a faj egyes tagjai 47°C-on, 49°C-on, s6t 52°C-on is képes ndvekedni,
és 40°C feletti hémérsékleten is etanolt termelni. A Kluyveromyces marxianus tovabbi
elonyoket kinal, tobbek kozott magas novekedési sebességet, valamint azt a képességet, hogy
sokféle, iparilag relevans szubsztratot, példaul cukornadat, kukoricaszilazslevet, melaszt és
tejsavoport is tudhasznositani. Ezen elényok miatt a Kluyveromyces marxianust jelenleg a

Saccharomyces cerevisiae alternativajaként népszertsitik (Nonklang et al., 2008).

242 pH

A sav0 pH-értéke a feldolgozas utan altalaban 4,3 és 6,6 kdzott van, az elkészitett sajttipustol
fliggben. A savanyu savo pH-ja altaldban alacsonyabb ebben a tartomanyban, az édes savoé
pedig kevéshé savas, de a mikrobialis savasodas miatt szintén alacsony lehet. A kazein
izoelektromos pontja és pKa értéke 4,6 pH koriil van, és itt oldodik a legkevésbé. igy amikor a
savo pH-ja 4,6 koriil van, feltételezheté, hogy a kortlmények a nem savofehérje maximalis
eltavolitasat eredményezik kicsapassal. A legtobb élesztdvel végzett erjesztés pH-ja a
sz6l6must esetében akar 3,3, a sorlé esetében pedig 5,5 is lehet, mig egyes élesztok 2,0 pH
értéket is toleraljak. (Schaan, 2022). Ezért még a pH-tartomany als6 hataran 1évé savas savo
sem jelenthet akadalyt a Kluyveromyces marxianus altal torténé erjesztés esetén. Az egyik
Kluyveromyces marxianus torzsnél a pH 4,5 és 6,5 kozotti eltérést vizsgalva optimalis
etanoltermelddést talaltak (Diniz et al., 2014).

2.4.3 Asvanyi anyagok — Cink szerepe

Az erjeszthetd szubsztratok dsvanyi anyag tartalmat gyakran figyelmen kiviil hagyjak, annak
ellenére, hogy az €lesztd egészségének €s az egyenletes, kivald mindségili termék eldallitasanak
donté tényezdje. A fémionok ¢€s nyomelemek kofaktorként miikddhetnek az enzimek
aktivalasaban, befolyasolhatjdk a sejtmembran stabilitdsat és ateresztOképességét, és
modosithatjdk az élesztd stresszreakcioit (Schaan, 2022). Emellett az &svanyi kationokat
Osszefiiggésbe hoztdk az ¢lesztd jobb ¢letképességével, a megnovekedett etanoltermeléssel és
a jobb flokkulacioval. A cink, a kalcium és a magnézium azok az ionok, amelyekrdl
megallapitottak, hogy a legnagyobb hatéast gyakoroljak a fermentativ egészségre, mind pozitiv,
mind negativ értelemben (Udeh et al., 2014). Mindegyiknek pozitiv hatasa lehet, ha megfeleld
a dozis, de magas koncentracioban komplikacidkat okozhatnak. Példaul a 10 mg/l feletti

cinkpotlasi szinteknél Kimutattadk a magasabb rendt alkoholok, példaul az izoamil-acetat,
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valamint a diacetil termelésének novekedését, mindketté az erjesztett italok mellékizével
hozhat6 0sszefliggésbe (Schaan, 2022).

A cink az egyik legfontosabb esszencialis nyomelem minden &llat szamara, és a legtdbb
mikroorganizmus szamara, beleértve az éleszt6t is. A Saccharomyces cerevisiae nevii éleszt6faj
rendelkezik az egyik legjobban tanulmanyozott plazma membrannal, a cink Utjaival
kapcsolatban (Williams, 2012). Az élesztosejtekrol megéllapitottak, hogy nagyon gyorsan ¢€s
hatékonyan képesek felhalmozni az esszencialis dsvanyi ionokat. Példaul az élesztonek
sejtenként kortlbeltl 107 cink(I1)-kationra van sziiksége. Ez az intracellularis koncentracio
akar 0,3 mM s lehet, és kétezerszer nagyobb lehet, mint az extracellularis kornyezet
koncentracidja (Schaan, 2022). A cink(11) a Saccharomyces cerevisiae-ben a sejtek, szabalyoz6
fehérjék, szerkezeti fehérjék és metalloproteinek metabolikus funkcidinak javitdsdhoz
szlikséges ionként van jelen. Ezzel szemben a borban, sérben €s desztillalt szeszben 1évé cink
potlasa erjesztések sordn szamos eldnyds hatdst mutatott az etanoltermeld szervezetek
egészsége szamara (Udeh et al., 2014). Ezen elonyok kozé tartozik a fokozott stresszvélasz, az
aromaaktiv anyagok nagyobb koncentracidja és a gyorsabb fermentaci6 (Zhao & Bai, 2012). A
cinkpétlas  egyik legnagyobb eldnye, a leparlas szempontjabol a megnovekedett
etanoltolerancia és az azt kovetd etanoltermelés. Vizsgalatok kimutattdk, hogy a cinkkel
kiegészitett fermentaciokban az élesztésejtekben megnétt a trehaldéz és az ergoszterin
koncentracidja (Zhao et al., 2009). Mindkett6r6l tudhatd, hogy részt vesz az ozmotikus és
etanol stresszel szembeni ellenallasban (Schaan, 2022). Ugyanebben a vizsgalatban a cinkkel
kiegeészitett erjesztésekben az alkoholkoncentréacio is nagyobb volt, mint a kontrolloknal, ami
jol szemlélteti a cink alkoholtermelésre gyakorolt hatasat. Azt is megéllapitottdk, hogy a
glicerin, az alkohol bioszintézisenek melléktermékének a termelése 58%-kal csokkent a
kontrollhoz képest, ami arra utal, hogy a cink javitja az etanol termelési Gtvonalak szelekcidjat
az erjedés soran (Zhao et al., 2009).

2.4.4 Szénhidrat profil

A Saccharomyces fajok a cukrok széles skalajat képesek bontani, €s nagy mennyiségii etanolt
képesek eldallitani, mivel nagy a cukor koncentracio és alkoholtiiré képességiik. Az erjeszthetd
szénhidratok koncentracioja fontos szempont minden alkoholos ital esetében. Ha a
cukorkoncentracio nem megfeleld az erjeszt6 szervezet vagy az eldallitott ital szamara, akkor
a termék mindsége romlik. A legtdbb sor erjedése 12-15% (w/v) cukortartalom koriil kezdddik,
mig egyes borok és szeszes italok erjedése 16-20% (w/v) vagy annal nagyobb cukortartalomnal
kezddédik. A cukor hozzdadasa az erjeszthetd anyagokhoz a potencialis alkoholszint novelése

vagy mas érzekszervi tulajdonsagok javitasa érdekeben széles korben elterjedt gyakorlat. A

16



=z

erjedési potencial és az alkohol mennyiség noveléséhez, tekintettel a jelen 1évd laktoz
viszonylag alacsony szintjére. A Kluyveromyces marxianus egyik korlatja az, hogy viszonylag
érzékeny mind az oldott cukor, mind az alkoholkoncentracidra. A legtdbb Kluyveromyces
marxianus torzs maximalis alkoholtiirése 6%-os alkoholtartalom koriilinek tinik az eddigi
kutatasokbol, az oldott lakt6z legnagyobb toleralhat6 koncentracioja pedig a jelentések szerint
110-200 g/l (Schaan, 2022).

2.5 A nitrogén szerepe

A szabad amino nitrogén (SZAN) mennyisége az erjeszthetd termékekben fontos mérészam a
sOorf6zok és a boraszok szamdara. Az oldatban 1évd hasznosithatd nitrogén elengedhetetlen az
¢lesztOsejtek szaporodasahoz, mivel az enzimek, a sejtmembranok felépitéséhez, valamint az
RNS és a DNS bioszintéziséhez sziikséges 1) fehérjék 1étrehozasdhoz ezt hasznaljak az élesztd
sejtek (Schaan, 2022). Az oldatban 1év6 nitrogén sziikséges mennyisége vitatott, és
nagymértékben fligg a késziilo terméktdl, de vannak iranyelvek, amelyeket altalaban kovetnek.
A SZAN minimdlis koncentracidja a sorlében és a bormustban nagyobb, mint 100 mg/l,
kiillonben megnd a valdsziniisége, hogy elnyulik a lag-fazis. A SZAN optimalis koncentracioja
a sorlé esetében 200 és 250 mg/L kozo6tt van (Hill & Stewart, 2019). A bor esetében az optimalis
nitrogénkoncentracio a jelentések szerint 190 mg/L korul van. A boraszok gyakran hasznalnak
diammédnium-foszfatot nitrogénforras kiegészitéként, mivel a bormustban a SZAN szintje nem
megbizhat6. Mind a sorlé, mind a bormust esetében a legnagyobb mennyiségben jelen 1év6
aminosav a prolin, amely az 6sszes nem fehérje nitrogén 40-70%-at adhatja. A prolin
egyedilallo a fehérjékben taldlhatd nitrogéntartalmi monomerek kozott. Bar a prolin
technikailag nem aminosav, az egyszeriiség kedvéért gyakran az aminosavak kozé soroljak. Az
¢lesztd képes a prolin asszimilalasara a fermentacio soran, de prolin specifikus transzporterei
elnyomodnak a preferdlt aminosavak jelenlétében. Mire a preferdlt aminosav forrasok
kimeriilnek, mar nincs elegendd oxigén a prolin katabolizmusanak elvégzéséhez. (Schaan,
2022). Mivel a fermentéci6 tobbnyire anaerob modon zajlik, az élesztdsejtek gyakran nem
képesek a prolint mint amino-nitrogénforrast felhasznalni, ami ahhoz vezet, hogy azt
asszimilalhatatlannak tekintik. A sorlé és a must kovetkezd leggyakoribb aminosavai a
glutaminsav, az arginin, a leucin és a lizin, amelyek mind kdnnyen asszimilalhatok az élesztok
szamara. Osszesen mintegy hiisz kiilonbdzd aminosav talalhaté a sorlében és a bormustban,
amelyeket az élesztéfajok az ammonidhoz hasonldan hasznositani tudnak (Hill & Stewart,

2019).
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2.5.1 Nitrogén a savoban

A folyékony tejsavé nem fehérje nitrogéntartalmardl nincs elég kutatds. Hasonloképpen, a
folyékony savd SZAN-tartalméat sem vizsgaltdk. A savoporok nem fehérjetartalmat azonban
vizsgaltak, és megallapitottak, hogy az atlagos koncentracid jellemzden a szdrazanyag 0,2%-a
koriil van (Modler, 2009). Azt is kimutattak, hogy nincs jelentds kiilonbség a savas és az oltos
savoporok szabad nitrogéntartalma kozott. A tejsavopor aminosavainak dsszetétele a tejet add
tehenek takarmanyatol fliggéen valtozik. Jellemzéen a savopor-koncentratum prolin-
koncentracidja az 6sszes aminosav tartalom 5 %-a korul van. Ez ellentétben all a sor lével és a
bormusttal, amelyekben a prolin a f6 aminosav 0sszetevl, és az Osszes nem fehérje nitrogén
mintegy 70%-at teszi ki. A tejsavofehérjeporban a legnagyobb mennyiségben el6fordulo
aminosavforras a glutaminsav, ez az §sszes aminosavtartalom mintegy 15- 20%-4t teszi ki. A
leucin és az aszparaginsav a masodik leggyakoribb aminosavak a savOpermeatumban,
egyenkent kortlbelll 10%-os tomegszazalék aranyban fordulnak el6. Bar a savo nem fehérje
nitrogén osszetétele nagymértékben eldsegitheti az élesztd asszimilaciojat, a folyékony savoban
még mindig alacsony lehet a SZAN. Ez az alacsony koncentracio azt jelezheti, hogy a savo-
fermentacioban egy tovabbi ammoniaforras haszndlata elonyds lehet a sejtnovekedés és az

erjedési sebesség ndvelése szempontjabdl (Schaan, 2022).

2.6 Koncentralt savo fermentacidja

A savo slritése a viz eltavolitasa altal magasabb cukortartalmat eredményez, és elokezelésként
hasznalhat6 a savo erjesztésének eldsegitésére. Az édes savo erjeszthetd cukor tartalma sokkal
alacsonyabb, mint példaul a legtébb soré, és maximalis elméleti alkoholtartalma 3,5-4,0% (v/v)
korul van. Ha a cukortartalmat koncentraljuk membransziiréssel, forditott ozmozissal vagy
centrifugalassal akkor a savo alkoholhozama megnovelheté. A Saccharomyces egyes torzsei
esetében az erjedési id6t is novelheti a cukorkoncentracioval jaré magasabb ozmotikus nyomas.
Ugyanez a tulajdonsdg a Kluyveromyces marxianus erjesztéseknél korlatozott. gy a
cukortartalom novelése a koncentraciot egy hagyomanyosabb szintre emelné, de ez az erjesztési
teljesitmény rovasara mehet. A korabban emlitettek szerint a tejsavd erjesztése esetén a
laktozkoncentracio novelésének korlatai vannak. A tejsavopor koncentratumok vagy sajtos
tejsavoporok etanolos erjesztésekben valé felhasznalasat is vizsgaltak, némi sikerrel. A
rehidratalt savoporok fermentacidhoz vald hasznalatanak eldnye az eredetileg is folyékony
savoval szemben az, hogy a szilard anyagok koncentracioja egyenletesebbé tehetd. Koncentralt

savoport hasznélva a kutatok 10,5%-os alkoholtartalmat tudtak elérni. Ugy tiint, hogy ez az
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eredmény a keverék kezdeti pH-értékétol fiigg, az optimalis pH-érték pedig 6sszhangban van

maés kutatadsok eredményeivel, ez korilbelul 6tds pH szintet jelent (Schaan, 2022).
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3 Anyagok és Mddszerek

3.1 Felhasznalt anyagok:
3.1.1 Tejsavo:

16-17%-0s lakt6z koncentratum (ultrasziirésen atesett permeatum). Egyes esetekben
kiegeszittettem lakt6zzal a koncentracid ndvelése érdekében, illetve egy kisérletnél 11%-osra
higitottam desztillalt viz segitségével. A 16-17%-0s permedtumok laktdz tartalma redukalo
cukor tartalom meréseink alapjan 16,51 g/100 ml volt, a 11%-osra higitott tapkdzegé pedig
10,89 g/100 ml volt.

3.1.2 Enzimek:
Ha-Lactase 5200/6500 (Chr. Hansen): Egy Kluyveromyces lactis torzzsel termeltetik, az

optimalis hémérséklete 35-45°C, pH optimuma 6,5-8, az atlagos aktivitasa pedig 5200 NLU/g.
NOLA Fit 5500 (Chr. Hansen): Ezt az élesztét Bacillus licheniformis baktérium torzzsel

termeltetik, a hdmérséklet optimuma 35-50°C az optimalis pH tartoménya pedig 5-7 kdzott van,
az atlagos aktivitasa 5500 BLU/g.

Lactozyme Pure 6500L (Novozymes): Ezt az enzimet szintén egy Kluyveromyces lactis éleszto

torzs termeli. Ennek az enzimnek a homérséklet optimuma 30-40°C, a pH optimuma 6,5-7,5
kdzott van, az aktivitasa pedig 6500 LAU/g.

3.1.3 Elesztok:

A vizsgéalataim soran elsésorban kereskedelemben megtalalhato fajéleszt6ket hasznaltam. Egy
esetben a MezdOgazdasagi €és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gy(lijteményébdl (NCAIM)

szereztem be az alkalmazott torzset. A torzseket az 1. tdblazatban mutatom be:
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1. tablazat: A kutatas soran hasznalt fajéleszték

Elesztok Megnevezésiik

1 Uvaferm PM (Lallemand) Saccharomyces cerevisiae

2 Uvwvaferm CM (Lallemand) Saccharomyces cerevisiae

3 Danstil A (Lallemand) Saccharomces cerevisiae

4 Thermosacc Dry (Lallemand) Saccharomyces cerevisiae

5 Anchor Exotics SPH (Anchor) Hybrid yeast

6 Viniflora Melody (Chr, Hansen) Kluyveromyces thermotolerans

Torulaspora delbrueckii

Saccharomyces cerevisiae

7 WViniflora Concerto (Chr, Hansen) Kluyveromyces thermotolerans

8 Biodiva (Lallemand) Torulaspora delbrueckii

9 Anchor VIN 13 (Anchor) Hybrid yeast

10 Viniflora Merit (Chr, Hansen) Saccharomyces cerevisiae

11 X-thiol (Erbsléh) Hybrid yeast

12 X-treme (Erbsléh) Hybrid yeast

13 SafCEno HDAS4 (Chr, Hansen) Hybrid yeast

14 SafCEno GV S107 (Chr, Hansen) Saccharomyces cerevisiae

15 Flavia MP346 (Lallemand) Metschnikowia pulcherrima

16 Turbo Yeast 48 (Alcotec) Saccharomyces cerevisiae

17 | NCAIM Y.01070 (Egyetemi térzs gylijtemeny) Kluyveromyces marxianus

3.1.4 Tapso:

Uvavital (Uvaferm): Erre a készitményre az ¢€leszté tdpanyag sziikségletének kiegészitése
érdekében volt szilkseg. Az Uvavital egy szaraz por formatumua tapso, amelyet Természetes
autolizalt fajélesztébazison gyartanak. Az Osszetev6i:  Saccharomyces cerevisiae

élesztdszarmazékok, asvanyi sok, vitaminok.

3.1.5 YEPD tapleves vagy tdpagar:
Osszetétele: 0,5% élesztékivonatot, 0,5% peptont, 1% gliikozt tartalmazott. Tapagar esetében

1,5% mennyiségben agar-agarral kiegészitve. Sterilezés: 121 °C-on 15 percig.

3.2 Modbdszerek

3.2.1 Szénhidrat teszt

Ezt a vizsgalatot a 16 kereskedelmi forgalomban megtaldlhato éleszton végeztem el. Azt
vizsgaltam, hogyan hasznositjak az élesztok a gliikozt és a galaktozt, ezért élesztonként 2 YEPD
taplevest tartalmazd kémcsovet készitettem, az egyikhez 1 g/100 ml es aranyban gliikézt a

masikhoz ugyan ilyen adagoldssal galaktozt adtam. (Kettd parhuzamosban végeztem el.) A
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YEPD tapleves kémhatasat pH=7,0-ra allitottam be, majd hozza adtam a brémkrezol bibor
indikatort 10 mg/l-es aranyban, ezutén a steril taplevest beoltottam (1% térfogat mennyiséggel)
a vizsgalni kivant élesztokkel. Semleges pH értéken a tapleves szine az indikator miatt lila,
azonban amikor az ¢éleszté elkezdi felhasznalni az adott szénhidratot akkor az
anyagcseretermékek csokkenteni kezdik a pH-t és a tapleves szine sargasra valtozik. Ebbol a
szinvaltozasbol lehet megallapitani, hogy az éleszté képes-e hasznositani az adott szénhidréat

forrést.

3.2.2 Inokulum tapoldat készités

Az els6 kisérlet soran végzett fermentaciokhoz fel kellett szaporitanom egy Kluyveromyces
marxianus torzset (NCAIM Y.01070). Ehhez el kellett készitenem a YEPD téplevest. Az
¢lesztd torzs felszaporitasahoz sziikséges tapleves elkészitése soran 500 ml térfogati
f6zOpoharba 5,0 g élesztdkivonatot, 10,0 g gliikkozt és 5,0 g peptont mértem be taramérlegen. A
komponenseket 1000 ml desztillalt vizben oldottam fel, magneses keverés mellett, majd 250
cm3 térfogattl lombikokba osztottam szét. A lombikokat vattadugoval és celofannal zartam le,

majd 121°C-on 15 percig autoklavoztam azokat, igy biztositottam a steril tapkdzeget.

3.2.3 Refrakcio

Amikor a levegdben halad6 fény, egy masik atlatsz6 kozeg hatarahoz érkezik, akkor a fény egy
része behatol a kozegbe, a masik része pedig visszaverddik. A kdzegbe behatolt fény atjat
befolyésolja a kdzeg optikai slirlisége, anyag Osszetétele €s koncentracidja. Ezt az anyagra
jellemzo fénytord képességet mérjiik, amikor az anyagok refrakciojat vizsgaljuk. A mérésem
soran én digitalis refraktométert hasznaltam. Ezt a modszert hasznaltam fel a tejsavo

szarazanyagtartalmanak a mérése soran.

3.24 pH méreés

A laborban egy Mettler Toledo féle kombinalt elektrodi miiszer 4llt a rendelkezésemre a pH
mérésre. A miiszert 7,0 és 4,0 pH-ju pufferek segitségével kalibraltam. A pH mérésére els6
sorban azért volt sziikség, hogy megtudjam eléri-e a tejsavé pH-ja az enzimkészitményeknek
optimalis érteket.

3.2.5 Redukalo cukor tartalom merése Schrool-Regenbogen modszerrel

A szénhidratok azon csoportjat, amelyek szabad glikozidos hidroxil csoportot tartalmaznak,
redukal6 cukroknak nevezziik. A tejsavd mintaim redukal6 cukortartalmanak meghatarozasat a
Schoorl-Regenbogen mddszer szerint végeztem, melynek elve, hogy savas kdzegben a réz(ll)

ionok kalium-jodidbol a jodot szabadda teszik, amit ezutan natrium-tioszulfat méréoldattal
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visszatitralhatunk, és egy cukrot nem tartalmazd vak minta készitésének segitségével
kdvetkeztethetlink a redukald cukrok mennyiségére:
0,016x2+3,008x+0,335=cukortartalom (mg/ml)
Egy 300 ¢cm3 -es Erlenmeyer-lombikba 10 ¢m3 Schoorl A majd 10 cm3 Schoorl B oldatot
pipettaztam, melyhez 0,5 cm3 mintat adagoltam. Az igy elkésziilt oldatot desztillalt vizzel 50
cm3-re egészitettem ki. A kész oldatokat felforraltam tigy, hogy a forras kezdetétdl szamolva
kettd percig forrni hagytam, majd ezutan szobahdémérsékletiire hiitéttem. A mar lehtlt oldathoz
10 cm3 30%-o0s kalium-jodid oldatot és 10 cm3 25%-0s kénsavat pipettaztam. Ezutan a brettat
0,1 mol-os natrium-tioszulfattal toltottem fel és szalmasarga szinig titraltam a mintat. Mikor
atcsapott a megfeleld szinbe, két-harom csepp, keményitd indikatort cseppentettem hozza ¢€s
addig titraltam, amig az oldat fehérré nem valt. VVégul a vak minta fogyasabol kivonva az egyes
mintak fogyasat, és a méréoldat faktoraval vald szorzassal megkaptam a korabban emlitett
masodfokl egyenlet ismeretlen tagjat:
X = (Vvak-Vminta) *f Na,S, 05

3.26 HPLC méreés
Kisérleteim soran a szénhidratok mennyiségi meghatarozasat Thermo Scientific Corporation
Surveyor HPLC rendszer segitségével hajtottam végre. A kromatografids mérés kortilményei:

e Elvalaszt6 oszlop: Aminex HPX-87H toltetli oszlop

e Detektor: PDA (210 nm) RI detektor (410 nm)

e Integrator program: ChromQuest 5.0

e Eluens: 0,005n H,S0,

e Eluens aramlasi sebessége: 0,6 ml/perc

e Futasi 1d6: 20 perc

e Oszlop hdmérséklete: 45°C

e Detektor hdmérséklete: 45°C

e Injektéalt mintatérfogat: 15 pl
A HPLC mérések elsé 1épése az eldkészités volt. Minden egyes levett mintabol kortilbeliil 1
ml-t eppendorf csdvekbe pipettaztam, melyeket 10 percen at 14.000-es fordulatszamon
centrifugaltam. A centrifugalt mintak feliilusz6jabol 500 ul-t atpipettdztam HPLC-s miianyag
vidal csovekbe. A megfelelo értekeléshez sziikség volt standardok készitésére is. Kiilonb6zo

szénhidrat standardokat alkalmaztam, ezek a glikdz, galakt6z és laktoz voltak. A standardok
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segitségével meghatarozhat6 a retencios 1do, illetve elvégezhetd a kalibracio. Ezen informaciok

segitségevel pedig meghatarozhatdk a koncentraciok.

3.2.7 Alkohol tartalom meghatarozas

Az erjed6 tejsavoban vizen és alkoholon kivil més anyagok is megtalalhatdéak, melyek
befolyasoljak a stirliséget, ezért leparlassal el kell valasztani az alkoholt az egyéb anyagoktol.
Az alkoholtartalom mérést az erjedésben 1évo savokbol idokdzonként vett mintakbol végeztem.
A mérést azzal kezdtem, hogy 100 cm3-es desztillalé lombika bemértem a tejsavobol 50 ml-t.
Ehhez szilikonolajat adtam habzésgatloként és kiegészitettem 150 ml desztillalt vizzel. Az igy
elokészitett folyadékmintat Gibertini késziiléken desztilldltam addig, amig a kell6 mennyiség
Ossze nem gyllt ahhoz, hogy a késziilék automatikusan ledlljon. A szeddlombikot jelig
toltdttem desztillalt vizzel, majd alaposan dsszeraztam és ezutan kézi DMA készulékkel mar
kozvetlentil mérhet6 volt a parlat alkoholfoka, majd a kapott eredményt megszoroztam 2-vel

mivel 100 ml helyett 50 ml mintat alkalmaztam.

3.2.8 Sejtszamlélas Birker kamra segitségével.

A sejtszamlalo kamrak specidlisan kiképzett targylemezek, amelyekben a sejtek mindig azonos
koralmények kozott, gyorsan meghatarozhatok. A sejtszamlalo kamrék tobb fajtaja ismeretes,
én a Burker-féle kamrat hasznaltam (MSZ 3640/2-74). Az eljaras elve az, hogy ismert térfogatu
folyadékban talalt csiraszambol meghatarozhatjuk a vizsgalati anyag egységnyi mennyiségében
(g, cm®) jelenlévé Osszes sejtszamot. A targylemez specialis halorendszerrel ellatott és ez a
halérendszer a feddlemez réhelyezésével meghatarozott térfogatil részeket alakit ki. Ugy kell
alkalmazni, hogy eldszor a csavarok oOvatos lazitasaval ki kell emelni a Biirker-kamra
feddlemezét €s puha szaraz ronggyal (szarvasborrel) meg kell tisztitani. Ha sziikséges, akkor
alkoholos vattaval is megtisztitjuk. A négyzethalé tisztitast nagyon évatosan végezzik! Ezutan
és a vizsgalati minta teljes homogenizalasa utan a szilkséges mennyiséget alkalmas pipettaval
a szamlalékamraba cseppentjik, majd legaldbb 400 csirat megszamolunk Ugy, hogy a
targyasztal mozgatasaval a halorendszerben a vizsgalt kamrék atlésan kovessek egymast. Ezt
az eljarast az altalam szaporitott Kluyveromyces marxianus élesztétorzs sejtszamanak

meghatarozasahoz alkalmaztam. A szaporitas végén a sejtszam 1,77*108 sejt/ml volt.

3.3 Kiseérleti korulmények.
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33.1

3.3.2

Enzimes kisérletek
Az enzimes kisérletek soran 16% laktdz-koncentracioju tejsavot alkalmaztam.
o Egyik esetben kiilonboz6 enzimkoncentraciokat hasznaltam (0,1 mi/100 ml; 0,2
mi/100 ml; 0,3 ml/100 ml; 0,4 mI/100 ml; 0,5 ml/100 ml)
o A masik esetben a szubsztrat koncentraciot valtoztattam. A 16%-0s tejsavot
kiegészitettem lakt6zzal. Az alkalmazott koncentraciok: 16%; 18%; 20%; és
23%; voltak. Ebben az esetben az enzim adagolast egyenesen ardnyosan
ndveltem a lakt6z koncentracio névekedesével.
A Kkisérletek 35°C-os hémérsékleten torténtek.
Id6kozonként mintavételezést végeztem.

A mintaknak a glikoz, galaktoz és laktoz tartalmat HPLC mddszerrel mértem.

Erjesztési kisérletek

Az egyes erjesztési kisérletek pontos paramétereit az ,,Eredmények és értékelés” fejezetben

irom le részletesen. Mivel a Kisérletek egymasra éplltek itt a Kisérletek koriilményeit

altalanossagban fogalmazom meg.

s

amelynek a pH-jat 6-koruli értékre allitottam be, ezutdn a mikrobioldgiai biztonsag
érdekében 15 percen keresztiil 85°C-os hémérsékleten pasztoroztem.

Lehtités utan a tejsavot kimértem erjesztdé edényekbe.

Tejsavo enzimes kezelésen esett at vagy rogton beoltasra kerdlt.

Az enzimes kezelés 2-3 vagy 18 oOran keresztil tartott és 35-37°C-os hémérsékleten
végeztem.

A beoltas szaritott fajélesztovel vagy elore felszaporitott élesztd szuszpenzioval vagyis
inokulummal tortent.

Az erjesztesek 30°C-on valtozo idStartamig zajlottak.

1d6ko6z6nként megmértem a mintak szarazanyag-, €s alkoholtartalmat, valamint HPLC
vizsgalatokat végeztem.

Lépteknovelés 2 literes fermentorban

Szabalyozhato6 2 literes tirtartalmu Biostat B-tipusu fermentorrendszerben végeztem.
Az erjesztés elOkészitéséhez a tapkozeget enzimesen elOkezeltem, az erjesztés

kortilményei hasonloak voltak az el6z6 pontban (Erjesztési kisérletek) leirtakhoz.
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e AKkulonbséget az adta, hogy ennél a kisérletnél rendelkezesre allt a kevertetés, valamint
a leveglztetés lehetdsége is a fermentorrendszernek koszonhetéen. Ezek pontos

paramétereit a kisérlet leirasandl adom meg az ,,Eredmények és értékelés” fejezetben.
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4 Eredmenyek Kkiértékelése

4.1 Kozvetlen és kozvetett fermentéacio megvaldsitasa

Az elso kisérletem azt a célt szolgalta, hogy megallapithassam, melyik eljaras (kdzvetlen vagy
kozvetett erjesztés) a célravezetobb a tejsavobol torténd hatékony alkohol termelésre. Ehhez
kett6 fermentaciot végeztem, az egyiket Kluyveromyces marxianus élesztével a masikat
Saccharomyces cerevisiae ¢élesztdvel enzimes el6kezelés utan.

ennél tdbbet, mert a szakirodalomban fellelhet6 informaciok alapjan a Kluyveromyces
marxianus élesztétorzs esetében a 12-13%-0s cukorkoncentracié mar erésen csokkend
erjesztési teljesitményt eredményez. A Saccharomyces élesztével erjeszteni kivant mintahoz az
elokezeléshez egy béta-galaktozidaz (Novozyme) enzimkészitmenyt hasznaltam 0,3 ml/100 ml
mennyiségben. A tapkozeg pH-ja savasabb volt, mint az enzim optimalis tartoménya, 5,15 volt
az eredeti pH szintje ezért 5 mélos NaOH-al pH=6-0s-ra emeltem a tapkdzeg kémhatasat. Az
enzimes kezelést 18 6ran at 37°C-on végeztem, majd Saccharomyces cerevisiae (Lallemand)
szaritott éleszt6t hasznaltam 2,5 g/1-es mennyiségben. Az erjesztést 30 Celsius fokon végeztem.
A Kluyveromyces torzzsel térténd erjesztésnél az induld sejtszamot 2,0¥107 sejt/ml allitottam
be felszaporitott ¢lesztdszuszpenzioval, majd €s 30°C-os hdmérsékleten végeztem az erjesztést.
Mindkét mintat kiegészitettem 10 g/hl mennyiségii Uvavital tapsoval, a Kluyveromyces mintat
az erjedés 70. orajaban a Saccharomyces mintat az erjedésének 52. érajaban. Az erjesztések
sordn mert adatokat a 2. és a 3. tablazatban mutatom be:

2. tAblazat: Alkohol és szarazanyag-tartalom valtozas a Saccharomyces élesztével végzett

erjesztés soran

1d6 (6ra) Saccharomyces cerevisiae
Szarazanyag (m/'m%) Alkohol (V/V%)
0 15,7 0
52 7,2 5.8
144 6.0 6.85
192 5.8 6,95
312 5.7 6.95
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3. tablazat: Alkohol és szarazanyag-tartalom valtozas a Kluyveromyces élesztével végzett

erjesztés soran

1d6 (6ra) Kluyveromyces marxianus
Szarazanvag (m/m%) Alkohol (V/V%)
0 15,7 0
70 12,5 1,22
162 11,9 1.34
210 11,5 1.34
330 11,5 1.76

Az erjesztés idGtartama alatt mért adatok alapjan jol lathato, hogy még ahhoz képest is, hogy
csupan 11% laktéz koncentracidju tejsavot hasznaltunk tapkozegként, az alkalmazott
Kluyveromyces torzs messze alulmulta a Saccharomyces fajéleszt6t mind alkohol termelésben
mind a szarazanyag felhasznalas terén. Mig a Saccharomyces az erjedés 192. érajaban elérte a
6,95 V/V% alkohol tartalmat addig a Kluyveromyces még a 330. 6raban is csak 1,76 V/V%
alkoholt termelt. Az erjeszthet6 szarazanyag felhasznalas tekintetében is hasonld volt a helyzet,
a Saccharomyces maradék szérazanyag tartalma 5,7 m/m% volt, mig a Kluyveromyces
mintaban még 11,5 m/m% maradt a vizsgalat idejének a végére. igy egyértelmii volt a dontés
és a kozvetett fermentacids eljaras Gtvonalan haladtam tovabb, a tovabbi kisérletekben ezt a

technoldgiai modszert fogom optimalni.

4.2 Enzimkészitmények

Figyelembe véve az el6z6 kisérlet eredményeit igy dontSttem, hogy az enzimkészitmények
alkalmazasa és a Saccharomyces élesztével vald erjesztés tutvonalan fogom a tovabbi
vizsgalataimat elvégezni. Ehhez célom volt kivalasztani a legmegfeleldbb enzimkészitményt a
lakt6z hidrolizalasahoz.

Szamos béta-galaktozidaz enzimkészitmény fellelheté a kereskedelmi forgalomban, én
haromfélét valasztottam ki és ezeket hasonlitottam 6ssze a fellelhetd szakirodalmak, illetve a
gyartok altal megadott informaciok alapjan. Az irodalmi adatok alapjan megnéztem a harom
enzimkészitmény (Lactase 5200/6500, a NOLA Fit 5500, Lactozyme Pure 6500L)
specifikacioit és kivalasztottam a fermentacié paramétereihez legjobban tarsithatot. Az enzim
kivalasztasahoz kettd paraméter az, ami meghatiarozd szadmunkra, a homérséklet és a pH
optimalis tartomanya. A legtobb enzimkészitménynél az optimalis hémérséklet tartomanya 35-
45 Celsius fok kozott van a pH optimumuk pedig 6,0-7,0 kozotti. A tejsavo pH-ja jellemzéen

5,5-5,7 kozott van, ebbdl kifolyolag olyan enzimet kell valasztani a hidrolizishez, amely
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alacsonyabb pH-n is képes megfelel6 aktivitast mutatni. A gyarto altal megadott adatok alapjan
ezt a feltételt a NOLA Fit 5500 nevii készitmény teljesiti legjobban, ezt az eredményt a 3. dbran
szemléltetem, ahol 0ssze hasonlitjak a jelleggorbéjét a Ha-Lactase 5200 és egy éleszt6 laktaz
enzim jelleggorbejével. Az erjesztés soran a pH még tovabb csokken néhany tizeddel, ezt a
koralményt mindenképpen szamitasba kell venni, ha a hidrolizist és az erjesztést eltoltan vagy

szimultan szeretnénk végezni.

100 Ha-Lactase-52009

o

s

% Relative sctivity

% Relative activity
" -
o S

3. abra: Kiilonb6z6 enzimkészitmények aktivitasa a kémhatas fliggvényében (Chr. Hansen
Ha-Lactase 5200 és NOLA Fit termékismertetd)

Az enzimkészitmények homérséklet optimumai kdzott nem volt kiilonbség ezért ahhoz, hogy
ez a paraméter megfelelé legyen, mind a hidrolizishez mind az erjesztéshez az élesztd
kivalasztasaval kell elérni. Az a hdmérséklet, ami az enzimeknél alsé optimalis hatar, tehat 35
Celsius fok, a legtobb éleszténél az erjesztési hdmérséklet fels6 hatara, ezért ha szimultan
akarunk erjeszteni, akkor olyan élesztét kell valasztanunk, amely képes ezen a hdmérsékleten
az alkohol termelésre, valamint szdmolnunk kell vele, hogy az enzim bontasi sebessége

alacsonyabb lesz.

4.3 Optimalis enzim adagolasi mennyiség meghatarozasa

Az adagolasi mennyiség kivalasztasahoz figyelembe vettem a gyartd altal meghatarozott
mennyiséget és ez alapjan terveztem meg a tovabbi adagolasi mennyiségeket, amelyek
eredményeit 6ssze hasonlitottam. A mérésekhez 16% laktdz tartalmu tejsavd koncentratumot
hasznéltam és 35 Celsius fokon végeztem a hidroliziseket. A szénhidratok mennyiségi
valtozasat HPLC technikaval kdvettem nyomon és a mért adatokat az 2. tablazatban tiintettem
fel.
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4. tablazat: Laktoz hidrolizise kiilonb6z6 enzimadagolas esetén

(Szénhidrat koncentracidk g/100ml egységben vannak megadva)

1d5 0.1 ml/100m1 0,2 m1/100mi 0,3 m1/100mi 0.4 ml/100mi 0.5 m1/100m1

(6ra) | Laktéz | Glikéz | Galaktod | Laktéz | Glikéz | Galaktoz | Laktéz | Glikez | Galaktéz | Laktéz | Glikéz | Galaktéz | Laktoz | Glikez | Galaktoz
4 4636 | 6617 | 5476 1,759 | 7.054 7.101 1271 | 7116 7675 | 0683 | 7.531 7.837 | 0681 | 7510 8,079
8 1485 | 6819 | 6376 0,931 | 7298 7575 | 0885 | 7,637 8.067 | 0649 | 7.701 8022 | 0445 | 7878 8,344
12 1426 | 7714 7.941 0,690 | 8022 8619 | 0,706 | 7.673 8432 | 0330 | 8107 8986 | 0430 | 7915 8.264
13 1180 | 7415 7,806 0772 | 7917 8620 | 0356 | 7912 8452 | 0536 | 7.991 8856 | 0421 | 8,164 9,005
18 0964 | 7778 8,344 0,665 | 7462 8193 | 0341 | 7933 8480 | 0310 | 7.975 8919 | 03235 | 8157 9,051
24 0925 | 8089 8,159 0,522 | 7434 8240 | 0233 | 8,060 8430 | 0286 | 7.997 8960 | 0280 | 8331 9,041

Az enzimes kezeléseket 24 oran keresztil vegeztem. Minden adagolasi mennyiségnél lathato,
hogy a laktdz, monomerjeire bomlik, vagyis gliikdzra és galaktozra. A mért adatok alapjan jol
lathaté hogy 0,3 m1/100 ml-es koncentracional és a felett nem torténik, szamottevé mennyiségi
valtozas a megmaradt laktdz tekinteteben. Azonban a 0,4 ml/100 ml-es adagolasnal a bontés
sebessége nagyobb volt, mint a 0,3 ml-esnél, ezen adagolas mellett mar a negyedik éraban 1
gramm/100 ml ald csokkent a laktéz tartalom. Tehat ez a ketté adagolasi mennyiség, ami
megfontoland6 a tovabbi kisérletekhez. Ennél nagyobb mennyiség nem indokolt 16%-0s
laktoz, koncentracional ugyanis érdemben nem novekszik a hidrolizis hatékonysaga.

4.4 |dedlis laktdz koncentracié kivalasztasa

crer

Ez azért fontos kérdés, mert minél nagyobb a laktdéz koncentréacidja annal magasabb etanol
tartalmu erjedési végtermék érhetd el, és ez altal a leparlasra is alkalmasabb lesz. Viszont ha
lelassul a lakt6z bontasa és nem tudjuk elérni a teljes konverziot, ezért meg kell talalni azt a
maximalis koncentrécidt ahol még a termékgatlas elfogadhatdé mértékii. Az alapanyagunk most
is 16%-0s tejsavO koncentratum volt, ezt poritott tejsavo permeatum hozzaadasaval dusitottuk
fel, hogy nagyobb koncentracioju legyen a hidroliz&lando6 alapanyag. Az enzimadagolas kezd6
mennyisége 0,4 ml/100 ml volt, ezt a mennyiséget egyenesen aranyosan ndveltik, ahogy
noveltik a laktoz tartalmat. Itt is HPLC modszert hasznaltunk a szénhidrat valtozas mérésére.

Az adatokat a 3. tdblazat tartalmazza.
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5. tablazat: Lakt6z koncentracid hatasa az enzimes hidrolizisre

(Szénhidrat koncentracidk g/100ml egységben vannak megadva)

Ids 16%-0,4 m1/100m! 18%-0.5 m1/100ml 20%-0.6 ml/100ml 23%-0.8 #al/100ml
(8r3) MTaidéz | Glukéz | Galakidz | Laktoz | Glikoz | Galaktez | Laktoz | Glikoz | Galaktoz | Laktez | Glokez | Galzktoz
4 1230 | 7786 | 8495 | 1338 | 7.628 8103 | 2087 | 93¢ | 9462 | 3562 | 9831 10,472
8 | o903 | 7148 | 7862 | 1475 | 7808 | =606 1944 | 8323 | 938 | 294 | s64z 10,642
13 [ os09 | 7.283 g113 | 1378 | 8095 | 9028 1851 | 9062 | 1259 | 2419 | 9378 10,666
17 [ o523 | 7215 go00 | 1476 | 8208 | 9022 1047 | 8676 | o658 | 29 | 9.8% 11,043
23 | a0 | 7.895 7725 | 1183 | 8414 | 8974 | 0849 | 9037 | 9988 | 2437 | 9,640 10,863
30 | o336 | 7.978 8344 | 0721 | 8873 | 9859 | 0770 | 8983 | 1005 | 2279 | 10438 | 11,500

Lathato, hogy az aranyos enzimadagolas ellenére folyamatosan csokkent, a lakt6z bontasanak
sebessége, ahogy novekedett a termék-koncentracidé. Raadasul a vizsgalat id6tartama alatt,
ahogyan noveltik a laktdz koncentréciét az enzimes kezelés végén a maradék laktdz
mennyisége is egyre nagyobb lett. Ezeket az eredményeket figyelembe véve az allapithatd meg,
hogy a legidedlisabb, ha 16%-0s vagy 18%-0s laktdz, koncentracidju tejsavot alkalmazunk.
Szo6ba johet még a 20%-o0s koncentrécio, de érdemes figyelembe venni a felhasznalt enzim
mennyiségét a gazdasadgossag szempontjabol.

4.5 Idealis fajéleszto kivalasztasa

Az altalunk keresett fajélesztd egyik legfontosabb tulajdonsaga, hogy a lehetd
leghatékonyabban tudja hasznositani, a laktoz monomerjeit. A gliikkozt a legtobb fajélesztd
hatékonyan tudja felhasznalni azonban a galakt6zrél ugyanez nem mondhatd el, az
extracellularis gluk6z magas koncentracidja a galakt6z hasznositasanak katabolikus
represszidjat okozza (Domingues et al., 1999). Tehat az altalunk keresett starterkultira
kivalasztasaban az lesz a dontd paraméter, hogy hogyan tudja hasznositani a galaktozt.
Osszesen 16 fajélesztét valasztottunk ki, amelyek megtalalhatok a kereskedelmi forgalomban,
van koztiik hibrid €leszt6 és olyan is, amely nem tartozik a Saccharomyces nemzettségbe.
Ahhoz, hogy a 16 éleszt6 koziil megtalaljuk azokat, amelyek jol tudjak hasznositani a glikozt
¢s a galaktdzt szénhidrattesztet végeztiink. Ha az élesztd képes felvenni az adott szénhidratot,
akkor a tapkozeg szine megvaltozik, 1ilabol atvaltozik sarga szinilire. Ez a valtozas azért tud
bekovetkezni, mert az élesztd altal termelt metabolitok miatt a pH érték elmozdul, savasodni

kezd a tapkozeg. Az eredményeket a 4. tablazatban tuntettem fel.
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6. tablazat: Egyes fajélesztok gliikkoz és galaktdz hasznositasa

Fajeélesztd Gliikoz Galaktoz
1 | Uvaferm PM +++ .
2 | Uvaferm CM 4+t .
3 | Danstil A +++ 1t
4 | Thermosacc Dry Ly Tt
5 | Anchor Exotics SPH ++ -
6 | Melody it _
7 | Concerto 4t 4+
8 | Biodiva ++ ++
9 | VIN 13 Tt Tt
10 | Merit i N
11 | X-thiol 44 -
12 | X-treme +++ -
13 | HDAS4 s _
14 | GV S107 et _
15 | Flavia 11y j
16 | Turbo Yeast +++ +++

+++: nagyon jo, ++: jo, +: Kiesi, -: nem

A 4. tablazatban lathato eredményekbdl megéllapithato, hogy mindegyik fajélesztd hatékonyan
hasznélta fel a tApkozeg glikoz tartalmat. A galaktdz tekintetében egészen mast latunk ugyanis
az 0sszes vizsgalt élesztd torzs kevesebb, mint fele tudta csak felvenni, 6sszesen 7 féle éleszto.
Harom élesztd tudta nagyon jO hatékonysaggal felvenni a galaktézt, a Turbo Yeast, a
Thermosacc Dry és a VIN 13. Volt tovabba hdrom élesztd, amelyek viszonylag jol
hasznositottak a galaktozt, ezek a Concerto, a Biodiva és a Danstil A fajéleszték voltak. A Merit
nevil fajélesztd tudta valamilyen szinten hasznositani a galaktdzt de nem elég hatékonyan. A
Concerto és a Biodiva nem Saccharomyces élesztok ezért ezeket nem vittem tovabb a
kovetkezé mérésekhez mivel tudjuk azt, hogy a nem Saccharomyces élesztok alkohol termeld
képessége rosszabb, mint a Saccharomyces cerevisiae élesztéknek. Tehat a tovabbi mérésekhez

a Turbo Yeast-et, a Thermosacc Dry-t a VIN 13-at és a Danstil A fajélesztoket hasznaltam.

4.6 A Kkivalasztott fajélesztok tovabbi vizsgalata

Miutéan kivalasztottuk a fentebb emlitett négyféle élesztot arra a kérdésre kerestem a vélaszt,

hogy ezek koziil melyek rendelkeznek a legjobb alkoholtermeld képességgel. A vizsgalat sordn

kovetkezok voltak a hidrolizis és az erjesztés koriilményei:

e Tapkozeg a fermentacidhoz: 18% laktoz tartalmu tejsavd
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e Enzimes hidrolizis 2 6rén keresztiil 0,4 ml/100ml mennyiségl

enzimkészitmennyel 35 Celsius-fokon majd a 2 6ra leteltével éleszt6 beoltas

o FElesztd mennyisége 2 g/l

e Tapso mennyisége 0,4 g/l

e Tapso fajtaja: Uvavital-Lallemand

e Erjesztés: 30 Celsius fokon 100 6ran keresztul

Az 5. tablazat tartalmazza a kisérlet soran mért adatokat.

7. tablazat: Szarazanyag-, ¢és alkoholtartalom valtozasa kiilonb6z6 élesztékkel végzett

erjesztés soran

Alkalmazott Szarazanvag-tartalom (m/m%) Alkohol (V/V%)
elesztok 48 ora 76 ora 100 dra 48 ora 76 ora 100 dra
Turbo Yeast 13,1 10,6 10,2 7,0 9.0 0,0
VIN 13 16,2 14,1 12,6 4.8 0,6 7.4
Thermosacc Dry 15,3 13,0 11,8 5.6 7.4 8,0
Danstil A 15,9 13.8 12,2 5.2 6,8 7.6

A vizsgalt négy élesztétorzs szaz oOrds erjesztése soran méréseket végeztink a szarazanyag
tartalom valamint az alkohol tartalom alakulaséara vonatkozéan. A Turbo Yeast esetében volt a
legalacsonyabb a szarazanyag tartalom az erjesztés végére (10,2 m/m%) tehat ez a torzs
termelte a legtobb alkoholt is (9,0 V/V%) a vizsgalat ideje alatt. A mésik harom vizsgalt élesztd
tapkozegében a szarazanyag tartalom nem ment 11 m/m% alé és a mintak alkohol tartalma még
a masodik legjobban teljesitd élesztd esetében (Thermosacc Dry) is egy teljes térfogat
szézalékkal kevesebb volt, mint a Turbo Yeast-nél mért érték.

Tehat mindkét mért adat azt mutatta, hogy a Turbo Yeast starter kultira végezte a legjobb
anyagcsere tevékenységet tehat egyértelmti volt a dontés, hogy ezt a fajéleszt6t fogjuk hasznalni
a tovabbi kiserletek soran.

4.7 Kiilonbo6z6 laktoz tartalmu savok erjesztése

Megvizsgaltuk, hogy az erjesztés szempontjabdl mi az optimalis lakt6z koncentracid, vagyis
arra voltunk kivancsiak meddig érdemes ndvelni a fermentacios tapkdzegem koncentraciojat.
Ez azért 1ényeges, mert minél nagyobb a végtermék alkoholtartalma utdna annal eldnydsebb
lehet a leparlas szempontjabol. Azonban az erjedés tUteme szempontjabdl nem biztos, hogy
elényds a nagyon magas laktdz koncentracié tehat érdemes megvizsgalni mekkora az a
legmagasabb koncentracid, ahol az erjedés még optimalis értékeket mutat. Ehhez a méréshez

elkészitettink 16%-0s, 18%-0s, 20%-0s, valamint 22%-0s tapkozegeket. Az erjedés
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koriilményei azonosak voltak az el6z6 vizsgalataval, azokkal a kiilonbségekkel, hogy itt az
erjedés idotartama 130 ora volt az élesztd adagolasat pedig a gyartd altal megadott javaslat
szerint végeztikk, azaz 5 g/l éleszt6t alkalmaztunk. Az erjedés soran HPLC méréseket,
szarazanyag-tartalom méréseket és alkoholtartalomra vonatkozé méréseket végeztiink, ezeket

a mért adatokat a 6. és 7. tablazatban tintettem fel.

8. tdblazat: Egyes szénhidratok mennyiségi valtozésa a fermentécid soran

(Szénhidrat koncentraciok g/100ml egységben vannak megadva)

Idé 16% 18% 20 1%
(6ra) Laktdz | Glikdz | Galaktoz | Laktoz | Glikdz | Galaktozr | Laktoz | Glikoz | Galaktéz | Laktéz | Glikdz | Galaktoz
1% 0287 0,682 6,162 0,409 0,948 7,101 0,378 3,066 8,163 1,908 5173 2,805
72 0,081 0,042 0,113 0,166 0,085 0,517 0,413 0,063 3,013 0,710 0,070 89224
95 0,013 0,013 0,004 0,124 0,081 0,109 0,308 0,082 2,405 0,702 0,087 6,049
130 0,080 0,053 0,038 0,127 0,032 0,047 0,19 0,145 1,008 03570 0,141 5,801
9. tdblazat: Az alkohol- és a szarazanyag-tartalom valtozasa az erjesztés soran
16% 18% 20% 22%
Idd (ora) Alkohol Szdrazamyag Alleohol Szdrazamyag Alleohol Szdrazamyag Alleohol Szdrazamyag
D) {m/m%s) D {m/m%) D) {m/m%s) D {m/m%)
72 8.1 6.7 g2 8.3 74 127 6.2 16,8
96 g4 6.1 8.8 1.5 84 109 6,8 157
130 [ 6.2 ] 73 0.4 0.5 32 14,7

A kapott eredményekbdl jol latszik, hogy a laktdz, tartalom ndvelésével nem novekszik
aranyosan az alkoholtartalom. Lathaté a HPLC mérés alapjan, hogy a 22%-os laktéz tartalmd
mintaban igen jelentds mennyiségli galaktdz maradt az erjedési idStartam végére (5,801). Az
erjesztés sebessége jelent6sen lecsokkent a nagyobb szubsztrat-koncentracio kovetkeztében. A
legmagasabb alkohol tartalmat adott id6 alatt a 20% laktoz tartalmt mintéaval értiik el, ez 9.4
VIV%-ot jelent, azonban ennél a mintanal is maradt a tapkozegben galaktdz (1,009) tehat az
éleszté szénhidrat felhasznalasdnak a hatasfoka csokkent. Tehat a 16%-0s és a 18%-0s
mintdkban volt megfigyelhetd az, hogy nem csak a gliik6z, hanem a galaktoz felhasznalasa is
ideadlis volt az élesztonek. A két minta kozott mért alkoholtartalom kilénbsége 0,5V/V% volt.
Ennek az adatnak az ismeretében érdemes elgondolkoznunk, hogy megéri-e nagyobb
koncentracidju tejsavot hasznalnunk, hiszen nincs szignifikans kulonbség az alkohol termelés

mennyiségét illetden.

4.8 Optimalis tapanyag Kiegészités

Az altalunk hasznalt Turbo Yeast fajélesztd a csomagoldsaban eredetileg is tartalmaz tdpanyag

kiegészitést, viszont mi kivancsiak voltunk, hogy érdemes-e tovabbi tapanyagot hozza adni az
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¢lesztéhoz annak érdekében, hogy minél idealisabb legyen az erjedés. Erre a célra az Uvavital
Lallemand komplex tapsot alkalmaztuk, ebben a tdpsdban megtalalhatd az élesztd optimalis
milkddéséhez sziikséges nitrogén valamint minden &svanyi anyagot és vitamin forrést
megfeleld aranyban tartalmaz. A kisérletet a kovetkez6 kortilmények kozott végeztik:
e Tapkozeg: 16% laktoz tartalmu tejsavo
e Enzimes hidrolizis 2 6ran keresztiil 0,4 ml/100ml mennyiségli enzimkészitménnyel 35
Celsius-fokon majd a 2 6ra leteltével élesztd beoltas
e Eleszté: Turbo Yeast 5 g/l
e Tapso: Az élesztével egyiitt az erjesztés elején majd az erjedés 24. orajaba és a 48.
oOrajban, alkalmanként 20 g/hl-es mennyisegben
e Tapso fajtaja: Uvavital-Lallemand
e Erjesztés: 30 Celsius fokon 130 6ran keresztil
A kisérlet alatt a szarazanyag tartalmat és az alkohol koncentraciot mertuk. Az adatokat a 8.

tablazatban mutatom meg.

10. tablazat: Erjesztés soran torténd tapanyag kiegészités hatasanak a vizsgalata

Tapanyagkiegészites a | Tapanyagkiegeszites a 24. Nem tdértent adagolas a
Id6 24. és a 48. oraban oraban 24. és a 48. oraban
(ora) | Alkohol | Szarazanyag Alkohol Szarazanyag | Alkohol | Szarazanyag
(VIV%) (m/m%) (VIV%) (m/m%) (VIV%) (m/m%)
72 7.9 6.8 8,2 6.3 7.6 7.0
26 8.0 6.2 8.2 6.1 7.9 6.5
130 8.0 6.3 8.3 6.0 8.1 6.5

Az eredmények alapjan az mondhat6 el, hogy elég, ha csupéan a 24. éraban végzlnk tdpanyag
kiegészitést ugyanis ezzel a mddszerrel értik el a legmagasabb alkoholtartalmat (8,3 V/V%)
adott 1d6 alatt. Ha a 48. 6raban is végziink kiegészitést, nem ériink el javulast, s6t még kicsivel
rosszabb eredményeket kaptam (8,1 V/V%). ElImondhatéd azonban, hogy nincs szamottevd

kilénbség az egyes eljarasok kozott.

4.9 Erjesztés optimalasa fermentor rendszerhez

Azt szerettik volna elérni, ha az erjesztés a laboratériumi mérethez képest egy nagyobb
leptéknovelt szinten is optimalis lenne. Ehhez egy jol szabalyozhaté fermentor rendszerben
vizsgaltuk az erjedést. A hasznalt fermentor rendszer hasonlit az iparban is megtalalhatd

fermentorokhoz. A fermentorrdl egy kép is lathatdé a 4. abran, a rendszer szamitogéprol
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vezérelhetd. Ebben a rendszerben egy két literes fermentor talalhatd, lehetdveé teszi szamunkra

a homérséklet és pH szabalyozast, valamint a tapkozeg levegdztetését is szabalyozhatjuk,

valamint a kevertetés mértékét és idétartamat.

4. abra: B Braun Biostat B fermentor-rendszer

Az altalunk végzett mérések elsédlegesen arra vonatkoztak, hogy megtudjuk a beoltas utan

mennyi ideig a legcélszerlibb levegdztetést végezniink, valamint hogyan szabalyozzuk az

erjesztés kozbeni paramétereket. Az altalam bemutatott vizsgalat azokat a paramétereket

mutatja, amik mar az idealisnak tekinthetdek. A koriilmények ezek voltak:

Tapkdzeg: 16%-os laktdz tartalmu tejsavd

Enzimes hidrolizis: 0,35 ml/100 ml-es adagolas, 2,5 6ra 35 Celsius fokon majd ezt
kdvetden élesztds beoltas

Eleszté: Turbo Yeast 5 g/l-es adagolés

Erjesztés: 120 6rén keresztul 30 Celsius fokon

Levegodztetés: 50 percig a beoltas utan 1 I/h mennyiséggel, tovabbi levegdztetés a 24. és
a 48. 6raban 2 perc iddtartamokra

Tapso: az élesztovel egyszerre majd a 24. és a 30. ora kozott 20 g/hl mennyiségben

A megfeleld homogenitas érdekében 50 rpm fordulatszammal kevertettiik a tapkozeget

Az erjesztést a kordbban bemutatott modszerekkel vizsgaltuk és kdvettiik nyomon, tehat HPLC

analitikdval, szarazanyag tartalom és alkoholtartalom méréssel. Az adatokat a 9. tblazatban
lathatjak.
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11. tdblazat: Szénhidrat-, alkohol- és szarazanyag-tartalom véaltozasa az erjesztés soran

1d5 (6ra) Laktoz Gliikoz Galaktoz Alll{ohol Széralzanyag
(g/100ml) (g/100ml) (g/100ml) (V/V%) (m/m%)
24 0,345 0,093 6,300 nincs adat nincs adat
48 0,377 0,082 4,908 nincs adat nincs adat
72 0,109 0,100 0,126 7,40 6,10
06 0,090 0,156 0,093 8,00 6,10
120 0,072 0,081 0,027 8,10 5,90

Az eredmények azt mutatjak, hogy az erjesztés végére hasznosultak az enzimes hidrolizis

hatasara rendelkezésre all6 cukrok. A szarazanyag-tartalom is elérte a laboratériumi 1éptékkel

végzett kisérletek soran megfigyelhetd mennyiséget. Az alkoholtartalom is hasonlé eredményt

mutatott a kisléptékii mérések eredményeihez viszonyitva, 8,1V/V%-0s értéket ért el. Ez

alapjan a konverzi6 faktora 0,50-0,52 volt.
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5 Kovetkeztetések és javaslatok

Sikeriilt elérnem a célkitlizésemet és laboratdriumi korilmények kdzott optimalnom a tejsavo
erjesztés folyamatat és kortlmenyeit. Vildgosan latszik az, hogy a Saccharomyces cerevisiae
sokkal nagyobb hatékonysaggal erjesztette a tejsavot az enzimes hidrolizist kovetéen, mint a
vizsgalt Kluyveromyces marxianus térzs. Azonban érdemes lehet elgondolkozni azon, hogy
milyen eredmeények sziiletnének, ha kevert kulturas erjesztést végeznénk egy Saccharomyces
és a Kluyveromyces nemzettség egyik fajaval. Ugyanis a kereskedelmi forgalomban 1év6
enzimkészitmények, amelyeket a laktdz, monomerjeire val6 bontasa kdzben alkalmazunk igen
jelent6s koltséget képviselnek. Tehat érdemes lenne megvizsgalni, hogy gazdasagosabb-e, ha
enzimkészitmeény helyett egy Kluyveromyces torzset alkalmazunk a laktéz hidroliziséhez.

Az erjesztéseket és az enzimes kezeléseket egymashoz képest idoben eltolt modon végeztem.
Azonban Iétezik olyan eljaras, amely sorén az erjesztés és a hidrolizis szimultan zajlik. Hasznos
lenne kutatast végezni azzal kapcsolatban, hogy ilyen eljards esetén lehetséges-e meg
haté¢konyabb modon fermentdlni a tejsavot, ugyanis elképzelhetd, hogy igy gyorsabban
végbemenne a folyamat és ezzel id6t nyernénk. Abban az esetben, ha az erjesztés folyamata
gyorsabban végbemegy, gazdasagi szempontbol eldnyre tehetnénk szert mivel a hidrolizishez
és az erjesztéshez sziikséges tobb mint 30°C-os hémérséklet fenntartasa jelentds energia
befektetést igényel tehat nem elhanyagolhatd koltség. Ehhez természetesen olyan starter
kultarat érdemes alkalmazni, amely optimalisan végzi az erjesztést a R-galaktozidaz enzim
homérsékleti optimuman, ilyen lehet a Thermosacc Dry. Vagy pedig olyan enzimkészitményre
lesz sziikség, amelynek az aktivitasa alacsonyabb hémérsékleten is kielégité. Alkalmas lehet a
célra a Lactozyme Pure 6500L enzimkészitmény, viszont ennek a készitménynek a pH
optimuma jelentésen magasabb, mint a tejsavo atlagos pH-szintje, ezért ha ezt alkalmazzak
mindenképpen szlikseg lesz a pH szint beallitasara a szimultan erjesztés és hidrolizis el6tt.

Erdemes megemlitenem azt is, hogy az altalam vizsgalt korilmények és paraméterek
laboratériumi léptékre méretezve optimalisak. Ha félizemi vagy lzemi szinten szeretnénk
tejsavobal alkoholt eléallitani, akkor érdemes e kutatas alapjan tovabb vizsgalddni és nagyobb
leptékben kisérleteket végrehajtani. Tekintettel arra, hogy a kutatasom nem vizsgalta a
gazdasagossag szempontjait mindenképpen javasolt tesztelni ezeket a paramétereket izemi

kornyezetben is és optimalni Oket, a koltséghatékonysag szempontjat is figyelembe véve.
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6 Osszefoglalas

Szakdolgozatom témaja a sajtgyartds soran melléktermékkent Kkeletkezett tejsavo
hasznositasanak egyik lehet6ségét vizsgalja. Az altalam vizsgalt felhasznalas a tejsavo laktoz
tartalmanak hasznositdsaval torténd alkohol eldallitds. Azt a célt tliztem ki tehat, hogy
megkeresem, milyen maddszerrel lehet a leghatékonyabban etanolt elallitani a tejsavobol.

Az els6 vizsgalataimat azzal kapcsolatban végeztem, hogyan lehet hatékonyabban erjeszteni a
koncentrélt tejsavot, kdzvetlenil egy Kluyveromyces marxianus torzzsel vagy kozvetett moédon
enzimes hidrolizis utdn egy Saccharomyces cerevisiae térzzsel. Azt az eredményt kaptam, hogy
az alkalmazott Saccharomyces kultlra nagyobb sebességgel és alkoholtermeld képességgel
vegezte el a fermentaciot.

A tovabbi vizsgalataimat tehat a kozvetett erjesztés vonalan végeztem, ehhez el6szor meg
kellett keresnem a céljaimhoz megfelel6 enzimkészitményt. A tejsavo jellemz6 pH-ja 5,0-5,5
kozotti, a legtobb készitmény pedig nem hatékony ilyen savas pH szinten ezért ez volt a
meghataroz6 paraméter, amely alapjan enzimkészitményt véalasztottam. A gyartok altal
megadott informécidk alapjan a NOLA Fit 5500 készitményt vélasztottam a tovabbi
kutatasokhoz, mivel ennek a készitménynek volt a pH optimuma a legmegfelelobb ahhoz, hogy
tejsavo tapkozeghez felhasznaljam.

A kovetkez$ vizsgalat soran azt néztem meg, milyen enzim adagolas mellett torténik a
leghatékonyabb és leggyorsabb biokonverzi6. Ehhez kiilonb6z6 koncentraciokban
alkalmaztam a készitményt és folyamatos mintavételezéseket végeztem, melyeket HPLC
maodszerrel mértem. Azt az eredményt kaptam, hogy a 0,4 ml/100ml-es adagolasi mennyiség a
legcélszeriibb 16% laktoz tartalmil tejsavo esetén.

Ezutdn azzal kapcsolatban végeztem méréseket, hogy a laktdz tartalom ndvelése hogyan
befolyasolja az enzimkészitmény hatasfokat, fellép-e a termékgatlas. Ehhez négy kiilonb6z6
tejsavd mintat készitettem 16% tol 23%-ig terjedd laktdz koncentracioval. Az enzim adagolast
aranyosan noveltem, ahogyan nétt a szubsztratum mennyisége. A vizsgélat végére azt az
eredményt kaptam, hogy a laktdéz ndvekedesevel csokkent az enzim bontési képességének
sebessége, valamint egyre nagyobb mennyisegben maradt bontatlanul lakt6z tartalom a
mintakban, igy a legidealisabb, ha 16%-0s vagy 18%-0s laktéz koncentracioju tejsavot
alkalmazunk.

Ezt kovetden ki kellett valasztanom azokat a kereskedelmi forgalomban fellelhet6 élesztoket,

amelyek képesek hasznositani a laktoz monomerjeit. Ehhez 16 fajéleszton végeztem el a
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szénhidrat tesztet. A teszt végére az latszddott, hogy Osszesen 7 éleszt6 tudta hasznositani a
mintak galaktoz tartalmat. A 7 élesztobdl 6 tudta jol hasznositani és ebbdl 4-et vittem tovabb a
kovetkez6 kisérlethez mivel a masik két éleszté nem-Saccharomyces volt és ezek kdzismerten
gyengébb alkohol termel6 képességgel rendelkeznek.

A kovetkez0 kisérletben azt vizsgaltam meg, hogy a kivalasztott 4 féle éleszté milyen alkohol
termeld képességgel rendelkezik, melyik a leghatékonyabb. Az id6kézonként vett mintak
alkohol és szdrazanyag-tartalmat mértem és azt az eredményt kaptam a 100 0rés erjesztések
végére, hogy a Turbo Yeast hasznositotta legjobban a mintak erjeszthet6 szarazanyag-tartalmat
és ez a torzs termelte a legtdbb alkoholt.

Ezutan megint a lakt6z koncentréacié ndvelésének hatdsat vizsgaltam, hogy érdemes-e nagyobb
¢leszté hatékonysaga a megnovekedett szénhidrat tartalom hatasara. Nyomon kdvettem a
mintak alkoholtartalmanak és szarazanyag-tartalmanak alakulasat, valamint HPLC mérésekkel
vizsgaltam a laktéz monomerjeinek hasznosuldsat. Megfigyelhet6 volt, hogy 18%-0s
koncentracid felett romlott az éleszt6 alkoholtermel6 képessége és a galaktozt is egyre kevésbé
hasznositotta. Tehat 16%-0s vagy 18%-o0s lakt6z koncentracio alkalmazésa a legcélszeriibb, a
két minta esetében a nagyobb koncentracié dsszesen 0,5 V/V% alkoholtartalom noévekedést
eredményezett.

Ezutan azt vizsgaltam meg, hogy novelhet6-e az éleszt6 hatékonysaga, ha tobbszérosen végzem
tapanyag kiegészitést. Hirom mintat vizsgaltam, az elsénél csak a beoltas soran tettem tapsot a
mintahoz, a masodiknal az erjedés 24. érajaban is tortént tapanyag kiegészités, a harmadiknal
pedig a 24. és a 48. oOrdban is adagoltam tapsot. Azt az eredményt kaptam, hogy nincs
szignifikans kilénbség a minték alkoholtartalmat illeten a vizsgalat idejének a végén.

Az utolso kisérletben azt szerettiik volna elérni, ha az erjesztés a laboratériumi mérethez képest
egy nagyobb léptékndvelt szinten is optimalis lenne. Ehhez egy jél szabalyozhat6 2 literes
fermentor-rendszerben vizsgéltuk az erjedést, ez a rendszer mar hasonlit az iparban is
alkalmazott fermentorokhoz. Az altalam végzett mérések elsédlegesen arra vonatkoztak, hogy
megtudjuk a beoltds utdn mennyi ideig a legcélszeriibb levegdztetést végezniink, valamint
hogyan szabalyozzuk az erjesztés kozbeni paramétereket. A vizsgalat végére sikerllt optimalni

az erjedés kortulményeit 1éptékndvelt szinten is.
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szellemitulajdon-kezelési szabalyzataban megfogalmazottak ervényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltoltésre kertl a Magyar
Agrar- és Elettudomanyi Egyetem MATER Hallgatoi Dolgozatok repozitoriuméba. Tudomasul
veszem, hogy a megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kovetden

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyujtasatol szamitott 5 év eltelte utan
nyilvanosan elérheté és keresheté lesz az Egyetem MATER Hallgatéi Dolgozatok
repozitoriumaban.

Kelt: Szentendre, 2024. év November hé 04. nap

/ }é«/ AN

Hallgatd alairasa




NYILATKOZAT

Nagy Boldizsar Péter (hallgaté Neptun azonositéja: RYQO9G) konzulenseként nyilatkozom
arrél, hogy a szakdolgozatot attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrdsok korrekt
kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabdlyairdl tajékoztattam.

A szakdolgozatot a zardvizsgdn térténé védésre javaslom / nem javaslom?.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*?

Dr. Kun Szilard
belsé konzulens

Kelt: Budapest, 2024. év november ho 04. nap

1 A megfelel aldhtizandé.
2 A megfelel aldhtzando.
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