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Studiul cineticii de dezvoltare a drojdiei Saccharomyces Bayanus in
prezenta unor substante auxiliare farmaceutice

Drojdiile transforma glucidele simple in alcool, care este una dintre
sursele de energie cele mai nepoluante. Scopul lucririi este stabili-
rea unor conditii de fermentare mai optime i mai economice pentru
obtinerea alcoolului etilic. Cercetérile au fost efectuate cu o tulpind de
drojdie selectionatd in mod special pentru fermentarea alcoolici, specie
Saccharomyces Bayanus (tulpina Hefix 2000). S-au determinat factorii
variabili in cursul fermentatiei si anume variatia concentratiei produsului
respectiv variatia numarului celulelor vii si totale ale drojdiei inoculate si
randamentul procesului. Fermentatia alcoolici a fost repetata in prezenta
a celor trei substante auxiliare farmaceutice: polivinilpirolidond, Tween
80, si alginat de sodiu. In concluzie rezultatele cele mai bune in ceea ce
priveste randamentul produsului si cantitatea de biomasa obtinutd, am
obtinut in cazul utilizirii povidonului, care este mai rar amintit in litera-
tura de specialitate fata alginat de sodiu des utilizat pentru imobilizare.
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A biotechnoldgia tudomanyanak eredményei és a hozza
kapcsolodd iparagak termékei napjainkban egyre szélesebb
korben kertilnek alkalmazésra. Az alland6 kornyezetszeny-
nyezés hatasdra fellép6 altalanos felmelegedés karos kovet-
kezményeit tapasztalva egyre siirgetobbé valik az attérés 4j
természetbardt energiaforrasok felhasznalasara.

Az oxigéntermel6 és  széndioxidot felhasznalo
fotoszintetizald ~ noévényekbél — keletkez6 — biomasz-
sza energiahordozdéva alakitdsinak egyik lehetésége az
alkoholos fermentacié. A novényi termékekben illetve
hulladékanyagokban megtalalhaté poliszacharidok el8ze-
tes fermentativ lebontdsa Gtjan nyert egyszert cukrokat a
kiilonbozé élesztok a legkevésbé kornyezetszennyezé ener-
giaforrdsok kozé sorolhaté etanolla alakitjék [8,9,10,12].

Dolgozatunk célja az etanol el6allitdsara szolgdld gazda-
sagosabb eljaras feltételeinek a vizsgalata [4]. Immobilizalt
sejtekkel dolgozni elényosebb, mint a szabad sejteket tar-
talmazo oldatokkal, mert nagyobb a stabilitasuk, a kornye-
zeti kortlményekre kevésbé érzékenyek, regeneralhatok és
yjrahasznalhatdk, alkalmasak folyamatos tizemmenetre,
nagyobb sejtpopulaciéban haszndlhatdék és ezzel nagyobb
termékkoncentracié érheté el, hosszabb ideig megdrzik
élet- és termelGképességiiket, megkonnyitik a termék elva-
lasztasat [1,12,14]. Az immobilizalds soran megvaltozik a
szubsztrat-, termék-, illetve ionmegoszlas a sejtet kozvetle-
niil koriilvevd oldat és a hordozo kozott figyelembevéve a
hidroféb és az elektrosztatikus kolesonhatasokat. Médosul
a szubsztrat és termék transzfert korlatozo diffuzio az
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Fermentation kinetics sudy of the Saccharomyces Bayanus culture in
the presence of pharmaceutical adjuvants used for immobilisation

Alcoholic fermentation is one of the possibilities to transform biomass
resulted from plant photosynthesis into energy transporters. Yeast
transforms simple sugars in alcohol, which is one of the least polluting
energy resources of the future. The aim of the present study was to find
the optimal and most economic working conditions for the process of
etylic alcohol production. Research has been done on a yeast species -
Saccharomyces Bayanus (Hefix 2000) - selected specifically for alcoholic
fermentation obtained from the Biotechnology Research Institute Bay
Zoltan from Szeged, Hungary. During fermentation variable factors have
been determined, like the product and substrate concentration variation
and the variation of the number of live and total inocculated yeast cells.
We have calculated the constants that characterize the kinetic processes
of fermentation, the variation of live cells and biomass in % as well as the
yield. Alcoholic fermentation was repeated in the presence of three aux-
iliary pharmaceutic substances: polivynil-pirrholydone, Tween 80, and
Na-alginate, by maintaining all the other conditions constant. We have
also determined the critical mycellar concentration of the three studied
auxiliary susbtances to correlate them with the kinetics and yield of fer-
mentation. In conclusion, from the point of view of product yield and
biomass quantity, the best results have been obtained with kolidon, rarely
cited in the literature as generally Na-alginate is used for immobiliza-
tion.
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immobilizalt sejtet kortilvevé hatdrrétegben és a hordozo
belsejében [13]. Ennek javitdsa érdekében javasoljdk a
kiilonbozé felilletaktiv anyagok hozzdadasat az immobilizalt
sejtszuszpenziohoz [2].

Immobilizalt sejttartalmi fermentlevek eléallitasara
kiilonbozé a gyodgyszerészeti gyakorlatbdl ismert segéd-
anyagot is felhaszndlnak [4,5,7,11,15]. Vizsgalatainkban
az immobilizaci6 sordn felhasznalhatd harom gyogyszeré-
szeti segédanyag hatdasat kovettiik az alkoholos fermentdcio
folyamatara [4,7].

Meghataroztuk a fermentaci6 sordn valtozd, kiillonbozé
paramétereket: a termékkoncentraciot, az élésejtszamot és
a biomassza tomegét valamint kiszamitottuk a fermentdcio
hozamit [3,4,15,16]. Kisérleteinhez a szegedi Bay Zoltan
Biotechnologiai Kutaté Intézet altal rendelkezésiinkre
bocsatott Saccharomyces Bayanus (Hefix 2000) éleszt6tor-
zsért eziiton mondunk koszonetet.

Az alkoholos fermentaciét megismételtiik hdrom
gyogyszerészeti segédanyag (povidon - PVP, Tween 80,
natriumalginat) jelenlétében, mikézben az osszes tobbi
tényez6t dllando szinten tartottuk. A vizsgalt segédanyagok
kritikus micellaris koncentracidjat 6sszevetettiik a fermen-
tacié hozaméval.

Anyag és modszer

A fermentacié vizsgalatit kotyogéval lezart Erlenmayer
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1.abra. Termékképzddési gorbe kiilonbozé koncentracidji PVP jelenlétében:
1. kontroll préba, 2. 0,001%, 3.0,01%, 4.0,1%, 5.0,2%

lombikokban végeztiik, amelyekben a képz3dé széndioxid
kiszoritottaalevegét ezzel biztositva azanaerob koriilménye-
ket. A probdkat a fermentdcié ideje alatt razoberendezésssel
kevertiik.

A felhaszndlt éleszt6torzs a Saccharomyces Bayanus
(Hefix 2000), a tapoldat Osszetétele: 10% glitkoz, 0,15%
NH,Cl,0,55% K,HPO,, 0,025% MgSO,.7H,0, 0,1% NaCl és
0,3% citromsav.

Viszonyitdsi alapként a segédanyag mentes tapoldatban
végzett fermentacio sordn mért és szamolt adatokat tekin-
tettiik. A fermentaciot megismételtilk azonos Osszetételli
tapoldatban, amelyhez rendre haromféle gydgyszerészeti
segédanyagot (PVP, Tween 80 és natriumalginat) adtunk
négy kiilonb6zé koncentracidban (0,001% 0,01% 0,1%
0,2%). Figyelembevéve a vizsgalt segédanyagok el6zetesen
meghatdrozott kritikus micelldris koncentracidjat [6], a
segédanyag koncentraciokat ugy vélasztottuk ki, hogy ezt
az értéket kozrefogjak.

Az él6sejtszamot agar lemezre leoltott 30 °C-on tartott
kultaraban 48 6ra elteltével szamoltuk. A szildrd tdptalaj
0,3% élesztSkivonatot, 0,5% peptont, 0,1% glitkozt és 0,3%
maldtakivonatot is tartalmazott.

A biomassza tomegét a centrifugaldssal elkiilonitett sejt-
tomeg visszamérésével hatdroztuk meg. A probakat 10 per-
cig centrifugaltuk 4000 fordulat/perc fordulatszammal.

A termékkoncentraciot a keletkezd etanollal aranyos
széndioxid mennyiséggel fejeztiik ki. Az eltavozo széndioxid
meghatdrozasara analitikai mérlegen mértiik a fermentacios
edények sulycsokkenését.
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2. abra. Termékképzddési garbe kiilonbdz koncentrdcidjd nétriumalginat jelenlétében:
1. kontroll préba, 2. 0,001%, 3. 0,01%, 4.0,1%, 5. 0,2%
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3.abra. TerméképzGdési gdrbe kiilonbdzo koncentrécioji tween 80 jelenlétében:
1. kontroll préba, 2. 0,001%, 3. 0,01%, 4. 0,1%, 5. 0,2%

Eredmények

A dinamikus feliileti fesziiltség és a nedvesitési szog alapjan
meghatdrozott kritikus micellaris koncentracié a PVP és
Tween 80 esetében 0,05%, a natriumalginat esetében pedig
0,1% [6].

A hérom vizsgalt segédanyag valtozé koncentricidja
mellett mértiik a képz6dé termék mennyiségét az id6 fligg-
vényében és a kapott értékeket az 1-3. abran tiintettiik fel.

A termékmennyiség valtozasat a segédanyag koncentra-
cio fiiggvényében a4. dbra, a sejttomeg meghatarozasok ada-
tait az 5. abra, az élGsejtszam véltozasra vonatkozé adatokat
pedig a 6. abra segitségével adtuk meg.

Az 1. tabldzatban Gsszehasonlitottuk a termékképzddés
hozamadnak, az élésejtszamnak és a sejttdmegnek a véltoza-
sat a kiilonb6z6 koncentracioban hasznalt segédanyagokat
tartalmazo és a segédanyagmentes kontroll proba esetén.

Megbeszélés

A PVP jelenlétében végzett fermentdciok azt mutatjék, hogy
a kis koncentracioji segédanyag jelenlétében a folyamat
végén meghatdrozott él6sejtszam novekedik a segédanyag
mentes kontroll prébdhoz viszonyitva, a micellaris kon-
centracid feletti értékeknél viszont lényegesen lecsokken.
A biomassza mennyisége kisebb ingadozast mutat, egészen
kismennyiségli PVP hatdsara né, a micellaris koncentracio
korli értéknél minimum, majd az efeletti értékeknél ismét
enyhén emelkedik. A termékhozam a micellaris koncentra-
ci6 korili értéknél minimélis, az efeletti koncentracioban
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4.abra. A termékmennyiséqg véltozsa a segédanyagkoncentraciok fiiggvényében
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1.tablazat. Segédanyagok jelenlétében végzett fermentéciok soran nyert adatok

Segédanyag Koncentrdcié % El6sejtszdm %  Biomassza %

Hozam %
a kontroll prébdhoz viszonyitva

Hozam %
a tdpanyag mennyiséghez viszonyitva

Kontroll 100 100 100 78,44

PVP 0,001 216,53 106,217 98,48 78,24
0,01 180,76 74,57 93,15 74
0,1 26,69 100,92 103,47 82,20
0,2 19,23 115,5 114,41 90,88

Na alginat 0,001 201,6 178,77 105,70 81,47
0,01 39,02 133,88 100,55 77,5
0,1 128,45 134,77 99,62 76,78
0,2 128,45 171,85 92,11 70,99

Tween 80 0,001 131,5 90,02 99,23 76,48
0,01 35,33 67,85 99,00 77,46
0,1 123,65 92,56 100,17 77,11
0,2 66,87 105,36 104,34 80,42
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5.abra. Sejttomeg véltozdsa a segédanyagkoncentracid fiiggvényében

haszndlt PVP esetén né. A micellaris koncentracio6 feletti
PVP el§segiti a tapoldat jobb kihasznalasat és a termékho-
zam novelését, de az él6sejtszam lényeges csokkenését idézi
eld, ezért olyan esetekben ajanlott segédanyagként amikor
a fermentdci6 célja a nagyobb mennyiségli termék el6alli-
tdsa.

A legkisebb vizsgdlt koncentrdcioban (0,001%) adott
natriumalginat mind az él8sejtszamot, mind a biomassza
tomegét, mind a termékhozamot noveli a kontroll prébdhoz
viszonyitva. Az él6sejtszam novekedés egyben azt is jelenti,
hogy a sejtek életideje megnovekedik. [4] Az élGsejtszam és
a biomassza tdmege a minimumot a micelldris koncentra-
ci6 esetén éri el, ezutdn ismét novekedik, de nem éri el a
0,001%-ndl kapott értékeket. A nitriumalginit a nagyobb
élsejt- és biomasszatomeg eléallitasat célzé fermentdciok-
ban hasznalhaté az immobilizaci6 sordn segédanyagként, a
termékhozamot alig befolydsolja.

A Tween 80 tartalmu fermentlevekben a micellaris
koncentraci6 korili értéknél minimumot észleltitk mind-
hérom vizsgalt paraméter esetében. A legmagasabb Tween-
koncentracid (0,2%) mind a biomassza, mind a hozam
tekintetében emelkedést eredményezett a kontrollhoz
viszonyitva. A fermentdcié vizsgalt paramétereit a harom
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6.abra. Az éGsejtszam valtozasa a segédanyagkoncentracié fiiggvényében

vizsgalt segédanyag koziil a legkevésbé a Tween 80 befo-
lyasolja. A 0,2% Tween 80-t tartalmazé tdpoldatban ugyan
novekedett a termékhozam, de nem érte el a PVP esetében
mért szintet.

Kovetkeztetések

A sejtimmobilizaciéra segédanyagként a szakirodalom-
ban gyakran leirt algindtot abban az esetben ajanljuk, ha
a fermentacié célja a nagyobb mennyiségt éldsejt illetve
biomassza létrehozdsa, jelenlétében a sejtek hosszabb ideig
megérzik életképességiiket.

Ha a fermentdcio célja a termékhozam novelése, akkor a
micelldris koncentrdci6 felett hasznalt PVP-t, illetve Tween
80-at ajanljuk. Ezek koziil a PVP hasznalhato jobb tdpanyag
értékesitéssel. Ennek oka, hogy a feliiletaktiv PVP és Tween
80 jelenlétében modosul a diffuzié és ezzel a tdpanyag és
szubsztrat transzfer a sejtet koriilvevd hatdrrétegben.
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