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Kivonat/abstract

KIVONAT

A szerzd tanulmanyozta a 2,45 GHz frekvencidn miikodo
mikrohullamu sugarzas hatasat a Saccharomyces cerevisiae élesztére. A
vizsgalatok soran els6sorban az erjesztési tulajdonsagokra vald hatasat
detektalta. A mikrohullamnak azt a tulajdonsagat tanulmanyozta, amely
els6sorban a nem termalis hatdsokkal foglalkozik. Az élesztével végzett
vizsgalatokon kiviil, a mikrohullim enzimekre és azok aktivitdsanak
megvaltozasara valo hatasaval is foglalkozott. Megallapitotta, hogy a
mikrohullama  sugarzas befolyasolja a Saccharomyces cerevisiae
erjesztési tulajdonsagait, amely elsésorban az alkohol-kihozatalban, a
fermentacios folyamat valtozasaban és a fermentacios id6 csokkenésében
mutatkozik meg. Az enzimaktivitdis novekedése is igazolhatdo a

mikrohullamu kezelések alkalmazasa mellett.

ABSTRACT

The author investigated the effects of 2,45 GHz microwave
radiation on yeast Saccharomyces cerevisiae. During measurements the
main focus was on the impact of the fermentation properties. The author
mainly deals with non-thermal effects of microwaves properties. In
addition to the studies of yeast she also dealt with microwave effect of
enzymes. It can be stated that the microwave radiation influenced the
fermentation characteristics of Saccharomyces cerevisiae, wich is
reflected in the alcohol vyield, the change of fermentation process and
decreaseasing the fermentation period. The increase in enzyme activity

can be verified under the application of microwave treatments.
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Bevezetés

1. BEVEZETES

A rohamosan valtoz6 és fejlodé vilagunkban egyre nagyobb teret
hoditanak maguknak az elektromos berendezések, tobbek kozott a
mikrohulldmu sugarzéast kibocsaté késziilékek. Ezeket a késziilékeket
manapsag mar nemcsak a haztartdsokban, hanem ipari koriilmények
kozott is alkalmazzak.

A mikrohulldm szamos felhaszndldsi formdja kozott szerepel
tobbek kozott (az otthoni hasznalat mellett) a radiomiisorok sugarzasa, a
radar hasznalat, rengeteg informatikai szolgéltatds (Bluetooh, IEEE),
kabeltévé, internet és telefonszolgaltatasok.. stb. Mindezek mellett az
¢lelmiszeriparban is alkalmazzdk a mikrohulldmokat, melynek itt is tobb
féle felhasznalasi formdja ismert (szaritds, pasztérozés, siités, enzimek
inaktivalasa), analitikai célra azonban a szarazanyag tartalom
meghatdrozasra, illetve kiilonb6z6é anyagok kémia feltarasara
korlatozdédik alkalmazésa.

A Biologiai Rendszerek Miiszaki Intézetében szdmos szak- és
diplomadolgozat, valamit doktori disszertacio targyat képezte mar a
mikrohulldma sugérzas kutatdsa, az ennek hatasara bekovetkezé hd és
anyagtranszportok, valamint a sugarzas hatasara torténé bioldgiai
valtozasok is (NEMENYT et al., 2003). Leirtak, hogy a mikrohullamu tér
eloszlasa nem egyenletes, igy a besugarzott anyagban eltéré mértéki
felmelegedés €s nagy hdeloszlasbeli kiilonbségek alakulnak ki. LAKATOS
(2006) dolgozott ki egy olyan rendszert, amely a homogén tér kialakitasat
tette lehetévé. Jelentds a mikrohulldmu sugarzas szerepe az enzimek

inaktivalasaban, azonban kevesebb szakirodalmi hivatkozas talalhatd az
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Bevezetés

enzim aktivitas novelésére vonatkozoan. LAKATOS et al. (2009, 2012)
kimutatta, hogy a cellobidz enzim aktivitasa 25%-kal novelhetd. Ennek
alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a mikrohulldm szadmos egyéb
kémiai és biologiai folyamatra is hatassal van.

Ismeretes, hogy a mikrohullamu sugarzas hatasa a homérséklet
emelkedésével jar egyiitt. Kevésbé ismerik azonban a nem termikus
hatasokat. A biologiai folyamatok befolyasoldsa soran a hohatadson kiviil
a mikrohulldm nem termikus, un. non- termalis hatasa is érvényesiil.
Szamos kutatdsi eredmény igazolja mar, hogy kis teljesitményli
elektromagneses sugarzas, hatdssal van a sejtekre, elsdsorban a
sejtmembranokra és az enzimatikus folyamatokra (KRUNAL et al., 2012;
PANAGOPOULUS et al., 2002). Mindezek mellett sok tanulmany
foglalkozott mar azzal, hogy a mikrohullamu sugarzas nem csak magara
a sejtekre, hanem a befoglaloé kozegre, vagyis a vizre is hatassal van
(SzereNcsi et al., 2009).

Ezen ismeretek alapjan kutatasaink célja elsOsorban a
mikrohulldmnak az ¢él6 sejteket és enzimeket befolydsold hatisanak

vizsgalata volt.




Bevezetés

Kutatasi célkitiizéseink:

Kutatasaink soran a Saccharomyces cerevisiae vizsgalatat tiztiik ki
célul, laboratériumi modell tapkozegben, 1égkdri nyomasviszonyok és
konstans hémérsékleti értékek mellett, kis teljesitményii mikrohullamu
sugarzas hatadsara. Méréseink soran arra kerestiik a valaszt, hogy a
mikrohulldmu sugarzas milyen hatdssal van a sejtek pusztuldsi és
szaporodasi tulajdonsdgaira laboratériumi korilmények kozott. A
mesterségesen bedlliott kisérleteken kiviil vizsgalatuk az élesztdk
tulajdonsagait valés kozegben (must) is, amely sordn az alkoholos
erjedés folyamatat kovettik nyomon. Vizsgalataink kiterjedtek a
Saccharomyces cerevisiae gliikozbontasi képességeinek vizsgalatara is.

A dolgozat célkitlizése volt ezen kiviil, hogy aldtdmasszuk a
mikrohullam enzimekre [1,4-(1,3;1,4)-p-D-gliikan-4-gliikkanohidrolaz]
gyakorolt jotékony hatisat. Kisérleteink soran a hatalmas mennyiségben
keletkezd szdélovenyige mikrohullamt gdézrobbantdsa, majd enzimes
bontasa volt a kutatés f6 irdnyvonala. Ennek soran a celluléozbont6 enzim
mikrohulldmu kezelésével probaltuk bizonyitani annak enzimaktivitas
noveld hatasat, amely révén magasabb gliikozkihozatal érhetd el, amely
szamos iparag (pl.: bioetanol eldallitas) szamara nyljthatnanak alapot

tovabbi fejlesztésekhez.




Irodalmi attekintés

2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A mikrohullamu besugarzas

Mai modern, rohan6 vilagunkban mindennapjaink részévé valt a
kiilonb6zé  hulldmhosszusdgi  elektromégneses  sugarakat  kibocsato
késziilékek hasznalata, amelyek elényei a hagyomanyos technoldgidkkal
szemben jol ismertek. Ezért az ezen sugarak hatasanak vizsgalata el6térbe
kertilt (SUTTON, 1992).

2.1.1. A mikrohullamu besugarzas altalanos alapjai

A mikrohulliamok olyan elektromagneses hullamok, amelyek
elektromos és magneses mezOokbdl allnak és mozgasukat tekintve egymasra
merdleges rezgést végeznek. Az elektromagneses tér részecske (foton) és
hulldm (transzverzalis hullam) tulajdonsagokkal is rendelkezik (SzABO,
1990), amelyek nem allandd energiadramlésként, hanem jo6l meghatarozott
kvantumokban terjednek. Az elektromagneses sugarak hullamhossz nagysaga
a nanométerektdl egészen a kilométerekig terjed, amely tartomanybol az

altalunk vizsgalt mikrohullam 1 m-t6]1 1 mm-ig terjed.
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Atengeldéi ;KE?;E” [ igen ] nem [ gen ] nem
Hullamtartomany  radihullam mikrohullam  infraviris  fény ulraibolya  rinigen- gamma-
Hullamhossz (m)  10° 107 107° 0,5%107° 10® 10710 1052
Ahulldmhossz b 'F’ﬁ -'
nagysagrendje }‘[\ = ’&
N
éplletek  ember pillangd  tlihegy egysejti molekula atomn atommag
Freoencia (49 #ﬁ
10* 108 10 105 10 10 17°
Atartomanyban
maximalis
intenzitassal E
sugarzd testek 1K 100 K 10 000 K 10 000 000 K
hdmérseklet
Gmérseklete 272 °C -173°C 9727°C ~10 000000 °C

1. 4bra. Az elektromagneses spektrum (URL")

Az 1. abrdan j6l megfigyelhetd, hogy a legkisebb hullamhosszhoz
tartozik a legnagyobb energia (URL'). A hullamhossz csokkenésével és az
energia novekedésével sorrendben megkiilonboztetiink:  radio-  és
mikrohulldmokat, infravords (infra red, IR), lathatd, ultraibolya (ultraviolet,
UV) sugarzast, rontgen- és gammasugarzast. Végiil, a kozmikus sugarzast is
(ennek hullamhossza kisebb, mint 1 nm, €s nagyon nagy energidju fotonokat
képvisel), amely az abran nem is szerepel.

Az elektromagneses tér energidja felhasznalhaté fizika-kémiai és
biologiai folyamatok (KOSTOFF és LAU, 2013) befolyasolasara (SzABO,
1991). Igaz, hogy a mikrohullamok energidja nem elegendé a molekulak
kotéseinek felbontdsara, azonban képes biologiai szerkezetek atalakitdsara
(SzaBO et al., 1987), sejt-membranok, molekulak kozotti kotések
elroncsolasara (RAJKO et al., 1996) a termikus miiveletek (pl. sterilezés,
f6zés, tartositas, ipari sejtbontas, fermentalds, enzim-atalakitds stb.) soran

(SzABO és RAJKO, 1995).
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Mikrohulldmnak tekintik a 300 MHz és 300 GHz kozotti tartomanyt
(ALMASSY, 1982; MATAY és ZOMBORY, 2000; POZAR, 1993; SCHUBERT ¢s
REGIER, 2005). Az élelmiszeriparban ¢és biotechnologidban az
elektromagneses hullamok szamos formajat alkalmazzak: az infravoros
sugarakat és mikrohullamokat (SzABO, 1993; SzAaBO, 1998), a gamma
sugarakat sterilizalasra, konzervalasra hasznaljak az élelmiszeriparban, az
ultraibolya sugérzast pedig a levegd mikrobdinak csokkentése; az aszeptikus
gyartévonalakban a folyadékok (gyiimdlcslevek, tej, stb.) toltésénél; a
szeletelt kenyér csomagolasanal; sajtok, husipari szdrazaruk érleld
helyiségeiben ¢€s hiitétarolokban.

Az élelmiszeripari ¢és biotechnologiai felhasznaldson kiviil a
mikrohulldmot a radar és navigéacios technikdban, hiradastechnikaban is
sz¢les korben alkalmazzak.

A kiilonboz6 sugarzasok valamint a biologiai anyagok kozotti reakciok
megertése¢hez elengedhetetlentil sziikséges a sugarzast leird jellemzok kozotti
Osszefiiggések ismerete. Ezeket a torvényeket a Maxwell egyenletekkel lehet
leirni (DATTA és ANANTHESWARAN, 2001; SCHUBERT és REIGER, 2005).

Az elektromagneses hullamok hullamhossza (A, [m]), frekvenciaja (f’,
[1/s]), valamint sebessége (v, [m/s]) a kdvetkezd Osszefliggéssel hatarozhatod
meg (1):

1= (1)

Az 1. egyenletet felhasznalva a 2,45 GHz frekvencidhoz tartozo

hullamhossz a kovetkezOképp szamithato ki (SINGH és HELDMAN, 2001).

3-108[%]

2450-106 E]

/124_50 = = 0,122 m = 12,2 cm (2)
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A mikrohullamu melegités alapja, hogy az elektromos tér erdt fejt ki a
dipolussal rendelkezd részecskére. Példaként a vizmolekula toltéseloszlasat
tekintve elektromos dipdlus. A 2,45 GHz-es mikrohullamu frekvencian a
vizmolekuldk megprobalnak igazodni a valtozo polaritdshoz, mikozben
egymashoz {itédnek, surlodnak, a hidrogén-hid kotések felbomlanak, és Uj
kotések alakulnak ki. Ek6zben energia szabadul fel, amely moztési energiava
alakul 4at. Ennek kovetkeztében a rendezetlen mozgasut molekulak
intenzivebben {itddnek egymdashoz, amely a hdmérséklet emelkedését
eredményezze. Az elektromagneses tér energidja tehat mozgési energiava
alakulas kovetkeztében héenergiava alakul (LAKATOS, 2006).

A kezelt anyag homérsékletemelkedése tobb paraméter fiiggvénye.
Fligg egyrészt a kezelés idbtartamatdl, az anyag térfogatatdl, térbeli
elhelyezkedésétdl (SzaBO et al., 2002a), a komponensektdl az Osszetevok
dielektromos tulajdonsagatol, viz- és sotartalmatol (BARANI et al., 2011;
SzABO, 1994).

A mikrohulldmt energia hdévé alakulasa a kovetkez6 modon adhatd
meg (3):

Pp =5561-107".E2 . f'- ¢ - tan § (3)
Ahol:
Pp: disszipalt energia [W/cm3];
E: elektromos térerdsség [V/cm];
f’: frekvencia [Hz];
g': dielektromos allando;

tan o: veszteség tangens.
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A mikrohullami besugarzasokat specialis kezelé berendezésekben
végzik. A magnetron atalakitja a tapegységbdl érkezd egyenaramot
mikrohulldmu energiava (HoLICs, 1992). A hulldmot egy specidlis eszkdz, az
iregrezonator iranyitja a kezelOtérbe, aminek geometriai kialakitasa
meghatirozza az elektromos téreloszlast (SCHUBERT és REGIER, 2005;
SzABO, 1990). A kezelotér kialakitasat a hullamhossz filiggvényében
optimalizaljak. A  kezel6térbe fémkeverdket ¢épithetnek be, ami
megakadalyozza az all6 hullamok kialakulasat, ezaltal az energia eloszlast
egyenletesebbé teheti (SINGH és HELDMAN, 2001).

SIEBER et al. (1996) szerint mikrohulldmu besugarzas soran a hulldmok
reflektalodnak a késziilék belso rétegeirdl. A mikrohulldmok az élelmiszerek
komponenseinek fiiggvényében kiilonb6z6 mértékben hatolnak be a kezelt
anyagba, ebbdl kifolyolag talfiités torténhet, vagy nem egyenletesen
melegitik fel a termék belsejét. Szamos esetben ez a melegitési eljaras magas
homérsékletet eredményez, ebbdl kifolyolag az alkalmazott edények
kialakitdsa nagyon befolydsolja a hdmérséklet eloszlasat a kiilonbozd
edényekben.

A mikrohulldmt kezelések soran az egyenlétlen téreloszlas
megneheziti a kezel6térben torténd folyamatok mérését, tervezését ¢s
szabalyozasat (LUDANYI és SzILAGYI, 1998). A kezel6tér rendszerének
megtervezésekor kiemelkedd fontossagu, hogy egyenletes mikrohullamu
térerd-eloszlast hozzanak létre.

VILLAMIEL et al. (1998) és RATTANADECHO (2005) véleménye szerint
vizcsapdédk alkalmazéasaval a mikrohullamu térerd eloszlas homogenizalhato,

azonban konkrét méréseket nem végeztek ennek meghatarozésara. A
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homogén térerd vizcsapdakkal valo egyenletes eloszlatdsanak modszerét

LAKATOS (2009) dolgozta Ki.

2.1.2. A mikrohullaimu besugarzas termikus és nem termikus hatasai

Nagy kiilonbség mutatkozik a mikrohullimi hoékozlés ¢és a
hagyomanyos hokozlés soran kialakuld homérséklet eloszlasok kozott. A
hagyomanyos hékozlés soran a hé hdvezetéssel terjed az anyagban, ami
egyenetlen hdeloszlast eredményez, egyenletes hoeloszlast akkor érhetiink el,
ha az anyag teljesen homogén. A mikrohullimmal t6rténd anyagkezelésre
jellemzéen elmondhatd, hogy a kezelendd minta teljes terjedelmében, a
hagyomanyos hdkezeléstol kiilonb6zo ho- €s anyagtranszport folyamatok
jatszonak le. Ennek kovetkeztében az alkalmazott kezelések ideje
lecsokkenheté (SINGH és HELDMAN, 2001). A mikrohullamot ezért szamos
¢élelmiszeripari technoldgiai megoldas soran alkalmazzak.

Rengeteg irodalom foglalkozik a mikrohullam termikus hatasaval,
amelyet sok élelmiszeripari technologia soran tudnak alkalmazni, mint
példaul szaritas, hus kiolvasztas, temperalds, pasztorozés, sterilizalas és az
¢lelmiszerek elszinez6désének megakadalyozasa terén (TANG et al., 2008;
VENKATESH és RAGHAVAN, 2004).

Rengeteg tanulmany foglalkozik a  mikrohullam sterilezd,
mikrobapusztitdé hatasaval is. POzAR (1993) leirja, hogy a mikrohullamu
eljarasok soran elsdsorban a 2450 MHz, illetve néhany esetben a 915 MHz-es

frekvenciat hasznaltak.
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A mikrohullamu kezelés eldnye, hogy a hé- és anyagtranszportok
iranya azonos, igy nem torténhet meg, hogy az anyagaramot gatlé szaraz
kéreg alakuljon ki (BERECZ, 1999).

Sokféle ¢élelmiszerben és  élelmiszer alapanyagban, példaul
pulykahusban (ALEXIO et al., 1985), marhahtisban (DAHL et al., 1980; LIN és
SAWYER, 1988), csirkehusban (BLANCO és DAWSON, 1974), fagyasztott
termékekben (SPITE, 1984; SzABO et al., 2002b) a mikrohulldmu sugarzas
mikrobakra kifejtett hatdsat megvizsgaltak. Ezen munkak eredménye, hogy a
mikrohulldmu kezelés az élelmiszerekben taldlhatdé mikrobdk gatlasaval és
elpusztitasaval noveli az élelmiszerek mindség megdrzési idejét.

A mikrohullamt pasztérozés (ROSENBERG ¢s BOGL, 1987) azért is
elterjedt modszer, mivel a rovid hékezelési €s besugarzasi idé kovetkeztében
az élelmiszerek nem karosodnak olyan nagymértékben a mikrohullamu
kezelés hatdsara, mint a hagyomanyos hokezelés hatdsira (LAU és TANG,
2002; SuN et al., 2007; WANG et al., 2003). Jelenleg is szamos ¢élelmiszer
esetében alkalmazzak, pl. a tej (VALERO et al., 2000), almal¢ (GENTRY és
ROBERTS, 2005) pasztérozésére.

Szamos tanulmany foglalkozik a mikrohulldmu szaritds kérdésével. A
gabona magvak (BOCKELMANN és LUCKE, 2005), a paradicsom (ZHou et al.,
1994), a kivi és korte (KIRANOUDIS et al., 1997), a kukorica és burgonya
(BEKE, 2000), az alma (JUN et al., 1999), valamint az afonya (RAGHAVAN,
1999) szaritasi kisérleteit végezték el.

LAGUERRE et al. (1999) hagyma, SzABO et al. (1990) gomba konvektiv-
mikrohullami kombinalt kezelése soran vizsgaltdk az anyagban a
hémérséklet és nedvességtartalom valtozas mértékét. Minden esetben a

mikrohulldm gyors és kiméletes hokozlési formajat talaltdk hatékonyabbnak.
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A mikrohulldamt hoékozlés az ¢€lelmiszeriparban valé felhasznaldsa
szamos elonnyel jar. A hagyomanyos hdokezeléssel szemben a mikrohulldmt
sugarzas specialis tulajdonsagai (dip6l rotaciod, ionos polarizcdié) miatt
rovidebb lesz az anyag felmelegedési ideje, igy csokken a feldolgozasi id6 és
megérzi az élelmiszer minéségét (CINQUANTA et al.,, 2010; GUAN et al.,
2002; LAU and TANG, 2002; SuN et al., 2007).

A mikrohulldm felhasznalhaté analitikai célokra is, mégpedig a
nedvesség  meghatirozasnal. Tej és kiillonb6z6 tejtermékek
szarazanyagtartalmat hatdroztdk meg mikrohulldm és konvektiv szaritas
(DzUREC és BAPTIE, 1989), valamint mikrohullam (REH és GERBER, 2003)
alkalmazasaval.

A mikrohullam hoékelté hatasa régota ismert, azonban mégsem terjed el
az ¢lelmiszeriparban. Ennek oka, hogy nem 4ll rendelkezésre elegendd
informacio a kiilonboz6 frekvenciak altal kifejtett hatasokrol, az elektromos
erétérrol vagy az élelmiszerek dielektromos jellemz6irdl (GECZI és SEMBERY,
2005).

Mindenekel6tt tisztdzni kell azt, hogy a mikrohulldmi sugarzas
termikus és nem termikus hatdsai egyarant, kiilonboz6 fizikai és biologiai
paraméterektdl fiiggenek. Nagyon sok tényezd van, mely befolyéasolja a nem
termikus hatast: frekvencia, modulacio, polarizacid, elektromagneses mezo,
genotipus, fizioldgiai tényezdk, sejt denzitds, besugarzasi idd, teljesitmény
(BELYAEV, 2005; RAI et al., 1994a, 1994b;).

Az elektromagneses tér energidja kiilonbozd reakciok befolyasolasara
alkalmas (fizikai, kémiai, biologiai). A folyamatok hatdsmechanizmusat az
befolyasolja, hogy milyen kapcsolatban van az elektromagneses tér

energiakvantuma azzal az anyagmennyiséggel, amely valtozast vagy
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karosodast tud okozni a kezelt bioldgiailag aktiv objektumban a kiilonb6z6
hohatassal jar6 miiveletek (sterilizalas, sejtbontds, fOzés, tartdsitas,
fermentalas, enzim-atalakitas) soran (SzABO, 1990).

Ma a nemzetk6zi tudomanyos kozvélemény elfogadja bizonyos nem
termikus hatasok 1étezését, de elismeri, hogy a radiofrekvencias sugarzas altal
bekovetkezd hatasok koziil néhanynak hatdsmechanizmusa még nem
pontosan ismert.

A fizikusok megfogalmazasa szerint nem termikus vagy atermikus
befolyasa csak akkor lehet egy hullamnak, ha teljesen megtartja
elektromégneses formajat és a besugarzott anyag hdmérséklete nem valtozik.
A bioloégusok azt mondjak, hogy ezen sugarzas non- termalis hatdsa egy
olyan jelenség, melynél nem mérhetd homérsékletemelkedés (MATAY és
ZOMBORY, 2000).

Vizes  oldatok  dielektromos  tulajdonsdgainak  elemzésekor
megfigyelték, hogy az elektromagneses hullamok alkalmazasa sordn egyes
kémiai kotések felszakadnak, ezt nevezik kozvetlen nem termikus hatasnak,
amikor egy foton energidja felszakitja a molekuldk kozotti kovalens
kotéseket (DATTA és ANANTHESWARAN, 2001).

Sok korai tanulmany foglalkozott azzal, hogy bebizonyitsa a
mikrohulldma sugarzds nem termikus hatdsit a mikroorganizmusok
pusztulasi hdmérséklete alatt (BECKWITH és OLSEN, 1931; CARPENTER, 1958;
FABIAN és GRAHAM 1933; FLEMING, 1944; NYROP, 1946; SUSSKIND és
VOGELHUT, 1959; YEN és Lul, 1934), prokariotak és eukariotak esetében is.
CULKIN és FUNG (1975) bebizonyitottak, hogy az E. coli és a Salmonella
typhimurium nem képes talélni a 905 MHz-es mikrohullamti besugarzast.

Megallapitottak, hogy a mikrobidlis pusztitds alacsonyabb hdémérsékleten
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tortént rovidebb 1d6 alatt, abban az esetben ha hagyomanyos hokezeléssel
egészitették ki. Ez azt bizonyitja, hogy a mikrohullam altal és a hagyomanyos
uton torténd hokozlés nem ugyanolyan hatdssal van a mikroorganizumusok
¢lettevékenységére, pusztulasi tulajdonsagaira.

Mikroorganizmusok ¢és enzimek inaktivalasat lehet elvégezni
mikrohulldmu sugarzas segitségével. A kisérletek soran, olyan nem termikus
hémérsékleten dolgoztak, ami a mikroorganizmusok tlréshatara alatt van
(KHALIL et al., 1988). Tobb féle mikroorganizmus élettevékenységét gatoltak
50 °C-os homérséklet alatt, tobbek kozott a narancslében 1€vo
Saccharomyces cerevisiae és a Lactobacillus plantarium (TAICHAKAVIT et
al., 1998), valamint KOUTCHAMA és RAMASWAMY (2000) az Esherichia coli
inaktivalasat végezte el mikrohulldammal.

A mikrohulldmmal t6rténd kisérletek sordn kimutattdk, hogy az
alkalmazott teljesitmény €s a besugarzasi id6 nagyon fontos szerepet tolt be a
mikroorganizmusok inaktivalasa soran (WU és YAO, 2010; ZHANG et al.,
2010.)

A biologiai hatas akkor fog megjelenni, amikor az elektromagneses tér
hatasara a sejtben biofizikai és kémiai valaszreakcid jon létre, melyben a
sejthartya is érintett. A felhasznalt kis térerejii elektromos jel befolyasolja
tobbek kozott a sejtmembran miikodését, amelynek kovetkeztében azon
elektrokémiai kolcsonhatasok indukalédnak (PANAGOPOULUS et al., 2002).
Ezek a sejt belsejében zajlo biokémiai folyamatokat gy befolyasolhatjak,
hogy a sejt miikodésében kiilonboz6 valtozasokat valthatnak ki (BANIK et al.,
2002).

Az iranyitott besugarzasos vizsgalatok soran a mikrohulldmua sugarzas

soran fellépd hatasokat mérik (BELYAEV, 2005). GRUNDLER et al. (1977,
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1982, 1988) megfigyelték, hogy 41,8 — 42,0 GHz-es mikrohullamu sugarzas
alkalmazasa mellett a Saccharomyces cerevisiae novekedése 15%-kal
fokozhatd, mas esetekben pedig 29%-kal csokkenthetd. VRHOVAC et al,
(2010) harom féle S. cerevisiae torzs besugarzasos vizsgalata soran
megallapitottak, hogy 15-, 30,- és 60 perces kezelés hatasara 19-56%-0s
telepszam csokkenést értek el 905 MHz-es sugarzas alkalmazasa mellett.
Alacsony teljesitményii (90 W) mikrohullamu kezelés hatasara a S. cerevisiae
novekedését 2 perces kezelés esetén 7,72%-kal 4 perces kezelés esetén
4,29%-kal valamint 6 perces kezelés esetén 0,86 %-kal csokkentették
maximum 15 °C-os homérséklet alkalmazasa mellett (DHOLIYA et al., 2012).

A Spirulina platensis ciaonbaktérium novekedését tudtak fokozni 50
%-kal 30 perces besugarzas, 2,2 mW/cm®—es fesziiltség és 7,1 mm-es
hullamhosszisagu besugarzasi protokoll alkalmazasaval (PAKHOMOV et al.,
2001).

A Staphylococcus aureus anyagcsere folyamatait hasonlitottak Ossze
hagyomanyos kezelés és mikrohullamt besugirzas esetén. A vizsgélatok
soran megallapitottak, hogy a gliikk6z-6-foszfat dehidrogenaz enzim aktivitasa
csokkent, a termonukledz aktivitds pedig nétt 10-20 masodperces
mikrohulldmu besugarzas hatasara (DREYFUSS és CHIPLEY, 1980). Az adatok
azt mutatjak, hogy a mikrohullim befolyasolja a Saphylococcus aureus-t
olyan m6don, mely nem tulajdonithaté a héhatasnak a rovid idejii kezelések
alkalmazasa miatt.

TKALEC et al. (2005) megallapitottak, hogy a mikrohullamok altal
kivaltott hatasok kismértékiiek, kivéve a Lemna minor 2 éras, 41 V/m és 900

MHz-es besugarzasa esetén, ahol 41%-0s novekedést detektaltak. A szerzok
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arra kovetkeztettek, hogy a mikrohulldm befolyasolhatja a novekedést, és
bizonyos mértékig a peroxidaz aktivitasat is.

A Saccharomyces carlsbergensis élesztd sejtek szinkronizalasanak
mérésekor detektaltak a mikrohullam altal kivaltott szignifikans kiilonbséget.
30 uW/crn2 expozicio ¢és 46 GHz-es teljesitmény alkalmazasa mellett az
¢leszték sarjadzasanak valtozasat figyelték meg (GOLAND et al., 1994).

GARKUSHA et al.. (2008) a Saccharomyces cerevisiae pékélesztd
gaztermeld tulajdonsagait vizsgaltadk mikrohullamu kezelés (53-76 GHz)
hatasara. A szuszpenziok 1 °C-kal val6 hirtelen hémérséklet emelése esetén a
gaztermelés sebessége hirtelen kétszeresére novekedett.

DARDANONI et al.. (1994) Candida albicans novekedését vizsgaltak,
mely soran egy folyamatos 3 oras besugarzast (72 GHz) alkalmazva 25 %-o0s
novekedést tudtak elérni a kontrollhoz képest.

Mindezek mellett szot kell ejteni arrdl is, hogy a mikrohullam milyen
hatéssal van a vizre. SZERENCSI (2011) szerint, a mikrohulldm hatassal van
szamos anyag mellet a vizre 1s. Ennek oka az lehet, hogy a vizmolekulanak
dipolusos jellege és inhomogén toltéseloszlasa van. A mikrohullam altal
indukalt hatas a besugarzast kdvetden nem sziinik meg azonnal, hanem képes
megtartani azt bizonyos ideig. Mivel a viz az anyagok alapvetd és
nélkiilozhetetlen kozege, jelenléte kozvetett hatdssal lehet minden

mikrohulldimmal besugarazott anyagra.
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2.2. Az éleszto

Altalanossagban elmondhatd, hogy az élesztok és élesztdszerii gombak
egyes csoportjai a gombak torzsfejlédésében kiillonbozo fokon allo fonalas
szervezetlli €s oxidativ anyagcserét folytatd kiillonboz6 fajokbol, illetve
csoportokbol jottek létre konvergald €lettani €s alaktani leegyszertisddéssel.
A nagy cukortartalmu folyékony tapkdzegekhez, mint tenyészhelyekhez
torténd alkalmazkodas sordn egyrészt attértek az oxidativ anyageserérdl a
kisebb hatasfoku, de gyorsabb, és a mas mikrobakat nagyrészt kizard alkohol
termelésével jard erjesztésre. Emellett a fonalas szervezet gombdolydeddé
alakulasa is elényossé valt szamukra (EDELENYI, 1978).

A Saccharomyces nemzetséget multilateralis sarjadzassal szaporodo,
gombolyl, ovalis vagy hengeresen megnyult sejtek alkotjak. A nemzetségnek
KURTZMAN ¢és FELL (1998) szerint tizennégy faja van melyek koziil iparilag
legfontosabbak a borélesztdket is magukban foglalo, Un. ,,sensu stricto” (szlik

értelemben vett) Saccharomyces fajok (MAGYAR, 2010).

2.2.1. A Saccharomyces cerevisiae fébb tulajdonsagai

A tomlésgombak (Ascomycota) torzsébe, Saccharomycetes osztalyaba,
Saccharomycetales rendjébe tartoz6 Saccharomyces cerevisiae sok

¢lelmiszeripari technologiaban régota hasznalt eukariota szervezet (2. dbra).
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2. abra: Saccharomyces cerevisiae elektronmikroszkopos felvétele (URL®)

Az élesztosejt felépitése

Az éleszt6 olyan egysejtii gomba, melynek eukariotikus sejtfelépitése
van, ami joval fejlettebb, mint a prokaridta szervezeteké. Az élesztok
tojasdad alakuak, 3-8 um széles, 9-14 um hossza és 6-8 um vastag egysejti
szervezetek.

A szakirodalomban szdmos anyag gyllt Ossze az élesztdsejtek
felépitésérdl (3. dbra). A sejtfal szerkezetérél FLEET (1991), a tokrdl ill. a
periplazmarol GOLUBEV (1991) ill. ARNOLD (1991), a plazmamembranrol
HENSCHKE és ROSE (1991), a bels6 membranr6l SCHWENCKE (1991), a
sejtmagrol, a kromoszomakrol és plazmidokrol WILLIAMSON (1991), a
mitokondriumokrol GUERIN (1991) a riboszomakrdl és a citoplazmaban
talalhatd egyéb Osszetevokrél LEE (1991), VEENHUIS és HARDER (1991),
valamint PANEK (1991) irt 6sszefoglalot.

A sejtben maghartyaval elkiiloniilé sejtmagot és  tobbféle
sejtszervezetet is tanulmanyozhatunk. A sejt kiilsé burkat a sejtfal alkotja,

amely lényegesen kiilonbozik a novényekétdl és erjesztés technologiai
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szempontbol is kiemelt jelentéséggel bir. Anyaganak legnagyobb részét
kétféle poliszacharid-tipus alkotja: B-glilkkanok ¢és mannoproteinek. A -
glikanok  kizardlag glikozbol  épiilnek  fel, az éleszté  sejtfal
szarazanyagtartalmanak 60%-at is kitehetik. Ez a rész a sejtfal alakjat,
rugalmassagat és szilardsagat hatarozza meg. A mannoproteinek a sejtfal
szérazanyag tartalmanak koriilbeliil 25-50%-at alkotjak. Egy résziik a f-
gliikdnokhoz, illetve azokon keresztiill a membranokhoz kapcsolodik, mas
részik, mint enzimfehérje szabadon helyezkedik el a sejtfal és a membran
kozotti térben. A sejtfal és a periplazmas tér alatt talalhaté plazmamembran,
amelynek anyagat foként szerkezeti és enzimfehérjék és lipidek alkotjak. A
plazmamembran f6 feladata a transzport folyamatok lebonyolitasa. A
membran fehérjéi elsésorban a transzportrendszerek komponensei. A
citoplazma a sejt tomegének nagy hanyadat kitevd rész, amely tobb részbdl
¢épiil fel. Jelentds hanyadat tapanyagok, enzimek, koztes termékek vizes
oldata teszi ki. A citoplazma finom fonalakbol és mikrotubulusokbdl allo
halos felépitésii képzOddmény, az un. sejtvaz, amelynek fonalait kiilonb6zo
fehérjék alkotnak. Feladata elsdsorban az anyagtranszport és a sejtosztodas.
A citoplazmaban taldlhatdo szervek a membrannal hatarolt vakudlumok,
melyek emészt6 tiregek, valamint a tapanyag raktarozasaért is felelések. A
sejtet az endoplazmatikus retikulum szdvi at, mely a sejtmag membranja, a
vakuolum membranja és a plazmamembran kozott teremt kapcsolatot. Az
endoplazmatikus retikulum egymadassal Osszefiiggd lapos zsakokbdl,
ciszternakbol, csovekbdl allo, nagy kiterjedésti tireges rendszer, amelyet kb. 6
nm vastagsagu hartya hatarol. A citoplazmaban ¢€s az endoplazmas retikulum
felszinén apro6 képletek figyelhetok meg, ezek a riboszoémak, amelyek a sejt

kdzponti fehérje szintézisének végrehajtdo miithelyei. A kétrétegli membrannal
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hatarolt mitokondriumok az aerob anyagcsere, tehat a 1égzés €s szamos
bioszintézis enzimeit tartalmazzdk. A kiils6 membran tartalmazza a
foszfolipid-szintézis enzimeit, mig a belsdben rdgzitddnek a terminalis
oxidaciés lanc enzimkomlexei valamit a 1égzés soran felszabaduld energia
hasznosulasaért felelds ATP-szintetdz. A mitokondrium belsejében szamos
enzim  taldlhatd, melyek példaul a citromsavkor ¢és  egyéb
szintézisfolyamatokért feleldsek. Tobb enzim a citoplazmaban ¢és a
mitokondriumban is megtalalhat6. A sejtmag egy ateresztd burokkal hatarolt
sejtszerv, mely a sejt kozpontjanak tekinthetd. Feladata a genetikai
informaciok tdrolasa, atirdsa a hirvivé RNS molekuldra (transzkripcio),
valamint sejtosztodaskor a genetikai informaci6 megkettdzése (replikacio).
Az ¢élesztésejtek a sejtmag és a mitokondrium DNS-én kiviil egyéb

citoplazmas DNS-t is tartalmaznak (DEAK, 1998).

3. abra: Az élesztOsejt felépitése, (Saccharomyces cerevisiae) szerkezeti
vazlat (ROSE és HARRISON, 1968)

F — sejtfal V — vaku6lum
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Pl — plazmamembran Vp — polimetafoszfat granulum
ER — endoplazmas retikulum N — sejtmag

Mt — mitokondrium Nm — sejtmagburok

Nn — sejtmagvacska L — lipidcsepp

Tovabbi munkak kozt szerepel AYSCOUGH és DRUBIN akik (1996) a
citoszkelentronrdl, JONES et al. (1997) a vakuolumrél, STRATFORD (1994) és
ORLEAN (1997) a sejtfalrol, VAN DER REST et el. (1995) a sejtmembranrol,
MOORE (1998) pedig az élesztdsejt ultramikroszkopos szerkezetérdl szamolt
be.

Szaporodasi  tulajdonsagait  tekintve  elmondhatdo, hogy a
Saccharomyces cerevisiae meglehetésen konnyen és gyorsan szaporithato,
biokémiai ¢és genetikai szempontbdl egyarant jol ismert. Egysejtii
szervezetként  szaporodik,  tenyésztésikket  tekintve  konnyendén
szinkronizalhaté tulajdonsdgokkal rendelkeznek. A  sejtek méretét
morfologiajat megnézve elmondhaté, hogy a sejt a sejtciklus melyik

fazisaban van, igy kivalo alany a sejtciklus kutatasaban.
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gx

4. abra. Az egysejtli mikroorganizmusok szakaszos szaporodasi gorbéje
(DEAK, 1998).

» Folytonos vonal: sejtkoncentracio,
» Szaggatott vonal: log sejtkoncentracié (igy a koncentracio
logaritmusa az 1d6 fliggvényében a szaporodasi egyliitthatoval aranyos

meredekségli egyenessel abrazolhatod)

I.: lappangasi szakasz IV.: lassulasi szakasz

IL.: gyorsulasi szakasz V.: allandosult (stacioner) szakasz
III.:exponencialis (logaritmusos) VLI.: hanyatlo6 szakasz

szakasz VIL.: pusztulési szakasz

Az élesztbt szakaszos szaporodasi gorbével lehet jellemezni (4. dbra),
amely soran a sejtek élettevékenysége 7 f6 fazisba sorolhatok. Az 1. a kezdeti
lappangési (lag) fazis, amelyet rovid ideig tartd gyorsuldsi szakaszba kdvet.
Ezutan exponencialis (logaritmusos) szaporodast mutatnak, amelyre a

folyamatos szaporodas jellemzd. Ezt koveti a lassuldsi, majd allandosult
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(stacioner) fazis, ahol a sejtek mar nem szaporodnak. Ekkor maximalis a
sejtkoncentracio a tenyészetben. Ezutan a sejtek hanyatlo, végiil pusztulasi
szakaszba keriilnek (DEAK, 1998). A sejtek pusztuldsa programozott sejthalal
utjan valdsul meg a tenyésztd kozegben (SEVERIN et al., 2008). A
differencialodott sejt hosszabb-rovidebb ideig megoOrzi szerkezeti és
mukodeési tulajdonsagait, majd 6regedni kezd, és e folyamat végén elpusztul.
Két kiilonbdzé modon lezajlo sejtpusztuldst kiilonboztetiink meg: nekrdzis
(,,klasszikus” sejthalal), amely altalaban kéarositd tényezOk hatasara
bekovetkezd traumds folyamat, valamint az apoptdzis (programozott
sejthalal), vagyis genetikailag programozott sejthalal. A sejtek lehetséges
¢lettartamat ugyanis a genomban rogzitett genetikai program hatarozza meg
¢s elsdsorban a ciklusszamot limitalja.

A S. cerevisiae generacios ideje 120 perc. A generacios id6 az az

id6intervallum, ami alatt a sejtkoncentracié kétszeresére novekszik.

5. abra. A Saccharomyces cerevisiae életciklusa (JAKUCS és VAINA,
2003)
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A sejtciklus (5. dbra) eseményeinek idébeli aranyait tobb tényezd
befolyasolja. Ide sorolhatok a kdrnyezet fizikai, kémiai €s biologiai tényezdk
is (JAKUCS és VAINA, 2003; LEw, 2000; RuPE, 2002). A sejtek osztodasat és
sporazasat legtobb esetben tapanyaghiany valtja ki. A S. cerevisiae

szaporodasanak optimalis hdmérséklete 37 °C (DEAK, 1998).

2.2.2. Az élesztd, mint az erjesztési technologia egyik f6 szerepldje

Szamos szakirodalmi hivatkozas szerint a Saccharomyces cerevisiae
az erjesztési és boraszati technologia alapjat képezi (FUQUA et al., 1996;
GODDARD, 2008; HAYASHI et al., 1998; KLEEREBEZEM et aL., 1997; PISKUR et
al., 2006; REGUERA, 2011; RICHARD et al., 1996). Ezen ¢lesztok nagyon
versenyképesek, annak koszonhetéen, hogy kombinalt tulajdonsagokkal
rendelkeznek mind a gyors novekedés, a hatékony gliikkoz fogyasztas, és
annak képessége, hogy magasabb az etanol tolerancidjuk és a kornyezeti
stressz hatasokkal szembeni rugalmassaguk (PISKUR et al., 2006).

Az alkoholos erjedés folyamatanak (6. dbra) tudomanyos kutatasa
LAVOISIER (1789) idejében kezdddott, a 1égzési, mint oxidacids folyamat
leirasaval. Az erjedési reakcio helyes értelmezését GAY-LUSSACNAK (1815)
kdszonhetjiik. A gliikdz oxigén jelenlétében vald lebontasanak Gsszegképlete

a kovetkez6 (4):

CsHy,04 + 6 0, > 6 CO, + 6 Hy0 + 2881,5 KJ. (4)

Koriilbeliil 1840-ben fedezték fel, hogy az erjedést az élesztok okozzak.

Az élesztok élettani tulajdonsdgainak jellemzésére az egyik legfontosabb

26



Irodalmi attekintés

jellemz6 az erjesztési képesség. Az fermentacids tulajdonsaga azonban
valtoz6. Sok faj kivald fermentald tulajdonsagokkal rendelkezik (pl.
Saccharomyces), masok csak gyengén vagy lassan (pl. Debaryomyces),
valamint az ismert ¢lesztéfajok kozel harmada egyaltalan nem képes
erjeszteni (DEAK, 1998).

Az alkoholos erjedés bonyolult folyamat (6. dbra), amely soran tobb
parhuzamos reakcid megy végbe. Az erjedési folyamat elsd 1épésében az
élesztében levé hexokinaz enzimben levé ATP, mikozben ADP-vé alakul a
gliikozt gliikdz-6-foszfatta alakitja. A gliikkdz-6-foszfatbol eldszor fruktdz-6-
foszfat keletkezik, amely az ATP hatéséara flukt6z-1,6-difoszfatta alakul. Ezt
hasitja az aldoldz enzim két egyenként 3 C-atomot tartalmazd toredékre.
Osszegezve, a levegd (aerob) jelenlétében az élesztd a cukrot sajat
sejtanyagava és energiava, leveg6tdl elzarva (anaerob) pedig etil-alkoholla

alakitja at.
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6. abra. A glikolizis és az alkoholos erjedés Iépései (MAGYAR, 2010)
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2.3. Fermentacios technolégiak

Az emberek a borok erjedését évezredeken keresztiil a természetre
biztak, és ma is szdmos bortermeld részesiti eldnyben a helyi, természetes
mikroflorat a bor készitése soran. Ezzel az un. spontan erjedéssel optimalis
koriilmények kozott is jO mindségli borok készithetOk. A borészati
technologia fejlodésével azonban a spontan erjedés nem volt elég, ezért egyre
inkdbb eldnyhdz jutottak a boraszat- és egyéb élelmiszeriparok széamara
kifejlesztett ¢€lesztOtorzsek, amelyek segitségével az erjesztés jol
iranyithatova valt. Ezek az ugynevezett fajélesztok vagy starterkultarak. Az
erjedés mindkét esetben dontden a Saccharomyces cerevisiae anaerob
cukorlebontd tevékenységének eredménye, amelyhez mas élesztéfajok is

hozzéjarulnak (MAGYAR, 2010).

2.3.1. A boraszati technolégia 1épései

A sz0616 atvétele utan a legelsé 1épés a sz616bogyok feltarasa. Ennek
modja a z(zas, ami a bogyohéj felszakitasat, a bogyo bels6 roncsolasat jelenti
ugy, hogy a kocsany és a magvak sértetlenek maradjanak, ezaltal a must 60-
70 %-a sajtolas nélkiil is elkiilonithetd. Ez a szinmust. A feltarasra zazo,
illetve zuzd bogydzd berendezések szolgalnak (EPERJESI, 2010; MERCZ,
1978).

Ezutan a mustot kezelni kell (MERCZ, 1999), amely soran megvédjiik
azt a kedvezdtlen oxidacids €s mikrobiologiai folyamatoktol, és eldsegitjiik a
bogyok jobb feltarodasat, az illat- és aromaanyagok, valamint a természetes

redukaldéanyagok minél tokéletesebb kinyerését (KAzal, 1999). A nagyobb 1¢é
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kinyerés eldsegitésére a kocsonyas bogyo6ju (nagyobb pektintartalmt) sz6lo
feldolgozasanal pektinbontd enzimes hozzdadasa is sziikségszerii lehet.
(EPERJESI, 2010).

A mustelvalasztas utdn a maradék cefrébdl sajtolassal torténik a tovabbi
must kinyerése. Ez a présmust. A szin- és présmustok eltéré mindségliek,
ezért azok szétvalasztasa és kiilon kezelése alapvetd dolog. A szinmust arany
altalaban 65-75 %. A szinmustok nagyobb cukortartalmtiak, igy a beldliik
késziilt bor alkohol-, extrakt- és hamutartalma is magasabb. A titralhatd
savtartalom a szinmustokban kisebb, de a savérzet mégis fokozottabb a
nagyobb aranyban jelenlévé borkésavtartalom miatt (MARKUS, 2005). A
présmustokbol késziilt bor szine sotétebb a magasabb cserzéanyag-tartalom
miatt, oxidaciora is hajlamosabbak. Gyorsabban tisztul6 és szebb szinii bort
nyerhetiink, ha a mustot erjesztés eldtt iilepitjiik (nyalkdzzuk) és tiledékétol
elvalasztva erjesztjiik (EPERJESI, 1959; EPERJESI et al, 1998; EPERJESI, 2010).

Mindezek utdn torténik maga az erjesztés. Fehér borok készitésekor a
szOlofiirt szilard részeitdl kiilonvalasztott mustot erjesztjik ki. Vords
borokndl viszont a héjsejtekben 1évd szin- és cserzéanyagok kioldédasanak
elésegitése érdekében héjon torténik az erjesztés. Az alkoholos erjedés soran
az ¢élesztk kozremiikodésével a must cukortartalma alkoholla és
széndioxidda, valamint héenergiava alakul at (STANBURY et al, 1995). Az
erjedés kezdeti fazisaban az élesztdk szaporodnak, ehhez oxigént igényelnek,
maga az erjedés azonban anaerob korilmények kozott zajlik (BiRO és
MERCZ, 1953).
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2.3.2. Az erjedés és az azt befolyasolo tényezok

A sz6ldmust Osszetétele és az erjedés koriilményei tavol allnak az
¢lesztok szamara optimalis feltételektdl, ezért ma mar specialis fajélesztoket
alkalmaznak. Bar nem csak ezek a feltételei a jO mindségii borok
készitésének, alkalmazasukkal azonban az erjedés biztonsaga, iranyithatosaga
nagymértékben fokozodik.

Ezeket a specialis fajélesztoket liofilizalt formaban vagy megfeleld
taptalajon kapjak a boraszati lizemek. Ebbdl eldszor az lizemi erjesztéshez
alkalmas anyaéleszt6t allitanak eld, melynek felhasznéladsaval az erjesztés
iranyitottan végezheté (MEDINA et al., 1997; PAPAGIANNI and MOO-YOUNG,
2002; RAO et al., 2004). Az erjedés soran cukrokbdl kiilonb6zé vegyitiletek
képzodnek, amely folyamat soran energia szabadul fel. Ez az
energiakiilonbség egyrészt az ¢élesztésejtek Iétfenntartasara forditodik,
masrészt jelentds mennyiségli hdenergia is felszabadul. Az erjedés tehat
hétermeld folyamat, ezért ha sziikséges hiitéssel kell biztositani az élesztok
erjesztd tevékenységének optimalis homérsekletét.

Hoémérséklet az egyik a legfontosabb paraméter alkoholos erjedés
soran, mivel az befolyasolhatja mind a folyamat kinetikdjat, mind az
id6tartamat ezen kiviil a bor végsd mindségét, azaz szekunder metabolitok
termelését (FLEET és HEARD, 1993; LAFON-LAFOURCADE, 1983).

A boraszok érdeklédése egyre inkabb az alacsony erjesztési
hémeérséklet felé irdnyult, a 15-17 °C-on vald hideg erjesztés soran ugyanis
az iz ¢és illékony aromakomponensek megtartasa javithatja a bor aromaés
profiljat (KILLIAN és OUGH, 1979; KUNKEE, 1984). Ezek az alacsony
hémérsékleten azonban, konnyen okozhatnak lassi vagy beragadt

fermentacio.
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A hémérséklet szabalyozas mellett nagyon fontos paraméter a mustban

megtalalhat6 kiilonb6z6 élesztéfajok jelenléte és mennyisége az erjedés soran

(7. abra). Az egyes fajok kezdeti és maximalis sejtkoncentracidja boronként

valtozoé lehet (FLEET, 1990).
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7. abra. Kiilonb6z06 ¢élesztéfajok tipikus novekedése a must spontan
erjedése soran. Saccharomyces cerevisiae O,
Kloeckera/Hanseniaspora ®  Candida fajok ™ (MAGYAR, 2010).

Mint ahogy mar az el6zéekben bemutattuk (2.2.2.), az erjedés

bonyolult biokémiai folyamatok Osszessége. Az erjedést az enzimek egész

rendszere segiti eld. Ezekhez tartoznak a hexokindz, foszfohexokinaz,

koenzim I, foszfokindz, foszfogliceromutdz, enoldz stb. A fétermékek COo,

C,H,0H képzddésével a folyamat csak 94-95 %-ban megy végbe.

Az erjedd keverék cukortartalma nem haladhatja meg a 20-25 %-ot,

mert karosulnak az élesztsejtek, mig 30-32 % cukortartalom mellett
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megszinik az erjedés. Ez azzal magyarazhat6, hogy a magas cukortartalom
mellett felborul az ozmotikus nyomdés, amely a sejtekre karosan hat. A
szeszes erjedéssel maximalisan 18 %-os alkoholtartalmt oldatot lehet kapni,
mivel az élesztdk a nagyobb alkoholkoncentracid6 mellett elpusztulnak
(BEKESI és PANDI, 2005; DEAK, 1998; EPERJESI et al., 1998; GRAY, 1941).
Az erjedési folyamatokat sok tényezd befolyasolja, ezért az élesztOk szamara
célszerli optimalis koriilményeket teremteni (PASTEUR, 1876).

Hoémérséklet: a borélesztok 30-35 °C kozotti homérsékleten miikodnek
optimalisan, azonban erjesztési homérsékletiik nem ezen tartomany kozott
van. 35 °C feletti hdmérsékleten az élesztk aktivitdsa csokken, majd ennél
IS magasabb homérsékleten elpusztulnak. Az élesztdé a hideget jol tiri,
felhaszndlasig torténd tarolasa 0-5 °C kozott torténik. Gyiimolesok
erjesztésénél az optimalis erjesztési homérséklet 17-20 °C, igy az
aromaanyagok is megmaradnak, kevésbé¢ illannak el.

pH (kémhatés): az élesztok nem kifejezetten érzékenyek a kozeg pH-

jara, savas kozegben is j6l miikodnek (pH=3-7). Gyiimdlcsok erjesztésénél a
pH-t 2,8-3,2 koz¢ allitjak be (pl. kénsav), mert ennél a pH értéknél a karos
mikroorganizmusok kevésbé tudnak miikodni, igy az erjesztendd anyag karos
mikrobaktol valo fert6z6dését megakadalyozzak (BEKESI és PANDI, 2005).
Koncentrécid: a magas cukorkoncentracid az ¢élesztd milkddését
lassitja, STREHAIANO ¢és GOMA (1983) szerint a Saccharomyces cerevisiae
esetében 70g/1-es koncentracio a szaporodasi sebességet a felére csokkenti. A
nagy cukorkoncentraci6 modositja az erjedési melléktermékek aranyait,
valamint noveli az élesztégombak ecetsav termelését (FERREIRE et al., 2006).
Gylimolesok felhasznaldsanal ez nem okoz problémat, mert a gyiimdlcsok

nem tartalmaznak annyi cukrot, ami gatolna az éleszté mikodését.
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A bor cukortartalmanak ndévelése nem megengedett, azonban térvényi
szabalyok (2004. ¢évi XVIII. térvény a szolotermesztésrol és a
borgazdalkodasrol) — szerint  elvégezhetd, maximum 2 V/V%-0S
alkoholtartalom novelésére friss sz016, részben erjedt sz6lomust, illetve még
erjedésben levo ujbor esetében répacukor, siiritett sz61émust vagy finomitott
szOlomust-stritmény hozzaadasaval.

Levegd: A fermentativ borélesztok szénanyagcseréjébdl kdvetkezden
az oxigén jelenléte vagy hidnya energetikai szempontbol nem befolyésolja
lényegesen az erjedést, mégis régi tapasztalat, hogy levegdztetéssel az erjedés
meggyorsithatdo (GIOVANELLI et al., 1996; MAGYAR, 2010; KALLAI és RACz,
2012).

Szermaradvanyok: ilyenek a noévény véddszerek, tartositoszerek,

melyek az éleszté6 mikodését gatoljak (CABONI és CABRAS, 2010). A
gombadlészer maradvanyok az élesztdsejt membranjanak szerkezeti
valtozasdhoz vezethetnek, amely gatolja annak miikddését €s lassu, elakado

erjedéshez vezethet (CALHELHA et al., 2006; NAVARRO et al., 2007).
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8. abra. A szaporodas és az alkoholos erjedés altalanositott lefutasa
mustban (20g/1 cukor 20 °C) (MAGYAR, 2010).

A 8. dbra az erjedés tipikus lefolydsat mutatja be a sejtkoncentracio, a
cukortartalom, a szén-dioxid termelddés és a termelddés sebességi gorbéje
alapjan 20 °C-on. A kiilonb6z6 paraméterek jobb 0sszehasonlitdsa miatt az Y
tengely értékei normalizalva keriilnek feltlintetésre (elosztva az adott
paraméter maximalis értékeivel).

Fermentoroknak (erjeszté berendezésnek) nevezik azokat a
berendezéseket, amelyekben a fermentalast végzik, ezeket a berendezéseket
tulnyomo tobbségben nagyiizemekben alkalmazzak.

Az alkoholos erjedés soran ho keletkezik, az éleszté azonban érzékeny
a magasabb homérsékletre, az erjesztésénél ezért az egyik legfontosabb

feladat a hdmérséklet szabalyozasa. Masrészrél a magasabb hdmérsékleten az
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alkohol ¢és az illékony komponensek elillannédnak, veszteséget, illetve
mindségromlast okozva.

A kis Urtartalmu erjesztd tartalyok esetében nem jelent problémat az
erjesztésnél keletkezd hd, mert a folyadék mennyiségéhez képest nagy a
feliilet és a berendezés felszinén megtorténik a hdleadas. Ezen kiviil altaldban
az erjesztd berendezéseket vagy pincében helyezik el, vagy foldfelszin ala
assak, igy konnyebben lehet az optimalis hdmérsékletet biztositani.

A nagyméreti fermentoroknal a hémérséklet szabalyozasat
bonyolultabb modon kell biztositani. A legrégebb ota alkalmazott eljaras a
kopenyhiités, amikor a fermentor faldn keresztiil torténik a hiités. Ez a
kopenyhiités azonban nem tal jé hatékonysdgi modszer, altalaban
teremhiitéssel egylitt alkalmazzak. Végezhetik a hiitést a fermentor
belsejében elhelyezett hiitdspirdl —segitségével, melyben hidegvizet
keringtetnek. Ennek azonban az a hatranya, hogy a beépitett spiral noveli a
fert6z0deés vesze€lyét, mert a tisztitds, fertdtlenités nehezebben oldhaté meg a
nehéz hozzaférés miatt. Egy masik megoldas, ha kivezetik a fermentorbol az
erjed6 cefrét és hdcseréldvel lehiitik. Az erjedé cefre homérsékletét
folyamatosan  ellenérzik és az  erjesztés miveletéhez  tartozo
dokumentéacioban vezetik. Az adott anyag erjesztéséhez elére készitenek
erjesztési diagramot, amelyen feltiintetik a kivanatos hémérsékleteket az
erjesztési id0 fliggvényében. A mért hdmérsékleteket ezen a diagramon
tiintetik fel, 0sszehasonlitjak az elére megadott hdmérséklettel €s amennyiben
eltérést tapasztalnak, akkor hiitik az erjed6 cefrét (SzaBO, 2012).

Erjesztés folyaman meg kell akadalyozni, hogy oxigén jusson az erjedd
cefrébe, mert akkor az élesztd szaporodni fog és nem erjeszteni. Ennek egyik

moddja a kotyogd alkalmazisa, melyet kisebb erjesztd berendezéseknél
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alkalmaznak. A vizzar megakadalyozza, hogy a berendezésbe levegd
(oxigén) jusson, ugyanakkor a keletkez0 szén-dioxid a vizen keresztiil el tud
tavozni.

A fermentorokat biztonsagi szerelvényekkel kell ellatni, tilnyomas és
vakuum ellen. Tulnyomas akkor alakulhat ki, ha pl. a szén-dioxid elvezetd
szelepet kezel6i hiba folytan nem nyitjak ki és a keletkez6 szén-dioxid nem
tud tdvozni az erjesztd berendezésbdl ezért megndvekszik a nyomas. Vakuum
legtobbszor a berendezések tisztitdsa folyaman fordulhat eld, ha pl. forrd
berendezésbe hidegvizet vezetnek, hirtelen térfogatvaltozas jon létre és

"Osszehtzza" a tartalyt.

2.3.3. Az erjesztés modjai és berendezései

Az alkoholos erjesztés folyaman két modszert szoktak alkalmazni a
technoldgia soran. A szakaszos és a folytonos, vagyis az atvagasos modszert.
Az altalanosabban elterjed a szakaszos erjesztési technologia, amely sordn az
erjeszto tartalyt 70-80%-os térfogatig toltve végezziik a fermentaciot. Ennél a
modszernél elé-, f6- és utderjedési Szakaszt kiilonboztetiink meg. Az
elderjedés soran az élesztok megkezdik tevékenységiiket, valamint megindul
a cukor bontasa. Itt a cefre még viszonylag nyugalomban van, néhany
buborék megjelenése kivételével. Két-harom nap elteltével a fderjedés
fazisaba 1€piink, ami intenziv buborék és habképzddéssel jar. A fermentacio
folyaman hémérsékletemelkedés is megindul, mivel héenergia is képzddik.
Ot-hat nap utdn az erjeszthetd cukortartalom csokkenése és az
alkoholtartalom novekedése miatt a cefre az utderjedési fazisba jut, ahol

mozgésa lelassul. Par nap utan a cefre teljesen megnyugszik és vége az
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erjedésnek (édes cefre). Ezt nevezziik szakaszos erjesztésnek (BEKESI ES
PANDI, 2005). A homérséklet szabalyozasa ennél a modszernél is kritikus

pont, amelyet hiité-fiit6 kopennyel szoktak megoldani (9. abra).
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9. abra: Erjeszt6 tartaly hiit6-fiité kopennyel (EPERJESI, 2010)

A folyamatos vagy atvagasos moddszer sordn a fent leirtak szerinti
féerjedési fazisban a cefrét harmadoljuk vagy felezziik, majd ezekbdl tovabbi
édes cefre tartalyt oltunk be a hagyomanyos szintenyészeti eljarassal. Igy a
mar flerjedésben 1évo tartdlyokbol tovabbi ,,atvagéassal” tjabb tartalyok
indithatok be (BEKESI és PANDI, 2005).

Az erjesztési modokat a technologiai megoldasokon kiviil
hémeérséklet szerint is lehet csoportositani.

Az erjesztést 10 °C koriili hémérsékleten inditjuk és ott is tartjuk
addig, amig a cukortartalom % része ki nem erjed. Ezutan a hémérséklet

szabalyozas megsziintetésével az erjedéskor keletkezd hotdl a lassu erjedési
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folyamat soran 16 °C-ra melegszik az anyag. A masik moédszer szerint az
erjesztést mindvégi 16-18 °C-on végezzik. Ez a mostanaban
legéltalanosabban elterjedt moddszer. A harmadik modszer szerint az
erjesztést 20-23 °C-on végezziik, ugyanis ez a cukorbomlds homérsékleti
optimuma az alkohol-kihozatal szempontjabol (EPERJESI, 2010)

Magat az eresztést tobb fajta edényben, berendezésben el lehet végezni.
A legegyszeriibb megoldas a demizson iivegballon (/0. dbra), amelynek
munkatérfogata nagyjabol 5-60 liter kozott valtozhat. Ezt a megoldast nem
iizemi koriilmények, hanem otthoni, haztéji esetleg laboratoriumi erjesztéshez
alkalmazzak. A demizson szdja dugoval, kotyogdval zarhat6. Mivel az
edényzet homérséklet szabalyozdsa nem megoldott, ezért megfeleld

hémérsékletii helyiségben tarolva valdsithatdo meg az erjesztés folyamata.

10. abra: 10 literes demizson kotyogoval (sajat felvétel)
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Egy masik nagyon egyszerli erjesztd eszkdz a miianyag hordo
(11. dbra), amely csavaros tetdvel vagy bajonett zarral keriil forgalomba.

Munkatérfogata 30-220 liter kozott mozog.

11. abra: Miianyag erjeszt hordo6 (sajat felvétel)

Az erjesztést kisiizemi vagy ipari koriilmények kozott acél
tartalyokban végzik el (/2. dbra), amelynek munkatérfogata 25 litertdl tobb
10.000 literig terjedhet. Laboratériumi vagy kistizemi kortilmények kozott
kisebb (25-300 liter), hémérsékletszabalyozas nélkiili tartalyokat szoktak
alkalmazni.
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12. abra: A savallo acél erjeszto tartalyok sima (sajat felvétel), és kettds falu
(URL?) kivitelben.
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2.3.4. Rendellenes erjedési folyamatok

A rendellenes erjedési folyamatoknak jelenleg 4 formajat (13. dbra)
kiilonboztetjiik meg, minden profil hatterében mas-mas tényezok jatszanak

szerepet, bar eléfordulnak kézos elemek is.

30

cukor (Brix)
&

0 100 200 300

id§ (6ra)

13. abra. Rendellenes erjedések dinamikaja, BISSON (1995) nyoman.
Normélis @, vontatottan beindul6 = , elhuzodo #+ | végig vontatott b4 ,

hirtelen elakadd & erjedések.

A vontatottan beinduld erjedés esetében olyan tényezdk johetnek szoba,

amelyek 1ddvel gyengiilnek, csokkenek vagy semlegesitddnek. Pl. tal magas
kezdeti cukortartalom, vagy tul alacsony indul6 hdmérséklet. Spontan erjedés
soran, a til alacsony kezdeti sejtszdm okozhat problémat. BISSON és BUTZKE
(2000) szerint normalisan beinduld erjedéshez legalabb 100-1000 sejt/ml
sziikséges. Liofilizalt ¢élesztd alkalmazasa esetén nem megfeleld rehidratalas

is késleltetheti az erjedés elinduldsat. Magas erjesztd tartalyokban a beoltés
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utani keverés hianya is okozhat problémat. Az ilyen tipusu erjedési gondok
az okok megsziintetésével gyorsan orvosolhatok.

Normdalisan beindulo, de elhuzodo vagy elakado erjedés esetében a

kezdeti koriilmények optimalisak, de az erjedés soran kedvezdtlenné valnak.
Eléfordulhat a makro- és mikro tapanyagok kimeriilése. Az okok erjedési
tapsok, ¢élesztd  tapanyagok  adagolasaval, kezdeti  kevertetéssel
megszilintethet6k. A tapanyag poétlasat az erjedés normalis sebességii
szakaszaban kell végrehajtani, mert az elhtizod6 vagy elakadt erjedést mar
nehéz elinditani (MAISONNAVE et al., 2013). Az erjedés elakadasanak
megeldzésére hatékonynak talaltdk oxigén adagolasat az aktiv szaporodési
fazis végén, a maximalis erjedési sebesség elérése utan (SABLAYROLLES,
1996; BIsSsON ¢és BuTzKE, 2000). Az erjedés elakadéasa az optimalistol (0,1)
eltérd gliikkdz-fruktdoz ardnya miatt is kialakulhat (GAFFNER és SCHUTZ,
1996).

Lassan beinduld és egyenletesen lassu erjedés a magas cukortartalmi

¢s botritiszes mustok erjesztése, valamint a hidegerjesztés soran (12 °C alatt)
alakulhat ki. Egyéb mustokban tobb oka lehet ennek a jelenségnek. Sulyosan
tadpanyaghianyos mustban az élesztdk mar az erjedés elején korlatozva
vannak, €¢s nem tudnak felszaporodni az erjesztéshez sziikséges sejtszamra.
Ezt korai komplex tapanyag adagolasaval kikiiszobolhetjiik. Hasonlo
probléma addédhat a nagyon alacsony (3,0 alatti) pH esetében is, amely
azonban savtompitassal jol korrigalhatd. Gyenge stressz tlrésii, rosszul
alkalmazkodd vagy genetikailag sériilt Saccharomyces torzs esetén is ez a
rendellenes erjedés a jellemz6, amely komplex tdpanyagok és €lesztd sejtfal

készitmények (szterolok) adagolasaval javithato (MAGYAR, 2010).
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Az erjedés elakaddsa akkor jellemz0, ha hirtelen hésokk éri az erjedd

anyagot. Ez a sokk fokozza a sejtek alkohollal, acetaldehiddel és zsirsavakkal
szembeni érzékenységét. Ez az iranyitott erjesztési technologia mellett mar
ritkan fordul el6.

Az elakadt Ujborok ujrainditdsa nagyon nehéz, bar nem lehetetlen
feladat a bordszok szdmara. Sok tényezot kell figyelembe venni, de abban
minden kutatd egyetért, hogy az ujraoltas el6tt az eredeti élesztépopulaciot el
kell tavolitani az Gjborbol. Ennek hattere abban rejlik, hogy a sejtek kozott
kommunikécios mechanizmusok vannak. Az egyik ilyen az un. ,,quorum
sensing”’-nek nevezett sejtslirliség ¢érzékeld képesség, ami molekulak
kozvetitésével egy meghatarozott sejtslirliség elérése utan a populécid
egyedeit mikodésiik dsszehangolasara készteti (WATERS és BASSLER, 2005).
A masik molekularis hattér még kevéssé ismert, de feltételezések szerint az
¢hezd sejtek egy ,.figyelmeztetd” szignal molekuldt bocsajtanak ki, amelyet
nagy sejtstiriségli kozegben a szomszédos sejtek érzékelni képesek
(SINCLAIR et al., 1998). Ennek hatasara a sejtek nyugvo allapotba 1épnek és

megsziintetik aktivitasukat.
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2.4. Szélovenyige enzimes hidrolizise és nagy nyomasu

kezelése

Hazank borvidékein a metszési iddszakban minden évben hatalmas
mennyiségli szO0lévenyige keletkezik, amelyet érdemes lehet energetikai
célokra hasznositani.

A sz6l6- és gyiimdlcstermelés soran keletkezd melléktermékeibdl
(sz6l6venyigébdl és gylimolcsfa-nyesedékbol) évente 350-400 ezer tonna
keletkezik, amelyek jelentds mennyiségii (5-6 PJ) energiat lennének képesek
szolgaltatni. Ezen melléktermékek tlizelésiikre eddig még csak probalkozasok
torténtek. A sz6ldvenyige balazasos betakaritasa és kisméretli kazanokban
torténd égetése a szOlotermeld gazdasagokban jarhatd ut. A venyige €s a
gylimolcsfa-nyesedékek apritdsara, gyljtésére és tiizelésére még nincs
kialakult technologia és trvényi szabalyozas sem (URL?).

Mivel a ndvényi biomassza a szén, foldgaz és kdolaj utdn a negyedik
legnagyobb mennyiségben eléforduld energiaforras, ezért az energetikai €s

kornyezetvédelmi kihivasokra a biomassza felhasznalasa kinalhat megoldast.

2.4.1. A celluléz

A celluloz (14. dbra) a Foldon legnagyobb mennyiségben eléforduld
szerves anyag, mivel a novények vazanyaganak legnagyobb részét képezi.
Bolygénkon minden évben 180 milliard tonna celluléz termelddik, igy a
legnagyobb mennyiségben eléforduld, ndvényi biomasszabol szarmazo
szénhidrat forras. A ndvényi eredetli biomasszan kiviil nagy mennyiségben
termelddik ugynevezett masodlagos biomassza is, amely a mezdgazdasagi €s

ipari jellegii hulladékokat jelenti (COUGHLAN és MAYER, 1992).
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Az utobbi idében jelentésen megndtt az ipar érdeklédése a nagy
mennyiségben képz6d6 biomassza felhasznalasa irant. A folyamatosan
megujuld energiaforras nyersanyaga lehet szdmos ipari 4gazatnak és a

bioetanol eldallitasnak is alapjaul szolgalhat.

Celluloz rost
‘\ e —

Makrofibrillum

n Mikrofibrillum

Molekula-lanc ig%;gioo
(31 4-Glukoz) T
oo We ot

14. 4bra. A celluloz felépitése (URL?)

A celluloz (CgH100s), egy poliszacharid, amely B-D-glukopiran6z
egysegekbol épiil fel 1-4 kapcsolodassal. Fehér szinli, normal koriilmények
kozott szilard porszerli anyag. A celluléz a novényi sejtek rostszerii
vazanyaga, amely leginkabb a gyapotban, lenben, kenderben fordul eld.
Szerkezetét tekintve a celluloz szalak mikrofibrillumokat, azok pedig
makrofibrillumokat alkotnak. A mikrofibrillak pedig beagyazodnak a
hemicellul6z és lignin matrixba.

A nagy molekulatomegili és a rendezett mikrokristalyos szerkezetli
anyag, amelynek révén stabil vegyiilet, vizben oldhatatlan (FAN, 1980,
SJOSTROM, 1981), hig savakkal és ligokkal szemben is ellenallé (GASZTONYI

és LASZTITY 1992). Szobahdmérsékleten 40 %-os sosavban illetve hig
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kénsavban melegitve, nyomads alatt eldszor cellobidzra, majd D-gliik6zza
bomlik. Ezt hasznaljak ki savas feltaraskor (RECZEY et al., 1996). A tdmény
sosavon kiviil csak néhany gomba, baktérium ¢€s rovar képes bontani
(DIENES, 2006).

Elelmiszeriparban fOként celluloz-étereket, alkil-, hidroxi-alkil és
karboxi-alkil szarmazékokat hasznalnak fel. ElsGsorban a siitéiparban
adalékanyagként (6regedéskésleltetés), gyimolcs- és
z0ldségszaritmanyokban a rehidratacié javitdsara, alkalmazhat6 az alkil-
hidroxi-celluloz emulzié stabilizatorként, az alkilcelluldoz habképzo

anyagként (GASZTONYI és LASZTITY, 1992) alkalmazzak.

Gliikoz Cellobioz
CH,OH H OH CH,OH H OH
H HH H
O HH H [H 0
H OH CH,OH H OH CH,OH

15. abra. A celluloz molekula egy részlete (PALFIA ES KRISTOF, 2013)

A cellulozt (15. dbra) az emberi szervezet nem tudja megemészteni. A
feltarasra kiilonféle modszereket szoktak alkalmazni. Ezek kozé tartozik a
hidrolizis gyenge illetve erds savakkal (so6sav, kénsav), lagokkal,
oxidaloszerekkel (hidrogén-peroxid), valamint eldkezelés gobzzel ¢és az
enzimatikus hidrolizis. A gyenge savas hidrolizis ugyan megbontja a lignin
szerkezetét, de csak kismértékii a hidrolizis, ebbdl kifolydlag kis gliikéz
kihozatal érhetd el. Az erds savak alkalmazasanak hatranya, hogy az erdsen

korroziv koriilmények jelentdsen megnovelik az alkalmas berendezések arat,
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ezen kiviil szamos nemkivanatos melléktermék keletkezik, csokkent gliikoz

kihozatal mellett (GREGG és SADDLER, 1996).

2.4.2. Cellulaz enzimrendszer

Az ¢l6 szervezetekben lejatszodnak olyan bonyolult folyamatok is,
amelyek azon kiviil, de azonos koriilmények kozott egyaltalan nem, vagy
csak sokkal lassabban mennek végbe. Ezeket a kiilonleges reakciokat
Berzelius (1835) tanulmanyozta elészor. Leirta, hogy az ezek az anyagok,
olyan tulajdonsagokkal rendelkeznek, amelyek a reakcidoban nem vesznek
részt, de nélkiilik a reakcid nem jatszodik le. Az ilyen hatést katalitikus
hatasnak nevezte. Kithne (1878) enzimeknek nevezte ezeket az anyagokat,
amelyeket ¢élesztokkel kisérleteztek Ki, tehat élesztébdl szarmaznak és a
szervezetben katalitikus hatast fejteken ki (NEMESTOTHY, 2005).

Az enzimreakciok altalanos egyenlete (5) ANTONELLI (2002) nyoman:

k ke
S+Ef<:>(ES):>PE+E+AH (5)

Ahol:

S: szubsztrat;

E: enzim;

Pe: reakcid végterméke;

ES: intermedier komplex.

A bioetanol eldéllitasara jelenleg két modszer kindlkozik. Az egyik az

un. keményitd alapt technoldgia, mely nyersanyaga a novényekben talalhatd
egyszerl cukrok (gliikoz, fruktoz, stb.) illetve a keményitd, és végterméke az

els6 generacidos alkohol. Az egyszeri cukrok egylépéses alkohol
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crer

kozonséges pékélesztd torzs végzi anaerob kornyezetben (BENKG, 2012).

A masik az un. celluloz alapu technoldgia, mely nyersanyaga a celluloz
alapti biomassza (lignocellul6zok), terméke a masodik generacios alkohol. A
novényi biomassza celluldzt, kiilonbozo fajtaji hemicellulozokat és lignint
tartalmaznak. Ilyenek példaul a fii-, fafélék, illetve a ndvényi szarak
(kukoricaszar, buzaszalma). A komplexet alkotdé harom f6 komponens mellett
kis mennyiségben talalhatunk fehérjéket, olajokat, pektineket is ezekben a
nyersanyagokban (BENKO és RECZEY, 2008). A celluléz alapti etanol
technoldgia tobb Iépéses, bonyolultabb eljards, mint a keményité alapt,
viszont a nyersanyagbazis miatt ez valhat a jové utjava (BENKO, 2012). Az
elsd generacios etanol eldallitdsi koltsége alacsonyabb, mint a masodik
generacidsé, hosszutavon azonban f6 célkitlizést jelenthet az élelmiszeripari
nyersanyagokat hasznalo elségeneracios gyartokapacitasok atallitasa masodik
generacios technoldgidra, mellyel az eddig nem értékesitett melléktermékek
lennének tovabb hasznosithatok (BENKO, 2012).

A celluloz enzimatikus lebontdsa és a bioetanol eldallitas jelentosége
nagyon megndtt az utobbi idében. A cellulozbol kiinduld etanol gyartasban a
cellulaz enzimek eldallitasi koltsége nagyon nagy hanyadot tesz ki. Cellulaz
enzimeket nagyon sok gomba (Trichoderma, Aspergillus, Fusarium,
Sclerotium, Schizophyllum, Penicillium, Monilia...stb.) ¢és bizonyos
baktériumok is (Clostridium, Pseudomonas, Cellolomonas, Streptomyces,
Actinomycetes...stb.) termelnek (COUGHLAN, 1985; ENARI 1987).

Cellulaz termelés szempontjabol a gombak allnak a kutatdsok
kozéppontjaban, azokon belill is foleg a Trichoderma és az Aspergillus

fajokat vizsgaltak. A baktériumok koziil csak a Clostridium (Zeikus, 1980)
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¢és a Cellulomonas (HAGGET et al., 1978) rendelkezik elegendd enzimtermeld
képességgel az ipari felhasznalas szempontjabol. Az enzimek szamos
elénnyel rendelkeznek a kémiai katalizatorokkal szemben:
» mikodésiikhoz nines sziikségiik magas homérsékletre €s nyomasra,
ami energia-megtakaritast jelent,
» sok enzim hatékonyabb, mint kémiai megfeleldje,
» nem igényel toxikus oldoszereket igy kornyezetszennyezése
elhanyagolhato, vagy enyhébb mértéki,
» specifikusabb, igy kevesebb melléktermék termelddik,
» alkalmazni lehetd 6ket olyan reakciokban, amelynek katalizise vegyi
uton nem megoldott.
Az enzimek eldnyds tulajdonsagai SOk szempontbdl eldnydsek, egyrészt a
biotechnologiai folyamatokat kérnyezetbaratta teszik, de ahhoz, hogy azok
gazdasagi szempontbdl versenyképesek legyenek, rengeteg kutatas-fejlesztést
igényelnek (DIENES, 2006). A cellul6zok hidrolizisében a cellulaz enzim
komplex (WooD, 1990) vesz részt, ami haromtipust enzimbdl all:
» endogliikanaz
» exogliikanaz, avagy cellobiohidrolaz
» glikkozidaz.

Az endogliikanazok a celluloz belsejében 1évé -1,4- gliikkozidos

kotéseket hidrolizaljak. A cellobidzt nem bontjak, hidrolizalni képesek
azonban az amorf cellulozt, cellodextrint, foszforsavval duzzasztott cellulozt
¢és a szubsztitualt cellulozt. Az enzim specifitisa ezért kicsi. A Trichoderma
reesei fermentalasa soran az extracellularis fehérjék 15-20 %-a endogliikanaz

(BROWN és GRITZALI, 1984).
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A cellobiohidrolazok a gliikkdéz dimereket (cellobidz) hasitanak le,

jellemzden az endogliikanazok altal eléallitott rovidebb lancok végeirdl. Ezek
az exoglikanazok a Trichoderma reesei fermentlevében a legnagyobb
hanyadban el6forduld fehérjék. T. reesei celluloz szubsztraton vald
tenyésztéskor az extracellularis fehérjék 35-85%-a cellobiohidroldz volt
(GRITZALI és BROWN, 1979; GONG et al. 1979).

A gliikkozidazok cellobidzt és oligoszacharidokat bontanak gliikdzza

(ENARI, 1987). A celluldz cukrositasaban nagyon fontos szerepiikk van, a
cellobiozt hidrolizaljak ezéltal megakadalyozzdk a cellobioz felhalmozodasat,
ami a celluldz enzim rendszer tobbi tagjara nézve gatld hatasu. Ezen kiviil
katalizaljak a cellobiéz kotésének hasitdsat a két anhidroglilkdz egység
kozott. Ilyen mindségiikben sebesség-meghatarozd szerepiik van a celluloz
hidrolizisében (COUGHLAN, 1985).

A T. reesei sokak szerint a legjobb cellulaz termelé gomba, annak
ellenére, hogy viszonylag alacsony az extracellularis —gliikozidaz termelése
(ALLEN és STERNBERG, 1980). Az enzimes folyamat hatékonysaganak
novelése céljabol ezért a celluléz elcukrositdsa folyaman — glikkozidaz

kiegészitést alkalmaznak (STERNBERG et al., 1977; SRIVASTAVA et al., 1987).

2.4.3. Enzimes hidrolizis és gézrobbantas

A masodik generacids biotlizemanyagok eldallitdsa sordn alapanyagként
a mezdgazdasagbdl szarmazd lignocelluldoz tartalmi biomasszat és mas
mezOgazdasagi hulladékokat hasznaljak fel (KADAR et al., 2004), ezen kiviil
papirt (LARK et al., 1997), valamint fiivet és fakat (BOLLOK et al., 2000). A
lignocelluldéz tartalma bioetanol eldallitas sordan az eldkezelési technologia

nagyon nagy jelentéséget tolt be (STEVENS et al., 2004) a cellul6z nagyon
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komplex kémiai felépitése miatt. A glikoz molekulak felszabaditasa
bonyolult és gondosan megtervezett technoldgiat igényel.

A cellulozbdl nagy mennyiségii gliikkoz eldallitasa savas vagy enzimes
hidrolizissel torténhet. A savas hidrolizis magas hémérsékleten és alacsony
pH-n torténik. Ezt a technoldgiat valasztva problémat jelent a berendezések
korrodalodasa, valamint melléktermékek keletkezése is. Ezzel ellentétben a
celluléz enzimes hidrolizise szelektiven nagy gliikoz kitermeléssel megy
végbe, egyéb koztes termékek keletkezése nélkiil (FLACHNER, 2003).

A savas hidrolizis soran alkalmazott savak kozil a kénsav a
leghatékonyabb. Alacsony (<120 °C) hémérsékleten ¢és nagy (>5%)
koncentracidban alkalmazva is lejatszodik a hidrolizis. A hig (0,5-5%-0S)
kénsav pedig koriilbeliil 200 °C-on viszi oldatba a poliszacharidokat. A
hidrolizist két Iépésben szoktak megvalositani. Az elsd 1épésben csak a
hemicellulozt hidrolizaljak, majd a masodik 1épésben pedig mar erélyesebb
koriilmények mellett hidrolizaljak a cellulozt. A kénsavas hidrolizis mellett a
monoszacharidok tovabb bomlanak, illetve a késobbi erjesztést gatld
melléktermékek (inhibitorok) termelédése is megindul. Nagy mennyiségii
inhibitor termelddés esetén az erjesztés el6tt ezeket a komponenseket el kell
tavolitani (LARSSON et al., 1999), vagy szigortian ellendrzott fed batch
(rataplalasos szakaszos) erjesztést kell végezni (NILSSON et al., 2001, RUDOLF
etal., 2004).

Az enzimes hidrolizist olyan enzimekkel lehet elvégezni, amelyek
cellulaz illetve hemicellulaz aktivitassal rendelkeznek, esetleg kozvetleniil
ilyen enzimeket termeld mikroorganizmusok alkalmazdsaval (jellemzden

Trichoderma reesei). A celluloz enzimes hidrolizise vizes kozegben,
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jellemzden 35-50 °C-o0s tartomany kozott, 4,8-as pH-n tobb enzim egyiittes
aktivitasa mellett valosulhat meg.

A cellulozt bontd enzimek alkalmazasa bar kornyezetvédelmi
szempontbol eldnyds, magas anyagkoltségiik miatt még tovabbi kutatasokat
kell elvégezni, arra vonatkozoan, hogy hatékonysagukat, aktivitdsuk mértékét
novelni tudjuk, igy az ezen alapul6 bioetanol eldallitas is gazdasagos legyen
(DIENES, 2006).

A celluloz bontasi folyamatok felgyorsitasara tettek mar lépéseket. A
savas hidrolizis mellett a celluldz rost feltardsat végezhetik gézzel, magasabb
nyomasértékek alkalmazésaval.

Szamos irodalmi hivatkozas szerint gdzrobbantassal eredményesen
lehet eldkezelni a lignocelluléz alapanyagokat, igy kukoricaszérat is. Az
eljarasok soran, 160-270°C-on nyomas alatt (0,7-5 MPa) atitatjak a
megfelelden eldkészitett lignocelluldézt, majd egy megfelelden kiképezett
szelepen at igen rovid 1d6 alatt expandaltatjak. A g6z tehat elészor beférkdzik
a lignocelluloz matrixba, majd onnan robbanasszerlien expandal, ezaltal a
lignocelluldz struktira szétesik, a hemicelluléz jelentds része hidrolizal, a
celluloz kristalyossaga csokken, hozzaférhetd feliilete jelentdsen nd. Ezt az
eljarast alkalmazza az lotech (JURASEK, 1979), a Stake (BENDER, 1979) és a
General Electric (BROOKS, 1978). Az eljarasnak az a hatuliitéje, hogy az
alapanyag nagy része lebomlik, amelynek kovetkeztében bizonyos
fermentaciot gatld melléktermékek (inhibitorok) keletkeznek. Kénsav,
kéndioxid vagy széndioxid adagoldsaval javithatjuk a hidrolizist és a celluléz
enzimes bonthatésaganak hatékonysagat, valamint bizonyos mértékben

visszaszorithatjuk az inhibitorok keletkezését (PURI, 1983; TENBORG, 1998).
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OHGREN (2005, 2006a,b, 2007a,b) a kukoricaszar gdézrobbantdsaval
kapcsolatban végzett szamos Kkutatast. Megkisérelte a teljes folyamat
(gbzrobbantas, cukrositas és erjesztés) optimalizaldsat. Savkatalizalt
gbézrobbantast kovetéen (T=190 °C, t=10 perc) celluldz enzimek és
pékéleszté egyidejii alkalmazasaval, cukrositassal és erjesztéssel, azonban az
elméleti etanol kitermelés 70%-4t ritkan tudta meghaladni. Az ezt meghalado,
73-80% kozotti etanol kitermelést csak az el6kezelt szilard anyagban maradt
xilanazok, illetve hétolerans cellulazok adagolésaval tudott elérni.

A koles illetve rizs szalmabol készitett bioetanol eldallitds soran
alkalmaztak mikrohullamu elékezelést, amikor a nyersanyag besugarzasat
végezték. Ezekben az esetekben a cellulozbontd enzimet a mikrohulldmu

kezelés utan kell az anyaghoz adagolni (HU és WEN, 2008; MA et al., 2009).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. MARS mikrohullamu berendezés

A mikrohulldmu kisérleteinket MARS mikrohullamt roncsold
berendezéssel végeztikk el (/6. abra). A CEM MARS egy komplex zart
mikrohulldimi minta-el6készitd berendezés, mely alkalmas szilard és
folyadék mintak (viz, talaj, hulladék, biologiai mintdk) roncsoldsdra. A
késziilek lehetdséget nytjt hidrolizisre, szerves kémiai szintézisre, mintak
szaritasara és beparlasra is.

A késziilék halozati fesziiltségrél (230 V/50 Hz) mikodik. A
magnetron névleges teljesitménye 1600 W, frekvencidja 2455 MHz. A
rendszer hdrom kiilonb6z6 teljesitményszinten mitkddhet (400 W, 800 W,
1600 W) pulzdlas-mentesen, mindharom teljesitményszint 1 %-0S
1épéskozzel szabalyozott a felhasznald altal eldirt nyomds és/vagy
hémeérséklet gorbe minél pontosabb kovetése érdekében.

A beépitett szamitogép 100 db tobblépéses program tdroldsara ad
lehetdséget. A szoftver négyféle szabalyzast tesz lehetové a teljesitmény-1do-
nyomas-hdmérséklet megfeleld beallitasaval.

A mikrohullamu térben lejatszodo allapotvaltozasokat aszerint lehet
leginkabb nyomon kovetni, hogy a besugarzott anyagban hogy alakul a
hémérséklet valtozasa. A mikrohullamu késziilékekrdl ismeretes, hogy fémet
tartalmazé hOméré nem helyezheté a kezel6térbe, kivéve, ha annak

kialakitasa teljesen homogén, ezért a hdmérsékletmérését termométerrel
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(VILLAMIEL et al., 1998) ¢és milanyag védoéréteggel burkolt termoelemmel
valositjak meg (RAMASWAMY et al., 1991; CHENG et al., 2006a).

=

16. abra. A MARS mikrohullamu berendezés felépitése

A belso tér fala teflonnal bevont savallo acél. Lehetdség van két darab
vezeték alkalmazasaval vakuum és/vagy gaz be- ¢és elvezetésére a
mikrohulldm szivargésa nélkiil. A berendezés egy biztonsagi ajtdval és
nyitasérzékeldvel van ellatva, mely megakadalyozza a magnetron miikodését
ajtonyitaskor illetve abban az esetben, ha az ajto nincs tokéletesen becsukva.
A rendszer rendelkezik két hokapcsoloval, amelyek nem megfelelé mitkodés
esetén azonnal leallitjak a késziilék miikodését. A forgotanyér automatikusan
elindul, amikor a magnetron miikodésbe lép. A késziilékben egy elszivo
rendszer is miikodik, az esetlegesen keletkez6 gbzok -eltavolitasara. A
magnetron specialis védelme gondoskodik a felesleges mikrohulldmu energia
elnyelésérdl. Ennek segitségével képes a késziilék egyetlen mintdval, vagy

akar minta nélkiil is miikédni a magnetron kdrosodéasa nélkiil.
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3.2. A Saccharomyces cerevisiae pusztulasi és szaporodasi
tulajdonsagainak vizsgalata mikrohullimu besugarzas

hatasara

A kisérletek sordn mikrohulldmti  sugarzasnak tettik ki a
Saccharomyces cerevisiae élesztot, és ezutan vizsgaltuk annak pusztulasi és
szaporodasi tulajdonsdgait. A mérésekhez a kereskedelemben kaphatd
pékélesztét (Budafoki) alkalmaztuk. Az élesztokkel végzett vizsgalatok soran
a kezelési hémérséklet minden esetben 37 °C, az inkubalasi hOmérséklet

pedig 30 °C volt.

3.2.1. A pusztulasi gorbék meghatarozasa

A mikrohullamu kezelések kialakitdsanal fontos paraméter a sugarak
behatolasi mélysége a kezelendd anyagba, amely esetiinkben a MARS
mikrohullamu  késziilék egyedi kialakitasa miatt 100 %-0s volt. A
mikrohulldmu késziilékben egyszerre mindig 525 ml mintat kezeltiink.

A pusztulasi gorbe meghatarozasa soran, 5 teljesitményszinten
vizsgaltuk az élesztd pusztulési tulajdonsagait. A mikrohulldmu besugarzas
soran 50- (0,095 Wem™), 100- (0,190 Wem™®), 400- (0,761 Wem™®), 600-
(1,142 Wem™) és 900 W —os (1,714 Wem’™) teljesitményt alkalmaztunk, ahol
a hoémérsékletet 37 °C-ban maximalizaltuk, ugyanis ennél magasabb
homérsékleten a sejtek mar karosodnak, pusztulnak. Ezen teljesitmények
alkalmazaséval kiilonb6z6 besugarzasi idoket alkalmaztunk (30, 60, 90, 120
perc), amely kezelések utan tenyésztéses modszerrel hataroztuk meg a

pusztulas intenzitasat (ismerve a kiindulasi sejtszamot).
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A mikroorganizmusok ¢losejt szamanak meghatarozasat
telepszamlalasos eljarassal végeztiik, amelyhez feliileti szélesztéses modszert
alkalmaztunk. Ez a mdodszer alkalmas az 6sszcsiraszam, valamint az elektiv
¢s szelektiv taptalajok és optimalis tenyésztési viszonyok alkalmazasaval
sziikebb mikroba csoportok ¢l6 sejtszamanak meghatarozasdhoz. A mérés
elvégzéséhez elOszor elkészitettilkk az élesztoknél altaldnosan alkalmazott
YGC taptalajt. A taptalajhoz 5 g/L peptont, 20 g/L gliikkozt, 14,8 g/L agart és
0,1 g/L kloramfenikolt adagoltunk (a kloramfenikol adagoldsa azért fontos,
mert ez teszi szelektivvé a taptalajt), megféztiikk majd autoklavban 121 °C-on
15 percig sterileztiik. A lemezek ledntése el6tt a Petri csészéket is ugyanigy
121 °C-on 15 percig kezeltiikk. A sterilezés utan a Petri csészékbe 15 ml
taptalajt ontottiink, majd hagytuk megszilardulni oket. A megszilardulas utan
a szélesztés eldtt a csészéket szaritoszekrénybe szikkasztottuk 50 °C-on 30
percig, ugyanis a nedves feliiletli lemezen nehéz a szélesztés és a kifejlodod
telepek szétfuthatnak.

A megfeleld kiértékeléshez eldszor decimalis higitasi sort készitettiink
a mintdkbol. A taptalaj megfeleld elokészitése wutdn a kezelt
élesztészuszpenziokbol 0,1 ml-t pipettdztunk a lemezekre. A higitasi sor
harom tagjabol 3 parhuzamos szélesztést végeztink (/7. dbra). Szélesztés
utin a megforditott lemezeket 30 °C-on 72 o6raig inkubaltuk
szaritoszekrényben (VENTICELL, V 1.05 Blue line). Az értékelésbe csak
azokat a telepeket vontuk be, melyeknél a telepszam 10-300 kozott volt.
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17. abra: Az éleszt6 pusztulasi tulajdonsagainak kisérleti eredményei
(sajat felvétel)

A kiértékelést a kovetkez6 képlet (6) alapjan végeztiik:

c= L¢
(Tl1+|0,1|*n2>*V*d

(6)
ahol,

C: telepszam sulyozott kdzépértéke

Xc: a szamitasba bevont valamennyi lemez telepeinek Osszege
(legalacsonyabb és az azt kovetd kiértékelhetd higitasi fokok)

ni: a legalacsonyabb kiértékelhetd higitasi fokhoz tartoz6 lemezek szdma

n2: a kovetkezd kiértékelhetd higitasi fokhoz tartozo6 lemezek szama

V: lemezre vitt kultira mennyisége

d: els6 értékelt higitasi szint higitasi foka
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3.2.2. A szaporodasi gorbék

Az élesztd szaporodasat folyékony taplevesben vizsgaltuk. A tapkozeg
elkészitéséhez 5 g/L gliikozt, 5 g/L kazein- peptont, 5 g/L ¢élesztokivonatot €s
1 g/L ammoénium-dihidrogén foszfatot hasznaltunk, melyben ezutan analitikai
mérleggel (Sartorius BL 210S) bemértiik az élesztot (3,75 g/L).

Kontrollként 30 °C-on szaritdszekrénybe inkubaltuk az egyik
szuszpenziot. A masodik minta kezelése sordn mikrohulldmu sugdrzast
kapott a tapoldat, amelybe ezutan tettiik bele az éleszt6t. A harmadik minta
kezelése sordn pedig az élesztdszuszpenziot egybe kezeltiik a tapoldattal. A
besugarzas soran a teljesitményt 50 W (400 W 12%-a) és 400 W-ra a
hémérsékletet 37 °C-ra allitottuk be a kezelési id6 pedig 60 perc volt.

A szuszpenzidkat a kezelések utan szaritészekrénybe (VENTICELL, V
1.05 Blue line) helyeztiikk és YellowLine RS/OS 10 Basic tipusu razatd
berendezéssel folyamatosan mozgattuk (120 rpm). Az éleszték optimalis
szaporodasi homérseklete fajtol fliggéen 30-37 °C kozott van, ezért a
homérsékletet 30 °C-ra allitottuk be. A szaporodéds intenzitasat optikai
denzitas mérésével valositottuk meg (VITEX Densicheck, 18. dbra), melyet
minden Ordban mértiink 17 oran keresztill. A sejtszam meghatarozasat a

Densichek késziilékhez tartozé skala alapjan szamitottuk ki.
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18. abra. Densicheck optikai denzitas méré (sajat felvétel)

A mérést 3 ismétlésben végeztiik el. A mérés hibajanak elkertilése miatt
megmértiik a folyékony tapkozeg denzitasat is. A kisérleti adatok rogzitését
¢s az eredmények kiértékelését a Microsoft Office Excel (2003) program

segitségével végeztik.

3.2.3. Gliikéz bontasi képesség vizsgalata

A pusztulasi és szaporodasi vizsgalatok utan az élesztd gliikdz bontasi
képességét is vizsgaltuk mikrohullamu kezelések hatasara. A kisérletek soran
laboratoriumi fermentorban (MINIFORS S-000113794, 19. dbra), valamint
iranyitott erjeszté berendezésben (Hagyo Kereskedelmi és Szolgaltato Kft.)
végeztilk méréseinket.

A MINIFORS fermentorban (2,5 literes munkatérfogat) végzett
kisérletek soran eldszor €lesztoszuszpenzidt készitettiink, amely 8 dl vizbdl, 6

g ¢lesztébdl, 1 g élesztOkivonatbol allt. A szuszpenzidhoz 25 g gliikkozt

61



Anyag ¢és modszer

adagoltunk. A szuszpenzidt ezutan a MARS mikrohullamu berendezésben
kezeltiik, amely soran a kezelési teljesitmény 50 W, a kezelési id6 60 perc, a
hémérséklet pedig 37 °C volt. A hdmérséklet mérését és szabalyozasat az
edényzetbe  vezethet6  hémérével ¢és a  fermentorhoz  tartozd
vizvezetékrendszerhez csatlakoztathatd vizhiitéssel valositottuk meg.
Kontroll mintdhoz hasonlitottuk eredményeinket, amely semmilyen kezelést

nem kapott.

19. abra. MINIFORS laboratoriumi fermentor

A kezelt mintat ezutdn a fermentorban a kontroll mintat pedig
szaritoszekrényben (VENTICELL V 1.05 Blue line) 30 °C-on, folyamatos

keverés, razatas mellett inkubaltuk.
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Nagy fermentoros (Hagyo Kereskedelmi és Szolgaltato Kft.)
kisérleteket 1s végeztiink, ahol ugyanazokat a kisérleti paramétereket
allitottuk be, mint a MINIFORS fermentorban, azzal a kiilonbséggel, hogy itt
folyamatos mikrohulldmu besugarzast alkalmaztunk, napi 7 6ras kezelést
alkalmazva. A mikrohullamu berendezést 6sszekotottiik a fermentorral, a két
berendezés kozott pedig VWR VP-SD820-tipustu perisztaltikus szivattya

biztositotta a folyadék folyamatos aramlasat.
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20. abra: A Hagyo Kereskedelmi és Szolgaltato Kft. altal kialakitott
irdnyitott erjesztd berendezeés.
A fermentor (20. dbra) 2 db 130 l-es munkatérfogata fiithet6-hiithetd
kettds falu tartdlybol, hozzajuk tartozo kdzponti szabalyozo egységbdl és egy

szamitogépes szoftverbdl all (21. abra).
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21. abra. Az iranyitott erjesztd berendezéshez tartoz6 szoftver felhasznaloi
feliilete.

A rendszerben folyamatos hiitokozeg biztositja az optimadlis
homérsékleti kortilményeket. A rendszer beszabalyozasa soran szamitogép
vezérelte programmal kovettiik nyomon a hiitékorének dramlasi viszonyait.
A szamitogép segitségével optimalis homérsékletet tudtunk elérni, ezaltal
megfeleld hdmérsékletet tudunk biztositani a mintdink szamara.

A mikrohulldml sugarzas paramétereit ugyanugy allitottuk be, mint a
kis fermentoros kisérletnél, vagyis az alkalmazott teljesitmény 50 W, a
homérséklet pedig 37 °C volt. A mikrohullamt késziilékbe miianyag cs6bol
kialakitott spiralt alakitottunk ki, melynek hossza a késziilékben 5 m volt. A
milanyag cs6 belsé atméréje 4 mm, igy a késziilékben kezelt minta
mennyisége egyszerre 0,063 liter volt. A folyadék 4aramlisat biztositd
perisztaltikus pumpa percenként 4 dl szuszpenzidt pumpalt at a rendszeren,

ami azt jelenti, hogy 1 ora alatt 24 liter, 7 ora alatt pedig 168 litert mintat
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kezelt meg a késziilék. Mivel a tartalyokba 70 liter szuszpenziét adagoltunk,
igy napi szinten 2,4-szer tudta megkezelni a rendszer a mintat.

A kezelési idon kiviil a tartdlyok homérsékletszabalyoz6 rendszerét gy
allitottuk be, hogy a hdmérséklet 30 °C legyen. Ebben az esetben is kontroll
mintahoz is viszonyitottuk eredményeinket.

Mindkét modszer esetén naponta mértiik a cukor fogyasat HITACHI
U-2910 tipusu spektrofotométerrel. A spektrofotométeres mérések eldtt 1%-
os glikoz reagensbdl kiindulva kalibracids oldatokat készitettiink kiilonboz6
koncentracioban (0,1 g/L; 0,25 g/L; 0,5 g/L; 1 g/L; 1,5 g/L; 2 g/L; 3 g/L;
4g/L). Az igy kapott kalibracios egyenes egyenletét kelld megbizhatosaggal
hasznalhattuk fel a mintak gliikkoztartalmanak meghatarozasahoz (22. dbra).

Eredményeinket minden esetben 3 mérés atlaga alapjan abrazoltuk.

y =3,5873x - 0,4237
’ R?=10,9991

3 /
2.5

Gliikéz [g/1.]
[§]

1,5
1
0,5
0 ‘ . . ‘ . . ]
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1,0 1.2 14
Abszorbancia

22. abra. Referencia oldatok gliikoztartalma az abszorbancia értékek
fliggvényében.
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A mérés sordn a mintabol 3 ul mennyiséget kémcsObe pipettaztunk,
majd ehhez 3 ml gliko6z GOD/PAP (Diagnosticum Zrt.) reagenst adtunk
hozza. Ezt az elegyet 37 °C-os vizfiirddbe helyeztiik 7 percre, majd a

spektrofotométer kiivettajaba toltottiik, majd leolvastuk az eredményeket.
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3.3. Szélémust erjedési folyamatainak mérése

Az erjesztési kisérletek elvégzése soran kiilonb6zo kezelési eljarasokat
alkalmaztunk. A kisérletek soran Olaszrizling fajtaja sz6l6bol készitett must
erjedését vizsgaltuk. A méréseket 3 ismétlésben végeztiik. Az eredmények
kiértékelés soran egytényezOs variancia analizist és kétmintds T-probat

alkalmaztunk.

Az els6 mérés soran négy parhuzamos minta erjedését hasonlitottuk
0ssze.
> kontroll minta: semmilyen kezelésnek nem vetettiink ala.

> ¢élesztével beoltott minta: Saccharomyces cerevisiae fajéleszté

adagolasa (IOC B 2000 aktiv szaritott élesztd, Eurotrade Kft.).

> mikrohulldimmal kezelt minta; MARSS5 mikrohullama roncsold

berendezés altali kezelés (alkalmazott teljesitmény 50 W, kezelési 1d6
45 perc, a must végsé hdmérséklete 32 °C).

> ¢élesztds kiegészitést és mikrohullamu kezelést is kapott minta: a fent

leirt kezelési paraméterek alkalmazasa mellett.

Az itt beallitott kezelések sordn azért valasztottuk az 50 W-0s
teljesitményt, mert ezen a kezelési szinten az élesztdk pusztuldsi aranya és
karosodasa még nem olyan nagymértékii, hogy a tovabbiakban azok
szaporodasat gatolja.

A mérésekhez felhasznalt must kezdeti cukorfoka 179.2 g/l volt. A
mustot (24 liter) 4 egyenld részre osztottunk (6 liter) majd mikrohulldmmal
kezeltiik Oket a fent leirt eljarasok szerint, ezutan 10 literes iivegballonokba

helyeztiik el mintakat.
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A kontroll mintanal, mivel semmilyen kezelést nem kapott, abban csak
a természetes vadélesztok altal eldidézett erjedést kovettiik nyomon.

Az élesztos kiegésziteést kapott mintdhoz a fajéleszt6t (IOC B 2000 aktiv
szaritott élesztd, Eurotrade Kft.). adagoltunk. Az ¢lesztét a legjobb
hatékonysag ¢és ¢lesztOmindség elérése érdekében koriilbeliil 15 percig
rehidrataltuk, 10x-es mennyiségii 30-35 °C hdmérsekletii mustban.

A mikrohullamu kezelést kapott mintdt MARS mikrohullami
berendezésben kezeltik (23. dbra). A minta hémérsékletét folyamatosan
mérte a referencia mintatartoba vezetett szenzor. A mustot 16 °C-r6l 32 °C-ra
melegitettik fel. A 7 db mintatartoba 75 ml/db mustot toltottink, igy
kezeltiik meg az adott alapanyagot. A mintatartok anyaga teflon, amely nem
nyeli el a sugdrzast, igy az bejut a kezelni kivant anyagba. A berendezés
programozhatosaga lehetévé teszi hogy a kisérletek reprodukalhatdak
legyenek.

Az élesztos beoltas mellett mikrohullamu kezelést kapott mintanal
el0szor a fejélesztds beoltast végeztik el, majd ezutan a mikrohulldmt
besugarzas kovetkezett a fent beallitott paraméterek alapjan.

Az erjedés soran az alkohol-, cukor- és savtartalom valtozasat mértiik.
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23. abra. A mintak elhelyezése és kezelése a MARS mikrohullamu
késziilékben.

A masodik méréssorozatot kiegészitettilk hagyomanyos kezelésekkel.
fgy a beallitott mintaszdm az el6z6hoz képest 6-ra nvekedett. A mérésekhez

felhasznalt must kezdeti cukorfoka 169.2 g/l volt.

Ebben az esetben a kovetkezd kezeléseket allitottuk be:
» kontroll minta: semmilyen kezelésnek nem vetettiink ala.
> ¢élesztdvel beoltott minta: Saccharomyces cerevisiae fajélesztd
adagolasa (IOC B 2000 aktiv szaritott ¢leszt6, Eurotrade Kft.).

> hagyomanyos (f6z6lapos) kezelést kapott minta: magneses keverével

ellatott fézblapon (Yellow Line, MST basic C) kezeltiik a mustot (32
OC)

> mikrohullimmal kezelt minta: MARSS5 mikrohullamu roncsold

berendezés altali kezelés (alkalmazott teljesitmény 50 W, kezelési id6

45 perc, a must végsd homérseklete 32 °C).
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» élesztds kiegészitést és mikrohulldmu kezelést is kapott minta: a fent

leirt kezelési paraméterek alkalmazasa mellett.

> ¢lesztOs kiegészitést és hagyomanvos (f6z0lapos) kezelést is kapott

minta: a fent leirt paraméterek mellett.

A hagyomanyos (f6z6lapos) kezelés (24. abra) bevezetésére azért volt
sziikség, mert a mikrohulldmti besugarzds természetesen homérséklet
novekedéssel is jar. Azért, hogy bebizonyitsuk a nem-termikus hatast,
hagyomanyosan is kezeltik a mintdkat, hogy az erjesztési paraméterek

detektalasa révén vizsgalhassuk a mikrohullam nem termikus hatasat.

24, abra. Yellow Line, MST basic C magneses f6zdlapos berendezés

A kezelési koriilményeket ugyanugy allitottuk be, mint az elsé mérések
alkalmaval. Ugyanaz a mennyiség keriilt kezelésre a besugarzasi teljesitmény
¢és idOtartam ugyanaz volt, és a kiindulasi és végsé hdmérséklet is ugyanugy
keriilt beallitasra mind a mikrohullam, mind pedig a hagyomanyos modszer

esetén.
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Az erjedés soran az alkohol-, cukor- és savtartalom valtozasat mértiik.

A harmadik ismétlés sordn az alapanyag ugyanaz volt mint az
elézéekben (Olaszrizling must), azonban fagyasztott mintaval dolgoztunk.
Lefagyasztottuk a sziikséges mennyiséget 30 litert, és 1 évig mélyhiitoben
taroltuk (-18 °C-on). Ezutan felolvasztottuk a mustot és az elézéekben
beallitott 6 kezelést végeztiik el rajta. Ebben az esetben az alkoholtartalom
valtozasanak mérésére fektettiik a hangsulyt.

Az erjesztés mindharom esetben 1841 °C-on tortént.

3.3.1. Mérési modszerek az erjedés soran

A must cukortartalmanak meghatirozasa mustfokoldval (25. dbra) tortént.

Meérés menete:

- Els6¢ Iépésként a meriild mérét, és a fokoldo iiveghengert
megtisztitottuk, majd a mérendé musttal tobbszor eldblitettiik dket,
igy megeloztiik, hogy befolyasoljak a valds eredményt.

- A mérés eldtt a mustot llepitettiik, ugyanis csak tiszta musttal szabad
végezni a mérést. Mivel a zavaros must is modosithatja az eredményt.

- A henger toltésénél képz6dott habot a must talontésével sziintettiik
meg.

- A hengerbe lassan behelyeztiik a fokolot és akkor olvastuk le az
értéket a skalardl amikor a mérd siillyedése megallt és lebegett a

mustban.
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- Ezt kovetden a homérsékletet is leolvastuk, ha a homérséklet 17,5 °C-
t6] eltér, a leolvasott mustfokot helyesbitjiik. Igy kapjuk meg a valodi
mustfokot, vagyis a must cukortartalmat tomegszazalékos - % (m/m) -

értékben.

25. abra. Mustfokolo

Suriségmérés kézi refraktométerrel

A refraktométereket 20 °C homérsékletli anyagok mérésére kalibraljak.
Ha a must 20 °C-nal hidegebb, akkor 3 °C-onként, 0,2 °C-t le kell vonni, ha
pedig 20 °C-nal melegebb, akkor ugyanennyit hozza kell adni a leolvasott
értékhez.

A mérés modja:

- A prizmafeddt felnyitottuk, a prizmat desztillalt vizzel megtisztitottuk
majd vizsgalandé mustbol egy-két csOppet a prizmara cseppentettiink,
majd a fed6lapot lezartuk.

- A refraktométert a fény felé forditjuk, szemiink elé helyeztiik, és
leolvastuk a skalat. A must szarazanyag-tartalmat a skalanak az a

pontja mutatja, ahol a sotét és a vilagosabb latdémez6 talalkozik.

72



Anyag ¢és modszer

Alkoholtartalom mérése Malligand-féle késziilékkel
A Malligand-féle késziiléket (26. dbra) idonkét hitelesiteni kell. A

hitelesitést az Orszagos Bormindsito Intézet végzi. A késziilék harom részbol

all: talpas forraldtartaly, skalas hdméro, hiito.

26. abra. Malligand-féle ebullioszkop

Vizsgalat menete:

Tiszta vizzel legalabb haromszor kioblitett forraldtartalyt az also jelre
feltoltottiik (a hdmérd ebben az esetben a telitett vizgéz homérsékletét fogja
mérni). A hémérét és az iires hiitét a helyére csavartuk. A késziiléket
denaturdlt szeszes égdvel melegitettiik. Néhany perc mulva a viz forrdsnak
indult. Amikor hémérd higanyszala legalabb két percre megdllt és a hiitébol

vizgdz szallt fel a mozgathat6é skala O pontjat a higanyszal végsé kifutasi
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helyére allitottuk, majd a skéalat a nem plombalt csavarral rogzitettiik. Ezzel a
késziilékkel az uralkod6 légnyomast beallitottuk, ezt a beallitast kb. 2 oran
keresztiil hasznalhattuk.

A lang eloltdsa utan a késziiléket szobahdmérsékletre hiitottiik, majd
szétcsavartuk, a vizet kiontottiik, és a tartalyt a vizsgalando borral kétszer-
haromszor atoblitettiik. Ugyeltiink a forralogytiri atoblitésére is. Ezutan a
tartalyt a vizsgaland6 borral felso jelre toltottiikk, a hdmérdt felszereltiik. A
hiitébe annyi vizet toltottiink, hogy a viz szine a fels6 perem alatt 1 cm-el
legyen, majd a hiitét is racsavartuk a tartdlyra. Ezutan a vizsgalni kivant
anyagot melegitettiik.

Az elegy forraspontja akkor allt be, amikor a hdmér6 alsé harmada
langyos volt. Az alkoholtartalmat ilyenkor a skalarél kozvetleniil
leolvashattuk. A tarol6 doboz tetejére ragasztott hitelesitési tablazat adatai
szerint helyesbitettiik az adatokat.

A Malligand késziiléket alapvetben nem az erjedd cefre
alkoholtartalmanak mérésére szoktdk alkalmazni, de annak mérésére is
alkalmas. Ebben az esetben a mintdk megfeleld eldkészitése volt sziikséges,
amely szliréssel, és a keletkezd6 CO, kikeverésével ¢és melegitéssel
megvalosithato volt.

Az alkoholtartalom mérését mintanként 3 ismétlésben végeztiik.

Titralhato savtartalom meghatarozasa:

A must és az erjedd mintdk savtartalmanak valtozasat titralassal
hataroztuk meg. Egyszeri titralassal a savak mennyiségét kiilon-kiilon nem
ismerjiik meg, ezért Magyarorszagon a titralhatd savtartalmat borkdsav

g/dm3-ben adjak meg.
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A vizsgalathoz felhasznalt eszk6zok illetve anyagok:
» bormintak

1 db 15 cm®-es pipetta

villanyrezsé

felszerelt biiretta

0,1 n NaOH mérooldat

YV V. V V V

2 db 250 cm®-es Erlenmeyer lombik

Vizsgélat menete:
- 250 cm®-es mérélombikba pipetta segitségével kimértik a 15 cm?®
vizsgalandé mintakat.

- Villanyrezson a mintdkat forraldsig melegitettiik, igy az oldott
szénsav eltdvozik

- A lombikokat lehiitottiik

- 5Scsepp bromtimolkék indikatort adtunk a mintakhoz

- 0,1 molos natrium-hidroxid mérdoldattal kék szin megjelenéséig

titraltuk.

A savtartalom kiszamitasa (7, 8):

_v-f.T-1000
g/100cm® b (7)
A _ 0,1mo6l/dm*NaOHcm® - f -0,0075-1000
g/100m® 15cm?® (8)
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Ahol,

v: fogyott 0,1 n NaOH méréoldat cm>-ben

f: 0,1 mol/dm® NaOH oldat faktora

T: az 1cm® 0,1 mol/dm® NaOH altal mért borkésav (gramm)
1000: 1 liter borra vonatkozd atszamitasi tényezo

b: a vizsgalt bor térfogata cm>-ben
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3.4. Szélovenyige mikrohullaimia elokezelése és enzimes
bontasa

A szolovenyige cellulozbontdsa soran fizikai-kémiai kezeléseket
alkalmaztunk ugymint gdézrobbantést, autoklavos kezelést, hagyomanyos
(f6z6lapos) kezelést, majd ezekhez a mintakhoz enzimet adagoltunk. A
celluloz bontds mértékét a cukortartalom ndvekedésének detektalasaval
kovettiik nyomon.

Alapanyagunk a Pannonhalmi borvidék egyik szdldiiltetvényérol
szarmaz6 metszés utan marad venyige volt. A venyigét el6szor kézi erdvel,
metszOolloval 1-2 cm-es darabokra apritottuk, majd Grinder Drive
IKA MF10 Basic Microfine EU/AU-tipusu (27. dbra) darald berendezéssel
még kisebb darabokra apritottuk. Mivel a késdbbiekben hasznalt enzim
(Trichoderma reesei) puffert igényel, ezért a felapritott venyigét mar ebbe a
Na-acetat- ecetsav pufferben kezeltiik.

A mikrohullamti gbzrobbantdsos kisérletek soran eléméréseket
végeztiink, ahol kiilonb6zé nyomadsértékek alkalmazasa mellett hatdroztuk
meg a cellulozbontds mértékét (glikoz kihozatalt). A kezelések mellett
kontrollként kezeletlen mintdhoz adagoltunk cellulozbontd enzimet
(Trichoderma reesei).

A szbélévenyige mikrohulldami gdézrobbantasa, majd enzimes
kezelésénél ugyanazt a MARS mikrohulldmt roncsolo késziiléket hasznaltuk,
mint az el6zd kisérleteink soran. A venyige kezelése soran a mikrohullamu
teljesitményt 1600 W-ra, a kezelési id6t 5 percre a maximalis hdmérsékletet
pedig 150 °C-ra allitottuk be. Ezen kezelési paraméterek allanddsaga mellett

véltoztattuk a nyomdasértéket, amelyet a sz6lévenyige gdOzrobbantasara
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alkalmaztunk. Az el6kisérletek soran 1-25 bar kozotti nyomasértékeken

végeztiik el méréseinket 3 ismétlésben.

-
b "
% )

27. abra. A Grinder Drive IKA MF10-es daralo

A gOzrobbantds soran az apritott (1-2 mm) venyigébdl 20 g-ot
(edényenként 10 g) a MARS mikrohulldmban alkalmazott teflon edényzetébe
helyeztiik és hozzaadtunk 70 ml Na-acetat-ecetsav pufferoldatot. A nagy
nyomas alkalmazasa miatt a teflonedényekre a gyart6 altal biztositott kevlar
kdpenyt huztunk.

A mintatartokat behelyeztiikk a mikrohullamu késziilékbe és bevezettiik
a homérséklet-méré (RTP 300) és a nyomaskontroll (ESP+) szenzorokat (28.
abra). A beépitett ESP+ nyomaskontroll a kontrol edényben figyeli és
ellendrzi a reakcid sordn keletkez nyomdst. Masodpercenként 200-szor

torténik nyomasmérés.
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RTP 300 e

28. abra. A hdmérséklet-mérd (RTP 300) és a nyomaskontroll (ESP+)
szenzor bevezetése a MARS mikrohullamu késziilékbe

A venyige 5 perces kezelése utdn megvartuk, hogy a mintak 80 °C-ra
hiiljenek, hogy biztonsagosan nyithatéoak legyenek a mintatarté edények.
Ezutan megvartuk, mig a mintak tovabb hiljenek (kb. 40 °C-ra), amely utan
kovetkezett az enzim adagolasa. Azért fontos, hogy megfeleld hdmérsékleten
adagoljuk az enzimet, mert azok 45 °C felett karosodhatnak.

A mintakhoz adagoltunk 1,4-(1,3:1,4)-B-D-Glucan-4glucano-hydrolase
(Sigma-Aldrich, ATCC 26921) enzimet (20 g minta, 150 ml puffer, 2 mi
enzim). Ezutan a mintakat razatas mellett inkubaltuk 37 °C-on, majd 5 6ran
keresztlil oranként spektrofotométerrel (HITACHI U-2910, Double beam
UV/VIS) mértiik a gliikoz tartalom novekedését.

Az eldkisérletek utan kiilonboz6 kombinécidju kezeléseket allitottunk

be. Valtoztattuk a kezelési idot, hdmérsékletet, nyomasértékeket.
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A kezelési paraméterek valtoztatisa mellett tobbféle kisérleti mintat

alakitottunk be:

- mikrohulldmmal gdézrobbantott venyige ¢€s hozza kezeletlen enzim
adagolasa,

- mikrohullammal gdézrobbantott venyige €s hozza mikrohulldmmal
kezelt enzim adagolasa,

- autoklavban kezelt venyige és hozza kezeletlen enzim adagolasa ,

- hagyoményosan kezelt venyige és hozza kezeletlen enzim adagolasa,

Az autoklavos kisérletek soran VAPOSTERI/P-tipusu (29. dbra)

autoklavban, nyomas alatt is kezeltik a mintdkat. Mivel ebben a
berendezésben nincs lehetdség a nyomasértékek és homérsékletek olyan
preciz mértékli szabalyozasara és nyomon kdvetésére, mint a mikrohullam
késziilekben, ezért itt 120-135 °C-os hdémérsékletet és 1 bar nyomadst
alkalmaztunk a kezelési idok valtoztatasa mellett. Az edényekbe ebben az
esetben is 10 g mintat és 70 ml pufferoldatot adagoltunk. A kezelési 1d6
lejara utan megvartuk, mig az autoklavban a hdmérséklet 80 °C ald csokken,
majd kivettiik a mintakat. A mintak lehiilése utan azokhoz 1,4-(1,3:1,4)-B-D-
Glucan-4glucano-hydrolase (Sigma-Aldrich, ATCC 26921) enzimet (2ml-t)
adagoltunk. Ezutan a mintakat razatas mellett inkubaltuk 37 °C-on, majd 5
oran keresztlil oranként spektrofotométerrel (HITACHI U-2910, Double
beam UV/VIS) mértiik a gliikoz tartalom novekedését.
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29. abra. A VAPOSTERI/P-tipust autoklav

A hagyoményos kezelés soran az apritott venyigét (20 g) a Na-acetatos

pufferban helyeztiik fel a f6z6lapra (Yellow Line, MST basic C) és 100 °C-

on kezeltiik kiilonb6z6 idétartamokig. A kezelés utdn a mintat lehiitottiik, és
utana adagoltuk hozza az enzimet. Ezutan a mintdkat rdzatds mellett
inkubéltuk, az elézéekhez hasonldoan 37 °C-on, majd 5 O6ran keresztiil
oranként spektrofotométerrel mértiik a gliikoz tartalom novekedését.

A kisérletek soran olyan mintakat is kialakitottunk, ahol a kiilonb6z6
moddon kezelt venyigéhez mikrohullamu kezelést kapott enzimet adagoltunk.
Az enzim kezelése MARS mikrohullimti berendezéssel tortént. 1
mintatartoba 75 ml Na-acetat puffert és 1 ml enzimet adagoltuk. Az enzim
kezelésénél figyelni kellett arra, hogy ne alkalmazzunk tal magas
teljesitmény és hdmérsékletet, nehogy az enzim roncsolddjon. Ezek alapjan a
mikrohulldmu teljesitményt 50 W-ra, a maximalis hémérsékletet 40 °C-ra
allitottuk be a kezelési id6k valtoztatasaval, ugyanis 45 °C felett mar

karosodhat az enzimek szerkezete (LAKATOS, 2009).
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3.5. Matematikai-statisztikai modszerek a mérések
soran

A kisérletek kiértékelése soran minden esetben Microsoft Office Excel
programot hasznéltunk.

Az eredményeket mindig az adott ismétlések atlagai alapjan abrazoltuk.
Az atlag egy adatsokasagra jellemzé szam. Ugy szamithatjuk ki, hogy az
adatok Osszegét elosztjuk a darabszamukkal. Az 4tlag nagyobb a
szamsokasag legkisebb értékénél, ¢s kisebb a legnagyobbnal.

Az eredményeknél feltiintettiik a mérések szorasat, amely megmutatja
egyes értékek szamtani atlagtol vett eltéréseinek négyzetes atlagat, vagyis azt,
hogy az ismérvértékek mennyivel térnek el atlagosan az atlagtol.

Az kezelések kozotti  kiilonbségek meghatarozasdhoz  elészor
egytényezOs variancia analizist alkalmaztunk, amely tobb minta
szorasnégyzetének (variancidjanak) dsszehasonlitdsan alapul. A vizsgalatok
célja ennek alkalmazasakor a sokasagok egyezésének vagy -eltérésének
valdszintisitése.

A kétmintas T-probat akkor alkalmaztuk, amikor a varianciaanalizis
alapjan szignifikdns kiilonbség mutatkozott a mintdk kozott. A kétmintas T-

probaval két kiilonbozden kezelt minta kozotti eltéréseket vizsgaltuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. A Saccharomyces cerevisiae besugarzasi vizsgalatainak
eredményei

4.1.1. Sejtpusztulasi vizsgalat

A kisérletek soran méréseket végeztink a Saccharomyces cerevisiae
¢lesztd pusztulasi tulajdonsagai tekintetében (30. dbra) mikrohullamu
besugdrzas hatdsara. A pusztulasi gorbe meghatirozdsa sordn, 5
teljesitményszinten vizsgaltuk az élesztd pusztulasi tulajdonsdgait. A
mikrohulldamu besugarzas soran 50-, 100-, 400-, 600- és 900 W-0s
teljesitményt alkalmaztunk, 37 °C-os homérséklet mellett. A kisérletet tigy
allitottuk be, hogy a kiinduldsi sejtszam azonos legyen az adatok

Osszehasonlithatosaga érdekében.

Az 50 W-os teljesitményen kezelt élesztd pusztulasi intenzitasabol
latszik, hogy a kiilonb6z6 kezelési idok fiiggvényében aranyosan ndvekszik a
pusztulds intenzitasa. Ezen a teljesitményszinten az élesztdk még a 120
perces besugarzas hatasara sem pusztultak el teljes mértékben. A kezdeti
sejtszamhoz képest 45,1 %e-os tulélési arany volt megfigyelhetd. Ez
hasonlonak mondhatd MILLIGAN ¢és BRIGID (2000) eredményeihez
viszonyitva, akik leirtadk, hogy konstans (35 °C) hdmérésklet és maximum 3-

8 perces kezelés mellett az élesztok pusztulasi aranya alacsonyabb.
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30. abra. A Saccharomyces cerevisiae pusztulasi gorbéje 50-(=#=),
100-( =), 400-(=+="), 600-( ===) és 900 W-0s(~") mikrohullamu

sugarzas hatdsara.

A 100 W-os kezelés esetén latszik, hogy a pusztulas intenzitdsa mar
nagyobbnak mondhaté az 50 W-os kezeléshez képest. Ennél a
teljesitményszintnél kijelenthetd, hogy az éleszték pusztuldsa még nem mutat
radikélis valtozast az el6z6 teljesitményhez képest. Mig az 50 W-o0s
kezelésnél 120 perc utan 45,1 %-os tulélési arany mutatkozott, addig 100W-
0s teljesitménynél ez az érték a 90 perces kezelés utan is még csak 51,5 %-0S
volt. A kezdeti sejtszamhoz képest 120 perces kezelés utan ebben az esetben
az ¢élesztok 38,9 %-a ¢lte tal a kezelést.

A 400 W-o0s kezelés soran a pusztuldsi intenzitds nagy mértékben
novekedett az 50-, és 100 W-os kezelésekhez képest. Itt mar 60 perces
besugarzas hatasara csak 46,2 %-0s talélési aranyt mértiink. A végso talélési
arany a 120 perces kezelés utan 33,6 %-0s volt. Tehat 400 W-os kezelés mar
nem érdemes alkalmazni a magas pusztuldsi ardny miatt.
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600 W-os teljesitmény alkalmazasakor a pusztulas intenzitdsa tovabb
novekedett, mar 30 perces kezelés utan az éleszték 74,6 %-a elpusztult. A
600 W-os kezelés soran a sejtek tulélése mar a 90 perces kezelés utan is csak
22,1 %-o0s, mig 120 perc utan mar a sejtek 80,3 %-a elpusztult. 600 W-o0s
teljesitményszinten rovid idejii kezelések alkalmazasa lehet csak célravezetd
a magas pusztulasi szazalék miatt, hacsak nem a sejtek karositasa, pusztitasa
a célunk.

A 900 W-os kezelés alkalmazésa esetén 30 és 60 perces besugarzasi id6
alkalmazasa mellett a pusztulas a legintenzivebb, majd lassuld tendenciat
mutat. Ez a jelenség a 400-, és 600 W-os besugarzas esetén is észreveheto.
Végeredményben azonban elmondhatod, hogy mar a 90 perces kezelés utan is
csak a sejtek 7,2 %-a élte tl a besugarzast, mig 120 perces kezelés utan 3,9
%-os tulélésrdl beszélhetiink.
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31. abra. A sejtszamok csokkenésének %-os ardnya a kiindulasi
sejtszamhoz viszonyitva 50-(™), 100-(™), 400-(*), 600-(™) és
900 W-o0s (™) mikrohullamt sugarzas hatasara.
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Az eredményekbodl latszik (31. dabra), hogy az ¢élesztOk pusztulasi
aranya IS novekszik a mikrohullimu kezelésnél alkalmazott teljesitmény
emelésével egyiitt. Az 50 W-os és 100 W-0s kezelések esetén a pusztulds
intenzitasa egyenletes, linedris osszefiiggés figyelhetd meg (R?*=0,9936;
R220,9941). A pusztuldsi aranyok a 400-, 600-, és 900 W-os eredmények
esetén térnek el jelentdsebben, ahol hatvanyos 0Osszefliggés alakult ki
(R?=0,9953, R?=0,9772; R?=0,9901). A 30 perces besugarzas esetén mar jol
lathat6, hogy a pusztulasi arany a 600-, és 900 W-os kezelés esetén 50 %
felett van. Ezt az aranyt a 400 W-os kezeléssel 60 perc utan, mig 50- és 100
W-os kezeléssel 120 perc utan tudtuk elérni.

Az eredményekbdl latszik, hogy minél rovidebb ideig kezeltik a
mintakat, annal nagyobb a kiilonbség a pusztulasi ardnyok kozott. Minél
hosszabb ideig alkalmazzuk a mikrohulldmu sugarzast, annal jobban
csokkennek ezek a kiilonbségek. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy annak
ellenére, hogy bar az alacsonyabb hdOmérsékleti ¢és teljesitményli
mikrohullamu kezelés az élesztok szempontjabol elénydsebb, magasabb
teljesitményen mar nem érdemes kezelni Oket, a magas pusztulasi és
roncsoloddsi arany miatt. Az alacsony teljesitmény alkalmazésa
valoszinlisithetden kedvezObb hatassal van az élesztdk enzimatikus
miuikodésére, membran, ill. sejtfalstruktirdjara a magasabb teljesitményti

kezelésekhez képest.
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4.1.2. Szaporodasi vizsgalatok eredményei

A pusztuldsi vizsgalatok mellett, méréseket végeztink a
Saccharomyces cerevisiae szaporodasi tulajdonsagaira vonatkozoan is. A
szaporodasi vizsgalatok soran eldszor meghataroztuk az élesztd szaporodasi
gorbéjét (32. dbra). A gdérbe meghatarozasa utan kiilonb6zé mikrohullamu
kezeléseket alkalmaztunk, majd ezutdn vizsgaltuk a szaporodasi

tulajdonsagokat. A méréseket minden esetben 3 ismétlésben végeztiik.
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32. abra. A Saccharomyces cerevisiae szaporodasi gorbéje (sajat vizsgalat)

Ahogy azt az irodalmi attekintés részben ismertettik (2.2.1.), a
mikroorganizmusok szakaszos szaporodasi gorbét mutatnak. A 32. dbrdn
latszik, hogy a Saccharomyces cerevisiae is kdveti ezt a mintat. A szaporodas
elsé 2 orajaban a lappangasi szakasz lathato (1.), amely utan a 2-5. 6rdban egy
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gyorsulasi szakasz (I1.) kovetkezik. A gyorsulasi szakasz utan a logaritmusos
szakasz a 5-14. oraban lathat6 (I11.), ezutan a lassul6 szakasz (14-17. 6ra, 1V.)
¢s végiil az allandosult szakasz (17-19. ora) lathato (V.). A részletes
eredményeket az [. szdmu melléklet tartalmazza.

A szaporodasi gorbe meghatdrozasa utdn kiilonb6z0 mintak
szaporodasat hasonlitottuk Ossze (33. dbra). A kontroll (kezeletlen élesztd
szuszpenzio) minta volt az, amelyhez viszonyitottuk méréseinket, emellett az
¢lesztd tapoldatot, €s a tapoldatot az élesztovel egyben kezelve mértiik ki a
szaporodasi gorbéket. A mikrohullamu teljesitmény 400 W volt, a kezelési
1d6 60 perc, mig a mikrohulldmu késziilékben bedllitott végsd hdmérseklet 37
°C. Az eredmények azért indulnak ugyanarrél a sejtszamrol, hogy a

szaporodasi eredmények jobban dsszehasonlithatok legyenek.
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33. abra. A Saccharomyces cerevisiae szaporodasi gorbéje kiilonboz6
kezelések hatdsara a kontroll (%), a kezelt viz (=#) és az egyiitt kezelt
( ) mintak esetén.
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Az eredményekbdl latszik, hogy a lappangasi-, gyorsuld- ¢&s
exponencialis szakaszok kozott nincs szignifikans kiilonbség.

A mérés 14. 6rgjatol lathatd kiilonbség a mintdk kozott. Ugyan a
gorbék lefutdsa hozzavetdlegesen azonos, azonban megallapithatd, hogy a
végso sejtszamok tekintetében kiillonbségek mutatkoztak a kezelések kozott.
A legnagyobb kiilonbség anndl a mintanal mutatkozik, ahol a vizet egyiitt
kezeltiik az élesztovel. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a mikrohullam
hatassal van az élesztok szaporodasara, oly modon, hogy nagyobb végso
sejtszamot tudunk elérni egy adott mikrohullamu kezelés elvégzésével. Ezt
igazoljdk ZENG (2014) eredményei is, aki szintén mikrohullimt besugarzés
hataséra vizsgalt az élesztOk szaporodasat. Leirja, hogy mikorhullimu (1-1,6
W/g) kezelés hatasara sokkal intenzivebb éleszt szaporodast tudott elérni a
kontroll mintahoz képest, a kiillonbség Zeng esetében is a végsd sejtszamok
kozti kiilonbségben mutatkozott meg. Ezen kiviil nagyobb teljesitményen (1-
8-2,2 W/g) a szaporodas gatlodasat detektalta. A részletes eredményeket a II.
szamu melléklet tartalmazza.

Az aldbbi mérések sordn kontroll, hagyoméanyosan kezelt ¢&s
mikrohulldmmal kezelt minték szaporodasi gorbéjét mértiik ki.

A 34. abran latszik, hogy 50 W-os teljesitmény alkalmazasa mellett a
mikrohulldammal kezelt minta nem mutat szignifikans kiilonbséget a masik
két mintdhoz képest. A végsd sejtszam tekintetében ebben az esetben is a
mikrohulldmmal kezelt minta hozta a legjobb eredményeket, azonban nem
annyira szembetlinden, mint a 400 W-os kezelés esetében.

Ezek az eredmények ellentmondéasban allnak ZENG et al. (2014) altal
publikalt cikkel, amely szerint az alacsony teljesitményti (1-1,6 wem®)

sugarzas kedvezd hatassal van az élesztok szaporodasara, valamint karosodas
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nélkiil serkenti és javitja a sejtmembran ateresztoképességét. A részeletes

eredményeket a III. szamu melléklet tartalmazza.

Sejtszam [CFU/em3]*104

T T
0 1 2 3 4 5 6 7 g8 9 10 11 12 13 14 15
Eltelt idé [6ra]

34. abra. A Saccharomyces cerevisiae szaporodasi gorbéje kiilonb6z6o
kezelések hatasara a kontroll (=#= ), a hagyomanyos (=% ) és az 50 W-on
mikrohulldmmal kezelt ( ) mintak esetén.

A szaporodasi kisérletek eredményei alapjan elmondhat6, hogy a
mikrohullamu kezelés oly modon van hatassal az élesztOk szaporodasara,
hogy a magasabb végsé sejtkoncentracio érhetd el az allandosulut szakasz
végére. A kezelések soran 37 °C-os hdémérsékletet alkalmaztunk, igy

feltételezhetd, hogy a mikrohulliam non-thermalis hatdsa érvényesiil

jelentésebben ezen tulajdonsagok megvaltozasa soran.
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4.1.3. A Saccharomyces cerevisiae erjesztési aktivitasinak mérése

A szaporodasi gorbék meghatarozasa utan olyan kisérleteket allitottunk
be, ahol az éleszté gilikozbontasi aktivitdsat mértiikk. A mérések soran
¢lesztészuszpenzidt készitettlink, ahol az élesztd szdmara optimalis
¢letfeltételeket biztositva kiilonbozo kezelések elvégzése utan mértik a
gliikoz fogyasat. A 36. dbran a kontroll és a mikrohullamu sugarzést kapott

minta erjesztési aktivitasat hasonlitottuk 6ssze MINIFORS fermentorban.
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36. abra. A kontroll (=) és a mikrohullimmal ( =#) kezelt élesztd
erjesztési aktivitasanak valtozasa.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a mikrohulldmmal kezelt
minta cukortartalma gyorsabban csokken, tehat az élesztOk aktivitasa

nagyobb volt. Mar az erjesztés 4. napjan feldolgozta a cukor nagyrészét, mig
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a kontroll minta esetén ehhez kétszer annyi id6 kellett, azonban a maradék
cukor minimalisan magasabb volt (nem szignifikansan) az erjesztés végén.

Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az 50 W-0s
teljesitményli mikrohulldma sugarzds hatdssal van az élesztdk erjesztési
aktivitdsara. Az erjedés els6 szakaszaban a legintenzivebb az erjedési
folyamat, ami a kontroll mintarol is elmondhat6é ugyan, de a kezelt mintanal
hosszabb ideig tart. A részletes eredményeket a IV. szam melléklet
tartalmazza.

A Minifors fermentorban elvégzett kisérletek utan, nagy fermentorban
(3.2.3. fejezet) is elvégeztiik a mérést (37. abra), azzal a kiilonbséggel, hogy
itt a mikrohullamt kezelési 1d6 7 oOra volt, és a kezelt- és a kontroll minta

mennyisége 70 liter volt.
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37. abra. A kontroll (=) és a mikrohullimmal ( =#) kezelt élesztd
erjesztési aktivitasanak valtozasa.
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A nagy fermentoros kisérlet eredményeibdl latszik, hogy
tendencidjaban hasonldsagokat mutat a kis fermentoros kisérlettel
Osszehasonlitva. Az erjedés elsé szakaszaban a mikrohulldimmal kezelt minta
cukortartalma nagyobb intenzitassal valtozik a kontroll mintahoz képes. A
végleges cukortartalom azonban a kontroll mintanal lett alacsonyabb. A
gorbék lefutdsanak eltérése abbdl adodhat, hogy amig a kis fermentoros
kisérletek soran a mikrohullamu kezelés ugymond ,,szakaszos” volt, addig
ennél a mérésnél a minta ,,folyamatos” kezelést kapott. A folyamatos kezelés
soran nem az egész minta lett kezelve egyszerre, hanem annak egyszerre csak
0,09 %-a volt mikrohulldmut sugarzésnak kitéve. A részletes eredményeket
az V. szaml melléklet tartalmazza.

Az eldzéekben leirt két modszert (erjesztés eldtt kezelt, folyamatosan
kezelt) 6sszevetve is méréseket alakitottunk ki. A kontroll mellett egymassal
parhuzamosan mértiik a kis és nagy fermentorban az erjesztési paramétereket

(38. dbra). A részletes eredményeket a V1. szamt melléklet tartamazza.
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38. abra. Az élesztd erjesztési aktivitdsanak valtozéasa a kontroll
(%), az erjesztés el6tt kezelt ( ), és a folyamatosan kezelt (=)
mintak esetén.

A két mérést Osszehasonlitva a gorbék lefutdsa Osszhangban van az
el6z6 két kisérlet eredményeivel. A kontroll minta cukorfogyasa lassabban
indul el a két kezelt minta eredményeihez viszonyitva. Az erjesztés eldtt 60
percet kezelt minta eredményei a legjobbak, ami szintén azt bizonyitja, hogy
az erjesztési aktivitas tekintetében, egy szakaszos, egész mintat atfogd
kezelés hatékonyabbnak bizonyul, a folyamatosan aramoltatott, egyszerre
csak kis mennyiséget atfogd kezeléssel szemben.

A mérések mindharom bedllitott kisérlet sordn hasonld eredményeket
hoztak. Az erjedés els6 szakaszdban a kontroll minta cukorfogyasa kevésbé
volt intenziv a mikrohullammal kezelt mintdkhoz képest. Az erjedés utolso
harmadaban a mintak cukortartalma kiegyenlitdott azonban a kontroll minta

végsO eredményei lettek alacsonyabbak. .
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Eredményként elmondhaté, hogy a mikrohulldmi sugarzas
egyértelmiien befolyasolja az ¢€lesztd erjesztési aktivitdsat oly modon, hogy
az erjedés a mérés elején intenzivebb lefolydsu, amely a fermentacid végére
kiegyenlitodik.

Az erjedési 1d0 csokkentése azoknal az  ¢€lelmiszeripari
technologiaknal lehet fontos, ahol nem kifejezetten a végtermék mindsége,
hanem a minél gyorsabb erjedés a cél. Ebbdl kifolyolag elsdsorban a
szeszgyartas és palinkagyartas szempontjabol lehet nagyobb jelentdsége, itt
ugyanis ugyanolyan alkohol kihozatal mellett az erjedési id6 leredukalasa
nagy jelentdséggel birhat. Igaz, hogy a cukorbontas is még csak
megkozelitdleg  50%-0s, azonban a kezelési paraméterek tovabbi
pontositasaval ez az arany valoszinlleg tovabb javithatd. A boraszati
technoldgia sordn ennek fontossaga nem mérvadd, ugyanis ennél a
technoldgianal napjainkban az erjedési id6 elnyujtdsa a cél az aroma- és

egyéb anyagok minél kedvezdébb kialakuldsa miatt.
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4.2. Mikrohullamu kezelés hatasa a sz6lomust erjedésére

Az el6z6 eredmények alapjan (4.1.1,; 4.1.2.; 4.1.3.) az élesztd
szaporodasi, pusztulasi és erjesztési tulajdonsagainak vizsgalatat olyan
koriilmények kozott is elvégeztik, amely az optimalis koriilményeket
biztositja szamdra. A must mikrohullamt kezelése soran 50 W-0S
teljesitménnyel, 45 perces kezelési idovel és 37 °C-os hdémérséklettel
dolgoztunk. Azért valasztottuk ezeket a kezelési paramétereket, hogy a
pusztulasi- és szaporodési vizsgéalatok eredményeit valds kozegben is
vizsgalhassuk és igazolhassuk az alacsony teljesitményli mikrohulldm non-
termalis hatasat. Ezért ezeket a méréseket sz6lomust erjesztési kisérleteivel
valositottuk meg. A méréseket 3 ismétlésben végeztiik el, ennek alapjan
eredményeinket ezek atlaga alapjan abrazoltuk.

Az els6 kisérletek értékelése soran mar az erjesztés elején (2. nap) a
mintdk kozotti kiilonbség szembetlind. A kontroll minta cukorfoka sokkal
lassabban csokken, mint a kezelést kapott mintaké, ami azt bizonyitja, hogy a
kezelések egyértelmiien befolyasoljak a must erjedését. A legnagyobb hatast
a kombinalt kezelésnél (mikrohulldm + ¢€lesztd) figyelhetiink meg, ahol a
minta a végleges cukortartalma mar az erjesztési id6 felénél (14. nap) elérte,
szemben a tobbi mintdval. A mikrohulldmmal kezelt és a kombinalt kezelést
kapott minta esetén ugyan hdmérséklet emelkedés tortént (37 °C-ra), azonban
az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a mikrohullamu hokezelés hatassal
volt végsd eredményeinkre a kontrollhoz és az ¢€lesztovel kezelt mintdhoz

képest.
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39. abra. A must cukortartalménak valtozasa az erjedés soran a kontroll
(=), a mikrohullimmal kezelt ( =#=) az élesztével beoltott ( )ésa
mikrohullammal és élesztOvel kezelt (=) minta esetén.

A 39. dbran latszik, hogy a mikrohulldmu kezelést és élesztds
kiegészitést is kapott minta cukortartalma mar az erjesztés 14. napjan elérte a
legkisebb értéket. A csak élesztds kiegészitést kapott minta (18. nap), illetve
a csak mikrohullama kezelést kapott mintak (24. nap) esetében a must
cukortartalma lassabban csokken. Ezek a mintak az erjedés 20. napjan elérik
a minimum értéket, mig a mikrohullimmal kezelt mintaknal ez a jelenség a
24. napon kovetkezik be. Az eredmények azt mutatjak, hogy a mikrohullam
¢s a fajélesztds beoltas egyiittes alkalmazasa a legeredményesebb a 4 kezelés

koziil, ezek az eredmények az irodalmi hivatkozasok szerint alakultak.
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40. abra. A must alkoholtartalméanak valtozasa az erjedés soran a kontroll
(=), a mikrohullimmal kezelt (=) az élesztével beoltott ( )
¢s a mikrohullammal és éleszt6vel kezelt (=) minta esetén.

Az alkoholtartalom (40. abra) tekintetében elmondhato, hogy a kontroll
minta alkoholtartalma a kezelt mintdkhoz képest kisebb mértékben
novekedett, valamint a fermentdci6 végén ennek a mintdnak az
alkoholtartalma lett a legkisebb (11,6 %). A mikrohullammal és élesztovel,
valamint a csak élesztével kezelt mintak alkoholtartalma mar az erjesztés 20.
napjan elérte a legmagasabb szintet (12,6 %, 12,2 %), amibdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a kezelés jelentésen befolyasolja az erjedés
sebességét. A csak mikrohullammal kezelt minta a maximalis
alkoholkoncentraciot a 24. napon (12,1 %), a kontroll minta pedig a 28.
napon (12,2 %) érte el.
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41. abra. A must savtartalmanak valtozasa az erjedés soran a kontroll
(=), a mikrohullimmal kezelt ( =#=) az élesztével beoltott ( )ésa
mikrohullammal és élesztOvel kezelt (=) minta esetén.

Irodalmi hivatkozas szerint, ha az erjesztést az erjesztett
cukormennyiség fliggvényében vizsgaljuk, az erjedés kezdetén az ecetsav
novekedését, majd ecetsavesokkenést figyelhetiink meg (KALLAY, 2010). Ez
méréseink soran is egyértelmien latszik (41. dbra). Az éabran azonban
megfigyelhetd, hogy azok a mintdk, amelyek élesztds kiegeészitést kaptak,
alacsonyabb savtartalommal rendelkeztek az erjedés végére. Az az é€lesztds
beoltasnak kdszonhetd.

Az els6 méréssorozat eredményeit a VII. szdmu mell¢klet tartalmazza.
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A masodik méréssorozat alkalmaval mintdinkat kiegészitettiik
hagyomanyos hdkezelési (f6z6lap) mérésekkel, annak érdekében, hogy
kizarhassuk a mikrohullamu sugarzas altal kivaltott termalis hatast.

A masodik méréssorozat soran a cukortartalom (42. dbra) tekintetében
hasonlé eredmények sziilettek, mint az els6 mérés alkalmaval. Szembetiing,
hogy az ,¢lesztés ¢és hagyomanyos” minta, valamint ,,mikrohulldm ¢és
¢lesztds” minta cukortartalma mar az erjesztés 14. napjan elérte a
legalacsonyabb szintet (23 nap a teljes erjesztés), mig a tobbi mintanal ez
csak késobb kovetkezett be. A legjobb eredményt azonban a hagyomanyosan

kezelt és élesztovel beoltott kombinacio adta.
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Cukortartalom |[g/L]

42. abra. A must cukortartalmanak valtozasa az erjedés soran a kontroll
(=*), a mikrohullammal kezelt ( =#=) az élesztdvel beoltott ( )a
mikrohullammal és élesztovel kezelt (=), a hagyomanyosan kezelt

(=), valamint a hagyomanyosan és élesztével kezelt minta (=) esetén.
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Az erjedés a mérés masodik napjan indult meg szembetinden. A 43.
dbra azt mutatja, hogy a kontroll minta (0,4%) és a kezelt mintak (1-3,1%)
kozott az alkoholtartalomban szembetling kiilonbség észlelheto.

A kombinalt kezelést kapott mintak alkoholtartalma (43. dbra) mar az
erjesztés 14. napjan elérte a legmagasabb szintet (10,4% ¢s 10,2%), amibdl
arra kovetkeztethetlink, hogy a kezelés befolyasolja az erjedés sebességét. A
csak ,¢lesztds” ¢és csak ,,mikrohullamos” kezelést kapott mustminta
alkoholtartalma a 18. napon eléri a maximalis értéket, ebben az esetben

azonban a maximalis alkoholtartalom 10% illetve 9,8%.
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43. abra. A must alkoholtartalmanak valtozasa az erjedés soran a kontroll (
=#=), a mikrohulldammal kezelt (=% ) az élesztdvel beoltott ( )a
mikrohullammal és éleszt6vel kezelt (=), a hagyomanyosan kezelt (
=), valamint a hagyomanyosan ¢és élesztével kezelt minta (=) esetén.

Savtartalom tekintetében (44. abra) elmondhatd, hogy a legnagyobb

savtartalommal a komplett kezelést kapott mintdk rendelkeznek. A
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savtartalom valtozas nem annyira egyontetli, mint a cukor és alkoholtartalom
valtozas. Az erjedés folyaman ugyanis az ¢élesztd némely savat elfogyaszt
(almasav, borkdsav), mikozben Ujak keletkeznek (borostyankdsav, tejsav)
(EPERJESI et al. 1998). Az eredmények alapjan kijelentheté hogy a 0. napon
(must) és az utolsd napon (bor) mért savfokok kozott atlagosan 23,31%-0S
kiilonbség mutatkozik, valamint a legnagyobb és legkisebb savfok kozotti

kiilonbség 28,44%-0s Volt.

6.5
6
= 55
o8
£
=
=
£ 5
£
=
@
45
4 T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 5 7 9 12 14 16 19 21 23 24
Eltelt idé [nap]

44, abra. A must savtartalmanak valtozasa az erjedés soran a kontroll
(=), a mikrohulliammal kezelt ( =#=) az élesztbvel beoltott ( )a
mikrohullammal és élesztvel kezelt (=), a hagyomanyosan kezelt
(=), valamint a hagyomanyosan és élesztével kezelt minta (%) esetén
Az eredmények alapjan kijelenthetok, hogy mindkét méréssorozat
hasonl6 eredményeket hozott. A kezelések hatdsara a mintdk cukortartalma

gyorsabban csokkent, az erjedési id6 pedig a legjobb esetben 40%-kal

megrovidiilt. Ezek valoszinilileg az élesztds beoltasnak és a kezelések altal
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kivaltott héhatasnak tudhatok be. Elmondhato, hogy az erjesztés eldtt rovid
¢s maximum 37 °C-ig tartd hokezelés fajélesztd alkalmazasa mellett
pozitivan befolyasolja az erjedés paramétereit, az erjedési id6 rovidiil, mig az
alkohol kihozatal ndvekszik. A masodik méréssorozat eredményeit a VIII.
sz&mu melléklet tartalmazza.

A harmadik musterjesztéses kisérlet sordn az alkoholtartalom
detektalasara helyeztiik a hangsulyt. Azt mértik, hogy valtozik az
alkoholtartalom a fermentaci6 sordn a kiilonb6z6 kezelések hatisara. A
kiilonbség ennél a méréssorozatndl az volt, hogy fagyasztott mustmintikkal

dolgoztunk (45. dbra).
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Alkoholtartalom [%]
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45. abra. Fagyasztott must alkoholtartalmanak valtozasa az erjedés soran a
kontroll (=*), a mikrohulldmmal kezelt (=#=), az élesztével beoltott

(=), a mikrohullammal és éleszt6vel kezelt (=), a hagyomanyosan
kezelt (=), valamint a hagyomanyosan és élesztével kezelt minta (=)
esetén.
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Az eredményekbdl egyértelmiien latszik, hogy az ¢éleszté és a
mikrohullam egyiittes alkalmazasa hozta a legjobb eredményt. Ez az erjedés
lefolyasa és a végsd alkoholtartalom tekintetében is elmondhato.

A masik kezelés, ahol a minta kombinalt kezelést kapott (¢lesztd +
fozolap), a végso alkoholtartalom tekintetében a harmadik helyet hozta és az
erjedés lefolyasat tekintve azonos tendencidt mutat, mint az el6zéekben
bemutatott minta eredményei. Az erjedés 7. napjaig szinte azonos az erjedés
lefolyasa, ezutdn azonban a hagyoméanyos + ¢leszt0s minta erjedési
tendenciaja lassul6 képet mutat.

Az erjedés lefolyasat tekintve szintén azonosnak mondhaté a csak
¢lesztds kezelést kapott minta, azonban ennek a legalacsonyabb az
alkoholtartalma az ¢élesztOs beoltast kapott mintak koziil.

Az a hirom minta, amely nem kombinalt kezelést kapott (kontroll,
hagyomanyos, mikrohulldm) az erjedés lefutasat tekintve érdekes képet
mutat. Az erjedés nagyon lassan indul be. Ez azzal magyarazhato, hogy a
fagyasztas soran a mustban 1évd természetes vadélesztok jelentds része
kellett.

Szembetlind azonban, hogy a mikrohulliammal kezelt minta erjedése
szinte az Osszes mintaét feliilmulja a fermentacio végére. Kivételt képez a
mikro + élesztés minta. Azonban a mikrohullam hatasa itt is feltételezhetden
igazolast nyer.

Fagyasztott mintas eredményeinket (45. dbra) Gsszehasonlitottuk az
el6zéekben bemutatott eredményeinkhez.

Az eredmények Osszevetése utan elmondhatd, hogy mindkét

méréssorozat hasonld eredményeket hozott abban a tekintetben, hogy az
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elderjedés folyaman a friss mustmintak erjedése indult el hamarabb. A végso
alkoholtartalom azonban mind a 6 esetben a fagyasztott mintak esetén lett
magasabb. A fermentacié 6-12. napja kozott egyenlitddott ki a két minta az
alkoholtartalom tekintetében. A végsé alkoholtartalom kozotti kiilonbség
16,7% ¢és 28% kozott alakult. A legnagyobb kiilonbséget a mikrohulldmu
kezelést is kapott mintak mutatjak.

A fagyasztott minta eredményei bizonyos tekintetben feliilmuljak a
frissen kezelt mintdk eredményeit. Erdekességként elmondhatd, hogy
fagyasztas utani kezelés esetén a mikrohullam hatdsa jobban érvényesiilt az

0sszes mintahoz képest.
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4.3. A szélovenyige mikrohullimu és enzimes kezeléseinek

eredményei

4.3.1. Elokisérletek

A sz6lévenyige mikrohullamu kezelése (1600 W, 5 perc), és enzimes
bontasa soran eldkisérleteket végeztiink, ahol kiilonb6zé nyomasokon torténd
kezelés utan (1; 1,5; 2; 5; 10; 15; 25 bar) mértik (5 6ran keresztiil) a
keletkezett gliikoz mennyiségét. Eredményeinket kontroll mintahoz (46.
dbra) is viszonyitottuk, amely nem kapott mikrohullamu kezelést csak

enzimes kiegészitést. A méréseket 3 ismétléssel végeztiik el.

1.00 S

Gliikoz |g/L]
=
% 3
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Eltelt ido [ora]

46. abra. A kontroll minta gliik6z kihozatala.
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A kontroll minta (46. dbra) eredményei alapjan elmondhat6, hogy az
enzim adagolasa utani elsé oraban intenziv gliik6z termelés mutatkozott. A
kisérletek 5. orajaban a gliikoz mennyisége 1,048 g/l-re emelkedett, ami

csupan 19,3%-os novekedést jelent az 1. 6rahoz képest.

——1 bar

—=—1 .5 bar

—+—2 bar

——35 bar

Gliikéz [g/L]

—+—10 bar

—o—15 bar

25 bar

0,0 ‘;‘ T T T T T 1

1dé [ora]

47. abra. A kiilonb6z6 nyomasokon kezelt sz616venyigébdl keletkezett
gliikéz mennyisége.
A mikrohullamt berendezésben kiilonb6z6 nyomasokat alkalmazva a
47. dbra azt mutatja, hogy alapvetéen 2 csoportra oszthatjuk fel
eredményeinket. Az 1-, 15-, é 2 bar nyomas alkalmazasanal a
gliikozkihozatal kozel azonos. Az 1 bar nyomason kezelt minta esetén 26,4
%-0s gliikoz tartalom novekedés tapasztalhaté az 1-5. 6ra kozott. Ezek a
szamok a 1,5-, és 2 bar értékli kezelés hatasara 32,2 és 37,7 %-ra novekedtek.

Az 5-, 10-, 15- és 25 bar nyomas értékek mellett ezek az aranyok

folyamatosan nének.
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48. abra. A kiilonbdz6 nyomasértékek mellett kialakult gliik6z koncentraciok
szazalékos valtozasa (1-5. 6ra kozott).

Az Osszes kezelési nyomasértéket figyelembe véve (48. dbra)
logaritmusos 0Osszefiiggés figyelhet6 meg az 1-5. ora kozott mért glikoz
értekek kozott. A fiiggvényben R?=0,8601-0s korrelaciot figyelhetiink meg a
kapott értékek kozott.

Az 5 bar nyomasu kezelés hatasara a gliikkoz termelés 39,7 %-ra, 10 bar
mellett 42,2 %-ra, 15 bar alkalmazasanal 44,3 %-ra, mig 25 bar nyomasnal

szintén 44,3 %-ra novekedett.

4.3.2. Hosszu ideji cellulozbontasi eredmények

Az elOkisérletek elvégzése utan olyan kisérleteket allitottunk be, ahol a
cellulozbontas folyamatat nem 5 6ran, hanem addig végeztiik a méréseket,

amig a glikéz termelés mar nem folytatodott tovabb. A mikrohulldmu
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elokezelések mell¢ autoklavos és hagyomanyos kezeléseket is beallitottunk.
A szélovenyige kezelésén kiviil tovabbi valtoztatast jelentett, hogy bizonyos
esetekben az enzimet is mikrohulldmu kezelésnek vetettiik ald. A méréseket

minden esetben 3 ismétlésben végeztiik el.

Az els6 méréssorozat soran az aldbbi kezeléseket végeztiik:
» autoklav (430 W, 120 °C, 5 perc, 1 bar) + kezeletlen enzim
» mikrohullam (400 W, 120 °C, 5 perc, 1 bar) + kezeletlen enzim
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49. abra. Az autoklavban (—*—4) és mikrohullammal (—=—) kezelt venyige
enzimes bontasa.

A 49. abran lathato, hogy a mérés els6 5 6rajaban nincs kiillonbség a 2
minta eredményei kozott. Az 5. ora utan, feltételezhetden a mikrohulldmu

kezelés hatdsara a cellulozbontas intenzitdsa megndvekedett. Az
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eredményekbdl latszik, hogy végso kiilonbség a mérés 55. 6rajaban 18,1 %-

ra novekedett. A statisztikai elemzést a XIII. melléklet tartalmazza.

Az eredmények alapjan a kezelési id6 valtoztatasaval tovabbi kisérleteket
allitottunk be.
» mikrohullam (400 W, 120 °C, 15 perc, 1 bar) + kezeletlen enzim
» mikrohullam (400 W, 120 °C, 15 perc, 1 bar) + kezelt enzim (50 W,
15 perc, 40 °C)

Gliikoz [g/L]
=N

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Eltelt idé [ora]

50. abra. A venyige enzimes kezelése mikrohullam-+tkezeletlen (—+—)enzim
¢s mikrohullam+kezelt (—s—) enzim esetében.
Az eredményekbdl latszik (50. dbra), hogy annal a mintanal, amelynél
nemcsak a venyigét, hanem a cellulozbontdé enzimet is kezeltiik, nagyobb
aktivitast értiink el. A két kezelés kozotti kiilonbség a mérések végére 22,1

%-0s lett. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a mikrohullama gézrobbantas

110



Eredmények

hatékonyabb modszer az autoklavos kezeléshez képest. A statisztikai
elemzést a XIV. melléklet tartalmazza.
A mikrohulldmos és hagyomanyos kezelések mellet kiilonb6z6 kezelési

kombindaciokat allitottunk be.

» Autoklav (430 W, 120 °C, 15 perc, 1 bar) + kezeletlen enzim

» Mikrohullam (1600 W, 120 °C, 15 perc, 1 bar) + kezeletlen enzim

» Hagyomanyos (15 perc) + kezeletlen enzim

» Mikrohullam (1600 W, 120 °C, 15 perc, 1 bar) + kezelt enzim (50 W,

15 perc, 40 °C)
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51. abra. A venyige enzimes bontasa hagyomanyos+kezeletlen enzim (—+—)
; autoklavtkezeletlen enzim (——); mikrohullam+kezeletlen enzim (—&—) ;
mikrohulldm+kezelt enzim (=) esetén kiilonb6z6 teljesitményeken.

Az eredmények alapjan megallapithato (51. dbra), hogy a
hagyomanyos kezelést kapott minta hozta a legalacsonyabb cellul6zbontési

eredményeket. Ebben az esetben 38,9 %-0s kiilonbség mutatkozott a
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,mikrohullam + kezelt enzim”—es mintdhoz képest. 29,7 % volt a kiilonbség
a ,,mikrohullam + kezeletlen enzim”, valamint 18,5 %-0s kiilonbség jott ki az
autoklavos ¢és hagyomanyos mintak kozott. A hagyomanyos minta
eredményei utan az autokldvban kezelt sz6lévenyige eredményei a masodik
helyen szerepelnek. Itt az autoklav és ,,mikrohullam + kezeletlen enzim”,
valamint autoklav ¢és ,,mikrohullam + kezelt enzim” kozott 12,6% és 23,8 %-
os kiilonbség mutatkozott. A legjobb eredményeket pedig a két mikrohullamu
kezelést kapott minta hozta. A két mikrohulldmu kezelés kozotti kiilonbség
12,8 % volt. Ez a kiilonbség bizonyitja, hogy az enzim alacsony
teljesitményli elokezelése noveli annak aktivitdsit. Az eredmények
egyértelmiien azt mutatjak, hogy a mikrohullam hatdssal van az enzim
aktivitasara és cellulozbontd képességére. Nem szabad azonban figyelmen
kiviil hagyni azt, hogy ennél a mérésnél az autoklav 430 W-on, a
mikrohullam pedig 1600 W-os teljesitményen miikodott. A statisztikai
elemzést a XV. melléklet tartalmazza.

Az el6z6 (51. dabra) kezelésekhez képest az alabbi mérések soran
valtoztattunk a mikrohullamu teljesitményen, ugyanis az autoklav 430 W-on
miikddik. Ehhez a teljesitményhez allitottuk be a mikrohullamu
berendezésiinket is. Ez alapjan a kovetkezd kezelési paramétereket allitottuk
be:

Autoklav (430 W, 120 °C, 15 perc, 1 bar) + kezeletlen enzim

Mikrohullam (440 W, 120 °C, 15 perc, 1 bar) + kezeletlen enzim
Hagyomanyos (15 perc) + kezeletlen enzim

Mikrohullam (440 W, 120 °C, 15 perc, 1 bar) + kezelt enzim (50 W, 15
perc, 40 °C)

YV V V V
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Gliikoz [g/L]

Eltelt id6 [ora]
52. abra. Négy kiilonb6z6 kezelést kapott venyige enzimes bontasa 440 W-
on hagyomanyos+kezeletlen enzim (—+—) ; autoklavt+kezeletlen enzim
(=*—); mikrohullam+kezeletlen enzim (—a—) ; mikrohullam-+kezelt enzim

(—*) esetén.

A 52. abran latszik, hogy az azonos teljesitmény bedllitdsa utdn az
eredmények kozotti kiilonbség mérséklodik. A hagyomanyosan kezelt minta
eredményei maradnak el a tobbi kezelés¢éhez képest. Az ,autokldv +
kezeletlen enzim” és ,,mikrohulldm + kezeletlen enzim” kozotti kiilonbség
9,26% volt. Itt azonban a két mikrohullamu kezelés kozotti kiilonbség 5,7 %-
ra csokkent, ami alapjan elmondhat6, hogy a mikrohullammal kezelt enzim
hozta a legjobb eredményeket. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
mikrohulldmu kezelés noveli az enzim aktivitdsat. A statisztikai elemzést a

XVI. melléklet tartalmazza.
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A kovetkezé mérési sorozatnal (53. dbra) a kezelési id6 valtoztatasaval
mértiik az enzim cellulézbonto tulajdonsagait.
» Autoklav (430 W, 120 °C, 30 perc, 1 bar) + kezeletlen enzim
» Mikrohullam (440 W, 120 °C, 30 perc, 1 bar) + kezeletlen enzim
» Hagyomanyos (30 perc) + kezeletlen enzim
> Mikrohullam (440 W, 120 °C, 30 perc, 1 bar) + kezelt enzim (50 W,
30 perc, 40 °C)

Gliikéz [g/L]

Eltelt id6 [6ra]
53. abra. Négy kiilonb6z6 kezelést kapott venyige enzimes bontasa 440 W-

on (hagyomanyos+kezeletlen enzim ; autoklavtkezeletlen enzim ——;
mikrohullamtkezeletlen enzim —#—; mikrohullamtkezelt enzim —)

Az 53. abran latszik, hogy a kezelési id0 novelésével az enzim
cellulozbontd képessége egyre jobban kiegyenlitddik a mintak kozott. A
legnagyobb kiilonbség ismét a hagyomanyosan ¢és a mikrohullimmal kezelt
mintdk kozott mutatkozott, 12,8-18,7 %-os kiilonbségekkel. Csokkent a

kiilonbség azonban az autoklav és a mikrohulldm + kezeletlen,- és kezelt
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enzimes mintai kozott. A kiilonbség itt mar csak 1,5 % és 7,2 %-ra csokkent.
Ez valoszinlileg azzal magyarazhato, hogy a venyige hosszu idejii kezelése,
akéar autokldvban is bizonyos idejli kezelés utdn jobb hozzaférhetdséget
biztositanak az enzimnek a cellul6z bontdsahoz. A statisztikai elemzést a
XVIL melléklet tartalmazza.

Az 1 bar nyomasu Kezelések utan Osszehasonlitottuk a 2,- és 5 bar
nyomasértéken kezelt mintdk eredményeit 1600 W-os besugarzasi

teljesitmény, 150 °C- os hémérséklet és 10 perces kezelési id6 mellett:

Gliikéz [g/L]
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54. abra. A 2 baron, mikrohullam+kezeletlen enzim (=),
mikrohulldm+kezelt enzim (—&—), és az 5 baron, mikrohulldam+kezeletlen
enzim (—+—)és mikrohullam+tkezelt enzimes (—) mintak eredményei
150 °C-on.

A kétféle nyomason kezelt mintak koziil (54. abra) a 2 bar kezelés
esetén 4,5 %-os kiilonbség mutatkozott, mig az 5 baron kezelt mintdk esetén

ez az arany 15,8 %-ra tehetd. Ha a két nyomason tortént kezelést hasonlitjuk
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Ossze, akkor a kezeletlen enzimet kapott mintak kozott 16,5 %, mig a kezelt
enzimet kapottak kozott 26,4 %-os kiilonbség mutatkozott. A statisztikai
elemzést a XVIII. melléklet tartalmazza.
Az eldzéekben mért eredmények (54. dbra) alapjan a hémérséklet
valtoztatasaval ujabb mérést végeztiink el:
» Mikrohullam (1600 W, 2 bar, 180 °C, 10 perc) + kezeletlen enzim
» Mikrohullam (1600 W, 2 bar, 180 °C, 10 perc) + kezelt enzim (50 W,
40 °C, 10 perc)
» Mikrohullam (1600 W, 5 bar, 180 °C, 10 perc) + kezeletlen enzim
» Mikrohullam (1600 W, 5 bar, 180 °C, 10 perc) + kezelt enzim (50 W,
40 °C, 10 perc)

Gliikéz [g/L]
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Eltelt idé [6ra]
55. abra. A 2 baron, mikrohullam+kezeletlen enzim (=),
mikrohullam+kezelt enzim (—a—), és az 5 baron, mikrohullam+kezeletlen

enzim (—+—) és mikrohullam+tkezelt enzimes (—) mintak eredményei
180 °C-on.
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Az eredményekbdl latszik (55. dbra), hogy a 2 bar nyomasu kezelésnél

szinte nincs kiilonbség a mintak eredményei kozott, csupan 2,9 %. Az 5 bar

nyomasu kezelések kozott 12,4 %-os kiillonbség mutatkozott. Az eredmények

itt is egyértelmiien alatamasztjak, hogy az enzim mikrohullamt el6kezelése

pozitiv hatassal van annak aktivitdsara. A statisztikai elemzést a XIX.

melléklet tartalmazza.

Az el6zé kisérleti beallitisokhoz képest (55. dbra) ezutin a

mikrohullamu teljesitményt 800 W-ra, a kezelési idOket, pedig mint a

venyige, mint az enzim esetében 10 percre allitottuk be:

Mikrohullam (1 bar, 180 °C) + kezeletlen enzim

Mikrohullam (1 bar, 180 °C,) + kezelt enzim (50 W, 40 °C, 10 perc)
Mikrohulldm (800 W, 2 bar, 180 °C, 10 perc) + kezeletlen enzim
Mikrohullam (2 bar, 180 °C) + kezelt enzim (50 W, 40 °C, 10 perc)

>

>
>
>
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56. abra. A venyige gliikoz kihozatala 1 bar ( ) és 2 baros
mikrohullam+tkezeletlen enzim (——), valamint 1 bar (=) és 2 baros
(—=—) mikrohullam+kezelt enzimes kezelés esetén 180 °C-on.
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Az eredmények (56. dbra) az 1 baron kezelt mintdk kozott 4%-0s
kiilonbséget mutatnak, szemben az 1600 W-on kezelt 2,9 %-os kiilonbséggel.
A 2 baron kezelt mintdk cellulozbontasi eredményei kozott mar 8,5 %-0S
kiilonbség mutatkozott, szemben az 1600 W-os kezeléssel ahol 4,5 %
kiilonbséget eredményezett a kezelés. Azoknal a kezeléseknél, ahol az enzim
nem kapott kezelést 42,4%, mig ahol az enzimet is elokezeltiik 44,5 %-0s
kiilonbségetek kaptunk. Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a 800
W-on eldkezelt mintdk jobb eredményeket hoztak cellulozbontas
szempontjabol az 1600 W-os kezelésekhez képest. A statisztikai elemzést a
XX. melléklet tartalmazza.

Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a kezelési id6, mikrohullamu
teljesitmény és hdémérséklet valtoztatasaval jelentds kiilonbségeket lehet
produkalni gliik6z kihozatal szempontjabol. Ezen paraméterek valtoztatdsaval
befolyasoltuk a hidrolizis hatékonysagat. Ez az arany tovabb ndvelhetd
akkor, ha a hidrolizishez alkalmazott enzimet is mikrohullamu el6kezelésnek
vetjiik ald, ami egyértelmiien aldtamasztja azt, hogy a sugarzassal novelhetd
az enzim aktivitdsa. A kezeletlen és eldkezelt enzimes kisérletek soran
legkevesebb 1,1 %, valamint maximum 22,1 %-os kiilonbség mutatkozott.
Tovabbi 0sszefiiggésként elmondhato, hogy a 30 perces kezelés mar soknak
mondhat6 mind a venyige, mind az enzim kezelés soran, ugyanis nem hozott
olyan nagy kiilonbségeket a mintak kozott (kezelt-, kezeletlen enzim: 6,8 %
kiilonbség). A 2 és 5 bar nyomasu kezeléseket 150-, és 180 °C-0s
homérsékleten 0Osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy az alacsonyabb
homérsékleten vald kezelés nagyobb szdzalékos eltéréseket eredményezett a

hidrolizis végére.
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Hu és WEN (2008) mikrohullamu el6kezelésnek (1000 W, 30 per, 190
°C) vetette ald koles mintait, amelynek hatdsdra 53 %-kal nagyobb végsd
cukorkoncentraciot detektalt a hagyomanyos hdkezeléshez képest. Ez esetiink
ben maximalisan 37,8 %-os ndvekedést jelentett.

MA et al. (2009) szintén igazolta, hogy a mikrohullam egy hatékony
clékezelési eljaras, ugyanis 680 W-0s, 24 perces kezeléssel 30,3-43,3%-kal
tudtam megnovelni a rizsszalma emészthetdségét. Ez szinkronban van
eredményeinkkel, ugyanis hagyomanyosan ¢és a mikrohullimmal kezelt
mintak kozti kiilonbség esetliinkben 12,6-23,2% volt.

Eredményeint 6sszhangban allnak ZHU et al. (2006) eredményeivel is,
miszerint az enzimszuszpenzié mikrohullamt kezelése (300 W, 15
masodperc) megndveli annak aktivitdsat. A hidrolizis sebesség novekedését
¢s a szlrOpapir lebontd aktivitds fokozodasat detektaltak. Esetiinkben az
enzim kezelésével (50 W, 40 °C, 3-30 perc) 9,26-22,1%-os kiilonbséget

értiink el.

119
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVALATOK

A Saccharomyces cerevisiae pusztulasi és szaporodasi tulajdonsagit
vizsgalva megallapithato, hogy az alkalmazott teljesitmény és a kezelési id6
nagyban befolyasolja a sejtek élettevékenységét. Az alkalmazott kezelési
paraméterek helyes megvalasztasaval novelni lehet a szaporodési fazis
allandosult szakaszara a végsé sejtszamot, amit fel lehetne hasznalni szamos
¢lelmiszeripari technologia (erjesztés, egysejtfehérje eldallitas. . .stb) soran.

A glikézbontdsi  kisérletek  eredményeit figyelembe  véve
megallapithad, hogy az élesztok erre vonatkozd aktivitasa is novelhetd
mikrohulldm hat4sara, amely elsdsorban az erjesztési iparok szdmara
jelenthet fejlodési lehetdséget.

A musterjesztési kisérletek soran, miszerint mikrohulldma kezelés
hatasara az erjesztési id6 legjobb esetben 40%-kal rovidiil, valamint nagyobb
alkoholkihozatal érhed el, nagy elOrelépést jelenthet elsésorban a
szeszgyartasi technoldgia szamara, ugyanis ennél az iparagnal a hatalmas
mennyiségll termékeldallitas miatt ezek eldnye vitathatatlan.

A szllévenyige mikrohulldmi gdzrobbantdsa €s enzimes bontasa
soran elért eredmények is jelentds mértékben hasznosithadk lennének,
elsdsorban a bioetanol eldallito ipardg szdmara. A mikrohulldmu
elokezeléssel és enzimaktivitds novelésével ugyanis jelentésen novelhetd a
glikoz kihozatal. Az alkalmazott kisérleti paraméterek (mikrohullamu
teljesitmény, kezelési 1d0, homérséklet, nyomasérték) pontositasaval,
finomitasaval és tovabbi kisérletek elvégzésével valoszinlileg még jobban

optimalizalhatok lennének kezelési beallitasaink.
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6. OSSZEFOGLALAS

Napjainkban egyre nagyobb teret hoditanak maguknak a kiillonb6zo
elektromos berendezések, tobbek kozott a mikrohullamt késziilékek. Ezen
berendezések felhasznaldasa egyre szélesebb kor(i. Hasznalata mind a
hétkdznapi ember szamara, mind pedig az iparba egyre jobban elterjed. Ipari
felhasznalasa is egyre szélesebb korli, a mikrohulldm hat4dsa azonban mind
maig kérdéseket vet fel.

A dolgozat legfébb célja arra iranyul, hogy a tudoméany szadmara
leginkabb vitathatd hatdsokra taldljunk véalaszokat bizonyos szinten. Ez a
hatas nem mas, mint a mikrohullam non-termalis hatdsa. Ezt a hatast a
dolgozatban a sejtekre és az erjesztésre valo hatasvizsgalatokkal probaltuk
bizonyitani.

A Saccharomyces cerevisiae pusztulasi és szaporodasi vizsgalatai soran
kiilonb6z6 mikrohullamu teljesitményeken valo kezeléseket alkalmaztunk. A
pusztulasi- és szaporoddsi gorbéket tenyésztési vizsgalatokkal és optikai
denzitas mérésével hataroztuk meg.

Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a Saccharomyces cerevisiae
szakaszos Szaporodasi gorbét mutat, ami az irodalmi hivatkozasokkal
megegyezd eredményeket jelent. A sejtek szaporodasara jellemzd
lappangasi-, gyorsulo-, logatrimusos-, lassulasi- és az allandosult szakasz
egyértelmiien elkiilonithetd. A szaporodasi gorbe meghatdrozasa utan
kiilonboz6 moédon kezelt mintak szaporodasat hasonlitottuk dssze. A kontroll
mintdhoz viszonyitottuk eredményeinket, emellett az élesztd tapoldatot, és a
tapoldatot az ¢€lesztdvel egyben kezelve mértiik ki a szaporodasi gorbéket. A

kezelések soran 50- és 400 W-os teljesitményt, 60 perces besugarzasi idot, és
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37 ©°C-os homérsékletet alkalmaztunk. Az eredményekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a mikrohulldm hatassal van az élesztok
szaporodasara, oly modon, hogy a szaporodasi gorbe allandosult fazisaban
nagyobb végso sejtszamot értiink el.

A pusztulasi vizsgalatok eredményei azt mutatjdk, hogy a novekvo
besugarzasi teljesitmények alkalmazdsa a sejtek pusztulasat egyre
intenzivebbé teszi, ezzel szemben, ha a mikrohulldmt besugarzas utani
szaporodast vizsgaljuk, akkor az kozel kétszeres intenzitdst mutat a
kezeletlen ¢lesztdk szaporoddsdhoz viszonyitva.

Az 50 W-o0s és 100 W-0s kezelések esetén a pusztulds intenzitasa
egyenletes. A pusztulasi aranyok a 400-, 600-, és 900 W-os eredmények
esetén térnek el jelentdsebben. Az élesztok pusztuldsi eredményeinél 50 és
100 W-os kezelések soran linearis, a 400-, 600- és 900 W-os kezeléseknél
hatvanyos Osszefliggést figyelhetiink meg. A pusztuldsi eredmények alapjan
kijelenthetd, hogy a novekvo besugarzasi teljesitmeénnyel és kezelési idovel
egylitt novekszik a pusztuléds intenzitasa is.

Az ¢élesztd szaporodasi és pusztulasi vizsgéalatai mellett a mikrohullam
erjedésre gyakorolt hatasaval is foglalkoztunk. A must mikrohullamua
kezelése soran 50 W-os teljesitménnyel, 45 perces kezelési idovel és 37 °C-
os homérséklettel dolgoztunk. A kezelések hatasdra a mustmintdk
cukortartalma gyorsabban csokkent, az erjedési id6 pedig a legjobb esetben
40%-kal megrovidiilt. Ezek valoszinlileg az élesztés beoltasnak és a
mikrohullamu kezelésnek koszonhetdk. Elmondhato, hogy az erjesztés elott
rovid és maximum 32 °C-ig tartd hokezelés fajélesztd alkalmazasa mellett

pozitivan befolydsolja az erjedés paramétereit, az erjedési id6 rovidiil, mig az
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alkohol kihozatal novekszik. Itt az élesztds beoltas és a mikrohullam non-
termalsi hatdsa mellett a minimalis termalis hatas is érvényesiil.

A kezelések erjedésre gyakorolt hatdsdt olyan mintdk esetében is
vizsgaltuk, ahol a must alapanyag a kezelések eldtt fagyasztott allapotban
volt tarolva 1 éven keresztiil. Ez abbdl a szempontbo6l fontos, hogy a -18 °C-
on vald tarolas soran a mustban 1évd természetes vadélesztok tartositva
lettek. Esetiinkben ugyanis a must fagyasztasat lassan végeztiik, ami irodalmi
hivatkozasok szerint 50 %-os tulélést eredményez. Ebbdl kifolyolag a
kezelések hatdsa jobban megfigyelhetd az erjesztés soran. Azon mintdk
erjedése, amelyek nem kaptak élesztds kiegészitést sokkal lassabban indult be
a tobbi mintahoz képest. Szembetiind, hogy a mikrohullammal kezelt minta
erjedése szinte az Osszes mintaét felillmulja a fermentacido végére. Kivételt
képez a mikrohulldm+¢élesztds minta, azonban a mikrohulldmu hatas itt is
valdszintisithetd. Ez mind azt bizonyitja, hogy a minimalis termalis hatés
mellett nagy jelentdsége van a mikrohulldm atermalis hatdsdnak is. Fontos
megjegyezni, hogy a mikrohullamu kezelés elénye abban rejlik a
hagyomanyos kezeléshez képest, hogy jelentdsen lerdvidiil a kezelési 1dd,
ami els6sorban ipari felhasznalds (szeszipar, palinkagyartds) soran lehet
fontos tényezo.

A mikrohullam hatdsat abbol a szempontbdl is vizsgaltuk, hogy milyen
hatassal van a cellulozbontasi folyamatokra. A széldvenyige mikrohulldmu
roncsolasa és a celluléz bontasahoz alkalmazott Trichoderma reesei altal
termelt enzim besugarzasdnak vizsgalata soran is érdekes eredmények
szlilettek. Az eredmények azt mutatjak, hogy a kezelési 1d6, mikrohullamu

teljesitmény és homérséklet valtoztatasaval jelentds kiilonbségeket lehet
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produkalni gliikoz kihozatal szempontjabol. Ezen paraméterek valtoztatasaval
befolyasoltuk a hidrolizis hatékonysagat.

A Kkezeletlen és elOkezelt enzimes kisérletek soran 9,2-22,1 %-0s
kiilonbség mutatkozott a hidrolizis végére. Eredményként elmondhato, hogy
a 30 perces kezelés mar nem hozott olyan nagy kiilonbségeket a mintak
kozott (kezelt-, kezeletlen enzim: 6,8 % kiilonbség). Megéllapitottuk azt is,
hogy az alacsonyabb hdmérsékleten valdo kezelés nagyobb szazalékos
eltéréseket eredményezett a hidrolizis végére.

A mikrohulldmot eredményesen lehet haszndlni az élesztk
¢lettevékenységének, az erjesztési folyamatoknak, a cellulézbontasi és
enzimaktivitasi folyamatok befolyasoldsara abban az esetben, ha a kezelés
paramétereit pontosan beallitjuk. A mikrohullam alkalmazésa soran azonban
minden esetben figyelembe kell venni a sugérzas termikus, valamint nem-
termikus hatdsait, annak érdekében, hogy céljainknak megfeleléen, a
legnagyobb hatékonysaggal és biztonsaggal alkalmazhassuk ezeket a

modszereket.
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7. TEZISEK

1. Bizonyitottam, hogy 2,45 GHz-es frekvenciaju, 50-900 W-o0s
(0,095-0,19 W/cm®) mikrohullimu teljesitmény alkalmazasaval a
Saccharomyces cerevisiae pusztulasi intenzitisa jelentésen

novekszik az ido fiiggvényében, 30-120 perces kezelések kozott.

2. A maximum 37 °C-on 45-60 percig tartd, 50 W teljesitményii
mikrohullamu besugarzas serkenti a Saccharomyces cerevisiae
szaporodasat, gliikozfermentalé aktivitasat és musterjeszto
képességét, amintek kovetkeztében szamottevéen lerovidiill a

sz6lomust alkoholos erjedésének iddsziikséglete.

3. A sz6lovenyige mikrohullamu gozrobbantasa soran
megnovekedett gliikkoz-kihozatal érheté el, ha a Trichoderma
reesei-eredetii cellulaz [1,4-(1,3;1,4)-B-D-gliikkan-4-
gliilkanohidrolaz| enzimet is mikrohullaimu kezelésnek vetjiik ala.
Mar 400-440 W teljesitményu, 15 percig tartd6 mikrohullamu

besugarzas érdemlegesen megnovlei az enzimaktivitast.

4. Bizonyitottam, hogy a szélévenyige gbézrobbantasa soran azonos
paraméterek mellett (400-440 W, 120 °C, 5-30 perc, 1 bar)
hatékonyabban végezhet6 el a sz6lovenyige gézrobbantassal, mint

autoklavos kezeléssel.
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Jelmagyarazat

1000

JELMAGYARAZAT

telepszam sulyozott kdzépértéke

a vizsgalt bor térfogata cm®-ben

elso értékelt higitasi szint higitasi foka

elektromos térerdsség [V/em];

intermedier komplex

0,1 mol/dm® NaOH oldat faktora

frekvenciaja [1/s]

frekvencia [Hz];

a legalacsonyabb kiértékelhetd higitasi fokhoz tartozo lemezek
szdma

a kovetkezd kiértékelhetd higitadsi fokhoz tartozd lemezek
szama

disszipalt energia [W/cm®];

reakcio végterméke

szubsztrat

az 1cm® 0,1 mol/dm® NaOH altal mért borkésav (gramm)
veszteség tangens

lemezre vitt kultira mennyisége

sebessége [m/s]

a szamitdsba bevont valamennyi lemez telepeinek Osszege
(legalacsonyabb és az azt kovetd kiértékelhetd higitasi fokok)
dielektromos allando;

elektromégneses hullimok hullamhossza, [m]

1 liter borra vonatkozé atszamitasi tényezo
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Mellékletek

I. MELLEKLET

A Saccharomyces cerevisiae szaporodasi gorbéjének eredményei (OD)

Idé6 (6ra) | 1.ism. | 2.ism. | 3.ism. ATLAG
0 0,19 0,19 0,21 0,197
1 0,19 0,2 0,21 0,200
2 0,21 0,2 0,22 0,210
3 0,22 0,23 0,23 0,227
4 0,25 0,26 0,24 0,250
5 0,26 0,24 0,28 0,260
6 0,29 0,28 0,27 0,280
7 0,34 0,32 0,3 0,320
8 0,36 0,31 0,38 0,350
9 0,52 0,32 0,4 0,413
10 0,49 0,47 0,47 0,477
11 0,51 0,53 0,52 0,520
12 0,59 0,54 0,56 0,563
13 0,62 0,58 0,59 0,597
14 0,67 0,63 0,6 0,633
15 0,7 0,66 0,66 0,673
16 0,73 0,69 0,7 0,707
17 0,75 0,72 0,72 0,730
18 0,74 0,76 0,74 0,747
19 0,76 0,75 0,75 0,753
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II. MELLEKLET

A Saccharomyces cerevisiae szaprodasi gorbéjének eredményei (OD)
kiilonb6zo kezelések hatasara

Atlag
Idé6 (ora) | Kontroll | Kezelt viz | Egyiitt kezelt
0 1,92 1,92 1,92
1 2,26 2,12 1,96
2 2,33 2,34 2,39
3 2,42 2,84 2,38
4 2,87 3,20 2,86
5 3,28 4,17 3,49
6 4,10 4,44 4,15
7 4,77 4,86 4,75
8 5,23 5,69 517
9 5,66 5,94 5,60
10 6,42 6,16 5,75
11 6,54 6,45 6,18
12 6,93 7,17 7,27
13 7,22 7,54 7,69
14 7,48 7,89 7,98
15 7,63 8,07 8,49
16 7,95 8,31 8,74
17 7,98 8,40 8,85
18 8,00 8,42 8,85
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III. MELLEKLET

A Saccharomyces cerevisiae szaprodasi gorbéjének eredményei (OD)
kiilonbozo kezelések hatasara 50 W-os besugarzas hatasara.

1dé )

(6ra) Konroll Atlag
0 2,84 2,81 2,84 2,83
1 2,84 2,81 2,91 2,85
2 3,33 3,37 3,37 3,36
3 3,73 3,74 3,88 3,78
4 4,26 4,22 4,28 4,25
5 4,5 4,56 4,57 4,54
6 4,76 4,76 4,72 4,75
7 4,97 4,95 4,95 4,96
8 5,16 5,19 5,22 5,19
9 5,55 5,54 5,52 5,54
10 5,73 5,79 5,65 5,72
11 5,92 5,96 5,99 5,96
12 6,11 6,19 6,16 6,15
13 6,27 6,29 6,21 6,26
14 6,29 6,27 6,22 6,26
Hagyomanyos Atlag

0 2,84 2,81 2,84 2,83
1 2,86 2,82 2,81 2,83
2 3,1 3,14 3,13 3,12
3 3,9 3,87 3,87 3,88
4 4,36 4,4 4,39 4,38
5 4,65 4,69 4,65 4,66
6 4,99 4,86 4,89 4,91
7 5,26 5,23 5,24 5,24
8 5,4 5,39 5,37 5,39
9 5,69 5,65 5,62 5,65
10 5,72 571 571 571
11 5,89 5,88 5,88 5,88
12 5,96 5,97 5,99 5,97
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13 6,09 6,11 6,1 6,10
14 6,12 6,16 6,13 6,14

Mikrohullim Atlag
0 2,84 2,81 2,84 2,83
1 2,97 2,98 2,84 2,93
2 3,24 3,2 3,22 3,22
3 4,19 4,26 4,24 4,23
4 4,56 4,51 4,48 4,52
5 4,71 4,72 4,73 4,72
6 5,06 5,02 4,97 5,02
7 5,36 5,31 5,32 5,33
8 5,48 5,49 5,47 5,48
9 5,69 5,71 5,69 5,70
10 5,91 59 5,89 5,90
11 6,12 6,16 6,08 6,12
12 6,2 6,29 6,18 6,22
13 6,32 6,3 6,32 6,31
14 6,38 6,4 6,39 6,39

151



Mellékletek

IV. MELLEKLET

Az ¢élesztd erjesztési aktivitasanak eredményei Minifors fermentorban

2013. majus 16.
Kontroll Mikrohullaim
1d6 (nap) Abszorbancia
2,622 2,635
0 2,628 2,639
2,631 2,628
2,523 2,438
1 2,515 2,441
2,496 2,446
1,862 1,622
2 1,871 1,628
1,879 1,635
0,886 0,323
3 0,888 0,323
0,89 0,324
0,09 0,196
7 0,091 0,195
0,093 0,192
0,097 0,165
11 0,09 0,162
0,091 0,169
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V. MELLEKLET

Az élesztd erjesztési aktivitasanak eredményei kis €s nagy fermentorban, 7
oras mikrohulldmu kezelés hatasara.

Kontroll

Abszorbancia

1,856 | 1,860 | 1,865

1,395 | 1,403 | 1,410

1,401 1,404 | 1,409

1,16 1,161 1,163

0,807 0,81 0,814

0,784 | 0,785 | 0,786

0,731 | 0,731 | 0,733

0,578 | 0,579 0,58

0,47 0,471 | 0,471

0,36 0,361 | 0,362

Mikrohullam

Abszorbancia

1953 | 1,958 | 1,961

1540 | 1,560 | 1,566

1,339 | 1,343 | 1,346

1,138 | 1,139 | 1,139

0,923 | 0,931 0,94

0,803 0,81 0,814

0,801 | 0,802 | 0,801

0,603 | 0,605 | 0,605

0,47 0,471 | 0,471

0,36 0,361 | 0,362
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VI. MELLEKLET

Az ¢€lesztd erjesztési aktivitdsanak eredményei kis és nagy fermentorban

Osszehasonlitva
Abszorbancia
Idé Erjesztés | Folyamatosan

(nap) Kontroll el(’itjt kezelt ykezelt
2,699 2,7 2,696

0 2,702 2,702 2,698
2,701 2,691 2,703

2,642 2,56 2,636

1 2,646 2,525 2,632
2,664 2,519 2,625

2,342 2,345 2,386

2 2,346 2,343 2,389
2,346 2,314 2,401

2,331 2,2 2,268

3 2,317 2,21 2,251

2,312 2,241 2,25

2,002 1,862 1,892

4 1,996 1,871 1,905
1,995 1,868 1,899

1,411 1,468 1,631

7 1,423 1,475 1,634
1,436 1,483 1,638

0,922 0,97 1,187

8 0,924 0,971 1,184
0,925 0,972 1,187

0,584 0,609 0,903

9 0,586 0,611 0,906
0,587 0,612 0,908

0,354 0,503 0,559

10 0,354 0,505 0,561
0,356 0,507 0,563

0,302 0,432 0,493

13 0,306 0,43 0,492
0,312 0,441 0,496
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VII. MELLEKLET

A cukor-, alakohol- és savtartalom valtozasa az erejdés soran 1 sorozat

Mustfok (MM °)
Id6 (nap) | Kontroll | Mikrohullim |  Eleszté | Mikrohullim+éleszté
0 17 17 17 17
8 13,2 12 11 10
12 10 9 7,5 6,5
16 8,5 8 6,5 6
20 7 6,5 6 6
24 6,5 6 6 6
28 6 6 6 6
Alkoholtartalom (v/v %)
Id6 (nap) | Kontroll | Mikrohullim |  Eleszté | Mikrohullim+éleszté
0 0 0 0 0
4 5,2 6 5,8 6,5
8 6,1 6,2 6,6 6,9
12 8,9 9,8 10,2 11,1
16 11,1 11,2 12 12,3
20 11,2 11,6 12,1 12,5
24 11,6 12,1 12,2 12,6
28 11,6 12,2 12,2 12,6
Savtartalom (g/)
1d6 (nap) Kontroll Mikrohullam Eleszto Mikrohullim+éleszto
4 51 54 55 5,8
8 6,1 6,2 6,2 6,1
12 6 6,6 6,1 5,9
16 6,3 6,4 5,6 5,6
20 6,3 6,4 55 5,6
24 6,3 6,4 5,55 5,45
28 6,25 6,15 5,45 5,2
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VIII. MELLEKLET

A cukor-, alakohol- és savtartalom valtozasa az erejdés soran 2. sorozat

Mustfok (MM)

Ido Hagyomanyosan . . - .| Hagyomanyos | Mikrohullam
(nap) Kontroll melegitett Mikrohullam | Elesztos + élesztéd + éleszté

0 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2

1 15,2 14 13,5 13,5 14,9 15

2 15 14 13,5 13,5 10,5 10,5

3 14 13 13 12,5 10 9,5

5 12,5 12 11,5 9,5 7 8,5

7 11 11 10 7 6 6,5

9 10,5 10,5 9,5 6,5 55 6

12 9 9 8 6 55 5,5
14 8 8,5 7 55 55 5,5
16 7 7 6,5 55 55 5,5
19 6 6 6 55 55 55
23 6 6 55 55 55 55

Alkohkoltartalom (v/v %
Idé Hagyomanyosan . . 2 .| Hagyomanyos | Mikrohullam
(nap) Kontroll melegitett Mikrohullam | Elesztos + élesztéd + éleszté

0 0 0 0 0 0 0

1 0,1 0,2 0,25 0,1 0,25 0,2

2 0,4 1 1,2 11 2,3 3,1

3 1,2 14 2 2,6 4,6 4,8

5 34 6,2 44 7,2 9,4 8,4

7 5,6 6,4 5,8 8,6 9,6 8,8

9 5,8 6,6 6 9 10 9,6
12 7 7 7,8 9,4 10,2 10
14 7,8 7,6 8,4 9,6 10,4 10,2
16 9,2 9 9,8 10 10,4 10,2
19 9,6 9,4 9,8 10 10,4 10,2
23 9,8 10 9,8 10 10,4 10,2

156




Mellékletek

Savtartalom (g/l)

| oo | Maomisn | Mkl | 1, | Hssominyos | Micohutd
0 4,30 4,30 4,3 4,3 4,3 4,3
1 4.55 4.48 4,45 4,47 4,22 4,72
2 4.33 4,72 513 4,87 5,28 5,53
3 4.97 5.38 5,63 5,8 5,97 5,75
5 5.45 5.62 6 5,62 6,12 5,73
7 5.52 5.35 5,98 5,37 54 5,58
9 5.47 5.72 5,78 5,05 5,52 5,35
12 5.37 5.82 5,78 5,35 5,63 5,38
14 5.39 5.77 5,68 5,05 5,38 5,38
16 5.37 5.82 5,78 5,35 5,63 5,38
19 5.73 5.88 572 5,28 5,22 5,17
23 5.63 5.62 5,82 5,22 5,52 5,35
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IX. MELLEKLET

Egytényezds varianciaanalizis a must erjedésére vonatkozdan az elsd
méréssorozat eredményei alapjan, alkoholtartalom tekintetében.

OSSZESITES

Csoportok Darabszam Osszeg Atlag ~ Variancia
Kontroll 7 65,7 9,3857143 7,4314286
Mikrohullam 7 69,1 9,8714286 7,2690476
Elesztd 7 68,4 9,7714286 12,522381
Mikrohullim-+élesztd 7 75 10,714286 7,8447619
VARIANCIAANALIZIS

Tényezdk SS df MS F p-érték F krit.
Csoportok kozott  6,578571429 3 2,1928571 0,250129 0,8604379 3,0087866
Csoporton beliil 210,4057143 24 8,7669048
Osszesen 216,9842857 27
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X. MELLEKLET

Egytényez0s varianciaanalizis és kétmintds T-proba az erjedés 12-28. napjan
az els6 méréssorozat eredményei alapjan (kontroll — mikro+élesztd),
alkoholtartalom tekintetében.

Kontroll - Mikro + éleszt6 (12-28. nap)

Egytényezds varianciaanalizis

OSSZESITES

Csoportok Darabszam Osszeg Atlag Variancia
Kontroll 5 54,4 10,88 1,277
Mikrohullam + élesztd 5 61,6 12,32 0,467
VARIANCIAANALIZIS

Tényezdk SS df MS F p-érték F krit.
Csoportok kozott 5,184 1 5,184 5,9449541 0,0406768 5,3176551
Csoporton beliil 6,976 8 0,872
Osszesen 12,16 9

Kétmintas t-proba egyenld szorasnégyzeteknél

Valtozo
Valtozo 1 2

Varhato érték 10,88 12,32
Variancia 1,277 0,467
Megfigyelések 5 5
Stlyozott variancia 0,872
Feltételezett atlagos
eltérés 0
df 8
t érték -2,4382277
P(T<=t) egyszéli 0,0203384
t kritikus egyszéli 1,859548
P(T<=t) kétszéli 0,0406768
t kritikus kétszéla 2,3060041
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XI. MELLEKLET
EgytényezOs varianciaanalizis ¢és kétmintas T-proba a must erjedésére
vonatkozoan a masodik mérssorozat eredményei alapjan, alkoholtartalom

tekintetében.

Egytényezds varianciaanalizis

OSSZESITES

Csoportok Darabszam Osszeg Atlag ~ Variancia
Kontroll 12 69,9 5,376923 15,41692
Hagyomanyos 12 74,8 6,233333 12,34788
Mikrohullam 12 75,05 6,254167 12,78975
Elesztd 12 87,6 7,3 14,16545
Hagyomanyos+élesztd 12 98,35 8,195833 13,25566
Mikrohullam+élesztd 12 95,9 7,991667 11,51356
VARIANCIAANALIZIS

Tényezok SS df MS F p-érték F krit.
Csoportok kozott 76,80609545 5 15,36122 1,156668 0,339716 2,351658
Csoporton beliil 889,7984936 67 13,28057
Osszesen 966,604589 72

3. nap-14. nap
Egytényezds varianciaanalizis

OSSZESITES
Csoportok Darabszam  Osszeg Atlag Variancia

Kontroll 6 30,8 5,1333333 5,9466667
Hagyomanyos 6 35,2 5,8666667 5,0346667
Mikrohullam 6 34,4 57333333 5,4346667
Hagyomanyos 6 46,4 7,7333333  7,0506667
Hagyomanyos+élesztd 6 54,2 9,0333333 4,8546667
Mikrohullam+¢lesztd 6 51,8 8,6333333 4,0066667
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VARIANCIAANALIZIS

Tényezok SS df MS F p-érték F krit.
Csoportok kozott 82,2622222 5 16,452444 3,0535346 0,024078 2,5335545
Csoporton beliil 161,64 30 5,388
Osszesen 243,902222 35

kontroll-hagyomanyos+éleszté
Kétmintas t-proba egyenld szordsnégyzeteknél

Valtozo 1 Valtozo 2
Varhato érték 5,13333333 9,0333333
Variancia 5,94666667 4,8546667
Megfigyelések 6 6
Stlyozott variancia 5,40066667
Feltételezett atlagos eltérés 0
df 10
t érték -2,9067089
P(T<=t) egyszéli 0,00782635
t kritikus egyszéli 1,8124611
P(T<=t) kétszélu 0,0156527
t kritikus kétszéEli 2,22813884

| kontroll- mikro+éleszté
Kétmintas t-proba egyenld szorasnégyzeteknél

Valtozo 1 Valtozo 2
Varhato érték 5,13333333 8,6333333
Variancia 5,94666667 4,0066667
Megfigyelések 6 6
Stlyozott variancia 4,97666667
Feltételezett atlagos eltérés 0
df 10
t érték -2,7174364
P(T<=t) egyszéli 0,01082771
t kritikus egyszélt 1,8124611
P(T<=t) kétszéli 0,02165541
t kritikus kétszE&li 2,22813884

161



Mellékletek

XIl. MELLEKLET

Magyar mustfok atszamitasa g/1-be.

Magyar Mustfok atszamito6 tablazat

Mustfok | Cukortartalom | Siiriiség | Cukortartalom | Varhatoé alkoholtartalom
MM° g/l g/kg VIV %
17,5 °C-on 17,5 °C-on 17,5 °C-on 20 °C-on
10,0 94,1 1,04607 90,0 5,58
10,5 100,0 1,04855 95,4 5,93
11,0 105,9 1,05104 100,8 6,28
11,5 111,8 1,05353 106,1 6,62
12,0 117,8 1,05604 1115 6,98
12,5 123,9 1,05856 117,0 7,34
13,0 129,9 1,06108 122,4 7,68
13,1 131,1 1,06159 123,5 7,75
13,2 132,3 1,06209 124,6 7,83
13,3 133,6 1,06260 125,7 7,90
13,4 134,8 1,06310 126,8 7,98
13,5 136,0 1,06361 127,9 8,05
13,6 137,2 1,06412 129,0 8,12
13,7 138,4 1,06463 130,0 8,20
13,8 139,7 1,06514 131,1 8,27
13,9 140,9 1,06565 132,2 8,35
14,0 142,1 1,06616 133,3 8,42
14,1 143,3 1,06667 134,4 8,49
14,2 144,5 1,06718 135,4 8,56
14,3 145,8 1,06769 136,5 8,63
14,4 147,0 1,06820 137,6 8,70
14,5 148,2 1,06871 138,7 8,77
14,6 1494 1,06922 139,7 8,84
14,7 150,6 1,06974 140,8 8,91
14,8 151,9 1,07025 141,9 8,98
14,9 153,1 1,07077 143,0 9,05
15,0 154,3 1,07128 144,0 9,12
15,1 155,5 1,07180 145,1 9,20
15,2 156,8 1,07232 146,2 9,27
15,3 158,0 1,07283 147,3 9,35
15,4 159,3 1,07335 148,4 9,42
15,5 160,5 1,07387 149,5 9,50
15,6 161,7 1,07439 150,5 9,57
15,7 163,0 1,07491 151,6 9,65
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Mustfok | Cukortartalom | Siriiség | Cukortartalom Varhato alkoholtartalom
MM?° g/l g/kg VIV %-ban
17,5 °C-on 17,5 °C-on 17,5 °C-on 20 °C-on
15,8 164,2 1,07542 152,7 9,72
15,9 165,5 1,07594 153,8 9,80
16,0 166,7 1,07646 154,9 9,87
16,1 167,9 1,07698 155,9 9,94
16,2 169,2 1,07750 157,0 10,01
16,3 170,4 1,07803 158,1 10,08
16,4 171,7 1,07855 159,2 10,15
16,5 172,9 1,07907 160,2 10,22
16,6 174,2 1,07959 161,3 10,30
16,7 175,4 1,08011 162,4 10,37
16,8 176,7 1,08063 163,5 10,45
16,9 177,9 1,08115 164,6 10,52
17,0 179,2 1,08167 165,7 10,60
17,1 180,5 1,08219 166,8 10,67
17,2 181,7 1,08272 167,8 10,75
17,3 183,0 1,08324 168,9 10,82
174 184,2 1,08377 170,0 10,89
17,5 185,5 1,08429 171,1 10,97
17,6 186,8 1,08482 172,2 11,04
17,7 188,0 1,08534 173,2 11,12
17,8 189,3 1,08587 174,3 11,19
17,9 190,5 1,08639 1754 11,27
18,0 191,8 1,08692 176,5 11,34
18,1 193,1 1,08745 177,6 11,41
18,2 194,4 1,08798 178,6 11,49
18,3 195,6 1,08852 179,7 11,56
18,4 196,9 1,08905 180,8 11,64
18,5 198,2 1,08958 181,9 11,71
18,6 199,5 1,09011 183,0 11,78
18,7 200,7 1,09064 184,0 11,86
18,8 202,0 1,09117 185,1 11,93
18,9 203,2 1,09170 186,2 12,01
19,0 204,5 1,09223 187,2 12,08
19,1 205,8 1,09276 188,3 12,15
19,2 207,1 1,09330 189,4 12,23
19,3 208,3 1,09383 190,5 12,30
19,4 209,6 1,09437 1915 12,38
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Mustfok | Cukortartalom | Siriiség | Cukortartalom Varhato alkoholtartalom
MM?° g/l g/kg VIV %-ban
17,5 °C-on 17,5 °C-on 17,5 °C-on 20 °C-on
19,5 210,9 1,09490 192,6 12,45
19,6 212,2 1,09544 193,7 12,53
19,7 2135 1,09598 194,8 12,60
19,8 214,7 1,09651 195,8 12,68
19,9 216,0 1,09705 196,9 12,75
20,0 217,3 1,09759 198,0 12,83
20,1 218,6 1,09813 199,1 12,91
20,2 219,9 1,09866 200,2 12,98
20,3 221,2 1,09920 201,2 13,06
20,4 2225 1,09973 202,3 13,13
20,5 223,8 1,10027 203,4 13,21
20,6 225,1 1,10081 204,5 13,29
20,7 226,4 1,10135 205,5 13,36
20,8 227,6 1,10190 206,6 13,44
20,9 228,9 1,10244 207,6 13,51
21,0 230,2 1,10298 208,7 13,59
21,1 2315 1,10352 209,8 13,67
21,2 232,8 1,10406 210,9 13,75
21,3 2341 1,10461 2119 13,82
21,4 2354 1,10515 213,0 13,90
21,5 236,7 1,10569 214,1 13,98
21,6 238,0 1,10623 215,1 14,05
21,7 239,3 1,10678 216,2 14,13
21,8 240,6 1,10732 217,3 14,20
21,9 2419 1,10787 218,3 14,28
22,0 243,2 1,10841 2194 14,35
22,1 2445 1,10896 220,5 14,43
22,2 2458 1,10951 2215 14,51
22,3 2471 1,11006 2226 14,58
22,4 2484 1,11061 223,7 14,66
22,5 249,7 1,11116 224,7 14,74
22,6 2510 1,11171 225,8 14,82
22,7 252,3 1,11226 226,8 14,89
22,8 253,6 1,11280 2279 14,97
22,9 254,9 1,11335 2289 15,04
23,0 256,2 1,11390 230,0 15,12
23,5 262,7 1,11667 235,3 15,51
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Mustfok | Cukortartalom | Siriiség | Cukortartalom Varhato alkoholtartalom

MM?° g/l g/kg VIV %-ban
17,5 °C-on 17,5 °C-on 17,5 °C-on 20 °C-on

24,0 269,2 1,11944 240,5 15,89
24,5 275,8 1,12223 245,8 16,28
25,0 282,4 1,12502 251,0 16,66
25,5 289,1 1,12782 256,3 17,02
26,0 295,8 1,13064 261,6 17,46
26,5 302,5 1,13347 266,9 17,85
27,0 309,2 1,13633 272,1 18,23
27,5 315,9 1,13918 277,3
28,0 322,7 1,14404 282,1
28,5 329,5 1,14492 287,8 Tobb alkohol erjedés utjan
29,0 336,8 1,14781 2934 nem keletkezik
29,5 343,1 1,15072 298,2
30,0 350,3 1,15364 303,6
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XIII. MELLEKLET

Egytényezds varianciaanalizis és kétmintas t-proba az autoklav-+kezeletlen
enzim” és a ,,mikrohulldm+kezeletlen enzim” tekéntetében. (49. abra)

Egytényezds varianciaanalizis

OSSZESITES
Csoportok Darabszam Osszeg Atlag  Variancia

Autoklav+kezeletlen enzim 21 59,31634 2,824587 1,143405
Mikrohullam+kezeletlen enzim 21 67,35097 3,207189 1,997408
VARIANCIAANALIZIS

Tényezdk SS df MS F p-érték F krit.
Csoportok k6zott 1,53703192 1 1,537032 0,978748 0,328455 4,084746
Csoporton beliil 62,81624503 40 1,570406
Osszesen 64,35327695 41

Kétmintas t-proba egyenld szorasnégyzeteknél

Valtozo 1 Valtozo 2
Varhato érték 2,82458748  3,20718909
Variancia 1,143404562 1,997407689
Megfigyelések 21 21
Stlyozott variancia 1,570406126
Feltételezett atlagos eltérés 0
df 40
t érték -0,989316957
P(T<=t) egyszéli 0,16422755
t kritikus egyszélt 1,683851013
P(T<=t) kétszEli 0,328455101
t kritikus kétszéli 2,02107539
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XIV. MELLEKLET
Egytényezds varianciaanalizis és kétmintas t-proba az
mikrohullam+kezeletlen enzim” ¢és a ,mikrohullam+tkezelt enzim”

tekéntetében. (50. dbra)

Egytényezds varianciaanalizis

OSSZESITES
Csoportok Darabszam Osszeg Atlag  Variancia

Mikrohullam+kezeletlen enzim 13 50,71604 3,901234 1,931971
Mikrohulldm-+kezelt enzim 13 62,6194 4,816877 3,740239
VARIANCIAANALIZIS

Tényezdk SS df MS F p-érték  F krit.
Csoportok kozott 5,449616576 1 5,449617 1,921514 0,178435 4,259677
Csoporton beliil 68,06651992 24 2,836105
Osszesen 73,51613649 25

Kétmintas t-proba egyenld szorasnégyzeteknél

Valtozo 1 Valtozo 2
Varhato érték 3,901233947 4,816877
Variancia 1,931970837 3,740239
Megfigyelések 13 13
Stlyozott variancia 2,836104997
Feltételezett atlagos eltérés 0
df 24
t érték -1,386186998
P(T<=t) egyszéli 0,08921732
t kritikus egyszéli 1,71088208
P(T<=t) kétszéli 0,17843464
t kritikus kétszéli 2,063898562
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XV. MELLEKLET

Egytényezds varianciaanalizis a mikrohulldm+tkezeletlen enzim” ¢és a
,mikrohullam+kezelt enzim” tekéntetében. (51. abra)

Egytényez0s varianciaanalizis

OSSZESITES

Csoportok Darabszam Osszeg Atlag Variancia
Autoklavtkezeletlen enzim 18 15,45 0,858 0,139
Hagyomanyos+kezeletlen enzim 18 26,43 1,469 0,077
Mikrohullam+kezeletlen enzim 18 40,42 2,246 0,468
Mikrohullam +kezelt enzim 18 53,65 2,981 1,268
VARIANCIAANALIZIS

Tényezok SS df MS F p-érték F krit.
Csoportok kozott 46,05 3 15,35 31,45 TE-13 2,74
Csoporton beliil 33,19 68 0,488
Osszesen 79,24 71

168



Mellékletek

XVI. MELLEKLET

Egytényezds varianciaanalizis a mikrohulldm+tkezeletlen enzim” ¢és a

,mikrohullam+kezelt enzim” tekéntetében. (52. abra)

Egytényez6s varianciaanalizis

OSSZESITES
Darabszad Varianci
Csoportok m Osszeg  Atlag a
Hagyomanyos+kezeletlen 115,074 4,79478 4,40767
enzim 24 8 3 9
84,3640 2,03940
Autoklav+kezeletlen enzim 24 7 3,51517 2
Mikrohullam+kezeletlen 123,646 5,15192 5,17471
enzim 24 1 1 3
132,368
Mikrohullam+kezelet enzim 24 6 5,51536 6,13234
VARIANCIAANALIZIS
Tényezbk SS df MS F p-értek  F krit.
18,1919 4,09864 0,00887 2,70359
Csoportok kozott 54,57596 3 9 8 6 4
4,43853
Csoporton beliil 408,3451 92 3
Osszesen 462,921 95
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XVII. MELLEKLET

Egytényezds varianciaanalizis a mikrohullim+kezeletlen enzim” ¢és a
,mikrohullam+kezelt enzim” tekéntetében. (53. abra)

Egytényezos varianciaanalizis

OSSZESITES

Csoportok Darabszam Osszeg Atlag Variancia
Hagyomanyos+kezeletlen
enzim 15 60,625 4,0417 2,3357
Autoklav+kezeletlen
enzim 15 63,158 4,2105 2,5325
Mikrohullam+kezeletlen
enzim 15 55,366 3,6911 1,7913
Mikrohullam-+tkezelet
enzim 15 70,179 4,6786 2,951
VARIANCIAANALIZIS

p_

Tényezdk SS df MS F ertéek  F krit.
Csoportok kozott 7,5795 3 2,5265 1,0516 0,377 2,7694
Csoporton beliil 134,55 56 2,4026
Osszesen 142,13 59
Kétmintas t-proba egyenld szorasnégyzeteknél
(mikrohullam+kezeletlen enzim, mikrohullam+kezelt enzim)

Valtozo 1 Valtozo 2

Varhato érték 4,210541486 4,678597737
Variancia 2,532502361 2,950954506
Megfigyelések 15 15
Sulyozott variancia 2,741728433
Feltételezett atlagos eltérés 0
df 28
t érték -0,774134574
P(T<=t) egyszéli 0,222669488
t kritikus egyszélt 1,701130934
P(T<=t) kétszéla 0,445338976
t kritikus kétszéEli 2,048407142
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XVII. MELLEKLET

Egytényez0s varianciaanalizis a 2-5 baron 150 °C-on kezelt mintak kozott.
(54. abra)

Egytényez0s varianciaanalizis

OSSZESITES
Varianci
Csoportok Darabszim ~ Osszeg  Atlag a
2 bar, mikrohullam + 3,236 2,004196
kezeletlen enzim 16 51,7844 5 5
2 bar, mikrohullam + kezelt 54,8457 3,427 2,309772
enzim 16 5 9 1
5 bar, mikrohulldm + 59,0445 3,690 2,936490
kezeletlen enzim 16 6 3 8
5 bar, mikrohullam + kezelt 70,6903 4,418 4,698240
enzim 16 1 1 2
VARIANCIAANALIZIS
p- F
Tényezdk SS df MS F értek  Krit.
4,290 1,436381 0,241 2,758
Csoportok kozott 12,87216756 3 7 4 1 1
2,987
Csoporton beliil 179,2304938 60 2
Osszesen 192,1026613 63
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XIX. MELLEKLET

Egytényez0s varianciaanalizis a 2-5 baron 180 °C-on kezelt mintak kozott.
(55. abra)

Egytényezos varianciaanalizis

OSSZESITES

Csoportok Darabszam Osszeg Atlag Variancia
2 bar, mikrohullam + kezeletlen
enzim 15 48,335 3,2224 1,6592
2 bar, mikrohullam + kezelt enzim 15 50'41 3,3607 1,5136
5 bar, mikrohullam + kezeletlen
enzim 15 60,274 4,0183 3,0192
5 bar, mikrohullam + kezelt enzim 15 74297 49531 5,1039
VARIANCIAANALIZIS

p_

Tényezdk SS df MS F ertéek  Fkrit.
Csoportok kozott 28,09 3 9,3632 3,3156 0,0263 2,7694
Csoporton beliil 158,14 56 2,824
Osszesen 186,23 59
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XX. MELLEKLET

Egytényez0s varianciaanalizis az 1-2 baron 180 °C-on kezelt mintak kdzott.

(56. abra)

Egytényez0s varianciaanalizis

OSSZESITES
Darabsz
Csoportok am  Osszeg Atlag Variancia
2 bar, Mikrohullam + 63,273 4,8671 3,6926580
kezeletlen enzim 13 01 54 77
2 bar, Mikrohullam +kezelt 70,186 5,3989 4,2045219
enzim 13 67 74 89
1 bar, Mikrohullam + 35,676 2,7443 1,1241741
kezeletlen enzim 13 27 28 37
1 bar, Mikrohullam + kezelt 38,159 2,9353 1,1601310
enzim 13 54 5 61
VARIANCIAANALIZIS
Tényezok SS df MS F p-érték  F krit.
70,4410 23,480 9,2247268 0,00006 2,7980
Csoportok kozott 7 3 36 71 31 61
122,177 2,5453
Csoporton beliil 8 48 71
192,618
Osszesen 9 51
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