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1 Bevezetés, tudomdnyos elézmények, kutatasi célkitiizések

Az emberiség nyersanyagait és energiaforrdsait a koriilvevd természetbdl szerezte be
egészen addig, amig a kdolaj olcsébbnak nem bizonyult a természetes anyagokndl. A
koolaj térhoditasaval fokozatosan felborult az egyensiily és a milli6 évekkel ezeldtt
megkotott széndioxid nagy mennyiségben felszabadult, evvel jelentds valtozast
okozva a légkor széndioxid koncentricidjaban és éghajlatunkban. Ezekrdl a
valtozasokrol hosszu éveken at csak a tuddsok vettek tudomast, de a kozelmultban a
kornyezetvédelmi gondok, az energiahidny illetve az energetikai ellatdsban jelentkezd
problémdk méar a dontéshozdkat is a megdjuld, pontosabban megujithaté
nyersanyagok és energiaforrdsok haszndlata felé forditottdk. Ezdltal a biomassza
felhaszndldsa - egyeldre foként energiaforrasként - djra el6térbe keriilt.

A Dbiomassza energetikai céld felhaszndldsdra a kozvetlen égetésen kiviil a
bioiizemanyagok elddllitdsa jelenthet megoldast. Ezek el6nye, hogy a nettd
tiveghdzhatdsu géz kibocsajtasuk kicsi, igy csokkenthetd az tizemanyagok kdrnyezetre
(pl. az éghajlatvéltozdsra) gyakorolt negativ hatdsa. Mivel a megijulé nyersanyagok
foldrajzi eloszldsa viszonylag egyenletes, a fosszilis energiahordozékkal nem
rendelkezd orszagok energiafliggdsége hosszitidvon megsziintethetd.

Az EU célja, hogy 2030-ra a felszini kozlekedés iizemanyag sziikségletének 25%-a
bioldgiai eredetii legyen, s ezt legaldbbis részben a versenyképes eurdpai ipar allitsa
el6. Ezért Eurépdban is egyre nagyobb hangstlyt kapnak a bioiizemanyagok
elodllitdsaval kapcsolatos kutatdsok, fejlesztések. Kezdetben az etilalkohol és a
biodizel, majd a biohidrogén, biobutanol és biogdz eldallitdsi technologidkat
fejlesztették. Az utdbbi években pedig elterjedtek a teljes biomasszat felhaszndlé BTL
(biomass to liquid) eljardsok, melyek a biomassza gizositdsa utdn Fischer-Tropsch
szintézissel allitjdk elé az un ,biocrude”-ot, melynek hidrokrakkoldsdval nyerik a
konnyiibenzint, paraffint és kendanyagokat. A biolizemanyagok koziil a bioetanolt és
a biodizelt mar ma is haszndljuk tobbnyire benzinhez, illetve dizelolajhoz keverve. A
biodizelt ndvényolajbdl atészterezéssel, illetve a NExXxBTL eljardsban katalitikus
hidrogénezéssel, az etilalkoholt erjesztéssel dllitjadk elé cukorbdl, keményitd
hidrolizdtumbol. Jelenleg a vildg etilalkohol termelés nyersanyagdnak mintegy fele
cukorndd, a madsik fele kukorica. Mind a szacharéz, mind a keményitd alapud
technoldégia évszdzadok 6ta ismert €s alkalmazott ipari méretekben. Ma ezeket a
kodznyelvben ,,els6 genericids” iizemanyag elddllitasi technoldgidnak nevezziik. Ezt a
technoldgidt, miutdn élelmiszer és takarmény alapanyagot haszndl fel, szdmos kritika
éri az élelmiszerdrakra, és az élelmiszerellatds biztonsdgira gyakorolt kedvezdtlen
hatdsa miatt. A kutatdsok és fejlesztések ezért a lignocelluléz alapi (,,mésodik
generdcios”) etalol eldallitds teriiletén folynak nagy intenzitdssal.

Kutatémunkdm mindvégig a lignocellul6zok biokonverzijahoz kapcsolddott. Ez volt
a témdja Miuszaki Doktori értekezésemnek (Penész eredetli cellulézbonté enzimek
eldallitisa, BME, 1981) és az 1992-ben megvédett Kandidatusi Disszertdciomnak is
(Lignocellulézok biotechnoldgiai hasznositdsdnak lehetdségei és problémadi). Doktori
értekezésemben a kandiddtusi dolgozatom beaddsa ota eltelt 20 év tudoményos
eredményeit foglalom Ossze. Ebben az id6ben arra torekedtem, hogy
kutatécsoportommal minél szélesebb korben vizsgdljam a megtermeszthetd, illetve a
melléktermékként keletkezd novényi biomasszat Osszetétele, éves mennyisége és
feldolgozhatsdga tekintetében. Meggydz6désem, hogy a nagyon heterogén névényi
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biomassza el6kezelésére, frakciondlasara, felhaszndldsdra kiilonb6z6 technoldgiai
javaslatokat kell adni. Dolgozatomban ezeket foglalom 6ssze. Munkdm sorédn arra is
rémutatok, hogy a mezOgazdasagi termelés, az élelmiszeripar, a takarmédnyozds és a
bioiizemanyagok egy egységet kell, hogy alkossanak. A szdmos potencidlis termék
koziil a legnagyobb hangsilyt az etilalkohol, mint masodik genericids iizemanyag
kapta, de emellett foglalkoztunk a biohidrogén, a névényi gumik és ndvényi szterinek
elédllitdsaval, ill. kinyerésével is. A lignocellul6z alapud etanol eldallitasi technolégia
kidolgozasdnak elengedhetetlen velejardja a celluldz enzim eldallitdsa és a celluléz
enzimes hidrolizisének vizsgalata. Enzimfermentdcids kisérleteink sorédn kiilondsen az
Uj nyersanyagok fermentdcios szénforrdsként vald felhaszndldsat vizsgdltuk, az
enzimes hidrolizisben pedig a kiilonboz6 Osszetételi enzimkomplexek, segitd
enzimek és polimerek hatdsdt néztik a hidrolizis kezdeti sebességére ill. a
konverzidra.

Célkitlizéseimet az aldbbiakban foglalom Ossze:

1. Megfeleld eldkezelési mddszerek kidolgozdsa, optimalizdldsa kiilonbdzd
lignocellul6z alapu nyersanyagokra (kender, kenderpozdorja, kukoricaszar,
cukorcirokbagasz, nad, energiafi, kukoricarost). A lignocellulé6zok
el0kezelését és enzimes hidrolizisét felhaszndlva egyes nyersanyagok
,,biofinomitas” jellegti feldolgozasa.

2. Celluldz enzimkomplex eldallitdsa Trichoderma fermenticidjaval. Az ,,on
site”, azaz helyben torténd enzim elddllitds megvaldsitiséhoz mind a
fermenticiés technol6gia, mind a nyersanyag biztositds teriiletén
megfeleld ismeretek megszerzése.

3. A kandidétusi dolgozatomban ismertetett B-gliikozidaz
enzimkomponenssel kapcsolatos kutatdsok folytatasa, enzimfermentacié és
az ,,in situ” immobilizalt pelletek stabilitdsdnak javitdsa teriiletén.

4. Az enzimes hidrolizist befolydsolé lényegesebb tényezdk vizsgdlata,
torekedve a maximadlis szénhidritkonverzié elérésére a kiilonb6z6 moédon
eldkezelt, kiillonbozo tipusd lignocelluléz szubsztratoknal.

5. Etanolfermenticié koriilményeinek és hatékonysdgdnak meghatirozésa
egyidejii, illetve szepardlt hidrolizissel és erjesztéssel (SSF, SHF)
kiilonféle médon eldkezelt, kiillonbozd tipusd lignocellul6z nyersanyagok
felhaszndlasaval.

6. Ipari és fermentdlt celluliz enzimek alkalmazdsa a papiripar és a
takarmanyozds teriiletén. Szepardlt lignocelluléz komponensek (celluldz,
CFG:corn fibre gum) alkalmazdsa termoplasztikus keményité (TPS) egyes
tulajdonsagainak javitdsara.
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2 A vizsgélt technolégia 1épései, kisérleti és vizsgalati

modszerek

Kisérleti munkédnk lényegi része az 1. dbrdn bemutatott lignocelluléz alapi etanol
elodllitds egyes pontjaihoz kapcsolddik. A lignocellul6zokban a hasznosithaté cukrok
komplex, poliszacharidokban kotott formdaban taldlhatok meg, melyek felszabaditdsa a
polimer matrixb6l nem egyszeri, mivel a novényi sejtfal szerkezete mind
vegyszereknek, mind mikroorganizmusoknak meglehetdsen ellendlld.

Munkénk els6 1épése a kiilonb6z6 nyersanyagok elOkezelése volt. Az elOkezelések
hatékonysagat a polimerfrakciok elvalasztasaval, a rostfrakciéban feldisult celluléz
enzimes bonthatésdgdval, a hidrolizitum erjeszthetdségével, és/vagy a folyadék
frakcidban 1év0 cukrok mennyiségével, felhasznalhatésdgaval hatdroztuk meg.
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1. dbra Masodik generacids etil-alkohol eldallitdsdnak technoldgiai sémaja

A fellazitott polimer szerkezetet ipari celluldzokkal, vagy helyben eldallitott celluldz
aktivitasd fermentlevekkel hidrolizaltuk, a hidrolizis hatékonysagit ,,segitd” enzimek,
illetve adszorpciét csokkentd polimer adagoldsdval javitottuk.

Az enzimfermentdcidval egyrészt a hidrolizishez sziikséges enzimeket biztositottuk,
masrészt a ,lignocellul6zbol etanol” technoldgidban keletkezd mellékdramok
hasznositdsat oldottuk meg. Kisérleteinket razatott lombikokban és kiilonb6z0 méretii
laboratériumi fermentorokban hajtottuk végre.

Az elokezelt lignocellulézokat szimultdn hidrolizis és fermenticié (SSF)
konfiguricidban, a hidrolizis eredményeképpen kapott monoszacharidokat kozvetlen
erjesztéssel (SHF) etanolld fermentaltuk.



dc_22 10

3 Uj tudomdnyos eredmények

A ndvényi biomassza nemcsak élelmiszer alapanyag és takarmany. Energia- és
nyersanyagforrdsként is jelentds szerepet jatszott a multban, és reményeink szerint ez
a tipusud felhaszndldsa a jovoben még inkdbb elterjed majd. Lényeges tulajdonséga,
hogy megujuld, illetve megujithatd, s a kdolajjal ellentétben eléforduldsa nemcsak
bizonyos teriiletekre koncentrdlédik, hanem megterem vagy megtermeszthetd
mindeniitt, ahol mez6gazdasagi, erdészeti termelésre alkalmas koriilmények vannak.
Fontos kiemelni azt is, hogy felhasznéldsa, a nem megijulé energiaforrasokkal
szemben, széndioxid semleges.

Doktori disszerticiomban a rostnévények, a kemény- és tilevelli fiak, valamint
kiilonb6z6 mezdgazdasigi, agro-ipari melléktermékek vizsgdlatdval kapcsolatos
eredményeinket foglaltam Ossze. A kozds vonds a vizsgilt nyersanyagokban, hogy
valamennyi lignocelluléz, azaz f6tomegiiket cellul6z, hemicellul6z és lignin alkotja.
Kisérleteink sordn azt vizsgéltuk, hogy a kiilonb6z6 melléktermékek (kukoricaszar,
kukoricarost, cukorcirok bagasz, kenderpozdorja), esetenként fotermékek (flizfa,
fenydfa, kender, energiafii), egyes esetekben hulladékok (papiriszap, hulladék papir),
hogyan bonthaték komponenseikre, s az elvélasztott komponensek hogyan
hasznosithatok. Munkdnk f6 irdnydt a mdsodik generdcios etanol elddllitdshoz
kapcsol6do kutatasok adték.

Eredményeinket az aldbbi csoportositidsban targyalom:
e Lignocellul6zok elékezelése,
e Cellulaz és B-gliikkozidaz fermentacio,
e Enzimes hidrolizis,
e Etanol és hidrogénfermentacio,

e (Cellulazok és kiilonb6z6 lignocelluléz komponensek felhasznaldsa
egyéb iparokban.

Legfontosabb tudoményos eredményeimnek az aldbbiakat tekintem:

3.1 A lignocellulozok elokezelése teriiletén

Bebizonyitottuk, hogy a kukoricaszdr, a kukoricarost, a cukorcirok bagasz, a kender,
a kenderpozdorja, valamint a balatoni ndd és az energiafii megfeleld elokezelés utdn
enzimesen egyszeril cukrokkd bonthato, s igy a mdsodik generdcios etanoltermelés
nyersanyaga lehet. Valamennyi nyersanyag vizsgdlataban Eurdpdban elsék voltunk.
Kukoricarost eldkezelésével valodi biofinomitdst valositottunk meg, azaz az
elokezeléssel nemcsak a nyersanyag szerkezetét lazitottuk fel, hanem egyidejiileg
értékes termékeket (CFG, rostolaj) is dllitottunk elo.

Az aldbbiakban nyersanyagonként részletezem a leglényegesebb eredményeinket.
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3.1.1 Kukoricaszar elokezelése

¢ Hig kénsavas el6kezeléssel, a hemicelluléz frakcidt kivdldan el lehet vélasztani a
cellul6z és lignin tartalmd maradéktol, ezéltal lehetévé téve a hemicellul6z eredetii
cukrok szepardlt felhaszndldsiat. Megéllapitottuk, hogy az eldkezelés egymagdban
nem eredményez kielégitd javuldst a kukoricaszar enzimes bonthatdésdgaban,
megfeleld glilkdn konverzid elérése érdekében egy madsodik eldkezelési 1€pés
sziikséges (1).

+ NaOH-os kezeléssel ugyan a gliikdn konverzié négyszeresre javithatd, de a nagy
anyagveszteség (cukorbomlds) és vegyszer felhaszndlds miatt a moddszer nem
ajanlhat6 a kukoricaszar el0kezelésére (2).

¢ Hig ligos és hig savas kezelések egymdsutdni alkalmazdsidval az enzimes
hidrolizisben kivalé gliikdnkonverzié érhetd el (2).

¢ Mind gbzrobbantissal, mind nedves oxidicids elokezeléssel a kisérleti
koriilmények optimalizdldsdval a kukoricaszdr glilkdn komponensének enzimes
bonthatdsédga jelentdsen, mintegy négyszeresre novelhetd (3, 4).

¢ A hemicelluléz veszteségek minimalizdldsa érdekében mind a nedves oxidécios,
mind a gézrobbantdsos elokezelést célszerli hig savas el0kezelésnek megeldznie.

3.1.2 Kukoricarosttal végzett frakcionalasi Kisérletek

+ Lugos extrakcidval gy izoldlhaté polimer formaban a hemicelluléz frakcid, hogy
kozben a szilard maradék enzimes hidrolizalhatésdga jelentdsen javul (5).

¢ A ligos hemicelluléz izoldlds szildrd maradéka celluldz enzim fermentdcidra
kivaléan alkalmas szénforras (6).

¢ Mikrohulldimd reaktorban vegyszer alkalmazdsa nélkill, a ligos extrakcidval
0sszemérhetd molekulatomeggel, de gyengébb hozammal lehet hemicellulzt izolélni.
A hozam a reakci6 homérsékletének emelésével novekszik, ugyanakkor az izoldlt
hemicelluléz molekulatomege csokken (8).

+ Kukoricarost hig kénsavas elokezelésével a hemicelluléz frakciét monomerként
csaknem kvantitative el lehet vilasztani, megteremtve ezdltal a szepardlt hasznositds
lehetdségét. A maradék rost enzimes bonthatésiga ezzel egyidejiileg jelentdsen javul

).

¢ A kukoricarost hig savas és enzimes frakciondldsakor az enzimes hidrolizis
maradékdban a rostolaj koncentricidja jelentdsen megnd, megteremtve ezdltal a
gazdasagos rostolaj kinyerés alapjait (10).

¢ A kukoricacsira olaj eldédllitdsakor keletkez6 kukoricacsira dara eredeti
olajtartalma a kukoricamaghéjndl kidolgozott frakciondlasi eljards alkalmazdsdval
hiromszorosara novelhetd, lehetové téve ezdltal egy madsodik préselési 1€pés
alkalmazasat a vegyszerigényes extrakcio helyett (11).

3.1.3 Cukorcirok bagasz elokezelése

¢ Gozrobbantassal, kéndioxidos eldimpregndlds utdn a cukorcirok bagasz enzimes
bonthatésiga a kezeletlen nyersanyag hidrolizdlhatésdgdnak 4-5-szor6sére novelhetd
(13).
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3.1.4 Kender és kenderpozdorja vizsgalata

¢+ A mezdgazdasigi melléktermékeknél sikeresen alkalmazott kémiai médszerekkel
sem a kender, sem a kenderpozdorja nem tarhat6 fel a kivant mértékben, eldkezelés
tekintetében a fasszard anyagokhoz hasonlitanak, melynek valészinii oka a zartabb
struktira (14).

¢ GoOzrobbantassal mind a kenderkorot, mind a sildzassal tardsitott kenderkorot
hatékonyan lehet el6kezelni. Kéndioxidos eldimpregndlds utdn optimélis koriilmények
kozott végzett elOkezelés hatdsara a glitkkdnveszteség csekély, az enzimes bonthatésig
pedig mér jelentdsen javul (15).

+ Silézott kender esetén a gdézrobbantdst kovetden a pentdzfrakcid elvilasztdsa
jelentdsen javitja az el0kezelt rost szimultdn hidrolizisének és erjesztésének
konverziéjat (15).

¢ A kenderpozdorja gézrobbantisos el6kezelésénél legjobbnak taldlt koriilmények
sem kielégitdek, mivel az elért maximdlis glilkdnkonverzié eléréséhez sziikséges
koriilmények kozott a hemicellul6z bomlas kovetkeztében fellépd veszteség nagyon
jelentds (16).

¢ GoOzrobbantds utdni SSF folyamatban mindhdrom nyersanyagbdl j6 hozammal
lehet etanolt elé4llitani (15, 16).

3.1.5 Balatoni nad elékezelése

+ Balatoni ndd nedves oxidacids el6kezelésének hatdsira az enzimes bonthatdsig a
kezeletlen nddéhoz viszonyitva kizel négyszeresre novelhetd, de a j6 bonthatosdgot
biztosité koriilmények alkalmazdsakor nemcsak a hemicelluléz, de a celluléz is
jelentds bomlast szenved (17).

3.1.6 Energiafii elokezelése

+ Hig kénsavas el6kezeléssel megoldhaté az energiafli hemicelluléz frakci6janak
elvédlasztdsa, de ez nem eredményez kielégitd konverzié javuldst a maradékban (18).

3.2 Cellulaz és p-gliikoziddz fermentdcio teriiletén

T. reesei Rut C30 fermentdcioval igazoltuk, hogy a lignocellulozok elokezelésével
nyert frakciok megfelelé koriilmények kozott alkalmazhatok celluldz és p-gliikoziddz
fermentdcio szénforrdsdnak. A gozrobbantdsndl, illetve a nedves oxiddciondl
elvdlaszthato folyadékfazist, mely foként hemicelluloz eredetii monoszacharidokat
illetve oligomereket tartalmaz, valamint az ujrapapir gydrtds sordn hulladékként
keletkezé papiriszapot mi haszndltuk elészor celluldz fermentdcié szénforrdsdul. Uj
fermentdcios és ,,downstream” technikik alkalmazdsdval (puffer rendszer
alkalmazdsa, vizoldhato és szildrd szénforrds kiilon hasznositdsa, szuperkritikus
sejtfeltdards) megteremtettiik a megfelel6 oOsszetételli celluldz enzimkomplex
elddllitasdnak lehetdségét.

Rekombindns Trichodermdkkal nagylaboratoriumi fermentorban, ipari tdptalajon
sikeresen dllitottuk eld a célfehérjéket. p-gliikoziddzt hatékonyan stabilizdltuk
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mikrobidlis pelletekben, megnovelve ezzel a pelletek felhaszndlhatosdagdt. Sikeresen
alkalmaztunk vizes kétfdzisi rendszereket [-gliikoziddz koncentrdldsra és tisztitdsra.

Az aldbbiakban részletezem az enzimfermenticié teriiletén elért leglényegesebb
eredményeinket.

3.2.1 Szénforraskisérletek

¢ GoOzrobbantissal eldkezelt fiizfa mintdk lignin tartalmuktdl fiiggetleniil
alkalmazhat6k a celluldzfermentéacié szénforrasaként (19).

¢ Bestritett pentdzfrakcion (gdzrobbantott flizfa) szaporitva a T. reesei Rut C30
torzs képes a pent6zok hasznositdsdra és a kozeg bioldgiai detoxifikdldsara (20).

¢ Bestritett pent6zfrakcié (gdzrobbantott fiizfa) felhaszndldsdval a fermenticid
szénforrdsa (SPW) fele részben helyettesithetd, mikozben a hozam novekszik. A
fermentécids lag szakasz hosszdra a tenyészetek pH-janak van jelentds hatdsa (21).

¢ A dlritetlen pentéz frakci6 (gbzrobbantott flizfa), ellentétben a beslritett
valtozattal, csak korlatozottan alkalmas enzimfermentacié szénforrasaul (21).

¢ GoOzrobbantott lucfenyd felhaszndldsaval biztosithatd a celluldz fermenticid
szénforrasa mosott rostfrakcid és fele részben hemicelluloz frakcidé alkalmazasaval
(22).

¢ Hulldmpapir hulladék sikeresen haszndlhaté enzimfermentacié szénforrdsaként, a
melasz alapu szesz- illetve élesztOgyartds mellékterméke, a vinasz, képes a celluldz
fermentacids technolégidban a Mandels’ sok kivaltasara (23).

¢ T reeseiRut C30 és a T.viride OKIB1 torzsek a papiriszapot (papirgydri
hulladék) szénforrasként képesek hasznositani (24).

¢ GoOzrobbantassal elokezelt kukoricaszar és laktéz, mint fermentacids szénforrasok
alkalmasak a SF helyettesitésére, a laktéz kiilonosen a B-glikozidazt indukaldsara
alkalmas.

¢ Nedves oxidécidval elokezelt kukoricaszar hemicelluléz hidrolizituma (HH) dgy
alkalmas a fermenticié sordn a viz helyettesitésére, hogy a térfogati aktivitds minden
esetben, a hozam az enyhe koriilmények kozott nyert HH alkalmazédsakor nagyobb a
kontroll csapvizen elértnél.

3.2.2 A cellulaztermelést befolyasolo tényezok vizsgalata

¢ A maledt és trisz-maledt puffer rendszer alkalmas a rdzatott tenyészetek pH-janak
alland6 értéken tartdsdra. Trisz-maleat puffer alkalmazdsakor az extracelluldris

B-gliikkozidaz aktivitds jelent6sen nagyobb, mint a nem pufferolt rendszerekben (25).

¢ pH szabdlyzott laboratériumi fermentorban 4llandé pH-n, a pufferek adagolédsa
nélkiil nem termelhetd meg a razatott lombikokban elért B-glitkoziddz aktivitas, tehat
a j6 enzimtermeléshez nem elegendd az allandé pH biztositdsa. A trisz-maleat puffer
OsszetevOinek hatdsa még nem tisztazott (25).

¢ Szuperkritikus CO,-ban Trichoderma micélium maradéktalanul feltdrhaté (26).

¢ Solka Floc (ligninmentesitett fenydcellul6z, SF) szénforrdson a 7. reesei Rut C30
teljes enzimtermelése, azaz az intra- és az extracelluldris aktivitdsok Osszessége
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kiegyensilyozott, de mivel a megtermelt B-gliikoziddz részben a sejtfalhoz kotott, a
fermentlé feliiliszé B-gliikkozidazban szegény (26).

¢ T reesei Rut C30 ndvekedési dinamikdjanak vizsgilatakor megéllapitottuk, hogy
pillanatszertien képes metabolizmusat gliitkéz hasznositdsrél cellul6z hasznositdsira
atkapcsolni, mellyel egyiittjar az intenziv celluldztermelés (27).

3.2.3 Rekombinans Trichodermdkkal végzett fermentaciok

¢ Genetikailag modositott 7. reesei QM9414  torzsekkel rdzatott lombikos
fermentdcidban 7. reesei teljes Cel7B (EG I)-t, illetve Cel7B katalitikus alegységet jo
hozammal lehet szelektiven eldallitani (29).

o T reesei QM9414 torzs ratdplalasos fermentdcidjaban nagy szervetlen N-tartalom
alkalmazasakor a celluliz enzim mellett nagy mennyiségben szintetizlodik egy
szerin protedz. Ennek jelenlétével magyardzhatd, hogy a rekombindns torzzsel csak a
CBD nélkiili Cel7B-t tudtunk eldallitani (30).

¢ Thermoascus aurantiacus cbhl/cel7A génjét hordozd T. reesei mutans (RF6026)
ipari tdptalajon, nagylaboratériumi fermentorban hdstabil cellobiohidroldzt (CBH I)
képes szintetizdlni és kivdlasztani. Méréseinkkel igazoltuk, hogy a mutdns a tobbi
enzimkomponenst a sziild torzshoz (Rut C30) hasonlé ardnyban termeli. A heterolog
CBHI enzimtermelés sikerességét sajit homérséklet optimumdn végzett
enzimaktivitds méréssel igazoltuk (31).

3.24 p-gliikozidazzal kapcsolatos kisérleteink

o Az Aspergillus pelletek p-glikoziddz aktivitdsa szdritds kovetkeztében
drasztikusan lecsokken, a csokkenés a sejtfal toredezésének kovetkezménye, mely az
egymdst kovetd hidrolizisekben enzimkidramldst (enzimveszteséget) eredményez
(32).

¢ Az optimalizdlt glutdraldehides kezelés hatdsira a pelletek stabilitdsa
olymértékben megnd, hogy tiz egymast kdvetd kisérlet alatt sincs mérhetd csokkenés
a kezdeti hidrolizis sebességben (32).

¢ GoOzrobbantott flizfa hemicelluléz hidrolizatuma mind eredeti, mind koncentralt
formaban j6 szénforrds mindhdrom vizsgdilt Aspergillus fermenticidjahoz (A. niger,
A. foetidus, A. phoenicis). Az elért B-gliikkoziddz aktivitds értékek meghaladjdk a
kontroll szénforrason elérteket (33).

¢ Aspergillus niger B-glikoziddz tartalmi fermentlevének  feliiliszdja
polietilén-glikol-dextran vizes kétfazisi rendszerben az enzim tisztitisa mellett
kivaléan koncentralhat6 (35).

3.3 Az enzimes hidrolizis vizsgdlata teriiletén

Igazoltuk  1j, rekombindnsokkal  elddllitott  egyedi  enzimkomponensek
alkalmazhatosdgdt  kristdlyos és amorf celluloz  szubsztrdtokon.  Eldkezelt
lignocellulozok tiszta enzimkomponensekkel végzett hidrolizisekor tisztdztuk a xilandz
és xilogliikandz adagolds szerepét. Csak részben sikeriilt igazolnunk azt a
hipotézisiinket, hogy jobb konverziot érhetiink el, ha az enzimfermentdcio szénforrdsa
és az enzimes hidrolizis szubsztrdtja azonos. Kiilonbozo lignocelluloz szubsztrdtokon
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igazoltuk a polietilénglikol (PEG 4000) adagoldsnak a nem-produktiv enzimkotédés
csokkentésére gyakorolt pozitiv hatdsdt.

Az aldbbiakban részletezem a leglényegesebb eredményeinket, igazoldsainkat,
bizonyitisainkat az enzimes hidrolizis teriiletén.

3.3.1 Tisztitott enzimkomponensekkel végzett hidrolizis kisérletek

¢ Melanocarpus albomyces eredetli tiszta enzimkomponensek, endogliikaniz
(Cel7A) és cellobiohidrolaz (Cel7B) egyiittes hatdsa mind Avicel (mikrokristidlyos
celluléz) mind Walseth celluléz (foszforsavban duzzasztott celluléz, PASC)
hidrolizisekor szinergizmust mutat. Cellul6zkotd alegységet is tartalmazd
M. albomyces enzimkomponensek alkalmazdsakor a hidrolizis konverzidk javulnak, a
javulds az endogliikandzok esetén jelentsebb (36).

¢ Trichoderma enzimkomponensekbdl (CBHI, CBHII és EGII) és Aspergillus
eredetii B-gliikozidazbdl készitett ,,enzimkoktéllal” végzett hidroliziseinkben tisztitott
xilogliikandz, valamint xilogliikkandz+ xilandz kiegészités hatdsat vizsgélva
rémutattunk arra, hogy az elOkezelt lignocellulézok gliikdn konverzidja azaltal
fokozhat6, hogy az enzim szubsztrathoz val6 hozzéaférését gitlé hemicelluléz réteget
eltavolitjuk a celluléz rostokrél. A legjelentdsebb javulds a nagy hemicellul6z
tartalmu szubsztratok esetében tapasztalhat6 (37).

3.3.2 Kiilonbo6zé szénforrasokon fermentalt cellulaz aktivitasa fermentlevek
vizsgalata

+ Megallapitottuk, hogy az enzimkomplexek Osszetételét jelentdsen befolydsolja a
fermentdcidban alkalmazott szénforrds mindsége. A nagy xildn tartalmi szénforrdsok
alkalmasak nagy fajlagos xilandz és xilobidz aktivitds létrehozdséra (38).

¢ A hemicellulézt is tartalmazé SF hidrolizisekor az alkalmazott enzimkomplex
Osszetétele, mig a mikrokristdlyos tiszta celluléz (Avicel) hidrolizisekor a celluldzok
aktivitdsa a sebesség és konverzid6 meghatdroz6. GoOzrobbantott kukoricaszar
hidrolizisekor a SF-hoz hasonl6éan az enzimkomplex Osszetételének van jelentdsége
(39).

¢ Az enzimes hidrolizisben a B-gliikoziddz aktivitds nemcsak a gliikdn, hanem a
xildn konverzidt is noveli valdsziniileg azaltal, hogy a kis tagszdmu oligézok
felhalmozdéddsanak megakadélyozdsdval csokkenti a termék inhibiciét a celluldzok
illetve xilanazok miikodésekor (39).

¢ A hidrolizis eredmények elemzése szerint a glilkinkonverziora a B-gliikozidaz,
mig a xildnkonverzidra a B-gliikozidaz mellett, a xilandz aktivitdsnak van szignifikdns
hatdsa (39).

3.3.3 Az enzimek adszorpcidjara és az enzimes hidrolizis konverzigjara
gyakorolt PEG hatas vizsgalata

¢ Gozrobbantott lucfenyd enzimes hidrolizisekor polimerek adagoldsdval a
cellulizok nem-produktiv kotddése azdltal csokkenthetd, hogy az adagolt PEG
adszorbedlddik a lignin feliiletén ezdltal a celluldz mintegy fele (FPA) deszorbedlddik,
illetve nem is kotddik €s tjra felhaszndlhatéva valik a hidrolizdtumban (40).
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¢ A glzrobbantott lucfenyOnél taldlt adszorpciét csokkentd hatds nem éltaldnos,
fiigg a lignocellul6z szubsztrattol.

¢ A p-glikoziddz adszorpcid, illetve az adszorpciét csokkenté PEG hatds a
B-glikozidaz eredetének fiiggvénye Trichoderma eredetii enzimek esetén mind az
adszorpcid, mind a PEG hatds jelentOs, Aspergillus eredetli enzim esetében az
adszorpci6 kisebb mérvi és a PEG hatds mérsékeltebb.

3.4 Etanol és biohidrogén elodllitdasa teriiletén

Igazoltuk kiilonbozo lignocelluloz nyersanyagok alkalmazhatésdgdt hidrogén és
etanol fermentdcio szénforrdsaként. Kidolgoztuk az etanol koncentrdcio novelésének
technologidjat lignocelluloz szubsztrdtokon. Megdllapitottuk, hogy az enzimes
hidrolizishez kozelit6 homérsékleteken, valos szubsztdtokon a termotolerdns
Kluyveromyces torzsek nem erjesztenek jobban, mint a kozonséges pékéleszto
(Saccharomyces cerevisiae). Az etanolfermentdcio valos idejii detektdldsdra
kifejlesztettiink egy nyolc pdrhuzamos erjesztés egyidejii kivitelezését és detektdldsdt
lehetdvé tevo rendszert.

Az aldbbiakban részletezem a leglényegesebb eredményeinket az etanol és
biohidrogén eldallitasa teriiletén.

34.1 Hidrogén anaerob fermentacioval torténé eléallitasa

¢ Igazoltuk, hogy a kiilonb6zd termofil hidrogéntermeldk koziil (Thermotoga elfii,
Thermotoga neapolitana, Caldicellulosiruptor saccharolyticus), amelyek mind
képesek a papiriszap hidrolizatumot szénforrdsként hasznositani, a C. saccharolyticus
felhasznildsa a legkedvezdbb, miutian ennek az el6zd kettdvel ellentétben nincs
specidlis s6, nyomelem vagy élesztdextrakt igénye (41).

¢ Igazoltuk, hogy a C. saccharolyticus a kontroll tiptalajon (glikéz+xil6z) elért
hozammal 6sszemérhetd eredménnyel szaporithat6 papiriszap hidrolizatumon (42).

3.4.2 Etanol fermentacio

+ Kifejlesztettiink egy olyan rendszert, mellyel jol reprodukélhaté koriilmények
kozott, nyolc parhuzamos erjesztést tudunk kivitelezni és detektdlni egyidejiileg (43).

¢ GoOzrobbantassal el0kezelt lucfenyd szénforrds egyidejii  hidrolizise és
fermentédcidja sordn 5% szubsztrat koncentraciondl érhetd el a legnagyobb hozam.
Nagyobb szubsztrat koncentracidkndl nem kielégité a fermentdcié (a megndvekedett
inhibitor koncentracié kovetkeztében), kisebb szubsztrat koncentraciéndl a jelentds
tejsavképzodés csokkenti a hozamot (44).

¢ Gozrobbantissal elokezelt kukoricaszdr hemicelluléz hidrolizaituma (gliikéz
kiegészitéssel) S. cereviseae ATCC 26602 inhibitor rezisztens torzzsel, az ipari
termelésben elengedhetetlen alacsony pH-ji fermenticidban higitds nélkil
erjeszthetd. Flzfa és lucfenyd esetében az erjesztés csak higitott hemicellul6z
hidrolizdtumon folytathaté6 le. Az éleszt6torzs inhibitor tirése folyamatos
adaptacidval tovabb javithaté (45).

10
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¢ Termotolerdns Kluyveromyces torzsek kis inhibitor tolerancidjuk miatt
gbzrobbantott lignocelluléz szubsztriton nem alkalmasak a hosszi fermenticids idot
igényl6 szimultdn hidrolizisre és fermentaciora (46, 47, 48).

¢ Papirgyari iszapon mind a K. marxianus, mind a S. cerevisiae képes kozepes
hozammal etanolt fermentdlni. A termofil K. marxianus lignocelluléz szubsztratok
SSF étalakitdsaban emelt hdmérsékleten nem bizonyul jobb etanol termeldnek, mint a
mezofil S. cerevisiae (48).

¢ Nedves oxiddcioval el6kezelt kukoricaszar felhaszndldsdval tobblépcsos
szubsztrat adagoldssal megoldhat6 a szubsztat koncentracié olyan mértékii ndvelése,
hogy az etanol koncentrici6 a fermentici6 végén meghaladja a gazdasdgos
etanolkinyerés hatarértékét (49).

¢ ElIs6 és madasodik generdcios etanolelddllitdis Osszekapcsoldsdval, hidrolizalt
buzadara és gbzrobbantdssal elOkezelt buzaszalma felhaszndldsdval elérhetd a
gazdasigos etanolkinyerés hatdrértéke. A maximdlis etanol koncentricidhoz a
szubsztrétot fele-fele ardnyban cellul6z illetve keményitd tartalmi nyersanyaggal kell
biztositani (50).

3.5 Celluldzok és kiilonbozd lignocelluloz komponensek felhaszndldsa
teriiletén

Bizonyitottuk a celluldz enzimek alkalmazdsdnak fontossdgdt a szekunder rostokat
felhaszndlo technologidkban. Enzimesen kezelt takarmdnyokkal végzett etetési
kisérletekkel igazoltuk a celluldzok pozitiv hatdsdt a nyulak fejlodésének kezdeti
szakaszdaban. Bemutattuk a hemicelluloz adagolds pozitiv hatdsdt a tépdszildrdsdgra,
a biodegraddciora és a vizadszorpciora keményito alapii biomiianyagokndl.

Az aldbbiakban részletezem a leglényegesebb eredményeinket, igazoldsainkat,
bizonyitisainkat celluldzok papir- és takarmdnyipari alkalmazdsakor, valamint a
biomiianyagok tulajdonsdgainak javitdsanal.

3.5.1 Cellulazok papiripari felhasznalasa

¢ Celluliz enzimek hatékonysdgiat igazoltuk szekunder rostok viztelenedési
tulajdonsdgainak javitdsdban (28).

+ Megallapitottuk, hogy a celluldz komponens szubsztriatkotd alegységének (CBD)
megléte vagy hidnya a vizsgdlt szekunder rost- és papirjellemzdknél altaldban nem
befolydsolja az elért hatdst (28).

¢ Genetikailag moédositott 7. reesei QM9414 torzsek dltal, az endogén celluldzok
glitkéz-represszidja mellett szelektiven termelt TrCel7B (EG I) és TrCel7B katalitikus
alegységét tartalmazé fermentlé alkalmas kozvetlenill, azaz tisztitds és egyéb
feldolgozas nélkiil szekunder rostok viztelenedési tulajdonsdgainak javitasara (29).

3.5.2 Nyultap cellulazos kezelése

Megéllapitottuk, hogy celluldz-hemicelluldz enzimkiegészités eldsegiti fiatal
nyulakban a tdpanyagok feltardsat és hasznosuldsit. A takarmdnnyal bejuttatott
celluldz-hemicelluldz enzimkomplex kedvezd hatdsa elsdsorban az elvalasztast kdvetd
két hétben jelentkezik.

11
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3.5.3 Lignocellul6z komponensek felhasznalasa biomiianyagok
tulajdonsaganak javitasaban

Az izolalt hemicellul6z (CFG - Corn Fibre Gum) a termoplasztikus keményitd (TPS)
egyes tulajdonsidgainak javitdsdra sikeresen felhaszndlhat6, miutdn adagoldsdnak
hatdsdra a TPS minta vizadszorpcidja és biodegradacidja csokken, szakitdszilardsdga
novekszik (7).

skkeosk

Legfontosabb tudomdnyos eredményeim mellett feltétleniil emlitésre méltonak
tartom, hogy: Magyarorszdgon elsdként sikeriilt megalapoznom a méasodik generacios
lignocelluléz alapi {lizemanyagetanol gyéartds kutatéi bdzisit nemzetkodzi
egyiittmiikodésben, hazai és nemzetkozi palydzatokkal az infrastruktiratdl a személyi
feltételekig. Elért tudomdnyos eredményeink nemcsak hazdnkban, de
vildgviszonylatban ismertek és elismertek. A témavezetésem mellett végzett
doktordnsok Eurdpa jelentds kutatdintézeteiben és egyetemein (Svédorszdg, Dadnia,
Finnorszag) posztdoktorként tevékenykedtek ill. dolgoznak jelenleg is.
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