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1 Roviditések jegyzéke

Ac-195-15
ACE
AFEX
Alk-195-15
Alk-185-5
AMG

ARP

ATCC
BGL
BSA
BTL
CBB
CBD/CBM
CBH

cF

CF

CFG
CGF
CIEMAT

CMC
Csav
DCF
DHH
DMC
DNS
DO
DP
E/S
EC
EG
EGI
EGII
ENEA

ETBE
F (HH)

Savkatalizalt 195°C-os nedves oxidacios el6kezelés, 15 perc
Alap celluldz enzim keverék (CBH I + CBH II + EG II + BGL)
Ammonids szdl robbantds / Ammonia fiber explosion
Ligkatalizalt 195°C-os nedves oxidacios elokezelés, 15 perc
Ligkatalizalt 185°C-os nedves oxidacios elokezelés, 5 perc
Amilogliikozidaz

Ammonia perkoldcio és visszanyerés / Ammonia recycle
percolation

American Type Culture Collection

B-gliikozidaz

Marha szérum albumin / Bovine serum albumin
Biomasszabdl folyadék / Biomass to liquid

Coomassie Brillant Blue reagens

Cellul6z koto régié / Cellulose binding domain / module
Cellobiohidroldz

Betoményitett hemicellul6z frakci6 / Concentrated filtrate
Kukoricarost / Corn fiber

Kukoricarost gumi / Corn fiber gum

Kukorica fehérje takarmany / Corn gluten feed

Centre for Energy-Related, Environmental and Technological
Research (Madrid, Spanyolorszag)

Karboxi-metil-celluléz

Kénsav koncentracio

Keményitd mentes kukoricarost / Destarched corn fiber
Detoxifikalt hemicellul6z hidrolizatum

Kozvetlen mikrobioldgiai 4talakitds / Direct microbial conversion

Dinitroszalicilsavas reagens

Oldott oxigén / Dissolved oxygen
Polimerizéci6 fok / Degree of polymerization
Enzim : szubsztrat ardny

Enzyme Commission

Endogliikanaz

Endogliikanaz I enzim

Endogliikanaz IT enzim

Italian National Agency for New Technologies, Energy and
Sustainable Economic Development (Trisaia, Olaszorszag)

Etil-tercier-butil-éter

Szurlet / Filtrate (hemicelluléz hidrolizatum); Pentdz frakcid,
Folyadékfrakcid
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FAO Az ENSZ Elelmezési és Mez6gazdasagi Szervezete / Food and
Agricultural Oganization

FOSHU Funkcindlis élelmiszerek / Foods for specified health use

FPA Szirdépapir lebonto aktivitds / Filter paper activity

FPLC Gyors fehérje folyadékkromatografia / Fast protein liquid
chromatography

FPU Szirdpapir lebontd aktivitdsi egység / Filter paper unit

GH Gliikozid-hidroldz

GPD Gliceraldehid-foszfat-dehidrogendz

GTL Gézbdl folyadék / Gas to liquid

h Ora / Hour

HEC Hidroxi-etil-cellul6z

HMF Hidroxi-metil-furfurol

HPLC Nagy hatékonysagi folyadékkromatogréafia / High-performance
liquid chromatography

IEF Izoelektromos fokuszalds

U Enzimegység / International unit

1U/ml Enzimegység/ml / International Unit/ml

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

kDa Kilo dalton

KSH Kozponti Statisztikai Hivatal

Mt Molekulatomeg

OCC Ujrahasznositott karton hulladék / Old corrugated cardboard

OECD Gazdasagi Egyiittmkodési és Fejlesztés Szervezete / Organization
of Economic Co-operation and Development

PASC Foszforsavban duzzasztott celluléz / Walseth cellul6z

PCF Eldkezelt kukoricarost / Pretreated corn fiber

PDA Burgonya-gliik6z-agar / Potato-dextrose agar

PEG 4000 Polietilén glikol (Mt: 4000)

pl Izoelektromos pont

pNPC p-nitrofenil-B-D-cellobiozid

pNPG p-nitrofenil-B-D-glitkopiranozid

PSF El6hidrolizalt Solka Floc / Prehydrolysed Solka Floc

PWM El6hidrolizalt buzaliszt / Presaccharified wheat meal

RI Torésmutatd index / Refractive index

S Szubsztrat / Substrate

SDS-PAGE Na-dodecilszulfét poliakrilamid gélelektroforézis / Sodium
dodecilsulphate polyacrilamide gelelectrophoresis

sec Misodperc / Secundum

SEC Meéretkizarasos kromatografia / Size eclusion chromatography

SF Solka Floc (ligninmentesitett, csokkentett hemicellul6z tartalomu

lucfenyd cellul6z)



SHF

SPAS
SPCS
SPH
SPHH
SPHS
SPOW
SPS
SPSSB

SPW
SPW-D 4%

SPW-D 4%, H 48h

SPW-D 50%

SPW-H 24h

SPW-H 48h

SSF

sz.a. / D.M.
T

t

tf

TPS
TrCel7B
TrCel7Bcore
A"

Vinasz

WIS
WOCS

XG
XL
X0

Yethanol
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Szeparélt hidrolizis és fermentaci6 / Separate hydrolysis and
fermentation

GOzrobbantott nydrfa / Steam pretreated aspen

GOzrobbantott kukoricaszdr / Steam pretreated corn stover
GOzrobbantott kender / Steam prtetreated hemp
Gdzrobbantott kenderpozdorja / Steam prtetreated hemp hurds
GOzrobbantott silézott kender / Steam pretreated hemp silage
GO0zrobbantott tolgyfa / Steam pretreated oak wood
GO0zrobbantott lucfenyd / Steam pretreated spruce

GO0zrobbantott cukorcirok bagasz / steam pretreated sweet sorghum
bagasse

GOzrobbantott fiiz / Steam pretreated willow

GOzrobbantott fiiz 4%-0s H,O,-dal ligninmentesitve / Steam
pretreated willow delignified with 4% H,0,

GOzrobbantott fiiz 4%-0s H,O»-dal ligninmentesitve, majd
enzimesen hidrolizdlva / steam pretreated willow delignified with
4% H,0; and enzymatically hydrolysed

GOzrobbantott fiiz 50%-o0s H>O,-dal ligninmentesitve / Steam
pretreated willow delignified with 50% H,O,

Gozrobbantott fuz 24 6ras enzimes hidrolizis utan / Steam
pretreated willow enzymatically hydrolysed

Gozrobbantott fliz 48 o6ras enzimes hidrolizis utian / Steam
pretreated willow enzymatically hydrolysed

Egyidejii cukrositas és fermentdcié / Simultanaeous
saccharification and fermentation

Szarazanyag tartalom / Dry matter

Homérséklet

Reakci6idd

Térfogat

Termoplasztikus keményit6 / Thermo plasticized starch
Trichoderma reesei EG 1

Trichoderma reesei EG I katalitikus mag (domén)
Reakci6térfogat

Etanol-, vagy siit6élesztéfermentacié bestiritett fermenticids
(desztillaciés) maradéka

Vizoldhatatlan szildrd anyag / Water-insoluble solid

Nedves oxidacioval elokezelt kukoricaszar / Wet-oxidised corn
stover

Xilogliikanaz

Xilanaz

Xilooligoszacharid

Etanol hozam [g/g szénhidrat]



dc_22 10

2 Bevezetés

Az emberiség nyersanyagait és energiaforrdsait a koriilvevo természetbdl szerezte be egészen
addig, amig a koOolaj olcsébbnak nem bizonyult a természetes anyagokndl. A kdolaj
térhdditasaval fokozatosan felborult az egyensily és a milli6 évekkel ezel6tt megkotott
széndioxid nagy mennyiségben felszabadult, evvel jelentds véltozdst okozva a légkor
csak a tuddsok vettek tudomdst, de a kozelmiltban a kornyezetvédelmi gondok, az
energiahidny illetve az energetikai ellatdsban jelentkezd problémdk mdar a dontéshozdkat is a
megijuld, pontosabban megijithatdé nyersanyagok és energiaforrdsok haszndlata felé
forditottdk. Ezdltal a biomassza felhaszndldsa - egyelére foként energiaforrasként - tjra
el6térbe keriilt.

A novényi biomassza a szén, a foldgdz és a kéolaj utdn a negyedik legnagyobb mennyiségben
el6forduld energiaforrds. A Foldon taldlhaté teljes é€l0 anyag becsiilt mennyisége
nedvességtartalommal egyiitt koézel 2000 millidrd tonna (Whittaker és Likens, 1975).
Magyarorszdgon a biomassza teljes mennyisége 350-360 milli6 tonna, az ebbdl évente
Ujratermel6dd mennyiség 105-110 milli6 tonna (Energiatermelés biomasszabdl, 2007). Ennek
brutté energiatartalma 1100-1200 PJ, ami jécskdn feliilmilja hazank energiafelhasznaldsat.
Ebbdl a potencidlis készletbdl hazdnkban a ténylegesen energiatermelésre felhasznalhaté
biomassza becsiilt mennyisége dgazatonként a kovetkezd: novénytermesztés 4-4,5 millid
tonna, erdégazdasig 3-4 millié tonna, allattenyésztés 1,8-2,3 millié tonna, élelmiszeripar
150-200 ezer tonna, telepiilési hulladék 25-30 milli6 tonna (Bai és mtsi., 2002).

A biomassza energetikai célu felhaszndldsdra a kozvetlen égetésen kiviil a biolizemanyagok
elddllitasa jelenthet megoldast. Ezek eldnye, hogy a nett6 tiveghdzhatdsi gdz kibocsijtdsuk
kicsi, igy csokkenthetdé az iizemanyagok kornyezetre (pl. az éghajlatvaltozédsra) gyakorolt
negativ hatdsa. Mivel a meguijul6é nyersanyagok foldrajzi eloszldsa viszonylag egyenletes, a
fosszilis energiahordozdkkal nem rendelkezd orszdgok energiafiiggdsége hosszitdvon
megsziintethetd. Egyuttal a biomassza lokdlis feldolgozdsdval lehet6ség van vidéki
munkahelyek teremtésére, ami csokkentheti a centralizalt teriiletek és ezen régiok kozti
gazdasagi kiillonbségeket (Hahn-Hégerdal és mitsi., 2006).

Az EU célja, hogy 2030-ra a felszini kozlekedés iizemanyag sziikségletének 25%-a biologiai
eredetll legyen, s ezt legaldbbis részben a versenyképes eurdpai ipar dllitsa el. Ezért
Eurépdban is egyre nagyobb hangsilyt kapnak a biolizemanyagok eldallitdsdval kapcsolatos
kutatdsok, fejlesztések. Kezdetben az etilalkohol és a biodizel, majd a biohidrogén, biobutanol
és biogdz elddllitasi technoldgidkat fejlesztették. Az utdbbi években pedig elterjedtek a teljes
biomasszdt felhaszndlé6 BTL eljardsok, melyek a biomassza gézositdsa utdn Fischer-Tropsch
szintézissel allitjdk eld az un ,biocrude”-ot, melynek hidrokrakkoldsdaval nyerik a GTL
lizemanyagot, konnyiibenzint, paraffint és kendanyagokat. A biolizemanyagok koziil a
bioetanolt és a biodizelt mir ma is haszndljuk tobbnyire benzinhez, illetve dizelolajhoz
keverve. A biodizelt novényolajbol atészterezéssel, illetve a NEXBTL eljarasban katalitikus
hidrogénezéssel, az etilalkoholt erjesztéssel allitjak el cukorbdl, keményité hidrolizatumbdl.
Jelenleg a vilag etilalkohol termelés nyersanyagdnak mintegy fele cukorndd, a madsik fele
kukorica. Mind a szacharéz, mind a keményitd alapu technoldgia évszdzadok ota ismert és
alkalmazott ipari méretekben. Ma ezeket a kodznyelvben ,elsd generdcidés” iizemanyag
elddllitasi technoldgidnak nevezziik. Ezt a technoldgiit, miutin élelmiszer és takarmény
alapanyagot haszndl fel, szdmos kritika éri az élelmiszerdrakra, és az élelmiszerellitds
biztonsdgara gyakorolt kedvezOtlen hatdsa miatt. A kutatdsok és fejlesztések ezért a
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lignocelluléz alapi (,,mdsodik generdcids”) etalol elddllitds teriiletén folynak nagy
intenzitdssal.

Kutatémunkdm mindvégig a lignocellul6zok biokonverzidjahoz kapcsoldédott. Ez volt
a témdja Miuszaki Doktori értekezésemnek (Penész eredetii cellulozbonté enzimek
eldallitisa, BME, 1981) és az 1992-ben megvédett Kandidatusi Disszerticiomnak is
(Lignocellul6zok biotechnolégiai hasznositdsdnak lehetdségei és problémai). Doktori
értekezésemben a kandidédtusi dolgozatom beaddsa oOta eltelt 20 év tudoményos
eredményeit foglalom 0Ossze. Ebben az id6ben arra torekedtem, hogy
kutatécsoportommal minél szélesebb korben vizsgdljam a megtermeszthetd, illetve a
melléktermékként keletkez6 ndvényi biomasszdt Osszetétele, éves mennyisége és
feldolgozhatdsédga tekintetében. Meggy6zddésem, hogy a nagyon heterogén ndvényi
biomassza elOkezelésére, frakciondldsara, felhaszndldsara kiilonb6zd technoldgiai
javaslatokat kell adni. Dolgozatomban ezeket foglalom 6ssze. Munkdm sordn arra is
rdmutatok, hogy a mezdgazdasigi termelés, az élelmiszeripar, a takarmanyozds és a
biolizemanyagok egy egységet kell, hogy alkossanak. A szdmos potencidlis termék
koziil a legnagyobb hangsulyt az etilalkohol, mint mdsodik genericids lizemanyag
kapta, de emellett foglalkoztunk a biohidrogén, a névényi gumik és ndvényi szterinek
eldallitasaval, ill. kinyerésével is. A lignocelluléz alapu etanol eldallitdsi technoldgia
kidolgozésdnak elengedhetetlen velejardja a celluldz enzim elddllitdsa és a celluléz
enzimes hidrolizisének vizsgdlata. Enzimfermentdcids kisérleteink sordn kiilondsen az
Uj nyersanyagok fermenticids szénforrasként valé felhaszndldsat vizsgdltuk, az
enzimes hidrolizisben pedig a kiilonboz6 dsszetételi enzimkomplexek, segitd enzimek
és polimerek hatdsat néztiik a hidrolizis kezdeti sebességére ill. a konverzidra.

A lignocellul6zokban a hasznosithaté cukrok komplex, poliszacharidokban kotott formaban
taldlhatok meg, melyek felszabaditdsa a polimer matrixbdl nem egyszerli, mivel a ndvényi
sejtfal szerkezete mind vegyszereknek, mind mikroorganizmusoknak meglehetdsen ellendlld.
A szerkezetet ezért valamilyen el0kezeléssel fel kell lazitani. Ez torténhet fizikai, kémiai,
fiziko-kémiai, illetve biolégiai mddszerekkel. Az elOkezelések hatékonysdga mérhetd a
rostfrakcidban felddsult cellul6z enzimes bonthatésagdval, a hidrolizatum erjeszthetéségével,
és/vagy a folyadék frakcidéban Iév6 cukrok mennyiségével, felhasznalhatésdgdval.

BIONMASSZA —].

Cellulaz enzimn
termelés

| Hidrolizis
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1. dbra Méasodik generacids etil-alkohol eldallitdsdnak technoldgiai sémaja
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A fellazitott polimer szerkezet ezt kovetden hidrolizdlhaté enzimek vagy vegyszerek
felhaszndldsaval. Utobbira példa az egy- vagy kétlépcsOs hig savas, elobbire pedig a
kereskedelmi vagy sajat fermentdldsid enzimekkel végrehajtott enzimes hidrolizis. Kordbban a
higsavas hidrolizis, napjainkban az enzimes technoldgia (1.4bra) megvaldsuldsa latszik
valészinlinek. Egyre tobb kisérleti és demonstracids izem kezdi meg miikodését buzaszalmat,
erdészeti hulladékot és egyéb lignocellul6zokat haszndlva fel nyersanyagaul. Kanada, USA,
Svédorszag, Ddnia, Norvégia, Finnorszdg, Spanyolorszdg mar rendelkezik miikodo kisérleti
tizemmel (Bacovsky és mtsi., 2011). Az enzimes technolégidk eldnye, hogy a kdrnyezetet
kevésbé terhelik, emellett az enzimes reakcidk szelektivek, enyhe koriilmények kozott
valésulnak meg, s igy nem kovetkezik be a keletkezd cukrok bomlédsa, mely a savas
technoldgidkban gyakran el6fordul. A hidrolizis eredményeképpen kapott monoszacharidok
mikroorganizmusok segitségével (pl. Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis)
etanolld fermentdlhatok, amely desztillaciot kovetden iizemanyagként felhaszndlhato.

10
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3 Irodalmi attekintés

3.1 A lignocelluloz alapu etilalkohol gydrtas potencidlis nyersanyagai

Magyarorszdg mezdgazdasagi melléktermékei koziil a kukoricaszdr és a buzaszalma egyiittes
éves mennyisége 15-20 millié tonna (2. dbra). Meggydz8désem, hogy az elsé lignocelluldz
alapu etanolgydr mezdgazdasagi, vagy agroipari mellékterméket fog elsddleges nyersanyagéul
felhaszndlni, ezért vizsgéltuk a kukoricaszar, kukoricarost, bizaszalma, cukorcirok bagasz,
kenderpozdorja felhaszndlhatésdgit. Miutan kutatdmunkdnk nagy részét skandindv
egylittmiikodésben folytattuk, az ott rendelkezésre 4ll6 nyersanyagokat (fizfa, feny6fa) is
felhasznaltuk. Emellett a kender, a ndd, az energiafli, mint termesztett, illetve megtermo teljes
novény keriiltek a vizsgdland6 nyersanyagok kozé€.

18
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DObuzaszalma

B kukoricaszar

millié tonna
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2. dbra Buzaszalma és kukoricaszar hazai éves becsiilt mennyisége a KSH gabonatermés
adatai alapjan (http://portal.ksh.hu)

A cellul6z tartalmd biomassza, vagyis a lignocellul6zok a novény fajtajatol és érettségi
fokatdl fiiggben eltérd mennyiségben tartalmaznak cellul6zt, hemicellulézt és lignint, mely
hiarom polimer adja a szdrazanyag 85-90%-it. A lignocellul6zok jellemzéen 40-50%
cellul6zbdl, 25-30% hemicellul6zbdl és 15-20% ligninb6l allnak (Wyman és mtsi., 2005),
melyek mellet dsvdnyi anyagok, olajok, fehérjék, egyéb poliszacharidok is megtaldlhatok
benniik. Az egyes novények {6 lignocellul6z komponenseinek ardnyét az 1. tablazat foglalja
0ssze.

1. tabldzat  Lignocellul6z nyersanyagok dsszetétele (100% sz.a.-ra vonatkoztatva)

Nyersanyag Gliikan Xilan Galaktan Arabinan Mannan Lignin
Fiizfa (keményfa)' 41,5 15,0 2,1 1,8 3,0 23,3
Lucfenyd (t(]level(])2 49,9 5,3 2,3 1,7 12,3 28,7
Kukoricaszar® 37,2 21,1 3,0 6,1 - 26,0
Buzaszalma* 32,6 20,1 0,8 3,3 0 24,2

'Sassner és mtsi., 2005, “Séderstrdm és mtsi., 2003, *Ohgren és mtsi., 2006b, “Linde és mtsi., 2008

11
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3.1.1 Celluloz

A ndvényi biomassza legnagyobb hdnyadat, mintegy 40%-ét a cellul6z polimerek alkotjak. A
cellul6z homopoliszaharid, legkisebb ismétlodo egysége a cellobidz, mely két B-1,4-kotéssel
kapcsolodé glitkéz molekula dimerje, benne a gliik6z monomerek egymédshoz képest 180°-kal
elforgatva helyezkednek el. A cellul6z hosszi (100-15000 glikéz egységnyi) linedris
polimer, mely inter- és intramolekuldris hidrogén kotések kialakitdsdra nagymértékben
hajlamos, az igy stabilizdlt makromolekula nagyfokd rendezettséggel jellemezhetd, vizben
oldhatatlan, kémiailag stabil és enzimeknek is viszonylag ellendll6. Az elsddleges sejtfalban a
celluléz rostok dtmérdje jellemzden 3 nm. A cellulézt a roston beliil kristdlyos és amorf
(parakristdlyos) részek alkotjak.

3.1.2 Hemicellul6zok

Az éveld és az egynydri novényekben a hemicellul6zok alkotjdk a biomassza 25-35%-at. A
hemicellul6zok mindazon nem keményitd jellegli poliszaharidok, melyek magasabb rendii
novények elsddleges és mdasodlagos sejtfaldban a cellul6zzal asszocidlva fordulnak eld és
liggal kiextrahdlhatok (Schulze, 1891). Polimerizacids fok és Osszetétel tekintetében nagy
véltozatossdgot mutatnak. A ldnchossz altaldban kisebb, mint celluléz esetében, ugyanakkor
nagyszamu oldallinc helyezkedik el a f6 vdzon, igy a hemicellul6zok kevésbé kristalyos,
reaktivabb molekuldk. Legfébb alkotéelemeik az IL-arabindéz, D-galaktéz, D-gliikdz,
D-gliikkuronsav, D-mannéz és D-xil6z, de ezen kivill L-fukéz, L-rhamnéz és L-galaktéz is
megtaldlhaté oldalldncaikban.

A hemicellul6zok a celluléz lancokat beburkolva védik, illetve Osszekottetést biztositanak a
celluléz lancok €s a lignin régidi kozott.

A f6lanc alapjan megkiilonboztetiink xildnokat, manndnokat, vegyes kotésti B-glitkdnokat,
xilogliikdnokat és arabinogalaktdnokat (Ebringerova és mitsi., 2005).

3.1.3 Lignin

A lignin a fenil-propdn alegységekbdl felépiild nagyon véltozatos aromds polimerek
gytjténeve (Ralph és mtsi., 2004). Hiarom fenil-propdn szdrmazék, a p-kumaralkohol, a
koniferil-alkohol és a szinapil-alkohol a f6 alkotéelemei, melyeket a ligninben p-hidroxifenil,
guaiacil és sziringil csoportoknak nevezik. Ezekbdl képzddik enzim katalizdlt polimerizicids
reakciéban az amorf, eldgazé szerkezetii, éter és szén-szén kotéseket tartalmazo lignin hildzat
(3. abra).

A lignin szerkezetének bonyolultsdga miatt azt a mai napig nem sikeriilt egzakt mdédon leirni.
A lignin a hemicellul6zzal egyiitt impregndlja a celluléz rostokat a masodlagos sejtfalban
(Christiernin, 2006). Szerepe a sejtfal erdsitésében, a novények stabilitdsdnak biztositdsdban
van. Nagy mennyiségben taldlhat6 a kozEépsO lamelldban is, ahol egyfajta ,ragasztéanyag”
szerepét tolti be, a sejtek Osszekapcsoldsaért felelds (Suhas és mtsi., 2007).

12
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3. dbra Lignin polimer szerkezetének sematikus dbrdzoldsa

3.2 A lignocellulozok szerkezete

A lignocellul6z szerkezet mikroorganizmusoknak és vegyszereknek egyardnt rendkiviil
ellendlld, mely a bioetanol céli feldolgozast jelentdsen megneheziti. Ennek az ellenallésdgnak
a legfébb okai magdban a szerkezetben keresendOk, azaz az epidermdlis szovetek
erdsségében, a szdllitonyalabok stirliségében és elhelyezkedésében, a lignin mennyiségében, a
sejtfal komponensek szerkezeti inhomogenitdsiaban és komplexitdsaban, az enzimek szdmdara
nehezen hozziférhetd oldhatatlan szubsztritban és a sejtfalban jelen 1évd, vagy valamely
technoldgiai folyamat sordn képz6dd fermentacios inhibitorok jelenlétében (Himmel és mtsi.,
2007). A maésodlagos sejtfal harom 6 komponensének, a celluléznak, hemicelluléznak és
ligninnek a ,,térbeli” elhelyezkedését szemlélteti a 4. dbra.

Celluloz

AN

Lignin —_

K
/
!

. ,
Hemicelluloz

4. abra Lignocellul6zok {6 alkotéelemeinek egyméshoz viszonyitott elhelyezkedése
(SciDAC review, 2009)

3.3 Lignocelluloz biomassza eldkezelése

Miutén a cellul6z a lignocellul6zokban komplex struktirdban, hemicellul6zzal és ligninnel
atszOve van jelen, ahhoz, hogy enzimesen hidrolizdlni tudjuk, a lignocelluléz szerkezetet fel
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kell lazitani. Ezt a fellazitast nevezziik el0kezelésnek. Ennek célja a lignin és hemicellul6zok
részleges vagy teljes eltdvolitdsa, a celluldz kristdlyossdgdnak csokkentése, és a porozitds
novelése. A ligninmentesitéssel jelentdsen ndvelhetd a hidrolizis sebessége (McMillan, 1994),
mert a lignin gitolhatja az enzimeknek a szubsztrathoz torténd hozzaférését a hidrolizis sorén.
Emellett feliiletén irreverzibilisen kotddhetnek hidrolitikus enzimek (Berlin és mtsi., 2006;
Palnonen és mitsi., 2004; Borjesson és mtsi., 2007), igy csokkenhet az aktiv enzim
koncentricidja, mely szintén a hidrolizissebesség csokkenéséhez vezet. A hemicellulézok
oldatba vitele kettds célt szolgal, egyrészt a celluloz rostok felszinérdl eltavolitva azokat, n6 a
cellulazok szdmadra hozzaférhetd szubsztratfeliilet (Wyman, 1996), masrészt, mivel a lignint a
cellulézhoz kotik, kiolddsukkal a lignin egy része is eltdvolithatd, vagy a cellul6z-lignin
kapcsolat fellazithatd. Az eldkezelés erdsségének novelésével az elékezelt szilard anyagban
maradé xildn tartalom daltaldban csokken, a folyadék fazisban xilooligomerek, xiléz (és
esetleges degradécios termékei) jelennek meg, egyittal n6 a cellul6z enzimes bonthatésdga is
(Kabel és mtsi., 2007).

A j6 el6kezelés kritériumai, hogy a celluléz hozzidférhetdségének javitisa mellett ne
keletkezzenek olyan melléktermékek, melyek a hidrolizis (Palmqvist, 1996), vagy az alkohol
fermentacié (hidrogénferementacié) 1épésében inhibitorként viselkedhetnek (Klinke és mtsi.,
2004; Palmqvist és Hahn-Hégerdal, 2000a,b). Az el6kezelés alapvetden négy féle lehet:
fizikai, kémiai, bioldgiai és fiziko-kémiai, emellet lehetdség van az egyes elOkezelések
kombindcidjéra is.

3.3.1 Fizikai elokezelés

A fizikai elkezelés célja a szemcseméret csokkentése Orléssel illetve dardlassal. Ezeknek
energiaigénye éltaldban nagy, ezért ipari méretben nem lehetnek gazdasigos eljardsok (Datta,
1981). Takacs és mtsi. (2000) gammasugarzds alkalmazasaval novelték a celluléz szubsztrat
fajlagos feliiletét, s csokkentették a kristdlyossdgot, de nem tapasztaltak bonthatdsag javulast a
kezelés hatdséra.

A legegyszerlibb el6kezelés az un. ,hidrotermolizis”, vagy ,,aquasolv” eljaras, melynek sordn
az alapanyagot vizzel keverik, majd 200°C koriili hdmérsékleten termosztéljak kb. 15 percig
(van Walsum és mtsi., 1996). Ezzel a mddszerrel a ligninnek és a hemicellul6znak egy része
oldatba megy, a moddszer hatékonysdgit noveli, ha savas vagy ligos katalizatort is
alkalmazunk, ekkor az eljardst hig savas, illetve ligos el6kezelésnek nevezziik. A savak
elsésorban a hemicellulézt viszik oldatba, a ligok inkabb a lignint.

3.3.2 Kémiai elokezelés

A kémiai elokezelések egyik lehetséges modja az 6zonnal torténd lignin bontds, mely
szobah6fokon, 1égkori nyomdson végbemegy, €s alkalmazdsa sordn nem keletkeznek toxikus
melléktermékek. Ez a mddszer azonban az 6zon haszndlata miatt nagyon koltséges. A
gyakorlatban nagyobb jelent0ségii a savas vagy ligos hidrolizis. El6bbire jellemzd példa a
kénsavval végrehajtott hig savas eldkezelés, mely kivitelezhetd6 nagy hOmérsékleten
folyamatos ilizemli reaktorban kis szdrazanyag koncentrdcié mellett, illetve alacsonyabb
homérsékleten, szakaszos reaktorban nagy szdrazanyag koncentracidéval (Schell és mtsi.
1992). A lugos eldkezelés sordan a hemicellulézok kozotti észterkdtések elszappanosodésa
okozza a szerkezet fellazulasat (Hespell, 1998; Doner és Hicks, 1997; Doner és mtsi., 1998).
Az ammonids vagy nitrium-hidroxidos kezelés hatékonysdga a nyersanyag lignintartalmatdl
fiigg. Mezdgazdasdgi melléktermékek kezelésére dltaldban alkalmasabb, mint fis anyagokra
(Galbe és Zacchi, 2007). Kim és Holtzapple (2005) mezdgazdasidgi melléktermékek
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kezelésére a kalciumhidroxidot taldlta a legalkalmasabbnak. A kémiai eldkezelések nagy
elénye, hogy egyszerli kémiai laboratériumban kivitelezheték, és viszonylag egyszerl
eszkozokkel megvaldsithatok méretndvelt rendszerekben is. Az utdbbi években az ionos
folyadékokat (pl. 3-metil-N-butilpiridinium klorid) “z6ld oldészerekként” hasznéltdk
el6kezelésre. Dadi és mtsi. (2006) azt tapasztaltik, hogy az ionos folyadékokkal torténd
kezelés hatdsira a szénhidratok és a lignin egyardnt oldédnak, de nem degraddlédnak. Yang
és Wyman (2008), kiknek lignocellul6zok hasznositdsara vonatkozé munkdssdga tobb évtized
Ota toretlen, egyelore kétkednek, hogy az ionos folyadékok jelentik-e az A&ttdrést a
lignocellulézok eldkezelésében. Tovéabbi lehetdség a kémiai el0kezelésre a szerves oldoszerek
alkalmazdsa (,,organoszolv” eljards), ebben az esetben szerves olddszert vagy annak vizes
elegyét haszndljdk valamilyen szervetlen sav katalizdtor jelenlétében a hemicellulézok és a
lignin kozti kotések bontdsara, a lignin oldatba vitelére.

3.3.3 Biologiai elokezelés

Biologiai elokezelés alatt tobbnyire mikrobioldgiai lignin eltidvolitdst értiink. Leginkdbb
kiilonb6zé gombdkat haszndlnak e célra (Trametes, Polyporus, Plaerotus nemzetségbdl),
melyek oxido-reduktdz enzimjeik révén (mangan-peroxidazok, lakkdzok, lignin-peroxidazok)
bontjak a lignint (Valanskova és mtsi., 2007). Hatranyuk egyrészt, hogy nemcsak a lignint
tdmadjdk meg, hanem gyakran a cellulézt és a hemicellul6zokat is, igy az el6kezelés sordn
cukor veszteség jelentkezhet, masrészt, hogy a kezelések nagyon iddigényesek (Wyman,
1996; Lynd és mtsi., 1999).

3.3.4 Fiziko-kémiai elokezelések

A leggyakrabban alkalmazott elokezelések a fiziko-kémiai csoportba tartozé gdzrobbantis,
nedves oxiddlds és ammonids robbantds (AFEX - Ammonia Fiber EXplosion).

Az AFEX kezelés sordn nagy hdmérsékleten (~90°C) és nyomdson folyékony ammonidval
(1-2 kg ammonia/ kg nyersanyag) kezelik a nyersanyagot, majd a nyomdst hirtelen
lecsokkentik. E mddszer elonye a ligos kezeléssel szemben, hogy az ammonia, illékonysaga
kovetkeztében, a folyamat végén konnyen visszanyerhetd (Wyman és mtsi., 2005). Az
el6kezelt nyersanyagot nem sziikséges méregteleniteni (detoxifikdlni), s6t a rostokban maradd
ammonia az etanolfermentdcié sordn a mikroorganizmusok szdméra hasznosithaté (Teymouri
és mtsi., 2005). Els6sorban az USA-ban alkalmazzdk, kizdr6lag mezdgazdasigi
melléktermékek és flifélék elokezelésére. Kiilondsen sok eredmény flizOdik kukoricaszér
el6kezelése kapcsidn Bruce Dale kutatdcsoportjdnak munkéssdgéhoz (Alizadeh és mtsi., 2004;
Garlock és mtsi., 2009; Bals és mtsi., 2011; Li és mtsi., 2011).

Nedves oxidacié sordn nagy hémérsékleten (150-200°C-on) vizes kdzegben, nagynyomdsu
oxigénnel vagy levegOvel kezelik a nyersanyagot (Schmidt és Thomsen, 1998). A folyamat
katalizise céljabdl lehetséges gyenge sav vagy lig alkalmazisa. A kezelés eredményeként
cellulé6zban gazdag szilard fazist, és hemicellulézokban, illetve hemicelluléz hidrolizis
termékeiben gazdag folyadékfazist kapunk. Az eljarast elsdsorban Dénidban alkalmazzdk a
RISQ kutatdintézetben buzaszalma elékezelésére.

Gozrobbantas (5. dbra) sordn az apritott nyersanyagot néhdny percig nagynyomadsu
(0,69-4,83 MPa) telitett g6zzel kezelik, majd a nyomadst hirtelen atmoszférikusra csokkentik,
minek kdvetkeztében a rostok szerkezete egyfajta robbands mellett fellazul (Schultz és mitsi.,
1983; Saddler és mitsi., 1993; Allen és mitsi., 2001). A nagy hOmérsékletnek kdszonhetéen
(160-260°C) a hemicellul6zok egy része hidrolizal és oldatba megy, a lignin részben atalakul,
igy a cellul6z jobban hozzéaférhetové valik. Az el6kezelés hatékonysdgat befolydsold tényezdk

15



dc_22 10

a hdmérséklet, tartézkoddasi id0, a nyersanyag szemcsemérete és nedvességtartalma (Galbe és
Zacchi, 2007).

Nyersanyag

T Reaktor

(&
&)

)

Nagynyomasu

g6z (15-30 bar)

7 A4
FAN flx

®

()

’7::/:3—) Flash g6z

M Ciklon

4

Q)

1

Elékezelt anyag

5. dbra G6zrobbanté berendezés
1: szabdlyoz6 szelep, 2: kdzvetlen gézbevezetd szelep, 3-4-5: kis nyomdsd goéz (1 bar)
be- és kivezetés, 6: a reaktor alsé szelepe

A keményfdk és egyes lagyszari novények esetében a gbzrobbantds bizonyult az egyik
leghatékonyabb el0kezelési mddszernek. Ennek ellenére hitrdnyai is vannak. Az alapanyag
bomlédsdbol gyakran képzddnek olyan inhibitor komponensek, melyek a késébbi fermenticid
vagy hidrolizis 1épésében a mikroorganizmusokat, illetve az enzimeket gatoljak (Hendriks és
Zeeman, 2009; Sun és Cheng, 2002). Ilyen inhibitorok a pent6zokbdl keletkezd furfurol, a
gliik6zbdl keletkezd hidroximetil-furfurol (HMF), az ezek tovabbi bomldsabdl keletkezd
hangyasav, a hemicellul6zbdl felszabadul6 ecetsav, valamint a savoldhaté ligninbdl szarmazé
aromds komponensek (Stenberg, 2000). Kénsav, kéndioxid vagy széndioxid Kkatalizator
adagoldsaval javithat6 a hemicellul6z hidrolizise és a cellul6z enzimes bonthatésiga, emellett
visszaszorithaté bizonyos inhibitorok keletkezése (Tenborg és mtsi., 1998; Puri és Mamers,
1983).

A glzrobbantds optimdlis koriilményeinek laboratériumi meghatirozdsira alkalmazhatd
modszer a mikrohullimui kezelés (Palm és Zacchi, 2003), melynek kicsi az anyag- és
energiaigénye, emellett gyors, igy tdjékoz6dé mérésekhez jol haszndlhaté. Néhany
lignocelluléz esetében a mikrohullimi eldkezelés hatékonyabbnak bizonyult az
Osszehasonlitdsra alkalmazott ligos kezeléseknél (Doner és Hicks, 1997; Doner és mitsi.,
1998; Zhu és mtsi., 2005, 2006). Emellett a mdédszer a hemicelluléz izoldlas eszkodze is lehet
(Lundqvist és mtsi., 2002, 2003). Mikrohulldmu kezelés sordn a hemicellul6z oldatba megy a
lignin egy része pedig depolimerizalddik.

3.4 Kiilonbozd lignocellulozok eldkezelése
Bérbel Hahn-Hégerdahl, aki az eurdpai lignocellul6z kutatés egyik uttdrdje, helyesen dllapitja

meg, hogy nincs dltaldnos érvénylien javasolhatd elOkezelési moddszer a kiillonbozod
lignocelluléz nyersanyagokra, annak optimdlis koriilményeit minden nyersanyagra kiilon-
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kiilon kell meghatdrozni (Hahn-Higerdahl és mtsi,, 2006). Ennek értelmében a
kovetkezOkben néhdny, hazdnkban jelentoséggel bird, de mindezideig egydltalin nem, vagy
csak nagyon keveset vizsgalt nyersanyag el6kezelési lehetdségeit foglalom Ossze.

3.4.1 Kukoricaszar

A kukoricatermesztés sordn a szemterméshez képest j6 masfélszeres mennyiségben keletkezd
kukoricaszdr hasznositdsdnak megolddsa elsOdledes fontossdgli, mennyisége ugyanis
hazankban 8-10, estenként 14 milli6é tonna évente. A vildgon évente 520 millié tonna (sz.a.)
kukoricaszir képzddik, melynek egy részét ugyan a talajer6zié megakaddlyozdsa céljabol
vissza kell juttatni a talajba, de a fennmarado, felhaszndlhaté hdnyad igy is jelentds (Kim és
Dale, 2004).

Mig a kiilonbo6z6 tilevelll és keményfa nyersanyagok eldkezelésével az 1980-as 90-es évektdl
kezd6déen az USA-ban, Kanaddban és Svédorszdgban intenziven foglalkoztak a kutatok
(Dekker, 1987; Eklund és mtsi., 1994; Saddler és mtsi., 1982), a kukoricaszar elokezelésével
és hasznositdsdval foként csak az USA kutatéi foglalkoztak az ezredfordulét megel6z6
id6ben.

Torget és mitsi. (1991) 0,92% kénsav koncentracié alkalmazdsdval 160°C-on 10% sz.a.
tartalom mellett kezeltek kukoricaszarat. Az elokezelést kovetd enzimes hidrolizis sordn 91%-
os gliikkdnkonverzidt értek el, de az el0kezelés alatt bekdvetkezett tetemes glitkkdnveszteség
(25%) kovetkeztében az enzimes hidrolizisben a glitk6z kinyerése az elméleti maximumnak
csak 68%-a volt (kb. 31 g gliik6z/100 g kukoricaszdr). Az eredmények értékét tovabb
csokkenti, hogy mindehhez 2 mm-nél kisebbre apritott nyersanyagot ¢és nagy,
42 FPU/g gliikdn enzimdozist alkalmaztak. A szerzOk sem a hidrolizatum erjeszthetdségét,
sem az inhibitorok koncentrici6éjat nem vizsgdltdk. Schell és mtsi. (1992) szerint 20-30%
szdrazanyag tartalom mellett végzett hig (1%) kénsavas elokezelést kdvetden el lehet érni
85-96%-0s enzimes konverziét, ehhez 3,2 mm-nél kisebbre apritott kukoricaszarra, 180°C
reakciohOmérsékletre és 40 FPU/g sz.a. enzimdézisra van sziikség (sajnos a cikkben
szénhidrat veszteségi adatokat nem adnak meg). Ohgren és mtsi. (2005, 2006a,b, 2007a,b)
kukoricaszir gbzrobbantdsakor kisérletet tettek a teljes folyamat (gézrobbantds, cukrositas és
erjesztés) optimalizdldsdra. Savkatalizdlt gézrobbantdst kdvetéen (T=190°C, t=10 perc) ipari
celluldz enzimekkel és pékélesztovel végzett egyidejii cukrositdssal és erjesztéssel (SSF) az
elméleti etanol kitermelés 70%-at ritkdn tudtdk meghaladni. Ezt szignifikdnsan meghalado,
73-80% kozotti etanol kitermelést csak a hidrolizist segité hemicelluldzok alkalmazasaval
tudtak elérni. Teymouri és mtsi. (2005) AFEX kezelést (90°C-on 5 perc 1 kg ammonia/kg
sz.a.) kovetdéen 15 FPU/g gliikkdn enzim dézis alkalmazdsdval 95%-os (38,5 g/100 g sz.a.)
gliikéz kinyerést értek el, s a cefrét 96%-ban erjeszthetonek taldltdk. Ezek egyéb
el6kezelésekkel dsszehasonlitva rendkiviil j6 eredmények. Az AFEX eldkezelést kovetden a
lignocelluléz egyik frakciéjit sem valasztottdk el, s az alkalmazott celluldz enzimkomplex a
xilan 80%-at is hidrolizdlta. Kim és mtsi. (Kim és mtsi., 2003; Kim és Lee, 2005, 2006)
folyamatos technol6gidban haszndltak folyékony ammdniét; az eljarast ,,ammonia perkoldcié
és visszanyerés” (Ammonia Recycle Percolation — ARP) —nek nevezték. Ennek sordn jelentOs
lignin depolimerizédciét tapasztaltak, a gliikdn veszteség viszont minddssze 7-8% volt. A
szerzOk, Teymouri és mtsi. (2005) eredményeihez hasonléan az elméleti maximumot kozelitd
eredményt kaptak az el6kezelt cellul6z enzimes bonthatdsagit illeten.
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3.4.2 Kukoricarost

A kukorica nemcsak takarmany- és élelmiszeripari ndvényiink, hanem mintapéldéja a jovében
remélhetdleg egyre jobban elterjedd megijulé nyersanyagoknak is. A szemtermés ipari céld
feldolgozdskor az els6 1épés az apritds, ez torténhet szdraz- vagy nedvesOrléses
technoldgidval. Ez utébbit akkor alkalmazzuk, ha a szem valamely alkotérészének, példdul a
keményitdnek tiszta formdban torténd kinyerése a cél. A Hungrana Keményité és
[zocukorgyarté Kft 3000 t/nap kapacitdssal dolgoz fel kukoricit, s 4llit el6 keményitdt,
gliikézt, izocukrot, nagy fruktéz tartalmu szirupot és etilalkoholt. A kukoricarost (maghéj)
keletkezésének folyamata a 6. dbrén lathato.

Kukorica
szem

1. Aztatds (4ztat6lé elvezetése, besiiritése)
2. Durva 0rlés
3. Elvalasztas ciklonnal

l S

[ Kukorica csira ] [ Maghéj + Keményité + Fehérje ]

1. Préselés
2. Elvalasztas

! !

[ Csirahéj-rost ] [ Csira olaj ]

1. Finom 0rlés
2. Elvalasztas

i

Vs

Keményité és fehérje ]

.

Elvalasztas

y v

[Keményit(’i ] [Fehérje ]

6. dbra A kukoricaszem feldolgozdsdnak folyamata

A kukoricarostot az egyéb kukoricafeldolgozasi melléktermékekhez (4ztatdlé, fehérjefrakcio,
desztilliciés maradék) keverve CGF (corn gluten feed) takarmanyként értékesitik.
Napjainkban a megndvelt kapacitds kovetkeztében fellépd CGF eladdsi nehézségek miatt
tiizipelletet is éllitanak el a rostbdl, melyet mas agropelletekhez hasonl6an értékesitenek.

Ezen felhaszndldsi lehetoségekre kindl alternativit a rost tovdbbi frakciondldsa. A
kukoricarost savas el6kezelése azon technolégidkban lehet fontos, ahol a mono-és
diszacharidokra hidrolizalt hemicellul6z tovéabbi 4talakitasa a cél, pl. alkoholld (Grohman és
Bothast, 1997), xilitté¢ (Rao és mtsi., 2006), astaxanthinna (Nghiem és mtsi., 2009). Singh és
mtsi. (2003) 121°C-os, hig kénsavas kezeléssel a szilard frakcié 76,1%-at vitték oldatba,
mialatt a szildrd maradék kukoricarostolaj tartalma az eredeti 1,4-r61 12,2%-ra nott.
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A lugos kezelésekkel a hemicelluléz frakcié polimer formédban torténd kinyerése a cél.
Rutenberg és Herbst (1957) keményitd mentesitett kukoricarost Ca(OH),-os kezelésével
(70°C, 16 h) 28,2%-0s hemicellul6z-B kitermelést ért el. Watson és Williams (1959) 1 6ras
refluxszal 35,1%-ra javitotta a konverziét. A keletkezett hemicelluléz sarga szini volt, s mint
azt Saulnier és mtsi. (1995) kimutattdk, hemicelluléz szinét a hozzad kapcsolédd fehérje és
lignin okozza, ezért célszerli ezen komponenseket eltdvolitani. Doner és mtsi. (1997)
hemicellul6z-B kukoricarostbdl valé izoldldsa sordn az extrahdldshoz haszndlt ligos kozegben
peroxidot is alkalmaztak, melynek pozitiv hatdsa mind a kinyert hemicelluléz vildgosabb
szinén, mind pedig a kitermelés hatdsfokdn (51%) megmutatkozott. Vizsgélataik szerint az
el6kezelésnél alkalmazott lig tipusa jelentdsen befolyasolja az alkoholos csapadékképzéssel
izolalhat6 hemicellul6z-B szinét (Doner és mitsi., 1998). A fenti kezelések célja kizardlag a
CFG izolalasa, vagy a rostolaj kinyerése volt, egyik szerzé sem foglalkozott a hemicellul6z
frakci6 eltdvolitdsa utdn nyert rost vizsgélatdval, hasznositdsdval.

3.4.3 Cukorcirok bagasz

A legtjabbkori tizemanyagcélu etilakohol eldéllitds Brazilidbol indult az 1970-es évek elején
az elsO olajvalsdg hatdsdra. Brazilidban cukornadbol gazdasdgosan 4llitanak eld iizemanyag
alkoholt, a technoldgia sordn melléktermékként keletkezd bagaszt (kipréselt cukornad szér)
elégetik, s ezzel biztositjdk az etanol elddllitdsi technolégia energiaigényét. Amikor a
klimavaltozds és egyéb kornyezetvédelmi, energetikai problémdk miatt Eurdpa is
komolyabban kezdett foglalkozni lizemanyag céli etanol kutatdsdval, elStérbe keriilt a
,legjobb eurdpai nyersanyag” kivalasztdsdnak problémdja is (Negro és mtsi., 1999). Miutdn a
cukorcirok Dél - Eurépdban jé termésdtlagokkal rendelkezik (Sree és mtsi., 1999), felmeriilt
ennek a novénynek is az alkoholcélu felhasznéldsa. A cukornddhoz hasonléan a novény szara
tartalmazza a kozvetleniil erjeszthetd cukoroldatot, mely szacharézban, gliikkézban és
fruktézban gazdag, s mely a szarbol préseléssel nyerhetd ki. A visszamaradd lignocelluléz
présmaradék, melyet cukorcirok bagasznak neveziink, atlagosan 36-38% cellul6zt, 24-28%
hemicellulézt és 18-20% lignint tartalmaz. A cukorciroklé erjesztésével hektaronként mintegy
6000 liter etanol nyerhetd, mely mellett 15 tonna szerkezeti poliszacharid is keletkezik a
préselési maradékbol (Dolciotti és mtsi., 1998). Manapsdg még a direkt égetéssel torténd
energiatermelés (Monti és Venturi, 2003) az elterjedtebb, de ennek gitja a nagy
hamutartalom, mely az égetésnél problémat okozhat (Monti és mitsi., 2008). Az utdbbi
években elkezdddtek mind a cukorndd-, mind a cukorcirok bagasz egyéb (nem égetés)
felhaszndldsat célzé kutatdsok. A cukorcirok bagasznak takarmdny illetve més anyagokkal
egyiitt komposztilva, talajjavitd hasznositisir6l Negro és mtsi. (1999) szamolnak be.
Antonopoulou és mtsi. (2008) biogdztermelésre, Belayachi és Delmas (1997) papir
elddllitasra haszndlta fel a cukorcirok bagaszt.

3.4.4 Kender

A kender nem is olyan régen Magyarorszdg értékes rostndvénye volt, tobb ezer hektiron
termesztették és tobb gydrban dolgoztik fel, elsdsorban kotelet dllitva el beldle. Az 1990-es
évek elején a piacok besziikiiltek és a kendertermesztés csaknem megszlint. Napjainkban,
egyeldre csak a kutatds teriiletén, dj felhaszndldsi lehetdségek jelentkeztek: alkalmazhatjuk a
kenderrostot mint kompozit erdsitd szdlat, vagy a kendert (teljes ndvény) mint
»energiandvényt” kozvetleniil elégetve. A kender nagy biomassza hozama és szarazsagtiirése
(Struik és mtsi., 2000) a figyelmet a kender energiandvényként valé felhaszndldsira
irdnyitottdk. Amennyiben energiandvénynek termesztjilk, a betakaritdsi id6t 1-2 hénappal
célszerli kitolni a maximélis hektdronkénti szarazanyaghozam elérése érdekében (Keller és
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mtsi., 2001). A kendert nagy celluléztartalma kovetkeztében megfeleld eldkezelés utan
madsodik generdcids etanolgyértds alapanyagdul is felhasznalhatjuk.

Garcia-Jaldon és mtsi. (1998) gbzrobbantdssal kivantdk elOsegiteni a rostok jobb
elvdlasztasat, és ligos dztatds utdn 200°C-on 90 sec tartézkoddsi id6t taldltak optimélisnak.
Nykter és mtsi. (2008) 185°C-on két perces kezeléssel a celluléz tartalmat 60%-r6l 74%-ra,
mig pektindzos kezeléssel 78%-ra tudtidk novelni. Az elOkezelt kendermintdk enzimes
bonthatdsdgat és a hidrolizdtum erjeszthetségét egyik cikkben sem vizsgaltak.

Shin és Shung (2008) elektron surdrral kezelve kivantdk az enzimes hidrolizdlhatésdgot
javitani, de csak a xildn bonthat6sdga javult, a cellul6zé nem.

3.4.5 Kenderpozdorja

A kender feldolgozdsa sordn a klasszikus technoldgia szerint kiillonvélasztjuk a rostot és a
kozbiils6 fas maradékot, a kenderpozdorjit. Ez utdébbit kordbban foként biitorlapok
elddllitdsdra haszndltdk, manapsidg pedig j6 nedvszivé tulajdonsiga miatt alomként
hasznositjdk. Vignon és mitsi. (1995) a kenderpozdorjit kénsavas impregndlds utdn
gbzrobbantdssal kezelték annak érdekében, hogy a szénhidriatok elvédlasztasiat és a lignin-
mentesitést elosegitsék. A kezelés hatdsossdgit optikai és elektronmikroszképos
vizsgdlatokkal, valamint nyersanyag analizissel ellendrizték. 220-230°C-on 3 perces
reakcididdvel jol elvdlaszthatd szénhidritfrakciot nyertek 53%-os glitkkdn tartalommal. Az
el6kezelt pozdorja enzimes bonthatésidgit nem vizsgaltdk. Moxley és mtsi. (2008) 84%-os
H3PQOy4-val 50°C-on végzett 60 perces kezeléssel, majd acetonos frakciondldssal enzimesen
kivédléan bonthat6 rostot nyertek. Zhang (2008) a foszforsavas el6kezelést, a sziikséges nagy
savkoncentrici6 dacdra a jovobeni biofinomitdsi technolégidk alapjanak tekinti, s az alacsony
homérsékletet, kémiai stabilitast, konnyl recirkuldlhatosidgot emeli ki pozitivumként az ionos
folyadékok haszndlataval torténd dsszevetésben.

3.5 Celluldz fermentdcio

A kereskedelmi célu celluldztermelés, amely alapvetéen szubmerz fermentacidval torténik, a
70-es évek elején kezdddott, majd az 1980-as években jelentek meg az els6 nagy volumenii
ipari alkalmazasok. A celluldzok felhaszndldsa azéta is toretleniil novekszik, 23 000 tonnds
éves termelésiikkel és 125 milli6 USD éves forgalmukkal manapsdg vezetd helyet foglalnak
el az ipari enzimek piacin (Bhat és Bhat, 1997). Napjainkban az élelmiszeripar, a sorgyartas,
bordszat, a takarmdny-, a papir- és a textilipar, valamint a kutatis-fejlesztési dgazatok
haszndlnak nagy mennyiségben celluldzokat. Ugyanakkor valdszinii, hogy az iizemanyagok
elddllitasdnak lignocellul6zbol kiinduld technol6gidi hamarosan atveszik a vezetd helyet a
celluldiz enzimeket legnagyobb mennyiségben alkalmazé eljardsok sordban. A
mdsodgenerdcids bioetanol versenyképességének egyik gitld tényezdje a kereskedelmi
enzimek magas dra, mely esetleg csokkenthetd a technolégidba integralt a helyszinen (on-site)
torténd enzimelddllitdssal. A lignocelluléz alapu etilalkohol elddllitds egyik fontos 1épése a
sejtfal polimerek hidrolizise, melyhez a sziikséges enzimek elddllitdsa fermentdcids uton
torténik. A legfontosabb enzimek a celluléz hidroliziséért felelds cellulazok, melyek
termelésére tobb aerob és anaerob baktérium és gombafaj is képes.

Mivel a gombdk extracelluldrisan termelik ezen enzimeket, s az enzimkomplex j6 ardnyban
tartalmazza a kiilonb6zd endo- és exogliikandzokat, az ipar gomba eredeti celluldzokat gyart
és forgalmaz. (A legnagyobb enzimgyarté és forgalmazé a Novozymes A/S Ddnidban). A
cellulolitikus enzimtermelés a gombafajok széles spektrumdra jellemz6, melyek kozott

20



dc_22 10

kiemelt helyet foglalnak el a Trichoderma, Penicillum és Aspergillus fajok. Galbe és Zacchi
(2002) szerint a gomba-celluldzok kutatdsa teriiletén Mandels és Sternberg uttor6 munkat
végzett, amikoris 14 000 gombafajt gyiijtttek dssze és jellemztek. A vizsgalt mikrobdk koziil
a cellul6z hidrolizisében a Trichodermdk bizonyultak a leghatékonyabbnak.

3.5.1 Trichoderma reesei

A Trichoderma reesei egy, a talajban, ill. ndvényi hulladékon él6 mezofil ldgy korhaddast
okoz6 gomba, mely egyike a legjobb extracelluldris celluldz-termelOknek, ezért széles kdrben
tanulmanyozott cellulolitikus szervezet. A II. vilighdbord idején a Solomon szigeteken
izolaltak el6szor, miutdn a Csendes 6cedn déli részének trépusi teriiletein az USA hadserege a
pamut ruhdzatok, sitrak és homokzsikok rongdléddsat tapasztalta. Ennek okat kutatva
izolaltdk a romldsért felelOs T. reesei torzset, melyet QM6a-val jeloltek. Eredeti elnevezése
Trichoderma viride volt, azonban kés6bb kimutattdk, hogy a QM®6a torzs morfoldgiailag eltér
a tobbi T. viride torzstdl, igy 4j fajként, T. reesei néven azonositottak.

A két leggyakrabban alkalmazott T. reesei torzs a QM9414 (ATCC 26921) és a Rut C30
(ATCC 56765), mindkettd j6 celluldztermelé mutins. A QM9414-et az 1970-es évek elején
Mandels izoldlta (Mandels, 1975), fermentorban a QM6a-hoz képest kétszeres enzimaktivitast
és produktivitdst ért el vele. A torzs bar mutins, a T. reesei celluldzok indukciés és
expresszios kisérleteinek kedvelt alanya. A Rut C30 t5bblépcsés muticié eredménye
(Montenecourt és Eveleigh, 1979) produktivitisa jelentdsen meghaladja a QM6a-ét. A
T. reesei Rut C30-as torzs nem gliikéz represszélt, mivel a gliikz represszidért felelds crel
gén mutdns formdjiat hordozza (Ilmén és mtsi., 1996). A torzs tovédbbi jelentdsége, hogy a
celluldz expresszié hdromszor nagyobb, mint a vad torzs esetében.

3.5.2 T. reesei eredetii cellulazok és miikodési mechanizmusuk

Celluldz enzimek azok a hidrolitikus enzimek, melyek a cellul6z hidrolizisét katalizaljak. Mig
a baktériumok tobbsége celluldz-komplexeket, un. celluloszomékat termel, mely kozvetlen
szubsztrat kontaktban fejti ki hatdsat, a gombdk individudlis celluldz enzimeket termelnek,
melyek a hidrolizis sordn szinergisztikusan egyiittmiikodnek, ez érvényes a T. reesei
celluldzokra is. A T. reesei a celluldzok széles spektrumadt termeli, ezek koziil hét genetikailag
kiilonb6zot sikeriilt azonositani (2. tablazat).

A Trichoderma celluldzok jellemzd szerkezettel rendelkeznek, két régiobol dllnak. A
katalitikus domént a cellul6z ko6t doménnel (CBD) a linker régié koti ossze, ami 22-44
aminosavbol all (Levy és mtsi., 2002). A linker régié egyrészt elvdlasztja egymadstol a két
domént, ugyanakkor bizonyos mozgékonysdgot is biztosit az enzimnek. Haromdimenzids
szerkezetiikr6l tudott, hogy mig a cellobiohidroldzok (CBH) csatorna alaki aktiv centrummal
rendelkeznek, addig az endogliikandzokra (EG) a hasadék forma jellemzd. Ez egyben a
mukodésiik megértését is segiti. Az EG-ok a cellul6z lancot lanc kdzben barhol, random
moédon hasitani képes endoenzimek, a CBH-ok pedig a ldnc végérdl cellobidzt lehasitani
képes exoenzimek, utdbbi csatorna alakd aktiv centrumdba még befér a cellobidz egység, de
az oligomer mar nem. A B—glitkoziddzok (BGL), vagy cellobidzok (E.C. 3.2.1.21) szigordan
véve nem tartoznak a celluldizok kozé, hiszen a celluléz nem a szubsztratjuk, jelenlétiik a
hidrolizisben azonban elengedhetetlen, ugyanis a cellobidzt hidrolizaljak gliitk6zza.

A celluldzokat jellemzi az ,,endo-exo” tipusd szinergizmus az EG és CBH egyiittmikodése
révén, valamint az ,,exo-exo” szinergizmus a két CBH ko6zott, mivel a Cel7A a redukdl6 vég
feldl, a Cel6A pedig a nem redukal6 cellul6z vég feldl kezdi a hidrolizist.
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2. tabldzat A Trichoderma reesei ismert cellulazai

Tipus GH elnevezés Tradicionalis elnevezés E.C. szam Mt [kDa]

Cellobiohidrolazok Cel7A™? CBH | EC 3.2.1.91 42
Cel6A® CBH II 47

Endogliikandzok Cel7B* EG I EC3.2.14 52
Cel5A° EG I 48
Cel12A® EG Il 25
Cel61A’ EG IV 23
Cel45A® EGV 34

"Shoemaker és mtsi. (1983); “Teeri és mitsi. (1983); *Teeri és mtsi. (1987); *Penttila és mtsi. (1986); “Saloheimo
és mtsi. (1988); ®*Ward és mtsi. (1993); “Saloheimo és mtsi. (1997); ®Saloheimo és mtsi. (1994)

3.5.3 Enzim expresszié szabalyozasa

Mig a cellulolitikus baktériumokban a celluldz termelés konstitutiv, gombdkban csak akkor
kovetkezik be, ha a celluldz termelést indukaljdk. A legtobb eddig vizsgalt mikroorganizmus
esetében azt talaltdk, hogy akkor a legintenzivebb a celluldz termelés, ha az inducer a celluléz,
mely egyben a fermenticié szénforrdsa is (Bhat és Bhat, 1997). Emellett a celluldzok
termelddését tobb cukor oligomer és dimer, ill. azok szdrmazékai is kivaltjak. A cello-
oligoszacharidok, mint cellobidz, -tridz, -tetradz, -pentadz €s -hexadz, valamint a laktdz is
inducere a cellulazok termelésének. A leghatékonyabb inducer a szofordz, a B-1,2-es kotésu
gliikéz-dimer. A szofor6z 2500-szor nagyobb enzimtermelést okoz, mint a cellobidz
(Sternberg és Mandels, 1979), a SF szofor6zhoz hasonlé mértékben indukalja a celluldz
expressziot (Ilmén és mtsi., 1997). Az EGI és a BGL képes transzglikozilacidval szofordzt
elddllitani, de ennek szerepe még nem tisztdzott (Ilmén és mtsi., 1997; Fowler és Brown,
1992). A glicerin és a szorbitol nem idézi eld a celluldzok expresszidjat, de nem is inhibedlja
azt, igy un. semleges C-forrdsként hasznalhaték (Ilmén és mtsi., 1997).

Az indukcié mehanizmusit széles korben vizsgaltak, az egyik fo kérdés, hogyan keletkezik a
polimer celluléz szubsztritbdl egy oldhaté indukdlé komponens, amely kivéltja a cellulaz
komplex expresszi6jat. Tobb modell is valdszinlinek ldtszik. (i) Valamely celluldz
komponens(ek) konstitutiv termelédése barmely koriilmények kozott, igy glitkéz-tartalmi
tdptalajon is bekovetkezhet. A represszor fehérjének a celluldz promoter célszekvencidjahoz
valé kotddése egyensilyi folyamat 1évén, okozhat nagyon alacsony szintli ,konstitutiv”
expressziot (Mach és mitsi., 2003). (if) A spora feliiletén kotott cellulazok hatdsara végbemend
celluléz degradicié generdl inducert a celluldz gének expresszidjahoz (Suto és Tomita, 2001;
Schmoll és Kubicek, 2003).

T. reesei glikozil hidroldzok széles spektrumdnak termelésére képes, nem csak celluldzokéra.
Celluldz, szofordz, xilobidz, xilan €s L-arabitol szubsztratokon az 6sszes fontos hemicellulaz
gén expresszidja indukdlhaté (Margolles-Clark ¢és mtsi., 1997). Mivel a celluléz és
hemicellul6zok a természetben tobbnyire egyiitt fordulnak eld, igy a gomba megfeleld
mechanizmussal rendelkezik a kolcsonds/egymadst helyettesitd hasznositdsukra. Kiilondsen
igaz ez a xilanbdl felszabadulé xilobidzra és a cellooligoszacharidokbdl transzglikozilezéssel
keletkezd szofordzra.
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3.5.4 Fermentaci6 koriilményeinek hatasa a cellulaz termelésre

A fermenticié koriilményei jelentdsen hatnak a gomba enzimtermelésére (Ryu és Mandels,
1980). A T. reesei sejtnovekedésének homérsékleti optimuma 32-35°C, az enzimtermelésé
28°C, igy az enzimfermentéciot 4ltaldban 28-30°C-on végzik.

Az enzimtermelésre a hOmérséklet mellett a fermentdcié sordn alkalmazott pH A4llitasi
stratégidnak is nagy hatdsa van (Doppelbauer és mtsi., 1987; Mukhopadhyay és Nandi, 1999;
Wayman és Chen, 1992; Merivuori és mtsi., 1990). Ryu és Mandels (1980) dgy talaltdk, hogy
tiszta celluléz szénforrdsok esetén pH 3,0-4,0, mig lignocelluléz szénforrasok esetén pH
5,0-6,0 a kedvezd kiindulasi érték. Kansoh és mtsi. (1999) cukorndd bagasz szénforrds
alkalmazasakor ugyancsak pH 5,0-6,0-ot taldltdk kedvezOnek. Az &ltaldnosan alkalmazott
Mandels’ tdptalaj (Mandels és Weber, 1969) a fermentdcié kezdeti szakaszdban jelentdsen
savanyodik, mivel a gomba a sziikséges nitrogént a tdptalajban taldlhaté ammonium-s6kbodl
veszi fel, és a visszamaradd protonok savanyitjdk a fermenticios kozeget. Li és mtsi. (2005)
emellett beszdmolnak a gomba ecetsav termelésérdl is, ami szintén savanyodast okoz. Xioa-
Bin és mtsi. (1998), valamint Kadam és Keutzer (1995) razatott lombikos kisérleteikben
puffereket alkalmaztak a pH stabilizdldsdra, de sem a pH tartisidban, sem az
enzimtermelésben nem voltak eredményesek.

Fonalas gombak esetén az indukcié mértéke, és a termelt enzimkomplex dsszetétele is fligg az
alkalmazott szénforrastél (Markov és mtsi., 2005). A szénforrasok lehetnek vizoldhatok és
vizben nem oldhat6 szilard szénforrasok, a legtobbet vizsgalt vizoldhaté szénforras a gliikéz és a
laktdz. Gliikézon csak kismérvii konstitutiv celluldz szintézis zajlik, igy jelentdsége tudomanyos
kisérletekben csak a reguldcié vizsgélata soran van. Ugyanakkor Ike és mtsi. (2010) gliikéz
szénforrdson szaporitva egy Trichoderma mutinst, azt dallapitottdk meg, hogy ipari
enzimtermelés szempontjabol elény az oldhaté szénforrds, ugyanis (i) a glilkéz tobb
kiilonb6z6 nyersanyagbodl keletkezhet (melasz, keményitd-, illetve cellulz), (ii) a fermetlé
ultraszliréssel is sterilizalhato, (iii) batch fermentacié sordn a szénforrds koncentracié anélkiil
emelhetd, hogy keverési, anyagitviteli problémdk jelentkeznének. A laktéz alkalmazhaté
méretndvelt enzimfermentacié szénforrasaként is, Chaudhuri és Sahai (1993) 1,72 FPU/ml, illetve
2,84 FPU/ml sziir6papir lebont6 aktivitasokat értek el 20 illetve 40 g/ lakt6z tartalmu tptalajon.

A szénforrdskoncentracié emelésével ugyan nd a térfogati aktivitds, a hozam viszont csokken
(Tangnu és mtsi., 1981; Sternberg, 1976). A szénforrds koncentracidja, kiillondsen oldhatatlan
szénforrasok esetén keverési, reoldgiai, anyagataddsi problémdk miatt (Marten és mtsi., 1996)
nem emelhet6 korlatozasok nélkiil. Lignocelluléz szénforrés esetében a szénforrds koncentricié
novelésével ndhet a szénhidrattal egyiitt bevitt inhibitor koncentricié is, igy a gomba
szaporoddsa és enzimtermelése egyarant gatlédhat. J6 Osszefoglaldt taldlunk a Trichodermdk
enzimtermelésérdl tisztitott celluléz, lignocelluléz, és oldott szénhidrat szénforrasokon
Persson és mtsi. (1991) cikkében.

Az el6kezelések hatdsara keletkezd folyadék és szildrd frakcié mindegyike potencidlis
szénforrast biztosithat az enzimfermentacidhoz (Kovacs és mtsi., 2008). Az eldékezelés sordan
fermentdcids inhibitorok képzddhetnek, melyek az enzimtermelést befolydsolhatjdk. Szengyel
és Zacchi (2000) T. reesei Rut C30 szaporitdsa sordn azt figyelték meg, hogy 6,0-os pH-n a
fermentdcids taptalajba adagolt ecetsav 3 g/l koncentracidig a celluldz termelést nem, a BGL
termelést viszont pozitivan befolydsolta. Méréseik szerint a furfurol meghatdrozott
koncentracidban mind a celluldz, mind a BGL termelésére gétléan hatott, mely gétlast az
ecetsav jelenléte csokkentette.

Olsson és mtsi. (2003) szerint valamely lignocelluléz szubsztrit hidrolizisére az azonos
szénforrdson fermentalt enzimkomplex a legalkalmasabb. Sok kutaté vizsgalta a Trichoderma

23



dc_22 10

reesei Rut C30 enzimtermelését kiilonbzd eldkezelt lignocelluléz szénforrdsokon. Acebal és
mtsi. (1985), valamint Maheswari és mtsi. (1993) buzaszalmin, Hayward és mtsi. (1999)
nyarfan, Adsul és mitsi. (2004), valamint Kawamori és mtsi. (1986) cukornidd bagaszon
vizsgéltdk a cellulaztermelést. Emellett SF-ot (Hayward és mtsi., 2000), hulladékpapirt (Chen és
Wayman, 1991; Ju és Afolabi, 1999), buzakorpit (Xioa-Bin és mitsi., 1998), buzaszalmat
(Maheswari és mtsi., 1993), kukoricaszdrat (Tangnu és mtsi., 1981), fat (Shin és mtsi., 2000) és
kukoricarostot (Vlaev és mtsi., 1997) is alkalmaztak szénforrasnak. Tiszta cellul6zokon, (SF,
Avicel, Sigmacel) a lignocellul6zoknal 4ltalaban jobb enzimaktivitds érhetd el.

A T. reesei Rut C30 nemcsak kivalé celluldz-, de j6 hemicelluldztermeld is, ha xildnt (Gamerith és
mtsi., 1992; Bailey és mtsi., 1993; Haapala és mitsi., 1996), vagy egyéb hemicelluléz tartalmu
szénforrast alkalmazunk (Roche és mtsi., 1995; Zeilinger és mtsi., 1993; Biely és mtsi., 1988).

Tangnu és mtsi. (1981) a nitrogénforrds véltoztatdsdnak hatdsét vizsgaltak, Lu-Kwang és Afolabi
(1999) 1:1-es C:N ardnynal érték el a legnagyobb celluldz aktivitast, Doppelbauer és mitsi.
(1987) 0,5-2 g/l tartomanyban mutattdk ki a pepton adagolds pozitiv hatdsit. Kiilonb6zo
szénforrdsokon rdzatott lombikokban elért sziirOpapirlebonté aktivitdsokat tartalmazza a
3. tablazat.

3. tablazat  T. reesei Rut C30 torzs razatott lombikos fermenticidja soran kiilonbozo
szénforrdsokon elért szlirOpapirlebonté aktivitdsok

Szénforras FPA Produktivitas Hozam Referencia

FPU/mI FPU/I'h FPU/g szénforras
Glikoz, 30 g/l 0,9 9,5 30 Domingues és mtsi., 2001
Laktéz, 15 g/l 1,5 15 100 Domingues és mtsi., 2001
Sigmacell, 10 g/l 1,2 10 120 Esterbauer és mtsi., 1991
SF, 50 g/l 14,4 74 288 Tangnu és mtsi., 1981
SF, 20 g/l 5,6 23 280 Saddler, 1982
SF, 20 g/l 4,2 29 210 Hendy és mtsi., 1984
SF, 50 g/l 8,0 55,0 160 Hendy és mtsi., 1984
SF, 100 g/l 8,0 26,0 80,0 Hendy és mtsi., 1984
SPW, 10 g/l cell. 1,3 7,4 130 Szengyel és Zacchi, 2000
SPOW, 20 g/l 4,25 17,7 212,5 Shin és mtsi., 2000
SPAS, 40 g/l 1,6 6,6 40,0 Khan és Lamb, 1984

Meg kell jegyezni, hogy a SPOW-on elért aktivitds és hozam valdsziniitleniil magas értékek.
Lignocellul6zokra Khan és Lamb (1984) valamint Szengyel és Zacchi (2000) eredményei a
redlisabbak. A cellulazfermentiaci6 megoldhaté mind szubmerz, mind szildrdfazisa
fermentéacidval (Szakdcs és Tengerdy, 1996; Smits és mitsi., 1996; Chahal és mtsi., 1996; Xia
és Cen, 1999) ez utébbinak eldnye a kis energiaigénye, hatrdnya viszont a méretndvelés
problémdja. Lignocelluléz szubsztratokndl taldn a szubmerz, fed-batch fermenticié a
legalkalmasabb moédszer (Persson és mtsi., 1991; Hendy és mitsi., 1984).

3.6 Béta-gliikoziddz fermentdcio

A BGL termel6 mikrobdk is széles korben elterjedtek a természetben, Spagna és mtsi. (2002)
mustbdl izolaltak BGL termeld élesztOket, a legjobbnak egy Pichia anomala torzset taldltak.
Skory és mtsi. (1996) Candida wickerhamii fermentacidjaval éllitott eld BGL-t. Desrochers és
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mtsi. (1981) meglepden nagy BGL aktivitast (22,2 IU/ml) értek el Schizopyllum commuene
torzs fermentécidjaval, de mindezen enzimek hOmérséklet optimuma alacsony, minddssze
30°C volt. Gomes €s mtsi. (2000) kivilé eredményeket értek el egy Thermoascus aurantiacus
torzzsel, melynek BGL homérséklet optimuma 70°C volt. Sternberg és mtsi. (1977) tobb mint
200 féle gomba és 15 féle baktérium torzs BGL termelését vizsgéltak, melyek koziil a fekete
Aspergillusok enzimtermelését taldltdk a legjobbnak.

J6 celluldz termeld torzsek j6 BGL termeldkkel torténd kevert fermentdcidja esetenként
kedvezd Osszetételli enzimkomplexet biztosit. Foként T. reseei és Aspergillus torzsek
haszndlatosak az ilyen tipusi fermentdcidhoz (Duff és mitsi., 1987; Friedrich és mtsi., 1987;
Gutierrez-Correa és mtsi., 1999). Garcia-Kirchner és mtsi. (2002) egy Pennicillium és egy
Aspergillus terrus torzset fermentaltak sikeresen egyiitt.

oz

A celluliz és BGL elddllitisa jelenleg szubmerz fermentdcidval torténik, mivel a
méretndvelés egyeldre nem megoldott a szildrd fizisd fermentacids technikdndl. Fontos lehet
azonban ez a technika is, mivel a celluliz és a BGL fermentdcidjara igy olcsé hulladék
anyagokat, buzaszalmat (Awafo és mtsi., 2000; Kalogeris és mtsi., 2003), vagy kukoricaszarat
(Panagiotou és mtsi., 2003) haszndlhatunk fel, melyek szildrdan 4llnak rendelkezésiinkre.
Emellett a fonalas gombdék szildrd fazisd tenyészetben termelt enzimeinek aktivitdsa gyakran
meghaladja a szubmerz kultdraban termeltét (Iwashita, 2002). Grajek (1987) termofil gombak
szilardféazisu és szubmerz fermentaciéjit hasonlitotta dssze és a szildrd fazisban nagyobb BGL
enzim termelést tapasztalt. Az Aspergillus torzsek BGL termelését széles korben
tanulméanyoztdk kiilonboz6 szénforrdson (Srivastava és mtsi.,, 1987), ill. kiilonb6zd
fermentacids technikdk alkalmazasaval (Kim és mtsi., 1997) (4. tablazat).

4. tabldzat  Aspergillus torzsek B-gliikozidaz termelése

Fermentacios koriilmények BGL Referencia

Torzs Id6 C-forras
Technika [h] [U/mI]

A. niger
rézatott lombik 72 narancshéj 0,9 Martino és mtsi., 1994
kevert reaktor 192 2% rizsszalma 4,0 Kim és mtsi., 1997
fed-batch 192 2% rizsszalma 3,6 Kim és mtsi., 1997
fed-batch szak. rataplalas 72 2% glukoéz 9,2 Kerns és mtsi., 1987
air-lift fermentor 192 2% rizsszalma 4,0 Kim és mtsi., 1997
buborék oszlop 192 2% rizsszalma 3,8 Kim és mtsi., 1997

A wentii

rézatott lombik 240 glikoz 2,85 Srivastava és mtsi., 1987
rézatott lombik 240 cellobi6z 1,6 Srivastava és mtsi., 1987
rézatott lombik 240 malata extrakt 3,4 Srivastava és mtsi., 1987

A. fumigatus

rézatott lombik 144 2% bluzaszalma 9,69 Shaker és mtsi., 1984

rézatott lombik 168 4% bluzaszalma 5,88 Wase és mtsi., 1985
CAterreus

rézatott lombik 168 1% buzaszalma 1,02 Pushalkar és mtsi., 1995

rézatott lombik 168 1% cukornad 0,83 Pushalkar és mtsi., 1995
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A legjobban hasznosithaté szénforrdsnak a gliikkéz bizonyult, a gazdasigos enzim
elddllitdshoz viszont fontos, hogy olcsébb szénforrdsokat, mint példdul a mezdgazdasagi
melléktermékeket is alkalmazhassuk, ami az elOkezelés, a hidrolizis és a fermentacios
technika optimalizdldsdval érhetd el. Shaker és mtsi. (1984) a tdptalaj optimalizdldsdval
9,69 IU/ml BGL aktivitast értek el A. fumigatus esetén. Kiilonboz0 fermentdcids technikdk
vizsgdlata sordn Kim és mtsi. (1997) az air-lift fermentort taldltdk a legalkalmasabbnak BGL
eldallitasara.

A fonalas gombdk novekedése a szabadon eloszld, viltozatos és bonyolult alakzatd, gyakran
elagazé hifdktol a pelletes ndvekedésig igen kiilonbozo lehet (Cox és mtsi., 1998). A pellet a
hifdk 6sszekuszalddott stirti szovedéke, melynek dtmérdje néhdny szdz pum-t6l, néhany mm-es
nagysagig terjedhet. Egy shrii hifa szovedékii magbol és az ezt koriilvevd lazdbban szovodott
gylriibdl vagy ,,bolyhos” régiobdl 4all. Belsejében az oxigén- és mds anyagtranszportot a
diffiizié szabalyozza, melynek elégtelensége esetén a kozepe autolizil és beliil lyukas pelletek
keletkeznek (Kerns és mtsi., 1986). Az Aspergillus torzseknél gyakori pelletes novekedés jo
lehetdséget ad rogzitett enzimkészitmény eldallitdsdra, amennyiben az enzim a pelleten beliil
marad és nem valasztodik ki a fermentlébe.

Linden (1982) foglalkozott mikrobidlis pelletek stabilizdldsdval, amikoris o-galaktoziddz
tartalmd pelleteket stabilizalt glutdraldehides keresztkotésekkel. A pelletek mukodését
folyamatos hidrolizissel vizsgilta, 1%-os glutdraldehid alkalmazdsdval nagymértékii javulast
ért el a mikodési stabilitdsban. A kezelt pelletekben az o-galaktoziddz felezési ideje 19 nap,
mig a kezeletlenekben 11 nap volt.

3.7 Lignocellulozok enzimes hidrolizise

A lignocellul6zbdl torténd etanol eldéllitds sebességmeghatirozé 1épése az enzimes hidrolizis
(Lynd, 1996). Miutan jelenleg ipari léptékben csak keményitd hidrolildlé iizemek 1éteznek,
kézenfekvd azokhoz hasonlitani a majdani cellul6z hidrolizist. Zhang és Lynd (2004)
szdmitdsai szerint ipari koriilmények kozott a keményitd hidrolizisének sebessége mintegy
szazszorosa a tervezett (elvart) cellul6z enzimes hidrolizisének. Ez a kiilonbség a kevesebb
hozzéférhetd kotésnek, a kevesebb lancvégnek, valamint annak tudhat6 be, hogy mig a
cellulodextrinek DP > 6—-10 polimerizaciéfoknal vizoldhatatlanok (Miller, 1963), addig a
maltooligoszacharidok DP = 60-ig vizoldhatdak (John és mtsi., 1982).

A cellul6z enzimes hidrolizisének sebességét befolydsolé faktorok vagy a szubsztrittal
kapcsolatosak, igy mint a (i) fajlagos feliilet, (ii) a részecskeméret, (iii) a lignintartalom és
eloszlas, (iv) a hemicellul6z tartalom, (v) a porozitds, vagy az enzimmel kapcsolatosak, mint
(i) az irreverzibilis adszorpcid, (ii) a termékinhibicid, (iii) az inaktivalédds (Mansfield és
mtsi., 1999). A celluléz kristdlyossiga és a polimerizici6 foka tisztitott cellulézok
hidrolizisének vizsgdlatakor meghatdrozé faktorok, de egyediil ezek nem magyardzzdk meg
elegendéen a lignocelluléz szubsztratok ellendlld viselkedését (Alvira és mitsi., 2010).
Altalinos tapasztalat, hogy a celluléz heterogén szerkezete kovetkeztében jelentés kezdeti
hidrolizissebesség csokkenés tapasztalhatd, még azon feliil is, hogy figyelembe vessziik a
cellulaz inaktivdlodast, az enzim inaktiv kot0dését a ligninen és a termékinhibiciét. A
maradék celluléz csokkend reaktivitdsa (i) a kisebb rendelkezésre all6 feliilet, (ii) a kevesebb
rendelkezésre 4ll6 lancvég, vagy (iii) az inaktivdlodott celluldzok cellulézon torténd
adszorpcidjanak lehet a kovetkezménye (Zhang és Lynd, 2004).

Az enzimes hidrolizis optimdlis koriilményeit (i) a szdrazanyagtartalom, (ii) a pH, (iii) a
homérséklet €s (iv) a hidrolizis ideje egyiittesen hatdrozzak meg (Galbe €s Zacchi, 2002).
Altaldnos szabdly, hogy kis szubsztratkoncentricié (DM < 5%) esetén jobb hozam érhetd el,
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ezzel egyiitt szakaszos (batch) hidrolizis alkalmazédsakor a kezdeti szubsztratkoncentrcidt a
lehetséges legnagyobbra kell vdlasztani, hogy az elérhet6 cukorkoncentricid, majd
etanolkoncentracié lehetové tegye a gazdasdgos feldolgozast és etanolkinyerést (Zaldivar és
mtsi., 2001). A hidrolizisben alkalmazandé optimdlis pH és hdmérséklet nemcsak az
alkalmazott enzim, illetve a nyersanyag fiiggvénye, hanem attél is fiigg, hogy milyen hosszu a
hidrolizis id6. Galbe és Zacchi (2002) 50°t£5°C hOmérsékletet és pH 4,0-5,0-6t tart
optimdlisnak, mig Tengborg és mtsi. (2001) egy napos hidrolizis esetén is csak 38°C-ot.

A hidrolizis sordn alkalmazott enzimddzis emelésével mind a kezdeti hidrolizissebesség mind
az elérhetd konverzié novelhetd, de az E/S ardny korldtlan emelésének a gazdasdgossag szab
hatért. A Trichoderma cellulazok éltaldban az optimdlisndl kevesebb BGL-t termelnek, igy a
megfeleld konverzié eléréséhez célszert a kiegészitd BGL adagolds (Xin és mtsi., 1993). Ha
az el6kezelés utdn a szubsztrit jelentds hemicellul6z tartalommal rendelkezik, az enzimes
hidrolizis sordn tovadbbi “segitd” enzimeket (hemicelluldzokat) kell alkalmazni a celluléz
rostokat fedé hemicellul6zok hidrolizisének eldsegitésére (Berlin és mtsi., 2005). A hidrolizis
enzimkoltsége jelentdsen csokkenthetd lenne, ha az enzim djrafelhaszndldst megoldanank, de
erre a maradék szubsztraton €s a szildrd ligninen torténd jelentds enzimadszorpcié miatt még
nincsenek j6 megoldasok (Sun és Cheng, 2002).

A kozelmaltban érdekes felfedezést tettek Harris és mtsi. (2010), bizonyos fehérjék, melyek a
GH61 csaladba tartoznak, s nem rendelkeznek mérhetd hidrolitikus hatassal, kiilonbozo
kétértékti fémionok jelenlétében szignifikdnsan képesek csokkenteni a hidrolizishez sziikséges
celluldzok mennyiségét. A GH61 fehérje génjét kereskedelmi celluldztermeld torzsbe iiltetve
kivéal6é enzimtermelést értek el.

3.7.1 Celluloz hidrolizalé enzimek

A cellul6z hidrolizisét endo- és exo-enzimekbdl all6 enzimrendszer végzi. Az amorf celluléz
részen tdmadni képes endo-1,4-B-D-glitkkandzok (EG, EC 3.2.1.4) a cellulézt véletlenszeriien
hasitjak, hosszabb-révidebb oligomer lancok létrehozadsdval. Ezen cello-oligomerek végérdl a
kristalyos cellul6z hasitdsdra is képes cellobiohidroldzok (CBH, EC 3.2.1.91) cellobidzt
hasitanak le (7. abra), melynek tovabbi hidrolizisét az 1,4-B-D-gliikozidazok (BGL, EC
3.2.1.21), méas néven cellobidzok katalizaljak.
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7. dbra Az endogliikanizok (EG) és cellobiohidrolazok (CBH) kozti szinergizmus (Sandgren
és mtsi., 2005)
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3.7.2 Segité enzimek - hemicellulazok

A celluléz rostok hemicellulézokkal boritottak, melyekhez lignin régidk kapcsolédnak, emiatt
korlatozott a cellulizok hozzaférése a cellulé6z szdlakhoz. Ez javithaté a biomassza
elékezelésével, mivel ekkor a rostok fellazulnak és a hemicellulézok egy része oldatba megy.
Ugyanakkor erételjes elokezelés hatdsdra, amikor jelentds a hemicellul6zok oldatba vitele,
cukorveszteség 1éphet fel és inhibitorok képzddhetnek (Wyman, 2007), ezért az el0kezelést
altalaban olyan koriilmények kozott végezziik, hogy ne 1épjen fel jelentds cukorbomléds és
inhibitorképz0dés, ekkor azonban a hemicellulézok eltdvolitdsa sem lesz tokéletes. Ilyenkor
az enzimes hidrolizis sordn a celluldzok mellett un. segitdé enzimeket is haszndlnuk kell. Ide
sorolhaték a hemicelluldzok (xilandzok, xilogliikandzok, ferulsav-észterdzok, acetil-xildn-
észterazok, galaktoziddzok, arabinofuranoziddzok, fukoziddzok, mannanizok), és a lignint
bonté mangin-peroxiddzok, lakkdzok (rezet tartalmazé oxiddzok) és lignin-peroxiddzok
(Valanskova és mtsi., 2007), valamint a pektinbonté endo-poligalakturoniddzok, exo-
poligalakturoniddzok és a pektin metil-észterdzok is.

A masodlagos sejtfal f6 hemicellul6zdnak, a xildnnak a hidrolizisében endo- és exoenzimek
egyiittesen miikodnek. Az endo-1,4-B-xilandzok (EC 3.2.1.8) az oldhatatlan xildn ldncot
rovidebb, oldhaté xilooligomerekké és xilobidzza hidrolizaljak, amit az 1,4-B—D-xiloziddzok
(EC 3.2.1.37) xil6zz4 alakitanak. A xildn ldncok gyakran szubsztitudlva vannak arabindzzal,
illetve glilkuronsavval, ezek hasitdsat végzik az o-L-arabinofuranoziddzok (EC 3.2.1.55) és
a-D-gliikkuronidazok (EC 3.2.1.1) (Subramaniyan és Prema, 2002). Tovabbi savcsoportok
lehetnek a hemicelluléz ldncon, ez a novény fajtdjatol fiiggd sajatossdg. A xildz és ecetsav
csoportok kozott hasitanak az acetil-xildn-észterdzok (EC 3.2.1.6), az arabinéz oldallancok és
ferulsav (4-hidroxi-3-metoxi-fahéjsav) kozott a ferulsav-észterazok (EC 3.1.1.73), az arabin6z
oldalldncok és p-kumdrsav kozott a p-kumaril-észterdzok (Foreman és mtsi.,, 2003). Az
észterdzok szerepe kiillonds jelentségli, mivel az acetil, feruloil és kumaril csoportok
eltavolitdsdval csokken a lignin kotdédése a cellulézhoz, eziltal az jobban hidrolizdlhatéva
valik (Tabka és mtsi., 2006).

Az elsddleges sejtfal f6 hemicelluléza a xiloglikkdn, melynek hidrolizisét xilogliikdn
specifikus endogliikandzok (EC 2.4.1.207/ EC 3.2.1.51), a «xiloglikdnon aktiv
B-D-galaktozidazok (EC 3.2.1.23), o-L-fukoziddzok (EC 3.2.1.63) és a xilogliikdn
oligoszacharidokon aktiv a-D-xiloziddzok (EC 3.2.1.37) végzik (Grishutin és mtsi., 2004).

3.7.3 Cellulazok és hemicellulazok egyiittmiikodése lignocellul6zok hidrolizisében

A novényi sejtfal cellul6z és hemicellulézok alkotta polimer hdlézatiban a hemicelluléz
elhelyezkedése tobbféle, vannak a celluléz rostok felszinéhez szorosan tapadd régiok,
valamint a celluléz szdlak kozott atkotéseket létrehozd, konnyen eltavolithato részek. Emellett
a hemicelluléz csapddzdédhat a celluloz rostban, ahonnan csak egyiittes celluldz és
hemicellulaz kezeléssel tavolithato el.

A hemicelluléz f6lancét hasité enzimek miikodése kovetkeztében a polimerek oligomerekké
hidrolizdlédnak, melyek részben el is tdvolodhatnak a cellul6z felszinérdl, igy az kdnnyebben
hozzaférhetové vialik a cellulizok szdmara. A celluldzok és f6lancot hasité hemicelluldzok
kozti egyiittmiikddés javithatd, ha a hemicellul6zok oldalldncaiban taldlhaté szubsztituensek
hasitasaért felelés hemicelluldzokat (a-L-arabinofuranoziddzok, o-D-gliikuronidazok, acetil-
xilan-észterazok, ferulsav-észterazok, o-L-fukoziddzok, o-D-xiloziddzok) is alkalmazunk a
hidrolizis soran (Berlin és mtsi., 2005). Bizonyos f6éldncot hasité6 hemicelluldzok miikodését
gitolhatjdk ugyanis a lancon taldlhat6 csoportok (sztérikus gitlds). Az arabino-xildnok
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hidrolizisében a f6ldncon taldlhaté arabinéz akaddlyozza az endo-1,4-B-xilandzok
hozzéférését a B-1,4 kotéshez (Sgrensen és mtsi., 2007). Vannak olyan celluldz enzimek (pl.
Trichoderma reesei Rut C30 EGI és EG III enzimei), melyek rendelkeznek hemicelluldz
aktivitdssal is, az EG1 képes hasitani a xilogliikkdn ldncot a nem szubsztitudlt gliikk6z
egységeknél. Az un. specifikus xiloglitkandzok (Cel74A) szubsztitudlt és szubsztitudlatlan
gliik6zndl is tudjak bontani a félancot (Vincken és mitsi., 1997).

Selig és mtsi. (2008). el6kezelt kukoricaszar hidrolizisében xilandz és észterdz enzimek
adagoldsdval novelték a cellobiohidroldzok hatékonysdgit. A CBH enzimek aktiv centruma
csatorna alakd, s ahogy a cellul6z roston mozog, a xildn eltdvolitdsdval jobban hozzifér a
celluléz lanchoz. A hidrolizisben elért gliikkdn és xildn konverziok abban az esetben voltak a
legnagyobbak, ha xilanazt, ferulsav-észterazt és acetil-xildn észterdzt egyardnt tartalmazott az
enzimkeverék.

3.7.4 Feliiletaktiv anyagok és polimerek hatasa az enzimes hidrolizisre

A celluldzokndl - mds hidrolitikus enzimekhez hasonléan — a katalitikus hatds szempontjabdl
két fontos régio a katalitikus mag és a cellul6z koté modul CBM). Ez utébbi a hidrolizis els
megkotésében fOleg aromds oldallincd aminosavak vesznek részt, s kotddés feltehetfen
hidroféb kolcsonhatdsokra vezethetd vissza.

Az adszorpcié egyenstlyra vezetd folyamat, az egyensily 30-90 percen beliil bedll. A
kialakul6 egyensilyok izotermdkkal jellemezhetdk (Chernoglazov és mtsi., 1988), a
legelterjedtebb a Langmuir izotermdk hasznélata. Az enzimek adszorbedlddasdnak mértékét
szdmos tényezd befolydsolja. Gerber és mtsi. (1997) Trichoderma reesei CBH1 és EG 11
enzimkomponensek alkalmazdsdval vizsgiltdk (i) a szubsztrat tipusdnak, (ii) allapotdnak
(széritott-nem szaritott), és (iii) a kozeg ioner0sségének hatdsat. Méréseik szerint a szubsztrat
allapota volt az adszorpcidra a legjelentdsebb hatdssal. A tiilevelii €s a keményfa szubsztratok
felhaszndldsakor egyardnt a nem szdritott mintdkon mértek kétszer-hdromszor nagyobb
adszorpci6t.

A lignocellul6zok enzimes hidrolizisét a kezdeti reakcidsebesség gyors csokkenése jellemzi.
A kezdeti hidrolizissebesség csokkenés lehetséges okai koziil, a nem produktiv
enzimadszorpcié csokkenthetd egyes polimerek, valamint feliiletaktiv anyagok adagoldsaval
(Eriksson és mtsi., 2002a). A nemionos feliiletaktiv anyagok vizsgélata a legelterjedtebb
(Kaya és mtsi.,, 1995), bizonyos feliiletaktiv anyagok, illetve polimerek hozzdaddsdval
nemcsak a kezdeti hidrolizissebesség de a celluldz végsd konverzidja is ndvelhetd.

A feliiletaktiv anyagok hatdsa sokrétli, egyrészt az enzim stabilizdldsara irdnyulnak (i)
csokkentik a folyadék-gdz hatérfeliileten 1évé enzim mennyiségét (Kim és mtsi., 1982) (ii)
egyes esetekben novelik az enzim optimélis hdmérsékletét (Eriksson és mtsi., 2002b) (iii)
stabilizdljadk az enzim-szubsztrdt komplexben 1év6 enzimet, igy ritkdbban kovetkezik be
inaktivalédas a deszorpci6 elétt (Helle és mtsi., 1993), emellett (iv) megvédik az enzimet a
mechanikai hatdsra bekovetkezd inaktivalodastdl (Reese, 1980). Madsrészt az enzim
adszorpcidn keresztiil fejtik ki hatdsukat (i) befolydsoljdk az enzimek és a vizoldhat6é cukrok
transzportjdnak energiaigényét (Helle és mtsi., 1993) és (ii) kedvezOen hatnak az enzim
adszorpcids konstansara (Kaar és Holtzapple, 1998).

A feliiletaktiv anyag adagoldsdnak hatdsa telitési gorbét mutat. Kristensen és mtsi. (2007)
szerint a szubsztratban 1évd lignin mennyisége nincs szoros Osszefiiggésben a feliiletaktiv
anyag hatdsdnak mértékével, az el6kezelés szerepe hangsilyosabb. A fenti hatdsokat
feltételezve vérhatd, hogy a feliiletaktiv anyagok adagoldsa mind a természetes (szdrak,
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bagasz), mind pedig a modell (hemicellul6zt6l és lignintdl megtisztitott cellul6z) szubsztratok
enzimes hidrolizisét segiti, de alkalmazdsuknak pontos hatdsmechanizmusa még nem ismert.

A celluléz bontdsdra irdnyuld technoldgiai fejlesztések egyik f6 célja a felhaszndlt enzim
mennyiségének csokkentése a gliikdn konverzidjanak megtartdsa mellett. Az adagolt enzim
hatékonysdga novelhetd a terméket nem eredményezd enzim-lignin komplex képzddésének
visszaszoritidsdval. Borjesson és mtsi. (2007) gy talaltdk, hogy az adszorpci6 befolydsoldsaért
a feliiletaktiv anyag polimer frakci6ja a felelds. 1zolalt ligninen PEG 4000 adagolds hatdsat
vizsgdlva megéllapitottdk, hogy az alkalmazott Cel7B tisztitott enzimkomponens mennyisége
a polimer adagolds hatdsdra 35,3%-16l 94,5%-ra ndvekedett a feliilliszéban. Az enzim-lignin
komplex létrejottére kisérleti bizonyitékul szolgalt, hogy mig a lignint is tartalmazd
nyersanyag (SPS) alkalmazdsakor a hidrolizis konverziéja PEG adagolds hatdsdra 42%-rdl
78%-ra javult, addig ligninmentesitett szubsztrat (Avicel) alkalmazdsakor a konverzié (69%)
PEG adagolés hatdsara nem novekedett. Ezek az eredmények azzal magyarazhatdak, hogy a
PEG képes — hidroféb kolcsonhatdssal - adszorbedlddni a lignin feliiletén, ezzel mintegy
kiszoritja az enzimet a lignin feliiletérdl, meggatolva annak megkotddését és az aktivitds
csokkenését.

3.8 Etanol- és hidrogénfermentdcio

Sok a vita a biolizemanyagokkal kapcsolatban, mit kellene gydrtani, mibdl, hogyan, mely
energiahordozé eldéllitdsa és felhaszndlasa jelentené a legkisebb kornyezeti terhelést. Sokan a
hidrogént (lizemanyagcelldban felhaszndlva) tartjdk a jové Uizemanyaginak, miutdn
elégetésekor nem keletkezik semminemii kdros égéstermék. A hidrogén eldallitdsdnak
fenntarthat6 mddszerérdl megoszlanak a vélemények. Napjainkban a felhaszndlt hidrogén 96-
99%-4t fosszilis nyersanyagbdl (foldgazbol, kdolajbol, ill. szénbdl), illetve fosszilis eredett
energia felhaszndldsdval vizbontédssal allitjdk el6. A jovo alapanyaga, illetve energiaforrdsa
hidrogén iizemanyag eldallitdsakor is a biomassza és a megijuld energiaforrdsok kell, hogy
legyenek.

Az etanol viszont mér a jelen lizemanyaga, nagy eldnye, hogy 5-10%-ban tdgy lehet a
benzinhez keverni, hogy sem a jarmiiveken, sem az elosztohdlézaton nem kell véltoztatni. A
jelenleg gyartott un. els6 generdcids etanollal szemben a legkeményebb vad, hogy miutin
élelmiszer alapanyagot (cukorndd, cukorrépa, biza), illetve takarmanyt (kukorica) hasznal
nyersanyagul, hozzdjarul az élelmiszer- és takarmanydrak emelkedéséhez €és ami még
rosszabb, az éhinség fokozdsdhoz. Ha melléktermékként keletkezd lignocellulézokat, vagy
termesztett energiandvényeket hasznalunk nyersanyagul, nem érhetnek ezek a vadak.

3.8.1 Hidrogénfermentacio

A hidrogént mér az 1970-es években - az energiakrizis idején - a jovO energiahordézéjaként
emlegették. Ekkor hatalmas erdfeszitéseket tettek lehetséges nyersanyagok és moddszerek
felkutatdsdra. Az olaj drdnak csokkenésével egyidejlileg azonban az alternativ iizemanyagok
kutatdsa héttérbe szorult. Az 1990-es években aldirt nemzetkdzi egyezmények, amelyek az
liveghdzhatdsi gidzok kibocsatdsdnak csokkentését, és a megljuld energiaforrasok
hasznélatdnak novelését céloztdk meg, Uj utat nyitottak az alternativ energiahord6znak, igy a
hidrogénnek is. Ahhoz, hogy a hidrogén altaldnosan haszndlt iizemanyag lehessen, még
szdmos problémat kell megoldani i) a hidrogén eldallitdsi koltségének csokkentését, ii) a
hidrogén téroldsat, iii) a hidrogén szallitdsat. A hidrogén csak akkor lehet versenyképes a
hagyomanyos lizemanyagokkal szemben, ha sikeriil nagy mennyiségben rendelkezésre 4llo
nyersanyagb6l olcson elddllitani. Erre egy lehetdség a hulladék szénhidratok felhasznélésa.
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Hidrogén termelésére szdmos mikroorganizmus képes, anaerobok, fakultativ anaerobok és
aerobok egyarant (Hallenbeck és Benemann, 2002). Az un. ,,s6tét fermentaciéban” szadmos
(hiper)termofil mikroorganizmus képes cukrot hidrogénné, szén-dioxidda és szerves savakka
alakitani (Claassen és mitsi., 1999). Elméletileg 1 mol gliik6zb6l 4 mol hidrogén, 2 mol
ecetsav és 2 mol CO, keletkezik. A Thermotoga rend tagjait el8szor aktiv vulkdnokbdl
izolaltak. Egyik legismertebb képviseldje a Thermotoga elfii, amely termofil, Gram-negativ,
szigordan anaerob, halofil baktérium. Optimélis hdmérséklete 66°C, pH optimuma 7,5. A
Thermotoga neapolitana szintén Gram-negativ, szigorian anaerob baktérium. Az el6zdvel
szemben ez hipertermofil, még 90°C-on is életképes, homérséklet optimuma 80°C, pH
optimuma 7. A Caldicellulosiruptor saccharolyticus Gram-pozitiv, szigordan anaerob,
homérséklet és pH optimuma 70°C és pH7,0. Monoszacharidok, diszacharidok és
poliszacharidok hasznositdsdra egyardnt képes.

3.8.2 Etanolfermentacio

Vannak olyan mikroorganizmusok, melyek képesek a celluléz direkt mikrobioldgiai
atalakitdsara, azaz a cellul6zbdl kozvetleniil etanolt képesek elddllitani, de a reakcidsebesség
és az etanolhozam annyira alacsony, hogy ez a lehetdség (DMC) egyelére nem érdemel
részletes targyalast (Lynd, 1996).

Kiemelkedd etanolhozammal biré mikrobdkat taldlhatunk mind a baktériumok (Zymomonas
mobilis), mind a gombdk korében (Saccharomyces cerevisiae). Technoldgiai szempontbdl
fontos jellemzdk, melyek alapjin az alkalmazand6 mikroorganizmus kivélaszthatd (i) az
etanolhozam [g etanol/g szénforrds] (ii) a térfogati produktivitis [g etanol/(l-6ra)], (iii) a
metabolizalhaté szénforrasok, (iv) a hdmérséklet és pH optimum, (v) az etanoltolerancia, (vi)
a maximdlisan alkalmazhat6 szubsztrdt mennyiség és egyéb tdpanyagsziikséglet, valamint
(vii) a képzddott melléktermékek mennyisége és mindsége. A jelenleg ipari léptékben
alkalmazott cukor és keményitShidrolizitum alapi technolégidk a pékélesztot
(Saccharomyces cerevisiae) haznaljak erjesztd mikroorganizmusnak.

A mar eldkezelt lignocellul6zokbdl torténd etanol elddllitds alapvetden kétféle technoldgia
szerint torténhet (Oloffsson és mtsi., 2008) SHF illetve SSF alkalmazédsidval. A szeparalt
hidrolizis és erjesztés (SHF) sordn kiilon reaktorban torténik a szénhidratok enzimes
hidrolizise és kiilon fermentorban a cukros 1€ erjesztése etanolld. A mddszer eldnye, hogy
optimdlis koriilmények biztosithatok mind az enzimek, mind az élesztd szdmdra. Az egyideji
hidrolizis és erjesztés esetében (SSF) egyetlen reaktorban, - ahol a koriilmények az enzimek
és az élesztd szdmdra is elfogadhatéak, de nem optimdlisak - egyszerre zajlik a hidrolizis és
erjesztés. Az utébbi mddszer eldnye, hogy a keletkezd gliikozt az éleszté azonnal etanolld
konvertdlja, s igy a termékgatlds megsziintetése kovetkeztében a hidrolizis sebessége megnd,
emellett az SSF sordn kialakuld kis cukorkoncentricié és a relativ nagy etanol koncentracié
megakadélyozza a mikrobioldgiai befert6z6dést. Az SSF gazdasigi elénye az SHF-fel
szemben, hogy csak egy reaktorra van sziikség. Az SSF megolddsndl fellépd probléma, hogy
a cellulazok és a fermentdld mikroorganizmusok hdmérséklet optimuma kiilonb6zd, a jo
etanol termeldként ismert Saccharomyces cerevisiae-é¢ 30-35°C, a cellulazoké 50°C. A
felmertilt probléma lehetséges megolddsa termotolerdns éleszttorzsek hasznalata. Galbe és
Zacchi (2002) mindemellett az SSF legjelentdsebb hitranyanak azt tekinti, hogy ilymédon az
éleszté nem recirkuldltathaté a technoldgidban.

A legtobb élesztdgomba a 30-35°C-os tartomdnyban novekszik, de taldltak olyan
Kluyveromyces torzset, amely még 40°C-on is termel alkoholt, és melynek a novekedése még
52°C-on sem sziinik meg (Banat és mtsi., 1998).
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A metabolizdlhat6 szénforrdsok tekintetében nehézségekbe iitkozik olyan torzsek izoldldsa
vagy létrehozdsa, amelyek a gliikdz mellett a xiléz és a cellobidz hasznositdséra is képesek a
tobbi paraméter jelentds romldsa nélkiil (Ohgren, 2006). A xil6z fermenticidja azért
kivanatos, mert a xildn a novényi biomassza szdrazanyagtartalmanak 25-30%-it is elérheti. A
cellobidz felvétele a fermentlébdl az SSF technoldgidk esetében kiilondsen 1ényeges, ugyanis
a cellobidz erds inhibedld hatdst fejt ki a cellulizok miikodésére. Egyes Kluyveromyces
torzsek képesek a D-xilozt és a cellobidzt is erjeszteni, igaz, viszonylag alacsony, 25-30°C-os
hémérsékleten. Morikawa és mtsi. (1985) Kluyveromyces cellobiovorus KY5199 torzzsel az
egyenként 8 %-os tiszta glitkdzbdl, xil6zbdl és cellobidzbdl all oldatot erjesztve 32, 22 illetve
19 g/l etanol koncentricidkat értek el. NOvényi nyersanyagokbdl nyert hidrolizatum
alkalmazdasakor a gliikdz konverzidjanak hatdsfoka jelentdsen alulmaradt a fenti eredményhez
képest.

Fermenticiés inhibitorok -melyek tobbnyire az eldkezelések sordn keriilnek a fermentlébe -
hatdsa csOkkenthetd az élesztd torzsek adapticidjaval (Alkasrawi és mitsi., 2006), vagy a
fermentlé eldzetes detoxifikdldsdval (Palmqvist és Hahn-Hégerdahl, 2000a).

A fermentlében viszonylag kis koncentraciéban keletkezé etanol kidesztilldldsa az egyik
legkoltségesebb folyamat. A gazdasdgos kitermelés alsé hatdra 5% (V/V) etanoltartalom
(Zaldivar és mtsi,, 2001). Az etanol kinyerés koltsége csokkenthetd az etanol
koncentriciéjdnak novelésével, melynek azonban a maximdlisan alkalmazhat6
szubsztratkoncentracié szab hatdrt. A ratdplalasos technoldgia, melynek sordn a szénhidratok
koncentriciéja mindig a kivdnt tartomdnyban van jé megoldds lehet a megfeleld
etanolkoncentricié eldallitdsahoz. A technolégia tovdbbi eldnye, hogy lehetdévé teszi a
szilard-folyadék ardny novelését, amely mds esetben, kiilonosen lignocelluléz szubsztratok
esetében keverési, anyagataddsi problémékat okozhat.

A térfogati produktivitds novelésére tobb lehetdség all rendelkezésre. A reaktorban 1€vo
sejttdomeg novelése megvaldsithatd sejtvisszatartdsos vagy rogzitett sejtes technoldgidkkal,
amikoris a produktivitds 2,24-szoros novekedését tapasztaltik a szabad sejtes fermentdcidhoz
képest. Yu és mtsi. (2007) 200 g/l koncentraciéju cukoroldatbdl kiindulva ennek kozel
100%-os &talakuldsat tapasztalta 16 Ora alatt. A rogzitett sejtek aktivitdsa 30 nap elteltével is
95%-ban megmaradt. A tovédbbi fejlesztések a xiloz és gliik6éz egyidejii hasznositdsa és az
immobilizalt sejteket alkalmaz6 technoldgidk teriiletén varhatdak (Lin és Tanaka, 2006).

A mdsodik genericids ilizemanyagetanol elddllitdsdnak valamennyi olyan lépésével kell
foglalkozni, mely kiilonbozik az ipari méretekben is alkalmazott cukor, vagy keményitd alapd
technoldgiatol. Ez az etanolkinyerés és koncentrélds kivételével az 6sszes technoldgiai 1épést
jelenti. Miutédn az egyes 1épések Osszefliggenek, azaz az elokezelés josdgat nem lehet enzimes
hidrolizis és/vagy etanolfermenticié nélkiill meghatdrozni, kézenfekvdé volt, hogy
csoportommal valamennyi technoldgiai 1épéssel foglalkozzunk. Ennek megfeleléen nem
torekedhettiink teljességre, vannak mélyebben és kevésbé mélyen kidolgozott teriiletek, de
reményeim szerint igy is hozzdjdrultunk a lignocelluloz alapii etanolelddllitas jobb
megértéséhez és a mielobb bevezetendd technoldgia kialakitdsdhoz. Miutan meggy6z0désem,
hogy a médsodik generdcids etanolgyarak nem lesznek iizemeltethetk egyetlen nyersanyaggal,
egyrészt a nyersanyagsziikséglet egész éves biztositdsdnak, mdsrészt a beszallitdsi tdvolsig
novekedésének problémdja miatt, ezért fontosnak éreztem, hogy munkdnk sordn minél
tobbféle potencidlis nyersanyag felhasznalhat6sagat vizsgdljuk.
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Célkitlizéseimet az aldbbiakban foglalom &ssze:

1. Megfelelo elokezelési moddszerek kidolgozdsa, optimalizdldsa kiilonbozo
lignocelluldz alapu {6 és melléktermékekre (kender, kenderpozdorja, kukoricaszar,
cukorcirokbagasz, nad, energiafii, kukoricarost). A lignocellul6zok elfkezelését és
enzimes hidrolizisét felhasznilva egyes nyersanyagok ,biofinomitds” jellegii
feldolgozasa.

2. Cellulaz enzimkomplex el6éallitdsa Trichoderma fermentacidjaval. Az ,,on site”,
azaz helyben torténd enzim elddllitdis megvaldsitdsdhoz mind a fermentécids
technolégia, mind a nyersanyag biztositds teriiletén megfeleld ismeretek
megszerzése.

3. A kandidatusi dolgozatomban ismertetett [-glilkoziddz enzimkomponenssel
kapcsolatos kutatasok folytatdsa, enzimfermentdcié és az ,,in situ” immobiliz4lt
pelletek stabilitdsdnak javitdsa teriiletén.

4. Az enzimes hidrolizist befolydsol6 1ényegesebb tényezOk vizsgdlata, torekedve a
maximalis szénhidratkonverzid elérésére a kiilonb6z6 modon elokezelt, kiilonb6zo
tipusu lignocellul6z szubsztratoknal.

5. Etanolfermentacié koriillményeinek és hatékonysdgidnak meghatirozdsa egyidejd,
illetve szepardlt hidrolizissel és erjesztéssel (SSF, SHF) kiilonféle médon
el6kezelt, kiillonbozo tipusu lignocellul6z nyersanyagok felhasznéldsaval.

6. Ipari és fermentdlt celluldz enzimek alkalmazdsa a papiripar és a takarmédnyozds
teriiletén. Szepardlt lignocellul6z komponensek (cellul6z, CFG) alkalmazédsa TPS
biomiianyag egyes tulajdonsdgainak javitdsara.

Az 1991-ben benydjtott kandidatusi értekezésemben a lignocellulézok biotechnoldgiai
hasznositdsdnak lehet8ségeit és problémdit vizsgdltam. Dolgozatomban celluldz és
B-glitkoziddz enzimek elballitasaval, jellemzésével és alkalmazdsdval foglalkoztam. Doktori
munkdmban is a lignocellulézokkal foglalkozom, egy sor 1j teriilet mellett helyt kapnak
benne a kandiddtusi dolgozatomban felvetett, a [-gliikkoziddzzal kapcsolatos kutatdsok
folytatdsaval elért eredmények is.

Célkitlizéseim megvaldsitdsit nagyban segitették az dltalam létrehozott és a
témavezetésemmel miikédé ,,Non Food” csoport doktordnsai, diplomdz6i és azok a
kutatécsoportok, akikkel tudomdnyos munkdssdgom alatt kivald kapcsolatot sikeriilt
kialakitani. Svédorszdgban a Lundi Egyetem Kémiai Kozpontja, Finnorszdgban a VTT,
Dénidban a RIS@ kutatéintézet, Hollandidban az ATO Wageningen és a Royal Nedalco,
Ausztidban a Bécsi Miegyetem és Spanyolorszdgban a CIEMAT kutatdintézet mind olyan
helyek, ahol kutatdsaink meghataroz6 részét végeztiik a csak ott meglévd infrastruktira és
szakmai tudés felhaszndlasaval.

Koszonettel tartozom mindazoknak, akik segitették munkdmat, s azoknak is, akik biztak
bennem és bdtoritottak! Nélkiiliik ez a dolgozat nem sziiletett volna meg.
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4 Felhaszndlt anyagok €s alkalmazott médszerek

4.1 Nyersanyagok, szubsztrdtok, szénforrdsok

4.1.1 Az elokezelések soran alkalmazott nyersanyagok

Kukoricaszar: A kukoricaszdrat, mely a leveleket is tartalmazta, a gyokérzet és csutkdk
nélkiil kozvetleniil a betakaritdst kovetden gyijtottiik, szobahOmérsékleten 1égszarazra
széritottuk, majd 2-3 mm szemcsedtmérdjlire apritottuk (sz.a.: 95%). F6 komponensei 36-42%
gliikdn, 20-23% xildn és 17-26% lignin, az Osszetétel jelentdsen vdltozott a fajtatdl és a
termdhelytdl fliggden. Az altalunk alkalmazott kukoricaszar mintdk gliikdn tartalma 40 és
43,8% kozott valtozott.

Kukoricarost (kukoricamaghéj): A kukoricaszem nedves Orléses feldolgozdsa sordn
keletkezd rostfrakcid, melyet szobahdfokon széritva, 1égszdraz allapotban, tovabbi apritds
nélkiil taroltunk és haszndltunk fel. A kukoricarost a maradék keményitdn kiviil jelentOs
mennyiségli hemicellulézt (foként xildnt) és cellulézt, valamint kisebb mennyiségben lignint,
olajat, fehérjét és szervetlen hamualkotékat is tartalmaz. Valamennyi kisérletiinket
amilolitikus enzimekkel keményitOmentesitett 8-10 mm szemcseméretli rosttal (DCF)
végeztik, mely 14-19% gliikant, 22-26% xilant és 11-15% arabindnt tartalmazott.

Cukorcirok bagasz: A cukorcirokban a cukornddhoz hasonléan a novény szara tartalmazza a
kozvetleniil erjeszthetd 12-15%-os cukoroldatot, mely szachardzt, glikézt és fruktdzt
tartalmaz, s mely a szarbol préseléssel nyerhetd ki. A visszamarad6 lignocelluléz
présmaradékot bagasznak nevezziik, mely atlagosan 36-38% celluldzt, 24-28 % hemicellulézt
és 18-20% lignint tartalmaz. Kisérleteinkben légszdraz ,.Berény” jeli cukorcirok bagasz
3-15 mm szemcseméretli 6rleményét haszndltunk fel, mely 36,3% gliikdn tartalom mellett
27,6% hemicelluldzt és 18,6% lignint tartalmazott.

Kender, kenderpozdorja: Munkdnk sordn, mind az energetikai céllal termesztett teljes
novényt (kérdt), mind a cellul6z rost mechanikai elvalasztdsa utdn visszamarado fés részt, a
pozdorjat vizsgéltuk. Kisérleteinkben 1égszdraz, 2-3 cm-re apritott kendert (sszetétele: 43,6%
celluléz, 10,5% xilan és 14,9% lignin), valamint silézott kendert (2-3 cm-re apritott, kerek
béaldkban adalékok nélkiil 8 hoénapig silézva, Osszetétele: 45,2% celluléz, 10,1% xilan és
18,7% lignin) haszndltunk fel. A kenderpozdorjit a technoldgia sordn keletkezett dllapotaban
(1-2 cm hosszd, kb. 0,5 cm széles és 0,3 cm vastag apriték) hasznéltuk fel, 6sszetétele: 40,1%
celluléz, 19,3% hemicellul6z és 21,7% lignin.

Balatoni nad: 2005-ben a befagyott Balatonr6l betakaritott nddat légszdrazon 2 mm
szemcseméretiire daralva hasznaltuk fel, a nad 33% celluldzt, 20% hemicelluldézt és 25%
lignint tartalmazott.

Energiafii: 2002 nyardn Szarvason arattdk, az apritott 1égszdraz anyagot laboratériumi
dardléban tovabb apritottuk, s 2-3 mm-es méretben hasznéltuk fel.

4.1.2 Az enzimfermenticié soran alkalmazott szénforrasok
Solka Floc (SF): ligninmentesitett, csokkentett hemicelluléz tartalmui fehéritett lucfenyo

cellul6z, (Internetional Fiber, New York, NY) datlagosan 75% gliikin és 18% xilan
tartalommal, altalaban kontrollként alkalmaztuk.
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Goézrobbantott fiizfa (SPW): 205°C-on, szakaszos reaktorban (Lundi Egyetem, Svédorszag)
savkatalizis mellett (2% SO,) 6 perc reakcididdvel eldkezelt flizfa, 57,7% celluléz és 40,6%
lignin tartalommal. SPW csokkentett, illetve megnovelt lignintartalommal: a szénforrds
Osszetételi adatait a 30. tablazat tartalmazza.

Gozrobbantott lucfenyé (SPS): a 2-10 mm szemcseméretii lucfenyd apritékot szakaszos
reaktorban (Lundi Egyetem, Svédorszag) 2,5-3% SO, impregnélds utdn 210-215°C-on, 5 perc
reakci6iddvel kezeltiik (Stenberg és mitsi., 1998), a mosott rost 41-42% gliikant és 55-56%
lignint tartalmazott.

Goézrobbantott kukoricaszar (SPCS)
SPCS I: 190°C-on folytonos reaktorban (ENEA, Olaszorszag) katalizator nélkiil elokezelt
kukoricaszar (sz.a.: 38,7%), gliikkan tartalom: 36-37%, xilan tartalom 15-16%. Fagyasztva
taroltuk, felolvasztas utan szaritas nélkiil keriilt felhasznalasra.
SPCS II: 210°C-on, szakaszos reakrorban (Lundi Egyetem, Svédorszdg) savkatalizis
mellett el0kezelt kukoricaszar (sz.a.: 59,5%), gliikkan tartalom: 32-33%, xildn tartalom
2,5-3,0%. Fagyasztva taroltuk, felolvasztas utdn szaritas nélkiil keriilt felhasznalasra.

Kiilonb6z6 elokezelések soran nyert pentézfrakciok (F, cF, HH)
SPW elvalasztott hemicelluléz frakcidja kozvetleniil (F), illetve bestirités utan (cF) keriilt
felhaszndlasra.
SPS elvalasztott hemicelluléz frakcidja (HH).
Nedves oxidacioval elokezelt kukoricaszar (Alk-185-5, Alk-195-15, Ac-195-5)
elvélasztott hemicellul6z frakciéja (HH) dgy keriilt felhaszndldsra, hogy a tdpoldatban a
vizet 75%-ban HH helyettesitette.

Hulladékpapir (OCC): vegyes csomagoldsi hulladékpapir, csapvizes dztatds utdn
diszpergdlva (konyhai turmix) hasznaltuk.

Papiriszap: Cellul6zt, lignint és hamualkot6 szervetlen anyagokat tartalmazd papirgyartdsi
hulladék (Dunapack Papir- és Csomagoléanyag Zrt.), mintdnkénti Osszetételét a 35. tdbldzat
tartalmazza, fermentacids kisérleteinkben felhaszndlt iszap 45% gliikdnt, 13% lignint és 22%
hamut tartalmazott.

Laktoz: a tejsavé cukorkomponense, 7. reesei Rut C30-ndl alkalmazott szénforras.

Eléhidrolizalt Solka Floc (PSF): 20 g/l SF-ot 50°C-on pH 4,8-on csapvizben hidrolizaltunk
8 ml/l Celluclast 1.5L enzimkészitménnyel 20 6rdn keresztiil (150 rpm), a BGL termelés
szénforrasa.

Gliikoz: enzimindukcids kisérletekben T. reesei Rut C30-ndl, valamint a BGL termelés soran
alkalmazott szénforras.

4.1.3 Az enzimes hidrolizis és SSF soran alkalmazott szubsztratok

Az enzimes hidrolizisek sordn szubsztratként alkalmaztuk valamennyi dltalunk elOkezelt
nyersanyagot, mivel az el6kezelés hatékonysdgdnak egyik mér0szdma az enzimes
bonthatésdg. Emellett hidrolizis kisérleteinkben szdmos eldkezelt lignocellulézt és modell
szubsztritot is vizsgaltunk.

Avicel: mikrokristilyos, a kereskedelemben kaphat6 celluléz, SERVA, Heidelberg,
Németorszag.

PASC: foszforsavban duzzasztott, amorf cellul6zszarmazék, konnyen hozzaférheto
endogliikandzok szdmadra, Avicelbdl Walseth (1952) médszerével készitettiik.
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Tiszta enzimkomponensek vizsgélata emellett a 43. tdbldzatban megadott szubsztritokon
(SPW, SPCS, SPS, SPWS, gbzrobbantott drpaszalma, gdézrobbantott pdantlikafii, nedvesen
oxidalt kukoricaszar és SF) tortént.

Sajat fermentleveket SF, SPCS II, Avicel és SPS szubsztratokon teszteltiik.

PEG hatasat részletesen SPS-on, az enzimadszorpciot gyakorlatilag az 0Osszes
rendelkezésiinkre 4ll6 gdzrobbantott nyersanyagon (SPSSB, SPCS, SPH, SPW és SPWS)
vizsgéltuk.

SPS: Isd: 4.1.2.

SPSSB: 2% SO;-os impregndlds utdn gdézrobbantds 205°C-on, 5 perces tartézkoddsi id6
mellett.

SPCS I: 1sd: 4.1.2.
SPH: 2% SO;-0s impregndlas utdn gézrobbantas:190°C-on, 10 perc.
SPW: 190°C-on, 2% SO,, 12 perc reakciéidével eldkezelt flizfa (Sassner és mtsi., 2005).

SPWS: 0,2% H,SOs-as impregndlds utdn gézrobbantds:190°C-on, 10 perc (Linde és mitsi.,
2008).

Alk-195-15, Ac-195-15: Kukoricaszar nedves oxidaciés el6kezelésével (195°C, 15 perc, 12
bar O»), mind ldg, mint sav katalizis mellett nyert termékeket SSF kisérletekben vizsgdltuk.

PWM: A 2,5 mm szemcseméretli buzadara 72,5% keményitot, 4-4,5% cellul6zt és mintegy
6% hemicellulézt tartalmazott. El6hidrolizise amilolitikus enzimekkel ipari tapasztalatok
alapjan tortént (Destexhe és mtsi., 2004). Az elsé és masodik generdcids etanol fermentacio
0sszekapcsolasakor SPWS-val egyiitt alkalmaztuk.

4.1.4 Szekunder rost az enzimes kezelésekhez

Dunakraft 90R jelii, a Dunapack Rt. dltal gyartott zsdkpapirt haszndltunk enzimes kezeléseink
sordn, mely 8% tiszta (technikai) celluldz, 25% egyszer felhaszndlt kraft feltarassal eléallitott
celluléz és 67% hulladék hullim-csomagoléanyag felhaszndlasdval késziilt.

4.2 Alkalmazott mikroorganizmusok

® Trichoderma reesei Rut C30: aerob fonalas gomba hipercellulolitikus (katabolit
derepresszalt), az ATTC torzsgyljteménybdl (ATCC 56765), a mikrobat maldtds,
vagy PDA ferde agaron tartottuk fenn.

e A T. reesei RF6026: a Rut C30 genetikai moédositdsdval elddllitott mutdns, mely
Thermoascus aurantiacus cbhl/cel7A génjét tartalmazza T. reesei cbhl/cel7A
prométere alatt. (Az RF6026 torzsben a nativ 7. reesei cbhl/cel7A gén torlésre keriilt.)
Ennek a torzsnek a kifejlesztését a finnorszdgi ROAL Oy-ban végezték, 06k
bocsatottdk rendelkezésiinkre. A cég tervei kozott szerepel a T. reesei Rut C30 tovabbi
cellulolitikus génjeinek termoaktivra torténd cseréje is, ezdltal magas homérsékleten
aktiv enzimkomplex termelésére alkalmas torzs kifejlesztése. A torzs fenntartisa
PDA-n tortént.

o T. reesei QM9414 genetikailag médositott torzseivel (Collén, 2001) tortént a 7. reesei
Cel7B-t (EG D), ill. Cel7B core-t (EGI katalitikus doménje) tartalmaz6 fermentlé
elddllitasa gliikkoz-tartalmd tdptalajon. A szelektiv expressziot a Cel7B promoterét
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helyettesitd konstitutiv promoter tette lehetové. Mig a két T. reesei rekombindnsban az
endogén celluldz termelését a nagy gliikkéz-koncentricié represszdlta, addig a
célkomponens az Aspergillus nidulans gliceraldehid-foszfat-dehidrogendz (GPD) gén
(gpdA) prométerének szabdlyzdsa alatt termelddott.

A BGL elédllitasara alkalmazott torzsek egy kivétellel - Aspergillus phoenicis
QM 329 (Lundi Egyetemrdl) - a BME MezOgazdasigi Kémiai Technoldgia tanszék
torzsgylijteményébdl (Dr. Szakdcs Gyorgy) szdrmaztak: Aspergillus niger
BKM F-1305, Aspergillus foetidus Biogal 39, Aspergillus phoenicus ATCC 1315B,
Penicillium ochro-chloron WFPI 175A. A torzseket PDA ferdeagaron tartottuk fenn.

Thermotoga elfi DSM 9442: Deutsche Sammlung von Microorganismen und
Cellculturen torzsgytjteménybdl hidrogénfermentacidra tesztelve.

Thermotoga. neapolitana DSM 4359: Deutsche Sammlung von Microorganismen und
Cellculturen torzsgytjteménybdl hidrogénfermentacidra tesztelve.

Caldicellulosiruptor saccharolyticus  DSM 8903:  Deutsche = Sammlung  von
Microorganismen und Cellculturen torzsgylijteménybdl hidrogénfermenticiora
tesztelve.

Kluyveromyces marxianus Y 01070: Mezbgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok
Nemzeti Gyiijteménye, Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudoményi Kar

Kluyveromyces marxianus Y 00243: Mez6gazdasagi €s Ipari Mikroorganizmusok
Nemzeti Gyiijteménye, Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudoményi Kar

Kluyveromyces marxianus Y 00242: Mezbgazdasigi és Ipari Mikroorganizmusok
Nemzeti Gyiijteménye, Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudoményi Kar

Kluyveromyces thermotolerans Y 00775: Mez0gazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok
Nemzeti Gyiijteménye, Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudoményi Kar

Kluyveromyces thermotolerans Y 00798: MezOgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok
Nemzeti Gyiijteménye, Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudoményi Kar

Saccharomyces cerevisiae kereskedelmi pékélesztd
Saccharomyces cerevisiae ATTC 26602, Royal Nedalco
Saccharomyces cerevisiae DER-CIEMAT, Culture Collection Nr.1701.

4.3 Felhaszndlt enzimek

4.3.1 Alkalmazott ipari enzimek

A keményitd hidroliziséhez illetve az elokezelések hatékonysdgdnak meghatirozdsdhoz ipari
enzimkészitményeket hasznaltunk, melyek a Novozymes A/S (2880, Bagsvaerd, Denmark),
illetve a Genencor (Danisco A/S) cég termékei voltak.

Celluclast 1,51, Cellubrix, NS50013 (Novozymes): Trichoderma eredetli, celluldaz
enzimkomplex tartalmu stiritmények.

Novozym 188, NS50010 (Novozymes): Aspergillus terrus eredetli, BGL aktivitasu
fermentlé stiritmények.
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e Pergalase A40 (Genencor): Trichoderma eredeti, celluldz és hemicelluldz
komponenseket tartalmazé enzimsiiritmény.

e IndiAge Super L (Genencor): genetikailag mddositott mikroorganizmus éltal termelt,
T. reesei Cell2A endogliikandzt tartalmaz6 enzimstritmény.

e Termamyl LC, Termamyl SC (Novozymes): Bacillus licheniformis eredetl, o-amildz
aktivitdsi fermentlé stiritmények.

e BAN480 (Novozymes): Bacillus subtilis eredetli, a-amildz aktivitisi fermentlé
siritmény.

e AMG300L, Spirizyme Fuel (Novozymes): Aspergillus niger eredetl,
amilogliikozidaz aktivitast fermentlé stiritmények.

4.3.2 Cellulaz aktivitasa fermentlevek

T. reesei Rut C30 fonalas gomba éltal harom kiilonb6z6 szénforrdson (SF, lakt6z és SPCS 1)
termelt enzimet (fermentlevet) vizsgiltuk aktivitdsprofil és hidrolitikus hatékonysig
szempontjabol. A 46.tdblazatban a 10 FPU/g szénhidrit enzimadagoldsnak megfelelé FPA,
HEC, BGL, AXE és BX aktivitdsokat foglaltuk 6ssze.

Szekunder papir rostok kezeléséhez genetikailag moddositott 7. reesei QM9414 torzsekkel
allitottunk eld T. reesei EG-t, ill. annak katalitikus alegységét tartalmazé fermentlevet gliikkdz-
tartalmu téptalajon.

4.3.3 Tisztitott (egyedi) enzimkomponensek

Két olyan Melanocarpus albomycesbdl szirmazé termostabil celluldzt vizsgaltunk, melyeket
rekombindns Trichoderma reeseivel heterolog modon 4allitottunk eld. A gének kifejeztetésére
kétféle formaban keriilt sor: (i) az eredeti genetikai szekvencia szerint, illetve (ii) médositott
formaban, egy idegen, T. reesei eredetli cellul6z-kotdé modul (cellulose binding modul, CBM)
hozzécsatoldsdval az eredeti kddold szekvencidhoz. A fermentlé sziirése €s az enzimfehérjék
tisztitdsa utdn (részletes adatok: Szijarté és mtsi., 2008) keriilt sor az enzimek vizsgalatira. Az
elvédlasztott komponensek tisztasdgardl SDS PAGE gélelektroforézissel gy6zddtiink meg. Az
50 kDa-os (Cel7A) endogliikandzt, valamint az 50 kDa-os cellobiohidrolazt (Cel7B) hidrolizis
kisérleteinkben tisztitott formdban pH 6,0-on 50°C-on alkalmaztuk.

Tisztitott CBHI, CBHII és EGII komponenseket Trichoderma reesei fermentlevébdl
Suurnédkki és mtsi. (2000) médszerével, a tisztitott xiloglitkandzt ugyancsak Trichoderma
reesei fermentlevébdl Benkd és mtsi. (2008) dltal k6zolt modszerrel nyertiik ki. BGL adagolds
Aspergillus eredetli kereskedelmi enzimmel tortént (Novozym 188).

4.4 Enzimaktivitds mérési modszerek

Tobbfajta mérési modszert alkalmaztunk, melyekkel mérhetd a teljes celluldz komplex (FPA),
illetve az egyes celluldz, hemicelluldz, BGL komponensek aktivitisa. Az enzimaktivitds
kifejezésére haszndlt enzimegység (IU) 1 perc reakcididd alatt keletkezett pmol-nyi
reakciterméket jelent.

Sziirdpapir lebonto aktivitds (FPA)
A teljes celluldz komplex hidrolitikus aktivitdsanak jellemzésére hasznilt médszerhez a
varhaté aktivitdstél fiiggben maximum 1,0ml mintdt 50mg Whatman No.l.
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szlirdpapircsikkal 50°C-on 1 6rédn 4t termosztalunk, a mintatérfogatot minden esetben 1,5 ml-
re egészitjiikk ki 0,05 M-os pH 4,8 citrat (acetdt) pufferrel. A termosztdldsi id6 leteltével a
mintdk cukortartalmat redukalé cukorméréssel (4.9.4) mérjiik (Mandels és mtsi, 1976).

P-gliikoziddz aktivitdis (BGL)

Az aktivitismérés mesterséges szubsztritja a p-nitrofenil-B-D-gliikopiranozid (pNPG),
melybdl a BGL p-nitrofenolt szabadit fel, melynek szine ltigos kbzegben sarga. A szinreakcid
spektrofotométerrel jol kovethetd. 0,1 ml megfeleléen higitott enzimoldatot 1 ml 5 mM-os
pNPG oldattal 10 percig 50°C-on termosztdlunk, majd az enzimes reakciét 2 ml 1 M-os
Na,COs oldattal allitjuk le, és 10 ml desztillalt vizzel higitjuk. A mintdk abszorbancidjat
400 nm-en (desztillalt vizzel késziilt vakkal szemben) fotometraljuk, a kalibraciéhoz 1mM-os
p-nitrofenol oldatot haszndlunk (Berghem és Pettersson 1974).

CBH I és EG I aktivitds egymds mellett

CBH és EG I hidrolizdlja a 4-metilumbelliferil-p-D-laktozid (SIGMA M-2405) mesterséges
szubsztratot, és 4-metilumbelliferont (7-hidroxi-4-metilkumarin) szabadit fel termékként,
melynek koncentrdcidja 370 nm-en ligos kdzegben (reakciét 1 M-os Na,COs oldattal allitjuk
le) adszorbancia méréssel meghatdrozhatd. A kalibraci6hoz 20 mM-os
7-hidroxi-4-metilkumarint hasznalunk. A BGL aktivitdst a reakciéelegyhez adagolt gliik6z
(100 mM) inhibedlja. Mivel a reakcié nem specifikus EG I-re, egy mésik aktivitismérésben
5 mM cellobi6zzal inhibedljuk a CBH I-et, igy kapjuk meg az EGI aktivitdst. Az CBHI
aktivitast a két mért érték kiilonbségeként definidltuk (Bailey és Tihtiharju, 2003).

Endogliikanaz aktivitist szamos szubsztrittal lehet mérni. A pNPC-bdl cellobiéz lehasitasa
utdn 400 nm-en mérhetd a ligos kdzegben sirga szinii nitrofenol, HEC (IUPAC, 1987) és
CMC szubsztratb6l (Bailey és Nevalainen, 1981) a felszabadul6 redukdlé cukor mennyiségét
mérjiilk DNS reagenssel.

A hemicelluloz frakcio lebontdsdban szerepet jdtszo enzimek aktivitisanak meghatdrozdsa:

Xilandz aktivitas (XIL) Nyirfabol szarmazé xilan (SIGMA) 1%-os oldatanak (0,05 M-os
citratpuffer, pH 5,3) 0,5 ml-éhez 0,4 ml citratpuffert és 0,1 ml mintdt pipettizunk, majd 10
perces 50°C-os termosztdlds utdn a reakciét 1,5 ml DNS oldat hozzdadédsdval éllitjuk le
(4.9.4). Az aktivitast xiléz kalibricié segitségével szamoljuk (Bailey és mtsi., 1992).

Xilogliikandz aktivitds (XG) 1,8 ml szubsztitot (1%-os Tamarind xilogiikan, Amyloid,
Megazyme) 0,2 ml megfelelden higitott mintdval 50°C-on 10 percig inkubdlunk, az
enzimreakciot 3 ml DNS reagenssel dllitjuk le, a mintdk cukortartalmat redukald
cukorméréssel (4.9.4) mérjiikk az enzimaktivitast gliikkéz kalibricié segitségével szamoljuk
(Benko és mtsi., 2008).

Mannandz aktivitds (MAN) 0,5%-os mannan (locus bean gum) szubsztrattal Stalbrand és
mtsi. (1993) szerint.

Acetilxildn észterdz aktivitds (AXE) acetilalt xilo-oligomer szubsztratb6l (Jiirgen Puls,
Hamburg, Némerorszadg) felszabaditott ecetsav mérésével Poutanen és mtsi. (1990) szerint.

a-arabinoziddz aktivitds (a-ARA) 2 mM-os 4-nitrofenil-o-D-arabinofuranozid szubsztrattal
Poutanen és mtsi. (1987) szerint.

p-xiloziddaz aktivitas (BX) 5 mM-os 4-nitrofenil-B-D-xilopiranozid szubsztrittal Poutanen és
Puls (1988) szerint.

a-galaktoziddz aktivitds (a-GAL) 1 mM-os 4-nitrofenil-a-D-galaktopiranozid szubsztrattal
Bailey és Linko (1990) szerint.
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Az aktivitas-festés két azonos gél egyidejii futtatdsaval tortént. Ezek koziil az egyiket
megfestettiikk a fehérjék detektdldsdhoz, a mdsikat pufferben (pH 7,5 RmCell2A esetén,
pH 4,8 TrCel7B esetén) eldinkubdltuk, majd szubsztratként karboximetil-cellulézt (CMC)
tartalmazo agar géllel fedtilk be. Az 50°C-on, 1 6rdn &t tartd inkubdlds utdn a termék
meghatdrozdsa érdekében a szubsztrat-gélt kongd-vords oldatban festettiik (0,1%, 10 perc
RmCell2A esetén, ill. 0,2%, 4 éra TrCel7B esetén), majd a felesleges festék eltavolitasara
1 M NaCl oldattal mostuk.

A fermentlében taldlhat6 fehérjék elvalasztdsa molekulaméretik (SDS-PAGE), ill.
izoelektromos pontjuk (pI) alapjin (izoelektromos fokuszalds, IEF) tortént. A molekulaméret
ill. izoelektromos pont meghatdrozdsdra Mt ill. pI markereket haszndltunk.

4.5 Lignocellulozok elokezelése

4.5.1 Kémiai elokezelések

Hig kénsavas el0kezelést nyers, apritott kukoricaszar, keményitdmentesitett kukorica rost és
kukoricacsira dara esetében alkalmaztunk. A légszdraz mintdhoz annyi és olyan toménységl
kénsav oldatot mértiink, hogy az elegyben a szdrazanyag koncentricié 8-10%, a kénsav
koncentricidja pedig — a kisérleti tervtdl fiiggden — 0,5-5% legyen. A reakcidelegyet zarhatd
tivegedényekben 2 6rdn 4t 120°C-on hdkezeltik. A ldgos kezeléseket a hig savashoz
hasonléan NaOH, NaOH+H,0,, (CaOH),, KOH katalizissel végeztiik, a szdrazanyagtartalom
a kukoricarost ligos kezelésekor 4,53% volt.

A kémiai kezeléseket kender, kenderpozdorja, cukorcirok bagasz és energiafii esetében is a
fentiek szerint végeztiik. A kukoricaszar kétlépcsds ligos és savas elokezelésekor 1 napos
NaOH-os 4ztatast (szobah6fokon) szlirés és mosds utdn savas el6kezelés kovetett (120°C,
autoklavban, 1 6ra).

Az elOkezelt anyagot a feliilisz6tol torténd elvdlasztis utdn desztilldlt vizzel mostuk, majd
meghatdroztuk a mosott rost mennyiségét, a rost fobb komponenseinek mennyiségét (4.9.1 és
49.2) és enzimes bonthatésdgit (4.6.1). A kukoricaszar elOkezelésénél, valamint a
kukoricarost savas elOkezelésénél megadott gliikdn és pentozdn adatok mindeniitt 100 g
kiindulasi szaraz nyersanyagra (100% sz.a.) vonatkoznak.

4.5.2 Eloékezelések gozrobbantassal, illetve nedves oxidacioval

A minimélis vegyszerigényl fizikai-kémiai el6kezelések koziil két modszert, a gézrobbantast
(Galbe és Zacchi, 2007) és a nedves oxidaciét (Schmidt és Thomsen, 1998) alkalmaztuk.
Mindkét eljards nagy hdmérsékleten (jellemzden 200£10°C) és nyomdson torténd eldkezelést
jelent. A koztiik 1évoé f6 kiilonbség, hogy nedves oxiddciondl 10-12 bar nyomadsig tiszta
oxigént adunk a specidlisan kialakitott hurokreaktorba és az eldkezelés végeztével a
tdilnyomdst fokozatosan engedjiik le, mig g6zrobbantdsndl a tilnyomadst okoz6 goézt hirtelen
expandéltatjuk (5. dbra). Mindkét mddszernél elsdsorban a hemicelluléz frakcid kezd el
bomlani, amibdl szerves savak is keletkeznek és a kialakult savas kozegben autohidrolizis
indul meg. A két eljards kozott kiillonbséget jelentett még, hogy éltaldban a nedves oxidacid
reakcidideje hosszabb volt, 5-15 perc, szemben a gbézrobbantds 2-10 percével, illetve az, hogy
a nedves oxiddciéndl savat (0,5 ml 96% H,SO./1) és ligot (2 g Na,COs/l) egyarant
alkalmaztunk, g6ézrobbantdsndl viszont csak savat (0,5-2% H,SOy, ill. SO).

A glOzrobbantdsos elokezeléseket egy kivétellel a Lundi Egyetem Vegyipari Miiveletek
Tanszékén végeztiik egy 10 liter hasznos térfogatd szakaszos reaktorban. A nyersanyagokat
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el6kezelés elott milanyag zsdkokban 20-30 percig kén-dioxiddal, vagy jol zarhaté6 muanyag
edényekben H SO, oldattal impregnaltuk. Az eldkezelés sordn a kivant hdmérsékletet telitett
g6z befivatdssal allitottuk be, majd a kivint tartdzkoddsi id6 lejarta utdn a nyomdst egy
szelepen keresztiil hirtelen atmoszférikusra csokkentettilk és a keletkezd anyagot egy
ciklonban gyiijtottiik ossze.

Kenderpozdorja gbzrobbantisos el6kezelését a CIEMAT (Madrid, Spanyolorszdg) Biomassza
kutatécsoportjaban végeztiik két kiilonboz6 méretli reaktorban katalizdtor alkalmazasa nélkiil
10 perc reakci6idével, 200-230°C-on.

Nedves oxidéaciot Ddnidban a RIS@ National Laboratory-ban kukoricaszar és a balatoni nad
el6kezelésére alkalmaztuk.

Az el6kezelések pontos paraméterei az eredményeknél taldlhatdk.

4.5.3 Elokezelés mikrohullamu reaktorban

Keményitdmentesitett kukoricamaghéjat (DCF) (5%) 6 6ran keresztiil impregndltuk desztillalt
vizzel, esetenként kénsav illetve natrium-hidroxid 0,025 illetve 0,5%-os oldataval, majd a
nedvesitett nyersanyagot jol zar6édo teflon edényben mikrohulldmui késziilékben (Milestone
MLS-1200 Mega Microwave Workstation, Sorisole, Olaszorszdg) kezeltiik, a felftitési id6 2, a
tartdsi id6 5 perc volt. A vizsgalt hdmérsékleti taromany: 100-210°C. A kezelt nyersanyag
rost frakcidjatdl vakuumsziiréssel vdlasztottuk el a vizoldhaté hemicellulézokat tartalmazé
folyadék fazist.

4.6 Enzimes hidrolizis

4.6.1 Az elokezelések hatékonysaganak meghatarozasara

Az elokezelt mintdk enzimes bonthat6sdgit tobbnyire az elvdlasztott, mosott szilard
frakciobol végeztiik, egyes esetekben a teljes elOkezelt zagybdl. A lignocellul6z mintdk
enzimes hidrolizisét jellemzdéen 50°C-on, (esetenként 40-45°C) pH 4,8-on, 0,05-0,1 M-os
acetat, vagy citrat pufferben keveréssel, vagy rdzatdssal hajtottuk végre. A szubsztrat
koncentracié (S) 2 és 5% kozott valtozott, az alkalmazott enzimdézis (E/S) 5 és
50 FPU/g sz.a. mellett, mig a BGL kiegészités dltaldban ugy tortént, hogy az FPA : BGL
aktivitds ardny 1:1 legyen.

Egyes esetekben nem sz.a.-ra, hanem cellul6z (gliikdn) tartalomra vonatkoztatott enzimddzist
adtunk meg. Az enzimes hidrolizis 24, 48, esetenként 72 6rds volt. A hidrolizis alatti
mintavétel vagy a parhuzamosan inditott méagneses keverdvel kevert kémcsOreaktorokban
(V:5ml) végrehajtott reakciok teljes elegyének feldolgozdsdval, vagy nagyobb méretii
(500-1000 ml) reaktorokbdl torténd mintavétellel tortént. A hidrolizis sordn képzddd
termékek koncentricidjat tobbnyire HPLC-vel, egyes esetekben DNS reagenssel hataroztuk
meg. Az eredményeket mint glitkdnkonverzidt, illetve esetenként szénhidratkonverziét adtuk
meg, a hidrolizis szempontjabdl lényeges paramétereket az 5.3. fejezet tartalmazza.

4.6.2 Enzimes hidrolizis egyedi enzimkomponensekkel

Melanocarpus enzimekkel: Az 50 kDa-os (Cel7A) endogliikanazt, valamint az 50 kDa-os
cellobiohidrolazt (Cel7B) hidrolizis kisérleteinkben tisztitott formaban pH 6,0-on 50°C-on
alkalmaztuk. A vizsgdlt enzimek hidrolitikus hatdsat kristdlyos Avicel-en és az ebbdl
foszforsavas duzzasztdssal eldallitott amorf cellulézon az un. Walseth cellulézon (PASC)
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vizsgéltuk 10 g/l szubsztrat koncentracié mellett, Eppendorf csovekben, magneses keveréssel.
Enzimadagolas 5, 10, 20 mg/g volt Avicel és 0,5, 1, 2, 5 mg/g PASC szubsztraton. A reakcid
leallitasa a reakcidelegy felforraldsdval tortént, a feliiliszob6l DNS cukorreagenssel és HPLC-
vel (Dionex) hatdroztuk meg a termék Osszetételét €s koncentracidjat.

Trichoderma enzimekkel: Hidrolizis kisérleteink sordn kiilonboz6 moédon eldkezelt
lignocellul6zok (drpaszalma, buzaszalma, kukoricaszar, flizfa, lucfenyd, zold pantlikafit)
hidrolizisét tisztitott cellulaz (CBH I és II, EG II, B-gliikozidaz), és hemicelluldz (xilandz és
xilogliikandz) enzimek alkalmazdsdval vizsgéltuk (pH:5,0, T:45°C, S:10 g/l gliikén,
V:2,5ml). Az alkalmazott enzimdézis 10 FPU/g gliikdnnak megfelelden mg fehérje/g
gliikdnban megadva: CBH I: 14,5, CBH II: 3,6, EG II: 3,6, BGL: 1,37. Ezt az enzimkeveréket
egészitettik ki 1,0 mg/g XG, vagy 1,0mg/g XL, illetve 1,0 mg/g XG+1,0 mg/g XL
enzimekkel. A termékmeghatdrozds DNS cukorreagenssel és Dionex HPLC rendszerrel
tortént.

4.6.3 Enzimes hidrolizis sajat fermentlevekkel

Hidrolizis kisérleteinkben tobbféle szénforrdson (SF, laktéz, SPCSI) eldallitott sajat
fermentdldsi T. reesei enzimek hidrolitikus potencidljat vizsgiltuk egy kereskedelmi
forgalombdl beszerzett (Celluclast 1.5L) enzimkészitménnyel Osszehasonlitva. Hidrolizis
koriilmények: 45°C, pH: 5,0, S: 10 g szénhidrat/l, E/S: 10 FPU/g szénhidrat, 5 ml térfogatban,
magneses keverdvel kevertetve (400 rpm), t: 48 h. Az enzimes reakcid ledllitdsa és a
folyadékfizis elvdlasztdsa utdn a feliiliszok analizise redukdlé cukortartalom méréssel és
HPLC-vel (Dionex) tortént.

4.6.4 PEG hatasanak vizsgalata az enzimes hidrolizisben

Hidrolizis kisérleteinket 100 ml-es csavaros tetejii iivegekben, (50°C, pH4.,8), 300 rpm
kevertetéssel (médgneses keverd), 50 g reakcidelegyben hajtottuk végre, S:2% sz.a.,
E/S: 20 FPU/g sz.a.+ 20 (40) IUBGL)/g sz.a. mellett, a kisérletekben 2,5 g/l PEG (atl. Mt:
4000 g/mol) adagolds hatdsat vizsgaltuk, t: 72 6éra. Minden mintavételnél harom reaktor keriilt
feldolgozasra. A feliiliszobdl a termék szénhidratok meghatdrozdsa mellett meghataroztuk a
maradék enzimaktivitasokat is (FPA, BGL).

4.7 Fermentdcio

4.7.1 Enzimfermentacio

Inokulum: 150/750, illetve 200/1000 ml-es razatott lombikokban, 30°C-on SF, gliikéz, vagy
laktéz szénforrdson, Mandels’ tdptalajon (Mandels és Weber, 1969), illetve az aldbbi
moédositott Mandels’ tdptalajon 15-30 napos maldtds ferde agarrdl oltva késziilt. Az
oltéanyagot jellemzOen 4 napig (Aspergillusokat 1 napig) szaporitottuk, az induldsi
pH: 5,5-5,8, a feldolgozasi: 2,8-3,5 volt. Fermentacids kisérleteinket 10% (V/V) inokulummal
oltottuk. A mddositott Mandels’ tdptalaj literenként a 10 g szénhidrat mellett a kdvetkezd
komponenseket tartalmazta: 0,4 g karbamid, 1,87 g (NH4)2SO4, 2,67 g KHoPOs , 0,53 g
CaClL-2H,0, 0,81 g MgS04-7H,0, 0,33 g élesztdextrakt, 1,0 g pepton, valamint az 1%-os
nyomelemoldatokbdl 0,66 ml FeSOy4, 0,21 ml MnSO4-H,0, 0,19 ml ZnSO47H,0 és 2,67 ml
COC]Q.
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Razatott lombikos kisérletek: Az inokulum készitéssel azonos koriilmények kozott, de 10%
4 napos tenyészettel oltva, kiillonb6z6 szénforrdsokon és induldsi pH értékeken, naponkénti
pH éllitdssal (10%-os sterii NaOH) esetenként 0,05-0,1 M-os trisz-maledt puffer
alkalmazasdval torténtek a kisérletek. A szaporitdsok jellemzden 7, esetenként 14 napig
tartottak 300-350 rpm rdzatédssal.

A Mandels’ tiptalaj mellett egy ,,ipari jellegli” taptalajt is alkalmaztunk, mely a szénforrdson
(10 g/1) kiviil minddssze szeszgyari torkolyt (5 g/l), KH,PO4-ot (0,83 g/) és (NH4),SOs-ot
(0,83 g/) tartalmazott (Harkki és mtsi., 1991).

Razatott lombikos kisérletek II: A 7. reesei QM9414 rekombinansok fermentacidja razatott
lombikban, médositott Trichoderma minimal taptalajon, 30°C-on, 8 napon at tortént (Collén
és mtsi., 2001). Az alkalmazott tdptalaj Osszetétele: 30 g/l KH,POy4; 8 g/l K,HPOy; 2 g/l
(NH4)2S04; 0,005 g/1 FeSO47H,0; 0,0016 g/  MnSO4H,O; 0,0014 g/l ZnSO.-7H,0;
0,0037 g/l CoCl,-6H,0; 40 g/l gliikkdz; 0,6 g/l MgSOy; 0,6 g/l CaCl,. A gliikéz koncentricid a
teljes fermentdcidé sordn legaldbb 10 mg/ml volt, naponta 30-40 mg/ml-re 4llitva koncentralt,
csak gliikdzt és (NH4),SO4-ot tartalmazé tapoldattal, eziiton biztositva az endogén celluldzok
represszidjat.

Fermentoros kisérletek

A laborfermentoros kisérleteket egyrészt Mandels’ tdptalajon (Mandels és Weber, 1969) OCC
szénforrason (10 g/l szénhidrat), masrészt Harkki és mtsi. (1991) dltal leirt szesztorkolyos
medium modositdsdval és koncentrdlasdval kialakitott taptalajon (SF, laktéz, SPCS
szénforrason) végeztikk (28°C, 5Snap) 31 liter (20 liter hasznos) térfogatd, duplafald,
rozsdamentes acél laboratériumi fermentorban (Biostat CDCU-3, B. Braun Biotech,
Németorszdg). A pH-t az automata szabdlyozds 10%-os foszforsav, illetve ammoénium-
hidroxid segitségével tartotta a kivant értéken. Az oldott oxigén (DO) szintet a fermentorban a
telitési szint 30%-4n kaszkdd szabdlyozds tartotta, mely eldszor a levegd bedramlasi
sebességét valtoztatta 1-12 I/perc, majd a keverési sebességet 300-650 rpm kozott az oxigén
szint megtartdsdhoz. A fehérjék okozta habzast szilikon olaj alapd habzasgitlé haszndlatdval
csokkentettiik. A napi haromszori mintavételezéssel kapott mintdkat 5 percig 9000 rpm-en
centrifugéltuk és a feliiliszékat elemeztiik.

Kimend giz osszetételének meghatdrozasara alkalmas gdzanalizatorral, pH és oxigén mérésre
és szabdlyozasra alkalmas miiszerekkel ellatott 3 literes (2 1 hasznos tf.) fermetorban (Biostat
A DCU-300, B. Braun Biotech, Németorszag) folytattuk le azokat a kisérleteket, melyekben
azt kivantuk megvizsgdlni, hogy az eredetileg gliik6z szénforrason felszaporitott Trichoderma
hogyan viselkedik impulzusszeri cellul6z adagolasara.

4.7.2 Hidrogénfermentacio

100 ml-es zart iivegekben végzett kisérleteink sordn Thermotoga elfii, Thermotoga
neapolitana és Caldicellulosiruptor saccharolyticus hidrogén termelését teszteltiik papiriszap
hidrolizdtumon. Pozitiv kontrollként gliikézt haszniltunk, és hiarom komponens — élesztd
extrakt, nyomelemek és a s6k — hatdsat vizsgaltuk (részletes adatok: Kadar és mtsi., 2003).

C. saccharolyticus hidrogén termelését vizsgaltuk analitikai tisztasdgd cukrok (gliik6z és
xil6z), és az ezen cukrokat tartalmazé papiriszap hidrolizditumon. Kisérleteinket 2 literes
bioreaktorokban végeztiikk szigordan anaerob koriilmények kozott 70°C-on pH 6,4-en
350 fordulat/perc keverés mellett. A fermentaciét 10% inokulummal oltottuk, s a képz6dé H»
eltdvolitisa érdekében 7 I/h dramldsi sebességgel nitrogént buborékoltattunk 4t rajta. A
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fermentdcids id6 fliggvényében mértiik a cukor fogyast, valamint a hidrogén, acetét és laktat
képzddést.

4.7.3 Etanolfermentacio

Valamennyi SSF kisérletben a reakcidelegy tartalmazta az élesztd szdmdra sziikséges
anyagokat: 0,5 g/l (NH4),HPO4, 0,025 g/l MgSO47H,O, 1 g/l élesztd extrakt, esetenként
NH,Cl-ot (2 g/1) és peptont (5 g/l) is.

SSF kisérletek az elokezelések tesztelésére

A lugosan el6kezelt kukoricarostot: S:5%, 25 FPU/g glikan + 251U BGL/g gliikkdn
enzimddzissal, 2 6rds 50°C-on torténd eldhidrolizis utdn SSF-ben (37°C, 48 h) vizsgiltuk, a
keletkezett etanolt HPLC-vel hatdroztuk meg.

A gbzrobbantott kender és kenderszilazs etanol-potenciéljat, nagy szubsztratkoncentraciét
(7,5% WIS) alkalmazva 2 literes laboratériumi fermentorokban SSF kisérletekben hataroztuk
meg: 37°C, pHS5,0, 72h, 20 FPU/g glikdn + 23 IU BGL/g gliikdn (Celluclast 1,5L és
Novozym 188). Az erjesztéshez kereskedelmi forgalomban kaphat6, a gbézrobbantott zagy
folyadékfdzisdn adaptalt 5 g/l pékélesztét haszndltunk, a keletkezett etanolt HPLC-vel
hatdroztuk meg.

Az elokezelt kenderpozdorja mosott szildrd frakcidjanak nem steril szimultdn cukrositdsat és
fermentacidjat (SSF) 50 ml térfogatban, razatott lombikban, 10% WIS koncentracié mellett,
32°C-on, NS50013 és NS50010 enzimekkel (25 FPU/g gliikdn + 23 IU BGL/g gliikdn) és
hex6z fermentdld pékélesztovel végeztiik, a képzO8dod etanolt GC-val hatdroztuk meg.

Balatoni nad: 5% w/V, pH 4,8, 32°C, 25 FPU/g sz.a. + 25 IU BGL/g sz.a., S. cerevisiae 2 g/,
72 6ra, a csoportunkban kifejlesztett, CO, mérésen alapuld ,kotyogd” berendezésben
vizsgéltuk, a végsd etanol koncentraciét HPLC-vel hataroztuk meg.

Fermentacios kisérletek az etanolkoncentracio novelése érdekében

SPS szubsztraton: Az SSF kisérleteket 1 literes bioreaktorokban 37°C-on, 96 6ran keresztiil
folytattuk (pH 4,9-5,0). A szubsztrat (SPS) koncentriciét 2-10% kozott véltoztattuk, a
hidrolizishez ipari enzimeket hasznéltunk 5-32 FPU/g gliikan tartomdnyban (Celluclast 1.5L).
A BGL aktivitdst minden esetben 28 IU BGL/gliikdn értékre dllitottuk Novozym 188
adagoldssal. Az erjesztés S. cerevisiae kereskedelmi pékélesztovel (5 g/l) tortént.

Savas pH-n (4,0): Egy inhibitor tolerans élesztétorzset (Saccharomyces cerevisiae ATTC
26602) pH 4,0-en vizsgaltunk kiilénb6z6 eredetii hemicellul6z hidrolizditumokon (SPS, SPW,
SPW(+S0,), SPCS I) dgy, hogy az eredeti cellulézrostnak megfeleld gliikozt (100% gliikéan
konverzi6t feltételezve) adagoltuk a taptalajokba.

Kluyveromycesekkel: Az élesztotorzsek inhibitor tirését elészor fermentdcids teszttel
vizsgiltuk 42°C-on, 25 ml-es lombikokban a gdzrobbantdssal elokezelt lucfenyd (SPS)
folyadék frakcidjan (HH) illetve Ca(OH),-dal méregtelenitett (DHH) sziirleten (gliikdzzal
30 g/l fermentdlhat6 cukortartalomra kiegészitve), hogy kivalasszuk az inhibitorokat és a nagy
hémérsékletet leginkdbb tolerald élesztdtorzset.

Az SSF kisérleteket 1 literes bioreaktorokban hajtottuk végre (42°C, pH 5,0) tgy, hogy a
gbzrobbantdssal elOkezelt lucfenyd (SPS) zagyot 5%-osra higitottuk, s az enzimes
hidrolizishez ipari enzimeket (Novozymes) 37 FPU/g gliikdn illetve 38 IU BGL/g gliikkdn
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dézisban, az erjesztéshez 5 g/l élesztd sz.a.-ot alkalmaztunk (1 napos inokulum). A kisérlet
96 6rdig tartott.

OCC és papiriszap szubsztratok felhaszndldsa: 750 ml-es Erlenmeyer lombikokban, 6% SF,
OCC, vagy papiriszap, 15FPU/g sz.a. + 151U BGL/g sz.a., induldsi éleszt0szam:
2x10° sejt/ml, 40°C, 96 h, rdzatds 300/perc fordulatszdmon. A NSSF kisérletekben 24 6ras
50°C-os eldhidrolizis el6zte meg az SSF-et.

Nedves oxidacioval elokezelt kukoricaszar: a hidrolizist 8% sz.a. koncentracioval kezdtiik,
majd tovabbi részletekben (5 6ranként adagolva) emeltiik a koncentricidt eldszor 12, majd
20% sz.a.-ra. A szétvdlasztott, mosott rostot HH segitségével higitottuk a kivant
koncentriciéra. Nem-izotermdl SSF kisérletet hajtottunk végre, ami azt jelenti, hogy a
sziikséges enzimdozist két részben adagoltuk, elszor egy résszel 50°C-on 24 6rén keresztiil
el6hidrolizaltuk a zagyot (5-10 FPU/gsz.a.), majd 30°C-on adagoltuk az enzim koktél
madsodik részét (5-20 FPU/g sz.a.) az élesztd inokulummal (1 g sz.a./l) egyiitt. Az enzimes
hidrolizishez ipari enzimeket (Novozymes) alkalmaztunk kiilon BGL adagolassal
(1:1 ardnyban).

Els6 és masodik generacios etanolfermentdcié Osszekapcsoldsa: az a-amildzzal
el6cukrositott bizadara (2 h), az el6kezelt bizaszalma és ezen anyagok kiilonb6z6 ardnyd
WIS koncentrdcié mellett. A 15 FPU/g glikdn és 17 IU BGL/g gliikkdn enzimddzist
Celluclast 1.5L éa Novozym 188 enzimekkel biztositottuk. A képzddott etanolt HPLC-vel
hatdroztuk meg.

4.8 Celluldzok és lignocelluloz komponensek felhaszndldsa egyéb iparokban

4.8.1 Szekunder rostok kezelése

A szekunder rostok (4.1.4. fejezet) enzimes kezelésének koriilményei az ipari feldolgozds
paramétereihez igazodtak. A 3,5%-os rostszuszpenzié enzimes kezelése 35°C-on (kivéve a
termostabil endoglitkanazzal végzett kisérleteket) 1,0 ill. 1,5 6rds reakcididével tortént. A
megfeleld pH-t az ipari folyamatban retencids- és flokkuldlészerként alkalmazott, annak
megfelel6 mennyiségl (3%) aluminium-szulfat adagoldssal biztositottuk.

A szekunder rostok viztelenedésének jellemzése Schopper-Riegler 6rlésfok méréssel tortént,
az ENISO 5267-1 szabviany szerint. Az Orlésfok a papiriparban a koztitermék, a
rostszuszpenzi6 viztelenedésének jellemzésére hasznilt mérészam.

Az enzimes kezelések fizikai és mechanikai tulajdonsigokra gyakorolt hatdsdnak
megallapitdsa a rostszuszpenzidobdl szabvanyos koriilmények kozott késziilt probalapokon,
meghatdrozott paraméterti 1égtérben klimatizalt mintdkon valé mérésekkel tortént.

A prébalapok Rapid-Kothen lapképzd berendezésen, az ISO 5269-2 szabvany szerint
késziiltek. A prébalapok 1égiteresztését Gurley denzométeren, az MSZ 5470 szabvany szerint
mértiik, majd az adott feliileten (4,32 cm?) adott mennyiségii (100 ml) levegd ateresztéséhez
sziikséges 1d6 értéket ml/s értékre szamoltuk at. A prébalapok mechanikai tulajdonsigainak,
azaz repeszto-, szakito- és tépdszilardsdganak mérése az MSZ 5361, az MSZ ISO 1924-1 és
az MSZ ISO 1974 szabvany szerint tortént.
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4.8.2 Takarmanyok enzimes kezelése

A celluldz-hemicelluldz aktivitdst készitményt a T reesei Rut C30 fermentacidjaval allitottuk
el6 hullimpapir hulladék szénforrdson, amelyet betoményités utdn permetezéssel (1 liter
koncentralt fermentlé/100 kg takarmdny) juttattunk a kereskedelmi nyultdp (nyersfehérje
18,0%, nyerszsir 4,4%, nyersrost 14,4%) feliiletére. A rapermetezett mennyiség 7040 FPU
celluldz aktivitdssal rendelkezett. A nyulak a kezelt, illetve az ugyanazon Osszetételli, de
enzimkiegészités nélkiili kontroll tdpot, valamint szopdkds Onitatobdl az ivdvizet tetszés
szerint fogyaszthattdk. Kisérletiink célja volt, hogy korai elvdlasztis (23.nap) mellett
Osszehasonlitsuk a celluldz enzimmel kiegészitett és a kezelés nélkiili takarmanyt fogyaszté
nyulak jellemzdit.

4.8.3 Lignocellul6z komponensek felhasznaldsa biomiianyagok tulajdonsiaganak
javitasaban

TPS Kkészitése adalékokkal: sziraz keményitd, glicerin és adalék (cellul6z, hemicellul6z,
zein) meghatdrozott tomegardnyi mennyiségeit (70 g + 30 g + 10 g) erdteljes Osszekeverés
utdn a BME Fizikai Kémia és Anyagtudomanyi Tanszékén belsd keverdvel plasztikdltuk. A
homogén megomlesztett keveréket lapokkd préseltiik, majd prébatesteket vagtunk ki, ezeket
hasznédltuk a mechanikai tulajdonsdgok, a vizadszorpci6 és az enzimes bonthatdsag
meghatarozasahoz.

Vizadszorpcio vizsgalata: a kiilonboz0 paratartalmu légtereket telitett séoldatokkal illetve
desztillalt vizzel exszikkdtorokban dllitottuk el6. 3-3 g TPS minta tomegndvekedését
hatdroztuk meg az egyensily bedllta utan (4lt. 12-14 nap).

Biodegradacio vizsgalata amilolitikus enzimekkel (BAN 480 és AMG 300L, Novozymes)
250/perc rézatasu légfiirdés razoégépen (pH 4,8, 50°C, 3 nap) ugy tortént, hogy a TPS
prébalapokat apritottuk, s az igy nyert zaggyal 5 g/80 ml reakcidelegyben végeztiikk a
hidrolizist. A mintdkb6l meghatarozott redukdlé cukor tartalom a keményitd degradaciét
jelezte.

4.9 Analitika

4.9.1 Nyersanyagok makrokomponenseinek meghatarozasa

A biomassza, valamint az el6kezelt biomassza lignin és szénhidrat komponenseinek
meghatdrozasa kétlépéses kénsavas hidrolizisel tortént Higglund mdédszere szerint (Hiagglund,
1951, Sluiter és mtsi., 2008). A kénsavas hidrolizis elsé 1épésében 72%-os kénsavval
roncsoljuk a nyersanyagot, majd ezt kdveti a hig savas 1€pés (4%-os H,SO4) 1 6rédn 4t 121°C-
on. A hidrolizis feliiliszdjat HPLC-vel (4.9.2) elemezve megkaphat6 a szénhidratok, ecetsav,
furfurol, HMF koncentriciéja. A szilard maradék (desztilldlt vizes mosds és szdritds utin) a
savoldhatatlan lignin mennyiségét adja, melyet a hamutartalmaval korrigdlunk. Amennyiben a
biomassza keményitét is tartalmaz, azt a kénsavas hidrolizis el6tt, HCl-val, vagy amilolitikus
enzimekkel el kell hidrolizalni, s a monomereket HPL.C-vel (4.9.2) meghatdrozni.

A folyadékfrakci6 (HH, F) analizise kozvetleniill és 8%-os kénsavval torténd (121°C)
hidrolizis utdn (a dextrineket monomerekké hidrolizalva) tortént.

A kukoricaszdr nedves oxidacids és gézrobbantdsos kezeléseihez felhasznalt mintdkat,
valamint az el0kezelés szilard, mosott maradékit Goering és van Soest (1970) mddszerével
elemeztiik. A mddszer lényege, hogy semleges detergenssel mossuk ki a vizoldhaté dsvanyi
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anyagokat, szabad cukrot, lipideket és fehérjéket, majd savas detergenssel a hemicellul6z
frakciot. A lignint kdlium-permangandttal oxidéljuk, s a hamutartalommal korrigdlt maradék
adja a cellulozt. A cellul6z és hemicelluléz meghatirozds j6 egyezést adott az éltaldnosan
hasznélt (Higglund, 1951) moédszerrel.

4.9.2 HPLC analizis

A nyersanyagelemzés sordn kapott feliiliszok monoszacharid elemzését HPLC méréssel
végeztik. A mérendd mintdt 0,45 pm pérus atméréju regenerdlt celluléz sziirén (ProFill)
sziirtiik, a komponensek elvalasztisa Aminex HPX-87H+ kationcserélé kolonnan
(300x7,8 mm, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), 65°C-on, a detektalds torésmutaté méréssel
(Shimadzu RID-10A, Japan) tortént. Az analitikai kolonna eldtt Cation-H (Bio-Rad) el6tét-
kolonnat alkalmaztunk. A mozgd fazis 5 mM-os H,SO4, az dramlési sebesség 0,5 ml/perc
volt. A moddszer a monoszacharidok mellett alkalmas etanol, furfurol, HMF, ecetsav és
cellobi6z mérésére is (monomerek atszamoldsdhoz alkalmazott faktorok: gliitkdan: 0.9,
pentozan: 0,88).

Az extrahdlt hemicellulézok cukordsszetételét, valamint egyes kisérletekben a
cellulodextrineket nagyhatékonysdgi anion-cserés folyadékkromatograffal (HPLC-PAD,
Dionex, USA) mértiik. A rendszer ED40 elektrokémiai detektorbdl, GP40 gradiens pumpabdl,
ASS50 automata mintaadagolébodl és Carbopac PA-10 analitikai kolonnabdl allt. A mozgdfazis
Millipore viz volt, 1,0 ml/perc térfogat dramldsi sebességgel. A monoszacharid Osszetételt
kozvetleniil az extrakcié utédn illetve savas hidrolizist (a mintdval azonos mennyiségii 0,4 M
kénsavval, 121°C-on, 60 percig) kovetden is mértiik, a kettd kiilonbsége megadja az oligomer,
illetve polimer forméban kinyert szénhidratok mennyiségét.

4.9.3 Meéretkizarasos kromatografia (SEC)

Az extrahdlt hemicellul6zok molekulatomegét méretkizardsos kromatogréfia segitségével
hatdroztuk meg, mely Superdex 75 és 200 kolonndk FPLC rendszerben (GE Healthcare,
Svédorszag) torténd Gsszekapcsoldsdabol dllt. A minta 0,5 ml-ét vittiik fel az oszlopra, majd
0,5 ml/perc daramlési sebességli Millipore vizzel eluéltattuk. A detektalds torésmutaté méréssel
(RI detektor, Erma-Inc, Japdn) tortént. A molekulatomeg meghatarozdsihoz dextrdn (Fluka
Chemie AG, Svijc) kalibraciés sort hasznaltunk.

4.9.4 Redukalécukor tartalom meghatarozasa

Els6sorban az enzimes hidrolizisek, valamint az etanolfermentacié soran felmeriil az azonnali
cukormeghatdrozas sziikségessége, ezt Miller (1959) dinitroszalicilsavas (DNS)
redukdlécukor tartalom meghatirozdsi modszerével végeztiik, amikoris meghatdrozott
térfogati ardnyokkal 5 percig forraltuk a reakcidelegyet a DNS reagenssel, majd hiités és
higitds utdn kolorimetridsan hatdroztuk meg a cukorkoncentriciét. Standardként gkiikdzt,
esetenként xil6zt alkalmaztunk.

4.9.5 Fehérjetartalom meghatarozas

Fermentlevek oldott fehérjetartalmdnak meghatdrozdsa Coomassie Brillant Blue G250
(Bradford, 1976), illetve Folin reagenssel (Lowry és mitsi., 1951) tortént, bovin szérum
albumint (BSA) standard alkalmazasaval.
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Szilard mintdk nyersfehérje tartalmdt Dumas moédszerrel (Watson és Galliher, 2001)
hatdroztuk meg.

4.9.6 Gliik6z, ammonia meghatarozas enzim Kittel

Gliikozt is és ammonidt is bizonyos fermentdcids kisérletekben szelektiv enzim Kkittekkel
hatdroztunk meg (Boehringer, Ingelheim, Germany).

4.10 Szamitdsok, a modszerek pontossdga

Az enzimesen kezelt szekunder rostokbdl késziilt probalapok tulajdonsdgainak vizsgdlatdnal
megadtuk a statisztikai adatokat, a tobbi kisérletnél nem (eltekintve egyes oszlopdiagramokon
bejelolt szoérdsoktdl), ennek az az oka, hogy a fermenticiés kisérleteket, az enzimes
hidroliziseket, enzimaktivitisméréseket, nyersanyagelemzéseket rutinszeriien végeztiik,
csaknem minden alkalommal hidrom parhuzamos méréssel, kis szordssal, s igy a kozolt
atlagértékek jol tiikrozik az elért eredményeinket.

A dolgozatban rendszeresen szerepld modszerek pontossiga, megbizhatésiga:

DNS redukdlé cukor meghatdrozds, HPLC analizis, enzimaktivitisok (oldhat6
szubsztratokkal): a tapasztalati szords valamennyi esetben jellemzden 1% alatt volt.

Az enzimes hidrolizis, szildrd szubsztritos aktivitismérések, enzimadszorpcié és
nyersanyagelemzés esetén a tapasztalati szords valamennyi esetben 5% alatt volt.

Enzimfermentacié, valamit etanolfermenticié esetén csak az azonos inokulummal,
egyidejiileg folytatott kisérletekre mondhat6 el, hogy a tapasztalati szords 5% alatt volt.
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5 Eredmények és kovetkeztetések

5.1 Lignocellulozok elokezelése, frakciondldsa

A komplex lignocelluléz struktira megbontasara kiilonféle nyersanyagokndl (kukoricaszdr,
kukoricarost, cukorcirok bagasz, kender és kenderpozdorja) mds és mas modszert vizsgdltunk.
Célunk olyan el6kezelési eljardsok kidolgozdsa/ kivalasztdsa volt, amelyek jelentdsen javitjak
a lignocelluléz szubsztitok enzimes bonthatésagat. Kisérleti munkdnkban kémiai és a fizikai-
kémiai elokezeléseket alkalmaztunk. Az eldkezelésekkel szemben feldllitott kivdnalmaink a
kovetkezdek voltak:

o az elokezelés hatdsdra jelentdsen novekedjen a szénhidrit frakcid enzimes
bonthat6séga,

o az eldkezelés hatdsdra az egyes frakcidkat (celluléz, hemicelluléz, lignin) el lehessen
egymdstol kiiloniteni, lehetdséget teremtve a szeparalt hasznositédsra,

o minimdlis legyen a hemicellul6z és a celluléz frakci6 bomldsa/vesztesége az
elokezelés alatt,

o ne keletkezzenek olyan melléktermékek, amelyek a késdbbi enzimes és mikrobioldgiai
folyamatokat gatoljak,

o az elokezelési technoldgia legyen kornyezetbardt, lehetdleg kis energia és/vagy
vegyszer felhasznaldssal,

o az elokezelés lehetdleg egyszerti legyen, alkalmasint beilleszthetd egy ,.farm szintti”
etanol technoldgidba.

5.1.1 Kukoricaszar elokezelése

Eldkezeléseink a kémiai elOkezeléseken kiviil, melyeknek feltétlen elénye, hogy nincs
specidlis eszkozigénye, kiterjedtek a fizikokémiai kezelésekre, melyeket részben Dédnidban
(nedves oxidé4ci6), részben Svédorszdgban (gdzrobbantds) nemzetkdzi egylittmiikddésben
hajtottunk végre, melyet a szakmai ismeretségen kiviil egy, az Eurépai Unio 5.
keretprogramjaban elnyert palydzatunk tett lehetévé (TIME ENK6-CT-2002-00604).

5.1.1.1 Kémiai elokezelések

(1., 2. cikk)
Az el6kezelést 0,5-5% kozotti HySO4 koncentracié alkalmazdsaval 120°C-on, 60-120 perc
kezelési iddvel S: 10% hajtottuk végre. Az elOkezelési paramétereket és az eldkezelés sordn
nyert szildrd frakciok mennyiségét és Osszetételét az 5. tablazat tartalmazza.

A kukoricaszar szdrazanyagtartalmanak 9-11%-a mér a vizes kezelés hatdsdra kioldodott. A
savkoncentracié emelésével a pentozadntartalom folyamatosan cstkkent, a glitkdn tartalom
még 5%-os kénsav koncentraciondl is 38,6% volt (1 6ras kezelési id6), ami azt jelenti, hogy a
cellul6z még itt is érintetlen maradt. A 3,0-3,5% gliikan tartalom csokkenés a hemicelluléz
gliikkdn komponensének hidrolizise miatt kovetkezhetett be. A reakciéidd hatésa jelentds, 2%-
os kénsavas kezelésnél a két 6rds reakcididd 24 % gliikdan csokkenést okozott. A 6. tablazat az
el6kezelések sordn kioldédott gliikkdn és pentozdn mennyiségeket tartalmazza, melyeket
monomerként hatdroztunk meg a feliiltisz6kbdl.
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5. tabldazat  Szilard maradék Ossztomege és fObb komponensei kukoricaszar hig kénsavas
el6kezelése utdn

Elékezelési koriiimények Elékezelések utan kapott szilard maradékok

Csav tr sarzs Szaraz tdmege Glikan Pentozan

[%] [perc] [0/100g sz.a.] [0/100g sz.a.] [0/100g sz.a.]

Kiinduldsi anyag (1. sarzs) 100 42,5 19,6

Kiinduldsi anyag (2. sarzs) 100 43,8 22,6
05 o o 2 52 86 36

0,5 90 2 81,5 38,0 12,8

0,5 120 2 81,6 37,8 12,7

2 60 1 64,7 38,4 4,8

2 90 1 61,5 37,8 2,0

2 120 2 63,5 33,4 2,1

5 60 1 62,2 38,6 0,3

5 90 1 56,5 31,6 1,0

5 120 2 53,0 28,3 1,4

6. tablazar Az el6kezelési feliiliszok gliikkdn és pentozdn tartalma a hig kénsavas

elokezelések utan
Elékezelési kériilmények Elokezelések utan kapott vizes fazis
Csav tr sarzs Glukan Pentozan
[%] [perc] [9/100g sz.a.] [9/100g sz.a.]
0,5 60 2 2,1 6,1
0,5 90 2 2,0 5,9
0,5 120 2 2,4 6,2
2 60 1 1,7 12,4
2 90 1 2,7 18,4
2 120 2 3,8 20,8
5 60 1 2,4 14,8
5 90 1 3,8 20,7
5 120 2 4,5 21,9

2

A hemicelluléz kioldédasban a H,SO; koncentriacid 0,5%-r6l 2%-ra torténd novelése
mindségi valtozast okozott, az alkalmazott 120°C-os kezelésnél 2% H,SO, katalizator mellett
90 perc kezelési id6 elegendd volt a hemicelluléz frakcié 94%-os kiolddsdra, ugyanakkor a
szilard maradék gliikdntartalma minddssze 11%-kal csokkent. A mddszer tehat alkalmasnak
mutatkozott a celluléz és hemicelluldz frakcid kivald elvalasztasara.
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Az elOkezelések hatékonysdgdnak vizsgalataként a kezelt mintdk enzimes bonthatosdgat
(S:3%, E/S:15FPU/g sz.a., 50°C, pH4,8) is meghatiroztunk. A 48 O6rdas hidrolizis
eredményeit a 7. tdbldzat mutatja be.

7. tabldzat  Elb6kezelt kukoricaszar enzimes hidrolizisének eredményei

Elékezelési kériilmények Enzimes hidrolizis felllusz6

Csav tr sarzs Glukan Pentozan
[%] [perc] [9/100 g sz.a] [9/100 g sz.a]
0 (kontroll) 8,5 1,8

0,5 60 2 10,6 2,7

0,5 90 2 13,0 2,9

0,5 120 2 13,0 3,0

2 60 1 17,7 2,8

2 90 1 17,2 1,2

2 120 2 18,7 1,8

5 60 1 19,6 2,8

5 90 1 19,9 0,1

5 120 2 19,2 0,7

Az elokezeléssel nyert rostot (90 perc, 2%-os kénsav) 48 Ords hidrolizissel 45,5%-o0s
konverzidval sikeriilt lebontani. Az elokezeld savkoncentracio, illetve a reakcioido emelésével
az enzimes hidrolizis konverzidja javithaté (62-67%), de ekkor mar jelentds a celluléz
veszteség. Megdllapitottuk, hogy a hig kénsavas elOkezelést a hemicellul6z frakcid
elvdlasztasara célszeri alkalmazni, s a hemicellul6z frakcié elvédlasztdsa utdn egy mdsodik
el6kezelési 1épcsdvel célszerii a celluléz enzimes bonthatésdgit tovabb javitani. Ily médon
egyrészt lehetdség nyilik a hemicelluloz frakci6 kiilon felhaszndldsdra, madsrészt
megakaddlyozzuk a celluléz eldkezeléséhez sziikséges erdteljesebb koriilmények kozott
fellépd hemicellul6z degradaciét.

Ligos kezelés hatdsdra a lignocellulézok két komponense, a hemicelluléz és a lignin
részlegesen oldatba megy, a celluléz pedig duzzad, ezéltal a celluléz hidrolizdlhat6sdga javul.
A 8. tdblazat az elokezelések anyagmérlegét mutatja be.

A vegyes és a Ca(OH),-os kezelésnél 91-97%-ban, a NaOH-os kezeléseknél 80-89%-ban
sikeriilt mind a cellul6zt, mind a hemicellulézt meghatiroznunk a szildrd és folyadék
fazisban, de a fazisok szétvdlasztisa nem jelentette a makrokomponensek szétvdldsiat. A
cellul6z 33-50%-ban, a hemicellul6z 33-82%-ban keriilt a folyadékfazisba a kiilonb6zd
el6kezelések sordn. A vizsgalt ligos és vegyes elokezelési modszerek tehdt nem alkalmasak a
polimerek szétvilasztasara.
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8. tabldzat  FO6 komponensek az elokezelés utdn nyert folyadék és szilard frakcidban (100 g
sz.a. kukoricaszarbdl nyert szildrd és folyadék frakcidk)

Elékezelési koriilmények fnlgl;gtztelt Elékezelt mosott rost frakcio [g] Folyadékfrakcio [g]
Konc. [%] Vegyszer ';‘zlgl?[gia' Lignin Celluloz chlTlic:)z Celluloz chlTlic:)z
Kezeletlen 100 22,1 41,3 27,9 - -

1 NeoH Bs T 286 95 1 83 - 145
5 NaOH 37,7 1,4 24,0 5,8 10,7 17,9
10 NaOH 32,7 0,9 19,3 3,3 13,6 20,2
2 Ca(OH)2 84,5 15,3 37,7 20,7 1,3 48
Vegyes:1% NaOH+1% H.SOs 34,5 9,2 19,3 4,2 20,7 22,9

A ligosan elokezelt mintdk enzimes hidrolizise sordn keletkezd gliik6zbdl szamitott glitkdn
konverzi6 alakuldsat mutatja be a 8. 4bra.

—»—kezeletlen —4&—1%NaOH —O-5% NaOH —e—10% NaOH

100

» [g0
> Oe

Enzimes konverzi6 (%)

X

30 40 50 60 70 80

Hidrolizis ideje (6ra)

8. dbra Kezeletlen és ligosan elokezelt kukoricaszar mintdk
enzimes bonthatésaga (50°C, 25 FPU/g sz.a.)

A mosott mintdk enzimes bonthatdsdga mintegy négyszeresére novekedett a kezeletlen
kukoricaszir minta bonthatésadgdhoz képest. Az elért nagy (79%) konverzi6 ellenére az erds
luggal végzett elokezelés a szilard fazisban bekovetkezett nagy cellulézveszteség miatt nem
javasolhatd.

A 9. tablazat a kukoricaszarbdl az elokezelés €s az enzimes hidrolizis soran keletkez6 cukor
(gliikéz+cellobidz+xildz+arabindz) mennyiségeket foglalja 6ssze.
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9. tabldazatr 100 g sz.a. kukoricaszarbdl keletkez6 cukor mennyisége az eldkezelés és az
enzimes hidrolizis sordn (S: 5%, 50°C, 48 ¢6ra, pH 4,8, 25 FPU/g sz.a.)

Elskezelési kérillmények Enzimes hidrolizis  CIONc2eS  Elokezelés és enzimes
Konc. [%] Vegyszer iﬂfé‘ﬂ I[(ge]I ctiezet ment Eﬁ;’ll(lez;i ss:réanr:'lidrét [a]
szénhidrat [g]
Kezeletlen 13,4 - 13,4
R NeOH 275 295 s70

5 NaOH 23,8 37,1 60,9

10 NaOH 19,7 44,0 63,7

2 Ca(OH)2 14,3 7,1 21,9

Vegyes: 1% NaOH+1% H>SO4 247 43,6 68,3

A kezelések koziil a NaOH-os aztatist kovetd kénsavas kezeléssel az elméleti konverzié
95,7%-4t sikeriilt elérniink, ami igen kivald, ezzel egyiitt a tobbszori elvdlasztds és mosas
jelentésen megnoveli a veszteségeket, s emellett a feliildszok hasznositdsa sem megoldott.
Célszerli a vegyszerek sorrendjét felcserélni, el0szor alkalmazni a hig savas kezelést, majd a
ldgosat, igy a savas feliiliszébdl a xiloéz, a ligos feliilisz6bdl a lignin hidrolizis termékei
hasznosithatok. ElOkisérleteink igazoljak ennek a feltevésnek a helyességét.

Az el6kezelési id6 emelésével (60-r8l 90 percre) a ligkoncentracidt ugy sikeriilt csokkenteni
(0,5% NaOH), hogy az el6kezelt rost bonthatésdga nem romlott jelentdsen (10. tdblazat).

10. tabldzat  Kukoricaszar 0,5%-os NaOH-dal végzett el6kezelését (100 ill. 120°C-on)
kovetd enzimes hidrolizis konverzié értékei (50°C, 25 FPU/g sz.a., 48 6ra)

T[CT Elékezelési id6 (0,5% NaOH)
30 perc 60 perc 90 perc

Enzimes konverzioé [%]
100°C 46,3 62,5 67,0
120°C 50,5 65,8 80,1

5.1.1.2 Eldkezelés nedves oxiddcioval és gozrobbantdssal
(3., 4. cikk)

A 11. tdblazat a nedves oxidaciondl alkalmazott kisérleti koriilményeket tartalmazza, a ligos
kezelésekben (A és D) 2 g Na,COs-ot, a savas kezelésekben (C és F) 1,9 ml 36,5%-os
kénsavat alkalmaztunk katalizatorként.
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Eldkezelési koriilmények

A B C D E F
Hémérséklet (°C) 185 185 185 195 195 195
Id8 (perc) 5 15 5 15 5 15
pH eldkezelés elbtt 9,2 7,3 3,5 9,2 7,3 3,5
pH elékezelés utan 5,7 3,5 3,4 3,9 4,0 2,7

A 12. tdblazat tartalmazza a kukoricaszarbol nedves oxidacios elokezeléssel nyert cellulz és
hemicellul6z mennyiségeket a szilard és folyadék frakcidkban.

12. tdabldzat

F6 komponensek megoszldsa a folyadék és szilard frakciéban (100 g sz.a.
kukoricaszarbdl nyert szilard és folyadék frakcidk)

Etl‘)?:;fr::éls;jek Fnlgls(gtzte" El6kezelt mosott rost frakcio [g] Folyadékfrakcio [g]

Konc. [%] ';‘z‘:r"[r g]’a' Celluléz Hemicellul6z Glikan Pentozan
Kezeletlen 100 41,0 33,7

A(AK-1855) 764 87 216 14 39

B 53,3 37,8 3,3 2,5 17,2

c 65,1 39,8 9,2 1,0 13,7

D (Ak-195-15) 48,6 34,9 2,6 3,1 17,2

E 60,0 39,2 6,9 1,4 13,8

F (Ac-195-15) 53,7 36,2 0,9 2,1 17,9

A celluléz igen jo kihozatallal a szilard fazisban maradt (92-97%) ez aldl csak a 15 perces,
katalizatort is alkalmazé bedllitdsok (D és F) a kivételek (85, 88%). A hemicelluléz frakcid
egyetlen kivételtdl (A) eltekintve nagymértékben (72,7-99,7%) kioldédott a szilard
frakciobol. A 13. tablazat az el6kezelések cellul6z és hemicelluléz visszanyerését tartalmazza.

13. tdabldzat

Az egyes komponensek visszanyerése (%) a nedves oxidédcios elkezelések

utan
Komponensek Komponensek visszanyerése az egyes (A-F) el6kezeléseknél [%]
A B C D E F
Hemicellul6z 76,0 60,3 69,5 60,1 64,9 57,2
Celluléz 98,0 98,7 99,6 92,6 98,3 93,4

A cellulé6z visszanyerés 98-99,6%-os volt, kivéve a 15 perces 195°C-os sav- ill.
ligkatalizissel lefolytatott kezeléseket (D és F), ahol 92,6 ill. 93,4%-0s visszanyerést
tapasztaltunk; a hidnyz6 6,6-7,4% a bomlds miatti veszteség. A hemicellul6z anyagmérleget
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kevésbé sikeriilt zarni, itt 42,8-24% kozotti a veszteség; a legnagyobb a 15 perces 195°C-os
savkatalizissel végzett elokezelésnél (F).

Az nedves oxidacids elokezeléssel nyert mosott szilard frakcidk enzimes bonthatdsdganak
(gliikdnkonverzi6) eredményeit a 9. dbra tartalmazza Osszehasonlitva az eredeti, kezeletlen
kukoricaszarral.

80

60

40 -

20 -

0 - . . . . . .
A B c D E F

9. dbra Gliikkdnkonverzi6 a kukoricaszdr nedves oxidécios elokezelésével nyert mosott
rost enzimes hidrolizisében (S 2%, E/S 25FPU/g sz.a., pH 4,8, 50°C, 24 6ra)

Konverzié (%)

kezeletlen

A legjobbnak (D) bizonyul6 nedves oxidacios elokezelés (60 g/l kukoricaszar, 195°C, 15 perc
reakci6idd, 12 bar O,, 2 g/l Na,COs3) hatdsdra az enzimes bonthatésidg négyszeresére
novekedett a kezeletlen kukoricaszarhoz képest. Ennél az el0kezelésnél a hemicellul6z frakcid
60%-a oldatba ment, de csak 36-45%-a volt mono-, vagy oligiszacharidként visszamérhetd a
szlirletben. A cellulézfrakcié 85%-a a szilard frakciéban maradt a lignin 70%-aval egyiitt. Az
ugyancsak 195°C, 15 perc reakci6idé mellett 0,5 ml 96% H,SO, katalizissel lefolytatott (F)
el6kezelésnél a glitkdnkonverzié 11%-kal kisebb, de a celluléznak itt 88%-a megmaradt a
szilard frakci6ban. A 14. tdbldzat mind a HPLC analizis alapjdn meghatdrozott gliikkdn
konverzidkat, mind a DNS redukdl6é cukor tartalom mérés alapjan meghatarozott cukrositas
értékeket tartalmazza.

14. tdbldzat A szilard maradék cellul6ztartalmanak konverziéja (HPLC analizis alapjan),
illetve az elcukrositds mértéke (DNS Osszcukor mérés alapjan) 24 h enzimes
hidrolizis utdn (50°C, 25 FPU/g sz.a.) az 6sszes celluldz, illetve 6sszes celluldz
és hemicellul6z %-aban

Kezeletlen

kukoricaszar A B c D E F
Glikan konverzié 18,1 52,0 62,0 61,7 83,1 63,0 73,7
Cukrositas 18,9 52,2 73,9 70,3 93,0 68,3 78,7

24 ¢6ras hidrolizis sordn 25 FPU/g biomassza enzim adagoldsnal a leghatékonyabb
el6kezeléssel nyert mintdn 50°C-on 83,1%-os gliikkdnkonverziét értiink el. Az enzimes
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hidrolizis homérsékletét 40°C-ra csokkentve a reakci6idé megharomszorozdsaval sikeriilt a
sziikséges enzimdoézist jelentdsen lecsokkenteniink, 5 FPU/g biomassza enzimadagolds
mellett az elért gliikkdn konverzi6 71% lett (részletes adatok: Varga és mtsi., 2003).

Gozrobbantdssal 190-210°C kozott 13 kiilonbozd bedllitdsndl végeztiink eldkezeléseket, az
el6kezelésekkel nyert mosott szildrd frakcid Osszetételi adatait a 15. tdblzat tartalmazza.

15. tdbldzat A  gbzrobbantdsos elOkezelések utin meghatdrozott celluléz-  és
hemicelluléztartalom a szildrd frakciéban (100 g sz.a. kukoricaszarbdl nyert

szilard frakcidk)
El6kezelési koriilmények Komponensek a szilard fazisban [g]
T Csav t sz.a. Celluléz Hemicellul6z
[C] (%] [min]
kezeletlen kukoricaszar 100,0 41,6 31,3
RE 05 2 e4 83 53
5 62,5 29,6 12,2
2 2 48,4 25,3 3,9
5 491 24,2 1,4
200 05 > e7 29 04
5 65,3 32,6 8,5
2 2 50,1 241 4,6
5 411 20,0 1,1
210 05 2 et4 307 64
5 58,2 30,2 5,8
2 2 41,2 17,4 2,3
5 36,9 13,9 0,7
20 - 5 4 86 243

A kénsavkatalizis mellett végzett elokezeléseknél a savkoncentricid, reakci6idé és az
alkalmazott homérséklet fiiggvényében a celluléz 33%-a (2%, S perc, 210°C), illetve a
legenyhébb koriilmények kozott (0,5%, 2 perc, 190°C), 80%-a maradt a szildrd fazisban. A
hemicellulézra vonatkoz6 értékek ugyanezen koriilmények kozott: 3%, illetve 49%.
Amennyiben nem alkalmaztunk savkatalizist, 210°C-on 5 perc kezelési id6 esetén a celluldz
92,7%-a, a hemicelluléz 77,6%-a maradt a szilard fazisban. A folyadékfazisb6l a tovabbi
hasznosithat6sdgra kivantunk informaciét nyerni azaltal, hogy a szénhidratok mellett az
ecetsav, a HMF és a furfurol koncentriciéjat is meghatdroztuk, mérési eredményeinket a
16. téblazat tartalmazza. A 17.tdbldzat az el6kezelés sordn meghatirozott cellul6z és
hemicellul6z visszanyerést mutatja be.
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16. tdbldzat A gbzrobbantésos el0kezelések sordn nyert folyadék frakcidk anyagosszetétele
(100 g sz.a. kukoricaszarbdl nyert folyadék frakcidk) és inhibitor tartalma

El6kezelési koriilmények Komponensek a folyadék fazisban
T Csav t Glukan Pentozan Ecetsav HMF Furfurol
[C] (%] [min] d] d] (9/1 (9/ [9/1
190 0,5 2 3,3 9,6 0,7 0,1 0,4
5 6,1 12,7 1,0 0,1 0,7
2 2 10,1 17,4 2,4 0,2 2,7
5 12,0 18,7 1,8 0,1 1,5
200 05 2 40 120 oo 01 09
5 2,6 10,8 1,5 0,1 0,8
2 2 7,1 14,2 1,6 0,2 1,5
5 11,9 16,7 2,1 0,3 2,6
210 05 2 35 127 2 01 0
5 4,4 14,0 1,7 0,2 1,7
2 2 11,8 14,0 2,2 0,3 2,6
5 14,9 14,8 3,4 0,5 4,6
210 - 5 12 58 07 01 02

A HMF koncentricié valamennyi eldkezelésnél kis értéken maradt, az ecetsavé 0,7 és 3,4 g/l
kozott, a furfurolé 0,4 és 4,6 g/l kozott valtozott. A S. cerevisiae kis koncentraciéban a
furfurolt és a HMF-t is képes metabolizélni, a gyenge savak inhibicids hatdsa a kzeg pH-jatol
fiigg, protondlt formédban jelentds lehet a gdtldsuk, mert igy képesek atdiffundalni a
plazmamembrianon (Palmqvist és Hahn-Hégerdal, 2000b). Larsson és mtsi. (1999)
ugyanakkor a gyenge savak kis koncentraciokndl fellépd etanol képzddést stimuldlé hatdsardl
szamolnak be.

A cellulézvisszanyerés, azaz a folyadék és szilardfazisbol meghatdrozott celluléz mennyisége
80% feletti valamennyi 0,5% savkatalizissel végzett elokezelésnél. A hemicellul6z
visszanyerések 10-15%-kal gyengébbek. Kiemelkedden j6 a savkatalizis nélkiili 210°C-os
elokezelés, ahol cellulézra 95,9%-0s, hemicellulézra 93,8%-0s visszanyerést hataroztunk
meg. A 18. tdbldzat a kiillonbozo kisérleti koriilmények kozott gdzrobbantissal elOkezelt
kukoricaszér enzimes hidrolizisének eredményeit tartalmazza.

A katalizator nélkiili el0kezelésnél a maradék szilirdanyag konverzidja csak 14%-kal jobb,
mint a kezeletlen mintdé, hidba remek a cellul6z és hemicelluléz visszanyerés, ez az
el0kezelés nem alkalmas sem a fazisok szétvdlasztidsara, sem az enzimes bonthatdsidg
javitdsdra.
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17. tdbldzat  Cellul6z ¢és hemicelluléz anyagmérlege kukoricaszdr g6zrobbantdsos

elokezelésekor
El6kezelési koriilmények Visszanyerés [%)]
T Csav t Celluléz Hemicellul6z
[C] (%] [min]
190 0,5 2 88,0 79,6
5 85,8 79,6
2 2 85,0 68,1
5 87,2 64,2
200 05 2 897 84
5 84,6 61,7
2 2 75,0 60,0
5 76,7 56,9
210 05 e 822 610
5 83,2 63,3
2 2 70,2 52,1
5 69,2 49,5
20 - s %9 s

A gliikan konverziét 200°C, 5 perc, 2% H,SO, alkalmazdsakor haromszorosra sikeriilt
novelni az eredeti kukoricaszdr enzimes bonthatésdgidhoz képest. Ekkor azonban mér
nemcsak a hemicelluléz frakcié 43%-a, hanem a celluldéz frakcido 23%-a is elbomlott, s a
cellul6z 48%-a, a hemicellul6z 4,4%-a maradt csak a szildrd frakciéban. A 100 g kiindulasi
kukoricaszarra vonatkoztatott maximalis cukorhozamot, 56,1 g-ot, ami az elméleti maximum
érték 77,5%-a, 190°C-on 5 perc reakcididével 2%-os H,SOy4-val torténd eldaztatassal sikeriilt
elérni, ekkor a cellul6z 87,2%-a, a hemicelluléz 64,2%-a volt visszanyerheté. Miutdn a
vizsgilt elOkezelési koriilmények kozott a szénhidratok megoszlanak a szildrd és
folyadékfizis kozott, nem célszerl a fazisokat szétvalasztani, hanem az eldkezelt zagyot SSF
kisérletben célszerli tovabbhasznositani. Az enzimes hidrolizditumok fermentacids tesztje jo
eredményt hozott, az eldkezelés koriilményeitdl fiiggetleniil a hidrolizis sordn képzdodott
gliikdzt 84-90%-os hatdsfokkal sikeriilt etanolld alakitani.
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18. tabldzat A szilard maradék (mosott rost) celluldéztartalminak konverzidja 48 éra
enzimes hidrolizis utan (S 5%, E/S 25 FPU/g sz.a.+25 IU BGL/g sz.a., pH 4,8,
50°C), illetve a 100 g (sz.a.) kiinduldsi kukoricaszarbdl keletkezd cukrok
mennyisége a hidrolizis, illetve az elokezelés és az azt kovetd hidrolizis utdn

Elékezelési kériilmények Hidrolizis El6kezelés & Hidrolizis
T Csav t Konverzié Glikoz Xiléz Glikéz Osszcukor
[C] (%] [min] (%] d] d] ld] ld]
Kezeletlen kukoricaszar 27,3 12,5 0,2 12,5 12,7
190 05 2 74 174 03 207 319
5 52,2 17,0 0,2 23,2 35,8
2 2 71,8 19,2 0,2 29,1 491
5 81,1 21,6 0,5 34,3 56,1
20 05 2 s84 211 05 250 392
5 65,7 23,6 0,5 26,0 38,8
2 2 65,8 17,4 0,5 24,9 41,4
5 83,6 18,4 0,3 31,3 50,5
210 05 2 672 227 03 263 - a0
5 74,8 24,8 0,4 29,3 45,6
2 2 74,0 14,2 0,3 27,0 43,3
5 78,8 12,0 0,3 28,3 45,3
210 - 5 31 132 04 142 212

A kukoricaszdr elkezelése mind kémiai elokezelésekkel, mind gézrobbantdssal és nedves
oxiddcioval is megoldhato. Ez utobbiak alkalmazdsdval az enzimes bonthatosdgot hdarom-, ill.
négyszeresre sikeriilt novelniink. A hig kénsavas eldkezeléseknél a hemicelluloz és celluloz
frakcio elvdlasztasa kivdlo, igy az eljdrds lehetéséget teremt a xildn frakcio szepardlt
hasznositasdra. Az eldkezelt maradék enzimes hidrolizise nem kielégits, ezt tovdabbi
elbkezeléssel (gdzrobbantds, hig ligos kezelés) vagy az enzimes hidrolizisnél az enzimdozis
novelésével, segité enzimek, elsésorban hemicelluldzok alkalmazdsdval lehet javitani. Torget
és mtsi. (1991) 91%-os gliikdankonverziot értek el a higsavas elokezelés utdn, de az ¢
kisérleteikben a cellulozveszteség nagy, 25%-os volt. A szakirodalomban kukoricaszdr
elokezelésére kivdalonak taldlt AFEX modszert (Teymouri és mtsi., 2005) nem dllt médunkban
alkalmazni, a kukoricaszdr frakciondlds nélkiili hasznositdsdra valosziniileg ma ez a legjobb
mddszer, de csak akkor, ha rendelkezésre dll egy, a pentoz és hexoz cukrokat egyardnt jol
erjeszteni képes mikroorganizmus. Jo konverzio és a kis cellulozveszteség alapjdn nedves
oxiddcios elbkezeléseink voltak a legsikeresebbek. A kezelések tovdbb javithatok, ha a
hemicelluloz frakcio veszteségének minimalizdldsa érdekében mind a gézrobbantdst, mind a
nedves oxiddcios kezelést egy eldzetes hig savas elOkezeléssel kombindljuk. 120°C-on
2% H>SOy4 katalizdtor mellett 90 perc alatt a hemicelluloz frakcio 94%-a kioldodik, mely
kiilon hasznosithato.
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5.1.2 Kukoricarost frakcionalasa

A kukoricakeményit gyartasi technolégia sordn mintegy 10%-nyi rost keletkezik (6. dbra),
melyet jelenleg éllati takarmanyként (CGF takarmény), illetve tiizipelletként hasznositanak az
aztatdviz, a fehérje frakcio és a bestritett desztillaciés maradék egyiittes felhasznaldsaval. Egy
Széchenyi pdlydzat keretében (NKFP-OM-00231/2001) alternativ felhaszndldsi mddokat
kerestiink a napi 300t rost hasznositdsara. A kukoricarost a maradék keményiton kiviil
jelentdés mennyiségli hemicellulézt (foként xilant) és cellul6zt, valamint kisebb mennyiségben
lignint, olajat, fehérjét és szervetlen hamualkotdkat is tartalmaz. Frakciondlasi célunk az volt,
hogy ugy tegyiik a celluléz frakciét az enzimes hidrolizisre, illetve fermentécids
szénforrdsnak alkalmassd, hogy kozben értékes termékeket nyerjiink. A kukoricarost
frakciondldsat (elokezelését) vizsgaltuk savas, ligos, valamint mikrohullimd kezeléssel
(semleges koriilmények kozott). Valamennyi kisérletiinket amilolitikus enzimekkel keményitd
mentesitett dardlatlan rosttal végeztiik (8-10 mm).

5.1.2.1 Kukoricarost eldkezelése, liigos és mikrohullimii frakciondldsa
(5.,6.,7., 8. cikk)

A nativ kukoricaroston végzett kisérletek a 10. dbran lathatok.

Kukorica rost (CF)
(légszaraz, nem daralt)

________________ I

! Keményits bontas (a-amilazzal) |

— és sziirés [ —
Keményité mentes rost (DCF) Keményité hidrolizistermékeit
(légszaraz, nem daralt) tartalmazo fellltszé

R I —

i Lugos eldkezelés (16ra 120°C-on | i Eta?grr:{c’r’)r;eént)acm |
: 2 bar nyomason), centrifugalas : 9

El6kezelt rost (PCF) [ Hemicellul6z-B tartalmu feliiliszé )
(legszaraz)

Szimultan enzimes hidrolizis és
alkoholfermentacié S. cerevisiae
élesztével

pH allitdés majd alkoholos
csapadékképzés

...........................

Nemmmeean

Hemicellul6z-B

10. abra A kukoricarost frakciondldsanak 1épései

A kezelt és kezeletlen kukoricarost mintak szénhidrat 0sszetételét a 19. tablazat tartalmazza.
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19. tabldazat  CF, DCEF, illetve ligosan eldkezelt kukoricarost mintdk szénhidrat 6sszetétele
(a sz.a. %-aban)

Elékezelések / mintak Glikan Xilan Arabinan
(%] (%] (%]
Kukoricarost (CF) 30,3 21,3 11,7
Keményitémentes rost (DCF) 18,8 26,4 15,0
1% KOH 44,7 23,3 11,3
2% KOH 45,3 23,5 11,5
1% NaOH 46,4 23,3 11,2
2% NaOH 45,2 20,9 10,0

A keményitd eltavolitdsaval a kukoricarost gliikkdn tartalma 30,3%-r6l 18,8%-ra csokkent,
utébbi érték a DCF cellul6z tartalmdnak tulajdonithat6. Mivel a tobbi komponens nem
oldédott ki a rostbdl, igy ezek relativ mennyisége a DCF mintdban nétt. A ligos kezelések
hatdsara a hemicelluléz és lignin részben kioldddott, s ezzel egyidejiileg a gliikkdn tartalom
jelentésen emelkedett (46,4%).

Az elOkezelt rostokat SSF kisérletekben (S 5%, 25 FPU/g celluléz, 37°C, 48 h) vizsgéltuk,
eredményeinket a 20. tdbl4zat tartalmazza.

20. tabldzar Etanolfermentacio elokezelt kukoricarost és SF kontroll szubsztraton

Etanol Yethanol

[9/ (%]
SF 7,4 53,6
DCF 1,3 241
1% KOH kezelt rost 12,5 96,9
2% KOH kezelt rost 11,6 89,9
1% NaOH kezelt rost 12,3 91,8
2% NaOH kezelt rost 12,0 94,5

Valamennyi eldkezelés kivdlonak bizonyult, a gliikkdn koncentricidéra szamitott elméleti
etanolhozam 90-97%-at értiik el, a DCF 24,1 és a SF 53,6%-4aval szemben. A ligos kezelések
hatdsédra oldatba ment hemicellul6z mennyiségek a 11. dbran lathatok.
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11. dbra Az elokezelések soran a kukoricarostbol a feliiluszoba
kioldédott hemicellul6z mennyisége

Miutan a kukoricarost hemicellul6z tartalmanak 83-88%-a oldatba ment, az elOkezelés
nemcsak a cellul6z szerkezet fellazitdsdra, de a két poliszacharid frakcié meglehetdsen jo
elvdlasztasara is alkalmas. Erre alapoztuk a hemicellul6z izoldldsdra vonatkozo kisérleteinket,
amikoris a keményitdémentes kukoricarostot 2,5%-os NaOH-dal illetve 2,5%-os NaOH +
0,6%-0s H,0,-dal kezeltiik hat kiillonboz6 kisérleti bedllitds mellett, hogy ilymédon polimer
formdaban izoldljuk a hemicellulézt. 120 perces kezeléssel 80-85%-os kinyerést értiink el. A
peroxidos NaOH valamennyi esetben néhany %-kal javitotta a kihozatalt. A fazisok analizise
szerint a glitkdn 53-60%-a, a hemicellul6z 7-15%-a maradt a szilard fazisban.

A legjobb kihozatalt (83,5%) a legerélyesebb koriilmények kozott végrehajtott kezeléssel
értiikk el (2,5%-os NaOH + 0,6%-o0s H,0,, 120°C, 120 perc). A polimer frakciét (CFG)
etanolos kicsapdssal (pH 4,5, 2-szeres tf. etanol) 51,3%-os hatdsfokkal nyertiik ki a
kukoricarost eredeti hemicelluléz tartalméra vonatkoztatva (12. dbra).
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12. dbra Az alkoholos kicsapdssal nyert hemicellul6z-B kihozatalok

A szilard maradékot, mely a szénhidratok mellett kevés lignint, rostolajat és fehérjét is
tartalmazott, mind enzimes hidrolizis szubsztratjaként (90% feletti gliikdn konverzid, részletes
adatok: Gdaspar és mtsi., 2005), mind celluldz enzimfermenticié szénforrdsaként (13. dbra)
sikeresen hasznaéltuk fel (5 g/l szénhidrat+ Mandels’ sok, T.reesei Rut C30, 5 nap).

0.8
0,7
0.6
0.5
0.4
0.3

FPA aktivitas (FPU/ml)

0,1

0.2 -

| 02,5% NaOH @2,5% NaOH + 0,5% H202 =
= B3
PCF60perc PCF90perc PCF120perc CF DCF SF

13. dbra Eldkezelt (PCF) mintan, kukoricaroston (CF), keményitd mentes roston
(DCF) és SF-on elért szlirdpapir bonté aktivitdsok (FPA) 5 napos fermentacié utan

A 21. tablazat néhany kordbbi eredményiinkkel hasonlitja 6ssze a PCF és SF szénforrdsokon
elért FPA és BGL hozamokat.
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21. tabldzat Az elOkezelt kukorica roston (PCF) és SF-on elért eredmények
0sszehasonlitdsa més lignocellulézokon elért enzimhozamokkal

Szénforras FPA hozam BGL hozam
[FPU/g szénforras] [IU/g szénforréas]

PCF 122 56

Solka Floc (SF) 146 102

Papl’riszap1 75 30

Gézrobbantott fenys' 64 30

Gézrobbantott flizfa' 139 51

"Bollék és mtsi. (2000)

A kinyert CFG mintdkat termoplasztikus keményité (TPS) tulajdonsdgainak javitdsdra
haszndltuk fel cellulézzal és a kukoricdbdl izoldlt zein fehérjefrakcioval egyiitt, ezeket az
eredményeket az 5.5.3 fejezet tartalmazza.

Keményit6-mentesitett kukoricarostbdl katalizdtor nélkiil, semleges pH-n végrehajtott
mikrohulldmi kezeléssel is sikeriilt hemicellulézt izoldltunk. A kezelési hdmérséklet
figgvényében vizsgiltuk a hemicellul6z kinyerés hatdsfokat és az izolalt poliszacharid
molekulatomegét. A 14. dbrdn a 180 és 210°C-on mikrohullimmal extrahdlt hemicelluléz
mintdk méretkizardsos (SEC) RI kromatogramjai l4thatok.

4.74e+5

4.72e+5 A

4.70e+5

4.68e+5

4.66e+5

RI

4.64e+5

4.62e+5

4.60e+5

458e+5 -1 T T T T

v (ml)

14. dbra 180 (—) és 210°C-on (- —) mikrohulldimmal extrahdlt hemicellul6z
mintdk méretkizardsos RI kromatogramjai

Az izolatumok méretkizardsos kromatogramjain latszik, hogy 180°C-on két j6l definidlhaté
csics van. Ezek koziil az els6 a nagy molekulatomegii frakciét jelzi, a masodik a kisebb
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fragmentumokét. El6bbi teriilete Iényegesen nagyobb, mint a masodik csticsé. Ezzel szemben
a 210°C-on izoldlt frakcié négy csicsot mutat, a csticsok a kisebb molekulaméret irdnyaba
vannak eltolédva, és szélesebb, elmosddottabb a haranggorbe, ez jelzi a kisebb, sokféle
méretli oligomer fragmentumok jelenlétét. A hemicelluléz kihozatalt névelni tudtuk a reakcid
homérséklet emelésével (15. dbra), de ez az izolalt hemicellul6z molekulatomegének jelentds
csokkenésével jart egyiitt. 160°C-on a nyersanyagban levd xildnnak 10%-at sikeriilt
izoldlnunk, melynek atlagos molekulatomege 1,37x10° g/mol volt. A reakcié homérsékletét
210°C-ra novelve a hemicelluléz 30%-at nyertiilk ki a rostbdl, de a molekulattmege
5,82)(104 g/mol-ra csokkent.

30 160 000

25 140 000
20 F 120000
g >
E 151 - 100000 E
S =
= <
10 - 80000 &

5- - 60000

0 T T T T T T 40 000

150 160 170 180 190 200 210 220
HOmérséklet (°C)

15. dbra HOomérséklet hatasa a mikrohullammal extrahalt hemicellul6z
hozamadra (e) és molekula tomegére (O)

5.1.2.2 Kukoricarost és kukoricacsira dara higsavas frakciondldsa

9., 10., 11. cikk)
A keményité-mentesitett kukoricarostot hig kénsavas hidrolizisnek is aldvetettiik azzal a
céllal, hogy a hemicellul6z frakciét hidrolizdlt formdban (monomerként) nyerjiik ki és
vélasszuk el a rost tobbi komponensétol.

A 22.tdblazat az eldkezeld kénsav koncentricidjanak fiiggvényében mutatja be a fObb
komponensek tomegének alakuldsat az eldkezelt rostban.

0,9%-0s kénsavas kezeléssel (120°C-on, 2 0Oras reakcididovel) a kukoricarost hemicellul6z
frakcidjanak 99%-ét sikeriilt oldatba vinniink. Ezalatt a cellul6z 85%-a a fehérje egy részével,
a ligninnel és a rostolajjal egyiitt a szilard frakcioban maradt. A hemicellul6z eltdvolitasa
kivélo elokezelést eredményezett, mert a maradék rostanyagot a szokdsosndl jelentdsen kisebb
enzimdoézis alkalmazasdval (5 FPU/g sz.a.+5 IU BGL/g sz.a.) 91%-o0s konverzidval sikeriilt
hidrolizalni (50°C, pH 4,8, 48 6ras reakcidéidd). Az enzimes hidrolizis utdn visszamaradé
szilard fazis két frakciora volt elvdlaszthatd, a finom rost (10,8 g) tartalmazta a maradék
fehérjét (4,1 g) és az olajat (4,6 g), adurva rost (1,9 g) a maradék cellulézt (0,7 g).
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22. tdbldzat KeményitOmentesitett kukoricarost (DCF) hig kénsavas kezelése sordn nyert
szilard maradékok tomege (100 g sz.a. CF-bdl) és fobb komponensei a
savkoncentracio (%) fiiggvényében

Sav Szaraz Celluloz Xilan Arabinan Fehérje Lignin Olaj
[%] tomeg [g]

DCF/- 73,0 14,4 21,8 11,2 9,6 6,7 2,2

0,5% 27,5 13,8 0,8 0,1 4,2 10,3 2,1

0,7% 27,1 12,5 0,6 0,1 4,4 10,6 3,3

0,9% 24,6 12,2 0,3 0,0 3,8 9,2 3,7
1,1% 23,8 11,6 0,4 0,0 3,2 8,7 2,1

1,3% 23,4 11,4 0,3 0,1 3,0 9,1 2,6
1,5% 25,0 12,9 0,3 0,1 3,0 9,3 3,3

A hig kénsavas el6kezelés és enzimes hidrolizis utdn olyan maradékanyagot kaptunk (finom
rost), melyben a maghéjban eredetileg csak 2-3%-ban jelenlevd, s igy onnan gazdasdgosan
nem kinyerhetd maghéj olaj 45,5%-ra ddsult. Ezaltal megteremtettiik annak a lehetdségét,
hogy ezt az értékes olajat a kukoricamaghéjbdl kinyerjiik. Emellett a frakciondlds sordn a
kovetkezd érdekes jelenségre is figyelmesek lettiink: a maghéj eredeti analizisekor
meghatdrozott 2 g extrahdlhaté olaj helyett a keményitd, a hemicelluléz és a celluléz
eltdvolitdsa utdn visszamaradé un. finom rost frakcidban 4,6 g extrahdlhaté olajat tudtunk
meghatdrozni a kukoricarost (CF) eredeti 100 g-jara vonatkoztatva. Ez a latszélagos rostolaj
mennyiség ndvekedés valdszinlileg a pericarp rétegben eredetileg kotott allapotban, a lipo-
poliszacharidokban és a lipoproteinekben 1év6 lipidek felszabaduldsdnak tudhat6 be. A kotott
allapotban 1év0 lipidek felszabaduldsdval parhuzamosan olyan szterinek és szterinészterek is
extrahdlhatova véltak, amelyek a maghéj kdzvetlen extrahdldsdaval nem voltak kinyerhet6k. A
frakciondlds végén kinyert olaj szterin Osszetétele szignifikdnsan kiilonbozott a kukorica
csiraolajétdl. A frakciondlds végén kinyert olajbdl a tovabbi felhaszndldsra, pl. funkciondlis
élelmiszerek elddllitdsa céljabol a szterineket, szterinésztereket tisztdn ki lehet nyerni.

A kukoricacsira olaj (mely a kukoricakeményitd gyartds ikerterméke) préselési maradéka a
kukoricacsira dara, melyet jelenleg takarmanykészitésnél haszndlnak fel. Frakciondldsdval, a
kukoricarostndl kidolgozott biofinomitasi koncepcié alapjin, értékes, egyéb célokra alkalmas
anyagokat kivantunk nyerni, de a kukoricarosttdl eltéréen, nem értiink el éles szétvalasztast
az egyes komponensek kozott. A kezelés ezzel egyiitt hasznos volt, mert a szilard
maradékban meghatdrozott 15% olajtartalom a kezelések hatdsdra 46%-ra emelkedett, mely
lehetdvé teszi, hogy a kukoricacsira olaj maradékot egy mdsodik préselési 1épéssel (és ne
olddszeres extrakcioval) nyerhessiik ki a dardbodl. A kezelés sordn elvdlasztott folyadékfazis
gliikéz, xiloéz illetve arabindz tartalma fermentécids, vagy kémiai moddszerekkel tovabb
alakithat6 (részletes eredmények: Kdlmén és Réczey, 2008).

A kukoricarost frakciondldsdt mind ligos, mind savas elokezelés segitségével sikeresen
oldottuk meg. A ligos kezelésnél a hemicellulozt polimer formdban (CFG) kinyerve TPS
egyes tulajdonsdgainak javitasdra haszndltuk fel, mig a maradék rostot (PCF)
enzimfermentdcio szénforrdsaként és etanolfermentdcio szubsztrdtjaként hasznositottuk. A
kukoricarost hig kénsavas elokezelésével a hemicelluloz frakciot 99%-ban sikeriilt
elvdlasztanunk a szildrd maradéktol, gy, hogy a celluloz 87%-a a szildrd maradékban
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maradt. A pentoz cukrok hasznositisa kiilonbozo eljdrdsokban lehetséges, fermentdcioban
xilitté (Rao és mtsi., 20006), vagy etanolld (Grohman és Bothast, 1997), esetleg astaxanthinnd
(Nghiem és mtsi., 2009) alakithato. A savasan eldkezelt szildrd rostot egészen kis
enzimdozissal (5 FPU/g sz.a.) 91%-os konverzioval hidrolizdaltuk, s a maradékbol sikeresen
nyertiik ki a kukoricarost olajat (4,6 g/100 g eredeti rost), mely élettani hatdsdt tekintve még a
kukoricacsira olajndl is kedvezobb. A savas elokezelést és a szétvdlasztott frakciok
hasznositasat a kisebb savkoncentrdciok irdnydban érdemes tovdbb vizsgdlni, a
savkoncentrdcio csokkentésével (0,5%) ugyanis a szildrd fdzisban marado celluloz
mennyisége akdr 96%-ra is emelheto, tigy hogy a hemicelluloz 97%-a tovdibbra is kioldhato
marad.

5.1.3 Cukorcirok bagasz elokezelése

A cukorcirok feldolgozasakor visszamaradd lignocelluléz présmaradék, melyet bagasznak
nevezziik, atlagosan 36-38% cellulézt, 24-28% hemicellulézt és 18-20% lignint tartalmaz.
Amennyiben a cukorcirok felhasznaldsdval gazdasdgos etanol fermentdcidt szeretnénk elérni,
feltétleniil foglalkozni kell a bagasz hasznositdsdval is. A cukorcirok ,,teljes novény” etanol
céli felhaszndldsdnak vizsgilatival csoportunk egy ,Jedlik” pélydzat keretében (NKFP
3/006/2005) foglalkozott.

5.1.3.1 Cukorcirok bagasz eldkezelése kémiai modszerekkel
(12. cikk)

A Monori édes cukorcirokbdl nyert bagaszt (S 10%) tobbféle ligos elkezelésnek vetettiik
al4, amikor a hdmérséklet €s reakcididd, az alkalmazott lag fajtdja és koncentracidja voltak a
viltoz6 paraméterek. A szilard fézis szénhidritosszetételét és az enzimes hidrolizis
konverziéjat (S 2%, E/S 20 FPU/g sz.a. + 40 IU BGL/g sz.a., pH 4.8, 50°C, 48 6ra) vizsgaltuk
a kezelések fliggvényében (23. tdbldzat).

23. tabldzat  ElOkezelt bagasz Osszetétele és enzimes konverzidja (48 6ra hidrolizis utdn)

Elékezelési kériilmények Osszetétel [%] Konverzié[%]
" Ciig Glikan Xilan 8;382 :éi?gri]drét tantalomra
25°C/ 1% NaOH 48,2 25,2 68,4
3 nap 2% NaOH 50,0 23,3 86,8
1% KOH 44,6 24,3 33,1
2% KOH 48,6 24,4 83,2
210 1%NaOH 496 258 05
1 6ra 2% NaOH 66,9 28,8 94,6
1% KOH 45,8 24,6 57,6
2% KOH 64,9 29,4 89,2
Kezeleenkontol 383 256 204

Az elOkezeléseket kovetd enzimes hidrolizis sordn a legjobb konverzié értékek elérték a
91-95%-ot (1 és 2%-0s NaOH, 121°C, 1 6ra), szemben a kezeletlen nyersanyag 20%-aval. Az

67



dc_22 10

el6kezelések gyenge pontja a viszonylag nagy celluléz veszteség és a gyenge erjeszthetdség
(58, ill. 51%) volt. Szobah6fokon torténd eldkezelés (1 és 2%-os NaOH-dal) 68 és 87%-os
szénhidrat konverziét €s jo erjeszthetdséget eredményezett (részletes adatok: Gyalai-Korpos
és mtsi., 2008).

5.1.3.2 Cukorcirok bagasz elokezelése gozrobbantdssal
(13. cikk)

GOzrobbantdsos el0kezeléseinket a svédorszdgi Lundi Egyetem Kémiai Kozpontjdban
hajtottuk végre. A cukorndd bagasz el6kezelésérdl taldlt irodalmi adatok alapjan (Sendelius,
2005) eldzetes SO»-0s impregnélds utdn 180, 190 és 200°C-on, 5 és 10 perces reakcididdkkel
végeztik a Berény cukorcirok bagasz elOkezelését. A mosott rostfrakcid Osszetétele a
24. tablazatban, a folyadékfazis dsszetétele a 25. tdbldzatban taldlhat6.

24. tabldzat  Kezeletlen és el0kezelt cukorcirok bagasz mosott rostfrakcidjanak osszetétele

El6kezelési koriilmények Szénhidrat tartalom [%)] Lignin [%]
T[C] Id6 [perc] Glikan Xilan Arabinan
Kezeletlen 36,3 25,6 2,04 18,6
RE 0 507 206 211 229
190 5 51,7 18,2/ 2,12 22,5
190 10 58,3 12,8 2,07 24,6
200 5 55,7 13,2 1,93 25,2

A savkatalizissel végzett elokezelés hatdsdra a mintdk hemicelluléz tartalma hidrolizis és
bomléds kovetkeztében jelentdsen csokkent, s ennek megfelelden az egyéb komponensek
(celluldz, lignin) koncentracidja nott. A f6bb komponensek visszanyerése a 16.4brén lathatd.

25. tdabldzat  ElOkezelt cukorcirok bagasz folyadékfrakcidjanak szénhidrit Osszetétele és
inhibitor tartalma

El6kezelési

kériilmények Koncentracio [g/l]

T[C] t [perc] Glikan Xilan Arabinan Ecetsav HMF Furfurol Hangyasav
180 10 13,0 20,6 3,03 1,66 0,12 0,23 3,30
190 5 16,6 33,2 4,76 2,76 0,18 0,41 1,16
190 10 14,8 36,4 4,67 4,95 0,36 1,00 3,56
200 5 18,0 441 5,53 5,39 0,39 0,86 4,51

A gliikdn ill. xildn koncentriciok az elOkezelési feliilisz6bdl meghatdrozott monomer és
oligomer cukrok 0Osszegét jelentik, 180°C-on fdként oligomer taldlhaté, 200°C-on a
monomerek €s oligomerek ardnya 1:1.

A folyadékfrakcidban a potencidlis inhibitorok koziil az ecetsav, HMF, furfurol és hangyasav
koncentraciéjat hatdroztuk meg. A HMF és furfurol koncentriacidja az enzimes hidrolizist és
az etanolfermentdciot gitld koncentricié alatti (Palmqvist és Hahn-Higerdahl, 2000b). A
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hangyasav a furfurol és HMF bomldsdbdl keletkezik (Ramos, 2003), az ecetsav az
erOteljesebb elokezelések alatt nagyobb mennyiségben keletkezik a hemicelluléz acetil
csoportjainak a lehasaddsiabdl. Az ecetsav bizonyos esetekben stimuldl, de savas pH
tartomdnyban, kiilonosen furfurollal egyiitt, er6teljesen gatlé hatdsu is lehet fonalasgombak
fermentdcidjaban (Szengyel és Zacchi, 2000).
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0%
N N N N
= 3 2 = 53 2 = 53 2 = 53 2
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Berény 180 «C 10 Berény 190 «C 5 Berény 190 °C 10 Berény 200 °C 5
perc perc perc perc

16. dbra Vizoldhatatlan (WIS) és vizoldhaté (WS) komponensek megoszldsa
cukorcirok bagasz elokezelt mintdiban

A gliikdn visszanyerés mind a négy el0kezelésnél kozel 100%-os volt (16. dbra), az
erOteljesebb elokezelések hatdsdra a gliikdn kb. 8%-a hidrolizalt, s igy a folyadékfazisba
keriilt. A xiladn a két legerdteljesebb elokezelés sordn 35-40%-ban a folyadék fazisba keriilt és
emellett jelentds volt a xildn bomlasdbol eredd veszteség is (~40%).

Az elékezelések koziil a 200°C 5 perc és a 190°C 10 perces kezelés eredményezte a legjobban

hidrolizalhat6 bagaszt, amikoris 89-92%-os gliikdn konverziét értiink el (17. dbra), mik6zben
az elokezelés nélkiili bagasz enzimes hidrolizalhatdsdga nem érte el a 20%-ot.

Az inhibitorokat is tartalmazé pentéz frakcidé elvélasztisidval a rostfrakcid enzimes
bonthatésdga mintegy 7%-kal emelkedett a teljes zagy hidrolizisével elért értékhez képest. Az
enyhébb koriilmények kozott végrehajtott elokezeléseknél nem tapasztaltunk ilyen hatést.
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17. dbra A folyadékfrakcid elvilasztdsdnak hatdsa a hidrolizis hatékonysagara
(2% sz.a. szubsztrat, 48 6ra hidrolizis id6)

A cukorcirok bagasz kémiai elokezelésének konverzios eredményei alapjdn feltétleniil érdemes
lenne a kukoricaszdrndl ajdnlott kétlépcsos elbkezelés alkalmazdsa, mely lehetové tenné a
JfOként xilozt tartalmazo hig savas elokezelési feliiliiszo szepardlt hasznositdsdt. A Monori édes
cukorcirok lével és bagasszal végzett erjesztési kisérleteink szerint a hektdronkénti
etanolhozamot, mely 3500-3700 l/ha a bagasz felhaszndldsdval meg lehetne dupldzni. Miutdn
az enzimes bonthatésdgot kivdloan javito gézrobbantdsndl a xildn veszteség jelentds, célszerii
lenne hig savas hidrolizissel kioldani és kiilon hasznositani azt a gozrobbantds elott.

5.1.4 Kender és kenderpozdorja elokezelése

A kender bioiizemanyagkénti felhasznaldsanak vizsgalataval egy ,.JJedlik” palydzat (NKFP
3/006/2005) keretében csoportunk kezdett eldoszor foglalkozni Eurépdban, majd miutdn a
rendelkezésiinkre all6 eszkozok nem bizonyultak elegenddnek, kisérleteinket Svédorszagban
a Lundi Egyetemen és egy TET palydzat (ESP-7/2006) keretében Spanyolorszdgban a
CIEMAT kutatdintézetben folytattuk. Munkank sordn, mind az energetikai céllal termesztett
teljes novényt (kérét), mind a celluléz rost mechanikai elvdlasztdsa utdn visszamaradd fas
maradékot, a pozdorjat vizsgaltuk. A novényben a rost: pozdorja ardny 30% : 70%. A kender
és a kenderpozdorja kémiai Osszetétele eltérd, a kenderkérd 44-49% celluldzt, 15-19%
hemicellul6zt és 14-17% lignint, mig a kender pozdorja 41% cellulzt, 19% hemicelluldzt és
21% lignint tartalmaz 4tlagosan.

5.1.4.1 Kender és kenderpozdorja elokezelése kémiai modszerekkel
(14. cikk)

A kender és kenderpozdorja hig savas eldokezelése sem a nyersanyag Osszetételben nem
eredményezett valtozdst, sem az enzimes bonthat6sdgot nem javitotta szdmottevoen. Ligos
el0kezelés koriilményeit alkohol fermenticié céljabol optimalizaltuk egy részfaktoros PA
kisérleti terv segitségével, ahol négy faktor hatdsat vizsgéltuk. A kenderkord legerdteljesebb
koriilmények kozott (2% NaOH, 150°C, 2 éra) végrehajtott eldkezelésével 62%-os etanol
hozamot értiink el az elokezelt minta gliikdn tartalmdra vonatkoztatva. Miutan az eldkezelés
veszteségei jelentOsek voltak, a ligos kezelést sem tekintettiik alkalmasnak a kender
feltardsara.
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5.1.4.2 Kender és kender szildzs elokezelése gozrobantdssal
(15. cikk)

Miutdn nincs mindig lehetéség arra, hogy a koradsszel betakaritott kender a foldeken
megszaradjon, esetenként sziikség lehet, foként Eurdpa északi részén, a kender silézdssal
torténd tartositdsdra. Munkédnk sordn szdraz kenderkdrd €s kender szildzs bioetanol eldallitas
céljabol torténd gdzrobbantdsos elokezelését optimalizaltuk.

A kenderkord elOkezelését kordbbi tapasztalataink alapjdn 2% kéndioxidos eldimpregnalast
kovetéen 205, 210 és 215°C-on hajtottuk végre 5 perces reakcididdvel. Kender szildzs
esetében azt feltételeztiilk, hogy a sil6zds sordn keletkezd szerves savak (tejsav, ecetsav)
katalizise elegendd lesz a hatdsos el0kezeléshez, igy kéndioxidos impregndlds nélkiil széles
homérséklet tartomanyban (190, 200, 210 és 220°C-on) hajtottuk végre az 5 perces
kezeléseket. Csak miutdn ezek az elOkezelések nem bizonyultak elég hatékonyak,
alkalmaztuk kender szildzs esetében is a kéndioxidos el6impregnaldst. Az elokezeléssel nyert
mosott szildrd frakci6 gliikdn és xildn tartalmét és a kihozatalokat tartalmazza a 26. tdblazat.

26. tdbldzatr  Gliikan és xildn kihozatal az el6kezelt kender szildrd frakci6jaban

El6kezelési koriilmények Gliikan [%] Xilan [%)] Lignin [%]
T[C] SO2
Kender - 43,6 (100%) 10,5 (100%) 14,9
Kender szilazs - 45,2 (100%) 10,1 (100%) 18,7
Elokezeltkender  205C  + 668 (952%)  38(205%) 193
210°C + 66,8 (93,4%) 3,0 (15,6%) 21,2
215°C + 64,7 (90,5%) 2,7 (14,2%) 25,9
Edkezeltsziazs 90c - 57,9 (855%)  84(182%) 194
200°C - 62,4 (94,2%) 7,5 (17,3%) 19,1
210°C - 67,1 (96,7%) 1,3 (15,0%) 23,4
220°C - 60,7 (90,1%) 0,6 (12,3%) 26,0
200°C + 68,7 (96,3%) 1,3 (14,2%) 21,0
210°C + 66,0 (85,8%) 0,4 (10,6%) 24,7

Az elOkezelések hatdsdra a gliikdntartalom az eredeti 44-45%-r61 58-68%-ra ndvekedett az
el6kezelt SPH és SPHS mintdkban. A lignintartalom a jelentds hemicellul6z kiold6das
kovetkeztében 42-27%-kal ndtt, az eredeti 10,5% pentozdn tartalom a legintenzivebb
kezelések hatdsdra 0,4-0,6%-ra csokkent. Egyidejiileg jelentds szénhidrat mennyiség keriilt a
folyadék frakcidba, illetve bomlott tovabb (18. dbra).

Mig a gliikkdnnak csak néhdny szdzaléka tdvozott a szilard frakciébdl (kender esetében
maximum 10%), a xildn 40-45%-a a folyadékfazisba jutott és 38-42%-nak adddott a
veszteség. Kender szildzsndl ugyanaz az eldkezelés erélyesebb hatast valtott ki (tobb anyag
oldédott ki, illetve bomlott el).
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18. dbra Hex6z és pentdz cukrok visszanyerése gézrobbantds utdn kender (A)
és kender szildzs (B) nyersanyagokbdl az elméleti értékek szazalékaban

A késobbi felhaszndlds szempontjabdl lényeges a folyadékfizis Gsszetétele (27. tablazat).
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27. tabldzat  Cukrok és szerves savak a kender el6kezelésének folyadék frakcidjdban (g/l)

Elékezelési kériilmények Gliikoz Xiloz Tejsav Ecetsav

T[°C] SO» monomer 0ssz. monomer 0ssz.

El6kezelt kender

205°C + 0,03 1,21 0,53 6,95 0,21 1,27
210°C + 0,13 1,49 1,32 7,06 0,31 1,93
215°C + 0,31 1,64 2,10 5,95 0,57 3,15

El6kezelt kenderszilazs

190°C - 0,02 0,56 0,02 1,99 17,60 7,60
200°C - 0,01 0,86 0,06 4,93 4,86 2,20
210°C - 0,01 0,95 0,16 6,13 5,90 3,21
220°C - 0,02 0,94 0,26 8,77 6,10 4,02
200°C + 0,02 0,86 0,39 5,74 5,47 5,00
210°C + 0,06 1,07 1,05 4,39 6,85 3,88

monomer monomer formaban

Ossz. monomer és oligomer forméban (hig savas hidrolizis utdn mérve)

Az elvilasztott folyadékfazisban mind kender, mind kender szildzs esetében a xilooligomerek
domindltak, a furfurol, és a hidroximetil-furfurol (HMF) koncentriciéja nem érte el a gatld
koncentraciot (Palmquist és Hahn-Hégerdal, 2000b). A szerves savak koncentricidja szildzs
nyersanyag esetében jelentdsen meghaladta a kendernél mért értékeket, ecetsav esetében a
mért 4,02 g/l kétszeresét, tejsav esetében a kendernél meghatirozott 6,1 g/l hiiszszorosat
talaltuk. A 19. dbra SPH (els6 hirom oszlop) és SPHS enzimes hidrolizisekor elért gliikdn
konverzidkat mutatja be a kiilonb6z6 eldkezelések utdn.
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19. dbra Gliikan konverzidk eldkezelt kender (SPH) /elsé harom oszlop/
és kender szilazs (SPHS) enzimes hidrolizisekor (2% szubsztrat, 96 6ra)
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Az elOkezelés utdn meghatdrozott enzimes bonthatésig a leghatékonyabb el6kezelés utdn
(210°C, 5 perc, 2% kéndioxid eldimpregnalas) kenderkord esetében 83,1%, a kender szildzs
esetében 7,5%-kal nagyobb, 89,3% volt. A kiinduldsi anyag 100 g-jara vonatkoztatott gliik6z
hozam viszont mindkét anyagndl azonos (37 g gliik6z/100 g kiinduldsi minta). Az optimalis
koriilmények kozott elokezelt anyagok bioetanol potencidljdt szimultdn cukrositdssal és
erjesztéssel teszteltiik (20. dbra). Kisérleteink sordn azt is vizsgaltuk, hogy az el6kezelt zagy
szétvilasztasa szilard és folyadék fazisra, hogyan befolydsolja az etanol hozamot. Ez a
technoldgiai 1épés kedvezd lenne a biofinomité koncepcié bevezetésére, mivel a folyadékfazis
tobbnyire olyan alacsony polimerizicids fokd xilooligomereket tartalmaz, melyek az etanol
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20. dbra Gliikéz-, xildz-, és etanol koncentraciok gézrobbantott (210°C, 5 perc,

2% kéndioxid eldimpregndlds) kender (A) és kenderszildzs (B)
egyidejii cukrositdsa és fermentacidja (SSF) sordn
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Az elokezelt zagy szétvdlasztidsa javitotta az erjesztés hatékonysdgat, kiilondsen a
gbzrobbantott kenderszildzs esetében (33%-kal), mely a nagy koncentrdcidban jelenlevd
gyenge savak elvdlasztdsanak koszonhetd. Ez j6 egyezést mutat Palmqvist és Hahn-Hégerdal
(2000b) eredményeivel, akik kimutattdk a gyenge savak gatl hatdsat. Az elvdlasztott szilard
frakcidval végzett kisérletekben kendernél 21,3 g/l, kenderszilazsndl 20,3 g/l etanol
koncentraciot és 17,1 g/100 g kenderkérd és 16,3 g/100 g kenderszilazs etanol hozamokat
értiink el, melyek 190-220 I/t etanol hozamnak felelnek meg.

A mezbgazdasdagi melléktermékeknék (kukoricaszdr, kukoricarost) sikeresen alkalmazott
kémiai kezelések nem voltak eredményesek, valosziniileg a kender zdrtabb szerkezete
kovetkeztében. Megfeleld elokezelést csak gozrobbantdssal értiink el. Az eldkezelések sordn
fellépé anyagveszteségeket és az elkezelésekkel nyert anyagok enzimes bonthatosdgdt
figyelembe véve mindkét nyersanyagndl a 2% kéndioxid el6impregndldst kovets 210°C-on
5 perc tartozkoddsi ido mellett végzett elokezelést taldltuk a legalkalmasabbnak. Kenderkoro
elékezelésekor a gliikdnfrakcio 93,4%-a, a xildn frakcio 15,6%-a maradt a szildrd frakcioban,
kenderszildzs elokezelésekor ezek az értékek: 85,8 és 10,6%. Az enzimes hidrolizisben 83,1 ill.
89,3%-os gliikdn konverziot értiink el, mely mind a SPH, mind a SPHS esetében 37 g gliikozt
jelent 100 g kiinduldsi nyersanyagra vonatkoztatva, az elért etanolhozamok: 17,1 g/100 g
kenderkoro és 16,3 g/100 g kenderszildzs. A kiinduldsi kenderre és kenderszildzsra
vonatkoztatva az elméletileg maximdlis etanolhozamnak 70, illetve 64 %-dt értiik el.

5.1.4.3 Kenderpozdorja eldkezelése gozrobbantdssal
(16. cikk)

A kenderpozdorjat ugy haszndltuk fel, ahogy a technol6gia sordn keletkezik (1-2 cm hosszd,
kb. 0,5 cm széles és 0,3 m vastag apriték). Az eldkezeléseket 200 és 230°C kozotti
hémérsékleteken végeztiik, katalizator nélkiil, két kiillonbozd reaktorban, a reakci6idé minden

esetben 10 perc volt. Az elOkezelések sordn nyert mosott szildrd frakciok Osszetételét a
28. tablazat tartalmazza.

28. tdabldzat  Kezeletlen és el0kezelt kenderpozdorja mosott rost frakcié Osszetétele (a sz.a.

9-aban)
Elékezelési kériilmények Gliikan Mannan Xilan Lignin
Vreaktor [I] T[C]
kezeletlen - - 40,1 0,9 18,4 21,7
Celskezet 21 220C 628 00 26 %2
230°C 60,3 0,0 2,1 38,8
Celckezet 10l 200C 574 07 69 7
210°C 57,5 0,0 2,9 37,9
220°C 58,6 0,0 3,1 40,9

Az eredeti 40%-os gliikkdn tartalom a mosott rostban 58-63%-ra emelkedett az eldkezelések
hatdsara a hemicellul6z frakcié jelentOs kioldédasa és bomldsa kovetkeztében, egyidejiileg a
lignintartalom is 60-88 %-kal novekedett.

Az elOkezelések sordn nyert frakcidk megoszlasat a szilard és folyadékfrakcidk kozott,
valamint az eldkezelések sordn fellépd veszteségeket a 21. dbra mutatja be. A 2 és 10 literes
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reaktorok eltéréen viselkedtek (az alkalmazott hdmérsékleteket kordbbi, méas nyersanyagokkal
szerzett tapasztalataink alapjan valasztottuk).
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Xilan visszanyerés (az eredeti %-aban)

21. abra Gliikan (A) és xilan (B) visszanyerés kenderpozdorja gézrobbantasos
elokezelése utin a reaktortérfogat és elokezelési hdmérséklet fiiggvényében

A gliikdnvisszanyerés 82-99% kozotti volt, s a hidnyzé mennyiség tobbnyire nem volt
visszamérhetd a folyadékfazisbdl sem. A xildnfrakcionak minddssze 6-25%-a maradt a szilard
fazisban, a folyadék fazisban taldlhaté 8-40% tobbnyire oligomerek formdjiaban volt
meghatdrozhat6. A legenyhébb koriilmények kozott 200°C-on lefolytatott eldkezelés
minddssze 5% gliikkdn- és 35% xildn veszteséget eredményezett, de az itt nyert el6kezelt
anyag csak gyenge enzimes bonthatésiggal rendelkezett (22.4bra). A legjobb enzimes
bonthatésdgot eredményezd elfkezelés (210°C, 10 literes reaktor) esetén a gliikkdn 87%-a, a
xildn 10%-a maradt a szildrd frakcidban, s a glilkdnveszteség 11%, a xilanveszteség 70% volt.
Az elOkezelt mintdk enzimes bonthatésaganak (5% WIS, 15 FPU/g sz.a., 15 IU BGL/g sz.a.,
pH 5,0, 50°C) 72 6ras konverzi6 értékeit a 22. dbra mutatja be.
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22. dbra Gliikan és xildn konverzidk el6kezelt kenderpozdorja enzimes hidrolizise
sordn az el6kezelési reaktortérfogat és homérséklet fiiggvényében

A 210°C-on el6kezelt kenderpozdorjaval tapasztaltuk a maximadlis a gliikinbonthatésdgot
(83%), s ezen a hdmérsékleten xildn esetében is j6 hidrolizdlhatésdgot értiink el. Az SSF
kisérleteket 10% WIS koncentraciéval, 25 FPU + 25 IU BGL/g sz.a. enzimadagoldssal,
4% (VIw) S. cerevisiae inokulummal, 32°C-on 72 6rdig folytattuk. Az etanolkoncentraciét
GC-val hatdroztuk meg, eredményeinket a 23. dbra mutatja be.
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23. dbra Etanol hozamok SSF kisérletekben az el6kezelt kenderpozdorja glitkdn
és manndn tartalma alapjan az el6kezelési koriilmények fiiggvényében

A SPH, SPHS és SPHH gézrobbantdsos elkezelésének osszehasonlitisakor (210°C)
megdllapitottuk, hogy a SPHH eldkezeléseknél jelentdsen nagyobb volt a hemicelluloz frakcio
bomldsa, valdsziniileg a nagyobb hoterhelés hatdsdra (megnovelt reakcioidd, katalizdtor
nélkiil). Ennél a nyersanyagndl mindenképpen tovdbb kell folytatni a kisérleteket, célszeriien
kétlépcsds gozrobbantdsos elbkezelések irdnydba. Ekkor enyhébb koriilmények kozott
kinyerjiik a hemicelluloz frakciot, majd a maradékot erélyesebb koriilmények kozt kezelve
tessziik az enzimes konverziora alkalmassd.
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5.1.5 Egyéb lignocellul6zok el6kezelése

5.1.5.1 Balatoni ndd eldkezelése
(17. cikk)

Miutdn kisérleteink sordn kémiai kezelésekkel nem sikeriilt megfeleld bonthatésdgot
elérniink, az el6kezeléseket nedves oxidacidval is végrehajtottuk. Ligos katalizis mellett (2 g
Na,COs/l, 60 g sz.a. 11 vizben, 12 perc) négy kiillonb6z6 héfokon (185, 190, 195 és 200°C)
végzett elokezelések Osszetételre vonatkozd eredményeit foglalja dssze a 29. tdblazat.

29. tdabldzat Nedves oxiddcidval el0kezelt nad elvilasztott szildrd frakcidjanak Osszetétele

(g/100 g nyersanyag sz.a.)

El6kezelési homérséklet DM Gliikan Xilan Arabinan Lignin Hamu
[C]

kezeletlen nad 100 32,82 17,38 2,53 24,85 2,08

Celckezeltnad 185 6373 2897 1046 075 - 1298 216

190°C 61,66 28,38 8,37 0,49 12,19 1,94
195°C 58,07 28,59 7,35 0,00 10,35 1,93
200°C 54,12 22,97 3,31 0,00 11,16 1,97

Az eldkezelés hatdsdra a szdrazanyag 54-63%-a maradt a rostfrakcidban, a legerdteljesebb
kezelés hatdsdra a gliikdnfrakcié 30%-a, a hemicellulézfrakcié (xildn+arabindn) 83%-a, a
ligninfrakcié 55%-a ment oldatba, vagy bomlott el. A 24. dbra a celluléz, valamint a
hemicelluléz (xildn+arabindn) visszanyerést, és a veszteségeket mutatja be az elOkezelési
hémérséklet fiiggvényében.

Mig a 185, 190 és 195°C-on végrehajtott kezeléseknél a gliikkdnfrakcié 89%-a marad a szilard
frakcioban, s 10% alatti a veszteség, a 200°C-on végrehajtott el6kezelés hatdsaként 30% a
gliikdnveszteség. A veszteségek a hemicelluléz frakciondl is hasonldak, de itt az oldatba ment
részardny 30-50%. A 200°C-on végrehajtott kezelésnél az eredeti hemicelluléz < 20%-a
maradt a szildrd frakciéban. A kiillonb6z6 héfokokon elékezelt mintdk enzimes hidrolizisének
S2% wiw, pH4,8, 50°C, 25 FPU/g sz.a. + 251U BGL/g sz.a., 48 6ra) eredményei a
25. dbrén lathatok.
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24. dabra Cellul6z (A) és hemicellul6z (B) visszanyerés elokezelt ndd nedves
oxidécios elOkezelése (12 bar, 12 perc) soran kiilonb6z6 hdmérsékleteken

Az el6kezelési hOmérséklet novelésével az enzimes hidrolizdlhatésdg monoton emelkedett, a
200°C-o0s elOkezelésnél 3,7-szerese volt a kezeletlen nddndl elért értéknek. Az SSF
kisérleteket (5% (w/V), pH 4,8, 32°C, 25 FPU/g sz.a. + 25 IU BGL/g sz.a., S. cerevisiae 2 g/l,
72 6ra) a csoportunkban kifejlesztett, CO, mérésen alapuld ,kotyogd” berendezésben
hajtottuk végre (5.4.2.1 fejezet).
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25. dbra Nedves oxidaciéval (12 bar, 12 perc) el6kezelt ndd enzimes bonthatdsiga
az elméletileg dtkonvertalhat6 celluléz %-4ban az elokezelési hOmérséklet fliggvényében
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26. dbra SSF etanol hozamok nedves oxid4cioval (12 bar, 12 perc) el6kezelt nad
szubsztriton az el0kezelési hdmérséklet fiiggvényében az elméleti hozam %-dban

Az etanol hozamok (26. dbra) az enzimes bonthatosighoz hasonléan az elokezelési
hoémérséklettel novekedtek, az elméleti maximdlis hozam (elékezelt minta gliikdn tartalmdra
vonatkoztatva) 32,5%-drol 73,2%-dra. A vizsgdlt koriilmények koziil a 200°C-os eldkezelés
eredményezte a legjobb etanol hozamot. A gondot az okozza, hogy ezen az eldkezelési
hémérsékleten a celluloz veszteség 30%, a hemicellulozveszteség pedig csaknem 40% volt.
Miutdn a ndd eldkezelésénél mind a celluloz, mind a hemicelluloz frakcio hasonléan
viselkedett a hofokemelés hatdsdira (200°C-on erdteljes bomlds), a tovdbbiakban az
elokezelési koriilmények ,, finomhangoldsa” sziikséges.
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5.1.5.2 Energiafii elokezelése
(18. cikk)

Kisérleteinkhez az utdbbi évtizedben direkt égetésre nemesitett szarvasi energiafiivet
hasznédltunk. A feldllitott haromfaktoros, kétszintes kisérleti terv alapjan elvégzett
el0kezeléseket hiarom szempont szerint értékeltiik: Osszetétel, enzimes bonthatdsag,
erjeszthetdség. 135°C-on, 2% H,SO, felhaszndldsdval 60 perces reakcididovel nyertiik a
komponensek legjobb elvdlasztdsat, 120 perces reakcidé id6 utdn pedig a rostfrakcié legjobb
enzimes bonthatésigit (60%), ez utébbi koriilmények kozott a celluldz 93%-a maradt a
rostban, mikézben a hemicelluléz frakcié mintegy 90-95%-a a folyadékfazisba jutott
(részletes eredmények: Sods és mtsi., 2004).

A hidrolizatumok fermentdcios tesztje valamennyi kisérleti pontndl meghaladta a 90%-ot, s
miutdn a hemicellulozt szinte teljesen eltdvolitottuk a mintdbol, igéretes a modszer a
szénhidrdtpolimerek szétvdlasztdsdra. A jobb celluloz konverzié érdekében a kukoricaszdrndl
Jjavasolthoz hasonloan egy mdsodik elokezelési lépést célszerii alkalmazni.

5.2 Enzim fermentdcio

A celluldz enzim el6dllitdsdra leggyakrabban haszndlt torzs a Trichoderma reesei Rut C30,
melyet hosszi torzsnemesitési munkdval 4llitottak eld. Napjainkig is az egyik legjobb,
mindenki szdmdra hozzaférhetd celluliz termel6. Ennek a felhaszndldsdval végeztiik
szénforrds kisérleteinket, valamint a pH szabdlyzdssal, enzimlokaliziciéval, enzim
inhibiciéval kapcsolatos munkdkat. Néhdny specidlis feladathoz rekombindns Trichodermdk
(T. reesei RF6026, T. reesei QM9414 mutdnsai) szaporitdsdval dllitottunk el6 enzimet.
Miutdn a Trichoderma reesei fermentlevek daltaldban nem rendelkeznek a hatékony
hidrolizishez elegendé BGL aktivitdssal, azt kiilon forrasbdl kell biztositani. Kiilon fejezetet
szentelek a BGL fermentdcidnak, s ehhez kapcsolddva az enzim tisztitdsdnak és rogzitésének.

5.2.1 Szénforraskisérletek Trichoderma reesei Rut C30 gombatorzzsel

Szénforrasként elsdésorban azokat a nyersanyagokat vizsgdltuk, melyek kordbban, mint az
enzimes hidrolizis szubsztritjai mar bizonyitottdk, hogy alkalmasak mdsodik generdcids
etanoltermelés nyersanyaginak. Ennek oka, hogy amennyiben a helyben torténd (,,on site”)
enzimtermelés megoldhatd, a jobb enzimes konverzi6 érdekében célszeri azonos
nyersanyagot (szénforrést, illetve szubsztratot) alkalmazni az enzim fermenticiéndl és az
enzimes hidrolizisnél (Olsson és mitsi., 2003). Miutdn Eurdpdban a svédorszdgi Lundi
Egyetem Kémiai Kozpontjdban folyik a masodik generédcids etanol elddllitds legintenzivebb
kutatdsa, kisérleteink jelentds részében az altaluk gbzrobbantdssal el6kezelt flizfa és lucfenyd
nyersanyagokat haszndltuk. Izgalmas kérdés az egyes technologidkban keletkezd
mellékaramok, az el0kezelések soran keletkez6 hemicelluléz frakciok (HH, F, CF), valamint a
hulladékok, a hulladékpapir, vagy a papiriszap alkalmazésa.

5.2.1.1 Celluldz fermentdcio kiilonbozo lignintartalmi gézrobbantott fiizfa

szénforrdsokon
(19. cikk)

A flzfa elOkezelésének oltimalizdldsat, enzimes hidrolizisben é&s erjesztésben vald
felhasznaldsat mar kordbban mélyrehatéan vizsgédltdk (Eklund és mitsi.,, 1995), cellulaz
fermentdcids kisérleteinkben az altaluk optimalizalt koriilmények kozott eldéllitott SPW-t
hasznéltuk fel. Ellentmonddak a vélemények arr6l, hogy a fermenticiés szénforrds
lignintartalma mennyire befolydsolja a cellulaztermelést, ennek eldontésére harom, kiillonboz6
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lignintartalmu, de azonos eredetli szénforrast haszniltunk razatott lombikban, valamint 4 és
22 literes bioreaktorokban végzett fermentacids kisérleteinkben. Kontrollként 57,7% celluléz
és 40,6% lignin tartalmi gbézrobbantott flizfa szénforrdst (SPW) alkalmaztunk. Ebbdl a
szubsztratbdl H,0,-os kezeléssel Aallitottunk elé kis (27,5 és 13,5%), illetve enzimes
hidrolizissel nagy lignintartalmi szénforrast (71,3 és 79%) (30. tablazat).

30. tdbldzat Az alkalmazott SPW eredetli szénforrasok szénhidréat és lignin tartalma

Szénforras Szénhidrat tartalom Lignintartalom
[%, wiw] [%, wiw]
Gdzrobbantott flizfa (SPW) 57,7 40,6
SPW-D 4% 68,3 27,5
SPW-D 50% 83,4 13,5
SPW-H 24 é6ra 20,6 71,3
SPW-H 48 éra 10,8 79,0
SPW-D 4%, H 48 6ra 15,3 72,3

A réazatott lombikos fermenticié 7. napjin meghatidrozott FPA értékeket és a szamitott
hozamokat a 31. tdbldzat tartalmazza.

31. tabldzar Kulonbozo

lignintartalmu

szénforrdsok  koncentracidja,

celluléz és

lignintartalma, valamint az elért FPA aktivitdsok és hozamok (7 nap)

Szénforras Termelt cellulaz a 7. napon
Jelolés Konc. Celluloz Lignin Aktivitas Hozam
[0/ [9/1 [0/ [FPA/mI| [FPA/g cellul6z]
SPW 15 8,7 6,9 0,61 70
SPW-D 4% 15 10,2 4,1 0,63 61
SPW-H 48 6ra 15 1,6 11,9 0,18 110
SPW-D 4%, H 48 6ra 15 2,3 10,8 0,19 81
SPW-H 48 6ra 45 4,9 35,6 0,25 51
SPW-D 4%, H 48 6ra 45 6,9 32,5 0,30 43
SPW 17,3 10 7,0 0,62 62
SPW-D 4% 14,7 10 4,0 0,56 56
SPW-D 50% 12 10 1,6 0,57 57
SPW-H 24 é6ra 48,5 10 34,6 0,66 66

Valamennyi éltalunk eldallitott és alkalmazott szénforrds alkalmasnak bizonyult Trichoderma
reseei Rut C30 fermentdcié szénforrdsdul. Megéllapitottuk, hogy (i) a vizsgdlt anyagok a
celluléz és lignintartalomtdl fiiggetleniil alkalmasak az enzimtermelés indukdldsara, (ii) a
legnagyobb térfogati aktivitdsok a legnagyobb cellul6ztartalmi szubsztratokkal érhetdk el,
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viszont (iii) a kis celluléztartalmu szénforrdsok biztositottdk a maximalis hozamokat. Azonos
celluléztartalom mellett lefolytatott enzimfermenticidk sordn a hidrolizis maradékon elért
kivdlé eredmény magyardzata lehet, hogy a hidrolizis sordn alkalmazott enzim egy része
adszorbedlddott a maradék szubsztraton, igy a fermentdcids szénforrdsként haszndlt szubsztrat
telitett volt enzimekkel, és kevesebb adszorbedlddott a fermenticié sordn megtermelt
enzimbdl. Ez az eredményiink j6 lehetdséget mutat a hidrolizismaradék szénforrdskénti
hasznositdsdra. Hogan és Mes-Hartree (1990), gbézrobbantott nyérfa hidrolizis maradékat
alkalmazva értek el ugyancsak j6 fermentacids eredményeket.

5.2.1.2 Celluldz fermentdcio, mint a gozrobbantott fiizfa hemicelluloz frakciojanak

méregtelenitési modszere
(20. cikk)

Amikor a fizfit 205°C-on SO, katalizissel gézrobbantissal kezeljiikk eld, a hemicelluléz
frakcié csaknem teljes mértékben oldatba megy (Eklund és mtsi., 1994). Az oldatba ment
cukrokat az el6kezelés sordn keletkezd inhibitorokkal egyiitt célszerli szliréssel és mosassal
elvdlasztani a rost frakciétdl, igy az inhibitorok (furfurol, HMF, ecetsav, hangyasav) nem
okoznak gondot az enzimes hidrolizis és alkohol fermenticié sordn. Amennyiben nem
mossuk ki az inhibitorokat -és veliik egyiitt a pent6z cukrokat-, akkor valamilyen
detoxifikécios I€pést kell kozbeiktatnunk, mely egyrészt anyagveszteséget, mdsrészt plusz
koltséget okoz (Tran és Chambers, 1985). Kisérleteink sordn azt vizsgdltuk, hogy a
vakuumbepadrldssal bestiritett hemicelluléz frakciét (Osszetétel g/l-ben: 9,3 Osszcukor, 2,6
ecetsav, 1,0 furfurol, 0,2 HMF) Trichoderma reesei Rut C30 fermenticids tdptalajaul
felhaszndlva hogyan véltozik az egyes inhibitorok koncentricidja, képes-e a gomba a pentdz
cukrok felhasznaldsdra, s lesz-e mérhetd enzimtermelés csak a pentdéz frakcidn, illetve a
gbzrobbantott flizfa rosttal kiegészitett fermentacids tiptalajon.

A bepdrlas és az azt kovetd sterilezés hatdsara a furfurol és a HMF koncentricié jelentsen
lecsokkent, igy elsOsorban az esetsav, valamint a lignin degradiciés termékek okozhatnak
inhibiciét a fermentécié sordn. Kisérleteinket rdzatott lombikokban 9,3 g/l cukrot tartalmazd
bestritett pentdz frakcion, illetve olyan tdptalajon folytattuk, mely a bekoncentralt pentdz
frakcidn kiviil 10 g/l cellul6zt (SPW) is tartalmazott.

Megéllapitottuk, hogy hosszi lag szakasz utdn képes a Trichoderma reesei az ecetsav
hasznositdsara, a lag szakasz a rost nélkiili fermentacidkndl 120 6ra, mig a rostot is tartalmazé
kisérleteknél 68 6ra volt, ezalatt az ecetsav koncentricidja nulldra csokkent. A ligninbdl
szdrmazo fenolos inhibitorok koncentricidéjdban 6 napos fermenticié alatt tobb mint 30%-o0s
csokkenés kovetkezett be (részletes adatok:Palmqvist és mtsi., 1997). Mindkét szénforrdson
volt mérhetd enzimtermelés (FPA).

5.2.1.3 Celluldaz termelés hemicelluloz hidrolizatumon
(21. cikk)

Az el6z6ekben méregtelenitésre alkalmazott pentdzfrakciot az enzimtermelés szempontjabdl
is vizsgaltuk. A szénforrast (10 g/l szénhidrat) egyrészt besiiritett és visszahigitott pentdz
frakciéval (0,07 g/l cellobidz, 1,48 g/ gliikéz, 3,35 g/1 xiloz, 0,63 g/l ecetsav 0,13 g/l HMF, a
furfurol koncentracié a kimutatdsi hatar alatt), méasrészt SPW-bdl (5 g/l cellul6z) biztositottuk.
Olyan lényeges kérdésekre kivantunk vélaszt kapni, hogy a fermentacids taptalaj kezdeti pH
értéke hogyan befolydsolja a fermentécio lefutdsat (27. dbra), az ecetsayv, illetve a kiilonboz6

sz 2z
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27. dbra FPA aktivitas és a cukortartalom alakulasa a fermentacios ido
fiiggvényében, kiilonb6z6 indulasi pH értékeken
(A: FPA, B: cukor; m: pH 4,8, A: pHS5,3, @: pH 5,8)

A cukorkoncentriacié (27. dbra B) mindhdrom vizsgalt pH értéken kezdetben emelkedett,
mutatvan, hogy az inokulummal beadagolt celluldz enzimek elkezdték hidrolizdlni a szildrd
szénforrast, de a gomba nem volt képes azt metabolizdlni. A fermentécio lefutdsdra (27. dbra
A) jelentds hatdsa van a tenyészetek induldsi pH-jdnak, a lag szakasz hossza a pH emelésével
csokken, az enzimtermelés akkor indul be, amikor a téptalajbdl elfogy a vizoldhat6 cukor.

Miutéan a ,,fab6l etanol” technolégia sordn a folyamat gazdasdgossdga érdekében a cellul6z
frakciot az etanol eldallitdsdra kell minél nagyobb szédzalékban felhaszndlni (Nguyen és
Saddler, 1991), érdemes megvizsgdlni, hogy az enzimfermenticié szénforrdsaként
alkalmazott SPW helyettesithetd-e bestiritett pent6z frakciéval (CF), a hozam romlasa nélkiil.
Kisérleteinkben pH 5,8-on, 10, illetve 20g/l szénforrds koncentraciondl alkalmaztunk 50%-o0s
helyettesitést, amikoris a teljes cellulolitikus aktivitasra jellemzd szlirdpapir lebonté aktivitas
(FPA) mellett meghataroztuk a -gliikozidaz (BGL) aktivitast is (32. tablazat).
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32. tabldzat FPA és BGL aktivitds SPW és SPW+CF szénforrést tartalmazé tiptalajokon
(indulési pH:5,8; 8 napos aktivitas értékek)

Szénforras FPA FPA hozam BGL
Eredet Konc. [g/1] [FPU/mI] [FPU/g szénhidrat] [IU/mI]
SPW 10 1,04 104 0,31
SPW+CF (50:50%) 10 1,33 133 0,47
SPW 20 1,58 79 0,44
SPW+CF (50:50%) 20 1,79 86 0,43

Méréseink szerint a tizedére bestritett pentdzfrakcié (CF) felhaszndldsaval a fermenticid
szénforrdsa (SPW), ugy helyettesithetd 50%-ban CF-tal, hogy a hozam koézel 30%-kal
nagyobb, mint a csak gézrobbantott flizfa szénforrast tartalmazé fermenticidban.

Lényegesen valtozik a helyzet, ha a pent6z frakciot bestrités nélkiil, kdzvetleniil kivanjuk
alkalmazni. Kezdeti negativ eredményeink utdn egy kisérleti tervben vizsgaltuk a keverés, a
pH és az oldhaté cukorfrakcié részaranydnak fliggvényében ennek a frakcidnak az
alkalmazhatésagat (0sszetételek a 33. tdblazatban).

33. tabldazatr A 20, 50 és 80% oldhato frakciot tarlalmazo fermentlevek Osszetétele

Oldhato Cellobioz Glikoz Xil6z Osszcukor Ecetsav HMF Furfurol
szénforras

aranya [%] [9/1] [9/1] [9/1] [9/1] [9/1] [9/1] [9/1]

20 0,05 0,32 1,18 1,55 0,72 0,06 0,27

50 0,12 0,91 3,11 4,14 1,78 0,16 0,78

80 0,15 1,35 4,65 6,15 2,63 0,23 1,08

A 15 bedllitds koziil mind6ssze 6-ban (34. tdblazat) volt enzimtermelés, a tobbiben nem
észleltiik a gomba szaporoddsat sem.

34. tabldzar  Sikeres enzimtermelési kisérletek beallitasainak adatai

Szaporitasi kériilmények FPA aktivitas
Oldhat6 szénforras aranya [%] pH Ré&zatési fordulatszam [rpm] [FPU/mI]

20 5,0 200 0,57

20 6,0 200 0,77

20 5,0 400 0,63

20 6,0 400 0,76

20 55 300 0,64

50 6,0 300 0,59
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20%-o0s ardnyndl az alkalmazott pH-tdl és a keverés fordulatszamatdl fiiggetleniil volt
enzimtermelés, a pH novelése a térfogati aktivitdsra és igy a hozamra, a keverés fokozasa az
enzim képzddési sebességre volt pozitiv hatdssal. Az 50%-ban a hemicelluléz frakciobodl
szdrmazo6 oldhat6 cukrot tartalmazé kisérleteink koziil egyediil a pH 6,0-on lefuttatott volt
sikeres (28.dbra). A tobbi vizsgilt bedllitdis mellett egydltalin nem indult meg az
enzimtermelés, s6t a gomba szaporoddsa sem.

0.8 6.0
X -
E 50 §
£ os o
B 0 ®
£ os -
2= 3
= 50.4 30 $
2 <
ST o3 1
@ E ’ 24 gn
E 02 8
“ p—
o 10 3
d o1 K

0.0 0.0

0 1 2 3 4 5 6 7

time {day]

28. dbra Az FPA (m), az 6sszcukor (@), az ecetsav (A) €s a furfurol (¢) koncentraciéjanak
alakuldsa a razatott lombikos fermentacié soran (50%-ban a hemicellul6z
frakciobdl biztositott szénforras)

Az enzimtermelés pH 6,0-on 300 fordulat/perc keverés mellett 1,78 g/l ecetsavat, 0,16 g/l
HMEF-t és 0,73 g/l furfurolt tartalmazé tdptalajon két napos lag szakasz utdn indult meg. A
furfurol és HMF koncentricidja a mdsodik napra, az ecetsavé és az oldott cukroké a negyedik
napra csokkent le nullira. A 80%-ban a pentéz frakciébdl szdrmazé szénforrds
felhaszndldsara tett kisérletiink nem hozott egyetlen értékelheté eredményt sem, a 2,63%
ecetsavat, 0,23 g/l HMF-t és 1,08 g/l furfurolt tartalmazé tdptalaj til toxikusnak bizonyult a
Trichoderma szdmara. Ezek az eredmények jo egyezést mutatnak Szengyel és Zacchi (2000)
munkdjaval, akik 7. reesei Rut C30 celluldztermelését vizsgdltdk az ecetsav és furfurol
adagolas fliggvényében. Mig az ecetsav az altaluk vizsgélt 3 g/l koncentricidig semminemi
inhibiciét nem okozott, addig 3 g/l ecetsav és 1,2 g/l furfurol adagolasakor az elért FPA
minddssze 12%-a volt a kontrollénak. Munk4djuk felhivja a figyelmet arra is, hogy ,,val6s”
lignocelluléz szénforrdsokon, ahol a kiillonb6zd inhibitorok egyiittes hatdsa 0sszegzdodik, a
tdptalaj viszonylag kis egyedi inhibitor koncentracidk esetén is toxikus lehet.

5.2.1.4 Celluldz termelés tiilevelii szénforrdson
(22. cikk)

Az erdészeti hulladékokat nagy mennyiségiik, valamint kedvezé hemicelluléz Osszetételiik
miatt (a hemicelluléz frakcié hat szénatomos cukrokbdl épiil fel, melyet a S. cerevisiae is
képes erjeszteni), a mdsodik generdciés etanol gyartds potencidlis nyersanyagdnak
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tekinthetjiik. A lucfenyd elokezelésével, enzimes hidrolizisével és a hidrolizatum erjesztésével
kapcsolatos eredményeikrél Eklund (1994) részletesen beszdamol PhD dolgozatidban. Enzim
fermentdcids kisérleteinket, melyekhez az 4dltala optimélisnak taldlt eldkezeléssel eldallitott
SPS (215°C, 5 perc, SO, katalizator) mosott rostfrakcidjat, valamint hemicellul6z frakcidjat
hasznaltuk szénforrdsként, 4 literes fermentorban, valamint rdzatott lombikokban hajtottunk
végre. A szénforrds koncentracié valamennyi kisérletben 10 g/l volt, melyet (i) mosott rosttal;
(ii) mosott rost mellett hemicelluléz frakcidval (20 illetve 50% rost helyettesitve)
biztositottunk. Az eredeti hemicelluléz frakcié 48,5 g/l cukrot 4,4 g/l ecetsavat, 1,2 g/l
furfurolt és 2,8 g/l HMF-t tartalmazott.

A fermentécios kisérleteket razatott lombikokban 30°C-on 300 fordulat/perc keverés mellett
pH 6,0-on hajtottuk végre (29. dbra).
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29. dbra FPA és 6sszcukor értékek a fermentacids id6 fiiggvényében
(m: SPS; A:20% hemicellul6z frakci6; @:50% hemicelluléz frakcid)

A legnagyobb szlrépapir lebonté enzimaktivitast (0,79 FPU/ml) gbézrobbantassal el0kezelt,
mosott lucfenyd roston értiik el, mig a legkisebbet abban az esetben, amikor a szénforrds
50%-at a hemicellul6z frakci6bdl biztositottuk. Miutdn a hemicellul6z frakcié 48,5 g/l cukrot
tartalmazott, az 5 g/l cukorkoncentracié biztositisdhoz ezt csaknem tizszeresre kellett higitani,
akkor pedig az ecetsav 0,44 g/l, a furfurol 0,12 g/, a HMF pedig 0,28 g/l alatti
koncentriciéban volt jelen, ami nem indokolja a 30-40%-kal kisebb enzimhozamot. A
tilleveli el6kezeléséhez sziikséges nagy hdmérséklet valdsziniileg a ligninbdl hasitott le olyan
vegyiileteket, melyek gitoltdk a Trichoderma enzimtermelését. A hemicellul6z frakcié
vizoldhat6 cukorkomponensei kedvezéen hatottak a lag szakasz hosszdra, ez viszont azt
sugallja, hogy az inhibitorok nem voltak jelen a fermentacié kezdetén, hanem valdsziniileg a
Trichoderma fermentaci6 sordn keletkeztek kevésbé toxikus lignin degradacids termékekbdl.
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5.2.1.5 Celluldz elidllitas papiriszap, ill. hulladékpapir szénforrdson
(23., 24. cikk)

Hulladékpapir (OCC) fermenticidés szénforrdskénti felhaszndlhatésdgat 31 literes
bioreaktorban vizsgéltuk. A 30. dbra 10 g/l cellul6zzal egyenértékii OCC szénforrds (12,5 g/l)
felhasznaldsdval Mandels’ taptalajon végrehajtott fermentdcié lefutdsat mutatja be.

FPA (FPU/mI)

red. cukor DO (%)
(mg/ml)
3,0 100
25 M I
\ // 80
2,0
- 60
1,5 1
F - 40
1,0
05 -+ - 20
0,0 0
100

Fermentacios id6 (6ra)
—e—FPA (FPU/ml) —M—redukald cukor (mg/ml) ——DO (%)

30. abra Cellulaz fermentacio laboratoriumi fermentorban
hulladékpapir szénforrason

Maximalis térfogati aktivitdst a fermentacié 78. drdjaban értiik el (2,27 FPU/ ml), a maximalis
produktivitdst 35,7 FPU/l.6rdnak hatdroztuk meg, a hozam 227 FPU/g celluléz. A termelt
enzimet bestiritett fermentlé formdjdban nydltdpok kezelésére hasznaltuk (5.5.2.1 fejezet).

Sikeres szaporitdsokat végeztiink olyan tdptalajon is, mely a szénforrds (hulladékpapir)
mellett csak 10 g/l szeszgydri, illetve élesztdgyari vinaszt (bestritett fermentdcids,
desztillaciés maradék) tartalmazott.

A szekunder rost felhaszndldsan alapul6 technolégidkban a rost kb 7%-a a papirgyari iszapba
keriil, melynek hasznositdsa nem megoldott, elszéllitdsa koltséges. A 35. tablazat kiilonb6zd
id6pontokban vett papiriszap mintdk (Dunapack Papir-és Csomagoldanyag Zrt.) Osszetételét
tartalmazza, melyek kiilonosen hamu és celluléz tartalmukat illetden nagy véltozatossigot
mutattak.

Tobbféle biotechnoldgiai hasznositdsi kisérlet sordn kétféle Trichoderma torzzsel
(Trichoderma reesei Rut C30, Trichoderma viride OKI B-1) razatott lombikokban vizsgaltuk,
hogy alkalmas-e a papiriszap celluldzfermenticié  szénforrdsdul (36. tdblazat).
Osszehasonlitdsként SF szénforrast alkalmaztunk, azonos szénhidrat (10 g/l celluléz
ekvivalens) koncentraciéban Mandels’ taptalajon.
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35. tdbldzar  Kiilonbdz6 papiriszap mintdk osszetétele

Mintaszam Hamu Szénhidrat Lignin
[%] [%] [%]
1 15 61 11
2 22 45 13
3 24 41 13
4 24 39 13
5 16 51 10
6 21 42 11
7 17 34 11
8 23 36 13

36. tdabldzat  Celluldz termelés papiriszap szénforrdson

Fermentacios idé FP aktivitas (FPU/mlI)
[nap] T. reesei Rut C30 T. viride OKI B-1
SF-on Papiriszapon SF-on Papiriszapon

1 0,202 0,095 0,374 0,215

2 0,451 0,363 0,608 0,356

3 0,660 0,481 0,670 0,361

4 0,905 0,509 0,709 0,356

5 0,995 0,488 0,709 0,350

6 1,004 0,479 0,680 0,320

Mindkét vizsgdlt gomba képes volt szaporodni és enzimet termelni, az elért aktivitds mintegy
fele volt a SF kontrollon elértnek. A Trichoderma viride OKI B-1 torzs kiemelked6en nagy
BGL aktivitdsa (0,58 IU/ml) az enzimes hidrolizis szempontjab6l nagyon eldnyos.

5.2.1.6 Mezogazdasdgi melléktermékek és ipari hulladékok, mint az enzimtermelés
szénforrdsai

Az elokezelési fejezetben a hemicelluléz frakcid izoldldsa utdn visszamaradé kukoricarost
(PCF) fermenticiés szénforraskénti hasznosithatésagat sikeresen oldottuk meg (13. dbra). Az
5 g/l szénforrason elért 0,62-0,64 FPU/ml j6 aktivitaisnak mondhaté.

A gbzrobbantissal el6kezelt kukoricaszar, valamint a tejsavé f6tomegét ado laktdéz egyarant
alkalmas szénforrdsnak bizonyult (37. tablazat).

SPCS-on a SF-on elért FPA 75%-at és a BGL aktivitas 81%-at sikeriilt elérniink. Laktoz
szénforrason elért FPA alig tobb, mint a kontroll 50%-a, BGL aktivitdsa viszont kétszerese a
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SF-on elértnek, s az 1,45-6s BGL:FPA ardny igen kedvezd az enzimes hidrolizis
szempontjabol.

37. tdbldzat A szénforrds mindségének hatdsa az FP és BGL aktivitdsokra 10 g sz.a./l
szénforrds koncentracié mellett, modositott Mandel’s taptalajon pH 5,6-on
végzett razatott lombikos fermentdcidban (7. napos aktivitds adatok)

Szénforras FPA [FPU/mI| BGL [IU/ml]
SF 200 2,175 0,821
Lakt6z 1,127 1,636
SPCS | 1,636 0,672

Kordbbi, a gbézrobbantiskor keletkez6 hemicelluléz frakcié enzimfermenticiéban torténd
felhaszndldsara irdnyuld sikeres kisérleteink alapjan (5.2.1.3, 5.2.1.4) megvizsgaltuk, hogy a
nedves oxidaciéval kiillonb6z6 médon eldkezelt kukoricaszar mintdk (5.1.1.2) hemicelluléz
frakciéit milyen koriilmények kozott tudjuk felhaszndlni a celluldzfermenticid
szénforrdsaként. A két legerélyesebb koriilmény alkalmazasaval nyert HH 6sszetételének fobb
adatai [g/l]: Alk-195-15: hangyasav: 1,5; ecetsav: 1,9; furfurol: 0,17; HMF: 0,006,
Ac-195-15: hangyasav: 1,8; ecetsav: 2,3; furfurol: 0,2; HMF: 0,033.

A viszonylag nagy szerves sav koncentricidk dacdra biztunk a HH alkalmazhatésdgiban,
miutdn a furfurol koncentricié a legerélyesebb koriilmények kozott is 0,2 g/l érték alatt
maradt. A szerves savak gitld hatdsit csokkentendd magas pH-t biztositottunk (pH 6,0) a
fermentacié folyamdn. A 38. tdbldzat az Alk-195-15, Ac-195-15 és Alk-185-5 el6kezelés
feliilisz6jat felhaszndl6 fermentacios kisérleteink eredményeit foglalja ossze.

38. tdbldzat Nedves oxidacidval kiilonboz6 koriilmények kozott eldkezelt kukoricaszér
hemicelluléz frakcidjanak osszetétele (HPLC analizis) és azok felhaszndldsa
celluldz enzim fermenticidra T. reesei torzzsel (razatott lombik, 10 g/l SF
szénforréds, 30°C, 0,1 M TRIS-maleat, pH 6,0) Mandels’ taptalaj, 75%(V/V)

HH tartalom)
Alk-185-5 Alk-195-15 Ac-195-15 Kontroll

Szénhidratok a hidrolizatumban [g/1]
Ossz oldott cukor 3,9 13,8 14,1
Glkoz 1,1 1,9 1,4
Xiléz 2,0 10,1 10,7
Arabinéz 0,8 1,8 2,0
Cukrok momer formaban 0,4 2,0 3,3
Cukrok oligomer formaban 35 11,8 10,8
Szubsztratok a tapoldatban [g/]]
SF 10,0 10,0 10,0 10,0
Ossz szénhidrat (monoszacharidban) 13,9 21,3 21,6 11,0
FPA
FPAmax [FPU/mI] 2,57 2,44 2,09 1,85
FPAmax elérésének ideje [nap] 6 8 10 8
Hozam [FPUnax/g szénforras] 184,8 114,3 96,9 168,2
BGL
BGLmax [IU/ml] 1,69 1,49 1,25 1,39
BGLmax elérésének ideje [nap] 14 14 14 14
Hozam [IPUnax/g szénforras] 121,5 69,8 58,0 126,4
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J6 enzimtermelést tapasztaltunk valamennyi kisérletben, ahol a fermentidcids tdptalajban a
csapvizet 75%-ban HH-mal helyettesitettiik. Az ezéltal megndvelt szénforrds koncentracid
FPA esetében minden esetben megndvekedett térfogati aktivitdst eredményezett (13-39%-os
emelkedés), igy a HH felhaszndldsa hozzdjarulhat a hidrolizishez sziikséges enzim
eldallitdsdhoz, még akkor is, ha a hozamok koziil a SF kontrollon elérthez képest egyediil a
185°C-os ligos katalizissel végrehajtott kezelés HH frakcidjanak felhaszndldsaval értiink el
10%-os javuldst, a tobbi kisérletben a kontoll SF-on elértnél gyengébb hozamokat kaptunk.

Lignocelluloz szénforrdsokon (SPW, SPS, SPCS) sikeriilt a kontroll SF-kal osszemérheto
mértékben celluldzt termelni. A megnovelt lignintartalmii szénforrdsokon elért pozitiv
eredmények alapjan megdllapitottuk, hogy lehetséges a hidrolizis maradék ilyen irdnyu
felhaszndldsa. A mellékdaramok (HH, F) haszndlhatosdga jo alternativdt nyiijt az inhibitorok
Jjelenlétében nehézkes pentoz fermentdcionak. Kiilonosen jelentos eredmény a csapvizet 75%-
ban helyettesitd nedves oxiddcioval eldkezelt kukoricaszdr hemicelluloz hidrolizdtumdnatk,
valamint a BGL termelok szaporitisihoz (5.2.4.2  fejezet) alkalmazott SPW
folyadékfrakciojanak korldtozds nélkiili felhaszndlhatosdga. A papiriszap ill. a hulladékpapir
fermentdcios szénforrdskénti alkalmazdsa akkor jelenthet jelentds eredményt, ha enzimes
hidrolizissel és etanol/hidrogén fermentdcioval kapcsoljuk Ossze. Nagy elonye ezeknek az
anyagoknak, hogy miutdn a papirgydrtds folyamdn mdr jelentés fizikai és kémiai hatdsoknak
voltak kivtéve, nem igényelnek semminemii elokezelést. A laktoz szénforrds alkalmazdsa a
BGL aktivitds biztositdsa érdekében lehet lényeges, kiilonosen, ha azt tejsavo felhaszndldsdaval
biztositjuk.

5.2.2 A cellulaztermelést befolyasolo tényeziok, enzimlokalizacio, indukcio

A Trichoderma reesei egyik legnagyobb hatranya, hogy az altala termelt enzimkomplexben
kevés a BGL, ami azt jelenti, hogy a fermentlé¢ felhaszndldsakor, a hidrolizis soran
felhalmozddik a cellobiéz, mely gitolja az endo- és féleg az exoglitkandzok tevékenységét.
Az elddllitott enzimkomplex Osszetételét és aktivitdsat tobb tényezd mellett a fermenticid
sordn bedllitott pH is befolyésolja, tapasztalataink szerint a nagyobb pH (5,8-6,0) kedvezdbb
az extracelluldris BGL termeléséhez. Razatott lombikos kisérletekben, melyek széles skaldju
kisérletezést tesznek lehetdvé egy Uj nyersanyag, vagy Uj torzs tesztelésében, komoly gondot
okoz a pH dlland6 értéken tartdsa a fermentdcié sordn. Kiilonb6z6 puffer rendszerek
alkalmazdasdval ezt a problémat kivantuk orvosolni. Emellett ebben az alfejezetben ismertetjiik
az enzimlokalizdciéra, valamint az enzimindukciéra vonatkozé eredményeinket is.

5.2.2.1 A pH hatdsa a celluldz és p-gliikoziddz termelésre
(25. cikk)

Rézatott lombikos kisérletekben SF szénforrdson vizsgaltuk kiilonbdz6 pH éllitasi stratégiak,
valamint citromsav, borostydnkdsav, ecetsav, maleinsav adagolas hatdsat Trichoderma reesei
Rut C30 cellulaz termelésére. Kisérleteink célja az volt, hogy (i) vizsgdljuk a pH hatdsét az
elérhetd sztir@papir lebont6 és (ii) BGL aktivitdsra, masrészt olyan pufferrendszert taldljunk,
amellyel (iii) a pH 4alland6 értéken tarthaté és emellett (iv) nem befolydsolja kdrosan a
Trichoderma enzimtermelését. Méréseink sordn megdllapitottuk, hogy az acetdt, citrat,
szukcindt és citrtat-foszfat puffer nem megfelelé a pH 5,0 dlland6 értéken tartdsdra, mivel a
komponenseik vagy géitoljdk a mikroba nodvekedését (acetit), vagy szdmadra tdpanyagul
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szolgalnak (citrat, citrat-foszfat, szukcinat). Két pufferrendszert taldltunk (maledt és trisz-
maledt), melyek képesek az dlland6 pH 6,0 fenntartdsara (39. tablazat).

39. tabldzat  FPA és BGL aktivitdsok alakuldsa a pH 4llitds fliggvényében

PHiervezett pH kontroll médja ff?'nap) (T_ o::I;tivités g?hap)
[FPU/mI] [FPU/In] [1U/mi]

5,0 napi pH allitas 1,034 10,8 0,6

6,0 napi pH allitas 1,520 15,8 0,9

6,0 0,1 M TRIS-maleat puffer 1,282 13,4 1,5

6,0 0,1 M Maleat-NaOH puffer 1,282 13,4 1,2

SF szénforrdson alland6 pH 6,0-on lefolytatott fermentdciéndl 0,1 M-os Tris-maledt puffer
alkalmazdsakor az FPA 84%-a volt a puffer nélkiili, naponta pH Adllitott tenyészetekben
elértnek, a BGL aktivitds viszont 67 %-kal nagyobb volt, mint a kontroll. Ez az aktivitds ardny
véltozés kiilonosen eldnyds lehet az enzimes hidrolizisben. Fermentoros kisérleteikben (31
literes Biostat CDCU-3) a pH szabdlyozasaval, pufferek alkalmazdsa nélkiil nem sikeriilt a
varakozasunknak megfeleld hasonléan nagyobb BGL aktivitast elérni.

Mosatlan gbézrobbantott kukoricaszar szénforrason (SPCS II, 210°C, 5 perc) torkdly tartalmi
tiptalajon 0,1 M-os Tris-maledt puffer rendszer alkalmazédsdval a pH hatdsit tovabb
vizsgaltuk, pH 5,0, 5,5 és 6,0-on lefolytatott razatott lombikos fermentaciékban (31. dbra).

2,0

1,6

1,2

Enzim aktivita:

0,8 1

04 1

0,0 - .

FPU/ml BGL/ml CBH/mi EG/ml

31. dbra A pH hatdsa extracelluldris enzimaktivitdsokra torkoly tartalmu téptalajon
SPCS II-n végzett fermentacié 7. napjan (0,1 M TRIS-maleét puffer)
(m) pH 5,0; (o) pH 5,5; (=) pH 6,0

Ryu és Mandels (1980) eredményeivel Osszhangban megallapitottuk, hogy lignocellul6z
szubsztritok esetén a nagyobb pH értékek a kedvezdbbek, mindamellett a pH emelésének
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igazdn nagy hatdsa a BGL termelésre volt. Az FPA aktivitds 8 illetve 11%-kal, a BGL 62
illetve 104%-kal nétt a pH novelés hatdsara. A CBH I és EG I aktivitdsokra a pH véltoztatdsa
nem volt lényeges hatdssal.

5.2.2.2 Celluldz termelés vizsgdlata szuperkritikus széndioxidos sejtfeltdrdssal
(26. cikk)

A Trichodermdk éltal teremelt enzimkomplexben dlland6 problémat jelent a BGL alacsony
szintje. Sejtfeltardsi kisérleteinkkel a termelt Osszes cellulolitikus aktivitds meghatdrozasat
kivantuk lehetévé tenni. A 20 liter hasznos térfogatii laboratériumi fermentorban (Biostat
CDCU-3) SF szénforrdson eldallitott celluldz tartalmd fermentlé feliilisz6jabdl és a feltart
micéliumbdl FPA és BGL aktivitdst hatdroztunk meg. A sejtek feltardsat szuperkritikus CO,-
ban (100 bar, 40°C) hajtottuk végre, a tartozkoddsi id6ét 15 és 60 perc kozott valtoztattuk
(40. tablazat). Méréseink szerint a feltdrdshoz a vizsgalt korolmények kozott 15 perc
elégséges.

40. tablazat  T. reesei sejtek feltardsa szuperkritikus CO,-ban

Tartozkodasi id6 [perc] FPA aktivitas [FPU/q]
60 7,81
45 8,05
30 7,95
15 8,14

Az intracelluldris és extracelluléris térbdl meghatarozott FPA és BGL aktivitdsokat a 32. dbra
mutatja be.
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32. dbra Osszenzimtermelés SF szénforrdson, extracelluldris (o), intracelluldris (m)
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A ,teljes”, azaz intra- és extracelluldris enzimaktivitisok meghatdrozdsakor az FPA : BGL
ardny 1 :1,14-nek adddott, ami azt mutatja, hogy a T. reesei Rut C30 SF szénforrdson
(pH 5,7-en) megszintetizdlja az optimélis cellul6zhidrolizishez sziikséges BGL mennyiséget,
de annak mintegy 2/3-a sejtfalhoz kototten marad, igy a feliiliszéval végzett hidrolizis sordn
nem hasznosul. Ezt a megéllapitdsunkat tdmasztjdk ald Kovics és mtsi. (2009) eredményei,
akik Osszehasonlité hidroliziseket végeztek T.reesei RutC30 feliiliszéval és teljes
fermentlével. 48 6ras hidrolizisben SPS szubsztrdton teljes fermentlé alkalmazasakor 200%-
kal nagyobb gliik6z koncentraciot értek el a csak feliiliszoval végzett hidrolizishez képest.

5.2.2.3 Enzimtermelés indukdldsdnak vizsgdlata gliikozon novesztett Trichodermdval
(27. cikk)

Gliik6z szénforrdson (10 g/l) szaporitott T. reesei Rut C30 enzimtermelésének indukéldsat
vizsgiltuk CO, képzddés detektdldsara alkalmas fermentorban. A gomba 24 éra alatt
elfogyasztotta az 0sszes gliikdzt, a CO, képzddés erre az id6pontra jelentdsen lecsokkent, de
csak a 65. ordra sziint meg. A 67. 6rdban torténd SF adagolds hatdsira impulzusszerit CO,
fejlodés és enzimképzodés indult meg (33. 4bra).

3 35
L 30
L 25
5 24
£ F20 F
= s
L L 15 g
Lo
TR 10
L 05
0 f=——"g9" : . . : : : : ‘ . . 0,0
0 20 40 60 80 100 120 140

Fermentacios id6 (6ra)

33. dbra A kétlépcsOs ferementicid: FPA aktivitds a fermentlében (—e—)
és CO, koncentraci6 az elmend gazban ( )

A kétlépcsOs enzimfermentacié sordn megfigyelhetd, hogy az impulzusszerti SF beadagolas
hatdséra jelentOs a gliikdz képzddés, s a gliik6z koncentracid csak lassan kozeliti meg a nullat
(34. 4bra).
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34. dbra A gliikéz koncentraci6 alakuldsa (—O0—) és az elmend gaz CO»
koncentracidja a fermenticié masodik szakaszdban

Ennek a kétlépcsOs modellnek akkor lehet gyakorlati jelentdsége, amikor az el0kezelés utdn
elvdlasztott pentéz cukrokat haszndljuk fel a gomba elszaporitdsara, majd impulzusszert
celluléz adagoldssal biztositjuk az enzimindukciot. Méréseinkkel igazoltuk, hogy a T. reesei
Rut C30 pillanatszeriien képes metabolizmusat gliik6z hasznositasrél cellul6z hasznositdsara
atkapcsolni. Ez kiilonosen figyelemremélté Ike és mitsi. (2010) gliikkéz szénforrds
alkalmazdsdnak eldnyeit hangsilyozé munk4ja tiikrében.

5.2.3 Cellulazfermentacio rekombinans Trichodermdkkal

Egy specidlis feladatra kiilonb6z6 rekombindns torzseket dllitottak el6 svéd és finn
egyiittmiikodd partnereink. A genetikai munkdban nem, de a rekombindns torzsek
tesztelésében, szaporitdsdban, enzimtermelésének ¢és az enzimek alkalmazasdnak
vizsgdlatdban aktivan részt vett csoportunk.

5.2.3.1 T. reesei QM9414 rekombindnsok enzimtermelése, szekunderrost kezelése céljabol
(29., 30. cikk)

T. reesei EG-t, ill. annak csupdn katalitikus alegységét genetikailag mddositott 7. reesei
QM9414 torzsek (Collén és mtsi., 2001) szaporitdsdval gliikkéz-tartalmud tdptalajon allitottuk
eld. A fermentlé feliiliszokat szekunder papir rostok kezeléséhez haszndltuk (5.5.1.2).

A fermentécié sordan mind az endoglitkanaz aktivitasban (0,06-0,075 IU/ml pNPC-4z), mind a
fermentlé fehérje-tartalmdban (0,095-0,097 mg/ml) hasonldsdgot tapasztaltunk a két 7. reesei
QM9414 rekombindns szaporitdsa sordn (8 nap).

A két rekombindns endogliikkandz enzim-termelését izoelektromos fokuszdlast kovetd
aktivitds-festéssel ellendriztik CMC szubsztraton. Mindkét rekombindns esetén a gliikkdz-
tartalmu tdptalajon folytatott ratdplaldsos fermentdcié 5. napjan vett mintdkat vizsgaltuk. A
Cel7B aktivitdsit az 35. dbrdn atlapolé z6ndk mutatjdk a 3,5-5,1 pH tartomédnyban, mig a
Cel7B core aktivitdsat a 3,5-4,2 pH tartomanyban. Az észlelt pH intervallumok megegyeznek
az irodalomban taldlhaté6 pH értékekkel mind a Cel7B (Biely, 1990), mind a Cel7B core
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(Eriksson és mtsi., 2004) enzimmolekuldk izoformjai esetén. Az aktivitds festés altdmasztotta
a célkomponensek szelektiv termelését a T. reesei endogliikandzok koziil.

pH 1 2

s.15 1

7.35

6.55

5.85

5.20

4.55 |
3.50 ll

35. dbra TrCel7B (1) és TrCel7Bcore (2) endoglitkkandzok azonositisa
CMC-4z aktivitds-festéssel IEF szeparalds utdn

Mind az EGI, mind az EGI Kkatalitikus alegységét tartalmazé fermentlével sikeres
kezeléseket hajtottunk végre szekunder rostokon (5.5.1.2 fejezet).

A genetikailag modositott 7. reesei QM9414 fermentdciéjanak Iéptéknovelését 3 l-es
laboratériumi fermentorban végeztiik. El6kisérletként szakaszos fermentdcidk lefutdsat
vizsgaltuk mddositott Trichoderma minimal tdptalajon. A N-forrds limitdld tényezOnek
bizonyult 2 g/l (NH4),SO4-0t (0,42 g/l N) tartalmazé tdptalajon, ezzel szemben emelt
N-tartalmu (2,1 g/l N), 10 g/l (NH4)2SO4-ot tartalmazé tdpkozegben az enzimtermelés egészen
a C-forrds kimeriiléséig folytatddott. Emiatt a T. reesei QM9414 rekombindnsok ratdplalasos
fermentacidiban a tovabbiakban a N-gazdag, 10 g/l (NH4),SOs-ot tartalmazé tapkozeget
alkalmaztuk.

A két rekombindns fehérje-termelésében nem volt kiilonbség, az extracelluldris endogliikandz
aktivitds viszont jelentdsen nagyobb volt az EG I katalitikus alegységet termelé rekombindns
feliilisz6jaban. SDS-PAGE és IEF gélelektroforézis vizsgalatok azt mutattdk, hogy az EG I
katalitikus alegységet termeld rekombindns esetén a célfehérje viszonylag nagy ardnyban,
viszont a teljes EGI-et termeld rekombindns feliilisz6jdban a teljes EGI csupdn kis
mennyiségben volt jelen. Az okok felderitésére irdnyuld kisérleteink sordn a fermentlében egy
eddig ismeretlen szerin protedzt azonositottunk, mely a fermenticié hdmérsékletén maximalis
aktivitdsdnak 85-90%-4t, ill. az alkalmazott pH-n maximumanak 45-50%-4t mutatja. Emiatt,
valamint mert a termelt célfehérje (7. reesei EG I) aminosavsorrendje szdmos potencidlis
(tripszinre jellemzd) hasitdsi helyet tartalmaz, feltételezziik, hogy ezen enzim mikddésének
hatdsara az EG I hasad, s ezért taldljuk csak nagyon kis mennyiségben a fermentlében a teljes
enzimet. A megemelt N-tartalmi tdptalaj tehdt nem alkalmas a teljes EG 1 szelektiv
termelésére.
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5.2.3.2 Thermoascus aurantiacus CBHI termeltetése T. reesei RF6026 torzzsel
(31. cikk)

Ezt a munkénkat szoros egyiittmiikodésben végeztiik egy finn enzimgyarté céggel (Roal Oy),
valamint a finn VTT kutatéintézettel egy Eurdpai Unids projektben (5. KP, TIME ENK6-CT-
2002). A finn partnerek, annak érdekében, hogy 70°C f616tt is jol miikddd cellobiohidroldzt
tudjunk eléallitani, a Thermoascus aurantiacus CBH I-et klénoztak és expresszaltak T. reesei
Rut C30-ban. Az igy elddllitott T. reesei RF6026 torzs szaporitisit és enzimtermelését
vizsgaltuk a ,sziil6” torzzsel (7. reesei Rut C30) torténd 0Osszehasonlitds céljabol.
Kisérleteinkhez egy ipari jellegii taptalajt alkalmaztunk, mely a szénforrdson kiviil mindossze
szeszgyari torkolyt, KH,PO4-ot és (NHy4),SO4-ot tartalmazott. Kiilonbozé szénforrasokon (SF,
laktéz, SPCS), melyeket 60, 60, ill. 30 g/l koncentriciéban alkalmaztunk 30 literes
laboratériumi fermentorban végeztiik az 6sszehasonlitdst (36. dbra).

A redukal6 cukortartalom alakulasa SF és laktoz szénforrason hasonld volt mindkét torzsnél,
a fermentici6 42-44., illetve 74-96. 6rdjara csokkent nulldra. SPCS-on a Rut C30 kezdetben
nehezebben indult, errdl tanuskodik a redukald cukortartalom kezdeti emelkedése, de értéke a
74. 6réra nullara csokkent, mig az RF6026 esetében a fermentacié végén (96. 6ra) is volt 2 g/l
mérhet6 redukald cukor tartalom.

Az enzimtermelés a SF és laktoz szénforrast tartalmazé kisérletekben mindkét torzs esetében
gyorsabban indult meg, mint SPCS-en. A fehérjetermelés nagyobb volumenii volt a
rekombinans torzsnél, az FPA értékek viszont mindharom szénforrason kismértékben, de
alulmaradtak az 4j torzs alkalmazésakor. Ennek egyik oka lehet, hogy a T. aurantiacus CBH 1
nem rendelkezik szubsztrat kot régidval, ami a szubsztrét jobb hidrolizisét tenné lehetdvé. A
BGL aktivitdsok 1,1-1,7 kozoétt voltak laktézon és SF-on, ez utébbi 70%-kal nagyobb, mint a
kontroll Rut C30-cal elért aktivitds. Az elért EG I aktivitdsok jobbak voltak a rekombindns
torzsnél, viszont a modositott torzs 50°C-on mért CBH I aktivitasa mindharom szénforrason
alatta maradt a sziild torzs altal mutatott értékeknek (az enzimaktivitdis mérés az enzim
szdmdra nem optimdlis héfokon tortént).

A heterolég termelt CBH I-et a termelt enzim sajit homérséklet optimumumdn végzett
aktivitdisméréssel teszteltiik Osszehasonlitva a Rut 30 altal termelt CBHI aktivitdsaval
(37. 4bra).

A heterolog CBHI enzimtermelés sikerességét bizonyitotta a 70°C-on végzett CBHI
aktivitas mérés (ahol viszont a Rut C30 térzs CBH I enzime elvesztette aktivitdsanak 70-80%-
at).

97



RS[g/l]

RS[g/l]

dc_22 10

80 5

T
»

T
w

(Jw/BPw) urd)o.d
[lw/nilAuanoy

Time [hours]

T
S

T
w

(Jw/Bw) urRr0.d
[lw/nilAnanoy

Time [hours]

=
(Jw/Bw) uidloid
[lw/nilAuanoy

05

F 0,0
0 20 40 60 80 100

Time [hours]

80

w £

ro
(Jw/Bw) urd)o.d

[lw/nilAuanoy

-

Time[hours]

Time[hours]

o &
[1lw/nilAnanoy

o
(Jw/Bw) urel01d

Time[hours]

‘
= N
) ©°

‘
-
o

(Jw/Bw) uBloId
[lw/nilAnanoy

r05

36. dbra Enzimtermelés T. reesei Rut C30 torzzsel (A) 60 g/l laktéz, (B) 60 g/l SF,
és (C) 30 g/l SPCS; illetve T. reesei RF 6026 torzzsel (D) 60 g/1 laktdz,
(E) 60 g/1 SF, és (F) 30 g/1 SPCS szénforrasokon
(®) RC; (o) FPA; (0) BGL; (¥) CBH I; (V) EG I; (O) fehérje koncentraci6

98



dc_22 10

25

2,0 1

1,5

1,0 1

CBH I aktivitds [IU/ml

0,0 -
Lakt6z SF 200 GKSz

37. dbra Kiillonbozo6 szénforrasokon termelt 7. reesei Rut C30 CBH I aktivitasa
50 (m) és 70°C-on (m), illetve RF6026 CBH I aktivitdsa 70°C-on (=)

5.2.4 Béta-gliikozidazzal kapcsolatos kutatasok

Kandid4tusi dolgozatom beaddsa 6ta (1991) a témdaban elért legfontosabb eredményeinket
foglalom Ossze az alabbi alfejezetekben.

5.2.4.1 p-gliikoziddz stabilizdlasa Aspergillis phoenicis pelletekben
(32. cikk)

Kordabbi munkdnkban beszdmoltunk réla, hogy Aspergillus phoenicis oszlopreaktoros
fermentdcidjaval sikeriilt BGL aktivitdsi mikrobidlis pelleteket eldallitani, melyek
enzimreaktorban megfeleld stabilitdssal rendelkeztek (Réczey és mtsi., 1989, Réczey és mitsi.,
1990). Ahhoz, hogy a BGL aktivitdssal rendelkez0 mikrobidlis pelletek tarolhatdk,
szallithatok, iparilag is hasznosithatok legyenek, célszerli a szaritdsuk, melynek hatdsdra a
korabban 700 6rdban meghatarozott felezési id6 48 dra ald csokkent (38. dbra).

A nagymérvli felezési id6 csokkenés valdszini oka, hogy a sejtmembrdn a szdritds
kovetkeztében elvesztette féligateresztd hartya tulajdonsagat, megrepedezett, s igy a sejtben
oldott dallapotban levé BGL kidramlott a hidrolizdtumba. Ezt a hipotézisiinket a
hidrolizdtumbdl végzett aktivitismérések eredményei is aldtdmasztjdk (Flachner és mitsi.,
1999). A pelletekben levé BGL stabilizdldsdra glutdraldehides keresztkotést alkalmaztunk.
Kisérleti terv alapjan meghatdroztuk azokat a koriilményeket, melyek biztositjdk, hogy az
enzim a pelletben rogzitve maradjon, ugyanakkor a kezelés nem csokkenti le jelentdsen az
eredeti enzimaktivitast.
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38. dbra Széritott és nedves pelletek miikodési stabilitdsdnak 6sszehasonlitdsa
(—m—nedves pelletek, —0—szaritott pelletek)

Az optimalizdlt koriilmények kozott stabilizdlt pelletek (1,2%(V/V) glutdraldehid, 24 6ra
kezelési id6, 25°C, pH4,8 0,05M citrdt pufferben, 100 fordulat/perc razatas)
hasznédlhat6sdgit szobah6fokon torténd szdritds utdn egymdst kovetd hidrolizisekben
teszteltiik cellobiéz szubszraton (39. abra).
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39. dbra Optimalisan kezelt és szaritott pelletek stabilitdsdnak vizsgélata
(—m—glutdraldehiddel kezelt pelletek, —o—szaritott pelletek)

Az optimdlis koriilmények kozott végrehajtott kezelés hatdsdra a pelletek stabilitdsa
jelentdésen megndtt, a 2196 6rds hidrolizis kisérlet alatt (15 ml, 25 g/l cellobiéz, 0,1-0,3 g
pellet, pH 4,8, 50°C, 110 rpm), a kezdeti hidrolizis sebesség mintegy 95%-a megmaradt, mig
a kezeletlen mikrobiélis pelleteknél ez az érték minddssze 10%.
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5.2.4.2 p-gliikoziddz fermentdcio hemicelluloz hidrolizdatumon
(33. cikk)

A korabban j6 BGL termeldnek taldlt gombatorzsek (P. ochro-chloron, A. niger, A. foetidus,
A. phoenicis) szaporitdsat vizsgéiltuk kiilonbdz6 gdzrobbantdssal eldkezelt fizfa frakcidkon,
egyrészt az ,on site” enzimtermelést, masrészt az etanoltermelésre csak korldtozottan
hasznosithat6 pentdz frakci6 alkalmazhatésdgat tesztelve. A SPW hemicellul6z frakcidjat (F)
illetve annak bestritett formdjat (CF) hasznéltuk szénforrdsul, kontrollként gliik6zt és
el6hidrolizalt SF-ot (PSF) alkalmaztunk (41. tdblazat).

41. tdabldzat J6 BGL termeldk enzimtermelése kiilonb6z6 szénforrdsokon: gliikdz,
eléhidrolizalt SF (PSF), hemicelluléz frakcié (F), betoményitett hemicelluléz
frakci6 (CF)

Torzs Glikoz BGL [IU/ml, 6. nap]
PSF (10 g/l) F (59/) CF (10 g/l)
A. niger 2,80 2,46 1,90 2,48
A. phoenicis 2,80 3,6 2,11 3,75
A. foetidus 1,42 1,38 2,51 2,21
P. ochro-chloron 0,37 0,83 0,24 0,45

Maximaélis hozamot (502 IU/g szénhidrat) az A. foetidus adott, amikoris hemicelluléz
hidrolizatumot alkalmaztunk szénforrasnak. Kisérleteink alapjan megdallapitottuk, hogy mind
a hemicellul6z hidrolizdtum (F), mind a bekoncentralt hemicelluléz hidrolizatum (CF) kivalo
szénforrds mindhdrom vizsgdlt Aspergillus fermenticiéjidhoz (a P-ochro-chloronnak nem). A
BGL termelések meghaladjdk a kontroll el6hidrolizalt SF és a gliikéz szénforrdson elért
aktivitas értékeket.

Kevert tdptalajon, mely SPW-t (5 g/l) és hemicelluléz frakciét (5 g/l) is tartalmazott
vizsgaltuk az enzimtermelést és a vizoldhatd, valamint az Ossz szénhidritra vonatkoztatott
hozamokat (42. tablazat).

42. tablazat J6 BGL termelOk enzimtermelésének vizsgalata kevert szénforrdsokon (5 g/l
SPW+5 g/l F)

Torzs B-gliikozidaz aktivitas Hozam Hozam
[IU/mi] [S';Jé ﬁh‘fézrg't‘]’haté [IU/g 8ssz szénhidrat]
A. niger 2,90 580 290
A. phoenicis 4,60 920 460
A. foetidus 2,02 404 202
P. ochro-chloron 0,69 138 69

Maximadlis térfogati enzimaktivitdst, 4,6 IU/ml-t az A. phoenicis torzzsel értiik el. Az
aktivitdsok és hozamok alapjin feltételezziik, hogy az A. phoenicis képes a szilard szénforrds
hasznositdsara is.
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5.2.4.3 p-gliikoziddz fermentdcio Aspergillus és Trichoderma kevert fermentdcidjdval
(34. cikk)

T. reesei Rut C30 és A. niger BKMF 1305 egyiittes fermentdcidjat optimalizaltuk maximalis
BGL aktivitds elérése érdekében. Kisérleteinket egy 2° kisérleti terv szerint végeztiik, ahol
vizsgéltuk a taptalaj osszetételének, a két gombatdrzs inokulum ardnydnak és annak a hatdsat,
hogy milyen késleltetéssel kell az Aspergillust beoltani a Trichoderma tenyészetbe. A mérési
eredményeket a Statisztika program segitségével értékeltik és megdllapitottuk, hogy
mindhdrom vizsgdlt faktor szignifikins hatdsi a BGL termelésre. A legnagyobb
enzimaktivitast 3,07 IU/ml-t 7 napos fermentacié esetén akkor értiik el, amikor az inokulum
3,3% Aspergillust és 6,7% Trichodermadt tartalmazott, a kétféle gombat egyszerre oltottuk be
és a taptalaj dupla mennyiségli tdpsot és hulladék papir szénforrast tartalmazott (részletes
eredmények: Juhdsz és mtsi., 2003).

5.2.4.4 p-gliikoziddz tisztitds és koncentrdlds vizes kétfazisu rendszerekkel
(35. cikk)

A. niger fermentlé feliiliszdjat vizes kétfdzisu rendszerben 700-szorosra toményitettiik. A két
fazist rendszert ugy készitettiikk, hogy magédban a fermenté feliildszoban oldottuk fel a két
fazisalkot6 polimert, a dextrdnt és a polietilén glikolt, méghozza gy, hogy az alsé fazis, mely
az enzimet tartalmazta, kis térfogati legyen a felsé fazishoz viszonyitva. Az enzim nagy
affinitdst mutatott az als6 fazishoz, ha a rendszer 100 mM KSCN-t tartalmazott pH 8,0-on. A
BGL visszanyerése 85-95% volt, a tisztuldsa 2-3-szoros (részletes eredmények: Johansson és
Réczey, 1998).

5.3 A lignocellulozok enzimes hidrolizisével kapcsolatos kutatdsok

A lignocellul6zok enzimes hidrolizisével kapcsolatos kutatisok gyakorlatilag az egész
lignocelluléz tematikdt atszovik. Enzimes hidrolizis hatékonysdgdt sok paraméter
befolyéasolja, ilyenek (i) az alkalmazott enzimkomplex Osszetétele, (ii) az enzim/ szubsztrit
arany, (iii) a kiegészitd enzimek jelenléte, (iv) a szubsztrat koncentriacidja, hozzaférhetdsége,
porozitdsa, lignin tartalma, (v) feliiletaktiv anyagok, polimerek, inhibitorok jelenléte, (vi) a
hidrolizis homérséklete, (vii) pH-ja. Enzimes hidrolizissel teszteljiik valamely eldkezelés
jOsagat, tobbnyire a kezeletlen, kontroll minta bonthatésdgdhoz viszonyitva. Amikor a
lignocellul6z mintdk erjeszthetoségét vizsgdljuk, ugyancsak lényeges l€pés az enzimes
hidrolizis. Ezekben az esetekben elére meghatirozott kisérleti koriilmények kozott (S
koncentracid, E/S arany, hidrolizisidd, keverés) végezziik a hidrolizist.

Ebben a fejezetben néhdny, az enzimes hidrolizissel kapcsolatos kutatdsunk eredményérdl
szamolok be, ilyenek az un. ,,on site” eldallitott, azaz sajat fermentaldsi enzimek jellemzése
és hidrolizisben torténd alkalmazdsa, valamint azon kutatdsok, melyekben specidlis j enzim
komponensek és kiegészitd enzimek, valamint polimerek hatdsit vizsgiltuk. A
lignocellulé6zok enzimes hidrolizisét a kezdeti sebesség gyors csdkkenése jellemzi (Puls és
mtsi., 1985, Tu és mtsi., 2009), ennek enyhitése, akar segitd enzimekkel, akar polimerekkel,
akédr kedvezObb Osszetételii enzimkomplex alkalmazdsdval nagy jelentdséggel bir, ugyanis
kiilonben a kis sebesség kompenzildsdra nagyobb enzimddzisra van sziikség, ami jelentOs
tobbletkoltséget jelent.

102



dc_22 10
5.3.1 Kisérletek egyedi enzimkomponensekkel

5.3.1.1 Tiszta enzimkomponensek hatdsa kristdalyos és amorf tiszta celluloz hidrolizisében
(36. cikk)

A genetikai munka sok esetben az eltér6 tulajdonsagi enzimek eldéllitasara képes szervezetek
létrehozasara irdnyul. Kiilonosen keresettek a magasabb hdéfokoptimummal, eltéré pH
optimummal rendelkezd enzimek szintézisére képes rekombindnsok. Ebben a munkédnkban
két olyan Melanocarpus albomycesbdl szirmaz6 termostabil celluldzt vizsgdltunk, melyeket
rekombinans Trichoderma reeseivel (Haakana és mtsi., 2004) heterolég médon allitottunk
el6. A gének kifejeztetésére kétféle formaban keriilt sor: (i) az eredeti genetikai szekvencia
szerint, illetve (ii) médositott formédban, egy idegen, 7. reesei eredeti cellul6z-k6td modul
(CBM) hozzacsatoldsdval az eredeti kddolé szekvencidhoz. A fermentlé sziirése és az
enzimfehérjék tisztitdsa utdn (részletes adatok: Szijartd és mitsi., 2008) keriilt sor az enzimek
vizsgdlatira. A Cel7A endogliikandzt, valamint a Cel7B cellobiohidroldzt hidrolizis
kisérleteinkben tisztitott formédban pH 6,0-on 50°C-on alkalmaztuk. A vizsgélt enzimek
hidrolitikus hatdsat a hidrolizis sordn keletkezd termékosszetétellel jellemeztiik. Miutdn a
kristalyossdg egyike azoknak a fizikai paramétereknek, melyek a celluldzok muikodését
jelentdsen befolyasoljak, az 4j Melanocarpus enzimek hidrolizalé képességét két karakteresen
kiillonbdzdé szubsztraton, a kristdlyos Avicel-en és az ebbdl foszforsavas duzzasztissal
eldallitott amorf cellul6zon az un. Walseth cellul6zon (PASC) vizsgéltuk. (40. dbra).

A alkalmazott kis enzim dézisok, valamint az a tény, hogy csak egyedi enzimkomponensek
hatdsat vizsgéltuk kis gliikdnkonverzi6 értékeket eredményezett, Avicel szubsztrat esetében
egyetlen bedllitdssal sem értiikk el a 10%-ot. PASC szubsztritndl a legjobb konverzidk
megkozelitették a 40%-ot. Kristdlyos szubsztrattal szemben a vizsgédlt CBH nagyobb
aktivitassal rendelkezett, mint az EG, az amorf cellul6zon nem volt jellemz6 a kiilonbség a
két 4j enzim hatdsdban. Azonos enzimdézis (mg fehérje/g S) alkalmazisakor a Cel7A
endogliikandzzal 14-szeres, a Cel7B cellobiohidroldzzal 7,5-szeres konverziét értiink el az
amorf cellul6zon (PASC) a mikrokristdlyoson (Avicel) elérthez képest. A CBM pozitiv
hatdsat mads enzimeknél tobben leirtak (Stahlberg és mtsi., 1991, Linder és Teeri, 1997),
eredményeink az 4j Melanocarpus enzimekkel aldtimasztottdk ezt a megfigyelést,
valamennyi kisérletben jobb konverzi6é eredményeket kaptunk, amikor Trichoderma CBM-lal
kapcsolt Cel7A-t illetve Cel7B-t alkalmaztunk. A pozitiv hatds (szdzalékosan) nagyobb volt
Avicel hidrolizisekor, mint PASC-on. Erdekes modon a Avicel hidrolizisekor a CBM 1éte
kiilonosen az endogliikandz (Cel7A) hatdsat javitotta, ami annak Trichoderma eredetével
fiigghet 6ssze. PASC szubsztraton a CBM pozitiv hatdsa mindkét 4j Melanocarpus enzimnél
40% kortili értéknek adddott.

A kristdlyos Avicel sokkal ellendllobb volt, mint az amorf celluléz, igy a hatékony enzimes
hidrolizishez jelentdsen nagyobb enzimdézisokat alkalmaztunk (5, 10, 20 mg/g szubsztrat).
Sajnos, még a tizszeres enzimddzis sem eredményezett a PASC-on elérthez hasonld
konverziét. A Cel7B kivalé hatdsa az amorf cellulézon ellentmond a CBH-okkal kapcsolatos
eddigi tuddsunknak (Medve és mitsi., 1998, Kipper és mtsi.,, 2005). Miutdn SDS PAGE
méréseink nem utaltak szennyezd (endoglitkandz aktivitdsd) fehérjék jelenlétére, feltételeztiik,
hogy az 4j Melanocarpus Cel7B rendelkezik endogliitkanaz tipusi mellékaktivitdssal és az
eredményezte a PASC j6 bontdsat. Ezt a feltételezést CMC és HEC szubsztratokkal szemben
meghatdrozott nyomnyi endoglitkaniz aktivitdsok aldtdmasztottak.
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40. dbra (A-D) Avicel hidrolizis az enzimkomponensekkel 5 (0, ), 10 (A, A) 20 (O, m) mg/g
szubsztrat, illetve (E-H) PASC hidrolizis 0,5 (0, 4), 1 (A, A), 2 (O, m), illetve 5 (o, ®) mg/g

Hidrolizis ideje (6ra))

szubsztrat enzimdozis mellett (50°C, pH 6,0)
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A 41. 4bran a Trichoderma és a Melanocorpus eredeti CBH miikodését hasonlitjuk Ossze

Avicel és PASC szubsztritokon (T 50°C, pH 6,0, S 10 g/l (Avicel/PASC), E/S 5 mg
fehérje/g S).

30 30
(A) Avicel (B) PASC
e s
0 o
N 20 N
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30
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41. dbra Avicel (A) és PASC (B) konverzidja a hidrolizis id6 fiiggvényében
(w) M. albomyces Cel7B, (o) M. albomyces CelTB(CBM), (A) T. reesei
Cel7A, és (A) T. reesei CelTA(CBM) alkalmazasaval (50°C, pH 6,0)

Avicelen a Trichoderma eredeti, PASC-on a Melanocarpus eredeti CBH teljesitett jobban,
mindkét esetben a kotd domént is tartalmazo enzim volt hatasosabb.

A termékeloszlas PASC 1, 5 és 24 oras hidrolizisekor a 42. abran lathaté. Az alkalmazott
koriilmények kozott (50°C, pH 6,0) a M. albomyces CBH aktivabb volt amorf szubsztriton,
mint a hasonld T. reesei eredeti CBH, és a Trichoderma CBH-val ellentétben a

hidrolizistermékek kozott C4 és C5 tagszamu dextrinek is el6fordultak, ami endogliikandz
mellékaktivitdsra utal.
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42. abra PASC hidrolizis az enzimkomponensekkel; a termékeloszlas (A: C1, C2 cukrok;
B: C3, C4, C5 cukrok) 6sszehasonlitidsa 7. reesei eredetii CBH-val

A szinergizmust mindkét szubsztraton vizsgaltuk (43. 4bra).
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43. dbra Szinergizmus vizsgélata Avicel (A) és Walsheth (B) cellul6z (PASC) hidrolizisekor
o CBD nélkiili Cel7A és Cel7B, m Cel7A és Cel7B CBD-vel
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A vizsgilt enzimek egyiitt egyértelmt szinergisztikus hatdst mutattak mindkét szubsztrat
hidrolizisekor (S 10 g/l Avicel ill. PASC, T 50°C, pH 6,0, t 5 h). CBM-t is tartalmazé cellulaz
komponensek alkalmazdsakor a hidrolizis mutaték javultak, a javulds mértéke hangsilyosabb
volt az endogliikandzok esetén, kiilonosen kristalyos szubsztraton.

A vizsgélt Melanocarpus eredeti enzimeknek a Trichodermdkéndl nagyobb pH optimuma
alkalmassd teszi Oket textilipari alkalmazdsokra (mosdszeripar, farmer anyagok ,.kOmosdsa”)
amelyet eredményeink, miszerint mar 50°C-on Osszemérhetd eredményt produkdlnak a
hagyomanyos (ipari) enzimekkel (41. dbra) mindenképp megerdsitenek, anndl is inkdbb, mert
a vizsgalt enzimek hdmérsékleti optimuma 50°C feletti.

5.3.1.2 Tiszta enzimkomponensek és segito enzimek alkalmazdsa lignocelluloz
szubsztrdtok hidrolizisében
(37. cikk)

A novényi sejtfal egyik leglényegesebb hemicellul6z komponense a xiloglitkin, mely
kozvetleniil a cellul6z rostokkal asszocidlva fordul eld. Kisérleti munkankban azt vizsgéltuk,
hogy miként befolydsolja a xilogliikandz enzim adagoldsa a gliikdn illetve a xildn konverzi6t
kiillonbozdé eredetli, eltérd6 moédon eldkezelt, igy kiilonbozd Osszetételli (mas és mads
xilantartalmud) lignocellul6zok enzimes hidrolizisekor. A nyersanyagok kozott szerepelt
keményfa és tulevelu fa, kiilonb6z6 mezOgazdasigi melléktermékek, illetve egy
energiandvény (zold pantlikafi). A nyersanyagok egyetlen kivételtdl eltekintve (nedves
oxidacidval elokezelt kukoricaszdr) gdézrobbantdssal voltak el6kezelve. A mosott mintdk
(100% sz.a.) szénhidrat koncentraciéit a 43. tablazat tartalmazza.

43. tdbldzat  Szubsztratok elOkezelési koriilményei és az eldkezelt, mosott mintdk

Osszetétele
Szubsztrat Osszetétel [a sz.a. tartalom %-aban]
Glikan Xilan Galaktan Arabinan Mannan

Flzfa 195°C-on el6kezelve 54,0 10,00 <0,1 <0,1 2,90
Flzfa 200°C-on el6kezelve 58,7 7,40 <0,1 <0,1 1,10
Flzfa 210°C-on el6kezelve 50,8 3,30 <0,1 <0,1 1,01
Gd&zrobbantott kukoricaszar 71,8 7,40 0,70 0,20 <0,1
Nedves oxidalt kukoricaszar 46,7 14,89 0,39 1,00 <0,1
Gézrobbantott buzaszalma 61,5 3,25 <0,1 0.40 0,12
Gozrobbantott fenyd 56,4 0,12 <0,1 <0,1 0,18
Arpaszalma 190°C-on elékezelve 63,5 12,10 0,28 0,69 <0,1
Arpaszalma 200°C-on elékezelve 64,3 5,81 <0,1 0,29 0,14
Z06ld pantlikafti 195°C-on 55,2 9,58 0,32 0,77 0,32
Z6ld pantlikafti 200 °C-on 66,9 5,69 0,16 0,43 0,20
SF 200 93,0 7,00 0,00 0,00 0,00

Minden nyersanyagot egy un. alap celluldz enzimkeverékkel (ACE) hidrolizaltunk, melyben
csak cellulézbonté aktivitdssal rendelkezd enzimkomponensek szerepeltek (xilandz vagy
xiloglikandz mellékaktivitdssal rendelkezd enzimkomponensek nem). A segitd enzimek
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hatdsat a celluldiz enzimkeverék kiegészitésével nyert enzimkoktélokkal (ACE+XG;
ACE+XL; ACE+XG+XL) teszteltik. A szubsztrdtok teljes szénhidrat tartalmara
vonatkoztatott konverzidkat (48 6ra) adja meg az 44. téblazat.

44. tablazat  Alap celluldz enzimkeverék (ACE), valamint kiilonb6z6 segitd enzimekkel
kiegészitett celluldiz enzimkeverék (ACE+XG; ACE+XL; ACE+XG+XL)
hatasara 48 Ooras hidrolizisben elért konverzidok. A konverziok az elOkezelt
szubsztrat szénhidrattartalmara vonatkoznak

Szubsztrat Konverzié 6ssz-szénhidrat tartalomra vonatkoztatva [%]
ACE ACE+XG ACE+XL ACE+XG+XL
Flzfa 195°C 14,2 13,7 20,6 21,2
Flzfa 200°C 23,3 25,4 29,7 29,1
Flzfa 210°C 37,8 38,1 41,3 40,2
Gd&zrobbantott kukoricaszar 35,4 34,1 55,6 63,8
Nedves oxidalt kukoricaszar 49,1 52,3 67,9 68,9
Gd&zrobbantott blzaszalma 68,1 69,7 84,9 92,6
Gdbzrobbantott fenyd 63,2 56,4 72,0 69,5
Arpaszalma 190°C 32,7 39,5 59,6 60,6
Arpaszalma 200°C 58,9 63,2 76,8 79,6
Z6ld pantlikafi 195°C 39,4 43,9 59,6 56,9
Z6ld pantlikafi 200°C 54,3 58,6 67,0 70,6
SF 200 59,2 59,9 90,7 91,6

A legtobb xildn polimert a nedves oxidédcidval elOkezelt kukoricaszér, legkevesebbet a
gbzrobbantott fenyo tartalmazta. Fiizfa esetén 195, 200 és 210°C-on végzett eldkezeléseknél a
G/X ardny a hOmérséklet emelésével nétt: 5,4; 7,9; és 15,4. Minél erdteljesebb tehat az
el0kezelés, anndl jobban sériil a hemicellul6zok polimer szerkezete, a vizoldhaté monomerek
és oligomerek ugyanis az el6kezelést kovetd mosdssal tdvoznak, igy az elokezelt szubsztrat
xildn tartalma csokken, a G/X ardny nd.

Xilogliikandz (XG) kizdr6lagos haszndlatakor a segitd hatds nem minden nyersanyag esetén
érvényesiilt (195°C-on kezelt flizfa, SPCS és SPS), a nagy maradék xilantartalommal (>9,5%)
rendelkezd szubsztritok esetén a XG adagoldsnak a SPW kivételével mindeniitt jelentds
pozitiv hatdsa volt (6,5-21%), ez alatt a xildntartalom alatt a hatds nem volt egyértelmii.

A xilandz (XL), valamint a xilandz+xilogliikkandz (XL+XG) egyiittes alkalmazdsa minden
esetben javitotta a konverzidt pusztdn celluldzok alkalmazdsdhoz képest. A legjelentdsebb
hatdst a SPCS, valamint a 190°C-on gdzrobbantottott drpaszalma szubsztit alkalmazdsaval
értiink el (82, ill. 83%), a legkisebbet a SPS esetén, ahol a vizsgdlt anyagok koziil a legkisebb
hemicellul6z tartalmat hatdroztunk meg (43.,44. tablazat). SPW esetén, ahol hirom
kiilonbozoé elOkezelési hofok kovetkeztében hidrom kiilonb6zo xildntartalmd szubsztatot
nyeriink jol kovethetd, hogy azonos szubsztraton beliil, a xildntartalom emelkedésével nd a
segitd enzimek konverziét ndveld hatdsa.
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A segitdé enzimek (XL+XG) a lignocelluléz hidrolizisben valészintileg azaltal fejtik ki segitd
hatdsukat, hogy a cellul6z rostokrél eltavolitjdk az el6kezelés sordn ott maradt hemicellul6z
lancokat. Selig és mtsi. (2008). eldkezelt kukoricaszar hidrolizisében xilandz és észteraz
enzimek adagoldsdval novelték a cellobiohidroldzok hatékonysdgit. A hidrolizisben elért
gliikdn és xildn konverzidk abban az esetben voltak a legnagyobbak, ha xilandzt, ferulsav-
észterazt és acetil-xildn észterdzt tartalmazott az enzimkeverék. A harom segitd enzim kis
mennyiségben torténd adagoldsa hatékonyabbnak bizonyult (mg hidrolizalt gliikdn/mg
felhasznalt fehérje), mint a CBH mennyiségének novelése. A celluldzok és segité enzimek
kozott fellelhetd szinergizmust kihaszndlva csokkenthetd a hidrolizisben alkalmazott 6sszes
enzimfehérje mennyisége, ami a folyamat gazdasdgossaga szempontjabol 1ényeges.

5.3.2 Kiilonboz6 szénforrasokon fermentalt cellulaz aktivitasi fermentlevek és
ipari enzimkészitmények vizsgalata lignocelluléozok és tiszta cellulézok
hidrolizisében

5.3.2.1 Cellulizok és hemicelluldzok kiilonbozo szénforrdsokon nyert fermentlevekben
(38. cikk)

Kiilonbdzé szénforrdsokon mds és mds Osszetételi fermentlevek nyerhetOk, melyek egyes
szubsztratokat eltérden hidrolizdlnak (Olsson és mitsi., 2003). SPCS, SPW, SPS és SF
szénforrdsokon, razatott lombikos fermentacioban nyert fermentlé feliiliszok jellemzésére 11
kiilonbozd celluldz, hemicelluldz és BGL aktivitdst, valamint oldhat6 fehérje tartalmat
hatdroztunk meg (45. tablazat). A fébb aktivitdsokat a 44. dbra mutatja be.

2.5
B SF
= Nele}
o wl
,| OSP
1.5
1
0.5 1
0 :
Filter paper activity Endoglucanase activity CBH | activity f-glucesidase activity  Protein concentration
[FPU/mL) {10 IUfmL) (IU/mL) {IW/mL) {mgfmL)

44. dbra Kiilonb6z0 szénforrasokon (SPCS, SPW, SPS, SF) nyert fermentlevek
enzimaktivitdsai (FPA, EG, CBH, BGL) és fehérjetartalma

Megéllapitottuk, hogy az enzimkomplexek 0Osszetételét jelentdésen befolydsolta a
fermentaciéban alkalmazott szénforrds mindsége. SPW és SPS szénforrdson a kontroll SF-on
elért FPA-nak csak 50, ill. 30%-at értiik el, a SPCS-en viszont 4-5%-kal nagyobbat (7. nap).
Ez az eredmény Osszefiigghet a SPCS jobb bonthatésidgaval, valamint a SPW és SPS
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elokezelésénél alkalmazott erdteljesebb koriilmények kozott keletkezd inhibitorok hatdsaval.
A celluldz enzimkomplex teljes egészére jellemz6 FPA a CBH I-hez és az oldott fehérje
tartalomhoz hasonlé lefutasd, ami varhaté volt, hiszen a Trichoderma enzimkomplex 55-60%-
at a CBH I adja. Az endogliikandz aktivitds SPCS szénforrason, a BGL aktivitds a kontroll SF
szénforrdson volt a legnagyobb. A 7 napos szaporitdssal nyert fermentlevek fehérjetartalmat
és fajlagos aktivitds értékeit két ipari enzimkészitménnyel Osszehasonlitva tartalmazza a
45. téblazat. A kiilonbozé  lignocellulézokon nyert fermentlevek és az  ipari
enzimkészitmények (Celluclast 1.5L, Econase CE) fajlagos cellulaz aktivitisa (FPA, EG,
EGI, CBHI) kozt nincs jelentds kiilonbség, a BGL aktivitdsndl illetve a kiilonb6zd
hemicelluldzokndl viszont jelentdsek az eltérések. A nagy xildn tartalmi szénforrdson (SF,
SPCS) nyert fermentlében nagy fajlagos xilandz és xilobidz aktivitdst hatdroztunk meg. Az
ipari enzimek specifikus BGL és néhdny hemicelluldz aktivitisa kisebb volt, mint a
fermentleveké, a fajlagos acetil xildn észterdz aktivitdsuk viszont jelentdsen nagyobb.

45. tablazat  Kilonbdzé szénforrdsokon nyert fermentlevek fehérjetartalma és fajlagos
enzimaktivitas értékei

Mintak Fermentlé feliiluszok Ipari enzimek
SF SPCS SPS SPW Celluclast Econase
Fehérjetartalom [mg/ml] 1,89 2,23 0,83 1,05 125 110

Fajlagos enzimaktivitasok:

FPA [FPU/mg] 0,58 0,52 0,45 0,56 0,55 0,63
EG [IU/mg] 8,94 7,02 5,24 8,16 7,80 9,18
EG | [IU/mg] 0,25 0,23 0,22 0,32 0,28 0,40
CBH I[IU/mg] 1,10 1,05 1,35 1,38 1,03 1,00
BGL [IU/mg] 0,48 0,28 0,53 0,34 0,25 0,27
XYL [IU/mg] 119,1 64,6 12,2 52,1 6,0 15,4
MAN [IU/mg] 45 2,43 1,99 4,02 1,57 1,31
AXE [IU/mg] 0,33 0,09 0,02 0,13 0,85 0,46
a-GAL [IU/mg] 0,01 0,08 0,07 0,08 0,01 0,38
B-XYL [IU/mg] 0,75 0,21 0,16 0,21 0,14 0,17
a-ARA [IU/mg] 1,10 0,97 1,41 1,38 0,26 0,83

5.3.2.2 Tiszta cellulozok és lignocellulozok hidrolizise kiilonbozo szénforrdsokon termelt

celluldzokkal
(39. cikk)

Aktivitasprofil és hidrolitikus hatékonysag szempontjabdl vizsgéltuk a 7. reesei Rut C30 éltal
harom kiilonb6z6 szénforrason (SF, laktéz, SPCSI) termelt enzimet egy kereskedelmi
forgalomban kaphat6 enzimmel (Celluclast 1.5L) egyiitt. A volumetrikus enzimtermelés
tekintetében a két celluléz szubsztrat hatékonyabbnak bizonyult, mint a laktéz, a laktézon
termelt enzimkomplex viszont nagyobb BGL aktivitdst mutatott.

Az elédllitott enzimeket hidrolizis kisérletekben azonos FPA aktivitdssal (10 FPU/g
szénhidrat; 10 mg/ml szénhidrat koncentracié; 45°C; pHS5,0; 5Sml térfogatban) négy
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kiilonb6zd  szubsztraton teszteltik. Az adagolt FPA-nak megfeleldé 1ényegesebb
enzimaktivitdsok értékei a 46. tdblazatban taldlhatok.

46. tdblazat  Szamitott enzimaktivitdsok a hidrolizis reakcidelegyekben

Enzimek FPA[FPU] HEC[IU]  BGL[IU] XIL [IU] AXE [IU] BX [IU]
Celluclast 05 10,07 0,32 9,58 0,90 0,59
RutC30 SF-on 05 8,07 0,67 101,35 1,08 0,79
RutC30 laktézon 0,5 8,13 1,13 13,54 0,23 0,19
RutC30 SPSC-en 0,5 6,16 0,42 82,15 0,53 0,15

Az enzimes hidroliziseket két lignocellulé6zon (SPCS, SPS) és két modell szubsztraton (SF,
Avicel) hajtottuk végre. A hidrolizis sordn képzddott redukdld cukortartalmak a 45. dbran
lathatok.
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45. dbra Enzimes hidrolizis a termelt enzimekkel (7'.r. RutC30 A: SF, ¢:lakt6z, 0:SPCS
szénforrason) és o: Celluclasttal (a) SF; (b) SPCS; (c¢) Avicel; (d) SPS szubsztraton

A SF hidrolizisekor a SF-on és a SPCS-en elddllitott enzimekkel értiikk el a legnagyobb
redukélocukor tartalmakat. A SF-on elddllitott enzimmel hidrolizaltuk legjobban a SPCS-t,
ami valdsziniileg a gyors xildn hidrolizisnek kdszonhetd. Az Avicel hidrolizisekor csak kis
kiilonbségek mutatkoztak a kiilonb6zé enzimkomplexekkel végzett hidrolizisek lefutdsdban,
ugy tlinik Avicel esetében az azonos FPA alapon torténd enzimadagolds azonos hidrolizist
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eredményez, a BGL nem befolydsolta a hidrolizdlhatésdgot. SPS szubsztriton a laktézon
termelt enzim biztositotta a legnagyobb kezdeti hidrolizis sebességet és a legjobb 48 ords
gliikdnkonverzidt is.

A SF és az Avicel nem tartalmaz lignint, a kiilonbség a szénhidrat 6sszetételben (az Avicel
tiszta celluléz, a SF jelentds (15%) xildn tartalommal rendelkezik), és a celluléz
szerkezetében (az Avicel mikrokristdlyos celluléz, a SF jelent8s hdnyada amorf) jelentkezik
(Wood, 1997). Ez a kiilonbség nemcsak a hidrolizisben elért cukortartalomban mutatkozik
meg (az Avicel-en a SF-on mértnek mintegy 42%-at értiikk el), de az is latszik, hogy a
hemicellulézt is tartalmazé SF hidrolizisekor nagyobb a jelentsége az enzimkomplex
Osszetételének, mig a nehezen bonthaté Avicel bontdsakor a celluldzok aktivitdsa a sebesség
és konverzié meghatarozo.

A 47. tablazat a 48 6rés hidrolizis alatt elért glitkdn €s xildn konverzidkat foglalja dssze.

47. tabldzar Gliikkan és xildn konverzidok a SF, az Avicel, a SPCS és SPS enzimes
hidrolizisekor (48 6ra)

Konverzié [%] Szubsztratok Ipari enzimmel Termelt enzimekkel
Celluclast SF-on Laktozon SPCS-on
Glikan konverzio SF 62,8 73,2 73,3 61,7
SPCS 55,9 75,1 80,6 65,9
Avicel 443 50,4 51,8 45,4
SPS 32,7 48,2 59,8 31,6
Xilan konverzi6 SF 62,2 74,6 30,2 88,2
SPCS 59,8 71,8 63,2 68,9

A maximdlis gliikkdn konverziét valamennyi szubsztratndl a lakt6z szénforrdson termelt
enzimkomplexszel értiik el, ami a nagy (1,7-3,5-szeres) BGL aktivitdsnak kdszonhetd. A xilan
konverziét egyértelmiien a xilandz aktivitds hatdrozza meg, a legjobb xildn bontdst SF és
SPCS szubsztratokon az ezeken a szénforrdsokon fermentdlt enzimekkel értiikk el
(68,9-88,2%). Kisérleteinkkel nem sikeriilt bizonyitanunk Olsson és mitsi. (2003)
feltételezését, mely szerint az azonos szénforrdson termelt enzim eredményezi a
leghatékonyabb szénhidrat konverziét, de azt bizonyitottuk, hogy a hatékony xildn bontds
csak olyan fermentlével lehetséges, melyet xildn tartalmd szénforrdson 4llitottunk eld. A
hidrolitikus hatdsok vizsgdlata azt mutatta, hogy a gliikdn konverziéra a BGL, mig a xildn
konverziéra a BGL és xilandz enzimeknek volt szignifikdns hatdsa.

5.3.3 PEG adagolas hatasa a lignocellul6zok enzimes hidrolizisére és a cellulaz

komponensek adszorpcidjara
(40. cikk)

Kordbbi kisérletek kimutattdk, hogy gézrobbantott lucfenyd enzimes hidrolizisére jotékony
hatdssal van a poli-etilénglikol (PEG) adagoldsa. Egyedi enzimkomponensek izolalt ligninen
torténd adszorpcidjanak vizsgdlata azt mutatta, hogy ez a jotékony hatds az enzimek ligninen
torténd nem-produktiv adszorpcidjdnak megakadalyozdsdban rejlik (Borjesson és mtsi.,
2007). Kisérleteink sordn ezt a hatdst kivantuk igazolni vagy elvetni valds koriilmények
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kozott  végrehajtott hidrolizisben, gdézrobbantott fenydfa szubsztrat (SPS) és teljes
enzimkomplex felhasznaldsdval (46. dbra). PEG adagolds hatdsdra a 72 6rés hidrolizis gliikdn
konverziéja 81%-r61 96%-ra emelkedett.
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46. abra SPS hidrolizise PEG adagolassal (m) és PEG nélkiil (0), gliikdn konverzid
és oldhat¢ fehérjetartalom a hidrolizis id6 fliggvényében

A beadagolt (enzim)fehérje 50%-a pillanatszertien adszorbedlddott a szubsztraton, majd 3 6ra
alatt 85%-ra, 24 6ra alatt 92%-ra ndvekedett az adszorbedldodott fehérje mennyisége. PEG
alkalmazdsakor a hidrolizis 3. O6rdjdig folytatédott az adszorpcid, majd a hidrolizis
elérehaladtdval a feliilliszoban mérhetd fehérjetartalom lassan novekedett, s a 24. Orara
43-45%-on stabilizdlédott. A hidrolizis alatt kiilob6zd enzimaktivitdsokat mértiink a hidrolizis
mintdk feliiliszéiban, a gorbék lefutdsa hasonlé volt a fehérjetartaloméhoz. A 72 Orés
hidrolizis végén fehérjetartalmat, FPA, BGL és EG aktivitisokat hatdroztunk meg, a
legszembetiinObb enzimaktivitds csokkenést a referencia kisérletekben az Ossz-celluldz
aktivitds (FPA) esetében tapasztaltuk, ahol a kiinduldsi FPA 95%-a ,,veszett el” a 72 6rés
hidrolizis végére (az enzim veszteség mdr a hidrolizis 3. érdjaban is 90% volt), ezzel szemben
PEG adagolds hatdsara a hidrolizis végén a kiinduldsi FPA érték 56%-at tudtuk meghatarozni
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a feliiliszékban. A 72 6rés hidrolizis feliiliszok kvantitativ gélelektorforetikus vizsgalata azt
mutatta, hogy a cellobiohidroldz adszorpcié az FPA adszorpciéval mutat korrelacidt. A
szubsztrat ligninszerkezetének *'P-NMR-rel torténd vizsgilata nem mutatott szerkezeti
véaltozast a PEG adagolds hatdsdra, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a PEG a lignin
szerkezetén gyenge, fizikai kolcsonhatdssal adszorbedlddott.

A PEG hatést vizsgdltuk mds gdzrobbantdssal el0kezelt lignocellulézokon is. A 47. dbra az
FPA (A) és a BGL (B) aktivitdsok alakuldsiat mutatja PEG adagoldssal, illetve anélkiil SPS,
SPSSB, SPCS, SPH, SPW és SPWS szubsztratok alkalmazdsakor (Sipos és mitsi., 2011).

A Twithout PEG addition awith PEG addition

Filter paper activity [FPU/mI]

W

p-glucosidase activity lUmi]

47. dbra Szabad FPA (A) és BGL (B) aktivitdsok 72 6rds hidrolizis utdn
kiilonbo6z6 eldkezelt szubsztratokon PEG adagolassal és anélkiil
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A kiilonb6z6 szubsztritok nagyon eltérdéen viselkedtek, a PEG enzimadszorpciét (FPA)
csokkentd hatdsa a SPS esetében volt a legjelentdsebb, mig SPSSB esetében egydtalin nem
jelentkezett. A SPW és SPWS a SPS-hoz hasonléan viselkedett, PEG hatdsiara az
enzimadszorpcié 19-23%-ra csokkent. A kiilonbség a PEG adszorpciot csokkentd hatdsdnak
mértékében volt. A BGL adszorpcidé kordbbi méréseink szerint PEG adagolds nélkiil sem volt
jelentds, igy a PEG hatds sem volt Iényeges.

Az irodalom nagyon ellentmondé a BGL adszorpcidjét illetden. Yang és Wyman (2006)
valamint Sutcliffe és Saddler (1986) a BGL jelentds adszorpcidjit tapasztalta
lignocellul6zokon, mig Lu és mtsi. (2002), Puls és mtsi. (1985), valamint Berlin és mtsi.
(2006) a mi eredményeinkhez hasonl6an kevésbé jelentés BGL adszorpcidrdl szdmoltak be. A
kérdés tisztazdsa érdekében a SPS hidrolizisét Aspergillus eredetii BGL kiegészités nélkiil is
elvégeztiik (csak Celluclast enzimkészitménnyel). Abban az esetben (47. dbra), ha csak
Trichoderma eredetii enzimet alkalmazunk a hidrolizisben (az dbran SPS without Nov), a
BGL adszorpcié jelentds (99%-0s), s a PEG adagolds erdteljesen (59%-ra) csokkentheti az
adszorpcidt. Ezek szerint a jelentds BGL adszorpcié a Trichoderma enzimek jellemzdje, mig
a kevésbé hangstilyos adszorpcid az Aspergillus eredetiiek sajatsdga. Miutan a publikdciékban
nem minden esetben jelzik a BGL eredetét, egymdasnak litszélag ellentmondé eredmények
sziiletnek az adszorpciét illet6en.

5.4 Etanol és biohidrogén fermentativ elidllitdsa

A lignocellulézok felhaszndldsdnak potencidlis lehetdésége sokkal nagyobb, mint az a kis
szegmens, melyet kutatocsoportommal vizsgaltunk. Kutatomunkdnk sordn elsdsorban etanol
fermentdcidval foglalkoztunk. Egyetlen eurdpai unids projekt (QLKS-1999-01267) keretében
vizsgdltuk a biohidrogén el6dllitds lehetdségét, a hollandiai Wageningeni Egyetem
Agrotechnoldgiai  Kutatdintézetével egyiittmiikddve, amikoris célunk egy papirgyartasi
hulladék, a kiillénben depondlésra keriilé papiriszap hasznositdsa volt.

5.4.1 Biohidrogén fermentacio
(41., 42. cikk)

A hidrogén elédllitdsdnak koltsége jelentdsen csokkenthetd, amennyiben olcs6, nagy
mennyiségben rendelkezésre all6 nyersanyagbdl allitjuk el6. A papiriszap a papirgyartds
hulladéka, azokat a finom rostokat tartalmazza, melyek mar nem alkalmasak papirkészitésre, s
melynek kezelése, elhelyezése a mai napig nem megoldott. Nagy szénhidrdt tartalma
(50-60%) enzimes hidrolizis utdn alkalmassd teheti hidrogénfermenticié szénforrasanak.
Kisérleti munkdnk soran T. elfii, T. neapolitana és C. saccharolyticus anaerob fermentdcidjat
vizsgéltuk kiilonbozd tdptalajokon (részletes eredmények: Kadar és mtsi., 2003). Mindhdrom
mikroorganizmus képes volt papiriszap hidrolizdtumon hidrogén termelésre, azonban
tdpanyag igényiikk nagyon kiilonbozd volt. A T. elfii hidrogén termelésére szignifikdns
hatdssal volt az élesztdextrakt, hidnydban hidrogén nem termelddott. Az élesztd extrakt hidnya
nem volt hatdssal a C. saccharolyticus hidrogén termelésére, igy a tovdbbiakban ezt
vizsgdltuk analitikai tisztasdgd cukrokat (gliikéz és xil6z), illetve ezen cukrokat tartalmazé
papiriszap hidrolizdtumot tartalmazo tdptalajon. A fermentédcids id6 fiiggvényében mértiik a
cukor fogyast, valamint a hidrogén, acetdt és laktit képzOdést. Részletes eredményeinket
Kadér és mtsi. (2004) cikke tartalmazza. Kisérleteink célja, a nagy hozam és nagy hidrogén
képzddési sebesség elérése a papiriszap hidrolizdtumon, csak részben teljesiilt, a hozam jobb
volt, mint a kontroll kisérletekben (valdsziniileg a papiriszap hidrolizitumban jelenlevo, de
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nem mért cellooligézok hasznositdsa kdvetkeztében), a hidrogén képzddési sebesség viszont
csak 47-58%-a volt a gliikozt és xildzt tartalmazé kontrollnak.

5.4.2 Etilalkohol fermentacio

A kiilonbozd elokezelések értékelésénél altaldnosan alkalmaztuk az SSF-et az eldkezelés
hatékonysdginak meghatirozésara, ekkor elére meghatdrozott standard koriilmények kozott,
vizsgéltuk az etanol termelést.

Ebben a fejezetben néhdny, az etanol fermentédciéval kapcsolatos olyan munkénkrdl szamolok
be, ahol a szubsztratkoncentracid novelésével, az alkalmazott enzimddzis hatdasanak
vizsgdlatdval, az SSF/SHF 6sszehasonlitdsdval foglalkoztunk. Kiilon fejezetben targyalom a
termotolerdns élesztdk vizsgilatdval elért eredményeinket.

A szakirodalom 4ltal a gazdasdgos betdményités szempontjdbol minimumnak tartott
5% (V/V) etanolkoncentracié elérését nemcsak a szubsztriat koncentricié novelésével, vagy
fed-batch SSF alkalmazédsdval, de az els6 és mdasodik generdciés etanol eldallitas
integraldséaval is vizsgaltuk.

5.4.2.1 Etanolképzodés valosidejii detektildsa
(43. cikk)

Miutdn a kiillonb6z8 szubsztratok etanolpotencidljanak, az elOkezelések josdgdnak, a
hidrolizdtumok erjeszthetéségének meghatdrozdsa nagy szdmd minta esetén nagyon
id6igényes munka, kifejlesztettiink egy olyan mddszert, mellyel jol reprodukélhatd
koriilmények kozott nyolc parhuzamos erjesztést tudunk kivitelezni és detektdlni egyidejiileg.
Egy mol gliikéz lebontdsa sordn 2 mol etanol és ugyanennyi széndioxid képzddik, ez az alapja
az etanolképzOdés valdsidejii detektdldsdnak. A keletkezd gédz mennyiségének mérésére
viszonylag egyszerii, olcsd, nagyobb mennyiségli gidz mérésére alkalmas automatizdlhatd
moédszer a folyadék Kkiszoritdsos mérés. Ennek tovabbfejlesztése, amikor elektréddk
detektéljak a folyadékszint valtozdsat (Veiga és mtsi., 1990). Az 4ltalunk kiépitett online
fermentdciés modul (48. dbra) a Veiga féle berendezésen alapul. A rendszer alapvetden két
részbol 4all, a tényleges mérést végz6 mérdberendezésbdl, valamint a jelfogadd és
jelfeldolgoz6 szoftverbdl. Egyszerre nyolc minta pdrhuzamos mérése lehetséges. Az egész
lelke a specidlis kiképzésti iivegedény, edényenként egy par elektréddal, ami létrehozza a
mérdjelet. Tovabbitas utdn az elektromos jel a nyomtatéporton keresztiil jut a szamitégépbe.

A modszer eldnye, hogy nincs felsé hatdra a mérhetd kumuldlt térfogat mennyiségnek és
eredményként, grafikon formdban azonnali adatokat kapunk a fermentacié allapotarél. Egy a
Stereo Vision Kft-t8l szdrmazé szoftver dolgozza fel a beérkezd nyers adatokat: trolja és
megjeleniti a gdz térfogat — eltelt id6 valds ideji grafikont. A mérés lezdrdsa utdn a program
képes az adatok exportdldsira Excel formdtumba, igy az eredmények tovabbi feldolgozésa
végeztilkk, a felvett grafikonon (49.dbra) jol kirajzolédnak a szubsztrdt koncentracid
kiilonbségei. A fermentdcié befejeztével, HPLC-vel mértiik, illetve egy, a tokéletes
gaztorvényre épiild tapasztalati képlettel —a mért gaztérfogat értékek felhaszndldsdval —
hatdroztuk meg az etanol koncentracidkat.
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48. dbra Online fermentacios modul mukodés kozben
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49. abra Mérési eredmények az online fermentdciés modullal, 20 (-----), 40 (:---),

60 (- - -) illetve 80 (—) g/l kezdeti gliik6z koncentraciok esetén,
mintdnként két parhuzamos méréssel

Tovabbi kisérleteink, melyeket gliik6z szénforrast tartalmazé szintetikus tdptalajon,
cukorciroklén, valamint SPSSB-on végeztiink (Fehér és mtsi., 2010) azt mutattdk, hogy a
rendszer megbizhatéan miikodik, a fermentacié valdsidejii detektalasara tokéletesen alkalmas,
de az etanol koncentracidra torténd atszamitas hibaval terhelt, atlagosan 7% koriili az eltérés a
HPLC és a képlettel szamitott eredmények kozt.
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5.4.2.2 Azelokezelésekkel kapcsolatban végzett SSF kisérleteink

Ligosan elOkezelt kukoricarost hasznositdsdinak SSF eredményeit a 20. tdbldzat
(5.1.2.1. fejezet) tartalmazza, a glilkkdn koncentricidra szdmitott elméleti etanolhozam
90-97%-4t sikeriilt elérniink, szemben a keményitémentes roston (DCF) és a SF-on elért 24,1
és 53,6%-0s hozammal.

GOzrobbantdssal elokezelt kender és kenderszildzs SSF eredményeit a 20. dbra mutatja be
(5.1.4.2 fejezet). Az elOkezelt zagy szétvilasztdsa, kiilondsen a gdzrobbantott kenderszildzs
esetében javitotta az erjesztés hatékonysdgit (33%-kal), ez j6 egyezést mutat Palmqvist és
Higerdahl (2000b) eredményeivel, akik a szerves savak etanolfermenticiéra gyakorolt
inhibicids hatdsardl szdmoltak be. Az elvdlasztott szilard frakcidval végzett kisérletekben
kendernél 21,3 g/l, kenderszildzsnal 20,3 g/l etanolkoncentraciét és 17,1 g/100 g kenderkérd
és 16,3 g/100 g kenderszildzs etanol hozamokat értiink el, melyek 190-220 1/t etanol
hozamnak felelnek meg.

GOzrobbantdssal elokezelt kenderpozdorja SSF eredményei a 23.4dbrdn ldthatok
(5.1.4.3. fejezet). Az elokezelt mintdk gliikin+manndn tartalmdra vonatkoztatott elméleti
értékek szdzalékdban 64-70% kozotti etanol hozamot értiink el. A leghatékonyabb el0kezelést
kovetd SSF 14,1g etanol/g kenderpozdorja kihozatalt eredményezett.

5.4.2.3 A szubsztrdt és celluldz koncentrdcio hatdsa SPS egyidejii hidrolizisére és
fermentdciojdra
(44. cikk)
SPS szubsztrat alkalmazdsdval vizsgiltuk a szubsztrat és az enzimkoncentrdcid hatdsat az
etanol hozamra és a produktivitdsra (48. tablazat).

48. tabldzat  Etanol hozamok kiilonb6zd szubsztrat koncentracidkndl és E/S ardnyoknal

Cellulaz aktivitas Szubsztrat E;%tlezgiar:;ersanyagra EIOH hozam
[FPU/g celluléz] [% sz.a] [9/100g] [az elméleti max. %-a] [az elméleti max. %-a]
5 2 11,4 35 42

5 5 14,8 45 54

5 7,5 14,4 44 53

10 2 14,1 43 52

10 5 18,1 55 66

21 2 18,8 57 69

21 5 20,4 62 75

21 7,5 10.6 32 39

32 2 20,3 62 74

32 5 22,4 68 82

32 7,5 19,7 60 72

Az etanol hozam emelkedett az enzimadagolds novelésével, s a legnagyobb alkalmazott
enzimd6zisndl értiik el a maximumot, a vizsgdlt tartomanyban nem értiik el a telitési értéket.
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A legnagyobb etanolhozamot, az elméleti maximalis ért€k 68%-at (az eredeti fiban levd
gliikdn és manndn tartalom alapjan), 5% szubsztrat koncentrdciondl értiik el, ekkor az SSF
hozam 82%-a volt az elméleti maximumnak (az SPS glilkkdin + manndn tartalmara
vonatkoztatva). Nagyobb szubsztrit koncentraciok alkalmazdsakor nem volt megfeleld
hatékonysdgi az erjesztés, kisebb szubsztrit koncentricié alkalmazdsakor (2%) pedig a
jelentds tejsav képzddés csokkentette az etanol hozamot. Az SSF-et félsteril koriillmények
kozott (az enzimeket nem sterileztiik) S. cerevisiae steril tenyészetével oltottuk éppen a
tejsavbaktériumokkal torténd befert6z0dés megakaddlyozdsa érdekében (Wyman és mitsi.,
1992). Ennek dacdra tejsavképzddést 5% szubsztratkoncentrdcié alkalmazisakor is
tapasztaltunk az 55. 6ratdl. Lemaresquier, (1987) valamint Narendranath és mtsi., (1997) a
S. cerevisiae tejsavbaktériumok szaporoddsit inicidlé képességérdl szdmolnak be, mely
egyrészt az inhibitorok atalakitdsdval, masrészt a tejsavbaktériumok szdmdra fontos anyagok
(tiamin) kivalasztdsdval magyardzhat6. Megfigyelésiink szerint a tejsavbaktériumok
elszaporoddsa az élesztd autolizisével hozhaté Osszefliggésbe. 7,5%  szubsztrit
koncentriciondl egyatalin nem tapasztaltunk tejsavképzddést, viszont az etanolfermentacio
hozama és megbizhat6sidga romlott, valdszinlileg a nagyobb szubsztrat mennyiségével bevitt
nagyobb inhibitor koncentricié kovetkeztében. Ezt a feltételezésiinket tdmasztja ald az a tény,
hogy a szubsztrat koncentriciét 10%-ra tovibb ndvelve egydtaldn nem tapasztaltunk sem
etanol-, sem tejsavképzdodést, pedig az enzimes hidrolizis kdvetkeztében volt erjeszthetd
cukor a reakcidelegyben.

Szepardlt hidrolizis és erjesztéshez viszonyitva az SSF 50%-kal nagyobb hozamot
eredményezett, a produktivitds pedig megdupldzddott, ezzel egyiitt nem egyértelmii az SSF
prioritdsa az SHF-fel szemben. Az SSF legnagyobb hétrdnya a befert6z0dés veszélye, mely
lehetetlenné teszi a folytonos fermentdcidt, mdsik hatrdnya, hogy az élesztérecirkuldcié nem
megoldhatd, miutdn az élesztd a ligninnel egyiitt alkotja a szilard fézist.

5.4.2.4 Etanolfermentdcio alacsony pH-n inhibitorok jelenlétében
(45. cikk)

Az iizemanyag céli etanolfermenticié csak igy képzelhetd el gazdasdgosan, ha nem steril
koriilmények kozott hajtjuk végre. A bakteridlis befert6z6dés elkeriilése érdekében a pH-t a
fermentacié alatt alacsony értéken (pH 4,0-5,0) kell tartani, ez viszont kedvezdtlen az
inhibitorok, kiilondsen az ecetsav hatdsa szempontjabdl (Palmqvist és Héagerdahl, 2000b).

Egy inhibitor tolerdns éleszt6torzset (Saccharomyces cerevisiae ATTC 26602) pH 4,0-en
vizsgdltunk kiilonb6z6 eredeti hemicelluléz hidrolizitumokon, udgy, hogy az eredeti
cellulézrostnak megfeleld gliikkézt (100% gliikdn konverzidt feltételezve) adagoltuk a
taptalajokba. Kisérleteink sordn SPS, SPW, SPW(+S0O,), SPCS I hemicelluléz frakcidjat
(HH) hasznaltuk fel (49. tablazat).

Kisérleteinkkel nem a cellulé6zkonverziét, hanem kizadrdlag az el8kezelés (gdzrobbantis)
sordn keletkez6 inhibitorok hatdsat kivantuk tesztelni, s azt eldonteni, hogy az egyes HH-okat
milyen koncentrdciéban lehet alkalmazni az erjesztési sebesség drasztikus csokkenése nélkiil
(50. tablazat).

A 0,42-0,49-es hozamok (az elméleti maximum érték 82-96%-a) nagyon nagyok, miutn a
kisérletekben nem volt ,,valés” cellul6z hidrolizis, ugyanis a celluléztartalomnak megfeleld
gliikkézt adagoltuk a reakcidelegyekbe. A gdzrobbantott kukoricaszar HH-at csaknem 100%-
ban, mig a két fa nyersanyag (SPW; SPS) HH frakciéjat csak 50-65%-ban tudtuk alkalmazni a
fermentdciés lag szakasz jelentés megndvekedése nélkiil. Adapticios kisérletekkel csak
mérsékelten és korlatozott ideig tudtunk az élesztd inhibitor tiirésén javitani.
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49. tablazat  Gozrobbantdssal el0kezelt nyersanyagok Osszetétele

Minta SPCS SPW SPW SPS
- SOz + SOz

Elékezelt zagy (whole slurry) [%]

Nedvességtartalom 89,97 81,39 75,3 76,24
Vizoldhat6 frakcié 3,39 4,52 8,93 8,34
Celluléz tartalom 4,12 9,05 10,91 8,95

Folyadék frakci6 (liquid fraction) [g/1]

Cellobi6z 0,16 0,4 1,4 3,0
Glikoz 2,54 1,7 10,5 40,2
Mannéz - - - 35,8
Xiléz 12,9 3,7 28,1

Arabinéz 1,35 0,17 0,67 0,9
Hangyasav 0,7 1,36 1,57 2,4
Ecetsav 1,59 8,24 9,34 6,8
Levulansav - - - 1,7
HMF 0,04 1,18 1,38 5,0
Furfurol 0,16 2,66 2,03 3,3

50. tdbldzat  Etanolfermenticié eredményei gliikéz és HH tartalmu tdptalajokon

Szubsztrat (HH) Sz.a. tartalom Végsé etanol konc. Hozam
[Maximalis % (V/V)] [%] [% (VIV)] [%]
SPS 50 11,9 4,53 0,42
SPCS 94 9,4 2,73 0,44
SPW (-SOy) 64 11,9 4,09 0,48
SPW (+S0O) 65 16,6 5,74 0,49

5.4.2.5 Kiilonbozo Kluyveromyces torzsek tesztelése SSF céljdra
(46., 47., 48. cikk)

Ha gdézrobbantdssal eldkezelt fat vagy egyéb lignocellulézt, példdul papiripari hulladékot
kivanunk SSF-ben etanolla konvertalni, az alkalmazott élesztonek nemcsak termotoleransnak,
hanem inhibitor tolerdnsnak is kell lennie. Munkénk sordn 6t kiillonb6z6 torzset teszteltiink
erre a két tulajdonsidgra, harom Kluyveromyces marxianust és két Kluyveromyces
thermotoleranst. A kisérleteket mind gliikéz szénforrdst tartalmazé tdptalajon, mind az
inhibitorokat tartalmazé folyadékfazison (SPS HH) lefolytattuk rizatott lombikokban és
szildrd agarlemezeken egyardnt. R4zatott lombikos kisérleteinkben aerob fermentidcidéban 35
és 45°C-on vizsgaltuk a gliik6zhasznositéast és a sejttomeg képzddést (51. tablazat).
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51. tdbldzar  Kiillonbdz6 K. marxianus élesztétorzsek gliikézhasznositdsa (50 g/l kiinduldsi
gliik6z koncenracid) 35 és 45°C-on

Elesztétorzs Szaporitasi Gliikdz koncentracio [g/1] Képz6dott sz.a.
hémérséklet [C] 0. 6ra 10. 6ra 18. 6ra [9/1]

K. marxianus 35 50 0,9 0,9 4,8
Y 01070 45 52 5,2 1,1 3,0

K marianus 35 51 08 08 51
Y 00243 45 54 20,2 13,5 1,9

K mandanus s 46 Y o 41
Y 00242 45 51 27,2 18,1 1,7

K thermotolerans - s 51 318 223 34
Y 00773 45 48 49,9 52,6 0

K thermotolerans - 5 50 370 302 42
Y 00798 45 50 49,4 51,0 0,3

S cerevisiae 5 51 82 08 48
(pékélesztd) 45 50 48,5 48,7 1,0

A vizsgilt termotolerans torzsek koziil gliikdz hasznositds €s sejttomeg termelés
szempontjabol a K. marxianus Y 01070 bizonyult a legjobbnak, egyediil ez a térzs volt képes
45°C-on elfogyasztani a beadagolt cukrot, s szdrazanyag termelése ezen a héfokon elérte a
35°C-on mért érték 62,5%-at. Agarlemezen lefolytatott kisérleteink alapjan is a K. marxianus
Y 01070 volt a leginkdbb termotolerdns, de ez a torzs az inhibitorokat egydltalin nem
tolerdlta.

Az élesztotorzsek inhibitor tlrését el0szor fermetdcids teszttel vizsgaltuk 25 ml-es
lombikokban a gdézrobbantéssal eldkezelt lucfenyd (SPS) folyadék frakciéjan (HH) illetve
Ca(OH),-dal méregtelenitett sziirleten 42°C-on, hogy kivalasszuk az inhibitorokat és a nagy
homérsékletet leginkdbb tolerdld élesztotorzset. SPS folyadék frakcidjanak Osszetétele:
13,3 g/l gliikéz, 3,0 g/l arabindz, 25 g/l xiléz+galaktéz+manndz, 0,8 g/l furfurol, 1,7 g/l HMF,
4 g/l ecetsav. Az 52. tdbldzat SPS sziirleten, illetve detoxifikélt sziirleten végzett erjesztési
teszt eredményeit tartalmazza.

Miutdn a S. cerevisiae és a K. marxianus Y 00243 mind az eredeti hemicelluléz
hidrolizdtumon, mind a méregtelenitetten viszonylag jol teljesitett, SSF kisérleteinkben ezt a
két torzset vizsgaltuk.

Az SSF kisérleteket 37 FPU/g gliikkdin + 38 IU BGL/g gliikkdn adagoldssal 1 literes
bioreaktorokban hajtottuk végre gy, hogy az SPS zagyot 5%-osra higitottuk (53. tablazat).
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52. tabldzat  Erjesztési teszt SPS folyadékfrakcion (HH), és detoxifikalt folyadékfrakcion
(DHH) 42°C-on

Elesztétorzs Szub- Ferm. id6 Cgiikez [9/1] Cxil+gal+man [O/1] Ceton [9/1]
sztrat [ora] kiind. maradék maradék max.

K marxianus  HH s 81 08 a4 63
Y 00243 DHH 8 16,6 0,7 34 6,7

K marxianus  HH 6 193 46 ¢ 65 29
Y 01070 DHH 24 17,0 0,5 44 7,5

K mandanus  HH 3 203 126 7 37
Y 00242 DHH 24 16,5 0,5 35 7,4

S cerevisae  HH 14 53 00 - . 59

53. tabldazatr 42°C-os SSF-ben K. marxianusY 11243 és S. cerevisiae élesztotorzsekkel elért
hozamok SPS és detoxifikalt SPS szubsztratokon

Elesztétorzs Inokulum Szubsztrat pH Etanol hozam

szabalyozas [9/100g sza.] [% elméleti max.]

K. marxianus friss SPS + 5,5 17
Y 11243 1 napos SPS + 7,7 24
1 napos detoxifikalt SPS + 10,5 33
friss SPS - 13,9 44
1 napos detoxifikalt SPS - 10,3 33

S cerevisize  széraz s,s . 64 s2

A kontroll S. cerevisiae teljesitett a legjobban, SPS szubsztriton (méregtelenités nélkiil)
16,4 g/100g sz.a. etanolt értiink el, ami az elméleti hozam 52%-a. A Kluyveromycesek koziil a
legjobb eredményt, 13,9 g/l etanol koncentraciot, az elméleti hozam 44 %-4t, olyan kisérletben
értiik el, ahol nem alkalmaztunk sem detoxifikdlast sem pH Aallitdst. A pH allitds nélkiili
kisérletekben a pH a kezdeti 4,8-r6l 5,2-5,3-ra emelkedett, mely csokkentette az ecetsav
toxikus hatdsat. Ez j6 egyezést mutat Palmqvist és Hahn-Hégerdahl, (2000b) eredményeivel,
akik S. cerevisiae esetében szdmoltak be a pH emelésének az ecetsav toxikussagit csokkentd
hatdsarél. Valamennyi SSF kisérletben a gliikéz felhalmozddas jelentds volt (50. dbra), ami
azt jelenti, hogy sem a detoxifikdlt sem az eredeti gézrobbantdssal el6kezelt lucfenyd zagy
szénforrdson nem volt képes a K. marxianus Y 00243 42°C-on 10 illetve néhany esetben
20 6ran tidl erjeszteni a keletkezd gliikkézt, mig az enzimes hidrolizis a kisérletek végéig
(96-140 6ra) folytatddott. Kordbbi munkdnkban (Stenberg és mitsi., 2000) S. cerevisiae
élesztotorzzsel 37°C-on lefolytatott SSF kisérletben 5% szubsztratkoncentracié (SPS)
alkalmazdsakor nem volt mérhetd cukortartalom a reakciéelegyben, az alkoholképzddés pedig
a 60-80. ordig folytatédott. Ez a kiilonbség S. cerevisiae esetében egyértelmiien a jelen
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kisérletiinkben alkalmazott, szdmdra nem optimdlis magas hdémérséklettel (42°C),
K. marxianus Y 00243 esetében pedig inhibitor érzékenységgel, vagy csak korldtozottan
termotolerdns 1étével magyardzhatd.
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50. dbra Gliikéz (m) és etanol (X) koncentracié az SSF soran friss K. marxianus
Y 00243 inokulummal pH szabalyozdas nélkiil SPS szubsztraton

Ipari hulladékok etanolfermenticidra torténd felhaszndldsa el0kezelés nélkiil tortént.
Szubsztratként hulladékpapirt, papiriszapot és Osszehasonlitisként SF-ot alkalmaztunk 6%
koncentraciéban, melyeket ipari enzimekkel hidrolizaltunk (15 FPU/g sz.a és 15 IU BGL/g
sz.a. aktivitds dozis). Az SSF kisérleteket S. cerevisiae-vel, ill. K. marxianus Y 01070-nel -
mely torzs kordbbi vizsgdlataink szerint glitkézos tdptalajon a leginkdbb termotolerdnsnak
bizonyult (51. tdblazat)- folytattuk le. Kisérleteink céja az ipari hulladékok tesztelése mellett a
két élesztotorzs SSF-ben vald felhaszndlhatésdganak vizsgalata volt (54. tdbldzat).

54. tabldzat K. marxianusY 01070 és S. cerevisiae SSF eredményei 40°C-on (72 6ra)

Szubsztrat K. marxianus Y01070 S. cerevisiae
Etanol Hozam Etanol Hozam
[a/1] [9 EtoH/g celluiez] [a/l] [9 EtoH/Q celuioz]
SF 17,8 0,337 16,6 0,314
OoCC 14,1 0,312 14,2 0,315
PS 8,8 0,325 9,0 0,334

SF-on 7,3%-kal jobb hozamot értiink el K. marxianus estében, kiilonben a S. cerevisiae
ugyanolyan jol volt haszndlhaté 40°C-on, mint a termoteolerdans K. marxianus Y 01070.
Mindkét ipari hulladék alkalmasnak bizonyult etanolfermenticié nyersanyagiul, mégha az
elért 0,31-0,34 g etanol/g cellul6z az elméleti maximum érték 56-60%-a, szerénynek is
mondhaté. Lynd és mtsi. (2001) egyes papiriszapokon végzett SSF kisérletekben az elméleti
etanol hozam 63-84%-at, mas szerzok csak az elméleti hozam 21-45%-at érték el (Barron és
mtsi., 1995, Nilsson és mtsi., 1995).
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5.4.2.6 Nedves oxiddcioval eldkezelt kukoricaszdr egyidejii hidrolizise és fermentdcidja

nagy szubsztrdtkoncentrdcio alkalmazdsdval
(49. cikk)

A lignocellul6zok alkalmazdsakor komoly gondot okoz a nagy kiinduldsi nyersanyag
koncentricié, ekkor ugyanis keverési, anyagitaddsi problémdk meriilnek fel. Jelen
kisérleteink célja olyan nagy etanol koncentricié (5% (V/V)) elérése volt, mely mar ipari
feldolgozast tesz lehetdvé (Galbe és mtsi., 2007). Ennek érdekében mind ldg, mint sav
katalizis mellett végrehajtott nedves oxidécios elkezelés (5.1.1.2 fejezet) termékét vizsgaltuk
(195°C, 15 perc, 12 bar oxigén) SSF kisérletekben (55. tdblazat). Az SSF kisérletek el6tt az
el6kezelt anyaggal fed-batch hidrolizist végeztiink 5 Ordnkénti, Osszesen haromszori
rataplalassal.

55. tdbldzat  Nedves oxidécidval elokezelt kukoricaszar mintdk SSF eredményei: hozamok
és celluléz konverzidk kiilonb6zé szubsztrat koncentracidknal (24+120 ora,
E/S 36 FPU/g cellul6z)

Etanol hozam (el6kezelt anyag
celluléz tartalmara vonatk.)

[% sz.a] [%] [%]

Szubsztrat koncentracio Cellul6z konverzié

Lugos kezeles (Alk-195-15)

8 87,0 90,4
10 85,7 88,1
12 81,8 87,0
14 79,6 83,5
17 77,3 82,9
20 4,4 5,7

Savas kezelés (Ac-195-15)

10 89,3 96,4
12 86,3 94,2
15 78,1 87,6
20 53 6,2

Optimalizalt koriilmények kozott (savkatalizis az el6kezelésnél, 10% sz.a., 43,5 FPU/g
celluléz enzimdoézis) a nedves oxidacioval eldkezelt kukoricaszar celluléz tartalméra
vonatkoztatva az elméleti etanol hozam 89%-at sikeriilt elérniink, ami az eredeti nyersanyag
gliikdn koncentracidjira vonatkoztatva 83,4%. Az enzimddzist 29, ill. 22 FPU/g celluldzra
csokkentve a hozam még mindig az elméleti érték 76 ill. 73%-a volt. 120 6rds SSF utdn az
etanol koncentricié elérte a 52 g/l-t. Sajat kordbbi eredményeink (Stenberg és mitsi., 2000),
hasonl6éan Spindler és mtsi. (1989, 1990) SSF eredményeihez azt mutattdk, hogy 5% folotti
lignocelluléz koncentracié esetén jelentdsen leromlik a hozam, ezt sikeriilt kikiiszobdlniink a
fed-batch technikaval, amikoris 14, ill. 17% sz.a. szubsztrat koncentraciéval kozel 80%-os
hozamot értiink el, mely meghaladja a korabbi lignocellul6zon elért eredményeket (Spindler
és mtsi, 1989).
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5.4.2.7 Elsé és mdsodik generdcios etanol elidllitas dsszekapcsoldsa
(50. cikk)

A masodik genericids etanolgyértds egyik problémédja a fermentdcidoban alkalmazhat6 kis
szérazanyag tartalom. Ez kis etanolkoncentraciot és produktivitdst eredményez, a hig cefre
desztillalasi koltsége pedig az etanol koncentracié csokkenésével drasztikusan né (Galbe és
mtsi., 2007). A kis etanol koncentracié ndvelhetd, ha az etanol fermentaciéhoz a lignocelluléz
szubsztrat mellett valami konnyebben cukrosithatd, a zagystriiséget jelentdsen nem emeld
szénhidritot adagolunk. Ez megvaldsithaté az els6 és mdésodik generdcids etanolgydrtdsi
technoldgia Osszekapcsoldsdval. Ennek vizsgilata érdekében szimultin cukrositdsi és
fermentdcids kisérleteket végeztiink gdzrobbantott buzaszalma és elOcukrositott bizadara
kiilonboz6 ardnyd keverékein (51. dbra).

Blzadara Blzaszalma
Elfolydsitas Impregnalas
Termamyl SC 0,2% H.50,

T=85°C pH=55 t=3h 20 g folyadék/g sz.a.
t=1h
h 4 h 4
El6cukrositas Gozrobbantas
Spirizyme Fuel T=190°C t=10 min
T=60°C pH=4,2 t=2h

Zagy Zagy

Egyidejii cukrositas és
fermentacio (SSF)

Pékéleszté: S. cerevisiae, 5% WIS
T=36,5°C pH=4,8 t=7296 h
Celluclast 1.5L+ Novozym 188

A /)

51. dbra A kisérleti terv az els6 és masodik generécids etanol
eldallitas Osszekapcsoldsara

Az SSF kisérletekben alkalmazott szubsztritokat, azok keverési ardnyat, s a foébb
komponenseket az 56. tdblazat tartalmazza.
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Az SSF kisérletekben alkalmazott szubsztratok keverési ardnya (az adatok a

reakcidelegy tomegszazalékat jelentik)

Szubsztrat WIS Gliikoz ekvivalens
teljes PWM SPWS PWM SPWS
WIS folyadékfrakcio WIS folyadékfrakcio

SPWS 5 - 5,0 - - 3,7 0,2

A keverék 5 0,8 4,2 0,1 2,5 3,2 0,2

B keverék 5 1,5 3,5 0,3 5,0 2,6 0,1

C keverék 5 2,0 3,0 0,4 6,6 2,2 0,1

D keverék 5 2,5 2,5 0,5 8,3 1,9 0,1

PWM 2,8 2,8 - 0,5 9,4 - -

A SPWS WIS és folyadék frakcidjanak dsszetételét az 57. tabldzat tartalmazza.

57. tabldzat

SPWS szilard és folyadékfrakcidjanak dsszetétele

wis Hemicellul6z hidrolizatum
Komponensek sz.a. [%] Komponensek [a/N [o/1
Glikan 67,6 Cukrok Oligoszacharidok Monoszacharidok
Mannan - Glukoéz 0,9 23
Xilan 0,7 Mannoéz 4.1 1,1
Galaktan - Xiloz 2,9 22,0
Arabinan 0,4 Galaktoz - 1,4
ASL 5,1 Arabin6z - 2,9
ALL 23,1 lmhblorok
Teljes hamu 1,0 Ecetsav 1,7
AlA 0,4 HMF 0,4
Furfurol 1,5
Hamu 0,3

A buzadara amildzos el6hidrolizise sordn a 27. érara 300 g/l gliikk6z koncentraciot értiink el.
Az 52.4bra a kiilonbdz6 keverékeken elért etanol koncentrdcidkat tartalmazza az SSF
kisérletek reakcididejének fiiggvényében.
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52. dbra Etanol koncentracio valtozasa a SPWS, a PWM, valamint
a keverékekkel (A-D) végrehajtott SSF kisérletek alatt

A szubsztritok elegyitése kedvezd hatdssal volt mind a cefre végsd etanol koncentracidjdra,
mind az etanol hozamra, amely az egyik legfontosabb paraméter a folyamat gazdasiagossaga
szempontjabol (53. dbra). A szubsztratok elegyitése valdsziniileg az ecetsav jelenléte miatt
volt pozitiv hatdssal az etanol hozamra, az ecetsav ugyanis kis koncentraciéban stimuldlhatja
az anaerob fermentaciét (Taherzadeh és mtsi., 1997).

100

80 T e . . N N

60 - | fe] ] e ] e

40 - fI e R AR R R (B

21+ 1 ! 1 | | | |

Etanol hozam [az elméleti szazalékaban]

SPWS A B Cc D PVWM

53. abra Etanol hozamok (/') a nyersanyagok (SPWS, PWM, A-D keverékek) gliikdz
tartalmdra vonatkoztatott elméleti értékek szazalékdban, valamint potencialis
etanol hozamok a hex6zokbdl képz6dott tejsav korrekcidjaval (L)
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Az 58.tdbldzat tartalmazza 1 liter etanol elddllitdsdnak nyeranyag igényét a kiillonbozo
konfiguracidk alkalmazdsa esetén.

58. tdbldzat 1 liter etanol eldallitdsdnak nyersanyagigénye

Szubsztrat Nyersanyag sziikséglet Buzaszalma : buzadara arany az elegyben

[kg. sz.a./l etanol]

SPWS 5,4

A keverék 4,0 2,6
B keverék 3,1 1,1
C keverék 2,9 0,7
D keverék 2,5 0,5
PWM 2,4 0

A B keverék felelne meg leginkdbb a betakaritdsi ardnyoknak (1:1), de a D keverékkel
sikeriilt a legjobb hozamot és a legnagyobb etanol koncentriciét elérniink.

5.5 Celluldzok és kiilonbozo lignocelluloz komponensek felhaszndldsa egyéb
iparokban

1980-as években jelentek meg az elsd nagy volumeni ipari alkalmazdsok, s a celluldzok
felhaszndldsa azota is toretleniil és intenziven ndvekszik, s vezetd helyet foglalnak el az ipari
enzimek piacdn. Napjainkban az élelmiszeripar, a sorgyartds, bordszat, a takarmdnyipar, a
papir- és textilipar, valamint a kutatds-fejlesztési dgazatok haszndlnak nagy mennyiségben
cellulazokat.

5.5.1 Cellulazok papiripari felhasznalasa

Az enzimek papiripari alkalmazédsdnak elsé mérfoldkove (1959) a rostok celluldz enzimekkel
torténd fibrilldldsanak felismerése volt, mely a szilardsdg fokozdsat eredményezte. A celluldz-
és papiripar a celluldiz enzimeket ma a bio-mechanikai rostositidsban, a bio-fehéritésben, a
szekunder rostok viztelenedésének javitdsira és az enzimes festéktelenitésben alkalmazza
(Kirk és Jeffries, 1996). Kisérleteinkben kereskedelmi celluldzokat és sajit fermentdldsd
T. reesei QM9414 rekombindnsok enzimeit alkalmaztuk szekunder rostok kezelésére
elsésorban a papir viztelenedésének javitisa érdekében.

5.5.1.1 Papir viztelenités javitasa ipari enzimekkel
(28. cikk)

Szekunder papir gyartisa sordn a papirgép teljesitményét jelent6sen rontjdk a
rostszuszpenzioban 1€vé rovid rostok, melyek a papirpép viztelenedését csokkentik.
Kisérleteink ezek eltdvolitdsdra irdnyultak. Kereskedelmi celluldz enzimek alkalmazdsdnak
vizsgdlata sordn teljes Trichoderma celluldz-hemicelluldz komplex enzim (Pergalase A40)
hatdsat vetettik 0Ossze egy fOkomponensként egyedi endogliikandzt tartalmazé
enzimkészitménnyel (IndiAge Super L). A szekunder papir eld4llitds sordn olyan beadagolasi
pontot kerestiink, ahol a papirmassza pH-ja megfelel az dltalunk alkalmazni kivint enzimek
pH optimumaédnak. A Pergalase pH optimuma az FPA mérési koriilményei kozott 5,0,
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hémérsékleti optimuma pedig 60°C. Az IndiAge aktivitdsdnak hdmérséklet és pH fiiggését az
54. dbra mutatja be.

2 120
< 100 ~
o
L 80
3
E 60 -
< 40
£ >
N 20 1
1)
0 T T T T T T T T T T

10 20 30 40 50 60 70 2 3 4 5 6 7 8
Hémérséklet, C pH

54. abra IndiAge Super L enzimkészitmény hdmérséklet és pH fliggése

A széles hdmérsékleti és pH optimum kiilondsen kedvezd egy tervezett ipari technolégidban.
A szekunder rostok enzimes kezelésének koriilményei az ipari feldolgozds paramétereihez
kell, hogy igazodjanak. Az enzimadagoldst az Orlések utdn terveztiik 35°C-on az ipari
folyamatban retencids- és flokkuldloszerként alkalmazott aluminium-szulfit adagolds utdn
20 perccel, amikor a reakcidelegy pH-ja 4,5 (55. 4bra).

8,0

75 -’/_r

7,0 4

Al,(80O,), adagolasa

6,5 1

pH

6,0 -

5,5 4 Enzim adagolasa
5,0 1

4,5 1

4,0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Id6, perc

55. dbra Szekunder rostszuszpenzié kezelésének pH profilja

Az enzimeket 0,2 g enzim/100 g szdraz rost dozisban adagoltuk. Az adagoldsnak megfeleld
enzimaktivitdsok (fehérjetartalmak) a kezelés homérsékletén meghatarozva az 59. tdbldzatban
taldlhatok. Az azonos tomegbemérés jelentdsen nagyobb fehérjetartalmat és enzimaktivitast
jelent a Pergalase A40 alkalmazdsakor.

Az enzimes kezelések hatdsidt a rostszuszpenzid/papir (a rostszuszpenzidobdl készitett
probalapok) kovetkezd tulajdonsédgaira vizsgdltuk: viztelenedés, vizvisszatartds, légateresztés,
repeszto-, szakito- és tépdszilardsag (60. tablazat).
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59. tabldzat  Szekunder rostok kezelésére alkalmazott enzimdézis Pergalase A40 és IndiAge
Super L esetén

Enzimkészitmény FPA’ CMC-az’ Fehérje
Dézis [per g szaraz rost] [a] [FPU] [IU] [ug]
Pergalase A40 0,002 0,08 2,20 75,8
IndiAge S. L 0,002 0,01 1,37 0,46

A kezelési hémérsékleten, 35°C-on mért aktivitas értékek

60. tdbldzat Az enzimes kezelések hatdsa a rost- és papirtulajdonsdgokra

Rost- / papirtulajdonsag Referencia Pergalase A40 IndiAge S. L
Viztelenedés [SR; CSF] 37 +0,5 35 +0,8 31 +0,7
Vizvisszatartas [%)] 144 +6 135 +6 168 +7
Légateresztés [ml/s] 2,99 +0,23 3,70 + 0,31 3,47 +0,15
Repesztészil. mutato [kPa'm?/g] 3,06 +0,07 3,21 +0,04 3,23 +0,08
Tép6szil. mutatd [Nm?/kg] 10,81  +0,49 9,49  +0,90 8,06 +027
Szakitészil. mutaté [Nm/q] 51,4 +1,5 53,9 +21 52,2 +22

Azonos enzimddzis [g/g] mellett az EGIII hatdsira jelent6sebb javuldst értiink el az
Ujrahasznositott rostok tulajdonsdgaiban (elsésorban a viztelenedésben, de emellett a
rosthossz-eloszlasban, vizvisszatartdsban, légateresztésben is). Az EGIII alkalmazéisakor
tapasztalt kedvezd hatds magyardzhaté a celluléz-kotd alegység hidnyabdl eredd fokozott
mobilitdssal, mivel ez esetben a CBD nem ,lassitja” az enzimet a szubsztrit feliiletéhez

2o 2 2o

torténd kotddés, ill. annak feliiletérdl torténd deszorpcid sordn.

A kezelt és kezeletlen szekunder rostok elektronmikroszképos képén (56. dbra) jol lathatd a
rostok ,kirojtozéddsanak™ eltiinése az enzimes kezelés hatdsara.

56. dbra Referencia (a) és 2,0% IndiAge Super L enzimkészitménnyel
kezelt (b) szekunder rostszuszpenzié elektron-mikrografja
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5.5.1.2 Papirviztelenités javitiasa fermetlevekkel
(29. cikk)

Trichoderma reesei rekombindns teljes EGI enzimével és annak csupdn Kkatalitikus
alegységével végzett kisérleteinkben (az ipari enzimekkel végzett kisérleteink alapjdn) arra a
kérdésre kerestiink vélaszt, hogy vajon a CBD sziikséges, avagy inkdbb gitld hatdssal bir az
endoglitkandz molekula hidrolitikus aktivitdsdra magas amorf celluldz-tartalmui szubsztraton
(szekunder rostokon). Az enzimes kezelést ez esetben azonos pNPC-dz dézissal végeztiik
(61. tablazat).

A sajat fermentdlasi Cel7B (EG I) mindkét variansanak (5.2.3.1. fejezet) szignifikdns hatdsat
tapasztaltuk a szekunder rostok viztelenedésére (16,0-16,6%). A probalapok szildrdsagi
jellemzd6i csupdn néhdny %-os, egyik esetben sem szignifikans eltérést mutattak a referencia
mintdkhoz képest (62. tdblazat).

61. tdbldzat Szekunder rostok kezelésére alkalmazott enzimddzis T. reesei QM9414
rekombinansok fermentlevének (TrCel7B és TrCel7Bcore) felhasznalasaval

T. reesei QM9414 rekombinans Enzimkészitmény pNPC-éz' Fehérje
dézis [per g szaraz rost] [l [1U] [ud]
TrCel7B (EG I) 0,0147 88-10° 0,13
TrCel7Bcore (EG | core) 0,0116 88-10°® 0,11

A kezelési hémérsékleten, 35°C-on mért aktivitas értékek alapjan

62. tdbldzat T. reesei QM9414 recombindnsok fermentlevével (TrCel7B és TrCel7Bcore)
végzett enzimes kezelések hatdsa a rost- és papirtulajdonsdgokra

Rost- / papirtulajdonsag Referencia TrCel7B TrCel7Bcore

Viztelenedés [SR; CSF] 31,2 +0,15 26,0 +0,93 26,2 +0,15
Légéateresztés [ml/s] 3,27 +0,16 3,66 +0,18 3,41 +0,16
Repesztészil. mutatd [kPa-mz/g] 3,78 +0,09 3,82 +0,07 3,77 +0,14
Tépdszil. mutatd [Nmz/kg] 11,9 +023 12,1 + 0,46 12,1 +0,45
Szakitészil. mutaté [Nm/q] 56,0 +1,77 55,9 +1,24 55,9 +1,76

Mind Cel7B, mind Cel7B core tartalmi fermentlé esetén javuldst tapasztaltunk a
légéteresztésben, mely tulajdonsag zsdkpapir esetén kiilonosen fontos. E tekintetben eltérés
volt megfigyelhetd a teljes enzim (11,8%) és annak katalitikus alegysége (4,3%) okozta
véaltozds mértékében, a Cel7B enzim koétddomén nélkiil csupdn nem-szignifikdns javulast
eredményezett. Kisérleti tapasztalatainkkal ellentétben az irodalomban taldlhaté vizsgalatok
tobb esetben is a celluldzos kezelés papirstiriiséget noveld hatdsardl szdmolnak be. Mansfield
és Wong (1999) azonos Orlésfok esetén nagyobb lapsiiriiséget és kisebb légateresztést
tapasztalt a celluliz enzimmel kezelt mintdknal, Pere és mtsi. (1995) CelSA alkalmazésa
esetén tapasztaltak azonos hatdst.

Cel7B és Cel7B core hatdsara, az el6z6, Cel12A (EGII)-val végzett kisérleteinkkel (5.5.1.1
fejezet) ellentétben, nem tapasztaltunk romlést a tépdszilardsdgban. A megfigyelés meglepden
pozitiv, hiszen endogliikandzokkal végzett kezelés hatdsara jellemz6en romlés tapasztalhaté a

131



dc_22 10

szilardsagi tulajdonsdgokban (Oksanen és mtsi, 1997). Eredményeink azt is igazoltdk, hogy
Cel7B alkalmazédsakor a papirpép kezelésekor a CBD megléte kedvez6 a prébalapok
légéteresztésére, a viztelenedést pedig nem befolyasolja.

5.5.2 Cellulazok alkalmazasa a takarmanyozasban

Nagy lehetdségek rejlenek a celluldzok takarmdnyipari felhaszndldsdban, csoportunk
minddssze egy kis kitérot tett erre, amikor nydltdpok enzimes kezelésére véllalkozott.

5.5.2.1 Takarmadnyok tdpértékének javitasa amildzokkal és celluldzokkal
(24. cikk)

A nagy nyulhids el6dllité orszdgokban (Spanyolorszdg, Olaszorszdg, Franciaorszig) egyre
tobb kisérlet és gyakorlati probélkozds irdnyul a nyudl korai, 21-23 napos életkori
elvdlasztasira. Az intenzivebb szaporitdsi ritmus mellett a mddszer eldnye, hogy az anyat
megkimélik a tidlzott igénybevételtdl (egyideji vemhesség és szoptatds), a rovidebb ideji
kozos elhelyezés miatt csokken az anydrdl az utédokra terjedd betegségek kialakuldsdnak
esélye és megoldhatd, hogy a kicsinyek az igényiiknek megfeleld takarményt fogyasszanak. A
vizsgalatot Godollén, a KATKI és a LAB-NYUL Kft. 4ltal iizemeltetett nyiltelepen végeztiik.
A celluldz-hemicelluldz  aktivitdsi enzimkészitményt a 7. reesei RutC30 torzs
felhaszndldsaval fermentécids tton hullimpapir hulladék szénforrés felhaszndlasaval (5.2.1.5.
fejezet) éllitottuk eld, amelyet permetezéssel (1 liter koncentrélt fermentlé/100 kg takarmény)
juttattunk a kereskedelmi nyudltdp feliiletére. A rdpermetezett mennyiség 7040 FPU celluldz
aktivitdssal rendelkezett. A nyulak a kezelt, illetve az ugyanazon Osszetétell, de
enzimkiegészités nélkiili kontroll tdpot, valamint szopdkds Onitatébdl az ivdvizet tetszés
szerint fogyaszthattdk. Kisérletiink célja volt, hogy korai elvdlasztds (23.nap) mellett
Osszehasonlitsuk a celluldz enzimmel kiegészitett és a kezelés nélkiili takarmanyt fogyaszté
nyulak jellemz6it. Eredményeink szerint a takarmdnnyal bejuttatott celluldz-hemicelluldz
enzimkomplex kedvezd hatdsa elsdsorban a vélasztast kovetd két hétben jelentkezett. A kezelt
allatok ugyanis 28%-kal kisebb takarmanyfelvétellel és 24 %-kal jobb takarmanyértékesitéssel
ot hetes korban kozel hasonl6 teststlyt értek el, mint a kontroll nyulak. Az enzimkiegészités
tehdt eldsegitette és javitotta a fiatal nyulakban a tdpldléanyagok feltarasat és hasznosuldsat.

5.5.3 Lignocellul6z komponensek alkalmazasa biomiianyagok egyes
tulajdonsaganak javitasaban
(24. cikk)

Munkénk sordn a biofinomitds szellemében, a kukoricarost ligos el6kezelésekor (5.1.2.1)
keletkez6 CGF, a kukoricaszem nedves frakcionaldsakor keletkezd, foként zein tartalmu
fehérjefrakcié és a celluléz képezték vizsgdloddsunk targyit. A keményitd alapud
biomiianyagok (TPS) két nagy problémdja, a nagy vizfelvevd képesség és a til gyors
biodegradicié, melyeket kiilonb6z6 adalékok (pl. polikaprolakton) alkalmazasaval
igyekeznek javitani (Bastioli, 1998). A TPS biodegradicigjit CFG adagoldssal sikeriilt
késleltetniink, s a 72 6ra alatt elért keményitélebomlds is szignifikdnsan kisebb volt, mint az
adalék nélkiili kontrollé (57. dbra), egyidejiileg a TPS minta szakitdszilardsdgat noveltiik
(részletes adatok: Gaspar és mtsi., 2005).

Az adalékokkal kevert biomlianyag mintdk vizadszorpciéjat 5 kiillonbozd pératartalma
légtérben vizsgdltuk. Egy adott pdératartalom mellett az egyensily bedlltakor mért
vizfelvételek a 58. dbran lathatok.
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57. dbra Az adalék nélkiili (x, folytonos vonal), a fehérjével (o, pontvonal) és a
hemicellul6zzal (m, szaggatott vonal) t6ltott TPS mintdk keményitd tartalmanak bontdsa
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58. dbra Az adalék nélkiili (x, folytonos vonal), a fehérjével (o, pontvonal), és a

hemicellul6zzal (m, szaggatott vonal) t6ltott TPS mintdk tomegndvekedése 14 nap utdn
43%, 54%, T15%, 91% és 100% paratartalmu 1égtérben

Mind hemicellul6z mind zein adagoldsdval, a pozitiv kontrollként hasznilt,
polikaprolaktonnal készitett TPS-hez hasonléan a vizadszorpciét 44-100% relativ

pératartalmu térben 20-30%-kal sikeriilt csokkenteniink az adalék nélkiili TPS mintdkhoz
képest.
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6 Osszefoglalds

A ndvényi biomassza nemcsak élelmiszer alapanyag és takarmédny. Energia- és
nyersanyagforrasként is jelentOs szerepet jatszott a multban, és reményeink szerint ez a tipusu
felhaszndldsa a jovoben még inkédbb elterjed majd. Lényeges tulajdonsdga, hogy megijuld,
illetve megujithatd, s a koolajjal ellentétben el6forduldsa nemcsak bizonyos teriiletekre
koncentralédik, hanem megterem vagy megtermeszthetd mindeniitt, ahol mezdgazdasigi,
erdészeti termelésre alkalmas koriilmények vannak. Fontos kiemelni azt is, hogy
felhaszndldsa, a nem megujuld energiaforrasokkal szemben, széndioxid semleges.

Doktori disszerticiémban a rostnovények, a kemény- és tilevelii fik, valamint kiilonb6zd
mezOgazdasigi, agro-ipari melléktermékek vizsgdlatival kapcsolatos eredményeinket
foglaltam Ossze. A ko6z0s vonds a vizsgélt nyersanyagokban, hogy valamennyi lignocelluléz,
azaz fotomegiiket cellul6z, hemicellul6z és lignin alkotja. Kisérleteink sordn azt vizsgaltuk,
hogy a kiillonbozé melléktermékek (kukoricaszar, kukoricarost, cukorcirok bagasz,
kenderpozdorja), esetenként fétermékek (flizfa, fenydfa, kender, energiafii), egyes esetekben
hulladékok (papiriszap, hulladék papir), hogyan bonthaték komponenseikre, s az elvalasztott
komponensek hogyan hasznosithatok. Munkdnk f6 irdnyit a mdésodik genericids etanol
eldallitdshoz kapcsolddé kutatdsok adtak.

Eredményeinket az aldbbi csoportositdsban targyalom:
e Lignocellul6zok elékezelése,
o Cellulaz és B-gliikkoziddz fermentacio,
e Enzimes hidrolizis,
e Etanol és hidrogénfermentacio,

e Celluldzok és kiilonbozd lignocelluléz komponensek felhaszndldsa egyéb
iparokban.

6.1 A lignocellulozok elokezelése

A lignocellulozok eldkezelésének értékelésekor elsésorban a kezelés hatdsdra i) elérhetd
gliikdn konverziot (konverzio javuldst), ii) a bekovetkezo celluloz és hemicelluloz elvdlasztdst,
valamint iii) celluloz illetve hemicelluloz veszteséget vizsgdltuk és hasonlitottuk ossze.

Kukoricaszdr el6kezelésekor a hig kénsavas elokezelés koriilményeinek alkalmas
megvalasztasiaval (120°C, 90 perc 2% H,SO4) megoldottuk a hemicellul6z frakcidénak a tobbi
polimertd] torténd elvdlasztasat - ugy, hogy a celluléz csaknem 90%-a a szilard frakciéban
maradt - lehetdséget adva ezdltal az 6t szénatomos cukrok kiilon felhasznaldsara (green
chemistry, platform chemistry). Megéllapitottuk ugyanakkor, hogy a csaknem tokéletes (94%-
0s) hemicellul6z elvilasztds nem eredményezett megfeleld bonthatésdg javuldst az el0kezelt
anyagban (18%-161 46%-ra viltozott). Eppen ezért célszerti egy masodik el6kezelési 1épést
alkalmazni a celluléz frakcié hidrolizalhatésdganak javitdsa érdekében.

Hig ldgot és hig savat egymds utdn alkalmazva az elméleti maximumot megkdzelitd
konverzi6 értéket sikeriilt elérniink (96%). A moddszer hatrdnya, hogy nem megoldott a
vegyszeres feliiliszok hasznositdsa. Célszerti a kezelések sorrendjét felcserélni, mert akkor a
savas feliiliiszobdl a xildz, a ligos feliilisz6bol a lignin hidrolizis termékei hasznosithatok.
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Mind a gbzrobbantds, mind a nedves oxidacié alkalmasnak bizonyult kukoricaszéir
el6kezelésére, segitségiikkel a gliikkdn konverziét hdrom, illetve négyszeresre noveltiik a
kukoricaszar eredeti enzimes bonthatésdgahoz képest. Ezt gézrobbantdsndl 190°C-on 5 perc
reakcididovel 2%-os H,SO4-val torténo eloaztatassal sikeriilt elérnink. A nedves oxidacio
optimdlis koriilményei 195°C, 15 perc reakciéidd, 12 bar O,, 2 g/l Na,CO;. A gbézrobbantés
sordn 13% volt a cellul6z és 36% a hemicelluléz veszteség, a nedves oxidaciondl a celluléz
veszteség mindossze 9%, a hemicelluldz veszteség 40% volt.

A kukoricarostot mind savas (0,9% H,SO., 120°C, 2 6ra), mind ligos (120°C, 1 6ra, 1 és 2%
KOH, illetve NaOH) katalizissel kivadl6oan sikeriilt el6kezelniink (91%, ill. 85-90%-os gliikan
konverzi6). A két médszer kozotti lényeges kiillonbség, hogy a savas + enzimes kezelés utdn a
maradékbol kukoricarost olajat nyertiink ki jé hatdsfokkal (miutdn annak koncentricidja az
eredeti 2%-1r61 45%-ra emelkedett a frakciondlt mintdban), mig a ldgos kezelés utdn a ligos
el6kezeld oldatbdl izoldlt hemicellulézt eredményesen haszndltuk fel a termoplasztikus
keményitd egyes tulajdonsdgainak javitdsdra. Mikrohullimi reaktorban semleges
koriilmények kozott (180°C, 5 perc) a ldgos kezeléssel Osszemérhetd molekulatomegl
hemicellulézt sikeriilt izoldlnunk. Kukorica csira dara kezdeti 15%-os olajtartalmét
tobblépcsods frakciondldssal (hig savas és enzimes) 46%-ra noveltiik, lehetové téve eziltal
préselés alkalmazdsat a szerves olddszeres extrakcid helyett a maradék olaj kinyerésére.

Cukorcirok bagasz gdzrobbantdsos el0kezelésével 190°C, 10 perc és 200°C, 5 perc reakcid
koriilmények kozott, elézetes SO»-os impregnélds (0,04 g SO»/g sz.a.) utan sikeriilt 8§9-92%-
os gliikdn konverziét elérniink minimdlis (4 illetve 6%) celluléz veszteség és 35-40%
hemicelluléz veszteség mellett.

Kender és kenderpozdorja kémiai elokezelései nem hoztak megfeleld eredményt, valészintileg
a kender kompakt szerkezete kovetkeztében.

Kenderkoro és kender szildzs gOzrobbantdssal torténd eldkezelésekor a 2% kén-dioxid
eldimpregndldst kovetd 210°C-on 5 perc tartdzkoddsi id6 mellett végzett eldkezelés bizonyult
a leghatékonyabbnak. Az el6kezelés utdn meghatirozott enzimes bonthatésdg kenderkérd
esetében 83,1%, a szilazs esetében 89,3% volt, a cellul6z veszteség mindossze 5, illetve 7%, a
hemicelluléz veszteség 38 illetve 42% volt. A pentdzfrakcié elvdlasztisa SPHS esetében
jelentdsen, 33 %-kal javitotta az SSF hatékonysdgat.

Kenderpozdorja gbzrobbantdsos eldkezelése a legjobbnak taldlt koriilmények kozott (210°C,
10 perc) 83%-os gliikdn konverziét eredményezett 11% cellulézveszteség és 70%
hemicelluléz veszteség mellett. Igy ez az elékezelés nem tekinthetd kielégitének, a
tovdbbiakban vagy katalizdtort és rovidebb reakcididdt, vagy kétlépcsds eldkezelést kell
alkalmazni a hemicelluléz veszteség csokkentése érdekében.

Mindhdrom nyersanyagbdl sikeriilt etanolt eldéllitani gézrobbantds utdni SSF folyamatban:
17,1 g etanol/100 g kender sz.a.; 16,3 g etanol/100 g kenderszildzs sz.a.; 14,1 g etanol/100 g
kenderpozdorja sz.a. hozammal.

Balatoni ndd nedves oxidécios elokezelésének hatdsira az enzimes hidrolizalhatésagot kozel
négyszeresére emeltiilk, de a j6 bonthatdsagot biztositd koriilmények alkalmazédsakor a
celluléz kozel 30%-a elbomlott, a mdédszer igy nem javasolhaté a balatoni nad el6kezelésére.
Hig kénsavas elOkezeléssel sikeriilt az energiafii hemicelluléz frakcidjat elvalasztani, de ez
nem eredményezett kielégitd konverzid javuldst a maradékban. Mindkét nyersanyagndl meg
kell vizsgdlni a kétlépcsOs elokezelés lehetdségét a kisebb veszteség és a jobb enzimes
cellulézhidrolizis érdekében.
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6.2 Enzimfermentdcio

Enzimfermentdcios kisérleteink sordn amellett, hogy Trichoderma reesei Rut C30
enzimtermelését tanulmdnyoztuk a ,lignocellulozbol etanol” technologia kiilonbdzo
koztitermékeinek felhaszndldsdval, foglalkoztunk a pH és az enzimlokalizdcio, valamint az
indukcio kérdésével is. Emellett néhdny rekombindns torzs celluldz termelését, valamint jo
BGL termelo Aspergillusok szaporitdsdt is vizsgdltuk.

GOzrobbantott fiizfa (SPW), ennek ligninmentesitett valtozata €s a gdzrobbantott flizfa
enzimes hidrolizise utdn kapott nagy lignintartalmi maradék egyardnt j6 szénforrdsnak
bizonyult 7. reesei Rut C30 fermenticiéjdhoz. A gdézrobbantdssal torténd eldkezelés sordn
keletkez0 zagy elvélasztisdval nyert folyadékfrakcié (hemicelluléz hidrolizdtum,
pentdzfrakcid) bepdrlasaval nyert stiritményt, mely az élesztok szdmadra toxikusnak bizonyult,
a T. reesei Rut C30 szénforrasként tudta hasznositani, gy, hogy az ecetsavat elfogyasztotta és
a ligninbdl szdrmaz6 fenolos inhibitorok koncentricidjat jelentés mértékben (30%)
csokkentette. Amellett, hogy az A4ltalunk elséként alkalmazott bioldgiai detoxifikdlds
lehetdséget nytjtott a pentdéz cukrok hasznositdsdra. A tizedére bestritett pentézfrakcid
felhasznaldsdval a fermentdcié szénforrasa (SPW) 50%-ban volt helyettesithetd, a hozam
kozel 30%-o0s novekedése mellett. A siiritetlen pentdz frakcid csak korlatozottan volt alkalmas
enzimfermentdcié szénforrdsdnak, a SPW 20%-at az alkalmazott pH-t61 és a keveréstol
fiiggetleniil helyettesithettiik vele; 50%-ban torténd alkalmazdsakor csak a pH 6,0-on
lefuttatott kisérlet volt sikeres (300 fordulat/perc rdzatés), alacsonyabb pH-n, vagy kisebb
rézatdsi fordulatszanmdl nem volt enzimtermelés. A 80%-ban a pent6z frakciobdl szarmazo
szénforrds semmilyen koriilmények kozott nem volt alkalmas a gomba szaporitidsdhoz,
valészinli, hogy az inhibitorok egyiittes hatdsa volt toxikus.

GOzrobbantott lucfenyd felhaszndldsaval is sikeriilt celluldz enzimet termelniink mosott
rostfrakcion és olyan tdptalajon is, ahol a szénforrds 50%-4t a hemicellul6z frakciébol
biztositottuk. A legnagyobb celluldz enzimaktivitast (0,79 FPU/ml) a mosott rost szénforras
alkalmazasdval, a legkisebbet az 50%-ban hemicelluléz hidrolizdtumbdl sziarmazé
szénhidratot tartalmaz6 taptalajon értiik el.

Hulldmpapir hulladékot és papiriszapot is sikeresen haszndltunk enzimfermenticié
szénforrdsaként, az elddllitott enzimet nyultip kezelésére hasznéltuk. GoOzrobbantdssal
el0kezelt kukoricaszar és lakt6z alkalmasak a SF helyettesitésére, lakt6z szénforras
alkalmazasakor a BGL aktivitas kétszerese, az FPA viszont csak fele volt a SF-on elértnek.
Nedves oxidacioval eldkezelt kukoricaszar hemicelluléz hidrolizdituma alkalmas a
fermentdcié sordn a viz 75%-ban torténd helyettesitésére. Alk-185-5 eldkezeléssel nyert HH
alkalmazdsa esetén a térfogati aktivitds csaknem 40%-kal, a hozam pedig 10%-kal volt jobb,
mint a kontrollnal.

Rézatott lombikos kisérletek sordn gondot okozd naponkénti pH dllitds kikiiszobolése
érdekében lefolytatott pH A4llitdsi kisérleteink sikeresek voltak, s taldltunk két alkalmazhatd
puffer rendszert a pH stabilizdldsdra. 6,0-os pH-n a maleét és trisz-maleét puffer rendszer is
alkalmas volt a razatott tenyészetek pH-janak dlland6 értéken tartdsdra. A 0,1 M-os trisz-
maledt puffer alkalmazdsakor a BGL aktivitds 30-50%-kal nagyobbnak adddott, mint a nem
pufferolt rendszerekben.

Solka Floc szénforrdson a T. reesei Rut C30 teljes enzimtermelése, azaz az intra- és az
extracelluldris aktivitdsok Osszessége (szuperkritikus COs-ban feltdrva, 100 bar, 40°C,
15 perc) kiegyenstilyozott volt. A gomba a hatékony enzimes hidrolizishez elegendé BGL-t
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szintetizalt, viszont az csak 35%-ban jelent meg oldottan a fermentlében, a fermentlé
feliildsz6 az enzimes hidrolizisben alkalmazva, igy BGL deficitesnek bizonyult.

T. reesei Rut C30 novekedési dinamikédjanak vizsgalatakor megdllapitottuk, hogy
pillanatszerien képes metabolizmusit gliikk6z hasznositdsrél cellul6z hasznositisira
atkapcsolni, mellyel egyiittjir az intenziv celluldztermelés. Ennek a kétlépcsOs technikdnak
akkor lehet gyakorlati jelentdsége, amikor az el6kezelés utdn elvalasztott pentéz cukrokat
hasznéljuk fel a gomba szaporitdsdra, majd impulzusszerli celluléz adagoldssal biztositjuk az
enzim termelés indukciot.

Genetikailag moédositott T. reesei QM9414 torzsekkel rdzatott lombikos fermentdciéban
T. reesei teljes Cel7B endogliikandzt, ill. Cel7B katalitikus alegységet j6 hozammal tudtunk
szelektiven elddllitani. 7. reesei QM9414 Cel7B-t termeld mutidnsdnak ratdplalasos
fermentdcidjaban megnovelt szervetlen N-tartalomndl az enzim mellett nagy mennyiségben
szintetizdlodott egy kis moltomegii fehérje, melyet szerin protedznak azonositottunk. Ennek
jelenlétével magyardzhatd, hogy a rekombindns tOrzzsel a megndvelt N-tartalom
alkalmazdasakor csak a CBD nélkiili Cel7B-t tudtuk eldallitani.

Thermoascus aurantiacus heterolog CBH I termelését, fermentalhatésdgat és stabilitdsit a
Trichoderma reesei Rut C30 szaporitdsdval megegyezd koriilmények kozott vizsgéltuk, igy
lehetOség nyilt a sziild és a médositott torzs a 7. reesei RF6026 dsszehasonlitdsara. SF, laktoz,
gbzrobbantott kukoricaszar szénforrdson a két torzs enzimtermelése FPA, BGL és EG
aktivitdsok tekintetében megegyezett. A heteroldg CBH I enzimtermelés sikerességét a 70°C-
on végzett enzimaktivitds méréssel igazoltuk.

Optimalizalt koriilmények kozott végrehajtott glutaraldehides kezeléssel sikeriilt jelentdsen
megndvelni a BGL tartalmd mikrobidlis pelletek stabilitdsit. Tiz egymadst kovetd hidrolizis
(2196 o6ra) sordn a kezdeti hidrolizis sebesség nem csokkent szignifikdnsan. A
Trichodermdkkal ellentétben az Aspergillusok mindenféle megkotés nélkiil jol novekedtek a
SPW eredetli hemicellul6z hidrolizatum szénforrdson, a BGL termelés meghaladta a kontroll
szénforrdson (gliikéz) elért értékeket. Aspergillus niger BGL tartalmi fermentlevének
feliildszojat polietilén-glikol (PEG)-dextran vizes kétfdzisi rendszerben 700-szorosra sikeriilt
toményitentink. A BGL visszanyerése 85-95%, a tisztuldsa 2-3-szoros volt.

6.3 Az enzimes hidrolizis vizsgdlata

Néhdny Trichoderma illetve Melanocarpus eredetii egyedi enzimkomponens hatdsdt
vizsgdltuk lignocellulozokon, illetve kristdlyos és amorf cellulozon. Emellett SF, laktoz, SPCS
szénforrasokon termelt sajdt fermentlevek hidrolizdlo képességét hasonlitottuk dssze
kiilonbozo szubsztrdatokon. PEG adagoldsdnak hatdsdt vizgdltuk az enzimes hidrolizisre és az
enzimadszorpciora.

Mindkét Melanocarpus albomyces eredetli celluldz aktivnak mutatkozott a két vizsgilt
szubsztrittal szemben. Az amorf cellul6z jobb hidrolizdlhatésdga egyértelmii (22-38%),
Avicel szubsztraton egyik kisérleti bedllitdsnal sem értiik el a 10%-os konverziét. A CBH
eredeti CBM minden esetben javitotta az enzimek teljesitOképességét, amely hatds Avicel
szubsztraton hagsilyosabb volt. Mikrokristdlyos szubsztriaton egyértelmiien jobb hatdsfokot
mutatott a vizsgdlt CBH, mig amorf szubsztriton nem volt éles kiillonbség a kétféle
enzimkomponens teljesitménye kozott.

Egyedi Trichoderma enzimkomponensekbdl (CBH I, CBH II és EG 1I) és Aspergillus eredett
B-glitkozidazbdl készitett ,.enzimkoktéllal” végzett hidrolizisekben tisztitott xilogliikanaz
kiegészitést alkalmazva a gliikdn konverzié a nagy xildn tartalmd szubsztratokndl (xildn
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tartalom>9,5%) az SPW (190°C) kivételével novekedést mutatott. A konverzié XL és XL+
XG segit enzimek alkalmazdsanak hatdsédra jelentdsen nétt, a javulds mértéke dsszefiiggott a
szubsztrat xildn tartalmaval.

SPCS, SPS, SF és Avicel hidrolizisénél, azonos FPA dézis alkalmazasakor a fermentlevek
jobban teljesitettek, mint az ipari enzim (Celluclast 1.5L), ez a kiilonbség gdzrobbantott
kukoricaszér esetében volt a legkifejezettebb, Avicel hidrolizisekor a legkevésbé jelentds. A
fermentlevek hidrolizdld képességét vizsgilva megéllapitottuk, hogy hemicellulézt is
tartalmaz6 SF hidrolizisekor nagyobb a jelentdsége az enzimkomplex Osszetételének, mig a
nehezen bonthaté Avicel bontdsakor a celluldzok aktivitdsa a sebesség meghatirozo.

GOzrobbantdssal el0kezelt feny6fa (SPS) hidrolizisekor PEG 4000 adagoldsdval (2,5 mg/ml
koncentriciéban) a gliikkdn konverzié 15-20%-kal volt javithat6. Ezalatt a hidrolizis végén
(72 6ra) mérheté enzimadszorpciét (FPA) a kontroll (PEG nélkiili) minta 95%-os értékérdl
45%-ra csokkentettiik, megteremtve ezaltal a részleges enzimrecirkuldcié lehetoségét.

Az SPS mellett SPSSB, SPCS, SPH, SPW és SPWS szubsztratok hidrolizisekor is vizsgaltuk
az FPA és a BGL aktivitdsok alakuldsit PEG adagoldssal, illetve anélkiil. A kiillonbdzd
szubsztratok nagyon eltérden viselkedtek, a PEG enzimadszorpciét (FPA) csokkentd hatdsa a
SPS esetében volt a legjelentdsebb, mig SPSSB esetében egyitaldn nem jelentkezett. Nagy
kiilonbséget taldltunk a kiilonbdz6 eredelii BGL adszorpcids tulajdonsdgaiban. A
Trichoderma eredetii BGL esetében mind az enzimadszorpcid, mind a PEG hatds 1ényegesen
erdteljesebb, mint az Aspergillus eredetiinél.

6.4 Biohidrogén és etanol elodllitdsa

A biohidrogén elddllitassal csak érintolegesen, az etanolfermentdcioval széles korben
foglalkoztunk, egyrészt az elkezelések hatékonysdgdanak, az inhibitorok hatdsdnak
tesztelésekor, mdsrészt az etanolkoncentrdcio novelése érdekében végzett fermentdcios
kisérleteink sordn.

A Thermotoga elfii, a T. neapolitana valamint a Caldicellulosiruptor saccharolyticus képes
volt a papiriszap hidrolizdtumot szénforrdsként hasznositani és hidrogént termelni. A
C. saccharolyticus-nak az el6z6 kettdvel ellentétben nem volt specidlis s6, nyomelem vagy
élesztéextrakt igénye, igy méretnovelési kisérleteinket ezzel a mikrobdval végeztiik. A
C. saccharolyticus jOl volt szaporithaté papiriszap hidrolizdtumon 2 literes bioreaktorban
kontrollalt koriilmények kozott, az elért hozam 6sszemérhetd volt a kontrollal.

GOzrobbantdssal eldkezelt lucfenyd szénforrds SSF-ben torténd alkalmazdsakor az enzim
felhaszndlds novelésével az etanol hozam emelkedett (mikdzben a tilzott emelésnek az enzim
dra szab hatért). 32 FPU/g cellul6z enzimd6zis alkalmazdsakor 5% szubsztrat koncentracional
értiik el a legnagyobb hozamot, ami a nyersanyagban jelenlévé potencidlis szénhidrétra
vonatkoztatva (glilkin+manndn) 82%. Nagyobb szubsztrdt koncentradcidkndl nem volt
kielégité a fermentacio, valdsziniileg a nagyobb inhibitor koncentricié ko vetkeztében, kisebb
szubsztrit koncentraciondl (2%) jelentds volt a tejsavképzddés.

S. cerevisiae ATCC 26602 inhibitor rezisztens torzzsel alacsony pH-ji fermentdciéban
(pH4,0), a gbzrobbantdssal eldkezelt kukoricaszar HH-at (gliikéz kiegészitéssel) higitds
nélkiil, a SPW és SPS hemicellul6z hidrolizatumét 50-65%-ban alkalmazva tudtuk erjeszteni.

Az SSF produktivitdsdnak javitdsa érdekében termotolerdns élesztétorzseket teszteltiink. A
vizsgdlt  élesztotorzsek nagy  hOmérsékleten inhibitor érzékenynek  bizonyultak.
GOzrobbantdssal elokezelt lucfenyd sziirleten és méregtelenitett feliilliszon a Kluyveromyces
marxianus Y 00243 mutatta a legjobb cukorhasznositist és etanoltermelést, viszont
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gbzrobbantdssal elOkezelt lucfenyd szubsztrattal végzett SSF kisérletekben csak 20 6réan
keresztiil volt képes erjeszteni, a késdbbiekben gliikéz felhalmozdéddst mértiink 4lland6 etanol
koncentracié mellett. Papirgyari hulladékok (hulladékpapir, papiriszap) egyideji hidrolizisét
és fermenticidjat vizsgdlva megdllapitottuk, hogy mindkét ipari hulladék az
etanolfermentdcié alkalmas szénforrdsa lehet, bar az elért 0,30-0,34 g etanol/g cellul6z az
elméleti értéknek csupdn 54-60%-a. A gyenge hozam alapjin feltételezhetd, hogy a
K. marxianus Y 01070 nem valédi termotolerdns torzs. A S. cerevisiae ugyanolyan j6l
erjesztett 40°C-on, mint a K. marxianus.

Nagy szubsztrit koncentracid (12% sz.a.) tobblépcsds biztositdsdval optimalizalt
koriilmények kozott nedves oxidacidval az eredeti kukoricaszdr celluléz tartalmara
vonatkoztatva az elméleti etanol hozam 83%-it sikeriilt elérntink. 120 6rds SSF utdn az elért
etanol koncentricié 52 g/l, mely meghaladja az 5% (V/V)-ot, melyet a gazdasdgos
etanolkoncentralds hatdraként ismeriink.

Els6 és masodik generdcids etanol elddllitds Osszekapcsoldsdval, hidrolizalt buzadara és
gbzrobbantdssal elokezelt buzaszalma felhaszndldsival meghaladtuk a fenti etanol
hatdrértéket. A maximalis etanolkoncentraciét (56,5 g/l ) akkor értiik el, amikor a szénforrast
fele-fele ardnyban biztositottuk celluldz illetve keményitd tartalmi nyersanyaggal.

6.5 Cellulazok és kiilonbozo lignocelluloz komponensek felhaszndldsa egyéb
iparokban

Ipari enzimeket, valamint fermentdcioval elédllitott specidlis enzimkomponenseket szekunder
rostok kezelésére, sajdt fermetdldsi Trichoderma enzimkoplexet takarmdny kiegészitésre, a
kukoricarost liigos frakciondldsdval elddllitott hemicelluloz frakciot, CFG-ot termoplasztikus
keményito tulajdonsdgainak javitdsdra haszndltuk.

Azonos enzimdozis [g enzim/g S] mellett IndiAge Super L alkalmazdsdval, mely egy kot
domént nem tartalmazé endogliikandz (EG III) enzimkészitmény, jelentdsebb javulast értiink
el az djrahasznositott rostok tulajdonsdgaiban (elsOsorban a viztelenedésben, de emellett a
rosthossz-eloszlasban, vizvisszatartisban, 1égateresztésben is), mint az iparban altaldnosan
alkalmazott, teljes celluldz enzimkomplexet tartalmazé Pergalase A40 hasznalatakor.

A sajat fermentaldsi Cel7B és Cel7B core (katalitikus alegység) tartalmu fermenté feliiliszok
szignifikdns pozitiv hatdsdt tapasztaltuk a szekunder rostok viztelenedésére (16,0-16,6%). A
prébalapok szildrdsagi jellemzdi csupdn néhdny %-os, egyik esetben sem szignifikdns eltérést
mutattak a referencia mintdkhoz képest. A teljes Cel7B (EG I) szignifikdns javulast (11,8%)
okozott a légateresztésben (zsdkpapir esetén fontos tulajdonsdg), mig a Cel7B katalitikus
doménje esetén tapasztalt javulds nem volt szignifikans (4,3%).

Enzimesen kezelt nyultdpokkal végzett etetési kisérleteink alapjan megéllapitottuk, hogy a
takarmannyal bejuttatott celluldz-hemicelluldz enzimkomplex kedvezd hatdsa elsGsorban a
védlasztast kovetd két hétben jelentkezik. A kezelt dllatok 28%-kal kisebb takarmény
felvétellel és 24%-kal jobb takarmdany értékesitéssel 6t hetes korban kozel hasonld testsulyt
értek el, mint a kontroll nyulak. Az enzimkiegészités tehat eldsegitette és javitotta a fiatal
nyulakban a tdpldléanyagok feltarasat és hasznosuldsat.

Termoplasztikus keményité (TPS) mintdk tulajdonsdgait kukoricarostbdl izoldlt CFG
adagoldssal, mind tépdszilardsdg, mind biodegradicid, illetve vizadszorpcid tekintetében
pozitivan sikeriilt megvaltoztatnunk.
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7 Tézisek

Legfontosabb tudoményos eredményeimnek az aldbbiakat tekintem:

7.1 A lignocellulozok elokezelése teriiletén

Bebizonyitottuk, hogy a kukoricaszdr, a kukoricarost, a cukorcirok bagasz, a kender, a
kenderpozdorja, valamint a balatoni ndd és az energiafii megfelelo el6kezelés utdn enzimesen
egyszerii cukrokkd bonthato, s igy a mdsodik generdcios etanoltermelés nyersanyaga lehet.
Valamennyi nyersanyag vizsgdlatdban Europdban elsék voltunk. Kukoricarost elokezelésével
valodi biofinomitdst valositottunk meg, azaz az elékezeléssel nemcsak a nyersanyag
szerkezetét lazitottuk fel, hanem egyidejiileg értékes termékeket (CFG, rostolaj) is dllitottunk
eld.

Az aldbbiakban nyersanyagonként részletezem a leglényegesebb eredményeinket.

7.1.1 Kukoricaszar elokezelése

¢ Hig kénsavas el0kezeléssel, a hemicellul6z frakciét kivaldan el lehet vdlasztani a celluléz
és lignin tartalmd maradéktol, ezdltal lehetové téve a hemicellul6z eredetli cukrok szeparalt
felhaszndldsat. Megéllapitottuk, hogy az eldkezelés egymagiban nem eredményez kielégitd
javuldst a kukoricaszdr enzimes bonthatosidgdban, megfeleld gliikin konverzié elérése
érdekében egy masodik el6kezelési lépés sziikséges (1).

¢ NaOH-os kezeléssel ugyan a gliilkdn konverzié négyszeresre javithat6, de a nagy
anyagveszteség (cukorbomlds) és vegyszer felhaszndlds miatt a médszer nem ajinlhaté a
kukoricaszar elokezelésére (2).

¢ Hig ligos és hig savas kezelések egymdsutani alkalmazdsdval az enzimes hidrolizisben
kival6 glitkkankonverzi6 érhet6 el (2).

¢ Mind gdzrobbantissal, mind nedves oxidicids eldkezeléssel a kisérleti koriilmények
optimalizdldsdval a kukoricaszdr glitkin komponensének enzimes bonthatésiga jelentdsen,
mintegy négyszeresre ndvelhetd (3, 4).

¢ A hemicelluléz veszteségek minimalizdldsa érdekében mind a nedves oxidacids, mind a
gbzrobbantdsos elokezelést célszerti hig savas eldkezelésnek megeldznie.

7.1.2 Kukoricarosttal végzett frakcionalasi kisérletek

¢ Lugos extrakcidval ugy izoldlhat6 polimer forméban a hemicelluléz frakcid, hogy kozben
a szilard maradék enzimes hidrolizalhatésdga jelentdsen javul (5).

¢ A ldgos hemicellul6z izolédlds szilird maradéka celluldz enzim fermenticidra kivadldéan
alkalmas szénforras (6).

¢ Mikrohulldmu reaktorban vegyszer alkalmazésa nélkiil, a ligos extrakcidval 6sszemérhetd
molekulatomeggel, de gyengébb hozammal lehet hemicelluldzt izoldlni. A hozam a reakcid
hémérsékletének emelésével novekszik, ugyanakkor az izoldlt hemicellul6z molekulatomege
csokken (8).
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¢ Kukoricarost hig kénsavas el6kezelésével a hemicellul6z frakciét monomerként csaknem
kvantitative el lehet vdlasztani, megteremtve ezdltal a szepardlt hasznositds lehetdségét. A
maradék rost enzimes bonthatdsdga ezzel egyidejiileg jelentdsen javul (9).

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

¢ A kukoricacsira olaj elddllitisakor keletkezd kukoricacsira dara eredeti olajtartalma a
kukoricamaghéjndl kidolgozott frakciondldsi eljards alkalmazdsdval haromszorosira
novelhetd, lehetdvé téve ezdltal egy masodik préselési lépés alkalmazdsit a vegyszerigényes
extrakcié helyett (11).

7.1.3 Cukorcirok bagasz el6kezelése

¢ Gozrobbantissal, kéndioxidos eldimpregndlds utdn a cukorcirok bagasz enzimes
bonthatdsiga a kezeletlen nyersanyag hidrolizdlhat6saganak 4-5-sz6rdsére novelhetd (13).

7.1.4 Kender és kenderpozdorja vizsgalata

¢ A mezdgazdasigi melléktermékeknél sikeresen alkalmazott kémiai médszerekkel sem a
kender, sem a kenderpozdorja nem tdrhat6 fel a kivant mértékben, el6kezelés tekintetében a
fasszard anyagokhoz hasonlitanak, melynek valdszinii oka a zartabb struktdra (14).

¢ GoOzrobbantissal mind a kenderkérét, mind a silézassal tardsitott kenderkérot hatékonyan
lehet elOkezelni. Kéndioxidos eléimpregndlds utdn optimdlis koriilmények kozott végzett
el6kezelés hatdsdra a gliikdnveszteség csekély, az enzimes bonthatdsdg pedig mar jelentsen
javul (15).

+ Silézott kender esetén a gbzrobbantdst kovetden a pentdzfrakcié elvdlasztdsa jelentdsen
javitja az el6kezelt rost szimultdn hidrolizisének és erjesztésének konverzigjat (15).

¢+ A kenderpozdorja gdzrobbantisos eldokezelésénél legjobbnak taldlt koriilmények sem
kielégitdek, mivel az elért maximadlis gliikkdnkonverzi6 eléréséhez sziikséges koriilmények
kozott a hemicellul6z bomlés kdvetkeztében fellépd veszteség nagyon jelentds (16).

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

7.1.5 Balatoni nad el6kezelése
+ Balatoni ndd nedves oxidacids elokezelésének hatdsdra az enzimes bonthatésidg a
kezeletlen nddéhoz viszonyitva kozel négyszeresre novelhetd, de a j6 bonthatésigot biztosito

koriilmények alkalmazdsakor nemcsak a hemicelluléz, de a cellul6z is jelentds bomlast
szenved (17).

7.1.6 Energiafii elokezelése

¢ Hig kénsavas elOkezeléssel megoldhaté az energiafii hemicellulé6z frakcidjanak
elvdlasztasa, de ez nem eredményez kielégitd konverzi6 javulast a maradékban (18).
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7.2 Celluldz és p-gliikoziddz fermentdcio teriiletén

T. reesei Rut C30 fermentdcioval igazoltuk, hogy a lignocellulozok eldkezelésével nyert
frakciok megfeleld koriilmények kozott alkalmazhatok celluldz és p-gliikoziddz fermentdcio
szénforrdasdnak. A gézrobbantdsndl, illetve a nedves oxiddciondl elvdlaszthato folyadékfdzist,
mely foként hemicelluloz eredetii monoszacharidokat illetve oligomereket tartalmaz, valamint
az ujrapapir gydrtds sordn hulladékként keletkezo papiriszapot mi haszndltuk eldszor celluldz
fermentdcié szénforrdsdul. Uj fermentdcids és ,,downstream” technikik alkalmazdsdval
(puffer rendszer alkalmazdsa, vizoldhato és szildrd szénforrds kiilon hasznositdsa,
szuperkritikus sejtfeltdrds) megteremtettiik a megfelelé osszetételii celluldz enzimkomplex
elédllitdasanak lehetbségét.

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

Az aldbbiakban részletezem az enzimfermenticié teriiletén elért leglényegesebb
eredményeinket.

7.2.1 Szénforraskisérletek

¢ Gozrobbantassal elokezelt fiizfa mintdk lignin tartalmuktdl fiiggetleniil alkalmazhatdk a
cellulazfermentacié szénforrasaként (19).

+ Fuzfa gbzrobbantdsakor (SPW) keletkezd pentdzfrakcid siititményen a 7. reesei Rut C30
torzs képes a pentézok hasznositdsara €s a kozeg bioldgiai detoxifikalasara (20).

¢ A fermentéicié szénforrdsa (SPW) fele részben helyettesithetd besiiritett pentézfrakcié
(SPW) felhaszndldsaval, mikdozben a hozam novekszik. A fermentécids lag szakasz hosszéra a
tenyészetek pH-janak van jelentds hatdsa (21).

¢ A stritetlen pentéz frakcié (gézrobbantott fiizfa), ellentétben a bestritett valtozattal, csak
korlatozottan alkalmas enzimfermentacié szénforrasaul (21).

¢ GoOzrobbantott lucfenyd (SPS) mosott rost, valamint annak fele részben a hemicelluléz
frakcidval torténd kivaltasa is alkalams szénforrast nyujt a celluldz fermentaciéhoz (22).

¢ Hulldmpapir hulladék sikeresen haszndlhaté enzimfermentécié szénforrasaként, a melasz
alapu szesz- illetve élesztogyartds mellékterméke, a vinasz, képes a celluldz fermenticios
technolégidban a Mandels’ sok kivaltasara (23).

¢ T reesei Rut C30 és a T. viride OKIB1 torzsek a papiriszapot (papirgyari hulladék)
szénforrasként képesek hasznositani (24).

¢ GoOzrobbantédssal eldkezelt kukoricaszar és lakt6z, mint fermenticids szénforrdsok
alkalmasak a SF helyettesitésére, a laktdz kiillonosen a B-gliikozidazt indukaldsara alkalmas.

+ Nedves oxidédcioval el6kezelt kukoricaszar hemicelluléz hidrolizdituma (HH) gy alkalmas
a fermentécio6 sordn a viz helyettesitésére, hogy a térfogati aktivitds minden esetben, a hozam
az enyhe koriilmények kozott nyert HH alkalmazédsakor nagyobb a kontroll csapvizen elértnél.
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7.2.2 A cellulaztermelést befolyasolo tényezok vizsgalata

¢ A maledt és trisz-maledt puffer rendszer alkalmas a rdzatott tenyészetek pH-janak allandé
értéken tartdsara. Trisz-maledt puffer alkalmazdsakor az extracelluldris B-glitkkozidaz aktivitds
jelentdsen nagyobb, mint a nem pufferolt rendszerekben (25).

¢ pH szabalyzott laboratériumi fermentorban alland6 pH-n, a pufferek adagoldsa nélkiil nem
termelhetd meg a razatott lombikokban elért [-gliikkoziddz aktivitds, tehit a jo
enzimtermeléshez nem elegend6 az 4llandd6 pH biztositdsa. A trisz-maledt puffer
OsszetevOinek hatdsa még nem tisztazott (25).

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

¢ Solka Floc (ligninmentesitett fenydcelluléz, SF) szénforrdson a T. reesei Rut C30 teljes
enzimtermelése, azaz az intra- és az extracelluldris aktivitdsok Osszessége kiegyenstlyozott,
de mivel a megtermelt B-gliikkoziddz részben a sejtfalhoz kotott, a fermentlé feliiliszd
B-gliikozidazban szegény (26).

¢ T reesei Rut C30 ndvekedési dinamikdjanak vizsgdlatakor megéllapitottuk, hogy
pillanatszerien képes metabolizmusit gliikk6z hasznositdsrél cellul6z hasznositisira
atkapcsolni, mellyel egyiittjar az intenziv celluldztermelés (27).

7.2.3 Rekombinans Trichodermdkkal végzett fermentaciok

¢ Genetikailag médositott 7. reesei QM9414 torzsekkel razatott lombikos fermentdciéban
T. reesei teljes Cel7B (EG I)-t, illetve Cel7B Kkatalitikus alegységet j6 hozammal lehet
szelektiven eldallitani (29).

o T reesei QM9414 torzs ratdplaldsos fermenticidjdban nagy szervetlen N-tartalom
alkalmazdsakor a celluliz enzim mellett nagy mennyiségben szintetizdlédik egy szerin
protedz. Ennek jelenlétével magyardzhatd, hogy a rekombindns térzzsel csak a CBD nélkiili
Cel7B-t tudtunk eldéllitani (30).

¢ Thermoascus aurantiacus cbhl/cel7A génjét hordozd T. reesei mutdns (RF6026) ipari
tiptalajon, nagylaboratériumi fermentorban hdstabil cellobiohidroldzt (CBHI) képes
szintetizdlni és kivélasztani. Méréseinkkel igazoltuk, hogy a mutédns a tobbi enzimkomponenst
a sziild torzshoz (Rut C30) hasonld ardnyban termeli. A heterolog CBH 1 enzimtermelés
sikerességét sajat hdmérséklet optimuman végzett enzimaktivitds méréssel igazoltuk (31).

7.2.4 P-gliikkozidazzal kapcsolatos kisérleteink

¢ Az Aspergillus pelletek p-glikkoziddz aktivitdsa szdritds kovetkeztében drasztikusan
lecsokken, a csokkenés a sejtfal toredezésének kovetkezménye, mely az egymdst kdvetd
hidrolizisekben enzimkidramlast (enzimveszteséget) eredményez (32).

¢ Az optimalizalt glutdraldehides kezelés hatdsira a pelletek stabilitisa olymértékben
megnd, hogy tiz egymdst kovetd kisérlet alatt sincs mérhetd csokkenés a kezdeti hidrolizis
sebességben (32).

¢ Gozrobbantott flizfa hemicelluléz hidrolizatuma mind eredeti, mind koncentralt formaban
j6 szénforrds mindhdrom vizsgalt Aspergillus fermenticidjahoz (A. niger, A. foetidus,
A. phoenicis). Az elért B-gliikkoziddz aktivitas értékek meghaladjdk a kontroll szénforrdson
elérteket (33).
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¢ Aspergillus niger B-glitkozidaz tartalmu fermentlevének feliildszoja
polietilén-glikol-dextrdn vizes kétfazisi rendszerben az enzim tisztitdsa mellett kivéléan
koncentralhato (35).

7.3 Az enzimes hidrolizis vizsgdlata teriiletén

Igazoltuk 1j, rekombindnsokkal elddllitott egyedi enzimkomponensek alkalmazhatosdgdt
kristalyos 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 szubsztrdtia azonos.
Kiilonbozo lignocelluloz szubsztrdtokon igazoltuk a polietilénglikol (PEG 4000) adagoldsnak
a nem-produktiv enzimkotodés csokkentésére gyakorolt pozitiv hatdsdt.

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

7.3.1 Tisztitott enzimkomponensekkel végzett hidrolizis kisérletek

¢ Melanocarpus albomyces eredetl tiszta enzimkomponensek, endogliikandz (Cel7A) és
cellobiohidrolaz (Cel7B) egyiittes hatdsa mind Avicel (mikrokristalyos cellul6z) mind
Walseth cellul6z (foszforsavban duzzasztott cellulé6z, PASC) hidrolizisekor szinergizmust
mutat. Cellul6zkdté  alegységet is tartalmazé M. albomyces enzimkomponensek
alkalmazdsakor a hidrolizis konverziok javulnak, a javulds az endogliikandzok esetén
jelentdsebb (36).

¢ Trichoderma enzimkomponensekb6l (CBH I, CBHII és EGII) és Aspergillus eredetii
B-glitkozidazbdl készitett ,,enzimkoktéllal” végzett hidroliziseinkben tisztitott xilogliikandz,
valamint xilogliikkandz+ xilandz kiegészités hatdsat vizsgdlva rdmutattunk arra, hogy az
elkezelt lignocellulézok gliikkdan konverzidja azaltal fokozhatd, hogy az enzim szubsztrithoz
vald hozzaférését gitlé hemicellul6z réteget eltavolitjuk a cellul6z rostokrdl. A legjelentdsebb
javulds a nagy hemicellul6z tartalmu szubsztratok esetében tapasztalhat6 (37).

7.3.2 Kiilonb6zé szénforrasokon fermentalt cellulaz aktivitasd fermentlevek
vizsgalata

¢ Megallapitottuk, hogy az enzimkomplexek 0Osszetételét jelentdsen befolydsolja a
fermentdciéban alkalmazott szénforrds mindsége. A nagy xildn tartalmid szénforrdsok
alkalmasak nagy fajlagos xilandz és xilobidz aktivitds 1étrehozéséra (38).

¢ A hemicellulézt is tartalmaz6 SF hidrolizisekor az alkalmazott enzimkomplex Osszetétele,
mig a mikrokristdlyos tiszta cellul6z (Avicel) hidrolizisekor a celluldzok aktivitdsa a sebesség
és konverzié meghatiroz6. GOzrobbantott kukoricaszér hidrolizisekor a SF-hoz hasonldan az
enzimkomplex Osszetételének van jelentdsége (39).

¢ Az enzimes hidrolizisben a B-gliikkoziddz aktivitds nemcsak a gliikkdn, hanem a xildn
konverziét is noveli valdszintileg azéltal, hogy a kis tagszamu oligézok felhalmozdédasanak
megakadalyozdsdval csokkenti a termék inhibicidt a celluldzok illetve xilandzok miikddésekor
(39).

¢ A hidrolizis eredmények elemzése szerint a gliikdnkonverziéra a B-gliikoziddz, mig a
xildnkonverzidra a -glitkoziddz mellett, a xilandz aktivitdsnak van szignifikans hatdsa (39).
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7.3.3 Az enzimek adszorpcidjara és az enzimes hidrolizis konverziojara gyakorolt
PEG hatas vizsgalata

¢ Gozrobbantott lucfenyd enzimes hidrolizisekor polimerek adagoldsdval a celluldzok nem-
produktiv kotodése azdltal csokkenthetd, hogy az adagolt PEG adszorbedlodik a lignin
feliiletén ezéltal a celluldz (FPA) mintegy fele deszorbedlddik, illetve nem is kotddik és djra
felhasznalhatéva vélik a hidrolizitumban (40).

¢ A glzrobbantott lucfenyOnél taldlt adszorpciét csokkentd hatds nem dltaldnos, fiigg a
lignocelluléz szubsztrattol.

¢ A PB-gliikozidaz adszorpcid, illetve az adszorpciét csokkentd PEG hatds a B-gliikkoziddz
eredetének fliggvénye Trichoderma eredetii enzimek esetén mind az adszorpcid, mind a PEG
hatds jelent0s, Aspergillus eredetli enzim esetében az adszorpcid kisebb mérvii és a PEG hatds
mérsékeltebb.

7.4 Etanol és biohidrogén elodllitdsa teriiletén

Igazoltuk kiilonbozo lignocelluloz nyersanyagok alkalmazhatosdgdt hidrogén és etanol
fermentdcio szénforrdsaként. Kidolgoztuk az etanol koncentrdcio novelésének technologidjdt
lignocelluloz szubsztrdtokon. Megdllapitottuk, hogy az enzimes hidrolizishez kozelito
hoémérsékleteken, 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 lehet6vé tevo rendszert.

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

7.4.1 Hidrogén anaerob fermentacioval torténo eléallitasa

¢ Igazoltuk, hogy a kiilonbdz6 termofil hidrogéntermeldk koziill (Thermotoga elfii,
Thermotoga neapolitana, Caldicellulosiruptor saccharolyticus), amelyek mind képesek a
papiriszap hidrolizitumot szénforrdsként hasznositani, a C. saccharolyticus felhasznéldsa a
legkedvezdbb, miutdn ennek az el6zd kettdvel ellentétben nincs specidlis s6, nyomelem vagy
élesztéextrakt igénye (41).

¢ Igazoltuk, hogy a C. saccharolyticus a kontroll taptalajon (gliik6z+xil6z) elért hozammal
0sszemérhetd eredménnyel szaporithaté papiriszap hidrolizatumon (42).

7.4.2 Etanol fermentacio

+ Kifejlesztettiink egy olyan rendszert, mellyel jol reprodukdlhaté koriilmények kozott,
nyolc padrhuzamos erjesztést tudunk kivitelezni és detektalni egyidejiileg (43).

¢ Gozrobbantassal el6kezelt lucfenyd szénforrds egyidejii hidrolizise és fermentacidja (SSF)
sordn 5% szubsztridt koncentraciondl érhetd el a legnagyobb hozam. Nagyobb szubsztrat
koncentraciokndl nem kielégité a fermentici6 (a megndvekedett inhibitor koncentricid
kovetkeztében), kisebb szubsztrat koncentridciondl a jelentOs tejsavképzOdés csokkenti a
hozamot (44).

¢ Gobzrobbantassal  elokezelt  kukoricaszdr  hemicelluléz  hidrolizdtuma  (gliik6z
kiegészitéssel) S. cereviseae ATCC 26602 inhibitor rezisztens torzzsel, az ipari termelésben
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elengedhetetlen alacsony pH-ju fermentdcidban higitds nélkiil erjeszthetd. Fiizfa és lucfenyd
esetében az erjesztés csak higitott hemicellul6z hidrolizdtumon folytathaté le. Az élesztotorzs
inhibitor tlirése folyamatos adaptéicidval tovabb javithato (45).

¢ Termotolerdns Kluyveromyces torzsek kis inhibitor tolerancidjuk miatt gdzrobbantott
lignocelluléz szubsztriton nem alkalmasak a hosszi fermenticids id6t igényld szimultdn
hidrolizisre és fermentacidéra (46, 47, 48).

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

¢ Nedves oxidicioval elOkezelt kukoricaszdr felhaszndldsdval tobblépcsds szubsztrat
adagoldssal megoldhaté a szubsztit koncentracié olyan mértékii novelése, hogy az etanol
koncentraci6 a fermenticié végén meghaladja a gazdasdgos etanolkinyerés hatarértékét (49).

¢ Els6 és masodik generdcids etanoleldallitds Osszekapcsoldsaval, hidrolizalt bizadara és
gbzrobbantdssal el0kezelt buzaszalma felhaszndldsdval elérhetd a gazdasdgos etanolkinyerés
hatdrértéke. A maximadlis etanol koncentricidhoz a szubsztritot fele-fele ardnyban celluléz
illetve keményitd tartalmui nyersanyaggal kell biztositani (50).

7.5 Celluldzok és kiilonbozo lignocelluloz komponensek felhaszndldsa teriiletén

Bizonyitottuk a celluldz enzimek alkalmazdsdanak fontossdgdt a szekunder rostokat felhaszndlo
technologidkban. Enzimesen kezelt takarmdnyokkal végzett etetési kisérletekkel igazoltuk a
celluldazok pozitiv hatdsdt a nyulak fejlodésének kezdeti szakaszdban. Bemutattuk a
hemicelluloz (CFG) adagolds pozitiv hatdsdt a tépdszildrdsdgra, a biodegraddciora és a
vizadszorpciora keményité alapi biomiianyagokndl (TPS).

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

7.5.1 Cellulazok papiripari felhasznalasa

¢ Celluliz enzimek hatékonysdgat igazoltuk szekunder rostok  viztelenedési
tulajdonsagainak javitdsdban (28).

+ Megallapitottuk, hogy a celluldz komponens szubsztratkotd alegységének (CBD) megléte
vagy hidnya a vizsgilt szekunder rost- és papirjellemzOknél dltaldban nem befolydsolja az
elért hatast (28).

¢ Genetikailag médositott 7. reesei QM9414 torzsek altal, az endogén celluldzok gliikdz-
represszidja mellett szelektiven termelt TrCel7B (EG I) és TrCel7B katalitikus alegységét
tartalmaz6 fermentlé alkalmas kozvetlenill, azaz tisztitds és egyéb feldolgozds nélkiil
szekunder rostok viztelenedési tulajdonsdgainak javitdsara (29).

7.5.2 Nyultap cellulazos kezelése
Megéllapitottuk, hogy celluldz-hemicelluldz enzimkiegészités elOsegiti fiatal nyulakban a

tdpanyagok feltardsiat és hasznosuldsiat. A takarménnyal bejuttatott celluldz-hemicelluldz
enzimkomplex kedvez6 hatdsa elsGsorban az elvdlasztast kovetd két hétben jelentkezik.

146



dc_22 10

7.5.3 Lignocelluléz komponensek felhasznalasa biomiianyagok tulajdonsaganak
javitasaban

Az izolalt hemicellul6z (CFG - Corn Fibre Gum) a termoplasztikus keményitd (TPS) egyes
tulajdonsdgainak javitdsdra sikeresen felhaszndlhat6, miutdn adagoldsidnak hatdsdra a TPS
minta vizadszorpcidja és biodegradicidja csokken, szakitoszilardsdga novekszik (7).

skkeosk

Legfontosabb tudoményos eredményeim mellett feltétleniil emlitésre mélténak tartom, hogy:

Magyarorszigon elséként sikeriilt megalapoznom a mdsodik generécids lignocelluléz alapd
lizemanyagetanol gyartds kutatdi bazisat nemzetkdzi egylittmiikodésben, hazai és nemzetkozi
pélyazatokkal az infrastruktdrdtél a személyi feltételekig. Elért tudomédnyos eredményeink
nemcsak hazankban, 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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