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BEVEZETES

A novekvo energia felhasznalas, valamint a gazdasagosan kitermelheto, illetve felhasznalhato
fosszilis tlizeldanyag tartalékok mennyiségének folyamatos csokkenése miatt kiemelt
fontossagu az 1j, és még kiakndzatlan nyersanyagbazisok, illetve, a megljuld energiaforrasok
hasznositasi eljarasainak fejlesztése. EbbOl a megfontolasbdl kiindulva, nagy biomassza
tomeget  produkald6 novényi alapanyagok  termesztését  végzik  azért, hogy
nyersanyagforrasként szolgalhassanak a mikrobialis fermentaciokhoz, az alapanyag-

elokezelését és feldolgozasat kovetden.

A Foldon 1év6 ndvényi biomassza tobb mint 60%-a lignocelluloz alap. Az Gjrahasznosithato
lignocelluloz alapanyagi biomasszabdl torténd etanol gyartds fontossagat széles korben
tanulmanyozzak az elmult évtizedek o6ta. Az ilyen lignocelluléz alapi nyersanyagforrasok
kozé tartoznak a fak ¢s hulladékaik, egynyari ndvények, mezdgazdasagi maradékok, valamint
a papirhulladékok (Leif et al., 2016, Mohamed et al., 2016). Kutatbmunkam soran a
cukorrépaszeletet, cukorrépa pelletet, dohdny ndvényt, valamint a nyirfa apritékot vizsgaltam,

mint biomassza forrast, potencidlis alapanyagként, bioetanol eldallitas céljabol.

A celluldzbdl torténd etanol eldallitas folyamata négy f6 1épésbdl all: eldkezelés, enzimes
hidrolizis, mikrobidlis fermentacio és termék szétvalasztds. Az elékezelésnek fontos szerepe
lehet a hidrolizis hatékonysaganak novelése szempontjabdl, ugyanis a celluléz tartalmi
alapanyag szerkezete megvaltozik az el0kezelés hatasara, a poliszacharid sejtfalban részleges
lebomlas indul meg, ezaltal a biomassza hozzaférhetébbé valik az enzimek szamara.
Dolgozatomban tobbféle biomassza eldkezelési lehetdségeket mutatok be (fizikai, kémiai,
fizikai-kémiai), amelyekkel vizsgaltam, hogy milyen hatassal van az el6kezelés a

késObbiekben fermentalhatoé cukrok kinyerési mutatoira.

Membranos miiveletek alkalmazasa kiilonb6zd ipardgaknal egyre szélesebb korben elterjedt
modszer, tobbek kozott a bioetanol gyartas sordn is, amikor az etanol és a viz szétvalasztasa
torténik. A szakirodalomban, illetve manapsag mar az ipari gyakorlatban is egyre tobb
membranos eljarast talalhatunk, melyekben pl. a sejtes elemeket, illetve a folyamatban
keletkezd termékeket membranokkal szeparaljak. Ezért a kutatdomunkdm sordn célom volt a

hidrolizis soran alkalmazott enzimek visszanyerése.



Gazdasagi szempontokat figyelembe véve terjedt ki kutatdisom az enzimek
ujrahasznositasanak iranyaba, ugyanis magas aruk miatt jelentésen megdragitjak a
technologia folyamatat. Az enzimek technologiai fenntartasanak egyik lehetésége a rogzitett
enzimek alkalmazasa, a masik lehetdség pedig a szeparacios eljarasokkal torténéd
szétvalasztast kovetd reciklalasuk. Célom az volt, hogy egy olyan kiméletes technoldgiat
valasszak az enzimek visszanyeréséhez, hogy azok aktivitdsukat megdrizzék €s a lebontasi

folyamatban 0jra hasznalhatdak lehessenek.



1. IRODALMI ATTEKINTES

Mivel a Foldinkon 1év0, gazdasagosan kitermelhetd ¢és feldolgozhatd fosszilis
energiahordozok mennyisége vészesen fogyoban van, igy egyre nagyobb figyelmet kap a
megujuld energiaforrasok megismerése és gazdasagos kiakndzasa, amely napjaink egyik
legjobban kutatott teriiletévé valt (Dincer et al., 2014). Energianévényeket, illetve kiilonb6z6
iparagak hulladékait régdta hasznositjdk erre a célra. A fosszilis energiahordozok kimeriilése
okan egyre nagyobb szerepet kap a megujuld energiaforrasok felhasznalasanak kérdéskore
(Speirs et al., 2015). A bioetanol is egy ilyen megujuld energiaforras, amely felhasznalasaval
a globalis szén-dioxid mérleg javulasdval jelentésen csokkenthetévé valna a

kornyezetszennyezés (Dincer et al., 2014).

A biologiai eredetli energiaforrasok koziil megkiilonboztetiink elsédleges és madasodlagos
biologiai eredeti energiaforrasokat. Az elsédleges energiaforrasokat leginkabb fitésre, illetve
elektromos aram eléallitasara hasznaljak fel, amit fa-apriték vagy pellet elégetésével nyernek.
A masodlagos eredetli energiaforrdsok a bio-lizemanyagok, amelyeken beliil tovabbi harom
csoportot kiilonboztetiink meg, az elsd, masodik és harmadik generacids bio-lizemanyagokat
(1. abra). Az els6generacios bio-lizemanyagokat kiillonb6zé keményitd, illetve celluldz
tartalmt novényekbdl allitjak el6 (pl.: kukorica, baza, rozs, cukorrépa, cukorcirok) (Lindorfer
et al., 2014). Ide tartozik a bioetanol és a biodizel is. Utdbbit kozvetleniil névényi olajbol
atészterezéssel allitjak eld (Cardona et al., 2010). Mivel ezen els6 generdciés bio-
iizemanyagok nyersanyagainak termeléséhez egyre nagyobb foldteriiletet kell elvonni az
¢lelmezésre szant novények eldl, ezért egyre tobb orszag teszi eldtérbe a nem élelmezésre
szant biomasszabol torténd bio-lizemanyag elballitasat (Daylan et al., 2016). Azokat a bio-
lizemanyagokat tehat, amelyek élelmiszeripari, vagy takarmanyozasi célra nem hasznosithato
biomasszabol, illetve a mezdgazdasagi tevékenység soran keletkezett lignocelluloz tartalmu
hulladékokbol allnak, masodgeneracios biolizemanyagoknak nevezziik (Gonzalez-Garcia et
al., 2009, Kadar et al., 2004). A masodgeneracios biolizemanyagok esetében viszont fontos
szerepe van az eldkezelésnek, mivel a glikkéz molekuldk felszabaditisa hatékonyabb
technologiai folyamatot igényel (Stevens et al., 2004). Az elsé és a masodik generacids
biolizemanyagok eldallitdsa kozotti kiilonbség a lignocellul6z biomassza hidrolizisében van.
A harmadik generacids bio-lizemanyagok eléallitasahoz pedig kiilonboz6é mikrobakat és

mikroalgékat haszndlnak fel.



{ BIOETANOL ALAPANYAGOK J

Elsdgeneracios Masodik generacios Harmadik generacios
Keményito Cukor Lignocelluléz Mikrébak
Mikroalgak
Kukorica Cukorrépa Szudéani fii
Rizs Cukorcirok Olasz nad
Buza Fas szaru
Rozs novények

1. abra: Bioldgiai eredetii energiaforrasok (sajat abra)

A nem ¢lelmiszer alapanyagokbdl gyartott bioetanol alkalmazasa a kozlekedésben azt
jelentheti, hogy akar 45-65%-al kevesebb liveghdzhatast gaz keriil a 1égkorbe (Chovau et al.,
2013). Eurépaban ¢és Magyarorszadgon is belsd €gésli motoroknal szabvanyos iizemanyag az
E85, amely 85% bioetanol és 15% benzin keverékébol all (Morales et al., 2015).
Magyarorszagon 2007 ota minden régidban vasarolhato bioetanol. Az etanol (C2HsOH)
szintelen, jellegzetes szagt, éghetd folyadek, kémiai tulajdonsagat tekintve az alkoholok kozé
tartozik. Magyarorszagon bioetanol gyartds Gyor és Szabadegyhaza utan Dunaf6ldvéaron
torténik, ahol is 2012 tavaszdn kezdte meg miikodését a Pannonia Ethanol {izem.
Magyarorszdg a mezdgazdasagi szempontokat tekintve kedvezd fekvésli, jo termdtalaj
mindséggel és elegendd napsiitéses orak szamaval jellemzeheto teriilet, ahol a cukortartalmq,
illetve a lignocelluloz tartalmt biomassza novények termesztése (btiza, kukorica, cukorrépa)
esetében jO termésatlagok érhetéek el. A bioetanol eldallitas ipari koriilmények kozott
Eurdpéban féleg cukorrépabél, kukoricabol vagy buzabél, mig Eszak-Amerikéban buzabol és
kukoricabol, Dél-Amerikdban pedig cukornddbol torténik. A bioetanol eldallitdsanal a
biomassza savas vagy enzimes hidrolizisével keletkezd fermentalhatdo cukrot alakitjuk at

mikrobialis katalizator segitségével etanolla (Thangavelu et al., 2016, Sarkar et al., 2012).



Az elségeneracidos bioetanol eldallitdsa lignocelluléz alapti biomasszabdl kiillonbozo

technoldgidkkal torténhet, de mindegyik technologianal az elsé fontos 1épés az alapanyag

elokezelése, ugyanis ezzel novelheté a glikan ¢és xildn hozzaférhetésége a hidrolizis

folyamatanal (Mood et al., 2013, Zeeman et al., 2009). Kiilonb6z6 el6kezelési technikak

1éteznek, amely eljarasokat az elmult évtizedben tovabb fejlesztettek (Alvira et al., 2010,
Balat et al., 2008, Carolina et al., 2012):

mechanikai: A legtobb lignocelluloz tartalm biomasszanal fontos a mechanikai
elokezelés, a méretcsokkentés, illetve a hatékonyabb anyagatadds szempontjabol. A
mechanikai el6kezeléseknél a hulladék kémiai, molekularis szerkezete nem valtozik,
csupan alakja és tomege moddosul. Ilyen eljarasok lehetnek példaul, az apritas, Orlés,
termikus modszerek, amelyek segitségével fokozhatdo a lignocelluldoz tartalmi
nyersanyagok enzimes hidrolizise, illetve a bioldgiai lebonthatdésag hatékonysaga
(Menon et al., 2012). A fizikai elékezelést kovetden (apritas) tovabbi feladat, cél, hogy
a lignocelluloz alapanyagbol eltavolitsuk a lignint és a hemicellulozt, annak
érdekében, hogy a tovabbiakban a maradék cellul6zbdl majd az enzimatikus kezelést
kovetden tovabbi gliikoz egységek szabadulhassanak fel. Az egyik legelterjedtebb
el6kezelési modszer ennél az eljarasnal a gézrobbantas (McMillan, 1994, Balat, 2010).
Ennél a médszernél 170-260°C—os telitett gdzzel 5-15 percig kezeljiik a lignocellul6z
biomasszat még mieldtt a nyersanyagot atmoszférikus nyomasnak tessziik ki, majd a
g6zt egy szlik szelepen keresztiil rovid 1d6 alatt expandaljuk (Horn et al., 2011). A g6z
eloszor bediffundal a lignocelluloz biomasszaba, majd onnan a hirtelen
nyomascsokkentés hatdsara robbanasszerlien eltavozik, ezzel a lignocelluloz
szerkezete szétesik €s hozzaférhetobbé valik a fajlagos feliilet, valamint ezaltal a
celluloz hidrolizis lehetdsége novelhetd (Ben-Ghedalia et al., 1981). Az eljaras képes a
teljes cukor kihozatal fokozasara, illetve kicsi a kornyezetkarositdé hatasa (Focher et
al., 1991).

keémiai: Kémiai elokezeléseket széles korben alkalmaznak példaul a papirgyartas
soran, amikor is a kiillonb6zd celluldztartalmi nyersanyagokat lignin mentesitik a
kivalé mindségli papir eldallitasa érdekében (Menon et al., 2012). Az eldkezelési
kategoridk koziil a kémiai el6kezelési technikdk a legszélesebb korben tanulméanyozott
eljarasok. A leggyakrabban alkalmazott kémiai el6kezelések a savas, lugos, forro vizes

kezelések (Menon et al., 2012).



A savas vagy lugos elokezelés hatasara felbomlanak a molekulak kozotti észter
kotések, majd igy hemicellul6z és xilan komponensek szabadulhatnak fel (Tarkow et
al., 1969, Prasad et al., 2007).

fizikai-kémiai: Ennél az elOkezelésnél a fizikai és a kémia eljarasok vannak
kombinalva egymassal. A fizikai — kémiai el0kezelések kozé tartoznak az ammonia-
robbantasos, a folyékony forrd vizes, illetve a mikrohullamia — kémiai eljarasok is
(Mosier et al., 2005, Brodeur et al., 2011). A gbézrobbantasos, a kémiai és a
mechanikai el6kezelési eljarasok mellett munkdm soran mikrohullami — kémiai
elokezeléseket is alkalmaztam. Az eddigi tapasztalatok alapjana mikrohullamut
elokezelés a kémiai eldkezeléssel kombindlva sokkal hatékonyabb eljarasnak
bizonyult, mint a hagyomanyos fiités kombinacioja kémiai eljarassal, ugyanis a
mikrohullamu — kémiai kezelésnél az eldkezelési eljaras reakcid ideje jelentdsen
lecsokken (Zhu et al., 2005). Zhu és mtsi (2006) harom féle mikrohullamu-kémiai
elokezelést vizsgaltak: a mikrohullam/lugos, mikrohullam/savas/ligos ¢és a
mikrohullam/savas/ligos/H202 rizs szalma biomassza eldkezeléséhez, az enzimes
hidrolizis fokozésa, illetve a xil6z kinyerése céljabol. A mikrohullam/lugos elokezelési
eljaras hatdsara nem tapasztaltak kinyerhet6 xilozt, viszont a mikrohullam/savas/lugos/
¢és a mikrohullam/ligos/H20: eljarasnal talaltak visszanyerhetd kristalyos xilozt. Az
elokezelt rizs szalma enzimes hidrolizisénél tehat, a mikrohullam/savas/ligos/H20:
elékezelés hatasaval érték le a legnagyobb hidrolizis értéket, illetve gliikoz tartalmat
(Zhu et al., 2006).

biologiai: Biologiai elokezeléseket alkalmaznak pl. kiilonb6z6 faanyagok
lebontasahoz. Kiilonb6z6 mikroorganizmusokat, fehér-, barna-, illetve lagy rothadast
okoz6 gombakat és baktériumokat hasznalnak fel, annak érdekében, hogy modositsak
a lignocelluloz kémiai Osszetételét és/vagy szerkezetét, mert az igy kezelt biomassza
mar sokkal kevésbé all ellen az enzimes lebontasnak. FOképp a barna- és a lagy
rothadast okoz6 gombak tdmadjak meg a lignocellulozt, ezzel modosul a lignin
szerkezete is, majd a fehér rothaddst okozé gombak a tovabbiakban mar sokkal
aktivabban tudjak lebontani a lignint (Sun et al., 2002, Blanchette, 1991). A bioldgiai
elokezelések igéretes technoldgianak tlinnek, eldnyei kozé tartozik példaul, hogy nem
tartalmaznak kémiai kezeléseket, kicsi az energia igényiik, enyhe kornyezeti feltételek
sziikségesek vagyis kornyezetbarat technologiat jelentenek (Kruakake et al., 2007,
Salvachua et al., 2011).
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Héatranyai kozé sorolhatdak, hogy a bioldgiai eldkezelés lassu folyamat, a novekedési
fazisnal nagyon dvatos és kortiltekintd figyelmet igényel, valamint a végrehajtasdhoz

nagy hely sziikséges (Eggeman et al., 2005).

A bioetanol gyartas kovetkezo 1€épése az elokezelést kovetden a cukrositas (szacharifikéacio),
ahol enzimek (celluldz, cellobidz, xilanaz) hozzaadasaval folytatodik tovabb a lebontés
monoszacharidokig. Cukrositas utan a fermentacié kovetkezik, ahol mikroorganizmusok
hozzaadéasaval a glikoz atalakul etanolld, majd az utolsd 1épés a desztillacio, illetve a
dehidratacio. A gyartds sordn (2. é&bra) keletkez6 melléktermék 4llattakarmanyként

hasznosithato (Michelle, 2007).

NOVENYI BIOMASSZA ELOKEZELES FERMENTACIO

apritas (fizikai méret
csokkentés)

|
i :> termokémiai kezelés :>

(lignocelluloz eltavolitasa)

|

enzimes feldolgozas (biopolimerekbdl
vald cukrok kioldésa)

| ! -:‘
'

2. abra: Novényi biomasszabdl torténd bioetanol eldallitdsa (Michelle, 2007)

(Keépek forrasai:
a) cukorrépa: http://enfo.agt.ome.hu/drupal/sites/default/files/396px-SugarBeet.jpg
b) cukorrépa pellet: https://www.crystalsugar.com/sugar-agri-products/agri-products/
C) nyirfa:
http://www.123rf.com/photo_21818101_ white-birch-trees-in-the-forest-in-summer.html
d) dohany: http://www.imperialtobaccoscience.com/index.asp?pageid=15
e) Laboratoriumi fermentor (Labfors Minifors, Belgium) (sajat kép))

1.1. Mezéogazdasagi termelésbol szarmazo hulladékok

Koztudott, hogy a mezdgazdasagi termelés sordn jelentds mennyiségii hulladék keletkezik,
melynek ésszerli, gazdasagos hasznositdsa a mezdgazdasagnak és a kornyezetvédelemnek
egyarant fontos feladatot jelent. A 2012. évi CLXXXV. térvény a hulladékrol kimondja, hogy
hulladék barmely targy vagy anyag, amelytdl birtokosa megvalik, megvalni szandékozik,

vagy megvalni koteles.

11


https://www.crystalsugar.com/sugar-agri-products/agri-products/

Hulladékok lehetnek, pl. termelési, szolgaltatasi vagy fogyasztasi maradékok, ipari
folyamatok maradék anyagai, el6irdsoknak meg nem feleld, selejt termékek, lejart
szavatossagll termékek, tovabbi haszndlatra alkalmatlannad valt anyagok ¢és alkatrészek,
csomagoloeszkozok. Ugyanezen torvény alapjan hulladékhasznositasrol akkor beszéliink, ha a
kezelés eredményeként a hulladék valamilyen mas anyag helyettesitésére, vagy az adott
iizemben illetve a gazdasdg mas szerepldinél valamilyen hasznos cél betdltésére valik

alkalmassa.

Altalaban hasznositasnak minésiil az elsédlegesen energiahordozoként vald felhasznalas, a
regeneralds, bizonyos 0Osszetevok (fémek, oldoszerek) visszanyerése és tUjrafeldolgozasa
(Fodor, 2015). Magyarorszag a mez6gazdasagi szempontokat tekintve jo elhelyezkedésii
orszag, teriiletén a biomassza felhasznaldsahoz jo termésatlaggal termeszthetéek kiilonbdzo
termények. A mezdgazdasagi hulladék mennyisége fligg a hazai mezdgazdasagi teriiletek
méretétdl, valamint az élelmiszeripari feldolgoz6é kapacitdsok nagysagatol. A
mezdgazdasagban termelt hulladékokat elsésorban takarményozésra, tragyazasra, ill.
talajjavitdsra hasznositjdk. Mivel ezek szerves anyagok, igy energetikai célokat is
szolgalhatnak. A mezdgazdasagi ndvényi hulladékok, amelyek tobbsége a szantokon marad,
tiizelésre is alkalmasak, mint példaul a fanyesedék, levelek, szalma, nad, napraforgd és akar a
rizs vagy a kukorica szara is. A nagy celluloztartalmi névényi részeket pedig gyakran zart
térben magas hdéfokon géazositjadk. A mezdgazdasagban képz6dd biomasszanak (megijuld
energiaforrdsnak) egyre jelentdsebb szerepe van a fenntarthatdo energiagazdalkodasban.
Biomassza alatt, sziikebb értelemben, minden olyan biologiailag lebomld szerves anyagot
értlink, amely mezdgazdasagi tevékenységbdl, fafeldolgozasbol, €lelmiszeripari termelésbdl,
energetikai  cél  iltetvényekbdl, erdégazdalkodasbol, vagy ezek termékeinek,
melléktermékeinek illetve hulladékainak feldolgozasabol, gytijtésébdl szarmazik (Berghold et
al., 2007). Mivel a mezégazdasagi hulladékok biomassza kategoridkat is jelentenek, igy
azokat a biomassza jellege szerint elsddleges, masodlagos és harmadlagos biomassza

csoportokba sorolhatjuk (Czupy et al., 2011):

e FElsddleges biomassza: természetes vegetdcid, a mezdgazdasagi melléktermékek,
novényi hulladékok, burgonyahéj, kerti - koztertileti - konyhai z6ldhulladékok.

e Masodlagos biomassza: allattenyésztés melléktermékei, allati eredetli hulladékok,
tragya, higtragya.

e Harmadlagos biomassza: papir hulladékok, szilard szerves hulladékok, feldolgozo

iparok gyartasi mellékterméke, élelmiszeripari melléktermékek.
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1.2. Elelmiszeripari technol6giabol szirmazé hulladékok

Az élelmiszeripar teriiletén keletkezé hulladékok nagy mennyiségének kezelése az egyik
legfontosabb tarsadalmi, taplalkozési és kornyezeti kérdés. Egyediil az EU — ban évente 90
millié tonna hulladék keletkezik, vagyis az egy fére jutd hulladék mennyisége 180 kg
(Cicatiello et al., 2016, European Commission (EC), 2011a). Az élelmiszer hulladékok
artalmatlanitdsa egyre nagyobb kihivast jelent a tarsadalom szamaéra. A legtobb orszagban, a
keletkezé ¢élelmiszeripari hulladék a telepiilési szilard hulladékokkal egyiitt kertil
artalmatlanitdsra a hulladéklerakokban (Karmee, 2016). Napjainkban azonban szamos
hulladék-hasznositasi modszer 1étezik, amelyekkel példaul akér az élelmiszeripari hulladékok
hasznositasa is torténhet (égetés, anaerob lebontds). A hasznositott hulladék felhasznalhato
akar allati takarmanyozasi célra, illetve folyékony biolizemanyaggé is atalakithatok, amit fel
lehet hasznalni, mint tiizeldanyagok tiszta forméban vagy, mint folyékony keverék
adalékanyag dizelmotorokhoz, illetve Ott6 — motorokhoz (Karmee et al., 2014, Pham et al.,
2014).

Az ¢lelmiszeriparban keletkez6 hulladékok ko6zé tartoznak példaul a huastermékek
feldolgozasabol keletkezd melléktermékek (pl.: csontok, szervek, belek és mas fott, vagy
nyers maradvanyok), a sajt — tard — tej €s egyéb tejtermékek utan visszamaradt €lelmiszer
zsirok, illetve a kiilonbozd €lelmiszeripari céllal termelt ndvények maradvéanyai, mint pl.
gabonafélék, cukorrépa, burgonya, szoja, kukorica, rizs (Gustafsson et al., 2011). Ezeknél a
novényeknél is igaz, hogy a nem hasznositott részeik mezOgazdasagi hulladékként, illetve
teljes egészilkkben pedig energetikai célokra is hasznosithatok. A cukorgyartés
melléktermékeként keletkez6, a felszeletelt és kilugozott cukorrépabol (Beta Vulgaris L.)
visszamaradt élelmiszeripari hulladék, a cukorrépaszelet, illetve a cukorgyartas
melléktermékeként keletkezd, szaritott cukorrépaszeletbdl eldallitott cukorrépa pellet is
alkalmas energia novényként folyékony halmazallapoti biomassza eldallitasara. Az
¢lelmiszeripari  hulladékok tehat lipideket, aminosavakat, szénhidratokat ¢&s egyéb
széntartalmi anyagokat is tartalmaznak. A lipidekbdl szarmazo élelmiszer hulladékot
biodizell¢ lehet atalakitani, mig a komplex szénhidrat tartalmu hulladékok (celluloz,
keményitd) hidrolizalasaval, valamint a keletkezd cukor erjesztésével novényi eredetli

alkoholt, bioetanolt tudunk eldallitani (Karmee, 2016).
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1.3. A lignocelluléz

A lignocelluloz szerkezete rendkiviil ellenalld, mind a mikroorganizmusokkal, mind a
vegyszerekkel szemben. Ahhoz, hogy a biomassza cukortartalma minél nagyobb
mennyiségben elérhetd lehessen, sziikségszeri az elGkezelések alkalmazasa (Horn et al.,
2011). A lignocelluloz harom f6 polimer alkotdeleme a celluléz (40-50%), hemicelluldz (20-
40%) és a lignin (20-30%), amelyek Osszekapcsolodva egy hetero-matrix szerkezetet
alkotnak. Kisebb hdnyaddban tartalmaz még fehérjéket, lipideket, pektineket €és oldhato
cukrokat, asvanyokat is (Pauly et al., 2008).

Celluloz

A ndvényi sejtfal legfontosabb és legaltalanosabb komponense a celluloz polimer, amely a
novényi biomassza legnagyobb hanyadat, 40-50%-at alkotja. Becslések szerint a
mezdgazdasagi tevékenységek sordn, a Foldon évente 10-15 milliard tonna celluléz
keletkezik. Ez az igen ellenalld szerves vegyiilet, a sejtfalat felépité D-gliikkoz egységekbdl 3-
1,4 glikozid kotésekkel felépiild, (CeHi1005)n 6sszegképletii poliszacharid, amely a magasabb
rendli novények vazanyaganak szerepét tolti be (Haraszty et al., 2004). A celluloz legkisebb
1smétlddo egysége a cellobidz (3. dbra), amely két B-1,4 kotéssel kapcsolodo gliikoz molekula
dimerje (Lee et al., 2015). A celluldéz hossza (100-15000 gliiko6z egységnyi), merev, linearis
polimer, mely inter- és intramolekularis hidrogén kotések kialakitasara nagymértékben
hajlamos, ¢és az igy stabilizalt makromolekula nagyfoku rendezettséggel jellemezhetd, vizben
oldhatatlan, kémiailag stabil. A sejtfalban a cellul6zmolekuldk elektronmikroszképpal is jol
lathatd, hosszll, parhuzamos szalakbol allo kotegeket, mikrofibrillumokat hoznak létre. A
mikrofibrillumokban 36 molekula fut egyiitt, és a kozottik kialakuld hidrogénhidak
kristalyszerlien rendezett, parakristalyos szerkezetet alakitanak ki tobb ezer gliikoz
molekulara is kiterjedd hosszban. Ezeknek a hidrogénhid kotéseknek koszonhetd a szilard és
stabil szupramolekuldris szerkezet. A celluloz akar tobbféle kristalyracs szerkezettel is

rendelkezhet (I-1V), de a természetben ezekbdl csak az I fordul el6 (O’ Sullivan, 1997).

A celluloz tehat a Foldon legnagyobb mennyiségben eléfordulé makromolekularis anyag, egy
olyan poliszacharid amely enzimek segitségével gliikozra bonthatd, majd amibdl a bontast
kovetden etanol nyerhetd (Dwivedi, 2009). A celluléznak, mint megljithatd energiaforrasnak

jelentds része ipari, valamint mezdgazdasagi hulladékként jelenik meg.
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Celluléz

CH,OH

CH,OH

Cellobioz

3. abra: Cellul6z molekula szerkezeti felépitése
(Forras: http://elte.prompt.hu/sites/default/files/tananyagok/Sejtbiologia/ch17s02.html)

Hemicelluléz

A hemicelluldz olyan poliszacharid, amely a novényekben a biomassza 20-40%-at alkotja. A
hemicelluléoz a cellulozzal egyiitt fordul el6, konnyen hidrolizdlodik enyhén savas
koriilmények kozott (Tabaka et al., 2006). A lanchossz altalaban kisebb, mint a celluldz
esetében, ugyanakkor nagyszamu oldalldnc helyezkedik el a {6 vazon, igy a hemicellul6zok
kevésbé kristalyos, reaktivabb molekuldk. Legfébb alkotéelemeik az L-arabindz, D-galaktéz,
D-gliik6z, D-gliikuronsav, D-mannéz és D-xiloz, de ezen kiviil L-fuk6z, L-rhamnéz és L-
galakt6z is megtaldlhatd az oldallancaikban. A hemicellulozok a celluléz lancokat beburkolva
védik (4. abra), illetve Osszekottetést biztositanak a celluldz lancok és a lignin régioi kozott
(Ebringerova et al., 2005). A leggyakoribb hemicellulozok a xilan, mannan, glilkomannan,

arabinoxilan, xilogliikan arabinogalaktan, valamint galaktogliikomannan (Yi et al., 2012).

lignocelluléz

hemicelluléz

celluléz

4. abra: Hemicelluloz elhelyezkedése ndvényi sejtfalban
(Forras: http://agrobio.hu/hu/hirek-archivum/vancsura-jozsef-quot-az-elenjaro-gazdak-
talajbakteriumot-hasznalnak-quot/)
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Lignin
A lignocelluloz egyik elsddleges Osszetevdje a lignin, amely egy komplex aromads, fenolos
szerkezettel rendelkezik. A puhabb fa szarazanyag tomegének 22-30%-at alkotja lignin, mig a
keményfanal 17-30%-ban van jelen (Fengel et al., 1989). Alkotéelemei harom & csoportba
tartoznak: p-hidroxifenil, guaiacil és a sziringil (Weng et al., 2008). Mig a puhafa tilnyomo
részt guaiacil egységekbdl all, addig a keményfa elsdsorban sziringil egységekbdl, de jelentds
mennyiségli guaiacil egységeket is tartalmaz (Jonsson et al., 2015). A lignin a névények
elfasodott szoveteinek alkotorésze, amely heterogén polimer, fenilpropan egységekbdl épiil
fel, melyek kovalens kotéssel kapcsolodnak egymashoz (5. abra). Mivel a lignin bonyolult
szerkezettel rendelkezik, igy a kiillonb6zd fas struktiraji novények, illetve az ugyanazon
novények ligninje sem egységes szerkezetli. A ndvény tdmasztorendszerét erdsiti, mereviti,

illetve a sejtek 6sszekapcsolasaért felel6s (Suhas et al., 2007).

5. abra: A lignin molekulaszerkezete
(Forras: http://www.tankonyvtar.hu/en/tartalom/tamop412A/2011_0025_kor_4/ch20s03.html)

1.4. Cellulobontasra alkalmazhato enzimek

A legegyszeriibb biokatalizadtor az enzim, ami a sejtekben lejatsz6d6d biokémiai reakciokat
iranyito, katalitikus fehérje, azaz az enzimek is az adott kémiai reakcio aktivalasi energidjat
csokkentik. A glikoz lebontasaban szerepet jatszo enzimeket katabolikus enzimeknek
nevezziik (Rakhely, 2012). A celluloz enzimes lebontasa igen nehéz feladat, egyrészt mert a
sejtfalban a kristdlyos celluldéz szdlakat hidrogénhidak tartjdk Ossze, masrészt pedig, mert

kémiailag is 6sszekapcsolddnak a lignin és a hemicelluloz révén.

16


http://www.tankonyvtar.hu/en/tartalom/tamop412A/2011_0025_kor_4/ch20s03.html

A celluloz lebontasaban résztvevé enzimeket két nagy csoportra bonthatjuk (Percival et al.,
2009):

e endoglilkanazok: a molekulan beliili kotéseket véletlenszertien hidrolizaljak (f-1,4-
gliikozidadz),
e cxogliikanazok (cellobiohidrolazok CHB): a molekula vége fel6l hasitanak le

cellobiozt vagy gliikozt (Trichoderma reesei).

A legfontosabb enzimek kozé tartoznak a celluldz hidroliziséért felelds celluldzok. Ennek az
enzimnek a termelésére tobb aerob ¢€s anaerob gomba és baktériumfaj is képes. A
cellulolitikus enzimtermelés tobbféle gombafajra jellemzo, ezek kozé a gombafajok kozé
tartoznak példdul a Trichoderma, az Aspergillus és a Penicillum fajok. A legnagyobb

enzimgyarto és forgalmaz6 Dénidban talalhat6é a Novozymes A/S.
Cellobiaz

A cellobiaz enzimeket termelé mikroorganizmus az Aspergillus niger, amely a talajban,
komposztban, illetve romlott zoldségek, gyliimdlesok feliiletén fordulhat elé. Az Aspergillus
niger az Aspergillus nemzetségbe, a gombak orszagaba tartozd penészfajta. A niger sz6 a
gomba fekete sporaira utal (Kecskés et al., 2003). A kereskedelemben az egyik leggyakrabban
kaphat6 fonalas gomba, a magas fehérje kibocsatasa miatt (Hoang et al., 2016). A cellobidz
kiilonb6z6 B — digliikozidos, illetve aril  — gliikozidos kotéseket hidrolizal (Woodward et al.,
1982). Ez az enzim kdzponti szerepet tolt be a celluldz hidrolizisében, ugyanis stimulalja a
celluloz hidrolizis sebességét, illetve mértékét, ezaltal csokken a celluldz aktivitas gatlasa
(Ryu et al., 1980). A cellobiaz enzim a cellulaz enzimmel kiegészitve is felhasznalhaté annak

érdekében, hogy fokozza a cukrositast (Abdel-Fattah et al., 1997, Gusakov et al., 1992).
Cellulaz

A Trichoderma reesei gombak altal termelt cellulaz harom komponenst tartalmaz: a 3-1-4-
endokliikanazt, B-1-4- exogliikanazt €s a cellulazt. A természetes celluldz hidrolizise gliik6zza
ettdl a harom enzimtdl figg. A legismertebb cellulaz a Trichoderma reesei altal termelt
cellulaz, amelynek a cellobi6z mennyisége csekély, valamint korlatozza a cellobidz gliik6zza
torténd atalakitasat (Xueliang et al., 2003). Ez a mikroorganizmus egy lagy, korhadast okozo
fonalas gomba, amely egy komplex celluldz enzimrendszer kivalasztasara képes, és a

tovabbiakban ezek a celluldz enzimek katalizaljak a cellul6z hidrolizisét.
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Xilanaz

A Trichoderma longibrachiatum altal termelt mikrobialis enzim a xilandz, amely a
hemicellul6zok bontdsara legalkalmasabb enzim. A xilandz enzim a polimerizalodott, hosszl
xilozbol &llo6 lancokat bontja, a lancon beliili B-1,4-glikozidos kotések hidrolizisének
segitségével. A xilanaz megfeleld miikddéséhez savas, illetve semleges kémhatast kell
biztositani, ami természetesen az enzimet termeld mikroorganizmusoktdl fiiggéen
enzimkészitményenként valtozhat (Hu et al. 2011). A 6 hemicellul6z polimer a gabona és
keményfanal a xilandz. A xilan B-1,4 és D—xiloz kotéseket tartalmaz, valamint kiilonbdzo
helyettesithetd oldallancokat, mint példaul a L-arabindz, D—galaktéz, acetil, feruloil, p—
kumaroil és glilkuronsav maradékok (Tabka et al., 2006). A xilandz enzim fontos adalék
anyag szamos ipari tevékenység soran (élelmiszeripar, papiripar), de silozas és komposztalas

elésegitésére is hasznaljak.

1.5. Fermentacios eljarasok

A fermentacié egy mikroorganizmus altal vezérelt folyamat (Hussain et al., 2016). Szamos
ipari (gyogyszeripar, élelmiszeripar, vegyipar) termék eléallitasaban (enzimek) a mikrobialis
fermentacionak nagy jelentdésége van. A fermentacidé olyan kémiai folyamat, amely soran
szerves anyagokat bontunk le, vagy alakitunk at kompatibilis komponensekre mikrobialis
enzim, vagy enzimek segitségével (Parvez et al., 2006). Az enzimek hozzaadasaval a
szénhidrat polimerekben pentdz és hexdz monomer kotések szabadulnak fel (Yunyun et al.,
2015). A folyamat sordn cukor lebontasa torténik oxigén kizarasaval, valamint a rendszerhez
adagolt ¢élesztdgomba hatasara megindul az alkoholos erjedés. A francia kémikus, Gay Lussac

1815-ben irta le el6szor a glitkoz brutto erjedési vegyi egyenletét (Gasztonyi, 2003).
CsH1206 = 2C2HsOH + 2CO2 (1)

A reakcioegyenletb6l megallapithato tehat, hogy 180 g sz6lécukorbol keletkezik 92 g etanol
¢s 88 g (44,8 normadl liter) CO2 gdz. Az alkoholos erjedés nagyon bonyolult folyamat, az (1)
reakcioegyenlet tobb parhuzamosan végbemend folyamat 0sszegezése. Az enzimes hidrolizis
soran tehat a celluloz és a hemicelluléz polimerekbdl egyszerli cukrok szabadulnak fel,
amelyeket ha a tovabbiakban fermentacids uton dolgozunk fel, akkor értékes vegyipari, illetve

energetikai alapanyagokat kaphatunk (pl.: bioetanol).
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A fermentécids eljarasok nyitott és zart rendszerben is végbemehetnek. Ilyen nyilt és zart

rendszerek lehetnek az alabbi eljarasok (Kovacs, 1998):

e Szakaszos fermentacio (Batch):

©)

©)

o

o

(@]

legegyszertibb miikodési elvii fermentor,

fermentaciot megeldzden a reaktansokat egyszerre adagoljuk a rendszerbe,
hatranya, hogy eléfordulhat termék, vagy szubsztrat gatlas,

allando térfogat, zart rendszer,

nincs anyagforgalom a fermentacid végéig.

e Rataplalasos szakaszos fermentacio (Feed-batch):

o

o

o

tapanyagot folyamatosan adagoljuk a rendszerhez (szubsztrat gatlas elkertilése
végett),
indulé térfogat Kisebb,

konstans specifikus novekedési sebesség.

e Folytonos fermentacio (continuous):

o

o

o

o

o

nyitott rendszer,

folyamatos a tapoldat betaplalasa és a termék eltavolitasa,
konnyen szabalyozhato, allando paraméterek,

jol ellendrizhetd rendszer,

hatranya, hogy nagy térfogatokkal kell dolgozni.

e F¢lfolytonos fermentaci6 (semicontinuous):

o

1smétlodo, szakaszos fermentaciok sorozata.

A szimultan cukrositas és fermentacio (SSF - Simultaneous Saccharification and

Fermentation) elénye a szeparalt hidrolizis és fermentacioval (SHF — Separate Hydrolysis and

Fermentation) szemben, hogy egy eszkdz hasznalata is elegendd a végtermék eldallitasahoz,

¢s igy az energiasziikséglete is kisebb, mint a tobblépcsds eldallitasnak (SHF), valamint az

SSF fermentéaciondl kisebb az esélye a terméek szennyezddésének is. Az SSF fermentacioval

nagyobb, etanol koncentraciot, hozamot érhetiink el, mint az SHF fermentacioval.
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1.5.1. Szimultan cukrositas és fermentacio

A szimultan cukrositas és fermentacio az egyik legfontosabb biotechnoldgiai eljaras, ahol a
keményitd, illetve a celluléoz enzimes lebontasa, majd a keletkezd cukor enzimek altal torténd
atalakitdsa etanolla szimultan (egy idOben) modon zajlik le, egy ugyanazon egységben
(Cardona et al., 2010) (6. abra). Ezt ugy lehet kivitelezni, hogy az atalakitandé termékhez a
végtermék kialakitasahoz sziikséges valamennyi anyagot (enzmet, gombat) egyiddben, a
folyamat kezdetén hozzadjuk, majd megfeleld koriilményt biztositunk mindkét
részfolyamathoz. A folyamatot egy zart rendszerben hozzuk Iétre, kiilsé anyag hozzdadasa
nélkiil, igy elkeriilhetd a termék szennyezddésének veszélye. A termék gatld hatdsa kisebb
mértékil, mivel a lebontott cukor roviddel a keletkezése utan atalakul etanolld, igy ebben az

esetben a cukor altali cellulaz gatlas nem okoz problémat.

Az SSF fermentéciot az 1970 — es évektdl kezdték el alkalmazni keményitd ipari feldolgozasa
soran az etanol termelés fokozasa érdekében (Madson et al., 1995). A legfébb hatranya ennek
az eljarasnak, hogy az enzimatikus hidrolizis és a fermentacié is ugyanazon kisérleti
koriilmények kozott megy végbe, ami a hidrolizis és a fermentdcid szamdra szuboptimalis
koriilményt okozhat (Ask et al., 2012). Kritikus probléma még az SSF eljarasnal az, hogy a
celluldz és az erjed6 mikroorganizmus hémérséklet optimuma kiilonb6zd tartomanyba esik,
ezért fontos szempont a megfelelé enzim — élesztd paros kivalasztasa (Kadar et al., 2004).
Legnagyobb elénye az SSF eljarasnak, hogy mivel egy eszkéz hasznélata elegendd a
veégtermék eldallitdsdhoz, igy az energiasziikséglete is jelentdsen kisebb, mint a tobblépcsds

¢éloallitasnak.

ALAPANYAG Elékezelés Enzimes kezelés Desztillalas
+ Fermentacio

Dehidratalas

BIOETANOL

6. abra: SSF fermentacio folyamatabréja (sajat dbra)
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1.5.2. Elkiilonitett hidrolizis és fermentacio

A szeparalt hidrolizis és fermentacié esetében kiilon egységben zajlik le a lignocelluloz
cukorra alakitdsa, majd alkoholld erjesztése (7. abra). Ennek a kétlépcsds eljarasnak a
hatranya, hogy a keletkezett termék géatolja a celluldz aktivitasat, igy a kinyerhetd cukor
mennyisége is csokken, amelyet tovabb lehetne alakitani etanolla. A {6 elénye viszont, hogy a

hidrolizist és a fermentaciot el lehet végezni egyenként a sajat optimalis koriilményeik kozott.

ALAPANYAG El6kezelés [ Enzimes kezelés J [ Fermentacio ]

Desztillalas

Dehidratalas

BIOETANOL

7. abra: SHF fermentécio folyamatabraja (sajat abra)

1.6. Membransziirési miiveletek

Membranokat el0szor az 1960—as években kezdtek el forgalmazni. Szamos ipari alkalmazas
terliletén alkalmaznak membranos elvalasztasi modszereket (biotechnolodgia, élelmiszeripar,
gyogyszeripar, textilipar). Legkordbban a biotechnologiai ipar, illetve a gydgyszeripar
terliletén alkalmaztak forditott ozmozist (RO), illetve membransziird tolteteket (Wilf, 2010).
A membranszeparacios miiveletek modern szétvalasztasi eljarasok kozé tartoznak, amelyet az
elvalasztandd komponensek fizikai vagy kémiai tulajdonsagai alapjan csoportosithatunk
(Bélafiné, 2002). A membran (latin eredetli sz6: héj, hartya) definicio alapjan egy
permszelektiv gatat jelent, két vagy tobb fazis kozott, amely a sziirendd oldatot két részre
osztja (8. abra). A membranszeparacids eljarasoknak is természetesen eldnyei €s hatranyai is

vannak.
Az elonyeik koz¢ sorolhatdak az alabbi tulajdonsagok:

e kdornyezetbarat,

e konnyen varidlhatoak,
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e folyamatos eljarés,

e méretiik egyszeriien valtoztathato,

e kicsi energiaigény,

e mas muveletekkel is konnyen kombinalhatoak,

e napjaink egyik leggyorsabban fejlodo tertilete.

Membranszeparacios eljarasok hatranyai az alabbi szempontok:

e gyors eltomddés,
e viszonylag rovid a membranok élettartama,

e koncentracio — polarizacio.

MEMBRAN

BETAPLALAS> SURITMENY >

<—||T||_;UC::N(D

8. abra: Membranszeparacios miiveletek dbréaja (sajat dbra)

A membranos elvalasztasok sordan anyagtranszport megy végbe a membréanon keresztiil. Két
fontos paramétere van az eljarasnak, ami az adott membran teljesitményét és hatékonysagat
mutatja meg, ezek az ateresztoképesség (fluxus — J), illetve a visszatartas (Retention - R). A
membranszeparacios elvalasztasi technikdk szakaszos, illetve folyamatos (cross-flow —
keresztaramlasos) miikddésiiek is lehetnek. A szakaszos tizemmoddban a betaplalas merdleges
a membran feliiletére, ebben az esetben a sziirlepény kialakuldsa hamarabb kovetkezik be,
ami a fluxus értékek csokkenéséhez vezethet. A folyamatos (keresztaramlasos) lizemmodnal

viszont a betaplalas irdnya parhuzamos a membran feliiletével, itt a membran eltomddése

kisebb (9. abra).
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Szakaszos Folyamatos (cross-flow)

N N
Betaplalas Betiplilds |=={=) =] safile

g I

Stiritmény

v

Stritmény

9. abra: Szakaszos ¢és folyamatos (cross-flow) membran modul miikodési abraja (sajat abra)

A nyomaskiilonbségen alapuldé membranszeparacids eljarasokndl a miiveletek hajtdereje a
membran két oldala kozotti nyomaskiilonbség. Az oldott anyag részecske méretétdl fiiggden
fejlesztettek ki kiilonb6zo eljarasokat. Ilyen miiveleti eljarasok lehetnek a mikrosziirés (MF),

ultraszlirés (UF), nanosziirés (NF), illetve a forditott ozmozis (RO) (10. abra).

a. b. c¢c. d. e
100-10000 \ \ \ \ \f
- nm  [EXTTNTTTTN | MF 0,2-0,6 MPa
10-100 \ \ \ \/
-100 nm N\ N\ | UF 0,1-1 MPa
1-10nm | \\ \\\/ | NF 1-3 MPa
0,1-1 nm \\ \/ | RO 3-10 MPa

10. abra: Nyomaskiilonbségen alapuld6 membranos eljarasok dsszegzése (sajat készités)
a.) viz, b.) so, c.) cukor, d.) makromolekula, ¢.) kolloid
MF-mikrosziirés, UF-ultrasziirés, NF-nanosziirés, RO-forditott ozmozis

A 10. abran jol lathatd, hogy ha a mikrosziiréstdl a forditott ozmozis felé haladunk, akkor a
levalaszthato részecske mérete egyre csokken, az adott membran poérusméretecsokkenése

miatt, ami viszont egyiitt jar a membran anyagatadasi ellenallasanak novekedésével.
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1.6.1. Mikrosziirés

Ez a tipusi membranszeparaciés miivelet van a legkozelebb a hagyomanyos értelemben vett
szliréshez. A mikrosziiré6 membranokat a pdorusok jellemzd méretével jellemzik, attol fliggden,
hogy milyen médszerrel mérik. Pérusméretiik a 100 — 10* nm — es tartomanyig terjedhet, ami
leginkabb az emulziok és a szuszpenziok tartomanya, vastagsaguk pedig 10-150 um kozotti
lehet. Az alkalmazott nyomas 0,2 és 0,6 MPa kozott valtozhat. Porusos mikrosziird
membranokat szerves ¢és szervetlen anyagokbol dllitanak eld, amelyek szerkezetileg

szimmetrikusak és asszimetrikusak is lehetnek.

Mikroszirés alkalmazasanal szinte elkeriilhetetlen a membran eltomodése, ami fluxus
csOkkenéssel jar egyiitt, ezért sziikségszerii a membran feliiletét rendszeresen tisztitani. Ipari
alkalmazasa nagyon széles korli (Makabe et al., 2016), leginkabb szennyviztisztitasnal,
¢lelmiszeriparban sterilezésre, szennyezd anyagok eltavolitdsara, olaj — viz emulzidk
elvalasztasara, gyogyszeriparban emulziok kezelésénél alkalmazzak (Kong et al., 2010,
Hoque et al., 2012, Echavarria et al., 2011, Samuelsson et al., 1997, Kromkamp et al., 2006,
Yang et al, 2014, Tonglairoum et al., 2013). Az 1. tablazatban foglaltam 0ssze a

leggyakrabban hasznalt membrantipusokat, illetve azok anyagait.

1. tablazat: Mikrosziir6 membranok tipusai (Bélafiné, 2002)

Tipus Membran anyaga
keramia titan — dioxid (TiO2)
aluminium — oxid (Al203)

celluloz észterek

hidrofil polimer poliéterszulfon (PES)
poliszulfon (PSF)
polipropilén (PP)
hidrofob polimer polietilén (PE)
poli — tetrafluor — etilén (PTFE, teflon)
szervetlen szén, tiveg (SiO2)

1.6.2. Ultrasziirés

Az elmult néhany évtized alatt az ultrasziiréses technoldgia egyre nagyobb figyelmet kapott,
szdmos kedvezd tulajdonsaga, eldnye miatt, mint példaul, hogy alacsony {izemi nyomason ¢€s
homérsékleten miikodtethetd. Széles korben alkalmazzék a poliszulfon (PS) membréanokat
ultraszlirésre, mivel ezeknek a membranoknak j6 a termikus és a kémiai stabilitasuk, de

talalkozhatunk poliamid, alifas poliamid, valamint celluléz és azok szarmazékaival is (Filloux
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et al., 2014, Taeseon et al., 2016). A membran porusméretének jellemzésére a vagasi értéket
(cut-off érték) alkalmazzik Daltonban kifejezve (Da) [g mol™], amely a membran mindségét
meghatdroz6 paraméter, egy globularis fehérje moltomegérték, amelyet a membran az
anyagtranszport soran 90%-ban visszatart (R=0,90). Az ultrasz(irés mérettartomanya a
mikroszlirés €s a nanoszirés mérettartomanya kézé esik, poérusméretiik 10 — 100 nm. Ezt a
tipusu poérusos membrant altaldban a szubmikron méretli kolloid részecskék és
makromolekulak, valamint virusok, baktériumok levalasztasara alkalmazzak (Marta et al.,

2015).

A kisebb porusi membranok kialakitasahoz elsésorban asszimmetrikus membranokat
hasznalnak (kompozitokat), de manapsdg mar leginkabb polimerekbdl allitjdk elé oket. Az
ultraszlirés esetében a komponensek elvalasztdsa az Un. szitahatds alapjan torténik. Az
ultraszlirés soran alkalmazhatd nyomaés 0,1 és 1,0 MPa kozott valtozhat. A nyomas

fiiggvényében torténd vizsgalata soran hadrom szakaszra kiilonitheto:

1. 4tmeneti tartomany,
2. limitalt fluxus (itt a fluxus szempontjabol a nyomas mar nem meghatarozo paraméter),
3. linedrisan novekvo fluxus (a fluxus értéket meghatarozo ellendlldst a membran

ellenallasa jelenti).

Tobbnyire a membranon csak a vizmolekuldk képesek athaladni, igy a membran felszinén
felhalmozdodnak az oldatot alkotd egyéb anyagok, amelyek ezaltal megndvelik a membran
betaplalasi oldalan mért ozmozisnyomads értékét (z), ami csokkenti a hajtdéerdként alkalmazott

hidrosztatikus nyomaskiilonbség (4p) hatasat a viz fluxusnal (Jw):
J, = K(Ap-An) 2
Az oldott anyag fluxus értéke (Js) pedig:
J, = KAC, (3)

ahol, K a viz, Ks az oldott anyag permeabilitasi egyiitthatdja, Acs pedig a stritmény
koncentraci6 érték kiilonbsége. Ezekbdl az 6sszefliggésekbdl jol latszik, hogy az NF és az RO
esetében miért is fontos a membran alapanyagénak pontos megvalasztasa, ellentétben az MF

¢s UF technikakkal (Field, 2010).
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A koncentracio polarizacios jelenség soran az oldott anyag az oldat-membran hatarfeliiletén
felhalmozodik. Ennek hatdsdra a hatarrétegben a folyadékaramlés sebessége a zérohoz
kozelit, amibdl az kovetkezik, hogy a hatarrétegen beliili transzportfolyamat csak diffuzidval
johet létre. A koncentracid polarizacidé fiigg a betaplalt folyadék tulajdonsagatol, a
komponensek diffuzivitasatol, illetve a miikddési koriilményektdl. Az allo réteg vastagsagat a
folyadék fizikai tulajdonsagaibdl meg lehet hatarozni, illetve az oldat aramlasi sebességébdl.
Az ionoknak az all6 rétegbe vald beépiilésének a sebességét pedig a fluxus és a visszatartas
hatarozza meg. Ezekbol az 0Osszefiiggésekbol megallapithatd tehat, hogy a membran
szeparacidé miiveleti paraméterei hatassal vannak a koncentracio polarizacié mértékére (Field,

2010). A membrannal felvett anyagmérleg felallitasahoz négy aramot kell figyelembe venni:

1. az oldott anyag membranon keresztiil torténd konvektiv diffuzidja
2. apermeatum konvektiv diffizidja membranon keresztiil

3. az oldott anyag Fick els6 torvényét kdvetd elleniranyu difftzidja
4

a membran felé iranyul6 oldott anyag konvektiv transzportja

Osszességében tehat megallapithatd, hogy a koncentracié polarizacié kialakuldsa a
membransziirés szempontjabol hatranyos jelenség, ugyanis romlik a hatasfok, lassul a sziirés,

valamint a miiveleti sebesség is csokken (Pécs, 2011).

hatarréteg  hembran

T

dramlasi irany permeatum fluxus

—
G,
_—_— £n

11. abra: Koncentréacid polarizacié dramai (sajat készités),
(cp az oldat koncentracioja, Cm a membranfelszin koncentracioja, Cp a permeatum
koncentracioja, ¢ a fé6tomeg koncentracioja)
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A rendszerben kialakult koncentracid polarizacio (11. abra) matematikai leirasa a film
elméleten keresztiil kozelithetd meg. A permedtum fluxusat kiegyenliti az oldott anyag
elleniranyu diffuzidja:

dc

Jc-c,)=-D—
(c—cp) dx ()

Ha az egyenletet atrendezziik, akkor az alabbi 6sszefliggést kapjuk:

S Cp
JIdx=—DI

0

1
c—c,

dc (6)

ahol, a diffuzids uthossz (X) nullatol a hatarréteg vastagsagaig () tart, a koncentraciot (C)
pedig a f6tomeg koncentracidja (Cn) és a membran feliiletén kialakult réteg koncentracioja
hatarozza meg (Cm). Ha tovabb rendezziik az egyenletet, a kovetkez6t kapjuk a fluxusra

meghatarozva (Field, 2010):

J= =k-In"—+ (7)
ahol, o az anyagatadasi hatarréteg vastagsaga [m], ami meghatarozza a — =K anyagatadasi

)
egylitthatot, amelynek szamértékét a Sherwood- (Sh), a Reynolds- (Re) és a Schmidt (Sc)

dimenzi6 mentes szamok segitségével tudjuk meghatarozni:

C
J=kIn2
C. (8)
Sh-D dy'

k=—— Sh=aRe"Sc°| —

q 9) (Lj (10)

d-v-p n
Re=—1% (11) SC=—— (12)

n p-D

ahol, d (a hidraulikai sugar négyszerese) és L a hidraulikai jellemz6 méretek, a, b, ¢, n értékek

pedig konstansok (Field, 2010).
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A filmelmélet alapjan tehat, ha a membran felszinén a recirkulacios sebesség csokken, akkor
ennek hatdsira a hatarréteg ellenallas nd, és ez a ndvekedés egészen addig eltart, mig a
membran feliileti koncentracids értéke el nem éri azt az értéket, ahol az oldott anyag mar
kirakodik a membran feliiletére, és a folyamatban igy kialakuld gélréteg koncentracio (Cg)
allando értékké fog valni. Ebben az allapotban a fluxus a kdvetkezoképpen irhato fel, feltéve,
hogy a gélréteg koncentracidja magasabb a permeatuménal, vagyis cp~0 (Field, 2010):

dc

Jc=—D—
dx (13)

A valtozok szétvalasztasat kovetden €s atrendezve az egyenletet az alabbi Osszefiiggéseket

kapjuk:
Y “@dc
J|ldx=—-D|—
_c[ gf C (14)
D C c
J=—In-2L=kIn2>
o C Cy (15)

Nem poérusos membran esetén, a diffuzios allandd kiszamithatoé a Stokes-Einstein egyenlet
segitségével:
2k, T

D=—"—
3z-m-1,

(16)
ahol, kg a Boltzmann konstans, T a hémérséklet [K], rp pedig az oldott anyag atméréje (Field,
2010).

Sokféle alkalmazasi teriilete ismert az ultrasziird membranoknak, de a leggyorsabban fejlédo

teriilete napjainkban, a kérnyezetvédelem (Shi et al., 2014):

e makromolekuldk oldatainak koncentralasara (nagy molekuldkat vissza kell tartani)
o ¢lelmiszeripar (tej, zselatin koncentralas, tejpor eldallitas, gylimoleslevek szlirése)
e vegyipar (festékvisszanyerés)

o textilipar

e gépgyartas (olajos szennyvizek, emulzidk szétvalasztasa)

e Dbdripar

e papiripar
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A felsorolt alkalmazasi teriiletek koziil is az élelmiszeripar teriiletén talalkozhatunk
legtobbszor ultrasziréssel. Szamos orszdgban példaul, az élelmiszer feldolgozads soran
keletkez0 szennyviz f6 forrasa a tejipar. A tejipari szennyviznek pedig nagyon magas a
biologiai- és kémiai oxigénigénye (BOD, COD) (fehérjék, zsirok, szénhidratok, lipidek
formajaban), valamint a szervetlen ion koncentracidja (Rahimi et al., 2016). Ugyanakkor
szdmos nemzetkdzi publikdcid szadmolt mar be az enzimek ultrasziiréssel torténd
szeparacidjarol is, mint pl. Ehsani et al. (1995) xilanaz és celluldz enzimkeverékbdl a -
még vizek mikrobiologiai szennyezOdéseinek elvalasztidsira, valamint ipari Oblitévizek
tisztitadsara, visszaforgatdsara, illetve felszini vizekbdl peszticidek, szerves anyagok, iz- ¢€s

szagvegyliletek eltavolitasara is.

1.6.3. Nanosziirés

Ez a membranszeparacios eljaras akkor alkalmazhat6, ha kis molekulatomegii oldott anyagok
(szervetlen s6, kicsi szerves molekula, kétértékli ionok, cukrok) elvalasztasa a cél. A
nanoszir6 membran az elbbi membranokhoz képest kisebb porusmérettel (1-10 nm), illetve
nagyobb ellenallassal rendelkez6 membran. Ennél az eljarasnal nagyobb nyomaskiilonbséget
kell alkalmazni, 1-3 MPa. A nanosziir6 membranok mindegyike aszimmetrikus szerkezeti,
valamint a retencidja jelentésen kisebb az egyértékli ionokkal szemben (Na®, CI), de a
kétértékii ionokat (Ca®") jol visszatartjdk a szennyezokkel egyiitt (Al-Rawajfeh, 2016).

crer

(Hussain et al., 2009, Gao et al., 1999, Zhou et al., 1999, Wang et al., 2000).

1.6.4. Forditott ozmozis

A forditott ozmozis esetében gyakorlatilag csak az olddszer molekulak jutnak at a membranon
keresztiil. Forditott ozmozis alkalmazasanal a membran porusmérete 0,1 és 1 nm kozotti
tartomanyba esik. Az RO membran az oldott anyagot nem engedi at, viszont az olddszert
igen, tehat ha az alkalmazott nyomas kisebb, mint az ozmoézis nyomas, akkor az oldoszer a
higabb oldal fel6l a toményebb oldal felé¢ fog aramolni (Wijmans et al., 1995, Soltanieh et al.,
1981, Lee, 1975). Ezek a membranok is szintén aszimmetrikus szerkezetli membranok,
amelyek transzmembran nyomasa 3—10 MPa kozotti. Az RO membranok nem pdrusos

membranok, hanem tn. bortipustt membranok.
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Szintén szamos ipari tevékenység soran alkalmaznak forditott ozmozisos technikat, mint
példaul a tengerviz sotalanitasaval ivovizet allitanak eld, gydgyszeriparban, élelmiszeriparban
koncentralasi- és elvalasztasi célokra (tej bestiritése), illetve ivoviz hazi tisztitdsara, ipari- és
kazantapviz elokészitésére, valamint kiilonb6z0 oltotenyészetekhez ultra tiszta vizek

eléallitasara (Shenvi et al., 2015).

1.7. Enzimvisszanyerési technologiak

Napjainkban a lignocellul6z biomasszabol biologiai 4talakitdssal torténd iizemanyag
mindségli bioetanol eldallitasa vonzd lehetdséget jelent a megujuld és a kornyezetbarat
biotizemanyagok fejlesztésé¢hez. A biofinomitas folyamata harom f6 1épésbdl all: elokezelés,
hidrolizis ¢és fermentacio (Yi et al., 2012). A celluloz hidroliziséhez ahhoz, hogy
fermentalandd cukrokat kapjunk, enzimeket haszndlunk, ami az eljaras egyik legjelentésebb
termelési koltségét jelenti. Nem lehet figyelmen kiviil hagyni a fontossagat, hogy az enzimek
jelentés mértékben megdragithatjak a folyamatot, ugyanis a teljes koltség koriilbeliil 50%-a
hidrolizis eljarasbol, mig 20%-a bioetanol termelésbol szarmazik (Knutsen et al., 2002, Tu et
al., 2007a). Két f6 stratégia létezik az enzimek koltségének csokkentésére. Az egyik megoldas
miszerint molekularis manipulacio altal noveljiik az enzimek specifikus aktivitasat, illetve a
kiilonbozd celluloz alaptt gombak ¢€s baktériumok termelékenységét és hozamat, valamint a
masik megoldés szerint a hidrolizis utan az enzimeket visszanyerjiik ¢s hasznositjuk, ebben
lehetnek segitségiinkre a membran szeparacios eljarasok (Ramos et al., 1994). A hidrolizis
folyamata soran a cellulazok tipikusan két kiilonb6z6 forméaban jelennek meg. A celluldzok
koziil néhany oldatban van szuszpendéalva (szabad enzimek), mig masok a maradék
szubsztrathoz kotédnek (celluldz, lignin) (Tu et al., 2007b). A kotott formaban 1évé enzimeket
sokkal konnyebb kinyerni, viszont a tovabbi hidrolizishez sziikséges katalitikus aktivitasuk
joval alacsonyabb, igy munkdm sordn a szabad formdban 1év6 enzimek visszanyerését
vizsgéaltam membran szepardcios eljarasokkal. A membran szeparacios eljaras az egyik
leghatékonyabb moddszer a hidrolizalt oldatbol torténd celluldz enzimek visszanyerésére €s
hasznositasara. A bomldsbol illetve a denaturdlodasbol ad6dd enzimaktivitas csokkenés
viszont korlatozza az enzim visszanyerését €s hasznositasat, valamint potencialisan hozzajarul
a membran szeparacios eljaras koltségeinek noveléséhez is, ugyanis a membran életképessége
csokken, ezért fontos lenne tovabbtanulmanyozni a lehetdségét annak az eljarasnak, amellyel

az enzimek denaturalédasa megakadalyozhato lehetne (Yi et al., 2012).
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1.8. Hatékonysag novel6 modszerek

Ahogy azt mar tobbszor lathattuk a megujuld bioenergia forrasként szolgalo, hemicelluloz
bazis hatékony cukrositdsanak egyik legnagyobb gatja a hemicellul6z Osszetett struktardja.
Ennek megbontasaval, részleges lebontasaval nagymértékben ndvelhetévé valik a
feltarhat6sag. Ilyen feltarast noveld eljarast a szakirodalom nagyon sokat ismer €s alkalmaz,
akdr mar az ipari gyakorlatban is szdmos konkrét alkalmazéssal talalkozhatunk. A kevésbé
ismert alkalmazasi eljarasok koziil a mikrohullamu energiak6zlést (MW) és az ultrahang (UH)

energidjanak alkalmazhatosagat vizsgaltam meg atfogdan.

1.8.1. Mikrohullamu energiakozlés

A mikrohullamtt (MW) sugarzas olyan elektromagneses hullamok sokasdga, amelynek
frekvenciaja 300 MHz és 300 GHz, valamint hullsmhossza 10° és 10° nm kozott van. A MW
tartomany az infravoros, illetve a radiofrekvencias sugarzas kozott talalhatd (Almassy, 1964).
A celluléz, hemicelluléoz alapti biomasszadkbol torténd bioetanol eldallitds a heterogén
nyersanyagok miatt igen nehéz feladat. A MW egy olyan energiakozld moddszer, amelynél
elektromagneses teret alkalmazunk a kezelendd nyersanyag molekula szerkezetének fizikai,
kémiai és biologiai valtoztatasaihoz (Peng et al., 2014). Ennek koszonhetéen né a kezelendd
anyag fajlagos feliilete, csokken a celluloz kristdlyosoddsa és polimerizacidja, ami a lignin
depolarizaciojahoz vezet és igy a szubsztrat hozzaférhetdsége is né az enzimes kezelés
szempontjabol (Odhner et al., 2012, Diaz et al., 2015). A mikrohullama energiakozléssel
torténd elokezelések tehat jo lehetdségnek mutatkoznak, habar megdragithatjdk a folyamatot
(Binod et al., 2010), de bizonyos felhasznalasi esetekben egy adott folyamat energiaigénye
Osszességében mégis csokkenthetd a MW alakalmazdsa miatt (Bélafi-Bako et al., 2012,
Hodur et al., 2009). A kezelés barmely pillanatban leallithato, illetve szelektiven is végezhetd
a kezelés, valamint konnyen kombinédlhat6 kiilonb6z6 kémiai kezelésekkel (Caddick, 1995,
Binod et al., 2010). Szamos tanulmany szerint, a mikrohullamu energiaval torténé kezelés
megvaltoztatja a lignocelluldz szerkezetét, degradalja a lignin és a hemicellul6z tartalmat, igy
ezaltal novelheté a celluloz enzimatikus érzékenysége (Azuma et al., 1984, Xiong et al.,
2000). Szédmos ipari alkalmazisa ismert a mikrohulldmt kezelésnek, példaul az
¢lelmiszeriparban pasztérézésre, sterilizalasra, szaritasra, blansirozasra, temperaldsra, vagy
akar olvasztasra is hasznaljak (Porto 2016, Decarcau et al., 1985, Chandrasekaran et al.,
2013).
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1.8.2. Ultrahang erétér

Szamos mérnoki tevékenység soran alkalmaznak ultrahangos késziiléket a hatékonysag
novelése céljabol, ezaltal intenzivebbé tehetdek kiillonbozé kémiai reakcidk, vagy akar egyéb
szaritasi folyamatok (Gondrexon et al., 2015). Gyakorlatban az ultrahangot rezgéskeltékkel
allitjuk eld, példaul elektromechanikus atalakitokkal, amelynek fo része a generator. Ez a
generator termeli az elektromos dramot, majd a sugarzo ezt az elektromos energiat alakitja at
mechanikai rezgéssé, amit a vele érintkezé kozegnek atad. Az ultrahang a testek belsejébe
behatolva a hang terjedési sebességének segitségével onnan tovabb halad. Intenzitdsa az
abszorbens rétegvastagsagdnak novelésével ardnyosan csokken, ¢és rovid hullamhossz

kovetkeztében jol irdnyithat6 az adott helyre.

Az ultrahanggal besugarzott kézegekben bonyolult folyamatok mennek végbe (Tarjani,

1971):

e Primer hatasok:

o Kavitacié: ultrahang hatdsdra a folyadékokban fellépd fesziiltségnek
koszonhetéen a molekulak kozotti kohézids erék fellazulnak, majd a
részecskék kozott mikroszkopikus méretii liregek jonnek létre, amelyek révid
élettartamuk miatt 0sszeomlanak.

o Hangsugarnyomds: az utjdban allo akadalyra allando egyirdnyl nyomast
gyakorol a halad6 hullam, igy ennek a sugarnyomdsnak koszonhetéen a
folyadék — levegd hatarfeliileten szokdkut jon létre.

o Abszorpcid: ha kdzegben terjed az ultrahang, az abszorpcid kovetkeztében

energiat veszit, igy a hové alakult energia a kozeg hdmérsékletét megemeli.

e Szekunder hatdsok:

o Mechanikai hatdsok: j6l megvalasztott koriilmények kozott a rezgés hatdsara a
részecskék  széttoredezhetnek, amely finomabb eloszlast eredményez
(diszpergalas, koagulalas).

o Kémiai hatds: vizes oldatokban a viz aktivalodasa kovetkezik be. Az
aktivalédashoz sziikséges energia a kavitacid soran szabadul fel.

o Bioldgiai hatds: a besugdrzasnak koszonhetéen virusok, baktériumok, gombak

is elpusztulhatnak.
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A membranos elvalasztasi miiveletek kiegészithetOek ultrahang késziilék hasznalataval is,
annak érdekében, hogy az ultrahang keltette besugarzas hatdsara a szuszpenzidkban 1évo
sejtek konnyebben szétessenek, széttoredezddjenek. Fontos akusztikai jelenség a kavitacio,
ami a folyadékokban torténd iireg vagy buborékképzddést jelenti. Az ultrahangos besugarzas
hatasara torténé membran-permeabilitas valtozasa tehat a kavitacid6 mechanikai hatasanak az

eredménye (Muthukumaran, 2006).

Szadmos ipari tevékenység soran alkalmaznak ultrahangos sugarzast, legfoképpen a
biotechnologiai ipar és az ¢élelmiszeripar teriiletén hasznaljdk csiratlanitasra, tisztitasra,
diszpergalasra, anyag transzport folyamatok gyorsitdsara, emulzioképzésre, valamint

sejtanyagcsere termékek kinyerésére.
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2. CELKITUZESEK

Tudoméanyos munkam célja a celluloz-, ill. hemicellul6z tartalmu hulladékok cukrositasa,
illetve etanolla alakitasa, valamint a folyamatban felhasznalt enzimek visszanyerése és

visszaforgatasa.

Munkédm soran tobbféle, mezdgazdasagi és ¢€lelmiszeripari hulladékot és mellékterméket

vizsgaltam meg szubsztratként:

e cukorrépaszelet,

e cukorrépa pellet,

e melléktermék dohany,
e biomassza dohany,

e nyirfa apriték.

A lebontési folyamat hatékonysaganak novelése céljabol kutatdsi munkdm céljai kozott
szerepelt az is, hogy megvizsgaljam az

o clokezelési modszerek alkalmazhatosagat, valamint

e a kezelési koriilmények paramétereinek a redukald cukor kinyerésének mértékére

gyakorolt hatasait.

Az alkalmazott elokezelési modszerek:
» mechanikai elokezelés:
o apritas, Orlés: az anyagatadas hatékonysaganak novelése érdekében,
» kémiai elokezelés:
o savas €s lugos elokezelés: a molekulak kozotti észter kotések felbontasa, illetve a
hemicellul6z és xilan komponensek felbontasa érdekében,
» fizikai-kémiai el6kezelések:
o gobzrobbantas: a szubsztrat homogenitasanak ndvelése, illetve az anaerob lebontas
sebességének fokozéasa céljabol.

o mikrohulldmu-kémiai el6kezelés: a hidrolizis hatékonyabba tétele érdekében.

A kezelések hatékonysagat a kitermelheté cukrok mennyiségének, valamint a celluloz

lebomléssal aranyos redukal6 cukor termelddési litem segitéségével jellemzem.
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A kutatomunkéamat tovabba kiterjesztem a fenti alapanyagokbdl torténd bioetanol fermentacio
hatékonysag-elemzésére, vizsgalva:
e aszimultan cukrositas és fermentacios (SSF) és
e az elkiilonitett cukrositas €s fermentacios (SHF) alkalmzahatosagat, és a fermentacid
koriilményeinek hatasat.
o Szeparalt hidrolizis ¢és fermentdcid (SHF): ahol idében ¢és térben elkiilonitve,
egymast kovetéen keriilt sor a celluloz hidrolizisére és a keletkezett cukor
o Szimultan cukrositas ¢és fermentacid (SSF): ahol egyidejiileg tartalmazta a rendszer
a cukrositashoz sziikséges enzimeket és a fermenticidhoz sziikséges ¢€lesztd

gombakat.

Célomma tiztem ki, hogy a celluldztartalmi biomasszabdl torténd bioetanol eldallitasi
folyamat gazdasagossdgat nagymértékben befolydsold enzimes hidrolizis miveleti 1épcséd
hatékonysag novelése érdekében olyan vegyszermentes, kornyezetkiméld és koltséghatékony
membranszeparacios eljarast dolgozzak ki, amellyel a hidrolizis soran alkalmazott enzimek a
folyamatba minimalis veszteséggel visszforgathatova vélnak, az eredeti aktivitisuk minél

tokeéletesebb megdrzése mellett.

A membranos enzim-visszanyerési eljards esetében, az alkalmazott membranok
¢élettartaméanak novelése, a szeparacids hatasfok javitdsa, valamint a membran-eltomodési
jelenségek kialakuldsanak késleltetése, és ezaltal a permeatum fluxus ndvelése céljabol
megvizsgalom az ultrahangos er6térnek a modell oldatok és valos fermentlevek sziirése soran
vald alkalmazhatosagat és a szonik4cid paramétereinek a membranellenalldsokra, a

visszatartasi mutatokra, valamint az enzimaktivitas stabilitdsara gyakorolt hatasait.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Vizsgalati alapanyagok

Kutatomunkam sordn alapanyagként az élelmiszeriparban és a mezdgazdasagban keletkezo
celluloztartalmu hulladékokat hasznaltam fel. A cukorgyartds melléktermékeként, a
felszeletelt és kilugozott cukorrépabol (Beta Vulgaris L.) visszamaradt cukorrépaszeletet,
illetve a szaritott cukorrépaszeletbdl eléallitott cukorrépa pelletet vizsgaltam. A pellet egy
olyan, préselt szalas, rostos anyag, amelyet vagy sajat anyaga, vagy belekevert kdtéanyag tart
Ossze. Tovabba magyar termel6tél szarmazod kétféle dohany ndvényt (Nicotiana rustica,
Nicotiana tabacum) is vizsgaltam, az egyik az un. kisérleti dohany (KD), amelynél a teljes
novény a mintaba keriil (szar, levél). Ezt a biomasszadohanyként termesztett névényt kisebb
sor ¢és totavolsaggal iiltetik egymashoz, a nagyobb, egységnyi teriiletre esé hozam érdekében.
Ennek a dohdnynak a termesztés célja tehat, hogy biomassza forrasként hasznaljak fel. Ezt a
termelési kisérletet az tette sziikségessé, hogy a csokkend ipari dohany felvasarlas miatt a
termesztOk a felvasarlasbol kiesd bevételiiket ilyen biomasszadohanybol potdlni tudjék, igy az
6 megkeresésiikre kezdtem el kisérleti vizsgdlataimat a dohanyndvény, mint lehetséges
biomasszaforras iranyaban. A masik vizsgalati minta pedig az un. melléktermék dohany
(MD), ami a dohanyipari felhasznalds utan fennmarado részeket tartalmazza, mint példaul a
szarmaradék, és kisebb levél darabok, tehat ez a minta tipikusan dohanyipari hulladékként
kertilt a vizsgalati mintdk kozé. A vizsgalati mintakat a kisérleteket megel6zden légmentesen,

fagyasztva taroltam.

Norvégiaban, As- ban, a Norwegian University of Life Sciences (Department of Chemistry,
Biotechnology and Food Science), Kémiai, Biotechnologiai és Elelmiszertudomanyi
Tanszéken végzett kutatdsaim soran pedig a tengerszint feletti 900 m—es magassagban ¢16, 90
éves norvégiai nyirfa (Betula pubescens) kéreg nélkiili faforgacsat (20-30 mm)
tanulmanyoztam, ami csomagolva érkezett az egyetemre. A nyirfa kéreg daralast és szitalast

(frakcionalast) kovetden a vizsgalatokig szobahémérsékleten taroltam.

A vizsgélt alapanyagok egyrészt kiilonbozd iparagakat reprezentalnak, élelmiszeripar, faipar,
dohanyipar/ndvénytermesztés, masrészt a vizsgalt anyagok mindegyike egy-egy konkrét

megkeresés, megbizas vagy projekt alapa egyiittmitkodés kapcsan kertilt kivalasztasra.
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3.2. Vizsgalati médszerek

3.2.1. Elokezelések

A biomassza eldkezelése kiilonb6z6 modszerekkel egy nagyon lényeges 1épése lehet a
biomassza atalakitasanak, mivel a lignin polimer, ami jelen van a lignocellulé6z biomassza
makromulekularis szerkezetében, inhibitorokat general, amelyek gatlo hatassal lehetnek az
enzimatikus hidrolizisre és a fermentaciéra. Fontos szempont tehat a lignin eltavolitasa €s a
kotések felszakitasa, igy az elOkezelések alkalmazasa lehetévé teheti, hogy a biomassza

enzimatikus hidrolizisével esetleg tobb fermentalhatod cukrokat tudjunk termelni.

Hatékony el0kezelési technikaval fel lehet szabaditani a ligninbdl a cellulézt és a
hemicellul6zt, valamint cs6kkenteni lehet a celluloz kristalyossagat. A kiilonboz6 eldkezelési
eljarasok soran mas és mas a fermentalhatdé cukrok Gsszhozama, illetve egyes eldkezelések
olyan vegyiileteket is generalhatnak, amelyek gatld hatdssal lehetnek az enzimes hidrolizisre,
illetve a mikrobak fermentalasara is (Zeng et al., 2014). Egyes elokezelési eljarassal pedig
csOkkenteni lehet a mintdkkal bevitt mikroorganizmusok, illetve gombak szamat is, amelyek a
mintakban mért cukormennyiségek ingadozasaiért okolhatok. Az el6kezelés valasztasa fiigg a
nyersanyag jellemzgitdl €s a végterméktdl. A hagyomanyos biomassza elokezelési modszerek

kozé sorolhatjuk a mechanikai, fizikai és kémiai el6kezeléseket (Rawel et al., 2016).

a. Mechanikai elokezelés

A fermentécids vizsgalatokat megeldzden a mintak egy részét egy laboratoriumi verdcsapos
diszmembrator berendezéssel, illetve kutterrel apritottam, tovabba pl. a cukorrépa pellet vagy
a nyirfa apriték esetében szitasorozat segitségével kiilonb6z6é homodiszperz halmazokra
bontottam fel. Ezzel az elGkezelési eljarassal, ami ipari koriilmények kozott is elterjedt
modszer, a vizsgadlandd mintdk méretét tudtam csokkenteni, mivel ez a tovabbi eldkezelések

hatékonysaganak novelését is eldsegitheti (Barotfi, 2000).
b. Termikus elokezelés

A fermentlevek termikus eldkezelését fiithetd, laboratoriumi keverd (ARE Heat Magnetic
Stirrer) segitségével hajtottam végre. A vizsgilandé szuszpenzio eldkezelését 200 cm3—es
Erlenmeyer lombikban végeztem, a lombikba egy higanyos hdmérdt helyeztem, amely
segitségével ellendrizni tudtam a kezelési hémérsékletet, amely 85 °C volt. A parolgas

minimalizélasa érdekében parafilmmel zartam le a lombikot. A kezelési id6 20 percig tartott.
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C. Lugos elokezelés

A lugos eldkezelésnél 0,1 molos NaOH oldat segitségével pH=10 értéket allitottam be a
fermentleveknél, majd fiithetd, laboratoriumi keverd segitségével 85 °C—on, 20 percig

kezeltem a mintakat.

d. Mikrohullamu elékezelés

A mikrohullamu elékezeléseket egy laboratoriumi (Labotron 500, Bucher-Guyer AG)
mikrohullama berendezésben végeztem 250; 500 és 800 W teljesitmény mellett, eltérd
kezelési ido6tartamig (1,5; 3; 5 és 10 perc). A késziilékben 1évd forgétanyér a mintak
egyenletes homérséklet eloszlasat biztositotta. A mikrohullamu eldkezeléshez homogenizalt
szuszpenziot készitettem a reaktorba sziikséges vizsgalandd minta mennyiségbdl, azaz 15 g
mintabol és 1000 cm? desztillalt vizbdl. Ezzel az el6kezelési eljarassal az volt a célom, hogy a
mar tobb szerzd altal is kimutatott (Beszédes et al., 2011) mikrohullamu energia bevitel nem
termikus (non thermal) hatdsanak segitségével, el tudjam érni a celluloz/lignocelluloz
molekulak kozotti kotések felbontasat, tovabba szerkezetliik megbontasat €s lazitasat, ami altal
a hidrolizist hatékonyabb4, a celluloz molekuldkat pedig az enzimek szaméara hozzaférhetdbbé

tudom tenni.

e. Gozrobbantasos elokezelés

Goézrobbantasos elokezeléseket az apritott és leszitalt (10 mm) nyirfa esetében alkalmaztam.
A gbzrobbantas elvén miikodé berendezés (Cambi AS, Asker, Norway) egy 20 L-es
nyomastartd edénybdl, valamint egy olyan tartdlybdl all, amelynek alsé része egy
eltavolithat6 tart6 edény, ahol az el6kezelt minta tarolodik. A g6zt egy 25 kW—o0s elektromos
g6zkazan (Parat, Flekkefjord, Norway) generalja, igy a g6z eléri a maximalis nyomast, 34 bar
(240 °C). A nyersanyagot az elokezelé edénybe juttatjak, amin keresztiil engedik a gézt. A
g6z egy része kondenzalddik, majd a kondenzviz egy szorofej segitségével jut el a
viztartalyba, masik része, ami nem kondenzalddik, egy szénszliron keresztiil hagyja el a
berendezést (Horn et al., 2011) (12. abra). A gézrobbantasos elokezelés legfébb elénye, hogy
a szubsztrat homogenitdsa ndvelhetd, valamint az anaerob lebontas sebessége gyorsabb lesz.
Kisérletem sordn a minta adagoldtartdlyaba 300 g mintat helyeztem, amit az eldkezelést

megeldzden 10 perccel elomelegitettem.
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A mintak el6kezelése 170; 180; 190 és 200 °C-on 10 percig tartott, illetve 210; 220 és 230 °C-
on, 5; 10 és 15 percig. Az eldkezelt mintdkat 4 °C-on hiitében taroltam a kisérletek

megkezdéséig.
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12. abra: G6zrobbantasos berendezés sematikus abraja (Horn et al., 2011)

1. — gbzkazan; 2. — el6kezelé reaktor; 3. — szén sziirG; 4. — viz szorofej; 5. — vizkondenzald; 6. — kezelt
biomassza; 7. — kondenzviz gyiijté tank; 8. — hdcserélé; M — motorszelepek; P1 — pumpa; PI 1 és PI 2
nyomasszabalyoz6 manométer; RD 1 és RD 2 biztonsagi szelep; V 0-15 — szelepek; V6 és V8 — vizmennyiség
szabalyoz6 szelep; V7 — vizkor lezaro szelep; V14 és V15 — fekete haromszdg jelzi, hogy egyiranyu szelep; Jobb
also6 sarokban 1évo szaggatott vonal jelzi a viz dramlasat.

3.2.2. Szarazanyag tartalom meghatarozasa

A mintdk szarazanyag tartalmanak meghatarozasat 24 oran keresztil, 105 °C-on
szaritoszekrényben szaritva végeztem, majd a szdritast kovetden analitikai mérlegen

visszamért allandosult tomegekbdl hataroztam meg a mintdk szarazanyagtartalmat.

3.2.3. Cukormeghatarozasi modszerek
3.2.3.1. Spektrofotometrias meghatdrozds

Munkam soran minden esetben eldszor a mintdk enzimatikus feltdrasa soran felszabadulo
redukald cukortartalmat hatdroztam meg spektrofotometriass (NANOCOLOR® Yy,
Macherey-Nagel) modszerrel, DNSA (3, 5 -dinitro-szalicilsavval valé szinreakcio alapjan,
kalibraciot kovetden) jelenlétében (Miller, 1959).
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Tobbféle kezelési modszert, eljarast alkalmaztam a hidrolizishez, amelyeket a 2. tablazatban
foglaltam Ossze. A mintakbol el6szor kiilonbozé Osszetételli szuszpenziokat készitettem. A
cukrositasi folyamatoknal alkalmazott enzimek a Trichoderma reesei altal termelt cellulaz
(CLA) (Cellulast 1.5L, Novozymes A/S, Denmark; 700 U/g), az Aspergillus niger (Novozym
188, Novozymes A/S, Denmark; 250 U/g) altal termelt cellobiaz (CLB), illetve a
Trichoderma longibrachiatum altal termelt xilanaz (XIL) (Sigma-Aldrich, 1 U/g)
enzimkeverékek voltak. Az enzimmennyiségeket faktorialis kisérletterv alapjan allapitottam
meg, excel program segitségével.

A cukorkihozatal értéket a fermentlében mérhetd cukortartalombdl hataroztam meg, majd
egységnyi szarazanyagtomegre vonatkoztatva adtam meg. A cukorkihozatal értékeit a 17.

szamu egyenlet alapjan szamoltam ki:

(M) /1000 [mgcukor/gszéraz anyag] (17)

Mszaraz anyag

ahol, Vo desztillalt viz térfogata [em®], Ceukor cukorkoncentracié [mg/cm®], Myiraz . bemért

szarazanyag tomege [g].

3.2.3.2. Nagyhatékonysagu folyadékkromatogrdfidas meghatdrozds

Kutatomunkam sordn az apritott nyirfakéreg fermentlé enzimes hidrolizis vizsgélatdhoz
alkalmaztam az RI detektoros Dionex Ultimate 3000 tipusu nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiat (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) (13. abra). Az RI detektor egy
univerzalis detektor, ami csak akkor alkalmazhatdé, ha az elvalasztott komponensek
torésmutatoja eltér az eluens torésmutatdjatol. Torésmutatd valtozast idézhet eld mar akar a
0,1%-0s eluens 0Osszetétel valtozas. A centrifugédlt vizsgalanddé fermentlébdl 20 pL
térfogatmennyiséget higitottam 9,980 mL desztillalt vizzel (500-szoros higitas), amibdl az
analizishez 200 pL-t haszndltam fel. A mérésekkel parhuzamosan gliikkéz kalibraciot is
készitettem 0,2; 0,1; 0,05; és 0,02 g/L-es gliikoz oldattal. Az analizalandé mintékat ebben az
esetben automata adagolorendszer juttatta a mozgé fazisba, eldre beprogramozott id6 és rend
szerint, igy ezzel a modszerrel egyidejlileg akar 25-100 minta is analizalhatd egyszerre.

Mindegyik minta vizsgalata 1 6rat vett igénybe.
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A HPLC berendezés az analizist kovet6en a gliikoz koncentraciokat g/L egységben adta meg,
amelyet tovabb szorozva a higitassal (500) megkaptam a mintdk tényleges cukorkihozatali

értékét [/L].

13. abra: Nagyhatékonysagu folyadék kromatografia (Forras: http://www.dionex.com/en-
us/webdocs/35581-Bro-UltiMate-3000-LC-Systems-04Aug2010-LPN1820-05.pdf)

3.2.4. Biodegradacios médszerek

A megfeleld mddszer kivalasztasa érdekében kisérleteket végeztem szeparalt hidrolizis és
fermentacioval (SHF - separated hydrolysis and fermentation), illetve szimultan cukrositas €s
fermentacioval (SSF - simultaneous saccharification and fermentation) egyarant.
Az SSF ¢és SHF fermentdcios vizsgalatokat négy kiilonbozd eljarassal végezetem
(laboratoriumi fermentacios egys€g, magneses keverds termosztit, automatikus razato
vizfiirdd, rotacios kémcsdallvany - flithetd inkubatorban), amelyek fobb paramétereit a 2.
tablazatban foglaltam Gssze, valamint az alabbi felsorolt enzimeket alkalmaztam a cukrositasi
folyamatok vizsgalatanal:
e Trichoderma reesei altal termelt cellulaz (CLA) (Cellulast 1.5L, Novozymes A/S,
Denmark; 700 U/g),
e Aspergillus niger altal termelt cellobiaz (CLB) (Novozym 188, Novozymes A/S,
Denmark; 250 U/g),
e Trichoderma longibrachiatum altal termelt xilanaz (XIL) (Sigma-Aldrich, 1 U/g),

e Cellic CTec2 (Novozymes, Bagsvaerd, Denmark).
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2. tablazat: SSF és SHF kisérleti paraméterei

fermentdcios paraméterek
SSF és SHF eljarasok CLA | CLB XIL T t \VJ m
szubsztrdat | [cm®] | [em3] | [mg] | /°C] | [ora] | fermentlé | szirazanyag | pH
[cmd] [9]
2000
laboratoriumi SSF dohany - - 3600 30 96 1000 80 4,5
fermentacios 4000
egység (Labfors 0,1 0,1
Minifors, SSF | cukorrépa 0,2 0,25
Belgium) pellet 0,25 0,3 - 30 336 1000 15 45
0,3 0,35
0,35
magneses 0,05 0,05 75
keverds SHF cukorrépa 0,1 0,1 - 45 168 85 15 5
termosztat SSF szelet 0,3 0,3 30 30
(OXITOP 1S12) 0,6 0,6
0,35 0,35 - 50 96 50 4 5
0,45 0,45
0,372 | 0,458 - 50 96 50 4 5
automatikus 0,466 | 0,386 35
razatd vizfird6 | SHF dohany 12,5
(Tecator 1024) | SSF 25
50
- - 100 30 96 50 4 4,5
200
240
280
320
360
rotacios Cellic CTec2
kémcsdallvany (Novozymes,
(Stuart Rotator Bagsvaerd, Denmark)
SB3) + flitheté | SHF nyirfa [cmq] 50 48 10 0,304 5
inkubator
(Gallenkamp, 0,3
Orbital
Incubator)

Az ipari mértékben legtobbet alkalmazott ¢és legelterjedtebb etanolt termeld
mikroorganizmusok az élesztok, ezek koziil is a Saccharomices cerevisiae (pékélesztd), amely
tojasdad laku sejtekbdl all, atlagos atmérdje 5 um, hossza 8 pm. Mozgasi szerveik (csilloik)
nincsenek ¢€s sarjadzassal képesek szaporodni (Gasztonyi, 2003). Elony0s tulajdonsaga, hogy
egyszerre nagy mennyiségben képes etanolt fermentdlni, illetve nem termel az alkohol
eloallitasat gatlo termékeket, mint példaul ecetsavat, vagy glicerint. Hatranya viszont, hogy
sok 1d6 alatt (3—4 nap), alacsony hémérsékleti tartomanyban (maximum 35 °C) képes csak
fermentalni. Az etanol fermentacios kisérleteimhez tehat szaritott fajéleszt6t (Saccharomices
cerevisiae (Hefix 1000), valamint Unikén Borélesztét és Aro siitééleszt6t alkalmaztam. Az
Unikén specidlis borélesztd alkoholos erjesztésre hasznalatos aktiv széritott élesztd, amely

grammonként legaldbb 15 millidrd €16 élesztdsejtet tartalmaz.
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Ez a borélesztd a természetbdl szelektalt Saccharomyces cerevisiae. Altalaban a gyors
erjedésinditashoz €s az erds stressz toleranciara szelektaljak, ugyanis a gyors erjedés indités
segit az ¢€lesztds és a baktériumos befert6zodés megeldzésében €s az alkohol kihozatalt is
javitja. Az Aro siit6éleszté szintén szaritott formaban tartalmazza a Saccharomyces cerevisiae
¢lesztogombat. Az €lesztétenyészet beoltasa eldtt aerob eléfermentaciot is végeztem.

A 100 cm? fermentlé és desztillalt viz 50 — 50%-os keverékéhez adagoltam az 5 g szaritott
fajélesztot, Saccharomices cerevisiae-t (Hefix 1000) és 5 g éleszttapsot (Vitamon Combi:
DAP+B-vitamin). Az ¢leszt6t 30 °C-on 30 percig szaporitottam, majd ezutan a fermentorban
1évé fermentlevet a szaporitott fajélesztével oltottam be és ezt kovetden allandd keverés
mellett 35 °C—on 168-336 o6raig fermentaltam.

A mintdk pH értékét minden alkalommal a 4, illetve 24 oOrdnkénti mintavételezésnél
ellendriztem és a szakirodalomban taldlhatd, valamint a gyart6 altal meghatarozott 4,5, illetve
5-0s optimum szinten tartottam, igy pontosan nyomon tudtam kdvetni a cellul6z lebontésat
(Horn et al., 2011, Horn et al., 2012). A kevertetés fordulatszamat a fermentlé térfogatatol
fiiggden hataroztam meg 20—150 RPM kozott.

3.2.5. Alkohol tartalom meghatirozasa desztillacioval

A hidrolizis soran nyert fermentlé alkoholtartalmdnak meghatarozasahoz kétféle modszert
alkalmaztam. Az egyik modszerként egy laboratoriumi desztillaloé egységet hasznaltam (14.
abra), amely rektifikalo oszlopbdl, Liebig-hiitobdl, egy 500 ml-es lombikbol €s a desztillatum
visszahtitésére szolgald spiralhiitdbdl allt. Az alkohol desztillacio utan kapott desztillatumot
szobahdmérsékletre visszahiitottem és az alkoholtartalmat egy belsé etilalkohol-kalibracioval

rendelkezd Refracto 30GS tipusu refraktométerrel (Mettler Toledo, Svajc) hataroztam meg.

14. abra: Laboratoriumi desztillalo egység (Forras: sajat készités)
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3.2.6. Gazkromatografiaval torténo etanol meghatarozas

A fermentlevek alkoholtartalmat masik modszerként gazkromatografias eljarassal (GC)
hataroztam meg, DANI Master, Restek gyartmanyu késziilékkel (15. abra). A célom az volt,
hogy a kromatografia all6 és mozgd fazisa segitségével komponenseire bontsam a
vizsgalandd mintat. A GC stabilwax kolonnaval rendelkezett, amely 30 m hosszusagu,
atméréje 0,25 mm, valamint 0,5 pm filmréteg vastagsagu. A kisérletekhez hidrogént

hasznaltam vivégazként.

Detektor

Injektor

Aramlas és
1y 1y 0mas-
szabalyozo

15. abra: GC sematikus abrazolasa
(Forras: http://ttk.pte.hu/analitika/letoltesek/jegyzet/ch07s02.html)

A GC mérési paraméterei az alabbiak voltak: injektor hdmérséklet 200 °C; langionizacios
detektor hémérséklete 225 °C; 1 ul centrifugalt minta. Kiilonb6zo szazalékos (5%; 1%; 0,1%;
0,05%) etanol oldatokkal kalibraciés egyenest készitettem, a pontos etanol koncentracio
meghatarozasdhoz. Fermentacidt kovetéen a fermentlevet minden esetben egy 200 pm-—es
szOvetszliron atszlirtem, a fermentacié sordn esetlegesen visszamarado rostok eltdvolitasa

érdekében.

A gazkromatograf szoftverének, az etanol csucshoz tartozo teriiletérték (X) [mV-s], valamint a
kalibracios egyenes egyenletének (18) segitségével hataroztam meg az etanol koncentraciot

(19), ahol y az oldat koncentréacidja [mol/dm?].

y=107291- x+0 (18)
Acsucs
V/V % etanol — m (19)
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3.2.7. Membranszeparacios eljarasok

A  membranszeparaciét az enzim visszanyerésének ¢és visszaforgatisanak céljabol
alkalmaztam feltételezve, hogy igy gazdasagilag kedvezobbé tehetd az eljaras. A kisérleteim
soran ultrasziirést alkalmaztam, mivel ebbe a mérettartomanyba esnek a fehérjék és a célom
az volt, hogy a fermentlében 1évé enzimeket elvalasszam a keletkezett cukortdl. Az altalam

hasznalt membranokat és tulajdonsagait az 3. tdblazatban foglaltam 6ssze.

3. tablazat: Alkalmazott membranok jellemz6i

Maximalis | Porusméret | Maximadlis Membrdn
Membrdn Forgalmazo | Szubsztrdat nyomds [g/mol] homérséklet | pH felszine
[bar] [°d [m?]
Vékonyréteg Koch cukorrépa
(Thin Film - TF) pellet 10-35 4,000 Da 60 2-11
cukorrépa
pellet,
Poliéterszulfon Steriltech | cukorrépa 7-17 5,000 Da 90 2-12 0.004534
(PES) szelet,
dohany
dohany 3-14 7,000 Da 90 2-12
dohany 2-10 50,000 Da 90 1-14

A szeparacios mérési folyamatok soran a membran két legjellemzdbb értéke a szelektivitas €s
az ateresztOképesség, azaz mas néven fluxus.
A fluxus (J) érték az a mennyiség, amely megmutatja, hogy egységnyi feliileten (A) egységnyi

id6 (dt) alatt mennyi permeatum (V) aramlik at, amit az 20. dsszefliggés alapjan szamoltam ki.

] - ﬁ [ml;-h]

A membran ellenallas (Rwm) értékeinek meghatarozasahoz az alabbi dsszefiiggést alkalmaztam

(20)

(21), ahol Jav a desztillalt viz fluxusa, nqav a szlrt anyag viszkozitas [Pas], 4p az ultraszilirés
soran a membran két oldala k6zott alkalmazott nyomaskiilonbség [Pas] (Li et al., 2008):

Ap
‘] dvndv

Ru = [m™~] (21)

Az eltombdési ellenallasokat (RF) az alabbi képlettel hataroztam meg (Li et al., 2008):

A
Ro=—"P R, [mY] (22)
‘]dvAndv
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ahol Jga a szlrést kovetden mérhetd vizfluxus értéke a membran feliiletének lemosésat

kovetden.

Rp a koncentracio polarizacid okozta ellenallds, amit a kdvetkezd egyenlettel szamoltam ki,

ahol Rt az Gsszes ellenallas, Rr az eltomddési ellenallas és Rm a membran ellenallas:
-1
R, =R —(Rc +R,,) [m] (23)

gy tehat a teljes ellenallasba beleszamit természetesen a membran ellenallasa (Rwm), a
koncentracid-polarizacid (Rp), illetve az eltomddés okozta ellenallas (Rr) is. Az Gsszes sziirési
ellenallast (Rt) tehat a (24) alapjan hataroztam meg: (Li et al., 2008).

Ro=—" [m] ()

‘]dvndv
A bestiritési arany, mint miiveleti paraméter kiszamitasa (VRR — Volume Reduction Ratio),
az alabbi Osszefiliggéssel tortént (25):

V..
VRR = 2% (25)

Konc.
ahol,
Vpeup.: Betaplalt oldat térfogata [m°]

Vionc.: Koncentratum térfogata [m?®]

A membran feliilete és a fluxus egylittesen hatarozzdk meg a miiveleti aramok nagysagat,
viszonyat. Az aramok kozotti ardnyt szazalékban fejezziik ki, ami pedig megmutatja, a
betaplalt anyag és a sziirlet mennyiségi viszonyat. gy ebb6l adédéan a membran szeparacios

miuvelet anyagmérlege:

qm = qp + qkonc

qmcbe = qup + qkoncckonc

(26)

ahol, gm a tomegaram, c a valasztott komponens koncentracioja, Cp a permeatumban mért
koncentracio, Cpe a betaplalasi oldalon mért koncentricid, Ckonc @ koncentratumban meért

koncentraci6 (Field, 2012).

Membran szeparacids eljarassal vizsgaltam az enzim visszanyerés lehetOségét. A

koncentraciokbol a fehérje visszatartast (R) a (27) Osszefiiggés segitségével hataroztam meg,

crer
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(Creed) mekkora hanyadat sikeriilt a betaplalasi oldalon tartani, vagyis mekkora %-ban keriilt a

permeatumba (Cpermednm). Ertékét tehat %-ban is megadhatjuk.

R= (1-2=).100 [9%] 27)

Cfeed

R a fehérje visszatartas [%], @ Cpermeanm @ szlrlet fehérje koncentracioja, Creed pedig a betaplalt

minta fehérje koncentraciojat jelenti (Abadi et al., 2011).

Az ultrasziirést egy szakaszos laboratoriumi membransziird berendezéssel (MEUF - Micellar
Enhanced Ultrafiltration) (Millipore, USA, 2002) végeztem (16. abra). A szilirések soran
ultrahangos erdtér létrehozasaval, a membrankésziilékhez épitett ultrahangkésziilekkel (UP
100 H Ultrasonic processor, Hielscher, Germany) is vizsgaltam a szlirések hatékonysagat (17.
abra). A membranszird késziilék feddlapjaban 1évé mintaadagold nyilds helyére egy
acélperselyt tettem, amelybe az ultrahangkésziilék szondrjat helyezetem bele és 60%-0S
modell oldatot is készitettem gliikozbol, igy lehetéségem volt a fermentlével parhuzamos,
Osszehasonlitd mérések elvégzésére is. Az ultrasziiréshez az alabbi paramétercket
alkalmaztam: 3,5 bar transzmembrdn nyomas, 350 RPM fordulatszam, és 60% amplitado.

Betaplalt fermentlé mennyisége 100 cm?® volt.

(M)
(A) (L
® ®)
N
C)- 0
| (e
o
® F
16. abra: Membranszird berendezés 17. abra: Membransziré berendezés
sematikus abraja (Forras: User Guide, ultrahangkésziilékkel (Forras: sajat kép)

Solvent Resistant Stirred Cells, 2002)

A — zar6 kupak, B — biztonsagi szelep, C — boroszilikat iiveg henger palast, D — t6lcsér, E — savallo acél késziilék
haz, F — permeatum kivezetd csonk, G - permeatum kivezetd csd, H — 0-gytirti, I — magneses keverdbot, J -
keverészar, tengely, K - pneumatikus csatlakozo, L - pneumatikus cs6, M - rogzitd csavarok (User Guide,
Solvent Resistant Stirred Cells, 2002).
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3.2.8. Fehérjetartalom meghatarozasa

A fehérjetartalom meghatarozasat Kjeldahl-féle roncsoldsos modszerrel végeztem (KILETEC
TM2300) (18. abra). A roncsolas tomény kénsavas kdzegben tortént 380 °C és 410 °C koriili
hémérsékleten, forrdspontnoveld s6 (K2SO4) és az oxidacid reakciosebességét noveld (Cu)
Katalizator jelenlétében. A vizsgalandd mintakbol 2 cm®t a Kjeldahl csébe tettem, majd
hozzaadtam 2 darab katalizator (Cu) tablettat, valamint 14 cm® tdmény kénsavat. A roncsolési
id6 90 percig tartott, 410 °C—on. Lehttést kovetéen a Kjeldahl-féle fehérje meghatirozo
késziilék kalkulalta ki a mintak fehérjetartalmat (P%) gy, hogy a nitrogéntartalmat (N%) egy

allando szorzofaktorral (ndvényeknél 5,7) megszorozta.

18. abra : Kjeldahl elven miikdodo roncsolo berendezés (Forras: sajat kép)

3.2.9. Enzim aktivitas mérése

A szeparalt enzim aktivitdsanak ellenérzése céljabol un. szlirOpapir tesztet hajtottam végre,
amivel bizonyitani tudtam az enzimek ujrahasznosithatosdgat. Az enzim aktivitas
vizsgalathoz aprora darabolt celluléz alapanyagu szlir6papirt hasznaltam szubsztratként. A
koncentratumban maradt enzimet tartalmazé frakciohoz (45 cm®) adagoltam a 05 g
Osszedarabolt, celluloz alapu sziirépapirt (Milipore UF). A lebontast 50 °C és pH 5,0 mellette
hajtottam végre, folyamatos kevertetéssel. Orankénti mintavételezéssel kovettem nyomon a

cukortartalom novekedést.
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3.2.10. Kisérlettervezés

A kisérlettervezés (Design of experiment - DOE) a kisérletek optimalizaldsdhoz szolgald
hatékony eljarads, amely a kisérletek megtervezéséhez és elemzéséhez nyujt segitséget,
valamint a mérési folyamat része. Altalaban minden kisérletnél egy (klasszikus kisérlet) vagy
akar tobb valtozdt, illetve faktort valtoztatunk meg, hogy ezek egylittes hatasat nyomon
tudjuk kovetni. A kisérlettervezés célja, hogy anyag, energia, koltség és id6 megtakaritassal a
lehetd legtobb informéciohoz juthassunk, valamint lehetové teszi valos és objektiv konkluzidk
levonasat (Rajko et al., 2001). A cukorrépa pellet, illetve a dohany mintak esetében a
fermentaciohoz sziikséges enzim mennyiségeket faktorialis kisérletterv, valamint gradiensterv
alapjan hataroztam meg, Box-Wilson kisérlettervezési modszer segitségével. Ennek a
modszernek az alapgondolata az, hogy az

utan végrehajtott egyszeri

egymas
kisérletsorozatokbol meg lehessen allapitani, hogy a faktorszintek milyen iranyt modositasa
visz koOzelebb az optimalis beallitashoz. Az egyes kisérletsorozatokban mindig minden
faktorszintet egyidejlileg kell valtoztatni. Mivel az optimumot keressiik, ami a legmeredekebb
lejtés, ezért a gradiens iranydban kell keresni. Igy ezt a modszert gradiens
modszernek/tervnek is nevezik. Ezzel a kisérlettervezési modszerrel jelentds id6- és

koltségmegtakaritast érhetiink el (Box et al., 1951).

Kisérleteim soran a cukorrépa pellet esetében alapvetden két mennyiségi faktort valtoztattam,
a bemeért pellet szemcseméretét (mm) valamint a cellulaz (CLA)/cellobidz (CLB) enzim
aranyt (ul/L), amit mindkét enzim mennyiségének valtoztatasaval allitottam be. A pontos

értékeket a 4. tablazatban foglaltam Gssze.

4. tablazat: Cukorrépa pellet kisérleti paraméterei, faktorilis kisérlettervvel meghatarozva

Bemért daralt pellet | Bemért cellulaz (CLA) | Bemért cellobiaz (CLB)
szemcsemérete enzim mennyisége enzim mennyisége
(mm) (u/L) (u/L)
1,0 100 250
0,20 200 300
0,63 350 250
0,315 100 100
0,80 200 300
0,50 250 300
0,40 350 250
0,25 250 350
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A dohany mintdk enzimes hidroliziséhez az 5. tablazatban szerepld kisérletterv alapjan

meghatarozott enzimmennyiségeket hasznaltam fel.

5. tablazat: Faktorialis kisérletterv az enzimkoncentraciéo meghatarozasahoz KD és MD

mintak esetében

Dohany mintik | Cellulaz [cm®] | Cellobidz [cm®]
1 0,35 0,35
2 0,35 0,45
3 0,45 0,35
4 0,45 0,45
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az Anyagok és modszerek fejezetben részletesen bemutatott, négy kiilonboz6 alapanyag
minta (cukorrépaszelet, cukorrépa pellet, dohany, nyirfa apriték) cukrositasabol szarmazd,
és/vagy etanolld torténd alakitasanak eredményeit, ebben a fejezetben a mintdk szerint

csoportositva mutatom be.

4.1. Cukorrépaszelet

A cukorrépaszelet a cukorgyartas mellékterméke, a diffuzérokbol kikeriilve a rendkiviil
magas viz- és maradék cukortartalma miatt igen koriiltekintd eljarast igényel, viszont a
cukortartalma mellett a részben feltart celluloztartalma miatt is rendkiviil igéretes

masodgeneracids bioiizemanyag alapként szolgalhat.

4.1.1. Cukrositasi eljaras

A kisérletek els6 sorozatdban azt vizsgaltam meg, hogy az enzimatikus feltards soran mennyi
cukor szabadul fel, vagyis melyik kezelés bizonyul a celluléz bontas szempontjabol a
leghatasosabbnak, elokezelések nélkiil. A cukorkihozatal értékeit a kapott fermentlevekben

mérhetd cukortartalombol egységnyi szarazanyagtomegre vonatkoztatva adtam meg.

Kiilonbdz6 enzimkoncentraciok (50; 100; 300 és 600 pl) hatasat vizsgaltam a redukald
cukorkihozatalra, 7,5 g/cm® szubsztrat koncentracio mellett, amelyet a 19. 4bran mutatok be.
Az é4bran jol lathato, hogy intenziv cukortermelddés a 300 pl/L-es enzimkoncentracional
mutatkozott, a kiilonbozd kisérleti bedllitdsok mellett az enzimmennyiség tovabbi ndvelése

pedig nem hozott szignifikans novekedést. A fermentlé dsszes térfogata 85 cm? volt.
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19. abra: Az cellulaz/cellobiaz enzimkoncentraciok (50; 100; 300; 600 pL) hatasa a cukorkihozatalra
(7,5 g/cm?® szubsztrat koncentracio; pH 5; T=45 °C)

Tovabbi vizsgalatokat tehat a 300 ul/L—es enzimkoncentracioval végeztem, és
meghataroztam, hogy ehhez az enzimmennyiséghez mekkora az ideélis szubsztrat

koncentracio; 7,5; 15 és 30 g/cm3 (20. abra).
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20. abra: A szubsztrat koncentraciok (7,5; 15; 30 g/cm?®) hatdsa a cukorkihozatalra
(300 pl/L cellulaz/cellobiaz enzimkoncentracio; pH 5; T=45 °C)

A 300 pl/L—es enzimkoncentracidhoz a 7,5 g/cm?® koncentraciojii szuszpenzid bizonyult a
legmegfeleldbbnek a cukorkihozatal szempontjabol, mint ahogyan a 20. &brén is jol latszik,
azonban az ennél toményebb szuszpenzidkndl a mérési eredményeim alapjdn mar csékkend

cukorkihozatali értékeket tapasztaltam.
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Az optimalis enzim/szubsztrat arany meghatarozasa nagyon fontos az enzim, illetve az egész
folyamat hatékony miikodése céljabol. A cukorrépaszelet esetében tehat elmondhato, hogy az
idealis enzimkoncentracionak a 300 ul/L, valamint idealis szubsztrat koncentracionak a 7,5
g/cm? tekinthetd. Kisérleteim alapjan egyértelmiien lathato az is, hogy a lebontast a 96. éra
utdn mar nem célszerii folytatni, minden kisérleti beallitdsnal itt jelentkezett a telitési
fliggvény maximum értéke. Ezt kovetden a termelddott cukor mennyisége szignifikansan nem

valtozott.

4.1.2. Szimultan cukrositas és ferementacios kisérletek

A celluldz alaptl melléktermékekbdl torténd alkohol eldallitas igéretes modszere a szimultan
cukrositas és fermentacid (SSF), szemben a hagyomanyos, elkiilonitett hidrolizist kovetd
fermentacioval (SHF). Az SSF kisérlet meghataroz6 paramétereit Laszlo et al., (2007)
kozleményére alapozva, az alkalmazott enzimek hdémérséklet és pH tlirésének megfeleld
értékeknek  valasztottam. A laboratoriumi  fermentald  berendezésbe  épitett
hémeérsékletérzékeld, elektrokémiai szenzorok, valamint szabalyozdegységek segitségével az
SSF biodegradacios folyamat teljes ideje alatt a pH-t (pH=5), a hdmérsékletet (30 °C) és a
keverési fordulatszamot (150 mint) allando értéken tudtam tartani. Ennél a mérési sorozatnal

a fermentlé &sszes térfogata 1000 cm? volt.

A 21. abran mutatom be a cukorkihozatali értékeket SSF fermentacido esetében 300 pl/L
enzim és 7,5 g/cm® szubsztrat koncentraciokkal. A mért adatok atlagértékét véve: 17,4 mg és
21,4 mg cukor értéket kaptam 1 gramm szarazanyagra vonatkoztatva. Természetesen ez a
cukortartalom érték messze alatta marad az el6z6 SHF elrendezésli beallitdsnal mért
eredménynek, hiszen ez a fermentlé mar tartalmazta a szaporitott fajélesztd torzset
(Saccharomices cerevisiae) is, amit fermentoronként kiilonbozo térfogatban (25 cm?® és 35
cm®) adagoltam a rendszerhez, az etanol kihozatalinak meghatirozasa céljabol. Az 1.
fermentorhoz tehat 35 cm?® fajélesztét, a 2. fermentléhez pedig 25 cm? fajélesztét adagoltam,
és a 21. valamint a 22. abrak egyiittes értékelésébdl lathatod, hogy mind a cukor-, mind pedig
az etanol koncentracié magasabb értékeket mutatott, a kevesebb élesztét tartalmazo mintak

esetében.
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21. abra: SSF hatéasa a cukorkihozatalra meghatarozott paraméterekkel
(7,5 g/cm?® szubsztrat; 300 pl/L cellulaz/cellobidz enzimkoncentracié; T=30 °C; pH 5)
(1. fermentor: 35 cm? szaporitott fajéleszté/ 1000 cm® fermentlé
2. fermentor: 25 cm?® szaporitott fajélesztd/ 1000 cm® fermentlé)
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22. abra: Etanol kihozatal [%]

(1. fermentor: 35 cm?® szaporitott fajéleszté/ 1000 cm® fermentlé
2. fermentor: 25 cm? szaporitott fajélesztd/ 1000 cm® fermentlé)

A maximalis etanol kihozatal 72 - 96 6ra alatt érhet6 el ebben az esetben. Jol latszik, hogy
ezzel a modszerrel elért cefre etanol kihozatala nem tal magas, maximum 3-4%, ami ebben a

formaban gazdasagossagi szempontbdl nem megfeleld egy desztillacios etanol elvalasztashoz.

4.1.3. Membransziirés alkalmazasa az enzimvisszanyerés céljabol

Enzimes kisérleteim fontos célja az is volt, hogy megvizsgaljam az enzim visszanyerésének és
visszaforgatasanak lehetdségét, ami gazdasagilag kedvezObbé tehetné az eljarast,
természetesen abban az esetben, ha az enzim meg tudja tartani az aktivitdsat. A lehetséges
elvalasztasi technikdk koziil a membransziirési eljarasok, ezen beliil pedig, az elvalasztando
komponensek molekulatdmege miatt az ultraszlirés a legmegfelelobb valasztas, mert itt az
alkalmazott membran a cukor komponenseket atengedi, de a fehérje frakciokat visszatartja a

membran levalasztasi értékének nagysagabol adodoan (5 kDa PES membran).
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A szétvalasztasi kisérleteket mind egy modell oldat, azaz csak az enzimeket tartalmazé oldat,
mind pedig a valés alapanyaggal végzett enzimes hidrolizis soran kapott fermentlével is
elvégeztem (23. abra). A modell oldat csak az enzimet tartalmazza, ezért a fluxus értékek
sokkal nagyobbak, mint a valos fermentlé estében, ahol a fermentacid Osszes ismert és
ismeretlen komponense is jelen van, még az ultrasziirést megel6z6 centrifugalas ellenére is,
ahol csak a szilard halmazéllapota alkotokat valasztottuk le. A két minta megfeleloségét, a
relativ fluxusértéknek (J/Jo), azaz a kezdeti értékhez viszonyitott fluxusértékeknek a bestiritési

arany (VRR) fiiggvényében abrazolt kapcsolatabol lathatjuk (24. abra).
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23. abra: 5 kDa PES membranon sziirt modell oldat és
cukorrépaszelet-fermentlé fluxus értékei
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24. abra: 5 kDa PES membranon sziirt modell oldat és fermentlé relativ szlrlet fluxus értékei

A relativ sziirlet fluxus (J/Jo) értékek a két minta esetében teljesen egybeesnek a bestiritési
arany fiiggvényében, ami egyértelmiien arra utal, hogy a modell oldat valdban jdl jellemzi a
valos ferementlevet, és azt is, hogy a fluxusvaltozast meghatdroz6 komponens mindkét

mintaban megegyezik.
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A mintdk 0Osszetételbeli kiilonbozoségét a részletes ellenallasértékek mutatjdk meg. A
ferementlé 1ényegesen nagyobb teljes ellenallasa értelemszertien adddik a benne 1évd tobb
komponensbdl, melyek tulnyomod tobbsége méréseink szerint a membran vagasi értékével
megegyez0 mérettartomanyba esik (25. abra). Ezt bizonyitja az eltémddési (Rr) ellenallas
megemelkedett értéke, mig a membran feliiletén kialakulo6 réteg (Reg) ellenallasa csak nagyon

kismértékben novekedett.
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25. abra: 5 kDa PES membranon sziirt modell oldat és
cukorrépaszelet fermentlé ellenallas értékei

Az enzim ismételt felhasznalhatosagara kivalo bizonyiték a 26 abra, ahol a koncentratum
fazist alkalmaztam az enzimaktivitds mérésre leggyakrabban alkalmazott sziirGpapir tesztben

torténd cellulozbontashoz.
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26. abra: Enzimaktivitas mérése szlirépapirteszttel, 5 kDa PES membran esetében

A klasszikus szlirOpapir modszeres enzimaktivitds mérés eredménye azt mutatja, hogy az
enzimes hidrolizisnél mar felhasznalt, membran szeparacidval levalasztott enzimek nem
vesztették el aktivitdsukat, tehat ismételten alkalmazhatok a lebontési folyamatban, jelentésen

csokkentve ezzel a hidrolizis, igy az egész folyamat koltségeit.
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4.2. Cukorrépa pellet

A cukrositasi, illetve az SSF vizsgaltok kisérleti paramétereinek pontos meghatarozasahoz a
cukorrépa pellet esetében is Box-Wilson kisérlettervezési modszert alkalmaztam (4. tablazat).
A kisérletterv elsddleges célja a szubsztrat (cukorrépa pellett) apritottsagi fokanak és az

alkalmazott enzimek egymashoz viszonyitott aranyanak meghatarozasa volt.

4.2.1. Pellet méret, enzim ariany meghatirozasa cukrositasnal

A kisérleti terv alapjan beallitott cukrositasi mintakbol 24 6ranként tortént a mintavétel, ezzel
folyamatosan nyomon tudtam kdvetni az enzimes lebontds folyamatat, és igy a méréseknél
egy teljes jelleggorbét kaptam nem csak egy végsd cukor tartalmat. A mérések jellemzd
eredményeit a 27 - 30. abrakon mutatom be. Elsé példaként a 0,7 CLA/CLB enzimarany
mellett, eltéré (0,80 mm; 0,25 mm és a 0,20 mm) szemcseatmérdji pellet frakcidknal mért
cukor koncentraciévaltozast mutatom be a 27. abran. Itt jol latszik, hogy a nagyobb
szemcseméretli frakciok esetében nagyobb a cukorkihozatal, és ezt a nem vart tendenciat
kaptam mas enzimarany, mas konkrét szubsztrat méret esetében is (28. abra). Feltételezhetden
a kisebb méretli, hosszabb idejii apritasnak kitett szemcséknél a lokalisan jelentkezd, akar
igen jelentds hofejlodeés altal eldidézett fizikai-, kémiai valtozasok, megvaltoztatjak a mintak

makroszkopikus viselkedését, pl. a szuszpendaltathatdsagot, az aldoz-ketdz aranyt.

22

— 20 ()

3 s o 4 ® o000 o0

(=2)

3 16

] ® o O 0O

° 14 @) O ®)

E 1 0 © 0000

s 10

[¢]

Ezog o ®® 200000

< @

5 40 @ o @ ©0,7 CLA/CLB 0,80mm pellet

3 2 (] 00,7 CLA/CLB 0,25mm pellet
0 : @0,7 CLA/CLB 0,20mm pellet

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336
Fermentalasi id6 [6ra]

27. abra: Cukorrépa pellet frakciok enzimes lebontas
(0,7 CLA/CLAB arany; 30 °C; pH 4,5)

Jol lathato a 27. és a 28. dbradkon tovabba az is, hogy a cukor kihozatali értékek a 168. 6raig
folyamatosan novekvd tendencidt mutatnak, majd ezt kovetden csokken a cukortermelddés,

illetve egy stagnalo szakaszt vesz fel a rendszer.
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A 28. abran az 1,4 CLA/CLB enzimaranyok hatasat mutatom be a 0,63 és a 0,40 mm-—e€S

szemcseméretil frakcioknal. A két abran a jellemzd tendencidk teljesen megegyeznek.
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28. abra: Cukorrépa pellet frakciok enzimes lebontas
(1,4 CLA/CLAB arany; 30 °C; pH 4,5)

A 29. abran bemutatott értékek ¢és tendenciak is mindenben, az el6zoekben tett
megallapitasoknak felelnek meg, azaz az 1 mm-es szemcse atmérd, vagyis a legnagyobb

méretli minta mutatja a legnagyobb cukorkihozatalt.

12 [}
1]

— 11 u B p oy
3 10 = E EE
(=)
g 7 L o & ‘ . ‘ S O o ¢
= o = B = o =
— 6 ]
g 5 o ®
g 4 ] o =
2 ' o =
X
5 5 H m0,4 CLA/CLB 1mm pellet
ERRE # 0,8 CLA/CLB 0,50mm pellet
© 0 © 1 CLA/CLB 0,315mm pellet

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336
Fermentalasi id6 [6ra]
29. abra: Cukorrépa pellet frakciok enzimes lebontas
(0,4; 0,8; 1,0 CLA/CLAB arany; 30 °C; pH 4,5)

A leghatékonyabb enzim Osszetételt az enzimek mennyiségének illetve ardnyanak
valtoztatasaval kivantam meghatarozni, hiszen a technologiat igy koltségkimélobbé, valamint

gyorsabba lehetne tenni, illetve egyben kdrnyezetbarat is lehetne az eljaras.
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Mindezeket Osszevetve (30. abra) megallapithatd tehat, hogy a kisebb frakcidé méreteknél
nincs szadmottevobb hatdssal az enzimarany a cukorkihozatalra, de az egyre novekvo

szemcseatmérd adott enzimaranyok mellett nagyobb kihozatalt eredményez.

Bizonyitottnak latszik tehat a pellet méretének €s az alkalmazott enzimek ardnyanak egyiittes,
egymast erdsit6 hatasa, amelyeket a 6. tablazatban foglaltam 6ssze. A Box-Wilson kisérletterv
felhasznalasaval elvégzett két faktorszinti méréseim alapjan tehat az idedlis legnagyobb
szemcseméretnek a 0,63 mm tekinthetd, a nagyobb szemcseméretek mar kisebb kihozatalt
eredményeznek akar megegyezd enzimarany mellett is. Ez egy nem vart tendencia ugyan, de
szdmos nemzetkozi publikacid szamol be a mechanikai eldkezelés (apritas, 6rlés) altal okozott
mindségi valtozasokrol, ami valtozasok nagy jelentdséggel birnak, ugyanis 6rlés hatasara akar
tobb, mint 90-95 °C-os lokalis hdmérséklet emelkedés is eléfordulhat, ami jelentés mindségi
valtozast okozhat (Karam et al., 2016). Ghodki et al. (2016) szintén vizsgalta, hogy milyen
hatassal van az apritas a feketebors szemcseméretére, illetve fizikai, kémiai tulajdonsagaira,

¢s jelentds szignifikans valtozasokat mutatott ki, pl. a szin tekintetében.

25

20

15

10

Cukorkihozatal [Mg ¢yor/9 5701

CLA/CLB-14
CLA/CLB -1
CLA/CLB -0,8
CLA/CLB -0,7

CLA/CLB-0,4

0,2 mm
' 0,25 mm
0,315 mm 0,4 mm

0,5 mm

0,63 mm

0,8 mm

1 mm
Frakcié méret [mm]

30. abra: Pellet méret, valamint az alkalmazott enzim arany (CLA/CLB) hatasa a termel6dott
maximalis cukor mennyiségére
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6. tablazat: Cukorrépa pellet maximalis cukorkihozatal értékei adott enzimarany és szemcseméret
mellett

CLA/CLB Cukorrépa pellet Maximadlis cukorkihozatal
enzimardny | szemcsemérete [mm] [MQ cukor/Q sz.a]

1,4 0,63 23,788

1,4 0,40 14,550

1,0 0,315 8,036

0,8 0,50 7,370

0,7 0,80 20,421

0,7 0,25 15,019

0,7 0,20 8,316

0,4 1,00 11,804

Az elvégzett és az dbrdkon bemutatott fliggvényértékek elemzésébdl a folytatashoz, tovabbi
kisérletsorozatomhoz, a mikrohullamu el0kezeléshez tehat mar a 0,63 mm-—es szemcseméretet
¢s az 1,4 CLA/CLB enzimaranyt hasznaltam, mert a pellet méretének valamint az alkalmazott
enzimek Osszes mennyiségének ¢és ardnyanak a keletkezd cukor mennyiségére gyakorolt

hatésa, ebben az esetben bizonyult a legmegfeleldbbnek.

4.2.2. Enzimek membranszeparacioja

A cukorrépaszelet celluloztartalmanak enzimes lebontdsandl targyaltaknal hasonloéan (4.1.3
fejezet), a cukorrépa pellet cukrositdsanal is megvizsgaltam az enzimvisszanyerés lehetoségét.
Am az ott is tapasztalt, a rendkiviill alacsony fluxus értékek miatt (23. abra), a szfirési
intenzitast noveld eljaras alkalmazasara kerestem lehetdséget. Szdmos nemzetkozi publikacid
szamolt be az ultrahang ultraszlirésre gyakorolt hatdsardl, mint példaul Kyllonen és mitrsi.
(2005), akik az ultrahangnak a membran eltomddés lecsokkentésére gyakorolt hatisat
vizsgaltak. Az ultrahangos erdteret a szlirés betaplalasi oldalan hoztam létre, amivel az volt a

célom, hogy a membran feliiletén kialakuld gél réteg ellenallast csokkenteni tudjam.

A szeparacios kisérleteimhez két kiillonb6zd alapanyagu, de kozel azonos vagasi értékii (TF—
thin film, vékonyréteg/4 kDa, PES—poliéterszulfon/5 kDa) membrant is alkalmaztam.
Mindkét membran esetében azt tapasztaltam, hogy az ultrahang hasznalata nélkiil a modell
oldat és a fermentlé fluxus értékei kozott nincs szignifikans kiilonbség. Az ultrahang erdtér
alkalmazésa soran viszont megfigyelhetd, hogy az ultrahang altal keltett kavitacid hatasara
Iényegesen nagyobb fluxus értékeket kaptam mindkét membranndl, mind a modell oldat,

mind pedig a ferementlé mintdk esetében.
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Mivel oOsszetételét tekintve a fermentlé tobb és tobbféle méreti molekulat tartalmaz,
kiilonosen a membran vagasi értékéhez kozeli mérettartomanyban, igy az ultrahangos erdtér
alkalmazasa a modell oldat esetében jelentdsebb pozitiv hatdssal bir a fluxus értékre. A 31. és
a 32. abran mutatom be a modell oldat és a fermentlé fluxus (J) valtozasait a siritési arany
fliggvényében (VRR), ultrahang hasznalata nélkiili és ultrahanggal kombinalt méréseknél, TF

és PES membranok esetében.

120 ©4 kDa TF modell oldat 120 g @5 kDa PES modell oldat
B4 kDa TF modell oldat + UH @5 kDa PES modell oldat+UH
100 @4 kDa TF fermentlé 100 @ 5 kDa PES fermentlé

B4 kDa TF fermentlé + UH 5 kDa PES fermentlé+UH
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31. abra: 4 kDa TF membranon szlrt modell oldat 32. abra: 5 kDa PES membranon sziirt modell oldat
¢és fermentlé fluxus értékei normal és ultrahangos ¢és fermentlé fluxus értékei normal és ultrahangos
er6tér alkalmazasa soran er6tér alkalmazasa soran

A membranellenallasok értékeit a 33. és 34. abrakon mutatom be normal és ultrahang erétér
alkalmazasa soran (Rm - membran ellendllas; Rr — eltomddesi ellenallas; Rp — polarizacios
ellenallas és Rt — Osszes ellenallas). A 33. és a 34. abrakon jol lathatd, hogy ultrahang
hasznalata nélkiil, mind a modell oldat, mind a ferementlé esetében az eltémodési ellenallas
(Re) volt a jelent6sebb a polarizacios/gélréteg (Rp) ellenallasahoz képest. Ultrahang hatasara
azonban az ardny megvaltozott, és az eltomddési ellendllds nagymértékben csokkent, a
koncentraci6 polarizacid okozta ellenallas (Rp) mindkét membran esetében valtozo
mértékben, de megnovekedett, &m Osszességében a teljes ellendllds értéke kisebb lett. Mindez
azzal magyardzhatd, hogy az ultrahang 4&ltal, kozvetleniil a membran felszinén keltett
kavitacio hatasara a porusméretnél kisebb alkotok vagy atpréselodtek a membran
kapillarisain, vagy visszadramoltak a f6tomeg iranyba, megndvelve ezzel a membran feliiletén
képz6do gél réteg vastagsagat. Mindkét membrannal ugyan ez a tendencia figyelheté meg, de
a kisebb vagasi értékili, kompaktabb szerkezetli teflon membran esetében kevésbé latvanyosan
tolodtak el az ardnyok, kisebb mértékben csokkent csak a teljes ellenallds nagysaga. Az

ultrahang erdtér magat a membrant, annak szerkezetét és integritasat nem befolyasolta.
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10 @4 kDa TF modell oldat 10 m5 kDa PES modell oldat
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33. abra: 4 kDa TF (vékonyréteg) membranon 34. abra: 5 kDa PES (poliéterszulfon) membranon
sziirt modell oldat és fermentlé ellenallas értékei sziirt modell oldat és fermentlé ellenallas értékei
normal és ultrahangos er6tér alkalmazasa soran normal és ultrahangos er6tér alkalmazasa soran

4.2.3. Enzimhasznosithatosag

Ahhoz, hogy az egész eljarast gazdasagosabba tudjam tenni, fontos szempontnak tartottam
megvizsgalni azt, hogy az alkalmazott enzimek ujrahasznosithatok-e? A kérdés ismételt
felvetését az indokolja, hogy a membran szeparacié mellett az ultrahang alkalmazasa is
megjelent, ami rendkiviil jelentds energiabevitelt jelent, melynek hatdsidra megvaltozhat az

enezimek szerkezete, a kofaktorok térbeli rajzolata, ami miikddésiik megsziinését jelentené.

Ehhez eztttal is a klasszikus szlirOpapir tesztet végeztem el annak megallapitasara, hogy az
aktivitasukat az ultraszilirést kovetden milyen mértékben tudjak megtartani a koncentratumban
maradt enzimek. A 35. és 36. abrakon mutatom be, hogy bar eltéré mértékben, de

tapasztalhatd cukortartalom novekedés mindkét membranon torténd szeparaciot kovetden.
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0 B4 kDa TF fermentlé+UH ' B 5 kDa PES fermentlé+UH
0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 7 8
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35. abra: Visszanyert enzimmel végzett cellulozbontas  36. dbra: Visszanyert enzimmel végzett cellulozbontas
4 kDa TF membran esetében 5 kDa PES membran esetében

62



A mérések soran azt tapasztaltam, hogy az ultrahangos erétérnek kitett enzimek esetében nem
csokkent, sOt intenzivebb volt a cellulozbontds, mint ultrahang hasznalata nélkiil. A
cukorkihozatal maximuma a 3. illetve a 4. 6rdban volt jelentds, ezutan mar nincs szignifikans

valtozas, telitési értéket vett fel a gorbe.

4.3. Dohany novény

A dohany novény esetében kétféle mintat vizsgaltam. Az egyik az un. kisérleti dohany (KD),
ami a novény szarat és a leveleit tartalmazta, a masik pedig a melléktermék dohany (MD),
ami a dohanyipari célokra termesztett ndvény felhasznaldsa utdn maradt melléktermék,
leginkabb szarmaradékot tartalmazott.

Az MD ¢s KD mintdk vizsgalata esetében, mechanikai eldkezelést, apritast is alkalmaztam
kutter segitségével, igy az apritott mintdk mérete 1-2 cm, mig a nem apritott mintdk mérete 4-
5 cm volt. Ennél a kisérlet sorozatomnal is faktorialis kisérlettervvel, illetve gradiens tervvel
hataroztam meg a mérésekhez sziikséges optimalis paramétereket Box-Wilson modszer
segitségével, valamint ebben az esetben a celluldz és cellobidz enzimek mellett xilanaz

enzimmel is végeztem Osszehasonlito kisérleteket.

4.3.1. Kisérleti- és melléktermék dohany enzimes lebontasa

A melléktermék- (MD) és kisérleti dohany (KD) mintdk enzimes lebontdsa soran
Osszehasonlitasként, az apritas nélkiili és az apritott mintadk lebontasat is megvizsgaltam. A
kisérleti paraméterek megegyeztek mindkettd esetben. Ennél a kisérletsorozatnal mar a
faktorialis kisérlettervvel meghatarozott enzimkoncentraciokat alkalmaztam, amelyeket az

Anyagok és Modszerek fejezetben taldlhato 5. tablazatban foglaltam Gssze.

A KD minta esetében azt tapasztaltam (37. 4bra), hogy a 24 6rds lebontdsi idé volt a
legmegfeleldbb a cukorkihozatal szempontjabol (13,623 mgeukor/Qsz.a.), amikor a CLA és CLB

enzimeket azonos mennyiségben adagoltam a fermentléhez.
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37. abra: Apritas nélkiili KD minta enzimes lebontasa (50 °C; pH 5; 4 g MD minta)

Az MD mintak cukorkihozatal értékeit a 38. dbran abrazoltam, itt jol lathato, hogy ebben az
esetben mar a 4 6ras lebontasi id6 is elegendd a cukortermelés szempontjabol. Az MD mintak
esetében kevesebb volt a maximalis cukorkihozatal értéke (8,973 mgoukor/0sza) @ KD

mintakéhoz képest (13,623 mgcukor/gsz_a_).

A faktorialis kisérlettervvel meghatarozott CLA/CLB enzimardnyok koziil az 1. szamu MD

minta esetében a 0,35/0,35 cm®~es mennyiség volt a legmegfelelSbb.

B0 6ra B4 6ra @24 6ra E48 ora

OFRPNWAUIO NOWO

Mintak sorszama

38. abra: Apritas nélkiili MD minta enzimes lebontasa (50 °C; pH 5; 4 g MD minta)

Az apritott MD és KD mintdk vizsgalata esetében, mechanikai eldkezelést, apritast
alkalmaztam kutter segitségével. Az apritott mintdk mérete 1-2 cm, mig a nem apritott mintak
mérete 4-5 cm volt. A 39. dbran mutatom be az apritott KD mintdk enzimes lebontasat. Jol
lathat6, hogy a nem apritott KD mintdkhoz hasonldan, ebben az esetben is a 24 Oras

fermentalési id6 bizonyult a legmegfelelébbnek.
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Amig a nem apritott mintdk esetében a maximalis cukorkihozatal (13,623 mQcukor/gsz.a) @
0,45/0,45 cm® CLA/CLB enzimarany mellett volt, addig ebben az esetben a 0,35/0,45 cm?
CLA/CLB enzimaranynal volt a leghatékonyabb a lebontas (18,381 mgcukor/Qsz.a.)-
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Mintak sorszama

39. abra: Apritott KD minta enzimes lebontasa (50 °C; pH 5; 4 g KD minta)

Megvizsgaltam az apritott MD mintdk enzimes lebontasat is, amit a 40. abran mutatok be.
Ebben az esetben a maximalis cukorkihozatalt (14,283 mg cukor/ g sza.) 72 Oras lebontasi idénél

értem el, mig a nem apritott MD mintdk esetében mar 4 ora alatt 8,973 mg cukor termelddatt.

B0 ora B4 6ra B©24 éra K48 ora W72 6ra M96 d6ra
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Mintak sorszama

40. abra: Apritott MD minta enzimes lebontasa (50 °C; pH 5; 4 g MD minta)

Az MD mintédk esetében az apritas nélkiili enzimes lebontasnal a 4 oras lebontdsi idonél,
0,35/0,35 cm® enzimkoncentracié mellett kaptam a maximalis cukorkihozatalt (8,283 mg
cukor/g sza). Ellenben az apritott mintaknal a 72 oras lebontasi idé bizonyult a legjobbnak

0,45/0,35 cm?® enzimkoncentracié mellett (14,283 mg cukor/g sz.a.).
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Az apritott mintdknal 1,6—szer tobb cukor termel6dott, mint a nem apritott mintaknal, viszont
ebben az esetben mar 4 6ra alatt elértem 8,973 mg cukorkihozatalt. A 40. abran jol lathato,
hogy az apritott mintak esetében is 4 oOra alatt mar 9,897 mg cukor termelddott, tehat nincs

szignifikans kiilonbség az apritott €s nem apritott mintak 4 oras lebontasa kozatt.

Ha a gazdasagi szempontokat is figyelembe vessziik, akkor az igy kapott eredményekbdl tehat
arra lehet kovetkeztetni, hogy az MD mintak esetében, ahol leginkabb a szar a meghatarozo
Osszetevo, a 4 oras lebontési idovel is mar jelentds mennyiségli cukortermelddést lehet elérni,
mig a KD minték esetében, ami a dohanylevél mellett Iényegesen kevesebb szar maradékot is

tartalmazott, a lebontashoz sziikséges id6 24 o6ranak tekinthetd.

4.3.2. Optimalizalt enzimes lebontas

A gradiens tervvel az apritott és nem apritott dohdny mintak optimalizalt enzimkoncentracioit
a 7. és az 8. tablazatokban foglaltam 6ssze. A kisérleti paraméterek ugyan azok voltak, mint a

faktorialis kisérlettervnél hasznalt paraméterek.

7. tablazat: Nem apritott dohany mintdk gradiens terv 4ltal meghatarozott
enzimkoncentracioi

Mintik KD MD
CLA (cm?) CLB (cm?) CLA (cm?) CLB (cm?)
1 0,450 0,431 0,374 0,450
2 0,459 0,436 0,370 0,458
3 0,467 0,441 0,366 0,467
4 0,476 0,446 0,361 0,475
5 0,484 0,451 0,357 0,484

8. tablazat: Apritott dohany mintak gradiens terv altal meghatarozott enzimkoncentracioi

Mintak KD MD
CLA (cm?) CLB (cm®) CLA (cm®) CLB (cm?)
1 0,376 0,450 0,450 0,390
2 0,372 0,458 0,458 0,388
3 0,368 0,466 0,466 0,386
4 0,364 0,474 0,475 0,384
5 0,360 0,483 0,483 0,383

A faktoridlis kisérlettervnél kapott eredményeimbdl kiindulva a gradiens tervvel
meghatarozott enzimes lebontdsi folyamatoknal mdar csak 24 oOrds mérést végeztem, az

enzimkoncentraciok optimalizalasa érdekében.
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Osszehasonlitasként a 41. és a 42. abrakon mutatom be az apritas nélkiili és az apritott KD
mintak (41. abra) és az MD mintak (42. abra) lebontasat. Igy jol lathatd, hogy mindkettd
dohdny minta esetében a mechanikai el6kezelés, az apritds kedvezd hatassal volt a
cukorkihozatal szempontjabol. Az apritott KD minta esetében az optimalizalt enzim
mennyiséget a 2. szami mintanal kaptam (18,737 mg cuor/d sza), ahol a CLA/CLB
enzimardny 0,372/0,458 cm® volt. A nem apritott KD mintdk esetében nem kaptam

meghataroz6 enzim optimum értéket, itt nincs szignifikéns kiillonbség a cukorkihozatal kdzott.

B KD minta apritas nélkiil
B KD minta apritott

Cukorkihozatal [Mg ¢yor/d 5701

3
Mintak sorszama

41. abra: Nem apritott és apritott KD minta enzimes lebontasa gradiens tervvel
(24 ora; 50 °C; pH 5; 4 g MD minta)
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43. abra: Nem apritott és apritott MD minta enzimes lebontasa gradiens tervvel
(24 6ra; 50°C; pH 5; 4 g MD minta)

Az apritott MD mintak esetében a 3. szdmi mintdnal kaptam a gradiens terv altal
meghatérozott optimalis CLA/CLB enzim arany (0,466/0,386 cm?®) értéket (9,113
Mgcukor/Gsza), amit a 42. abran szemléltetek. A nem apritott MD mintak esetében szintén azt
tapasztaltam, amit a nem apritott KD mintdknal, hogy nincs meghatdrozé enzim optimum

értek és szignifikans kiillonbség sincs a cukorkihozatalok kozott.
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Az abrakbdl is jol latszik, hogy az apritott MD és KD mintdk esetében sikeriilt meghatarozni
az idealis enzimkoncentraciokat a gradiens terv segitségével. Igy a tovabbi méréseimhez a

gradiens tervnél is alkalmazott, 24 6rara optimalizalt enzim mennyiségeket hasznaltam fel.

4.3.3. Szimultan cukrositas és fermentacio

Az eloz6 fejezetben gradiens terv altal meghatdrozott optimalis enzimkoncentraciokat
alkalmaztam az SSF fermentaciohoz. Ennél a kisérletnél mar kétfajta élesztdt hasznaltam, egy
specialis borélesztot és egy klasszikus siit6élesztot. A 9. tablazatban foglaltam 0ssze a kétfajta
élesztémennyiségeket (g) és az enzimkoncentracidkat (cm?).

Az élesztdmennyiségek meghatdrozdsanal figyelembe vettem a gyarté altal megadott
optimum mennyiségeket, amit a 2. és 5. mintaknal alkalmaztam, illetve készitettem egy-egy
mintat a gyart6 altal meghatarozott optimum ala esé (1. és 4. mintak), illetve f61¢ es6 (4. és 6.

mintak) élesztémennyiséggel.

9. tablazat: SSF esetében hasznalt élesztdmennyiségek és enzimkoncentraciok

MD KD

CLA CLB CLA | CLB
[cm?] | [em?] | [em?] | [cm?]

Mintdk | Boréleszto [g] | Siitééleszto [g]

1 0,01

2 0,05

3 010 0,466 | 0,386 | 0,372 | 0,458
4 0,01

5 0,05

6 0,10

A fermentaciot megeldzden ebben az esetben csak mechanikai elokezelést, apritast
alkalmaztam a dohany mintdkon, mivel a gradiens terv altal kapott optimalis
enzimkoncentracioval az apritott mintak esetében kaptam nagyobb cukorkihozatalt.

A kisérleti paraméterek koziil a hémérsékletet 50 °C—r6l 35 °C—ra valtoztattam meg, mert

ennek a kétfajta élesztOnek az erjesztési homérséklettartomanya maximum 35 °C.
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43. abra: SSF fermenticio KD mintéknal (4 g minta; 5 pH; 50 cm® H20)

A KD és MD mintak cukorkihozatal értékeit is az el6z0 méréseimhez hasonléan 24 6ranként

mértem meg, amit a 43. és a 44. abrakon mutatok be.
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44, abra: SSF fermentacié MD mintaknal (4 g minta; 5 pH; 50 cm® H,0)

A mintdk etanol tartalmat gazkromatografids méréssel hatdroztam meg. A 45. abran jol
latszik, hogy mivel az eredeti enzimarany alkalmazasa mellett az etanol kihozatal nem minden
mintanal volt mérhetd, ezért az enzimmennyiségek aranyat megforditottam, €s igy a mintak
lebontasanal alkalmazott exo- és endoglukanaz aranyok megvaltoztak (10. tablazat) és egyezd

kisérleti paraméterekkel, megismételtem a mérést.

10. tablazat: Eredeti és forditott enzimaranyok KD és MD mintaknal

Mintak Eredeti enzimardny Forditott enzimardany
CLA [cm?] CLB[cm®] | CLA[cm® | CLB [cm?]
KD 0,372 0,458 0,466 0,386
MD 0,466 0,386 0,372 0,458
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Az enzim aranyok megvaltoztatasaval jol latszik a 45. dbran, hogy majdnem minden esetben
jobb etanol kihozatalt kaptam. A KD mintdk esetében a 2. és az 5. mintaknal értem el
jelentdsebb alkohol hozamot, ahol mindkettd élesztd (borélesztd, siitdélesztd) a gyartd altal
meghatarozott optimalis mennyiséget tartalmazta. A cukrositdsi folyamatra optimalizalt
enzimmennyiség mellett a siitéélesztd hasznalatakor (KD 5. minta) képz6dott maximalis
etanol kihozatal (73,198 mgetanol/Qsza), mig a forditott enzimaranynal a borélesztd
alkalmazasakor (KD 2. minta) értem el jelent6sebb alkohol hozamot (67,513 mg etanol/Q sz.a.)-
Az MD mintak esetében csak a forditott enzimarannyal vizsgalt mintdknal volt mérhetd
mennyiségll etanol. A borélesztd hasznéalatakor az MD 2. mintandl értem el a legjobb etanol
kihozatalt (42,073 Mgetanol/Qsz.a.), mig a siitéélesztével mért mintak esetében az 6todik (60,661
MQetanol/Usz.a.) €s a hatodik (46,783 mgetanol/gsz.2.) Minta etanol hozama volt kiemelked6bb.

Osszességében megallapithatd, hogy optimalis éleszté mennyiségnek veheté a gyartd altal
megadott €élesztd mennyiség, ugyanis mindkettd dohdny mintandl ennél a mennyiségnél (0,05
g) kaptam a maximalis etanol hozamot. A forditott enzimarannyal valo kisérlet leginkabb az
MD minték esetében mutatott jelentds valtozast az etanol kihozatal szempontjabol, itt ugyanis
csak a forditott enzimardny haszndlatakor volt mérhetd mennyiségli a termelddott etanol

mennyisége.
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45, abra: Kisérleti dohany (KD) és melléktermék dohany (MD) mintak etanol kihozatala

Az etanol mennyiségek meghatarozasahoz ebben az esetben gazkromatografias (GC)
modszert alkalmaztam. A mérések soran azt tapasztaltam, hogy a mintdk nagy részében a
metanol is egy jol elkiilonithetd csticson megtalalhaté volt, de feltételezheté a propanol

jelenléte is, viszont a propanol a kromatogram végén talalhato tobb egymasba csuszott cstcs
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miatt (ami valdsziniileg a kolonna anyagainak folyamatos kopasabol adodhat) nem produkal
onallo, tisztan elkiilonithetd csucsot. A KD és MD mintdk kromatogramjai koziil a két
maximalis etanol kihozatal értéket elért mintdk (KD 5. minta és MD 5. minta)
kromatogramjait mutatom be a 46. ¢és a 47. abran, ahol lathatd, hogy az etanolra minden
esetben jol elkiilonithetd csucsot kaptam, a 13 perces folyamat soran koriilbeliil 3,29 - 3,35
perc kozott. Az etanolhoz tartozo csucs gorbe alatti térfogatértékeibdl, illetve a kalibracios
egyenes egyenletének (3), (4) a segitségével hataroztam meg az etanol koncentracidkat,
valamint ezen koncentraciok segitségével pedig az egy gramm szarazanyagra vonatkozo

etanol kihozatalt kaptam meg mg—ban.
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46. abra: Eredeti enzimarannyal kezelt KD 5. minta kromatogramja

— ethanol préba, 2014.04.29. 18_55_41 - Detector B
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47. abra: Forditott enzimarannyal kezelt MD 5. minta kromatogramja

4.3.4. Mikrohullamu elékezelésének hatasa a cukorkihozatalra

A mikrohullamu elékezelés hatasat abbol a szempontbdl vizsgaltam, hogy a MW hatasa
milyen modon befolydsolja az enzimes hidrolizis hatékonysagat, illetve a lignocelluldz
szerkezet hozzaférhetéségét a dohany mintdk esetében. Osszehasonlito, illetve kombinalt
méréseket is végeztem az Anyagok ¢és modszerek fejezetben leirt mas eldkezelési

eljarasokkal, amelyeket a 11. tablazatban foglaltam 6ssze.
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11. tablazat: Kiilonb6z6 tipusu elokezelések MD ¢és KD mintak esetében

Kezelési Kezelési ido Kezelési
Kezelés tipusa hémeérséklet [perc] teljesitmény Kezelési pH
[c] [W]
Mikrohullamu 3 250
Mikrohullamu 5 250
Mikrohullamu 10 250
Mikrohullamu 1,5 500
Mikrohullamu 5) 500
Mikrohullamu 10 500
Termikus 85 20
Termikus 85 60
Ligos 85 20 10
Lugos 85 60 10
Kombinalt 85 30 250 (5 perc) 10
Kombinalt 85 30 250 (10 perc) 10
Kombinalt 85 30 500 (5 perc) 10
Kombinalt 85 30 500 (10 perc) 10

A fenti tablazatban (11.) dsszefoglalt kiillonb6z6 elkezelések hatasait a gliikoz kihozatalra a
49-52. abrakon mutatom be. Két kiilonbdz6 kontrol mintat is vizsgéltam dsszehasonlitasként,
amit a 48. és az 49. abrakon szemléltetek. Az egyik kontrol minta nem tartalmazott enzimet és
nem kapott elékezelést sem, mig a mésik minta mar tartalmazott enzimet, viszont el6kezelést
nem kapott.

Az enzim ¢és az eldkezelés nélkiili minta esetében kismértékli volt a glikéz termelés,
maximum 2 mg cukor/g sza, €llenben az enzimet tartalmazo, de el6kezelést nem kapott mintak
esetében mar jelentdsebb cukorkihozatalt értem el. A KD mintdk esetében jol lathato (48.
abra), hogy az eldkezelések koziil a 250 W—on, 3 percig tartd mikrohulldmu eldkezelés, mig
az MD mintdk esetében (49. abra) az 500 W-on, 1,5 percig tartd kezelés bizonyult
hatdsosabbnak a cukorkihozatal szempontjabol a termikus, illetve a lagos eldkezelésekkel

szemben.
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48. abra: Kiilonboz6 eldkezelések hatasa a cukorkihozatalra KD mintdk esetében

A KD mintak esetében a cukorkihozatal szempontjabol megallapithat6, hogy szinte minden
idGintervallumban az MW el6kezelés adta a legnagyobb cukorkihozatalt (48. abra).
Hasonldan az MD minték esetében is az MW elOkezeléssel kezelt mintak adtak a legnagyobb
cukorkihozatalt (49. abra), azonban ebben az esetben az MW kezelés mellett a termikus
kezeléssel is jelentdsebb mennyiségli cukortermelés figyelhetd meg, de mivel szignifikans
kiilonbség nincs a kétfajta el6kezeléssel tortént cukorkihozatalok kozott, igy mindkettd
dohdny minta esetében megallapithaté tehat, hogy a mikrohullamt elékezelés volt a
hatasosabb. Megallapithaté tovabba még, hogy habar a besugarzott energia (250 W — 3 perc;
500 W — 1,5 perc) egyenld, de az alkalmazott teljesitményszint hatdsa eltérd. Ez az eltérés
azzal magyarazhatd, hogy a mintdk eltér6 kémiai Osszetétellel és fizikai szerkezettel
rendelkeznek. A KD mintdk ugyanis az egész novény részeket tartalmazzak, mint a szar, levél
¢és levélnyél, addig az MD mintak sokkal komplexebb szerkezettel, magasabb lignin
tartalommal, illetve kisebb fajlagos feliilettel rendelkeznek, ami egyben a biokonverzidohoz
valo képesség csokkenését is eredményezheti.

Az eldkezelést nem kapott mintdkhoz képest a ligos €s termikus elkezelés is ndvelte ugyan
az enzimes hidrolizis hatékonysagat, de ugyanakkora cukorkoncentraciot nem értek el, mint a

mikrohullam kezelés esetén.
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49, abra: Kiilonbo6zo elokezelések hatasa a cukorkihozatalra MD mintak esetében

A kiilonbozo tipusu eldkezelések hatékonysaganak megfigyelését kovetden kisérleteket
végeztem hosszabb idétartam(i mikrohullamu kezelésekkel, illetve kombinalt kezelésekkel is,
amelyeket az 50. és az 51. abrdkon mutatok be. Mivel a KD mintdk esetében a 250 W
teljesitményli sugarzas volt a jobb, ezért a kombinalt el6kezeléseknél is a 250 W teljesitményt
alkalmaztam, aminek a cukorkihozatal értékeit az 50. abran mutatom be. A lugos és a
termikus kezeléseket kombinaltam a mikrohulldmt kezeléssel. A kombinalt méréseket
megelézéen egy 5 és egy 10 perces mikrohulldmu el6kezelést is végeztem 250 W
teljesitményen. Az 5 perces mikrohullamu el6kezeléssel jobb cukorhozam értékeket kaptam,

mint a 10 perces kezeléssel (50. abra).

17
16 Bmikrohulldmu
15 el6kezelés 250 W, 5
18 oo
- 13 B mikrohulldma
5 12 elékezelés 250 W, 10
2 1 perc
£ 10 O kombinalt eldkezelés
- 10 pH, 85°C, 30
E 9 perc+250 W, 5 perc
5 8 @ kombindlt elskezelés
g 7 10 pH, 85°C, 30
£ 6 perc+250W, 10 perc
g 5 mlugos elokezelés 10
é g pH, 85°C, 60 perc
2 mtermikus elékezelés
1 85°C, 60 perc
0

Fermentalasi id6 [6ra]

50. abra: Kombinalt el0kezelések hatasa a cukorkihozatalra KD mintak esetében
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Az MD mintdk kombinalt eldkezelési (51. abra) vizsgalatanal szintén a mikrohullamu
elékezelés bizonyult a legmegfelelébbnek, de ebben az esetben a 10 perces kezelési id6, 500
W teljesitménynél mutatott maximalis cukorhozamot (15,89 mg cukor/g sza). Mivel ezek a
mintak aranyaiban tobb vastagabb, azaz tobb ligninbe agyazott celluloz szalat tartalmaznak,
mint a KD mintak, ezért az MD mintdk esetében a celluldéz szalak fellazitasahoz nagyobb
sugarzasi energia bevitelre van sziikség, hogy az elékezelés hatasos lehessen a cukorkihozatal
szempontjabol.

Osszességében megallapithaté tehat, hogy a KD mintanal a maximalis cukrositasi fokot a 250
W és 5 perces mikrohullamu kezeléssel lehetett elérni. A mikrohullamt és lagos—termikus
kezelések egyiittes alkalmazasa a cukor kihozatali mutatd tovabbi ndvekedését nem
eredményezte, azonban az enzimes lebontasi folyamathoz sziikséges id6t szinte a harmadara
csOkkentette le. A cukrositds mértékében az enzimes hidrolizist megel6zé kiillonb6zo
kezelések hatasat tekintve megallapithat6, hogy 6nmagaban ezzel a mikrohulldmu kezeléssel

a maximalis cellulozbomlas 61%-a elérhetd volt enzim alkalmazasa nélkiil is.

[an
~

B mikrohullamt
el6kezelés 500 W, 5
perc

B mikrohullama
elékezelés 500 W, 10
perc

Bkombinalt elokezelés
10 pH, 85°C, 30
perc+500 W, 5 perc

B kombinalt el6kezelés
10 pH, 85°C, 30
perc+500 W 10 perc

@lugos elékezelés 10
pH, 85°C, 60 perc
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51. abra: Kombinalt elokezelések hatasa a cukorkihozatalra MD mintak esetében

Ha az eldkezelések és az enzimes bontds utdni maximalis cukor kihozatalt tekintjiik, akkor
lathatd, hogy nagy kiilonbség nincs a két dohany tipus kozott, azonban a maximalis
cukorbontashoz sziikséges 1d¢ altalaban magasabb és némely esetben a kihozatal is kicsit
alacsonyabb, illetve az alkalmazott mikrohullimu kezelés is erdteljesebb az MD mintak
esetében. Ha csak az eldkezelések hatasat tekintjiik, enzimes hidrolizis nélkiil, akkor

megallapithatd, hogy a KD mintédknal jobb eredményt értem el.
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4.3.5. Enzimvisszanyerés lehetosége dohany mintaknal

A dohany mintak esetében is az ultraszlirést 5 kDa-os PES membrannal végezetem
ultrahangos er6térben, illetve anélkiil. Az 52. abran mutatom be a KD és MD mintak
ultrahangos (UH) és ultrahang nélkiili fluxus diagramjat.

A fluxus értékek novelése, illetve a gél réteg ellendllas csokkentése céljabol, a sziirés
betaplalasi oldalan hoztam létre az ultrahangos erdteret. A vart eredmény az volt, hogy az
ultrahang altal keltett kavitacido hatdsara a fluxus értékek nagyobbak lesznek, azonban az
elvarasaimnak ellenkezé eredményeket kaptam, ugyanis az UH erdtérben végrehajtott
ultraszlirés fluxus értékei nem mutattak nagyobb értéket, mint az UH nélkiili adatok, sét
kisebb értékeket kaptam. Jol lathatd tovabba még az abran, hogy a KD mintak fluxus értékei

jol elkiilonithetdk egymastdl, nagyobbak, mint az MD mintaké, UH er6térben is és anélkiil is.

1,0 1,2 14 R [116 1,8 2,0

52. abra: KD és MD minték fluxus értékei ultrahangos erétérben, illetve anélkiil

Jol magyarazhaté tehat a fluxus értékek (52. é&bra) valtozasandl tapasztalt tendencia az
ellenallasokkal (53. abra). Megfigyelhet6, hogy az MD mintak esetében a koncentracid
polarizaci6 okozta ellenallds (Rp) szinte dupla akkora értéket vett fel, mint a KD minta
esetében, ultrahangos erdtér alkalmazasakor és anélkiil is. Osszességében tehat nagyobb

Osszes ellenallas (Rt) tapasztalhaté az MD mintaknal.
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53. abra: Ellenallas rétékek KD és MD mintaknal normadl és ultrahangos erétérben
(Rm - membran ellenallas; Rr — eltomddési ellenallas; Rp — polarizacios ellenallas és
Rt — 0sszes ellenallas)

Ebbdl a megallapitasbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a KD mintdk enzimes lebontasakor
tobb, kisebb méretli fragmentum képzddik, mint az MD minték esetében, igy ezek a kisebb
méretll részecskék konnyebben at tudnak jutni a membranon, mert teljesebb a lebontés, illetve
valdsziniisithetd az is, hogy esetleg a membran porusaiba keriilnek kivalasztasra és ez vezet
az eltomddési (Rr) ellenallas megnovekedéséhez ultrahang hasznélatakor. Jol lathato tovabba
az 53. abran az is, hogy az ultrahang hasznalatakor minden esetben sokkal nagyobb mértékii
volt az ellenéllas, mint ultrahang hasznalata nélkiil.

Ez azzal magyarazhatd, hogy valoszinlileg az ultrahang altal keltett kavitacio hatdsara az
apritott celluloz szalak, illetve fragmentumok megndvelték a membran feliiletén képzddo gél
réteg vastagsagat, illetve az eltomddési ellenallas értékét is, valamint a nyomasndvekedés
hataséara a porus méreténél nagyobb molekuldk is el tudtak jutni a porusokba. Ezzel a hatassal
magyardzhat6 a jelentds eltomddési ellendllas (Rf) ultrahang hasznalatakor. Mindez pedig
abbol kovetkezik, hogy a két dohany minta Osszetétele kiilonbozik egymadstol, mert az MD

mintédk fajlagosan tobb celluloz tartalmu rostot tartalmaznak, mint a KD mintéak.

Az 54. grafikonon 4brazoltam a KD és MD mintdk fehérje visszatartas értékekeit, normal €s
ultrahangos erétérben egyarant. Jol lathato, hogy az ultrahang hasznélatakor mindkét dohany
minta esetében kisebb volt a visszatartas, mint ultrahang hasznalata nélkiil. Az alkalmazott 5
kDa PES membran poérusmérete, illetve a membran feliiletén kialakuldo gél réteg képes
visszatartani a fehérjéket és az enzimeket, viszont a dohdny mintdk esetében az ultrahang

haszndalata nem javitott a visszatartason.
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54, abra: Dohany mintak fehérje visszatartasi értékei ultrahang hasznalatakor és anélkiili
(KD - kisérleti dohany, MD - melléktermék dohany)

A KD ¢és MD mintak fehérjetartalmat az 12. tablazatban foglaltam Ossze. Lathatd, hogy a

permeatumnal viszonylag magas volt a fehérje tartalom, ami abbol addédhatott, hogy a

fermentlében az enzimen kiviil valoszinlileg mas fehérjék is talalhatéoak. A visszatartott

frakcio aktiv enzimtartalmanak meghatarozasahoz alkalmaztam a sziir6papir tesztet (55.

abra).

12. tablazat: Cukrositott dohdny minta frakciok fehérje tartalmai

Mintdik Fehérjekoncentrdacié (umol/dm?3) Relativ koncentrdcio (%)
522;;:1- betdapldlas permedtum 582:;:1_ betapldldas | permedtum

KD 18,3 14,2 73,3 148 100 50

KD+UH 21,7 19,6 16,5 111 100 84

MD 15,4 10,4 5,19 129 100 52

MD+UH 19,5 20,3 17,1 116 100 84
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55. abra: Visszanyert enzimmel végzett lebontas cukor kihozatali eredményei

Jol lathatd, hogy habar eltérd mértékben, de mindegyik minta esetében megfigyelhetd
cukortartalom novekedés. Amikor a koncentratumot Osszehasonlitasképpen desztillalt vizzel
helyettesitettem, nem tapasztaltam cukorkoncentraciéo novekedést, igy megallapithatd, hogy
eltéré mértékben ugyan, de az enzimek miikddo képesek maradtak a koncentratumban.

A KD mintdknal ultrahang haszndlatdval ¢és anélkiil is majdnem kétszer nagyobb
cukortermelést értem el az MD mintdkhoz képest (55. abra). Jol latszik tovabba még a
kiindulasi cukor értékekbdl az is, hogy az ultraszlirés soran a cukor jelentds része atjutott a
membranon, igy a koncentritumban mar csak igen kis mennyiségben volt mérhetd

mennyiségben.

4.3.6. Xilanaz enzim hatasanak vizsgalata dohany mintaknal

A cellulaz-cellobiaz enzimkeverékek mellett Osszehasonlitdé méréseket végeztem xilanaz
enzimmel (Trichoderma longibrachiatum) (Sigma-Aldrich) is. A nevét arrdl az
enzimcsoportrol kapta, amely az endo-1,4-B-xilanaz lineéris poliszacharid lancokat bontja
xil6zza, ezaltal a hemicelluloz rostok szétesésével konnyebben bonthatd lesz a nvényi sejtfal,
ugyanis a xilanaz katalizatorként mutikodik a xiloz B-1,4 glikozidos kotés hidrolizisében. A
xilandz enzim hasznalataval az volt a célom, hogy megvizsgaljam milyen mértékben képes ez
az enzim a celluloz bontasra, illetve a maximalis cukorkihozatal eléréséhez mi az optimalis

enzim mennyiség (Jinguang et al., 2011, Li et al., 2015).
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A KD ¢és MD mintédk celluléoz bontasdhoz hasznalt xilandz enzimek mennyiségeit a 13.
tablazatban foglaltam Ossze. A tablazatbol lathatd, hogy ezzel az enzimmel kétféle
kisérletsorozatot végeztem. A madasodik kisérletsorozatndl megnovelt enzimmennyiséggel
végeztem a méréseket. A xilandz enzim készitmény allaga por, ezért milligrammban adtam
meg a bemért enzimmennyiségeket, amelyek hasonld egységlick az el6z6 kisérletemben
alkalmazott cellulaz — cellobiaz enzimekkel, igy a xilandz enzimmel vald lebontas
hatasossagat is meg tudtam vizsgalni. A gyart6 altal meghatarozott optimalis pH (4,5), illetve
homérsékleti tartomanyban (30 °C) 96 6raig fermentaltam a mintakat, amelyek cukortartalmat

24 oranként mértem meg.

13. tablazat: Enzimes lebontashoz alkalmazott xilanaz enzim mennyiségek

KDésMD | Xilangz | Mesnovelr
minta sorszama| enzim [mg] xilandz enzim

[mg]

0 0 0

1 200 400

2 100 360

3 50 320

4 25 280

5 12,5 240

Az 56. — 59. abrakon mutatom be a KD és MD mintak xilanaz enzimmel valé cukor termelés
értekeit. Az 56. és az 57. dbrdkon a 200; 100; 50; 25; és 12,5 mg enzimmennyiségekkel
végzett lebontds eredmeényei lathatok. Mindkettd dohdny minta esetében jol megfigyelhetd,
hogy az enzim nélkiili kontrol minta csak minimalis cukor hozamot mutat, illetve jol lathato
tovabba, hogy mar az elsd oraban tapasztalhatd volt minimalis cukortermelés.

A KD mintak esetében maximalis cukortermelés (11,981 mg cukor/g sza) a 72. draban
figyelhetd meg, mig az MD mintdknal viszont mar a 24. 6radban kozel ekkora cukorkihozatal
(10,217 mg cukor/g sza) volt tapasztalhatd. Az MD minta esetében maximalis cukorhozam
(12,358 Mg cukor/g sz.a.) @ 48. oraban volt megfigyelhetd. Ebben a kisérletsorozatban mindkettd
dohdny mintandl a 200 mg xilanaz enzim mennyiség volt a legelénydsebb, a 200 mg - nal

kisebb enzimmennyiségnél viszont mar jelentds cukor tartalom csokkenést lehet észrevenni.
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56. abra: Xilandz enzimmel val6 fermentalas eredményei KD mintaknal

B enzim nélkiil
B200 mg
2100 mg
150 mg
m25 mg
m12,5 mg
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57. abra: Xilanaz enzimmel val6 fermentalas eredményei MD mintaknal

A megnovelt xilandz enzim mennyiséggel végzett kisérletek eredményeit az 58. és az 59.
abrakon mutatom be. Ennél a mérési sorozatnal is az el6bbiekhez hasonlot tapasztaltam, mely
szerint az MD mintak esetében mar a 24. éraban nagyobb cukortermelés volt megfigyelhetd,
mint a KD mintak esetében. A KD mintak maximalis cukortartalma (15,570 mg cukor/Q sza) @
48. oraban, 400 mg xilan4dz enzimmennyiség mellett volt tapasztalhatd, mig az MD mintaknal
mar a 24. ordban a legnagyobb cukorhozam 17,927 mg cukor/g sza volt, 360 mg xilanaz
enzimmennyiség mellett. A maximalis cukortermelés MD mintdknal szintén 360 mg
mennyisgben adagolt enzimmennyiségnél, a 48. oraban volt (21,324 mg cuko/9 sza)
megfigyelhetd.

A xilanaz enzim alkalmazasakor, a cukorkihozatal szempontjabol megallapithaté tehat, hogy
mindkettd enzimmennyiség esetében az MD mintdknal volt jelentésebb a xilandz enzim

lebonto hatasa a KD mintdkhoz képest, ami a mintak Osszetételébdl és szerkezetébdl adodhat.
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58. abra: Megnovelt xilandz enzimmennyiséggel 59. abra: Megnovelt xilanaz enzimmennyiséggel
val6 fermentalas eredményei KD mintaknal val6 fermentalas eredményei MD mintaknal

4.3.7. Szimultan Cukrositas és Fermentaci6 vizsgalata xilanaz enzimmel

A nagyobb 1éptékii fermentalast az el6z6 kisérleteimnél bemutatott laboratdriumi fermentalod
egységben végeztem a xilanaz enzim esetében is. Az enzim ¢és az éleszté mennyiségeket IS
szintén a Box-Wilson kisérlettervezési modszer segitségével, faktoridlis kisérlettervvel
hataroztam meg. Ennél a kisérletsorozatomnal élesztdként Unikén borélesztt hasznaltam. Az
el6z kisérleteknél meghatarozott maximalis cukorkihozatali értékekbdl indultam ki az SSF
fermentalas Kkisérleti paramétereinek meghatarozasahoz, amelyeket a 14. tablazatban

foglaltam Ossze.

14. tablazat: KD és MD mintdk kisérleti paraméterei nagyobb 1éptékii fermentalasnal

Mintik H-0 Xilandaz Eleszté Szubsztrdt | Szdrazanyag pH | T(°0)
[cm?] [ma] [mal | tomege [g] | tartalom [g]
KD 2000 1000
KD 4000 1500 0,586
MD 1000 2000 1000 80 45 30
MD 3600 1500 0,513
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A 60. és a 61. abrakon mutatom be az SSF ferment4cié cukorhozamait. A 60. abran a 2000
mg Xilanazt és 1000 mg ¢€lesztdt, a 61. abran pedig a KD minta esetében 4000 mg, illetve az
MD minta esetében 3600 mg xilanazt és 1500 mg ¢élesztét tartalmazd fermentlé
cukorkihozatal értékeit abrazoltam. Jol latszik, hogy mindketté mérési tartomanyban az MD

mintak cukortermelése kedvezobb volt, mint a KD mintaké.
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120 EKD ®MD | || 3110 wkD =MD
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Fermentalasi id6 [ora]

Cukorkihozatal [Mge,/9s;...
a
o
Cukorkihozatal [Mg, /s,
a
o

Fermentalasi idé [ora]

60. abra: SSF fermentalas KD és MD 61. abra: SSF fermentalas KD és MD mintaknal
mintdknal (2000 mg xilanaz (KD, MD), és (4000 mg xilanaz (KD), 3600 mg xilanaz (MD) és
1000 mg élesztd) 1500 mg ¢élesztd)

4.3.7.1. Etanol kihozatal vizsgalata gazkromatogrdfias méréssel

A xilandz enzimmel tOorténd fermentalast kovetben a mintak etanol tartalmat szintén

gazkromatografids méréssel hataroztam meg, amit a 62. abran szemléltetek.

A CLA/CLB enzimaranyokkal végzett kisérletekhez képest a xilandz enzim hasznélataval
jelentésen nagyobb mennyiségben képzodott cukor, ezaltal az etanol kihozatal is mindkettd

dohany minta esetében nagyobb volt.

A gazdasagi szempontokat is figyelembe véve, valamint a kiilonb6zé enzimaranyokkal
végzett kisérleteknél nyert cukormennyiségekbdl kiindulva a tovabbi etanol kihozatal
vizsgéalataimhoz a kevesebb ¢élesztd ¢és enzimmennyiséget alkalmaztam, mivel ebben az

esetben is jelentds mennyiségii cukor termelddést tapasztaltam (60. 4bra).

Ahogyan a 62. abran is jol latszik, ebben az esetben is az MD mintak etanolhozama bizonyult
jobbnak. Maximalis etanolkihozatal a 72. draban volt (1659,5 mg etanol/J sz.a.) tapasztalhato. A
KD mintak esetében pedig a 48. draban értem el maximalis etanolkihozatali (927,5 Mg etanol/g

sz,a,) értéket.
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Etanolkihozatal [MQ 40/ 2

62. abra: Etanol kihozatal mérése KD és MD
mintaknal (2000 mg xilanaz és 1000 mg élesztd)

A fermentlevek gazkromatografias mérésének kromatogramjait a 63. és 64. abrakon

mutatom

be. Az el6z6 gazkromatografidas mérésemhez hasonloan itt is a két dohany minta

kromatogramjai koziil a maximalis etanol kihozatal értéket elért mintak kromatogramjait

valasztottam. Mindkettd abran lathatd, hogy az etanolra jol elkiilonithetd csucsot kaptam

ennél a kisérletsorozatnal is.
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63. abra: KD minta kromatogramja (48 ora, 2000 mg xilanaz/1000 mg élesztd)
[mv]
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64. abra: MD minta GC kromatogramja (72 6ra, 2000 mg xilanaz/1000 mg élesztd)
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4.3.8. Dohany novény esetében alkalmazott enzimek hatasanak dsszevetése

Kisérleteim soran a dohany mintdk esetében Osszehasonlitd vizsgalatokat végeztem xilanaz,
illetve CLA ¢és CLB enzimekkel, igy meg tudtam allapitani, hogy a cukorkihozatal, illetve az
etanolkihozatal szempontjab6l melyik enzim alkalmazasaval lehet maximalis cukor és
etanolkihoztalt elérni. A KD mintak esetében a 65. és a 66. abrakon szemléltetem

Osszehasonlitasképp a cukorkihozatal értékeket.

Jol lathato, hogy a xilanaz enzimmel végzett kisérleteknél nagyobb cukorkihozatalt értem el,
mint a CLA, CLB enzim esetében. Igy ebben az esetben megallapithato, hogy a xilanaz enzim

alkalmazasa jobb hatédssal volt a fermentéciora.
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511 ©KD4 (0,364CLA/0,474CLB) £ 11 mag0mg
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Fermentalasi id6 [6ra] Fermentalasi idé [ora]
65. abra: CLA/CLB [cm®] enzimmel valo 66. abra: Megnovelt xilanaz enzimmennyiséggel
cukorkihozatal értékek KD mintdk esetében val6 cukorkihozatal eredményei KD mintaknal

Természetesen az MD mintdknal is elvégeztem a kisérletet xilanaz és CLA, CLB enzimekkel
egyarant (67. és 68. abra). Ebben az esetben is azt tapasztaltam, hogy a xilandz enzimmel
végzett kisérleteknél nagyobb cukorkihozatali értékeket értem el, mint a CLA, CLB enzim
alkalmazisa soran. Osszességében megallapithato tehat, hogy a KD és az MD mintik
esetében egyarant a xilanaz enzim alkalmazasa soran kaptam nagyobb cukorkihoztalt, viszont
ebben az esetben a KD és az MD mintak koziil is az MD mintak cukorkihozatala volt

nagyobb.
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67. abra: CLA és CLB enzimmel valé 68. abra: Megndvelt xilan4z enzimmennyiséggel valo
cukorkihozatal értekek MD mintak esetében cukorkihozatal eredményei MD mintédknal

Kisérleteim tovabbi részében az etanolkihozatalt vizsgaltam xilanaz és CLA, CLB
enzimekkel. A 69. ¢és a 70. abrdkon szemléltetem a kiilonb6z6 enzimekkel mért
etanilkihozatal értékeket, amelyeken jol 1athato, hogy ebben az esetben is a xilandz enzimmel
végzett kisérleteknél nagyobb etanolkihozatalt kaptam, mint a CLA, CLB enzim esetében. Az
MD ¢és a KD mintdk koziil a xilandz enzim esetében szintén az MD mintdknal volt

szamottevOobb az etanolkihozatal.
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69. abra: CLA és CLB enzimmel vald etanol kihozatal 70. abra: Xilanaz enzimmel val6 etanol kihozatal
mérése KD és MD mintaknal mérése KD és MD mintaknal (2000 mg xilanaz és
1000 mg ¢élesztd)
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4.3.9. Xilanazos fermentlé membranszeparacios vizsgalata

Kovetkezo  kisérletsorozatomban a  xilandz  enzimet tartalmazo, fermentlevek
membransziirését mutatom be. Ennél a kisérletnél tobbféle vagasi értékti (5 kDa; 7 kDa; 50
kDa) PES membranon keresztiil vizsgaltam a fermentlevet, illetve a fermentlével egyenértékii
cukortartalommal rendelkezé modell oldatot (gliikkoz oldatot). A 71. abratdl a 73. abraig az
ultraszrés fluxus értékeit abrazoltam. Az ultrasziirést altalaban kolloid rendszerek, illetve
makromolekuldk levalasztasara hasznaljak, és a porusai sokkal kisebbek, mint a mikro sziird
membrané (MF). Célom az volt, hogy megallapitsam, hogy a dohdny mintak fermentleveinek

szliréséhez melyik vagasi értékii membran alkalmazasa a megfeleld.

Minden esetben jol lathatd, hogy a modell oldatok fluxus értékei mindegyik membran
esetében nagyobb értéket mutatnak, mint a fermentlé fluxus értékei. A kezdeti fluxus érték

csOkkend tendencidt mutat mindegyik membran esetében, majd egy allando értéket vesz fel.

5 kDa 7 kDa
80 80
70 Omodeloldat @ fermentlé 20 omodelodat @ fermentlé
60 60
= 50 = 50
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71. abra: 5 kDa PES membran fluxus értékei  72. abra: 7 kDa PES membran fluxus értékei

50 kDa

omodeloldat @ fermentlé

1,0 12 14 16 18 2,0
VVR []
73. abra: 50 kDa PES membran fluxus
értékei
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Az ellenallas értékeket a 74. adbratol a 76. abraig mutatom be. Lathato, hogy a legnagyobb
Osszes ellenallasa az 5 kDa PES membrannak van és minden esetben a fermentlé ellenallasa

nagyobb a modell oldatéhoz képest.

5 kDa 7 kDa
3 Omodeloldat @ fermentlé 3 Omodelodat @ fermentlé
2,5 2,5
.E. 2 HE 2
= 3
X 15 §’. 1,5
o
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74. abra: 5 kDa PES membran ellenallas 75. abra: 7 kDa PES membran ellenallas
értékei értékei
50 kDa
3 Omodeloldat @ fermentlé
2,5
o2
E
515
—
&
1
0,5
e ar—
RM RF RP RT

76. abra: 50 kDa PES membran
ellenallas értékei

4.3.9.1. Fehérje visszatartas vizsgadlata

A xilandz enzimet tartalmaz6 fermentlevek fehérjetartalmat Kjeldahl féle fehérje
meghatarozassal vizsgaltam meg, amelyet a 77. dbran mutatom be. Lathatd, hogy a modell
oldat fehérjevisszatrtasa minden esetben magasabb, mint a fermentlé fehérjevisszatartasa, ami
azzal magyarazhatd, hogy a fermentlében mas, nem enzim- fehérje és nem fehérje tipust

nitrogén tartalmt komponens is talalhato.
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77. abra: Fehérje visszatartas értékek

4.3.9.2. Enzim aktivitas meghatdarozdsa

A xilandz enzimet tartalmazé fermentlevek membransziirését kovetéen ebben az esetben is
megvizsgaltam, hogy milyen mértékben képes az enzim megtartani aktivitasat. Ennél a
kisérletnél is apréra vagott celluloz alapanyagu sziirdpapirt hasznaltam, aminek a cukor
tartalmat 0; 1; 2 és 24 ora elteltével mértem meg, aminek az eredményeit az 78. 4bran
mutatom be. Jol lathatd, hogy habar eltérd mértékben, de mindegyik membran esetében
megfigyelheté minimalis cukor tartalom novekedés. Desztillalt vizzel torténd Gsszehasonlito
mérés esetén nem tapasztaltam cukor koncentracid novekedést, igy megallapithatd, hogy

bizonyos mértékben a xilanaz enzimek is miikodd képesek maradtak a koncentratumban.
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78. abra: Visszanyert enzimmel mért cukorkihozatal értékek
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4.4, Nyirfakéreg apriték

A norvégiai egyetemen (Norwegian University of Life Sciences (UMB), As, Norway) végzett
kutatomunkdm sordn a gdzrobbantassal eldkezelt, apritott nyirfa kéreg enzimes hidrolizis
vizsgalatat végeztem. Ennél a Kkisérletsorozatnal két célom volt, az egyik, hogy a
cukorkihozatal szempontjabol Osszehasonlitdé mérést végeztem spektrofotometrias, illetve
HPLC médszerrel, a masik célom pedig az volt, hogy megvizsgaljam milyen hatdssal van a
cukorkihozatalra a gdzrobbantasos elOkezelés. A nyirfa kéreg az eldzetes kisérletekbdl

kiindulva, 210 °C—-on 10 perces el6kezelést kapott (Svein et al., 2011).

Az eldkezelést kdvetden kiilonbozé mennyiségii enzimet adagoltam a szuszpenzidhoz (Cellic
CTec2, 50; 100; 150; 200; 250; 300 pL). A hidrolizis hatékonysag fokozasa érdekében
kiilonboz6 fémeket, illetve redukald szereket is adagoltam a mintakhoz, feltételezve ezzel a
cukortermel8dés fokozodasat (CuSO4*5H;0, L-glutation, EDTA). Osszehasonlité kisérleteket
végeztem Avicel (PH-101) gyapothulladék, mikrokristalyos celluloz porral, amely egy
sosavval hidrolizalt, semlegesitett, mosott fa celluloz (Wood, 1988). A kisérleti paramétereket
a 15. tablazatban foglaltam 0ssze, amelyeket faktorialis kisérlettervvel, Excel program

segitségével hataroztam meg.

15. tablazat: Avicel és nyirfa nyersanyag minték hidrolizisének kisérleti paraméterei

Mintik 500 mM 500 mM 500 mM enzim
EDTA | glutathione Cu (cellic CTec?)
[cm3] [cm3] [cm?] [cm?]
1 0 0 0 0,3
2 0 0 0,01315 0,3
3 0 0,0526 0 0,3
4 0 0,0526 0,01315 0,3
5 0,1315 0 0 0,3
6 0,1315 0 0,01315 0,3
7 0,1315 0,0526 0 0,3
8 0,1315 0,0526 0,01315 0,3

A goézrobbantéssal el6kezelt nyirfa mintak cukorkihozatal értékeit a 79. abran mutatom be. A
hidrolizist egy rotacios kémcséallvanyon végeztem, ami egy inkubatorban volt elhelyezve, az
alland6 homérséklet biztositasa céljabol (50 °C). A kisérleti mintdk sorszamaival a
szuszpenzidhoz hozzdadott redukalo szerek és fémek ardnya is valtozik (15. tablazat). Az 1.

szamu minta csak az enzimet tartalmazta, nem tartalmazott hozzaadott redukaloszert.
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Jol lathato, hogy mindegyik minta esetében a 48 6ras hidrolizis volt a legmegfelelobb a
cukorkihozatal szempontjabol. A leghatékonyabb atalakitast a 2. — 4. mintdknal értem el,

amikor az enzim mellett csak glutation és CuSO4 volt jelen a szuszpenzidban.

Mivel szignifikans kiilonbség nincs az 1. minta és a 2. — 4. adalékanyagot tartalmazé mintdk
kozott, ezért megallapithatd, hogy habar az adalékanyag hatékonyan hozzajarul az enzimes
hidrolizis fokozasahoz, de a gazdasagossagi kérdéseket is figyelembe véve nem célszerli a
hidrolizist redukaloszerekkel fokozni. A 80. abran mutatom be az eldkezelést nem kapott

mintak cukorkihozatal értékeit.

A 79. és a 80. dbrakat 0sszehasonlitva jol latszik, hogy a gézrobbantasos eldkezelés kedvezd

hatassal volt a cukorkihozatal szempontjabol, az el0kezelt mintdknal nagyobb volt a

cukorhozam.
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79. abra: GOzrobbantassal elokezelt nyirfa 80. abra: Eldkezelés nélkiili nyirfa cukor
cukor kihozatali értékei (pH 5; T=50 °C) kihozatali értekei (pH 5; T=50 °C)
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81. abra: Az el6kezelt és az eldkezelés nélkiili mintak cukorkihozatal kiillonbségei
(pH 5; T=50 °C)
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Osszehasonlitd méréseket végeztem celluldzporral (Avicel). A 82. abran megfigyelhetd, hogy
a cellul6z porral végzett kisérleteknél nagyobb cukorkihozatali értékeket kaptam, mint a
nyirfa kéreg mintak esetében. Tovabba ebben az esetben azt tapasztaltam, hogy egyrészt itt is
szintétn a 48 oOras fermentalasi i1d6 bizonyult a legmegfelelobbnek cukorkihozatal
szempontjabol, masfeldl viszont a maximalis cukorkihozatalt (116,9 mgcukor/0sza) @ glutation,

réz ¢és az enzim egyiittes alkalmazaséaval kaptam a 4. sorszdmu minta esetében.

120 B4 6ra W24 6ra 048 ora

Cukorkihozatal [Mg ¢yor/9 5701
g
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Kisérleti mintak

82. abra: Avicellel végzett 6sszehasonlitd cukor kihozatali mérések (pH 5; T=50 °C)

Tovébbi célom a nyirfa kéreg vizsgélatanal az volt, hogy 0sszehasonlitsam a cukorkihozatal
értekeit a spektrofotometrids modszer mellett HPLC méréssel is, hogy egy pontosabb képet
kapjak a cukortartalom meghatarozasarol. A HPLC mddszernél a cukrok optikai
forgatoképességiiket kihaszndlva egy amino funkcids csoportot hordoz6 kolonnén, valamint
egy refraktiv index (RI), vagyis torésmutato kiilonbségen alapuléd detektorral lehetéség nyilik
a cukrok kvalitativ és kvantitativ analizalasara is. A 83-86. dbrakon mutatom be a HPLC
modszerrel analizalt mintdk cukorkihozatali értékeit. Lathato, hogy mindegyik esetben ezzel a

moddszerrel mért mintdknal nagyobb cukortartalmat mértem, mint a septrofotometrids

modszernél.
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Kisérleti mintak Kisérleti mintak
83, dbra: Gozrobbantissa elokezelt nyirfa g4, 4bra: Elkezelés nélkilli nyirfa HPLC dltal
HPLC altal mert cukorkihozatali ertckel mért cukorkihozatali értékei (pH 5; T=50 °C)

(pH 5; T=50 °C)
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85. abra: Az eldkezelt és az el6kezelés nélkiili mintak cukorkihozatal kiilonbségei HPLC
analizissel (pH 5; T=50 °C)
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86. abra: HPLC altal mért Avicell cukorkihozatali értékek
(pH 5; T=50 °C)

Osszességében megallapithaté tehat, hogy alkalmas fizikai elSkezelésnek tekinthetd a
gdzrobbantasos eldkezelés, ugyanis egyrészt eldsegiti a hemicelluléoz hidrolizisét, illetve
fokozza a biomasszaban meég jelen 1évo cellul6z enzimatikus lebontésat is, ezaltal nagyobb
cukortermelddés érhetd el. Az enzimes kezelés hatékonysaganak novelése céljabol a
szuszpenzidhoz adagolt redukéloszerek nem okoztak jelentdsebb cukortermelddést, igy a

koltséghatékonysag fokozasa céljabol nem sziikségszerii a tovabbi alkalmazasuk.
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5. OSSZEFOGLALAS

Egyre tobb kutatod és gyakorlati szakember véleménye megegyezik abban, hogy a vildgon a
masodik generacios/masodgeneracios biomassza forrasokbol eldallitott energiahordozok, pl. a
bioetanol lehet a jovo egyik f6 energiaforrasa. A benzin izemanyag atvaltasa celluloz alapt
etanolra lényegesen hozzajarulhat az iiveghazhatasi gazok csokkentéséhez, valamint a
jelentds éghajlatvaltozas enyhitéséhez. Ehhez a kornyezetbarat bioetanol gyartdsahoz
vilagszerte hatalmas biomassza nyersanyagforras all rendelkezésiinkre, igy a jovében a
masodgeneracidés bioetanol tekinthetd a legjobb megolddsnak az energiabiztonsag
szempontjabol. Jelenleg a cukornad alapu etanol gyartas uralja a piacot és valosziniisithetden
a jovoben is igy marad. Doktori értekezésemben a cukorrépaszelet, cukorrépa pellet, dohany
¢s a nyirfakéreg apriték alapanyagokat vizsgaltam meg, mint lehetséges nyersanyagforrasokat.
A mintdk eldkezelését kdvetden enzimes hidrolizis segitségével cukorra, majd etanolld
alakitottam a nyersanyagokat. A f6 akadaly a cellulozbontd enzimek magas ara, amelyek
viszont sziikségesek a celluldéz gliikozza torténd hidroliziséhez, igy fontos szempont, hogy
koltséghatékony modon lehessen eldallitani etanolt celluléz alapu biomasszabol. Ebbdl a
megfontolasbdl tliztem ki célul, hogy membranszeparaciés miiveletek segitségével az
alkalmazott enzimek visszaforgatisanak lehetdségét is megvizsgaljam, természetesen Ugy,
hogy aktivitasukat megtartsak, igy ezaltal is kdltséghatékonyabba tegyem az eljarast.

A cukorgyartas melléktermékeként keletkezé répaszeletet két formajaban is vizsgalataim
targyaul valasztottam. A ,.friss” répaszeletnek magas viztartalma mellett cukortartalma is
jelentds lehet a celluloz/hemicelluloz tartalma mellett. A préselését és szaradasat kovetden
kapott cukorrépa pellett viztartalmat jelent6sen, cukortartalmat pedig szamottevben elvesziti,
igy sokkal tomorebb, kompaktabb szerkezetet jelent a hidrolizis ¢és a kémiai agensek
hozzaférése szempontjabol. Amig a cukorrépaszeletnél a cellulaz (CLA) és cellobiaz (CLB)
1:1 aranyt (300 pul — 300 pl) elegyét vizsgalva értem el a maximalis cukorkihozatalt (cc. 80
Mg cukor/d sz.a) 7,5 g/liter szuszpenzid koncentracioban, 45 °C—on, pH=5, 96 o¢ra alatt, addig a
pelletnél kisebb cukorkihozatali értékeket kaptam, max 24 mg cukor/Q sz.a., 30 °C-on, pH=4,5,
136 oras hidrolizis soran. Az alacsonyabb cukorkihozatal és a hosszabb kezelési 1d6
sziikséglet mindenképpen a kompakt, kisebb viztartartalmu szerkezetnek koszonhetd. A
homérséklet csokkentését energetikai megfontolasbol, a hosszabb kezelési iddsziikséglet
kiegyensulyozasa céljabol valasztottam. Ugyanis a B-gliikozidaz enzimnek a szubsztrattol, az
eléfordulési helytol és a termeld szervezettdl fiiggden pH optimuma 3,0 - 7,0 k6zott valtozik

¢s aktivitasanak hoémérséklet optimumat alapvetden meghatdrozza az enzimet termeld

94



szervezet homérséklet optimuma, igy ez az érték 20 — 85 °C tartomanyban valtozik. A
cellulaznak 44,5 pH kozott van a miikddési optimuma, hdmérsékleti optimuma gyakorlati
koriilmények kozott 40—65 °C kozott van (Larner, 1960, Boyer, 1960).

A pellettel végzett vizsgalatoknal kisérletterv segitségével célom volt az optimalis CLA/CLB
enzim aranyt is meghatarozni, valamint az idealis apritottsagi értéket is. Mindkét paraméter
igen szorosan Osszefligg és hatdssal van a cukormennyiségre: adott enzimardny mellett a
nagyobb szemcseméret (0,5 mm folott) a kedvezobb, mig kisebb frakcidméreteknél nincs
szamottevd hatdssal az enzimarany a cukorkihozatalra. A membranos enzimvisszanyerés
vizsgalat mindkét alapanyagnal sikeresnek bizonyult. Mind az 5 kDa vagasi értéki
poliéterszulfon (PES), mind a 4 kDa wvagasi értékli vékonyréteg (TF) ultrasziird
membranokkal végzett szeparacios kisérletek soran nyert koncentratumok enzimei is a
cellulozlebontashoz alkalmasnak bizonyultak. Az enzimvisszanyerés még akkor is sikeres
volt, amikor a membranszeparacioés miivelet hatékonysaganak megnovelése céljabol ultrahang
erOteret hoztunk I1étre a betaplalasi oldalon. S6ét az ultrahang alkalmazasa mintegy
négyszeresére novelte a sziirés hatékonysagat, mind a modell oldatok, mind a valds
fermentlevek esetében is. A fluxus értékek magasabbnak adodtak a pellet mintakbol szarmazo
fermentlevek szlirésénél, aminek az oka valdszinli a lényegesen hosszabb lebontasi id6.
Mindkét esetben azonban az eltémddési ellenallds (RF) volt a meghatarozd tényezd, €s az
ultrahang erdtér alkalmazasaval ezt csokkentettem le (32. €és 33. dbra). A 35. és 36. abrak
egyértelmiien bizonyitjak, hogy az ultrahang erdtér alkalmazdsa nem csak a szeparacid
hatékonysagat ndveli meg, de pozitiv hatassal van az enzimaktivitésra is.

A masodik 6 kisérleti mintacsoportként valasztott dohanyndvény esetében is két alapvetden
kiilonb6zé mintat kiillonboztettem meg. A melléktermék dohany (MD) mintdk a szaritott
dohdnyndvénynek a cigarettagyartasbol visszamaradt mellékterméke, amely a finomabb
szerkezetli levélbol kevesebbet, a vastagabb cellulozkotegekben gazdagabb szarbdl,
levélszarbol, erekbdl tobbet tartalmaz. A kisérleti dohany (KD) mintak ezzel szemben a teljes
dohanynovényt tartalmazzak, nagyobb tészammal iiltették, kimondottan biomassza alapanyag
termelés céljabol. A nem apritott MD és KD mintdknal a CLA és CLB enzimkeverékkel
végzett lebontasi kisérletek a vizsgalt paraméter intervallumban nem adtak meghatarozo
enzim optimum értéket, vagyis a cukorkihozatali értékekben nincs szignifikéns kiilonbség.

A kutterezett MD mintanal azonban az optimum enzimarany érték: 0,466/0,386 cm?®
CLAJ/CLB, itt a cukorkihozatal: 9,11 mg cukor/d sz.a.; mig a KD mintaknal ez az érték: 18,73 mg
cukor/d sz.a,, az alkalmazott enzimarany pedig: 0,372/0,457 cm® CLA/CLB.
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A viszonylag alacsony, cukorkihozatali értékeket mikrohullam( energiakozléssel (MW)
kivintam megnovelni. A mikrohulldmu energiakozlés idejét és mértékét, azaz a kezelés
teljesitményét is valtoztattam és azért, hogy valdoban a mikrohulldm hatasat mérjem, és ne
csak a mikrohullam altal gerjesztett h6 hatasat. Ennek érdekében a mintakat parhuzamosan
termikusan eldkezelve is megvizsgaltam, valamint mértem a lugos eldkezelés valamint a
fentiek kombinalt hatasat is. Az eredmények a MW kezelés hatdsossagat mutatjak, és azon
beliil azt is, hogy nem csak a bevitt 0sszes energiaérték felelés a hatdsért, hanem az is
befolyasold erdvel bir, hogy milyen teljesitményszinten tortént az energiabevitel. Esetemben a
250 W teljesitményszinten, 3 percig tartd kezelés hatasossaga meghaladta az 500 W
energiaszinten 1,5 percig végzett besugarzast, pedig a bevitt Osszes energia a két esetben
megegyezik. A kombinalt mérések esetében a KD mintaknal a 250 W, 5 perc, mig a MD
mintaknal az 500 W 10 perc kezelés eredményezte, az optimalis cukorkihozatalt, s6t azt is
megallapitottam, hogy a MW kezelés Onmagaban, enzim hozzdadasa nélkiil is képes
megndvelni a celluloz cukrosithatosagat. A lagos és termikus eldkezelések is megndvelték a
cukorkihozatalat de annak mértéke elmaradt a MW kezelt mintakhoz viszonyitva, viszont
jelentds mértékben lecsokkentették az enzimes lebontashoz sziikséges 1dot.

A szimultan cukrositas és fermentacios eljarasnal (SSF), ahol a rendszerhez az enzimek
mellett élesztdgombakat is adagoltam, a cukrositdsndl kimért enzimoptimumok forditott
aranyaval értem el a legnagyobb etanolkihozatali értékeket kiilonésen az MD mintaknal, mig
az eredeti enzimaranyok a KD mintandl bizonyultak hatékonyabbnak. A dohdnymintak
cukorrépaszeletnél tapasztaltakhoz képest. Az eltérés az ultrahang erdtér fluxus noveld
hatasara, azaz annak hianyara vonatkozik. Az MD és KD mintaknal az ultrahang alkalmazasa
nem novelte, inkdbb kismértékben csokkentette a permedtum tomegaramsiiriiségét, és ezzel
parhuzamosan az Osszes ellenallas értékét novelte. Ennek oka, hogy a dohanymintaknal, a
répaszelet mintakkal ellentétben, nem az eltomddési ellenallas a meghatarozo elem, hanem a
polarizacios ellenallas, tehat a membran feliiletre kiépiilt reverzibilis ellenallast ado réteg a
jelentosebb, és az UH erdtér altal keltett kavitacid hatasara, sok kirakodott részecske a
porusokba jut, ,,préselddik™, jelentdsen megnovelve ezzel a belsd pdrusos eltomddési, azaz
irreverzibilis ellenallas értékeket. Ezt az elméletet tamasztja alda a membran fehérje
visszatartasainak eredményei is (55. abra). Jol lathat6, hogy dohanymintak esetében az
ultrahang hatdsara a visszatartds szignifikansan lecsokken azonos vagasi értékii membran

hasznalatakor, azonos transzmembran nyomason.
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A két eltéré eredeti mintacsoport kozotti kiilonbség azok oOsszetételbeli, szerkezetbeli
eltérésébdl adodhat. A dohanyndvény mintdknal meglévd jelentdés hemicelluléz tartalom
miatt, fontosnak tartottam egy mas tipust hidroldz, a xylandz enzimcsoport vizsgalatat is,
melyet sokan sikeresen alkalmaztak cellul6z bontasra (Jinguang et al. 2011, Li et al., 2015).
Ez az enzim, az elvarasnak megfeleléen az MD mintdkra volt nagyobb, jelentdsebb
cukoratalakitd hatassal, és még kifejezettebb volt ez a kiilonbség a szimultan cukrositas és
fermentacids (SSF) technologia esetében. Rendkiviil jol tetten érhetd a xylandz enzim pozitiv
hatasa (69. és 70. abra) ha a kezelési beallitdsok etanol kihozatalat vizsgaljuk, a CLA/CLB
enzimek hasonld, optimum értékek alkalmazasa melletti bedllitasaihoz viszonyitva. Az
egységnyi szarazanyagra szamitott etanol mennyisége 20-30-szor nagyobb a xylanaz
alkalmazéasa mellett, és ezeknél a beallitasokndl az MD mintdk etanolkihozatala mindig
meghaladja a KD mintaknal mért értékeket.

A xylandz enzim visszanyerésére végzett membranszeparacidos vizsgalatokat harom
kiilonb6z6 vagasi értékli poliéterszulfon membrannal, rendre: 5 kDa, 7 kDa ¢és 50 kDa, is
elvégeztem. Mindharom esetben a polarizacios, azaz reverzibilis ellendllds értékek voltak a
meghataroz6 Osszetevoi a teljes ellendllas értékének, csak ugy, mint a cellulldz-cellobidz
enzimkomplex esetében. A modell oldathoz viszonyitva a fermentleveknél mért kisebb
visszatartasi értékek magyardzata a fehérjetartalom mérés modszerében rejlik ebben az
esetben is, hiszen a Kjeldahl modszer a minta nitrogén tartalmat méri és abbol generalja a
fehérjetartalmat, és a permeatumban nagyon sok nitrogéntartalmu vegyiilet, fehérjetoredék,
aminosav is jelen van, ami rontja a szétvalasztasi hatékonysag mutatojat. Az enzimaktivitas
mérések eredményei azonban jol tiikrozik, hogy az enzim a koncentratum frakcidoban marad
vissza és nem vesziti el cellulézbonto aktivitasat. A 78. dbran az is bizonyitotta valik, hogy a
xylandz enzim szintén az 5 kDa-0S membrannal vélaszthat6 le a legnagyobb hatékonysaggal,
itt a legnagyobb a cukorkihozatali érték, és a vagasi értéktdl fliggetleniil, itt is minden esetben
a polarizacios ellendllas a meghatarozo.

A nyirfakéreg apriteék gdézrobbantdsos el0kezelése megndvelte a cukorkihozatali értékeket,
kiilonosen azokban az esetekben, ahol a mintdk nem tartalmaztak EDTA-t. A novekmény
mértéke nem olyan mértékli, ami aldtdmasztand a rendkiviil energiaigényes eljaras
szlikségességét. A HPLC modszerrel ¢€s a spektrofotometrids modszerrel mért
cukormeghatarozas azonos mintak esetében eltérd értékeket eredményezett, a HPLC-s mérés

minden esetben magasabb értéket mutatott.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Bizonyitottam, hogy a cukorrépa pellet esetében az ultrahang erdétérben végzett
membranszeparacio soran a fluxus értékek nagyobbak, elsésorban az eltomoddési
ellenallas jelentés csokkenése kovetkeztében.

A cukorrépa pellettel végzett szeparacids kisérleteimhez két kiilonbozé alapanyagu, de
kozel azonos vagasi értékii (TF — teflon/4 kDa, PES — poliéterszulfon/5 kDa)
membrant alkalmaztam. Mindkét membran esetében azt tapasztaltam, hogy az
ultrahang hasznalata nélkiil a modell oldat és a fermentlé fluxus értékei kozott nincs
szignifikans kiilonbség, ellenben ultrahang erdtér alkalmazdsa sordn viszont
megfigyelhetd, hogy az ultrahang altal keltett kavitacid hatasara lényegesen nagyobb
fluxus értékeket kaptam mindkét membrannal, mind a modell oldat, mind pedig a

ferementlé mintak esetében.

2. A Klasszikus sziiropapir teszttel végzett enzimaktivitis mérések segitségével
bizonyitottam, hogy az ultrahang alkalmazasa az enzimek ujboli felhasznalasat
nem befolyasolja.

Az ultrahang-er6térnek kitett enzimek 0jboli felhasznalasa esetében aktivitasuk nem
csokkent, s6t esetenként kicsit nagyobb celluldozbontast tapasztaltam, mint ultrahang

hasznalata nélkiili esetekben.

3. A cukorrépa pellet esetében bizonyitottam, a szemcseméret és az enzim arany
cukortermelédésre vonatkozo egyiittes hatasat.
A szemcsedtmérd novelése (max.0,63 mm) adott enzimarany mellett nagyobb
kihozatalt eredményez. Feltételezhetéen a kisebb méretii, hosszabb idejlii apritasnak
kitett szemcséknél a lokalisan jelentkezd, akar igen jelentds hofejlodés altal eldidézett
fizikai-, kémiai valtozasok, megvaltoztatjak a mintak makroszkopikus viselkedését, pl.

a szuszpendaltathatdsagot, az alddz-ket6z aranyt, stb.

4. Bizonyitottam, hogy a dohiny mintak esetében a mikrohullaimu elokezelés noveli
a mintak enzimes lebonthatésagat, tovabba bizonyitottam azt is, hogy a
mikrohullamu elokezelés hatasat, elsosorban az alkalmazott teljesitményszint
hatarozza meg, a kozolt energia nagysagaval szemben, és a Kkifejtett hatas

mértéke fiigg a mintak osszetételétol.
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A mikrohullamu energia segitségével a celluloz/lignocelluloz/lignin molekulak kozotti
kotések konnyebben felbomlanak, szerkezetiik lazul, igy a hidrolizis hatékonyabba, a
celluléz molekuldk pedig az enzimek szamdara hozzaférhetébbé valnak, ami csokkenti
a hidrolizis ideje is. A mintaktol fiiggden eltérd teljesitményszintnél értem el a
legnagyobb cukorkihozatalt, ez a kisérleti dohany mintdknal 250 W ¢és 3 perc, a
melléktermék dohany mintaknal 500 W ¢és 1,5 perc volt. Ez az eltérés azzal
magyarazhat6, hogy a kisérleti dohany mintak az egész ndvényt, mig a melléktermék
dohany mintak elsdsorban szar részeket tartalmaznak, tehat eltéré a lignin-celluloz
arany a mintdkndl. A melléktermék mintdk esetében a lignocelluloz kotegek
fellazitdsdhoz nagyobb sugdrzasi energia bevitelre van sziikség. A mikrohulldmu és
lugos — termikus kezelések egylittes alkalmazasa a cukorkihozatali mutaté tovabbi
novekedését nem eredményezte, azonban az enzimes lebontési folyamathoz sziikséges

1d6t a harmadara csokkentette.

Bizonyitottam, hogy az alkalmazott kisérleti- és melléktermék dohany mintak
esetében xylaniaz enzimmel hatékonyabban végezhet6é el a lebontis, nagyobb
cukorkihozatal érheté el, mint a cellulaz/cellobiaz enzimek alkalmazasakor.

A xylandz enzim, az elvaradsnak megfelelden, a melléktermék dohadny mintdkra volt
nagyobb cukor-atalakit6 hatassal, és még kifejezettebb volt ez a kiilonbség a szimultan
cukrositas és ferementacidos (SSF) technoldgia esetében. A celluldz/cellobiaz
kiilonb6z6 enzimaranyokkal végzett kisérletekhez képest a xylanaz enzim
hasznalatdval minden esetben jelentdsen nagyobb mennyiségben képzddott cukor,
ezaltal az etanol kihozatal is mindketté dohany minta esetében nagyobb volt. Az
egységnyi szarazanyagra szamitott etanol mennyisége is 20-30-szor nagyobb a

xylanaz enzim alkalmazéasa mellett, mint a celluldz/cellobidz enzimek hasznalatakor.

Bizonyitottam, hogy a nyirfa apriték esetében a gozrobbantas hatékony
elokezelésként szolgal, valamint azt is kimutattam, hogy a redukaldszerek
adagolasa nem okoz cukortermelddés novekedést.

Alkalmas fizikai elOkezelés a gdzrobbantds, mert egyrészt eldsegiti a hemicelluldz
hidrolizisét, masrészt fokozza a biomasszdban még jelen 1évd celluldoz enzimatikus
lebontédsat. Nincs szignifikans kiilonbség a csak enzimet tartalmazé minta és az
adalékot tartalmaz6 mintak kozott. Ezért gazdasagossagi szempontokat figyelembe

véve nem célszert a hidrolizist redukaldszerekkel fokozni.
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7. SUMMARY

Second-generation bioethanol has the potential to be the major source of renewable energy in
the world. Replacement of gasoline with cellulosic ethanol can reduce Green House Gases
emission substantially and mitigate climate change significantly. Besides, there is a vast
source of biomass feedstock for this environment-friendly biofuel throughout the world.
Hence, second-generation bioethanol is regarded as the best solution for security in the future.
Sugarcane-based ethanol is dominating the market and will remain for quite some time in the

future.

In my dissertation, sugar beet pulp, sugar beet pellets, tobacco and birch wood-based
materials were studied. After pretreatment of the samples the raw materials was
transformation to sugar and ethanol. The key barrier of current technology to produce cost-
effective ethanol from cellulose is the high cost of cellulose enzymes needed to hydrolyze the
cellulose to glucose. For this reason, the main aim of my study was to recycling the enzymes
with membrane separation technology so they can keep their activity and thus the process can
be made more cost-effective. In my study two forms of sugar beet were investigated which
resulted from the by-product of sugar production. In addition to the high water content of the
sugar beet slices the sugar content can be a significant addition to the cellulose/hemicellulose
content. After the pressing and drying of sugar beet pellets the water content significantly, the
sugar content can considerably lose, it means more compact structure on the hydrolysis in
terms of access of chemical agents. | obtained the maximum yield of sugar at the examination
of sugar beet slice using the cellulase (CLA) and cellobiase (CLB) mixture in 1:1 (cc. 80 mg
sugar/Q dry material, 7.5 g/L suspension, 45°C, pH=5, 96 hours), and I got lower values of sugar
beet pellets after hydrolysis (max 24 mg sugar/g dry material, 30°C, pH=4.5, 136 hours). Lower
sugar yield and longer treatment time is due to the compact, less water structure content in
any case. It was chosen reduce the temperature to the energy considerations and in order to
balance of the longer treatment time. The pH optimum of 3-glucosidase is varied from 3 - 7
depending on the substrate, incidence location and producer organization. The temperature
optimum of the activity is define the temperature optimum of the enzyme-producing
organism, so this value varies between 20-85 C°. The pH optimum of cellulase is 4 - 4.5 and
the temperature optimum is between 40-65 C° under practical condition (Larner, 1960, Boyer,
1960).
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My goal was to determine the optimal CLA/CLB enzyme dose and the ideal crushing value of
the pellets with using experimental design. Both parameters are very closely related and affect
the sugar concentration. The larger particle size of pellets (over 0.5 mm) is better, while by
the smaller fraction size the enzyme rate was no significant effect on the sugar yield.

The enzyme recovery with membrane separation was successful with both raw material. The
5 kDa cut off value polyethersulfone (PES) and the 4 kDa cut off value thin film (TF)
ultrafiltration membrane separation was suitable to degradation of cellulose with using
ultrasound field as well. The ultrasound increased about fourfold the effectiveness of the
ultrafiltration with model solution and fermentation broth. The flux values were higher of the
ultrafiltration of the fermentation broth of pellets, which reason is the longer degradation time.
In both cases the fouling resistance (Rr) was the determining factor and it was reduced with
using the ultrasound field (Figure 32. and 33.). The Figures 35. and 36. are clearly shows that
the application of ultrasound field is not only increase the efficiency of the separation, but it is
a positive effect on the enzyme activity as well.

The second major experimental group was the tobacco plant and I compared two different
tobacco samples. The by-product (MD) tobacco samples is the residual by-product of the
dried tobacco plant from the cigarette manufacturing, which is contain less of the finer
structure leaves and it contains more thick cellulose bundles of the leaf, stem and veins. The
experimental tobacco (KD) samples contain the complete tobacco crop, it was higher plant
density planted, specifically for the purpose of biomass feedstock production. The not sliced
KD and MD samples with using the CLA and CLB enzyme mixture has not given definable
enzyme optimum value and there is not significant difference the sugar yield values. However
the optimum enzyme value of the sliced MD samples is 0.466/0.386 cm® CLA/CLB, the sugar
yield: 9.11 g sugar/g dry matter, While these values in the KD samples are: 18.73 mg sugar/Q dry matter,
and the enzyme rate is: 0.372/0.457 cm® CLA/CLB. | increased the relatively low sugar yield
values with using microwave energy (MW). It was changed the time, quantity and the
treatment efficiency of the microwave energy, and in order to actually measure the influence
of the microwaves and not only the effect of the heat generated by the microwaves, thus the
samples were analyzed parallel after thermal pretreatment and it was measured the alkaline
pretreatment and the combined effect of the pretreatment as well. The results show the
effectiveness of the MW treatment, and not only the total energy value is responsible for the
effect, but also what efficiency level had the MW. In this case the 250 W power level with 3
minutes treatment was better more than 500 W power level with 1.5 minutes, but the total

input energy was the same in this two cases.
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The optimal sugar yield was given 250 W and 5 minutes in the KD samples, while in the MD
samples the 500 W and 10 minutes was the better energy level and time. Moreover it has been
established, that the MW treatment alone without the addition of enzymes is able to increase
the saccharification of cellulose. The alkaline and thermal pretreatments was also increased
the sugar vyield, but it is more loss compared to the MW treated samples, however it was
significantly reduced the time for the enzymatic degradation.

The simultaneous saccharification and fermentation process (SSF) where enzymes and yeast
were dosed to the system, and it was reached the highest ethanol values with reverse ratio of
enzyme optimum especially in the MD samples, while the original enzyme ratio was more
efficient in the KD samples. After the fermentation of the tobacco plants the results of the
enzyme separation is slightly different compared to the sugar beet slices. The difference is
refers to the increasing flux of the ultrasound field i.e. its deficiency. The application of
ultrasound was not increase rather slightly reduced the mass flow density of permeate and by
this simultaneously increased the value of the total resistance. The reason is that the
determining resistance is the polarization resistance and not the fouling resistance in the
tobacco plants, thus on the membrane surface is major the reversible resistance layer, and the
effect of the cavitation which is generated by ultrasound field, many deposited particles gets
to the pores and significantly increasing the fouling resistance, i.e. irreversible resistance
values. This theory is confirm by the measurement of the protein retention (Figure 54.) where
it is apparent that the effect of ultrasound for the tobacco sample the retention is significantly
decreasing, using the same cut off value membrane and the same transmembrane pressure.
The difference between the two samples group are result from the compositional, structural
differences. The tobacco crop have a major hemicellulose content, thus it was important to
examine a different type of hydrolase, the xylanase enzyme as well, which used successfully
to degradation of cellulose by many authors (Jinguang et al. 2011, Li et al., 2015). This
enzyme was a higher, more significant effect on conversion of sugar in the MD samples as
expected, and this difference was more relevant for the simultaneous saccharification and
fermentation (SSF) technology.

The extremely positive effect of the xylanase enzyme can be well detected (Figure 69. and
70.) when the ethanol yield of the treatment settings is examine, to compared the same
settings of optimum CLA/CLB enzymes values. The amount of dry matter per unit of ethanol
in addition to 20-30 times higher than the xylanase application, and in these configurations the

ethanol yield of MD samples is always higher than the measured values of KD samples.
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The examination of the xylanase membrane separation was measured with three different cut
off value polyethersulfone membranes: 5 kDa, 50 kDa and 7kDa. In all three cases the
polarization, that is, reversible resistance values were the major components of the total
resistance, just like the case of cellulase — cellobiase enzyme complex. In this case to
compared the model solution, the less retention values of the fermentation liquid IS lies in the

measurement method of the protein content, while the Kjeldahl method measures and
generates from the content of protein nitrogen content of the samples, and the permeate has a
lot of nitrogen-containing compounds, protein fragment, amino acid, which reduces the
separation efficiencies. The results of the enzyme activity assays demonstrate that the enzyme
is retained in the concentrate fraction and not lose the activity of cellulose degrading. The
Figure 78. shows that the xylanase can also be separated from the 5 kDa membrane at the
maximum efficiency, here is the highest sugar yield value, and independently of the cutting

value, and each case the polarization resistance is determinative.

The steam explosion pretreatment of birch wood chips is increased the sugar yield values,
especially in cases where the sample did not contain EDTA. The increase is not such as
supporting the needed for a highly energy intensive process. The determination of the sugar
yield with HPLC and spectrophotometric method was resulted different values, the HPLC

measurement in all cases showed a higher value.
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