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Absztrakt:

Az o0lcsd, meglhjuld forrasbol szarmazd lignocelluldoz tartalmtt anyagok jelentik a
biolizemanyag gyartas jovojét. A fa és a mezdgazdasagi hulladékok (pl. szalma, kukoricaszar,
sth.) képezik azt az étkezési célokra nem hasznalhatd nyersanyagforrast, amibdl a
biolizemanyagok egy része megtermelhetd, ugyanakkor nem veszélyeztetik az élelmiszer
ellatast.

A lignocellul6z harom {6 6sszetevéje a celluloz, a hemicelluloz és a lignin. A biolizemanyag
eldallitasa ebbdl — ellentétben a szénhidratokat (pl. gliikoz és keményitd) felhasznald elsd
generacios gyartassal — harom f6 1épésben torténik: 1) a nyersanyag apritasa és el6kezelése,
ami lignocellul6z tartalmt anyagokat alkalmassa teszi enzimes/mikrobidlis/savas hidrolizis
szamara; 2) a celluléz és hemicelluloz hidrolizise fermentalhaté redukaldé cukrokka; 3) a
cukrok fermentaldsa biotizemanyagokka.

E 1épések koziil a napjainkban a leginkabb vizsgalt 1épés az elokezelés, mert ennek elsddleges
célja a lignocellul6z komplex feltardsa, minek hatdséra az enzimek szdmara hozzaférhetévée,
lebonthatova valik. A szamos, eddig vizsgalt fizikai, kémiai, biologiai vagy ezek
kombinaciojabol allé eljards mindegyike rendelkezik olyan hatranyokkal, melyek
megakadalyoztak a gazdasdgos hasznalatot. Napjainkban el6térbe keriiltek az ionos
folyadékban végzett elokezelések. Ezek hatasara a celluloz szerkezet olyan mértékben
fellazul, hogy antiszolvens adagolas hatasara nagy hozammal nyerheté ki az amorf, az
enzimes hidrolizis szdmara alkalmas celluloz.

Kisérleti munkam célja és ujszeriisége, hogy az ionos folyadékos (1-n-butil-3-metil-
imidazolium-klorid ([Bmim]Cl)) elokezelést ugy végezzem el, hogy ne legyen sziikség az
antiszolvens alkalmazasara, hanem a hidrolizist, az ionos folyadékos oldatban tudjam
elvégezni. Vizsgalataimhoz modell anyagként tisztitott cellulozt hasznaltam. Tobb
paraméteres kisérlettervezéssel hataroztam meg az eldkezelésre €s az enzimes hidrolizisre
jelentds hatast gyakorld paramétereket €s optimalis értékeiket. Ezen adatok birtokdban
végeztem tovabbi kisérleteimet kukorica (Zea mays) levélnek és szaranak a keverékével.
Megallapitottam, hogy az ionos folyadékos kezelés hatasira a celluloz szerkezet olyan
valtozason esett at, hogy a NOVOZYMES (Dénia) cég altal kifejlesztés alatt levd Cellic®
CTec2 és Cellic® HTec2 enzimkoplexek hatdsara magas hozammal képzddott a mar

fermentalhato gliikoz.



1. Bevezetés:

Napjainkban a fosszilis energiahordozok csokkend mennyisége és az emberiség egyre
novekvl energia igénye miatt egyre nagyobb igény mutatkozik az alternativ, megujulo
energiaforrdsok irdnt, amik konnyen beilleszthetok a mar meglévd rendszerekbe, és nem
igényelnek nagy atalakitasokat. Ennek egyik megoldasa lehet a biomassza, konkrétan a
lignocellul6z tartalmt anyagok hidrolizise és a felszabaduld egyszerii cukrok tovabb alakitasa,
fermentalasa bioiizemanyagokka (Orozco, 2007). A biomassza el6kezelése egy kulcslépésnek
is tekintheté az olcsd biolizemanyagok felé, mivel képes atalakitani a lignocelluloz
struktarajat, igy megkonnyitve az enzimek munkajat és novelve a felszabaduld cukrok
mennyiségét (Bahcegul, 2012). A lignocelluloz, igy a celluloz stabil, kristalyos szerkezete ezt
az atalakitast nagyon nehézzé és energia igényessé teszi. Ennek megkonnyitésére jelenthet
alternativat az ionos folyadékok alkalmazasa. Cellulozbol sokféle termék szarmazik mar ma
IS, mint példaul rostok, papir, membran (Swatloski, 2002). Az eldkezelés alkalmazasaval
kiszélesedhet a cellul6z tartalmi biomassza jelenlegi felhasznalasa (Shengdong, 2006) és
alternativat jelenthet a petréleum szarmazékokkal szemben (Wang, 2010).

Az ionos folyadékok alkalmazasa két f6 zold kémiai elvnek is eleget tesz, ezek a
kornyezetbarat oldoszerek és meghjuld nyersanyag forras hasznalata (Shengdong, 2006).
Elbkezelésre vald alkalmazasuk még korai fazisban van, (Auxenfans, 2012) de egyre nagyobb
érdekl6dés mutatkozik irantuk (Bahcegul, 2012; Lozano 2011; Luczak, 2008).

A biomassza szinte korlatlan mennyiségben all rendelkezésiinkre (Szentgyorgyi, 2011),
megujulod nyersanyagforrasnak tekinthetd (Lozano, 2011) és fenntarthatdé modon termeszthetd
(Eylen, 2011). A mezdgazdasagi hulladékok alkalmazasa pedig nem jelent plusz
foldhasznalatot (Eylen, 2011). Ennek alkalmazasaval csokkenthetd a nett6 CO; kibocsatas
(Szentgyorgyi, 2011), a fosszilis energiatol valo fiiggdség és ez altal az liveghazhatas. Mivel
képzddéséhez napenergiara is sziikség van, ezért ez j6 és fontos megujuld nyersanyagforras
(Aimaretti, 2012; Sanchez, 2008), és igy a Foldre érkezd napenergia nagyobb részét tudnank
hasznositani. Mivel a mezdgazdasadgban keletkezd hulladékot vagy az erre a célra telepitett
erdéket lehetne felhasznalni ezért nem jelent veszélyt az élelmiszer ellatasra (Auxenfans,
2012; Graham-Rowe, 2011).

A koolajhoz vald ragaszkodasunk, a kornyezetbarat technoldgidk hidnya, a celluloz
atalakitasanak nehézségei és a kevés oldoszer hatraltattdk a celluloz nagyobb mértékii

kihasznalasat (Shengdong, 2006).



A biolizemanyag gyartas fejlesztésének velejaroja, hogy csokken az energia bevitel a gyartasi

folyamat soran (Auxenfans, 2012).



2. Celluloz:

2.1. A celluloz o forrasa:

A lignocellul6z tartalmt anyagok harom f6 polimerbdl épiilnek fel. Ezek a celluldz, a lignin
¢s a hemicelluloz.

A celluloz (1. és 2. abra) egy linearis, rendkiviil rendezett (gyakran kristdlyos) homo-
poliszaharid amely cellobiozbol (D-glukopiranozil-p-1,4-D-glukopiranoz) épiil fel (Eylen,
2011; Kumar, 2008). A cellobioz a celluloz legkisebb ismétlodé egysége (Kumar, 2008). Ez a
fa tomegének tobb mint 50%-at teszi ki.
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1. 4bra: A celluloz altalanos szerkezete

»A polimer szalakat erds hidrogénkotések és Van der Waals kotderdk tartjdk Ossze.”
(Szentgyorgyi, 2011; Swatloski, 2002) Egy szal akar 15000 egységbdl is allhat.
(Szentgyorgyi, 2011)
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2. abra: A celluloz rost szerkezete

A lignin egy haromdimenzids haldzatot épit fel dimetoxil (S), monometoxilalt (G) és nem-

metoxilalt (H) fenilpropanoid egységekbdl. Ezek p-hidroxi-fahéjalkoholokbol szarmaznak.



A lignin rendkiviil ellendlld kémiai és biologiai bontasokkal szemben, igy mechanikai
védelmet biztosit. A kozépsd lamellaban taldlhaté meg a legnagyobb mennyiségben, ahol a
rostok kozott a cementhez hasonld koté szerepe van. E mellett a kiilsé rétegben is
megtalalhatd (féleg a masodlagos sejtfalban). Itt a hemicellulozzal egy amorf matrixot
alkotnak, amibe beagyazodva talalhatdak a celluloz rostok, igy védve dket meg a biologiai
bontastdl. A haromféle lignin ardnyanak megfeleléen (H:G:S) kiilonbséget tehetiink a
kiilonb6zé novények kozott. A fas nyitvatermOkben (puhafdk) van a legnagyobb lignin
tartalom, és ez f6leg a G alegységbdl épiil fel. A fas zarvatermékben (keményfak) az S és G
alegységek domindlnak. A nem-fas zarvatermdkben mind a harom alegység megtalalhatd. A
lignin Gsszetétel valtozhat a szovetek és a sejtfal rétegek kozott.

A hemicellul6znak kézepes foku szerepe van a felépitésben. Ez egy heterogén-polimer, amely
kiilonboz6 pentdzokbol (D-xiloz, D-arabindz) és hexdzokbdl (D-mannédz, D-glukodz, D-
galakt6z) és gliikkdz savakbol (Kumar, 2008) épiil fel, amik gyakran acetilaltak és elagazo
szénlancot tartalmaznak (Martinez, 2005). A puhafdkban altalaban glukomannan, a
keményfakban féleg xylan alkotja kiilonboz6 szazalékban galaktozzal, arabindzzal,
rhamnoézzal, és methilglukuron savval (Eylen, 2011; Huisman, 2000; Kumar, 2008; Martinez,
2005). A lignocellul6z biomasszaban 25-35%-ban fordul eld, ezért bdéséges megujuld
biomassza (Kumar, 2008). Feladatuk a celluloz szalakbol allo sejtfalvaz rogzitése a
cellulozmolekuldkhoz kapcsolodva (3. és 4. abra). A rostok lényegesen rovidebbek, és a

lancok gyakran eldgazdodast tartalmaznak. Kémiai ellenalld képességiik kisebb, a cellulézénal.
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3. abra: A celluldz és hemicelluldéz egymashoz viszonyitott elhelyezkedése
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4. abra: Lignocellulodz felépitése (Menon, 2012)

A tovabbi nem strukturalis elemek kozott vannak extraktivumnak nevezett szerves oldatok,
amik lehetnek polarosak (fenol, csersav) vagy nem-polarosak (zsirok, szterolok), vizoldhato
vegyiiletek (cukrok, keményitd), fehérjék és hamu. Néhany puhafiban ezek a fa széaraz
tomegének akar a 20%-at is kitehetik, de altalaban kevesebb, mint 5%-ban fordulnak el
(Martinez, 2005).

A celluléz, hemicelluléz és lignin mint f6 Osszetevok alakitjak ki a novények harom {6
szoveti elemét. Ezek a rostok, a zarvanyok és a parenchyma sejtek. A parenchyma sugarak
radidlis helyzetliek. A csatorndk nagy, hosszirdnyban rendezett sejtek, melyek a vizet és a
tapanyagokat szallitjak a névény szaraban (Martinez, 2005).

A rostok is hossziranyban rendezettek. Az ezeket alkotd sejtek falvastagsaga jellemzo a

novényre és ez tamasztja a névényt (5. abra).
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5. abra: A sejtfal szerkezete (Internet 1)

Ennek a bonyolult szerkezetnek koszonhetéen a ndvényi részek nehezen bonthatoak,
emészthetéek (Hayes, 2009; Wang, 2010) és nehéz kinyerni belble a cellulozt. A viz és a
cellulazok is csak nehezen férnek hozza, ezért eldkezelés sziikséges, hogy a felszabadulo
redukédlo glikdéz mennyiségét novelni, a reakcid 1dét pedig csokkenteni lehessen

(Szentgyorgyi, 2011).

2.2. A bontasban résztvevo enzimek:

Az 1980-as évek kozepén fedezték fel a lignin-peroxidazt (LiP) és a mangéan-peroxidazt
(MnP) a P. chrysosporium torzsekben. Mind a ketté nagy redox pontenciallal rendelkezik,
ezért, mint igazi lignindzokat irtak le.

Ujabban Pleurotusban és egyéb gombédkban leirtak egy harmadik tipusu lignolikus
peroxidazt: a sokoldalu peroxidazokat (VP). Ez kombinalja a tobbi peroxidaz tulajdonsagait.
Egyéb extracellularis enzimek: oxidazok, melyek hidrogén-peroxidot képeznek, és a
micéliumhoz kotédé dehidrogenazok, melyek csokkentik a lignin szarmazékokat.

Gombakban az aril-alkohol dehidrogenaz (AAD) és a kinon reduktaz (QR) is szerepet jatszik
a ligninbontasban (Martinez, 2005).

A celluléz bontasaban a cellulazok vesznek részt, melyek hidrolizissel bontjak azt. Harom 6
fajtdja van: endoglukanaz, exoglukanaz és a B-glukozidaz. Az endoglukanaz random hasitja a

celluloz lancot. Az exocellulaz a celluléz lanc végérdl hasit le cellobioz egységeket. A B-

10



glukozidaz gliikk6z monomerekre hasitja a cellobiozt. Tobb tanulmany is bizonyitja, hogy ezek
indukalhat6 enzimek (Kumar, 2008).

A hemicellul6z bontasaban sokféle enzim vesz részt. A Xilan bontasért példaul az endo-1,4-f3-
Xilanaz, a B-xilozidaz, az a-glukuronidaz, az a-L-arabinofuranozidaz és az acetilxilan észteraz
felelosek a természetben. A glukomannan bontasaban a f-mannanaz és a -mannozidaz
vesznek részt (Kumar, 2008).

A baktériumokban a cellulazok egy nagy komplexet is alkothatnak, amit celluloszémanak
neveznek. Ez egy nagy molekula (2000 kDa), mely extracellularisan kapcsolodik 6ssze. A
tobbféle alegység egymds munkdjat segiti. Hatékonyan bontja a glikozidos kotéseket. Ez az
enzim komplex a sejten kiviil helyezkedik el, de horgonyzo fehérjék a sejthez kotik (Kumar,
2008).

2.3. A cellulézbontast befolyasolo tényezok a természetben:

e pH: baktériumtorzsenként eltérd, de atlag 5,5 az idedlis.

o HoOmérséklet: a cellulaz aktivitas 50-65°C kozott optimalis.

o Szénforras: megfigyelések szerint a szubsztratot 12%-os koncentracidig novelve a
cellulazok mennyisége is nd, e f6l6tt viszont a mennyiségiik csokken.

e Nitrogénforras: szamos kisérlet elvégzése utan, a tapasztalatok szerint az ammoénium
szulfat 0,5g/1-es koncentracidja mellett maximalis a cellulazok termelése

e Foszforforras: a kalium-dihidrogén-fosztat a legkedveltebb foszforforras a
baktériumok szdmara; a DNS-ben betoltott szerepe mellett szdmos intermedierben,

enzimben €s koenzimben van szerepe

2.4. Celluloz elokezelése napjainkban:

Az elOkezelés kivalasztasa alapjaiban hatarozza meg a felszabaduld cukor mennyiségét, €s
ezaltal a képzddo biotizemanyag hozamot (Bahcegul, 2012). A cellul6z oldhatatlan vizben és
a legtobb hagyomanyos szerves olddszerben (Swatloski, 2002), ezért el6kezelni kell (Wang,
2010). Az oldodas hatasara homogén reakciofazis jon 1étre (Swatloski, 2002). A napjainkban
hasznalt eljarasok (pl: réz-oxid és xantan eljaras) nehézkesek, dragik és a hasznalt oldoszerek

komoly kdrnyezeti problémakat okoznak, mivel nem regeneralhatéak (Shengdong, 2006).
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Attol fiiggden, hogy milyen erdk jatszanak benne szerepet beszEliink biologiai, kémiai, fizikai
¢s fizikai-kémiai eldkezelésrél (Chandra, 2007; Szentgydrgyi, 2011).

-A bioldgiai eldkezelésben baktériumok és gombak vesznek részt, de a cellulézt nem tudjak
hatékonyan bontani, ezért a polimerizacio foka nem csokken jelentdsen.

-A fizikai elékezelés sordn az orlés €s a daralas energiaigényes (Menon, 2012; Szentgyorgyi,
2011) ezért ipari alkalmazasa keriilendo.

-A kémiai ¢és fizikai-kémiai eljardsok hatranya a vegyszer igény (pl: gdézrobbantas, SO,-
gbézrobbantas, savak, ligok), ezek ara €s az elokezelés soran keletkezd melléktermékek (alifas
savak, furaldehid, aromas vegyiiletek), amik enzim inhibitorként viselkednek (Auxenfans,
2012; Eylen, 2011; Szentgyorgyi, 2011; Martin; 2003; Menon, 2012).

Legtjabban N-methilmorfolin-N-oxidot (NMNO) ¢és foszforsavat hasznalnak, mert

kornyezetbaratabb, szarmazék nélkiili oldoszer (Swatloski, 2002).
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3. Bioiizemanyagok:

3.1. Etanol:

Telitett alkohol (C,HsOH), mely szintelen, jellegzetes szagu és izii folyadék (6 .abra).

-~ OH

6. abra: Az etanol sematikus abraja

A molekuldk masodrendi hidrogén-hid kotések kialakitasara képesek, ezért viszonylag magas
a forraspontja, illetve vizzel, éteres olajokkal korlatlan mértékben elegyedik. J6 oldodszer, a
gazok jobban oldodnak benne, mint a vizben. A természetben az erjedé gylimdlcsokben,
humuszban vagy a természetes vizekben talalhaté meg.

Erjesztéssel vagy fermentalassal lehet eldallitani gliikoz tartalma alapanyagokbol (Escobar,
2009). Alkoholos italokban vagy fertétlenité szerekben lehet felhasznalni, illetve benzinhez
keverve biotizemanyagként (Internet 2).

Biomasszabdl ipari méretekben torténd etanol eldallitdsra harom technologiat is kidolgoztak
mar (7. abra). Mindharom technoldgia gyenge pontja, buktatdja a celluloz hidrolizise.

Az egylépcss tomény savas hidrolizisnél (7. abra: a) koncentralt savval (pl.: kénsav) torténik
a hidrolizis. A tomény sav miatt j0 mindségli anyagokra van sziikség, emiatt a beruhazas
draga. Egy masik hatranya, hogy a hemicelluloz gyorsabban bomlik, mint a cellul6z, igy az
abbodl szarmazo cukrok tovabb tartdzkodnak a reakciotérben, emiatt tovabb bomlanak, ami
anyagveszteséghez vezet (Internet 3).

A kétlépcs6s hig savas hidrolizisnél (7. abra: b) a cellulozt és a hemicellulozt kiilon-kiilon
kezelik. A hemicelluléz hidrolizatumot elvalasztjak az elsé hidrolizis utan. Ezzel a modszerrel
mindkét nyersanyag hidrolizise optimalizalhatd. A masodik 1épcsében magasabb
hémérsékletet alkalmaznak (200°C koriil), igy nagy mennyiségi gliikoz és lignin degradacios
termék is keletkezik (Internet 3).

Az enzimes hidrolizisnél (7. abra: c) eldszor is a lignocelluloz biomassza méretét csokkentik,
ezzel novelve a hozzaférhetdséget az enzimek szdmdra. Az enzimes hidrolizis is egy
kétlépcsos technika. A hemicelluloz hidrolizise utan a celluloz hidrolizise nem savval, hanem
celluldz enzimek segitségével megy végbe. Az enyhébb koriilmények miatt kevesebb
melléktermék keletkezik, igy jobb a glilkoz felszabadulds. A celluloz minél jobb

atalakitdsahoz nagy mennyiségli enzim sziikséges, ami koltségessé teszi a 1épést.
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Gazdasagossa lehetne tenni a folyamatot, ha kevés enzim is elég lenne a konverzidhoz

(Internet 3).

a) Egylépcsds tomény savas eljaras

Szaritott Pr——a F -y Etanol
. ;= . , ermentacio
nyersanyag mmpHidrolizis  memmmp visszanyeres mmmp = kinyerés

b) Kétlépcsds hig savas eljaras

Szaritott = Elsé Masodik = Fermentacio = Etanol

nyersanyag hidrolizis hidrolizis ' kinyerés

¢) Enzimeseljaras

Enzim
termelés

SZAritott o Elgkezelés wmp  Hidrolizis mes Fermentacio mmsp Etanol
nyersanyag — kinyerés

7. dbra: Biomassza eldkezelés lehetdségei a: Egylépcesds tomény savas eljaras; b: Kétlépcsos

hig savas eljaras; c: Enzimes eljaras

Az etanol hatranyai, hogy a benzinhez nagy mennyiségben keverve az autok motorjaba egy
atalakito egységet kell szerelni, és hideg iddjarasi koriilmények kozott a keverési ardnyt
csokkenteni kell, mert az etanol hajlamos kidermedni a benzintankban. Energiatartalma
kisebb, mint a benziné, igy a motorok vesztenek a teljesitményiikbdl, e mellett fogyasztasuk is

nd. Ezen hatranyok miatt nem hiszem, hogy ez a legjobb alternativ {izemanyag.

3.2.Butanol:

Butil-alkoholnak, vagy biobutanolnak (ha bioldgiai eredetii) is szoktak nevezni. 4 szénatomos
molekula, melynek 4 izomerje van. A butanol név az n-butanol (1-butanol) izomert takarja.
Ez egy egyenes lanci molekula. Primer alkohol, mivel a hidroxil csoport az elsd szénatomhoz
kapcsolodik (Internet 4). Szintelen, gyulékony folyadék, amely kozepesen illékony és

bananhoz hasonl6 illata van (Internet 5). Alternativ {izemanyag, oldoszer ¢és kémiai
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szintézisek intermediere. A butanol magasabb energiatartalommal rendelkezik, mint az etanol,
¢és kevésbé oldodik vizben, ezért az iparban keresettebb. A 2-butanolban (sec-butanol) a
hidroxil csoport a masodik szénatomon helyezkedik el. Az izobutanol (2-metil-1-propanol)
tartalmaz egy elagazodast. A tercier-butanol (2-metil-2-propanol) egy ,.kdzponti” szénatomot

tartalmaz. (8. abra)

OH
OH
<" 0H \)\ /I\/OH )V

n-Butanol sec-Butanol 1zobutanol terc-Butanol

8. abra: Kiilonboz6 butanol izomerek

A 2-butanol és a tercier-butanol jol oldddik vizben. Az n-butanol és az izobutanol oldhatosaga
korlatozott a hidroxil csoport polarizal6 hatasa miatt (Internet 4).

Az n-butanol Iényegében nem mérgezd a vizi ¢él6lényekre és a madarakra. A természetben
konnyen elbomlik (Internet 5). A vizben biodegradacidval, a levegében fotodegradacioval
bomlik (Internet 5).

Az emberi tevékenységen kiviil természetes forrasokbol is kikeriilhet a természetbe. Ezek a
forrasok kiilonb6zé novények (rozs, fii), fak (blikk, nyar, gyertyan), allati hulladék vagy
mikrobak lehetnek (Internet 5).

3.2.1.Felhasznalas:

Kozmetikumokban biztonsdgosan hasznalhatdéak a kis toxicitds miatt, de tobbszori tulzott
hasznalat kdzponti idegrendszeri problémaékat okozhat, mint mas rovid szénlancu alkoholok.
Extrém esetben halalt is okozhat. Szemfestékekben, alapozokban, razsokban, személyi
higiénias termékekben hasznaljak.
Biotizemanyagként 85%-ig keverhetd a jelenlegi tizemanyagokhoz. fgy a motor semmilyen
atalakitasra nem szorul, ellentétben az etanol alkalmazasaval (Internet 4). Energiatartalma a
benzinéhez hasonlo, ezért ez lehet a legjobb alternativ lizemanyagforras.
Az iparban t6bb helyen is hasznaljak:

e oldoszer: festékek, bevonatok, lakkok, gyantdk, gumik, viaszok

o lagyitoszer
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e bevonatok: Onjavito lakkok

e intermedier vagy nyersanyag kémiai folyamatokban: biztonsagi iiveg, hidraulika
folyadék

o textilidk: szovet bevonatok

o flotacids dgens

o tisztitdszerekben

e padlofényezdkben

o gyogyszerekben,  antibiotikumokban, @ hormon  tartalmi = készitményekben,
vitaminokban

e adalé¢kanyag a gazolajban

o fékfolyadék

(Internet 4, Internet 5)

3.2.2.Hagyomanvos eléallitasa:

Harom fontosabb eljards ismert. Ezek az oxoszintézis (hidroformilezés), a Reppe szintézis €s
a krotonaldehid hidrogénezés.

A Reppe szintézis sordn propént, szén-monoxidot és vizet reagaltatnak katalizator
jelenlétében. Alacsony hémérsékleten és nyomason képzddik a butanol. A technoldgia magas
ara miatt nem terjedt el.

A krotonaldehid hidrogénezésnél aldol kondenzacié utan a keletkezd terméket ,,viztelenitik”,

majd hidrogénezik (Sang, 2008), (9. abra).

katalizator CH,CHCH,OH
a CH,CH=CH, == CH.CH,CH,CH,OH + | + 2C0O,
CO/H:z0 CH,
Aldol
kondenzacio viztelenités”

b 2CH,CHQ === CH,CH(OH)CH,CHO ===+ CH,CH=CHCHO +H,0

hidrogénezés
CH;CH,CH,CH,0H

Ha

9. abra: a: Reppe szintézis

b: krotonaldehid hidrogénezés (Sang, 2008)
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A legelterjedtebb az oxoszintézis, mely soran propénbdl allitjak el6. A propén egy telitetlen
szerves vegylilet, mely az alkének koz¢ tartozik €s egy kettds kotést tartalmaz (10. dbra). Gaz

halmazallapotu, szintelen, szagtalan és gyulékony (Internet 6). H6 bontassal allitjak eld kdolaj

crcr

i
H, Cy _H
e i o
H | |
H H

10.abra: A propén szerkezete

Hidroformilezéssel butanalt allitanak ¢l, amit aztan hidrogénnel redukalnak, és 1-butanol
vagy 2-butanol keletkezik (11. abra). Szobahémérsékleten gaz halmazallapoth, szintelen,
szagtalan. Kdolajbol vagy foldgazbol, kisebb mértékben szénbdl allitjak eld. A kdolaj és

foldgaz finomitéas egyik mellékterméke.

T +H, T +H,
Co/Rh

CH,CH=CH, + CO + H, === CH,CH,CH,CHO + (H,C),CHCHO

szén- hidrogén n-butiraldehid isobutiraldehid
monoxid

propén

11. 4bra: Butanol eldallitasa propénbdl (Internet 5)

A termindlis szén-szén kettds kotéshez szén-monoxidot és hidrogént kapcsolnak. 8-10-szer
tobb n-butiraldehid keletkezik, mint izobutiraldehid. Ezutan az n-butiraldehidet hidrogénnel
reagaltatjak, igy n-butanol keletkezik. Az izobutanol melléktermékként keletkezik (Internet
5).

3.2.3.Bioldgiai eloallitas:

Az 1950-es évek ota Clostridium acetobutylicum-mal is eldallitjak a butanolt biomasszabol,

anaerob fermentacioval. Ez a baktérium egy obligdt anaerob, sporas prokariota, ami olddszert
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—butanol- termel, és az oldoszertermeléshez kapcsoltan hidrogént is eléallit. 1916-ban
fedezték fel. Gram-pozitiv baktérium, és csak néhany orat bir ki aerob koriilmények kozott. A

sejtek életciklusa harom szakaszra oszthato:

e acidogén: sejtek szaporodnak és savakat (acetat, butirat) termelnek;
e szolventogén: stacioner fazis, acetont, butanolt és etanolt termelnek;

e alkoholgén: butanol és etanol termelés folyik.

A folyamat minden Iépésében keletkezik CO; és Hy.

A Clostridium acetobutylicum M5-6s torzsében az alkohol/aldehid dehidrogendz (AAD)
felelds a butanol képzodésért (Sillers, 2008). A baktérium sokféle szubsztrattal életképes, az
egyszeril pentozoktol és hexdzoktol kezdve a bonyolultabb poliszacharidokig.

Mas vizsgalatok is bizonyitottdk, hogy az anaerob, oldoszertermeld klostridiak a szénforras
sz€les skalajat képesek atalakitani (pl: gliikkoz, galaktoz, cellobidz, manndz, xyl6z) butanolla,
acetonna ¢s etanolld (ABE). Sokféle enzimet valasztanak ki, (a-amilaz, a-glikozidaz, B-
amildz, B-glikoziddz, pullulandz), amik a polimerek bontdsdban vesznek részt. A sokféle
képz6d6é monomer membranhoz kotott fehérjék segitségével jut a sejtbe, ez sziikséges a
hatékony szénfelhasznalashoz. Ennek a jelentdsége abban all, hogy igy sokféle szubsztratot
fel tudnak hasznalni. Szamos szénforrast kiprobaltak a laboratoériumokban pl: keményito,
kukorica, melasz. De a Klostridia nem képes eredményesen hidrolizalni a rostban gazdag
mezdgazdasagi termékeket, igy azokat elékezelni kell. A kezelés sordn azonban mikrobialis

inhibitorok jelennek meg. A szubsztratok ara nagyban befolyasolja a képzddd butanol arat
(Chukwuemeka, 2007).
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4. lonos-folyvadék:

4.1. Altalanos jellemzé:

Az ionos folyadékok olyan alacsony olvadasponta sok (Wang, 2010), melyek kizardlag
ionokbol allnak, magas homérsékleten sem parolognak, nem illékonyak, nem gyulékonyak
(Szentgyorgyi, 2011; Auxenfans, 2012; tuczak, 2008; Lozano, 2011; Wang, 2010),
héstabilak és kémiailag is stabilak (Shengdong, 2006). Mindenféle folyadékkal jol elegyednek
(Szentgyorgyi, 2011). Az alacsony olvadaspont az aszimmetrikus szerves kationnak
koszonhetd, mely csokkenti a racsenergiat (Luczak, 2008).

Ionos folyadékok szinte korlatlan variacidoban allithatéak el (Fehér, 2008; Swatloski, 2002),
mivel a felépitd anionok és kationok szdma nagy és tetszélegesen kombinalhatdak.

Az 12. és 13. éabrdkon, a teljesség igénye nélkiil, feltliintettem néhany kation és anion

szubsztitualasi lehetéséget (Fehér, 2008).

LT NRHad © [SRHed 7 PRHw
2 3

1 4

/R4 RS, R4

=3
N N——N
| @\
RJ_/NQ-F(N RL/N@N\ (=2 R]_/Q-j\ 3
=2 6 =2
5 7

R2 RL Rz

ol L)l ©

R4 9 R4 R

8 10 11
12 abra: Leggyakoribb kationok:1. litium-, 2. ammoénium-, 3. szulfénium-, 4.
foszfonium, 5. triazolium-, 6. imidazolium-, 7. pirazolium-, 8. thiazolium-, 9.

pirrolidinium-, 10. oxazolium-, 11. piridinium-ionok kiilénb6z6 mértékben
szubsztitualva, ahol Ry lehet: H, CH3(CHy),- (n:0, 1, 2, 3,...), aril-, stb. (Fehér,
2008)
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Nem vizoldhato » Vizoldhato

: PES 9 [CFCO}
10 [CHLCO,]

2 [(CFaSQ,)NT 6 [CF3S0. 1 NGO

3 [BRRR.R — 7 [BF} > 12 [ALCL)

4 [CF4(CF,),50,) A :i il.?‘d'

5 [CF4(CF,)sCOJ 5 B

13. 4bra: Az ionos folyadékok leggyakoribb anionjai csoportositasa
vizoldhatdsaguk szerint (Fehér, 2008)

A nagyszamli kombinacids lehet6ségnek koszonhetden az ionos folyadékok tulajdonsagai
alakithatoak. Arra is van lehetdség, hogy modellezd szoftverek segitségével kivalasszuk a
valdsziniileg legmegfeleldbb ionos folyadékok korét a feladatunk megoldasahoz (Fehér,
2008). Irodalmi adatok alapjan a hosszu oldallancot tartalmaz6 ionos-folyadékok kevésbé
hatékonyan oldjak a cellulozt valosziniileg a csokkent klorid koncentracidé miatt, viszont ezek
szobahdmérsékleten is folyékonyak. ,,A gyengén vagy nem koordindl6 anionokat tartalmazo
ionos folyadékok nem oldjak hatékonyan a cellulozt” (Szentgyorgyi, 2011). Celluldézoldasra
alkalmas ionos-folyadékot e két tulajdonsag figyelembe vételével érdemes valasztani
(Swatloski, 2002).
Van olyan ionos folyadék, amelyik egyaltalan nem toxikus, nem karositja a kornyezetet
(Wang, 2010), igy zold oldoszerként jol alkalmazhatd. Regeneralhatéak példaul ion-cserével,
reverz ozmozissal (Shengdong, 2006) és ujra felhasznalhatoak (Shengdong, 2006, Auxenfans,
2012).
Az ionos-folyadékok alkalmazasainak lehetoségei:
Segédanyag:
Kenobanyag
Enantioszelektivitast novelé ko-szolvens
Szenzorok: CO,, NO,
Katalizator: észterezés, hidrogénezés
Oldoszer:
Biokatalizis

Polimerizacio
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Analitika:
MALDI-TOF MS Matrix
RP-HPLC
NMR Reagens
Elektrolizis:
Uzemanyagcellak
Elemek
Elvélasztas:
Géazszeparaciod

Extrakcio

Az 1,3-dialkil-imidazolium tipust ionos folyadékok rendezett haromdimenzids szerkezettel
rendelkeznek. Ezekben a kationok és anionok H-kotésekkel halozatot alkotnak (Fehér, 2008).
Ez kétdimenzios monomer egységekbdl épiil fel ugy, hogy egy aniont minimum harom kation
vesz koriil és forditva. A N-atomok nagy elektronelszivo képessége miatt a gylrt 2.
pozicidban 1évé H-atomok, és az N-alkil lancok H-atomjai kozel azonos savassdggal

rendelkeznek (14. abra).

14. abra: Az imidazolium-kation szerkezete (Fehér, 2008)

Rontgen spektroszkopids vizsgalatokndl azt talaltdk, hogy az imidazolium gytriik lancot
alkotnak az 1,3-dialkil-imidazolium tipusi ionos folyadékokban. Tovabbi vizsgalatok
elvégzésekor kideriilt, hogy sem az anionok, sem a kationok nem dusulnak fel a felszinen és
az imidazolium-ionok vizszintes helyzetben allnak (15. abra) (Fehér, 2008). Az imidazolium-

gytriik lapjukra elrendezddve, vizszintesen helyezkednek el. Az 4dbran nincsen feltiintetve,
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hogy a felszin létrehozasdban Coulomb és van der Waals kolcsdnhatasok is részt vesznek

(Fehér, 2008).

15. dbra: Visszaszoras spektroszkopiai eredmények az imidazolium-gytiriik

felszini elhelyezkedésérdl (Fehér, 2008).

Az 1-butil-3-methilimidazolium kationt tartalmaz6 ionos folyadékok sokféle anionnal
lehetnek parban, a kicsi, hidrogénkotést elfogadotol (C1) egészen a nagy, nem koordinaloig

([PFe]), ide értve a Br’, SCN és [BF,] ionokat is (Swatloski, 2002).

4.1.1. 1-n-butil-3-metil-imidazolium-klorid:

Az altalam hasznalt 1-butil-3-metil-imidazolium-klorid imidazolium szerves kationt és
szervetlen klorid aniont (Szentgyorgyi, 2011) tartalmazo hidrofil ionos folyadék (Shengdong,
2006). Osszegképlete: CgHisCIN, (16. 4bra), molaris tomege pedig 174,68 g/mol.
Olvadaspontja 60 °C kériil van, a tisztitott cellulozt 100 °C-on 20 tdmeg %-ig oldja.

16. abra: [Bmim]Cl sematikus abraja (Internet 7)
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A cellul6z szarmazékok képzodése nélkiil oldodik benne (Shengdong, 2006). Feltételezhetéen
a klorid ionok aktivitdsa jatszik jelentés szerepet a hidrogén hid kotések felbontasdban
(Shengdong, 2006; Swatloski, 2002). Ezzel lehet a legnagyobb mértékben oldani a cellulozt
(Swatloski, 2002; Lozano, 2011).

4.2. Elokezelés ionos folyadékban:

Az ionos folyadékos eldkezelés a kémiai elokezelések csoportjaba tartozik (Szentgyorgyi,
2011).

Graenacher mar 1934-ben felfedezte, hogy nitrogén tartalmt bézisok jelenlétében az N-
ethylpyridinium képes oldani a cellulozt (Shengdong, 2006; Swatloski, 2002).

Az ionos-folyadékok a lignocelluloz biomassza széles skalajat tudjak részben vagy egészben
oldani (Bahcegul, 2012; Lozano 2011). Feltételezhetéen a vizmentes kozeg miatt a
hidrogénkotésben részt vevd hidrogén az anionhoz, mig a kation az oxigénhez kotddik
(Szentgyorgyi, 2011, Auxenfans, 2012; Zhu, 2006). Ez segit a molekulan beliili és a
molekulak kozotti hidrogén hid kotések felbontasaban és ezaltal az oldodasban (Auxenfans,
2012). Ennek eredményeként a cellulaz enzimek hatékonyabban hidrolizaljak a cellulozt
(Auxenfans, 2012; Bahcegul, 2012). A nagy klorid ion koncentracié és aktivitas segiti a
kiterjedt hidrogén-hid kotési rendszer bomlésat, ezaltal nagyobb mennyiségben oldja a
cellulozt és a cellulaz enzimek munkajat is megkonnyiti a hagyomanyos rendszerekhez képest
(Swatloski, 2002).

Irodalmi adatok alapjan az eldkezelések nagy része 100 OC Koriil tortént, habar a foszfat alapu
ionos folyadékokkal enyhébb korilmények kozott is végbemegy a celluléz oldddasa
(Auxenfans, 2012).

Az ionos folyadékok hatasa fiigg a biomasszatol, annak lignin és hemicelluloz tartalmatol,
(Auxenfans, 2012) illetve a biomassza 6rlemény szemcséinek méretétdl (Bahcegul, 2012). A
szemcseméret csOkkentése energiaigényes, €és noveli a keletkezd biolizemanyag 4rat
(Bahcegul, 2012). Az eldkezelés hosszanak novekedése kismértékben csokkenti az ionos
folyadék hatékonysagat (Auxenfans, 2012).

Az el6kezelés eredményét példaul rontgen diffrakcioval lehet vizsgalni, melynél azt
allapitottdk meg, hogy a kristalyos szerkezetre jellemzd 3 karakterisztikus csucs eltlinik

(Szentgyorgyi, 2011). A kezelt mintak kristalyosodasi indexe csokkent a kezeletlenekéhez
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képest - habar a regeneracio soran Ujrakristalyosodhat-, de ennek nem volt hatasa a gliikkdz
felszabadulasra, ezért ez nem a legjobb jellemzdje a gliikkoz felszabadulasnak (Auxenfans,
2012). A nagyobb mértékii emészthetdség inkabb a celluloz rostok kisebb szervezédésének és
nem annyira a kristalyosodasi index csokkenésének koszonhetdé (Auxenfans, 2012). Masik
tanulmany szerint a kristalyosodas fontos leirdja a celluloz emészthetdségének (Bahcegul,
2012). A regeneralt celluléz polimerizaciés foka hasonld a kiinduldsihoz, de a kinézete
jelentdsen valtozott, mivel a szdlak egy tobbé-kevésbé homogén szerkezetté olvadtak Ossze,
bar ezt a regeneralas modja is befolyasolja (Shengdong, 2006; Swatloski, 2002).

Eddigi kisérletek sordn az eldkezelés utan az ionos folyadékot ioncserélt desztillalt vizzel
vagy etanollal kicsaptdk. Ezutdn a cellulozt tisztitottak, szaritottdk és igy végezték el vele a
hidrolizist, de ez a 1épés nehézkes és draga (Wang, 2010). A hidrolizis mértéke egy-masfél
nagysagrenddel novekedett a kezeletlen mintakhoz képest. (Szentgyorgyi, 2011)
Mikrohullamu fiitést alkalmazva a celluloz oldodas mértéke 25 tomegszazalékra ndvekedett,
mig az ehhez sziikséges id6 néhany percre csokkent (Shengdong, 2006, Auxenfans, 2012). 1-
etil-3-metil-imidazolium-acetattal végzett kisérletek soran 50 tomeg %-os koncentraciot is
leirtak, és a minta szemcseméretének novelése nem befolyasolta a minta oldédasat (Bahcegul,
2012).

Korabbi kisérletek alkalmaval 1-butil-3-metil-imidazolium kationt (C4mim) tartalmazé ionos
folyadékokat vizsgaltak. Ezekben oldottak celluldz pépet. Az oldodast kiilonbozo eljarasokkal
segitették (1. tablazat), (Swatloski, 2002).
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1. téablazat: Celluloz pép oldodasa kiilonb6zé Csmim kationt tartalmazé ionos

folyadékokban (Swatloski, 2002)

lonos Melegités Oldhatosag

folyadék modja (m/m%)
melegités

(Csmim)Cl | (100°C) 10%
melegités (70
°C) 3%
melegités (80°C)

(C4mim)ClI + ultrahang 5%
mikrohullamt

(C4mim)CI melegités 25%
3-5-s
impulzusok viszkozus oldat

(C4mim)Br mikrohulldmu 5-7%

(C,mim)SCN | mikrohullamti 5-7%

(C4mim)(BF,) | mikrohullamt oldhatatlan

(C4mim)(PFg) | mikrohullamt oldhatatlan
melegités

(Csmim)Cl | (100°C) 5%
melegités

(Csmim)Cl | (100°C) gyengén oldhatd

A homogén reakcio eldnye, hogy 0j bomlési utak nyilnak és kontrollalni lehet a keletkezd
terméket (Shengdong, 2006).

Kis koncentracidoban az ionos folyadékok nem befolyasoljak jelentdsen az enzim aktivitast
(Auxenfans, 2012).

A regeneralt ionos folyadék alkalmazasakor viz marad az ionos folyadékban, ami csokkenti a
cellulozoldas hatékonysagat, de ennek a mértéke ionos folyadéktol fligg (Auxenfans, 2012).
Tovabbi csokkenést okozhatnak az ionos folyadékban maradé celluldz szalak is (Auxenfans,
2012).

Viz jelenléte csokkenti az oldodast (Shengdong, 2006; Swatloski, 2002), valosziniileg a
vizben 1évd hidrogénkdtések ,,versenyeznek” a cellullozban 1évé hidrogénkdtésekkel. Egy
tomegszazaléknyi viz jelenléte jelentdsen csokkentette az oldodasi tulajdonsagokat és a
cellulozt nem lehet oldani (Swatloski, 2002).

Az elékezelés utan a minta lignin tartalma kiilonb6z6 mechanizmusokon keresztiil csokkenti
az enzimatikus hidrolizis hatékonysagat, ezért fontos figyelni a lignin koncentracidt

(Bahcegul, 2012).
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5. Célkitiizés:

Munkam célja az 1-butil-3-metil-imidazolium-kloridban torténé celluloz oldas optimalizalasa,
majd a celluloz hidroliziséhez sziikséges optimalis mennyiségii puffer meghatarozasa volt
anélkiil, hogy a fellazult cellulozt tisztitasi eljarasnak vetettem volna ala. A celluléz oldasa
utan a hidrolizist ugyanabban a reakciotérben végeztem, igy két 1épést sikertilt 6sszevonni. Ez
az egy lépéses eljaras jo alternativaja lehet a savas elékezelésnek és hidrolizisnek (Auxenfans,
2012).

Irodalmi adatok alapjéan tisztitott cellul6zzal mar elvégezték ezt az egy 1épéses reakciot, bar
mas enzimmel és mas ionos folyadékokkal (Auxenfans, 2012), biomasszara vonatkozoan

azonban még nem jelent meg erre vonatkozé kézlemény.
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6. Felhasznalt anyagok és technikak:

6.1. Anyagok és eszkozok:

6.1.1. Felhasznalt anyagok:

o tisztitott celluldéz por (Macherey Nagel, MN100; Diiren, Németorszag)

e kukorica szar és levél

e ionos folyadék: 1-butil-3-metil-imidazolium-klorid  ([Bmim]Cl) (CgH15CINg;
M=174,68 g/mol; Merck. O. p.: 60 °C; Cas-No:79917-90-1)

e enzimek: Cellic HTec2 (VHNO00002); Cellic CTec2 (VCPI0006) Celluclast 1,5L
(CCNO03133) Gyart6: Novozymes (Dania)

e orto-toluidin (TO01201000, Scharlau, Spanyolorszag)

e ecetsav (11110601, Scharlau, Spanyolorszag)

e NaOH (Gy.sz.:09040407; Spektrum 3D)

e natrium acetat puffer: 2,8 ml ecetsavat oldottam desztillalt vizben, a pH-t NaOHal 5-6s

értékre allitottam be, majd desztillalt vizzel 1 1-re toltottem fel

6.1.2. Hasznalt eszkozok:

e Kkiilsé keverék (RW16 basic, RW20 DZM, EVROSTAD digital, IKA-Labortechnik,
Staufen, Németorszag)

e fotométer (DR3900, HACHLANGE)

e centrifuga (Sigma 4K10, B. Braun Biotech International)

e fdzblapok (Velp Scientifica, Arex Heating Magnetic Stirrer; RCT basis, IKA-

Labortechnik, Staufen, Németorszag)

6.2. A mérés menete:

A kisérleteim menetét kétdimenzios kisérlettervezés segitségével allitottam Ossze. Ennek a
moddszernek a segitségével csokkeneti tudtam az elvégzéshez sziikséges idot és a felhasznalt
anyagokat a nélkiil, hogy a kisérletek kiértékelése csorbat szenvedett volna.

Munkam soran a modell anyagként valasztott tisztitott celluloz port feloldottam 0,5 g ionos
folyadékban. El6kisérletek alapjan ezt 100 %C-o0s olajfiirdében hajtottam végre. A celluldz por
oldasa 90 percet vett igénybe, €s a keverést 20 percenként 20 percig sziineteltettem. Ennek az
volt a célja, hogy a mar feloldodott, a keverdre raragadt szirupszerli anyag eltavozzon, és
utdna a keverés intenzitasa fokozodjon. Habar irodalmi adatok alapjan az el6kezelés hossza

nem befolyasolja a késobbi hidrolizist (Auxenfans, 2012), az elOkisérletek soran tugy
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tapasztaltam, hogy a celluloz oldoédasa idéigényes folyamat. A sziikséges oldasi id6 letelte
utdn intenziv keverés mellett 90 °C-os acetat puffert adtam hozza, majd lehiitottem 50 °C-ra.
Ezutan 15 pl enzimmel intenziv keverés mellett 2 6rat inkubaltam az elegyet. A felszabadulo
redukald cukor mennyiségét orto-toluidin reagens segitségével, fotometrias uton hataroztam
meg.

A kukoricaval (Zea mays) végzett kisérletek soran annak szarat és levelét hasznaltam fel.
Tomegallanddsagig vald szaritas utan makdaralod segitségével apritottam, majd 0,5 mm-es
lyukatmér6jli szitan atszitaltam, mivel irodalmi adatok alapjan (Bahcegul, 2012) a klorid iont

tartalmazo ionos folyadékok a kis szemcseméretli novényi részeket tudjak hatékonyan oldani.
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7. Eredmények és targyalasuk:

7.1. Tisztitott celluloz:

A kisérleteket a 2. tablazat szerint végeztem el:

2. tablazat: A tisztitott cellulozzal végzett elokisérletek paraméterei

puffer mennyisége (ml)

feloldott
celluléz
(m/m%)| 1 3,5 4,75 6 7

10 * *

15 * **

17,5 *x
20 * ** * **%k

Elészor *-al jelolt kortilmények kozott végeztem el a kisérleteket, majd az adatokat a
Statisztika 8.0 program segitségével kiértékeltem. Ennek alapjan a **-al megjelolt
koriilmények kozott folytattam a munkam, hogy az enzim miikodéséhez sziikséges optimalis
koriilményeket megkapjam. Irodalmi adatok alapjan 4,5 ml-es puffer mennyiségnél
(Auxenfans, 2012) vérhaté a redukald cukor felszabadulds maximuma, de az 6 ml-nél
jelentkezett. Mivel a maximalis redukal6 cukor felszabaduldshoz sziikséges puffer mennyiség
a vartnal magasabb értékre tolddott ezért, a ***-al megjelolt koriilmények kozott kiegészitd
mérést végeztem, melynek eredményét a végsd kiértékelésnél vettem figyelembe. A végsd
kiértékelésnél az sszes kapott adatot felhaszndltam. 7 ml puffer alkalmazasakor a kordbban
emlitett irodalmi hivatkozas szerint mar csokkent a redukalo cukor felszabadulas, amit azzal
magyaraztak, hogy a foszfonat tartalmu ionos folyadékot destabilizalja az enzim (Auxenfans,
2012). En klorid iont tartalmazé ionos-folyadékot hasznaltam. Ebben az esetben is lehetséges
zavard reakcio fellépése, de ennek, pontos okanak a kideritésére tovabbi vizsgalatok

szlikségesek.

A szamolésnal a kovetkezo képletet hasznaltam (Auxenfans, 2012):

redukalo cukor felszabadulds(%)={[gliikkoz(mg)*162/180]/bemért celluléz(mg)}*100
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7.1.1. A tisztitott cellulozzal kapott eredménvek:

Az 3. tablazatban a bemért cellulozbdl felszabadult gliik6z mennyisége lathatd szédzalékban.

3. tablazat: A tisztitott cellulozbol keletkezett gliikkdz az elméleti érték szédzalékaban

feloldott celluloz

10mm% | 15m/m% | 17,5 m/m% | 20 m/m%
puffer
Iml | 6ml |35ml| 6ml 4,75 mi Iml | 35ml | 6ml | 7ml
Cellic
HTec2 | 12,50 | 31,51 | 25,85 | 38,64 37,72 6,44 29,79 |48,56| 29,55
Cellic
CTec2 17,4 183,241 61,78 | 99,2 79,1 8,42 58,03 |82,34]69,29
Celluclast
1,5L 3,65 |34,35| 20,00 - - 6,49 - 24951 -

Mivel a Celluclast enzimmel kapott eredmények a masik két enzimpreparatummal Osszevetve
nem voltak biztatoak, ezért a Celluclast enzimet kivettem a kisérletb6l.

Az eredményekbdl jol latszik, hogy az enzimek a 6 ml-es puffer mennyiséget részesitik
elényben.

Ionos folyadékos el6kezelés nélkiil a Cellic HTec2 enzimmel 14,5%-0s, a Cellic CTec2
enzimmel pedig 29,59%-os volt a konverzid. Ehhez képest az el6kezelés hatasara 3,34-szoros,
illetve 2,78-szoros novekedést sikeriilt elérni a legjobbnak bizonyult paramétereck mellett. A
mennyiségnél volt. A Cellic CTec2 enzim esetében szintén 6 ml-es puffer mennyiségnél volt
a maximum viszont a cellul6z koncentracio, csak 15 tomegszazalék volt. Biztatd, hogy a
Novozymes cég évek oOta forgalomba levd €és szamos munkédban eredményesen alkalmazott
Celluclast enziménél — mar az elsd kisérletek alapjan — joval hatékonyabb a frissen a piacra

keriild két készitmény.

Pareto abra segitségével elemeztem, hogy az egyes paramétereknek van e hatdsa a gliikkoz
felszabadulasra, és ha van, akkor ez mekkora. Ehhez két alapfeltevést kell tenniink. Az elso,
hogy a két paraméter véaltozasanak hatdsa linedris. A masodik pedig az, hogyha a két pontra
illesztett egyenes iranytangense nulla, akkor a paraméter valtozdsdnak nincs hatas a
rendszerre. Az altalam hasznalt szdmitogépes program T-probat végzett a mérési pont
iranytangense €s a nulla kozotti kiilonbségre. Abban az esetben, ha a T-proba eredménye

nagyobb, mint P=0,05, akkor elfogadjuk a null hipotézist és azt mondjuk, hogy a paraméter
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valtozasanak nincs hatdsa a rendszerre. Ha a T-proba eredménye kisebb, mint P=0,05 akkor
elvetjiik a null hipotézist és azt mondjuk, hogy a paraméter valtozdsdnak van hatdsa a
rendszerre. Az adott paraméter hatasat, mely a legnagyobb és legkisebb érték kozotti

kiilonbség, az oszlop mérete szimbolizalja. Ez a hatas standardizalt.

7.1.2. A Cellic HTec2 enzimmel végzett mérések eredményei:

A Cellic HTec2 enzimmel végzett elsé mérési sorozat Patero abraja alapjan (17. abra) a puffer
mennyiségének valtoztatdsa szignifikdns hatassal van a redukald cukor felszabaduldsra. Az
abrabol az is latszik, hogy a tisztitott celluléznak ugyan pozitiv hatidsa van a rendszerre, bar ez
nem tekinthetd szignifikdnsnak. A mérési eredményeim nem ezt mutatjdk. Ennek az

ellentmondasnak az oka az elvégzett mérések kis szama.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Var3
2**(2-0) design; MS Residual=,863605
DV: Var3

31,136861

(2)var2

1by2

(1)var1

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

17. abra: Cellic HTec2 enzimmel végzett els6 mérési sorozat Pareto abraja. (Varl:
tomeg%, Var2: puffer mennyiség, Var3: felszabadulo6 redukalé cukor, 1by2: két

paraméter kolcsonhatasa)
A masodik mérési sorozat eredményeinek elemzésekor azt kaptam, hogy tisztitott celluloz

mellett a puffer mennyiségének valtozasa is pozitivan hat a redukalo cukor felszabadulasra, de

egyik sem éri el a szignifikans szintet (18. dbra). Ez a mérések szdméval magyarazhato.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Var3
2**(2-0) design; MS Residual=3,23208
DV: Var3

(2)Var2 8,777401

(1)varl 3,854714

Tby2 T

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

18. abra: Cellic HTec2 enzimmel végzett masodik mérési sorozat Pareto abraja. (Varl:
tomeg%, Var2: puffer mennyiség, Var3: felszabadulé redukalé cukor, 1by2: két

paraméter kolcsonhatasa)

A tovabbiakban elkészitettem egy Osszefoglald abrat (19. dbra), melynél az Osszes
mérési eredményt felhasznaltam. Az abrardl leolvashatd, hogy a tisztitott celluloz és a
puffer mennyiségének valtozdsa pozitiv hatdssal van a felszabadulo redukalod cukor
mennyiségére, de ez nem tekinthetd szignifikdnsnak. A puffer mennyiségének és a
cellul6z koncentracidjanak kereszthatasa pozitiv, de a méréseim szama alapjan ez sem

tekinthetd szignifikansnak.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Var3
2 factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=62,00039
DV: Var3

Var2(Q)

1Lby2L

(@)Var2(L)

(1yvari(L)

Varl(Q)

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

19. abra: Az 6sszes mérési eredmény felhasznalasaval készitett 9sszefoglalod Pareto
abra. (Varl: tomeg%, Var2: puffer mennyiség, Var3: felszabadul6 redukalé cukor,

1by2L: két paraméter linearis kdlcsonhatasa, Q: négyzetes hatas)
Haromdimenziés abran abrazolva a mérési eredményeket, mind a két mérési sorozatnal

ugyanaz a tendencia figyelhetd meg. Eszerint novelve a celluloz koncentracigjat €s a puffer

mennyiségét, novekszik a felszabaduld redukalé cukor mennyisége (20. dbra).
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Fitted Surface; Variable: Var3
2**(2-0) design; MS Residual=,963605
DV: Var3 a
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Fitted Surface; Variable: Var3
2**(2-0) design; MS Residual=3,23208 b
DV: Var3
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20. 4bra: Cellic HTec2 enzimmel végzett elsé (a) €s masodik (b) mérési sorozat
haromdimenzids abréja. (Varl: tdémeg%, Var2: puffer mennyiség, Var3: felszabadulo

redukald cukor)

Ennél az dbranal informativabb az 6sszes mérési eredmény felhasznaldsaval késziilt abra (21.
abra), melyen jol megfigyelhetd, hogy 7 ml puffer alkalmazasaval végzett méréseknél mar
csOkken a felszabaduldo redukalé cukor mennyisége. Mivel a celluloz koncentracio
novekedésével nétt a felszabaduld redukald cukor mennyisége, ebbdl azt a kovetkeztetést

lehetett levonni, hogy az enzim nagy mennyiségii cellulozt is képes lebontani, feltehetbleg
nem kell szubsztrat gatlassal szamolni.
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Fitted Surface; Variable: Var3
2 factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=62,00039
DV: Var3
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21. dbra: Az Osszes mérési eredmény felhasznalasaval késziilt 9sszefoglaldo haromdimenzids

abra. (Varl: tomeg%, Var2: puffer mennyiség, Var3: felszabadul6 redukalé cukor)

7.1.3. A Cellic CTec2 enzimmel végzett mérések eredményei:
A Cellic CTec2 enzimmel végzett elsd mérési sorozat Pareto elemzése alapjan (22. abra) azt a

kovetkeztetést lehetett levonni, hogy a tisztitott celluloz koncentracidja mellett a puffer
mennyiségének valtozasa is pozitivan hat a redukéalod cukor felszabadulasra, bar ez ebben az
esetben sem szignifikdns. A masodik mérési sorozat €s az Osszes adattal végzett elemzések
hasonlé eredményt mutattak, mint a Cellic HTec2-vel kapott abrak, ezért ezek bemutatasatol

eltekintettem.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Var3
2**(2-0) design; MS Residual=11,32512
DV: Var3

(2Var2 | 9,171592

(1)vart £ TN

1by2 £ L 70

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

22. abra: A Cellic CTec2 enzimmel végzett els6 mérési sorozat eredménye. (Varl:
tomeg%, Var2: puffer mennyiség, Var3: felszabadul6 redukalo cukor, 1by2: két

paraméter kolcsonhatasa)

Haromdimenziés abran abrazolva a két mérési sorozat eredményeit (23. adbra) mar kicsit
arnyaltabb képet kaptam. Az elsd mérési sorozatbol (23. 4bra: a) ugy tiinik, hogy a celluléz
koncentracidjanak a valtozdsa nem befolyasolja a felszabadul6é redukald cukor mennyiségét.
A masodik mérési sorozatnal (23. 4bra: b) a kisebb cellul6z koncentracié fel¢ haladva nétt a

felszabadul6 redukald cukor mennyisége.
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Fitted Surface; Variable: Var3
2**(2-0) design; MS Residual=154,7348
DV: Var3 a
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Fitted Surface; Variable: Var3
2**(2-0) design; MS Residual=11,32512
DV: Var3
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23. abra: Cellic CTec2 enzimmel végzett elsé (a) és masodik (b) mérési sorozat
haromdimenzids abréja. (Varl: tdémeg%, Var2: puffer mennyiség, Var3: felszabadulo

redukal6 cukor)

Ennél az 4brandl 1ényegesen fontosabb informacidkat hordoz az Osszes mérési eredmény
felhasznalasaval késziilt abra (24. abra), melyen jol megfigyelhetd, hogy 7 ml-es puffer
mennyiségnél csokken a felszabadulé redukaldé cukor mennyisége. Mivel a celluloz
koncentraci6 novekedésével csokken a felszabadulod redukald cukor mennyisége, ebbdl arra
lehet kovetkeztetni, hogy az enzim nem boldogul jol a nagy mennyiségli anyaggal. Ez

szubsztrat gatlasra enged kovetkeztetni.
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Fitted Surface; Variable: Var3
2 factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=84 60546
DV: Var3
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24. dbra: Az Osszes mérési eredmény felhasznalasaval késziilt 6sszefoglaldo haromdimenzids

abra. (Varl: tomeg%, Var2: puffer mennyiség, Var3: felszabadul6 redukalo cukor)

A kisérletek elvégzése kozben fénymikroszképpal kovettem nyomon a végbemend
morfologiai valtozasokat (25., 26., és 27. abra).

25. abra: Cellul6z por fénymikroszkdpos képe.
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A képen jol lathatoak a celluloz szemcsék. A por dllaga miatt fénymikroszkoppal sajnos nem
sikeriilt megallapitani a szemcseméretet, de jol latszddik, hogy homogén ugyan, de nem

amorf.

26. abra: A cellul6z por az ionos folyadékos elokezelés végén.

A képen jol latszik, hogy a celluloz por teljesen elfolydsodott és teljesen amorf. Ez teljesen
egybevag az irodalmi adatokkal (Bahcegul, 2012; Swatloski, 2002; Auxenfans, 2012). Ennek

a valtozasnak koszonhetden az enzimek konnyebben hidrolizaljak.
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27. abra: A celluloz por a puffer hozzaadasa utan.

A képen az latszik, hogy az elokezeléshez képest a celluloz opalosabb és rendezettebb. Ez a
jelenség valoszintileg annak kdszonhetd, hogy a celluldz antiszolvens jelenlétében visszanyeri

kristalyosodasi fokat.

A fényképeken jol lathatd, hogy az ionos-folyadék tényleg oldja a cellulozt és ezaltal

megkonnyiti annak hidrolizisét.

7.2. Kukorica:

A kisérleteket a 4. tablazat alapjan végeztem el:

4. tablazat: Kukorica érleménnyel végzett kisérletek paraméterei

puffer mennyisége (ml)
m/m% | 1 3,5 4,75 6 7
15 * *
20 * **
22,5 **
25 * ** * * k%
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Ebben az esetben is eldszor *-al jelolt koriilmények kozott végeztem el a kisérleteket, majd az
adatokat a Statisztika 8.0 program segitségével kiértékeltem. Ennek alapjan a **-al megjelolt
koriilmények kozott folytattam a munkadm, hogy az enzim miikodéséhez sziikséges optimalis
koriilményeket megkapjam. A tisztitott cellulozos kisérletek alapjan a kukorica esetében is 6
ml puffer alkalmazasdndl vartam a glikéz felszabadulas maximumat. Hogy errdl

meggy0zddjek, a ***-al jelolt koriilmények kozott is elvégeztem a kisérletet.

7.2.1. A kukorica orleménnyel kapott eredménvek:

Egy kisérlet alkalmaval meghataroztam a kukorica celluldéz tartalmat, ami 44,98%-nak
adodott. Ez a 35-40%-os irodalmi adatokhoz képest magasabb érték (Internet 8). Ebbdl az
kovetkezik, hogy az ionos folyadék nemcsak a cellul6zhoz biztosit nagyobb hozzaférést az
enzimeknek, hanem valamelyik mas Osszetevd, valoszintlileg a hemicelluléz hidrolizisét is
segiti. Mivel engem a kukoricabol kinyerhetd 0sszes gliikkoz érdekelt, ezért a szamolasnal és a
kiértékelésnél ezt a magasabb értéket vettem figyelembe.

A mintdm hamu tartalma 7,7% volt, atlagos szemcsemérete pedig 0,391 mm.

Az 5. tablazatban a bemért kukorica 6rleménybdl felszabadult gliikoz mennyisége lathato

szazalékban.

5. tablazat: Kukorica 6rleménybdl felszabadul6 gliikoz mennyisége szdzalékban

feloldott kukorica

15mm% | 20mm% | 225m/im% | 25 m/m%
puffer
1ml 6ml | 3,5ml | 6ml 4,75 ml Iml |35mll6ml| 7ml
Cellic
HTec2 | 10,78 | 25,72 | 26,98 | 25,62 36,92 13,99 | 14,23 |27,46] 17,33
Cellic

CTec2 | 15,13 | 37,25 | 22,67 | 28,59 33,08 10,82 | 28,99 [38,85] 27,61

Az eredményekbdl jol latszik, hogy a tisztitott cellulozhoz képest jelentdésen csokkent a
gliikoz felszabadulas. Ez azonban varhaté volt, mert a felhasznalt kukorica nemcsak celluldzt
¢€s hemicellulozt, de lignint is tartalmazott. A Cellic CTec2 enzim esetében elmondhato, hogy
a gliikoz kinyerés maximuma maradt a 6 ml-es, azaz 7,69 v/v%-os, viszont, nem vart modon,
a Cellic HTec2-nél ez a maximum lejjebb tolodott a 4,75 ml, azaz a 9,52 v/v% értékhez.
Bahcegul ¢és munkatarsai hasonldé eredményeket kaptak a pamut szarral végzett kisérleteik
soran (Bahcegul, 2012). Ionos folyadékos eldkezelés nélkiill a Cellic HTec2 enzimmel

23,97%-0s, a Cellic CTec2 enzimmel pedig 26,45%-os volt a konverzid. Ehhez képest az
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cloékezelés hatasara 1,54-szoros, illetve 1,46-szoros novekedést sikeriilt elérni. Vagyis az
ionos eldkezelés hatékonysaga, amint az varhatd volt, csokkent a tiszta cellul6zhoz képest, de
mindkét esetben masfélszeresére nétt a kinyert cukor mennyisége a kezeletlen mintdkhoz

képest.

7.2.2. A Cellic HTec2 enzimmel végzett mérések eredményei:

A Cellic HTec2 enzimmel végzett két mérési sorozat Pareto elemzése hasonld eredményeket
adott. Mindkét abrabol jol latszik, hogy a kukorica drlemény és a puffer mennyiségének is
pozitiv hatisa van a felszabadul6 gliikkdz mennyiségére (28. abra), de egyik esetben sem érte

el a szignifikans szintet.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Var3
2**(2-0) design; MS Residual=44,91004

DV: Var3
(2)Var2 241957 Pos76
(1)Vart 3693208505
1by2 - 100677

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Var3 b
2**(2-0) design; MS Residual=142 5246
DV: Var3
1by2 | 1105570551
@Var2 b 49113671367
(1)vart | 49692693 3
p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

28. abra: Cellic HTec2 enzimmel végzett elsé (a) és masodik (b) mérési sorozat Pareto abraja.
(Varl: tomeg%, Var2: puffer mennyiség, Var3: felszabadul6 gliikkoz, 1by2: két paraméter

kolcsonhatasa)

Az eredmények haromdimenzios dbrazolasa (29. dbra) mar érdekesebb képet mutat. Az els6
mérési sorozat abrajabol (29. abra: a) tigy tlinik, hogy a kukorica érlemény koncentraciojanak
a valtozasa nem befolyasolja a felszabadul6 glilk6z mennyiségét. A masodik mérési sorozat
(29. abra: b) abrajan az latszik, hogy az alacsonyabb kukorica 6rlemény koncentracid és
kevesebb puffer mennyiség, illetve a nagyobb koncentracié és tobb puffer felé haladva

novekszik a felszabaduld gliikoz mennyisége.
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Fitted Surface; Variable: Var3
2**(2-0) design; MS Residual=44,91004
DV: Var3 a

I > 30
I <30
I <25
[J<20
M <15
<10

Fitted Surface; Variable: Var3
2**(2-0) design; MS Residual=142,5246 b
DV: Var3

I -35
W <35
I <30
I <25
= <20
I <15
I <10

29. 4bra: Cellic HTec2 enzimmel végzett elsé (a) €s masodik (b) mérési sorozat

haromdimenzids abraja. (Varl: tdémeg%, Var2: puffer mennyiség, Var3: felszabadulo gliikoz)

Az Osszes mérési eredmény felhasznéldsaval késziilt haromdimenzids dbra (30. abra) ebben az
esetben is beszédesebb. Jol megfigyelhetd rajta, hogy a ndvekvd kukorica Orlemény
koncentraci6 hatasara csokken a felszabadul6 gliikkoz mennyisége. Ez a szubsztrat valamelyik

komponensének gatlo hatdsara, vagy inhibitorok megjelenésére enged kovetkeztetni.
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Fitted Surface; Variable: Var3
2 factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=62,87773
DV: Var3

R RRR
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30. abra: Az 0sszes mérési eredmény felhasznalasaval késziilt 6sszefoglaldo haromdimenzios

abra. (Varl: tomeg%, Var2: puffer mennyiség, Var3: felszabadul6 gliikoz)

7.2.3. A Cellic CTec2 enzimmel végozett mérések eredménvyei:

A Cellic CTec2 enzimmel kapott eredmények Pareto elemzése hasonld eredményeket adott
mint az el6z0 esetben, ezért ezeket nem részletezem.

Az eredmények haromdimenzids abrazolasakor az elsd mérési sorozat dbraja hasonld volt a
Cellic HTec2-vel kapott abrahoz. Eltérés a masodik mérési sorozat (31. abra), illetve az
Osszes mérési eredménnyel készitett dbrdban (32. &bra) volt. Az els@ esetben a tisztitott
cellulozzal kapott eredményekhez hasonlo abrat kaptam. A puffer mennyiségét €és a kukorica

crer

esetben az latszik, hogy kisebb és nagyobb kukorica drlemény koncentracidknal is novekszik

a felszabadul6 gliik6z mennyisége.
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Fitted Surface; Variable: Var3
27%(2-0) design; MS Residual=8,73842
DV: Var3

M =50
<50
[ <40
<30
B <20

31. abra: A Cellic CTec2 enzimmel végzett masodik mérési sorozat. (Varl: tomeg%, Var2:

puffer mennyiség, Var3: felszabadulo gliikoz)

Fitted Surface; Variable: Var3
2 factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=16,91667
DV: Var3
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SIS B <30
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B <0

32. dbra: Az 0sszes mérési eredmény felhasznalasaval késziilt sszefoglaldo haromdimenzids

abra. (Varl: tdomeg%, Var2: puffer mennyiség, Var3: felszabadulo gliik6z)

A kisérletek elvégzése kozben a kukorica esetében is fénymikroszkoppal kdvettem nyomon a

végbemend morfoldgiai valtozasokat (33,34,35,36. kép).
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33. abra: A kukorica szarabol és levelébol készitett minta az 6rlés utan

A képen jol lathato, hogy a minta homogénnek tekinthetd, de nem amorf. A szemcsék jol

elkiilonithetéek egymastol.

34. abra: A kukorica az ionos folyadékos elokezelés végén.
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Jol lathato, hogy a mintanak az ionos-folyadékos eldkezelés végére amorf kocsonyas

allaga lett. A szemcséket nem lehet megkiilonbdztetni egymastol.

35. abra: A kukorica a Cellic CTec2 enzimes hidrolizis utan.

Az enzimes hidrolizis utan a minta amorf kinézete megmaradt.

36. abra: A kukorica a Cellic HTec2 enzimes hidrolizis utan.
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A Cellic HTec2 enzimes hidrolizis utan a minta még kocsonyasabbnak, még amorfabbnak néz

ki. Megfigyelhetd benne néhany fehér kristalyszerti pont.

A fényképeken jol lathatd, hogy az ionos folyadék tényleg oldja a kukorica drleményt. A
kapott jelenség megegyezik az irodalomban leirtakkal (Auxenfans, 2012; Bahcegul, 2012;
Swatloski, 2002). Ennek koszonhetéen az enzimek konnyebben hidrolizaltdk a minta celluléz

tartalmat.
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7.3. Osszefoglalas:

Munkéam célja a méasodik generacios, tehat lignocellulozbol torténd bioiizemanyag eldallitas
Iépéseinek intenzifikalasa, az el6kezelés és a hidrolizis 1épések azonos reakcidkozegben
torténd megvalositasa volt.

A vonatkozd irodalom attekintése soran kideriilt, hogy az ionos folyadékok, ezek a sok
esetben ,,z0ld”, tervezhetd tulajdonsagu oldoszerek kivaloan alkalmasak a lignocelluldz
tartalmu anyagok eldkezelésére: oldjak a celluldzt és az antiszolvens hozzdadéasa utan kinyert
amorf cellul6z a cellulaz enzimek szdmara konnyen lebonthat6 volt. E két 1épés, az eldkezelés
¢s az enzimes bontas dsszevonasaval az eljaras hatékonysaga Iényegesen novelhetd lenne.
Elso 1épésként kisérlettervezési modszerrel meghataroztam egy modell celluléz eldkezelési és
lebontasi paramétereinek optimalis értékeit. A vizsgalatokba a Novozymes (Dania) cég harom
enzimét, a Celluclast 1,5L-t, a Cellic HTec2-t és a Cellic CTec2-t vontam be. A kereskedelmi
forgalomban kaphatd és eddig altalanosan hasznalt Celluclast 1,5L enzimmel mértem a
legkisebb gliiko6z felszabadulast, mig a cég kifejlesztés stadiumaban levé Cellic HTec2 és
Cellic CTec2 enzimei magas hozamot produkaltak. A Cellic HTec2 enzimmel 50 °C-on, 6 ml
puffer és 20 m/m% koncentracié mellett 48,56%, mig a Cellic CTec2 enzim alkalmazésakor
15 m/m% cellul6z koncentracié mellett 99,2 % gliikoz felszabadulast mértem.

Kisérleteimet a kornyezetembdl begytiijtott €les anyaggal, kukorica levélének ¢€s szaranak
érleményével folytattam. A vizsgalatok soran 50 °C-on a Cellic HTec2 enzim 4,75 ml puffer
alkalmazasakor 6 ml puffer és 25 tomegszazalék minta mellett 38,85 %-os gliikkoz
felszabadulast értem el a celluloz mellett hemicellulézt és lignint tartalmazé mintak
elokezelése és hidrolizise utan.

Erdekes és nem vart jelenséget tapasztaltam az enzimekkel kapcsolatban. Az irodalmi adatok
alapjan vart 4,5 ml-es optimalis puffer mennyiség a kukorica Orleményen végzett Cellic
HTec2 enzimes hidrolizis kivételével minden mas esetben novekedett.

A Cellic HTec2 enzim esetében tisztitott cellulozbol 20 m/m%-nél adédott a maximum, mig a
kukorica 6rlemény esetében ez kis mértékben emelkedett és 22,5 m/m%-nal volt. Ehhez a 2,5
%-0s novekedéshez képest a Cellic CTec2 enzim esetében 10 %-os novekedés figyelhetd
meg.

Tovabbi fontos megfigyelés, hogy az adatok alapjan a tisztitott cellulozos kisérleteknél a

Cellic CTec2 enzimnél a toményebb mintdkndl csokkent a felszabaduld gliikbz mennyisége.
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Ez szubsztrat gatlasra enged kovetkeztetni. A kukorica drleménnyel végzett kisérletek soran
ez a jelenség a Cellic HTec2 esetében volt megfigyelhetd. Emlitésre mélté a két enzim
hatékonysaga a kiilonbdz6 szubsztratok esetében. A tisztitott cellulozos kisérletek alkalmaval
a Cellic CTec2 enzimnél kortilbeliil kétszer akkora volt a gliikoz felszabadulds mértéke, mint
a Cellic HTec2 esetében. A kukorica drleménnyel végzett kisérletek soran ez a nagy
kiilonbség eltlint, ami azzal magyarazhat6, hogy a kukorica nemcsak cellulozt tartalmazott, és
a Cellic HTec2 enzim hemicelluloz lebontasat is végezhette, ami eltéré szubsztrat
specifikussagra utal.

A fénymikroszkoppal késziilt felvételeken jol nyomon kovethet volt a feldolgozott anyag
morfoldgiajaban bekdvetkezd valtozas.

A munkam sordn sikeriilt igazolnom azt az allitast, hogy az ionos folyadékos eldkezelés
noveli a glikoz felszabadulast, ezaltal alkalmazhatdé a masodik generacids biolizemanyag
eldallitasa soran. Ezen kiviil sikeriilt bizonyitanom, hogy az eldkezelés utan nem sziikséges
tisztitani a mintat, hanem az ionos-folyadékos reakciotérben az irodalmi adatokhoz hasonld
(Bahcegul, 2012) eredménnyel végbemegy a hidrolizis. A kukorica esetében az eldkezelés
nélkiili gliikéz felszabaduldshoz képest a masfélszeres ndovekedés szamottevéen nagy lépés,

de a mddszer optimalizaldsdhoz tovabbi kisérletek elvégzése sziikséges.
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