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1. Bevezetés

A szilard fazisu fermentacidé (SSF) igéretes alternativdja az ipari enzimtermelésre széles
korben elterjedt szubmerz fermentacios eljarasnak. Az SSF modszerrel szubsztrat specifikus
enzimkeverékeket allithatunk eld, amelyek példaul a celluloz alapu szalasanyagok
biofehérités soran eredményesen alkalmazhatok. Az SSF mddszer gazdasagosabb, ha a nyers
fermentalt termékeket kozvetleniil - downstream feldolgozasi miiveletek nélkiil - hasznaljuk
enzimforrasként. Szamos alkalmazas elott viszont sziikséges a szilard szubsztratumbodl az
enzimek kinyerése extrakcioval. Az extrakcid6 modja ¢és eredményessége jelentosen
befolyasolja a szilard fazisu fermentacidé gazdasagossdgat, hiszen hatassal van a folyamat
koltségeire és a kinyerheté enzimek hozamara is.

Az élelmiszeriparban szamos esetben hasznaltak mdar ultrahangot a bioaktiv
komponensek, értékes hatéanyagok ¢és mas alkotok extrakcigjanak a segitésére.
Kisfrekvencias ultrahang alkalmazéasakor - a folyadékfazisban kialakuld kavitacid révén -
jelentdsen javithatd a heterogén fazisu folyamat hatékonysaga, mivel a kavitacio segiti az
oldoszer bejutasat a sejtbe és noveli az értékes komponensek tomegtranszportjat a sejtbdl a
folyadék fazisba. Kisfrekvencias ultrahang alkalmazasakor a kavitacio a kinyert komponensek
bioaktivitdsat is befolydsolhatja. Egyes esetekben példaul az enzimek aktivitasanak a
novekedését, mas esetekben viszont az enzimek inaktivalodasat tapasztaltak. Az ultrahangot
SSF mintak esetén, a nyers enzimkeverékek kinyerésére, eddig még nem alkalmaztak.

A len szines komponenseinek az elszintelenitése peroxiddz és lakkadz enzimekkel
katalizdlhato. A biofehéritésnek nevezett folyamatban az enzimek a szalasanyagban 1évo
katalizaljak. Mivel az oxidativ enzimek nagyon dragdk, célszerli fermentacioval eldallitani
azokat. A fermentacid soran a termelt enzimek aktivitdsa befolydsolhat6 a szénforrasként
alkalmazott szilard szubsztratum kémiai 0sszetétele révén.

Munkam célja: szilardfazisti fermentacioval len szénforrdson eldallitott fermentumokbdl a
nyers enzimkeverékek extrakcidjanak a vizsgélata és az extrakcid fokozasa kisfrekvencids
ultrahang alkalmazasaval; az ultrahang enzimaktivitasra gyakorolt hatdsanak a jellemzése; az
extrahalt enzimoldatok és kozvetleniil a szilard fermentumok alkalmazéasa nyers lenszdvet
biofehéritésere.

Ligninolitikus és hidrolitikus enzimeket termeltettiink lenrost szubsztraton hat fonalas
gomba torzzsel SSF modszerrel. Tudomanyos didkkori munkdmban feladatom volt az egyik

legjobb enzimtermeld torzset (Aspergillus oryzae NRRL 3485) vizsgalni. Az SSF mintakbol
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hagyomanyos moddon (razéfiirdén) nyert nyers enzimoldatokban lignin-peroxiddz, lakkéz,
poligalakturonaz ¢és szlir6papir lebontd aktivitdsokat mértem. Ezt kdvetden a nyers
enzimoldatokat kisfrekvencids ultrahanggal (40 kHz) kiilonb6zé amplitidok mellett és
kiilonbozo ideig kezeltem és vizsgaltam az ultrahangos kezelés enzimaktivitasra gyakorolt
hatasat. Az extrakcios kisérleteknél az SSF mintdkbdl nyerheté enzimoldatok aktivitasértékeit
mértem kiillonb6zd paraméterek mellett alkalmazott ultrahangos besugérzast kovetden. Az
eredményeket 0sszevetettem a hagyoményos razofiirddben végzett extrahalas eredményeivel.
A biofehéritéshez az SSF mintdkat ultrahanggal eldextrahaltam. A nyers lenszovet fehéritését
egyrészt a sziirt enzimoldattal, masrészt a szilard SSF mintét is tartalmazd szuszpenzidval

végeztem. A folyamat eredményességét szinméréssel jellemeztem.



2. Irodalmi bevezeto

2.1. Szilard fazisu fermentacié

A szilard fazisu fermentaci6 (SSF) alatt mikrobak tenyésztését értjiik vizoldhatatlan vagy
vizben korlatozottan old6dod anyagokon (szubsztratumokon). Ezek a szubsztratumok folyo
vizet nem, csak kotott vizet tartalmaznak. A szilard matrix nedvességtartalma nem haladhatja
meg a matrix maximalis vizmegkotd képességét, mely altalaban a 40-80%-0s
nedvességtartomanyba esik. Az SSF folyaman a mikrobandvekedés és metabolizmus
rendszerint a vizes fazisban jatszodik le. Ha tal alacsony a szubsztrat viztartalma, akkor
tapanyag- ¢€s oxigén-ellatasi zavarok keletkezhetnek. A viznek kettds szerepe van,
oldoszerfunkciot €s strukturalis szerepet is betdlt. Bizonyos mennyiségben jelenléte sziikséges
a biologiai egységek stabilitdsdhoz és mitkodéséhez. A matrix részecskéik kozotti térben gaz
(levegd) van és ezen, illetve a magunkon a részecskéken zajlik a mikroorganizmusok
novekedése és anyagcseréje. Ezen tulajdonsagainal fogva a szilard fazisu fermentéacio egy
komplex heterogén haromfazisu (gaz-folyadék-szilard) rendszernek tekinthetd. A rendszer
fontos része a gazcsere, kivaltképpen aerob mikroorganizmusok esetén (Pandey, A. et al.,
1999).

A természetben elhalt fakon, ndvényi leveleken, szérakon, gydkereken és magvakon is
taldlkozhatunk ezzel a folyamattal, hiszen szdmos mikroorganizmus, kiilondsképpen a
fonalasgombak jelentds része nedves szilard anyag felszinén él. A szilard fazisu fermentacios
a természetben spontdn folyamat, melyet az emberek megfigyeltek, majd megprobaltak
tudatosan alkalmazni. A SSF-t évezredek ota alkalmazzak elsdsorban a Tavol-Keleten
kiilonboz6 élelmiszerek eldallitasara (pl. szdjaszosz, rizsbor/sake, tempeh), de Eurdpaban
(penésszel érlelt sajtok: rocquefort, camambert) hasznaljak. Tovabba szilard fazist
fermentacios eljaras a komposztalas is, amely szerves hulladékok mikrobioldgiai lebontasat
jelenti nedves, meleg, aerob kdrnyezetben. A komposztilds egy olyan vegyes floraja
fermentécio, mely nem steril, ezért leszamitva a szilard fazisu fermentdcid ezen formajat, a
nyugati vilagban kizarélag a siillyesztett (szubmerz) fermentacio terjedt el (Tengerdy, R. P. és
mtsai., 1996).

Szubmerz moddszerrel allitjdk el6 a kiilonb6zé enzimeket, antibiotikumokat ¢és
aminosavakat. Ipari 1éptékben végrehajtott steril szilard fazisu fermentécioval napjainkban
elsésorban Japanban talalkozhatunk, de jelentds még tovabba Kina ¢és India élelmiszeripara is.

Kisebb mértékben az Egyesiilt Allamokban és Franciaorszagban alkalmazzak, ipari enzimek,



szerves savak, ill. kiillonboz6 anyagcseretermékek (antibiotikumok, mikotoxinok, biokontroll
szerek) eloallitasara.

A jovOben nagyobb szerepet kaphat az SSF olyan nagy értékd, kisebb termelési volument
képzé termékek eldallitdsaban, mint pl. a masodlagos anyagcseretermékek, enzimek,
finomvegyszerek, valamint varhatéan nagyobb szerepet fog betdlteni a lignocellul6zok
lebontasédban is.

Az SSF szamos eldénnyel rendelkezik a klasszikus SF-fel szemben, és ezen fontos elénydk
miatt valik egyre fontosabba ipari alkalmazasokban. Térfogategységre vetitett termelékenység
viszonylag nagy, emellett végtermék koncentracidja a tapkozegben relative magas.
Alacsonyabb beruhazasi ¢és mikodtetési koltségei vannak, hiszen egyszerti €s olcso
alapanyagokat igényel, tovabba relative alacsony a feldolgozasi (downstream) miiveletek
legtobbszor olcsoak és alacsonyabb koltséggel jarnak. Kevesebb folyékonyhulladékot termel,
igy gyakorlatilag nem képzddik szennyviz, valamint a kdzeg alacsony vizaktivitisa miatt a
bakterialis fertézés kockazata kisebb. Tovabbi oriasi elonye lehet az SF-fel szemben, hogy a
nyers fermentalt termék sok esetben mindenféle feldolgozas nélkiil alkalmazhaté (Pandey, A.
et al., 1999).

Alkalmazhatosagat  korlatozhatja, hogy csak olyan  mikroorganizmust  (pl.
fonalasgombakat) lehet szaporitani, amelyek kedvelik az alacsony vizaktivitasi kozeget,
illetve hogy a fermentacids paraméterek (pH, nedvességtartalom, hdmérséklet, oldott oxigén
stb.) mérése nehézkes. Mivel az SSF rendszer nem homogén, kevertetés hidnyaban a

paraméterek a tenyészeten beliil eltérdek, altalaban hosszabb a tenyésztési 1do.

2.2. Extrakcio

Az SSF potencialis lehetdséget kindl az enzimek nagy koncentracidban vald kinyerésére.
Az extracellularis enzimek nem egyenletesen oszlanak el a szilard kozegben. A koncentralt
enzimkivonatok hatékony extrahdlasat kiilonbozd oldoszerek és pH-értékek alkalmazésa
mellett, szdmos 1d6 ¢és hdmérsékleti adat, illetve razatasi idétartamok fliggvényében
részletesen vizsgaltdk. Az extrakcid kulcsfontossagi a szilard fazisu fermentacidban.
Megfeleld toménységli enzimoldat kinyerése a cél. Ehhez kiilonb6z6 modszereket
alkalmaznak.

Ikasari és Mitchell (1996) az Rhizopus oligosporus savas proteaz enzimtermelését
vizsgalta SSF-fel rizs-korpa szénforrason. Az extrakcido soran a vizsgalt tényezok kozé
tartozik az oldoszer pH-ja és tipusa, a kontaktidd, illetve az oldoszer és a szilard anyag

aranya. Kutatasaik az enzimek stabilitdsdnak vizsgélatdra, illetve azok aktivitasara is kiterjedt.



Szintén korpan, mint szubsztraton vizsgaltak Chandra és munkatarsai (2008) az Aspergillus
niger SSF szubsztratbol torténd enzimkinyerés hatékonysagat az inkubacids- és aztatasi id6
valtoztatasaval. Céljaik koz¢ tartozott egy olyan optimalis idé megéllapitasa, melynek sordn a
teljes penetracio végbe tud menni, illetve az érintkezési id0 nem okozza az enzim
inaktivalodasat. ToObb egymast koveté extrahaldas hatékonysagat a  Ceriporiopsis
subvermispora esetén vizsgaltak (de Souza-Cruz és mtsai., 2004), mely egy olyan
fehérrothasztd gomba, ami a lignint szelektiven bontja. A tobbszords pufferes extrakciok
elvégzése utan azt talaltdk, hogy az elsd extrakcid utan atlagosan a teljes enzimaktivitas 50%-
at tudjak kinyerni.

A kisfrekvencias ultrahangot az élelmiszeriparban széleskoriien alkalmazzak az extrakcios
miveleteknél (Mason, 1996). A megfeleld oldoszer kivalasztasat kovetden ultrahanggal
jelentdsen fokozhat6 az extrakcié hatékonysaga, mivel a folyadékfazisban kialakulé kavitacio
révén nd a heterogén fazisu folyamat eredményessége. A kavitacid intenziv mechanikai hatast
hoz létre a szilard-folyadék hatarfeliileten, amely degradalja a sejtfalat és ezaltal elésegiti az
oldészer bejutasat a sejtbe. A kavitacio révén kialakulé mikrodramlasok pedig novelik az
értekes komponensek tomegtranszportjdt a sejtbol a folyadék fazisba. A gyogyndvény
hatéanyagok kinyerése, a fehérjék extrakcioja sz6jabol, az instant tea fogyasztd szamdra
értekes komponenseinek a kinyerése mind-mind jo példdk arra, hogy ultrahanggal az
extrakcié fokozhato, az extrakcids id6 pedig jelentdsen csokkentheto.

Szilardfazist fermentacioval eldallitott enzimek extrakcidjanak a hatékonyabba tételére
viszont eddig még nem alkalmaztdk az ultrahangot. Egyetlen olyan cikket talaltunk, ahol a
szilardfazisu fermentacidval eldallitott enzimek hozaméanak a novelésére alkalmaztak az
ultrahangot, de a fermentacids folyamatban €és nem az extrakcid soran. Sakthiselvan és
munkatarsai (Sakthiselvan, 2012) magasabb xilanaz aktivitast értek el ugy, hogy a

fermentacio 8 napja soran az SSF fermentumokat 12 6rankét 30 percig kezelték ultrahanggal.

2.3. Az ultrahang

Az ultrahang a 20 kHz-t61 10000 kHz-ig terjedé hangfrekvencias tartomanyt foglalja
magaban. Az ultrahanggal torténd besugarzas hatasara kovetkezik be az un. szonokémiai
aktivalas (Mason, T. J., 2003).

A folyadékon athaladd hanghulldmok hatdsardl elészor Alfred Lee Loomis és Robert
Williams Wood szamolt be 1927-ben. Azonban a korai eredmények ellenére ez a

tudomanyteriilet mégis sokaig, egészen 1980-ig feltaratlan maradt. Innentdl tekintjiik az



ultrahang hatédsara lejatszodo kémiai atalakuldsokat leird szonokémiat 6nalld diszciplinanak
(Mason, T. J. ,1999).

A szonokémiai reakciok alapvetden két altipusra oszthatok, igy a reagald rendszerek
mindsége alapjan megkiilonboztetiink homogén, illetve heterogén szonokémiat (Suslick, K. S.,
1988). Ha egy folyadékot akusztikus mez6be helyeziink, a hangrezgések akusztikus nyomast
indukalnak, mely hozzdadodik a kozeg hidrosztatikai nyomasahoz. A hanghullamok
terjedésével azok intenzitasa csokken. Az ultrahang kiilonb6z6 kozegekben torténd terjedése
soran gerjeszti a molekuldk longitudinalis rezgéseit, igy a folyadékban lokalis tomdrodések
(kompressziok), illetve ritkulasok (expanzidk) sorozata jon 1étre (Rooney, J. A, 1988). A
kézeg molekuldinak rezgése folytan fellép a folyadék viszkozitdsabol eredd hatds, amely
csokkenti az akusztikus intenzitast, €s az energia nagy része igy hové alakul. Tehat a ritkitasi
helyeknél hiités, mig a kompresszidosoknal hétermelés torténik (T. G. Leighton, 1994). Ha a
molekuldk mozgasa olyan mértékli, hogy a koztiik 1évé intermolekularis kolcsénhatasok
megszinnek, a folyadékokban iiregek, buborékok képzddnek, amelyekben a nyomas a
folyadék adott gbznyomasa alatt van (T6rék B., Molndr A., 1996). Ezt a jelenséget akusztikus
kavitacionak nevezziik (Margulis, M. A., 1993).

A buborékok élettartamat azok mérete hatdrozza meg. A relative nagyobb buborékok
stabilabbak, az akusztikus ciklus hosszat figyelembe véve nagyobb ¢lettartamuak. Ezek a
buborékok nem tehetok felelossé a kémiai reakcidk bekovetkezéséért, mivel a
hanghulldmokkal egylitt, kis amplitidon oszcilladlnak, nem fejtenek ki tényleges hatast a
rendszerre. Ezt a jelenséget nevezi az irodalom stabil kavitacionak. Ezzel ellentétben a rovid
¢lettartamtl kis buborékok hatalmas sebességgel képzddnek és oldodnak fel, ilyen modon
befolyasolva a kémiai reakciok lefolyasat. A kis buborékok kezdeti mértiink tobbszordsére
tagulnak és mivel a belsejiikben uralkodd nyomas kezdetben is az adott hdmérsékletnek
megfeleld telitett géznyomas alatt van, a tdgulds miatt egy bizonyos méret utan
Osszeroppannak. A roppanas kozvetlen kozelében extrém nagy nyomads €s hdmérséklet alakul
ki: 10° Pa nyomas és kb. 5000 K hémérséklet (Nap felszinének homérséklete). Ez a jelenség
az atmeneti kavitacio (T. G. Leighton, 1994).

A kavitacid jelensége az ultrahang alsé frekvenciatartomanyaban a legjelentdsebb, 20-
100kHz kozott. Ezt nevezik kisfrekvencids ultrahangnak, amelyet szamos tudomanyteriileten
alkalmaznak. Sikerrel végezhetd szerves kémiai reakcidkban bontds, szennyviztisztitasban
artalmatlanitds, emulziok képzése, tovabba az anyagszallitdis gyorsitdsa révén
enzimreakciokban alkalmazzak. Megallapitottdk, hogy a kavitacid jelensége heterogén fazisu

enzimreakciokban két nagysagrenddel erdsebb hatast valt ki, mint homogén fazisu
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reakciokban. A szilard fazis kozelében a kavitacio hatasara képzddo buborék aszimmetrikusan
felnyilik, majd vizzel val6 feltdltddésével a szilard felszinre irdnyuld kb. 100 m/s sebességii
mikroaramlas alakul ki (1. &bra) (Suslick, K. S. , 1988). Ezek az un. microjetek
nagymeértékben gyorsitjak az anyagszallitast.

microjet

-
folyadékaram
-

diffuzios hatarréteg

szilard felszin

1. abra: A microjet-hatas
A szennyviztisztitasi technologiakban taldlkozhatunk ultrahangos kezeléssel, amellyel

az iszap szerkezetét megbontjak, fellazitjak, ezzel a fermentéciot hatékonyabba teszik.

2.4. A vizsgalt torzs és a len szubsztratum
2.4.1.Aspergillus oryzae

Szamos baktériummal, élesztd- és fonalasgombaval termelnek kiilonb6zd enzimeket
szilard fazisu fermentacids rendszerben. Az adott célra megfeleld legjobb torzs kivalasztasa
szamtalan faktortdl fiigg, amelyek koziil a legfontosabb a szubsztrat tipusa, illetve a
kornyezeti tényezok. Az SSF soran a szubsztrat, azon til, hogy tapanyagforrasként szolgal a
mikroba szamdra, egyben szilard felszin is (hordozd), amelyhez a sejt kotddhet. Az idealis
szubsztrat megfelel6 mennyiségben tartalmaz minden olyan tdpanyagot, amelyre a
mikroorganizmusnak a novekedéshez sziiksége lehet. Bizonyos tdpanyagok hidnya, illetve
nem megfeleld koncentracidja esetén azokat kiviilr6l potolni kell (Tengerdy, R. P., 2002).

A mikroorganizmusok nodvekedése szempontjabol az adott szubsztrat esetén a
legfontosabb tényezok a vizaktivitas €s a részecskeméret. A mikroba kielégitd ndvekedéséhez
altaldban a kisebb részecskeméret biztosit nagyobb feliiletet. A til kis méret azonban a
Szubsztrat 0sszetapadasat okozhatja, ami viszont akadalyozza az oxigénellatast, igy hatraltatva

a mikroorganizmus ndvekedését. A nagyobb szemcseméret jobb levegdztetést tesz lehetove,



de a mikrobdknak kisebb feliiletet kindl a tapadashoz. Szilard fazisi fermentacidban
leggyakrabban Aspergillus, Trichoderma, illetve Rhizopus torzseket alkalmaznak (Machida
M. et al.,2005).

Az Aspergillus nemzetség tobb szaz penészfajt foglal magaban és vilagszerte
megtalalhatd. Az altalunk is hasznalt Aspergillus oryzae torzseket rendszertanilag a
Deuteromycota tagozaton beliil, a Plectomycetes alosztdlyba soroljuk, a kleisztotéciumos
gombak kozé. Imperfekt, obligat aerob fonalas penészgomba, mely korhadd ndvényeken él,
kis vizaktivitasu helyeken. Az Aspergillus oryzae (2. abra) torzsek nagy mennyiségben
termelnek hidrolitikus enzimeket. Ennélfogva széles korben hasznaljak foként a rizs
cukrositasara (sorkészités), illetve Azsiaban a hagyomanyos modon, fermentacidval eléallitott
sz0jaszoszhoz (koji). A rizsszemek, valamint a szdjabab feliiletén és azok belsejében gyors
micéliumndvekedésre képesek. Foként amildzokat (a-amildz és glikkoamildz), kisebb
mennyiségben  karboxipeptiddzt ¢és csekély mennyiségben tirozinazt termelnek.
Alkalmazhatosaga élelmiszerbiztonsagi szempontbdl is megfeleld, hiszen nincs aflatoxin-

termelése (Liang, Y. et al., 2009).

2. abra: Aspergillus oryzae elektronmikroszkopos képe
Szilard fazist fermentaciokban a len, mint fermenticids szénforrds hatékonynak

bizonyult (Szabé, O. E. és mtsai, 2013, benyujtott kézirat) az Aspergillus oryzae NRRL 3485
torzs szamara. A torzs szubsztratra specifikus enzimeket termel, modositja az anyagcseréjét,
adaptalodik és olyan enzimeket termel, mely a len lignin- és hemicelluloz-tartalmanak

bontasara, illetve egyéb novényi melléktermékek degradalasara alkalmasak.
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24.2. Alen

Celluloz alapu nyersanyagok - A len novény

A cellul6z a ndvényi sejtek egyik 6 dsszetevdje, ezért kinyerésére jol kivalasztott ndvényi
képzdédményekbdl kell kiindulni (Ruszndk, 1., 1988). A lennek kozel 100 fajtija ismert, ezek
koziil csak a Linum usitatissimumot (3. abra) termesztik. A lenfélék (Linaceae) csaladjahoz
tartozik, levelei keskenyek, vilagoszoldek, viragja halvanykék vagy fehér. A len mar
¢vezredekkel ezeldtt ismert volt, valamennyi kulturnép termesztette. Két jellegzetes tipusa

alakult ki: a rostlen és a maglen (Frdnyo, 1., 1984).

3. abra: A Linum usitatissimum viraga
A maglen elagaz6 szerkezetli novény, melyet f6leg lenmag, illetve lenolaj eldallitasara

haszndlnak. A rostlen magas novést (kb. 0,6 -1,2 méter magas), nem elagaz6 szaru, egynyari
novény. A textilipari célra hasznalt rostlen 1,3-3,0 mm atmérdéji szarabol finom, erds rostlen
nyerhetd. A termesztése meghatarozott éghajlati feltételekhez kotott, a mérsékelt, csapadékos
éghajlat novénye.

A rostlen a hancsrostok k6zé sorolhat6 textilipari alapanyag. A hancsrostok a ndvény
szaraban, a kéreg alatt talalhatok. A rostkOtegek egyiittes keresztmetszete a
szarkeresztmetszet kb. 5%-at teszi ki. A rostkdtegeket ndvényi ragasztdanyag, a pektin
kapcsolja a szomszédos sejtekhez. Feltaras soran ezt a ragasztdanyagot tavolitjak el, és igy a
rostkdtegek a szar tobbi részEétol szabadda valnak. A lenrost mindsége nagymértékben fiigg a
feltarastol, melynek leggyakrabban alkalmazott modja a baktériumos aztatas (Jedlicka, R.,
1993).

A len morfologiai jellemzoi
A lenrostokat kiilonb6z6 szovetek veszik koriil, mint azt az 4. 4bran is lathatjuk. A
lenszarban hat réteget szokds megkiilonboztetni, melyek (kiviilrél befel¢é haladva): az

epidermisz, a hancsréteg, a kambium, a fas rész, a béliireg, valamint a rostkoteg.
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4. abra: A lenszar keresztmetszete
Az epidermiszt (vagy felhdmot) vastagfalil sejtekbdl allo réteg alkotja, melynek

feliiletét viaszszeri kutikula boritja. Ennek feladata a nedvesség thlzott elparolgasanak
megakadalyozdsa és a novény védelme. Porusos szerkezete lehet6vé teszi a ndvény
légeseréjét €s a feltarasra hasznalt folyadék szarba vald bejutdsat. A hancsréteg pektint és
szinezbanyagokat tartalmaz, 2-7 rétegben lagy kéregsejtek alkotjdk. A textilipar
szempontjabol értékes rostkotegek a kéregsejtek kozé vannak bedgyazva. Egy ndvény
szaraban 14-40 rostkoteg talalhato, kotegenként 12-40 elemi sejtet tartalmazva. Vékonyfali
sejtekbdl allo gylirli alkotja kambiumot, mely a hancsrészt a fas ndvényi résztdl szeparalja el.
A fas rész vastag fall, elfasodott sejtekbdl allo széles réteg, feladata a lenszar merevségének
biztositasa. A béliireg vékonyfalu, levegovel telt sejteket tartalmaz (Ruszndk, 1., 1988).

Az elemi sejtfal két részbdl all: a primer (elsddleges), illetve a szekunder (masodlagos)
falbol. Az elsddleges fal egy rendkiviil vékony, fibrillaris felépitésii cellulozréteg. Feliilete
igen sima, ezért a kotonizalt (elemi sejtekre bontott) len nehezen fonhaté. A szekunder fal
réteges szerkezetli, rétegezettsége kizarolag duzzasztott elemi sejtekben lathato. A
masodlagos fal anyaga részben elfasodott celluldoz, és a primer falhoz hasonléan ez is

fibrillaris felépitésii.

A len fizikai tulajdonsdgai és kémiai osszetétele
A megfeleld mindségli lenrost altalaban barnas-halvanysarga szinii, esetleg eziistds
csillogast, mig a mechanikai tton feltart rostok zdldes arnyalataak. A lenrostok szép, selymes

fénye az elemi sejtek sima feliiletének tulajdonithato (5. abra) (Beck és mtsai, 1991).
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5. abra: A lenrost
A len alfa-cellul6z tartalma a pamuténal kisebb, a feltarast kovetéen 70% koriili. A

kiséréanyagok nagy része ligoldhato. A len kémiai 0sszetételét a feltaras eldtt és azt kovetden
az irodalmak alapjan az alabbi diagramok (6. és 7. abra) foglaljak Ossze szazalékosan
(Goswami, K. K. és mtsai, 1992):

Feltaras el6tt [%]

H Celluloz

B Hemicelluldz

2818

4,2\
W Pektin

M Lignin

B Z=irok s viaszok

B Vizoldhat 6 anyagok

6. abra: A len kémiai osszetétele feltaras elott

Feltaras utan [%]
1,7
a4
3 2,2
H Celluléz
A B Hemicelluléz
l B Pektin
M Lignin
B Zsirok és viaszok

B Vizoldhat 6 anyagok

7. abra: A len kémiai osszetétele feltaras utan
A szennyezd anyagok kozel %3-ad része hemicelluloz. Ez az anyag a ndvényi sejtfal

gliikoz egységekbdl allo poliszacharidjai (200-nal is kisebb polimerizacios fokkal), a
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gliikoztol eltérd hex6z ¢€s pentdz alapu szénhidratjai, valamint ezek egymadssal ¢&s
uronsavakkal alkotott vegyiiletei. A hemicellulézok teljes eltdvolitdsa a szl szilardsagi és
szakitdsi tulajdonsagainak jelentés romlésat eredményezi. Sokféle eldkezelési eljarast
dolgoztak ki a lignocelluloz és egyéb melléktermékek szerkezetének megbontasara. Minden
eljarasnak megvannak a maga eldnyei és hatranyai, valamint 1éteznek olyanok, melyek a

magas koltségek vagy a kis hatdsfok miatt ipari megvalodsitasra alkalmazhatatlanok.

A len kiséréanyagainak enzimes eltdvolitasa

A celluldz alapt szalasanyagok kikészitésének leginkabb vegyszer- €s energiaigényes
része az elOkészités, illetve a fehérités, melyek soran a szalasanyagok természetes vagy
mesterséges kisérdanyagainak eltavolitasaval jo nedvszivoképességii és megfeleld fehérségi
textiliat allitanak el6. A hagyomanyos (vegyszeres) len elokészités-fehérités {6 részei a lugos
f6z¢és és az oxidacios fehérités. A lugos f6zés soran forrd natrium-hidroxid oldattal, illetve
szodaval torténd kezeléssel tavolitjuk el a természetes kisérdanyagokat, kiilonos tekintettel a
feliilet nedvesitését gatld viaszt. Fehéritéskor oxidaloszereket (hidrogén-peroxidot, natrium-
hipokloritot stb.) alkalmazunk a természetes szinezdanyagok elroncsolasara (Ruszndk, I,
1988).

Napjainkban egyre nagyobb figyelmet kapnak a kiilonb6zé kornyezetkiméld
technoldgidk, igy megnétt az érdeklddés az enzimek textilipari alkalmazasa irdnt is. Enzimes
technoldgidkkal lehetévé valik a kiillonbozd hatisok elérésére alkalmazott vegyi hozzatétek
mérseklése, mellyel a kornyezetvédelmi (szennyviz) problémdk jelentdsen csokkenhetnek,
vagy akar meg is szlinhetnek.

A textilidk bioeldkészitésében a hidrolitikus enzimek (pl. pektindzok és xilandzok),
valamint oxidativ enzimek bizonyultak hatékonynak. A hidrolitikus enzimek a biofézésnek
nevezett folyamatban - foként a pektin részleges hidrolizise révén - eredményesen
biofehéritésre — a lignin degradacioban eredményes oxidativ enzimek alkalmazhatok. A 6
ligninmddosité enzimek kdzé soroljuk a peroxidazokat és a lakkéazokat.

A peroxidazok koz¢ tartoznak a lignin-peroxidaz (LiP) és a mangéan-peroxidaz (MnP).
vezet. A LiP a lignin nem-fenolos részegységeit oxidalja egy elektron-atmenettel jaro
reakcioban. Az aromas magbodl kationgydk jon létre, ami képes kémiailag tovabb bomlani.

Lignin modellvegyiiletek segitségével kimutattak, hogy a LiP a Ca-Cf kdtések hasitasaért, a
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gylriinyitasért, valamint szdmos mas reakcioért is felelds (Datta, A. et al., 1991, Grongyist, S.
et al., 2003; Wood, W. A. et al., 1988).

A mangan-peroxidaz a Mn(II)-t oxidalja Mn(IlI)-m4, amelyet szerves savak, pl.
oxalsav, malonsav, tejsav stabilizalnak komplexképzés kozben. Az Mn(IIl) komplex oxidalja
a lignin fenolos részeit és fenoxigyokok képzddnek, melyek tovabb hasitjak a kotéseket az
aromas gyurl és a Ca szénatom kozott. A MnP lignin-oxidalé kapacitasa azonban korlatozott,
mivel a fenolos szerkezetek ardnya a lignin Osszes egységéhez képest csupan 10-15%
(Grongyist, S. et al., 2003; Papinutti, V. L. et al., 2003).
amelyek a lignin polimerizacidjaban és depolimerizacidjaban is részt vesznek. A lakkazok a
kék multi-réz oxidazok csaladjaba tartoznak. A molekula katalitikus része négy réz atomot
tartalmaz. Az egyik réz, mint elsddleges elektron akceptor elektront von el a szubsztratumtol,
a tobbi binukleéris centrumot képez, ahol a molekuléris oxigén négyelektronos redukcidja
torténik. Az oxigénbdl viz keletkezik, mikdzben a redukald szubsztratum négy, egyenként
egyelektronos oxidacidja lejatszodik.

A medidtorok olyan molekulak, amelyek konnyen oxidalhatok a lakkézzal, majd az
oxidalt mediator azutdn oxidalja az aktudlis szubsztratot. Mig a lakkdz 6nmagaban csak a
fenolos lignin egységeket képes oxidalni, mediatorok alkalmazasaval mar a nem-fenolos
lignin egységeket is. Ilyen mediator (elsérendii szubsztrat) pl. a 2,2’-azino-bis(3-
etilbenztiazolin-6-szulfonsav) (ABTS) (Gréngyist, S. et al., 2003; Papinutti, V. L. et al.,
2003).

A bioldgiai eldkezelések soran kiilonbozd mikroorganizmusokat (barna-, fehér-, és
lagyrothasztd gombak) alkalmazhatnak a lignin és a hemicellulézok bontdsara a novényi
melléktermékekben (Szakacs-Dobozi és mtsai, 1992). Az eddigi kisérletekben fehérrothaszto
gombak (pl. Phanerochate chrysosportium, Trametes versicolor stb.) bizonyultak
hatékonynak (Taherzadeh M.J. et al, 2008). Az elonyok kozott emlithetd az alacsony
energiaigény, az enyhe koriilmények, illetve hogy semmilyen kémiai d4gens nem sziikséges.

Az oxidativ enzimek - eltéréen a bioeldkészitésben alkalmazott hidrolitikus
enzimektdl - rendkiviil dragak, ezért hasznos ezek eldallitasa fermentacioval. A fermentacio
soran alkalmazott szénforras hatdssal van a termelt enzim aktivitasara. Kedvez6 eredményeket
tapasztaltak lignocellul6z szénforrds alkalmazéasa esetén kiilonb6zd (SF, semi-SSF, SSF)
fermentacios eljardsokban, ami alapjan azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy a lignocelluloz
szubsztrat és annak bomlastermékei indukaljak a lignindegradald oxidativ enzimek

termelését. A celluldz jelenléte a LiP enzim termelésére hatott kedvezéen SF-ban (Kapich AN
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et al., 2004; Leisola MSA et al. 1985). Indokolt tehat a len biofehéritése céljabdl elballitott

enzimek fermentacioja soran len szénforrast alkalmazni.

2.5. A kutatomunka célja

A kisfrekvencias ultrahang eredményesen alkalmazhato extrakcidos miiveletekben, példaul
az ¢lelmiszeriparban. A szakirodalomban nem talaltunk azonban olyan kdzleményt, ahol a kis
frekvencids ultrahangot a szilard fazisi fermentacioval termeltetett enzimek kinyerésében
(extrakciojaban) alkalmaztadk volna. Mivel az extrakcid és a megfeleléen koncentralt
enzimoldatok eldallitisa a  szilardfazisi fermentacid gazdasagossagat jelentosen
befolyasoljak, a hatékony extrakcios 1€pés hozzdjarulhat a fermentacids eljards tovabbi
elterjedéséhez.

Tudomanyos diakkéri munkamban Aspergillus oryzae torzset szaporitottunk el nyers
lenrost szubsztratumon szilard fazisu fermentacidval abbdl a célbdl, hogy oxidativ enzimeket
allitsunk eld, amelyeket aztdn a len biofehéritéséhez haszndlhatunk. Az extrakcids lépést
kisfrekvencids ultrahanggal segitettiik. Az ultrahangos kezelés paramétereit széles hatdrok
kozott valtoztattuk.

A kutatdsi munkam soran arra kerestem a valaszt, hogy

e a kisfrekvencids ultrahang a szilard fazisu fermentécioval eldallitott és kinyert
enzimek hidrolitikus és oxidativ aktivitdsat hogyan befolyasolja;

e a kisfrekvencids ultrahang milyen mértékben fokozza az enzimek extrakcigjat a
szilard fermentumokbol;

e akinyert enzimkeverék hatékony-e nyers lenszévet biofehéritésében.

Mivel a biofehéritésben egyrészt oxidativ enzimek, madsrészt hidrolitikus enzimek
katalitikus hatdsa érvényesiil, ezért a fenti folyamatokat a lignin-peroxidaz, a lakkaz, a

poligalakturondz (pektindz) €s a sziirépapirlebont6 (cellulaz) aktivitds mérésével kdvettem.
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3. Kisérleti rész

3.1. Elé6zmények

A BME-VBK Fizikai Kémia ¢és Anyagtudoméanyi Tanszéken korabbi kisérletekben
gyapotmaghéjon sikeresen eldallitottak enzim komplexeket gyapotmaghéj és pamut enzimes
szénforrason szaporitottak el hat fonalas gomba torzset kétféle fermentacio keretében (SSF,
SmF) és a kapott anyagot hasznaltdk len szovetek bioelOkészitésére €s biofehéritésére. Az
alabbi fonalas gombakat tesztelték len szénforrast tartalmazé fermentacios kisérletekben:

- Phanerochaete chrysosporium NCAIM F 00740 (=ATCC 34541),

- Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725,

- Phanerochaete chrysosporium VKM F-1767,

- Aspergillus giganteus NRRL 10,

- Aspergillus oryzae NRRL 3485,

- Trichoderma virens TUB F-498.

A hat torzset kiilonb6zdé Osszetételi €s nedvességtartalmi fermentacids taptalajokon
vizsgaltak, optimalizalva a s6 tartalmat (egyszeriibb és komplexebb), valamint szilard fazisu
fermentéacional a nedvességtartalmat is.

A fermentdcié végén a szubmerz tenyészeteket lecentrifugaltdk, majd a feliilluszokbol
kiilonb6zé  hidrolitikus  és  ligninolitikus —enzimaktivitasokat mértek a nemzetkozi
publikéacidokban hasznalt modszerek szerint. Az eldzetes screening eredmények alapjan a két
legjobban termel6 torzset kivalasztottak késobbi kisérletekhez (Trichoderma virens TUB F-
498, ill. Aspergillus oryzae NRRL 3485). A Trichoderma torzzsel végzett kisérletek
eredményeit egy benytjtott kéziratban foglaltak dssze a kézelmultban (Szabo, O. E. és mtsal,
2013, benyujtott kézirat). A kutatdsi munkaba bekapcsolodva feladatom az extrakcios és

biofehéritési kisérletek folytatasa volt az Aspergillus oryzae torzzsel.
3.2. Anyagok és mddszerek

3.2.1. Felhasznalt vegyszerek, anyagok

A fermentacidohoz a komaromi Hungaro-Len Kft. altal gyartott len eléfonalat
hasznaltam. A biofehéritésnél a gyOri Pannon-Flax Zrt. altal gyartott kezeletlen (nyers)
lenszovetet kezeltem. A lenszovet vaszonkdtési és teriileti stirlisége 276 g/m?.

A kisérletekhez analitikai tisztasagi vegyszereket hasznaltam, amelyeket a Sigma

Aldrich Kft.-t6l és a Reanal Finomvegyszergyar Zrt.-tél rendeltem.
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A korabbi screening kisérletek alapjan Aspergillus oryzae (NRRL 3485) torzzsel
dolgoztam, szilard fazist fermentacioval enzimeket termeltettem lenrost szubsztratumon az

Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomanyi Tanszéken.

3.2.2. Ultrahang kezelések

Az ultrahangos kezelésekhez Sonics VCX-500 (Sonics & Materials, Inc., USA) tipust
ultrahang horn/szarv késziiléket hasznaltam. A késziilék 40 kHz frekvenciaji hangot bocsat
ki, maximalis amplitiddja 124 um, amelynek értéke szézalékosan allithaté. Maximalis
teljesitménye pedig 500 W.

A kezeléseket egy specidlisan kialakitott kettdsfala iivegedényben végeztem,
amelynek magassagat ugy tervezték, hogy az edény alja, és a horn vége kozt egy hullamhossz
legyen a tavolsag az allohullam kialakulasa miatt. Az tlivegedényt kiilsd termosztatra
kapcsoltam, hogy meggatoljam az ultrahang okozta jelentés hémérséklet-emelkedést, és
biztositsam az enzimek szamara optimalis koriilményeket. Az ultrahangos processzor egy
mintagyiijtd egységen keresztiil kapcsolodott szamitogéphez, ahol 10 masodpercenként
regisztralodott a leadott teljesitmény és a reakciokozeg aktualis hdmérséklete.

Az ultrahang energiastiriiségét Korabbi kutatdsok soran hataroztak meg kalorimetrias
modszerrel az egyes vizsgalt amplitddo értékeken (Szabo, O. E. és mtsai, 2013). A 40 %
amplitudon a késziilék altal leadott teljesitmény 30,3 W, amelybdl a tényleges munka 20,6 W.
60 % amplitadon a leadott 62,6 W-bol 40,9 W forditédik a hanghullam eldallitasara. Mig
80 % amplitadon 91,5 W-bol 55,1 W munkaval allithatdo elé az ultrahang. Az értékek
kiilonbsége hdenergiava alakul, hdveszteségkeént jelentkezik.

Az alabbi 8. abran lathat6 a mérési gépelrendezés.

Ultrahang-szarv

Hémérseklet érzékeld
Sonics Analég-Digitalis
Termosztat Termosztal6 kozeg “ |-| VCX-500 jeldtalakité PC

Kettdsfali iivegedény

8. abra: Az ultrahang feltaré késziilék és a mérési elrendezés
Az ultrahangos kezeléseket 40, 60 és 80 % amplitudo értéken végeztem, folyamatos
termosztalas mellett, 60 percig. A reakcidedénybe 12 ml feliiluszo6 oldatot higitottam 0,05 M-
os citrat pufferrel (pH=5) 120 ml-re. Extrakcio esetén pedig 1,2 g szilard fermentumra 120 ml

citrat puffert mértem. Az ultrahang kezelés soran magnesesen kevertettem az oldatot/
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szuszpenzidt. Mintavételezés 15 percenként tortént a késébbi enzimaktivitas mérésekhez
(sztirépapirlebonto-, lignin-peroxidaz, lakkaz és poligalakturonaz aktivitas). Kontroll
mérésként magnessel kevertetett rendszert vettem alapul. Minden mérést megismételtem

haromszor.

3.2.3.Feliiluszoval végzett kisérletek

A Kkisérletek els6 szakaszaban arra kerestem a valaszt, hogy az ultrahang milyen
mértékben degradalja a vizsgalt enzimek aktivitasat (szlir6papir lebonto-, lignin-peroxidaz,
lakkaz ¢és poligalakturondz aktivitds). Ehhez a fermenticiot kovetden korkords tipust
razogépen extrahalt feliiliszo mintakat hasznaltam fel (220 rpm, 2 6ra, 0,05 M citrat puffer
pH=5). A feliilisz6 mintakat citrat pufferrel higitottam 120 ml-re 10 X-es higitassal, majd 60
perces ultrahangos kezelést végeztem, és a mintavételezést kovetéen mértem az

enzimaktivitasokat.

3.2.4. Szilard SSF-vel végzett extrakcios kisérletek

A kisérletek masodik fazisaban az ultrahang horn extrakcios hatasat vizsgaltam, hogy az
ultrahanggal milyen mértékben nd az oldatba keriilt enzimek aktivitdsa a hagyomanyos
magnessel kevert rendszerhez képest. A szilard SSF mintakhoz 100-szoros mennyiségi
puffert adtam, majd az el6zéekben leirt modon jartam el a mintavételezéssel és az

aktivitasmérésekkel.
3.2.5. Enzimaktivitds mérések

Sziirépapir lebonto aktivitas (FPA)

A reakcioelegy egy 1x6 cm-es Whatman No.1. sziir6papir csikot, 1,0 ml 0,05 M-0s
citrat puffert (pH=5) és 0,5 ml megfelelden higitott feliiliszot tartalmazott. Az elegyet 50°C-
on 60 percig inkubaltam, majd 3,0 ml DNSZ (dinitro-szalicilsav oldat) hozzaadéasaval
allitottam le, és 5 percig forraltam (100°C-on). Lehiilés utan 20,0 ml desztillalt vizet adtam
hozza, és (Osszekeverés utan) az abszorbanciat 540nm-en vakkal szemben hataroztam meg
(vak: 1.5 ml 0,05M-os citrat puffer és 3.0 ml DNSZ reagens) (Ghose és tarsai, 1987). A
szlir6papir lebonto aktivitas (cellulaz enzimkomplex) méri az 50 mg sziirépapir csikbdl 1 ora
alatt felszabaduld redukald cukor (gliikkéz ekvivalens) mennyiségét. Az aktivitdst Ghose

(1978) ajanlasa szerint szamoltam ki.
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Poligalakturonaz aktivitas

A reakcidelegy 1,2 ml K-pektat (Sigma) oldatbodl, és 0,5 ml feliiliszobol allt. Az
elegyet 10 percig 50 °C-on inkubaltam, és ezutan 3,0 ml Stop reagens (EDTA, 0,5 M NaOH,
0,5% PAHBAH) hozzdadaséaval leallitottam a reakciét. A 10 perces inkubdaldst 5 percre
95 °C-on melegitettem, majd a hiilést kovetden mértem az abszorbanciajat 412 nm-en, a
megfelel hatterekkel szemben mértem. (vak: 1,2 ml 1%-0s K-pektat (Sigma) oldat, 0.5 ml
desztillalt viz és 3,0 ml Stop reagens) (Puchart és tarsai, 1999). A poligalakturonaz a pektint
bontd enzim komplex egyik 1ényeges alkotoja.

Az aktivitast az alabbi képlet alapjan hataroztam meg:

PG aktivités [IU /mi]= (mna ~teNGelymetszet) * D
tgo *t

Ahol:

Avinta : a minta mért abszorbancidja 412 nm-en, a megfeleld hattérrel szemben (vak minta)
tengelymetszet: a kalibracios egyenes tengelymetszete

D: a higitds mértéke

tga: a kalibraciés egyenes meredeksége [ml/mikromol]

t: a mérés ideje [ 10 perc]

Lignin-peroxidaz

Az aktivitas meghatarozasat a Daljit és tarsai (2001) altal kidolgozott modszer szerint
végeztem.

A lignindz katalizalja a veratril-alkohol (dimetoxi-benzilalkohol) veratril-aldehiddé
torténd H,O, altal végzett oxidéaciojat. Az alkoholnak nincs, de az aldehidnek erds
abszorbancidja van 310 nm-en. A reakcioelegy 1 ml 125 mM tartarat puffert (pH=3), 0,5 ml
10 mM veratril-alkoholt, 0,5 ml enzimoldatot tartalmazott. 5 percig elétermosztaltam 30 °C-
on a mixet. Majd hozzaadtam 0,5 ml 10 mM H,0,0ldatot, amellyel elindult a reakcio.
Leolvastam a peroxid hozzaadésa elétti, ill. 10 perccel késobb, a lecsokkent abszorbancia
értéket. Vak mintaként hasonldan készitett, de enzimet és peroxidot nem tartalmazo mintat
hasznaltam.

Az alabbi képlet alapjan szamoltam az enzimaktivitast, a Lambert-Beer torvény

felhasznalasat kovetden:
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A=cXeXl,
Ahol:

c: a koncentrécio [M]
&: a molaris extinkcios koefficiens [dm*M™ cm™]
I: a fény utja [cm]

atalakult moélok szama [umol]

U
Aktivita [—] = p - YUY -
el Py enzimtérfogat [ml] X inkubalasi id6 [min]

A fehérje molaris extinkcids koefficiense: g310=9 300 dm*M* em™,

Lakkaz

A kémcsobe 1,75 ml acetat puffert (pH=5), 0,25 ml 0,05 mM ABTS (2,2’-anizo-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfocid acid)) oldatot, ill. 0,5 ml enzim oldatot mértem Ossze. Az
ABTS szubsztratot 2 perces (30 °C) el6termosztalas utan adtam a mintakhoz, majd 10 perc
elteltével jeges vizbe helyezve leallitottam a reakciot. Az oldatok abszorbancidjat 420 nm
hulldimhosszon mértem spektrofotométerrel. Vak mintaként hasonldéan készitett, de
enzimoldatot nem tartalmazé mintat készitettem el, amelyre felvettem az alapvonalat a
fotometrias mérésnél. Az aktivitast a lignin-peroxidaznal leirtakhoz hasonléan szamoltam Ki.

A fehérje molaris extinkcios koefficiense: £420=36 MM cm? (Papinutti, 2003).
3.2.6. Biofehérités és szinmérés

Biofehérités extrakcio utan

Vizsgaltam az ultrahangos extrakcid hatasat a biofehéritésre. 60% amplitadd értéken
kiilonbozé ideig (15-30-45perc) végeztem extrakciot szilard SSF  mintabol. Az
ultrahangkezelést kovetéen a 120 ml SSF szuszpenziot kétfelé osztottam, majd az egyiket
centrifugaltam 8500 rpm-en 15 percig szobahOmérsékleten ¢és dekantalva sziirtem. Az
extrakciot razd termosztitban is elvégeztem, viszonyitdsi alapként. Ezt kovetden
elokészitettem a fehéritéshez a kezelendd mintakat, korbeszegtem az 5 cm oldalhosszusagu
nyers lenszovet négyzeteket. A fehéritést razo termosztatban 50 °C-on 30 percig végeztem.
1 g szovetre 60 ml eldextrahalt szuszpenzid jutott, mind a sziirt, és szliretlen mintakkal. A
fehérités utan a szoveteket alaposan mostam forrd, majd szobahdmérsékletti desztillalt vizzel,

és levegdn hagytam megszaradni.
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Szinmérés

A biofehérités hatasat a kotott lenszovet szinére szinméréssel hatdroztam meg. A
fehéritést kdvetden masnap a megszaradt szovetek mértem a reflektanciajat Hunterlab Color
QUEST szinmérd berendezésen, D 65/10° fényforrassal. A mintakat a standardnak valasztott
kezeletlen kelmékhez viszonyitott AE*, AL* ¢és AC* értékekkel jellemeztem, amelyek
jelentése:

e dC*= szintelitettség, azaz kréma

o dL*=vilagossagi tényezo

e dE*= sziningerek kozti kiilonbség

A mérést 3 rétegbe hajtogatott szovetem hdrom kiilonbdzd helyen végeztem, amelybdl a

szinmérd késziilékhez kapcsolt szamitogép €s a szoftver elvégezte az atlagolast.
3.3. Eredmények, értékelés

3.3.1. El6zmények

Munkam sordn a BME-VBK Fizikai Kémia és Anyagtudomanyi tanszéken folyd
kutatdsokba kapcsolddtam be. Az alabbi torzseket vizsgaltak len szubsztraton végzett szilard
fazisti fermentacioval: Aspergillus giganteus NRRL 10, Aspergillus oryzae NRRL 3485,
Phanerochaete chrysosporium VKM F-1767, ATCC 24725, NCAIM F-00740 és
Trichoderma virens TUB F-498. A fermentacios elOkisérletekben Osszehasonlitottak a
stillyesztett fazisu fermentdciot a szilard fazisival, tovabbd optimalizaltdk a tenyésztési
kortilményeket, ahogy errdl az irodalmi bevezetd fejezetben leirtam. Hidrolitikus és lenre
specifikus oxidativ enzimek aktivitasdnak mérésével meghataroztdk a legnagyobb
enzimaktivitast produkal6 torzseket. E mellett tesztelték a kinyert nyers enzimkeverékek len
szovet fehéritd hatdsat, és a legjobb enzimtermeld, ill. fehéritd torzsekkel dolgoztak tovabb.

A legjobb, Trichoderma virens torzzsel végzett kisérletek eredményeit egy benyujtott
kéziratban foglalja 6ssze témavezetdm ¢€s szerzotarsai (Szabo, O. E. és mtsai, 2013, benyujtott
kézirat). Ennek folytatasaként kisérleteimben az Aspergillus oryzae NRRL 3485 torzzsel
dolgoztam. Az eredményeimet harom szakaszban szeretném bemutatni.

Az els6 részben az ultrahang esetleges enzimkarositdo hatasat vizsgalom extrahalt
feliiliszomintak szonikalasaval. A masodik részben a szilard SSF mintak (9.4abra) extrakciodjat
ultrahanggal végeztem el, amelyet magneses kevertetéshez viszonyitottam.Végiil pedig az
extrakciot és a kinyert enzimek fehéritd hatasat vizsgaltam nyers lenszovet in Situ

biofehéritésével razod termosztatban.
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9. abra: Aspergillus oryzae NRRL 3485 SSF minta

3.3.2.Ultrahang kezelés hatasa a nyers enzimoldatok aktivitas értékeire

Az extrakcio és biofehéritési vizsgalatok értékelése el6tt tisztazni kellett, hogy milyen
hatassal van az ultrahangos kezelés az SSF mintdkbol kiextrahalt nyers enzimkeverékre. Az
extrakcids hatas mellett figyelembe kell venni az ultrahang esetleges degradélo, fehérje-
szerkezetkarositd, denaturaciés hatasat. Igy citrat pufferrel (pH=5) korkords razoban
extrahaltuk két oran at 200 rpm fordulaton az SSF mintakat, majd centrifugalas utan a kapott
feliilluszokat vizsgaltuk ultrahanggal. Négy valasztott enzim aktivitdsanak mérésével
jellemeztem az ultrahang hatasat. Mértem a feliiliszok sziirépapir lebontd, lakkdz, lignin-
peroxidaz, és poligalakturonaz aktivitasat 40-60-80 %-os amplitado értéken 60 percig. Az
extrakcid vizsgalatanak megkezdésekor a 0. iddpillanatban egy hipotetikus mérési pont kertilt
felvételre.

A szlir@papir lebontd aktivitassal a cellulozbontd enzimek dsszaktivitasa jellemezhetd.
A kiinduldsi enzimaktivitds 0,23-0,4 FPU/ml érték koril ingadozik, mivel az extrahalt
feliiluszok kiindulasi aktivitas értékei sarzsonként eltérhetnek. A 10. abran lathatjuk, hogy a
60 % amplitidon mért 15. perces kiugré mintavételtdl eltekintve az enzimaktivitds nem
csokken ultrahang hatdsara. Egy oras kezelést kovetden is 0,30-0,32 FPU/ml aktivitast
mértiink. 80 % amplitido értéken tapasztalunk csak enzimaktivitds csokkenést, 0,4 FPU/ml-
r6l 0,32 FPU/ml-re, de ez nem jelentds csokkenés. Az FPA mérési eredményei viszonylag

nagyobb szoérast mutatnak, amely a mérési modszerbdl is adodik.
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10. abra: Sziirépapir lebonto aktivitas (FPA) valtozasa feliiliisz6 mintak ultrahangos
kezelése soran
A lakkdz (EC 1.10.3.2.) tobb réziont tartalmazd polifenol-oxiddz enzim,

(=]

szubsztratjaként kiilonb6z0 aromds komponensek szolgdlnak, mig termindlis elektron
akceptora az oxigén (Scherer, M. et al., 2001). A folyadékbol, illetve szovetanyagokbol vald
szinezék eltavolito hatdsa miatt kiilondsen fontos a biotechnologiai muveletekben ¢és
kornyezetvédelmi alkalmazasokban betoltott szerepe (Tzanov, T. et al., 2003).

A lakkaz aktivitds mérése soran az FPA-hoz hasonld eredményeket tapasztaltunk. A
feliilusz6 mintak kiindulasi lakkaz aktivitasa 0,75-0,85-1,1 1U/ml érték koriil mozgott (11.
abra). Az egyes mintavételeknél lathaté némi ingadozas, de kb. a kiindulasi érték koriil mozog
a meért lakkaz aktivitds. A rendkiviil biztaté eredmények azt mutatjdk, hogy az ultrahang
amplituddjanak novelésével nem csdkken a lakkdz aktivitds sem jelentds mértékben egy oras

kezelést kovetden.
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11. abra: Lakkaz aktivitas valtozasa feliilisz6 mintak ultrahangos kezelése soran
Az oxido-reduktazok csoportjaba tartozé lignin-peroxidaz enzim (EC 1.11.1.14) a
lignin lebontasaban vesz részt. El8szor a P. chrysosporium tenyészetekbdl azonositottak. A
LiP sokféle reakcioban vesz részt. Aktivitasmérése is a veratril-alkohol veratril-aldehiddé
torténd oxidacidjan alapul, amelyet a hidrogén-peroxid inicial. A LiP a torma-peroxidazhoz
hasonl6 katalitikus ciklusban reagal, 5 redox reakcios 1épésben (R. C. Kuhad, et al., 1997).
A feliiliszé mintdkban mértem a lignin-peroxidaz aktivitas valtozasat is. Amint az a
12. abran is lathatd, a kiindulasi LiP aktivitas 5,5-6,8 IU/ml kozt valtozott. Az el6zo
eredményekhez hasonlot tapasztaltam az ultrahangos kezelés soran. Az amplitadé ndvelésével
30 perc utan csekély csokkenés tapasztalhatdo. Azonban a kezelés végére 60 perc utan a LiP
aktivitdas megnd, féleg 60 % amplituidon, amely adodhat mérési hibabdl is. 80 % amplitido
értéken a kiindulasi 6,56 IlU/ml-r61 5,37 IU/ml-re cs6kken az aktivitds, ami 20 %-0S

csokkenést jelent, ez mar nem elhanyagolhaté mértékd.
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12. abra: Lignin-peroxidaz (LiP) aktivitasvaltozasa feliiliszé mintak ultrahangos

Lignin-peroxidaz aktivitas (IU/ml)

kezelése soran

A poligalakturonaz (EC 3.2.1.15) a pektinbont6 enzimek egyik nagy csoportjat alkotja
(Pedrolli D.B. et al., 2009). A pektin a celluldzzal, a hemicelluldzzal és a ligninnel egyiitt a
novényi sejtfal egyik fontos épitdanyaga, és a celluldézrostok 0sszeragasztasdban van szerepe.
A textilidk enzimes bioelOkészitése soran a kiilsd viaszos réteg eltavolitdsat a pektin
enzimkatalizalt hasitasdval valositjak meg, amely hidrofil felszint eredményez. Igy a
poligalakturonaz enzim ipari jelentdsége a lakkazhoz és lignin-peroxidazhoz hasonldan
rendkiviil fontos.

A poligalakturondz aktivitdas mérés soran az el6z0 harom enzimaktivitdshoz hasonlod
eredményt mértiink. A 60 % amplitado értéken mért PGU aktivitds alacsonyabb a masik 2
amplitidon mértekhez képest. Valdsziniileg a feliiliszé sarzs tulajdonsagaiban volt eltérés a
fermentéaciobol adédoan. Az ultrahang kezelés megkezdése eldtt 0,6-0,8-0,94 TU/ml aktivitast
hataroztam meg (13. abra). A kezelés soran a PGU aktivitas kis mértékben nétt is az ultrahang

hatasara.
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13. abra: Poligalakturonaz (PGU) aktivitas valtozasa feliiliiszo6 mintak ultrahangos
kezelése soran
Osszességében tehat elmondhat6, hogy az ultrahangkezelés nem csdkkentette jelentds
mértékben a vizsgalt feliiliszokban a sziirépapirlebontd, lakkaz, lignin-peroxiddz, ¢&s
poligalakturondz aktivitasat. Ez rendkiviil fontos eredmény, hiszen az extrakcid sordn nem

kell szamolnunk jelentés degradacioval és enzimveszteséggel.

3.3.3. Ultrahang hatasa a nyers enzimek extrakciojara

A kisérletek mésodik szakaszaban a szilard SSF mintak extrakcidjanak hatékonysagat
ultrahangkezeléssel vizsgaltuk. Kontroll mérésként magneses kever6vel végeztiink
enzimkinyerést. Az ultrahanggal végzett méréseket 40-60-80 % amplitado értéken végeztiik,
az el6z0 szakaszban leirtakhoz hasonloan.

Az extrakciot eloszor FPA-mérésen keresztiil kovettiik. A 14. dbran lathatd, hogy az
ultrahang amplitiddjanak novelése jelentds mértékben noveli az oldatba keriilt cellulaz
enzimek mennyiségét. 60 perc elteltével a kontroll mérésnél 0,43 FPU/ml-t mértiink, mig 40%
amplitadon 0,58 FPU/mI-t, 60 % amplitadon 0,65 FPU/mI-t, 80 % amplitadon pedig
1,03 FPU/mI-t. A 80 % amplitddon végzett kezelés 240 %-os novekedést eredményezett a

szlir6papir lebontd képességben.
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14. abra: Sziirépapir lebont6 aktivitas. Az ultrahang amplitiddjanak hatasa az
extrakcio eredményességére
A lakkaz kinyerésének eredményei a 15. abran lathatok. Az ultrahanggal végzett
kinyerés nagysagrendi novekedést hozott a kontrollhoz képest (1,64 IU/ml 60 perc utan). 40%
amplitadon 7,88 IU/ml-re, 60 % amplitadon 15,05 1U/ml-re nétt a lakkaz aktivitas, mig 80 %
amplitddon 45 perc utan mértiikk a maximalis értéket, amely 12,19 IU/ml volt. Lathato, hogy a
80 % amplitddd érték a kinyerésben korlatozottan alkalmazhatd, hiszen a feliiluszok
kezelésénél is 20 9%-os aktivitdas csokkenést eredményezett. Tehat a legnagyobb

hatékonysagnovekedést 60 % amplitadon értem el.
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15. abra: Lakkaz aktivitas. Az ultrahang amplitidéjanak hatasa az extrakcio
eredményességére
A lignin-peroxidaz aktivitasméréséhez kapcsolodd eredmények a 16. abran lathatok. A
telitési gorbére jellemzd tendencia alakult ki az enzimkinyerés soran. A kevert kontrol
esetében 15 perc utan jelentdsen megnd a LiP aktivitas, azonban ez nem tud tovabb emelkedni
jelentdsen. A magneses kevertetéssel a szilard SSF gumodk/golyok nem esnek szét, igy a
kinyerés hatékonysaga is alacsony. Mig az ultrahang az extrakcié soran az Osszeéllt SSF

gumokat szétveri és szdlakra szedi, igy az enzimek oldatba kertilése jelentdsen javul.
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16. abra: Lignin-peroxidaz aktivitas. Az ultrahang amplitidojanak hatasa az extrakcio

eredményességére

Végiil pedig a poligalakturondz enzim kinyerésének eredményeit szeretném bemutatni
a 17. &dbran keresztiil. A kontroll mérés egy telitésbe hajlo gorbét ad, az aktivitas folyamatosan
né 45 percig, majd stagnal 0,83 IU/ml aktivitas értéken. Szonikalas hatdsara meredeken né a
kinyert enzim aktivitas. Az amplitid6 emelésével egyre gyorsabban keriil oldatba a
poligalakturonaz és valik mérhetévé. Az extrakcid hatékonysagat jelentdsen javitja az

ultrahang. 60 perc kezelést kovetden kozel hasonlo PGU aktivitds mérhetd mindharom

amplitadon, 1,9-2,2 IU/ml, ami 2,5-szeres aktivitasndvekedést jelent.
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17. abra: Az ultrahanggal végzett extrakcio hatasa a poligalakturonaz aktivitasra

Az extrakci6 értékelésének Osszegzéseként kijelenthetjiik, hogy a kisfrekvencias ultrahang
rendkiviil jelentés mértékben javitja az extrakcids hatékonysagot, a szilard fazisu
fermentacidos mintakbol az enzimek kinyerhetdségét. Mind a négy vizsgalt enzimaktivitas
esetében 2-3-szoros aktivitast mértem 60 perc kezelést kovetden, mig a lakkaznal

nagysagrendi ndvekedést eredményezett a szonikalas.

3.3.4. Biofehérités

Textilipari felhasznalas szempontjabol korabban féleg hidrolitikus enzimeket vizsgaltak,
¢és alkalmaznak, mint pl. a farmerkoptatdsra vagy pillingesedés gatlasara (bolyhok
eltavolitasa) cellulazokat, vagy a viaszréteg eltavolitdsara pektindz enzimeket. Az utdbbi
idében nagyobb kutatdsi érdekldédés iranyul az oxidativ enzimek felhaszndlasara, mivel
sokféle reakciot katalizalhatnak. Az oxidativ enzimek eldallitisa nagyon koltséges, ezért
laboratoriumi koriilmények kozott leggyakrabban siillyesztett és szilard fazisu fermentacioval
allithatjak eld. Fontos lenne a celluloz alapt szélasanyagok el6készitésében a fehéritési 1épést
enzimes technoldgidra cserélni. Ehhez oxidativ enzimekre van sziikség, amelyek az aromaés
bonté enzimek eldallitasara a Phanerochaete torzsek a legalkalmasabbak, de mas torzsek,
mint pl. az Aspergillus is képesek erre. A szinanyagok eltdvolitdsaban a legnagyobb szerepet

a lakkdz és a peroxidaz enzimek toltik be.
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Az éltalunk termeltetett oxidativ enzimek biofehéritd hatasat kiillonb6zo ideig, razo
termosztattal (shaker, sh. roviditve) és ultrahanggal végzett eldextrakciot kovetden vizsgaltuk.
keriiljon. Az eldextrahalt SSF szuszpenzidkat kétfelé osztva centrifugdlt feliiliszoval és
szilard SSF-et is tartalmazo szuszpenzidval parhuzamosan biofehéritést végeztiink.

Vizsgaltuk, hogy van-e kiilonbség az extrakcids idén kiviil a centrifugalt enzimoldat
ill. a szuszpenzi6 fehéritd hatdsaban. 15, 30 és 45 percig végeztiink eldextrakciot. A 60 perces
eléextrakciot elhagytam, mivel az extrakcido soran tapasztalt lignin-peroxidaz aktivitasa
lecsokkent az ultrahang hatasara (12. abra). A lignin-peroxidaz enzim a legfontosabb a len
elszintelenitésében, ezért a maximalis elérhetd enzimaktivitasra és kinyerésre torekedtem.

A 18. abran lathat6 a shakerrel végzett extrakciot kovetd fehérités eredménye.

Lathato, hogy az extrakciés i1d0 novelésével jelentds a kiinduldsi szdvethez
viszonyitott szinvaltozas. A szinkiilonbség szemmel is jol lathato, hiszen az értéke 1ényegesen
meghaladja a AE*> 0,5. A centrifugalt mintakkal végzett kezelés fehéritd hatasa elmarad a
megallapithatd, hogy jelentds a vilagosodds, hiszen a AL* folyamatosan né az extrakcid
idejével. A 45 perces centrifugdlt minta eredménye mérési hibara utal. Jelentds az
elszintelenedés is, de a mértéke (AC*) az extrakcio idejétdl fliggetlen, -0,5 és -0,7 kozt

valtozik.
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18. abra: Razo termosztattal végzett eléextrakciot koveto fehérités eredménye

Az alabbi dbran pedig az ultrahanggal extrahalt mintdk fehéritési eredményessége
lathaté (19. abra). Ultrahanggal kezelt szuszpenzidknal nincs kiilonbség a centrifugalt
feliiluszo ill. a szuszpenzié fehéritd hatasa kozt. Elmondhatd, hogy a shakeres extrakcidhoz
képest jelentdsebb szinvaltozast tapasztaltam. Ultrahanggal az 0ssz-szinvaltozas 45 perc utan
AE*=245-6s értéket éri el, amely tobb, mint kétszerese a shakerben végzett extrakciods
mintahoz képest (AE*=1,08). Jol latszik az oszlopdiagramon, hogy az extrakci6 idejének
novelésével nagy mértékben megné a szinvaltozas, tovabba a vilagosodas mértéke is (AL*).
Az elszintelenedés csak a 45 perces ultrahangos extrakcional kiemelkedd érték

(AC*=-1,16) a shakertdl eltéréen.
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19. abra: Ultrahanggal végzett el6extrakciot koveto fehérités eredménye

Lathattuk, hogy a kisfrekvencids ultrahanggal segitett SSF extrakcio, majd a kezelt
szuszpenziokkal végzett fehérités eredményessége nagymértékben javul az ultrahangkezelés
idejének novelésével. Jelentds szinvaltozast ¢és vildgosodast tapasztaltam, mig az
elszintelenedés a shakerben végzett extrakcios mintaknal nagyobb mértékben jelentkezett.

A shakerrel végzett eldextrakcionadl a nem centrifugélt szuszpenzid fehéritd hatasa
bizonyult jobbnak, mivel valoszinlileg az SSF szubsztratbol még a fehérités soran is
folyamatos a kiold6d6 enzimek hozzajarulnak a jobb fehéritéshez.

Az ultrahanggal végzett eléextrakcional nem tapasztaltunk kiilonbséget a centrifugalt és
szliretlen szuszpenzidval végzett fehérités kozt. Ennek hatterében az allhat, hogy az
ultrahanggal kioldod6 enzimek mennyisége 2-3-szoros, igy eleve jelentdsebb fehéritd hatast
fejt ki a centrifugalt minta is. Ultrahanggal az elszintelenedés mértéke mégsem éri el a
kontroll eredményeit, mivel valosziniileg az eléextrahalt és nagyon finom porra tért SSF
anyag szuszpenzi®jabol a feliiletre visszarakodnak szines részek, amelyek a fehéritd hatast
mérséklik. Az SSF anyaggal végzett fehéritésnél tehat két ellentétes hatds érvényesiil, a
nagyobb fehéritd hatds és a szilard szuszpenziobol a feliiletre visszarakodo finom por hatésa,

amely rontja a fehérséget.
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4. Osszefoglalas

Tudoményos diakkdri munkam soran a BME Vegyészmérnoki és Biomérnoki Kardnak
Fizikai Kémia és Anyagtudomanyi Tanszékén folyd kutatasokba kapcsolédtam be. A korabbi
tanszéki kisérletekben szildrdfazisu fermentacidval len szubsztraton allitottak eld hidrolitikus
¢és oxidativ enzimeket. Az egyik legjobb enzimtermeldnek az Aspergillus oryzae NRRL 3485
torzs bizonyult. Kutatomunkdmban ezzel a torzzsel dolgoztam. Vizsgaltam a szilardfazisa
fermentacioval len szénforrason eldallitott fermentumokbol a nyers enzimkeverékek
extrakciojat és az extrakcio fokozasat Kisfrekvencias ultrahang alkalmazasaval. Jellemeztem
az ultrahang enzimaktivitasra gyakorolt hatasat. Vizsgaltam az extrahalt enzimoldatok és
kozvetleniil a szilard fermentumok eredményességét nyers lenszovet biofehéritésében.

Kutatomunkam elsé szakaszaban extrahalt felilluszokkal végeztem kisérleteket az
ultrahang enzimaktivitasra gyakorolt degradacidés hatasanak vizsgalatira. Az eredmények
alapjan arra a megéllapitasra jutottam, hogy az ultrahangos kezelés nem csokkentette
szamottevé mértékben a szlir6papir lebontd és lakkaz aktivitasokat. A lignin-peroxidaz és
poligalakturonaz aktivitasok 45 perces 80 % amplitidon végzett ultrahangos kezelést
kovetéen kozel 20 %-kal csokkentek.

Munkam masodik szakaszaban az extrakcio hatékonysagat vizsgaltam szilard SSF mintak
ultrahangos kezelésével. Az eredmények azt bizonyitjak, hogy a sziirpapir lebonto aktivitas,
a lignin peroxidaz és a poligalakturonaz aktivitas a 80 % amplitidon végzett ultrahangos
kezelés kovetkeztében kozel 2,5-szeresére nd. A lakkaz enzimek esetén még ennél is nagyobb
aktivitas novekedést tapasztaltam.

A biofehéritési kisérletekben kisfrekvencias ultrahanggal €s raz6 termosztattal eldextrahalt
SSF  szuszpenziok  fehéritdé  hatasat vizsgaltam. Az ultrahangos elGextrakcio
eredményesebbnek bizonyult, mint a hagyomanyos shaker-ben végzett extrakcid ¢és
jelentésebb elszintelenedést és vilagosodast okozott a lenszovetek kezelése soran

Meérési eredményeim alapjan tehat elmondhat6, hogy sikeresen alkalmaztam a
kisfrekvencias ultrahangot szilard fazist fermentumbol torténd enzimek kinyerésére, valamint
a nyers lenszovet biofehéritésére. Az eredmények azt mutattdk, hogy SSF mintakbdl a nyers
enzimkeverékek kinyerése jo hatasfokkal megvalosithatd, valamint a biofehérités sordn is

eredményesen alkalmazhat6.
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