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BEVEZETES

1. BEVEZETES

Napjainkban egyre nagyobb teret hodit a kornyezetbarat technologidk fejlesztése. A
mikroorganizmusok, valamint azok anyagcseretermékei nemcsak termékek el6allitisaban
hasznalatosak, hanem nagy szerepet jatszanak a  hulladékok lebontasaban,
szennyvizkezelésben, illetve ipari melléktermékek feldolgozasaban egyarant.

A mikrobdk segitségével megvalositott biokonverziok ipari méretekben vald
alkalmazasanak nagy elonye, hogy nem, vagy sokkal kevesebb melléktermék keletkezik a
folyamatok soran. Az ipari termelés soran keletkezett melléktermékre leggyakrabban mar
hulladékként tekintenek. Ezek hasznositasa igen gazdasdgos megoldés, mivel az alapanyag
beszerezési ara nagyon alacsony. Ilyen nyersanyag tobbek kozott a kukoricacsutka vagy a
sortorkoly, amelyek élelmiszeripari célti  felhasznalasra mar alkalmatlanok. Tobb
tanulmanyban is bizonyitottdk, hogy a kukoricacsutka jelentds xilan tartalmanak
koszonhetéen kivald xilanaz enzimtermelésre (Purkarthofer, 1993; Su, 2011). A sorgyartas
soran keletkez6 mellékterméknek, a sortorkolynek is szamos alkalmazasi lehetdsége 1étezik.
Nemcsak 4allati takarmanyként hasznosithato, hanem nagy hemicelluléz tartalmanak

kdszonhetden ez a nyersanyag is elhasznalhato xilandz termelésre.

A xilanaz enzimet elterjedten alkalmazzak a papiriparban, ahol a hagyomanyos klor
felhasznalasaval torténd papirfehérités soran szamos kornyezetkarositd klorozott vegytilet
keletkezik. A papir xilanaz enzimmel val6 biofehéritése altal, joval kevesebb melléktermék
kertil a szennyvizbe. A xilanadz enzim hatdsmechanizmusat tekintve a xilan poliszacharidbol -
melyet a névényi rostok nagy szazalékban tartalmaznak - a xilobiéz mellett, 5 szénatomos
xiloz egységeket szabadit fel. Ez a monoszacharid bizonyos éleszték (pl. Pichia stipitis)
segitségével etil-alkoholla fermentalhatd, majd a fermentlé leparlasa utan bioetanolként
hasznosithatdo. A madésodik generacids bioetanol eldallitdsa, a cukor- és keményité alapt
anyagok felhasznalasa helyett, az élelmiszeriparban felhasznaldsra nem keriild nyersanyagok
alkalmazaséval torténik.

Egy enzimreakcid soran a magasabb hdmérséklet (bizonyos mértékig) noveli a reakcid
sebességét, igy jobb kihozatalra szdmithatunk. Ehhez azonban hdstabil enzimre van sziikség.

A Thermomyces lanuginosus egy termofil fonalasgomba, igy magasabb hdémérsékleti
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kortilmények kozott is életképes. Ennek koszonhetden termelt enzimei is termostabilak, igy
szamos ipari eljarasban alkalmazhatok.

TDK munkdm készitése soran az imént emlitett gyartasi melléktermékek -
kukoricacsutka, soOrtorkoly- —alkalmazhatdsagat  vizsgaltam  xilandz  enzimtermelés
szempontjabol kiilonb6zé6 Thermomyces lanuginosus torzsek segitségével, valamint a

fermentaciods tapkozeg €s technoldgia optimalasaval az enzimtermelés fokozasat céloztam

meg.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Thermomyces lanuginosus

A Thermomyces lanuginosus egy termofil fonalasgomba. Kiilonb6z6 tapagarokon is
gyors novekedésre képes, 45-50°C—os kornyezetben. Optimalis ndvekedési homérséklete 48-
52°C, de ennél szélesebb tartomanyban, 35-55°C is megfeleld ndvekedést mutat. Még 68°C-
os hémérsékleten is életképes tud maradni. Elészor 1899-ben izolalta Tsiklinskaya kerti
talajjal beoltott burgonyarol, majd 52-53°C-on fehér kenyéren novesztette. A Thermomyces
lanuginosus telep- és sejtmorfologiaja az 1. abran lathatd. Ez a gomba az egész vilagon
megtalalhato, komposztalt zoldségekben, allati iriilékben egyarant. A szerves ndvényi
hulladékok lebontdsahoz szdmos extracelluldris enzimet szintetizal. Kiilonb6zd torzseirdl
bebizonyosodott, hogy kimagaslo extracellularis xilanaz, illetve egyéb hemicellulaz enzim
termeloképessége van. Ezek az enzimek felelések a hemicelluldéz alkotok hidroliziséért. A
hemicellul6z komponensei kozott a xilan van jelen legnagyobb mennyiségben, ezért is a
lebontasat végz6 xilanaz tanulmanyozasanak nagy jelent6sége van (Singh et al., 2003).

A Thermomyces lanuginosus a hemicellulazokon kiviil egyéb extracellularis enzimet
is képes szintetizalni, a-amilazt, glilkoamilazt, o- és B-galaktozidazt, invertazt, lipazt valamint

proteazt, melyeket szamos ipari eljarasban alkalmaznak (Nguyen et al., 2011).

M b

1. abra: Thermomyces lanuginosus SSBP telep- (PDA agar, 7 nap, 50°C) és
sejtmorfolégiaja (Singh et al., 2003)
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2.2. A hemicellulolitikus enzimek

A ndvényi hulladékanyagok legnagyobb részét a novények vazanyagai alkotjak,
melyek koziil ipari szempontbdl a celluldz, a hemicelluloz és a lignin a legfontosabbak. A
celluloz D-gliikoz egységekbol pB-1,4-es glikozidkotésekkel felépiilo poliszacharid. A
hemicelluloz azon poliszacharidokat foglalja magaba, amelyek a cellul6zon kiviil résztvesznek a
sejtfal felépitésében. Szerepiik a celluléz szalak halézatabol allo sejtfalvaz régzitése a
kovetkeztében, szamos enzim sziikséges. Ezeket a hemicellul6z hidrolizisében szerepet jatszo
enzimeket, hemicelluldzoknak nevezziik. A két legjelentdsebb hidrolaz enzim a B-D-xilanaz,
valamint az endo-1,4-B-D-mannandz. A kiilonb6z6 kémiai kotések hidroliziséért felelds

enzimek a 2. szamu abran lathatok. (Shallom & Shoham, 2003)
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2. abra: Hemicellulloz komponensek és hemicellulazok (Shallom & Shoham, 2003

nyoman)
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Hemicelluldzokat szdmos baktérium ¢és gomba is képes szintetizlni. Aerob
mikroorganizmusok koziil példaul az Aspergillus és Trichoderma gomba fajok nagy
koncentracioban ¢és tobb fajta enzimet képesek eldallitani. Az emlitett gombak igy szamos
hemicellul6oz polimert monoszacharidokka, diszacharidokka hidrolizalnak, ¢és az igy
keletkezett termékeket a kornyezetiikben ¢él6 mikroorganizmusok is felhasznalhatjak
anyagcser¢jiikhoz.

Aerob baktériumok koziil a Bacilli és a Cellvibro fajok is képesek hemicellulazokat
termelni, els6sorban poliszacharid gerincet bontd enzimeket, melyek hidrolizis termékei a
nagyobb oligoszacharidok. Ezeknek a teljes lebontasaért a baktériumok intracellularis enzimei
a felelosek.

Végiil pedig anaerob baktériumok is képesek hemicellulaz szintézisre, példaul a
Clostrida, melyre a hemicellulaz mellett, cellulaz enzimtermelés is jellemzo.

Biotechnologiai felhasznalhatosagukat tekintve széleskoriien alkalmazhatok allati
takarmanyok elékezelésében, a papirgyartas soran, de a legnagyobb kihivast jelenti a
lignocelluloz Gsszetevok alkalmazasa megtjuld energiaforrasként. (Shallom & Shoham,

2003)

A xilanolitikus enzimek

A xilanolitikus enzimek végzik a hemicellulaz egyik f6 komponensének, a xilan
D-xilopiranoz egységek a fo alkotok. A xilanaz, mas néven, endo-1,4-f xilanaz a xilan
poliszacharid 1,4-B-D-glikozidos kotéseinek hidrolizisét katalizalja. A xilan eredetét6l
fliggden tartalmaznak még arabinozil, 4-O-metilgliikuronsav és acetil csoport egységeket. A
xilan teljes lebontdsdhoz tehat a xilandzon kiviil egyéb enzimek is kozremiikodnek: a-
gliikkoronidaz, o-arabinozidaz, B-xilozidaz, észteraz (Poutanen et al., 1987). Endo-1,4-B3-
xilanaz (EC 3.2.1.8) és B-xilozidaz (EC 3.2.1.37) termelésére szamos mikroba képes (Shallom
& Shoham, 2003).

2.3. A xilanaz enzim

A xilanaz enzim (E.C.3.2.1.8, endo-1,4-B-D-xilandz), egy hidrolaz enzim, amely a
xilan poliszacharid 3-1,4 kotéseinek hidrolizisét katalizalja. A xilanaz enzim véletlenszerlien

tamadja a xilan vazat. A hidrolizis terméke rovidebb szénlanct oligomerek, valamint xilobioz

és xiloz (Singh et al., 2003).
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2.3.1. A xilanaz enzim elofordulasa

Xilanaz termelé mikroorganizmusokat nemcsak a gombék, hanem a baktériumok
kozott is talalhatunk. A BRENDA enzim informacids rendszerben rengeteg mikroorganizmust
talaltam, amelyeknél xilanaz enzim aktivitast taldltak. Ezek koziil néhany példat felsoroltam
az 1. szamu tablazatban. Utana par példaval ismertetem néhany Xilanaz termelé mikroba

felhasznalasi lehetdségeit.

1. tablazat: Xilanaz enzim elofordulasa

Mikroorganizmus Hivatkozas
Acetinobacter junnii Lo et al. (2010)
Thermonnaerobacterium Saripan & Reungsang et al. (2013)
thermosaccharolyticum
Staphylococcus sp. Gupta et al. (2000)
Trichoderma longibrachiatum Smith et al. (2009)
Thermomyces lanuginosus Purkarthofer et al. (1993)
Penicillium citrinum Dutta et al.(2007)
Aspergillus niger Smith et al. (2009)

Lo és tarsai (2010) az Acetinobacter junnii F6-02 mikrobat hasznaltak fel kutatasuk
soran, melyben hidrogén fermentaciot vizsgaltak kiilonb6zd enzimatikusan hidrolizalt xilan
szubsztratumok esetén. Ezzel a xilanaz termeld baktériummal végezték a hidrolizist, majd a
hidrogén eléallitashoz Clostridium butyricum CGS5 torzset alkalmaztak. Az A. junnii F6-02—t
Dél-Taivanban, talajbol sikeriilt izolalni, Bushnell Haas tapkozeg segitségével amit
karboximetil-cellulozzal, és xilannal egészitettek ki.

A Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum KKU ED-1 egy elefant tragyabol
izolalt mikroba, amire jellemz6 hogy szamos szénforrasbol (glikoz, maltdz, xiloz, galaktdz,
fruktoz, arabindz, xilan) képes hidrogént eldallitani. Saripan és Reungsang (2013) kutatasuk
soran optimaltdk a KKU ED-1 torzs biohidrogén termelését. A fermenticid optimalis
koriilményei: pH 7,0, hdmérséklet 55°C, valamint a xilan koncentracié 15 g/L.

Aspergillus niger és Thermomyces lanuginosus eredetli xilanazt alkalmaznak a
celluloz, illetve hemicelluloz alapt bioetanol gyartas eldkezelési 1épéseként, a hatékonyabb

etanol fermentacioé érdekében (Smith et al., 2009).
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2.3.2. Thermomyces lanuginosus eredetii xilanaz

A tobbi termelé mikroorganizmussal szemben a Thermomyces lanuginosus
nagysagrendekkel nagyobb mennyiségi xilanazt képes szintetizélni, igy gazdasagosan is
megvaldsithato ipari fermentacioja.

Szamos razott lombikos fermentaciéval bebizonyosodott, hogy a szénforras
szignifikans hatassal van a xilandz enzimtermelésre. Tobb tanulmanyban olvashat6 hogy a
kukoricacsutka 6rlemény bizonyult a legjobb szubsztratnak Thermomyces lanuginosus xilanaz
termelésének szempontjabol (Singh et al, 2003; Purkarthofer et al., 1993). Singh és
munkatarsai (2003) munkajuk soran 22 T. lanuginosus torzs xilanaz termelését vizsgaltak
razott lombikos technologiaval, szénforrasként pedig a kukoricacsutka mellett, nyirfa eredetii
xilannal egészitették ki az enzimfermentacidhoz hasznalt tapkozeget. A legtobb torzs esetében
nagyobb aktivitas értékeket értek el a kukoricacsutka alapti fermentacioknal, a legmagasabb

értéket SSBP torzs alkalmazésaval kaptak.

2.3.3. Enzimmiikodést befolyasolo tényezok

A Thermomyces lanuginosus eredetii xilanaz enzim mitkodését befolyasolo tényezoket
a BRENDA enzim informacids rendszer segitségével gyijtéttem Ossze. A Thermomyces
lanuginosus eredeti xilandz enzim pH optimuma a BRENDA informacioi alapjan 6,5,
stabilitasat pedig pH=5-8,3 kornyezetben képes megdrizni. A legtobb mikroba esetén pH=5-
6,5 kozé tehetdé az enzim pH optimuma, azonban egyes Micrococcus, Staphylococcus,
Streptococcus és Bacillus torzsek esetén lugos pH=7,5-9 értéknél optimalis a xilanaz
mitkodése, s6t pH=9-10 kdzegben is hatékonyan miikodik egy Bacillus eredetii xilanaz enzim
(Beg et al, 2001).

Lin és tarsai (1999) kutatasa soran a T. lanuginosus SSBP torzsének tulajdonsagait,
tobbek kozott hotlird képesseégét vizsgaltak. Az enzim 3 6rdn keresztiil, 60°C-os inkubaciot
kovetve is 100%-0s enzimaktivitdst mutatott. Stephens és tarsai (2007) munkéssaganak
koszonhetden, tudjuk, hogy 10 perces 80°C-on torténd inkubalas utdn az enzim elvesziti
aktivitasanak 90%-t.

Eltarthatosagat tekintve, szobahémérsékleten 7 hétig, hiitdszekrényben 4°C-on 9
honapon keresztiil megodrzi aktivitasat (Smith et al., 2009).

Az optimalis enzimmiikddés egyik felétele, hogy a minimalizaljuk a reakcioelegyben a

g4tld anyagok jelenlétét. A xilandz enzim inhibitorai a kovetkezék: Co?*, Cu?*, Fe®*, Hg?",
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Pb”*, dietil-dikarbonat. Tovabba gatolja az enzimmiikodést az enzim egyik terméke, a

xilobi6z novekvo koncentraciodja.

A BRENDA informacioés rendszerben nem talalhaté kofaktora a T. lanuginosus
eredetli xilanaz enzimnek. Azonban a Streptomyces thermocarboxydus-szal végzett kisérletek
soran Tween 80, 0,5%-os koncentracioban valdo alkalmazasaval 38%-kal nagyobb
enzimaktivitast értek el (Kim et al., 2010). Aspergillus niger enzimaktivitisanak vizsgalat
esetén, 70mM CaCl, koncentraciéndl a xilanaz enzim aktivitisa 50%-kal novekedett
(Fournier et al., 1985). Su és munkatarsai (2011) kutatasa soran T. lanuginosus SDYKY-1
torzsének xilanaz termelését optimaltak, mely soran kimutattdk, hogy a vizsgalt torzs esetén, a

Tween 80 és CaCl; jelenléte negativan hatott az enzimtermelésre.
2.3.4. A xilanaz enzim bioszintézisének szabalyozasa
A xilanaz enzim szintézisének feltételezheté sémadja a 3. szamu abran lathatd. Az

elmélet szerint az induktor molekulak (xilobi6z, xilotridz, xilooligoszacharidok) indukéljak az

enzimszintézist.
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nyoman)
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Az extracellularis xilanaz enzim a tapkozegben 1€v6 xilan poliszacharid hidrolizalasat
katalizéalja, melynek terméke xilobidz, xilotridéz valamint xilooligoszacharidok. A permeaz
elésegiti ezeknek a molekuldknak a transzportjat a sejtbe. A citoplazmaban a B-xilozidaz
enzim xiloz egységekre bontja a xilanaz hidrolizis termékeit. A xil6z novekvé koncentracidja
gatld hatassal van az enzimszintézisre. Ha gliik6z is van a rendszerben akkor a xilanolitikus
enzimek, nem expresszalédnak nagy mértékben. Ennek oka, hogy a gliikkdzt konnyebben
hasznositja a szervezet, és igy nem sziikséges a Xilant bont6é enzimek eléallitasa (Polizeli et

al., 2005).

2.3.5. Xilanaz fermentaciok megvaldsitasa kiilonb6z6 termel6 torzsekkel

A szakirodalomban mar szamos cikket talalhatunk kiilonb6z6 mikrobakkal végzett
xilandz fermentaciokrol. Mandalari ¢és munkatarsai (2007) Talaromyces stipitatus és
Humicola grisea fajokkal élelmiszeripari melléktermékek (buzakorpa ¢és sortorkoly)
alkalmazhatdsagat vizsgaltak xilandz fermentacidohoz. A sikeres kisérlettel bebizonyitottak,
hogy mindkét melléktermék hasznalhat6 alapanyagnak xilanaz termeltetés soran.

Su és tarsai (2011) a Thermomyces lanuginosus SDYKY-1 torzsét vizsgaltak
szubmerz enzimfermentdcid soran, ahol szénforrasként kukoricacsutkat alkalmaztak.
Kisérleteik soran tobbek kozott keresték az idealis nitrogénforrast, valamint a tapkozeg
OsszetevOinek hatasat. Eredményeik kozott beszamoltak rdla, hogy a legjobb
nitrogénforrasnak az élesztékivonat bizonyult, ezenkiviil azt figyelték meg, hogy a Tween-80,
valamint a CaCl, hozzdadasaval csokkent a xilanaz enzimtermelés.

Sonia és munktarsai (2005) szintén a Thermomyces lanuginosus D, W3 torzs xilanaz
enzimtermelését vizsgaltak szilard fazist fermentaciok soran. Az alkalmazott szubsztratok
koziil a cirokkal érték el a legjobb eredményeket. A xilanaz termelésen kiviil a-galaktozidaz,

B-xilozid4z valamint pektinaz termelésrdl is beszamoltak.

2.3.6. A xilanaz biotechnolodgiai felhasznalasa

A xilanaz biotechnologiai alkalmazasa az utdbbi évtizedekben igen nagy figyelmet
kapott. A xilan hidrolizis termékeinek, - xiloz és oligoszacharidok - lehetséges élelmiszeripari
felhasznalasa stiritd illetve zsirpotld anyagként, tovabba fagyallo adalékanyagként torténhet.
A gyogyszeriparban a xilant alkalmasnak talaltak tablettdk gyartdsahoz, valamint kiilonb6z6

komponensekkel egyiittesen felhasznalhatd olyan tabletta készitéséhez, melyek késleltetett
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hatéanyag felszivodast biztositanak. Tovabba a xilan hidrolizisének termékei feldolgozasi
miiveletek soran, mesterséges, alacsony kaloriatartalmu édesitdszerré alakithatok.

A kornyezetvédelmi eldirasok kovetkeztében a papiriparban, a fehérités soran
csokkenteni kell a klor felhasznalasat, ezért a miivelet megvalositasara egyéb megoldasokat
kellett keresni. A xilandz jol alkalmazhaté a celluloz tisztitasara. A xilanazos kezelésnek
koszonhetden csokken a kémiai vegyszer fogyasztasa, igy csokken a kdrnyezetszennyezd
hulladékok mennyisége, ezen feliil jobb tisztasagl papir allithatd eld. Az enzimes bontasnak
koszonhetéen a lignin és a szénhidratlanc kozotti kotések is lebontasra kertilnek, igy a lignin
elvalaszthat6 a celluloztol.

A xilanaz tovabba kulcs szerepet jatszik a novényi sejtfal eltavolitasaban, zoldségek
aztatasanal, gylimolcslevek és bor deritésében, az olaj kinyerésben foldalatti banyakban, az
aroma ¢és szinanyagok, névényi olaj és keményitd extrakciojaban, és ndveli a hatékonysagat a
mezogazdasagi szilazs gyartasnak.

A xilanaz tovabba Osszetevéje az ,,Ultraflo L” ipari enzimnek, melyet Humicola
insolens egyik torzsével termeltek. Ez egy hoéstabil p-gliikanazt is tartalmazo
enzimkészitmény, amelyet a sorkészités soran a cefrézésénél alkalmaznak, hogy biztositsa a
B-gliikkdnok, pentozanok hatékony lebontasat.

A Trichoderma ciride eredetli tisztitott xilanaz felhasznalasanal megfigyelték, hogy
indukalta az etilén és két masik korokozo ellenes fehérje bioszintézisét a dohanyban. Ebbdl
arra kovetkeztettek, hogy ez a xilanaz talan szerepet jatszik a novényi védekezé mechanizmus
indukalasaban. A xilandz a csiraz6 névényi magban elsédlegesen a tartalék tapanyagot
alakitja at asszimilalhat6 termékké.

A xilandz tovabba hasznosan alkalmazhat6 a takarményiparban, valamint pékaruk
készitése soran. A pékaruk készitésénél a xilandz a tészta glutén frakcidjara hat és segiti a
viztartalom eloszlasat a termékben, ezaltal jelentdsen javul a kenyér mindsége és élettartama

(Singh et al., 2003; Kulkarni et al., 1999).

2.3.7. A xilan alapi bioetanol eléallitas

A lignocelluléz alapu bioetanol gyartas hatékonysaga jelentdsen javithatd, ha nemcsak
a celluloz frakcio hidrolizisét végezziik, hanem az egyéb szénhidrat polimerek, mint példaul a
xilan biokonverzidjat is megvalositjuk. A hagyomanyos celluléz feldolgozds soran a

hemicellulozt a ligninnel egyiitt eltavolitjak, és csak a fennmaradt cellulézzal dolgoznak.
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Azonban ha a hemicelluloz frakci6 lebontasaval tovabbi etanolld fermentalhatod
monoszacharidok keletkezhetnek, novelheto lenne a kihozatal.

A hidrolizist kiilonboz6 elokezelési 1épések eldzik meg, annak érdekében, hogy az
enzimes hidrolizis sordn a poliszacharid konnyen elérhetdvé valjon. Szamos ilyen modszert
alkalmaznak: a biomassza aztatasa kis koncentracidban savat vagy lugot tartalmazo fltott
vizfiirdében; hidrogén-peroxidos, kén-dioxidos kezelés; illetve magas nyomason végzett
kezelési 1épések.

A xilan polimer bontédsa torténhet baktériumok, gombaék illetve enzimek segitségével.
Az emlitett hidrolizis terméke lehet fermentalhatd monoszacharid, amelybdl tovabbi
1épésekkel etanol, xilitol, tejsav és egyéb kémiai Osszetevok nyerhetok. A xilan teljes
hidroliziséhez kiilonb6z6 enzimek sziikségesek (xilandz, a-gliikuronidaz, acetilxilan észteraz,
B-xilozidaz stb.). Ipari szempontbdl, az elokezelési 1épéseket figyelembe véve célszerli olyan
enzimeket alkalmazni, amelyek lehetéleg termostabilak, valamint hasznalhatok alacsonyabb
pH tartomanyban is.

A hidrolizis utan a kovetkezo 1épés a keletkezett xil6z monoszacharidok fermentalasa
etanolla. A klasszikus etanol fermentacioknal alkalmazott éleszték, Saccharomyces cerevisiae
és Zymomonas mobilis a hat szénatomos gliikkozbol hatékonyan allitanak el etanolt. Azonban
a xilan bontasa utan keletkezo xiloz, 6t szénatomos monoszacharid, amit ezek az élesztok nem
képesek hasznositani. A legtobb xildéz hasznositasra is képes mikroorganizmusra alacsonyabb
Kihozatalt és lassabb etanol termelés jellemzo.

A nagy hatékonysagli etanol fermentaciot molekularis biologiai moddszerekkel
probaljak elérni. Az egyik stratégia alapjan olyan S. cerevisiae torzseket probalnak 1étrehozni,
amelyek képesek xil6z hasznositasara. Az eldallitas koltségét jelentdsen csokkentené olyan
génmodositott mikroorganizmus alkalmazasa, amely képes a xilan hidrolizalasara, valamint a

xiloz alapu etanol fermentaciora is (Deutschmann és Dekker, 2012).

2.4. A sortorkoly alkalmazhatésaga xilanaz fermentaciéhoz

Napjainkban egyre inkabb torekszenek az ipari termelésben a melléktermékek tovabbi
hasznositasara, a kdrnyezetvédelmi szempontok miatt csokkenteni a hulladékot. A sor a vilag
6todik legnagyobb mennyiségben fogyasztott itala, egy 2002-es felmérés soran a vilag éves
sortermelése 1,34 milliard hektoliter volt. A harom legnagyobb sorgyartd orszag, az Amerikai

Egyesiilt Allamok (23 milliard hl.), Kina (18 milliard hl.) és Németorszag (10,5 milliard hl.).
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2002-ben koriilbelil 1,7 millio tonna sortdrkoly keletkezett, melyet kedvezé Gsszetétele miatt

szamos teriileten probalnak hasznositani (Mussatto et al., 2006).

2.4.1. A sortorkoly kémiai osszetétele

A sortorkoly kémiai Gsszetevoit nézve, a héj, a maghaz és a maghéj komponenseibol
tevodik Ossze. Igen gazdag cellulozban, nem cellulitikus poliszacharidokban, valamint
ligninben, ezenkiviil fehérjék és lipidek is eléfordulnak a torkolyben. A héja jelentds
mennyiségben tartalmaz kovasavat, valamint polifenol komponenseket. A térkolyben jelentés
mennyiségli asvanyi anyag, vitamin ¢és aminosav is taldlhat6. Az d4svanyi anyag
koncentracioja (kalcium, kobalt, réz, vas, magnézium, mangan, foszfor, kalium, szelén,
natrium, kén) kisebb, mint 0,5%. Vitamintartalmat nézve biotint (0,1ppm), folsavat (0,2 ppm),
niacint (44 ppm), pantoténsavat (8,5 ppm), riboflavint (1,5 ppm), tiamint (0,7 ppm) és
piridoxint (0,7 ppm) tartalmaz (Mussatto et al., 2006).

2.4.2. A sortorkoly biotechnolégiai felhasznalhatésaga

A torkoly OsszetevOi kozott talalhatok emészthetd és emészthetetlen szerves
komponensek, ennek kdszonhetden potencidlis szubsztrat a mikroorganizmusoknak, melyek a
sortorkoly  hasznositdsdra szdmos enzimet szintetizdlnak, hogy hozzdjussanak a
l1étfenntartasukhoz  sziikséges egyszerli szénhidratokhoz, aminosavakhoz ¢és egyéb
vegyiiletekhez. Biotechnologiai alkalmazésara ratérve, a sortorkoly, fehérje, poliszacharid és
nedvességtartalmanak koszonhetden idedlis mikrobak tenyésztésére, illetve enzimtermelésre.
Nagy hemicelluloz tartalmanak (30-35%) kdszonhetden, szaporithatok rajta olyan mikrobak,
amelyek képesek hemicellulitikus enzimek (xilandz, o-L-arabinofuranozidaz, észteraz)
szintézisére. Mar tobb beszamolét is talalhatunk, amelyben a mikrobakat sikeresen
szaporitottak sortorkoly tartalmu tapkozegben, mint példaul: Bifidobacterium adolescentis
94BIM, Lactobacillus sp., Streptomyces, Pleurotus ostreatus, Penicillium janczewskii,
Penicillium brasilianum és még egyéb fajok. Tovabba megfeleld tapkozegként szolgal
mikrobak izolalasara, valamint ismeretlen torzsek szelekcidja soran (Mussatto et al., 2006;
Aliyu et al., 2010).

Amilolitikus enzimeket termelé mikrobakat is szaporithatunk ezen a mellékterméken
amilogliikozidaz, valamint B-amilaz termelés céljabol (Mussatto et al., 2006).

Mandalari ¢és tarsai (2007) Humicola grisea, valamint Talaromyces stipitatus

mikrobakkal végzett razott lombikos fermentacidja soran sikeresen termeltek xilanaz, feruloyl
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észteraz enzimeket, igy bebizonyosodott, hogy a sortorkdly alkalmazhatdo xilanaz

fermentaciodra.

2.4.3. A sortorkoly egyéb felhasznalasa

Jelentds fehérje és rost tartalménak kdszonhetden a sortorkolyt gyakran hasznaljak az
allati takarmanyozasban. Amennyiben emberi fogyasztasra akarjuk alkalmazni, eldszor lisztet
kell beléle késziteni. Alacsony ara és magas tapanyag tartalma miatt nagy figyelmet
forditottak emberi fogyasztasban vald haszndlatira. Alkalmazhatosagat vizsgaltdk teljes
kiorlésii kenyérként vald elkészitésnél, valamint kekszekben, aperitif snackben is. A
sortorkolybol készitett magas fehérje tartalmt lisztbél mar sikeresen készitettek szamos
pékérut (kenyér, muffin, siitemény, palacsinta). Azonban csak korlatozott mennyiségben
alkalmazhat6 ez a liszt fehérjetartalom novelésére, szine €s aromaja miatt.

Egy maésik alkalmazasi lehetdsége az energiatermelésben lehetséges. A sortorkoly
fermentacios uton vald kezelésével biogaz nyerhetd, melynek Osszetétele: 60-70%-a metan,
ezenkiviil szén-dioxid, valamint kis mennyiségben nitrogén, és szén-monoxid. A torkoly
kozvetlen elégetésével, az égetési folyamatot megel6zden, eldkezelési 1épésként le kell
csokkenteni a torkoly nedvességtartalmat 55% ald. Tovabbi probléma az égetés soran
képz6do nitrogén-oxid mennyisége.

Tovabba vizsgaltak a sortorkoly alkalmazhatosagat papiripari nyersanyagként. A
kisérletek sikeresnek bizonyultak, mivel jo mindségii papir torlot, névjegykartyat, valamint
poharalatétet készitettek beléle (Mussatto et al., 2006).
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3. AKISERLET CELJA

A Thermomyces lanuginosus termofil fonalas gomba szamos enzim szintézisére képes,
tobbek kozott xilandz aktivitasa is bizonyitott. Az enzim papiripari alkalmazasan tal, fontos
szerepet jatszhat a kornyezetvédelemben, kiillonb6zé melléktermékek hasznositasaval,
valamint a bioetanol eléallitasaban is az Osszetett szénhidratok lebontasaval.

A Kkisérleti munkam soran célul tliztem ki a rendelkezésemre all6 12 Thermomyces
lanuginosus torzs koziil a xilanaz enzimet termeldk kivalasztasat, s a xilanaz szintézisre képes
torzsek rangsorolasat enzim termelésiik szempontjabol. A szakirodalom alapjan (Su. et al.,
2011) a Thermomyces lanuginosus eredetli xilanaz szintézisére legjobbnak talalt
kukoricacsutka szénforrads mellett, vizsgalni kivantam a sortorkoly alkalmazhatosagat xilanaz
enzim termelés céljabol.

A legjobb enzim termeld torzs kivalasztasa utan az enzimtermelés fokozéasat kozponti
elrendezésti kisérleti tervek segitségével és valaszfelillet modszer alkalmazasaval szeretném
megvalositani, kiilonds figyelmet forditva az optimalis szén- ¢és nitrogénforras
koncentraciojanak meghatarozasara.

Célul tliztem ki tovabba az aktivitas mérés optimalis koriilményeinek - hdmérséklet,
pH — meghatarozasat.

Végiil a szubmerz fermentaciok vizsgalata mellett, szilard fazisa fermentaciok
megvalositasat €és Osszehasonlitdsat tervezem, kukoricacsutka, valamint sortorkoly

alkalmazasaval.

A KISERLETEK HELYE

A kisérleteket a Budapesti Corvinus Egyetem Elelmiszertudomanyi Karanak Sor- és

Szeszipari Tanszékének Fermentacids Laboratoriumaban végeztem.
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KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A felhasznalt mikroorganizmusok

TDK munkdm készitése soran kiilonbozd torzsgyljteményekbdl szdrmazo, 12 db

Thermomyces lanuginosus torzs (2. tablazat) xilanaz aktivitasat vizsgaltam.

2. tablazat: Az alkalmazott T. lanuginosus torzsek

ATCC 16455 ATCC 34626 ATCC 36350
ATCC 44 008 ATCC 84 400 CBS 288.54
CBS 395.62 DSM 5826 IMI1 096 218
IMI 110 803 IMI 131 010 IMI 140 524

ATCC: (American Type Culture Collections)
CBS: (Centraalbureau voor Schimmelculture)

DSM: (Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen GmbH)

IMI: (International Mycological Institute)

4.2. Alkalmazott tapkozegek

Torzsfenntartas

A T. lanuginosus torzsek fenntartasahoz kereskedelmileg forgalmazott burgonya-

gliikéz agart (PDA) (Micromedia) alkalmaztam, melynek komponenseit a 3. szamu tablazat
tartalmazza.

3. tablazat: A torzsfenntartashoz alkalmazott PDA tapagar dsszetétele

Osszetevok Mennyiség
burgonya 500 g/l
gliikoz 20 g/l
agar 15 g/l

A kész tapkozegbdl 24 g-ot mértem 1000 ml-be, s 121 °C-on 15 percig autoklavoztam.
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Szkrinelési tapagar

4. tablazat: Szkrineléshez alkalmazott tapagar osszetevoi

Osszetevék Mennyiség
xilan 59/
pepton 59/l
¢lesztékivonat 5¢g/
K2HPO, 1g/
MgSO,7H,0 0,2 g/l
agar 20 g/l

Inokulum tapkozeg

5. tablazat: Az inokulum tenyészet készitéséhez alkalmazott tapkozeg

Osszetevok Mennyiség
glikoz 20 g/l
L-aszpargin 4 g/l
KH2PO4 3g/1
K;HPO4 29/l
MgSO47H,0 0,59/
Vogel féle nyomelem oldat 1 ml/l

(Vogel, 1956)

Fermentacids tapkodzegek

6. tablazat: Szubmerz fermentacios alaptapkozeg osszetevoi

Osszetevék Mennyiség
KH2PO4 34/l
K,HPO, 29/l
MgSO47H,0 0,59/l
Vogel-féle nyomelem oldat 1 ml/l

A fermentacios tapkozegeket (6. szdmu tablazat) tovabbi szén- €s nitrogénforrasokkal

egészitettem ki. Szénforrasként kukoricacsutka, valamint sortorkoly drleményt alkalmaztam,
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nitrogénforrasként élesztOkivonatot adtam hozzd. E komponensek pontos mennyiségét az
egyes kisérleti beallitisoknak megfeleléen, az ,Eredmények értékelése” fejezetben

részletezem.

A szilard fazisa fermentacid esetén 5,0 g szdraz szubsztratumot nedvesitettem tapoldattal

(7. tablazat).

7. tablazat: Szilard fazisi fermentacio tapoldatanak osszetétele

Osszetevé Koncentracio
(NH4)2S04 10,0 g/l
KH,PO, 3,04/l
MgSQO,4-7H,0 0,59/l
CaCl,-H,0 0,59/l
Vogel-féle nyomelemoldat 1viv%

A sortorkoly
A Sor- és Szeszipari Tanszék gyakorlati bazisan taldlhato féliizemi sorfézdében,
pilseni malatabol készitett sér mellékterméke. A sortorkoly 60°C-on torténtd szaritds, €s

durva 6rlés (2,5mm) utan keriilt felhasznalasra.

Kukoricacsutka

A kukorica feldolgozasa sordn keletkezett csutkabol késziilt, felapritott, kiméletesen
szaritott és pormentesitett alomként forgalomba hozott (gyart6 cég: Fiesta) termék.
4.3. Mikrobatenyésztési modszerek

A mikroba eredetii befertdzddések elkeriilése végett, a mikrobiologiai laborfeladatokat

steril koriilmények kozott, lamindris box alatt végeztem.
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4.3.1. Torzsfenntartas

A T. lanuginosus torzsek idonkénti atoltasa sziikséges. Ennek soran a besporazott
tenyészetbodl steril szikével egy agar darabot kivagva, PDA ferde agarra vagy Petri csészében
1évo tapkozeg feliiletére helyeztem. 50 °C-on 10 napig inkubdltam, majd hiitdszekrényben 4

°C-on taroltam tovabbi felhasznalasig.

4.3.2. Szkrinelés

A szkrinelés soran a 12 T. lanuginosus torzs xilanaz szintézisét vizsgaltam. A tapagar
(4. szamu tablazat) elkészitésénél egyediili szénforrdsnak a xilant valasztottam, igy csak a
xilandz szintézisre képes torzsek életképesek az agaron. A beoltott agarlemezeket 47 °C-on

termosztaltam. A szaporodast 3 nap utan vizsgaltam.

4.3.3. Inokulum tenyészet elkészitése

A ferde agaros tenyészetekrol végeztem az inokulum tapkozegek beoltasat. (A
tapkozeg osszetételét az 5. szamu tablazat tartalmazza.) 5,0 ml 1%-o0s Triton X-100 oldatot a
tenyészetre pipettaztam, majd vortex keverdvel 1 percig kevertettem. A konidiumokat
tartalmaz6 Triton X-100 oldattal oltottam be a tapkozegeket. Ezt kovetden razdinkubatorban

47 °C-on, 2 napon keresztiil szaporitottam.

4.3.4. Szubmerz enzimfermentaciok

A kisérletek elvégzéséhez, a fermentacios alaptapkdzegeket kiegészitettem kiilonbozo
mennyiségll szén- €s nitrogénforrassal. Az autoklavval sterilezett tapkozegeket 5,0 ml 48 oras
inokulummal oltottam be. A fermentaciot 7-10 napig folytattam a T. lanuginosus optimalis
novekedési hdmérsékletén, 47°C-on razdinkubatorban 220 rpm fordulatszdmon. Az
enzimtermelés alakulasat naponkénti mintavétellel kovettem. Az enzimaktivitds mérése a

papirszirdvel lesziirt fermentlébdl tortént.
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4.3.5. Szilard fazist enzimfermentacio

A szilard fazisu fermentaciét 300 ml-es Erlenmeyer lombikokban valdsitottam meg,
amibe 5,0 g szilard szubsztratumot mértem be. A 7. tablazatban talalhat6 séoldatbol 20,0 ml-
rel benedvesitettem a szubsztratot, igy a kezdeti nedvességtartalmat 80%-ra allitottam be. A
tapkozeg sterilezése 121°C-on 30 percig tartd autoklavozassal tortént. A fermentacié inditasa
2,0 ml 48 oras inokulummal tortént, ezt kovetéen 47 °C-os termosztatba helyeztem a
lombikokat.

Az enzimaktivitds méréséhez a kezdeti nedvességtartalmat kiegészitettem 100,0 ml-re,
0,2% koncentracioji Triton X-100 oldattal. Az 1 6ras extrahalas 37°C-on, razéinkubatorban
tortént 120 rpm razatas mellett. Ezt kdvetéen 10 perces 8000 rpm centrifugalds kovetkezett,

majd az enzim aktivitasat a feliiluszobol mértem.

4.4. Analitikai modszerek

4.4.1. Alkalmazott pufferek, reagensek

Xilan szubsztratum

cre

(pH=5,3) feloldott xilant kevertettem, mikozben forralasig melegitettem, majd 6 oran
keresztiil magneses keverd segitségével szobahdmérsékleten kevertettem. Tarolas: 4°C-on 1

hétig lehetséges.

0,05 M Na-citrat puffer (pH 5,3):
1000 ml puffer készitéséhez 196 ml 0,1 M NaOH ¢és 804 ml 0,1 M Na-citrat oldatot

hasznaltam. A pontos pH bedllitds érdekében Seven Multi Mettler Toledo pH mérdvel

ellendriztem az oldat pH-jat. Téarolas: 4°C-on.

0,05 M Na-citrat puffer (pH 6,5):
1000 ml puffer készitéséhez 463 ml 0,1 M NaOH ¢és 537 ml 0,1 M Na-citrat oldatot

hasznaltam. A pontos pH bedllitds érdekében Seven Multi Mettler Toledo pH mérdvel

ellendriztem az oldat pH-jat. Téarolas: 4°C-on.
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Somogyi | reagens:

A reagens készitéséhez bemértem 288 g vizmentes Na,SO4-t, amit 1 liter felforralt
desztillalt vizben feloldottam. Hozzaadtam 48 g Na,COs-t, 32 g NaHCOs-t és az egészet

felforralt desztillalt vizzel 1600 ml-re feltoltottem. Tarolas 27 °C-on.

Somogyi |l reagens:
72 g Na,SO,4 —t 300 ml felforralt desztillalt vizben feloldottam, majd 8g CuSO4-5 H,0

—t adtam hozza. Felforralt desztillalt vizzel 400 ml-re kiegészitettem. Tarolas: 27 °C-on.

Nelson reagens:

100 g ammonium-molibdatot 1800 ml desztillalt vizben feloldottam. Hozzaadtam 84
ml cc.H,SO4-t és 12 g NayH-arzenatot, melyet el6z6leg 100 ml desztillalt vizben feloldottam.

Az oldatot 1-2 napig so6tét tivegben 37 °C-on, majd szobahdmérsékleten taroljuk.

4.4.2. Xilanaz enzimaktivitas meghatarozasa

Az aktivitds meghatarozasahoz 6sszemértem a reakcio elegyeket a 8. tablazat alapjan
az enzim (fermentlé¢) hozzdadédsa nélkiil. 50°C-on eldinkubaltam, majd 0,2 ml megfelelden
higitott minta hozzdadéasaval inditottam az enzimreakciot, melynek ideje 10 perc. Az
enzimmikodés leallitasa forrd vizfiirdével tortént. A felszabadult xiléz mennyiségi
meghatarozasat redukald cukortartalom méréssel, Somogyi-Nelson moddszer segitségével
végeztem. A xilan rossz oldhatésdga miatt az oldat opalos, ezért a fotometrids mérés elott
14000 rpm fordulatszamon 10 percig centrifugaltam. Abszorbancia mérést 540 nm-n, Helios

alpha (Unicam) spektrofotométer segitségével végeztem.

8. tablazat: Reakcidelegyek

Szubsztrat Enzim(fermentlé)  Desztillalt viz
Miiszervak - - 2ml
Szubsztratvak 1,8 mi - 0,2 ml
Enzimvak = 0,2 ml 1,8 ml
Minta 1,8 mi 0,2 mi -
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Somogyi-Nelson redukaldcukor tartalom mérés

2 ml megfelelden higitott mintdhoz 2 ml 4:1 aranyd Somogyi 1. és Somogyi |l. reagens
elegyét pipettaztam, majd 15 percet forraltam. Ezt kovetéen hideg vizfiirddben lehiitottem a
mintdkat, majd 2 ml Nelson reagenst valamint 4 ml desztillalt vizet adtam hozzad. Az igy

kapott oldat abszorbanciajat spektrofotométerrel mértem.

Az enzimaktivitas szamitasa a kovetkez6 képlet alapjan tortént:

U abszorbancia - higitas - 1000 #g:l%ll

Aktivitas [cm3] = mg 1
. My . Ag [——] - 3
Sperc 150'13mmol meredekség [mg] 0,2cm

xilanaz aktivitas [W] - extrakcios térfogat (100cm?)

Aktivitas | 2] =
ktivitas [ g] bemért szarazanyag (59)

1 unit az a xilandz enzim mennyiség, amely 1 perc alatt 1 pmol xilézt szabadit fel a
reakcio koriilményei kozott. (Szendefy, 2005)

4.4.3. pH mérés

A pH értékek meghatarozdsit SevenMulti Mettler Toledo pH mérd segitségével

végeztem. A méréseket minden esetben pufferek segitségével torténd kalibracio el6zott meg.

4.5. Kisérlettervezés

Ko6zponti kompozicids kisérleti terv (Central Composite Designe, CCD)

A tapkozeg Osszetételének optimalasara kozponti elrendezésli kisérleti tervet
készitettem a Statsoft Statistica program segitségével. A terv alapja egy 2p tipusu teljes
faktorterv, amit csillagpontokkal kiegészitve megkapjuk a kompozicios tervet (4.abra). A
moddszer elénye, hogy a faktorokat nem egyenként valtoztatva kozelitiink az optimumhoz,
hanem az egylittes hatdsukat figyelembe véve hatdrozhatjuk meg a legkedvezdbb

paramétereket.
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4. abra: Kozponti kompozicios Kisérleti terv felépitése

Két faktor esetén a gomba enzimtermelését leird valaszfelilet modellegyenlete a
kovetkezOképpen néz ki:

Y = bO + b1x1 + bzXz + b3x12 + b4x§ + b5x1x2
e Y= fliggd valtozo (enzimaktivitas)

b= regresszios egylitthatok

o x= fliggetlen valtozok (x1:50rtorkoly, Xo:élesztokivonat).

A statisztikai elemzésnél a ,,Hogyan hasznaljuk a STATISTICA programot” cimii konyvet
(Kemeény, S., Dedk, A., Komka, K., Vago, E.) hasznaltam segitségként.
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5. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Thermomyces lanuginosus torzsek szkrinelése xilanaz aktivitasra

A kisérletek els6 1épéseként arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy a
rendelkezésemre allo6 12 db Thermomyces lanuginosus torzs koziill melyek képesek xilanaz
szintézisre.

Ehhez egy szkrineld tapagart készitettem, melynél a kizardlagos szénforras xilan volt.
Amennyiben a mikroba képes a kivant xilandz enzimet eldallitani, abban az esetben

szaporodni fog, tehat telepnovekedés tovabba, a telep koriil feltisztuldsi zona lathato.

CBS 28854

e

ATCC 34626 DSM 5826 ATCC 44 008 ATCC 36350

IMI 140 524 IMI 131 010 CBS 21834 IMI 096 218

5. abra: T. lanuginous telepek xilan tartalmu tapagaron
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A 3 napos telepekre 0,1%-o0s kongd vords oldatot pipettaztam, majd 30 perc utan
ledntottem és 1 M NaCl oldattal lemostam a feliiletet. A xilant hasznosité torzseknél a telepek
koriil feltisztulasi zona lathatd. A szkrinelés soran bebizonyosodott, hogy mind a 12 vizsgalt
torzs képes xilandz enzimet eldallitani, ezt bizonyitja a torzsek nagymértékii elszaporodasa,

valamint a feltisztulasi zona a telepek koriil.

5.2. Xiloz kalibracio

Az xilanaz aktivitdas mérése az enzimreakcid soran felszabadult xil6z mennyiségi
meghatarozasan alapul, melyet Somogyi-Nelson moddszerrel valositottam meg. Ehhez
A kalibracioé soran 100 pg/ml xiléz oldatbol higitasi sort készitettem 4 parhuzamos
méréssel, elvégeztem a Somogyi — Nelson féle redukald cukortartalom meghatarozast. A
kapott abszorbancia értékekre Microsoft Excel tablazatkezeld program segitségével
regresszids egyenest illesztettem, melyet a 6. szdmua dbra tartalmaz, a kalibracids egyenes

egyenletével egyiitt.

1,4

12 y =11,382X

. R?*=0,9913 ‘/‘

08
0,6

/‘/{
0,4

0,2
‘/

O T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

xil6z koncentracio [mg/ml]

abszorbancia 540nm

6. abra: A xiloz kalibracios egyenese
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5.3. Thermomyces lanuginosus torzsek rangsorolasa

A torzsek rangsorolasdhoz (xilandz termelésiik szempontjabol) razott lombikos
szubmerz fermentacidt végeztem, 500 ml-es Erlenmeyer lombikokban. A fermentéacids alap
tapkozeg Gsszetevoit a 6. szamu tablazat tartalmazza, melyet 5% kukoricacsutka drleménnyel
egészitettem ki.

A kisérlet soran a 12 torzs termelOképességén kiviil, azt is vizsgaltam, hogy hogy
alakulnak az enzim aktivitas értékek az id6 fiiggvényében. Ez utdébbi gazdasagi szempontbol
is jelentés, mivel a fermentacidos i1d6 csokkentésével anyagilag kedvezobbé tehetd a
fermentaciéo megvaldsitasa, kiilondsen termofil mikroorganizmusok esetén.

Ennek vizsgélata céljabol, 7 napos fermentaciot valositottam meg. A harmadik naptol
kezdve napi mintavételezéssel, aktivitds, valamint pH méréssel kovettem nyomon a
fermentaciot, melynek aktivitds értékeit az egyes torzsek esetén az id6 fliggvényében

abrazoltam (7. abra).

6,0
s —e—ATCC 16455
E —m—ATCC 34626
% 40 —&—ATCC 36350
E: —ATCC 44008
230 —s¥%—ATCC 84400
£ —e—CBS 28854
E’ 2,0 CBS 39562
£ ——DSM 5826
F 10 IMI 096218
—o—IMI 110803

== MI 131010
IMI 140524

fermentacio ideje [nap]

7. abra: Kiilonb6zo6 T. lanuginosus torzsek xilanaz termelése kukoricacsutka alapu

szubmerz fermentacio soran

A diagramon jo6l lathato, hogy a kukoricacsutka Orleményen szubmerz koriilmények
kozott mindegyik torzs mutatott xilandz aktivitast, melyek a hatodik, hetedik napon érték el a
legmagasabb értékeket a fermentacié ideje alatt. A legjobb aktivitdst az IMI 131010 torzs

esetén mértem. A kukoricacsutka magas xilan tartalmanak készonhetden indukalja a mikroba
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xilandz termelését. Ezen kiviil szamos tanulmanyban (Su et al., 2005; Purkarthofer, et al.,
1993) a kukoricacsutkat talaltak a legalkalmasabb szénforrasnak T. lanuginosus xilanaz
fermentacidja soran. A hetedik napon mért aktivitds értékeket egy tovabbi diagramon
abrazoltam, a jobb atlathatosag végett (8. abra). Az eredmények alapjan megallapithato, hogy
kukoricacsutka alkalmazasaval a vizsgalt torzsek koziil az IMI 131010, a CBS 288.54, a
ATCC 44008 és a CBS 395.62 mutatta a legjobb xilanaz aktivitast.

6,0 -

5,0 1

4,0 1

3,0 1

2,0 1

xilanaz aktivitas [U/ml]

1,0

0,0

Q X S Q & S X (S \} o) (3
\Q\ OOQO‘) @Q q(,;oq/ ‘Or\;‘) QQDQ 6\:\ Qc;\/ b‘@’ D‘Q bb 6:@»
R UGS R EAOLING
FFFFEPSSEEL

8. abra: T. lanuginosus torzsek rangsora xilanaz aktivitasuk alapjan

A 4 legjobban teljesitd torzs kivalasztasa utan, a tovabbi kisérleteimhez mar csak

ezeket a torzseket vizsgaltam.

5.4. A pH valtozasa az egy hetes fermentacio soran

Az 5% kukoricacsutkdn megvaldsitott fermentacidé soran a harmadik és hetedik nap
kozott napi mintavételezéssel kdvettem nyomon a fermentdcios koézeg pH valtozasat.

Eredményeimet a 9. &bran mutatom be.
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=—ATCC 16455
== ATCC 34626
== ATCC 36350
== ATCC 44008
=== ATCC 84400
=0—CBS 28854
=== CBS 39562
== DSM 5826
IMI 096218
=¢—|MI 110803
==1MI 131010
IMI 140524

6 T T T

3 4 5 6 7
Fermentacios ido [nap]

9. abra: A pH valtozasa kukoricacsutka alapi szubmerz fermentacié soran

A fermentacid 6todik napjatol az 0sszes torzs esetén a fermentlé pH-ja beallt 6,4-6,6
kozotti értékre, amely meg is maradt a fermentacio leallitasaig. A T. lanuginosus xilanaz
enzimének pH optimuma 6,5 koriili érték (BRENDA), igy a tapkozeg kémhatasa igen

kedvez6 az enzim megfelel6 mikodéséhez.

5.5. A sortorkoly alkalmazhatésaganak vizsgalata xilanaz fermentaciohoz

A kovetkezé kisérlet sordan célom a sorgyartds melléktermékeként keletkezett
sortorkoly alkalmazhatdsaganak vizsgalata xilanaz termelés céljabol. A torzsgyiijteményben
1év6 12 T. lanuginosus torzsbdl tovabbi vizsgalatok soran mar csak a 4 legnagyobb xilanaz
aktivitast mutatd torzzsel foglalkozok. A sortdrkoly alkalmazhatosdganak vizsgalatan tal
tovabbi célom a 4 torzs koziil kivalasztani a legjobbat, amellyel a késObbiekben kisérletes

optimalassal tervezem fokozni a xilanaz termelést.
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8,00 -

= 7,00

6,00 -

5,00 -

4,00
3,00 -
2,00
1,00

0,00

xilanaz enzimaktivitas [U/ml

CBS 28854 IMI 131010 CBS 39562 ATCC 44008

10. abra: Kiilonb6zé T. lanuginosus torzsek xilanaz aktivitasa a sortorkoly alapi
fermentaci6 7. napjan

A sortorkollyel végzett fermentacié eredményei alapjan is azt tapasztaltam, hogy a
maximalis enzimtermelés a hetedik napon érheto el. Ezen aktivitas értékeket mutatom be a 10.
abran a kiilonb6z6 torzsek esetén. A sortorkolyon elért maximalis enzimaktivitas 7,5 U/ml,
mig kukoricacsutka esetén a CBS 288.54 torzzsel csupan 3 U/ml értéket kaptam. A
kukoricacsutkan az IMI 131010 torzzsel kapott maximalis érték (5,4 U/ml) is elmarad a
sortorkolyon végzett fermentacio eredményeitdl. Az eredmények alapjan megallapithatd hogy
a T. lanuginosus CBS 288.54 torzse mutatta a legnagyobb enzimaktivitast, ezért tovabbi
kisérleteimnél mar csak ezt a torzset hasznaltam fel.

A fermentacio eredményei alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a sortorkoly
alkalmazhaté xilandz fermentacié szénforrdsaként, ezen felil a torzsek nagyobb
enzimaktivitast mutattak, mint a szakirodalomban (Su et al., 2011) sokat hasznalt

kukoricacsutka esetén.

5.6. A szén- és nitrogénforras koncentraciojanak optimalasa

A tovabbiakban az enzimaktivitdst fokozdsa érdekében a szén- és nitrogénforras
mennyiségének optimalasat végeztem el kozponti kompozicios kisérleti terv alkalmazaséaval.
Az optimalasi kisérleteknél az alap tdpkozeget a sortorkolyon kiviil, €lesztOkivonattal
egeészitettem ki. A fermentaci6 megkezdése eldtt egy kozponti kompozicios elrendezésii

kisérleti tervet generaltam Statsoft Statistica program segitségével. A vizsgalt két mennyiségi
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faktor a sortorkdly €s az élesztOkivonat koncentracio. Matematikai statisztikai szamitasokkal,
valaszfeliilet mddszerrel valaszt kaphatunk a kérdésre, hogy mekkora hatassal befolyasolja a
vizsgalt 2 valtozd az enzimtermelést, valamint a modszer segitségével a szén és nitrogénforras
optimalis koncentracidja is meghatdrozhatd. A kisérletet egy blokkban végeztem, a
centrumpontbeli értékeket a szakirodalomra tamaszkodva (Su et al., 2011) valasztottam:
szénforrast 35 g/, a nitrogénforrast 3g/l-es koncentraciora allitottam be, elobbinél a 1éptéknek
15 g/l -t , mig utobbinal 1,5 g/l -t valasztottam. Az igy generalt kisérleti tervet a 9. szamu
tablazat tartalmazza.

Tovabba arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy a fermentaciés 1d6
meghosszabbitasaval, novelhetd-e még az enzimkihozatal. Ezért a fermentaciot nem allitottam
le a 7. nap utan, hanem 10 napig folytattam. A fermentacio nyomon kovetése érdekében a 3.
¢s 7 nap kozott minden nap, valamint a fermentdcio utols6, 10. napjan mintavételezést és

aktivitasmérést végeztem, melynek eredményei szintén a 9. tdblazatban lathatok.

9. tablazat: Kozponti kompozicios Kisérleti terv és a 10 napon mért aktivitas értékek

Kisérleti Sortorkoly Elesztékivonat
, koncentracio koncentracio Aktivitas [U/ml]
szam
[9/1] [9/1]
1 20 15 7,65
2 20 4,5 11,53
3 50 15 14,47
4 50 4,5 12,05
5 13,8 3 7,88
6 56,2 3 12,35
7 35 0,88 12,21
8 35 5,12 10,97
9 35 3 12,06
10 35 3 13,56

A legmagasabb értékeket a 10 napos mintaknal értem el, ezért a statisztikai elemzést
ezekre a mintdkra végeztem. A statisztikai elemzés elsd 1épéseként a varianciaanalizissel
értekeltem, hogy a vizsgalt valtozok szignifikdns hatdssal vannak-e az enzimtermelésre. Az

analizis eredményeit a 10. szamu tablazat tartalmazza.
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10. tablazat: Varianciaanalizis eredménye

Faktor SS df MS F p

sortorkoly (L) | 2337628 1 23,37628 29,28633 | 0,005648
sortorkoly (Q) | 662974 1 6,62974 8,30588 | 0,044923
élesztd (L) 0,01073 1 0,01073 0,01344 0,913283
élesztd (Q) | 0,99080 1 0,99080 1,24129 | 0,327649
1L by 2L 9,01784 1 9,91784 12,42529 | 0,024341

Error 3,19279 4 0,79820

Total SS 43,14135 9

A varianciaanalizis alapjan megallapithaté hogy a sortorkoly koncentracidja (a
vizsgalt tartomanyban) a 10. napi mintadk vizsgalataval 95%-o0s megbizhatosagi szinten
szignifikans hatdssal van. Az ¢élesztkivonat koncentracidja a statisztikai elemzés alapjan nem
befolyasolja jelent6sen a xilanaz termelést, azonban az sortorkdly és az élesztékivonat linearis

hatasa kozott szignifikans kolcsonhatas mutatkozott.
A 10 napos aktivitas értékekre regresszidanalizis segitségével masodfoku polinomot
illesztettem, melynek egyenlete:

Y =12,81 4+ 1,71x; — 1,21x% — 0,04x, — 0,47x2 — 1,57x;x,

A varianciaanalizis eredménye alapjan (11. tablazat) megallapitottam a nem

szignifikans hatdsokat, mely tagokat elhagyva a kovetkez6 egyenletet kapjuk:

Y =12,81 4+ 1,71x; — 1,21x2 — 1,57x;, %,

Az eredményként kapott valaszfeliilet a 11. abran lathato.
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Fitted Surface; Variable: enzimaktivitas
2 factors, 1 Blocks. 10 Runs; MS Residual=,8012151
DV: enzimaktivitas

AT

-4
<14
<12
=10
[1=8
<6
<4
B =2

11. abra: Az enzimaktivitas alakulasa a sortorkoly és élesztékivonat fiiggvényében a
becsiilt modell alapjan

Az eredmények alapjan megallapithato, hogy a sortorkoly mennyiségének novelésével
hatasa a vizsgalt tartomanyban, azonban az alkalmazott sortorkoly és nitrogénforras kozott
negativ kolcsonhatds mutatkozott. A valaszfeliilet abrdjan lathato tovabba, hogy a sortorkdly
érhetd el nagyobb xilanaz enzimaktivitas.

A maximalis aktivitast a 3. pontbeli beallitassal értem el, melynél 50 g/l sortorkolyt €s

1,5 g/l élesztdkivonatot hasznaltam.

Az eredményeim alapjan ismét felallitottam egy kisérleti tervet, ahol az 50 g/l-nél
nagyobb sortorkoly koncentraciot, valamint 1,5 g/1-nél kisebb élesztOkivonat koncentraciot
alkalmaztam az enzimtermelés fokozasara irdnyuld kisérletemhez (11. tablazat). Az egyes

kisérleti beallitasoknal a 10. napon kapott eredményeimet is a 11. tabldzatban mutatom be.

33



KIiSERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

11. tablazat: A 2. kompozicios kisérleti terv beallitasai és a mért enzim aktivitas értékek
Sortorkoly ElesztéKivonat

Kisérleti L e, L es Aktivitas
sz4m koncentracio koncentracio [U/mi]
[9/1] [9/1]
1 50 0,5 15,30
2 50 1 17,41
3 70 0,5 20,00
4 70 1 18,91
5 45,86 0,75 14,83
6 74,14 0,75 13,43
7 60 0,396 19,33
8 60 11 19,79
9 60 0,75 17,32
10 60 0,75 13,14

A vizsgélt tartomdnyban a statisztikai szédmitdsokkal nem sikeriilt szignifikans
eredményt elérnem, azonban az aktivitas értékek tovabbi ndvekedést mutattak. Az eddigi
legjobb aktivitas értékeket 70 g/l sortdrkoly, valamint 0,5 g/l élesztdkivonat koncentracio
beallitassal értem el (20,0 U/ml), azonban a 8. szamu beallitassal is — 60 g/l sortorkoly és 1,1
g/1 élesztékivonat - kdzel azonos eredményre jutottam.

Az eredmények alapjan megallapithatdé hogy a vizsgalt tartomanyban sem az

crer

termelésre. Azonban az eredmények alapjan megfigyelhetd hogy a sortorkoly
A tovabbiakban érdemes lehet az élesztokivonat helyett mas nitrogénforrasok hatasat

vizsgalni az enzimtermelésre.

5.7. A xilanaz enzim aktivitas mérés optimalis miikodési koriilményeinek
meghatarozasa

Az enzimaktivitas méréshez optimalis pH €s hdmérséklet meghatarozasa céljabol egy
ujabb fermentaciot inditottam, a T. lanuginosus 288.54 torzzsel, a kovetkez6 sortorkoly és
¢lesztOkivonat koncentracidé beallitassal: sortorkoly: 70 g/l; élesztOkivonat: 0,25 g/l. A
fermentaciot 5,0 ml 24 6ras inokulum tenyészettel oltottam be. Az optimdlis paraméterek

meghatarozasdhoz a fermentacio 10. napjan vett minta sziirletét hasznaltam.
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5.7.1. Megfelelo pH kivalasztasa

Az enzimaktivitas méréséhez 2 kiilonboz6 - a szakirodalomban leggyakrabban
el6forduld — Na-citrat puffert alkalmaztam: pH 6,5 és 5,3.(Bailey et al., 1992; Purkarthofer,
1993)

Eldszor a megfeleld pH puffer kivalasztasaval kezdtem a mérést (12. tablazat).

12. tablazat: A pH vizsgalatanak eredményei

Minta pH 5,3 pH 6,5
1 12,9 15,8
2 14,2 16,1
3 11,8 15,0
4 14,3 14,8

Atlag 13,3 15,4

A kisérlet eredményeit kétmintds t-proba segitségével, statisztikailag s

megvizsgaltam, a Statsoft Statistica program hasznalataval.

Bax & Whiskar Flot
pH53ws pHBS5

18,0
18,5
12,0

o Mean
115 [] MesnssE
pH53 pH &,5 I Meant1 95°SE

12. abra: A Kiilonb6z6 pH értéken kapott enzimaktivitasok eltérésének bemutatisa Box
& Whiskers abrazolassal

A 12. 4bra szemlélteti a két kiilonbozé pH-n mért aktivitas értékek kiilonbségét,

melyet kétmintas t-proba segitségével statisztikailag is igazolni kivantam (13. tdblazat).

13. tablazat: Kétmintas t-proba eredményei

Atlagpnss | Atlagpyes t df| p F (variancia) p (variancia)
13,3 154 -3,17 | 6 | 0,019 3,61 0,319
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A statisztikai szamitdsok soran kétmintas t-probaval vizsgéltam a két minta vérhato
értékét, valamint F-probaval a két minta szérdsdnak azonossagat néztem. A t-proba 95%-0S
megbizhatosagi szinten szignifikans (p=0,019) eredményt adott. A statisztikai probaval
bebizonyosodott, hogy a vizsgalt pufferek segitségével mért enzimaktivitas szignifikdnsan
kiilonbozik egymastdl. Az F-proba eredménye nem szignifikans (p>0,05), igy a nullhipotézist

elfogadjuk, vagyis a két minta szdrasa azonos, igy megtarthato a t-proba eredménye is.

A pH 6,5-s puffer alkalmazaséaval kozel 16%-os aktivitds-novekedést értem el, igy a

tovabbiakban ezt a puffert hasznaltam az aktivitds mérések soran.

5.7.2. Homérséklet optimum

Miutén beallitottam az optimalis pH-t, a kovetkezd 1épésben az aktivitds méréséhez
szlikséges optimalis homérsékletet kerestem. A mérést 35-80 °C tartomanyban vizsgaltam,

5°C—os Iéptékekkel. Az eredményeimet a 13. dbran mutatom be.

100
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13. abra: A xilanaz aktivitas h6mérséklet optimuma

Az abra jol mutatja, hogy az aktivitas mérés optimalis hémérséklete 70°C. Li és tarsai
(2005) ugyanezt a torzset alkalmaztak kutatasukhoz, mely soran tisztitott xilandz enzim
tulajdonsagait is vizsgaltak. A hdmérséklet optimumot keresve, szintén a 70°C-on tapasztaltak

a T. lanuginosus CBS 288.54 torzs legnagyobb xilanaz aktivitasat.
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5.8. Szilard fazisu fermentacio

A szubmerz fermentacidkat kovetoen, a kovetkezd kisérlet a szilard fazisi xilanaz
fermentacido megvaldsitasa volt. A kisérlet soran a kukoricacsutka, a sortorkdly illetve a kettd
50-50 szazalékos aranya keverékét, mint szubsztratot, vizsgaltam xilandz termelés
szempontjabol. A fermentécio inditdsa 2 ml 2 napos inokulum tenyészettel tortént.

Az aktivitds mérése, a fermentacié leallitasaval jar, igy a fermentaciot 9 lombikban
valositottam meg, azaz minden egyes mintavételhez az egy lombikban 1év0 fermentéacios
kozeget hasznaltam fel. A szilard fazisu fermentécio jellemzésére az aktivitas értékeket U/g
mértékegységben szamitottam ki.

A Thermomyces lanuginosus szilard fazisi fermentacidjat harom kiilonb6zo
szubsztratum Osszedllitdssal vizsgaltam, xilandz enzim termelés céljabol. A fermentaciot a 6,

a 7 valamint a 10 napon torténd mintavételezéssel kovettem, az aktivitds értékeket Ot

parhuzamos méréssel ellendriztem, melynek atlagolt értékeit a 14. &bran mutatom be.

1200 -

1000 -

800

600 - m kukoricacsutka

B sortorkoly

400 - 1:1 aranyt keverék

xilanaz aktivitas [U/g]

200 -

6. nap 7.nap 10.nap
fermentacios ido

14. abra: Xilanaz aktivitas alakulasa kiilonb6z6 tapkozegeken szilard szubsztratumu
fermentacio soran

A diagram (14.abra) szemléletesen megmutatja az alkalmazott szubsztratumok kozotti
kiilonbséget. A legjobb szubsztratumnak a kukoricacsutka — sortorkdly 50-50%-os keveréke
bizonyult. A fermentacié hatodik és tizedik napja kozott az aktivitas értékek minden esetben

fokozatosan novekedtek. A maximalis értékeket a fermentacio tizedik napjan értem el, ekkor
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kukoricacsutkan 3,25 U/g, sortorkolyon 167,38 U/g, mig keverékiikon 1081,63 U/g xilanaz
aktivitast mértem.
A kukoricacsutkas kdzegben a T. languginosus novekedése is latvanyosan elmaradt a

masik kettd szubsztratumon novekeddkhoz képest (15. dbra.).

15. abra: T. lanuginosus 5. napos szilard fazisu fermentacio

A sortorkolyds szubsztraton mar szépen novekedett a T. lanuginous, ami az aktivitas
értekekben is megmutatkozik. Azonban a kukoricacsutka és a sortorkoly 50-50%-0s
keverékének alkalmazasa eredményezett kimagaslo értékeket. A tovabbiakban érdemes lehet,
egyéb xilan tartalmu alapanyagok keverékét vizsgalni xilanaz termelés szempontjabol. Sonia
munkatarsaival (2005) kutatasai soran a kovetkezd szilard szubsztratumokat vizsgaltak,
Thermomyces lanuginosus xilanaz termelésének szempontjabol: foldimogyorohéj, rizsszalma,
buzakorpa, juta szalak, buzaszalma, valamint cirok szalma. A legalkalmasabbnak a cirok
szalma bizonyult, mely alkalmazasaval kimagaslo aktivitas értékeket értek el (10145 U/g). A
sortorkoly alapa szilard fazist fermentacidéval hasonld eredményt értem el (167 U/g) mint
amit foldimogyorohéj alkalmazasaval mértek (164 U/g). A sortorkoly és kukoricacsutka
keverék alapti fermentacid (1081 U/g) mar hatasosabb szubsztratnak bizonyult, mint a juta
szalak (402 U/g).
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5.9. Szubmerz és szilard fazisu fermentacio 6sszehasonlitasa

Kisérleteim soran, szubmerz és szilard fazisu fermentaciokat egyarant sikeresen
megvalositottam a Thermomyces lanuginosus CBS 288.54 torzs alkalmazasaval. A két
modszer eredményeit Osszevetve megfigyelhetd, hogy a legjobb aktivitds értékeket a
fermentacio tizedik napjan értem el, a rovidebb ideig tartdé fermentaciok jelentGsen
alacsonyabb eredményeket mutatnak. fgy gazdasagi szempontbol nem tudunk a fermentacios
1d6 leroviditésével koltséget csokkenteni, ehelyett érdemes kivalasztani azt a fermentacios
technologiat, amellyel a lehetd legjobb enzimtermelést érhetiink el.

A kisérleteim soran a T. lanuginosus CBS 288.54 torzsével végzett fermentaciok

aktivitas értékeinek Osszehasonlitasat a 14. tablazatban mutatom be.

14. tablazat: T. lanuginosus CBS 388.54 torzzsel végzett szubmerz és szilard fazisa
fermentaciok osszehasonlitasa

Szubmerz Szilard szubsztratumi
Kukoricacsutka 3,06 U/ml 3,25 U/g
Sortorkoly 7,51 U/ml 167,38 U/g
Sortorkoly-kukoricacsutka - 1081,63 U/g
Sortorkoly-élesztékivonat 20 U/ml -

Az aktivitas értékek alapjan kimagasld eredményt értem el a sortorkoly és a
kukoricacsutka keverékével szilard fazisu fermentécio sordn. Szubmerz fermentéciok soran az
alacsony élesztokivonat (0,5 g/l), és a magas (70 g/l) sortorkoly koncentracioval értem el a
legjobb eredményeket, az aktivitdis mérés optimalis paramétereinek bedllitasaval pedig
tovabbi aktivitas novekedést értem el.

Osszeségében elmondhaté, hogy a Thermomyces lanuginosus CBS 288.54 torzzsel a
kezdeti 4 U/ml xilanaz aktivitds a tdpkozeg optimalési kisérletek eredményeként szubmerz

fermentacional 5-szoros aktivitds novekedést eredményezett.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Thermomyces lanuginosus termofil fonalas gomba szamos enzim — koztiik a xilanaz
- szintézisére képes, melyek széleskortien alkalmazhatdk a kiilonb6zd iparagakban. A xilandz
enzim hatasmechanizmusat tekintve a xilan poliszacharidbol - melyet a névényi rostok nagy
szazalékban tartalmaznak - a xilobidz mellett, 5 szénatomos xiloz egységeket szabadit fel. Ez
a monoszacharid bizonyos ¢élesztdk segitségével etil-alkoholld fermentalhatdo, majd a
fermentlé leparlasa utan bioetanolként hasznosithatd. A xilandz, papiripari alkalmazasan tul,
tehat fontos szerepet jatszhat a kornyezetvédelemben, kiilonb6z6 melléktermékek
hasznositasaval, valamint a bioetanol eldallitasaban is az 6sszetett szénhidratok lebontasaval.

A munkam soran a T. lanuginous xilanaz termelését vizsgaltam kiilonb6zo
fermentacios kisérletek soran, olyan nagy mennyiségben képzddd ipari mellékterméknek
alkalmazasaval, melyek ¢élelmiszeriparban felhasznalasra mar nem keriilnek, pl.
kukoricacsutka, sortortkoly. A xilanaz aktivitdis mérése xildn szubsztraitumbol az
enzimreakcio soran felszabadult xil6z mennyiségi meghatarozasan alapul, melyet Somogyi-
egy kalibracids egyenest, mely segitségével szamolhato az aktivitas.

A rendelkezésemre allo 12 T. lanuginosus torzs vizsgalata soran bebizonyosodott,
hogy mindegyik, bar eltérd mennyiségben, de képes a xilandz enzim szintézisére.
Rangsoroltam Oket xilanaz termelésiik szempontjabol kukoricacsutka alapt szubmerz
fermentacio soran, ami alapjan a T. lanuginosus IMI 131010 torzs bizonyult a leghatékonyabb
termeldnek, a CBS 288.54, az ATCC 44008 és a CBS 395.62 torzsek elott.

Ezt kovetden egy a sorgyartas soran keletkezett mellékterméknek, a sortorkolynek
vizsgaltam az alkalmazhatosagat xilandz fermentaciokhoz. A négy legjobb termeldképességii
torzset alkalmaztam ennek kideritéséhez. Mind a négy torzzsel sikeres volt a fermentacio,
koziilik a CBS 288.54 torzs mutatta a legnagyobb aktivitast. A sortorkolyon elért maximalis
enzimaktivitas 7,5 U/ml, mig kukoricacsutka esetén a CBS 288.54 torzzsel csupan 3 U/ml
érteket kaptam. A kukoricacsutkan az IMI 131010 torzzsel kapott maximalis értek (5,4 U/ml)
1s elmarad a sortorkolyon végzett fermentacidé eredményeitol.

A tovabbiakban kozponti kompozicids kisérleti tervet alkalmaztam az enzimtermelés
szempontjabol optimalis szén és nitrogénforras koncentracionak meghatarozasara. A

kisérletek soran a legjobb eredményt a kovetkezd beallitassal értem el: sortorkoly
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koncentracio: 70 g/l; élesztdkivonat koncentracio: 0,5 g/l. A varianciaanalizis alapjan
megallapithatd hogy a sortorkoly koncentracioja (a vizsgalt tartomanyban) a 10. napi mintak
vizsgalataval 95%-o0s megbizhatosdgi szinten szignifikdns hatdssal van az enzimtermelésre.
Az ¢lesztokivonat koncentracidja a statisztikai elemzés alapjan nem befolyasolja jelentésen a
xilandz termelést, azonban a sortorkoly és az élesztokivonat linearis hatasa kozott szignifikans
kolcsonhatas mutatkozott.

A szén- ¢és nitrogénforrds mennyiség optimaldsa utan az enzimmiikddés megfeleld
kornyezeti paramétereit vizsgaltam. Az aktivitds mérése pH 6,5 kornyezetben, 16%-kal
nagyobb aktivitast eredményezett, mint pH 5,3 értéken. Megallapitasomat kétmintas t-proba
segitségével, statisztikailag is megvizsgaltam ¢&s igazoltam. Az optimalis homérséklet
vizsgélatanal a legmagasabb aktivitas értéket 70 °C —os hdmérsékleten mértem.

Végiil pedig a kukoricacsutkan és sortorkolyon, valamint keverékiikon valdsitottam
meg szilard fazisu fermentéaciot. Eredményeimnek koszonhetdéen bebizonyosodott, hogy a T.
lanuginosus CBS 288.54 torzse alkalmazhaté erre a célra, ezen feliil jobb eredményeket értem
el, mint szubmerz fermenticiok soran. A legjobb szubsztratumnak a kukoricacsutka —
sortorkoly 50-50%-0s keveréke bizonyult. A maximalis értékeket a fermentacid tizedik
napjan értem el, ekkor kukoricacsutkan 3,25 U/g, sortorkolyon 167,38 U/g, mig keverékiikon
1081,63 U/g xilanaz aktivitast mértem.

A tovabbiakban érdemes lehet a szilard fazisu fermentacié Osszetételének optimalasa,
valamint egyéb szubsztratumok, illetve azok keverékeit vizsgalni enzim termelésiik

szempontjabol.
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