CORVINUS

Elelmiszertudomanyi Kar

Sor- és Szeszipari Tanszék

. r

Bioetanol eloallitas lehetoségének tanulmanyozasa

sortorkoly felhasznalasaval

TDK dolgozat
Krisan Agnes Olga
I11. évf. BSc hallgat6
Témavezeto:
Dr. Kun Szilard
egyetemi adjunktus
Budapest

2013.



1.
2.

6.
7.
8.

Tartalomjegyzék

BEVEZETES .....iviiiiiieiinitieceisssis e 2
TRODALMI ATTEKINTES ...ttt 4
2.1  Els6generacios bioetanol elGallitdsi IehetOSEZEI .......uvrvveiviiiiiiiiiiiiieeece e 6
2.2  Masodik generacios bioetanol eldallitdsi IehetdSEZei ......ovvvvviiiviiiiiiiiiii e 6
2.2.1  EIOKEZEIES ...ttt ettt b ettt h et ae et e 8
2.2.2  ENzimes hidroliZiS.......ccuuiiiiiiiiiiiiiie et 10
2.2.3  FEIMENTACIO ... ueiiiiiiiie ittt ettt nb e et e b e e s e e nnn e e neenneeenneens 11
2.2.4  DESZLITACIO . ..cc.eieieiieiee ettt bbbt e e b ne e 11
2.3 Celluloz alapt bioetanol eldallitas sortorkoly felhasznaldsaval...........ocooviiiiiiiiiiiiincn, 12
2.3. 1 SOTEOTKOLY ...ttt bbbt 12
2.3.2  Sortorkoly bioetanol célt felhasznalasa............cccvvvviieiiiiiiiieiieee e 13
MUNKA CELTA ..ottt 16
ANYAGOK ES MODSZEREK .........oiiiiiriiiiiiiiiiisesiesessesssisssesssssesiesssssssssse s 17
4.1 AIKAIMAZOE NYAGOK......ceiiieiitiiiiiie et 17
O N 4 1 1074 (o ) | 2SSOSR ST TPV PR PRI 17
4.1.2  Elokezeléshez alkalmazott mérdoldatok............ccoooieiiiiiiiiiiiiie e, 17
413 ENZIMEK .o 17
4.2  Elso kisérletsorozat - Elokezelések optimalasa..........c.ccvvveriiiiiiiiiiciinie e 18
4.3  Masodik kisérletsorozat — Enzimes hidrolizis €s e1jesztés..........oovviirrriiieniiiiiicnie e 21
4.4  Harmadik kisérletsorozat — Cefrekoncentracio optimalasa.........c.cocoevvvviieniniiicniniieennn, 21
45  AlKalmazott MOASZETEK .......ccuiiiiiiiiiiieiee e 23
45.1  Oldhat6 extrakttartalom meghatrozéasa cefrézéssel..........coovvininiiniiiiniiiciinn, 23
45.2 Redukal6 cukortartalom meghatarozasa - BCA mOdSzer.........ccccovvvveiveiiiiciicnennnn 23
45.3  Szénhidrattartalom meghatarozasa - HPLC ...........cocoiiiiiiiiiec e 24
KISERLETI EREDMENYEK ES AZ EREDMENYEK ERTEKELESE ........ccoconnivinirinnninn. 26
5.1  Oldhat6 extrakttartalom meghatarozasa cefrézeéssel ...........cooviiiiiiiiiiniiiiie 26
5.2  Elbékezeléses vizsgalatok eredmeEnyel ........cccvveviiiiiiiiiiiiiciiee e 27
5.2.1  Autoklavos el6kezelések eredmeényei .........ccovveviiiiiiiiiiiiiiici 27
5.2.2  Mikrohulldmu kezel€sek eredmeEnyei .........covveriiiiiieiiiieiie e 31
5.2.3  190°C-05 kezel€s eredmMENYei ........ccverieeiriiiiiieiiee et 35
5.3  Masodik kisérletsorozat eredményei — enzimes hidrolizis és erjesztés eredményei........... 36
5.4  Harmadik kisérletsorozat — cefrekoncentracié optimalas eredményei...........ccevvvirernenne. 41
KOVETKEZTETESEK .....ovviviueeeieeeese e eeetee s eseesesses s ses s esnsasssssssesssnsensn s saneans 43
OSSZEFOGLALAS.......ccooiviiieiteiieteietee st 44
FELHASZNALT IRODALOM ......coeiiieieieieiieieetseeestese st tsssssse s 46



1. BEVEZETES

A Dbioiizemanyagok hasznalatanak otlete nem 1j keleti. Nicolaus August Otto 1876-ban
megalkotott els6é négylitemli Otto-motorjainak tizemanyaga is alkohol volt. Henry Ford 1925-ben a
,JOVO lizemanyaganak™ nevezte az etanolt: ,,A jovO lizemanyagat az utak mentén novo szomorce
termésébol, almabol, magvakbol, fiirészporbdl — szinte mindenbdl eld lehet majd allitani. Minden

fermentalhat6 novényi rész potencialis izemanyag.” (http://hempcar.org/ford.shtml) Arra szamitott,

hogy a mezdgazdasagi termékekbdl eldallitott etanol lesz a 6 lizemanyaga a jarmiiveknek.

A Dbiodizel felhasznalasanak gondolata Rudolf Dieseltél, a dizelmotor feltalaldjatol
szarmazik. 1912-ben Diesel ezt irta: ,,A ndvényolaj lizemanyagként torténd hasznélata ma még
jelentéktelen. Idével azonban ezek a termékek ugyanolyan fontosak lesznek, mint a benzin ¢€s a
katrany termékek.”

(http://www.mtk.nyme.hu/fileadmin/user upload/szti/biomotion/biofuels in hungary.pdf)

Az etanolt sokaig csak oktanszamndveld lizemanyag-adalékként hasznaltak, a kdolajalapu
nyersanyagok kedvezd éara és a rendelkezésre all6 nagy mennyisége miatt. A hetvenes években
kirobband kdolajvalsadg kovetkeztében egyre nagyobb érdeklddés mutatkozott a biolizemanyagok
irant. A hirtelen 4remelések miatt egyre slirgésebbé valt mindenki szdmara az alternativ
lizemanyagok fejlesztése. Braziliaban ekkor indult be a Pr6 alcool program.

A népesség novekedésével, a kornyezetvédelem el6térbe keriilésével, a fosszilis
energiahordozok kimeriilésével egyre nagyobb szerephez jutnak a megujuld energiaforrdsok. Az
egyik lehetséges megujuld energiaforrds a bioetanol, melyet mezdgazdasagi termékekbdl és
melléktermékekbdl allitanak eld. Ezek a termékek keményitd-, illetve cukortartalmi ndvények,
valamint fas szard novények lehetnek. Manapsag a mezdgazdasagi hulladékokat — celluldz tartalmu
anyagok — is fel tudjak hasznalni ilyen célokra, ezzel is javitva a gazdasagi tényezOket és
csOkkentve a kornyezeti terhelést. Az elmult években a mezdgazdasiagi termékekre és
melléktermékekre alapozott termelés elérte a megfeleld technologiai szinvonalat, ennek
kovetkeztében a bioetanol gazdaséagilag is redlis alternativava Iépett eld a kdolajterméekek mellett. A
legfébb bioetanol termeld orszagok az Amerikai Egyesiilt Allamok és Brazilia, a 2009-es és 2010-
es ¢években a  vildg  bioetanol  termelésének = megkozelitdleg  90%-at  adtak

(http://ethanolrfa.org/pages/World-Fuel-Ethanol-Production). Az el6bbi kukoricabol, az utobbi

pedig cukornadbol allitja eld a bioetanolt. Magyarorszagon kukoricabol torténik az eldallitas és a
kész bioetanolt vagy biolizemanyagként hasznaljak, vagy éter és izobutilén hozzaadasaval etil-
tercier-butilétert (ETBE) allitanak eld, melyet oktanszamndveldként hasznosithatnak. A bioetanol

optimalis bekeverési aranya 85:15 (benzin:bioetanol). Anélkiil, hogy a motor karosodna 80:20-as
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aranyig lehet elmenni. Mivel a bioetanol energiatartalma kevesebb, mint a benziné — 1 liter etanol
0,65 liter benzinnel egyenértékii —, igy nagyobb mennyiséget kell felhasznalni bel6le. Viszont
alacsonyabb iizemi hoémérsékleten miikodik, ennek kdszonhetéen a motor €lettartama hosszabb lesz.
Bioetanol alkalmazasakor kisebb a szén-monoxid és kén-dioxid emisszid, mint a benzinnél. (Varga-
Erdei, 2011)

A bioiizemanyag termelés 1980 és 2005 kozott évi 4,4 millio literrél 50,1 millid literre
novekedett (Varga-Erdei, 2011). Az Eurdpa Tanacs 2007-ben tamogatta annak az elfogadasat, hogy
2020-ra az eurOpai unids tagallamok teljes energia fogyasztisanak 20%-a megjuld
energiaforrasbol szdrmazzon.

A fentiek figyelembevételével, olyan a soriparban felmeriild mellékterméket kivantam
kisérleteimben felhaszndlni, amely nagy mennyiségben &ll rendelkezésre ¢és nyersanyagként

szolgélhat bioetanol eldallitasara.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A biomasszabol eldallitott bioetanol, tobb mint 98,5% etil-alkoholt tartalmazd, nem
denaturalt termék (2003/30/EK iranyelv), melyet biologiailag megujul6 energiaforrasokbol nyernek.
A bioetanol lizemanyagként torténd alkalmazasanak kiilonb6zd lehetdségei vannak: kozvetlentil,
specialis vagy modositott motorokban (Brazilia, Svédorszag); kiilonb6z6 aranyban keverve —
benzinnel vagy éter lizemanyag adalékként (Fogarassy, 2001). A biologiai eredetii energiaforrasokat
tobbféleképpen is csoportosithatjuk. Halmazallapotuk szerint megkiilonboztetliink gaz (hidrogén,
metan), folyékony (bioetanol, biodizel, metanol) és szilard (faapriték, fapellet) biolizemanyagokat
¢s fitéanyagokat egyarant (Demirbas, 2008).

Egy masik lehetséges csoportositas szerint megkiilonboztetliink elsdédleges és masodlagos
bioldgiai eredetli energiaforrasokat. Az elsddleges biologiai eredetli energiaforrdsokat elektromos
aram eldallitasara és flitésre hasznaljak. Ezt az energiaforrast tiizel6fa, faapriték, fapellet, illetve

kiilonb6z6 mezdgazdasagi hulladékok elégetésével kapjak.

Biologiai eredetli energiaforrasok

Alapanyag: tiizel5fa, v y
faapriték, fapellet, Els6dleges biologiai eredetii Masodlagos bioldgiai eredetii
mez6gazdasagi hulladékok energiaforrasok energiaforrasok
|

v \ 4 \ 4
Els6 generacids Misodik genericids Harmadik generacios
bioiizemanyagok bioiizemanyagok bioiizemanyagok
Alapanyag: magok, gabona Alapanyag: lignocelluloz Alapanyaq: alga, tengeri
vagy cukortartalmi névények tartalm® biomassza hinar
Keményit6 (buza, kukorica) Enzimatikus hidrolizissel, Biodizel eldallitasa algabol.
vagy egyéb cukrok majd fermentacioval
(cukornad, cukorrépa) eléallitott bioetanol és Bioetanol eléallitasa algabol
fermentalasaval eléallitott butanol. és tengeri hinarbol.
bioetanol és butanol. Kémiai folyamatokkal
A kiilonb6z6 magvakbol eléallitott metanol, kevert Hidrogéngaz eléallitasa zold
(repcemag, szdjabab, etanol, dimetil-éter és algabol és kiilonboz6
napraforgd, palma, kokusz) biodizel. mikrobakbdl.
kinyert névényi olajok Anaerob lebontassal
atészterezésével eldallitott eléallitott biometan.
biodizel.

1. abra: A biologiai eredetli energiaforrasok és bioiizemanyagok csoportositasa (Nigam és Singh,

2011.nyoman)



A masodlagos biologiai eredetli energiaforrasokat, biolizemanyagokat tovabbi csoportokra
oszthatjuk kiilonb6zé szempontok alapjan. Az 1. abran lathatd csoportositds elsdsorban az
eldallitashoz hasznalt alapanyag ¢és eldallitasi technologia alapjan tortént.

Az 1. tablazatban bemutatott csoportositds pedig a biolizemanyagok felismerésének ¢és

alkalmazasba vételének idorendje szerint tortént.

1. tablazat: Biolizemanyagok csoportositasa felismerésiik és alkalmazasba vételiik idorendje szerint
(Hancsok et al., 2006)

Els6 Masodik Harmadik Negyedik
Generacio
= Bioetanol = Biogazolajok = Szintetikus benzin és = Biohidrogén
= Novényolajok (ndvényolajok gazolaj = Biometanol
= Biodizelek izomerizalo (szintézisgazbol) = Bioelektromos aram
= Elozéek + hidrogénezése) = Bio- (kozvetett moédon
kdolajalapa = Bioetanol motorhajtéanyagok energia-telepekhez)
hajtéanyagok elegyei lignocellul6zbol szintézisgazbol = Sth.
= Sth. = Bioparaffinok
szénhidratokbol
= Dimetil-éter
= Sth.

A biofuel gyartds alapanyagai tilnyomorészt mezdgazdasagi termények. Eurdpdban
kukoricat, buzat és cukorrépat, Eszak-Amerikaban kukoricat és a buzat, de Azsidban a batatat és a
rizst, mig Afrikaban a kasszavat is hasznaljak (Wheals et al., 1999). A keményit6bdl — a
gabonafélék és a kukoricakeményité tartalma 60-75% - torténd bioetanol eléallitas technoldgiaja
széles korben elterjedt, foként Dél-Amerikaban, élelmiszerhianyt, dragulast, €hinséget okozva. Ezen
problémak miatt 0j megoldast kerestek a megljuld bioetanol gyartas terén. A bioetanol termelés
szamara a mezOgazdasag — a lignocelluldz tartalmi hulladékaival —, az élelmiszer- feldolgozas és az
erdészet biztosithatnak erjeszthetd szénhidrat alapanyagokat.

Skociaban a sorfézdék és a szeszfozdek altal termelt torkoly, mint potencialis biomassza
forrds keriilt el6térbe a bioetanol termelés tekintetében. A cefretorkolyt eddig csak allati
takarméanyozasra hasznaltdk. A torkoly gazdag lignocelluloz forrds, amely atalakithatd erjeszthetd
cukorra a bioetanol eléallitasahoz. A cefrézett arpamalata 80%-a sejtfal anyag, a fennmarado rész
foként fehérje. A sejtfal anyaganak 16,8-21,9%-a celluléz, 28,4-29,6%-a hemicelluléz és 21,7-

23,0%-a savoldo lignin. A hemicellul6z frakcié igen érzékeny a magas homérsékletre és a savas



kezelésekre. Az autohidrolizis legfeljebb 190°C-os hémérsékleten eredményezi a hemicellul6zok

atalakitasat oldott xilo-oligoszacharidokka (Carvalheiro et al., 2004).

2.1 Elsdgeneraciés bioetanol eloallitasi lehetdségei

Az alapvetd kiilonbség az els6- és masodik generacios bioetanol eldallitasi technologiak
kozott a felhasznalt novényi alapanyagban van. Az elsGgeneracidos bioetanol cukor, illetve
keményité alapu terményekbdl, mig a masodik generacios bioetanol celluldz tartalmi ndévényi
részekbdl késziil. A cukor alapt bioetanol eldallitds soran — a cukorrépa és a cukornad esetében —
elészor felapritjdk a nyersanyagot, cefrét készitenek, amit ¢élesztdé hozzaadasaval iranyitott
kortilmények kozott erjesztenek alkoholld. A keményitd alapt eldéllitasnal — a gabonafélék és a
kukorica esetében — mindenekeldtt a keményitot cukorra kell bontani, utana lehet a cukrot alkoholla
fermentalni. Ehhez enzimes hidrolizist alkalmaznak, ahol idealis koriilményeket biztositanak az
enzim optimalis miikodéséhez, igy a megfelelden feltart, felapritott nyersanyag keményitd tartalma

eldszor elfolydsodik, majd cukrosodik.

2.2 Masodik generacios bioetanol eloallitasi lehetéségei

Az elsdgeneracids technologidval szemben itt nem élelmezési célra is felhasznalhat6
termények az alapanyagai az eldallitasnak, hanem celluloztartalmi novényi részek.
Celluloztartalmti alapanyagok lehetnek gabonaszarak, rostok, vagyis mezdgazdasidgi novényi
hulladékok, illetve faforgacs, Gjsagpapir, faapriték is. Termelnek Ggynevezett energiandvényeket
kozvetleniil ilyen célra, illetve keresik az ipari és a lakossagi szilard hulladék alap bioetanol
gyartas megoldasat. Ez javithatja a technoldgia versenyképességét a fosszilis tizemanyagokkal
szemben.

A lignocelluléoz a legnagyobb mennyiségben el6forduldo biopolimer, mely a ndvények
szerkezeti anyaganak f6 komponense. A fétomegét harom {6 polimer adja: celluloz (szarazanyag
45%-a), hemicellul6z (szarazanyag 30%-a) és lignin (szarazanyag 25%-a) (2. abra).

A celluloz egy poliszacharid, mely B-D-gliikoz egységekbdl épiil fel. Szerkezetileg egyenes
lanct polimer, mely 500-15000 gliikoz egységbdl all, ahol is a gliikoz egységek B-1,4-es glikozidos
kotéssel kapesolodnak egymashoz. Ismétlddd alapegysége a cellobidz diszacharid. A lancok kozott
l1étrejové Van der Waals kotések kovetkeztében kiilonbozd kristalyos forméak jonnek létre. A

kristalyos szalak egy oldhatatlan polimerbe vannak bedgyazva, emiatt a celluléz hidrolitikus



enzimek szamara csak nehezen hozzaférhetd. Az elokezelt celluldoz enzimatikus uton lebonthatd

Bloenergy crop

Plant cells

gliikozra, amibdl a tovabbiakban etanol nyerhetd.

A hemicelluléoz egy gyljténév, mely kémiailag nem
egységes  heteropoliszacharidokat takar, amelyekben a
monomerek kiilonféle pentdz, ill. hexdédz cukrok (pl. xildz,
mannodz, galaktéz, rhamnoz, arabindz, gliikoz, stb.) lehetnek,
melyek ardnya fajonként és ndovényi részenként valtozik. A
hemicelluléozok lanca rovidebb, mint a celluléozé, viszont
nagyszamu oldallanccal rendelkezik a fOvédzon, igy kevésbé
kristalyos, reaktiv makromolekuldk. Legfobb alkotoelemei az L-
arabindz, D-galaktéz, D-gliikuronsav, D-mannéz és D-xildz,
ezen kivil még L-fruktéz, L-rhamnéz ¢és L-galaktéz is
megtalalhatd  oldallancaiban.  Idetartoznak a  xilanok,
xilogliikanok, mannéanok, B-gliikkanok ¢s az arabinogalaktanok.
Lebontasahoz elokezelés sziikséges.

A lignin fenil-propan alegységekbdl felépiilé rendkiviil
valtozatos aromds polimerek gytjténeve. Harom f6 alkotoeleme
van: fenil-propan szarmazék p-kumaralkohol, koniferilalkohol és
szinapil-alkohol monomerek. A nem- fosszilis szerves szén

koriilbeliil 30%-a lignin formdjaban van jelen.

A lignin noveli a novény ellendlld képességét a mikrobioldgiai behatdsokkal szemben,

gatolja a hidrolizist végz6 enzim miikddését, noveli a reakcidelegy stirliségét €s viszkozitasat.

2. abra: A lignocelluloz felépitése (Madainé és Bokanyi, 2013)

| Eldkezelés I

[ Enzimatikus hidrolizis ]

Pentdz fermentacio ] [ Hexoz fermentacio ]

3. abra: A lignocelluloz alapt bioetanol eldallitas folyamata (Keshwani és Cheng, 2009 nyoman)



A masodik generacios eljaras joval Osszetettebb, mint az elsd. Alapvetden négy {6 1€pésbal
all. Melyek az eldkezelés, az enzimes hidrolizis, a fermentalas és végiil a desztillalas. A 3. ébra a

lignocelluloz alapa bioetanol eldallitas folyamatat mutatja be.

2.2.1 Elokezelés

Az elsé Iépés a nyersanyagok elOkezelése, ezzel csokkentve a természetes ellenalld
képességet. A eljarasok célja, hogy a lignocellul6z biomassza szerkezetét megbontva hozzaférheté
legyen a celluloz és a hemicelluléz a ligninnel alkotott komplexbdl. Az idedlis elkezelés
eltavolitas utan elégetik, igy biztositjak a héenergiat a technoldgiahoz, igy csokkentve a szén-dioxid
kibocsatast a folyamat egészére nézve (Donghai et al., 2006).

A 4. 4bra a legelterjedtebb eldkezelési eljarasokat foglalja 6ssze Talebnia és munkatarsai

(2010) nyoman.

> Bioloeiai > Gombik: . »| Fajlagos feliilet,
tofoglal " Barna ¢s poérusméret nd
feher Hemicelluloz és lignin
rothasztés degradacio
Celluloz Savas:
alapa | | = Hig, erds .
névényi sa\%as Belsé fajlagos feliilet
rostok > . »| Lugos: | és po.rozités nd
elokezelése Kemiai = NaOH Hermce/llprloz
Oxidaloszeres: d§gr§dac1(? .
= Ozonizals Lignin eltavolitas
* H,0
Hidrotermalis: Fajlagos feliilet n6
| Fizikai- o GOzrobbantas R Hemicellul6z részleges
| kémiai "| Kémiaival: "| degradacioja
= AFEX Lignin atalakulas
Mechanikai: Fajlagos feliilet nd
»  Fizikai » = Vagis » Polimerizacios fok
= Orlés csokken

4. abra: A leggyakoribb eldkezelési eljarasok és lehetséges hatasaik



Els6 1épésben altaldban fizikai elokezelés torténik — apritas, 6rlés (Keshwani és Cheng,
2009). A méret csokkentésével a fajlagos feliilet megnd, igy jobban hozzaférhetévé valik a
biomassza.

Széles korben ismert elokezelési eljaras a hig savas kezelés, az alacsony koltségének ¢€s a
hatékonysaganak koszonhetdéen (Sipos, 2010). Haszndlnak lugos hidrolizist is, mely soran a
molekuldk kozotti észter kotések bomlanak fel a lag hatdsara, igy xildn, hemicelluldz és biopolimer
molekulak szabadulnak fel a lignocellul6zboél (Varga-Erdei, 2011).

Elékezelési célokra alkalmaznak még gbzrobbantast is, sét ez a legelterjedtebb. Ebben az
esetben 160-270°C-os telitett vizgdzzel kezelik a biomasszat. Az ilyen hdmérsékletii telitett vizgdz
nyomasértéke 0,7-5 MPa kozott mozog. Van olyan eset is, amikor a gézhoz még kénsav, kén-
dioxid, szén-dioxid elegyet is kevernek, illetve hasznalnak ugynevezett ammonias gézrobbantast is.
Ezen adalékanyagos gézrobbantasok még nagyobb hatasfokuak. (Varga, 2011)

Beszédes és munkatarsai (2012) példaul mikrohullamu eldkezeléseket végeztek cukorrépa
feldolgozas soran keletkez6 hulladékon. Az ebbdl késziilt port desztillalt vizbe, so6sav oldatba,
illetve natrium-hidroxid oldatba tették. A mintaikat 2-8 percen at kezelték. A mikrohullamu kezelés
utan hét napos, 40°C-on torténé enzimes hidrolizist végeztek. Az erjesztéshez Saccharomyces
cerevisiae élesztot alkalmaztak. Eredményeik kimutattak, hogy az 500 W teljesitményii, sdsavas
elokezelés eredményezte a legtobb gliikkozt. A kezeletlen, kiilonb6zé pH-ji mintdk hozamai kozott
nem volt szignifikans kiilonbség. A 250 W teljesitményli mérésnél megfigyelték, hogy az
iddtartammal nd a kapott gliik6z koncentracio. Két, négy és nyolc percig végezték az elokezelést. A
legjobbnak a nyolc perces adodott.

A sortorkoly, mint lignocelluléoz alapu biomassza bioetanol eldallitdsdra torténd
hasznosithatosagaval szamos szakirodalom foglalkozik, amelyekben kiilonbozd eldkezelési
technologidkat alkalmaznak. (Ezeket részletesen a késdbbiekben mutatom be.) Mussatto ¢és
munkatarsai (2008) altal készitett elektronmikroszkopos felvételek (5. abra) jol szemléltetik a
lignocelluloz szerkezeten torténd valtozasokat az eldkezeléseknek kdszonhetden.

Az elektronmikroszkopos felvételek 300 000-szeres nagyitasban késziiltek. A fels6 kettd kép
— (A) és (B) — az eldkezelés nélkiili mintakrol késziilt. A bal oldali sem el6kezelést sem enzimes
kezelést nem kapott, mig a jobb oldali az enzimes kezelés utani kép. A (C) és (D) abrakon
cellulignin (hemicelluléz nélkiili rostok) talalhato — elékezelést kapott —, ugyancsak az enzimes

kezelés eldtti a baloldalon, az utani pedig a jobb oldalon.



(A)

SgnaiA=VPSE WD= 1lmm
EHT = 20.00 kv LME-DEMAR-EEL-USP

ignal A = Vi =
EWT = 2000 KV LME-DEMAR-EEL-USP

Signel A=VPSE WD= 12mm
EHT = 2000k LME-DEMAR-EEL-USP

Lo N

SgnalA=VPSE WD = 12mm Signal A= VPSE WD = 13mm
EMT = 2000 KV LME-DEMAR-EEL-USP — EMT = 2000 KV LME-DEMAR-EEL-USP

5. abra: Sortorkoly elektronmikroszkopos felvétele. (Mussatto et al., 2008)

Az also két képen — (E) és (F) — a cellulozpép lathatd, az eddigi felallds szerint. A képen jol
latszik az eldkezelések hatdsa, hogy mennyivel hozzaférhetobbé valik a biomassza a kezelések

soran.

2.2.2 Enzimes hidrolizis

Ezen 1épés lényege, hogy az immar hozzaférhetdbb biomassza Osszetevoit
monoszacharidokra bontsuk. Ezt a feladatot enzimek végzik. Mivel a celluloz vaz egy Osszetett
szerkezet, ezért tobb enzim Osszehangolt miikodése sziikséges a hidrolizishez. Ezek az enzimek a
kovetkezéek: endo- és exo-glilkanazok, cellobiohidrolazok, B-glikozidazok. Attol fiiggden, hogy
milyen biomasszdval dolgozunk a nyersanyag enzimes lebontdsdhoz o- és P-amildzokat is
haszndlnak. Az enzimes hidrolizis optimalis paraméterei: 50°C koriili hdmérséklet és 4,5-6,0
kozotti pH.

A lebontas soran a hexozanokbol a gliikkdéz mellett manndz és galaktdz, a pentozanokbol

xiloz és arabindz is felszabadul.
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2.2.3 Fermentacio

Az elékezelés ¢és az enzimes hidrolizis kovetkeztében felszabaditott cukrokat
mikroorganizmusok segitségével etanolld fermentaljak. Ehhez tobbféle mikroorganizmus is
alkalmas.

A leggyakrabban alkalmazott ilyen céli mikroorganizmus a Saccharomyces cerevisiae
¢leszté. A Saccharomyces cerevisiae nem képes a pentdzokat felhasznalni, ennek megoldasara
genetikai manipulacioval probaltak pentéz hasznositova alakitani az éleszt6t (Varga-Erdei, 2011). A
Saccharomyces cerevisiae masik problémaja, hogy optimalis hdmérséklete 30°C, emiatt az enzimes
eljards utan — mely 50°C-on torténik — sziikséges a rendszer visszahtitése. A koltségek csokkentése
céljabol kutatasok folynak a Saccharomyces cerevisiae termotoleranssa alakitasaval kapcsolatban,
illetve mas termotolerdns mikroorganizmusok felhasznalhatéosdga kapcsan. Ilyen termotolerdns
¢lesztok a Kluyveromyces marxianus és a Hansenula polymorpha, melyek képesek alkoholt
termelni. (Varga-Erdei, 2011)

Xiléz hasznositasra képes mikroorganizmusok a Candida, a Cryptococcus, a
Kluyveromyces, a Pichia és a Pachysolen nemzettségekbdl keriilnek ki. (White et al., 2008) Az
arabinOzt ¢€s a xilozt az élesztdsejtek Otszénatomos alkoholokkd képesek erjeszteni. A xilant és az
arabinant csak egyes fonalas gombak képesek megbontani.

A fermentacio sokféle uton torténhet. Az egyik lehetéség az tgynevezett Szakaszos
hidrolizis és fermentacid — az SHF = separate hydrolysis and fermentation. Ekkor a hidrolizis és az
erjesztés két egymast kovetd lépésben zajlik le. A kisérleteim sordn én ezt a fajta fermentaciot
alkalmaztam. Egy masik lehet0ség a szimultan (azaz egyidejii) cukrositas és fermentacié —az SSF =
simultaneous saccharification and fermentation. Ennél a fermentaciondl a hidrolizis és az erjesztés
egyszerre zajlik. Ebben az esetben a termékgatlas csokken, mivel az éleszté rogton felhasznalja a

hidrolizis soran keletkezd termékeket.

2.2.4 Desztillacio

Ahhoz, hogy az altalunk kinyert etanol bioetanolként ilizemanyag adalékként, vagy
helyettesitoként felhasznalhaté legyen sziikséges a betoményitése. A desztillacio 1épésénél az
erjesztés soran kapott etanol toményitése torténik tisztaszesszé — azaz 96 térfogat szazalékos
alkoholld. Amennyiben vizmentes alkoholt szeretnénk eldallitani, akkor vizelvonast kell
alkalmazni. A vizelvonas két nagy csoportra oszthatd: kémiai vizkotésre €s fizikai vizelvonasra. A

kémiai vizkGtésnél vagy egy vegylilet (pl. a kalcium-hidroxid), vagy egy kristalyviz (pl. natrium-

-11-



acetat kristalyvizes forméja) segitségével torténik a vizelvonas. A fizikai vizelvondsnal tobb
lehetséges megoldas is felmeriilhet: a vakuumdesztillalas, az azeotrop desztillalas, mely torténhet
benzollal, benzol és benzin elegyével, illetve trikloretilénnel, valamint a szilard ,,molekula szita”

adszorbens alkalmazasa.

”r

2.3 Celluloz alapu bioetanol eldallitas sortorkoly felhasznalasaval

2.3.1 Sortorkoly

A sortorkoly (6. abra) az édes cefre sziirését kovetden visszamaradod soripari melléktermeék,
mely az arpa malata 6rleményébdl és a potanyagokbol all. Az Eurdpai Unidban mitkddo sorgyarak
évente korilbeliil 3,4 millio tonna sortorkolyt termelnek (Gupta et al., 2010).

Osszetétele fiigg az arpa fajtajatol, a betakaritasi id6tol, a malatatol, a cefrézési feltételektol,
a potanyagok mindségétdl és tipusatol (Gupta et al., 2010). A rostos szovetek 6 Osszetevoi az
arabinoxilan, a lignin és a cellul6z. A keményité mar csak csekély mennyiségben talalhatdo meg a
torkolyben, mivel a cefrézés soran eltavolitasra keriilt.

A rost mellett Santos és munkatéarsai (2003) 24,2%
fehérjét, 3,9% lipidet és 3,4% hamut is mértek a kemencében
szaritott sortorkoly esetében. A sortdrkoly gazdag a celluléozon
feliil még fehérjében, illetve B-glilkanban. Az elébb felsorolt
f6 Osszetevok mellett megtaldlhatok még asvanyi anyagok,
vitaminok és aminosavak is a torkdlyben. Az dsvanyi anyagok
— kalcium, kobalt, réz, vas, magnézium, mangan, foszfor,

kalium, szelén, natrium, kén — mind 0,5%-nal kisebb

mennyiségben van jelen. Vitaminként biotin (0,1 ppm), kolin -
(1800 ppm), folsav (0,2 ppm), niacin (44 ppm), pantoténsav 6. abra: Sortorkoly
(8,5 ppm), riboflavin (1,5 ppm), tiamin (0,7 ppm), piridoxin (0,7 ppm) taldlhaté6 meg. (Pomeranz és
Dikeman 1976; Huige 1994) Fehérjéhez kotott aminosavként leucin, valin, alanin, szerin, glicin,
glutaminsav, aszparaginsav talalhat6 nagyobb mennyiségben, mig kisebb mennyiségben fellelhetd
még tirozin, prolin, treonin, arginin, lizin, cisztin, hisztidin, izoleucin, metionin, fenil-alanin,
triptofan (Huige 1994).

Felhasznalasa széleskori. Elsddlegesen takarmanyozasi célokra hasznaljdk fel fdleg

szarvasmarhdknal. Amellett, hogy magas tapértékli, a sortorkoly allitdlag eldsegiti a fokozott
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tejtermelést a termelékenység befolyasolasa nélkiil (Gupta et al., 2010). Hasznaljak nedves, illetve
szaritott formaban is, am az elébbi megjelenési forma rovid eltarthatosdga miatt problémas.

Emberi fogyasztasa segithet egyes betegségek megeldzésében, tgymint a rak, a gyomor-
bélrendszeri rendellenességek, cukorbetegség, illetve a szivkoszortér-betegség. Potencialisan fontos
¢lelmiszer-0sszetevo, kiilonosen a fejlodd orszagokban, ahol a szegénység és az alultiplaltsag
leginkabb jelentkezik.

Viszonylag alacsony koltsége €s magas tapértéke miatt eldszeretettel alkalmazzak miizlik,
teljes kidrlésii kenyerek, kekszek gyartasanal. A felhasznalast megeldzi egy Orlés, mely soran a
szemcsés, darabos anyagbol lisztet készitenek. Barna szine miatt, korlatozott a felhasznaldsa. Mivel
a késztermék izét és fizikai tulajdonsagait megvaltoztatja, csak kis mennyiségben (5-10%) lehet
alkalmazni.

Biotechnoldgiai alkalmazasi lehetdsége 1s van a sortorkolynek. Szubsztratumként
hasznalhato fel Pleurotus, Agrocybe, Lentinus fajoknal. Kereskedelmi enzimtermelésnél koji és
szilard fermentaciok szubsztratumaként szerepel. Streptomyces avermitilis esetében a xilanaz ¢és
ferulsav-észteraz enzim termelésekor, illetve Bacillus subtilis és Bacillus licheniformis esetében o-
amilaz termelésénél.

Egyéb felhasznalasrol is lehet irodalmat taldlni, mint példaul habzasgatloként torténd
alkalmazasa. A sortorkolybdl nyomas segitségével készitett Kivonatot a fermentorokban hasznaljak
fel ilyen célra. Tovabba a sorléhez torténd hozzaadasaval nétt a komlo kihasznaltsaga anélkiil, hogy
a kész sor tulajdonsagait befolyasolta volna (Gupta et al., 2010). Hordozoéanyagként torténd

felhasznalasaval kisérleteztek még a sorélesztok rogzitésekor.

2.3.2 Sortorkoly bioetanol célu felhasznalasa

A sortorkolyben talalhato sejtfali poliszacharidok hidrolitikus eljarasok soran - Ggymint a
hidrotermalis, enzimatikus, vagy savas eljardsok — bonthatok. A hidrolizis kovetkeztében a
cellulozbol gliikkdz, a nem celluloz-tartalmu poliszacharidokbdl pedig xiléz, manndz, galaktodz,
arabin6z keletkezik. A szakirodalomban fellelhetdé néhany sortorkoly kémiai Osszetételére
vonatkoz6 adatokat mutatja be a 2. szamu tablazat.

A szakirodalomban sokféle, e soripari melléktermékkel kapcsolatos kutatasrol lehet olvasni.
Ezek koziil néhanyat szeretnék megemliteni, Mussatto és munkatarsai (2008) a hemicelluléz és
lignin konverzigjat figyelték meg. Egy kezeletlen mintaval, illetve hig savas és hig l1gos mintékkal
dolgoztak. Celluclast 1.5 L enzimet hasznaltak fel a hidrolizishez 2%-0s szubsztrat koncentracioval.

A hidrolizis 45°C-on tortént 96 oran keresztiil. A vizsgalataik alapjan megallapithatd, hogy minél
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alacsonyabb a hemicelluloz és a lignin-tartalom a mintaban, anndl nagyobb hatékonysaggal megy

végbe a celluldz hidrolizise.

2. tablazat: A sortorkoly kémiai Osszetételére vonatkozo néhany adat a szakirodalom alapjan

(Aliyu és Bala, 2011 nyoman)

] Mussatt )
N . Kanauchi | Russ Mussatto | Adeniran o
Osszetevo (% 0 és Khidzir et
et al. et al. et al. et al.
szarazanyag) Roberto al. (2010)
(2001) | (2005) (2008) (2008)
(2006)
Celluloz 25,4 23-25 16,8 16,8+0,8 - -
Hemicelluloz - 30-35 28,4 28,4+2.0 - -
Lignin 11,9 7,0-8 27,8 27,8+0,3 - -
Fehérjék 24 19-23 15,3 - 2,4+0,2 6,4+0,3
Hamu 2,4 4-4.5 4,6 4,6+0,2 7,9+0,1 2,3+0,8
Extraktumok - - 5,8 - - -
Egyéb 21,8 - - 22,4+1,2 - -
Szénhidratok - - - - 79,9+0,6 -
Nyersrost - - - - 3,3+0,1 -
Nedvességtartalom - - - - 6,4+0,2 -
Llpld 10,6 - - - - 2:5:|:O:1
Osszes szén - - - - - 35,6+0,3
Osszes nitrogén - - - - - 1,025+0,05

White és munkatarsai (2008) 10 szazaléknyi mennyiségii sortorkollyel dolgoztak. Savas —
kénsavas, salétromsavas és sosavas — el6kezeléseket alkalmaztak 121 °C-on 15 percen keresztiil,
ennek alapjan végeztem én is az autoklavos kezeléseimet. Az enzimes hidrolizist enzim koktéllal —
cellulaz, B-gliikoziddz, hemicelluldz és xilanaz aktivitasi — végeztek 5 és 6-os pH érték kozott. A
hidrolizis 50°C-on 130 rpm fordulatszdmu raz6 termosztatban 18 Oran at tortént. Az erjesztés 48
oran at 100 rpm fordulatszamu, 30°C-os razé termosztatban folyt Kluyveromyces marxianus ¢és
Pichia stipitis torzsek alkalmazasaval. Az erjesztés végén 8,3 és 5,9 g/l alkoholt kaptak a

konverzios hatasfoktol fiiggden.
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Pierre és munkatarsai (2011) hidrotermalis el6kezelést végeztek a sortdrkolyon 2, 3, 4, 5 és
7 bar nyomason. Az eldkezelések utani enzimes hidrolizis az ¢ esetiikben 16 6ran keresztiil tartott.
Celluclast 1,5 L enzimet hasznaltak 6k is. Minél nagyobb nyomassal kezelték a sortorkolyt a
hidrolizis soran, annal jobb redukalé cukortartalmat, illetve gliikoz hozamot értek el. Az altaluk
elvégzett elokezelések eredményei biztatd alternativat adhatnak ilyen tipusu lignocelluléz alapu
alapanyagok kezelésére.

Xiros és munkatarsai megallapitottak, hogy a Neurospora crassa ¢s a Fusarium oxysporum
mikroorganizmusoknak kivételes képessége van a celluloz €s hemicelluloz atalakitas terén. Xiros és
munkatarsai 74g bioetanol kihozatalr6l irnak sortorkoly kilogrammonként (5,6 g/l), melyet az el6bb
megnevezett mikroorganizmusokkal értek el, mikroaerob koriilmények kozott (Aliyu és Bala,

2011).
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3. MUNKA CELJA

A népesség novekedésével, a kornyezetvédelemi problémak miatt, a fosszilis
energiahordozok kimeriilésével egyre nagyobb szerephez jutnak a megujuld energiaforrasok. Az
egyik lehetséges megajuld energiaforrds a bioetanol, melynek eldallitdsara azok a
mezdgazdasagban feleslegben termelt termények és melléktermékek hasznalhatok fel, amelyek
viszonylag nagy keményitd- vagy celluloz tartalommal rendelkeznek.

Kisérleteimhez olyan alapanyagot kivantam alkalmazni, amely az ipari feldolgozas soran
nagy mennyiségben keletkezik. Ilyen alapanyag lehet a sortorkoly, ami soripari melléktermékként
rendelkezésre allhat bioetanol eldallitasara.

Munkam célja a sortorkoly alkalmazhatdésaganak vizsgalata bioetanol eldallitasara, melynek

keretében a kovetkez6 feladatokat tiiztem ki célul:

= A sOrtorkoly, mint alapanyag jellemzése
o Maradék oldhatd extrakttartalom meghatarozasa cefrézési eljarassal
= Az optimdlis eldkezelési eljaras kidolgozédsa a sortorkoly feltdrasa érdekében kiilonbozd
savas, lugos eldkezeléseket és kezelési eljarasokat alkalmazva
= Az egyes elokezelési eljarasok kivalasztdsa utdn enzimes hidrolizis alkalmazésanak
vizsgalata
= Az etanol hozam novelési lehetdségének tanulméanyozdsa a sortorkoly cefre

szarazanyagtartalmanak valtoztatasaval
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Alkalmazott anyagok

4.1.1 Sortorkoly

A sortorkolyt a Budapesti Corvinus Egyetem Elelmiszertudomanyi Kardnak Sor- és
Szeszipari Tanszékén miikodd kisérleti sorlizembdl kaptam. Szdz szazalékban Pilseni malatabol
késziilt sorlé eloallitasabol szarmazik. A felhasznalast megelézéen 60°C-on Labor MIM
szaritoszekrényben légszéarazra szaritottam a nedves sortorkolyt. A szaritast kovetden ledroltem
szabvanyos EBC durvadrlésii malommal (lyukdtmér6=2,5 mm). Ily moddon jutottam el a

késdbbiekben felhasznalt sortorkdlyhoz.

4.1.2 Elokezeléshez alkalmazott mérooldatok

A savas ¢és lugos elokezelésekhez kiillonb6zd normalitasti oldatokat készitettem el. A
s6savbol, salétromsavbol és kénsavbol 0,05; 0,1 és 0,2 N oldatokat allitottam O6ssze. A kénsavbol
IN oldatot is készitettem. Natrium-hidroxidbol 0,05; 0,1; 0,2 és 1IN oldatokat hasznaltam a

vizsgalatokhoz. A mérdoldatok készitését elszivofiilke alatt végeztem.

4.1.3 Enzimek

A poliszacharidok lebontasahoz altalam hasznalt enzimeket és tulajdonsagaikat foglalja

0ssze a 3. szamu tablazat.

3. tablazat: Enzimek és jellemzd paramétereik

pH Homérséklet (°C) | D* (% sz.a.-ra) | Strtiség (g/ml)
Viscozyme L 3,3-5,5 25-55 0,05-0,1 1,2
Celluclast 1.5L 4,5-6,0 50-60 1 (tars. 0,2) 1,2
Cellobiaz
(Novozyme 188) 45-6,0 45-50 0,2-0,6 1,2
Xilanaz 45-6,0 35-55 0,05-0,25 1,2

*D: adagolas
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A Celluclast 1,5 L enzimkészitmény két enzimet tartalmaz — endo-1,4- B-glikkanazt és exo-
1,4- B-glikandzt, vagy mdas néven cellobiohidroldzt. Az eldbbi a celluléz lanc belsejében
hidrolizalja a B-1,4-es gliikozidos kotéseket véletlenszerlien, az utdbbi pedig a cellul6z lanc nem
redukal6 végérdl hasitja le a cellobio egységeket. A keletkezo cellobiéz nem erjeszthetd szénhidrat,
ezért teljes konverzid elérése érdekében ajanlott egy cellobidz enzimkészitménnyel egylitt
haszndlni, mint példaul esetemen a Novozyme® 188 hasznalata.

A Novozyme 188 enzimkészitmény B-gliikkoziddz enzim aktivitassal rendelkezik, mely a
cellobidzt hidrolizalja gliikozza.

A Viscozyme L egy multi-enzim komplex, mely a karbohidrolazok széles skalajat

tartalmazza, ideértve az arabinazt, a cellulazt, a B-gliikanazt, a hemicellulazt és a xilanazt.

4.2 Elsé6 kisérletsorozat - Elokezelések optimalasa

A méréseim harom nagy részre oszthatoak az elékezelések alapjan.

Autoklavos kezelés

A lombikokba 10%-o0s mennyiségnek megfeleld sortorkolyt mértem ki Sartorius ED3202S-
CW tipusu taramérleg segitségével. Ezutdn mindegyik lombikba méréhengerrel kimértem a

megfeleld savas, ligos oldatot, illetve desztillalt vizet - 4. tablazatban lathatok az dsszetételek.

4. tablazat: Autoklavos méréseket Osszefoglald tablazat

Kénsav (N) | Sésav (N) | Salétromsav (N) | NaOH (N) | Homérséklet (°C) | Id6tartam (perc)
1. 0 0 0 0 121 15
2. 0,05 0 0 0 121 15
3. 0,1 0 0 0 121 15
4. 0,2 0 0 0 121 15
5. 0 0,05 0 0 121 15
6. 0 0,1 0 0 121 15
7. 0 0,2 0 0 121 15
8. 0 0 0,05 0 121 15
9. 0 0 0,1 0 121 15
10. 0 0 0,2 0 121 15
12. 0 0 0 0,05 121 15
13. 0 0 0 0,1 121 15
14. 0 0 0 0,2 121 15
15. 0 0 0 1 121 15
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Ezen mennyiségeket — azaz a 10%-os torkolyaranyt — White és munkatéarsai (2008) munkéja
alapjan valasztottam. Mindegyik 0sszeallitasbol két parhuzamos mintat készitettem.

Az autoklavos kezelés soran 15 percig tartottam 121°C-on a mintakat. Az autoklavbol
kivéve a lombikokat, lehiitottem, majd ezutan beallitottam a kémhatasukat pH 5,0 értékre Mettler
Toledo Seven Multi pH mérd segitségével. Ez a pH tartoméany optimalis az &ltalam hasznalt

enzimek szamara.

Mikrohullamos kezelés

Elkészitettem a 10% mennyiségli sortorkolyt tartalmazod lombikokat, amelyekbe
mérdhengerrel kimértem a megfeleld savas, ligos oldatot, illetve desztillalt vizet, - az 5. tablazat

szerint.

5. tablazat: Mikrohullamos kezelést dsszefoglald tablazat

Kénsav (N) | Sésav (N) | Salétromsav (N) | NaOH (N) | Id6tartam (perc) | Teljesitmény (W)
16. 0 0 0 0 15 180
17. 0,05 0 0 0 15 180
18. 0 0,2 0 0 15 180
19. 0 0 0,2 0 15 180
20. 0 0 0 0,05 15 180
21. 0 0 0 0 9 360
22. 0,05 0 0 0 9 360
23. 0 0,2 0 0 9 360
24. 0 0 0,2 0 9 360
25. 0 0 0 0,05 9 360
26. 0 0 0 0 5 540
27. 0,05 0 0 0 5 540
28. 0 0,2 0 0 5 540
29. 0 0 0,2 0 5 540
30. 0 0 0 0,05 5 540

A mérések soran harom teljesitményt — 180 W, 360 W és 540 W — alkalmaztam LG Combi
intellowave tipusu mikrohulldmu késziiléken. Ezen teljesitményeket Beszédes és munkatdrsai
(2012) munkéja alapjan valasztottam ki, akik 250 és 500 Wattos teljesitményt hasznaltak. A
mérések iddtartama a 180 W esetén 15 perc, a 360 W esetén 9 perc, mig az 540 W esetében mar

csak 5 perc volt. Az elébbi hivatkozasomndl a kezelések idétartama 2 és 8 perc kozotti volt.
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Esetemben azért rovidiilnek a kezelések id6tartamai, mert egyre hevesebben reagalt a készitmény a
mikrohulldmos kezelésre.

Ebben az esetben is az elokezelések utan elvégeztem a pH beallitasat 5,0-0s értékre.

190°C-os kezelés

Az 6sszemérés hasonldan tortént, mint az elobbiekben. Ezt a mérést csak 0,1 N-os és 1 N-0S
kénsav oldattal végeztem el, illetve készitettem kontrollt iS. A harom Osszeallitast a 6. tablazat
tartalmazza. A mérést SPC Science késziilékben végeztem, mely egy fehérje roncsolo. A felfiitéssel
egylitt a mérés 28 percet vett igénybe, ebbdl a 190°C-on torténd roncsolas idétartama 15 perc volt.
A mintakat kétfelé osztottam, mivel a késziilékhez hasznalatos kémcsovekbe 20-20 ml-t lehetett

tolteni. Habzasgatloként 2-2 csepp Foam solt adtam 20 ml-enként.

6. tablazat: A 190°C-os kezelést 6sszefoglalo tablazat

Kénsav | Sésav | Salétromsav | NaOH | Homérséklet (°C) | Id6tartam (perc)

31. 0 0 0 0 190 15
32.] 01 0 0 0 190 15
33. 1 0 0 0 190 15

Enzimes hidrolizis

Kovetkezd 1épésként minden esetben kimértem a sziikséges enzim mennyiségeket.
Celluclast 1.5 L, cellobiaz és Viscozyme L enzimet alkalmaztam. Az alkalmazott enzim
mennyiségeket a gyartd javasolt dozisai alapjan valasztottam meg. Az enzimeket egybe mértem ki
egy f6z6poharba, tizszeres higitast alkalmazva, majd az igy kialakult, jol 6sszekevert enzim mixbdl
pipettaztam ki a sziikséges mennyiségeket, annak érdekében, hogy a lombikokba azonos aranyt,
mennyiségll enzim mix keriiljon. White és munkatarsai (2008) munkdja alapjan 18 6ras enzimes
kezelést alkalmaztam, melynek szinhelye egy 50°C-ra — az enzimek szamara optimalis hdmérséklet
— és 100 rpm fordulatszdmra beallitott raz6 termosztat volt.

Az enzim hozzaadas el6tt és az enzimes kezelés lejarta utan mindegyik lombikbdl mintat
vettem, melyeket -18°C-on taroltam. Készitettem egy kezeletlen mintat is, egyik kezelésen sem
esett at. A mintdk redukalod cukortartalmat BCA modszer segitségével vizsgaltam. A mintdkban

jelenlévd szacharidok elvalasztasat és koncentraciojuk megallapitasat HPLC késziilékkel végeztem.
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4.3 Masodik kisérletsorozat — Enzimes hidrolizis és erjesztés

A HPLC mérési eredmények alapjan kivalasztottam kezelési tipusonként a legjobbnak
adodott eldkezeléseket. Ily mdodon 6t autoklavos, egy 190°C-os, €s harom mikrohullamu kezelést
valasztottam ki. Ezen eldkezeléseket ujra elvégeztem a megadott paraméterekkel, majd élesztdvel
torténd beoltas utan erjesztettem a mintakat.

Mindegyik kezelési tipusnal — autoklavos, 190°C-os kezeléseknél 1-1, illetve a
mikrohullamt kezelésnél teljesitményenként 1-1 — kontrollt is készitettem. Ebben az esetben is az
enzimes kezelés eldtt €s utan is vettem mintat, melyet -18°C-on taroltam.

Az enzimes kezelés utan a mintak pH-jat 3,5-es értékre allitottam be. Ez idedlis az élesztd
szamara, illetve a cefrébe bekeriild egyéb mikroorganizmusok tevékenysége is gatlodik. Annak
érdekében, hogy a megfeleld koriilményeket biztositsam az élesztOknek tapsot adagoltam a
mintaimhoz. Lallemand gyartmanya Opti White tapsoval dolgoztam, melynek adagolasa 30 g/hl.

Levuline ALS Saccharomyces cerevisiae élesztével oltottam be a lombikjaim tartalmat,
melynek adagolasa szintén 30g/hl. A lombikok csavaros kupakjait lecseréltem kotyogokra,
melynek az U cs6 részébe desztillalt vizet toltéttem, az anaerob koriilmények biztositasa végett. Az
erjesztést 30°C-os termosztatba végeztem.

Az erjesztés alatt az 1., 2. és 5. napokon vettem mintat a redukalé cukortartalom szénhidrat

Osszetétel és az alkoholtartalom meghatdrozasihoz.

4.4 Harmadik kisérletsorozat — Cefrekoncentracio optimalasa

A masodik kisérletsorozat elvégzése utani HPLC mérés eredményei alapjan a legjobbnak
adodo eldkezelést valasztottam ki a harmadik kisérletsorhoz.

Ezen kisérletsor abban tér el az eldbbiektdl, hogy itt nem csak a White és munkatarsai
(2008) munkdja alapjan kivalasztott 10%-os sortorkoly aranyt hasznaltam, hanem egy 20 és egy
30%-o0s sortorkoly aranyt is beallitottam. A kialakitott 6t csoportbol ketténél — egy kénsavval
végzett csoportnal és egy kontroll csoportnal — az enzimes hidrolizist kihagytam, igy kivantam
vizsgalni az enzimes kezelés hatasat az etanol kihozatalra. A kisérleti Osszeallitast a 7. szamu
tablazat mutatja be.

Elkészitettem a megfeleld koncentracidju cefréket. Itt meg szeretném jegyezni, hogy a

30%-os sortorkoly arannyal nehezen lehet dolgozni, mivel nehezen keverhet6 volt, nehéz volt a pH-

t beallitani.
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Az el6kezelési id6 letelte, és a lombikok lehlitése utan a pH-t 5,0 értékre allitottam be azon
harom csoport esetében, melyek enzimes hidrolizist is kaptak.

A 18 oras enzimes hidrolizis lejarta utan mindegyik lombikban — az enzimes hidrolizisben
nem részesiilokben is — beéllitottam a pH értéket 3,0-as koriilire. A pH allitas utan a 30g/hl-es
adagolas szerint Opti White tapsot adtam mindegyik lombik tartalmahoz.

Levuline ALS szaritott Saccharomyces cerevisiae élesztét alkalmaztam, melynek adagolasa
30g/hl. A lombikon a csavaros kupakot kotyogora cseréltem, melynek U csovébe desztillalt vizet

toltottem. A kotyogoval ellatott lombikokat 30°C-os termosztatba helyeztem.

7. tablazat: A harmadik kisérletsor Gsszeallitasa

1. 10% sortorkoly 0,2 N kénsavas

2. 20% sortorkoly autoklavos enzimes hidrolizis
3. 30 % sortorkoly kezelés

4, 10% sortorkoly 0,2 N kénsavas

S. 20% sortorkoly autoklavos enzimes hidrolizis
6. 30% sortorkoly kezelés

7. 10% sortorkoly 0,2 N kénsavas : .
8. 20% sortorkoly autoklavos enzimes h1£1 rolizis
9. 30% sortorkoly kezelés nélkul

10. 10% sortorkoly kontroll

11. 20% sortorkoly autoklavos enzimes hidrolizis
12. 30% sortorkoly kezelés

13. 10% sortorkoly kontroll : T
14. 20% sortorkoly autoklavos enzimes hidrolizis
15. 30% sortorkoly kezelés nélkul

Az erjesztés 5. napjan a lombikokat kivettem a termosztatbol €s a mintakat ezutan egy
BUCHI Distillation Unit K-350 nevii késziilékkel ledesztilldltam. Ehhez 100 cm® mintat
mérdhengerrel kimértem és a késziilék csovébe toltottem. Két pasztdrpipettanyi Foam soalt —
habzasgatlot — adtam hozza, majd a késziilékbe helyeztem. A desztillatumot egy hiitott 10 cm-es
mérélombikba gyijtottem Ossze. A desztillalas utan jelre toltottem a desztillitumot tartalmazo

mérdlombikot. Az alkoholtartalmat DMA késziilék segitségével mértem meg.
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45 Alkalmazott modszerek

451 Oldhato6 extrakttartalom meghatarozasa cefrézéssel

A modszer alapelve:
Cefrézéssel oldatba viszem a torkoly vizben oldhatd részeit, az igy kapott ,,sorlevet” Anton

Paar sor analizatorral vizsgalom.

Alkalmazott anyagok ¢és eszk6zok:
sortorkoly, desztillalt viz, 6rldmalom, cefrézé kad homérdvel, cefrézd poharak, méréhenger,
taramérleg, f6z6pohar, livegbot, & 15 cm-es ilivegtolcsér, redds szlirGpapir, Anton Paar sor

analizator

A modszer:
A szaritoszekrényben elézetesen 60 °C-on Kiszaritott sortorkolyt finomra 6rlom. A finomra
orolt torkolybol 25 g-ot cefrézd poharba mérek taramérleg segitségével, ehhez 250 ml 70 °C-
os vizet adok és 1 6ran at kevertetem ezen a h6éfokon. Majd hiités utan 300 g-ra egészitem ki
vizzel, redds sziir6papir segitségével leszlirom és Anton Paar soranalizdtorral megmérem a

stirliségét és az extrakttartalmat.

Az oldhato extrakttartalom meghatdrozasdhoz sziikséges a sortorkoly nedvességtartalma,

melyet automata nedvességtartalom mérdvel allapitottam meg.

45.2 Redukal6 cukortartalom meghatarozasa - BCA modszer

Reagensek:
1 Aoldat:
Kimértem 150 mg 2,2-dikinolin-4,4-dikarboxilt Sartorius CP225D tipust analitikai
mérleg segitségével és 7,16 g vizmentes natrium-karbonatot Sartorius ED3202S-CW
taramérleg segitségével. 100 ml desztillalt vizben feloldottam, majd 115 ml-re

kiegészitettem desztillalt vizzel az oldatot egy méréhengerben. (Rezessy-Szabo et al.,
2007)
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2 Boldat:
3,5 g aszparaginsavat és 5 g vizmentes natrium-karbonatot 100 ml desztillalt vizben
feloldottam. Egy masik f6z6poharban 1,09 g réz-szulfatot oldottam fel 40 ml desztillalt

vizben. A két oldatot 6sszet6ltés utan 150 ml-re egészitettem Ki desztillalt vizzel

3 Etanol (96%-0s)

Modszer leirasa:
23 ml A oldat, 1 ml B oldat és 6 ml etanol osszekeverésével jutottam el a mixhez. Mikrotiter
lemezbe 40 pl (higitott) mintat és 160 pl mixet pipettaztam automatapipettaval. A mikrotiter
lemez tetejének felhelyezése utdn 30 percen keresztil 80°C-on tartottam. A 80°C-0s
homérsékleten tartds Melag tipusi holégsterilezd berendezésben tortént. Ezutan hiités utan
abszorbancia mérést hajtottam végre 540 nm-en BIO-RAD Model 550 Microplate Reader
késziilék segitségével. A késziiléket a Microplate Manager ® 4.0 elnevezésli program

segitségével kezeltem.

Kalibrécio:
oldatot készitettem. A gliilkdz oldatot 100 szézszorosara higitottam. Az alkalmazott higitdsi

sort a 8. tablazat szerint készitettem el.

8. tablazat: Alkalmazott higitasi sor

higitott gliikéz oldat (ul) 0 | 32 [ 24 ] 16 | 8 0
desztillalt viz (ul) 0 8 | 16 | 24 | 32 | 40
gliikéz koncentracié (2/100ml) | 0,005 | 0,004 | 0,003 | 0,002 | 0,001 | 0,000

4.5.3 Szénhidrattartalom meghatarozasa - HPLC

A HPLC olyan automatizalt, nagynyomast kromatografias eljaras, amely nagy felbontéasu ¢és
idedlis modszer szamos anyag meghatarozasara. A kisérleteimben a biokonverzid soran keletkezett
cukrok jellemzésére hasznaltam. A fagyasztasbol felolvasztott mintaimbol egy-egy eppendorf
csOnyl mennyiséget vettem ki, melyet 10 percen at 14000-es fordulatszam mellett centrifugaltam
Sigma 1-15 tipusu centrifugaban. A centrifugalt mintdkat 0,45 pm porusméreti Millipore
Durapore® sz{irén atsztirtem és HPLC-s miianyag minta csovekbe pipettaztam, melyeket

teflonfedovel fedtem le.
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A méréseket Thermo Scientific Corporation Surveyor HPLC késziilékén végeztem. A
késziilék RI Plus detektorat hasznaltam. Az alkalmazott oszlop egy Aminex HPX-87H tipust
oszlop volt, melynek mérete 300 X 7,8 mm volt. Az oszlop téltete polisztirol-divinilbenzol, vagyis
egy polimer-alapi matrix. Az oszlopban méretkizarasos- és ligandumcsere-kromatografia
kombinacidja elvén torténik az elvalasztas. Mozgofazisként 0,005N kénsav oldatot alkalmaztam.
Mind a detektor, mind az oszlop homérsékletét 45°C-on tartottam. Az alkalmazott aramldsi
sebesség 0,6ml/perc volt. Az injektalasi mennyiség 15 pl volt. A mintdk kiértékeléséhez kiilsd
standard-okat alkalmaztam. A szénhidrat standard-ok a kovetkezOk voltak: fruktoz, gliikdz, maltoz,
maltotrioz, L-arabindz, D-xiloz, cellobidz, szachardz, galaktdoz ¢és manndz. Tovabba alkohol

standard-ot is alkalmaztam.
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5. KISERLETI EREDMENYEK ES AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

A kisérleteim soran elsé 1épésben megvizsgaltam cefrézési eljarassal az altalam hasznalt
sortorkoly maradék oldhato extrakttartalmat. Ezt kovetden kiilonb6zo kezelési eljarasokat — savas,
lugos hidrolizist autoklavos, mikrohulldmt ¢és 190°C—on torténd kezeléssel kombinalva —
alkalmaztam a sortorkoly dsszetett szerkezetének feltarasara.

A feltarast kovetéen az enzimes hidrolizist alkalmazéasanak lehetdségét is vizsgéaltam a
rendelkezésre all6 enzimek felhasznalasaval. A kovetkezOd 1épésben az egyes kivalasztott
elokezelésekkel elvégeztem a feltarast, majd enzimes hidrolizist alkalmaztam és a kezelt cefréket
erjesztettem.

A harmadik kisérletsorozatban pedig arra kerestem a valaszt, milyen mértékben novelhetd a

cefrekoncentraci6 és ebbdl milyen etanol hozam érhetd el.

5.1 Oldhato extrakttartalom meghatarozasa cefrézéssel

A vizsgalat soran cefrézéssel oldatban vittiik a torkoly vizben oldodo részeit és az igy kapott
szlirlet extrakttartalmat meghataroztuk Anton Paar sdranaliztor segitségével.

Az oldhat6 extrakttartalom meghatdrozasahoz sziikséges képlet:

E _ (275+0,25'W52t)'P
szt 100—-P

, ahol

Esx: az oldhato extrakttartalom a 1égszaraz torkolyben (%)
Wszt: a 1égszaraz torkoly nedvességtartalma (%)

P: a szlirlet extrakttartalma (m/m%)

Az oldhaté extrakttartalom meghatdrozasdhoz elveégzett cefrézés eredményeként a sziirlet
extrakttartalmat (P) kaptam meg. A nedvességtartalom meghatarozassal pedig a 1égszaraz torkoly

nedvességtartalmahoz (ws;) jutottam.

Ezek segitségével pedig mar a megadott képlettel kiszamolhat6 az oldhato extrakttartalom:

_ (275+0,25-2,66) - 2,01
szt = 100 — 2,01

=5,65%
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Vagyis az altalam hasznalt 1égszaraz sortorkolynek 5,65% az oldhaté extrakttartalma
szarazanyag-tartalomra vonatkoztatva. Az altalunk kapott érték megfelel a sorgyari gyakorlatban
tapasztalt, illetve mért adatokkal.

5.2 Elokezeléses vizsgalatok eredményei

5.2.1 Autoklavos el6kezelések eredményei

Els6ként az autoklavos el6kezelések eredményeit mutatom be. Az autoklavos
elokezeléseken beliill végeztem sdsavas, kénsavas, salétromsavas, natrium-hidroxidos kezelést.
Mindegyik esetben 0,05; 0,1 és 0,2 normalitast oldatokkal dolgoztam, illetve a natrium-hidroxid
esetében 1 N-o0s oldattal is.

SAsavas autoklavos eldkezelés
4,0

3,5

3,0

2,5

Koncentracié (g/100ml)
N
k=)

1,5 -
1,0 -
0,5 -
0,0 -
0,05N 0,1N 0,2N Kontroll
Kezelések
® Maltotridz B Maltéz/Cellobiéz/Szachardz
m Glikoz B Manndz/Galaktdz/Xildz/Fruktdz
 Arabinéz

7. abra: Sosavas autoklavos elékezelések szénhidrat koncentracidi az enzimes hidrolizis el6tt

A sosavas kezelések eredményeként a mintdkban 2,1 és 3,2 g/100ml kozotti szénhidrat
koncentraciokat mértem az altalam vizsgalt szénhidratok tekintetében (7. ébra). A 0,1N sdsavas
kezelés adta a legnagyobb szénhidrat mennyiséget: a gliikoz és a tobbi monoszacharidot tartalmazo
csoport kozel azonos mennyiségli volt, ezek mellett még arabinoz, diszacharidok és maltotrioz is

volt a mintaban. Ha a képzddott gliikéz mennyiséget nézziik, akkor egyértelmtien a 0,2N kezelés
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emelhetd ki. Az ezt kovetden elvégzett enzimes kezelés hatdsdra a maltdz, cellobidz, szachardz,
maltotridz koncentracid is csokkent, mig a gliikkdz, manndz, xiléz, galaktoz, fruktdz koncentracid
novekedett. Az enzimes kezelés hatdsdra a gliikdz koncentracidja 2-szeresére ndtt a 0,05N-0sS
sosavas autoklavos kezelés esetében.

A kénsavas eredmények esetében a 0,05N kénsav oldat 1,5 g/100ml cukor koncentraciot
eredményezett, viszont a 0,1 és 0,2 normalitasu oldatokndl a cukor koncentraci6 mar 2,5 és 3,8
g/100ml értéket ért el az enzimes kezelés eldtt (8. dbra). A BCA mérés eredményeként is e
normalitdsu oldatok adtdk a jobb eredményeket. Novekvd tendencia figyelhetd meg a ndvekvd
normalitassal.

Az enzimes kezelés hatasara nétt a gliikoz és manndz, galaktoz, xiloz, fruktdoz koncentracid
és csOkkent viszont a maltotridz, a maltdz, cellobidz, szacharodz, illetve az arabin6z koncentracio.
kevésbé n6 az enzimes hidrolizist kovetden — 0,05 normalosnal 2,5-szeresére nd, a 0,1 normalosnal
1,4-szeresére, mig a 0,2 normalos esetében mar csak 1,2-szeresére. Ez annak kdszonhetd, hogy az
egyes  mintdkban  kevesebb  volt a  lebonthatd  szénhidratok = mennyisége. A
mannoéz/galaktdz/xiloz/fruktéz is ezt a tendencidt mutatja: a 0,05N esetén 2,75-szorosara, 0,1N

esetén 1,94-szorosara, 0,2N esetén pedig 1,05-szorosara nott.

Kénsavas autoklavos elokezelés

>
=)

w
u

w
=)

N
w

=
(0]
]

B B

Koncentracié (g/100ml)
N
°

=
o
I

0,5 -
0,0 -
0.05N 0,1N 0,2N Kontroll
Kezelések
B Maltotrioz B Maltéz/Cellobidz/Szachardz
Glikoz B Manndz/Galaktéz/Xildz/Fruktdz
M Arabinoz

8. abra: Kénsavas autoklavos elokezelések szénhidrat koncentracioi az enzimes hidrolizis elott
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A salétromsavas kezelés kovetkeztében a 0,05N salétromsav oldat esetében 1,5 g/100ml
cukorkoncentracié adodott, mig a nagyobb normalitasu oldatoknal 2,4 és 2,75 g/100ml (9. abra). Itt
is novekvo tendencia figyelhetd meg — dsszhangban a BCA mérés soran kapott eredményekkel. A
0,2N  kezelés  egyértelmiien hatékonyabbnak  bizonyult a  glikéz, valamint a
manndéz/galaktdz/xiloéz/fruktéz csoport mennyiségének ndvekedése szempontjabol, mint a tobbi
kezelés. Ebben az esetben 1,2 g/100ml, mig a 0,I1N kezelésnél 0,8 g/100ml gliikoz keletkezett a
savas hidrolizis sordn.

Az enzimes kezelés hatasara itt is a maltoz, cellobidz, szacharéz és a maltotrioz
koncentracioja csokkent, illetve a manndz, galaktdz, xiloz, fruktéz és a glilkdz koncentracio
ndvekedett.

A salétromsavas elokezelésnél is megfigyelhetd a kénsavas elokezelésnél leirt tendencia. A
gliikéz koncentracidja a 0,05N-os oldatndl 2,66-szorosara nétt, a 0,1N-os esetében 1,65-szorosara.
A manndz/galaktoz/xiléz/fruktdéz csoportnal a legkisebb normalitdsunal 2,61-szorosara, a 0,1N-
osnal pedig 1,24-szorosara novekedett € szénhidratok mennyisége. A maltdz/cellobidz/szachardz
csoport esetében és az arabindznal is épp az ellenkezdje figyelhetd meg, a normalitas novelésével

nd a koncentracid valtozasa is.

4o Salétromsavas autoklavos elGkezelés
3,5
~ 30
£
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T
0.05N 0,1N 0,2N Kontroll
Kezelések
B Maltotridz B Maltéz/Cellobidz/Szachardz
Glukéz B Manndz/Galaktéz/Xiloz/Fruktdz

M Arabindz

9. abra: Salétromsavas autoklavos elokezelések szénhidrat koncentracioi az enzimes hidrolizis elott
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A natrium-hidroxidos kezelés a tobbi eldkezeléshez képest kevésbé volt sikeres. A
legnagyobb elért teljes szénhidrat koncentracio értéke kozel 1 g/100ml volt, amelyet a 0,05 N
kezelés soran kaptunk. A natrium-hidroxid koncentracié novelésével csokkend tendenciat mutattak

az eredmények (10. abra).

Natrium-hidroxidos autoklavos elokezelés

>
o

w
w

w
o

N
[

-
w

=
o

o o
o wn

Koncentracié (g/100ml)
g
o

0,05N 0,1N 0,2N 1N Kontroll
Kezelések
® Maltotridz ® Maltdz/Cellobiéz/Szachardz
Glukéz B Manndz/Galaktéz/Xil6z/Fruktoz
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10. abra: Natrium-hidroxidos autoklavos elokezelések szénhidrat koncentracidi az enzimes

hidrolizis el6tt

A kapott eredmények tekintetében megallapithatd, hogy az autoklavos kezelés savas
kezeléssel kiegészitve sikeres volt mindharom alkalmazott sav esetében 0Osszehasonlitva az
eredményeket a kontroll mintdkkal, ahol savas kezelés nem volt. A salétromsav, kénsav esetében a
0,2 normalos, a sosavnal a 0,1 normalos oldat alkalmazasakor kaptam a legnagyobb
szénhidratmennyiségeket. Ezen adatokat timasztjak ala a BCA mérés abszorbancia értékei is (11.
abra). A natrium-hidroxidos kezelés kombindlva az autokldvos kezeléssel nem mondhatod
sikeresnek, mivel a kontroll esetén mért érték megkdzeliti a 0,05N NaOH oldattal végzett

kezelésnél mért szénhidrat mennyiséget.

-30-



BCA mérés abszorbancia eredményei autoklavos
el6kezelések esetén
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11. abra: BCA mérés abszorbancia eredményei autoklavos elokezelések esetén

5.2.2 Mikrohullamu kezelések eredményei

A méréseket 0,2 N soésav és salétromsav, 0,05 N natrium-hidroxid és kénsav oldattal
végeztem. Ezen koncentraciokat a BCA mérések eredményei alapjan valasztottam ki. Haromféle
teljesitményti mikrohulldmu kezelést alkalmaztam: 180W, 360W ¢és 540 W. A kezelések iddtartama
valtozo volt: a 180W-0s 15, a 360W-0s 9, mig az 540W-os kezelés 5 percig tartott.

5.2.21 180 W teljesitményii mikrohullimmal végzett el6kezelések eredményei

A 180 W teljesitményii mikrohulldmu eldkezelés soran (12. abra) az enzimes hidrolizis el6tt
a 0,2 normélos sosav oldattal és a szintén 0,2 normalos salétromsav oldattal értem el a legjobb
eredményt. Legnagyobb mennyiségben a maltdz/cellobidz/szachardz alkotta csoport volt jelen a
kezelt mintdkban. A gliik6z kisebb koncentraciét mutatott ezekben a mintadkban, mint az egyes

autoklavos kezeléseknél.
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180 W teljesitményil mikrohullamu eldkezelések
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12. abra: A 180 W teljesitmény(i mikrohullamu elékezelések soran kapott szénhidrat koncentraciok

Az enzimes hidrolizis utan a legjobb eredményt a 0,2 normalos salétromsavval kezelt minta
adta — 3,79/100ml —, ezt a sosavval kezelt minta kdvette — koriilbeliil 1g/100ml koncentracid
kiilonbséggel. A maltéz/cellobidz/szachar6z mennyisége jelentdsen csokkent az enzimes hidrolizis
kovetkeztében, mig a glikoz és a manndz/galaktdz/xildz/fruktdoz mennyisége nagymértékben
novekedett. A manndz/galaktdz/xiloz/fruktéz csoport koncentracidja a salétromsavas mérésnél

crer

novekedés a kénsavas mintanal kovetkezett be.

5.2.2.2 360 W teljesitményii mikrohullimmal végzett el6kezelések eredményei

A 360 W teljesitményli mikrohulldmos kezelések soran (13. 4bra) az eldkezelés utan a
legmagasabb szénhidrat koncentraciot a 0,2 normalos salétromsav oldattal kezelt minta esetében
értem el — 0,15 g/100ml kiilonbséggel meghaladva a 0,2 normalos sésavval kezelt minta
koncentracio értékét. Ezekben a mintdkban — kivéve a 0,2 normadlos salétromsavasat — iS a
maltoz/cellobidz/szachardz mennyisége volt meghatarozo. A kivételt képzd kezelésnél a kiilonbozo

detektalt szénhidrat csoportok kdzel azonos mennyiségben voltak jelen.
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Az enzimes hidrolizist kdvetden a legjobb eredményt a 0,2 normalos soésav oldatos minta
adta — 2,89/100ml — kimagasloan a tobbi eredmény koziil. A 360 W teljesitményii mikrohullamu
elokezelésnél is jelentdsen nd a gliikdz koncentracidja — a kénsav esetében 2,5-szeresére nd, mig a
sosavnal 5,7-szeresére az enzimes kezelés utdn. A mannoz/galaktdz/xiloz/fruktdoz csoport
mennyisége a sdsavas minta kivételével a tobbi mintanal szinte nulldra cs6kkent. A maltotridéz csak

a kontroll esetében maradt meg az enzimes hidrolizis utan.

360 W teljesitményli mikrohullamu el6kezelés
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13. abra: A 360 W teljesitményli mikrohullamu eldkezelések soran kapott szénhidrat koncentraciok

5.2.2.3 540 W teljesitményii mikrohullimmal végzett el6kezelések eredményei

Az 540 W teljesitményli mikrohullamos kezelések sordn (14. abra) az elOkezeléssel
ugyancsak a 0,2 normalos sdsavval és salétromsavval értem el a legjobb eredményeket. E
mikrohulldmu kezelés esetén is megfigyelhetd, hogy a maltdz/cellobidz/szachardz csoport jelentds
mennyiségben van a kezelt mintakban. Az arabin6z a masik két teljesitményen végzett kezeléshez

hasonldan a sosavas és a salétromsavas kezelésnél jelenik meg nagyobb koncentracioban.
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Az enzimes hidrolizist kovetéen a sosavas minta szénhidrat koncentracidja kimagaslik a
tobbi minta koziil — 4 g/100ml-es — az 6t kovetd salétromsavas minta is 1g/100ml koncentracid

kiilonbséget mutat hozza képest.

540 W teljesitményli mikrohulldamu el6kezelések
2,5
2,0 -
€
<]
3 1,5
E ,
o
o
o
e 1,0 -
[J]
[S)
c
C
~
0,5 -
0,0 n T T
0,2 N HCI 0,05 N NaOH 0,05 N Kénsav 0,2 N Salétromsav Kontroll
Kezelések
B Maltotriéz m Maltdz/Cellobidz/Szachardéz m Glikéz M Manndz/Galaktoz/Xildz/Fruktdéz m Arabindz

14. abra: Az 540 W teljesitményti mikrohulldmu eldkezelések soran kapott szénhidrat

koncentraciok

Az 540 W teljesitményli mikrohullamu elékezelésnél is a glikéz jelentésen, a
mannoz/galaktdz/xiloz/fruktdoz csoport kisebb mértékben ndvekedett az enzimes hidrolizis
befejeztével. A gliikdz koncentracioja a kénsav esetében 9,64-szorosara, salétromsav esetében 5,2-
szeresére, mig a sosavnal 5,9-szeresére ndtt. A mannodz/galaktdz/xiloz/fruktdz csoportndl 3,7-
szeresére ndtt a koncentracid a sésav és a salétromsav esetében, mig a kénsav esetében 4,1-
szeresére. A maltoz/cellobidz/szachardz csoport koncentracidja csokkent, a maltotridz elfogyott az
enzimes hidrolizis végére.

A mikrohullamu kezelések sszegzéseként elmondhatd, hogy mindegyik kezelés esetében a

0,2N sosav és a szintén 0,2N salétromsav mutatta a legjobb eredményeket (9. tablazat).
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9. tablazat: Mikrohullamu kezelésekkel kapott cukor koncentraciok értékei az enzimes kezelés

elott
180 W 360 W 540 W

0,2 N s6sav 2,35 g/100ml 1,55 g/100mi 2,3 ¢/100ml
0,05 N natrium-

hidroxid 1,59/ 100ml 1,15 g/100ml 1,55 g/100ml
0,05 N kénsav 1,25 g/100ml 1,4 g/100ml 1,05 g/100ml
0,2 N salétromsav 2,2 9/100ml 1,7 g/100ml 2,05 g/100ml
kontroll 0,85 g/100ml 0,75 g/100ml 0,8 g/100mi

A mintakban legnagyobb mennyiségben maltoz/cellobidz/szacharéz alkotta csoport fordult
el6. Az autoklavos kezeléshez képest altaldban a gliikkdéz koncentracid kisebb volt e kezelés
mintaiban.

Az enzimes kezelések soran itt is a maltotridz, maltdz, cellobidz, szachar6z mennyisége
csokkent, mig — az el6z6 folyamatoknak kdszonhetéen — a mannéz, galaktéz, xiloz, fruktoéz és a

gliilkdz mennyisége nott.

5.2.3 190°C-os kezelés eredményei

A 190°C—os eldkezeléseket csak kénsavval végeztem. Azon beliil 0,1 és 1 normalitasi
kénsav oldatokkal dolgoztam. Az el6kezelés sordn 0,1 N kénsav oldattal nagyobb cukor
koncentraciot értem el, mint az 1 N kénsav oldattal.

A 0,1N-os kénsavas minta legnagyobb mennyiségben maltdz/cellobidz/szachardz alkotta
csoportot (0,63 g/100ml) tartalmazta, melyet a gliikkoz (0,38 g/100ml) kovetett. Az 1N-os kénsavval
kiegészitett 190°C-os eldkezelés kovetkeztében is ez a két szénhidrat csoport adta a legnagyobb
mennyiséget, de ebben az esetben forditott sorrendben — a gliikozbol volt a legtébb (0,6 g/100ml),
melyet a maltdz/cellobidz/szachardéz csoport (0,4 g/100ml) kovetett. A kontroll minta szénhidrat
tartalmanak legnagyobb részét is a maltoz/cellobioz/szachar6z csoport adta. (15. abra)

Itt is az eddig leirtak szerint — forditott aranyban — valtoztak az egyes cukrok koncentracioi:
a maltotridz, maltoz, cellobidz, szachar6z mennyisége csokkent, illetve a gliilkdz, manndz, galaktéz,
xiloz, fruktdéz mennyisége ndvekedett az enzimes kezelés utan.

Mind a harom elékezelés esetében az enzimes kezelés utdn magasabb cukor koncentraciokat
mértem. A legnagyobb ndvekedés a 0,1 N kénsav oldat esetében volt. Itt jelentdsen novekedett a
gliikoz koncentracio 0,38 g/100ml-rél, 1,98 g/100ml-re, illetve a manndz, galaktoz, xildz, fruktdz

csoport is jelentds valtozast mutatott pozitiv iranyba 0,165 g/100ml-r6l 0,45 g/100ml-re.
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15. abra: 190°C-os el6kezeléseknél kapott szénhidrat koncentraciok

Osszességében a legeredményesebbnek a 0,1 N kénsav oldattal végzett 190°C-os elékezelés

bizonyult.

5.3 Masodik kisérletsorozat eredményei — enzimes hidrolizis és erjesztés eredményei

A masodik kisérletsorozat soran az el6zé kisérletek eredményei alapjan kivalasztott
elokezeléseket alkalmaztam. Az enzimes hidrolizis utan Saccharomyces cerevisiae élesztovel
oltottam be a sortorkoly cefrét és 5 napos erjesztést végeztem.

Az autoklavos kezeléseket 0,1 normalos sosavval, 0,2 normalos kénsavval, 0,05 normalos
natrium-hidroxiddal és 0,2 normadlos salétromsavval végeztem. A 190°C-os kezelést 0,1 normalos
kénsavval hajtottam végre. A mikrohulldmu kezelést pedig mindharom teljesitmény esetében 0,2
normal sosav oldattal végeztem.

Készitettem még egy autoklavos kontrollt, egy 190°C-os kontrollt és harom -
teljesitményenként egy-egy — mikrohullamu kontrollt, illetve egy kezeletlen mintat.

A kapott eredményeket 16-17. &abrdkon szemléltetem. Az dabrak atlathatosaganak
megkonnyitése érdekében a kezelésekhez sorszamokat tarsitottam, amelynek a magyarazatat a 10.

tablazatban tintettem fel.
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10. tablazat: Sorszamokhoz tartoz6 kezelések

Autoklavos, 0,1 N sosavval 8. | 180 W-os, 0,2 N sosavval
Autoklavos, 0,2 N kénsavval 9. 180 W-os, kontroll
Autoklavos, 0,05 N NaOH-dal 10. | 360 W-o0s, 0,2 N so6savval
Autoklavos, 0,2 N Salétromsavval | 11. 360 W-o0s, kontroll
Autoklavos, kontroll 12. | 540 W-os, 0,2 N sésavval
190°C-o0s, 0,1 N kénsavval 13. 540 W-os, kontroll
190°C-os, kontroll

N AW E

Az Osszes elokezelés koziil a legmagasabb szénhidrat koncentraciot — 7,05g/100ml — a 180
W teljesitményli mikrohullammal kezelt s6savas minta adta, melyet az autokldvos sosavas minta —
6,79/100ml — ¢és a szintén autoklavos salétromsavas minta — 6,59/100ml — kovette. Az autoklavos
kénsavas kezeléssel 6g/100ml cukor koncentraciot értem el.

A 190°C-os kénsavas kezeléssel és a 360 W, illetve 540 W teljesitmény(i mikrohullammal
kezelt sosavas mintakkal 5g/100ml koncentraciot kaptam (16. abra).

A négy legjobbnak adddott eldkezelés kovetkeztében a cukor koncentracid koriilbeliil
kétszeresére nott a kezeletlen mintdhoz képest.

Az enzimes hidrolizist kapott mintdk diagramjardl is leolvashat6 az elébb kiemelt négy
legjobb variacio. Az enzimes hidrolizisnek kdszonhetden atalakult az eldkezelés soran kapott
szénhidratok ardnya az egyes mintdkban. Mig a legtobb minta esetében az eldkezelés utdna a
maltoz/cellobidz/szachardz csoport és a maltotrioz volt jelentds mennyiségben, az enzimes
hidrolizis utdn mar a gliikéz és a mannoz/galaktoz/xiloz/fruktdoz mennyisége dominalt az egyes
mintakban (17. 4bra).

Ebben az esetben is a legmagasabb szénhidrat koncentracié a 180 W-os sdsavas mintahoz
tartozott, mely ebben az esetben mar 7,5g/100ml. Ezt kovetik a 6,7g/100ml koncentracioval a
salétromsavas autoklavos és 540 W-os s6savas minta.

Az autoklavos mintaknal a kontroll minta cukor koncentracidja szinte kétszerese lett a

natrium-hidroxidos mintdénak (17. &bra).
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17. abra: Enzimes hidrolizist kapott mintak szénhidrat koncentracioi
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A 18. abran szemléltetni szeretném a vizsgélat sordn végbemend — a hidrolizis és az
erjesztés folyaman — véaltozasokat egy minta példajan. A folytonos vonalakkal a 0,2 normalos
sosavval végzett 180 W teljesitményli mikrohullamu el8kezelés folyaman végbemend valtozasok
kovethetdek végig, mig a szaggatott vonalakkal a 180 W teljesitményli mikrohullamu eldkezelés
kontroll mint4janak valtozésa lathato.

A 0. oras adat az eldkezelés utani allapotot mutatja be, a 18. 6rai az enzimes hidrolizis
utanit. Ezt kovetden 24 6ranként jonnek egymas utan az 1., 2. napi mintak és ra 48 6ra mulva az 5.

napi mintak adatai.

0,2 N sésavval és kontrollként végzett 180 W
teljesitményil mikrohullamu el6kezelés
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18. abra: A hidrolizis és az erjesztés soran végbemend valtozasokat szemléltetése

Leolvashaté az abrar6l, hogy a folyamatok sordn a maltotribz ¢és a

maltoz/cellobidz/szachar6z mennyisége szépen csokken, a gliikkoz szint megnd az enzimes hidrolizis
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alatt, majd mikor az erjesztés beindul, rohamosan csokken. Az enzimes hidrolizis alatt a
manndéz/galaktdz/xiloéz/fruktéz szint is novekszik, majd az erjesztés kovetkeztében csokken. Az
etanol mennyisége az 1. naprol a 2. napra valtozott sokat, utana egy szinten maradt.

A folytonos és szaggatott vonalak hasonlé lefutastiak, de a kontroll mintanal alacsonyabb
értekeket kaptam.

A tobbi kezelés esetén is ehhez a mintdhoz hasonld folyamatokat detektaltam, igy hasonlo

diagramokat lehetne késziteni.

Etanol Kkoncentracio valtozasa

A 19. dbran az etanol térfogat szazalékban kifejezett értékének alakuldsat abrazoltam az

erjesztés folyaman. A kék oszlop a 2. napi, a zold pedig az 5. napi értékeket mutatja.
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19. abra: A mintak etanol koncentracidja az erjesztés 2. és 5. napjan
Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a 0,2 normalos kénsavval végzett autoklavos

kezeléshez tartozik a legjobb etanol kihozatal. A 0,1 normalos sdsavas autoklavos és a 0,2 normalos

salétromsavas autoklavos kezelések is igéretes eredményeket mutatnak. Annak ellenére, hogy a
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sosavas minta esetében az 5. napra jelentés mértékben csokkent az alkoholtartalom, amely
valésziniileg egyéb mikroorganizmusok megjelenésének koszonhetd. A  mikrohulldmos
elokezelések koziil a 180 W teljesitményen végzett kezelések esetén kaptuk a legjobb adatokat,
melyeket a 360 W teljesitményiiek kovetnek. Tovabba az is megfogalmazhatd, hogy a céljaink
eléréséhez a natrium-hidroxidos autoklavos, illetve a 190°C-os kezelések nem bizonyulnak

megfelelonek.

5.4 Harmadik kisérletsorozat — cefrekoncentracio optimalas eredményei

E vizsgalat soran a célom az volt, hogy megfigyeljem, milyen mértékben nd az etanol
koncentracio a torkoly szazalékos aranyanak novelésével. Ebben a kisérletsorozatban a masodik
kisérletsorozat eredményei alapjan kivalasztott elokezelést alkalmaztam. Ez az el6kezelés a 0,2N
kénsavval torténd autoklavos kezelés volt. Az enzimes hidrolizis utan Saccharomyces cerevisiae
¢lesztovel oltottam be és 5 napos erjesztést végeztem. Az erjesztés 4. napjan ledesztillaltam a
mintakat.

A 20. abra a ledesztillalt mintak etanol tartalmat mutatja be.

2,5
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Alkohol koncentr:

Kezelések

20. abra: A ledesztillalt mintak etanol tartalma térfogat szazalékban kifejezve

(E: enzimes, EN: enzim nélkiil, ST: sortorkoly)
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Az éabrarol leolvashatd, hogy a 30%-os sortorkoly arany mellett lettek a legmagasabbak az
etanol tartalmak. Az enzimes kezelést is kapott mintak — 1.-tél a 6.-ig, illetve 13.-t61 a 15.-ig —
ctanol tartalma magasabb lett, mint az enzimes kezelést nem kapottaké. A kénsavas mintaknal
magasabb térfogat szazalékot sikeriilt elérni, mint a desztillalt vizes mintaknal. Ebbdl kifolyolag
mind a savas hidrolizis, mind az enzimes hidrolizis sziikséges az etanol kihozatal ndvelése
érdekében. A sortorkoly arannyal nétt a cefrém etanol tartalma. A legjobb kihozatalt a 0,2N
kénsavas oldattal kiegészitett autokldvos kezeléssel értem el, azon beliil is a 30%-o0s sortorkoly
esetében. Az altalam kapott eredményeket 6sszehasonitva a szakirodalomban talalt adatokkal, ahol
hasonlé paramétercket alkalmaztak és igy 20%-os torkolyaranyt hasznalva 5,8-8,3 g/l

alkoholkoncentraciot kaptak megallapithato, hogy a vizsgalataim sikeresek voltak.
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6. KOVETKEZTETESEK

Az elOkezelések kozil a 0,2N-os kénsavval torténd autoklavos eldkezelés enzimes
hidrolizissel kiegészitve a legigéretesebb, igy a tovabbi kisérletek kiindulasi alapjat képezheti.

A Kkisérletsorozataim soran kapott eredmények alapjan megallapithatdé, hogy a nagyobb
sortorkoly arany esetén jobb etanol kihozatal érhet6 el, viszont figyelembe kell venni, hogy a 30%-
os torkoly arany mar elég nehezen kezelhetd volt. Mind a savas hidrolizis, mind az enzimes
hidrolizis sziikséges az etanol kihozatal novelése érdekében.

A kutatas tovabbfejlesztésére a kovetkezo lehetdségeket latom:

* Az erjesztést olyan mikroorganizmus tarsitasokkal, kevert kultirakkal elvégezni,
amelyek a cefrében jelenlévd szénhidratok tobb fajtajat (pl. arabindz, xildéz) képesek
etanolld konvertalni.

» Megoldas lehet olyan Saccharomyces torzs nemesitése is, amely képes példaul a xiloz
erjesztésére is.

» Az enzimes hidrolizis tovabbi optimalasa az adagolds, iddtartaménak tekintetében.
Tovabba tervezem egyéb specifikus enzim készitmények, enzim komplexek
kiprébalasat.

» Szimultan cukrositasi €s erjesztési technoldgia megvalositasat.
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7. OSSZEFOGLALAS

A soripar melléktermékeként keletkezd nagymennyiségli sortorkoly — évente 3,4 millid
tonna keletkezik beléle az Eurdopai Unidban — alkalmas lehet masodik generacios, lignocelluldz
alapi bioetanol eldallitasra. A lignocelluléz fotomegét harom {6 polimer adja: celluloz,
hemicellul6z és lignin. Ezek koziil a celluloz és a hemicelluléz hasznalhaté fel, melyekhez csak
elokezelések utan lehet hozzaférni. A munkam célja az volt, hogy a sortorkolybdl térténd bioetanol
eléallitashoz sziikséges elokezeléseket tanulmanyozzam.

A szakirodalmi adatok, ismeretek alapjan harom f6 eldkezelési eljarast valasztottam:
autoklavos elokezelést, mikrohullamu kezelést és 190°C-os kezelést. A kezeléseket savas — sosavas,
salétromsavas, kénsavas — ligos (natrium-hidroxidos) és desztillalt vizes kozegben végeztem.
Celluclast 1.5L, Novozyme 188, Viscozyme L és xilanaz enzimekkel végeztem.

Az autoklavos eldkezelések eredményei tekintetében megéllapithatd, hogy az autoklévos
kezelés savas kezeléssel kiegészitve sikeres volt mindhdrom alkalmazott sav esetében
Osszehasonlitva az eredményeket a kontroll mintakkal, ahol savas kezelés nem volt. A salétromsav,
kénsav esetében a 0,2 normalos, a sésavnal 0,1 normélos oldat alkalmazéasakor kaptam a
legnagyobb szénhidratmennyiségeket. A natrium-hidroxidos kezelés a tobbi elokezeléshez képest
kevésbé volt sikeres. A mikrohullamos elékezelések esetében az alkalmazott teljesitmények koziil a
legjobbnak a 180W-os adodott. A teljesitményeken beliil a 0,2N-os sésavas mintak mutattak
kiemelkedd eredményt. A 190°C-os eldkezelés esetében a 0,1N-os kénsavas minta esetében
tapasztaltam a legnagyobb szénhidrat koncentraciot. Az elékezeléseket kovetden elvégzett enzimes
hidrolizis hatdsdra a legtobb esetben a maltoz, cellobidz, szachardz, maltotriéz koncentracid is
csokkent, mig a gliikdz, manndz, xiloz, galaktoz, fruktdz koncentracid ndvekedett.

A kapott eredmények alapjan egy 0jabb kisérletsorozatot allitottam dssze. Az eldkezeléseket
¢és az enzimes hidroliziseket kdvetdéen Saccharomyces cerevisiae élesztével erjesztettem a mintakat.
E kisérletsorozat esetében az enzimes hidrolizist megel6zéen a 180W teljesitményii
mikrohullammal kezelt s6savas minta adta a legmagasabb szénhidrat koncentraciot, melyet az
autoklavos sosavas minta kovetett. A négy legjobbnak adddott eldkezelés esetén a szénhidrat
koncentracio koriilbeliil kétszeresére nétt a kezeletlen mintahoz képest.

Az enzimes hidrolizis sordn a maltotriéz és a maltdz/cellobidz/szacharéz mennyisége
megfeleléen csokkent, a gliikkdz tartalom megndtt, majd az erjesztés beindulasat kovetden,

rohamosan csokkent. Az enzimes hidrolizis alatt a manndz/galaktoz/xiloz/fruktéz szint is
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novekszik, majd az erjesztés kovetkeztében csokken. A cefrék etanol tartalma az 1. naprol a 2.
napra jelentés mértékii valtozast mutatott és ezt kdvetden mennyisége mar nem valtozott jelentds
mértékben a fermentacidé soran. A legnagyobb etanol tartalmat 0,2 normalos kénsavval végzett
autoklavos kezelés, enzimes kezeléssel kiegészitve adta.

A kovetkezd kisérletsorozatban arra kerestem a valaszt, milyen mértékben né az etanol
koncentraci6 a torkoly szdzalékos aranyanak novelésével. E vizsgilat sordn a madsodik
kisérletsorozat eredményei alapjan kivalasztott elokezelést alkalmaztam. Ez az eldkezelés a 0,2N
kénsavval tortén6 autoklavos kezelés volt. Az enzimes hidrolizis utan Saccharomyces cerevisiae
¢lesztovel oltottam be a cefréket. A 30%-os sortorkoly ardny mellett lettek a legmagasabbak az
etanol tartalmak. Az enzimes kezelést is kapott mintdk etanol tartalma magasabb lett, mint a
kezelést nem kapottaké. A kénsavas mintaknal magasabb térfogat szdzalékot sikeriilt elérni, mint a
desztillalt vizes (kontroll) mintdknal. Ebbdl kifolydlag mind a savas hidrolizis, mind az enzimes
hidrolizis sziikséges az etanol kihozatal novekedése érdekében. A sortorkoly arannyal nétt a cefrém
etanol tartalma. A legjobb kihozatalt a 0,2N kénsavas oldattal kiegészitett autoklavos kezeléssel
értem el, azon beliil is a 30%-os sortorkoly esetében.

Ezen eredmények alapjan megallapithatd, hogy sikeres Iépéseket tettem a sortorkoly
bioetanol célu hasznositasaval kapcsolatban és eredményeim megfeleld alapot nyujtanak a kutatas

tovabbfejlesztéséhez.
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