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1. BEVEZETES

A megujulo energiaforrasok felismerése €s kiaknazasa napjaink egyik igen kutatott
teriilete, mivel a fosszilis energiahordozok, amelyeket az élet szamos részén szinte
nélkiilozhetetlennek hisziink, fogyoban vannak. Ezek koziil az egyik legnagyobb fogyasztast a
motor hajtéanyagok jelentik. Ha sikeriilne ezt az ipardgat teljesen ,,megujuléva” tenni, az a
fosszilis energiahordozok majdnem teljes kiszoritasat jelentené az iparokban. Az is fontos a
megfelel6 hajtéanyag megtalalasaban, hogy olcsé eldallitasa mellett a kiilonb6z6 motorok
kisebb atalakitasokkal vagy akar atalakitas nélkiil hasznositani tudjak, ezzel elésegitve gyors
elterjedését.

Az egyik ilyen, kismértékben mar elterjedt hajtbanyag a Dbioetanol. A
felhasznalhat6sag mellett igen fontos még a gazdasagos eldallitds. Az energiandvényeket mar
régota hasznaljak erre, de a kiilonb6z6 iparagak ndvényi hulladékainak felhasznalasa még
kornyezettudatosabbd tehetné a bioetanol gyartasat. Az egyik ilyen lehetséges ipardg a
dohanyipar.

A dohanytermékek készitése, tobb 1épésbdl allo, hossz feldolgozasi folyamat. A
feldolgozas els6 fazisa a szaritas. A szaritast kovetden a fermentald tizemekben folytatodik a
dohanylevelek feldolgozdsa. A fermentaciés folyamat egyes alapanyagok esetében
hoénapokig, szivardohdnyoknal egy-masfél évig is eltarthat. A gépesités €s miiszerezettség
fejlodése lehetové tette, hogy a fermenticios idd lecsdkkenjen. A kornyezeti feltételek
konnyebben szabalyozhatok és ellendrizhetdk lettek. Ujabb fajtak keriiltek koztermesztésbe,
melyek mindségét €s Osszetételét vizsgalva felmeriil a lehetéség a dohanyndvény egyeb
iranyu felhasznéalasara. Ennek el6nye, hogy a dohdnyzas okozta egészségiigyi problémak
miatt visszaszoruloban 1évé dohanyipar a ndvény uj, kedvezd felhasznalasaval a
dohanytermesztéssel foglalkoz6 gazdasagok tovabbi miikddését teszi lehetove.

Korabban a nikotin kinyerése ¢s mezdgazdasagi, valamint gydgyszeripari alkalmazasa
tlint a legfontosabb 11j irdnynak. Napjainkban azonban a dohdnyndvény megfeleld dsszetételii
és mennyiségli fehérjetartalma miatt, fehérjealapt élelmiszer készitése is lehetségesnek tlinik
az energiandvényként felhasznalas mellett. (Szedljak, 2011)

Kisérleti munkank f6 célkitlizése az volt, hogy a dohanynévény milyen modon
hasznalhato fel bioetanol forrasként. Bioetanol eldallitdsara minden szénhidrattartalmt anyag
alkalmas, igy a cukorban, keményitében, lignocellulézban és hemicellulézban gazdag

alapanyagok, mint amilyen a dohany névény is. A bioetanol eléallitasanak egyik fontos l1épése



az alapanyagul felhasznalt novény poliszacharid tartalmanak lebontdsa az élesztOk szamara
konnyen felhasznalhat6 monoszacharid molekulakka.
A munkank soran kitizott célt az alabbi részfolyamatok soran kivantuk megvalositani:
e poliszacharidok enzimes lebontasi vizsgalata
o cellobiaz
o Xilanaz
e cnzimvisszanyerési lehetdség vizsgalata

e visszanyert enzim aktivitasi vizsgalata
2. IRODALOM

2.1. Mezégazdasagi hulladékok és melléktermékek

A mezdgazdasagi termelés elsddleges célja a primer biomassza (z6ld novényi termék)
megtermelése, illetve ennek felhasznaldséval, atalakitasaval a szekunder biomassza (allati
termék) eldallitasa. A harmadlagos biomassza a bioldgiai eredetli anyagok ipari
felhasznalasanak termékei, melléktermékei, hulladékai, emberi telepiilések hulladékai.

Magyarorszagon a mezogazdasagban keletkez0 melléktermék és termelési hulladék
mennyisége kozelit az évi 60 milli6 tonndhoz. A 14,5 millidé tonna névényi hulladékbol 7
millié tonna a hasznositott, az allati eredetli kb. 45 millid tonna melléktermék és hulladék
kozel 49%-at, azaz 22 millié tonnat hasznositanak. (Fenntarthatd mezdgazdasagi rendszerek
¢és kornyezettechnologia, 2008)

A mezdgazdasagban keletkez6 novényi és allati eredetli hulladékok és melléktermékek
kezelése és hasznositdsa igen valtozatos, a f6 terliletek: ipari hasznositds, mezdgazdasagi
hasznositéas, energetikai hasznositas.

A mezdgazdasagi hulladékok iparszerli hasznositasara kiilonféle technologidkat
dolgoztak ki, tobbek kozott szalmabol celluloz gyartasa, boripari torkolybdl cserzéanyagok
gyartdsa, dohanyipari hulladékbdl ipari nikotin eldéllitisa. A ndvénytermesztés soran
keletkez6 hulladékokat az eredeti allapotban, silézva vagy széritva allattakarmanyozasra, nem
megfeleld mindség esetén tragydzasra hasznaljak fel. Mivel a mezdgazdasagi hulladékok
szerves anyagok, ezért energia célu felhasznéldsa is lehetséges. Az energetikai hasznositas
égetéssel, pirolizissel vagy biogaz nyeréssel torténhet. (Buday-Santha, 2009)

Egyes becslések, valamint statisztikai adatok alapjan a hazai, energiaforrasként
felhasznalhat6 biomassza éves mennyisége dgazatonként a kovetkezo:

. Novénytermesztés: 7-8 millié tonna melléktermék, 0,5-1 millié tonna fétermék



. Allattenyésztés: 7-8 millié tonna szarazanyag

. Elelmiszeripar: 150—200 ezer tonna szarazanyag

. Erdégazdasag: 3—4 milli6 tonna faanyag

. Telepiilési hulladék: 25-30 milli6 tonna (ebbdl 7-8 millid m® szilard

hulladék). (Bai, 2002)

A Fold biomassza készlete nem egyenletes elosztasi. A szarazfoldon keletkez6
biomassza tomeg 40%- a erdékben, a tobbi tundrakon, szavannateriileteken, mocsaras vagy
fiives vidékeken taldlhatd. A mezdgazdasdgban keletkezd mennyiség kb. 9%-at teszi ki az
Osszes biomassza készletnek. (Gyulai, 2006)

Hazankban az évente termel6dd biomassza mennyisége 350-360 millio tonnara
becstilhetd, ebbdl 105-110 millié tonna ujraképzddik és felhasznalasra kertil.

Bioetanolt tobbféle alapanyagbdl lehet eldallitani. A legelterjedtebbek a fermentalhatod
cukrot, féleg szacharozt tartalmazd novények, mint példaul a cukornad, cukorrépa, kukorica,
stb. Ilyen novény a dohany is (Nicotiana rustica, Nicotiana tabacum), amelyet a vilag tobb

mint 100 orszagaban termesztenek ¢és hasznalnak fel.

2.2. A dohianyndvény

A dohany (Nicotiana) nemzetség rendszertanilag a magvas virdgos novények
(Spermatophyta) csoportjadba, a zarvatermdok (Angiospermae) rendjébe, a kétszikiiek
(Dicotyledones) osztalyaba, ezen beliil pedig a burgonyafélék (Solanaceae) csaladjaba

tartozik.

PRUPEIA VEL NICOT A
MINOK_

1. abra: Dohanynévény rajza (forras: [1])



A dohanynak tobb fajtaja létezik, ezek mindegyike az Eszak-és Dél-Amerikéaban,
Délnyugat-Afrikaban, Ausztrélidban és a Csendes Ocean déli részén éshonos burgonyafélék
(Solanaceae) csaladjaba tartozik. A fajok kozt lagy szar, egyéves ndvényeken kiviil
eléfordulnak tobb éves fas novények is. A legismertebb dohdny faj a hazdnkban is termesztett
Nicotiana tabacum (k6zonséges dohany).

A ndvény magjabdl sajtolt olajat gazolaj lizemi motorok hajtasara alkalmasnak
talaltak. (Usta N. 2005) A dohanylevek 1,7-4% olajat tartalmaznak szaraz tomegiikre
vonatkoztatva (Koiwai A. 1983) amely zsirsav-észterek formdjaban kinyerhetd, amelyek a
biodizel f6 alkotoelemei (Vicente G. 2007)

A dohany szarmazdsa szerint meleg égdvi novény, alkalmazkodasa a kiilonféle
éghajlati viszonyokhoz kivald, ezért tobb mint szdz orszagban folyik a termesztése. A
dohanyndvény altaldban 1-2 m magasra nd, igen érzékeny a hdmérsékleti, illetve paratartalom
viszonyokra, illetve a term6fold mindségére. Novekedéséhez a 20-30°C kozotti hdmérséklet
¢és 80-85% kozotti levegd paratartalom az optimalis. Féleg nitrogénben szegény taptalajokon

fejlédik jol. (I.A.Ross 2005)

2. abra: Dohanynovény (forras: [2])

A dohany a szabad foldbe palantazva keriil, és az eredetileg mélyen gyokérzé ndvény
bojtos gydkérhez lesz hasonld, melynek legnagyobb része a talaj felso rétegében helyezkedik
el. A dohanylevelek szarpoziciojuk szerint harom csoportba oszthatok: alj- vagy
homoklevelek, anya- vagy deréklevelek, hegy- vagy cstcslevelek. A levelek szama
novényenként 20-30 kozott valtozik, a levél erezete halozatos, f6- és mellék erek rendszerébdl

all, és ezeket szintén tartalmazzak a dohanyipari termékek.



Felhasznalasat tekintve, az Okort6l hasznaltdk, fOleg Amerikaban pszichoaktiv
szerként, de a kés6bbi idékben és napjainkban is rekredcios drogként hasznaljak. Tobbféle
fogyasztasi mddja ismert. ElsOsorban nikotintartalma miatt fogyasztjak, amely noveli az agy
dopaminszintjét és emiatt fliggdséget okoz. A dohany Osszetevdi az egészségre karosan
hatnak, nagy kockazatot jelentenek a rak, a keringési betegségek, 1égz0szervi megbetegedések

kialakulasdban

2.3 Celluloz, hemicelluloz

A novényi sejtfal alapanyaga a celluloz, ez a legegyszeriibb szerkezetii és egyben a
legalacsonyabb energiaszintet képviselé poliszacharid, D-gliikozegységekbdl B (1,4)-
kotésekkel alakul ki az alapjat képzd diszacharid, a cellobidz. A cellobidéz diszacharidok
tovabbi polimerizaciéval hossza 1-4-gliikdn lancokkéd alakulnak, majd ezek a lancok
mikrofibrillumokat alkotnak. A mikrofibrillumok koteggé csoportosulnak, igy kialakitva egy
igen nagy teherbirasu szerkezetet, amely kristalyos és amorf szerkezetli doméneket is

tartalmaz. A celluldz szintézise a plazmamembranban 1évé celluloz szintaz enzim katalizalja

FIGURE 15.6 Structural model of a cellulose
microfibril.
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3. abra: A celluléz mikrofibrillum felépitése (forras: [3] )

A hemicelluloz is a ndvényi sejtfal egyik f0 felépitd anyaga, tigynevezett matrix-
poliszacharid, a celluléz mikrofibrillumok elhelyezkedésében és Osszetartasiban van nagy
szerepe. A hemicelluloz nem egy anyagot takar, tobb hasonld anyag gylijténeveként

hasznaljuk. A fébb hemicellulozok kozé tartozik a xilogliikan, a gliikoarabinoxilan, a xilan, a



glikomannan, és az arabinoxildn. A kiilonb6zé ndvények hemicelluldoz Osszetétele igen

jelentds lehet. A matrix poliszacharidok, igy a hemicellul6zok is a golgi membranrol lefiiz6d6

vezikulumok segitségével jutnak el a sejtfalba a keletkezési helytikrdl. (S.J. Horn et al, 2012)
A sejtfalmatrixban jelentdés szerepe van a pektinnek is, amely szerkezetileg

bonyolultabb a fentebb emlitett két poliszacharidnal.

2.4 Enzimek, enzimes lebontas

Az évente képz6dd nagy mennyiségli celluloz tartalml szerves anyag lebontasdban
legnagyobb szerepet a kiilonféle mikroorganizmusok jatsszak. A baktériumok, gombak,
protozoak kiilonféle kornyezeti koriilmények kozt, kiilonféle igényekkel rendelkeznek.
Eszerint el6fordulnak koztiik, aerob és anaerob, mezofil és termofil szervezetek is. A celluldz-
bonté mikrobak elsésorban a talajban, novényi hulladékokban, lapokban, mocsarakban,
természetes vizek tiledékében fordulnak eld.

A celluldz illetve hemicellulaz enzimek fermentacios ton torténd eldallitdsa az ipari
biotechnologia egyik legfontosabb folyamata. A gyakorlatban a tomlésgombak
(Ascomycetes) kozé tartozd Trichoderma reesei fonalas gombat hasznaljak cellulaz
termelésre. A legjobban termeld Trichoderma reesei torzsek képesek akar 100g/L
koncentracioban extracelluldris fehérjéket kivalasztani, ezt a mennyiséget 90%-ban cellulazok
¢s hemicellulazok teszik ki. A Trichoderma fajok a talajban szinte minden éghajlaton
megtalalhatok, tobbségiik Eszak-Amerika és Eurdpa teriiletérdl szarmazik. (S.J. Horn et al.
2012)

4, abra: Trichoderma reesei fénymikroszkopos képe (forras: [4])

Az enzimtermelésre is haszndlt mikroorganizmusok koziil kiemelkedd jelentdségii

még az Aspergillus niger, a penész egy fajtaja. Elofordul a talajokban, komposztban és fekete
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telepei fedezhetdk fel zoldségek, gylimolcsok és romlott ételek felszinén. A biotechnologiai
iparban szamos alkalmazésa ismert, citromsav €s glukonsav eldallitasat is Aspergillus niger
segitségével végzik. A feketepenész alkalmas alfa-amildz, cellobidz, gliik6z-izomeraz,

pektinaz, alfa-galaktoziddz és gliikko-amilaz eldallitasara

5. abra: Apergillus niger elektronmikroszkopos képe (forras: [5])

A celluléz B-1,4-glikozidos kotéseinek bontdsira cellulaz enzim alkalmazhatd. A
cellulaz dozisdnak novelésével a hidrolizis mértéke és hozama egy ideig novelhetd, de
jelentésen nének a koltségeket is. A cellulaz enzim terhelése a hidrolizis soran valtozik, ez
fligg a szubsztrat tipusatdl és koncentraciojatol. Az amorf és hibas kristalyos részek
potencialis tdmadasi pontok a celluldznak a szubsztrathoz kapcsolodas soran. A kapcsolodas
utan a cellulaznak lokalizalni és izolalnia kell a megfelelé celluldzlancokat. (Q.Gan et al.
2002)

A cellobiaz (B-gliikozidaz) enzim katalizalja a cellobioz két anhidro-glikkoz egysége
kozotti kotés hasitasat, tovabba egy glilkoz egység eltavolitasat az oligoszacharidok nem-
redukald végérdl. A B-gliikkozidaz a celluloz teljes hidroliziséhez sziikséges enzimkomponens.
A gliikéz a cellobiazt gatolja. (Dienes, 2006)

A hemicellulozok lebontasara a legelterjedtebb korben hasznalt enzim a xilanaz,
amely a hosszu, polimerizalodott xilézbol allé lancokat bontja a lancon beliili B-1,4-
glikozidos kotések hidrolizisével. Legismertebb felhasznalasi helye a papiripar, ahol a termék
lagyitasara €s fehéritésére hasznaljak. Hasznaljak még komposztalas, silozas eldsegitésére is,
illetve elterjedt az ¢élelmiszeriparban is. FoOleg Trichoderma fajokkal (Trichoderma
lanuginosus) termeltetik, illetve néhany esetben Bacillus €s Streptomyces fajokkal. A
Trichoderma lanuginosus extracellularisan termeli a 22-24 KDa nagysagu enzimet. (M.G.

Tabka et al. 2006) Muikodését tekintve foleg a savas, illetve semleges kémhatason muikodik
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megfelelden, de az optimalis koriilmények enzimkészitményenként valtozhatnak, hiszen e

tulajdonsagok nagyban fiiggenek az enzimet termelé mikroorganizmustol. (J. Hu et al. 2011)
Xylanase Specificity

O
Xylanase OH o
O o}

OH

\\O
Xylan Hemicellulos e

Palymer of 3-(1-4)-0-xylopyranosyl units

6. abra: Xilanaz enzim hasitasi helyei (forras: [6])

Az enzimek a biologiai rendszerek katalizatorai. Segitségiikkel a kémiai reakciok
gyorsabban zajlanak le, azonban csak olyan reakciokat képesek gyorsitani, amelyek
termodinamikai szempontbol lehetségesek. Az enzim katalizis alapja hasonlé a kémiai
katalizishez, azaz a lejatszodd folyamat aktivalasi energidjanak valamilyen modon vald
csOkkentésén alapul. Ezek a fehérék jellegzetes szerkezetiikkel biztositjak a feliiletet a
szubsztrat megkotésére, a helyet ahol a folyamat végbemegy, az enzim aktiv centrumanak
nevezzik. Egy enzim altaldban egy aktiv centrum doménnel rendelkezik. Az enzimek
altalanos mechanizmusa, hogy fizikailag kapcsolodnak a szubsztrattal, majd ez az enzim-
szubsztrat komplex olyan valtozasokat szenved, amely sordn a szubsztrat termékké alakul,
mig az enzim eredeti formajaban 1ép ki a reakciobol. Az enzim-szubsztrat képzddése
visszafordithatd folyamat, azaz a szubsztrat az atalakulasa el6tt még leszakadhat az enzimrol,
azonban ha a kémiai valtozds megindul, a folyamat biztosan és visszafordithatatlanul
végbemegy [1].

E+S sES —E+P [1]

Az enzimek sokfélesége ¢és kiilonb6z0 miikddési mechanizmusa miatt nehéz
Osszehasonlitani tulajdonsagaikat. Ennek egységesitésre szolgal a katalitikus egység (katal). 1
katal azt az anyagmennyiséget jeloli (mol), amelyet az adott enzim 1 masodperc alatt termel.
Mivel é&ltaldban ez a szam igen kicsi minden enzim esetében, elterjedtebb a unit

mértékegység, amely 1umol-ra vonatkozik.
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2.5. Ultrasziirés

A membranok permszelektiv gatak, amelyek sokféle szeparacids eljarasra alkalmasak.
Ezek koziil az egyik legelterjedtebb membranos szétvalasztasi modszer a membransziirés.

A membranok két legjellemzébb teljesitményi értéke a szelektivitds ¢és az
ateresztéképesség, vagy mas néven fluxus. A fluxus az a térfogat (V, m®), amelyet a membran

egységnyi feliilete (A, m?) egységnyi id§ (t, s) alatt atereszt [2].

av ax

— — _da

] Axdt . 2]
n*R

A permeabilitas vagy mas néven ellenallas, (R, m'l) szamos valtozotol fliggd paraméter.
Optimalis esetben az ellenéllast csak a membran jelenti, de a gyakorlati mérések bizonyitjak,
hogy a szlirt anyag is jelentésen befolydsolja a szlirés eredményességét. A teljes ellendllasba
beleszamit természetesen a membran ellenallasa (Rp), a koncentracio-polarizacio (Rep), a
kialakulo gélréteg (Rg), az adszorpcid (R,), illetve az eltémddés okozta ellenallas (Rp) is,

ahogy ezeket a 8. abran s lathatjuk [3].

R=1-2 3]

Cr

o o (@) o
P oo
Ra O o
Rm o &5
(@)
Rq
Rep

7. abra: Membranellenallasok szemléltetése (forras: Balafiné dr. Bako, 2002))

A membransziirési eljarasokat levalasztasi mérettartomany szerint csoportosithatjuk.
Nagyobbtol a kisebb felé: mikroszlirés, ultrasziirés, nanosziirés, forditott ozmozis. Ezeknél a
folyamatoknal alkalmazzuk a nyomaskiilonbség elvét, azaz a membran két oldala kozott
olyan nyomaskiilonbséget hozunk létre, hogy szdmunkra megfeleld fluxust kapjunk. Minél

kisebb a porusméret, annal nagyobb nyomast kell alkalmazni. A kisérleteim soran ultrasziirést



13

hasznaltam, mivel ennek mérettartomanyaba esnek a fehérjék, és a célom a fermentlében 1évo

enzimek elvalasztasa volt a keletkezett cukorterméktdl. (R. Reis et al. 2001; Yi H. et al. 2012)

makro-
molekula kolloid

viz sé  cukor

mikrosziirés

ultraszlirés

e O
° O
\\\\\\\\\\\\\\\\\k\\\\\\\\\\\\\t\\\\\\\\\%\\\\\\\\\\‘l\\\\\ nanosz(irés
°

.................. ford. ozmoézis

8. dbra: Membanszlirési modok szemléltetése (forras: Balafiné dr. Bako)

Az ultrasziirést féleg makromolekuldk elvalasztasara alkalmazzdk, ezért a miivelet soran
olyan membranok hasznélatosak, amelyek poérusmérete 1-500 nm-ig terjed, és altalaban
aszimmetrikus kialakitastiak. A leggyakrabban el6forduld6 membran alapanyagok a poliéter
szulfon, poliakrilnitril és szarmazékai, celluléz szarmazékok, poliimid, alifas poliamidok,
poliéter-éterketon, illetve ezeken kiviil elterjedében van a kiilonb6z6 szervetlen kémiai

anyagok hasznalata. (Balafiné dr. Bako K. 2002)
3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 A dohany

A kisérletek soran alapanyagul hasznalt dohdny egy magyar termel6tdl szarmazik. Kétféle
dohanymintat hasznaltunk, az egyik a ,kisérleti” dohany (KD), amely a szarat és a leveleket is
tartalmazza. A kisérleti dohany és az iparban hasznalt dohany kozott a termesztés modja a
kiilonbség. A kisérleti dohany toveit kozelebb iiltették egymashoz, a nagyobb egységnyi
tertiletre es6 biomassza hozam érdekében ¢és itt a teljes dohdnyndvény a mintaba kertil.

A masik minta a ,,melléktermék” dohany (MD), amely a dohanyipari felhasznalas utani
fennmarado részeket, foleg a szarmaradékokat és a kis nikotintartalmu leveleket tartalmazza.
A mintakat felhasznalasig fagyasztva tartottuk. A dohany eldkészitése és a feliilet novelése

céljabol apritast alkalmaztunk, konyhai aprito segitségével.



14

3.2 Enzimkészitmények

3.2.1 Cellulaz
Kisérleteink sordn Sigma-Aldrich gyartmanyu, Trichoderma reesei altal termeltetett
folyadék formatumt enzimkészitményt hasznaltunk, melynek stirtisége 1,2 glcm3 25°C-on.

Aktivitasat tekintve 700 unit enzimmennyiséget tartalmaz grammonként

3.2.2 Cellobiaz
Kisérleteink soran Sigma-Aldrich gyartmanyu, Aspergillus niger altal termeltetett
folyadék formatumu enzimkészitményt hasznaltunk, melynek stiriisége 1,2 g/ cm® 25°C-on.

Aktivitasat tekintve 250 unit enzimmennyiséget tartalmaz grammonként

3.2.3 Xilanaz
Kisérleteink soran Sigma-Aldrich gyartmanyd, Trichoderma longibrachiatum altal
termeltetett endo-1,4-B-xilanazt hasznaltunk. A készitmény por formatumi és aktivitasat

tekintve 1 unit enzimmennyiséget tartalmaz milligrammonként.

3.3 Enzimes lebontas modja:

Erlenmeyer lombikba 4 g dohanyra 50 cm?® desztillalt vizet mértiink. Az elkészitett
szuszpenziokat a razatds vizflirdobe helyeztiik, és hozzdadtuk a kisérlettervben meghatarozott
enzimmennyiségeket. A pH értékeket a kezelés alatt folyamatosan ellendriztik, és a
szilkséges pH értéken tartottuk 0,1M citromsav vagy 0,1M natrium-hidroxid oldat
segitségével.

A folyamatok soran a 0. 24. 48. 72. és 96. 6raban mintat vettiink (1 cm3) a redukald
cukor mennyiségének meghatarozasara, illetve késobbi ellendrzés lehetdségére.

Osszesen 12 darab 250 cm®-es lombikot hasznaltunk, amelyekben a fermentalando
anyagok voltak. A pH beallitasa utan a lombikokat parafilmmel zartuk le és egy Tecator
1024-es tipust automatikus razatd vizfiirdébe helyeztiik. A hdémérsékletet a kisérletnek
megfelelden bedllitottuk és kevertettiik. Az ilyen modszerli fermentilasok sordn a pH

beallitasa 24 6ranként tortént.
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10. abra: Maradvanyok fermentalas utan (foto: Vitay Dora)

A nagyobb léptékli cukrositasra és az enzimvisszanyerés vizsgalatdra az INFROS HT
altal gyartott Miniforst, flithetd, kevertetett bioreaktort hasznaltuk. A fermentor 6ssztérfogata
2,5 liter, de a kisérlet soran csak 1 liternyi fermentalandd anyagot helyeztiink a késziilékbe.
Ennél a mennyiségnél is megfeleld volt a keverdlapat elhelyezkedése €s minden érintkez6
illetve adagold megfeleléen helyezkedett el és miikodott. A berendezés alkalmas a
fermentacido soran allandé pH tartdsara, mivel egy beépitett pH méré mellett tartalmaz
automatikus sav és lag adagolot is. Ezeket a fermentorokat 160 rpm keverési sebességgel
hasznaltuk, 50°C-ra allitva a termosztatot és 5,0-s pH érték mellett 24 oraig ment a

fermentacio.

3.4 Redukalé cukortartalom meghatirozasa
A spektrofotometrias mérésen alapuld cukortartalom meghatarozasahoz 1%-0s 3,5-

dinitroszulfonsav (DNSA) reagenst és 40%-os kalum-natrium-tartarat oldat hasznaltunk. A
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mintavételek soran minden esetben készitettiink egy vak oldatot, amelyet a kisérlettdl fliggéen
desztillalt vizbol, vagy az enzimet nem tartalmazé mintabol készitettiink.

A mérés soran minden lombikbol parhuzamosan 1 ml mintat vettiink eppendorf csdbe,
majd ezeket 10 percig 5000 rpm sebességgel centrifugaltuk, hogy a nagyobb szemcsék
kivaljanak, és tisztabb oldatot kapjunk. A centrifugalt mintdk feliilluszojat lepipettaztuk és a
feliiliszobal kiilon eppendorf csébe pipettaztunk 300ul-t, majd ehhez adtunk 300ul DNSA-
reagenst. Az eppendorf cséveket lezarva 15 percre 90°C-os vizfiirddbe helyeztiikk. A vizfiird6
utan 100ul 40%-0s K-Na-tartarat oldatot adtunk hozza, majd hagytuk lehtilni a mintakat.

Miutan a mintak lehiltek, 10-szeresére higitottuk majd ennek a higitott oldatnak a
fényabszorpcidjat mértiik 540 nm-en. Minden esetben a méréshez a megfeleld ,,vak” oldatot
alkalmaztuk nulla pontként.

A cukorkoncentraciok pontos, szdmszerli meghatarozasahoz egy kalibracids egyenest

hasznaltunk, amelynek egyenlete [4]:
y =12,104x + 0,0129 [4]
Ebbdl a koncentracio mg/ml egységben a kovetkez6 modon szamolhato [5]:

c=(12,104 A+ 0,0129) * 10 [5]

3.5 Fehérjetartalom meghatirozasa

A mintdk fehérjetartalménak meghatarozasahoz szintén spektrofotometrids modszert
alkalmaztunk. A mintak abszorbanciajat mértiikk 280nm-en, ahol a fehérjék atlagos molaris
extinkciés koefficiense 1,6x10° mol/cm. Igy, desztillalt vizre nullazva (mivel annak
fehérjekoncentracidja valoszintsithetdleg nulla) a Lambert-Beer torvény segitségével

meghatarozhattuk a koncentraciot [6].
A=¢gxcxL [6]
Ahol A a 280nm-en mér abszorbancia érték, € a molaris extinkcids koefficiens, ¢ a

koncentracio, L pedig a fény utjanak (ez esetben a kiivetta vastagsaganak) hossza cm-ben. A

molaris extinkcids koefficiens a koncentraciotol fiiggetlen, anyagra jellemz6 allando.

3.6 Visszatartas értékének meghatarozasa

A fehérjekoncentraciokbol a visszatartast a kovetkez6 modon szamoltuk ki [7],

visszatartis=R= (1 — M) * 100 [7]

Cfeed
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amely Osszefliggésben Cpermesum @ permatum frakcid fehérje koncentracidjat, creeq @

betaplalt minta fehérje koncentraciojat jelenti.

3.7 Enzimaktivitasi vizsgalatok

Az enzimaktivitasi mérésekhez minden esetben az enzimet tartalmazo frakcidbol, a
koncentratumbol 45 cm®t adtunk 0,5 g celluldzalapi kisméretiire Ssszedarabolt
szlirtbpapirhoz. A lebontast 50°C-ra allitva és Kkevertetve, orankénti mintavétel mellett

hajtottuk végre.

3.8 Membransziirés

Kisérleteink soran ultrasziirést alkalmaztunk az enzimek levalasztasara. A valasztott
membran 5KD-os porusmérettel rendelkezd aszimmetrikus poliéterszulfon membran. A
membrant minden esetben hasznalat eldtt egy napig desztillalt vizben aztattuk.

A berendezés, amellyel a szlirést végeztiink allt egy fémvazbol, amely also részén egy
milanyagcsO szolgalt a permeatum kivezetésére. Belsejébe lehetett helyezni a membrant,
amely szélére tomitdgytrit helyezve keriilt a miilanyag henger, majd erre Gjabb tomitogytirtit
helyezve kertilt a fed6lap, amelyet szarnyas csavarokkal rogzitettiink. A berendezés tetején
kiilonbozd kivezetések és nyilasok kaptak helyet. A tilnyomast biztositdé nitrogénpalackbol
vezetd csonek szolgadld bevezetés, egy mintavevd nyilds, valamint egy biztonsagi szelep. A
mintavevo nyilds természetesen lezarhatd. A berendezést egy magnesek keverdre helyeztiik,
mivel a feddben helyet kapott egy magneses keverdrad is, amely megfeleld tavolsdgban
helyezkedik el a membrantdl, hogy ne sértse meg azt. A berendezés kivezetéséhez egy

mérlegre helyezett Petri-csészét tettiink.

11. abra: Membransziir6 berendezés mitkddésre kész allapotban (fotd: Vitay Dora)
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12. dbra: Membransziir6 berendezés ultrahangos késziilékkel (foto: Vitay Dora)

A mérési paraméterek a kovetkezOk voltak: transzmembran nyomas: 3,5 bar,
fordulatszam: 350 rpm, membran jellemzék: 5KD, PES, betaplalt anyagmennyiség: 100 cm®

A fluxus értékeket, azaz, hogy egységnyi feliileten egységnyi id6 alatt mennyi
sziirlet/permeatum aramlik at, a kdvetkezé modon szamolhatjuk ki [8]:

J=—=|=] @

Ax At Lm*«h

Ahol J a fluxust, A a membran feliiletét, At pedig a V mennyiségli viz ataramlasanak

idejét [9].

_ Ap
J*n

[9]

Ahol R az ellenallas, Ap a sziirés soran alkalmazott nyomaskiilonbség (Pa), J a fluxus
(m*m?s™), n pedig a sziirt anyag viszkozitasa (Pas). Ezen képlet segitségével megéllapitottuk
a membran ellenallasat (Ry) az elsd, desztillalt vizes mérés eredményeibdl, a teljes ellendllast
(Ry) a minta szlirése soran kapott eredményekb6l szamolhattuk ki, mig az eltomodés mértékét
(Ry) a tisztitas utani desztillalt vizes szirés eredményeibdl kaphattuk meg. A gélréteg

ellenallas kiszamitasa soran a mar ismert ellenallasokat hasznaltuk fel a kovetkez6 modon

[10]:
R, =R— Ri— Ry, [10]

Az els6 mérés soran a keverésen €s a nyomason kiviil mas, sziirést befolyasold hatést

nem alkalmaztunk.
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Az ultrasziirést megismételtilk, ultrahangos erétér kialakitasaval is. Az ultrahang
késziiléket (UP 100 H Ultrasonic processor, Hielscher, Germany) egybeépitettik a
membransziird berendezéssel (MEUF) ugy, hogy a membran ultraszlrd késziilék fedlapjaban
1évo eredeti feltoltdé nyilas helyére egy alul kiils6, feliil belsémenetes acélpersely kertilt,
melybe belehelyeztiik az ultrahangkésziilék szonarjat. Folyamatosan miikodtettiik 60%

amplitadoval, illetve 3,5 bar nyomason és 350 RPM kevertetés mellett.
4. EREDMENYEK

4.1. pH érték valtozasanak hatasa cellulaz és cellobiaz enzimek miikodésére

Az enzimes lebontas pH-fiiggésének vizsgalatahoz a korabbi kisérleti eredményekbdl
meghatarozott optimalis enzimmennyiségeket alkalmaztuk. Kisérleteinket két eltérd pH
tartomanyban végeztiik el. A cellulaz és cellobidz enzimek gyarté (Sigma-Aldrich) altal
meghatarozott pH optimuma 5,0, de nemzetkdzi irodalmi adatokra hivatkozva (Benkun Qi, et
al. 2011) a 4,8 pH értéken is elvégeztiikk a fermentaciot (S. J. Horn et al, 2011). A kisérletek
96 oran keresztiil folytak, 24 oranként pH méréssel, mintavétellel, valamint redukalo
cukortartalom méréssel, amelyet a [4] €és [5] egyenlet segitségével hataroztuk meg. Az alabbi

tablazatban lathatdoak a mintak Gsszetételei.

1. tablazat: Kisérleti mintak 0sszetétele a pH fiiggés hatasanak vizsgalatahoz
dohany H,O cellulaz cellulaz cellobiaz cellobiaz
[0] [cm?] [cm?] [Unit] [cm?] [Unit]
MDO 4 50 0 0 0 0
MD1 4 50 0,466 391,44 0,386 115,8
KDO 4 50 0 0 0 0
KD1 4 50 0,372 312,48 0,458 137,4

A 13-14. 4dbran megfigyelhetd, hogy mar kis mennyiségben termelddott redukalod

cukor az enzimkészitmények nélkiili mintak esetében is (0 h) mindkét dohany mintanal, de
ezek cukorkihozatala jelentdsen kevesebb az enzimkészitményekkel kezelt mintdk
cukorhozamahoz képest. Az enzimmel bontott kisérleti dohany és az enzimmel bontott
melléktermékdohany esetében a cukortermelédés a pH 4,8-as tartomanyban bizonyult
jobbnak. Mindkét pH tartomanynal jol lathatdé az abran, hogy a dohanymintak
fermentalasahoz elegendé a 72 oOra, mivel ezutan a fermentdlasi id0 novelésével a

cukorkoncentracio csokkeno tendenciat mutat.
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13. abra: pH 5 értéken végzett enzimes lebontas eredményei az id6 fiiggvényében

(MD — melléktermék dohany, KD — kisérleti dohany, 0 —enzim nélkdl, 1- enzimmel)
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14. abra: pH 4,8 értéken végzett enzimes lebontas eredményei az id6 fiiggvényében

(MD — melléktermék dohany, KD — kisérleti dohany, 0 —enzim nélkiil, 1- enzimmel)

A 13. és 14. é4bran bemutatott eredmények Osszehasonlitasabol altalanosan
megallapithatjuk (15-16. abra), hogy az enzimmel kezelt dohanymintaknal a pH 4,8-as
tartomanyban értiink el nagyobb cukorkihozatalt. A méréseinknél tapasztalt kiilonbségek

azonban nem jelentenek szignifikdns eltérést a két pH érték viszonylataban.
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Ipari megvalodsitas szempontjabodl célszerli fermentalasi idonek mondhatjuk akar a 24
akar a 48 orat is, de hosszabb idétartamt enzimes kezelés nem latszik indokoltnak mérési

adataink alapjan.

200 B enzimes kisérleti dohany pH 5
B enzimes kisérleti dohany pH4.8
180 wenzimes meléktermék dohany pH 5.0
160 B enzimes melléktermék dohany pH 4.8
=
° 140 -
on
E)
v 120 -
g
& 100 -
=
S 80 -
=]
T 60 -
=
-
(] 40 -
20 -
0 .

24 8 72
ferment{llgsi ido [ora]

15. abra: Enzim jelenlétében a pH 4,8 és pH 5,0 értékeken kapott cukorkoncentraciok dsszehasonlitasa

a fermentalasi id6 fiiggvényében

200
® enzim nélkiili kisérleti dohany pH 5.0
180
B enzim nélkiili kisérleti dohany pH 4.8
160
140 B enzim nélkiili melléktremék dohany pH 5.0

120 B enzim nélkiili melléktermék dohany pH 4.8

100

80

60

cukorkoncentracié [mg/cm?]

40

24 48 72

fermentalasi ido [ora]

16. abra: Enzim hozzaadéasa nélkiil a pH 4,8 és pH 5,0 értékeken kapott cukorkoncentraciok

Osszehasonlitasa a fermentalasi 1d6 fiiggvényében
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17. abra: Enzim hozzaadasa nélkiil a pH 4,8 és pH 5,0 értékeken kapott cukorkoncentraciok

Osszehasonlitasa a fermentalasi id6 fiiggvényében

A 17. abrarol azt a kovetkeztetést tudjuk levonni, hogy gyakorlatilag nincs szamottevo
kiilonbség a két pH érték kozott, tehat valdszinlisithetd, hogy ezért oszlik meg a vélemény a
szakirodalmakban is. Mivel a mintavételek kozott a pH értékek minimalis ingadozast
mutattak, feltételezhetd, hogy a 24 oras pH ellendrzést gyakrabban lenne célszert elvégezni

az optimalis pH tartomany megtartasa érdekében.

4.2. Enzimes lebontas xilanaz enzimmel

Xilanazos kisérleteink soran az volt a f6 kérdés, hogy képes-e ez az enzim is a dohany
mintdk bontasara, illetve ha igen, milyen mennyiségben érdemes alkalmazni. Ennek
vizsgalatara el0szor egy felezd ,higitdsi” sort készitettlink a kovetkez6 moddon: 49
dohdnymintahoz kiilonbdz6 enzimmennyiségeket adagoltunk. Mivel a készitmény a cellulaz
és cellobiaz készitményekkel ellentétben por formatumban allt rendelkezésiinkre, a
mennyiségeket milligrammban mértiik. A kdvetkezd tablazatban foglaltuk 6ssze a mintak

Osszetételeit.
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2. tablazat: Kisérleti mintak osszetétele a xilandz enzim hatasanak vizsgalatahoz
Minta |XHanaz) Xilanaz\p oo | v
sorszama Enzim | enzim [0] [cm®]
[mg] [unit]
0 0 0
1 200 200
2 100 100
4 50
3 50 50
4 25 25
5 12,5 12,5

Az enzim, a gyarto altal megadott miikodési optimuman pH=4,5, hémérséklet 30°C
végeztiik a kisérleteket, mindkét tipusii dohanymintaval kiilon-kiilon kisérletsorozatban. A
mintavételezés, redukald cukor mérése a [4] és [5] egyenletek segitségével, és a pH beallitasa

a korabbi kisérletekkel azonos modon, 24 dranként tortént 96 oraig. A 18. és a 19. dbran a

mért eredmények Osszefoglaldsa lathato.
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mKD1

60
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48 72
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18. abra: Xilanaz enzimmel végzett bontasi kisérletek cukorkihozatalai az id6 fiiggvényében kisérleti

dohany esetén (KD1-KD5 a 2. tablazatban lathaté mintaszamokra vonatkoznak)




24

150

N
o

©
o

(2]
o

cukorkoncentracié [mg/cm?3],

w
o

24 48 72 96

fermentalasi ido [ora]

19. dbra: Xilanaz enzimmel végzett bontési kisérletek cukorkihozatalai az id6 fiiggvényében

melléktermék dohany esetén (MD1-MDS5 a 2. tdblazatban lathaté mintaszamokra vonatkoznak)

A fenti abrakon jol latszik, hogy mindkét dohanyminta esetében a 200 mg enzimet
tartalmazé mintak cukorkihozatala lett a legnagyobb. A kisérletsorozatunk kdvetkezo 1épése a
xilanaz mennyiségének optimalizalasa egy Gjabb kisérletterv segitségével, mar a 200 és a 100
mg enzimmennyiség kozé esd, valamint a 200 mg folé es6 tartomanyban.

Ezen kiviil még megallapithatjuk azt is, hogy a fermentalast a xilandz esetében is
elegendé 72 oraig végezni, illetve ebben az esetben is elmondhatjuk, hogy célszeri

fermentalasi idének a 24 vagy 48 ora tekinthetd.

4.3. Enzimes lebontasok osszehasonlitasa

A két kiilonboz6é enzim altal termelt cukorkihozatal 6sszehasonlithatdsag érdekében
meghataroztunk a fajlagos cukorkihozatalt, vagyis az egységnyi bevitt enzimegységre
vonatkoztatott cukor mennyiségeket — [Mgeuocm Unit™].

A cellulaz-cellobiaz enzimrendszer esetében ezek a fajlagos értékek a 0,2 - 0,3
MQeukorCM 2UNit™ értékek kozott valtoztak. A kisérleti dohany mintaknal nagyobb lebomlasi
sebességet tudtunk kimutatni, a melléktermék dohanybol szarmazo mintainknal, amelyek
lényegesen nehezebben hozzaférhetd celluloz rostokat tartalmaznak, ezt a fajlagos értékszintet

(0,25 mgcukorcm'3Unit'1) csak a 72 o6ras mintavételnél tudtuk kimutatni (20. abra).
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20. abra: Cellulaz és cellobiaz enzimek altal termelt cukorkihozatali eredmények pH 4,8 és pH 5,0

értékek mellett

Tekintettel arra, hogy a xilandz enzimmel végzett lebontasi kisérleteinket még nem az

optimum értéken végeztiik, ezért ott mindkét minta esetében tobb kisérleti beallitds is a

rendelkezésiinkre allt a fajlagos cukorkihozatal szamitasahoz (21. és 22. 4bra).

A kétféle minta eredetébdl €s igy tulajdonsagabol adodo kiilonbség itt is kimutathato.

Amig a kisérleti dohanymintdknal, vagyis ott ahol a konnyebben hozzaférhetd celluldz

rostokbdl tobb taldlhatd a mintdban, a legkisebb enzimegység adja fajlagosan a legeldnydsebb

cukorkihozatali értékeket.
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21. abra: Xilanaz enzimmel végzett kisérletek fajlagos cukorkihozatalai az id6 fiiggvényében

melléktermék dohany esetén (MD1-MD5 a 2. tdblazatban lathaté mintaszamokra vonatkoznak)
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A melléktermék dohdnybdl szarmazé mintadknal viszont a kdzepes enzimadagolasu

beallitasoknal nyertiik a legnagyobb fajlagos cukorkihozatali értékeket (22. abra).
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22. abra: Xilanaz enzimmel végzett kisérletek cukorkihozatalai az id6 fliggvényében melléktermék

dohany esetén (MD1-MDS5 a 2. tablazatban lathatdo mintaszamokra vonatkoznak)

4.4. Enzimvisszanyerés és ujrahasznositas

4.4.1. Membransziirés

A nagyobb Iéptékli kisérleteknél az alkalmazott enzimek mennyisége is egyre
szamottevobbé valik, és az enzimek visszanyerése ¢€s visszaforgatasanak Iehetdsége
gazdasagilag kedvezébbé teheti az eljarast. A lehetséges szeparacids eljarasok a
membransziirési eljarasok, ezek koziil az ultrasziirés tlinik kézenfekvOnek, mert itt a membran
levalasztasi értékének nagysaga miatt, a cukor komponenseket atengedi és a fehérje frakciokat
visszatartja.

A mintdk membranszirése soran a kovetkez6 fluxus— id6 diagramot kaptuk a [8]

egyenlet segitségével.
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20. abra: Fluxus értékek az id6 fiiggvényében a fermetlevek membransziirése esetén ultrahang

er6tér alkalmazasa nélkiil és UH er6tér alkalmazasa mellett

Jol lathato a 20. dbran, hogy a sziirés kezdeti értékei azonosak voltak, de a kisérleti és
melléktermék dohanybdl szarmazo mintak fluxus értékei jol elkiiloniilnek egymastol.

A viszonylag kis fluxus értékek novelésének reményében, kiillondsen a gélréteg
ellenallas csokkentése céljabol, a sziirés betaplalasi oldalan ultrahang-teret hoztunk létre, am
az eredmények nem tiikrozték elvardsainkat. Az ultrahang er6térben végrehajtott
membranszeparacid fluxus értékei nem mutattak nagyobb értékeket, mint az erdtér nélkiili
kisérleteink adatai.

A tovabbi vizsgalatok érdekében kiszamoltuk az ellenallasokat, a [9] és [10]

egyenletek segitségével, amelyeket a kovetkezo, 21-23. abran szemléltettiink.
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21. abra: Ellenallasértékek a fermentlevek membransziirése soran (Rg — gélréteg ellenallas, Rf —
eltomodési ellenallas, Rm — membran ellenallas)

A fluxusértékek  valtozasanal tapasztalt tendencia jol —magyardzhaté a
részellenallasokat bemutatd abrakon (21. - 22. abra) is. A melléktermék dohany mintak
esetében megfigyelhetd, hogy a gélréteg ellenallasa kiemelkedden nagyobb, mint a kisérleti
dohany esetében. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a kisérleti dohany celluldztartalmanak
enzimes lebontasa soran tobb kisebb méretii fragmentum képzddik, mint a melléktermék
dohany minta esetében, és ezek a kisebb részecskék mar a membran porusaiba is be tudnak
hatolni, ami az eltoémd&dési ellenallas megnovekedéséhez vezet. Ez is jol lathatd a 21. abran.
Mindez a hatas pedig jol értelmezhetd és magyarazhato a két minta dsszetételének, eredetének

ismeretében, vagyis a melléktermék dohany mintak fajlagosan tobb cellulozt tartalmaznak,

mint a kisérleti dohany mintéak.
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22. abra: Ellenallasértékek ultrahangos térben végzett fermentlé sziirésénél
(Rg — gélréteg ellenallas, Rf — eltémddési ellenallas, Rm — membran ellenallas)

Ahogy azt a 22. abrabdl kikovetkeztethetjiik, az ultrahang-erdtér alkalmazasa mellett
az ellenallas értékek kismértékben, de meghaladjak az ultrahang nélkiili mérések ellenallas
értékeit. valamint ebben az esetben is a melléktermék dohany gélréteg ellendllasa volt a
nagyobb, am az eltomddési ellenallas is ennél a mintanal bizonyult nagyobbnak.

Az eldz06 két dbra Osszevetését lathatjuk a 23. abrankon, igy szemléltetve az ultrahang

szerepét a membransziirés estében.
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23. abra: kiilonbdz6 mintak sziirésének ellenallas értékei ultrahang erdtér alkalmazasaval és a nélkiil.
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A grafikonbol jol lathatd, hogy az ultrahangos szlirések esetén sokkal nagyobb
mértékill volt az ellenéllas, mint anélkiil, vagyis feltételzhetéen az ultrahang keltette kavitacio
tovabb apritotta a celluloz szalakat, ¢és az igy keletkezd fragmentumok jelentdsen
megnovelték mind a gélréteg, mind pedig az eltdmddési ellenallas értékét.

A legkiemelkeddbb ellendllast a melléktermék dohany alapanyagi fermentlé
ultrahangos sziirése produkalta. Ez esetben tapasztalhattunk szemcséket is a membran
feliiletén a fizikai tisztitas eldtt, lehetséges, hogy ezek a szemcsék is befolyasoltdk a membran
ateresztoképességét, novelve az ellenalliss mértékét. Eszreveheté, hogy ultrahang
hasznalataval illetve ultrahang alkalmazasa nélkiil is a melléktermék dohany sziirése soran
mérhettiink magasabb ellenallas értékeket.

A 24. dbran a membransziirés eredményeként kapott visszatartas értékeket, amelyeket
a [7] egyenlet segitségével allapitottunk meg, mutatjuk be mindkét dohanyminta esetében

ultrahang hasznalataval és ultrahang hasznalata nélkiil.
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24. dbra: A fehérje-visszatartdsi értékek Osszehasonlitasa ultrahanggal kisért és a nélkdili
membranszeparacional (KD = kisérleti dohany, MD = melléktermék dohany)

Ahogy azt lathatjuk, az ultrahangos szlirés esetén jelentdsen kisebb volt a fehérje
visszatartas, mint a nélkiil, ezért valoszinisithetd, hogy tobb enzim jutott 4t a permeatumba. A
mintdk fehérjetartalmanak meghatarozasdhoz spektrofotometrids modszert alkalmaztunk 280
nm hullamhosszon, a [6] képlet segitségével kiszamolva a koncentraciokat, aminek az

eredményeit a 3. tdblazatban foglaltuk Gssze.
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3. tablazat: Fehérjetartalom meghatarozasa

fehérjekoncentracié (mol/dm®) fehérjekoncentracio (%)
koncentratum ko,ncentr koncentrit koncentratum feed permeatum
atum um
Kisérleti dohany 1,83E-05 |1,83E-05| 1,83E-05 129% 100% 52%

154E-05 |1,54E-05| 1,54E-05

148% 100% 50%

Kisérleti dohany + N g 4
UH 2,17E-05 2,17E-05| 2,17E-05 111% 100% 84%
1,95E-05 1,95E-05| 1,95E-05 96% 100% 84%

A mért értékek szazalékban kifejezve konnyebben kdvethetové teszik a folyamatot. A
kiindulasi (feed) oldatok fehérjetartalmat 100%-nak tekintve, azaz erre a kiindulasi értékre
vontakoztatva, a permeatumok minden esetben kevesebb, a koncentratumok minden esetben
tobb fehérjemennyiséget mutatnak.

Az eltérd moddon szlirt mintdkndl az is egyértelmiien latszik, hogy az ultrahang
alkalmazdsa mellett jelentdsen csokkent a koncentratum kiindulasi oldatra vonatkoztatott
szazalékban kifejezett fehérjetartalma, és ezzel parhuzamosan nétt a permeatumok fehérje

szizaléka.

4.4.2 Enzim ujrahasznositds

A koncentratumban visszamaradt enzimek aktivitasanak vizsgalata céljabol celluloz
alapanyagll szlirépapirt alkalmaztunk szubsztratként, hogy alapanyagot szolgaltassunk az
enzimek szamara, amelybdl cukor termelésére képesek. Folyamatosan mérve a
cukorkoncentraciot, a [4] és [5] egyenlet segitségével szdmolva, a kovetkezd grafikont kaptuk
eredményiil (25. abra). Az abrarol leolvashatd, hogy valamennyi mintank esetében, eltérd
mértékben, de tapasztalhatd cukortartalom novekedeés.

Végeztiink egy olyan kisérletet is természetesen, melyben a koncentratumot desztillalt
vizzel helyettesitettiik, de ebben az esetben nem tapasztaltunk cukorkoncentracié ndvekedést,
ezért megalapozottnak tekinthetd a feltételezésiink, miszerint a kisérletek soran torténd
cukorkoncentraci6 nodvekedés a koncentritumban maradt mikodoképes enzimek

mukodésének koszonheto.
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25. abra: A visszanyert enzimekkel végzett cellulozbontas eredményei

4. tablazat: Az els6 oras cellulozbontas egyenes egyenletei

Egyenes egyenlete
Kisérleti dohany y =0,4485x + 0,7137
Melléktermék dohany y =0,0082x + 0,0328
Kisérleti dohany + UH y =0,2715x+1,769
Mellekterltlﬁ_ll( dohany + y = 0,0311x +0,301

A 25. abrarol leolvashatd, hogy a kiilonb6z6 koncentratumok indulasi cukor-
koncentracidja eltéré volt. A diagramokra illesztett egyenesek meredekségét Osszevetve
lathatjuk, hogy az ultrahangos szliréssel nyert enzimek kevéssé intenziven bontjak a cellulozt
mint az ultrahang er6tér kavitacios hatasait el nem szenvedett enzimek. Az a tény azonban,
hogy a kisérleti dohany fermentlevébdl visszanyert enzim mindkét esetben intenzivebb
mikodést mutatott, egy mas 0sszefliggés/hatas jelenlétére is utal.

Mindenképpen alapvetden fontos az a tény, hogy az Osszes minta esetében
tapasztalhattunk cukor koncentracionovekedést, azaz az enzimek mindegyik esetben
mikodoképesek maradtak, bar eltérd mértékben. A kiindulasi cukorértékekbdl lathatjuk, hogy
a szlirés soran a cukor jelentds része atjutott a membranon, és a koncentratumban csak igen
kis mértékben jelent meg. Azt is megfigyelhetjiik, hogy a jelentés cukortermelés az elsd

ordban jelentkezett, majd azutan visszaesett a novekedés mértéke minden esetben.
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5. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink alapvetd célja az volt, hogy megvizsgaljuk a dohanygyartasnal
visszamarad6 hulladékot/mellékterméket, ami elsésorban a ndvény szarat és levélnyelét
tartalmazza (melléktermék dohany — MD) fel tudjuk-e hasznalni alapanyagként a bioetanol
gyartasahoz. Vizsgalodasunkat kiterjesztettiik a biomasszaként termesztett dohanynovénybdl
szarmaz6 mintakra is (kisérleti dohany — KD), melyek a teljes novényt tartalmazzak, vagyis a
leveleket is, nem csak a vastag cellulozrost kotegekbdl allo szarat és levélnyelet.

A bioetanol gyartas els6 1épése a cukrositas, a fermentalhato cukor képzése, szénhidrat
bazisbol. Ezt esetiinkben enzimes lebontassal végeztiik két eltéré enzimcsoportot, a cellulaz-
cellobidz és a xilanaz enzimcsoportot felhasznalva.

Elsé 1épésként enzimes hidrolizist végeztiik cellulaz és cellobidz enzimek segitségével,
illetve ezen enzimek miikodését is vizsgaltuk kiilonbozé pH tartoményban. A xilandzos
kisérleteink soran az volt a f6 kérdés, hogy képes-e ez az enzim a dohany mintdk cellul6z
tartalmanak bontasara, illetve ha igen, milyen mennyiségben érdemes alkalmazni azt.
Eldkisérletet végeztiink az enzim optimum meghatarozasdhoz. A bontds sordn a keletkez6
kétféle enzimhatas Osszevetése érdekében megvizsgaltuk a fajlagos, egy enzimegységre
(Unit) jutd cukormennyiséget.

Kisérleteinkbdl egyértelmiien latszik, hogy mindkét enzimes hidrolizis megfeleld a
celluloz bontasara. A cellulaz-cellobiaz enzimrendszer pH optimumat, a szakirodalomban
fellelhetéekkel egyezden, nem tudtuk egyértelmiien meghatarozni, a 4,8 és az 5,0 pH kozel
egyforma eredményeket adott, nem tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni.

A két enzimféle dsszehasonlitdsa céljabol elvégzett szdmitasaink alapjan lathatd, hogy
fajlagosan megegyezé enzimmennyiséggel a xilanaz enzim esetében lényegesen jelentGsebb
cukorkihozatalt tudunk elérni. A kétféle eredeti minta a melléktermék és a kisérleti
dohanymintak kiilonbozdsége is kimutathatd az eredmények alapjan. A cellulaz-cellobiaz
enzimrendszer alkalmazasanal a melléktermék dohdny mintak csak idoben megkésve, a 72.
oraban tudtdk azt a hozamot mutatni, amit a kisérleti dohany mintak mar a 48. 6rdban. A
xilandz enzimnél pedig a kisérleti dohdny mintdknal a legkevesebb enzimmennyiség mutatta a
maximalis fajlagos kihozatalt, amig a melléktermék dohany mintdknal a kézepes mértékii
enzimadagolassal kaptuk a maximalis értékeket.

A tovabbi kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy a hidrolizist kovetéen fermentlébdl
levalasztott enzimeket lehet-e ismételten felhasznalni a cukrositashoz, vagyis tudjuk-e ilyen

modon gazdasadgosabba tenni a folyamatot.
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Az enzimek szeparalasat 5 kDa vagasi értékli ultraszlirGvel hajtottuk végre, igy a
fermentlébdl a keletkezett cukor a permedtumba jutott, mig az enzimek a koncentrdtum
oldalon maradtak. A folyamatot fehérjetartalom méréssel kovettiilk nyomon.

A fluxus értékének novelése céljabol ultrahang erdtér kialakitasaval is végrehajtottuk a
szeparaciot, de sajnos nem értiink el nagyobb fluxus értékeket, vagyis nem lett gyorsabb a
szeparacio, nem lett kisebb az eltomddés sem, sét a visszatartasi érték is csokkent, vagyis
ultrahang erdtér alkalmazasaval tobb fehérje tipusu vegyiilet jutott &t a membréanon.

A szeparaciot kovetéen visszanyert enzimek viszont megtartottak aktivitasukat, vagyis
ismét felhaszndlhatéak az enzimes lebontds esetében, akkor is, amikor a szeparaciohoz
ultrahang er6teret hoztunk Ilétre. Ezt enzimaktivitdis méréssel bizonyitottuk. Mérési
eredményeink alapjan azonban az is nyilvanvald, hogy az ultrahangos er6térben levalasztott
frakcid enzimaktivitasa lényegesen kisebb a normal szeparaciobol szarmazo6 enzimek esetében
mért értéknél.

Osszességében tehat megallapithatjuk tehat, hogy mind a melléktermék dohany, mind
a kisérleti dohany celluloz tartalma megfelelé koriilmények kozott enzimes eljarassal
cukrosithato, az enzim pedig membran szepardcioval visszaforgathatd, ezzel nagymértékben

csOkkentheto az eljaras koltsége.
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