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1 TEMA JELENTOSEGE ES CELKITUZESEK

., A természetben nincsenek sem jutalmak sem biintetések: kovetkezmények vannak.”

Robert Green Ingersoll

A mai vilagban egyre nagyobb kihivast okoz a névekvé népesség energiaigényeinek
biztositasa. E probléma megoldasahoz és a hosszabb tavon fenntarthaté energetikai
rendszerek kialakitdsahoz a primer (fosszilis) energiahordozok kiaknazasat mérsékelni kell,
ami az energiahatékony technolégidk alkalmazasaval, valamint a megajul6 és megujithato
energiahordozok energiaellatason beliili részesedének novelésével torténhet. Az erdészet, a
mezOgazdasag, valamint az egyes ipari agazatok (celluloz- és papiripar, textilipar stb.)
tevékenysége soran évente igen nagy mennyiségben novényi maradvanyok, melléktermékek
¢és hulladékok keletkeznek, amelyek ma még kiaknazatlan energiahordozokként (celluloz,
hemicelluloz), bio-energetikai termékek (biogaz, biohidrogén, bioetanol, biobutanol stb.)
eldallitasdhoz kivaldan hasznosithatoak. A kutatok és a gyartok torekvéseinek kdszonhetden
a masodgeneracios bio-konverzids technologiak kidolgozasa és fejlesztése intenziven
kutatott teriiletté valt. A masodgeneraciés bioetanol eldallitasaval és széleskori
alkalmazasaval a kdrnyezetet (nagyobb mértékben) terhelé benzin hasznalatat csokkenteni
lehetne, tovabba a vilagszerte agalyokkal dvezett elségeneracios technologiak kivaltasahoz
biztositana részbeni megoldast.

Az j, alternativ energiatermelési technikak magvalodsitasa terén azonban problémat
okoz a lignocelluloz biomassza Gsszetett és a biokémiai hatasokkal szemben ellenalld
szerkezetének feltarasa, az értékes szénhidratok elvalasztisa és monomerekké torténd
bontasa, ezaltal a gazdasagos és hatékony etanol eléallitasi technologia kivitelezése. Az
eldkezelések terén még nem értek el nagy attéréseket annak ellenére, hogy ma mar szamos
modszer ismert. Az elékezelés mellett tovabbi Kritikus technoldgiai miivelet az el6kezelt
biomassza enzimes hidrolizise, alkoholos erjesztése, valamint a keletkezd hulladékok
hasznositasa, kezelése ¢és artalmatlanitasa. E nehézségeket csak egy igen Osszetett
technoldgiaval lehetne megoldani, ami ma még nem all rendelkezésiinkre.

Az elmult években nagy érdeklédés mutatkozott a novényi biomassza mikrobialis
elokezelésére, amelynél a mikroorganizmusok az altaluk szintetizalt cellulolitikus és az
egyéb hidrolitikus, valamint oxidativ enzimeikkel végzik el a szerkezet feltarasat és a
szénhidratok részbeni (vagy akar teljes) bontasat. E biologiai modszer az iparban

alkalmazott fiziko-kémiai modszerekkel - sav katalizalt gézrobbantas, ammonium-szalas



gbzrobbantas, nedves oxidacio stb. - szemben ugyan a kornyezetet kiméli, de a hatékonysaga
¢s az iddigényessége miatt az alkalmazasa laboratériumi €s féliizemi szinten tart.

A papirhulladékok (harmadlagos névényi maradvanyok) kémiai szerkezete kevésbé
Osszetett, valamint a szénhidrat Osszetételben szinte homogénnek (cellul6z) tekinthetdek,
emiatt azok szintén nagy potenciallal rendelkeznek az etanol célii hasznositas terén. A
papirhulladékok gyartastechnologidba torténd bevezetésénél azonban az elsddleges
problémat a kisérd adalék- és szinezéanyagok eltavolitdsa okozza.

Doktori munkamban célul tiztem ki két, éves szinten igen nagy mennyiségben
keletkez6 novényi mellékterméknek, a buzakorpanak (malomipari melléktermék) valamint
a papirhulladékoknak az elékezelését, enzimes hidrolizisét és etanol céli hasznositasat. E
két szubsztratumot a magas celluléz tartalom miatt valasztottam a masodik generacios

bioetanol eldallitas modellezéséhez.

Az alabbi részfeladatokat terveztem:

1. A buzakorpa szubsztratum elokezelése
» Kiilonb6z6 mezofil, komposztbdl is izolalhatd korhadast okozd gombak, valamint

¢élesztOk beszerzése és torzsfenntartasa.

= A beszerzett torzsek laboratoriumi szinten torténd alkalmazasa biodegradacios
kisérletekhez, kontrollalt koriilmények kozott, finoman 6rolt buzakorpa

szubsztratumon. A jo biodegradacios tulajdonsaggal rendelkezd torzsek szelektalasa.

= A kivalasztott torzsek tarsithatosaganak vizsgélata, két és harom torzs kozotti

kolcsonhatasok feltérképezése.

» A kialakitott, mikrobialis konzorcium alkalmazasaval az elékezelés paramétereinek
optimalasa:
= aszabad nedvességtartalom
= apH
» a konidiumok ardnya

= iddben eltolt beoltasi technikak

2. A hulladék papir szubsztratumok elékezelése
» Kiilonbo6z6 fizikai és fiziko-kémiai modszerek alkalmazasa a papirrostokon 1évo
festékanyagok és egyéb nemkivanatos komponensek eltavolitasahoz:
» 4ztatds és mosas

» besugarzasos technikak



= flotacio

= kitozan és annak modositott valtozatai

3. Az elokezelt biomassza enzimes hidrolizise és alkoholos erjesztése

= Enzimes cefrézési technologia fejlesztése az erjeszthetd cukortartalom néveléséhez.

= Kiilonbo6z0 erjesztési technikak alkalmazasa és fejlesztése:
= Mono- ¢és vegyes kulturas etanolfermentacio
= szeparalt cukrositas- és erjesztés (SHF)
= szimultan cukrosités s erjesztés (SSF)

= SHF és SSF technikdk dsszehasonlito elemzése.

A doktori kutatomunkdmat a Szent Istvan Egyetem, Elelmiszertudoméanyi Kar, Sor- és

Szeszipari Tanszék laboratoriumaiban végeztem.



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Novényi biomassza
2.1.1 A novényi biomassza és hasznositasi lehetoségei

Megujuldo és meghjithatd energiahordozoknak azokat a természeti forrasainkat
tekintjiik, amelyek egész évben ugyanonnan és ugyanolyan mindségben ismételten allnak
rendelkezésre, valamint az Gjtatermelddésiik emberi beavatkozas nélkiil is (néhany éven
beliil) biztositott. Ezek kozott talalhato a nap-, a viz-, a sz¢€l-, a geotermikus energia és a
biomasszabol nyert energia, tovabba néhany kutato itt emliti az atomenergiat is. A biomassza
a primer (fosszilis) energiaformakat (kdszén, kdolaj, foldgaz) kovetéen a negyedik nagy
potenciallal rendelkez6 energiahordozd, ami Széleskorlien hasznosithatd szamos ipari
teriileten (BAI, 2004; HANCSOK, 2004).

A biomassza - sziikebb értelemben - az adott élettérben egy adott pillanatban
megtalalhatd,  bioldgiai  Gton  lebonthato  él6lényeket  (ndvények,  allatok,
mikroorganizmusok) és elhalt szerves anyagokat osszesiti. Eredet szerint a biomasszanak
harom alapvetd tipusa: a novényi fotoszintézis altal eldallitott elsédleges biomassza, az
allattenyésztés termékeit €s mellékterrmékeit, hulladékait hordozé mésodlagos biomassza,
valamint a szerves anyagokat hasznositd ipari agazatokbol és a kommunalis szerves
hulladékokbol szarmazé harmadlagos biomassza ismert (SEMBERY és TOTH, 2004; SAJITH
etal., 2016).

Hazankban a ndvényi biomassza (fitomassza) készlet a kedvezd éghajlati- ¢és
domborzati tulajdonsagoknak kdszonhetden megkozeliti a 350-360 millid tonnat, amibdl
mintegy 105110 milli6 tonna Gjratermelddik évente. Az 1. tablazat néhany hazai erdészeti

¢és szant6foldi maradvany keletkezésének éves mennyiségét szemlélteti.

1. tablazat: Néhany mezégazdasagi, erdészeti és ipari melléktermék keletkezésének
éves mennyisége hazankban (GOGOs, 2005)

Termelt mennyiség

Melléktermék —
(millié tonna)
Gabona szalma 4,5-7,5
Kukorica csutka 10-13
Kukoricaszar 1-1,2
Napraforg6 venyige 0,4-1
Nyesedék 1-1,2
Fa hulladékok agak, faforgacs, fiirészpor stb. 28-36




A mezOgazdasaghan, az erdészetben és egyéb novényi biomasszat feldolgozo
agazatokban keletkezO melléktermékek, hulladékok (lignocelluléz biomassza) nagy
hanyadat - becslések szerint akar 60-80 %-at is - Osszetett szénhidratok (celluldz,
hemicelluloz) teszik ki. E ndvényi biomassza kezelése, hasznositaisa ma még nagyrészt
hagyomanyos eljarasokkal torténik, azonban az elmult iddszakban e kiaknazatlan
energiahordozok  (celluléoz, hemicelluloz) alternativ  hasznositasi lehetdségeinek
feltérképezése intenziven kutatott teriiletté valt (KUHAD és SINGH, 2008; SANCHEZ et al.,
2009; BUK1, 2010).

A novényi maradvanyok nagy szazaléka a kelld elokezelést kovetden allati
takarmanyként, alomként hasznosul. A talaj terméképességének biztositasa és javitasa
érdekében szerves tragya és komposzt eldallitasahoz is alkalmazzak, de kozvetleniil a talajba
torténd visszaforgatasa is ismert. Az elmult években tapasztalt csokkend haszonallat 1étszam
azonban egyre erds0dd problémat okoz e két, raciondlis alkalmazasi teriiletnél (allattartas,
novénytermesztés). A szant6foldeken visszamaradt, kezeletlen névényi maradvanyok
lebomlasa igen sok id6t igényel, ami miatt a szantofoldi teriiletek nehezebben valnak
miivelhet6vé. Ez utdbbi probléma ma mar kikiiszobolheto az e célra kialakitott lignocelluloz
bont6 mikrobiologiai készitmények alkalmazasaval, amelyek az dsszetett ndvényi szerkezet
kell6 lazitasat, bontasat, ezaltal a talaj szerves anyag p6tlasat teszik lehetévé (HUBBE et al.,
2010). A ndvényi maradvanyok kozvetlen ton torténd elégetésének - a tokéletlen égés miatt
- komoly kornyezet terheld hatasa van, ezért az € modon torténd melléktermék- és
hulladékkezelés nem tekinthetd hosszabb tavon alkalmazhatonak. A jelentds
energiatartalomnak koészonhetéen, azonban termikus atalakitassal hoé- és villamos energia
termelhetd, ezéltal bizonyos mértékben csokkenthetd az ipari tevékenységek fosszilis
energiahasznalata. A szant6foldi novények betakaritasa utan visszamaradt szalmafélék igen
j6 égési tulajdonsagokkal rendelkeznek, valamint azok nedvességtartalma csupan 10-20 %
kozott van. Az egyéb ndvényi maradvanyoknal (kukoricacsutka, napraforgdszar, faapriték,
sz6l6venyige stb.) a nedvességtartalom igen valtozo, emiatt az elégetést megel6zéen a
novényt szaritani kell, ami a technologia koltségeit noveli (ANWAR et al., 2014; MARQUES
et al., 2008; SANCHEZ, 2009).

Az ipari dgazatok kozott kimagasloan nagy mennyiségii szilard hulladékot termel a
celluloz- és a papiripar, valamint a textilipar. A papir eléallitas els6dleges alapanyagaként a
tilevelii (lucfenyd, erdei fenyd stb.) vagy lombos (rezgd nyar, nyirfa stb.) fakbol kémiai
valamint mechanikai iton kinyert névényi rostok szolgalnak, amelyek mellett a kiilonb6z6
gabonaféléknek (hazankban a buzaszalma), valamint a bambusznak a rost tartalma is

hasznosithato. A kiilonb6zé papir termékek (irodai papir, ujsagpapir, kartonpapir, stb.)



hasznalatukat kovetden rovid 1don beliil hulladékka alakulnak. A papirhulladékok
Osszetétele viszonylag homogén, nagyrészt celluléz rostokat tartalmaznak, ami miatt
gyorsan lebomléak, azonban az eléallitasuk mar kozel sem tekintheté kornyezetkimélonek.
Ennek oka, hogy a gyartastechnologia energia igénye nagy, valamint nagy mennyiségl
szennyvizet bocsat ki. Becslések szerint, évente a vilagon keletkezé papir hulladék
mennyisége megkdzeliti a 370 millioé tonnat, melynek hazai viszonylatokban a becsiilt értéke
700-750 ezer tonna. Az Eurodpai Papiripari Szovetség (CEPI) adatai szerint 2016-ban a papir
hulladékok ujra hasznositasanak ardnya Europaban elérte a 73 %-ot, amely a kés6bbiekben
varhatoan tovabbi névekedést mutathat (CEPI, 2016). A primer rostok mellett a visszanyert,
szekunder rostok agazatba torténd visszaforgatasa és tjra hasznositasa egyre nagyobb teret
nyer. A szekunder rostok elénye, hogy azok hasznositasaval a kornyezetet terhel hatas
csOkkenthetd, masrészrdl azok ara, a kozel hasonld mindségli primer rostokéval szemben,
kedvezdbb. A szekunder rostok szerkezete, mindsége azonban kozel 4-7 alkalommal torténd
hasznalatot kovetéen romlast mutat, s ezen elhasznalddott rostokat célszeri mar mas,
alternativ modon hasznositani (NAGY, 2011, LELE és ViG, 2007). Egy korabbi, 2011-es
kozlemény arrdl szamolt be, hogy a papiripari hasznositas mellett, a papir hulladékok kisebb
része (kevesebb, mint 7 %-a) termikus atalakitassal alternativ energiatermeléshez, illetve
ennél is kisebb része (kevesebb, mint 0,5 %-a) biologiai Gton torténd kezelést kdvetden
komposztként hasznosult (CEPI, 2011).

Az 1j, alternativ kezelési eljarasokkal, az alkotéelemek szelektiv elvalasztisaval,
biofinomitasaval eldallitott értéknovelt (kozti)termékek valamilyen mas, mar ipari szinten
eloéallitott (kozti)termékek alternativ helyettesitoi, részbeni kivaltoi lehetnek (MOLNAR et al.,
2013). A novényi hetero-matrix szénhidrat Osszetevoi, elsdsorban a cellulozok és a
hemicellulézok, tobbek kozott human-céla élelmiszerek és élelmiszer-osszetevok
eléallitasahoz is hasznalhatoak (HOLKER et al., 2004; RAHMAN et al., 2006; MUSSATTO és
TEIXEIRA, 2010). A celluloz élelmi (diétas) rost forrasként tekinthetd, ami mellett
emulgedldszerként, térfogatndveldkeént torténd alkalmazasa is ismert. A hemicellulozok
természetes formédban oligoszacharidokat tartalmaznak. A hemicelluloz rostfrakciok,
nagyobb részt a Xilan, valamint a mannan rostfrakciok enzimes bontasaval, prebiotikus
hatasu xilo-oligoszacharidok (XOS) és manno-oligoszacharidok (MOS) allithatok elé. E
termékeket funkcionalis élelmiszerosszetevoként is alkalmazzak, az emberi szervezetre
gyakorolt jotékony hatasuk miatt (CANILHA et al., 2013; OTIENO és AHRING, 2012). Az
¢lelmiszeriparban és a cukrasziparban is széleskorlien haszndlt ndvényi eredetli
cukorhelyettesitok, a cukoralkoholok - szorbit, mannit, xilit stb. - el6allitasahoz az erdészeti

és mezbgazdasagi eredetli novényi rostok szintén kivald lehetséget biztositananak
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(ERYASAR és KARASU-YALCIN 2016). Tovabbi kutatasok folynak a lignocelluloz
biomasszan torténd enzim szintézis, antibiotikum, egysejtfehérje (SCP) és mas termék
(glikonsav, itakonsav, tejsav, aszkorbinsav, feliiletaktiv anyagok, biomtianyagok stb.)
eléallitasanak megvalositasara is (BROWN, 2003; Kim és DALE, 2004; OKANO et al., 2009;
SANCHEZ et al., 2002).

A papiripari 4gazatbol szarmaz6 rost maradvanyokat és tormelékeket nagy
mennyiségben alkalmazza az épitdipar szigeteld gipszrost lemez gyartasdhoz (NISHIMURA
et al., 2015; BAROTFI, 2003). Ezzel ellenben, a szennyvizek kezelése mar nagyobb gondot
okoz, mivel azok jelentds Szervesanyag tartalma miatt a kornyezetbe kozvetleniil nem
bocsathatoak ki. Kutatasok bizonyitottak, hogy a szekunder rostokbol torténé celluloz- és
papirgyartas akar 60 %-kal csokkentheti a keletkez6 szennyviz mennyiségét. A szennyvizek
hemicelluloz tartalma szamottevd, emiatt annak elvalasztdsaval azon takarményélesztd
allithat6 eld. A tlilevelll fakbol torténd celluldz és papir eldallitds esetén a szennyvizbol
értékes fenydgyanta is nyerheté (BAJPAI, 2010).

A novényi maradvanyok kisebb mennyiségben aromas komponenseket (lignin) is
tartalmaznak, amelyeket viszonylag még kevés termék eldallitasanal lehet hasznositani. A
novényi biomassza tipusara jellemzden eltérd Osszetételli, aromds komponenseket
tartalmazé katrany vagy szén eldallithato eld. A lignin cserzOanyagok, diszpergaloszerek
alapanyagaként is alkalmazhato, s6t oxidativ Gton ételizesité aroma, vanillin gyartasara is
alkalmas (NUNN et al., 1985; KuDsY, 1995; LIMAYEM és RICKE 2012).

A hazai kutatasok vonatkozasaban a Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi
Egyetem, Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomanyi Tanszékén évek ota
mélyrehatéan foglalkoznak a lignocellul6zok - kukoricarost, kukoricacsutka, kukoricaszar,
buzaszalma, buzakorpa, hulladékpapir, olajbogyé mag, cukorcirok bagasz -
biofinomitdsaval, az értékndvelt hasznositasi technologidk kivitelezésével laboratériumi- és

féliizemi szinten.

2.1.2 A lignocellul6z biomassza energetikai céli hasznositasa

A klimavaltozast és ennek kovetkezményeként a vilagszintli kdrnyezeti problémakat
a primer (fosszilis) energiahordozok rohamos kitermelése és elégetése okozta. Becslések
szerint, e Kitermelt energiahordozok tobb, mint 80 %-a a gépjarmiivek motorhajtbanyag
eléallitasanal hasznosul, amelynek kozel 60 %-a a kozlekedési szektorba keriil. Ez a
magyarazata annak, hogy az iiveghazhatast gazok (vizgdz, szén-dioxid, dinitrogén-oxid
stb.) kibocsatasaért kozel 30%-ban a kozlekedési agazat érintett a fejlett orszagokban (POPP

¢s POTORI, 2008). Az energiahordozok kisebb része kiilonbozo ipari agazatok kozott oszlik
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el. A celluloz- és papirgyartas az energiahasznalat kozel 4 %-at veszi igénybe. A primer
energiahordozok gazdasagosan kitermelhetd mennyiségének apadasa, valamint ennek
hatasaként érzékelheté novekvd aruk, a gazdasagi fejlodés iitemét is korlatozza. Ezen
negativ hatasokat tovabb erésiti, hogy a fosszilis energiahordozok egyenetlen foldrajzi
eloszlasa miatt szamos orszag importfiiggdségben all. A probléma enyhitése és ezzel
parhuzamosan a népesség novekvo energiaigényének biztositasa miatt intenziv kutatasok és
politikai torekvések (EU direktivak és hazai szabalyozasok) iranyulnak a kornyezettudatos
energiahasznalat, illetve az 0j, alternativ energiahordozok megismerése terén (CHENG et al.,
2008; MAITAN-ALFENAS et al., 2015). A lagyszara novények és maradvanyaik, a tudatosan
termesztett energia iltetvények, valamint a fasszara novényi maradvanyok (fiirészpor-, fa-
és kéreghulladék stb.) és gyorsan nové fafajtak (nyar, akac, fliz, stb.) mellett a
mezdgazdasagban, az élelmiszeriparban és egyéb ipari agazatokban keletkezd ndvényi
maradvanyok szerepe egyre jelentdsebb a fenntarthatd energiagazdalkodasban, a magas
energiatartalomnak koszonhetéen egyarant alkalmazhatéak alternativ, bioenergia
eléallitasahoz (PRASAD, 2007).

A lignocellulozok e modon torténd hasznositdsa szamos, kiilonb6zé technikéval:
mechanikai, termokémiai, valamint biokémiai tGton, az értékes komponensek elvalasztasat
kovetéen vagy akar ezen mivelet nélkiil, a teljes novényi maradvany hasznositasaval
torténhet. Az eldallitott energia gaz, szilard és cseppfolyds halmazallapotu is lehet. A
mechanikai atalakitds alatt a ndvényi maradvany daraboldson, tomoritésen vagy sajtolason
esik at. Ezen a modon szilard tiizeléanyagok - biopellett, biobrikett - is gyarthatoak. A
termokémiai technologiak alkalmazasaval a novényi anyagokban 1év0 energiamennyiség
hasznos hé- és villamos energiava alakithat6. A termikus kezelési technologiak kozott ismert
alaptechnologia a hagyomanyos égetés, amely mellett a pirolizis, a gazositis vagy a
plazmatechnoldgia illetve ezek kombinacioi is alkalmazhatoak. A termokémiai technologidk
eredményeként szilard biomasszabol giz halmazallapotu energiahordozo, szintézisgaz
allithato eld. A pirolizis esetén a gaz fazis (pirogdz) mellett kivalo égési tulajdonsagokkal
rendelkezd pirokoksz, valamint piroolaj is keletkezik, melyek az erdmiivekben a kdszén és
az olaj helyett hasznalhatéak. A piroolaj atalakitasaval akar alternativ motorhajtéanyag,
biodizel is eldallithatd. A celluloz- €és papirgyartas soran keletkezd iszapok, lugok €s egyéb
szerves anyagok (ndvényi részek) szintén nagy energiatartalommal rendelkeznek, amelyek
a kivant elokezeléseket (iilepités, tisztitds, besiirités) kovetden elégetésre keriilnek. A
termikus kezelések eldnye az, hogy részben biztosithato az adott technologia energiaigénye,
valamint csokkenthetd a szén-dioxid és egyéb karos gazok kibocsatasanak mértéke

(DONGHAL, 2006).
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A biokémiai technologiak alkalmazasaval, mikroorganizmusok és az altaluk termelt
enzimek segitségével, két Uton, az anaerob lebontassal (rothasztis) és az alkoholos
erjesztéssel allithatok eld energiahordozok, amelyek alternativ tizemanyagként (biobutanol,
bioetanol stb.) is hasznalhatoak (SHAFIEI et al., 2015). Az Eur6pai Parlament strasbourgi
ilésén (2018) megszavazott megjuld energia hasznalatrol szol6 iranyelv javaslata szerint a
z0ld energia aranyat 2030-ra 35 %-ra kellene emelni az energiaellatason beliil, ahol a
lignocelluldz tartalmi ndvényi maradvanyok energetikai célii hasznositasanak elsébbséget
kell élveznie. A tovabbi célok kozott szerepel, hogy a kozlekedési szektor energia
ellatasanak egy részét (kozel 12 %) megujulo forrasokkal valtsak ki, mindamellett pedig az

elsGgeneracios élelmiszer-alapu etanol gyartas az el6z6 évek szintjén maradjon.

2.1.3 A lignocellulézok osszetétele és szerkezete

A novények sejtvazat alkotd harom f6 polimer vegyiilet a celluldz, a hemicellul6zok
és a lignin, amelyek kovalens és nem kovalens kotésekkel Gsszetett, ellenallo, szerkezetet
alakitanak ki (SJOSTROM 1981; PEREZ et al., 2002). Az 1. abra a novényi sejtfal szerkezetét,

illetve az egyes sejtfal sszetevoket szemlélteti.

K6zéps6 Pektin  Hemicelluléz -

lamella

Elsédleges
sejtfal

Plazma

e o
S ———
membran Hemicelluléz

1. abra: A novényi sejtfal elsodleges szerkezete és alkotéelemei (A), valamint az
éréssel atalakult hetero-matrix részlete (B) (WANG et al., 2017; MARRY, 2018)

A celluloz a Foldon a legnagyobb mennyiségben megtalalhatd szerves anyag, a
novények vaz anyaganak nagy részét képezi, ami a magasabb rendii ndvényeknél altalanosan
40-50 %-ot jelent. A természetben, tiszta formaban nem talalhat6 - a gyapot celluloz tartalma
is csak a 90 %-ot éri el. Ezzel szemben, az ipari termékek kozott a vatta €s a papir is akar
100 %-ban celluloz molekulakbol tevodhet Ossze. Kémiai szerkezete hasonlit a
keményitééhez, linearisan ismétl6do anhidro-gliikéz egységekbdl (100-15000) all, azonban
a gliikdéz molekuldk az a-1-4 kotések helyett B-1-4 térallast kotésekkel kapcsolddnak dssze.

E szerkezeti eltérés miatt a celluloz bontasahoz a keményité bonto enzimek nem alkalmasak.
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A biodegradaciot tovabb neheziti, hogy a szomszédos, parallel elrendezddési celluloz
molekulak kozott a kialakulé masodlagos kotderdk, az inter- és intramolekularis hidrogén-
hid kotések, valamint a gyengébb van der Waal’s kotések és hidrofil kolcsonhatasok,
szupramolekularis szerkezetet alakitanak ki (HA et al., 1998; McKENDRY et al., 2002;
MUSSATTO et al., 2008). A ndvényi sejtvazban a celluléz szalak nagyobb részét, kozel
kétharmadat, stabil, igen nagy rendezettséggel rendelkezd kristalyos forma jellemzi. A
celluléz akar tobbféle kristalyos szerkezettel is rendelkezhet (I.-1V.), amelyek koziil a
természetben csak az I. tipus talalhat6. A magas kristalyosodasi arany miatt vizben, valamint
hig savas és hig lugos oldatokban szobahOmérsékleten nem vagy korlatozottan oldodik. A
kevésbé rendezett, amorf szerkezetli celluloz szalak ardnya joval kisebb a ndvényi
sejtvazban. A papiripari termékek gyartasanal egyre nagyobb aranyban alkalmaznak ipari,
valamint erdészeti, mezdgazdasagi eredetli maradvanyokbol szarmazd ndvényi rostokat. E
novényi eredetli cellul6z rostok mellett kémiai, valamint mechanikai celluloz, esetleg
mesterséges novényi rostok (viszkocelluloz) illetve szintetikus rostok (toltott polietén) is
megtalalhatoak (ZHANG et al., 2006; TAHERZADEH és KARIMI, 2008).

A hemicellulozok nem linearis szerkezetli, nagymértékben elagazd hetero-
poliszacharidok, amelyek a ndvényi biomassza mintegy 20-45 %-at teszik ki. A
hemicellul6zok Gsszetétele €s kémiai szerkezete novény tipusonként és azok részeinél is
eltéréseket mutat. A hemicelluloz lancok hossza kisebb, mivel a celluldzzal ellentétben joval
kevesebb egységbdl (150-1500) allnak. A szénhidrat vazon nagyszamu oldallanc talalhato,
amelybdl addédoan kevésbé kristalyos, rendezett a hemicellulézok szerkezete (JEFFRIES,
1994; PEREZ et al., 2002; NI ES TOKUDA, 2013). A hemicellulézok pentdz (xiloz, arabindz)
¢és hexoz (glikoz, galaktdz, fukdz, manndz, rhamnoz) cukrokbol, valamint azok acetilezett
szarmazékaibol allnak (TIMELL, 1997). A csoportositasuk elsdsorban a véaz szénhidrat
egysége(i) szerint torténik, ezaltal vannak a xilanok, a mannanok, a glikanok, a
galaktogliikomannénok, a gliilkuronoxildnok, az arabinoxildnok, a glilkomannanok, a
galaktomannanok, a B-glilkanok és a xilogliikkanok (ASPINALL, 1962). A hemicellul6zok a
celluloz szalakhoz fbleg hidrogén-kotésekkel, a ligninnel pedig nagyrészt kovalens
kotésekkel kapcsolodnak, amelyek egyrészrél védelmet adnak a celluloz szalaknak,
masrészt pedig Osszekottetést biztositanak a celluloz szalak és a lignin régior kozott. A
természetben a legnagyobb mennyiségben eléforduld hemicelluloz a xilan (SUN et al., 2005).

A lignin Osszetett aromas heteropolimer vegyiilet, amely fenil-propan
vazmolekulakbol, kumaril-alkoholbol, koniferil-alkoholbol és szinapil-alkoholbdl all. Ezen
egységek egymassal, valamint a celluldzzal és a hemicellulozzal éter- és észter kotésekkel,

illetve szén-szén kotésekkel kapcsolodnak Ossze, ezaltal haromdimenzios, térhaldsitott
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szerkezetet alakitanak ki (JEFFRIES, 1994; RALPH et al., 2004). A n6vényi sejtvaz celluloz és
hemicellul6z tartalma erdsen hidrofil, amellyel szemben a lignin erdsen hidroféb, ami a viz
¢s az enzim molekuladk rostok kozé torténd behatolasat megneheziti. A lignin a névényi
szovetek szamara a szilardsagot, a merevséget, tovabba a kémiai és biologiai hatasok elleni
védelmet is egyarant biztositja (MUSSATTO et al., 2008; XIg, 2000).

A novények kémiai dsszetétele novény tipusonként - a keményfakban, a puhafakban,
a lagyszaru novényekben, a gabonandvényben, valamint az ezekbdl készitett termékekben
¢s maradvanyaikban - eltérd. Az alkotd elemek aranyat tovabba meghatarozza a novény
novekedési szakasza és kora, a termesztés helye, valamint a kérnyezeti viszonyok is. A
celluloz, a hemicelluldz és a lignin szazalékos megoszlasat szemlélteti az 2. tablazat néhany

ndvényi maradvany esetén.

2. tablazat: Néhany elsodleges és masodlagos novényi eredetii melléktermék, hulladék
celluléz, hemicelluloz és lignin tartalma (MAES és DELCOUR, 2002; BEAUGRAND et al.,
2004; KRISTENSEN et al., 2009)

Biomassza Celluléz* Hemicellul6z* Lignin*
Kukoricaszar 39 - 47 26 - 31 3-5
Napraforg6 szar 42,1 29,7 13,4
Kukoricacsutka 15 35 45
Buzaszalma 37-41 27 -32 13-15
Buzakorpa 10-15 30 4-8
Arpaszalma 31-45 27 - 38 14-19
Cirokszalma 32 24 13
Cukornad bagasz 19-24 27-32 32-44
Cirok szar 27 25 11
Keményfa 45+2 30+£5 20+ 4
Keményfa kéreg 22 - 40 20— 38 30-55
Puhafa 4242 27£2 28+3
Puhafa kéreg 18 - 38 15-33 30 — 60
Energiafti 52 26 20
Papir hulladék 18-30 25-40 1-15

*Az adatok % (m/v)-ban szerepelnek.

Altalanosan elmondhaté, hogy a névényi biomassza szarazanyagtartalméanak kézel 55-
75 %-a szénhidrat, aminek mintegy 38-58 %-at a celluloz, 23-32 %-at a hemicelluloz, 15-
25%-at a lignin teszi ki (MCKENDRY, 2002; SINDHU et al., 2016). A vazanyagok mellett
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kisebb mennyiségben mas OsszetevOok, extrahdlhatdo anyagok (zsirsavak, fitoszterolok,
terpenoidok stb.), szervetlen anyagok (kalium, kalcium, magnézium, natrium, vas, mangan
stb.), tovabba keményitd, pektinek és fehérjék is talalhatoak.

A masodlagos ndévényi maradvanyok kozott a buzakorpa, mint malomipari
melléktermék, csupan 4-8 %-ban tartalmaz lignint. A buzakorpa a gabonaszemek kozel 14-
19 %-4at teszi ki, amely a kiils6 burkolatbodl, az aleuronrétegbdl és a visszamaradt keményitd
tartalmtl endospermbdl tevédik Ossze. A celluldz és a keményitd mellett a hemicelluloz
tartalmanak nagyrészét az arabinoxilanok teszik ki, ahol a B-1-4-xilopiranoz egységek
alkotta félanchoz nagy szamban o-L-arabinofuranozil egységek kapcsolodnak.
(EBRINGEROVA et al., 2005; PALMAROLA-ADRADOS et al., 2005).

A papiripari dgazat a celluloz rostokon kiviil kiilonb6z6 adalékanyagokat is alkalmaz
a késztermék eldallitasahoz, amelyek kozott toltéanyagok (kaolin, gipsz stb.), enyvezd
anyagok (fenydgyanta, miigyantdk stb.), bevond anyagok (kalcium-karbonat, titdnium-
dioxid, viasz, keményitd) is vannak. Ezen anyagok a kivant mindségi paraméterek (simasag,
szilarsag, nedvszivo képesség stb.) kialakitasaban jatszanak szerepet (IOELOVICH, 2014). A
papir emellett még tartalmaz kisérGanyagokat is, amelyek nagyrészt a nyomdaiparhoz
kothetok. Ezek kozott talalhatoak a szinezbanyagok, amelyek harom f6 alkotoeleme a
petroleum vagy novényi olajok (55-85 %), a gyanta (0-20 %) valamint a festék pigmentek
(5-20 %) (LELE és VigG, 2007).

2.1.4 A novényi biomassza elokezelése és annak kovetelményei

A novényi (és ndvénylr eredetll) maradvanyok értékes komponenseinek
elvalasztasahoz elengedhetetlen miivelet az eldkezelés, ami soran a komplex szerkezet
megvaltozik, a részbeni atalakitdsi folyamatok kovetkeztében bomlas indul el, ezéltal a
szénhidratok elérhetové valnak a kiilonbozo, biofinomitott termékek eloallitasahoz.
Kutatasok bizonyitottak, hogy az etanol célu hasznositdsnadl amennyiben a lignocelluloz
alapi biomassza enzimes hidrolizisét megeldz6en nem végeznek eldkezelést, azaltal az
elméleti cukorhazomnak kevesebb, mint 20 %-a érhet6 el. Az el6kezelés alkalmazasaval ez
az érték akar 90 %-ra is novelheté (ALIZADEH et al., 2005; BENSAH és MENSAH, 2013).
Neéhany esetben ez a miivelet lehet egy enyhébb szerkezet bontas vagy dusitas is, azonban a
novényi anyagok tobbsége az eltéré kémiai osszetétel és szerkezet miatt ennél bonyolultabb
technologidk alkalmazésat igényli. HAHN-HAGERDAL ¢s munkatarsai (2006) tobb kutatéhoz
hasonldan, tanulmanyukban arr6l szamoltak be, hogy a kiilonb6z6 ndvényi anyagokat
tipusonként mas-mas modon célszerti eldkezelni, mivel olyan egységes eldkezelési mod nem

1étezik, amit minden esetben azonos hatékonysaggal lehetne alkalmazni. Az elékezelési
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modszer(ek) megvalasztasa soran, ezért az adott lignocellul6z biomassza esetén vizsgalni
kell, hogy a rendelkezésre allo eldkezelési technikdk kozott, melyek azok, amelyek az
elokezeléssel szemben tamasztott kivanalmaknak részben eleget tesznek és mindemellett
gazdasagos szerkezet bontas érhetd el. A kutatok és a gyartok torekvéseinek eredményeiként
ma mar szamos el6kezelési modszer ismert, illetve all még fejlesztések alatt. A 3.

tablazatban néhany iizemi és laboratoriumi el6kezelést, valamint azok hatasait ismertettem.

3. tablazat: Néhany elokezelési modszer hatasa* a lignocelluléz biomassza szerkezet
lazitasara és bontasara (SUN et al., 2016)

Elékezelés Celluléz Hemicelluloz Lignin fi&ll{:illae %OS Porozitas Inhibitor(ok)
Fizikai
Orlés, Daralas H - - H H L
Kémiai
Lugok H H H - H L
Savak - H M H M M
Nedves oxidacié - H . H L
Szerves oldoszer . H M L
Ionos folyadék H M H H L
Fiziko-kémiai
Goézrobbantas L H L H H M
s LMW W
Hidrotermikus - H M M M H
s L L W W
Biologiai - M H H H L

*Hatasok: H: szamottevd; M: kodzepes; L: alacsony

Az elokezelések kritériumainal igen nagy fontossaggal bir a porozitas csokkentése, a
szénhidratok és az aromds lignin szétvalasztasa, valamint a celluloz kristalyossdganak
csokkentése (SADDLER, 1993). A lignin kioldasaval a hemicellulozok eltavolitasa
hatasosabba tehetd, ami révén az enzimek €s a mikroorganizmusok szamara a celluléz szalak
konnyebben elérhetévé valnak. Tovabbi kedvezd hatas, hogy az enzimek ligninen és
hemicellulozon torténd irreverzibilis kotédése csokken. Az eldkezelés soran azonban a
lignin és a hemicellulozok oldatba vitelét nagymértékben meghatarozzak az olyan
kornyezeti tényezOok, mint a biomassza Osszetétele, a nedvességtartalma, a kémhatas, a

nyomas vagy a homérséklet (MUSSATTO et al., 2008; KARIMI és TAHERZADEH, 2016).
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Ahogyan az eldkezelések tulajdonsagait, ugy a kornyezeti tényezoket sem kiilon-kiilon,
hanem egyiittesen célszer( értékelni, ugyanis ezek altal a késébbi technologiai miiveletek
hatékonysaga szamottevéen novelheté (MAURYA et al., 2015).

Tovabbi technoldgiai kihivast jelent az el6kezelés soran a nem kivant melléktermékek
(inhibitorok) keletkezésének visszaszoritasa, valamint eltavolitasa. Ezen melléktermékek
szarmazhatnak a novényi biomasszabdl, valamint a technoldgia soran is keletkezhetnek
(furfural, 5-hidroximetil-furfural, hangyasav, ecetsav stb.). Az el6kezelésnél célszerii
mérsékelni az inhibitorok keletkezését, ugyanis azok megléte mellett az enzimek részben
inaktivva, hasznélhatatlanna valnak, valamint az erjeszthetd cukrok hozama, illetve az
erjeszté mikroorganizmusok etanol képzésének képessége 1ényegesen csdkken (BERLIN et
al., 2006; ANDRIC et al., 2010).

A papirhulladékok esetében, mivel nagyrészt cellulozt tartalmaznak, a szerkezet
megbontdsa nem igényel nagy energiat, termofizikai kezeléseket, ezaltal az kevésbé okoz
technologiai problémat. A cellul6z mellett azonban az egyéb kisérd anyagok (adalékanyagok
¢és szinezdanyagok) nem kell¢ elvalasztasa nagyobb mértékben meghatarozza a késébbi
szénhidrat konverzio kimenetelét (NISHIMURA et al., 2015; BuzarA et al., 2017). Az
elokezelésnél az egyes kisérbanyagok a rostszuszpenzid kémhatasanak novekedését
idézhetik eld, ami az enzimek aktivitasara kedvezOtleniil hat, azt csokkenti. WANG és
munkatarsai (2011) e probléma megoldasara kénsavval (cc. H2SO4) alakitottak at a kalcium-
karbonatot (CaCO3) kalcium-szulfatta (CaSO4), aminek mar nincs gatlo hatasa a celluloz
rostok enzimes hidrolizisére nézve, sot a kémhatas az enzimnek kedvezo értékre allithato
vissza. A nyomdaiparban hasznélt szinezOkben, festékekben 1évd pigmentek ugyan kisebb
mennyiségben, de nehézfémeket is tartalmazhatnak, amelyek az enzimek ¢és
mikroorganizmusok miitkddésére szintén erésen gatld hatast fejtenek ki (IBARRA, 2012). A
kiilonbozd festékanyagok eltavolitasanak hatékonysagat nagymértékben meghatarozza
annak kora, fajtdja, tovabba a papir tipusa, valamint a nyomtatas koriilményei is. Ez utobbi
esetben, az indirekt, 1€zeres €s xerografikus technikéaval felvitt festékek eltavolitasa igen
nehéz, mivel a szines pigmentek a hére lagyuld (termoplaszt) gyantaval (szirén-akrilat
kopolimer, sztirén-butadién kopolimer, epoxi gyanta stb.) dsszekapcsolodnak és a celluloz
rostokra olvadnak ra (TATsIS et al., 2017).

Ma mar vilagszerte szamos elOkezelési eljaras all rendelkezésre, amelyek négy
csoportba, a fizikai, a kémiai, a fiziko-kémiai és a bioldgiai modszerek kozé sorolhatok.
Altalanosan elmondhaté, hogy az elékezelések egyike sem teljesiti az elékezelés minden
kivanalmat, azonban kettd vagy hirom moddszer eldnyeinek 6tvozésével kialakitott

kombinalt el6kezelések alkalmazasaval novelheté azok hatékonysaga. Becslések szerint, az
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elokezelések a lignocelluloz alapon torténd etanol eldallitasi technologiak koltségeinek
szamottevo részét, akar 40 %-at is kitehetik, ezért az tovabbi fejlesztéseket igényel (SUN és
CHENG, 2002). A kutatok és gyartok intenziv kutatasokat végeznek a meglévé modszerek
hatékonysaganak novelése, tovabba nem egy, hanem tobb ndvényi anyag egyideji
elokezelési lehetéségét biztositd technologia kivitelezésének terén is (ERDEI et al., 2010;

TAHERZADEH és KARIMI, 2008; VALDIVIA et al., 2016).

2.2 Az elékezelési eljarasok
2.2.1 Fizikai elokezelés

A mechanikai és fizikai modszerek alkalmazasival a méret csokkentése, ezaltal a
fajlagos feliilet novelése érheté el. Ez megvalosithato 6rléssel, vagassal, apritassal,
pirolizissel, valamint a besugarzasos technikak (gamma-, mikrohullamu- és infra sugarzas,
ultrahangos szonikalas) altal is (SUN és CHENG, 2002). E mddszerek nagy hatranya az, hogy
igen magas az energia és koltség igényiik, ami gatat szab az 06nallo alkalmazasuk
elterjedésénél (MENON et al., 2012). Tovabba, a besugarzasos technikak kivételével a lignin
eltavolitasa nem vagy kismértékben mutathat6 ki (KUMAR ES SHARMA, 2017).

A lignocellulézok mechanikai és fizikai elkezelését, nagyrészt mas elOkezelési

modszerekkel (kémiai vagy bioldgiai) kombinaltan alkalmazzak (BRODEUR et al., 2011).

2.2.2 Fizikai adhézion alapulé szinezéanyag eltavolitasa

A papirhulladékok rostszalairdl torténd szinezOanyagok - valamint az egyéb nem
kivant komponensek, szennyezddések - eltavolitasa (deinking) terén sikeresen alkalmazott
modszer a mosds ¢és a flotdcid, valamint e két modszer kedvezd tulajdonsagainak
egyesitésével a kombinalt tisztitasi technika is. Emellett a kutatasok a szilard pordzus
hordozokon (adszorbensek) torténd eltavolitasi technikak kivitelezésére is iranyulnak, amely

teriileten tobb, biztatdé eredmény is leirasra kertilt (KYzAs és LAZARIDIS, 2009; HADI, 2013).

2.2.2.1 Flotacios technika

E festékeltavolitasi mlivelet sordn a festék részecskék a rostszuszpenzidban eloszlatott
gazbuborékokkal az adhézids erdk hatdsara gaz-szilard komplexumokkd allnak Ossze. A
keletkezett komplexumok stirlisége kisebb, mint a folyadék fazisé, ezaltal felfelé szallnak és
a folyadék felszinen folyamatosan megujulo réteget képeznek, ami konnyen eltavolithato. A
mosasi technikaval szemben, a rostveszteség - a koriilményektol eltéréen - 5-10 % kozé

tehetd, ami mosas esetén elérheti a 20-30 %-ot is. A magasabb rost hozamon kiviil tovabbi
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elénye, hogy a finom és ultrafinom, valamint kolloidméretii diszperz komponensek
szétvalasztasat is lehet6vé teszi, S mindezt alacsonyabb vegyszerkdltség, kisebb vizhasznalat
és szennyviz kibocsatas mellett éri el. A flotaciot kovetden a papirpép bestiritése azonban a
technologia koltségeit noveli (CARRE et al., 2000).

A rostok flotalasara szamos tényez6: a festék szemcsék (10-250 pm) fizikai és kémiai
tulajdonsagai, a kornyezeti tényezok (kémhatas, hdmérséklet, levegdaram, ionkoncentracio
stb.), valamint a levegébuborékok mérete is hatassal van. A hdmérséklet és kémhatas (ltagos
kozeg) novelése a rostok és a rostokon 1évé keményitd szemcsék duzzadasat segiti eld. A
viz molekuldk vagy levegébuborékok megtapadasdnak mértékét noveli a kiillonbozo
feliiletaktiv anyagok, kemikaliak, enzimkészitmények hasznalata (VENDITTI et al., 2007). A
feliiletaktiv anyagok a feliileti fesziiltség valtoztatasan keresztiil hatnak, azaltal, hogy
csokkentik a levegdbuborékok fajlagos feliiletét. Tovabba, a hidrofil tulajdonsagu
részecskéket hidrofobba tehetik, igy a tintaszemcsék eltavolitasa tovabb fokozhatd

(VAsHISTH et al., 2011; CHUTANI, 2015).

2.2.2.2 Kitozan biopolimer és szarmazékainak alkalmazdasa

Az adszorbensek nagyrészt hidrofil tulajdonsagu és polaros anyagok, valamint szén
alapu, apolaros, hidrofob anyagok, esetleg polimerek, amelyek polaris vagy apolaris
funkcids csoportjaiknak koszonhetden alakitanak ki feliileti kotddést. Az adszorbensek
kozott régdta hasznalt és az egyik igen hatékony anyag az aktiv szén, ami a szerkezetének
¢és a nagy fajlagos feliiletének kdszonhetden sokféle komponens megkotésére alkalmazhato,
tovabba konnyen regeneralhat6 (PEZTOLD és SCHWARZ, 2015; RAvI et al., 2016). Az utdbbi
években egyre nagyobb figyelem irdnyul a mezdgazdasdgban keletkezd melléktermékek
(cukornad bagasz, buzaszalma, rizs pelyva stb.), valamint a kiilonb6z6 biopolimerek
(kitozan és modositott szarmazékai) adszorbensként torténé alkalmazhatosaganak
vizsgalatara. E termékek/biopolimerek olcsébbak és nagyobb mennyiségben is allnak
rendelkezésre (HUBER és CARRE, 2012, JIANG et al., 2017).

A kitozan biopolimer a rakok pancéljaban, gombakban, rovarok vazaban 1évé kitin
acetamid csoportjainak dezacetilezésével nyerhetd (ANNADUZAMAN, 2015) (2. abra). A
kedvezd oldhatosagi tulajdonsagainak (asvanyi savakkal ndvelhetd), valamint az
antibakterialis hatasanak koszonhetden, alkalmazasa (emulziokban, hidrogélként, sebfedd
anyagként, hordozoként mikro- és nanorészecske formajaban stb.) széleskoriien ismert.
Kutatasok bizonyitottak, hogy a festék pigmentek megkotésében a kitozan hidroxil
csoportjai (-OH) vesznek részt, mig az amino csoportok (-NH2) a hordozé miikodésére

fejtenek ki 1ényegi hatast (CRINI és BADOT, 2007; VAKILI et al., 2014).
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2. abra: A Kkitin (A) és a kitozan (B) szerkezete (YOUNES és RINAUDO, 2015)

A korabbi kutatasok eredményeit tekintve, lathatéan a kitozan adszorpcids kapacitasa
eltéréseket mutat az egyes valtozatoknal, szarmazékoknal. A kitozan por és pehely 20-1100
mg/g, a gyongy, a szal és egyéb modositott kitozan formak pedig 25-1653 mg/g kozotti
festéket tudnak megkotni (VAKILI et al., 2014). Tobb tanulmany is emliti, hogy a kitozan a
festékmentesités mellett kivaléoan alkalmazhatd a rostok mindségi tulajdonsagainak
javitasadhoz is. A kitozan a celluloz szalakkal hidrogén kotéseket alakit ki, ami a szakito
szilardsagot noveli, ezaltal a szekunder rostok elhasznal6dasabol szarmazo veszteség
csokkenthet6 (BoBu et al., 2002; AsHORI et al., 2006; Nicu et al., 2013).

A kitozan alkalmazasanak hatranya, hogy a feliileti kolcsonhatasok (adszorpcios
kotéerdk) a hémérséklet, a kémhatas, valamint ionkoncentracid valtozasanak hatdsara

konnyen megbomlanak (RoOBINSON et al., 2001).

2.2.2.3 Mikrohullamu és ultrahangos kezelés

A besugarzasos technikdk altalanos miikodési elvét tekintve, a papir rostok és az
elektromagneses mez6 kdzott kozvetlen kolesonhatas alakul ki, aminek kovetkezményeként
a hémérséklet robbanasszerii novekedésével a rostok szerkezetének roncsolasat idézik eld.
E technikak rostokra, valamint a festék- és nemkivanatos anyagokra kifejtett hatasa azonban
részletesen még nem ismert. A mikrohullamt kezelés és az ultrahangos szonifikalas az
elézoekben ismertetett mosasi és a flotacids technikdkkal szemben kevesebb vegyszer

igénnyel bir, tovabba nem marad vissza szennyviz sem (DE LA HOZz et al., 2005).

2.2.3 Kémiai és fiziko-kémiai modszerek

A lignocelluléz biomassza ipari szinten torténd eldkezelésénél a kémiai, illetve a
fiziko-kémiai modszerek hatékony és gyors szerkezet bontast tesznek lehet6vé. A kémiai

elokezelések a kémhatasu kornyezettdl fliggden alkalikus, savas és neutralis eldkezelések
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lehetnek. A savas elékezelés régota ismert és sikeresen alkalmazott technika. A koncentralt
asvanyi savak (sosav, salétromsav és kénsav) alkalmazasa azonban kevésbé ajanlott, mivel
a durva reakciokoriilmények - a nagy sav koncentracié (10-30 %), valamint a magas
hémérséklet és nyomas - mellett viszonylag nagy mennyiségben keletkeznek nem kivanatos
melléktermékek, ezzel jelentés szénhidrat veszteséget okozva (SUN és CHENG, 2002;
KUMAR et al., 2009). A kétlépéses, hig savas elokezelés nagylizemi szinten alkalmazhat6, a
hemicellul6zokat hatékonyan oldatba viszi, habar az el6kezelt zagy vegyszer mentesitése,
valamint a korrozidval szembeni specialis, savallo és rozsdamentes acél berendezések
beszerzése miatt a technologia jelent6s koltségekkel jar (ANWAR et al., 2014; VARGA et al.,
2002). A lignocelluléz biomassza hemicelluloz tartalma ltgos extrakcioval szintén kdnnyen
kioldhatdé. A lugok hatasaként a szénhidratok és a lignin kozotti strukturalis kotések,
elsdsorban a hemicellulozok ¢és a lignin kozotti észter kotések megbontédsa, ezaltal a
polimerizaciés fok csokkenése kovetkezik be (VAN DER PoL et al., 2014). Az alkalikus
elokezelés soran tobbnyire a natrium-, kalium-, kalcium- vagy az ammonium-hidroxid
alkalmazasa terjedt el. A lug alkalmazasadnak hatékonysagat elsésorban a ndvényi anyag
lignin tartalma hatdrozza meg, ugyanis az minél magasabb, annél kisebb mértékben bonthato
e modon a lignocellul6zok szerkezete (SINGH et al., 2015).

A neutrdlis koriilmények kozott végzett kémiai el6kezelések kozott elsdésorban az
ozonolizis, az ionos folyadékokkal torténd eldkezelés vagy a hidrotermikus elokezelés
ismert. A lignin eltavolitasanal igéretes eredményeket kézolnek a novényi maradvanyok
6zonnal torténd kezelése esetén, ami mindezt szobahdmérsékleten és 1égkori nyomason teszi
lehetové, valamint az alkalmazasaval mérsékelt a toxikus melléktermékek keletkezése. Az
6zon hasznalata azonban igen koltségessé teszi az elOkezelést, ezért ipari szinten
alkalmazésa nem terjedt el. A hidrotermikus el6kezelés vegyszer hasznalat nélkiil is hatasos
szerkezet lazitast eredményez, azonban az energia- és viz hasznalata igen magas, valamint a
melléktermék képzodés szintén nem Kertilhet6 el, azok mennyisége viszont sokkal kevesebb,
mint a széleskortien alkalmazott ammonium-szalas robbantas (AFEX) esetén (GOH et al.,
2010). A szuperkritikus extrakcié soran inhibitorok nem keletkeznek, a szén-dioxid
viszonylag konnyen visszanyerhetd és ismételten alkalmazhatd. Az elényok ellenére ipari
szinten alkalmazasa nem terjedt el, mivel a szuperkritikus szén-dioxid 1étrehozasahoz igen
nagy nyomast kell biztositani (TAHERZADEH és KARIMI, 2008). Az ionos folyadékok szintén
hatékony szerkezet bontast eredményeznek, azonban toxikusok, gyulékonyak és
kornyezetterheldek, valamint a miikodési mechanizmusuk és a hasznositasukkal kapcsolatos

ismeretek hianya gatat szab az ipari alkalmazasuknak (Hou et al., 2017)
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A kutatasok egyik irdnya a fiziko-kémiai és a kombinalt el0kezelések vizsgalatat és
fejlesztését tartja célszertinek, melyek koziil ipari szinten a gézrobbantas (autohidrolizis)
egyes valtozatai vilagszerte ismertek. E modon végzett elokezelés 1ényege, hogy a nagy
nyomas ¢és a telitett g6z a novényi szerkezet széteséséhez vezet. Az el6kezeléssel kedvezo
cukorhozam (gliik6z) érheté el, azonban a durva reakcio koriilmények miatt nem kivant,
karos melléktermékek termel6désével, valamint a hemicellul6zok részbeni bomlasaval kell
szamolni (CHANDRA et al., 2007; VARGA et al., 2004). Az ammonium-szalas robbantas
(AFEX) nagy mennyiségli ammoniat igényel, azonban ennek kozel 99 %-a hasznalatat
kovetden visszanyerhetd €s a kovetkezo elokezeléseknél ismét hasznalhato. Az eljaras nagy
elénye, hogy a szerkezet megbontdsa sordn a melléktermékek keletkezése mérsékelt,
azonban a magas lignin tartalmu biomassza elokezelésénél kevésbé fejti ki a hatasat (LI et
al., 2011). Biztato eredményeket értek el kombinalt elékezelések terén, ahol a hig savas, a
hidrotermikus vagy a gézrobbantas 6tvozése az alkalikus elékezeléssel ndvelte a lignin
eltavolitasanak mértékét. LEE ¢és munkatarsai (2015) kukoricaszar elkezelésénél elsd
1épésben hig savas (kénsav) kezeléssel a xilan kozel 75 %-at, majd azt kovetéen alkalikus
kezeléssel (natrium-hidroxid) a lignin tébb mint 85 %-at tavolitottak el. A kombinalt
technikak tovabbi eldnye, hogy a reakcio koriilmények enyhithetdek, a vegyszer és energia

igény csokkenthetd, a toxikus melléktermékek pedig kisebb mennyiségben keletkeznek.

2.2.4 Biologiai el6kezelés

A természet kiilonbozé helyein - ¢16 talajokban, korhadd fas anyagokon,
komposztokban sth. - olyan ¢16 szervezetek (elsGsorban gombak és baktériumok)
talalhatoak, amelyek a lignocelluloz biomassza Osszetett szerkezetének lazitasat és
megbontésat a cellulolitikus és egyéb hidrolitikus, valamint oxidativ aktivitdsii enzimeik
segitségével végzik el. E szervezeteken kiviil mas ¢él6lényeknél, mint a rovaroknal,
férgeknél, csigdknal és egyes kérddzoknél is kimutattdk mar a lignocelluléz bontas
képességét (GALBE és ZACCHI, 2007).

Az organizmusok kozott altalaban elényt és dominans szerepet a fonalas gombak
¢lveznek, ugyanis azok szamottevéen nagyobb mennyiségben termelnek extracellularis
enzimeket. Tovabba, e szervezetek a micéliumaik segitségével a novényi biomassza
szerkezetét konnyen atszovik, ahol az enzimeik kivalasztasaval elindul a kotések hasitasa, a
szerkezet fokozatos feltarasa (WooO et al., 2014). Ez a magyarazata annak, hogy az ipari
enzimtermeld torzsek is ezen konnyen tenyészthetd és a kornyezethez is gyorsabban

alkalmazkodé szervezetek (Trichoderma sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. stb.) koziil
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keriilnek ki. A ndvényi biomassza mikrobialis el6kezelése terén kevesebb ismeret all
rendelkezésre a baktériumok és az élesztok szerepét illetden.

A baktériumok korében csak néhany olyan faj ismert, amely megfeleld mennyiségben
termel lignocelluléz szerkezetet bontd enzime(ke)t. A kiilonb6zé ndvényi mintakrol izolalt
baktériumok k6zo6tt az anaerob (Clostridium sp. stb.) és az aerob (Cellulomonas sp., Bacillus
sp., Thermomonospora sp., Streptomyces sp., Pseudomonas sp. stb.) fajoknal kimutattak,
hogy az aerob fonalas gomba szervezetek enzimrendszerétdl eltéréen, a celluloz bontasban
résztvevo enzimek membranhoz kotott celluloszéma strukturakat alakitanak ki (COUGHLAN,
1985). JIMENEZ és munkatarsai (1991) altal korhad6 fardl izolalt 6sszesen 51 élesztd torzs
(tobbségében Candida és Pichia torzsek) eltéré mértékli bontasi aktivitasat mutatott
vordsfeny6bdl kinyert xilan szubsztratumon. THONGEKKAEW ¢és munkatarsai (2014) a
Candida easanensis JK-8 ¢leszt6 torzs esetén irtak le, hogy a névényi melléktermékek
(rizsszalma, kukorica héj és cukorndd bagasz) Osszetett szerkezete, valamint az dsszetevok
kiilonbdz6 aranya eltéréen indukalta az enzimek termelését.

A lignocellulézt bont6d fonalas gombakrol régota ismert, hogy a természetben a fas
szari novények korhadésat idézik eld. A bioldgiai uton lebontott ndvényi biomasszabol
izolalt fonalas gombék a barna-, ldgy- vagy fehérkorhadést okozé gombék kéz¢ sorolhatok
aszerint, hogy a novényi sejtvaz mely komponensét vagy komponenseit bontjak el (WAN és
L1, 2012). A barna korhadast okozo gombak (Serpula lacrymans, Lenzites trabea,
Fomitopsis lilacano, Meruliporia incrassate, Coniphora putenana stb.) a celluloz és a
hemicellul6zok bontadsdban vesznek részt ¢és viszonylag gyors depolimerizaciot
eredményeznek. A lignin szerkezete csak kis mértékben modosul, a visszamaradt lignin a
szaradasa soran voroses szint ad az elkorhadt névényeknek (Kim és SINGH, 2000). A lagy
korhadast okoz6 gombak (Chaetomium funicola, Daldinia concentric, Chrysonilia sitophila,
Penicillium chrysogenum, Trichoderma reesei stb.) szintén a celluldz és a hemicellul6zok
bontasat idézik eld. E gombdk azonban eltérést mutatnak a barna korhadast okozo
gombakkal szemben, mivel a szaporodashoz és az enzimtermeléshez nagyobb a szabad
vizigényiik, tovabba a lebontott ndvényi maradvanyon nyalkas réteget képeznek (KIM és
SINGH, 2000; DANIEL, 2003). A fehérkorhadast okoz6 gombak (Trametes versicolor,
Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium sth.) elsésorban a lignin bontasaban,
emésztésében jatszanak szerepet, emiatt a novényi maradvanyokndl rostos, szilas,
kivilagosodott szerkezet tapasztalhato (ANDERSON €s AKIN, 2008; DASHTBAN et al., 2009).
A kutatasok azt mutattdk, hogy e gombdk nagyrésze, ugyan alacsony mértékben, de a

crcr

fehérkorhadast el6idéz6 organizmusnal, mint a Ceriporiopsis subvermispora, a Daedalea
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flavida, a Pleurotus ostreatus, a Pleurotus eryngii vagy a Phlebia radiata faj egyes térzseinél
Is sikeriilt kimutatni a szelektiv lignin bontast (ARORA et al., 2002; TANIGUCHI et al., 2005).
Az alabbi 4. tablazat néhany eltérd természeti forrasokrdl izolalt mezofil és termofil

baktérium €s fonalas gomba fajt az oxigén igényliik szerint megkiilonboztetve ismertet.

4. tablazat: Celluldz, hemicelluloz és lignin bontasaban résztvevo néhany baktérium és
fonalas gomba szervezet (HIMMEL et al., 2007)

BAKTERIUM GOMBA
Faj Forras Faj Forras
Aerob Aerob
Mezofil Mezofil
Bacillus brevis termesz Aspergillus nidulans talaj, korhado fa
Cellulomomas fimi talaj Aspergillus niger talaj, korhado fa
Cellvibrio japonicus talaj Agaricus bisporus komposzt
Cytophaga hutchinsonii talaj, komposzt Coprinus truncorum talaj, komposzt
Paenibacillus polymyxa komposzt Geotrichum candidum talaj, komposzt
Pseudomonas fluorescens talaj, iszap Penicillium chrysogenum talaj, korhado fa
Saccharophagus degradens mocsar Phanerochaete chrysosporium komposzt
Trichocladium canadense talaj
Trichoderma reesei
Trichoderma viride
Termofil Termofil
Acidothermus cellulyticus héforras Chaetomium thermophilum talaj
Thermobifida fusca komposzt Corynascus thermophila gomba komposzt
Thielavia terrestris talaj, komposzt
Anaerob Anaeraob
Mezofil Mezofil
Acetovibrio cellulolyticus szennyviztisztito ~ Orpinomyces joyonii bendd
Bacteroides cellulosolvens szennyviztisztit6 ~ Orpinomyces PC-2 bendd
Clostridium cellulolyticum komposzt Piromyces E2 uriilék
Clostridium cellulovorans korhad¢ fa
Ruminococcus albus bend6
Ruminococcus flavefaciens bendd
Termofil Termofil
Anaerocellum thermophilum  héforras

A biologiai eldkezelés elonye, hogy nem igényel vegyszereket, ezaltal nem terheli a

kornyezetet és joval biztonsagosabb technologiai megoldast kinal a tobbi elkezelési
eljarasnal. Tovabba az energiaigénye alacsony €s az enyhe reakciokoriilmények miatt
minimélis a nem kivanatos melléktermékek keletkezése. Ennek ellenére a bioldgiai uton
torténd szerkezet bontdsa még nem terjedt el széleskoriien, ugyanis az elokezelés folyamata
(biodegradaciod) hosszabb ideig is eltarthat - akar tobb napot vagy hetet is igénybe vehet.

Mind a mikroorganizmusok, mind pedig az enzimjeik szdmara az értékes komponensek -
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elsésorban a kristalyos cellul6z - nehezen tamadhato, ezaltal a kezelés hatékonysaga
jelentdsen kisebb a kémiai, a fiziko-kémiai és a kombinalt eljarasokhoz viszonyitva (MENON
et al., 2012; GUPTA et al., 2014). A novényi szerkezet megbontasa soran az oldatba vitt
egyszerii cukrok - elsésorban a glikéz - egy része a mikroorganizmusok anyagcsere
tevékenységei soran kénnyen hasznosul, ami cukor veszteséget és a késobbi etanol termelés
hatékonysaganak csokkenését okozza. Ezen hatranyok miatt ipari szinten ma még nem
alkalmazhat6, de jelenleg vilagszerte az egyik intenziv kutatdsi teriilet a hatékony és

gazdasagos biologiai elékezelések megvalositasa (MAURYA et al., 2015).

2.2.4.1 A fonalasgomba szervezetek lignocelluloz bonto enzimkészlete

A fonalas gombak tobbségénél a lignocellulozt bontd enzimek induktivak, csak akkor
termelddnek, ha a kornyezetiikben az ehhez sziikséges szubsztratum (celluléz, hemicelluldz,
lignin) jelen van. A konstitutiv enzimeket ezidaig csak néhany anaerob fonalas gomba
szervezetnél mutattak ki, amelyek a baktériumokéhoz hasonld celluloszoma
enzimstruktaraval rendelkeznek. A celluloszoma katalitikus egységei a bontasi folyamat
soran a celluléz szalakhoz kotddnek, ezaltal megmarad a kapcsolat a szintetizald szervezettel
is. E struktaraval tarsulva egyéb poliszacharid, valamint ligninbont6 enzimek aktivitasa is
leirasra keriilt. Az enzimkomplex azonban lassabban bontja a cellulézt és mas sejtfal
komponenseket (JAKucs 1991; BAYER et al., 2004).

A lignocelluloz biomassza bontasaban a cellulazok végzik el a celluloz hidrolizisét és
cukrositasat. A lagy korhasztdé gombak korében a Trichoderma nemzetséghez tartozo
néhany faj (Trichoderma harzianum, T. longibrachiatum, T. pseudokoningii, T. reesei, T.
viride) a nagy mennyiségben, extracellularisan szintetizalt exo- és endoglilkanaz enzimjei
miatt  széleskorlien alkalmazott modell szervezet a celluldz enzimrendszer
mechanizmusanak megismeréséhez (RECZEY et al., 1996; JUHASZ et al., 2005). Ezek kozott
a Trichoderma reesei gomba faj cellulaz enzimrendszere 60-80 %-ban endogliikanazokat -
ami az extracelluldris fehérjék mintegy 15-20 %-a -, mig 20-40 %-ban exogliikanazokat
tartalmaz. Ezidaig legalabb 5 endogliikanaz enzimet (Cel5A, Cel7B, Cell2A, Cel45A és
Cel61A) ¢és 2 exogliikandz enzimet (Cel6A és Cel7A) kodold gént sikeriilt azonositani
ezekben a szervezetekben. A B-gliikkozidaz aktivitasa azonban (1 %) igen alacsony, ami miatt
a cellobiozok (gliikoz-dimer) bontasanak sebessége Kicsi, masrészt a gliikoz koncentraciod
novekedése az enzim mikodésére termékgatlast fejt ki, ami szintén csokkenti a celluloz
cukrositasanak hatékonysagat (STRAKOWSKA et al., 2014). E kedvezétlen hatas kiilonbozo
modon mérsékelhetd. A kutatdsok arrdl szamolnak be, hogy a p-glikozidaz

enzimkészitmények adagolasaval (Novozyme 188 stb.), valamint az enzimtermeld
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mikroorganizmusok (Aspergillus niger, A. nidulans, A. oryzae, Penicillium chrysogenum, P.
citrinum, P. italicum stb.) konzorciumban torténd alkalmazasaval sikeresnek bizonyult a
cukorhozam novelése (GUTIERREZ-CORREA et al., 1999; GARCIA et al., 2002). Tovabba azt
tapasztaltak, hogy az ecetsav (<3g/l) a PB-gliikozidaz termelését serkenti. A cellulaz
hatékonysagat nem csupan a termeld szervezet, hanem a névényi biomassza 0sszetétele, a
lignin ardnya is meghatdrozza, ugyanis a cellulazok - illetve az egyéb lignocelluloz
bontasban résztvevd enzimek is - irreverzibilisen kotédhetnek a ligninhez. Néhany
feliiletaktiv anyag (Tween 20, Tween 80, polioxietilén-glikol stb.) alkalmazasaval az
enzimek terméketlen, adszorpcios kotddése csokkenthetd (SEO et al., 2011; Sipos et al.,
2010).
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3. abra: A cellulaz enzim rendszer mechanizmusa és a keletkez6 termékek
(KARMAKAR és RAY, 2011)

A cellulaz enzimkomplexen beliil az endo-gliitkanazok (EBG) a cellul6z rostok amorf
régioiban véletlenszeriien végzik el a -1-4-es glikozidos kotések hasitasat, ezaltal 0j, reaktiv
lancvégzodéseket hoznak létre, termékként cellooligomerek keletkeznek. Az exo-
glikandzok (CBH) a meglevd vagy az enzimes hatas 4ltal létrejové nem redukalod
lancvégekrol két glikkoz molekulabol allo cellobi6z molekulékat hidrolizalnak le. Végezetiil,
a B-gliikozidazok (BGL) a gliik6z-dimerek bontasa soran gliikdzt visznek az oldatba (PEREZ
et al., 2002; AMOURI és GARGOURI, 2006; SANCHEZ, 2009). Az endogliikanazok és a
B-gliikozidazok részt vesznek a cellodextrinek hidrolizisében is, azonban elmondhato, hogy
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a celluléoz gliikozza térténd bontasahoz dnmagaban egyik enzim sem alkalmas. Az enzimek
szinergens hatasanak eredményeként, a tobblépéses enzimes folyamat sordn jatszodik le a
celluléz hidrolizise, azonban az oldatba vitt monomer (gliik6éz) és dimer (cellobidz)
egységek gatld hatasa miatt a konverzi6 korlatozott (HOWELL és STUCK, 1975; ZHAO et al.,
2004). A celluloz enzimes hidrolizisének sematikus szemléltetése a 3. abran lathato.

A hemicellul6z-aktiv enzimek egy része a glikozid-hidrolazok (GH), a masik része
a szénhidrat-észterazok (CE) enzim csaladhoz sorolhatdé (ZHAO et al., 2004; Liu et al.,
2012). A xilan bontasaban az endo-1-4-B-xilanaz, a B-xilozidaz, az L-arabinofuranozidaz,
valamint az acetil-xilan-észteraz mellett egyéb kiegészité enzimek (ferulasav- és p-
kumarinsav észterazok, acetilglikomannan észterazok, o-glikuronidaz, a-4-O-metil-
gliilkuronozidazok) is részt vesznek (ABBAS et al.,, 2003). A hemicelluloz enzimes

bontasanak mechanizmusat az 4. abra szemlélteti.
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4. abra: A hemicellul6z enzimes bontasanak mechanizmusa (DoDD és CANN, 2009)

Ezen enzimek a szinergista hatasuk révén hatékonyabb xilan, valamint mannan bontést
végeznek (ABDEL-SATER ¢és EL-SAID, 2001; IRFAN és SYED, 2012). HO és munkatarsai
(2014) eltér6 mezbdgazdasagi melléktermékeken vizsgaltak az Aspergillus brasiliensis
xilandz enzim termelését és azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a buzakorpa lényegesen
novelte a xilandz aktivitasat. Ennek az a magyarazata, hogy a xilanaz enzim szintézisét e
ndvényi szubsztratum nagyobb arabinoxilan tartalma stimulalta, s mindemellett az alacsony

lignin tartalombol adéddan e szénhidrat konnyebben tamadhato volt.
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Az aromas lignin bontdsaban ¢s mddositasaban szintén egy Osszetett enzimrendszer
vesz részt, melyet elsGsorban a fehér korhadast okoz6 gombék termelnek. Ezen oxido-
reduktaz enzimek kozott ismert képviseldk a peroxidazok - a mangan(I1)fiiggd peroxidazok
(MnP), a lignin-peroxidazok (LiP) és a veratril-alkohol-oxidazok (VAO) -, valamint a
polifenol-oxidazok (PoX), mas néven a lakkazok (SANTOYA et al., 2008; KUMAR ¢és
WYMAN, 2009). A lignin elvalasztasat megneheziti, hogy ellentétben a cellulozzal vagy a
hemicellul6zokkal, ismétlodé egységeket nem tartalmaz, ezéltal a kotések hasitdsa igen
Osszetett, bonyolult folyamat (ISIGKOR és BECER, 2015). A régota ismert és kedvez6 lignin
bontast mutaté Phanerochaete chrysosporium gomba faj is rendelkezik részbeni cellul6z
bontasi képességgel, raadasul a mas fehérkorhadast okozo gomba fajoktdl eltérden, oxidativ
uton, oxido-redukcios enzimekkel - cellobidz-kinon oxidoreduktazok (CBQ), cellobioz

dehidrogenazok (CDH) - torténik (MARAZ és HORNOK, 2003; WAN és LI, 2012).

2.2.4.2 Lignocelluloz bonto mikrobiolégiai konzorciumok

A természetben is végbemend mikrobidlis lebontdsi folyamatok igen Osszetett
mechanizmuson, tobb enzim egyiittes mikkddésén, szinergens kolcsonhatasan alapulnak. A
novényi biomassza € moddon torténd kezelését ezért egy-egy mikroorganizmus - a
lignocelluloz bontd enzimeknek csak egy részét termeli - nem képes megvalositani, csak
mikroorganizmusok altal alkotott osszetett, diverz kozosségek végezhetik el. A kiilonb6z6
Osszetételli és szerkezetli lignocellulozok bontasa tehat kett6 vagy annal tobb
mikroorganizmus, egymast kovetd tevekenységeinek - aerob illetve anaerob kornyezeti
viszonyoktol eltéréen - az eredménye. A kutatdsok ezen természetes konzorciumok
Osszetételének, valamint az egyes mikroorganizmusok kozotti kapcsolatok és szerepek
meghatarozasara irdnyulnak, amelynek elsddleges célja az 1), tudatosan kialakitott
tarsulasok kialakitasa. E konzorciumok alkalmazasa az elokezelési id6 csOkkenését, a
szerkezet bontas hatasfokanak novelését eredményezheti (BALDRIAN 2004; CHi et al., 2007).

A kutatok szaméra azonban kihivast okoz ezen Osszetett, természetes kozdsségek
esetén az egyes mikroorganizmusok szerepének elvalasztisa, mivel azok Onalldan eltérd
viselkedést, tulajdonsagokat mutathatnak, mint kozosségben, mas szervezetek -
mikroorganizmusok és egyéb ¢él6lények (rovarok, férgek, csigak stb.) - mellett. E
kapcsolatok ismeretének hianya gatat szab a konzorciumok ipari szinten torténd alkalmazésa
és az el6kezelés megtervezése elé. Tovabba, a kornyezeti mintakban a mikroorganizmusok
dusitasa és kimutatdisa nem minden esetben torténhet sikeresen, melynek
kovetkezményeként a nem izoladlt mikroorganizmusok szintén nehezitik a természetes

lebontési folyamatok modellezését. Tobb tanulményban is leirasra keriilt, hogy célszerii a
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szelektalast kovetden inkabb csokkentett tagszamu konzorciumokat létrehozni, amelyek

lehetdvé teszik a mikroorganizmusok kozotti kapcsolatok, kolcsonhatasok jobb

megismerését (NAVARRETE-BOLANOS et al., 2007; HOFFNER és BARTON, 2014; VALDIVIA
et al., 2016).

5. tablazat: Néhany novényi maradvanybol izolalt baktérium és fonalas gomba
konzorciumban torténo alkalmazasanak eredménye

Konzorcium Melléktermék Konverzio Hivatkozas
Talajmintakbél izolalt
baktériumok
Ralstonia sp. . 51%
Clostridium sp. kukor,lc,,a szar 40°C, 8 nap Feng et al., 2008
Firmicutes sp. (porra 6rolt)
Propionibacterium sp.
Betaproteobacterium sp.
Pantoea sp.
Izolatumok gabona alapu gyapot 7%
érett komposzthol (9 faj) fizsszalma 50°C, 3 nap Wang etal., 2011
Izolatumok elhalt névényi
novényi maradvanyokroél 90 % Guevara és

Bacillus subtilis
Streptomyces sp.
Cellulomonas sp.

cukornad levele

40-50°C, 21 nap

Zambrano, 2006

Cukornad bagasz

komposztbol izolalt kukoricaszar 70 %
baktériumok 50°C, 7 nap Wongwilaiwalin
Clostridium sp. etal., 2010
Thermoanaerobacterium sp. cukornad 60 %
Rhodocyclaceae sp. bagasz 50°C, 7 nap
Konzorcium-29
Phanerochaete chrysosporium s
Trichoderma k)éninZii ceetgyartast 68 % Cui et al., 2016
Aspergillus niger melléktermék 25 °C, 5 nap
Aspergillus ficuum NTG-23
Panerochaet_e chrysosporium ’ 70 % _
Aspergillus oryzae blizaszalma 37°C, 62 nap Linetal., 2011

Trichoderma sp.

A mikroorganizmusok kozott - a konzorcium(ok) dsszetételétdl eltérden - kiillonbozo
okologiai kapcsolatok alakulhatnak ki. E hatas lehet kompetitiv (versengd), mutualista
(kooperativ), szinergens (egymast segitd) valamint kommenzalista és ammenzalista is. A két
utobbi esetén az egyes mikroorganizmusok a mellettiik ¢él6 més mikroorganizmus(ok)
¢lettevékenységeire elhanyagolhatd hatassal vannak, amiket szigoruan véve nem
tekinthetéek kolcsonhatasoknak, azonban az evollcios 6koldgia szempontok Szerint, e
kapcsolatok szélsOséges eseteknek szamitanak (CRESPI, 2001; FAusST et al., 2012). A
bontasban torténd

lignocelluloz résztvevd mikroorganizmusok konzorciumokban
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alkalmazasa soran egyesesetekben biztatd szerkezet feltarast sikeriilt elérni. Ezek koziil
néhany természetes és tudatosan kialakitott kozosséget tartalmaz az 5. tablazat, ahol az adott
mikroorganizmusok szinergens kolcsOnhatdsa eldsegitette azok kornyezethez valo
alkalmazkodasat, szaporodasat és biologiai aktivitdsat, tovabba serkentette az enzimek
szintézisét és aktivitasat is (TAHA et al., 2015).

A szilard szubsztratumon végzett eldkezelés kivaloan alkalmazhatd a természetben
lezajlé komposztalasi és silozasi folyamatok modellezéséhez. Az elmult néhany évtizedben
szamos kutatas is alatdmasztotta, hogy a fonalas gomba szervezetek kis vizaktivitas mellett,
szilard szubsztratumon (solid state fermentation, SSF) nagyobb enzim szintézist mutatnak,
mint az ipari szinten széleskoriien alkalmazott siillyesztett fermentacidé (submerged

fermentation, SF) soran (SINGHANIA et al., 2010).

2.2.4.3 Szilard szubsztratumon torténd elokezelés

A szilard szubsztratumon torténd eldkezelés soran a szabalyozott és egyben
csOkkentett szabad viztartalom (altalanosan 20-80 %) mellett olyan kdrnyezet alakithato ki,
ami szelektiven, els6sorban a fonalas gomba szervezetek szaporodasanak, novekedésének
és biologiai aktivitasanak kedvez (DOS SANTOS et al., 2004). Az el6kezelését tobb tényezd
kiilon-kiilon és egyiittesen is meghatarozza, ezaltal akar egyetlen tényezd valtoztatasa is
csOkkentheti vagy novelheti a biodegradacio hatékonysagat.

A biologiai elokezelés soran kiemelt technologiai tényez6 a lignocelluléz biomassza
Osszetétele ¢és a szemcseméret eloszlasa, a mikroorganizmus tipusa vagy
mikroorganizmusok alkotta konzorcium(ok) 0Osszetétele, az eldkezelés homeérseklete,
id6tartama ¢€s kémhatdsa, a szabad viztartalom, a szén- €s nitrogén, valamint egyéb
tapanyagforrasok mennyisége és mindsége, tovabba az oxigeénellatottsag mértéke.

A ndvényi biomassza Osszetételét tekintve, minél magasabb a hemicellul6zok és a
lignin szazalékos megoszlasa az adott biomassza szdrazanyag-tartalman beliil, annal tobb
1d6t vesz igénybe a lebontasa (SAINI et al., 2015).

A fonalas gomba szervezetek szaporodasanak ¢s az enzimtermelésének nagyrészt azt
enyhén savas kémhatasti kornyezet (pH=4-6) kedvez. A neutralis kérnyezeti viszonyok
mellett mar inkabb a baktériumok szaporodnak el (BRACEY 1998, KANSOH et al., 1998).

A biologiai elékezelés soran az inkubacios homérséklet (vagy hdmérséklet tartomany)
szinten tartdsa szintén kiemelt tényezd, ugyanis a mikroorganizmus(ok) az anyagcsere
folyamatai(k) soran hét termel(nek), ami a megfeleld héelvezetés nélkiil gatolja a
mikroorganizmus(ok) szaporodasat és bioldgiai aktivitasat, valamint bizonyos homérséklet

felett mar a mikroorganizmus(ok) pusztulasat idézi el6. A fonalas gombak nagyrésze

31



mezofil, ebbdl adoddan a kedvezd homérseklet tartomanyuk 20 °C €s 40 °C kozott talalhato.
Néhany pszichrofil (hidegtiird) illetve termofil és termotolerans (hékedveld és hotiird)
lignocellulozt bonté gomba is ismert. Az elébbi esetén az 5-15 °C, az utdbbi esetén pedig
40-70 °C koz¢ tehetd a szaporoddsahoz €s az enzimek szintéziséhez optimalis homérséklet.
Ezen hot kedveld gombak elsdsorban a szerves maradvanyokbol eldallitott komposztokban,
valamint a tragydkban fordulnak eld, s az elmult néhany évtized 6ta a biotechnoldgiai
alkalmazasi lehetdségeik szama egyre nagyobb mértékben boviilt (LIN et al., 2011). A
homérseklet ndvelésével a biokémiai reakciok sebessége novelhetd, ezaltal a lignocelluloz
elokezelésének idotartama csokkenthetd, azonban ebben az esetben sem szabad eltekinteni
az egyéb tényezOk hatasatol. Az elkezelés idotartaméanak csokkenését eredményezheti az
alkalmazott mikroorganizmusok kedvez6 aranyanak kialakitasa is (VAN KUK et al., 2015).

A lignocellul6éz biomassza szabad viztartalma elengedhetetlen a mikroorganizmusok
szaporodasahoz és az enzimek termeléséhez. Mar a kezdetekben Kimutattak, hogy az
lignocelluldoz biomassza esetén a 40-80 % kozotti nedvességtartalom kedvez a fonalas
gomba szervezetek enzim szintézisének, ezaltal a szerves anyagok hatékonyabb atalakitési,
bontasi folyamataihoz (REID, 1989). A csokkentett viz hasznalat miatt az el6kezelés kisebb
reaktorokat is igényel. JAYANT és munkatarsai (2011) a gyapotszalon, a papir hulladékon és
a cukornad bagaszon vizsgaltak a Penicillium chrysogenum és az Aspergillus niger izolatum
cellulaz enzimtermelését. Kisérleteiknél viszonylag nagyobb mértékii (75-80 %) nedvesités
mellett irtak le kedvezdbb enzimaktivitdst. Az ennél alacsonyabb szabad viztartalom
csokkentette a mikroorganizmus szaporoddsat és az enzimek termelését. A szubsztratumok
nagyobb mértékii nedvesitése Vviszont anaerobidzist okozott, tehat a levegdztetés
hatékonysdga leromlott, amely szintén negativan hatott a mikroorganizmus
¢lettevékenységeire. A levegdztetés hatékonysdgat nem csupadn a nedvességtartalom
befolyasolhatja, hanem a szubsztratum szemcsemérete is. A kisebb szubsztratum
szemcseméret nagyobb tamadasi feliiletet biztosit, azonban a til finom szemcseméret a
szubsztratum aggregatumok képzddését idézheti eld, ami csokkenti az oxigén diffuzid
mértékét, a szén-dioxid ¢és az illékony komponensek eltavolitasat, ezaltal a
mikroorganizmus(ok) novekedését. Ezek a hatasok irhatdak le a tGl nagy szemcseméret
esetén 1s. A levegdztetés sordn keletkez0 parolgasi veszteség, valamint a
mikroorganizmusok hodt termeld anyagcsere tevékenységei miatt a szabad viztartalom
megorzését biztositani kell. Tovabba, a levegdztetés soran az oldott oxigén szintet allando
értéken kell tartani, ami altalanosan 30 % vagy egyes esetekben e feletti is lehet (PANDEY et
al., 1999; SINDHuU et al., 2016).
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A technologia 1éptékndvelésénél komoly kihivast okoz a rendszer sterilitasanak
biztositasa, a szaporodas ¢és enzimtermelés szdmara kedvezd kornyezeti elemek biztositasa
¢s szinten tartasa, valamint a folyamat szabalyozasa és ellendrzése. A kutatasok egy része a
kompromisszum szerinti konzorcialis elOkezelések, masik része az egymasra ¢épilod
1épésekben, iddben eltoltan, a mikroorganizmusok szamara kedvez6 kornyezeti viszonyok
mellett torténd eldkezelések tanulmanyozasara iranyul (PEREzZ-GUERRA et al., 2003;

CHATURVEDI és VERMA, 2013; VAN KulJK et al., 2015; SoccoL et al., 2017).

2.3 Bioetanol
2.3.1 Altalinos tulajdonsigok és a jelentségek

Az etanol (etil-alkohol, spiritusz) szintelen, jellegzetes szagu és iz{i, magas forrasponta
(78°C) és ¢égéshéji (1367 kJ/mol) szerves vegyiilet, amit biologiailag meghjuld
energiaforrasok (ndvények) hasznositasaval allitanak eld. Az etanol iizemanyagként valod
hasznositasa torténhet tisztan, kiilonb6z6 aranyokban benzinhez keverten (ES, E10, E15,
E20), ETBE (etil-tercier-butil-éter) adalékként, valamint gazolajhoz, illetve biodizelhez
adagolva is. A bioetanol a bels6 égésii motoroknal benzinnel elegyitve korlatozott aranyban
(20 %-nal nagyobb nem lehet) hasznalhato - a kedvezd arany 85:15 (E15) - mig a tiszta
etanol csak az erre a célra atalakitott motorokban alkalmazhat6 (DE OLIVEIRA et al., 2005).

A kutatasok arra mutattak ra, hogy a bioetanol hasznalata lehet6vé teszi a karos
tiveghazhatast okoz6 gazok kibocsatasanak csokkenését - a ndvényi maradvany tipusatol,
Osszetételétdl és a technologiatol eltéré mértékben -, valamint a benzinnel szemben az
oktdnszama és oxigén tartalma is magasabb, ami a kozel tokéletes égését eredményezi
(KALIYAN et al., 2011). A bioetanol hasznalata ,,szén-dioxid semleges”, mivel az
elégetésével ugyanannyi szén-dioxid keriil vissza a 1égkorbe, mint amennyit a névény a
fotoszintézis soran megkotott, emiatt kornyezeti szempontbol kedvezébb a hasznalata.
Tovéabba, a rakos megbetegedések kialakuldsaért okolhaté aromds szénhidrogének
mennyisége is szamottevé mértékben csokkentheté (ADITIYA et al., 2016). E pozitivum a
bioetanol életciklusa esetén mar kozel sem hasonld, amelynek az az oka, hogy a
gyartastechnoldgia - valamint az alapanyag betakaritdsa és a késztermék szallitdsa - ma
javarészt primer (fosszilis) energiahordozokat igényel (HANCSOK et al., 2006, SANCHEZ és
CARDONA, 2008). Az energiatartalma azonban csupan a benzin 60-65 %-at teszi ki, ami miatt
a gépjarmi fogyasztdsa azonos Uthossz megtételénél kozel masfélszeresével nd. A
kendképessége is rosszabb, amely az alkatrészek kopdsat, valamint a gyakoribb olajcserét

okozza, ami viszont sikeresen kikiiszobolhet6, tobbek kozott a ricinusolaj alkalmazasaval.
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A nagy gbznyomas ¢és az alacsony parolgashdje miatt hideginditasi problémakkal is szamolni
kell (BALAT et al., 2008). Az etanol alkalmazasanak azonban jarulékos haszna is van,
ugyanis szerepe van a munkahelyek teremtésében, ezaltal eldsegiti a vidék gazdasagi
fejlodéseét.

A biokémiai uton torténd etanol eldallitas az alapanyagtdl €s az alkalmazott
technologiatol fiiggéen generdcids technologidkra bonthatd. A szachar6z €s keményitd
tartalma, szantofoldeken termesztett kultarnévények (cukorrépa, cukorcirok, buza,
kukorica, csicsoka stb.) hasznositasara épiilé elségeneracids bioetanol eldallitas igen jol
ismert, a technologiat évtizedek Ota ipari méretekben sikeresen alkalmazzak. A cukor
tartalmii novények roncsolasat kovetden az extrakcioval kinyert cukrokat (gliikdz,
szachardz) kozvetlen tton, az etanol-termelé mikroorganizmus, elsésorban éleszt6 etanolla
erjeszti. Az Osszetett szénhidratokat (keményit6, inulin) tartalmazé névényeknél az apritast,
Orlést az enzimes (vagy savas) cukrositas koveti. Az iparban alkalmazott erjesztd
mikroorganizmusok csak kdzvetetten, azonban kivalo hatasfokkal tudjak az igy oldatba vitt
cukrokat hasznositani (MACEDO et al., 1995; VOHRA et al., 2014; DENES et al., 2013). Ma a
piacvezeté bioetanol eldallitd Brazilia (cukorndd), Amerikai Egyesiilt Allamok és Kina
(keményitd tartalmi ndvények) mellett intenziv gazdasagi és technologiai fejlodést mutat
India (melasz) is. Hazankban a kukorica, a bliza, valamint kisebb mennyiségben még a
burgonya szolgaltat alapanyagot az ipari szint{i bioetanol eldallitashoz.

Mindezen elényok mellett, azonban az elsdgeneracios bioetanol eldallitas elterjedése
komoly etikai, s6t kdrnyezeti és politikai aggalyokat vet fel, amelyeknek a o kivalto oka,
hogy az alapanyagok termesztése egyre nagyobb termdteriileteket von el az élelmezésre
szant ndvények eldl (RATHMANN et al., 2010). A Fold ndvekvo népessége és energiaigénye
miatt a kutatdsok a nagy biomassza tomeget biztositd ndvények termesztése mellett a
lignocelluloz biomassza hatékony ¢és gazdasidgos etanol célu hasznositasat, a
masodikgeneracios technologia fejlesztését helyezik elétérbe (DEMIRBAS et al., 2009).

A masodikgeneracios etanol eldallitas igen nagy elonye, hogy amig az elségeneracios
technikaknal a novénynek csak kis hanyada (gyokér, szar vagy termés) keriil hasznositasra,
addig e technoldgianal a teljes novény hasznosithato, igy egységnyi novényi biomasszabol
tobb etanol allithato el6 (LIN és TANAKA, 2006). A papirhulladékok (ajsagpapir, szorolap,
kartondoboz stb.) hasznositasa ma még nem érte el azt a szintet, amit a kérnyezetvédelmi
érdekek megkivannak, ezért az etanol termelésnél vald levezetésiik kivalo hulladékkezelési
megoldas is. A szilard hulladékok mellett a celluloz- és papirgyartdsbol szarmazo
szennyvizek a szénhidrattartalmuk - szulfit szennylug (2-3 %), hig feketelug (14-18 %) -

miatt a kell6 elékezelést kovetden e célra szintén felhasznalhatoak (JORGENSEN, 1979).
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2.3.2 A masodik generacios bioetanol eléallitas és a technologia kihivasai

A lignocellulézokat - az Osszetett és ellenallo szerkezet miatt - nem lehet kdzvetleniil
hasznalni a biokémiai folyamatokhoz, az etanol céli fermentidcidhoz sem, ami miatt azok
elokezelése nélkiilozhetetlen gyartastechnologiai mivelet (Hsu, 1996; LEg, 1999). A
kutatok €és a gyartok szamara igen nagy kihivas a lignocelluléz szerkezetének hatékony
lazitasa és megbontasa, ezaltal az értékes szénhidrat komponensek (elsdsorban celluloz)
elvalasztasa, amely meghatarozza a késobbi enzimes hidrolizis és az azt kovetd etanol

termelés sikerét (GASPAR et al., 2007; Sipos et al., 2009).

Biomassza v ,
Elckezeles
(C+H+L) l
Szilard frakcio Folvadék frakcio (P+1)
(C+L) v
[ Detoxifikacio ]
’ SSCF: |
: v E SSF \ 4 ; .
[ ; Enzim ]f——b[(ellulézhidrolizis]
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: Hexoz Pentoz
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Etanol 4_[ Desztillacié ]

Vizteleniteés

'

[ Hulladék kezelés]

5. abra: A lignocellul6z biomassza etanol célu hasznositasanak lehetdségei és a
technolégia folyamata (CARDONA és SANCHEZ, 2007)
C: celluloz; H: hemicelluléz; L: lignin; P: pent6zok (xiloz, arabinoz); I: inhibitorok;
G: gliikoz; EtOH: etanol; CF: ko-fermentacio;
SSF: szimultan cukrositas és erjesztés; SSCF: szimultan cukrositas és ko-fermentacio;
CBP: kozvetett mikrobialis konverzid

Az eldkezelést kovetd miiveletek, a hagyomanyos, szeszipari technologiaval torténd
alkoholgyartas lépéseivel: a szénhidratok enzimes cukrositdsa, az erjeszthetd cukrok etanolla
konvertalasa, a keletkez0 etanol kinyerése (desztilldldsa) és viztelenitése, valamint

visszamaradt novényi anyag hasznositasa, egyezést mutatnak (5. abra).
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A mezbdgazdasagi és ipari melléktermékek kozott a buzakorpa, a blizaszalma, valamint
a papirhulladék is viszonylag alacsony mennyiségben tartalmaz aromas lignint, aminek
koszonhetden a masodgeneracids bioetanol eldallitas modellezéséhez és a technoldgia
tovabbi fejlesztéséhez kivald alapanyagul szolgalhatnak.

A masodik generacios gyartastechnologia még intenziv fejlesztések alatt all, ugyanis
annak ipari alkalmazasat az eldkezelés mellett az enzimkészitmények és az erjesztd
mikroorganizmusok kivalasztasa és hasznalata, valamint a gyartas soran nem hasznositott
Osszetevok, szerves novényi maradvanyok értéknovelt-hasznositasa i1s meghatarozza
(CHERUBINI, 2010). A szerves maradvanyok takarmanyozasi célra torténd hasznositasa
esetén problémat okozhat, hogy az etanolfermentacidt kovetd desztillalassal visszamaradt
hulladék (torkdly) a nyersrost tartalom mellett inkruszalé anyagokat, elsdsorban lignint
tartalmazhat. A kérodzok emésztérendszerében (benddben, vakbélben, remesebélben) a
mikrobidlis emésztés sordn a lignin nem bomlik le, s6t a nyersrost hasznositasat, valamint a
tapanyagok felszivodasat is csokkenti. A maradvanyok tovabbi kezelésével, az alkotoelemek
frakcionalasaval (ligninmentesités), azok takarményozasi értéke novelhetd. Az e célua
hasznositas tovabbi kockazata a mikotoxin tartalom. A technoldgiai hulladékok
(mikotoxinnal szennyezett alapanyag, lignin frakciok) termikus atalakitasaval - szaritast
kovetden - ho- és villamos energia allithatoé eld, ami a bioetanol eldallitds soran hasznalt
fosszilis energia hasznalat csokkentéséhez jarulhat hozzad. A masodik generacios
gyartastechnoldgia tehat bonyolult miiveleteket €s specialis berendezéseket igényel, tovabba
a termelési és lizemeltetési koltségek még meghaladjdk az elsdgeneracids bioetanol
eléallitasaét (SUN és CHENG, 2002). Ezen probléma megoldasa érdekében vildgszerte
végeznek kutatdsokat, melyek két szemlélet szerint csoportosithatok. A kutatok egy része az
elékezelés, a masik része az enzimes hidrolizis és erjesztés fejlesztésétdl var biztatd

eredményeket.

2.3.3 Az enzimes szénhidrat hidrolizis

A lignocelluléz biomassza eldkezelését kovetd miivelet az értékes szénhidratok - a
celluloz és a hemicellulozok - hidrolizise, ami az etanolfermentacidhoz egyszerli cukrokat,
monomereket (glikkoz) szabadit fel. Ha az eldkezelés elég hatasosnak bizonyult, tehat a
szerkezet bontas mellett megvaldsult a szénhidrat konverzid is - néhany fiziko-kémiai és
kombinalt moédszerek esetén - akkor nem sziikséges a hidrolizis miiveletét elvégezni.

A szénhidratok hidrolizise alapvetden két médon, a savak €s enzimek altal katalizalt
reakciok soran torténhet. A sav hasznalatdval a cukrok nem kivant degradalasa

(cukorveszteség) kovetkezik be, ami csokkenti a kés6bbi etanolfermentacié hozamat,
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valamint a melléktermékek eltavolitasa a technologia koltségeit jelentésen noveli. A sav
tovabba korrdzids problémat is okoz, emiatt alkalmazasahoz specidlis berendezéseket kell
biztositani. Ma mar a szénhidratok hidrolizisét és cukrositasat ipari szinten csak enzimekkel
végzik el. Ennek oka, hogy az enzimek mitkdése nagyfoku specifitassal jellemezhetd, azok
enyhébb reakcidé koriilmények - enyhén savas kémhatas, 45-55°C koriili hdmérséklet —
mellett alkalmazhatéak, amivel az inhibitorok keletkezése elkeriilhetd, ezaltal pedig a
cukorhozam is kedvezébben alakul. Az enzimes eljarasnal korrozioval nem kell szamolni.
A bontasi folyamat a lignocellulozok heterogén Osszetétele és komplex szerkezete miatt
sokféle enzim egyiittmiikodését igényli (WEN et al., 2004). A kereskedelmi
enzimkészitmények nagyobb része fonalas gomba eredetii (Celluclast 1.5L, Cellic CTec2,
Pergalase A40, Novozym 188 stb.), ugyanis ezen €16 szervezetek szamos enzim termelése
esetén kedvezdébb extracellularis enzimproduktivitast mutatnak (SELIG et al., 2008; ALVIRA
etal., 2010).

Az enzimes szénhidrat konverzid hatékonysaganak novelése elsdsorban a novényi
biomassza eldkezelésével, az enzimek szamara tamadhato fajlagos feliilet novelésével érhetd
el (TUCKER et al., 2003). Emellett tovabbi tényez6 az eldkezelést kovetden a szénhidratok
Osszetétele, az enzim(ek) tipusa és dozisa, valamint a kdrnyezeti viszonyok - az optimalis
hémérséklet és pH tartomany, az aktivatorok és inhibitorok mindsége és mennyisége,
valamint a hidrolizis id6tartama.

A cellul6zzal szemben, a hemicellulozok nem alkotnak rendezett, kristalyos
szerkezetet, ami miatt azok enzimekkel konnyebben bonthatoéak. A hemicellul6z oldallancok
eltavolitasa jelentosen noveli a szénhidrat vazat bont6 enzimek aktivitasat, ezaltal - a
szinergens kolcsonhatasnak koszonhetden - lehetdvé valik a hemicellulozok monomerekkeé
torténd - akar teljes - lebontasa. A hemicellulozok mellett az aromas lignin eltavolitasa a
celluloz szalak tamadhatosagat segiti eld, ami az enzimek inaktiv kotddésének - sztérikus
gatlasat — kialakulasat mérsékli, ezaltal pedig az enzimek dozisa csékkenthetd, az enzimes
bontas sebessége pedig novelhetd (TENKANEN et al., 1998; DE VRIES és VISSER, 2001).

Az enzimes hidrolizis és cukrositas koltségei 1ényegesen csokkenthetdk az ,,on-site”
technika alkalmazasaval, amely soran a ndvényi biomassza el6kezelésével a felszabaditott
szénhidratok egyszeri cukrokka vald konvertadlasahoz a kivant mikrorganizmus(ok)
szaporitasa ¢és az altaluk szintetizalhato enzimek eléallitdsa az lizemen, a termék eldallitasi
technologian beliil torténik (PANDEY et al., 1999; Nicam et al., 2009). Az integralt
technologia tovabbi elénye, hogy az enzimtermelés optimalhaté az enzimes hidrolizishez,
valamint lehetdvé teszi akar az enzimes hidrolizis és az alkoholos erjesztés szimultan

megvalositasat is. Emellett torekvések mutatkoznak a specialis reaktor-technikai
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megoldasok (elé-hidrolizis, reaktorok kevertetése stb.) kivitelezésére, az 1j, cellulazt
termeld mikroorganizmusok izolalésara, valamint az ismertebb termeld torzsek celluloz

bontd tulajdonsaganak géntechnikai Gton torténd modositasara, javitasara is.

2.3.4 Az alkoholos erjesztés és technikai

Az etanolfermentacio alapvetéen két modon, a hagyomanyos, elkiilonitett (szeparalt)
cukrositas és erjesztés (SHF), valamint szimultan cukrositas és erjesztés (SSF) technikaval
torténhet. Ez utobbi esetén ismert néhany tovabbfejlesztett technoldgia is, mint a szimultan
cukrositas és ko-fermentacio (SSCF) vagy a kozvetett mikrobialis konverzié (DMC).

A szeparalt hidrolizis és erjesztés eldnye, hogy mivel a két részfolyamat idében
és/vagy térben elkiilonitve megy végbe, ezaltal mind az enzimek, mind a
mikroorganizmusok szamara biztositani lehet az optimalis kornyezeti viszonyokat. A
problémat az okozza, hogy az enzimes hidrolizissel oldatba vitt cukrok az enzimek esetén
termékinhibiciot  (glikéz, cellobidz), az etanoltermeld mikroorganizmusoknal
szubsztratinhibiciot (gliikkoz) valt ki, ami a cukorhozamot és az etanolhozamot is csokkenti
(SANCHEZ és CARDONA, 2008; SARKAR et al., 2012).

E technologiai probléma a szénhidratok monomerekre torténd bontdsaval és ezzel
parhuzamosan, az erjeszthetd cukrok etanolla valo alakitasaval kikiiszobolhetd. A szimultan
erjesztési eljardsnal az energia ¢és id6 szilikséglet is 1ényegesen kisebb, valamint a zart
rendszernek kdszonhetden elkeriilhetd a befert6zdés, a termék szennyezddése (Y AMASHITA
et al., 2008; KADAR et al., 2004). A kritikus probléma az, hogy azon enzimek, illetve az
erjeszté mikroorganizmusok homérséklet és pH optimumai tébbnyire eltérd tartomanyban
talalhatoak, ezért fontos lehet a megfeleld enzimeknek és mikroorganizmusoknak a
kivalasztasa (OJEDA et al., 2011; DAHNUMA et al., 2015).

A lignocelluloz biomassza etanol céli hasznositasandl az etanoltermeld
mikroorganizmusokkal (€lesztok, baktériumok) szemben tamasztott kivanalmak kozott igen
nagy fontossaggal bir a gyors erjesztési képess€g, a nagy etanol hozam és produktivitas, a
magas sz¢énhidrat €s etanol tolerancia, inhibitorokkal szembeni tiirés, valamint a hex6zok ¢€s
pentozok szimultdn etanolla konvertadldsa. Az alkoholos erjesztéshez ipari méretekben
elssorban élesztégombakat alkalmaznak. Régota ismert, fakultativ anaecrob Saccharomyces
cerevisiae ¢lesztéfaj torzsei gyors erjesztési tulajdonsaggal és kimagasld alkohol
toleranciaval (akar 18-21 %) rendelkeznek, tovabba a nagy szénhidrat koncentracioval és
ozmoézisnyomassal szemben is igen ellenallbak (PARK et al., 2010). Ezen élesztd a
hex6zokbdl (gliikoz) képez etanolt, mig a pentdzokat (xiloz, arabin6z) nem erjeszti. Néhany,

a természetben megtalalhato nem Saccharomyces élesztéfaj, mint a Candida shehatae, a
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Pachysolen tannophilus, a Pichia stipitis azonban képes a xiloz erjesztésére, mig az arabindz
szubsztratumnal a sejttomeg ndvelése tapasztalhatd. Az arabindz etanolla valo erjesztése vad
tipusti mikroorganizmusokkal nem megoldott (PAREKH és WAYMAN, 1986; NIGAM 2002).
A Pichia és Candida éleszt6k az etanollal szemben mutatott érzékenységiik - 40 g/L felett
az alkoholtermelés leall -, valamint a specidlis, mikroaerofil koriilmények miatt az ipari
szinten nem alkalmazott (DASHTBAN et al., 2009).

A Zymomonas mobilis fakultativ anaerob, Gram-negativ baktérium faj szamos elonyt

mutat az élesztékkel szemben. Lényegesen nagyobb szénhidrat koncentraciot (akar 40 %) is
el tud viselni, valamint magasabb hémérsékleten, 35-36 °C-on is erjeszt (MOHAGHEGHI et
al., 2002). A savtlrd tulajdonsaga elsegiti a szelektiv erjesztést, tovabba erés védelmet
biztosit a kiils6 szennyezddések ellen is (TAO et al., 2005). A baktérium sejtek akar 10-12
% etanolt is elviselnek karosodas nélkiil. Sajnos az erésebb kornyezeti hatdsoknal a
baktérium sejtek szaporodasa lelassul, a sejtek lappangasi szakasza akar 4-5 napra is
kitolédhat. Ez a kedvezOtlen hatds kiilonb6zo adalékanyagok (szorbit vagy ectoin)
alkalmazasaval mérsékelhetd (ZHANG et al., 2016).
E baktérium a szénhidratok (hexd6zok) bontasat €s etanol céli hasznositdsat nem az
élesztéknél ismert Embden-Meyerhof (EM) utvonalon, hanem az Entner-Doudoroff (ED)
uton végzi el. Ebben az esetben egységnyi cukor (glilkdz) molekuldnként 2 molekula etanol
és 2 molekula szén-dioxid képzoédik, ami mellett csupan 1 ATP keletkezik. Az
energianyerési uton a baktérium sejtek altal felvett cukornak csupan 2 %-a hasznosul a
biomassza termeléséhez, aminek koszonhetden az elméleti etanol hozam a 97-98 %-ot is
elérheti, mig a Saccharomyces cerevisiae esetén ez maximalisan 93-95 % atalakitasi ratat
mutat (PENTJUSS et al., 2013; YANG et al.,, 2016). A baktérium szamara erjeszthetd
szénhidrat a gliikoz, a fruktdz és a szachardz, mig az enzimek hidnya miatt az dsszetett
szénhidratokat, valamint a pentéz cukrokat nem tudja etanolla erjeszteni (WIRAWAN et al.,
2012). Néhany kutatas arrél szamolt be, hogy a baktérium faj egyes torzsei képesek a xiloz
hasznositasara IS, azonban annak mértéke nem szamottevé. ZHANG ¢és munkatarsai (2016)
leirtak, hogy a baktérium ugyanazon a transzporteren keresztiil veszi fel a xilozt, mint a
gliikozt, viszont a gliikozt részesiti elényben.

Az etanol fermentacio hatékonysaga kettd vagy annal tobb erjesztd mikroorganizmus
alkalmazasaval (vegyes kultira) is novelhet, ugyanis azok szinergens hatasanak

eredményeként a termék inhibicid mérsékelhetd, az erjeszthetd cukor spektrum megnd.
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6. tablazat: Néhany lignocelluléz biomassza erjesztheté cukortartalmanak
laboratériumi szinten tanulmanyozott alkoholos erjesztése ¢és az elért etanol
hozamok alakulasa Kiilonboz6 hexéz és/vagy pentéz cukrot erjeszté
mikroorganizmus(ok) alkalmazasaval

Erjeszto Etanol konc. . .
mikroorganizmus(ok) LERNLEL (%, VIV) EIENE
rekombinans ,
Escherichia coli oliikoz 3,4 G“NASE*YQS’QN & RA,
ATCC 11303
rekombinans kukoricarost 95.32 MONIRUZZAMAN
Klebsiella oxytoca P2 hidrolizatum T etal., 1996
rekombinans rizs szalma
Saccharomyces cerevisiae hidrolizatum 0,9 YAMADA et al., 2011
MNIV/GS olizatu
rekombinans el6hidrolizalt
S. cerevisiae KE-7 papirpép 53 NISHIMURA et al., 2015
rekombinsins . , 2,4 BALLASTEROS et al.,
Kluyveromyces fragilis cukornad bagasz 2004
CECT 10875
Candida shehatae .
ATCC 22984 rizs szalma 0,4 TANIMURA et al., 2012
rogzitett 1 1
Zymomonas mobilis elo};ldirogzalt 2,3 YAMASHITA et al., 2008
NBRC 13756 papirpep
Z. mobilis TISTR0548 élelmiszer
C. shehatae TISTR5843 hulladék 10 BuTTOWsKI etal., 2014

Tovabba az erjesztés folyamata gyorsabban jatszodik le, mint az monokultaraval (egy
mikroorganizmus) elérhetd lenne (ISMAIL et al., 2012). A Kluyveromyces marxianus - a
Saccharomyces cerevisiae éleszt6hoz hasonldoan - szintén kedvezd alkoholtermeld
tulajdonsagokkal rendelkezik (BOLLOK et al., 2000). Tovabba hétiiré (termotolerans)
szervezetként magas hdmérsékleten is elvégezhetd az etanol termelés, ezaltal az erjesztési
1d6 lerovidill, a fermentlé szennyezddésének veszélye, valamint az enzimes hidrolizist
kovetéen a hiitési koltség is csOkkenthetd. A Saccharomyces cerevisiae erjesztési
hémérséklete 30-35 °C, ezzel szemben a Kluyveromyces marxianus 40 °C-on ¢és a felett is
termel etanolt. A kutatasok bizonyitottak, hogy a maximalis novekedési homérséklete 47 °C,
49 °C vagy akar 52 °C is lehet (ANDERSON et al., 1988; BANAT et al., 1992; FONSECA et al.,
2008). Az erjesztési kisérletek soran azt a kovetkeztetést vontak le, hogy az erjeszthetd
cukrok etanolld alakitasa ezen ¢€lesztonél azonban lassabban jatszodik le, viszont csekély
mértékben, de néhany torzsnél a cellobidz és a xiloz hasznositasa is kimutathatod
(RODRUSSAMEE et al., 2011; DE Souza et al., 2012). A két éleszt6, a Saccharomyces
cerevisiae ¢és a Kluyveromyces marxianus elényeinek Gtvozésével novelt erjesztési
hatékonysag érhet6 el (Guo et al., 2010; EiIADPUM et al., 2012). Az éleszté-baktérium

kultaraknal is igéretes etanol termel6képességet kozoltek (GOSHIMA et al., 2013).
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A kozelmultban tovabbfejlesztett erjesztési technikak kozott a szimultan cukrositas és
ko-fermentacid (SSCF) - hasonloan az szimultan cukrositas és erjesztés technikahoz (SSF)
- esetén az enzimes hidrolizissel parhuzamosan az erjeszthetd cukrok etanolld konvertalasa
is elindul, azonban az erjesztésnél olyan mikroorganizmust vagy vegyes kulturat
alkalmaznak, amely lehetové teszi a gliikoz €s a xiléz szimultan etanolld alakitasat. A
kozvetett mikrobialis konverzional (CBP) a szénhidratok cukrositasat és erjesztését egyetlen
mikroorganizmus végzi el, aminek a tenyésztése is az etanol gyartastechnologiahoz
kapcsolva torténik (OLOFSSON et al., 2008).

A lignocelluloz tartalmu biomassza etanol célil hasznositasa terén tovabbi kutatdsok a
szakaszos, a rataplalasos, a folytonos erjesztések technikak hatékonysaganak novelésére, a
rogzitett sejtes/enzimes rendszerek, valamint a géntechnikai eszkozokkel modositott
¢lesztOk és baktériumok alkalmazasara iranyulnak (LAWFORD és ROUSSEAU, 1991; AMUTHA
és GUNASEKARAN, 2001). A torzsfejlesztéseknek kdszonhetéen az etanollal, a szénhidrat
tartalommal vagy a hdmérséklettel szembeni tolerancia kialakithatd és ndvelhet6, valamint
a hexoz (glikéz) és a pentdz (xiloz, arabindz) cukrok szimultdn etanolld torténd
konvertaldsa, s6t akar a szimultan cellul6z és hemicelluldz hidrolizis és erjesztés egyazon
mikroorganizmus alkalmazasaval is megvalosithatova valhat (MOYSEs et al., 2016). Ezidaig
nagy attorést nem értek el, aminek valdszintsitheté oka, hogy a donor és a recipiens
szervezet (€lesztogomba, baktérium) biokémiai rendszere kozott Iényegi eltérések
mutatkoznak, ami miatt a génatvitelt kovetden a gén megnyilvanuldsa, a fehérje termelése
¢és annak érése nem vagy nem tokéletesen megy végbe. E teriilet még tovabbi biotechnoldgiai

kutatasokat igényel (NISHIMURA et al., 2015).

41



3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Felhasznalt anyagok

A kutatomunkam soran az alkalmazott anyagok és vegyszerek - amennyiben azok
eredetét nem emlitettem az egyes fejezeteknél - beszerzése a Merck Kft.-t6l, VWR
International Kft.-t6l, valamint a REANAL Gyoégyszer- és Finomvegyszergyar Zrt.-t6l
tortént.

3.1.1 Lignocelluloz tartalmi alapanyagok

A modellezési kisérleteim soran 2 kiilonb6zo, novényi eredetii ipari (mellék)terméket,
a finoman O6rolt buzakorpat (Alnatura GmbH, Ausztria), valamint kommundlis papir
hulladékot - irodai papirokat, valamint sik-és 1ézernyomtatott ujsagpapirok keverékeit -
alkalmaztam. Az eldkezelést megelézden a mintdkat 70 °C-on, 6 6ran at szaritottam. A
szaritott mintdkat viz vagy egyéb oldat hozzdadasa nélkiil autoklavozassal sterileztem,

121 °C-on, 20 percen at.

3.1.2 Mikroorganizmusok

A buzakorpa mikrobidlis elékezelésénél, valamint az alkoholos erjesztéseknél
alkalmazott mikroorganizmusokat — az Aspergillus niger IMI 303386 torzs kivételével- a
Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteménye (NCAIM, Budapest)
biztositotta. A szaritott Saccharomyces cerevisiae (Levuline Fb) fajéleszto a svajci Danstar
Ferment A.G. Kft.-t6l szarmazott. A 7. és 8. tablazat a kutatomunkdmba bevont torzseket

Osszesiti.

7. tablazat: A biologiai elokezelés soran alkalmazott torzsek

FONALAS GOMBAK ELESZTOGOMBAK

Faj Torzs Faj Torzs
Aspergillus niger F.00071 Candida shehatae F.01400"
Aspergillus niger F.00617 Candida tenuis F.00953"
Aspergillus niger F.00632 Candida tenuis F.01079"
Aspergillus niger F.00714 Pichia stipitis F.00810
Aspergillus niger F.00721 Pichia stipitis F.00888
Aspergillus niger F.00735 Pichia stipitis F.00901
Aspergillus niger F.00770

Aspergillus niger IMI 303386
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FONALAS GOMBAK

Faj Torzs
Aspergillus brasiliensis F.00892
Aspergillus wentii F.00167
Aspergillus awamori F.00720
Mucor sp. F.00784
Penicillium chrysogenum F.00814
Penicillium chrysogenum F.00834
Penicillium chrysogenum F.00837
Penicillium chrysogenum F.00853
Penicillium chrysogenum F.00680"
Penicillium granulatum F.00913
Penicillium expansum F.00811
Phanerochaete chrysosporium F.00740
Phanerochaete chrysosporium F.00771
Rhizopus oryzae F.00617
Rhizopus oryzae F.00861
Rhizopus stolonifer F.00654
Trichoderma reesei F.00651
Trichoderma viride F.00795
Trichoderma viride F.00965
Trichoderma koningi F.00791
Trichoderma koningi F.00961

IMI- International Mycological Institute, Surrey, Nagy-Britannia; T — Tipustorzs

8. tablazat: A hidrolizatumok alkoholos erjesztése soran alkalmazott torzsek

ELESZTOGOMBA BAKTERIUM

Mezofil

Faj Torzs Faj Torzs

Saccharomyces cerevisiae Levuline Fb Zy momonas. mobilis B.01327T
subsp. mobilis

Termofil

Faj Torzs

Lancancea thermotolerans Y.00702

Lancancea thermotolerans Y.00715

Lancancea thermotolerans Y.00775

Lancancea thermotolerans Y.00798

Lancancea thermotolerans Y.00873

Kluyveromyces marxianus Y.00959

T - Tipustorzs

43



3.1.3 Ipari enzimkészitmények

Az eldkezelt novényi biomassza hidroliziséhez ipari enzimkészitményeket és azok

keverékeit alkalmaztam.
Cellulaz -Trichoderma reesei ATCC 26921 altal termelt, cellulaz (CLA) (Cellulast
1.5L, Novozymes A/S, Denmark; 700 U/g) aktivitasi enzimsiiritmény.

Cellobiaz (f-glitkozidaz) - Aspergillus niger éltal termelt, cellobiaz (CLB) (Novozym
188, Novozymes A/S, Denmark; 250 U/g) aktivitdsu enzimsiiritmény.

Gliikoamilaz - Aspergillus niger altal termelt, exo-1-4-a-gliikkozidaz (AMG 300 L,
Novozymes A/S, Denmark; 260 U/g) aktivitasi enzimstlritmény.

Xilanaz - Thermomyces lanuginosus altal termelt, endo-1-4-B-xialnaz (Novozymes

A/S, Denmark; > 2500 U/g) aktivitasi enzimpreparatum.

3.1.4 Tapkozegek

Torzsfenntartashoz alkalmazott tapagarok

Burgonyakivonat-gliikoz agar (PDA, Potato-dextrose-agar)

Burgonya kivonat 04¢g

Gliikoz 2g

Bakteridlis agar 2¢g

Desztillalt viz 100 ml-re kiegészitve

Malatas agar

Gliikoz lg

Elesztékivonat 03¢g

Pepton (htisbol emésztett) 0,5¢g

Malata kivonat 03¢g

Bakterialis agar 1,5¢g

Desztillalt viz 100 ml-re kiegészitve

Tenyésztéshez alkalmazott taplevesek

Gliikéz-pepton-¢lesztdkivonat tapleves (GPY, Glucose-peptone-yeast extract)

Gliikoz 40 g
Elesztékivonat S0g
Pepton (htisbol emésztett) S0g
Desztillalt viz 1000 ml-re kiegészitve
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Gliikéz - pepton tapleves (GP, Glucose-peptone)

Gliikoz 100 g
Pepton 10 g
Desztillalt viz 1000 ml-re kiegészitve

Az elkészitett tapagarokat, tapleveseket, valamint oldatokat hasznalat el6tt autoklavozassal

sterilizaltam, 121°C-on 20 percen keresztiil.

3.1.5 Oldatok és pufferek

A buzakorpa biologiai elokezelésénél és hidrolizisénél

Citrat-fosztat puffer (pH=3-7) (MCILVAINE, 1921)

A oldat: 0,1 M citromsav-monohidrat oldat
B oldat: 0,2 M dinatrium-hidrogén-foszfat oldat

A két oldat kiilonboz6 aranyu elegyitésével készitheto el a megfelel pH értékii puffer.

TritonX 100 oldat

TritonX 100 ul
Desztillalt viz 1000 ml-re kiegészitve.

A papir hulladékok fizikai és fiziko-kémiai elokezelésénél és hidrolizisénél

Modell tinta oldat

Fekete tintapor (Hp) 100 mg
Etil-alkohol (96 %, v/v) 25 ml
Desztillalt viz 75 ml

Na-acetat puffer (pH=5,5)

A oldat: 0,1 M ecetsav oldat
B oldat: 0,1 M natrium-acetat oldat
100 ml puffer 14,5 ml A és 85,6 ml B oldat elegyitésével készithetd.

Savak, lagok és olddszerek
10 % (m/v)-os ecetsav
10 és 20 % (m/v)-os natrium-hidroxid
10, 15, 25, 35, 40, 50 % (v/v)-os etanol, 50 % (v/v)-os aceton

A redukdlo cukortartalom mérésénél (SOMOGYI, 1945, 1951; NELSON, 1944)

Somogyi I. oldat

vizmentes natrium-szulfat 288 ¢
kalium-natrium-tartarat 4-hidrat 24 ¢
natrium-hidrogén-karbonat 329
vizmentes natrium-karbonat 48 g
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A komponenseket 1600 ml el6z6leg felforralt, majd szobahémérsékletiire lehtitott desztillalt

vizben oldottam kevertetés mellett.

Somogyi 1l. oldat

vizmentes natrium-szulfat 72 ¢
réz-szulfat 5-hidrat 8¢

A komponenseket 400 ml el6z6leg felforralt, majd szobahdmérsékletiire lehiitott desztillalt
vizben oldottam kevertetés mellett.

Hasznalat elott, mind a két oldatot, 27 °C-on, 24-48 6ran at taroltam.

Nelson reagens

ammonium-molibdenat 4-hidrat 100 g
natrium-hidrogén-arzenat 129
kénsav (cc.) 84 ml

A komponenseket 2000 ml desztillalt vizben Ovatosan elegyitettem, magneses kevertetés
mellett. Hasznélata eldtt sotét tivegben, fénytdl elzart helyen 37 °C-on, 24-48 oran at

taroltam.

3.1.6 Adszorbensek

A modell festék oldat és a papir rostok eldkezeléséhez, festékmentesitéséhez
természetes biopolimereket, kitinbdl eldallitott kitozant és annak modositott valtozatait, a
glutaraldehiddel keresztkotott kitozant és a Ca-alginat gélgydongyokon rogzitett kitozant, is

alkalmaztam.

3.2 Alkalmazott modszerek
3.2.1 Torzsfenntartas

A liofilizalt preparatumokat fiziologias sooldatban rehidrataltam, majd ezt kovetden a
tenyésztés burgonyakivonat-gliikoz agaron tortént. A korhaszto- és élesztdgomba torzseket
aerob, a baktérium torzset anaerob koriilmények kozott, 30 °C-on, 1 héten at inkubaltam. A
fakultativ anaerob baktérium torzsnél az anaerob konyezetet anaerob jar hasznalataval
biztositottam. A torzstenyészetek hosszabb tavon torténd fenntartdsa malatas agaron tortént.

A tenyészeteket 4°C-on hiitészekrényben taroltam.
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3.2.2 Inokulum tenyészet eloallitasa

A buzakorpa mikrobidlis elokezelésénél valamint az etanolfermentacional alkalmazott
¢lesztd torzsek szubmerz tenyészeteinek eldallitasa 500 ml-es Erlenmeyer lombikokban, 100
ml t6ltottség mellett, gliikkoz-pepton-élesztékivonat taplevesekben tortént. Ehhez, a szilard
agaron kindtt egy-egy ¢lesztd telepet steril oltokacs alkalmazésaval oltottam at. A
tenyésztést razdinkubatorban, aerob korilmények kozott, 30 °C-on, 160 rpm razatasi
sebességen, 24-48 Oran at végeztem.

A baktérium toérzsnél 1éptéknovelt szubmerz, razatas nélkiili tenyésztést alkalmaztam
gliikoz-pepton taplevesben. Az atoltasokat els6ként kémcsovekben, majd 250 ml-es és 500
ml-es Erlenmeyer lombikokban, 50 ml és 250 ml taplevesben, 72-96 o6ras id6tartammal
végeztem. A baktérium tenyésztése 30 °C-on, anaerob jarban tortént.

A szaritott Saccharomyces cerevisiae élesztt a gyartd altal ajanlott beoltasi dozis
(0,25-0,3 g/L) szerint alkalmaztam. Az élesztd rehidratalasa tapsoval (Uvavital, 0,25-0,3
g/L) kiegészitett 10 % (m/v)-os szobahdémérsékletii gliikoz oldatban, magneses kevertetés

mellett, 15-20 percen keresztiil tortént.

3.2.3 A buizakorpa bioldgiai elokezelése

A bioldgiai elokezelés laboratoriumi méretekben, 250 ml-es és 1000 ml-es Erlenmeyer
lombikban, 10 és 40 g steril, szaraz, finoman Ordlt buzakorpan tortént. A buzakorpa
nedvesitési aranyanak, valamint az elokezelés kezdeti pH értékének beéllitasahoz 0,15 M
citrat-foszfat puffert alkalmaztam. A korhadast okozé gombék torzstenyészeteivel torténd
beoltashoz a szilard agaron kinétt konidiumokat 5 ml 0,01 %-os TritonX-100 feliiletaktiv
anyag oldataval, steril liveggyongyok ¢€s vortex hasznalataval tavolitottam el. Az élesztd
torzsek esetén az elézdekben ismertetett szubmerz, rézatott lombikos tenyészeteket
alkalmaztam.

A beoltasi konidium szam (107 konidium/g) és az élesztd sejtszam (107 sejt/g)
meghatarozasa Biirker-kamra alkalmazasaval, valamint az élesztd torzsek esetén
spektrofotometrias uton is, 600 nm hullimhosszon (Unicam, Helios Alpha) az optikai
denzités (sejtstiriség, OD600 érték) mérésével tortént.

A mikrobialis el0kezelést torzsenként két parhuzamossal inditottam. Az elkészitett
egységeket vattadugoval és gézlappal zartam le és 30 °C-on, 7, esetenként 9 napon at

inkubéltam. A mintavételt 24 6ranként, steril koriilmények kozott végeztem.
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3.2.4  Elokészitési és tisztitasi technikak a papir festékmentesitéséhez

3.2.4.1 Mosds és aztatds

Az apritott, 1 g irodai €s nyomtatott papir mintakat (2x2cm) 250 ml-es
mérOpoharakban, kemikalidk (savak, lugok, olddszerek) 100 ml vizes oldataiban 4 6réan at,
30°C-on, aztattam. Kontrollként kemikalia nélkiili, vizes aztatas is tortént. Az aztatast
kovetden a papir mintakat vizzel tobbszor atmostam, a mosasok kdzott a mintakat atsziirtem.

A szilard frakcidkat 70°C-on 6 Oran at szaritottam.

3.2.4.2 Mikrohullamu és ultrahangos kezelések

A mikrohullamt és az ultrahangos kezeléshez az apritott, 2 g nyomtatott papir
mintakat 100 ml desztillalt vizben pépesitettem, sziirtem és szerves oldoszer (etanol) 15 %
(V/Vv)-os vizes oldataval 30 ml 1 % (m/v)-os mintakat készitettem. A mintakat 50 ml-es h6allo
kupakkal ellatott, tivegedényekbe mértem. A mikrohulldmu kezelés 5, 15 és 30 percen at
tartott haztartdsi mikrohulldmu késziilékben, 750 W teljesitmény mellett. Az ultrahangos
kezelések iddtartama 15, 30 illetve 60 perc volt, amely laboratériumi, kisméretd ultrahangos
késziilékkel (Clifton™, Thermo Fisher Scientific Corporation), 50-60 Hz frekvencian
tortént. Kontrollként etanol nélkiili, vizes kezelés is tortént. A kezeléseket kovetben a
papirmintakat atsziirtem, desztillalt vizzel tobbszor atmostam ¢és 70 °C-on 6 oOran at

szaritottam.

3.2.4.3 Flotacio

A harom, eltéré méretli papir minta (durva minta: 0,5x0,5 cm, és 2x2 cm; finom minta:
rostszuszpenzid) flotalasat, 1 % (m/v) konzisztencia mellett, szerves olddszerként etanolt
tartalmazo vizes oldatokban (10-50 %, v/v), 1000 ml-es {ivegedényekben, 500 ml t6ltottség
mellett végeztem. A levegd aramoltatasa az iivegedény falahoz rogzitett, 0,5 mm és 1 mm
kozotti  atmérdju  perforaciokkal ellatott, kompresszorral Osszekotott szilikoncsovek
alkalmazaséaval tortént. A levegdébuborékok egyenletes eloszlasat és azok papir mintakkal
valo érintkezését fiithetd magneses keverd biztositotta. A kisérleteket jellemzden 30 °C-on
¢s 50 °C-on végeztem, melyek idétartama 5, 15 és 30 perc volt. A kezelt papir mintakat a
szlirést kovetden desztillalt vizzel tobbszor atmostam és a szilard frakciokat 70 °C-on 6 6ran

at szaritottam.
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Az altalam kialakitott laboratoriumi méretii oldottlevegés flotacios berendezés sematikus

abrazolasa az alabbi 6. abran lathato.

O Levegobuborékok
< Papir rost
¢ Festék szemcse

6. abra: Laboratériumi méretii oldottlevegés flotalo (DAF) berendezés
a. levego bevezetés (kompresszorral), b. festék és egyéb szennyezdanyagok,
c. perforalt szilikoncs6 (0,5-1 mm), d. magnes, €. fiithetd magneses keverd

3.2.4.4 Kitozan adszorbensek elodllitasa és alkalmazdsa
Az kitozant rak pancélbol szarmazo6 kitin lugos dezacetilezésével allitottam eld, ami
YOUNES ¢és RINAUDO (2015) leirasa szerint tortént. A kitozannal és annak modositott

valtozataival a kisérleteket minden esetben két parhuzamosban inditottam el.

Glutdaraldehiddel keresztkotott kitozdan
A keresztkotott kitozan készitéséhez 2 g kitozant 100 ml, 0,1 M-0s Na-acetat pufferben
(pH=5,5) oldottam, melyhez 2,5 ml, 25 % (v/v)-os glutaraldehidet adtam. Az oldatot 15
percen at kevertettem, majd szlirGpapiron atsziirtem €s ezalatt desztilllalt vizzel tobbszor

atmostam. Az elkészitett modositott kitozant hasznalat el6tt 70 °C-on 6 6ran at szaritottam.

Ca-alginat gélgyongyokon rogzitett deacetilezett kitozdan

A Ca-alginat gélgyongyok készitéséhez hagyomanyos csepegtetéses modszert
alkalmaztam. Az 1 % (m/v)-os Na-alginat oldatot cseppenként adtam a 2 % (m/v)-0s CaCl
oldathoz, magneses kevertetés mellett. Az elkésziilt Ca-alginat gyongyoket (2-2,5 mm
atmérd) desztillalt vizzel mostam. A rdgzitési technika sordn a kitozant eltérd
mennyiségekben (0,3-2 g) kevertettem 10 g Ca-alginat gyonggyel 200 ml, 0,1 M Na-acetat
pufferben (pH=5,5), 3 6ran at. A moddositott adszorbenst hasznélat el6tt desztilllalt vizzel

tObbszOr atmostam.
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A 3 kiilonb6z0 kitozan adszorbenst a 100 ppm tinta modell oldatnal, valamint a Ca-
alginat gélgyongyokon rogzitett kitozant az ugyanezen tintat tartalmazo, nyomtatott papir
keverékbol készitett 1 % (m/v)-os, illetve az erjesztési kisérleteknél 1éptéknovelt, 10 %
(m/v)-os pépeknél is hasznaltam. A modell oldatoknal a tinta megko6tésének hatékonysagat
eltéré adszorbens mennyiség (2,5-20 m/v %), kezelési id6 (5, 15 és 30 perc), hdmérséklet
(30, 35, 40, 45, 50 ¢és 55°C) ¢és kémhatas (Na-acetat puffer, pH=3,5-5,5 és citrat-foszfat
puffer, pH=6,5) mellett néztem allandd6 220 rpm fordulatszamu réazatasi sebességen.
Optimalt kornyezeti paraméterek mellett tortént a papir mintak eldkezelése, ahol a Ca-
alginat gélgyongyokon rogzitett kitozant 1-10 % (m/v)-ban alkalmaztam. A Kkezelést
kovetden a gyongyoket eltavolitottam és a papir mintakat desztillalt vizzel &tmostam. Az

el6z6ekkel hasonldan, a szilard frakciokat 70 °C-on 6 6ran at szaritottam.

3.2.5 Lignocellulézok hidrolizise

3.2.5.1 Savas hidrolizis

A buizakorpa és a papir mintak oldhaté szénhidrat tartalmanak meghatarozasdhoz hig
kénsavas kezelést alkalmaztam. Mindkét esetnél 10 g szubsztatumot hig kénsav oldatban (2
%, v/v) 60 °C-on, 24 oran 4t 220 rpm fordulatszdmon razattam. A kezelést kovetden a
mintakat 0,1 N NaOH oldattal, kozel semleges pH tartomanyba allitottam. Az oldatba vitt

szénhidratok mennyiségét HPLC technikaval hataroztam meg.

3.2.5.2 Enzimes hidrolizis

A mikrobialisan eldkezelt buzakorpa, valamint a fizikai és fiziko-kémiai médon kezelt
papir mintak enzimes hidroliziséhez ipari enzimkészitményeket eltéré dozisokban, valamint
enzim keverékekként alkalmaztam. A mikrobidlisan eldkezelt buzakorpa enzimes
bontasahoz cellulaz (350, 1050, 2100 U/g), cellobiaz (260, 520, 780 U/g) és xilanaz (2500,
5000, 7000 U/g), az eldkezelt papir mintaknal a cellulaz (2100 U/g) és a cellobiaz (780 U/g)
mellett amiloglikozidaz (320 U/g) aktivitasu enzimkészitményt alkalmaztam. Az
enzimkészitmények miikodési optimumai kozel hasonld tartomanyokban voltak, ezért
egylépéses enzimes hidrolizist alkalmaztam, ami minden esetben két parhuzamos mintaval
pH=5,5 értéken, 50°C-on, 220 rpm fordulatszdmu razatas mellett, 24, esetenként 48 oran at
tartott. A redukalod cukortartalom €s az oldott szénhidrattartalom méréséhez az enzimes

reakciokat forralassal allitottam le.
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3.2.6 Etanol fermentacios kisérletek

Az oldatba vitt cukrok etanolla konvertalasa két kiilonb6zé erjesztési technikaval,
szeparalt (SHF), valamint szimultan (SSF) cukrositassal és erjesztéssel tortént. Az alkoholos
erjesztési kisérleteket 500 ml-es, vizzarral ellatott kotyogoval lezart Erlenmeyer
lombikokban, 250 ml el6kezelt és enzimesen hidrolizalt mintakkal, tapanyag kiegészités
nélkiil végeztem. A mintdk pH értékét 21 % (v/v)-os foszforsavval SHF esetén pH=3,2-es
értékre, az SSF esetén az enzimek aktivitasanak is kedvezobb pH=4,5-es értékre allitottam.

Az elérhetd etanol koncentracidé és a szénhidrat konverzido hatékonysaganak
noveléséhez kiillonb6z6 beoltasi technikdkat, mono- és vegyes kultirdkkal torténd
erjesztéseket alkalmaztam. A buzakorpa etanol célu hasznositasanal idében eltolt inokulum
rataplalas hatasat is néztem, ahol az éleszté-¢lesztd kultira mellett a baktérium kultarat a 4.
¢s az 5. napon adtam az erjedd cefrékhez. Minden esetben a harom parhuzamosan inditott
cefre beoltasa 10 % (v/v) inokulummal tortént. A vegyes kultirakban a sejtszam 1:1 aranya
beallitasat spektrofotometris tton, 600 nm hulldmhosszon (Unicam, Helios Alpha), optikai
denzitas (sejtstirliség, OD600 érték) mérésével hataroztam. Az erjesztési kisérleteknél a

lombikokat 30°C-on, 7 napon 4t inkubaltam. A mintavétel naponta tortént.

3.3 Analitikai modszerek

3.3.1 Festékanyag megkotésének meghatarozasa

A tinta részecskék maximalis fényelnyelési értékének meghatarozasdhoz
hullamhosszpasztazast végeztem spektrofotométer (Unicam, Alpha Helios) alkalmazasaval,
ultraibolya (UV, 200 nm <A< 400 nm) tartomanyban.

A7. abran a modell tinta oldat mellett a szerves oldoszer (etanol) valamint a desztillalt
viz abszorpcids spektruma lathato. E szerint a Carbon Black festék pigment maximalis

fényelnyelési értéke 227 nm-en talalhato.
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7. abra: HP festék oldat (100 ppm, etil-alkohol és HP festék 4:1 aranyu elegye),
etil-alkohol és desztillalt viz abszorpciés spektruma (200 nm - 400 nm kozott)

A kalibraciohoz oldatsorozatot (100 ppm, 80 ppm, 60 ppm, 40 ppm, 20 ppm, 0 ppm)
készitettem, melynek segitségével meghataroztam az abszorbancia koncentracio fliggését
227 nm hullamhosszon (8. abra). Az egyenes egyenletének alkalmazasaval meghatarozhato

a kitozannal kezelt modell oldatok és papir mintak esetén a festék pigmentek megkotésének

hatékonysaga.
1.000
y = 0.006x
R%=0.9682
= 0.800
9
£ o
N 0.600 _-
o -
K _o”
e -
S 0400 | _-
= .-
) - O
o s
< 0200 r _--"0
Jche
0.000 = ' ' ' ' '
0 20 40 60 80 100 120

Koncentracio (ppm)

8. abra: A kiilonb6zo kitozan szarmazékok tinta rogzitési hatékonysaganak
meghatarozasahoz készitett kalibracio (0-100 ppm HP tinta oldat)
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A determinaciés koefficiens (R?) értéke 96,82 %, amely bizonyitja a regresszios modell

megfeleld illeszkedését.

3.3.2 Az oldhaté szénhidrattartalom meghatarozasa

A Dbuzakorpa biologiai eldkezelésénél, valamint az enzimes hidroliziseknél ¢és
nyomon kovetéséhez HPLC technikat, a redukal6 cukortartalom méréshez Somogyi-Nelson

modszert alkalmaztam.

Redukalo cukortartalom mérés

A modszer 1ényege, hogy lugos kdzegben a redukald cukrok a Cu(II)-ionokat Cu(l)-
oxid téglavords csapadékkd redukaljak, mikozben a szabad glikozidos hidroxilcsoportok
oxidalédnak. A Cu(l)-oxidot az arzenomolibdenat komplex tovabb redukalja, amit a
reakcidelegy kék szini elvaltozdsa mutat. E szinelvaltozas spektrofotometrids titon, 540 nm

hullamhosszon (Unicam, Helios Alpha) mérheté (SOMOGYI, 1945, 1951; NELSON, 1944).
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9. abra: A redukalé cukortartalom méréséhez készitett kalibracios egyenese és az
egyenes egyenlete, gliikoz standard esetében

Az egyes mintak redukélod cukortartalmanak meghatarozasahoz kalibracios egyenest
készitettem, gliikoz standard alkalmazésa mellett. A 0,5 % (m/v)-os gliikéz térzsoldattal 10
tagl, tagonként 2 ml, higitasi sorozatot allitottam eld. A mintdkhoz 2 ml Somogyi 1. és II.
oldat 4:1 aradnyu elegyét pipettaztam, amit kdvetden azokat 15 percen at forrasban 1€évo

vizben tartottam. A szobahdémérsékletiire lehiitdtt mintdkat 2 ml Nelson reagenssel és 4 ml
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desztillalt vizzel egészitettem ki. A keletkez6 szén-dioxidot Pasteur-pipettaval tavolitottam
el. A spektrofotométert 540 nm hulldmhosszon a vak mintara (gliikozt nem tartalmaz)
nullaztam. A mért abszorbancia értékeket a redukald cukor koncentraciok fiigvényében
abrazoltam. A kapott pontokra linedris, regresszios egyenest illesztettem. A 9. abran is
lathat6, hogy a determindcios koefficiens (R?) értéke 98,53 %, amely bizonyitja a regresszids
modell josagat és illeszkedését.

A tovabbiakban a kisérleteim soran vett mintak el6készitését kovetéen, azok
ismeretlen redukald cukor tartalmat az kalibracids egyenes egyenletének alkalmazéasaval
meghataroztam. A biologiailag feltart buzakorpa mintakat 25 ml, 0,01 %-0s TritonX-100
oldataban 1 6ran at extrahaltam 220 rpm razatasi sebességen. A kapott folyadék frakciokat,
valamint a tobbi el6kezelési miiveleteknél, az enzimes hidroliziseknél, valamint az alkoholos
erjesztéseknél vett mintakat 1,5 ml-es Eppendorf csévekben 14000 rpm fordulatszamon, 10
percen keresztiil centrifugaltam. A redukald cukortartalom meghatirozasahoz a feliiluszot

hasznaltam, és minden esetben két parhuzamossal inditottam a méréseket.

3.3.3 HPLC technika

A nagy teljesitményli folyadékkromatografias analizist (HPLC, High Performance
Liquid Chromatography) megelézden a mintdkat a redukdlod cukortartalom modszerénél
leirtakkal azonosan készitettem eld. A mintak egyes szénhidrat komponenseinek mindségi
gliikoz, D-xiloz, D-maltdéz, D-cellobioz és D-maltotriéz) alkalmazédsaval tortént. Az
elékészitett mintak analizisét a Thermo Fisher Scientific Corporation éltal gyartott Surveyor

tipust HPLC késziilékkel végeztem, melynek beallitasait az alabbi 9. tablazat tartalmazza.

9. tablazat: Az egyes szénhidratok mindségi és mennyiségi meghatarozasahoz hasznalt
HPLC késziilék technikai paraméterei

Oszlop Aminex-87H (Bio-Rad, USA)
Eluens 0,005 n H2SO4

Integral6 szoftver ChromQuest 5.0

Detektor RI

Oszlop hémérséklet 45 °C

Detektor hdmérséklet 40 °C

Aramlasi sebesség 0,6 ml/perc

Elualasi mod Izokromatikus
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3.3.4 Alkohol tartalom meghatarozasa

Az erjedd cefrék alkohol tartalmanak idobeni valtozasat etil-alkohol standard oldat
segitségével, HPLC analizissel kovettem nyomon.

Az erjesztési kisérletek végén mintanként 100 ml mennyiséget Biichi Distillation Unit
K-350-es tipusa késziilékkel desztilliltam. A 100 cm® térfogati mér8lombikokban
Osszegyljtott desztillatumokat szobahdmérsékletiire hiitttem le és desztillalt vizzel jelig
toltdttem. A kapott mintak alkohol tartalmat Anton Paar DMA 35N tipusu kézi alkoholmérd

késziilék hasznalatdval mértem.
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4 KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A kutatdmunkamban két névényi eredetli biomassza, a buzakorpa €s a papir hulladék,
etanol célu hasznositdsanak lehetdségét, ezen beliil a kritikus technologiai miiveleteket - az
elokezelést, az enzimes hidrolizist és az etanolfermentaciot - laboratoriumi Iéptékben

vizsgaltam.

4.1 A buzakorpa etanol céli hasznositasanak modellezése

4.1.1 A bizakorpa biolégiai elokezelése

A biodegradacios modellkisérletek soran 29 korhadast okozé gomba, valamint 6
¢lesztdgomba torzs lignocelluloz bontd természetét vizsgaltam kontrollalt, szabad
nedvességtartalom mellett, buizakorpa szubsztratumon. A szelektdlas az oldatba vihetd

szénhidrat mennyiség €s az el6kezelés iddtartama alapjan tortént.

4.1.1.1 Fonalasgomba torzsek szelektaldasa

A szilard szubsztratumon torténd eldkezelés soran a korhadast okozd gombak a
micéliumaikkal atszotték a buzakorpat, ami mar az el6kezelés els6 szakaszaban, a 24. érat
kovetden szemmel is lathatova valt. A térzsek nagyrésze viszonylag gyors litemii ndvekedést
mutatott a micéliumaik szamara elérheté tamadasi feliileten. Az Aspergillus niger F.00770
torzs, valamint a Mucor, a Rhizopus és a Phanerochaete toérzsek azonban lassabban
novekedtek az adott szelektalasi koriilmények mellett.

Megallapithatd, hogy a buzakorpa megfeleld tiptalajnak bizonyult a korhasztod
gombak novekedéséhez, szaporodasahoz és az enzimek szintéziséhez. CHANDRA ¢és
munkatarsai (2007) az Aspergillus niger izolatum cellulozbontd enzimaktivitasat a
buzakorpa mellett foldimogyord héjon, rizs pelyvan és fiirészporon is vizsgaltdk. Azt
tapasztaltak, hogy a buzakorpan nagyobb enzimtermelés érhetd el. SUN és munkatarsai
(2008) az Aspergillus fumigatus SKH2 t6rzsnél, JENA ¢s munkatarsai (2016) a Penicillium
decumbens 114-2 torzsnél tettek hasonld megallapitasokat, e novényi szubsztratum
alkalmazasa szintén kedvezden indukalta a cellulaz és egyéb hidrolitikus (és az oxidativ)
enzimek szintézisét.

A butzakorpa biologiai kezelése soran megfigyeltem, hogy az oldatba vihetd
szénhidrattartalom a torzsek nagyrészénél a 3. és 5. nap kozott érte el a maximumot, €s azt
kovetden csokkent az egyszerili, kdnnyen hasznosithatdo cukrok (elsésorban a gliikdz)

mennyisége. Ennek az a magyarazata, hogy a korhadast okozo gombak az egyszerii cukrok
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irant nagyobb affinitast mutatnak, ezaltal gyorsabb is azok hasznositasa, mint az dsszetett

szerkezetii szénhidrat polimerek bontasa (WANG et al., 2013; SINDHU et al., 2016).

Aspergillus nemzetség
Kisérleteimben elséként 11 Aspergillus nemzetséghez tartozo torzset vizsgaltam. Az

elért eredményeket a 10. abra szemléleti.
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10. abra: Az oldott szénhidrattartalom alakulasa az Aspergillus torzsekkel
torténo buizakorpa elékezelése soran
Jelmagyarazat: FA_071: A. niger F.00071, FA_632: A. niger F.00632, FA_671: A. niger F.00671,
FA_714: A. niger F.00714, FA_721: A. niger F.00721, FA_735: A. niger F.00735,
FA_770: A. niger F.00770, FA_892: A. brasiliensis F.00892, FA_720: A. awamori F.00720,
FA_167: A. wentii F.00167, FA_ IMI: A. niger IMI 303386
Az el6kezelések 30 °C-on, pH=5 értéken, 7 napon at tartottak. A nedvesitési arany 7:1, a bevitt konidium
szam 107 konidium/g sz. buzakorpa volt.

Az el6kezelés soran két torzs, az A. niger F.00770 (FA_770) és az A. niger IMI 303386
(FA_IMI) torzs kivételével, az oldott szénhidrat koncentracio 98 mg/g és 125 mg/g kozott
alakult, ami az elméleti szénhidrat hozamnak 11-15 %-4t teszi ki.

A torzseknél minden esetben tapasztaltam a részbeni szénhidrat hidrolizist is, azonban
az adott kornyezeti viszonyok mellett a torzsek teljesitménye eltéréseket mutatott. Hirom
torzs, az A. brasiliensis F.00892 (FA_892), az A. niger F.00632 (FA_632) valamint az A.
niger F.00721 (FA _721) torzs eredményezett nagyobb diszacharid (50-54 mg/g) és gliikkoz

(28-40 mg/g) kihozatalt. Tovabba, az A. wentii F.00167 (FA_167) torzs is kedvezd
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lignocelluldz bontast mutatott, a diszacharidok mennyisége meghaladta az 55 mg/g értéket,

azonban az el6z6 harom torzzsel szemben, a gliikkoz mennyisége (24 mg/g) mar Kisebb volt.

Penicillium nemzetség

A tovabbiakban 7 Penicillium nemzetséghez tartozo torzs lignocelluloz szerkezetet

bonto tulajdonsagat vizsgaltam. Az elért eredményeket a 11. abra szemlélteti.
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11. abra: Az oldott szénhidrattartalom alakuldsa a Penicillium toérzsekkel
torténé buzakorpa elokezelése soran

Jelmagyarazat: FP_811: P. expansum F.00811, FP_814: P. chrysogenum F.00814,
FP_834: P. chrysogenum F.00834, FP_837: P. chrysogenum F.00837, FP_853: P. chrysogenum
F.00853, FP_680: P. chrysogenum F.006807, FP_913: P. granulatum F.00913,

Az eldkezelések 30 °C-on, pH=5 értéken, 7 napon at tartottak. A nedvesitési arany 7:1, a bevitt konidium
szam 107 konidium/g sz. buzakorpa volt.

A Penicillium torzsek alkalmazasaval lathatéan nagyobb a kioldott, valamint a részben
hidrolizalt szénhidratok mennyisége, ami az Aspergillus torzseknél is hatasosabb
lignocelluloz bonto aktivitasra utal. A vizsgalt torzsek kozott a P. chrysogenum F.00834
(FP_834) és az F.00837 (FP_837) torzsnél az extrakcidt kdvetden a maximalis szénhidrat
koncentracié6 meghaladta a 125 mg/g értéket (135 mg/g és 126 mg/g), ezaltal az elméleti
szénhidrat hozamnak 16-17 %-at sikeriilt oldatba vinni. Ennél kedvezdbb szerkezet bontast
mutatott a P. chrysogenum F.00680" (FP_680), a P. expansum F.00811 (FP_811) és a P.
granulatum F.00913 (FP_913), ahol az oldott szénhidrat koncentraciéo 160-167 mg/g kozott
volt. A biokonverzié hatékonysaga ekkor elérte a 20 %-ot. A P. chrysogenum F.00814

(FP_814) torzssel torténd elokezeléssel a kioldott szénhidratok mennyisége mar kozel 200
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mg/g (elméleti hozam 24 %-a) volt. E torzs esetén a diszacharid koncentracio (89 mg/g) a
P. chrysogenum F.00680" (FP_680) torzsnél mért értékekkel kozel azonos volt, azonban a

gliikoz¢ (38 mg/g) mar annal kisebb értéket mutatott.

Trichoderma, Mucor és Rhizopus nemzetség
A lagykorhadast okozdé gombak kozott 5 Trichoderma, valamint 1 Mucor és 3

Rhizopus nemzetséghez tartozo torzs biodegradacios képességét vizsgaltam az elézéekkel
azonos kornyezeti paraméterek mellett. A Trichoderma torzsek esetén az 5. napon, a tobbi
lagykorhadast okozo gombanal pedig a 7. napon allitottam le az el6kezelést. Az elért

eredményeket a 12. abra szemlélteti.
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12. abra: Az oldott szénhidrattratalom alakulasa a Mucor, Rhizopus és Trichoderma
torzsekkel torténo elokezelés soran
Jelmagyardzat: FM_784: Mucor sp. F.00784, FR_617: R. oryzae F.00617, FR_861: R. oryzae F.00861,
FR_654: R. stolonifer F.00654, FT_791: T. koningii F.00791, FT_961: T. koningii F.00961,
FT _651: T. reesei F.00651, FT_795: T. viride F.00795, FT_965: T. viride F.00965

Az eldkezelések 30 °C-on, pH=5 értéken, 7 napon at tartottak. A nedvesitési arany 7:1, a bevitt konidium
szam 107 konidium/g sz. buzakorpa volt.

A Trichoderma nemzetség képviseldinek celluléz bontd képessége ipari szinten
kiemelt, mivel e biopolimer bontasahoz nélkiilozhetetlen enzimekkel rendelkeznek. A
nemzetségen beliil a T. reesei mellett a T. viride, és a T. koningii faj altalam vizsgalt torzsei
a buzakorpa mikrobialis bontasa soran, mind az oldatba vitt szénhidratok mennyiségét, mind
az egyes szénhidrat frakciok eloszlasat illetéen, eltéréseket mutatottak. Megallapithato, hogy

a T. reesei F.00651 (FT_651) torzs teljesitménye az adott szelektalasi koriilmények kozott
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az ipari méretekben alkalmazott cellulaz-termel6 torzsekénél Kisebb lett. Az oldott
szénhidrattartalom ekkor 70 mg/g volt, amelyen beliil a diszacharidok mennyisége 28 mg/g,
a gliikozé pedig csupan 11 mg/g volt. Ezzel szemben, a masik ipari szinten kiemelt T. viride
faj két torzse, az F.00795 (FT _795) és az F 00965 (FT 965) esetén a szerkezet feltaras
hatékonysaga a P. chrysogenum F.00834 (FP 834) és az F.00837 (FP_837) torzsénél
leirtakkal hasonldan alakult. E két torzzsel a szénhidrat hozam elérte a 138 mg/g és 133 mg/g
értékeket, amelyeken beliil a diszacharidok mennyisége 53 mg/g és 71 mg/g, a gliikoz¢é pedig
37 mg/g és 44 mg/g volt. A T. koningii F.00791 (FT_791) és F.00961 (FT_961) toérzseknél
a vartnal kisebb biodegradacios hatékonysagot tapasztaltam, hiszen az el6z6 T. viride
torzsekével szemben a szénhidrat hozam csupan felét (45 mg/g és 55 mg/g) érte el.

A Rhizopus torzseknél és a Mucor torzsnél a buzakorpa feltarasa 1ényegesen lassabban
tortént, ugyanis az adott kisérleti koriilmények mellett az oldott szénhidratok mennyisége
csak a 7. napon érte el a maximalis értéket. A legjobb szénhidrat kihozatalt (101 mg/g) az R.
stolonifer F.00654 (FR_654) torzzsel értem el. A szénhidratok mintegy 64 %-at az
oligomerek tették ki, a diszacharidok és a gliikkoz mennyisége 20 mg/g alatti szinten maradt.

Phanerochaete nemzetség

A fehérkorhadast okozé Phanerochaete chrysosporium gombafaj két torzsének

alkalmazasaval az elért szénhidrat koncentracidkat a 13. abra szemlélteti.
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13. abra: Az oldott szénhidrattartalom alakulasa a Phanerocheate chrysosporium
F.00740 (A) és az F.00771 (B) torzsekkel torténé biazakorpa elokezelése soran

Az elékezelések 30 °C-on, pH=5 értéken, 7 napon at tartottak. A nedvesitési arany 7:1, a bevitt konidium
szam 107 konidium/g sz. buzakorpa volt.
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Megfigyelhet6, hogy e gombafaj két torzsénél a buzakorpa elékezelésének szénhidrat
profiljai hasonloan alakultak. Mindkét esetben a felszabaditott szénhidratok mennyisége a
4. naptol mutatott nagyobb novekedést. A maximalis szénhidrat koncentraciéo a 7. napon
elérte a 211 mg/g (13A. abra) és a 238 mg/g (13B. abra) értéket, ami az elméleti hozam 25
%-anak és 28 %-anak felel meg. SARI és munkatarsai (2011) is részbeni szénhidrat hidrolizist
irtak le e gombafaj torzseinél. Kutatasaikban a szénhidrattartalom gyorsabb ndvekedését
azzal magyaraztak, hogy az aromas lignin oxidativ iton torténd kellé elemésztése a celluloz
bontd oxidativ enzimek aktivitasat is fokozta. A szénhidratok Osszetételét nézve,
megallapithat6, hogy az oxidativ enzimek aktivitisa gyengébb volt az el6z6 torzsek
hidrolitikus aktivitasanal. A diszacharidok mennyisége 74-78 mg/g, a gliikoz mennyisége
pedig 39-46 mg/g kozott alakult. A xiléz mennyisége 29-27 mg/g volt, ami azonban mintegy
haromszor nagyobb, mint amit az elézéekben vizsgalt torzsek (10 mg/g alatti xiloz

koncentracio) esetében mértem.

Elesztégomba torzsek
A tovabbiakban 3 Candida és 3 Pichia torzs lignocelluléz bontd tulajdonsagat

vizsgaltam. Az elért eredményeket a 14. abra szemlélteti.
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14. abra: Az oldott szénhidrattartalom alakulasa a Candida és Pichia torzsekkel

torténo buizakorpa elokezelése soran
Jelmagyaréazat: YC_953: C. tenuis Y.00953", YC_1079: C. tenuis Y.010797,

YC_1400: C. shehatae var. shehatae Y.01400", YP_810: P. stipitis Y.00810,
YP_888: P. stipitis Y.00888, YP_901.: P. stipitis Y.00901

Az elékezelések 30 °C-on, pH=5 értéken, 7 napon at tartottak. A nedvesitési arany 7:1, a bevitt konidium
szam 107 konidium/g sz. buzakorpa volt.
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A novényi maradvanyok mikrobidlis Gton torténd lebontéasa terén csekély mennyiségii
informacio talalhato az élesztégombak tevékenységeirdl. A Candida és Pichia nemzetség
képviseldi altalaban a komposztalas elsd, mezofil szakaszaban izolalhatoak, ahol a konnyen
lebomld szerves anyagok feltarodasa veszi kezdetét. VILLAS-BOAS €és munkatarsai (2002)
almahéjon mutattak ki a Candida utilis CCT 3469 éleszté cellulaz, valamint xilanaz
aktivitasat 80 %-os nedvességtartalom mellett, 6 napon at vezetett enzimfermentaciot
kovetden. A kisérletiikben a celluldz tartalom 7,8 %-at sikeriilt kioldani. Az dltalam vizsgalt
torzsek esetén megallapithatd, hogy azok mindegyike megtamadta a buzakorpa szerkezetét,
azonban bontasi aktivitasuk igen alacsony volt. A C. tenuis Y.00953 (YC 953)ésa Y.01079
(YC _1079) torzs alkalmazasaval az oldatba vitt szénhidratok mennyisége 55-60 mg/g kozott
alakult, a C. shehatae var. shehatae Y.01400 (YC_1400) térzsnél azonban ez az érték nem
érte el az 50 mg/g-ot. Az elméleti szénhidrat hozam csupan 6-7 % volt. A diszacharidok
mennyisége kozel 6-8 mg/g volt, mig a gliikkoz koncentracio, a C. shehatae var. shehatae
Y.01400 (YC_1400) kivételével (2-3 mg/g), elérte a 12 mg/g koriili értéket.

A Candida torzsekkel szemben a Pichia torzseknél kisebb biodegradacios
teljesitményt tapasztaltam. Az el6kezelést kovetden a kioldott szénhidrattartalom 50 mg/g
alatt volt. A P. stipitis Y.00901 (YP_901) t6rzsnél a felszabaditott diszacharidok, valamint
a gliikdz mennyisége azonban kozelitette a C. tenuis torzseknél leirtakat. Ez talan a torzs -
gliikkozidaz aktivitasanak koszonhetd, hiszen e feltételezést SPAGNA és munkatarsai (2002) a
sziciliai mustokbdl és borokbdl izolalt P. anomala torzs, valamint TURAN és munkatarsai
(2005) a P. pastoris X-33 torzs vizsgalataval is megerdsitették. Emellett, mindkét torzsnél
az enzim meglep6en nagy gliikoz toleranciat mutatott. A P. stipitis Y.00901 (YP_901) torzs
az Osszetett szénhidratokat lassan bontotta, azonban a gliik6z, valamint a xil6z koncentracio
lathatoan a C. tenuis torzsekénél mért értékkel azonosan alakultak.

Ezen éleszt6torzsek a korhadast okozo gombaknal Iényegesen alacsonyabb szénhidrat
konverziot (elméleti hozam 5-7 %-a) eredményeztek, az §sszetett névényi vaz lebontasahoz

nem alkalmasak, igy a tovabbi kisérleteimben ezeket nem alkalmaztam.

4.1.1.2 Biologiai konzorciumok kialakitdsa és tesztelése

Az eléz6ekben ismertett szelektalasi kisérleteknél 6 korhadast okozé gomba torzs, az
A. brasiliensis F.00892, az A. niger F.00632, az A. wentii F.00167, a P. chysogenum
F.00814, a P. granulatum F.00913 és a T. viride F.00795 torzs alkalmazasaval értem el
biztatd szénhidrat felszabaditast, igy a tovabbiakban e torzsek biologiai hatasat kettd és

harom torzs tarsitasaval kialakitott konzorciumokban vizsgaltam. A 15. abra a gomba
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torzsek altal alkotott, 9 kiilonb6z6, kéttaghh konzorciummal torténd eldkezelés eredményeit

szemlélteti.
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15. abra: A 9 kiilonb6z6, kéttagu fonalas gomba konzorcium altal oldatba vitt
maximalis szénhidrat mennyiségek az el6kezelés soran

Jelmagyarazat: FC2_1: A. niger F.00632 és P. granulatum F.00913, FC2_2: A. niger F.00632 és P.
chysogenum F.00814, FC2_3: A. niger F.00632 és T. viride F.00795, FC2_4: A. wentii F.00167 és P.
granulatum F.00913, FC2_5: A.wentii F.00167 és P. chrysogenum F.00814, FC2_6: A. wentii F.00167
és T. viride F.00795, FC2_7: A. brasiliensis F.00892 és P. granulatum F.00913, FC2_8: A. brasiliensis
F.00892 és P. chrysogenum F.00814, FC2_9: A. brasiliensis F.00892 ¢és T. viride F.00795
Az el6kezelések 30 °C-on, pH=5 értéken, 7 napon at tartottak. A nedvesitési arany 7:1, a bevitt konidium

szam 107-107 konidium/g sz. blizakorpa volt.

Ezekkel a tarsitasokkal végzett konverzids kisérletek soran az egyes szénhidrat
frakciok eltéro eloszlast mutattak, ami a torzsek enzimkészleteiben, valamint a kozottiik 16vo
kolcsonhatasok kiilonbozdségébdl ered. MAHESHWARI és munkatarsai (1994) ehhez hasonlo
megallapitasakot tettek, amikor az A. niger és a T. reesei tarsitasaval hatékonyabb celluloz
bontast értek el, mint az egyedi torzsek alkalmazasa mellett. Kutatasaikban az A. niger
nagyobb B-gliikkozidaz aktivitasa 1ényegesen novelte a T. reesei altal oldatba vitt, részben
hidrolizalt cukrok monomerekké torténd bontasat és annak sebességét. Ezt az el6kezelési
kisérleteim soran elért szénhidrat konverzié értékek részben igazoltak, ugyanis a kéttaga
tarsitasok kozott az A. niger F.00632 ¢és a T. viride F.00795 (FC2_3) torzs szinergens
kolcsonhatasanak koszonhetéen az el6kezelés idOtartama csokkent. Az oldott szénhidratok
maximalis mennyiségét (181 mg/g) a 3. napon mértem. A redukald cukortartartalom pedig

mintegy 95 mg/g volt. Hasonl6 eredményt értem el az A. wentii F.00167 és a P. granulatum
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F.00913 (FC2_4) torzs tarsitasaval (177 mg/g), azonban a diszacharidok (52 mg/g) és a
glilkoz (11 mg/g) mennyisége hatarozottan kisebb volt. A tobbi tarsitasnal az oldott
szénhidrattartalom egyarant elérte, és néhany esetnél meghaladta a 145 mg/g értéket.

Az el6kezelések soran kedvezobb szerkezet bontast az A. brasiliensis F.00892 ¢és a P.
chrysogenum F.00814 (FC2 8) torzs kombinalasaval tapasztaltam, ugyanis az oldott
szénhidrat koncentracio elérte a 191 mg/g értéket. E tarsitasnal a diszacharidok mennyisége
(26 mg/g) kétszer kevesebb, a gliikdz mennyisége (60,2 mg/g) pedig kozel kétszer tobb volt
az elézo esetben kapott eredménynél, ami kiemelkedden nagy volt a tobbi tarsitdsnal mért
értékekhez képest. Ennek az lehet a magyarazata, hogy e két torzs enzimei nagyobb aktivitast
mutattak vagy jobb toleranciat mutattak a szénhidrat hidrolizis termékeivel (cellobidz,
gliikkdz) szemben, ami a dimerek ilyen mértékli csokkenését eredményezte. HU és
munkatarsai (2011) razatott lombikos fermentacioval vizsgaltak az Aspergillus, a
Penicillium, a Trichoderma és mas korhadast okozo gombak torzseinek, valamint azok
tarsitasainak az enzimtermelését. Az enzimfermentaciot 1 % (m/v) buzakorpat tartalmazo
minimal tapkdzegben, 30 °C-on, kozel semleges pH értéken vezették. Kisérleteikben az
A. niger N402 és a P. chrysosporium RP78 torzs tarsitasaval, a monokulturaikkal szemben,
mind a B-gliikozidaz és a cellobiohidrolaz, valamint a B-xilozidaz aktivitast is sikeriilt
fokozni. A kisérleteimnél az is megfigyelhetd tovabba, hogy az oldatba vitt xiloz
mennyisége Sem a 3. napon, sem az elékezelések végén (14. nap) nem mutatott jelentds
novekedést, ami az A. niger F.00632 és P. granulatum F.00913 (FC2_1) torzs tarsitanal mért
érték kivételével (13 mg/g) 10 mg/g alatt volt.

A konzorciumok tovabbi bovitésével az értékes szénhidratok kinyerése biztatdéan
alakult (16. abra). A kialakitott 9 kiilonb6z6, haromtagli konzorcium koziil az A. wentii
F.00167, a P. chrysogenum F.00814 és a T. viride F.00795 torzs (FC3_6), az A. brasiliensis
F.00892, a P. granulatum F.00913 és a P. chrysogenum F.00814 torzs (FC3_7), az A.
brasiliensis F.00892, a P. granulatum F.00913 és a T. viride F.00795 (FC3_8), valamint az
A. brasiliensis F.00892, a P. chrysogenum F.00814 ¢és a T. viride F.00795 torzs (FC3_9)
tarsitasaval az oldott szénhidratok mennyisége, a monokultarakkal végzett elokezelésekhez
képest, 60-70 mg/g novekedést mutatott. Az elméleti szénhidrat hozam mar 31-33 % kozott
alakult. Ennél is kedvezObb szénhidrat oldatba vitel biztosithaté az A. niger F.00632, a P.
granulatum F.00913 ¢és a P. chrysogenum F.00814 (FC3_1), az A. niger F.00632, a P.
granulatum F.00913 és a T. viride F.00795 (FC3_2), az A. wentii F.00167, P. granulatum
F.00913 és P. chrysogenum F.00814 (FC3_4) illetve az A. wentii F.00167, P. granulatum
F.00913 és T. viride F. 00795 torzs (FC3_5) alkotta konzorciumok alkalmazasaval. Ezekben
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az esetekben az oldott szénhidrat koncentracié maximalis értéke 100-117 mg/g novekedést

mutatott, a biokonverzio hatékonysaga pedig elérte a 35-38 %-ot.
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16. abra: A haromtagi fonalas gomba konzorciumok altal oldatba vitt maximalis
szénhidrat mennyiség az elokezelés soran

Jelmagyarazat: FC3_1: A. niger F.00632, P. granulatum F.00913 és P. chrysogenum F.00814; FC3_2: A.
niger F.00632, P. granulatum F.00913 és T. viride F.00795; FC3_3: A. niger F.00632, P. chrysogenum
F.00814 ¢és T. viride F.00795; FC3_4: A. wentii F.00167, P. granulatum F.00913 és P. chrysogenum
F.00814; FC3_5: A. wentii F.00167, P. granulatum F.00913 és T. viride F.00795;

FC3_6: A. wentii F.00167, P. chrysogenum F.00814 és T. viride F.00795; FC3_7: A. brasiliensis F.00892, P.
granulatum F.00913 és P. chrysogenum F.00814; FC3_8: A. brasiliensis F.00892, P. granulatum F.00913 és
T. viride F.00795; FC3_9: A. brasiliensis F.00892, P. chrysogenum F.00814 és T. viride F.00795

Az el6kezelések 30°C-on, pH=5 értéken, 7 napon at tartottak. A nedvesitési arany 7:1, a bevitt konidium
szam 107-107- 107 konidium/g sz. buzakorpa volt.

A konzorciumok ko6zott kiemelkedéen nagy oldott szénhidrattartalmat (416 mg/g)
mértem a 3. napon az A. niger F.00632, a P. chrysogenum F.00814 és a T. viride F.00795
torzs tarsitasaval (FC3_3). A konzorciumot azon torzsek alkottak, amelyek az el6z6
kisérletekben, mind tisztan, egy gomba torzzsel, mind a kéttagii konzorciumokkal torténd
elokezeléseknél is kedvezo szerkezet lebontast és szénhidrat konverziot értek el. A
mikrobialis elokezelés soran a szénhidrat hozam elérte az 50 %-ot. A konzorcium
alkalmazasa mellett a diszacharidok (137 mg/g) és gliikkoz (96 mg/g) mennyisége jelentds
novekedést mutatott.

Tovabba, azt is tapasztaltam, hogy a T. viride F.00795 mas B-gliikkozidaz termeld
Aspergillus és Penicillium torzsekkel torténd alkalmazasaval a szénhidratok kioldasa és

részbeni hidrolizise nem minden esetben mutatott ilyen mértékii novekedést. Ez szintén az
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adott torzsek enzimkészletének eltérésére, az enzimek Kisebb aktivitasara, esetleg hidnyara
utalhat. A xiloz tartalom is eltéréen alakult. Az utobbi, kiemelt konzorcium esetén a xiloz
elérte a 77 mg/g értéket.

A biodegradacios modell kisérleteim hatékonysaganak noveléséhez a tovabbiakban a
szénhidrat konverzid szerint kivalasztott P. chrysogenum F.00814, A. niger F.00632,
valamint T. viride F.00795 torzs alkotta konzorciumot (FC3_3) alkalmaztam.

4.1.2 A gomba konzorcium teljesitményének optimalasa

E kisérlet sorozatban az elékezelés néhany kritikus paraméterének, ezek kozott a
konzorcium szazalékos Osszetételének, a kémhatasnak, a szabad nedvességtartalomnak,

valamint a beoltasi technikaknak a hatasat vizsgaltam.

4.1.2.1 A fonalas gomba torzsek aranyainak meghatdrozdsa

A buzakorpa szubsztratum mikrobialis szénhidrat kinyerésének ndvelése, illetve a
konzorciumban (FC3_3) résztvevd torzsek kozotti kapcsolatok jobb megismerése miatt
els6ként a torzsek konidium eloszlasanak hatasat néztem. A kisérleteknél az A. niger
F.00632 torzs bevitt konidium szamat, a masik két torzs konidium szamanak csokkentésével,
fokozatosan noveltem. A torzsek konidium eloszlésait, valamint az el0kezelés soran oldatbha

vitt szénhidrat frakciok mennyiségeit a 10. tablazat tartalmazza.

10. tablazat: Az oldott szénhidrattartalom alakulasa a torzsek Kiillonb6zé beoltasi
konidium aranyai mellett az el6kezelést kovetoen

Indulasi konidium szam Oldott szénhidrdt tartalom
Minta (konidium/g sz. buzakorpa) (mg/g sz. buzakorpa)
A.niger P. chrysogenum T. viride >DP3 DP2 Gliikéz Xiléz X

Kkl 4*106  3,5*10° 2,5%10% | 162 52 56 44 314
Kk2 4,5*10°  3,5*10° 2*10° | 174 62 54 55 345
Kk3 5*10° 3*10° 2*10° | 188 64 53 63 368
Kk4 6*10°  2,5*10° 1,5%10° | 232 62 61 64 419
Kk5 7*10°  1,5*10° 1,5%10° | 202 47 54 22 325
Kk6 8*10° 1*10° 1*10° | 155 41 58 21 275
KKk7 9 *10° 5*10° 5*10° | 166 15 50 23 254

Az el6kezelések 30 °C-on, pH=>5 értéken, 3 napon 4t tartottak. A nedvesitési arany 7:1 volt. A bevitt konidium
107 konidium/g sz. buizakorpa volt.

Megallapithatd, hogy azon esetnél, ahol a beoltasi konidium szuszpenzioban az A.
niger F.00632 torzs konidiumainak aranya elérte a 60 %-ot és mellette a P. chrysogenum
F.00814 torzs 25 %-ban, a T. viride F.00795 torzs pedig 15 %-ban volt (Kk4), ott az oldott
szénhidrattartalom a 3. napon 419 mg/g értéket mutatott. Ez ahhoz hasonl6, mint amit az
el6zo kisérletnél a torzseket azonos aranyban tartalmazo konidium szuszpenzidval torténd

elokezelés eredményezett (16. abra). Azonban e szénhidrat kinyerést torzsenként kevesebb
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bevitt konidiummal értem el, a konidium szuszpenzié haromszor kevesebb konidiumot
(6sszesen 107 konidium/g sz.a) tartalmazott.

Tovabba az is megfigyelhetd, hogy az eltéré konidium aranyok 1ényegi hatast fejtettek
diszacharidok ¢és a gliikoz kozel hasonld, de az el6z6eknél Kisebb mennyiségben (61-62
mg/g) voltak. Az A. niger F.00632 torzs konidium szamanak tovabbi novelésével (Kk5, KK6,
KKk7) a diszacharidok és a gliikoz mennyisége 60 mg/g ala csokkent, a KK7 konzorcium
esetén pedig csupan 15 mg/g diszacharidot, valamint 50 mg/g glikozt mértem. E torzs
konidium szamanak csokkentése (Kk3, Kk3, Kk1) szintén kedvezodtlen biokonverziot
eredményezett. Az oldott szénhidrat mennyiség kdzel 315 mg/g értékre csdkkent.

A xiloz tartalom is eltéréseket mutatott. A Kk4 esetében a xiléz maximalis mennyisége
elérte a 64 mg/g értéket, amivel szemben ez 21-23 mg/g értékre csokkent a Kk5, a Kk6 és a
Kk7 mintaknal.

4.1.2.2 A pH hatdsa

A Kkorhadast okozo gombak szaporodasanak és novekedésének, valamint az enzimek
szintézisének az enyhén savas, valamint a semlegeshez kozeli kornyezet (pH=5,5-7,5)
kedvez. A munkamban ezért a konzorcialis szénhidrat lebontast pH=3-7 kozott vizsgaltam.

Az elért eredményeket az 17. abra szemlélteti.
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17. abra: Az oldatba vitt szénhidrat tartalom alakulasa eltéré pH értéken

torténé elokezelések soran
Az elékezelés 30 °C-on, 7:1 aranyu nedvesités mellett, 3 napon at tartott.
A bevitt konidium szam 107 konidium/g sz. buzakorpa, ahol az A. niger F.00632, a P. chrysogenum F.00814

és a T. viride F.00795 torzs eloszlasa 60:25:15 szazalék volt.
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Megallapitottam, hogy a buzakorpabdl kinyerhetd szénhidratok mennyisége pH=5-
nél kisebb vagy anndl nagyobb értéken tovabbi novekedést nem mutatott. A maximalis
szénhidrat kihozatal pH=5 értéken érhetd el. A konzorcium - bioldgiai rendszer 1évén - a
kornyezet savanyitasaval (< pH=4,5), valamint a lugositasaval (> pH=5,5) kozel 114 mg/g
és 205 mg/g értékre csokkent. A diszacharidok mennyisége a két széls6értéken 30 mg/g és
43 mg/g, a gliikkozé pedig 11 mg/g és 35 mg/g volt. A xil6z mennyisége csupan 7-16 mg/g
volt. HOSSAIN és munkatarsai (2018) a mikrobialis konzorciumokkal bizonyitottak, hogy a
pH valtoztatasa hatassal van a konzorcium altal végzett degradacios folyamatokra. Az eltérd
pH érték mas anyagcsere utvonalakat aktivalhat, ezaltal az kiilonb6z6é enzimek szintézisét

segitheti eld.

4.1.2.3 Buzakorpa nedvesitési ardanya

A nedvességtartalom hatasat a szerkezet feltarodasara nézve a konzorciumnal eltérd
buzakorpa/citrat foszfat puffer aranyok mellett vizsgaltam. Az el6kezelések soran oldatba

vitt szénhidrat koncentracidkat a 11. tablazat szemlélteti.

11. tablazat: Az oldatba vitt szénhidrat tartalom alakulasa a buzakorpa eltéré szabad
nedvességtartalma mellett torténé elékezelések soran

e, Oldott szénhidrat tartalom
Minta ffNedvIes.nify al:any (mg/g sz. buzakorpa)
puffer (ml): buzakorpa (@) | Spps ppp  Gliikéz  Xilez  E
Kn1l 7:1 233 62 61 64 420
Kn2 6:1 276 51 56 46 429
Kn3 5:1 288 71 88 72 519
Kn4 4:1 243 57 43 37 380

Az el6kezelés 30 °C-on, pH=5 értéken, 3 napon 4t tartott. A bevitt konidium szdm 10’ konidium/g sz.
buzakorpa, ahol az A. niger F.00632, a P. chrysogenum F.00814 és a T. viride F.00795 torzs eloszlasa 60:25:15
szazalék volt.

Megallapitottam, hogy az el6z6 kisérleteknél alkalmazott szubsztratum nedvesitési
arany (7:1) bizonyos mértékii csokkentésével a szénhidrat kihozatal novelhetd. A 6:1
aranynal a kioldott szénhidrat koncentracié 430 mg/g (Kn2) volt, amivel szemben az 5:1
aranynal mar ennél is kedvezébb, 520 mg/g (Kn3) szénhidrat koncentraciét mértem. Ez
utobbi eldkezeléssel az elméleti szénhidrat hozam elérte a 63 %-ot. A diszacharidok és a
xiléz maximalis értéke 72 mg/g, a gliikkozé pedig 88 mg/g volt. NCUBE és munkatarsai (2015)
a sortorkolyt az A. niger FGSC A733 torzzsel, SARTORI és munkatarsai (2015) a
kukoricaszarat izolalt T. viride torzzsel, ERTAN és munkatarsai (2014) pedig a buzakorpat

levegbbdl izolalt P. chrysogenum torzzsel kezelték. Egybehangzo megallapitast tettek, hogy
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az 5:1, valamint a 6:1 aranya szubsztratum nedvesitéssel hatasosabba tehetd a szénhidrat
konverzio.

A szabad viztartalom tovabbi csokkentése (4:1) a konzorcium gyenge novekedését
okozta, ami a kisebb szénhidrat hozamokban is tiikr6z0dott. Az oldatba vitt szénhidratok
mennyisége 380 mg/g értékre csokkent (Kn4). A monomereknél is kisebb mennyiségeket

mértem, a glilkoz 42 mg/g, a xiloéz pedig 37 mg/g értékre csokkent.

4.1.2.4 Kiilonbozo beoltasi technikak hatdsa
A munkamban 4 kiilonb6z0, idében eltolt és aranyaiban is eltéré konidium beoltasi
technika hatasat néztem. Az elokezelést kovetben mért szénhidrat koncentraciokat a 18.

abra szemlélteti.
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18. abra: Az oldatba vitt szénhidrat tartalom alakulasa kiilonb6z6 beoltasi technikak
alkalmazasa esetén
Jelmagyarazat: a konzorcium az el6kezelés inditasakor keriilt leoltasra (b1); a konidium szuszpenzid 1/2
része az el6kezelés kezdetén, a visszamarado 1/2 rész az el6kezelés 24. orajaban keriilt leoltasra (b2);
a konidium szuszpenzi6 1/4 része az elokezelés kezdetén, a visszamarado 3/4 rész az el6kezelés 24.
orajaban kertiilt leoltasra (b3); a konidium szuszpenzid 3/4 része az el6kezelés kezdetén, a visszamarado
1/4 rész az el6kezelés 24. 6rajaban keriilt leoltasra (b4)

Az el6kezelés 30 °C-on, pH=5 értéken, 5:1 nedvesitési arany mellett, 3 napon at tartott. A bevitt konidium
szam 107 konidium/g sz. buzakorpa, ahol az A. niger F.00632, a P. chrysogenum F.00814 és a T. viride
F.00795 torzs eloszlasa 60:25:15 szazalék volt.

Megallapithatd, hogy a vizsgalt technikék eltéréen hatottak a szénhidrat hozamok
alakulasara. Az eldkezelést kovetden egy esetben, a b4 technika alkalmazasaval tudtam
elérni 588 mg/g oldott szénhidrat mennyiséget. A biodegradacio hatékonysaga ezaltal az
elméleti hozam 67 %-a lett. A diszacharidok mennyisége 126 mg/g, a gliikoz¢é pedig 100
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mg/g értéken érte el a maximumot. Ez azzal magyarazhatd, hogy a konidium szuszpenzid
elsd korben torténd beoltasaval (3/4 rész) az elszaporodd micéliumok a ndvényi szerkezetet
részben bontottak, ezaltal (24. 6rat kdvetden) a szénhidratok nagyobb része valt elérhetdveé.
Az ismételt konidium rataplalas (1/4 rész) hatasat a keletkezé egyszeri cukrok szintén
erdsitették. Ezzel szemben, a konidium szuszpenzié azonos aranyu beoltasat alkalmazva az
elokezelés kezdetén, illetve a 24. éraban (b2), az elért oldott szénhidrat (115 mg/g) tartalom
a kontroll kisérlet (b1) eredményénél is kisebb volt. A gliik6z mennyisége csupan 28 mg/g

volt, a xiléz mennyisége viszont kozel hasonld (59 mg/g) értéken maradt.

4.1.2.5 Keétlépéses biologiai elokezelés

A biodegradacios modell kisérleteimben kombinalt, kétlépéses bioldgiai eldkezelést

alkalmaztam. Az elékezelés profiljat a 19. abra szemlélteti.
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19. abra: A kétlépéses bioldgiai elokezelés soran az oldatba vitt szénhidratok
mennyiségi alakulasa
Az elékezelés els6 szakasza a P. chrysosporium F.00770 gomba torzsével 30°C-on, pH=5 értéken,

7:1 nedvesitési arany mellett, 7 napon at tartott. A bevitt konidium szam 107 konidium/g sz. buzakorpa volt.
Az elékezelés masodik szakasza a mezofil gomba konzorciummal 30 °C-on, pH=5 értéken, 5:1 nedvesitési
arany mellett, 3 napon 4t tartott. A bevitt konidium szam 107 konidium/g sz. bizakorpa, az A. niger F.00632,
a P. chrysogenum F.00814 és a T. viride F.00795 torzs eloszlasa 60:25:15 szazalék volt.

E modon torténd elkezeléssel a buzakorpa szerkezetét elsdként a Phanerochaete
chrysosporium F.00770 torzs lazitotta, amit kovetden a nagyobb hidrolitikus aktivitast
mezofil gomba konzorcium hatasosabb szénhidrat degradaciot eredményezett. Az
elokezelést kovetden a maximalisan oldotba vitt szénhidrat koncentracié 609 mg/g volt, ami
az elméleti hozam 74 %-anak felel meg. A mezofil gomba konzorciummal szemben, a
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diszacharid koncentracié kozel 20 mg/g, a glikoz koncentracié kozel 42 mg/g értékkel
magasabb volt. BAO és munkatarsai (1992) a fehérkorhadast okoz6 gombafaj altal termelt
cellobioz-oxidazt (CBO) tisztitott enzim oldatként az ipari cellulaz enzim komplex-szel (T.
viride) egyiitt alkalmaztak. Az oxidativ enzim az aromas lignin bontasaval a cellulaz
aktivitasat is eldsegitette, aminek eredményeként a mikrokristalyos cellulézon 19 %-0s
konverziot értek el. Az enzimkeverék a cellobidoz mennyiségét 10 %-kal, a gliikoz
mennyiségét pedig 48 %-kal novelte. LIN és munkatarsai (2011) a buzaszalmat a
Trichoderma sp. T-1 (92%), az A. oryzae A-4 (1,3 %) a P. chrysosporium izolatum (6,7 %)
konzorciumaval kezelték. E konzorciummal az oldott szénhidrat koncentracié 805 mg/g
volt, ami kozel 25 %-kal nagyobb az elért eredményeimnél.

A Kkétlépéses elokezeléssel azonban a mikrobialis szerkezet bontds id6tartama
lényegesen megnétt (3 nap helyett 10 napon at tartott), ami miatt technoldgiai szempontbol

kevésbé tekinthetd kedvezo alternativanak.

4.1.3 Cefrézési technikak optimalasa

A biologiailag feltart buzakorpa extrahalasat kovetden igen nagy mennyiségben (kdzel
300 mg/g) mértem szénhidrat oligomereket, amelyek az oldott szénhidrattartalom tobb, mint
felét (52%) tették ki (19. abra). A munkamban fontosnak tartottam az erjeszthetd cukrok,
elsésorban a gliikdz mennyiségének novelését, ami miatt a tovabbiakban ipari

enzimkészitmények (cellulaz, cellobiaz, xilanaz) és enzimkeverékek hatasat vizsgaltam.

4.1.3.1 A celluloz enzimes hidrolizise

Els6ként a celluldz, a cellobidz és az egyeb celluloz oligomerek (cellotridz, cellotetrdz,
cellopentdz, celloheptoz) enzimes bonthatosagat a T. reesei eredetii (Celluclast® 1.5L)
enzimkomplex alkalmazasaval kovettem nyomon. Az oldott szénhidrat koncentracid
alakuldsat eltérd enzim dozis mellett a 20. abra szemlélteti.

A cellulaz enzim alkalmazasaval a szénhidrat oligomerek mennyiségének ndvekedését
tapasztaltam. Az endo- és exogliikanaz aktivitasa nem csupan az oldatban 1év6 celluloz
oligomerek ¢és diszacharidok bontdsat eredményezte, hanem a buzakorpa mikrobidlis
elokezelésével elérhetd valt celluloz rostokat is tovabb bontotta. Megfigyelhetd, hogy azon
esetben, ahol a cellulazt 2100 U/g enzim dozisban alkalmaztam (Ec3), az oldott szénhidratok
mennyisége elérte a 640 mg/g értéket, ami kozel 78 %-0s hozamot jelent. A diszacharidok
mennyisége, Szemben az enzimesen nem kezelt mintaval, mintegy kétszeresére (190 mg/g)

a glikéz mennyisége pedig kdzel haromszorosdra (323 mg/g) nétt. A xiléz szamottevd
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csokkenését €szleltem. Ez abbol eredhet, hogy e kisérleteimnél masik buzakorpa tételt

hasznaltam, ami mindségi dsszetételét tekintve az el6z6¢étdl eltérhetett.
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20. abra: Az oldatba vitt szénhidratok mennyiségi alakulasa

ipari cellulaz enzim komplex alkalmazasa mellett
Jelmagyarazat: 350 U/g cellulaz (Ec1), 1050 U/g cellulaz (Ec2), 2100 U/g cellulaz (Ec3),
enzimes kezelés nélkiili minta (Kontroll)
Az enzimes hidrolizis 55 °C-on, pH=5 értéken, 220 rpm razatasi sebességen, 24 oran at tartott.

ROZENFELDE és munkatarsai (2017) a kénsavval katalizalt, gdzrobbantott blizaszalma
enzimes hidroliziséhez két kulonbozd, T. reesei eredetli cellulolitikus aktivitast
enzimkészitményt (Accellerase 1500 és Accellerase XC) alkalmaztak hasonlé koériilmények
kozott. A novelt enzim dozis hatasaként a hidrolizatum gliikéz tartalma az elméleti
szénhidrat hozam 73 %-at érte el. Az enzimes hidrolizis esetemben kisebb gliilkdz hozamat
(kozel 40 %) eredményezett, azonban annak tekintetében, hogy a biokonverzié rovidebb

id6n (24. ora) at tartott, az elért cukor hozamot igéretesnek tekintem.

4.1.3.2 Enzim keverékek alkalmazdsa

E kisérleteimnél a 6 kiilonb6z6 enzimkeverék a cellulaz mellett eltéré dozisokban B-
gliikozidaz (cellobiaz) aktivitasu enzimstritményt és xilanaz aktivitasi enzimpreparatumot
is tartalmazott. Az elért szénhidrat hozamokat a 21. abra szemlélteti.

A cellulaz-cellobiaz enzimkeverékkel a hidrolizatumok diszacharid tartalma tobb,
mint 50 %-kal (55-57 %) csokkent, ami kdzben a gliikoz koncentracio nétt (21A. abra). A
cellobiaz dozisanak novelésével a gliikoz az oldott szénhidratoknak mintegy 51 %-at (336

mg/g) és 64 %-at (422 mg/g) tette ki (Ecc2 és Ecc3). VINTILA és munkatarsai (2009) a luggal
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kezelt buzaszalma és kukoricaszar enzimes hidroliziséhez szintén e két enzim keverékét
alkalmaztdk. Esetiikben mind a két hidrolizatumnal az elméleti szénhidrat konverzionak a
25-35 %-at sikertilt elérni. A gliikkdz koncentracio 133 mg/g és 144 mg/g kozott alakult, ami
hatarozottan kisebb az eredményeimnél. Ennek valdszintisithet6 magyarazata az, hogy az
enzimes hidrolizisnél a két enzimet alacsonyabb koncentracioban (15 U/g cellulaz és 90 U/g
cellobidz) alkalmaztak, valamint az eldkezeléssel keletkezett inhibitorok csokkentették az

enzimek aktivitasat.
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21. abra: Az oldatba vitt szénhidratok mennyiségi alakulasa az ipari
enzimkészitmények kiilonboz6 osszetételi és aranyu keverékeinek alkalmazasa esetén

Jelmagyarazat: A: 2100 U/g cellulaz és 260 U/g cellobiaz (Eccl), 2100 U/g cellulaz és 520 U/g cellobiaz
(Ec2), 2100 U/g cellulaz és 780 U/g cellobiaz (Ecc3); enzimes kezelés nélkiili minta (Kontroll) B: 2100 U/g
cellulaz, 780 U/g cellobiaz és 2500 U/g xilanaz (Eccxl), 2100 U/g cellulaz, 780 U/g cellobiaz és 5000 U/g
xilanaz (Eccx3), 2100 U/g cellulaz,780 U/g cellobiaz és 7000 U/g xilanaz;
enzimes kezelés nélkiili minta (Kontroll)

Az enzimes hidrolizis 55 °C-on, pH=5 értéken, 220 rpm razatas sebességen, 24 oran at tartott.

A xilanaz altal katalizalt bontési reakcid xilooligomereket eredményezett, amik az
oldott szénhidrattartalmat tovabb novelték (Eccx1, Eccx2 és Eccx3) (21B. abra). A
hidrolizatum oldott szénhidrattartalma 720 mg/g (Eccx3) volt 2100 U/g cellulaz, 780 U/g
cellobiaz, valamint 7000 U/g xilandz enzimkeverék alkalmazasat kovetden. A felszabaditott
gliikkoz (454 mg/g) az elméleti szénhidrat hozam 55 %-at érte el. GARCIA-APARICIO és
munkatarsai (2007) az el6kezelt arpaszalma enzimes hidrolizisénél szintén az enzimkeverék
xilanaz aktivitdsdnak kedvezd hatdsat emelte ki. Az oldatba vitt xil6z ennél az esetnél sem

mutatott novekedést.
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4.1.4 Alkoholos erjesztési miiveletek buzakorpa hidrolizatumon

A munkamban a bioldgiailag el6kezelt buzakorpa hidrolizatumok alkoholos

erjesztését mono- és vegyes kulturak alkalmazéasaval valositottam meg.

4.1.4.1 Erjesztési kisérletek élesztd monokulturdakkal

Kisérleteimben els6ként az alkoholos fermentacidoban elterjedten alkalmazott Levuline

Fb Saccharomyces cerevisiae fajéleszt6t hasznaltam. Az erjesztési profilokat a 22. abra

szemlélteti.
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22. abra: A buzakorpa hidrolizatumok erjesztési profiljai Saccharomyces cerevisiae
éleszt6 monokultura esetén

Jelmagyarazat: A: gomba konzorciummal 3 napon at kezelt, enzimesen nem hidrolizalt (kontroll) minta; B:
elokezelt, és 24 6ran at 2100 U/g cellulazzal hidrolizalt minta; C: el6kezelt és 24 6ran at enzimkeverékkel
(2100 U/g cellulaz és 780 U/g cellobiaz) kezelt minta; D: el6kezelt és 24 6ran at enzimkeverékkel (2100 U/g
cellulaz, 780 U/g cellobiaz, 7000 U/g xilanaz) kezelt minta alkoholos erjesztése 30 °C-on.
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Az enzimesen nem kezelt, nativ buzakorpa minta (22A. abra) redukald
Cukortartalmanak (210-220 mg/g) mintegy 27 %-at az ¢élesztd az erjesztés soran
hasznositotta. A cefrében mért maximalis etanol koncentracié ekkor 2,2 % (v/v) volt, ami az
elméleti etanol hozam 26 %-énak tekinthetd. Lathatoan, az élesztd sejtek erjesztési
tevékenysége a 4. naptdl lelassult, ezt kovetden az etanol koncentracié mar nem mutatott
szamottevd novekedést. QUEVEDO-HIDALGO és munkatarsai (2013) mikrobidlis tton, a
fehérkorhadast okoz6 Pleurotus ostreatus HPB/P3 torzs altal termelt, micéliumoktol
eltavolitott, nyers enzim extraktummal kezelte a krizanténum maradvanyokat. A S.
cerevisiae SOL/M5 torzs az oldatba vitt erjeszthet6 cukroknak 88%-at konvertalta etanolla.
Azonban az etanol koncentracié csupan 1,1 % (v/v) volt.

A redukald cukortartalom novelésével (500-520 mg/g) azt tapasztaltam, hogy az
részben kedvezden hatott, novelte az etanol koncentracidt, azonban a mért értékek a vartnal
kisebbek voltak. A maximalis etanoltartalom 3 % (v/v) és 3,5 % (v/v) kozott alakult (22B.,
22C., 22D. abra). Az élesztd a redukald cukortartalomnak 16-17 %-4at konvertalta etanolla.
HAWKINS és DORAN-PETERSON (2011) a rekombinans S. cerevisiae AJP50 torzs erjesztési
profiljat vizsgalta 17,5 % (m/v)-0s, kénsavval katalizalt, gézrobbantott fenyéfa hidrolizatum
esetén. A nagyobb szubsztratum koncentracional az elért etanoltartalom (3,3 %, v/v) az
altalam is mért értékekhez hasonldan alakult. Ennek valészintisithetd oka, hogy a ndvényi
hidrolizdtum nagy gliikkoz tartalma (termékgatlas) valamint a sav hatasaként keletkezd
inhibitorok az éleszté erjesztési teljesitményét gatoltak. CHU és munkatarsai (2012) a
hagyomanyos, elkiilonitett cukrositds és erjesztés helyett a két részfolyamatot szimultan
alkalmaztak 30 % (m/v)-0s, savasan eldkezelt kukoricaszaron. A rekombinans S.cerevisiae
DQI1 torzs a hidrolizatum erjesztheté cukortartalmanak mintegy 66 %-at alakitotta at
etanolla, ezaltal 4,8 % (v/v)-os etanoltartalmat értek el.

A kovetkezé kisérleteimnél a Kluyveromyces marxianus Y.00959 élesztd torzs
szénhidrat hasznositasat és etanol termelését vizsgaltam azonos paraméterek mellett. A
celluloz alapu etanoltermelési kisérleteknél ezen élesztére vonatkozoan, igen kevés kutatasi
eredmény talalhato. NONKLANG ¢és munkatarsai (2008) a S. cerevisiae NCYC3233 és
RAK359, valamint a K. marxianus DMKU3-1042, ATCC 36907, ATCC 12424 és CBS712
torzs erjesztési profiljainak analizisénél azt a kovetkeztetést vontak le, hogy e két élesztofaj
torzsei hasonlo etanol termelést mutatnak, 30 °C-on, gliikéz szubsztratumon. A nativ,
enzimesen nem kezelt cefre erjesztésénél 2,6 % (v/v)-os etanol koncentraciot értem el
(23A. abra). Az ¢éleszt6 etanol termelését, a S. cerevisiae élesztohoz hasonloan, a nagyobb
redukald cukortartalom (500-520 mg/g) csokkentette, azonban ennek mértéke kisebb volt.
A maximalis etanol koncentracio 3,5 % (v/v) és 4 % (v/v) kozott alakult (23B., 23C. és
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23D. abra). ZHANG ¢s munkatarsai (2010) a 15 (m/v) %-0s savasan kezelt kukoricacsutka
hidrolizatum alkoholos erjesztéséhez K. marxianus 6556 torzset alkalmaztak. A

hidrolizatum cukortartalma az ¢€leszt6 erjesztd képességét kisebb mértékben csokkentette,

ezaltal 7,2 % (v/v)-os etanoltartalmat értek el.
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23. abra: A buzakorpa hidrolizatumok erjesztési profiljai Kluyveromyces marxianus
éleszto monokultira esetén
Jelmagyarazat: A: gomba konzorciummal 3 napon at kezelt, enzimesen nem hidrolizalt (kontroll) minta;
B: eldkezelt, és 24 6ran at 2100 U/g cellulazzal hidrolizalt minta; C: eldkezelt és 24 6ran at enzimkeverékkel
(2100 U/g cellulaz és 780 U/g cellobiaz) kezelt minta; D: el6kezelt és 24 6ran at enzimkeverékkel (2100 U/g
cellulaz, 780 U/g cellobiaz, 7000 U/g xilanaz) kezelt minta alkoholos erjesztése 30 °C-on.

GOSHIMA és munkatarsai (2013) a K. marxianus DMB1 torzs vizsgalatanal azt
tapasztaltak, hogy a cellobidzon, a xildézon, s6t az arabindzon is novekedett. Az erjesztési
kisérleteimnél az ¢lesztd elséként a gliikozt hasznositotta, €és azutan kovetkeztek a
diszacharidok (cellobioz, maltéz). A kierjedt cefrében mért gliikoz és diszacharidok
mennyisége tovabbra is viszonylag magas értékeket (az elméleti hozam 27-40 %-a) mutatott.
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4.1.4.2 Erjesztési kisérletek baktérium monokulturdval

Az etanol termelé rekombinans Zymomonas mobilis torzsek ipari méretekben is

hasznositottak, amelyek az ¢lesztokkel

hordozhatnak.
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B: eldkezelt, és 24 6ran at 2100 U/g cellulazzal hidrolizalt minta; C: eldkezelt és 24 6ran at enzimkeverékkel
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w
Etanol koncentracié (v/v %)

= N w »
Etanol koncentracié (v/v %)

o

24. abra: A buzakorpa hidrolizatumok erjesztési profiljai Zymomonas mobilis

MOHAGHEGHI és munkatarsai (2002) a Z. mobilis AX101 torzs etanol termelését kdvették

nyomon monoszacharidok (4 %, m/v gliikkoz; 4 %, m/v xiloz; 2 %, m/v arabin6z) keverékén.

Megallapitottak, hogy a rekombinans torzs elsOként a gliikozt, és azt kovetden a xildzt

erjesztette etanolla. Az etanoltartalom révid idon beliil (48 ora alatt) 4,2 % (v/v)-ra noétt.
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Ezen ismeretek birtokaban vizsgaltam a Zymomonas mobilis subsp. mobilis B.013277 torzs
alkoholos erjesztési képességét a biologiailag el6kezelt buizakorpa hidrolizatumon.

Az erjesztési profilok alapjan (24. abra) a baktérium a nativ, enzimesen nem kezelt és az
enzimesen kezelt buzakorpa cefrék erjesztésénél is az éleszté monokultaraknal (S. cerevisiae
és K. marxianus) nagyobb etanol hozamokat eredményezett. A maximalis etanol
koncentracio 2,8 % (v/v) és 5,1 % (v/v) kozott alakult. Lathato, hogy a buzakorpa
hidrolizatumokban a baktérium sejtek a gliikdzt hasznositottak nagyobb mértékben. A
diszacharidok mennyisége részben csokkent.

Az erjesztés soran a nativ cefre redukald cukortartalma kozel 64 %-kal csokkent,
aminek 55 %-a az etanol termeléshez hasznosult (24A. abra). Az erjesztés elsO szakaszat
kovetden (elsé 4 nap) az etanol termelés lelassult, amit az enzimkezelt cefrék esetén is
tapasztaltam. A nagyobb redukalocukortartalom (500-520 mg/g) szintén kedvezotlen hatott
a baktérium erjesztési kapacitasara. Ebben az esetben a redukaldcukortartalomnak csupan
35-50 %-a alakult at etanolla (24B., 24C. és 24D. abra).

Dos SANTOS és munkatarsai (2010) a savasan eldkezelt cukornad bagasz cukrositasat
€s erjesztését szimultan végezték el. Az altaluk alkalmazott Z. mobilis CP4 torzs mar 24 ora
alatt leerjesztette a cefre 8 % (m/v) gliikoz tartalmat, ezzel 5,5 % (v/v) etanol koncentraciot
eredményezve. SCHELL és munkatarsai (2016) ennél nagyobb szubsztratum koncentracio
mellett, 17,5 % (m/v) és a 20 % (m/v) savasan el6kezelt kukoricaszar hidrolizatum
erjesztés¢hez a Z. mobilis 8b torzset alkalmaztak, amely az erjesztheté cukrok 78-80 %-at

konvertalta etanolla. A maximalis etanol koncentracio elérte a 8-8,7 % (v/v) értéket.

4.1.4.3 Ko-fermentdcios erjesztési kisérletek

A monokulturakkal torténé kisérleteknél igen magas maradt a nem hasznositott,
erjeszthetd cukrok mennyisége. A korabbi kutatasok eredményei bizonyitottak, hogy a
vegyes kulturak alkalmazasaval fokozhato a cukrok hasznositasa, ezaltal az etanolhozam
novelhetd. SAHU és munkatarsai (2015) g6zrobbantott gyapotszal, YADAV és munkatarsai
pedig (2011) savasan kezelt rizsszalma etanol céli hasznositasahoz vegyes élesztd
kultarakat alkalmaztak, ahol az éleszt6k egymast kiegészitd, szinergens kdlcsonhatasanak
koszonhetden, az etanolhozam, a monokultirakkal szemben, kozel 2-3 % (v/v)-kal is
novekedett.

A S. cerevisiae és a K. marxianus szimultan alkalmazasat hagyomanyos, elségeneracios
etanolfermentacioknal (tejsavo, inulin stb) emlitették (Guo et al., 2010; DENES et al., 2013;
ROSENBERG et al., 2014), mig a masodikgeneracios etanol eldallitasnal erre vonatkozo

ismeretek még hidnyosak. Ezért a kovetkezo kisérleteimnél megvizsgaltam a két élesztd
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szénhidrat hasznositasat és az etanol koncentracié alakulasat biologiailag elékezelt

buzakorpa hidrolizdtumon.
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25. abra: A buzakorpa hidrolizatumok erjesztési profiljai Saccharomyces cerevisiae és
Kluyveromyces marxianus (1:1 arany) vegyes kultira alkalmazasa esetén

Jelmagyarazat: A: gomba konzorciummal 72 6ran at el6kezelt, enzimesen nem hidrolizalt (kontroll) minta;
B: elokezelt, €s 24 6ran at 2100 U/g cellulazzal hidrolizalt minta; C: el6kezelt és 24 6ran at enzim
keverékkel (2100 U/g cellulaz és 780 U/g cellobiaz) kezelt minta; D: el6kezelt és 24 6ran at enzim

keverékkel (2100 U/g cellulaz, 780 U/g cellobiaz, 7000 U/g xilanaz) kezelt minta

A nativ, enzimesen nem kezelt buzakorpa cefre erjesztésénél azt tapasztaltam, hogy az

az etanol tartalom mar a 4. napon elérte a 2,6 % (v/v)-ot. Ezt kovetden az élesztok

etanoltermelésének dinamikaja lelassult. Az erjesztés végén a cefrében mért etanol

koncentraci6 2,8 % (v/v) volt, ezaltal az éleszték a redukald cukroknak mintegy 24 %-at

alakitottak at etanolla (25A. abra). A nagyobb redukald cukortartalomt cefrékben mért
etanol koncentracio 4,4 % (v/v) és 5,2 % (v/v) kozott alakult (25B., 25C. és 25D. abra),
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amely hasonl6 a baktérium kultara altal kimutatott teljesitményekhez. A vegyes
¢lesztokultura erjesztési teljesitménye a 4. napon szintén lelassult.

A kapott eredmények megerdsitették a korabbi feltételezést, amely szerint a vegyes
¢leszté kultura alkalmazasa részben noveli az elérheté etanolhozamot. Ennek alapjan
valtottam a stratégiat az etanolhozam novelésének érdekében. Megvizsgaltam az idoben
eltolt beoltasi technika hatasat. A baktérium kultarat az élesztokkel torténd

etanolfermentacid 3. és 4. napjan oltottam be.
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26. abra: Erjesztési profilok alakulasa a baktérium kultira rataplalasat kovetéen
Az erjesztési kisérleteknél a mikrobialisan eldkezelt és 24 6ran at enzim keverékkel
(2100 U/g cellulaz, 780 U/g cellobiaz, 7000 U/g xilanaz) kezelt buzakorpa cefréket alkalmaztam.
A baktérium kultara rataplalasa vegyes élesztokulturaval vezetett etanolfermentaciod
3. napjan (A) és 4. napjan (B) tortént, 30 °C-on.

Azt tapasztaltam, hogy a baktérium kultara igen rovid id6 alatt alkalmazkodott a
kornyezethez, a beoltast kovetd elsé 24-48 oraban mar viszonylag hatékonyan erjesztette a
cefre gliikoz tartalmat etanolld. Az erjesztés végén az etanol koncentracio 6,4 % (v/v) és 7,6
% (v/v) kozott alakult, amely masfélszer nagyobb a csak élesztkkel elért eredményeknél.
Az etanol konverzio hatasfoka elérte a 38 %-0t. Ennek az a magyarazata, hogy a baktérium
gyorsabban szaporodott, valamint az elhalt, autolizalt élesztd sejtek olyan értékes
tapanyagokat - szerves nitrogént €s asvanyi anyagokat — biztositottak, amelyek kvazi
fokozzak az alkoholos erjesztési hatékonysagot. Az erjesztési profilokat (26A. és 26B. abra)
Osszevetve megallapithatd, hogy amennyiben a cefre etanoltartalma a baktérium leoltasnal

elérte az 5 % (V/Vv)-ot, az etanolteremlés mar kisebb mértékben nétt.
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4.2 Papir hulladékok etanol célu hasznositasanak modellezése

A kutatomunkam masik {6 célkitlizése a papirhulladékok értéknoveld hasznositasa
volt. E biomassza szintén nagy mennyiségben tartalmaz szénhidratot (elsdsorban cellulozt),
azonban a keletkezési ttvonala miatt a mezdgazdasagi, valamint az erdészeti

melléktermékek és hulladékok hasznositasatol eltérd elokezelési modszereket igényelhet.

4.2.1 FElokészito és tisztitasi miiveletek

4.2.1.1 Mosasi és aztatasi technikak

Az elOkészitési modszerek kozott a mosasi technikakat, kemikaliak nélkiil és

kemikalidk alkalmazésaval is vizsgaltam irodai €és ujsagpapir keverék mintakon.
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27. abra: Az oldatba vitt szénhidratok mennyiségének alakulasa a kiilonb6z6 médon
elokészitett papir mintak esetén
Jelmagyarazat: irodai papir (Tmk_c) és Gjsagpapir keverék (TK_c) enzimes bontasa (2100 U/g cellulaz)
vizes aztatast kdvetden; irodai papir (Tmk_ca) és ujsagpapir keverék (Tk_ca) enzimes bontasa (2100 U/g
cellulaz és 320 U/g amilogliikozidaz) vizes aztatast kovetden; ujsagpapir keverék enzimes bontasa (2100 U/g
cellulaz és 320 U/g amilogliikozidaz) 10 %-0s NaOH (T_cal), 20 %-o0s NaOH (T_ca2), 10%-os ecetsav
(T _ca3), 25%-o0s etil-alkohol (T_ca4), 50 %-os etil-alkohol (T_ca5) és 50 %-0s aceton (T_ca6) oldataban
torténd aztatast kdvetden.

Az aztatds 30 °C-on, 6 Oran at tartott, 1 % (m/v)-0s apritott papir minta esetén. Az enzimes hidrolizis soran a
mintakat 24 o6ran at, pH=5,5 értéken, 55 °C-on €és 220 rpm mellett razattam.

Megallapitottam, hogy kemikalidk alkalmazasa nélkiil végzett vizes 4ztatast kdvetden
a celluloz rostok hidrolizisével (2100 U/g cellulaz) elérhetdé maximalis szénhidrat

koncentraci6 irodai papir minta (Tmk c) esetén 200 mg/g, az ujsagpapir keverék (Tk c)
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esetén pedig 116 mg/g volt (27. abra). A szénhidrat konverzio hatékonysaga az elméleti
szénhidrat hozamnak csupan 16-24 %-at érte el. Az irodai papir hidrolizdtum cukor-
dimereket, valamint gliikozt hasonlé koncentracidban (59 mg/g) tartalmazott. Ezzel
szemben, az Gjsagpapir hidrolizditumban e cukrok mennyisége tobb, mint felére csokkent.

A cellulaz (2100 U/g cellulaz) és az amilogliikozidaz (320 U/g) enzimkeverék
alkalmazasaval az oldott szénhidrat koncentracié 45 mg/g (Tmk ca) és 55 mg/g (Tk ca)
értékkel nétt. Az enzimkeverék amilolitikus aktivitdsa a papir feliileten 1évé keményitd
szemcséket bontotta, gliikkozt, maltozt és hatardextrineket eredményezve. Ez a bontasi
mechanizmus kézvetve a cellulaz aktivitasat is erdsitette, hiszen a keményit6 eltavolitasaval
a celluloz rostok nagyobb mértékben valtak elérhetévé. Az elméleti szénhidrat hozamnak
azonban igy is csak 22-29 %-at sikeriilt elérni. A kemikalidk nélkiili mosas és aztatas
O6nmagéban nem tekinthetd hatékony eldkészitési miiveletnek.

A tovabbiakban megvizsgaltam eltéré koncentraciokban, kiilonboz6 kemikaliak vizes
oldatainak hatasat ujsagpapir keverékeken. A 20 %-0s NaOH oldattal, illetve a 25 %-os etil-
alkohol oldattal kezelt papir mintak enzimes hidrolizisénél az oldott szénhidrattartalom
elérte a 252 mg/g (T_ca2), valamint a 254 mg/g (T_ca4) értéket. Az 50 %-os etil-alkohol
oldat, valamint az 50 %-0s aceton oldattal t6rtén6é mosas ennél nagyobb mértékben novelte
az enzimkeverék teljesitményét. A két utobbi esetnél a szénhidratok kozel 37 %-at (278
mg/g) sikeriilt oldatba vinni (T ca5 és T ca6). A cukor-dimerek mennyisége 77-83 mg/g, a
glik6z¢é pedig 82-90 mg/g volt. A vizsgalt kemikaliak kozott az ecetsav 10 %-0s
koncentracioban kevésbé bizonyult hatasosnak, ugyanis e koriilmények mellett a
hidrolizatumban a mért szénhidrat koncentracio csupan 188 mg/g volt (T_ca3).

Az elért eredmények tekintetében, a festékpigmentek és egyéb nemkivanatos
szennyez® anyagok eltavolitdsdnak vizsgalatat az etanol alkalmazéasaval folytattam a
kovetkezd eldkezelési és tisztitasi kisérleteim soran. Az etanol elédnyeként emliteném annak
neutralis kémhatasat, a celluléz rostokat nem roncsolja - a papir hulladékok tisztitdsahoz
alkalmazott hidrogén-peroxiddal és mas mar6 hatasu kemikalidval szemben -, tovabba az

alkalmazasat kdvetden a rendszerbdl konnyen visszanyerhetd és Gjrahasznosithato.

4.2.1.2 Mikrohullamu és ultrahangos kezelések hatdsa

Két kiilonb6zo besugarzasos technika idotartamanak hatasat vizsgaltam wjsagpapir
keverék mintakon. Az elokezelések tisztitdo hatasat az elézdekhez hasonldan, a mintak

enzimes hidrolizisével ellendériztem. Az eredményeit a 28. abra szemlélteti.
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28. abra: Mikrohullammal és ultrahanggal el6kezelt ujsagpapir keverék mintak

(1 %, m/v) esetén az oldatba vitt szénhidratok mennyiségének idébeni alakulasa
Jelmagyarazat: A: mikrohullamu kezelés vizes kdzegben, 5 perc (mKS5); mikrohullamu kezelés vizes
kdzegben, 15 perc (mK15); mikrohullamu kezelés vizes kdzegben, 30 perc (mK30);

B: mikrohullamu kezelés 50%-0s etil-alkohol oldatban, 5 perc (m5); mikrohullami kezelés 50%-0s etil-
alkohol oldatban, 15 perc (m15); mikrohullamu kezelés 50%-0s etil-alkohol oldatban, 30 perc (m30);

C: ultrahangos kezelés vizes kozegben, 15 perc (uK5); ultrahangos kezelés vizes kdzegben, 30 perc (uK30);
ultrahangos kezelés vizes kdzegben, 60 perc (uK60); D: ultrahangos kezelés 50%-0s etil-alkohol oldatban, 15
perc (ul5); ultrahangos kezelés 50%-0s etil-alkohol oldatban, 30 perc (u30);
ultrahangos kezelés 50%-0s etil-alkohol oldatban, 60 perc (u60)

Az enzimes hidrolizishez cellulaz (2100 U/g) és amilogliikozidaz (320 U/g) aktivitasu ipari
enzimkészitmények keverékét alkalmaztam. Az enzimes hidrolizis soran a mintakat 24 6ran at, pH=5
értéken, 55 °C-on és 220 rpm mellett razattam.

A mikrohullamu kezeléseknél (750 W, 5-30 perc) megallapitottam, hogy a hosszabb
kezelési id6 az enzimes szénhidrat konverzié hatékonysagat novelte (28A. és 28B. abra).
Az 5 percen at kezelt mintdknal mért maximalis szénhidrat koncentracio 176 mg/g (mKS5),
valamint 267 mg/g (m5) volt. A 30 percen at kezelt mintaknal az oldott szénhidrattartalom
tovabbi 39 mg/g (mK30) és 50 mg/g (m30) értékkel nott. A szerves oldoszer alkalmazasaval

az enzimes szénhidrat konverzid elérte a 44 %-ot, ami ezaltal hatdsosabb kezelésnek

&3



bizonyult a mosasi technikaknal. Emellett, a kezelés idGtartama is 1ényegesen lerévidiilt. A
diszacharidok mennyisége ekkor 134 mg/g, a gliik6z¢ pedig 67 mg/g volt. A szénhidrat
oligomereknél idében elére haladva kis mértékben, de csokkenést tapasztaltam, amit viszont
kontroll, vizes mintak nem mutattak.

A besugarzasos technikdk alkalmazasarol igen kevés publikalt kutatas all
rendelkezésre. A kozelmultban ASOKAN és munkatarsai (2018) biztatd eredményeket értek
el. A papirkeverék festékmentesitését két 1épésben végezték el, a savas kezelést
mikrohullamu vagy ultrahangos besugarzas kovette. A mikrohullammal kezelt (600 W, 10
perc) minta enzimes hidrolizisével az oldatba vitt redukalé cukrok maximalis értéke
689 mg/g volt, amely nagyobb az altalam elért eredménynél. A szonifikalt papir mintak
enzimes bontasaval a mikrohullammal kezelt mintaikhoz hasonlé szénhidrat kinyerést
(721 mg/q) értek el. Kisérleteimnél ettdl eltéréen, a szonifikalt mintak hidrolizisével kisebb
szénhidrat hozamokat figyeltem meg (28C. és 28D. abra). A 30 percen at kezelt mintak
enzimes hidrolizisénél az oldott szénhidrattartalom 171 mg/g (uK30) és 232 mg/g (u30)
kozott alakult. A szénhidrat konverzié hatasfoka 23-31 %-ra csokkent. A kezelés
id6tartamanak novelésével (60 perc) csak kisebb mértékii novekedést (20-25 mg/g) értem el.
A folyadék frakciok diszacharid tartalma 72-107 mg/g, a gliik6z¢é pedig 30-58 mg/g kozott
alakult.

4.2.1.3 Az alkoholos flotdldsi technikak

A  munkdmban Ujsagpapir mintdk ¢€s az ebbdl készitett rostszuszpenzid
festékmentesitéséhez kevertetett, alkoholos (etanolos) flotacios cellat hasznaltam. A kezelési
hémérséklet, a papir méret (fajlagos feliilet), valamint az etanol koncentracio hatasat szintén
az enzimes szénhidrat hidrolizis eredményei szerint értékeltem. Az eredményeket a 29. abra
szemlélteti.

Azt tapasztaltam, hogy az 50 °C-on végzett flotalas, mind a durva rendszereknél
(0,5x0,5mme-es és 2x2mm-es mintak), mind pedig a rostszuszpenzioknal az enzimes
hidrolizis hatékonysagat jelentdsen novelte. E jelenség magyardzata, hogy a hdmérséklet
novelése a rostokon 1évd nedvesitd filmréteg fizikai jellemzdinek, valamint a tinta szemcsék
és a rostok szerkezetének valtozasat idézte eld. A celluloz rostok megduzzadtak, ami szintén
segitette a festékanyagok levalasztasat (LI et al., 2012).

A papir méretének csokkentésével a flotacios celldba bevezetett levegdbuborékok,
valamint az etanol is, nagyobb feliileten tudtak érintkezni a cellul6z rostokkal, ami fokozta
e technika tisztit6 hatasat. Az enzimes hidrolizissel a szénhidratok kozel 47 %-at (335 mg/g,

30 perc) sikeriilt oldatba vinni (29A. abra). A durva rendszereknél (kp és np) a fajlagos
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feliilet csokkenésével a flotacios hajlam romlott. A kezelt mintak enzimes bontasat kovetéen

az oldott szénhidrat koncentracio 25 %-kal (kp) (30 perc), valamint 50 %-kal (np) (30 perc)
volt kisebb (29B. és 29C. abra).
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29. abra: A fajlagos feliilet és a kezelési id6 hatasa az alkoholos flotacio
hatékonysagara, 25 % (v/v)-os etanol alkalmazasa mellett
Jelmagyarazat: A: pépesitett papir mintak, 30°C, 5 perc (ppl), 15 perc (pp2), 30 perc (pp3), valamint 50°C, 5
perc (pp4), 15 perc (pp5), 30 perc (pp6), B: 0,5 cm x 0,5 cm méretili papir mintak, 30°C, 5 perc (kp1), 15
perc (kp2), 30 perc (kp3), valamint 50°C, 5 perc (kp4), 15 perc (kp5), 30 perc (kp6); C: 2 cm x 2 cm méretii
papir minték, 30°C, 5 perc (npl), 15 perc (np2), 30 perc (np3), valamint 50°C, 5 perc (np4), 15 perc (np5),

30 perc (np6)

Az enzimes hidrolizishez cellulaz (2100 U/g) és amilogliikozidaz (320 U/g) aktivitasu ipari
enzimkészitmények keverékét alkalmaztam. Az enzimes hidrolizis soran az 1 % (m/v)-0s mintakat
24 6ran at, pH=5,5 értéken, 55 °C-on és 220 rpm mellett razattam.

A flotalasi idOtartam novelése mind a harom rendszer enzimes hidrolizisének

kedvezett, amit 30 °C-on és 50 °C-on is tapasztaltam. IMAMOGLU és munkatarsai (2006) 0,8

% (m/v) Olinor-RS 4020 gyanta szappan oldatban, 40 °C-on és 1450 rpm kevertetési

sebesség mellett végezték el a pépesitett papirkeverék flotalasat. A kezelés 10. percénél a

rom

rostok festéktartalma mar 86 %-kal csokkent. Ett6l eltéréen, TRUMIC és munkatarsai (2007)

a papir rostokat 0,4 % oleinsav oldatban, 20 °C-on és 1250 rpm kevertetési sebességen
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flotaltak, ami az alacsony hOmérséklet miatt az el6z6nél hosszabb, 20 perces kezelési
iddtartamot igényelt. A kisérletemnél a 30 percen at tartd kezelést kdvetden értem el
hat4sosabb enzimes szénhidrat bontast.

BEHIN és VADEN (2007) a szekunder papir rostok alkoholokkal térténd tisztitasanal azt
a kovetkeztetést vontak le, hogy az alkil-alkoholok lancanak hossza (szénatomok szama) és
a festék pigmentek levalasztasanak hatékonysaga kozott szoros Osszefliggés talalhato.
Esetemben a kezelés hosszabb idGtartama talan azzal indokolhato, hogy az etanol a rovidebb
lanchossz miatt viszonylag kisebb reakcioképességet mutatott.

A tovabbiakban az alkoholos flotalast eltéré etanol koncentraciok mellett, pépesitett
papir mintakon, 30 percen at 50 °C-on vizsgaltam. A 12. tablazat az ily modon kezelt papir

mintaknal az elért szénhidrat és gliikoz hozamokat tartalmazza.

12. tablazat: Az oldott szénhidrat és gliik6z hozam alakulasa

Minta Etanol, viv% Hémérséklet, °C | Y szénhidrat™® % Y glikoz**, %
Fpel 10 50 21 16
Fpe2 15 50 24 21
Fpe3 25 50 42 27
Fped 35 50 55 28
Fpe5 40 50 56 33

Az enzimes hidrolizishez cellulaz (2100 U/g) és amiloglitkozidaz (320 U/g) aktivitasu ipari
enzimkészitmények keverékét alkalmaztam. Az enzimes hidrolizis soran 1 % (m/v)-0s mintakat 24 6ran
at, pH=5,5 értéken, 55 °C-on és 220 rpm mellett razattam.

*Y szénhidrat: elméleti szénhidrat hozam szerint szamolt szazalékos érték

** Y gliikéz: az oldott szénhidrattartalom szerint szamolt szazalékos értéke
A kiilonbozd etanol koncentraciokkal torténd kezelés hatdsaként az enzimes
cukrositassal a szénhidrat konverzi6 hatasfoka 21 % és 56 % kozott alakult. Azon eseteknél,
ahol a szerves oldoszert 10-15 % (v/v) kozott alkalmaztam (Fpel és Fpe2), a szénhidratok
oldatba vitele csokkenést mutatott. A hidrolizatumoknal a glitkoz hozam 16-21 % volt. A 25
% (v/v)-nal nagyobb etanol koncentracié mellett ez az érték mar 27-32 % kozott alakult
(Fpe3, Fpe4, Fpeb). Ezen esetekben az etanol, mivel nagyobb koncentracidban érintkezett a

rostokon talalhato tinta szemcsékkel, azokat hatékonyabban tudta levalasztani.

4.2.1.4 Kitozan és modositott kitozdn biopolimerek festékanyag megkotése

A kisérleteim elsé részénél a kitozan mellett, két kiilonb6z6, modositott kitozan
festékanyag megkotd hatasat, eltéré adszorbens dozis, kezelési id6, valamint kémhatés és
homérséklet mellett vizsgaltam modell tinta oldatokban. A 30. abra a modell oldatokban

talalhaté Carbon Black megkdtésének szazalékos értékeit szemlélteti.
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30. abra: A tintaeltavolitas hatékonysaga Kiilonb6zo6 Kkitozan adszorbensek

alkalmazasaval
A modell tinta oldat minden esetben 100 ppm koncentracioban tartalmazott HP tipusu

fekete festékanyagot (Carbon Black).

Megallapitottam, hogy az adszorbensek dozisanak novelésével, 0,3 g és 2 g kozott, a
festék pigmentek megkotésének hatékonysaga eltéréen alakult az adott kisérleti paraméterek
kozott (30A. abra). Abban az esetben, ha a kitozan dozisat 0,3 g-tdl 1 g-ig noveltem, az
adszorbealt festék koncentracido mintegy 32 %-kal nétt. Az ennél nagyobb dozis mar kisebb
festék megkotést eredményezett, 2 g kitozan esetén az oldat festéktartalmanak csupéan 33 %-
at sikeriilt eltavolitani. Hasonl6 tapasztalatokat irtak le MURYETI és munkatarsai (2015) is,
akik a kitozadn adszorpcios tulajdonsagat ugyanezen festék pigmenten tanulmanyoztak.
Esetiikben az 1,5 g kitozan alkalmazasa a festék kozel 72 %-at adszorbealta, viszont 2 g
kitozannal a megkdtési hatékonysag szintén csokkent. Ennek valoszintisitheté oka az, hogy

a novelt dozis mellett razatott kitozan biopolimerek egymassal gyakrabban iitkdztek, ami a
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viszonylag gyenge adszorpcios kotések gyorsabb felszakadasat (deszorpcio) valtotta ki. A
glutaraldehiddel keresztkotott kitozannal a maximalisan adszorbealt festék koncentracié a
modositott kitozanéval, 1 g dozis esetén, ugyan megegyezett. A térhalositott szerkezetnek
koszonhetéen a mechanikai hatasokkal szemben nagyobb stabilitast mutatott, ebbél addddan
dozisanak novelésével az adszorbealt festék koncentracié nem csokkent. (SHI et al., 2017).
A Ca-alginat gélgyongyokon rogzitett kitozan az oldatban 1évé festék pigmenteknek 76 %-
at tavolitotta el, 1,5 g dozis esetén.

Az adszorbealt festék koncentraciok alakulasara a tartozkodasi idé novelése is kihatott
(30B. abra). Az 1 g kitozan a 15 perces kezelést kovetéen a festékek 51 %-at adszorbealta,
azonban az ennél hosszabb idOn at tartd rdzatds szintén a festék pigmentek levalasahoz
vezetett. A 30 perces kezelést kdvetden a megkdtési hatékonysag csupan 20 % volt. A
kitozannal azonos do6zisban hasznalt keresztkotott kitozan a razatas 5. percében a festék 45
06b-at adszorbealta, ami ezt kovetoen szamottevoen nem novekedett. KAMARI és munkatarsai
(2009) az etilén-glikol adalékkal keresztkotott kitozan alkalmazaséval intenziven ndvelni
tudtak az Acid Red 37 (AR 37) és Acid Blue 27 (AB 25) festék megkdtésének hatékonysagat,
azonban a kezelés tobb, mint 2 Oran at tartott. A kisérletekbe bevont adszorbensek koziil
csak a Ca-alginat gélgyongyok esetén tapasztaltam a 30 perces razatast kovetden az
adszorpcids hatasfok tovabbi novekedését. A modell oldat festék tartalma pedig 15 ppm alatt
volt. Xu és munkatarsai (2008) amonium-szulfat oldatban kezelt, pordzus, kitozan alapt
hidrogél gyongyokkel rendkiviili, 7-14-szer nagyobb adszorpcios kapacitast értek el, a
kontrollként hasznalt kitozannal szemben, az Acid Orange 7 (AO 7) és Acid Red 18 (AR 18)
festék pigmentek megkdtésénél, 22 °C-on és pH=8,2 értéken.

Az el6z6 kezelési hémérséklet novelésével (30 °C-rol 35 °C-ra) a kitozan esetén 10
%-kal, a Ca-alginat gyongyokon rogzitett kitozan esetén pedig 2 %-kal volt magasabb
adszorpcios hatékonysag (30C. abra). A hémérséklet tovabbi novelése az adszorpcios
kotéerdk stabilitasat csokkentette. Mind a harom adszorbens pH=6,5 értéken érte el a
maximalis festék eltavolitast (30D. abra). A kornyezet savanyitasaval az eltavolitott festék
koncentracio csokkenését tapasztaltam. A pH=3,5 értéken a kitozan csak 21 ppm, a két

modositott kitozan pedig 39-41 ppm festék pigmentet adszorbealt.

4.2.1.5 Papir mintakon lévo festék eltavolitisa

Megvizsgaltam a nyomtatott papir mintak elokezelését (tinta eltavolitasat) Ca-alginat
gyongyokon rogzitett kitozan alkalmazaséaval, valamint a kezelt mintak enzimes bontésat.
Az alabbi 13. tablazat az eltavolitott tinta szazalékos értékeit, az enzimes hidrolizis

szénhidrat hozamait tartalmazza.
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13. tablazat: Kiilonb6zé adszorbens mennyiségek mellett, a tintaeltavolitas és az
enzimes hidrolizis hatékonysaganak értékei

Adszorbens, % Y tinta, % Y szénhidrat, % Y gliikoz, %
1 42 16 3
2 55 32 12
5 77 46 16
10 86 65 23

Az enzimes hidrolizishez cellulaz (2100 U/g) és amilogliikozidaz (320 U/g) aktivitast ipari
enzimkészitmények keverékét alkalmaztam. Az enzimes hidrolizis soran 10 % (m/v)-os mintakat 24
oran at, pH=>5,5 értéken, 55 °C-on és 220 rpm mellett razattam.

*Y szénhidrat: elméleti szénhidrat hozam szerint szamolt szdzalékos érték
** Y gliikoz: az oldott szénhidrattartalom szerint szamolt szazalékos értéke

Azt tapasztaltam, hogy az adszorbens mennyiségének novelésével a maximalisan
adszorbedlt festék koncentracié minden esetben meghaladta a 40 %-ot. Az 5 % (m/v) és a
10 % (m/v) adszorbens dozis mellett a megkotési hatékonysag 77-86 % kozott alakult. A két
utobbi esetnél az elékezelt rostok hidrolizisével az oldott szénhidratok az elméleti hozam 46
%-at és 65 %-at tették ki. A gliikoz hozama 16-23 % volt.

Ez azzal magyarazhatd, hogy a rostokon 1évé nem adszorbealt festék pigmentek,
valamint az egyéb nemkivanatos komponensek az enzimek aktivitasat csokkenthették.
Tovabba, ezen inhibitorokat az enzimek a rostok hidrolizisével is levalasztottak, ami idoben

elérehaladva szintén erdsitette az enzimek inaktivalodasanak mértékét.

4.2.2 A papir hidrolizitumok alkoholos erjesztése

Munkamban a 10 % (m/v)-os Ca-alginat gyongyokon rogzitett kitozannal kezelt és
enzimesen bontott hidrolizatumok alkoholos erjesztését mono- és vegyes kultarak

alkalmazaséaval valositottam meg.

4.2.2.1 Néhany éleszté monokultira hatdsa az etanol koncentrdacio alakulasara

E kisérleteimnél az €lesztok szelektalasa a kezelt rostok hidrolizatumainak erjesztését
kovetden mért etanoltartalom szerint tortént. A monokulturak alkalmazasaval a maximalis
etanol koncentraciokat és az etanol konverzidok szazalékos értékeit a 14. tablazat

tartalmazza.
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14. tablazat: Az éleszt6 monokultirakkal elért etanol koncentracié és a konverzio
hatékonysaga irodai papir* és kitozannal kezelt papir** minta esetén

. Cefrel* Cefre 2**
Eleszto torzs
Etanol v/iv% Y etanol, % Etanol v/v % Y etanol, %

L. thermotolerans Y.00702 1,2 37 0,8 25

L. thermotolerans Y.00715 1,2 37 0,9 28

L. thermotolerans Y.00775 1,8 55 1,2 37

L. thermotolerans Y.00798 0,8 25 0,4 12

L. thermotolerans Y.00873 1,4 43 1,0 31

L. thermotolerans Y.01118 1,3 40 0,8 25

S. cerevisiae Levuline Fb 2,3 71 11 49

Az enzimes hidrolizis 55 °C-on, pH=5,5 értéken, 220 rpm razatas mellett 24 6ran at, az etanolfementacio
30 °C-on, pH=4 értéken, 6 napon at tartott.

Megallapithato, hogy a vizsgalt éleszt6 torzseket mind a két papir hidrolizatumnal
eltérd etanol termelés jellemezte. Tovabba, az etanol konverzi6 hatdsfoka az irodai papir
hidrolizatumoknal (25-71 %) mutatott nagyobb értékeket. E kezeletlen, kontroll mintaknal
a Lanchancea torzsek alkalmazasaval elért etanol koncentraciok nagyrészt 1,2 % (v/v) és
1,8 % (v/v) kozott alakultak. Kivételt képez a L. thermotolerans Y.00798 torzs, ahol az
etanol koncentracio 1 % (v/v) alatt volt. A kezelt papir cefréknél megfigyelhetd, hogy az
etanolhozam a L. thermotolerans Y.00775 torzs esetén 18 %-kal, mig a L. thermotolerans
Y.00715 torzsnél csupan 9 %-kal volt kisebb, a kezeletlen mintakéval szemben. A cefrék
etanoltartalma ekkor 0,8 % (v/v) és 1,2 % (v/v) % kozott volt. Ennek magyarazata, hogy a
rostok el6kezelését kovetden a rostokon maradt festek- és egyéb szennyezdanyagok nem
csupan az enzimek aktivitasat, de az élesztd sejtek etanol termelését is csokkentették, ami
azonban az inhibitorokkal szemben mutatott tolerancia miatt az erjesztd képességben
kiilonbségeket okozott.

A S. cerevisiae ¢éleszt6 kultura a kezeletlen cefre redukald cukortartalmanak 71 %-at
konvertalta etanolla, ami mar 2 % (v/v)-nal nagyobb etanoltartalmat (2,3 %, v/v)
eredményezett. Megtigyelhetd, hogy az ¢élesztdé a kezelt papir mintdknal ugyan szintén
Kisebb erjeszté képességet mutatott, azonban az inhibitorokat a Lanchancea éleszt6knél mar
jobban toleralta. A cefre etanol tartalma 1,1 % (v/v) volt, az etanolkonverzié hatékonysaga
50 % ald csokkent. LAKSHMI és RAJESWARI (2016) kutatasaik sordn hasonld erjesztési
dinamikar6l szamolt be ugyanezen ¢lesztd alkalmazéasaval biologiai uton eldkezelt
ujsagpapir keverék hidrolizatumon. A kisérleteiknél az 5 % (m/v) és 7,5 % (m/v) kozotti
szubsztratum koncentracié mellett a 6. napon 1 % (v/v)-os és 1,5 % (v/v)-os etanol
koncentraciot sikeriilt elérni.
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4.2.2.2 Kiilonbozo erjesztési technikak osszehasonlitisa

A munkédmban két fermentacios technikat, a szeparalt cukrositast és fermentaciot
(SHF) valamint szimultan cukrositast ¢és fermentaciot (SSF) vizsgaltam a S. cerevisiae

¢leszto alkalmazasaval.
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31. abra: A Saccharomyces cerevisiae éleszto erjesztési profiljai szeparalt enzimes
hidrolizis és alkoholfermentacio esetén

Jelmagyarazat: A.1.: irodai papir minta, A.2.: kitozannal kezelt papir keverék
Az enzimes hidrolizis 55 °C-on, pH=5,5 értéken, 220 rpm razatas mellett 24 6ran at, az etanolfementacio
30 °C-on, pH=4 értéken, 6 napon at tartott.

Az erjesztési profilok analizisével megallapithatd, hogy a hagyomanyos, elkiilonitett
hidrolizis és etanolfermenticié, mind az enzimeknek, mind az élesztének kedvezd
kornyezeti feltételeket biztositott a szénhidrat konverzidhoz (31. abra). A kontroll,
kezeletlen irodai papir enzimes hidrolizisével a szénhidratok mintegy 18 %-a kertilt oldatba,
aminek tobb, mint felét a redukalo cukrok (52 %) tették ki. Az éleszté e cukroknak kozel 70
%-at hasznositotta. Megfigyelhetd, hogy az erjesztés soran a papir cefrében mért etanol
koncentraci6 azonban lassan nétt, ami maximalis értékét, 2,3 % (v/v)-ot, az erjesztés végén
érte el. Ettdl eltéréen alakult a kezelt papir mintaknal az erjesztés menete. Az enzimes
kezelést kovetden hidrolizatumban kozel 48-52 %-kal kevesebb redukéalé cukrot mértem.
Megfigyelhetd, hogy e cukrok erjesztésének dinamikaja a 3. napon lassult le, amit kovetden
az etanol koncentracio szamottevé novekedést mar nem mutatott. Az erjesztés végén az

etanol koncentracid csupan 1,6 % (v/v) volt.
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32. abra: A Saccharomyces cerevisiae éleszté erjesztési profiljai szimultan enzimes
hidrolizis és alkoholfermentacio esetén

Jelmagyarazat: B.1.: irodai papir minta, B.2.: kitozannal kezelt papir keverék
A szimultan cukrositas és erjesztés 30 °C-on, pH=4 értéken, 6 napon at tartott.

A szimultan cukrositasi és erjesztési technika alkalmazasaval mindkét papir cefre
etanoltartalma messze elmaradt a varhaté elméleti hozamtdl, amit az enzimek szadmara
szuboptimalis homérséklet (30 °C) és pH (pH=4) okozhatott (32. abra). Az éleszté a
kezeletlen, kontroll mintanal az 24. 6rat kovet6en kezdte el az etanol termelését, amit a kezelt
cefre esetén csak a 48. oratol tapasztaltam. SANGKHARAK (2011) ettdl eltéré eredményeket
kozolt. Az altala vizsgalt S. cerevisiae TISTR 5040 torzs, 10 % (m/v) szubsztratum
koncentracio mellett, mar az erjesztés 36. drajaban 21 %-0s etanolhozamot ért el. ZHANG és
munkatarsai (2010) kutatasai soran a rekombinans S. cerevisiae RWB222 t6rzs, ugyanezen
szubsztratum koncentracional, 100 ora alatt 40 %-os etanolhozamot ért el. E technika
alkalmazaséaval az erjesztési kisérleteim végén mért etanol koncentracié a kontroll cefrénél
tobb, mint kétszeresére (0,8 %, v/v), az enzimesen kezelt cefre esetén tobb mint

haromszorosara (0,5 %, v/v) csokkent. Az etanolhozam ekkor 13 % és 24 % volt.

4.2.2.3 Ko-fermentdcios erjesztési kisérletek

Munkdm soran megvizsgaltam az éleszt6-élesztd, valamint éleszté-baktérium
kultaraval torténd ko-fermentacio erjesztési profiljait. A S. cerevisiae éleszté mellett a L.
thermotolerans Y.00775 éleszt6 torzset, valamint a Z. mobilis baktérium torzset

alkalmaztam szeparalt enzimes hidrolizis és az etanolfermentacio technikaval.
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15. tablazat: A vegyes kultirakkal elért etanol koncentracio és a Kkonverzid
hatékonysaga irodai papir* és kitozannal kezelt papir** minta esetén

Cefre 1* Cefre 2**
Erjesztési kisérlet

Etanol v/v % Y etanol, % Etanol v/v % Y etanol, %

éleszto-éleszto 2,7 77 1,2 78

éleszto-baktérium 2,2 63 1,3 83

Az enzimes hidrolizis 55 °C-on, pH=5 értéken, 220 rpm razatas mellett 24 6ran at, az etanolfementacid
30 °C-on, pH=4 értéken, 6 napon at tartott.

Az elért eredményeket tekintve, az éleszté-¢lesztd kultura alkalmazasaval a redukald
cukrok kozel 77 %-a alakult at etanolla, ami 2,7 % (v/v) etanolt eredményezett a kezeletlen,
kontroll minta esetén. A kezelt cefre etanol tartalma csupan 1,2 % (v/v) volt, azonban a
cukrok etanolla konvertalasa kozel hasonlé mértékben (78 %) tortént.

Az éleszté-baktérium kultara alkalmazasaval mindkét cefrében mért etanol
koncentracié ennél kisebb volt. A kezeletlen, kontroll minta erjesztésével 2,2 % (v/v)

maximalis etanol tartamat mértem, ami a kezelt cefréknél 1,3 % (v/v) volt.
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43 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Uj mikrobialis konzorciumot alakitottam ki a komposztbdl izolalhaté korhadast okozo,
mezofil gombakbol az Aspergillus niger F.00632, a Penicillium chrysogenum F.00814
és a Trichoderma viride F.00795 torzs tarsitasaval. Megallapitottam, hogy az altalam

kialakitott konzorcium alkalmas a buzakorpa szubsztratum bioldgiai el6kezeléséhez.

2. Optimaltam az altalam kialakitott gomba konzorcium miikodését a buzakorpa
szubsztratumnal a maximalis oldatba vihetd szénhidrattartalomra torekedve. Az
optimalis bioldgiai elokezelési paraméterei a kovetkezok: 30 °C, 5:1 a buzakorpa és a
citrat-foszfat puffer aranya, pH=5,0, 10" konidium/g szubsztratum (megoszlasa: 60 %
Aspergillus niger F.00632 torzs, 25 % Penicillium chrysogenum F.00814 torzs és 15
% Trichoderma viride F.00795 torzs). Ebben az esetben akar 3 napos id6tartam alatt a

buzakorpaban 1év6 szénhidrattartalom 63 % -a atvihetd az oldatba.

3. Kisérleti uton bizonyitottam, hogy a biologiailag el6kezelt buzakorpanal az egylépéses
enzimes szénhidrat konverzid kereskedelmi cellulaz (T. reesei, 2100 U/g), cellobiaz
(A. niger, 780 U/g) és xilanaz (T. lanuginosus, 7000 U/g) enzimkészitmények (55 °C,
pH=5,5, 220 rpm razatasi sebesség, 24 ora) alkalmazasaval a gliik6z kihozatal tobb,

mint négyszeresére is novelheto.

4. Bebizonyitottam, hogy a Ca-alginat gélgyongyokon rogzitett kitozédn alkalmas a
nyomtatott papiron 1évd festékanyagok adszorpcidjara. Carbon Black festék
pigmenteket tartalmazé modell oldat (100 ppm) alkalmazasaval meghataroztam a
maximalis adszorpcids kapacitdsat és az optimalis technologiai paramétereket,
amelyek a kovetkezdek: 1,5 g bioszorbens, pH=6-6,5, 30-35 °C, 30 perc tartdzkodasi

1d6. E moédositott kitozannal akar 80-85 % rogzitési hatékonysag is elérhetd.

5. Uj cefrézési technolégiat dolgoztam ki a papir hulladékok etanol célii hasznositasara.
A Ca-alginat gyongyokon rogzitett kitozannal torténd elokezelést kovetd enzimes
hidrolizisnél a kereskedelmi cellulaz (T. reesei, 2100 U/g) és amilogliikozidaz (A.
niger, 320 U/g) enzimkészitmények alkalmazasaval (50 °C, pH=5,5, 24 o¢ra) az

elméleti szénhidrathozamnak a 65 % -a érhetd el.
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6. Uj ko-fermentacios technologiat dolgoztam ki a biolégiailag elékezelt biizakorpa
hidrolizatum alkoholos erjesztésére. Az etanolfermentacio a szaritott Saccharomyces
cerevisiae (Levuline Fb) és Kluyveromyces marxianus Y.00959 éleszt6 1:1 aranyaval
(10 %, m/v) inditandd, majd a 3. napon célszerii a Zymomonas mobilis subsp. mobilis
baktérium kultara (10 %, m/v) inokulalasa. E technikdval 20 % (m/v) redukalo
cukortartalom esetén 7,6 % (v/v) etanol koncentracié érhetd el, 30 °C-on, 7 napos

erjesztést kdvetden.

95



5 OSSZEFOGLALAS

Az erdészet, a mezOgazdasag és mas ipari dgazatok tevékenységei soran évente nagy
mennyiségben termelédé ndvényi maradvanyok, melléktermékek energetikai célu
hasznositasa egy lehetséges megoldast kinal az energiatermelés biztositdsahoz, a primer
energiahordozok felhasznalasanak mérsékléséhez, fenntarthaté hulladékgazdalkodashoz,
valamint a kornyezet szennyezés csokkentéséhez. Az elmult években végzett kutato-
fejlesztd munkdk eredményeképpen mdasodgeneracios bioetanol eldallitasi technologiat
vilagszerte mar néhany kisérleti lizemben alkalmaznak, azonban kereskedelmi szinten
igazan nagy attérést nem sikeriilt elérni.

Munkam soran célom volt két, Osszetételében €s szerkezetében eltéré novényi eredetii
biomassza, a buza malomipari feldolgozasa soran keletkez6 buzakorpa, valamint a
papirhulladékok etanol célu hasznositasanak modellezése, illetve a kritikus technologiai
miveletek hatékonysdganak fokozasaval az elérhetd cukor- és etanolhozam ndvelése.

A buzakorpa alapon térténd etanol eldallitasahoz elsoként a biologiai eldkezelés modszerét
kivantam Kidolgozni. Osszesen 29, korhadast okozo fonalas gomba torzs és 6 élesztdgomba
torzs biodegradacios teljesitményét, vizsgaltam csokkentett szabad viztartalom esetén. Az
oldatba atvihet6 szénhidratok mennyisége ¢és Osszetétele (mono-, di-, tri- ¢és
oligoszacharidok) fajonként eltéré mintazatot mutatott, ami a cellulaz és egyéb hidrolitikus,
valamint az oxidativ enzimek aktivitasbeni kiillonbozdségére, tovabba azok hianyossagara
utal. A vizsgalt torzsek koziil a leghatékonyabbnak a Penicillium térzsek bizonyultak,
esetiilkben az elméleti szénhidrat hozam 20-24 %-nak adodott, azokat sorrendben az
Aspergillus, a Trichoderma, a Mucor, a Rhizopus, a Phanerochaete, valamint a Candida és
Pichia nemzetség torzsei kovettek. A szelektalasi munka eredményeként 6 torzset: az A.
brasiliensis F.00892, az A. niger F.00632, az A. wentii F.00167, a P. chysogenum F.00814,
a P. granulatum F.00913 és a T. viride F.00795 torzset emeltem ki, amelyeket a
tovabbiakban a konzorcialis vizsgalatoknal alkalmaztam. A 18 kiilonb6zo, 2 és 3 tagu
konzorcium eredményei bizonyitottak, hogy a torzsek kozotti szinergens kolcsOnhatés
eredményeként nagyobb oldhaté szénhidrat hozam érhetd el, mint a torzsek egyedi
alkalmazasaval. Megallapitottam, hogy az A. niger F.00632, a P. chrysogenum F.00814. és
aT.viride F.00795 torzsek azonos aranyu tarsitasa kiemelked6en nagy szénhidrat konverziot
eredményez (418 mg/g), az elméleti hozamnak 50 %-a oldatba keriilt. A tovabbiakban a
buzakorpabol kinyerhetd szénhidrattartalom noveléséhez a konzorcium bontési
mechanizmusat meghatdrozd kornyezeti tényezOk hatdsat vizsgaltam. A miikddési

paraméterek optimalasaval 67 %-0s (588 mg/g sz. buzakorpa) biokonverzios hatékonysagot
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értem el a 3 napos elékezelést kovetéen: 30 °C-on, pH=5,0 értéken, 10/g szubsztratum
bevitt konidium szam (megoszlasa: 60 % A. niger F.00632, 25 % P. chrysogenum F.00814
€s 15 % T. viride F.00795) valamint citrat-foszfat puffer és buzakorpa 5:1 aranya esetén.

A  biologialag eldkezelt buzakorpa enzimes bonthatdsdgdanak vizsgdlatandl
megallapitottam, hogy az altalam hasznalt kereskedelmi enzimkészitmények dozisanak
novelése 55 °C-on, pH=5,5 értéken, 220 rpm razatasi sebességen 24 oras reakciot kovetden
kedvezdéen hatott a szénhidratok monomerekké torténd bontasara. Meghataroztam, hogy a
cellulaz (2100 U/g), a cellobiaz (780 U/g) és a xilanaz (7000 U/g) enzimkeverékként vald
alkalmazasaval technologiai szempontbo6l igéretes gliikoz hozam, az elméleti 53 %-a (454,5
mg/g buzakorpa) érhetd el.

Feltérképeztem néhdany etanol termeld mikroorganizmus szénhidrdat hasznositdsdt és
erjesztési tevékenységét buzakorpa hidrolizatumokon. Mind a szaritott Saccharomyces
cerevisiae (Levuline Fb) és a Kluyveromyces marxianus Y.00959 éleszt6 torzs, valamint a
Zymomonas mobilis subsp. mobilis B.01327" baktérium tdrzs az enzimesen nem kezelt,
cefrék (5-7 %, m/v redukald cukortartalom) erjesztésével hasonlo mértéka, 2,4 % (v/v) és
2,8 % (v/v) kozotti, etanol termelést mutatott 30 °C-on. A vizsgalt térzseknél a baktérium
nagyobb gliik6z toleranciat mutatott az enzimesen kezelt cefrék esetén. E baktériummal a
15-20 % (m/v) cefrékben 4,6 % (v/v) és 5,1 % (v/v) kozotti etanol koncentraciokat mértem.
A Kko-fermentacios kisérletek eredményeként meghataroztam, hogy a két éleszté szimultan
alkalmazasa és emellett az idében eltolva rataplalt baktérium kultara intenzivebb erjesztési
dinamikat biztosit. E technikaval sikeriilt elérnem 7,6 % (v/v) etanol tartalmat, tovabba a
cefrékben visszamaradt erjeszthetd cukrok mennyisége is Iényegesen csokkent.

A papirhulladékok etanolla torténd konvertdalasahoz elokészitési miiveleteket végeztem a
festékanyagok minél hatasosabb eltavolitisanak eléréséhez. E célbol kiilonbozo fiziko-
kémiai modszereket kemikalidk alkalmazasaval és anélkiil is vizsgaltam. A technikédk koziil
hatdsosabb rost tisztulast értem el alkoholos flotaldssal, a mosasi €s besugarzasos
technikakkal szemben, ami az enzimes konverzid6 hatasfokaban is mutatkozott.
Eredményeim arra mutattak r4, hogy a szerves oldoszerként etanol alkalmazisa a
festékmentesités hatékonysagat 25 % (v/v) koncentrdcioban mar jelentésen novelte.
Meghataroztam az alkoholos flotacios cella miik6dési paramétereit rostszuszpenzid esetén:
50 °C, 30 perc, 25 % (v/v) etanol koncentracio, amit kdvetéen a cellulaz (2100 U/g) és
amilogliikozidaz (320 U/g) enzim keverék 65%-0s szénhidrat hozamot mutatott 55 °C-on,
pH=5,5 értéken, 220 rpm razatdsi sebességen 24 orat kovetden. Az adszorpcids technikdk
korében a kitozan bioszorbens, valamint utébbi két moédositott valtozatat, a glutaraldiheddel

térhalositott kitozant és a Ca-alginat gélgyongyokon rogzitett kitozdn alkalmazhatdsagat is
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vizsgaltam. Mind a harom mutatott adszorpcids kapacitast modell festék oldatokban,
azonban a vizsgalati koriilmények kozott eltérd stabitilitassal voltak a Carbon Black festék
pigmentek megkdotése irant. A miikddési paraméterek optimalasaval meghataroztam, hogy
100 ppm festék koncentracio a Ca-alginat gélgyongyokon rogzitett kitozan igen hatasos (80-
86 %) megkotést eredményez 1,5 g ddzisban az alabbi paraméterek kozott: 30-35 °C, pH=6-
6,5, 220 rpm razatasi sebesség és 30 perc tartdzkodasi idotartam. Ezen adszorpcids technikat
adaptalva a papir rostok elokezeléséhez megallapitottam, hogy a rostszuszpenzié 10 %-aval
azonos bioszorbens dozis hasznalata mellett ugyanazon festékanyagok 65 % hatékonysaggal
tavolithatoak el.
Az elokezelt rostszuszpenzio enzimes hidrolizisénél a cellulaz (2100 U/g) és
amilogliikozidaz (320 U/g) enzimkeverékként torténd alkalmazasaval az elméleti gliikoz
hozam 23 %-at értem el.
Az erjesztési kisérleteknél az élesztok etanol produktivitasat elkiilonitett, hagyomdnyos
alkoholos erjesztéssel vizsgaltam. A vizsgalt élesztOk esetén a szaritott Saccharomyces
cerevisiae (Levuline Fb) ¢élesztd kismértékben tobb etanolt termelt ujsagpapir keverék
hidrolizatumon, valamint a kontrollként hasznalt irodai papir hidrolizdtumon is, mint a
Lanchancea ¢leszt6 torzsek. Ezen éleszt6 alkalmazasaval 6sszehasonlitottam két erjesztési
technikanak, az el6z0ekben emlitett elkiilonitett etanolfermentacionak, valamint a szimultan
cukrositasi és erjesztési technikanak a hatékonysagat is. Az etanoltermelés egyik esetben
sem érte el a gazdasdgos szintet. A ko-fermetacios erjesztésekkel a cukrok hasznositasat
részben sikeriilt novelnem, azonban az etanol hozam az amugy is alacsony gliikoz
koncentracio miatt igen csekély novekedést mutatott. Az etanol koncentracié mind a szaritott
¢éleszt6 és a Lanchancea thermotolerans Y.00775 élesztd torzs, mind a szaritott élesztd és a
Zymomonas mobilis subsp. mobilis B.013277 tdrzs azonos aranyu (1:1) tarsitdsaval
ujsagpapir keverék hidrolizdtumon 1,2 % (v/v) és 1,3 % (v/v), irodai papir hidrolizdumon
pedig 2,2 % (v/v) és 2,7 % (v/v) etanolt termelt.

Osszességében elmondhatd, hogy a kutatdbmunkam soran elért eredmények igéretesek
voltak, azok kell6 ismeretet szolgaltatnak a lignocellulozt tartalmazé névényi maradvanyok

etanol céli hasznositasanak tovabbi mérnoki fejlesztéséhez.
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6 SUMMARY

Lignocellulosic materials, i.e crop residues, food processing wastes, forestry residues
etc., are currently receiving much more attention as abundant and available renewable
energy sources. Plant-based bioenergy has potential to partially replace fossil fuels and
secure the energy supply as well as reduce the environmental pollution. As a result of
development activities in recent years, a number of pilot-scale technologies are being used
in second generation bioethanol production, however industrial application is still limited.

The main objective was to develop new strategies for second generation ethanol
production based on waste products — such as wheat bran and municipal paper wastes — as
well as make sustainable the crucial process steps of the pretreatment methods more
efficient, increasing ethanol and sugar yield.

In the work, the biological-based pretreatment of wheat bran was examined. A total of
29 filamentous fungal strains and 6 yeast strains were tested for their ability to degrade
highly resistant and recalcitrant lignocellulosic structure under solid-state conditions.
Overall, the quantity and the composition of the water-soluble degradation products (mono
-, di- and polysaccharides) were different in each microbial pretreatment setup, and was
characteristic to the strains that was used. This could be due to the different cellulase and
other hydrolitic enzyme activites and the differences or absence of oxydative enzyme
activites. Strains of Penicillium proved to be more efficient, 25 % of the theoretical sugar
yield was achieved, followed by strains of Aspergillus, Trichoderma, Mucor, Rhizopus,
Phanerochaeta, Candida and Pichia, respectively. For further experiments, the following
strains based on the preliminary screening: A. brasiliensis F.00892, A. niger F.00632, A.
wentii F.00167, P. chrysogenum F.00814, P. granulatum F.00913 and T. viride F.00795
were selected. These strains were used for the consortia experiments A total of 18 fungal
consortia comprising of two- and three strains led to an increase in the available carbohydrate
content thanks to their synergistic interaction. With the simultaneous use of A. niger
F.00632, P. chrysogenum F.00814 and T. viride F.00795 in equal ratios a total amount of
418 mg/g carbohydates (about 50 % of theoretical yield) were achieved. To improve the
conversion efficiency of the fungal consortium, operational parameters were assessed
including initial conidium ratio, pH, moisture content and inoculation techniques. The best
result in terms of biological pretreatment was observed after 3 days using microbes with an
initial concentration of 107 conidium per gram dry substrate (gds) in a ratio of A. niger
F.00632 (60 %), P. chrysogenum F.00814 (25 %) and T. viride F.00795 (15 %) at 30 °C, pH

5.5 and a moisture ratio of 5:1.
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Enzymatic saccharification profiles of microbially pretreated wheat bran showed a high
increase in glucose concentration (454,5 mg/g), wich is equal with 53 % of the theoretical
glucose yield, while applying the mixture of commercial enzyme preparations: cellulase
(2100 U/g), cellobiase (780 U/g) and xylanase (7000 U/g) at 50 °C, pH 5.5, with an agitation
speed of 220 rpm for 24 hours.

Finally, ethanol-producing microbes were tested for their ability to convert fermentable
sugars to ethanol at various sugar concentration (up to 20 %) in fermentation media
containing treated and untreated (as control) wheat bran. When comparing Saccharomyces
cerevisiae (Levuline Fb type) to Kluyveromyces marxianus Y.00959 and Zymomonas
mobilis subsp. mobilis B.01327T, ethanol yield was about 2.4 % (v/v) and 2.8 % (v/v) in
untreated fermentation medium at 30 °C. As for the treated samples, the 15-20 % glucose
content had a beneficial effect on the ethanol production, and the bacteria strain showed a
greater glucose and ethanol tolerance compared to the untreated samples. Fermentation of
pretreated media with a starting glucose concentration of 15-20 % (w/v), an ethanol
concentration of 4.6 % and 5.1 % (v/v) was observed, and it produced less biomass than with
only yeasts. A further increase in ethanol production was found with the mixed culture of
two yeast strains in equal ratios. In searching for the best fermentation process, simultaneous
application of two yeast strains with an additional inoculation step of the bacteria at 48 hours
showed 7.6 % (v/v) of ethanol.

In the second part of my thesis work, my experiments focused on testing various
deinking operations to remove ink pigments from municipal paper wastes, which can be used
for saccharification and fermentation. According to the results obtained from chemical and
physico-chemical treatments, application of ethyl alcohol in a concentration of 25 % (v/v)
as an organic solvent in laboratory-scale flotation turned out to be more effective at deinking
than washing with a number of other chemicals and irradiation techniques. After the flotation
deinking of 1% (w/v) consistency mixed waste papers at 50 °C for 30 minutes, more than 40
% carbohydrate content (up to 56 %) yield was achieved with a combination of commercial
enzymes: cellulase (2100 U/g) and glucoamylase (320 U/g) incubated at 50 °C, pH 5.5 and
220 rpm of agitation for 24 hours. As natural biosorbents, chitosan and its two derivates:
cross-linked chitosan with glutaraldehyde and chitosan-coated Ca-alginate beads (ChiALG)
showed adsorption properties in the model solution containing 100 ppm of carbon black
from HP laserjet ink cartriges. However adsorption capacities and interactions between
biosorbents and ink pigments significantly changed during their application. ChiALG was
the most effective adsorbent with more than 80 % of ink removal using 1.5 g of adsorbent at
30-35 °C and pH 6-6.5 with constant shaking at 220 rpm for 30 minutes. Adapting these
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adsorption techniques for the pretreatment of mixed paper waste treatment with ChiALG at
the same operational parameters, except with a dosage equal to 10 %, showed similar ink
removal than with the model solutions.
Enzymatic hydrolysis performed with a mixture of commercial cellulase (2100 U/g) and
glucoamylase (320 U/g) enzyme preparation led to 23 % of the theoretical glucose content.
Besides a slight increase in the saccharification rate, the glucose to ethanol conversion was
very low. Nevertheless, more ethanol was produced with S. cerevisiae (Levuline Fb type) on
treated paper-based materials (mixed paper waste and office paper) than with the other yeast
strains. Comparison of two fermentation processes - separated hydrolysis and fermentation
(ShF) to simultaneous saccharification and fermentation (SSF) - using S. cerevisiae showed
that the obtainable ethanol content was not economic. As a result of co-fermentation
processes sugar consumption partially increased, but the ethanol yield only sligthly increased
(1.2-1.3 % v/v) with the combination of S. cerevisiae with Lanchancea thermotolerans
Y.00775 and Zymomonas mobilis subsp. mobilis B.013277 (in equal ratio) on treated mixed
paper waste, and a higher ethanol concent (2.2-2.7 % v/v) was observed in treated office
papers.

As a conclusion of the results described here, these new methodologies are very
promising and can serve as a basis for further experiments to develop more economical

lignocellulosic ethanol production from plant-based wastes.
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