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1 BEVEZETES

A kisérlet témajat a fogyasztoi tarsadalmunkat érintd, egyik legkritikusabb tgy
inspiralta, mely nem madas, mint a hulladékgazdalkodas kihivasai ¢és lehetdségei. A
kontinensen évente termelédé tobb szaz millio tonna hulladéknak csak egy része
biohulladék, melynek még csekélyebb része hasznosul. Az Eurdpai Unid hulladékrol szolo
keretiranyelve a biohulladék fogalmat gy hatarozza meg, hogy beletartoznak a kertekbol,
parkokbdl szarmazé zoldlomok, a haztartasokban keletkezd ¢lelmiszer- és konyhai
hulladékok, valamint az ezekhez hasonld, a kereskedelemben és ¢lelmiszeriparban
felhalmoz6dé hulladékok. A  definici6 nem tartalmazza a mezdgazdasagi ¢és
erddgazdalkodasi tevékenységek soran eldalld hulladékokat, tovabbd nem 6ssszekeverendd
a biodegradabilis hulladék kifejezéssel sem, ami egy szélesebb meghatirozas 1évén, mas
bioldgiailag leboml6 anyagokat is magaba foglal (pl.: fa, papir, szennyviziszap).

Az Eurépai Unid orszagai altal évente termelt biohulladék mennyisége 118 és 138
millid tonna kozott van (Internet 1). Ennek koriilbeliil 40%-a az, ami Gjrahasznositasra keriil
komposztalas vagy anaerob rothasztasos, enzimatikus biokonverzié altal. Ez az Osszes
Europa-szerte keletkezé hulladéknak csupan 17%-a (Eurostat, 2023). Europai
Kormyezetvédelmi Ugynokség jelentése szerint, mig az iiveg, a papir, a fém és a milanyag
természetli hulladékok ujrahasznositasi ratdja az elmult években novekedett, addig a
biohulladékok helyzete nem valtozott (EEA, 2013). A biohulladékok kontrollalt konverzidja
soran értékes mellék- és végtermékek, valamint energia termelddik, azonban kezeletleniil
hagyva liveghazhatasti gazok emissziojaval még a ki nem akndzott lehetdségek elhalasztasan
tal 1s okoz karokat. A fosszilis energiaforrasok kinyerésének ¢és elégetésének
kornyezetszennyezd hatdsanak, valamint leléhelyeik egyenetlen eloszlasdbdl szdrmazd
geopolitikai konfliktusok elkeriilése egyre siirgetébb igény a vilagon.

A noévényi biomassza alapu biolizemanyag kozvetleniil is felvalthatja a fosszilis
(primer) energiaforrasokat, nem csupan kozvetetten, a biokonverzids folyamatok soran
termel6dé hdenergia kihasznalasaval. Erdemes tehat 6sszehangoltan keresni az energiakrizis
¢s a hulladéktermelés problémajanak megoldasat, hiszen ami az egyiknek szemét, a masiknak

kapraztatia a szemét.



2 CELKITUZESEK

A szakdolgozati kutatomunkam komposzt mintakbol izolalt termofil és termotolerans
baktériumok aktivitasprofiljanak és degradacios teljesitményének megismerésére iranyul
szénhidratokban gazdag gyiimolcs és z0ldség maradvanyokat (szar, levél, héj stb.)

tartalmazo szubmerz, razatott rendszerekben.

Kisérleteim az alabbi feladatokra iranyulnak:

1. Torzsszelekcio: celluldz, xilanaz és pektindz aktivitds gyors screenelése egyediili
szénforrasként karboxi-metil cellulozt, biikkfa eredetli xilant és almapektint

tartalmazo agarlemezeken.

2. Elokisérletek a mikrobialis rostbontds és enzimfermentacié tanulmanyozasara

szubmerz, razatott rendszerekben.

3. A szelektalt térzsek hatékonysaganak nyomon kovetése néhany technologiai tényezd
fliggvényében.
a. Beoltasi technikdk hatasa
b. Hoémérséklet és pH hatasa

C. A ndvényi rostallomany mennyiségének novelése



3  IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A komposztalas definicioja

Kémiailag a komposztalas ndvényi hulladék aerob bomlasaként hatdrozhaté meg. A
komposztalas eredményeként homogén fazist, mikrobiologiailag stabil biomassza (humusz)
keletkezik viz, szén-dioxid, és energia felszabaduldsanak kiséretében. A humusz értékes
agraripari alapanyag, a mezdgazdasagi talaj termékenysége novelhetd vele. A sikeres
konverziohoz azonban biztositani kell bizonyos feltételeket, mint az oxigénellatottsag, mert
leveg6tlen koriilmények kozott a komposztalas szempontjabdl nemkivanatos anaerob
jelenségek (rothadés, erjedés) kovetkeznek be. Anoxikus kornyezetben metanogén
mikrobiom szaporodik el, jelentés mennyiségli metant felszabaditva. Ennek elkeriilése
érdekében a rendszert levegdztetni kell. Szakaszos dntdzéssel a mikroorganizmusok altal
igényelt szabad viztartalom 4llithatdé be. A biokonverzidt idében egymadst valto
mikrobakozosségek végzik, melyek Osszetétele és mennyisége folyamatosan valtozik a
komposzt tdpanyagaranyanak, oxigénellatottsaganak, hémérsékletének,
nedvességtartalmanak, kémhatasanak, és az egyéb paraméterek (mikrobak kozotti
kolcsonhatasok, toxikus metabolitok felhalmozddasa, alapanyag porozitasa stb.)

alakulasatol fiiggden (Féstis et al., 2005).

3.2 A komposztalas folyamata

Kezdetben mezofil mikroorganizmusok szaporodnak el, melyek nem igényelnek
széls6séges kornyezeti tényezoket szaporodasukhoz és enzimtermelésiikh6z, optimalis
paramétereik az atmoszferikus nyomas és kb. 35°C-os homérséklet. E mikrobak hidrolitikus
tevékenységének kovetkeztében jelentds mennyiségii hé keletkezik, mivel metabolizmusuk
exoterm folyamatok sorozata. A homérséklet emelkedésével termofil mikroorganizmusok
(foként Bacillus, Thermobifida- és Thermus fajok) szaporodnak el, tovabbi homérséklet-
emelkedést okozva tevékenységiikkel. Ekkor a 80°C-ot is elérheti a komposzt hdmérseklete,
mely a mezofil flora pusztulasat eredményezi a patogén mikrobakkal és a mechanikus
bontast végzé gerinctelen allatokkal egyiitt. Ezutan fokozatosan 60-40°C-ra csokken a
hémérséklet, amely mar alkalmas termofil gombak (mint Aspergillus ¢s Chetomium fajok)
szamara, melyek ezutan felvaltjak a termofil baktériumflorat. Végiil egy masodlagos mezofil
flora szaporodik el a komposztban, mely ebben az allapotban stabilizalodik és a végtermék

hasznosithato a mezdgazdasagban (Fésiis et al., 2005).



3.3 A komposztalas gazdasagi jelentosége

A komposztalas haszna tobbrétii, hiszen hulladéktol valdo megszabadulds mellett energia
termelhetd, tovabba a végtermékben értékes metabolitok lehetnek, melyek dnmagukban
hasznosithatok vagy tovabbi biokonverzids folyamatok kiinduldsi anyagaként (pl.
masodgeneracios bioenergetikai termékek) szolgalhatnak, valamint maga a sejtbiomassza is

alkalmazhat6 a tovabbiakban akar bioremediacios célokra is (Fésiis et al., 2005).

3.4 A novényi sejtfal szerkezete és dsszetétele

A komposztalasi folyamat kiindulasi anyaga jellemzden a haztartasokban keletkezett
¢lelmiszer- (fogyasztasi célokra mar nem hasznalt z6ldség- és gylimolcsmaradvanyokat) és
zoldhulladékokat (metszési hulladékot) foglalja magaba. Ezek a novényi részek szén- és
nitrogénforrast jelentenek a lebontd szervezetek anyagcserefolyamataihoz. A ndvényi
sejtfalat legnagyobb mennyiségben poliszacharid jellegli, hossz(i szénlanca, kiilsé

hatasoknak ellenallo biopolimerek matrixa alkotja (Pérez és Mackie, 2001).

— pektin
kozéplemez {
celluléz

elsédleges mikrofibrillumok

sejtfal

plazma — hemicelluldz
membran

fehérjék

1. abra: A novényi sejtfal szerkezete (Internet 2)

A ndvényi sejtfal egyszerre hivatott facilitalni a novekedést a szerkezeti szilardsagot.
Ellent kell a plazmamembrant beliilrél feszitdé viznyomasnak, mindekdzben rugalmasnak
maradni a viztartalom dinamikus valtozasara reagalva (Pérez és Mackie, 2001). Az 1. abran
lathatd a novényi sejtfal szerkezete és Osszetétele. Kiviilrdl belefel¢ haladva elészor a
kozéplemezzel taladlkozunk, mely a sejtek Osszetapaddsat garantdlja és amely a pektin f6
lel6helye. Az els6dleges sejtfalban celluldz- és hemicelluldz rostokkal, tovabba fehérjékkel

talalkozunk. A sejtfal kiilonb6z6 karakteri molekuldi azon tul, hogy térben bonyolult



haldézatot hoznak létre, egymassal mésodlagos kolcsonhatasokat 1étesithetnek. A celluloz
vizben nem oldddoé biopolimer, szerkezeti integritast ad a sejtnek. A hemicelluloz feladata a
celluloz szalak rogzitése. A pektin a sejtek Osszetapadasan til a sejtfal atjarhatdosagat
limitdlja a porusok Osszehuzasaval, mig magat a cellul6z-hemicelluloz matrix altal

lefektetett szerkezeti integritast nem befolydsolja (McCann és Roberts, 1996).

3.4.1 A celluloz

A fotoszintetizald szervezetek, azaz a szovetes novények, moszatok és egyes
baktériumok anyagcserefolyamataik sordn rengeteg szén-dioxidot kotnek meg
biopolimereik felépitéséhez. Az igy keletkezett biomassza t6bb, mint fele csak celluloz.
Novényekben a celluléz egyiitt jelenik meg ligninnel és hemicellul6zzal lignocelluléz
matrixot alkotva (Hallac és Ragauskas, 2011). A cellul6z egy szénhidrat jellegli vazalkotd
makromolekula, mely kifejezetten a ndvényi sejtfalra jellemz6, és annak strukturalis
integritasaért felelds (Pérez és Mackie, 2001). Kémiailag homopolimer; B-térallasu, az elsd
¢s negyedik szénatom kozott 1étrejott O-glikozidos kotéssel kapesolodd D-glitkopiranoz

gylirik linearis, elagazasoktol mentes lanca alkotja (2. abra).

n

R=H vagy CH2C02H

2. abra: A B-D-gliik6z lehetséges oldallancai celluldzban, illetve CMC molekuldban (n:

polimerizacio foka) (Internet 3)

Keét gliikbzmonomerbdl 4116, ismétlddd diszacharid szerkezeti egysége a cellobioz. A
molekula polimerizacios foka eredetétdl fiigg, szervezetre és szervre jellemz6; hossza par
szaztol tobb tizezer glikopiranéz egységig terjedhet (Blanco et al., 2018).
Intermolekularisan H-kotések jonnek létre a mikrofibrillum rostokba rendezddott
cellulozlancok kozott, mely limitalja az oldhatosagot.

A vizben nem o0ldodo cellulozrostok felhasznalasa szeleskorti €s régre nyulik vissza az
emberiség torténetében. Hagyomanyosan a papirgyartas és az organikus textilek (lenvaszon,

pamut) alapanyaga, ezen kiviil csomagoloanyagok ¢€s egyes élelmiszeripari adalékanyagok
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kiindulési anyaga. A human téplalkozasban a cellul6z fontos élelmi rost; mivel a bontasara
nem épiilt ki hatékony emésztéenzim rendszer, a tapcsatornan felszivodas nélkiil halad at,
mely tulajdonsagat szarmazékain keresztiil terapias céllal (hashajtok, étvagycsokkentok)
alkalmazzak (Cummings, 1984).

A karboxi-metil-cellul6z (tovabbiakban CMC) a celluléz szintetikusan eléallitott
szarmazéka. Kémiailag a novényi sejtfal alkotd celluloz karboximetil-étere, tehat a
cukorgytiriik hidroxilcsoportjaiban 1évé hidrogéneket karboximetilek szubsztitualjak (2.
abra). Mivel a celluloz B-D-gliikkoz molekulak alkotta homopolimer, benne monomerenként
maximalis telitettség esetén legfeljebb harom hidroxilcsoport cserélddhet ki karboximetilre.
Az oldallancokon igy keletkezd sok-sok karboxilcsoport jocskdn megndveli a CMC
oldhatosagat a cellulozhoz képest (a H-hidak részleges vagy teljes elvesztése miatt), mely
tulajdonsagat az élelmiszeripar is kihasznalja. Vizmegkotd képességének kdszonhetden
olyan tdobbfazisu, viszkozus rendszerek, mint a jégkrémek ¢és a fogkrémek
mikrostrukturajanak stabilizalasaban (gyakran E466 néven) igen nagy szerepe van (Philip,
2018).

3.4.2 Axilan

A xilan, a hemicelluléz részeként a novények orszaganak egyik leggyakoribb
poliszacharid biopolimere (a celluléz utan). A xilan a kétsziklieck Osszes
szarazanyagtartalmanak 20-30%-at teszi ki, mig a perjefélék szarazanyaganak 50%-at adja.
(Scheller és Ulvskov, 2010). A novényi sejtfal és szallitorendszer szovetének fontos

alkotdeleme. A hemicellul6z megnevezés a xilanon kiviil magaba foglal mannén, galaktan

crer

crer

celluloznal; legfeljebb par szaz monomerig terjed lanchosszuk (Puls és Poutanen, 1989).

A xilan molekulajat B-(1,4)-kotéssel kapcsolddo xiloz egységek (6t szénatomos
furan6z gylirik) alkotjak, ezen kiviil valtoz6 aranyban tartalmaz a-arabinofuranéz és o-
gliilkuronsav oldallancokat (3. abra). Homopolimer formajaban is eléfordul, am ezek
1zolaladsa nehézkesebb a természetben ennél joval gyakoribb, 2-4 féle pentd6z monomerbdl

felépiild heterogén xilanokénal (Bastawde, 1992).
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3. abra: A xilan szerkezete (Internet 4)

Az oldallancok mindsége €s mennyisége az adott ndvényi részre, illetve fajra jellemzo
(Curry etal., 2023). A keményfa eredetli xilan er6sen acetilezett, mig a puhafabol szarmazok
kevésbé és polimerizacios fokuk is kisebb (Beg et al., 2001). A xilan a novényi részekben
zselésito rost funkciot tolt be (Mellerowicz és Gorshkova, 2012). Feszességet kolesonoz a
novénynek, mely ezt helyzetvaltoztatasra képes hasznalni, valamint szerkezeti stabilitast ad,

tulajdonképpen az allatok vazizméval analdg funkciot latva el.

3.4.3 A pektin

A pektin féleg a novényi sejteket elhataroldo kézéplemezben talalhatod. Biztositja a
sejtek dsszetapadasat Ca?* kozvetitette intermolekularis kotések altal (McCann és Roberts,
1996). Tobb, kiilonboz6é molekulatomegii és térszerkezetii vegylilet sorolhatd a pektin
megnevezés ald. Altalanossagban igaz, hogy nagy molekulatomegti (25-360 kDa), savas
karakterli vegyltiletek, melyek linearis gerincét o-1,4-glikozidos kotéssel kapcsolodo
galakturonsavak alkotjak. A lanc karboxilcsoportjait részben vagy egészen metanol
észteresiti. Az észterezettség mértéke jellemezheté DE (degree of esterification) értékkel,
mely 50% fol6tt magas, ezalatt pedig alacsony metoxi-pektin osztalyokba sorolja az egyes
pektinkészitményeket (Larsen et al., 2019). Acetilezés is el6fordulhat ezeken a csoportokon,
kiilondsen cukorrépaban. A pektin esetében a heteropolimer megnevezés indokolt amiatt,
hogy egyes galakturonsav egységeket ramnoz vagy xiloz (kiilondsen alméban)
helyettesitheti a lancban (4. dbra). Tovabba galakt6z és arabindz lancok is dgazhatnak el réla

(Flutto, 2003).
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a vékonybél mikrofloraja végzi (Mugdil, 2017). Elelmiszeripari adalékként (E440) vald
alkalmazasakor szdzalé¢kosan adjdk meg a pektin galakturonsav tartalmat, mely ekkor
minimum 65%. Lekvarok zselésitésére, gyogyszerkészitményekben emulgealdszerként,

tovabba egyes diétas ételek rosttartalmanak novelésére is hasznaljak (Thakur, 1997).

3.5 A novényi rostok enzimes bontasa
3.5.1 Cellulazok szerepe

A cellulazok olyan glikozid hidroldz enzimek, melyek vizigényes bontotevékenységiik
elvégeztével kisebb oligoszacharidokat és monoszacharidokat hagynak maguk utén.
Mikrobidlis termel6 szervezetiik lehet baktérium €s gomba is, ugyan a mindezidéig nagyobb
népszertiségnek Orvendd gomba eredetli cellulolitikus enzimeket kezdik felvéltani a
kedvezobb tulajdonsagu, bakteridlis cellulazok. Fokuszba keriilt a ndvényi biomasszat
bontani képes, 1) baktériumok izoldldsa, mert ezek a degradacié szempontjabol eldnyos
multienzim-koktélokat termelnek a gombak magas hozamt, de homogén enzimszintézisével
szemben. A heterogén enzimkeverék résztvevOi egymas katalitikus aktivitasat erdsitik,
szinergiaban vannak. Ezen kiviil a baktériumok novekedési rataja sokkal magasabb a
gombakénal, tovabba a termeld torzstdl fiiggben kiilonbozd, akar extrém
reakciokoriilmények kozott is stabilak az (acidofil/termofil/halofil, stb.) enzimeik (Gomez

¢és Saaeddin, 2014).
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A cellulazoknak ldncon vald tamadéaspontjuk szerint 1éteznek a lanc kozepét célzo
endogén, és a lanc végét tamado exogén képviseldik. A cellulolitikus enzimek
tevékenykedésekor (5. abra) el0szor az endogliikanazok daraboljak a molekulat redukalo és
nem-redukald végii egységekre. Ezeken a felszabadulo végeken kezdi meg munkajat az
exogliikandz (cellobiohidroldz), melynek nyoman cellobidz és rovidebb oligoszacharid

darabkdk keletkeznek, melyek szubsztratjai a cukrosité tevékenységet végzd f-

gliikozidaznak.
: eV sy - -
Y ! N ° cnm
| = R N 05 o ~ T e } )
g N—t \_/\ -'o\.- No. V4
| D S \_/ \ %/ N
o S S
hosszu poliszacharid lanc B-(1,4) glikdz egységekbdl
l endo-B-(1,4)-gliikanaz
So ~

i . HONU o V4
~ O&& A oH N MoK o o
Nt TN N~ TSNV

l exogliikanaz / cellobiohidrolaz

cellobidz

l B-glukozidaz

crer

Az endo-B-(1,4)-glikandz, ahogyan a nevezék is utal ra, PB-térallasu, lanckozi
monomerek (1,4)-O-glikozidos hidroxilkotéseit hidrolizalja (Linton, 2020). Igen sziik
szubsztratspecifitassal rendelkezd enzim, mely csak azokat az (1,4) kotéseket hidrolizalja,
amelyek szomszédosak egy (1,3) kotéssel. Termostabilis enzimek, katalitikus aktivitasuk
héoptimuma 45-55°C. Semleges kozeli, pH 6,0-7,5 korili intervallumon mozog a

miikddéséhez sziikséges optimalis kémhatas.
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6. abra: Az endo-B-gliikkanaz miitkdési mechanizmusa (Linton, 2020)

A B-gliikozidaz elsésorban a B-térallast, O-glizodikos kotést tartalmazé molekulakat
hidrolizalja. Széles szubsztratspecifitassal rendelkezd enzim; kisebb enzimaktivitassal
ugyan, de képes a B-(1,4)-kotés mellett mas, gliikoz dimereket 6sszekapcsolo, pl.: B-(1,3)-,
B-(1,6)- és B-(1,2)-kotéseket is hasitani. Mindezt a szubsztrat nem-redukald végén kezdi meg
(Wiesman, 1975). Altalanossagban igaz, hogy a jelenlévd oligoszacharidok lancainak
hosszaval forditottan aranyos a B-gliikkozidaz enzimaktivitasa (Day és Withers, 1986).
Ezutobbi felfedezés egybevag azzal a jelenséggel, hogy a celluldz enzimek a természetben
szinergens mdodon miikddnek egyiitt, termelésiik Osszehangoltan torténik. A cellobioz
diszacharid molekulajaban talalhato B-(1,4)-glikozidos kotés elhasitasaval két glikoz
molekula keletkezik. Ez a folyamat cukrositas, mely a fermentalhat6 cukrok felszaporitasat

jelenti, és tovabbi biokonverzios folyamatoknak (pl. bioetanol szintézisnek) dgyaz meg.

A B-gliikozidaz pH optimuma fligg a termeld szervezettol, annak éldhelyétol és a
szubsztrat tipusatol. Az enzim optimalis kémhatasanak intervalluma ezen paraméterekt6l
fiiggéen pH 7,0 és 3,0 kozott huzodik, tehat savtiirdnek mondhatd. Ugyancsak a termeld
szervezet sajat homérsékleti igénye hatdrozza meg az enzim héoptimumat, mely ezéltal egy

széles, 20 és 85°C kozott huzodo intervallumon mozog (Woodward és Wiseman, 1982).

A celluldzok széleskoriien alkalmazott ipari enzimek; a textilipar, a mososzergyartas,

a papiripar, a szeszipar ¢és a biolizemanyag gyartds egyarant hasznalja dket. Ismert még
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mezdgazdasagi hasznuk is, ugyanis allati takarmany ,.eléemésztésére” is alkalmazzak, a
tdpanyagok felszivodasanak, igy az etetés hatékonysaganak fokozéasa érdekében. Tovabba

ugyanezen agazat a talaj termékenységének novelését is enzimatikus titon végzi.

3.5.2 Axilanaz szerepe

A xilanaz enzim bontémechanizmusa szerint endogén enzim, polixiléz molekuldk
lanckozi  B-(1,4)-glikozidos  kotéseit  hidrolizalja  véletlenszerien. A bontas
eredményeképpen xilo-oligoszacharidok és redukalo tulajdonsagu, xiléz monoszacharidok

maradnak a rendszerben (Bajpai, 2009).

xilanaz xilanaz xilanaz

l—._. L___
\ O, o)
o OH HA O OH H OH HA OH HA
xilan OH

7. abra: A Xilanaz mitkdési mechanizmusa (Bajpai, 2009)

Katalitikus aktivitdsanak optimuma pH 2 és pH 9 koz6tt van, 4m a bakterilis eredetli
xilanazok ezen intervallum jobb széle fel¢ huznak (Bajpai, 2009). Mezofil és termofil
tulajdonsagu xilanazokat is leirtak mar. Bakterialis tenyészet alkalmazasa esetén — a nagy
vizigény miatt — minden esetben szubmerz zajlik a fermentacio, de egyes gombak szilard
fazison is képesek a xilanaz hatékony szintézisére (Walia et al. 2017). Az iparban termelt

xilanaz mintegy 90%-at szubmerz koriilények kozott allitjak elé (Bhardwaj, 2019).

3.5.3 A pektinaz szerepe

A pektindz gyljtéfogalma harom, hatdsmechanizmuséban kiilonb6zd enzimcsalddnak:
észteraznak, hidrolazoknak és a liazoknak. Az pektin-metil-észteraz a pektin metoxil
csoportjait tdmadva katalizdlja a molekula pektinsavvd alakulasat. A hidrolazok

(poligalakturonaz és poli-metil-galakturonaz) a pektinsav és a pektin o-1,4-glikozidos
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kotéseit hasitjak galakturondtokat és metil-galakturanokat hagyva. A lidzok (pektinen: endo-
és exo-poli-galakturan-liaz; pektinsavon: endo- ¢és exo-poli-metil-galakturan-liaz)
transzeliminécios reakcid keretein beliil, viz belépése nélkiil, kettds kotés 1étrehozasaval

hasitjak a lancot (Bedd, 2020).
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8. abra: A pektin észteraz (1), -hidrolaz (2, 3) és -liaz (1, 2, 4) enzimek hatasmechanizmusa
(Bedé, 2020)

Valamennyi kereskedelmi forgalomban 1év0 pektinolitikus enzimkészitmény
ugyanazon fonalasgomba-, nevezetesen Aspergillus niger eredetii, és valtozo aranyban
tartalmaznak poligalakturondzt és pektinészterazt. Ezeket az enzimkészitményeket
elsésorban magas észterezettségi foku pektint tartalmazd almalé deritésére (zavarossag
csokkentése) és viszkozitasanak vékonyitasara hasznaljak (Haile és Ayele, 2022).

Nemzetkozi kisérletekben szerepld, kiilonboz6 mikrobialis eredetti cellulolitikus,

xilanolitikus és pektinolitikus enzimek aktivitasara a kovetkezd tablazat hoz példakat:
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1. tablazat. Nemzetkozi példak kiillonb6zé ndvényi sejtfal degradalo, mikrobialis
enzimek aktivitasara:

Enzim Mikroorganizmus Enzimfermentacio AKktivitas Forras
optimuma [U/mL]
Eljaras | T pH | Idé
[°C] [h]
cellulaz Bacillus sp. SmF* 35 6 96 0,641 Kaur et al.,
2016
poligalak- Bacillus sp. SmF 34 85 | 60 27,0 Guo et al.,
turonat liaz 2019
poligalak- Bacillus sp. SmF 34 85 | 60 40,0 Guo et al.,
turonaz 2019
pektinaz Bacillus subtilis BK- SmF 50 5 24 43,46 Prajapati et
3 al., 2021
pektinaz Streptomyces SmF 35 6 48 45,93 -98,65 | Govindaraji és
fumigatiscleroticus citrushéjon Vuppu, 2020
pektinaz Bacillus SmF 37 | 95 | 120 39-219 Bibi et al.,
licheniformis 2016
pektinaz Bacillus subtilis SmF 37 6,5 | 48 66,3£1,2 Oumer és
Btk27 Abate, 2018
pektinaz Bacillus tequilensis SmF 40 7 40 1370 Zhang et al.,
CAS-MEI-2-33 2019
endo-pB-(1,4)- 37 | 80 | - 1,946
gliikandz
Micromonospora L5 Ramirez et al.,
cellobiohidrolaz 37 8,0 1,114 2016
B-gliikozidaz SmF 37 8,0 1,611
endo-B-(1,4)- Penicillium SSF** 30 55 - 4,0 Todero Ritter
gliikanaz echinulatum 9A02S1 zabdaran etal., 2013
cellulaz Pseudomonas SmF 40 10 | 24 0,7 Sethi et al.,
fluorescens 2013
CMCaz SmF 50 7,0 - 1,778 Chantarasiri,
Bacillus cereus CMC-n 2015
B-gliikozidaz JD0404 50 | 7,0 | - 0,048
CMC-n
endo-B-(1,4)- Aspergillus SmF 31 55 | 120 7,17 Samanta et al.,
xilanaz japonicus 4371 2011
Aspergillus oryzae 11,67
4010
Penicillium citrinum 3,02
4009
Penicillium 6,76
purpurogenum 4248
Penicillium 7,23
purpurogenum 5252
Aspergillus oryzae 14,89
2398
Aspergillus oryzae 6,89
4712
Penicillium 4,10
purpurogenum 2029
Penicillium 5,07
purpurogenum
2433
Aspergillus oryzae 6,05
4714
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Aspergillus oryzae 11,36
4964
xilanaz Bacillus pumilus SmF 45 10,0 | 24 3,983 Duarte et al.,
izolatumok 2,981 1999
2,659
1,228
CMCaz Paenibacillus terrae SmF 50 | 55 | 72 2,08 Liang et al.,
2014
endo-B-(1,4)- Pseudomonas sp. SmF 37 72 | 24 1245 Xu et al., 2005
xilanaz WLUNO024 —
8,0
xilanaz Acinetobacter junii SmF 35 70 | 72 317 Loetal., 2010
F6-02
xilanaz Jonesia denitrificans SmF 50 7,0 | 48 10,81 Nawel et al.,
BN-13 2011

*SmF: szubmerz fermentacio

**SSF: szilard fazisa fermentacio
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4 ANYAG ES MODSZER

4.1  Felhasznalt anyagok

4.1.1 Mikroorganizmusok

A kisérletek soran dsszesen 10 termofil/termotolerans baktérium enzimtermelését
kovettem nyomon. A komposzt mintakbol izolalt baktérium torzseket Dr. Toth Akos és a
MezoOgazdasagi €s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gytljteménye (NCAIM, Budapest)
biztositotta.

A komposzt mintakbol izolalt baktérium torzsek az alabbiak:

Bacillus substilis B.01162

Bacillus cereus B.00076, B.01718

Bacillus coagulans B.01123, B.01139

Thermobifida fusca B.02355

Thermobifida cellulosilytica B.01997

Thermus composti B.02340

Rhodococcus erythropolis B.01659

Sphingobacterium sp. B.02636

4.1.2 Tapagarok és tapkozegek

Az enzimaktivitasok gyors screeneléséhez

2. tablazat. Cellulaz, xilanaz és pektinaz aktivitas kimutatdsahoz sziiksége agarlemezek

Osszetétele
Komponens Mennyiség [g/L]
CMCl/pektin/ 10,00
xilan 5,00
NaNOs 3,00
K2HPO4 1,00
MgSOs4 - 7 H20 0,50
KCI 0,50
FeSO4 - 7 H20 0,01
¢élesztokivonat 2,00
pepton 5,00
agar 15,00
desztillalt viz 1000,00
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Inokulum tenyészet és fermentdacios rendszerek készitéséhez

Az alaptapleves (Czapek-Pepton, tovabbiakban CP) minden olyan esszencialis
biomolekulat és mikroelemet tartalmaz (a Nutrient tapkézeghez hasonldan), ami a vizsgalt
baktériumoknak kedvez6 feltételeket biztosit a novekedéshez. A modositott CP 3 (m/V)%-
ban tartalmazott gytimélcs és z6ldség rostallomanyt. A névényi rostallomanyt laboratoriumi
présgép segitségével allitottam eld. A rostallomany eldkészitése soran kommunalis

hulladékot: szarakat, leveleket, megbarnult, hibas terményeket hasznositottam. .

3. tablazat. CP és modositott CP tapleves dsszetétele.

Komponens Mennyiség [g/L]
szacharoz (CP-el6tenyészet) 30,00
novényi rost (MCP-el6tenyészet) 30,00
novényi rost (MCP-fermentacio) 100,00
NaNO3 3,00
K2HPO4 1,00
MgSO4 - 7 H20 0,50
KCI 0,50
FeSO4 - 7 H20 0,01
¢lesztOkivonat 2,00
pepton 5,00
desztillalt viz 1000,00

A kisérletek soran nagyobb mennyiségben készitettem elé a ndvényi rostallomanyt,
amelyet fagyasztoban (-18 °C-on) taroltam hasznalat eldtt. A fagyasztas-olvasztas 1épése
eléroncsolta a stabil szerkezetli névényi rostokat, igy megkonnyitve az enzimek munkajat.
A mechanikai el6kezelés (préselés), majd a fagyasztas-olvasztas hatasa az értékes szénhidrat
polimerek (celluloz, hemicelluldz) hozzaférhetdségét segiti el a baktériumok és enzimeik
szdmara. Az inokulum tenyészetek €s a fermentacios rendszerek tapkozegeit 250 mL-es
Erlenmeyer lombikokba 100 mL-ként ontéttem szét. A lombikok tartalmat 121 °C-on 15

percen at autokldvoztam.
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4.1.3 Oldatok és pufferek

Az alabbi 4. tablazat foglalja 6ssze a mérések soran hasznalt oldatokat és puffereket.

4. tablazat. Felhasznalt oldatok és pufferek osszetétele.

Oldat/puffer megnevezése Osszetétel
Komponens Mennyiség
|2 6!5 g
jod oldat (0,1 n) Kl 125¢g
desztillalt viz 100 ml
o . kongovords indikator 0549
kongdvords oldat (0,5 %) desztillalt viz 100 ml
‘o . NaCl 29,22 g
natrium-klorid oldat (1 M) desztillalt viz 500 mL.
0,1 M citromsav-monohidrat 489
desztillalt viz 250 mL
citrat-foszfat puffer (pH 4) 0.2 M NazHPO4 8,8995 g
desztillalt viz 250 mL
0.1 M Tris-Base 1,21¢
) desztillalt viz 100 mL
Tris-HCI puffer (pH 9) 01 M cc. HCl 1mL
desztillalt viz 100 mL
vizmentes natrium-szulfat 288 ¢
kalium-natrium tartarat 249
Somogyi I. oldat natrium-karbonat 48 ¢
natrium-hidrogén-karbonat 329
desztillalt viz 400 mL
vizmentes natrium-szulfat 729
Somogyi Il. oldat réz-szulfat-heptahidrat 8¢
desztillalt viz 1600 mL
ammoOnium-molibdat 100 g
Nelson reagens natrium-hidrogén-arzenat 12 ¢
cc. kénsav 84 mL
p-nitrofenil-gliikopiranozid 0,00113 g
PNGP oldat (0,15 mM) desztillalt viz 25 ml

4.2  Alkalmazott médszerek
4.2.1 Gyors screenelés

Az enzimaktivitdsok kimutatisa egyediili szénforrasként karboximetil-cellulozt,
biikkfa eredetli xilant és almapektint tartalmaz6 agarlemezeken, agardiffiizios modszerrel
tortént. Az agarlemezeket Ot részre osztottam, a mélyedésekbe torzsenként 50 pl CP

taplevesben tenyé€sztett sejtszuszpenzidt pipettaztam. Az agarlemezek leoltasat kovetden
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azokat 37°C-on 48 oran at inkubaltam. Az agarlemezek festését kdvetden, amennyiben a
torzs az adott polimert bontotta, gy a novekedési zona kortil feltisztulés jelentkezett.

A xilanaz és a pektinaz aktivitas jelenlétét igazold feltisztulas ,,el6hivasahoz” az
agarlemezeket 0,1 n-os jod oldattal ontottem le, majd azokat 30 perces behatasi id6t
kovetden desztillalt vizzel mostam le. A cellulaz aktivitas kimutatasa 0,5 %-os kongovoros
oldattal tortént, amelyet 30 percet kovetéen 1 M natrium-klorid oldattal mostam le az
agarlemezekrél (Kaur et al., 2011). Ahol a szubsztratum (részben) elbomlott, ott nem tudott

bekdtni festékanyag, igy az a teriilet nem szinezddatt el.

4.2.2 Mikrobialis rostbontas és enzimfermentacio

A novényi maradvanyok biofeldolgozasa sordn elsé 1épésben az inokulum tenyészet
hatasat kovettem nyomon, ahol az eldszelektalt baktérium torzseket az alaptaplevesben (CP),
valamint szachar6z helyett egyediili szénforrasként 3 (m/V) %-ban gyiimolcs- és
zoldségmaradvanyok rostallomanyat tartalmazo, modositott CP taplevesben tenyésztettem.
Az ,on-site” enzimfermentaciot a két kiillonbozo tenyészettel inditottam el és hasonlitottam
0ssze a 10 (m/V) % novényi rost tartalmazo szubmerz rendszerek hatékonysagat 37 °C-on,
160 rpm razatasi sebességen 168 oran at. A baktériumtenyészetek beoltasi rataja 10 (V/V)
% volt.

A tovabbiakban a ndvényi rostok bontasahoz nélkiilozhetetlen enzimeket (celluldz,
xilandz és pektinaz) termeld torzzsel folytattam a kisérleteimet novelt rostallomanyt
tartalmazd szubmerz rendszerekben. A névényi rostallomany 10 és 30(m/V)% alakult, 5
(m/V)%léptékekkel. A kisérletsorozatban kontrollként teszteltem, hogy milyen hatast fejt ki
onmagaban a novényi rostallomany (10m/V%) egyéb tdpanyag jelenléte nélkiil. Az
enzimfermentacio MCP taplevesben tenyésztett baktérium torzzsel inditottam el, a beoltasi
rata szintén 10 (V/V) % volt. A kisérlet 55 °C-on, 160 rpm razatasi sebességen és 72 oran at
tartott.

A harmadik kisérlet sordn a szubmerz rendszerek kiindulasi pH értékének: enyhén
savas (pH 5), neutralis (pH 7) és alkalikus (pH 9), hatasat vizsgaltam.

Az enzimtermelés ¢s mikrobidlis rostbontds hatékonysagdnak nyomonkovetése
érdekében 1d6kozonként (24 6ranként) 5 ml mintat vettem. A mintak elokészitését kovetden

enzimaktivitast, kémhatast és oldott cukortartalmat mértem.
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4.2.3 Extracellularis enzimaktivitas mérési modszerek

Az endo-B-glikkanaz, endo-B-xilanaz és pektinaz aktivitisa mérése a mintakat 10
percen at 14000 rpm sebességen centrifugaltam, ezaltal a sejteket és rostokat valasztottam
le a folyadékfazistol. Az extracelluléris enzimaktivitdsok méréséhez az igy kapott feliiluszot

hasznaltam.

4.2.3.1 PB-gliikozidaz aktivitisanak meghatirozasa
A reakcidelegy Osszedllitasahoz sziikséges komponensek ardnyat az 5. tablazat

tartalmazza:

5. tablazat. B-gliikozidaz aktivitdsanak méréséhez sziikséges reakcioelegyek dsszetétele

Puffer* Minta Szubsztratum™**  Desztillalt viz
[mL] [mL] [mL] [mL]
Minta 0,3 0,2 0,5 -
Enzimvak 0,3 0,2 - 0,5
Szubsztratvak 0,3 - 0,5 0,2
Miiszervak 0,3 - - 0,7

* citrat-foszfat (pH 4) vagy Tris-HCI (pH 9)
** 0,15 mM p-nitrofenil-B-D-gliikopiranozid (pNGP)

Az enzimreakcié 55°C-on, 5 percig zajlott és 5 ml, 0,1 M toménységii Na,COz oldat
hozzaadasa allitotta le. A B-gliikozidaz széles szubsztratspecifitassal bird enzim, igy képes
az analitikai célokra hasznalt szintetikus, kromogén szubsztratkészitmény, a paranitrofenil-
B-D-gliikkopiranozid hasitasara. Az enzim hidrolitikus tevékenysége révén paranitrofenol
(PNP) szabadul fel, mely pozitiv reakcioban sarga szint ad. UV-VIS spektrofotométerrel
(UNICAM, Alpha Helios), 405 nm hulldmhosszu fény elnyel6désének vizsgélataval lehet

kovetkeztetni az enzimaktivitas mértékére.

U\ A—A,,—A., h-V
Enzimaktivitas (—) = A~ ’.1000
L Vot a

ahol A: parhuzamos mintik abszorbancidjanak 4tlaga,
Aev: enzimvak abszorbancidja,

Aszv: szubsztratvak abszorbancidja,

h: higitas mértéke,

V: reakcidelegy térfogata [2 ml],
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Vm: minta térfogata [0,2 ml],
t: reakci6ido [5 min],

a: 0,4 mM pNGP oldat higitasi sorara allitott kalibracios egyenes meredeksége [0,9815]

4.2.3.2 CMCaz (endo-B-gliikanaz), endo-B-xilanaz és pektinaz aktivitas mérése

Az enzimaktivitasok mérése azonos modszer szerint tortént. 1,8 ml 1%-0s CMC-
oldatot, 1 %-os almapektin oldatot, vagy 0,5 %-os xilan (biikkfa eredetii) oldatot mértem ki
kémcesovekbe, majd azokat az enzimfermentacié hdmérsékletétdl fliggden 37 °C-on vagy 55
°C-on 2-3 percen at termosztaltam. Az enzimreakciokat mindkét esetben 0,2 ml feliilisz6
hozzaadésaval inditottam el. Az enzimreakciokat 10 percet kovetden forralassal allitottam
le, a mintakat 15 percre 100 °C-os vizfiirdé helyeztem. A tovabbiakban a mintakban kivalt
pelyhes csapadékot 10 percig tartd, 14000 rpm fordulatszamu centrifugalassal lilepitettem
le. Az enzimaktivitais mérése a tovabbiakban a Somogyi-Nelson redukald cukortartalom
mérése szerint alakult. Egy enzimaktivitasi egység (U) egyenld 1 pmol felszabaditott
redukald cukorral (xiléz, galakturonsav, gliikoz) percenként (Attri et al., 2014). Az
enzimaktivitast az alabbi egyenlet segitségével szamitottam:

A-h-V

U
Enzimaktivitésf = th—Mra - 1000

ahol A: parhuzamos mintk abszorbancidjanak 4tlaga,
h: higitas mértéke,
V:: reakcidelegy térfogata [2 ml],
Vm: reakcidelegy térfogata [0,2 ml],
t: reakci6idé [10 perc],
M: végtermék molaris tomege [Mgiiksz = 180,15 g/mol; My, = 150,13 g/mol,
Mopektin= 194,1394 g/mol],
a: higitasi sorra allitott kalibracids egyenes meredeksége [agiikoz = 6,7879; axilez = 9,0011,

Agalakturonsav = 7,064].

4.2.4 Redukal6 cukortartalom meghatarozasa

A mikrobialis rostbontds soran felszabaditott redukaldé cukrok mennyiségi
meghatarozasa Somogyi-Nelson-maddszerrel tortént. A modszer alapelve egy redoxi reakcio:
a Cu(l)-ionok réz(I)oxidokka redukalédnak, mig a szabad glikozidos hidroxilcsoportok
oxidalodnak. A reakciot lugos kozeg és a redukald cukrok jelenléte katalizalja, s nyoman
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vords csapadék keletkezik. A réz(I)oxid kék szinti, stabil komplexet képez a Somogyi-
Nelson reagens arzenomolibdendt komponensével. A szinelvaltozds mogotti pontos
redukalocukor-koncentracio az oldat abszorbancidjanak ismeretében meghatarozhato, 540
nm hulldmhosszusagi fény elnyelésének vizsgalataval (Somogyi, 1945, 1951, Nelson,
1944).

A 0,5(m/v)%-os gliikoz torzsoldatra allitottam kalibraciot. A torzsoldatok
elkészitéséhez 0,50 g gliikkozt mértem ki analitikai mérlegen, melyet maradéktalanul 100 ml-
es mérolombikba mostam at és a feloldodast kdvetden desztillalt vizzel jelre toltdttem. A
torzsoldatbol elészor 100-szoros higitast készitettem, majd ebbdl 0 ml-t61 2,0 ml-ig haladva
0,2 ml Iéptékkel tobb oldatot pipettaztam a kémcsovekbe. A higtasi tagok térfogatat 2 ml-re
desztillalt vizzel egészitettem ki. A tagokhoz ezutan 2 ml 4:1 aranya Somogyi . és II. oldatot
adtam és azokat 15 percre 100°C vizfiirdobe helyeztem. A mintak lehiitiist kovetden tovabbi
2 ml Nelson reagenst és 4 ml desztillalt vizet pipettaztam a kémcsdvekbe. A reakcio nyoman
CO: fejlodott és mivel felszabaduld buborékok fénytorése mérési hibat okoz, ezért
ultrahangos rdzatdssal vagy manudlis kikocogtatdssal eltdvolitandok a rendszerbdl. A 10
kalibracios oldat abszorbancidja spektrofotométerrel 540 nm hulldmhosszon hatarozhato
meg. Az oldatok ismert cukortalmanak és a mért abszorbancia értékek pontjaira felallitott
linearis trendvonal egyenlete segitségével a mintak ismeretlen cukortartalma konnyen és

gyorsan szamithato.
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5 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1  Torzsek eloszelektalasa

A komposzt mintdkbol kordbban izolalt torzsek aktivitasprofiljai részben mar
ismertek. A gyors screenelési technika segitségével a torzsek enzimtermelése konnyen
kimutathaté és Osszehasonlithato. Az eldszelektdlds sordn az egyediili szénforrasként
karboximetil-cellulozt (CMC), biikkfa eredetii xilant és almapektint tartalmazo agarlemezen
tesztelt baktérium torzsek eltérd aktivitast mutattak 37 °C-on 48 orat kdvetden. Az alabbi
abra szemlélteti a baktériumok novekedését és a feltisztulasi zonak méretét karboximetil-

cellulédzt tartalmazo agarlemezeken.

10. abra: A baktérium toérzsek karboximetil-cellullaz (CMC-4az) aktivitdsanak gyors

screenelése

A CMC agarlemezen nagyobb feltisztuldsi zonat, ezaltal nagyobb CMC-4z aktivitast
sorrendben a Thermus composti B.02340, a Thermobifida fusca B.02355, a Bacillus cereus
B.01718 és a Thermobifida cellulosilytica B.01997 torzs mutatott 37 °C-on 48 orat kovetden.
A B. cereus B.00076, a B. coagulans B.01139 és a Rhodococcus erythropolis B.01659
torzset kisebb enzimaktivitas jellemezte, mig a B. coagulans B.01123, a B. subtilis B.01162
és a Sphingobacterium sp. B.02636 egyaltalan nem mutattak novekedést CMC szénforrason.

A torzsek xilanaz aktivitasanak jelenlétét a 11. szemlélteti. A biikkfa eredetii xilant
tartalmazé agarlemezeken a Thermobifida fusca B.02355 torzs kivételével, a torzsek
sorrendje kozel hasonloan alakult. A gyors screenelés soran kedvezébb aktivitast a Thermus

composti B.02340 és a Thermobifida cellulosilytica B.01997 mutatott, amelyet a Bacillus
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cereus B.00076, a B. cereus B.01718 és a Rhodococcus erythropolis B.01659, végiil a
Sphingobacterium sp. B.02636 kovetett. A B. coagulans B.01123, a B. coagulans B.01139

¢és a B. subtilis B.01162 torzsek nem novekedtek adott koriilmények kozott.

12. abra: A Thermobifida fusca B.02355 torzs pektinaz aktivitasanak kimutatasa

A baktérium torzsek korében egyediil a Thermobifida fusca B.02355 torzs esetén
tapasztaltam pektinbontod képességet. A tovabbiakban ndvényi rost jelenlétében kovettem
nyomon a Thermobifida fusca B.02355, valamint tovabbi két térzs: a Thermus composti
B.02340 és a Bacillus cereus B.00076 extracellularis enzimtermelését és degradacios

teljesitményét szubmerz, razatott rendszerekben.
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5.2 Az elé6szelektalt baktérium torzsek teljesitménye

5.2.1 Beoltasi technikak hatasa a torzsek aktivitasprofiljara

Az alabbi kisérletsorozatban arra kerestem a valaszt, hogy milyen hatast fejt ki a
baktérium torzsek eldtenyésztésének modositdsa az enzimtermelésre és a novényi rostok
bontdsara. Az eldtenyésztés soran alaptaplevesben (Czapek-Pepton, tovabbiakban CP), és 3
(m/V) %-ban n6évényi rostokat tartalmazo, modositott alaptaplevesben (tovabbiakban MCP)
tortént a torzsek szaporitasa 37 °C-on, 180 rpm razatasi sebességen. A 10 (m/V)%-ban
ndvényi rostokat tartalmazo fermentécios rendszerek leoltdsat kovetden a kémhatds mind a
két esetben hasonldan alakult. A Thermus composti B.02340 torzsnél a kdzegek kezdeti pH
7 érték alkalikus iranyba, mig a masik két torzs esetén pedig savas iranyba tolodott. A
Bacillus cereus B.01718 torzsnél a 168. 6raban a kémhatas pH 4,4 és 5,1 értékre, mig a
Thermobifida fusca B.02355 torzsnél pH 3,9 koriili értékre csokkent.
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10,00 —m
et —1 Thermus composti CP
.............. R
T 800 | O ] C—1 Thermobifida fusca CP
C— Bacillus cereus CP
6,00 .
-« Thermus composti MCP
4,00 i 1SS0 IOSUNRON! DROOE 1°l DOURN NUSDNNN SUN0N 1.l SIS IEUSONN! SO000 | *|'-@ -+ Thermobifida fusca MCP
|--® -+ Bacillus cereus MCP
2,00
0,00

24 48 72 168

Inkubacids id6 [6ra]

13. abra: Beoltasi technika hatasa a szubmerz, razatott rendszerek kémhatasanak

alakulasara

A szubmerz rendszerek savasodasa, valamint lagosodésa az aktivitasprofilokon is jol
lathat6, ugyanis a Thermus composti B.02340 torzset az elsé 24 6raban nagyobb CMC-az
aktivitas jellemezte, ami pH 8 érték felett, a 48. o6ratol jelentésen csokkent (13. és 14. abra).
A CMC-az aktivitas ekkor 6 és 8 U/L kozott alakult, elétenyészettdl fiiggden. Ezzel szemben

savas tartomanyban a CMC-4z aktivitas fokozatos novekedését tapasztaltam. Ebben az
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esetben a Bacillus cereus B. 01718 torzs CP taplevesen torténd elétenyészetének leoltasa
nem eredményezett CMC-az aktivitdst a ndvényi rostot tartalmazd fermentéciods
rendszerben, azonban az MCP-ben torténd eldtenyészet alkalmazasaval mar lényegesen
javult az enzimtermelés. Az MCP tenyészet leoltdsa mellett mar az elsé 24 6raban az
aktivitas 3,4 U/L volt, amely a 168. 6rara 9,9 U/1 értékre n6tt. A Thermobifida fusca B.02355
torzs esetén CP tenyészet esetén 4,9 U/L értéket, mig MCP tenyészet esetén 13,5 U/L értéket
mértem a fermentacio 72. 6rajaban, amelyet kdvetden mar csak lassabb novekedést mutatott

a torzs.
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14. abra: Beoltasi technika hatasa a baktérium térzsek CMC-az aktivitasara (U/L)
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A torzsek CMC-az és B-gliikkozidaz aktivitasprofilja eltéréen alakult. A Bacillus cereus
B.1718 torzs esetén mind a CP, mind az MCP téplevesben torténd eldtenyésztés nem
eredményezett kedvezo B-glikkozidaz aktivitas értékeket. A szubmerz rendszerekben az elsé
24 oraban 20,4 U/L értéket mértem, amelyet kovetden 1ényegesen csokkentek az aktivitas
értékek. A Thermus composti B.02340 torzs B-glikkozidaz aktivitasa a CP el6tenyésztett
beoltasi technika esetén a 48. draban tet6zott és a 72. 6ratol csokkenésnek indult, mig a
modositott tipoldatban elétenyésztett parja csak a 72. orara érte el aktivitasanak maximumat.
A maximalis enzimaktivitas CP el6tenyészettel inditott fermentacios rendszerben 78,5 U/L,

az MCP el6tenyészettel inditott fermentacios rendszerben pedig 71,3 U/L volt.
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15. abra: Beoltasi technika hatasa a baktérium torzsek p-gliikozidaz aktivitasara (U/L)
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A legfokozottab enzimaktivitast mutato torzs a Thermobifida fusca B.02355 volt. A
CP eldtenyészettel torténd leoltas esetén az aktivitas elérte a 91,7 U/L értéket, mig az MCP
elétenyészettel torténd leoltas hatasara az aktivitas 120,2 U/L értékre nétt a fermentaciod 168.
orajaban.

A torzsek endo-B-xilanaz szintézisésol altalanossagban elmondhato volt, hogy feltétele
volt a komplex szénforras jelenléte. Abban az esetben, amikor a torzsek tenyésztése CP
taplevesben tortént, a névényi rostot tartalmazé fermentacios rendszerekben egyaltalan nem
termeltek enzimet. Az eldindukalt MCP tenyészetek viszont kozel azonos iitemben és
mennyiségben allitottdk el6 az endo-B-xilandzt. Nagyobb enzimaktivitdst szintén a
Thermobifida fusca B.02355 torzs produkalt. Az aktivitas a fermentacié 168. érajaban 23,7
U/L értéken tet6zott. A Thermus composti B.02340 torzs esetén ekkor 22,1 U/L értéket, a

Bacillus cereus B.01718 torzsnél pedig 14,3 U/L értéket mértem.
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16. abra: Beoltasi technika hatasa a baktérium torzsek endo-p-xilanaz aktivitasara (U/L)

Egyediiliként a Thermobifida fusca B.02355 torzs mutatott pektinaz aktivitast, és azt
a beoltasi technikatdl fliggetleniil. Ugyan a ndvényi roston eldtenyésztett torzsnél itt is
magasabb aktivitas volt megfigyelhetd, ez Iényegesen nem haladta meg az alaptaplevesben
tenyésztett torzs teljesitményét. Az elsd napon realizalt maximuma az MCP tapkozegben
elétenyésztett torzsnek 86,92 U/L, a CP taplevesben eldtenyésztett torzsnek 78,5 U/L volt.

A 168. oraig mindkét esetben kis meredekségii csokkenést mutattak.
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17. 4bra: Beoltasi technika hatasa a Thermobifida fusca B.02355 torzs
pektinaz aktivitasara (U/L)

Az eldkisérletek eredményei alapjan elmondhatd, hogy az el6indukalt tenyészetekkel,
a torzsek tulajdonséagaitél fiiggden, kedvezden befolyasolhatd az enzimtermelés
hatékonysaga. Az alabbi (18.) abra a torzsekkel elért enzimaktivitasokat Gsszesiti.
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B-glikozidaz endo-B-glitkandz xilanaz pektinaz

18. abra. A CP és MCP baktérium tenyészettekkel inditott szubmerz rendszerek
enzimaktivitas értékeinek (U/L) 6sszehasonlitasa

33



5.2.2 Mikrobialis rostbontas hatékonysaga
A torzsek teljesitményét az aktivitasprofilok és az oldatba vitt szénhidratok szerint

értékeltem. A redukald cukortartalom alakulasat az alabbi 19. dbra szemlélteti.
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19. abra: Beoltasi technika hatasa a redukalé cukortartalom (g/L) alakulasara

A beoltasi technikdk hatéast fejtettek ki a mért cukortartalomra, ugyanis mig a
Thermobifida fusca B.02355 torzs CP és MCP tipusi elétenyészetével inditott fermentacios
kozegekben az elsé 24 ordban értem el nagyobb cukorhozamot, ami 2 és 2,5 g/L kortl
alakult, addig a Bacillus cereus B.01718 térzs MCP tenyészete az elsé 24-48 oraban tobb,

mint kétszeres cukorhozamot eredményezett. Aktivitasprofilban ugyan a Thermobifida fusca
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B.02355 torzs emelkedett ki, igy feltételezhetben a torzs anyagcserefolyamatainak
fenntartasahoz gyorsabban fogyasztotta el a konnyen elérhetd cukrokat (elsdsorban gliikdzt),
ami lényeges cukorveszteséget idézett el6. Ugyanez a jelenség okozhatta a Thermus
composti B.02340 torzs esetén mért alacsonyabb cukorhozamot, ahol szintén az els6 24-48
orat kovetden a rendszerben mért redukaléd cukortartalom csokkenésnek indult.

Az enzimaktivitdsok €s a mikrobidlis rostbontas eredményei alapjan a tovabbiakban a
szubmerz rendszerek néhany technoldgiai paraméterének: novényi rosttartalom, valamint a
hémérséklet és a pH hatasat kovettem nyomon a Thermobifida fusca B.02355 torzs esetén.
Az el6indukalt tenyészet sikerességét kovetden a tovabbiakban MCP taplevesben

tenyésztettem a torzset.

5.3 A novelt rostallomany és homérséklet hatasa a Thermobifida fusca B.02355 torzs
enzimtermelésére
5.3.1 Cellulaz/xilanaz/pektinaz aktivitasprofil
A novelt rosttartalmi szubmerz rendszerekben a kémbhatas k6zel hasonldan alakult,
mint a kontroll, 10 (m/v) %-os rendszerekben. A korabbi tapasztalokhoz hasonldan a

kémbhatas a savas tartomanyba tolddott, amelyet az alabbi 20. dbra szemléltet
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20. abra: A szubmerz rendszerek kémhatasanak alakulasa

Amennyiben a szubmerz rendszer csak 10 (m/V) % nodvényi rosttartalommal
rendelkezett, abban az esetben a pH lassabban csokkent a kezelés id6tartama alatt. A 48.

oraban pH 5,6, a 72. 6radban pedig pH 4,4 értéket mértem.
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Az endo-B-gliikanaz az elsé mintavételtdl kezdve fokozatos ndvekedést mutatott (21.
abra). Optimuma 20 (m/V) % ndvényi rosttartalomnal jelentkezett, ahol a mintavételezés 72.
ordjara 25,19 U/L enzimaktivitast ért el. A csupan 10 (m/v) %-0s ndvényi rostot tartalmazo
vizes rendszerekben hasonlo iitemben termel6dott az endo-pB-gliikkanaz, azonban maximuma
a 72. oraban 10,63 U/L volt, ami nem haladta meg a 10 (m/v) %-os moddositott CP

tapkozegben mért értéket.
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21. abra: Thermobifida fusca B.02355 az endo-fB-gliikanaz aktivitasanak (U/L) alakulasa

A B-gliikozidaz a ndvényi rost koncentraciojatol fiiggetleniil a 72.6rds mintavételig
nem mutatott aktivitast (22. abra). Maximumat a 15 (m/V) %-0s tapkozegben érte el,
ahonnan a novényi rostallomany tovabbi novekedésével 1ényeges csokkenést mutatott.
Ennek oka lehet a hosszu polimer lancok mennyiségének novekedése, ami nem kedvezd az
elsdsorban cukrositasért felelos enzim aktivitasanak. A csupan novényi rostot (10 m/V %)
tartalmazd tapkozegben jelentds enzimtermelés volt mérhetd szintén a 72. draban. Az
aktivitas ekkor kozel hasonloan alakult, mint a 10 (m/v) %-0s mddositott CP tapkozegben,
amely 152,9-165,1 U/L kozott mozgott.
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22. abra: Thermobifida fusca B.02355 B-gliikkozidaz aktivitasanak (U/L) alakulasa

A csupan novényi rostot (10 m/V %) és desztillalt vizet tartalmazo, a koltségek
csokkentésének céljaval bevezetett tapkozegben is magasfokti enzimtermelés volt mérhetd
szintén a 72. raban. Ebben a szegényesebb 6sszetételii kozegben jobb eredményt produkalt

(152,83 U/L) a B-glikozidaz, mint a Czapek-Pepton egyéb Osszetevéit is tartalmazo,

crer

crer

Az endo-B-xilanaz enzim aktivitasa bizonyos mértékig a nodvelt ndvényi rost
tartalommal egylitt aranyosan ndvekedett. Ebben az esetben az aktivitas a 25 (m/V) % és 30
(m/V) % rost tartalom jelenlétében mutatkozott, ahol az aktivitas elérte 23,4 U/L és 22,9 U/L
értéket (23. dbra). A baktérium torzs aktivitdsa a 10 %-0S csokkentett tdpanyagtartalmi

kozegben jelentésen lecsokkent, amely a 72. 6raban is csupan 9,91 U/L volt.
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23. abra: Thermobifida fusca B.02355 endo-B-xilanaz aktivitasanak (U/L) alakulasa

A Thermobifida fusca B.02355 pektinaz enzim termeléséhez sziikséges rosttartalom
optimuma a xilanazhoz hasonldéan 25% volt. A tapanyagforras ezen koncentracioja mellett
80,94 U/L aktivitas értéket értem el a kezelés 48. orajaban. Az aktivitas tobbnyire a 24-48
ora kozott tetdzott, amelyet kovetden csokkenésnek indult. A pusztan desztillalt vizet és
novényi rostot 10 (M/V)%-ban tartalmazo tapkézegben a pektinaz aktivitas szintén alacsony

értéken tet6zott, amely a 48. oraban 45,06 U/L volt.
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24. abra: Thermobifida fusca B.02355 pektinaz aktivitasanak (U/L) alakulasa

5.3.2 A redukalé cukortartalom alakulasa
A Thermobifida fusca B.02355 torzs enzimatikus aktivitisa nyoman a rendszerben

felszabadulé redukald cukortartalom (elsésorban gliikdz) a 24. dbra szerint alakult. A
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novényi rosttartalom novelésével a redukald cukrok mennyisége fokozatosan halmozodott
¢és 30 (m/v) % rosttartalomnal tet6zott. A cukrok egyidejli felszabaditasa és hasznositasa
kozel azonos mintazatot hozott 1étre a kiilonbozo rosttartalmu tapkozegekben. Jellemzden a
mintavétel 48. orajaban mértem nagyobb cukortartalmat, amely 6,8 g/L érték volt. Ezt

kovetéen a baktérium anyagcserefolyamatainak hatdsara lényeges cukorveszteség

0 I I I I |
15 20 25 30

10

kovetkezett be.

w

N

Redukalé cukortartalom [g/L]
D

[N

No6vényi rost koncentracidja [(m/V)%]

24. 6éra 48.6ra M72.06ra

25. abra: A redukal6 cukortartalom (g/L) alakulasa

A korabbi tapasztalatokra alapozott elvardsoknak megfelelden a csokkentett
tapanyagosszetételti, 10 (m/V)% ndvényi rostot tartalmazd tapoldatban halmozoddott fel
kisebb mennyiségben redukald cukortartalom. Ebben az esetben a 24. 6raban mért 1,70 g/L
értek novekedést nem mutatott az eldkezelés eldrehaladtaval.

Erdemes még olyan tovabbi kisérleti beallitasokon gondolkodni, ahol a kizarélag n6vényi
termelés és hulladékfeldolgozas szempontjabdl ez lenne a kedvezd, és bebizonyosodott,
hogy képes rajta enzimtermelésre és cukrositasra a szelektalt baktérium torzs. A technologiai
tényezOk korében kérdéses lehet a kiindulasi pH enzimfermentacidora és mikrobidlis

rostbontasra kifejtette hatasa, mely a kovetkezd kisérletsorozatban kifejtésre kertil.

5.4 Thermobifida fusca B.02355 torzs enzimtermelése Kkiillonb6z6 kémhatasu

szubmerz rendszerekben
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5.4.1 Cellulaz/xilanaz/pektinaz aktivitasprofilok alakulasa
A CMCaz aktivitasra kedvezdébb hatassal a semleges kémhatasa (pH 7) kérnyezet volt.
A savas tartomanyban inditott enzimfermentacié soran kisebb mértékii csokkenést, a lugos

tartomanyban pedig az aktivitas felezodését tapasztaltam (25. ébra).

18
16
14 —
12
10

Endo-B-gliikanaz aktivitds [U/L]

o N B O

5 7 9
pH beallitasok

024. 6ra 48. 6ra 72. 6ra

26. abra: Az endo-B-glitkanaz aktivitas (U/L) alakulasa a kiilonboz6é pH beallitasokon, 10

(m/V)% ndvényi rosttartalom mellett

A B-glikoziddz aktivitdsa az el6zd kisérletben mar ismertetett, pH 7 kiindulasi
kémhatasu tapkozegben magasabb volt, mint a savasabb és lugosabb kornyezetben, A
kisérleti bedllitds mindkét irdnyba valo eltolasa aktivitasbeli visszesést okozott a semleges
koriilményekhez képest, am nagyon kiilonb6z6 mértékben. Az eddig tapasztalatakkal
egyezben, csak a 72. orara lett mérhetd enzimtermelés a rendszerben. A B-gliikozidaz
aktivitas enyhén savas tartomanyban a semleges koriilményeknél mért aktivitashoz képest,
1/3-ara (59,09 U/L) csokkent. Az enyhén lugos beallitas ezzel szemben csak minimalis

enzimaktivitasbeli visszaesést okozott (151,81 U/L) (26. abra).
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27. abra: Az B-gliikozidaz aktivitas (U/L) alakulasa a kiilonb6z6 pH beallitasokon, 10

(m/V)% ndvényi rosttartalom mellett

Nagyobb endo-B-xilanaz aktivitas tovabbra is az eredeti, semleges koriilmények kozott
jelentkezett, ahol az egyes mintavételek kozotti novekedés iiteme is fokozottabb volt. A

savas beallitas ezt kisebb mértékben szoritotta vissza, mint a lugos (27. abra).
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28. abra: Az endo-B-xilanaz aktivitas (U/L) alakulasa a kiilonboz6 pH beallitasokon, 10

(m/V)% ndvényi rosttartalom mellett

A kémhatds szintjének eltolasa a pektindz aktivitdsnak részben kedvezett. Mig
semleges tartomanyban az aktivitas 52,50 U/L a kezelés 48. orajaban, addig a lugos
tartomanyban mar a kezelés 24. 6rajaban kozel azonos aktivitast mértem. A savas kozegben
az aktivitas a 24. és 72. ora kozott Iényegi eltérést nem mutatott, az aktivités értéke 40 U/L
érték koriil stagnalt (28. abra).
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29. abra: A pektinaz aktivitas (U/L) alakulasa a kiilonb6z6 pH beallitasokon, 10(m/V)%

ndvényi rosttartalom mellett

5.4.2 A redukal6 cukortartalom alakulasa
A redukal6 cukortartalom alakulasat a 29. abra szemlélteti. A savas kozeg kedvezett a
cukorfelhalmozasnak. Maximumat (4,0 g/L) 5-6s pH-ju kozegben a 48. 6rai mintavétel

idejére érte el.

>
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30. abra: A redukal6 cukortartalom (g/L) alakulasa a kiilonb6z6é pH beallitasokon,
10(m/V)% ndvényi rosttartalom mellett

Altalanossagban elmondhatod a vizsgéalt enzimekrdl, hogy semleges kozeli pH-rol

inditott enzimfermentacid soran mutattak nagyobb aktivitasokat.
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6 OSSZEFOGLALAS

A komposztbodl izolalt baktérium torzsek enzimaktivitdsainak gyors screenelése soran
megallapitottam, hogy azok igen eltéré cellulolitikus, xilanolitikus ¢és pektinolitikus
enzimaktivitassal rendelkeznek. A torzsek rangsorolasa soran a Bacillus cereus B.01718, a
Thermobifida fusca B.02355 és a Thermus composti B.02340 torzs emelkedett ki, amelyek
kozott egyediil a Thermobifida fusca B.02355 mutatott pektin bontd képességet 37 °C-on,

48 orat kovetOen.

A szubmerz, razatott rendszerekben a technoldgiai tényez0k— névlegesen a kiilonb6zo
beoltasi technikak (alaptaplevesbeni €s modositott taplevesbeni eldtenyésztés), a ndvényi
rosttartalom novelése, a kémhatas és a homérséklet — jol Osszehasonlithatova tették a
szelektalt torzsek novényi sejtfalat degradald enzimtermelési tulajdonsagait. A ndvényi
roston vald eldtenyésztés — mikroorganizmust6l fliggetleniil — pozitivan befolyasolta az

enzimtermelést és a rostok bontasat, ezaltal az oldatba vitt értékes cukorhozamot.

A ndvényi rosttartalom ndvelése soran megallapitottam, hogy a Thermobifida fusca
B.02355 torzs CMCaz szintézisének optimuma 20 (m/V)%, a B-gliikoziddz szintézis
optimuma 15 (m/V)%, a xilanaz és a pektinaz szintézis optimuma pedig 25 (m/V)% volt. A
redukalo cukortartalom a hozzaadott ndvényi rostok mennyiségével aranyosan ndvekedett,

crer

cukorkihozatal még novelhetd.

Az enzimek szintézisének minden esetben a semleges pH-n inditott szubmerz
fermentacio kedvezett, a kiinduldsi kémhatas savas és lagos irdnyba torténd eltolasa az
enzimek aktivitasat eltéré mértékben, de csokkentette. A Thermobifida fusca B.02355 t6rzs

cellulaz és xilanaz aktivitasa a 72. 6rdban, mig a pektinaz aktivitasa a 48. éraban tetdzott.

Bizonyitast nyert tovabba, hogy a ndvényi rostillomany kelléen gazdag
tapanyagokban ahhoz, hogy mas tapanyag jelenléte nem elengedhetetlen a Thermobifida
fusca B.02355 enzimszintéziséhez. A ndvényi rostok Onmagaban, egyéb
tapanyagkiegészités nélkiill azonban nem minden esetben segitették eld az enzimek
termelését. Erdemes ebben az egyszeriisitett tapkozegben rejld tovabbi lehetdségeket keresni

crer

alapvetéen egy konzorciumot alkotva vannak jelen a komposztban, a szinergens
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kolcsonhatasok reményében érdemes lehet egyiitt alkalmazni az egy id6ben jelenlévd,
hasonlé tapanyagigényii és optimumu baktériumokat (akar gombakkal egyiitt). A koltségek
tovabbi csokkentésének érdekében vizsgalandd az enzimfermentacid6 hatékony
mikodéséhez  sziikséges minimalis  homérsékleti  érték, hogy  alacsonyabb

energiasziikségletet jelentsen a biokonverzi6 paramétereinek biztositésa.

6. tablazat. A Thermobifida fusca B.02355 enzimtermelésének kedvezd beallitdsok

SmF enzimfermentacio

Termel6 torzs Enzim paramétereinek optimalis értékei Beoltasi AKktivitas
T pH e s technika [U/L]
[°C] [h] | [(m/V)%]
Thermobifida | endo-B-gliikanaz 55 7 72 20 MCP 25,17
fusca B.02355 1= fikozidaz 55 7 | 72 15 172,19
xilanaz 55 7 72 25 23,38
pektinaz 37 7 48 25 80,94

t*: inkubacio id6tartama

c**: novényi rostallomany koncentracidja

Az elért eredmények igen igéretesek, a tdpanyagban gazdag ndvényi maradvanyok

potencialis alapanyagforrasként szolgalhatnak biofeldolgozasi folyamatok soran.
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