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1 BEVEZETES

A kozlekedési dgazat az elmult évtizedekben jelentds ndvekedésen ment keresztiil és
varhatoan tovabbra is gyorsan boviil. Ez sulyosbitja a kozlekedési problémakat, tovabba az
tizemanyagok keresletét is megnoveli (Kengyel, 2010). Becslések alapjan a kinyert
kdolajnak 50%-at a kozlekedési dgazat hasznositja lizemanyag eldallitasra. A kozlekedési
kornyezetszennyezés csokkentésére szamos kutatas indult, koztiik a biolizemanyag
technologiak fejlesztése és alkalmazasa igen fontos szerepet kapott. A névényi biomassza,
mint megujuld eréforras energetikai hasznositasa jelentds és még kiaknazatlan potenciallal
rendelkezik. Jelenleg a biolizemanyagok 80%-at a bioetanol teszi ki, amelybdl 2015-ben 96
milliard litert gyartottak és elérelathatolag 2025-re 128 milliard literre is néhet (Popp & Bai,
2018). A vilag vezet6 bioetanol eldallitdja Brazilia és az USA, ahol szachar6zban (cukornad)
és keményitében (kukorica) gazdag mez6gazdasagi novényeket hasznositanak. Az
elsdgeneracidos bioetanol alapanyag készlete elsdésorban human élelmezési és
takarmanyozasi célokat szolgalnak, ezért etikai kérdéseket vet fel energetikai levezetése. A
technologia ugyan rendelkezésre all, azonban a kutatdsok intenziven az Gjabb generacios
etanolfermentacios technikak kivitelezésre iranyulnak (Mizik, 2018). A masodgeneracios
bioetanol eldallitasanal a nyersanyag cellulozban gazdag ndvényi maradvany, amely a
mezOgazdasagi, az erdészeti és egyéb agro-ipari tevékenységbdl szdrmazhat. A magas
energiatartalomnak koszonhetéen energetikai célokra kedvezden hasznosithatok, ami
egyben hulladékkezelésnek is tekinthetd. A harmadikgeneracids etanol eldallitas mikroalgak
intracellularis poliszacharid (keményitd) tartalmdra, valamint energiandvényekre épitik a
technologiat (Balla, 2013). Az innovativ technologidk igen fontos szerepet toltenek be a
fenntarthatd gazdasdg ¢és szervezésében. A mar meglévé energetikai termékek
kornyezetbaratabb alternativakra torténd (részbeni) kivaltasa jelentdsen csokkentheti a
kornyezetre haté karos anyagok kibocsatasat, valamint segiti a hulladékgazdalkodast.
(Némethy, 2018). Az ujgeneracid bioetanol eldallitasi technologidk ugyan szamos eldnnyel
rendelkeznek, azonban az elképzelésekkel szemben a technologidk még mérndki
kihivasokkal néznek szembe. A kutatomunkam a masodgeneracids etanolfermentacio
folyamaténak fejlesztésére, a névényi rost akusztikus kezelésére és az eldkezelt ndvényi
mintdk enzimes bonthatésaganak tanulmanyozasara iranyult. A hazai agro-ipari
tevékenységek soran a gabonafélék korében nagyobb mennyiségben kukoricat
termesztenek, ezért kisérleteim modell szubsztratumaként a betakaritast kovetden

visszamaradt kukoricacsutkat hasznositottam.
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2 CELKITUZES

Evente nagy mennyiségben keletkeznek mezégazdasagi novényi maradvanyok,
amelyek a magas energiatartalmuknak koszonhetGen alternativ motorhajtéanyag eléallitas
értékes alapanyagaiként szolgdlhatnak. A vilagszerte ismert és elterjedt bioetanol
kutatokat. A technologia soran sziikséges az Osszetett €s ellenalld lignocelluloz matrix
megbontésa ¢és a szénhidrat polimerek (celluldéz és hemicellul6z) hidrolizise, az erjeszthetd
cukrok megfeleld szinten torténd biztositasa érdekében. Kisérleteim a kukoricacsutka
elokezelésének, ezen beliil is az ultrahang hatasanak tanulmanyozasara iranyult. F6bb célom,
hogy az ultrahangos kezelés néhany paraméterének optimalasa altal minél kedvez6bb
szénhidrat hozamot érjek el.

A szakdolgozatomban az alabbi részfeladatokat tervezem:

1. Ultrahangos kezelés kozegének, idotartamanak, valamint a kukoricacsutka
Orlemény és a kozeg ardnyanak vizsgalata. A technoldgiai tényezdk hatdsanak

rangsorolasa az enzimes hidrolizis szénhidrat tartalom értékei alapjan.
2. A poliszorbat adagolas enzimvédd hatasanak feltérképezése

3. A szeparalt és szimultan ultrahangos kezelés és enzimes hidrolizis szénhidrat

profiljanak 6sszehasonlitasa

4. Etanolfermentacié modellezése 1éptékndvelt ultrahangos kezelés €s enzimes

hidrolizis soran nyert kukoricacsutka hidrolizdtumokban



3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Hazai adatok a kukoricatermesztésrol és maradvanyairol

Hazank teriiletének ma mdar tobb mint a felén (55 %-4n) mezdgazdasagi
tevékenységeket végeznek, ami mintegy 5 milli6 hektarnyi teriiletet jelent. A mezégazdasagi
terliletek nagyobb része szantoteriilet (82 %), ami mellett gyepként (15 %), valamint sz016-
¢s gylimolcstermesztésre hasznositott teriiletek is vannak. Az ¢lelmezési és takarmanyozasi
célra termesztett kultirnovények korében meghatarozo szerepet téltenek be a gabonafélek,

azon beliil is az arpa, a baza és a kukorica (Internet 1).

10000

9000 F ? (P\

8000 |
'\ h
7000 F Q 9{5 PO

]
(]
|
6000 [ Qgﬁ '

)
L
O

a””
o

-

€

5000 Q 4 é

4000 | r Y
&9

3000

2000 F

Q=

termeszett kukorica mennyisége
(millié tonna)

1000

O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020

1. abra A kukorica termésmennyiségének alakulasa Magyarorszagon (1960-2020)
(Internet 2)

A gabonafélék korében nagyobb mennyiségben kukoricéat termesztenek. A vetésteriilete
az elmult években 1,1-1,2 milli6 hektarra terjedt ki. A népességszam emelkedése, valamint
ennek hozomanyaként az élelmiszerek ¢€s takarmanyok irdnti nagyobb kereslet a
kukoricatermesztésbe bevont szantofoldek teriiletét €s a termesztett kukorica mennyiségét is
novelte. A betakaritott kukorica mennyiségére azonban jelentds hatast fejtenek ki az
iddjarasi viszontagsagok (aszalyok) (1. abra) (Internet 3).

A kukorica betakaritasa soran igen nagy mennyiségben maradnak vissza gyokér és
szarmaradvanyok a vetésteriileteken. A felmérések alapjan 1 hektarnyi termdteriileten — a
kukorica fajtajatol és termesztés hatékonysagatol, hozamatol fliggéen — a visszamaradt
kukoricacsutka mennyisége akar az 5 tonnat is elérheti, amely a szemtermésnek 50-60 %-at

teszi ki (Internet 4).



3.2 A kukoricacsutka

3.2.1 A kukoricacsutka altalanos jellemzése és dsszetétele

A ndvényi sejtek igen Gsszetett szerkezetliek, amelynek harom f6 polimer alkotdja a
celluloz, a hemicelluldz és a lignin. A kukoricacsutka esetében a lignocelluléz strukturat 38-
50%-ban a celluldéz, 17-32 %-ban a hemicellul6éz, 15-30 %-ban pedig a lignin teszi ki,
amelyen kiviil még kisebb mennyiségben egyéb komponensek, mint fehérjék, olajok, mikro-

¢s makroelemek talalhatok (Internet 5).
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2. abra A kukorica és a kukoricacsutka felépitése (Zou et al., 2021)

A celluléz a magasabb rendii ndvények vazanyaganak szerepét tolti be. Az elagazas
nélkiili hosszi cellul6z lancokat 100-15000 D-gliik6z egység alkotja, amelyek [-1,4-
glikozidos kotésekkel kapcsolodnak oOssze. A glilkoz homopolimerek masodlagos
kotderdkkel (hidrogén-hidakkal, valamint van der Waals kotésekkel) hosszl, parhuzamos
szalakbol allo kotegeket, mikrofibrillumokat alkotnak. A mikrofibrillumok a tovabbiakban
rendezett, parakristalyos szerkezetli rostokat hoznak létre. A kotderdk hatasaként a celluloz
rostokat nagyfokt rendezettség jellemzi. A cellul6z rostok vizben oldhatatlanok,
mindemellett pedig a kornyezeti hatdsokkal szemben igen nagy ellenallésdgot mutatnak
(Harmsen et al., 2010). A cellul6z rostok ugyan nagyrészt kristalyos szerkezetiiek, azonban
kisebb aranyban rendezetlen, amorf régiok is talalhatok. A kristalyracs szerkezet tobbféle is
lehet (1.-IV. tipus), viszont a természetben ezekbdl csak az I. tipus fordul el6. A celluloz

rostok a hemicelluléozok és az aromds lignin vegyiiletek héalézatdba agyazott formaban
vannak jelen (O'Sullivan, 1997).



A hemicellul6zok heterogén poliszacharidok, amelyek cellul6z polimerrel szemben
kisebb lanchosszal rendelkeznek, azonban igen valtozatos lancokat alkotnak a f6 vazrol
elagaz6 oldallancoknak koszonhetden. A hemicellulézok oldallancain kiilonb6z6 cukrok (5-
és 6-szénatomos cukrok), valamint cukorszarmazékok taldlhatok. A fobb alkotoelemeik
kozott emlithetd az L-arabindz, D-galaktoz, D-gliikéz, D-gliikkuronsav, D-mannéz és D-
xiloz, de ezen kiviil az oldallancok L-fukozt, L-rhamnodzt és L-galaktozt is tartalmazhatnak
(Benkd, 2008). A hemicellulozok konnyebben hidrolizalhatok savas kdrnyezetben, hiszen
kevésbe kristalyos szerkezetliek, valamint nem alkotnak kotegeket, tomdr rostokat, ezaltal
az enzimek szamara konnyebben hozzaférheték (Horn et al., 2012). A hemicellul6zok a
celluléz lancokat beburkolva védik, mindemellett pedig 0sszekottetést biztositanak a
celluloz lancok és az aromas lignin régiok kozott (Ebringerova et al. 2005). A természetben
nagyobb mennyiségben el6forduld heterogén poliszacharid a xildn, a manndn, a
glikomanndn, az arabinoxilan, a xiloglikan, az arabinogalaktin, valamint a
galaktogliikomannan (Yi & Zhang, 2012).

Az aromds lignin vegyiiletek szintén heterogén polimerek, amelyek fenilpropan
egységek kovalens kotésekkel torténd kapcsolodasaval jonnek létre. Az alkotdelemeik
harom {6 csoportba: p-hidroxifenil, guaiacil €s a sziringil alkoholok k&zé tartoznak (Weng
et al. 2008). Az aromas lignin f6 feladata a novényi sejtfal erdsitése, szilarditasa, valamint a

védelem biztositasa, azaltal, hogy a celluldz és a hemicellulozok kozotti teret kitolti (Internet
5).

3.2.2 A kukoricacsutka hasznositasi lehetdségei

A szénhidratokban gazdag kukoricacsutka szamos ipari agazatnak biztosithat
potencialis alapanyagforrast. Napjainkban jellemzéen hagyomanyos uton, elsésorban
visszaforgatassal és komposztalassal szerves talajjavitoként, tiizelanyagként, valamint
Orlemény  form4jaban  toltdanyagként, alomként, tovabba  szigetelésre  ¢€s
csiiszasmentesitésre, s6t a savas hidrolizist kovetden vegyipari termékek (furfurol,
furfurilalkohol) eldallitasara is hasznositjak (Internet 6).

A kukoricacsutka term6foldbe torténé visszaforgatasa a Szervesanyag-tartalom
novekedése miatt javitja a talaj szerkezetét, valamint segiti a tapanyag és vizellatast. A
miitragyazassal jaro koltségek, valamint annak kdrnyezetre gyakorolt kdros hatédsa is ezaltal

visszaszorithato. A rostok lebomlédsa azonban igen lassu folyamat. A mikrobialis tarlobonto
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készitmények fejlesztése és alkalmazdsa a celluléz és hemicelluloz frakciok lebomlasi
id6tartamat Iényegesen csokkenti (Internet 7).

A cellulozban gazdag novényi maradvanyok energetikai célu hasznositasa igen
aktudlis és intenziven kutatott teriiletté valt a hosszabb tdvon fenntarthatdo ¢és
kornyezettudatos energetikai termékek biztositasa érdekében. A kukoricacsutka elemi
Osszetételét tekintve, a szén, az oxigén €s a hidrogén ardnya a kozvetlen elégetéssel torténd
energiatermelés szempontjabol igen kedvezd. A 1égszaraz kukoricacsutka fut6értéke 15-16
MJ/kg, a hamutartalma pedig csupan a szarazanyag-tartalom 1,5 %-at teszi ki. A hazankban
¢évente keletkezett kukoricacsutka fiit6értéke eléri a 60 PJ-t. A kukoricacsutka zart térben
torténd elgizositasa koriilbeliil 1,92 millié m® foldgdz kivéltasara is alkalmas lehetne
(Internet 4).

Az ujszerii hasznositasi lehetdségek korében a kukoricacsutka alkalmas fermentacios
rendszerek szénforrasaként szamos mikrobidlis termék: biokatalizatorok (enzimek és egész
sejtes rendszerek), egysejtfehérjék (SCP), szerves savak, energetikai termékek (biodizel,
bioetanol, biohidrogén stb.), prebiotikus hatdsu xilo-oligoszacharidok (XOS), bioaktiv
vegyiiletek stb. eldallitasdhoz.

Ma mar szamos technologia all rendelkezésre a ndvényi biomassza energetikai
hasznositasara, aminek kdszonhetéen az elségeneracids energetikai termékek, elsésorban a
bioetanol és a biodizel vilagszerte ismert és elterjedt gépjarmii-lizemanyagga valt (Balla,
2013). A cellulozban gazdag ndovényi maradvanyok energetikai hasznositasanak egyre
jelentdsebb szerepe van a fenntarthato energiagazdalkoddsban. A méasodgeneracios névényi
biomassza energetikai hasznositaisa nem von el élelmiszercélu, mezdgazdasagi
kultirndvényeket, tovabba a ndvényi maradvanyok egészben (nem csupan a termés)
hasznosulésra kertilnek. Az energetikai hasznositas soran szintén szilard, cseppfolyds és gaz
halmazallapotu termékek allithatok eld. Ezen termékek alkalmasak lehetnek a fosszilis
energiahordozok, valamint az elségeneracids ndvényi biomassza-alapt energetikai termékek
részbeni vagy akar teljes kivaltdsara. A heterogén és igen Osszetett szerkezet miatt a
gazdasagos energetikai technologidk kivitelezése még tovabbi kutatasokat és fejlesztéseket

igényel.
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3.3 Celluléz alapu etanol eloallitas technologiaja

Az etanol tiszta, szintelen, jellegzetes szagu és izli, egyértékd, telitett alkohol. A
molekulaszerkezete miatt masodrendi hidrogénkotés kialakitasara képesek, ezért
forraspontja igen magas, 78 °C. Az olvadaspontja - 114 °C. Az iparban szamos teriileten
alkalmazzak, tobbek kozott olddszerként, tartdsitoszerként és fertbtlenitOszerként is. A
természetben szamos szervezet termeli a cukrok hasznositasa, fermentaldsa soran

(Internet8).

Elségenericios Maisodikgenericios

bioetanol eloallitas bioetanol eloallitas

Szacharoz, keményitd Lignocellul6z alapu
tartalmu novény1 biomassza biomassza

Lignocelluloz elokezelése
(rostszerkezet feltarasa)

Enzimes cukrositas

Enzimes cukrositas

Etanol fermentacio

Desztillacio és viztelenités

Bioetanol

3. abra Elso- és masodgeneracios bioetanol eldallitas technologia 1épéseinek szemléltetése
(sajat szerkesztésl abra)
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Az iparban a bioetanol -eldallitdsara elterjedten elsOgeneracidos technoldgiat
alkalmaznak, ahol az alapanyag erjeszthetd cukrokban, vagy keményitében gazdag ndvényi
biomassza. Az alapanyag elOkészitését €s sziikség szerint enzimes hidrolizisét kovetden az
erjeszthet6 cukrok etanolla konvertalasa etanologén szervezettel, jellemzéen Saccharomyces
cerevisae élesztdvel megy végbe. A cellulozban gazdag ndvényi maradvanyok etanol céla
hasznositasanak folyamata szintén az ipari szesz gyartasahoz hasonldé miiveletekbdl all,
azonban a rendszer teljesitményét nagymértékben meghatarozza az Osszetett ndvényi
szerkezet elokezelésének modja. A rostbontas soran az dsszetett ndvényi szerkezet részbeni,
vagy akar teljes feltarasara, lazitdsara keriil sor, amelynek hatasara az értékes szénhidrat
polimerek: a celluloz és hemicellulézok elérhetébbé valnak az enzimek szamara (Harmsen
et al., 2010). A jol megvalasztott elékezelés a szénhidratok hozzaférhetéséget, ezaltal az
enzimes hidrolizis hatékonysagat, az erjeszthetd cukrok (gliikoz, xil6z) mennyiségét és az
erjesztés soran elérhetd etanolhozamot noveli. Az erjesztést kovetden az etanol desztillalasa,
végezetill viztelenitése kovetkezik (3. abra) (Lin & Tanaka, 2006).

A fermentacio soran az oldatba vitt erjesztheté cukrok: a hexozok és a pentdzok
etanolla torténd atalakuldsa kovetkezik be szén-dioxid képzddés mellett, anaerob
koriilmények kozott. Az elterjedten etanoltermeld szervezetek tobbnyire az élesztdgombak
koziil keriilnek ki, azon beliil is a Saccharomyces cerevisae éleszt6faj a hexozokat igen
hatékonyan képes erjeszteni. A Candida és a Pichia éleszté nemzetség egyes fajainal mar
ismert, hogy az S. cerevisiae élesztokkel szemben a hexdzokon tul a pentézokat is tudjak
hasznositani (Lin & Tanaka, 2006). Az ipari 1éptékii etanolos fermentacié egyik lehetésége
a szeparalt cukrositas és erjesztés (ShF), a masik pedig a szimultan cukrositas és erjesztés
(SSF) (Gupta et al., 2009). Az utobbi esetén az enzimes cukrositas és az etanol fermentacio
mar egyiddben veszi kezdetét, aminek koszonhetden elkeriilhetd a cukrositas soran fellépd
termékgatlas (glikoz). Az elényos tulajdonsagok ellenére nehéz a kivitelezése, ugyanis az
enzimnek magasabb a hdmérséklet optimuma (40-60 °C), mint az erjesztésnek (25-30 °C)
(Lin et al., 2012). Mind a két technoldgiai iranyvonal esetében a biokatalizarok (enzimek,
sejtek) immobilizalasara is sor keriilhet, amely soran valamilyen szilard
hordozoéhoz/hordozoba rogziilnek, ezaltal a rendszer stabilitdsa ndvelhetd és akar hosszabb

tavon lizemel6 folytonos technologia alakithato ki (Wirawan et al., 2012).
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3.3.1 Elokezelési technikak lehetéségei

Az elékezelés nélkiilozhetetlen és egyben kulcsfontossagu eleme a mésodgeneracios
etanolfermentacid technoldgiai folyamatanak. Az eldkezelés torténhet fizikai, kémiai,
fiziko-kémiai, biologiai és kombinalt technikdkkal. Az alabbi 4. abra a rostbontas

mechanizmusat, a névényi szerkezetben bekovetkezo valtozast szemlélteti.

Lignin Cellulez
~. .
Amorf régié { El6kezelés g,
Kristilyos "y,
régi6 / .

4. abra Az el6kezelés hatasa a lignocelluloz szerkezetre (Harmsen et al., 2010)

A ndvényi maradvanyok heterogén szerkezetébdl addodéan nem létezik olyan
elékezelési mdd, amely minden esetben egységes rostbontdsi hatékonysagot eredményezne.
A megfeleld eldkezelés kivalasztasa tobb szempontbol torténik. Nagyon fontos, hogy a
koltséget alacsony szinten tartsuk, kertilni kell a draga anyagok nagymérték(i hasznalatat,
mint példaul oldoszerek, katalizatorok, reagensek. Az eljaras teljesitményével szemben
allitott kovetelmények pedig, hogy a tovabbi technolédgiai 1épésben az enzimek szamara jol
tamadhato feliiletet biztositson és ezaltal kedvez6 cukorhozamot eredményezzen. A hatasos
eldkezelés érdekeében sziikséges az alapanyag természetének, szerkezeti tulajdonsdgainak
ismerete (Bhutto et al., 2017).

A fizikai uton torténd eldkezelések sordn a mechanikai roncsolds hatdsaként a
szemesék mérete csokken, a fajlagos-feliilet n6, a sejteknél pedig az eljarastol fiiggdén
tapasztalhatd szerkezeti valtozas, roncsolds. A fizikai eldkezelések soran kiilonb6zo
technikakat, mint példaul apritast és orlést, pirolizist, besugarzasos technikakat (gamma-,
mikrohullamu- ¢és infra sugarzas, ultrahangos kezelés) alkalmazhatnak. A fizikai
elokezelések eldnye, hogy nem okoznak melléktermék képzodést. A besugarzasos technikak
a lignin eltavolitasara is alkalmazhatéak. A fizikai elékezelések hatékonysaganak javitasa
érdekében gyakran kémiai és biologiai modszerekkel azokat egyiittesen alkalmazzak

(Mankar et al., 2021).
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Az eldkezelési eljarasok korében a fiziko-kémiai eljarasok terjedtek el elényos
tulajdonsagaiknak koszonhetéen. Ezek kozott a gbzrobbantas ¢és valtozatai (mint
ammoniaszalas gbzrobbantas) mar széleskoriien ismertek. A gbzrobbantas soran egy
szakaszos vagy folyamatos ilizemii reaktorba nagynyomasu telitett gézt juttatnak, amely a
hémérséklet ndvekedését eredményezi. A nyomas hirtelen csokkentése a novényi sejtek
szerkezetében valtozast okoz, a robbanasszerli dekompresszi6 hatasara a sejtek roncsolésa
kovetkezik be (Harmsen et al., 2010).

A biologiai elokezelési modszer soran az alkalmazott biokatalizator Ilehet
kereskedelmi forgalomban kaphatdé enzimkészitmény, valamint maga az enzimtermeld
szervezet, a mikroorganizmus. Ezek tobbnyire barna-, fehér-, és lagyrothadast okozo
gombdk, de a baktériumok korében is vannak kedvezd cellul6z, hemicelluloz és lignin-bonto
aktivitassal rendelkez6 fajok. A lignin eltavolitasban kiemelt szerepe van a fehérrothadast
okoz6 gombaknak (pl. Ceriporiopsis subvermispora, Trametes versicolor), amelyek oxidaz
enzimeket, mint lignin-peroxidazt, mangan-peroxidazt és lakkazt termelnek. Egyes fajok (pl.
Phanerochaete chrysosporium) egyidejiileg képesek bontani a lignint, hemicellulozt és
cellulozt (Ma et al., 2022). Kedvez6bb celluldz- és hemicelluléz-bonto aktivitast inkabb a
barna rothadast okozd gombak (pl. Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum), valamint a
lagyrothadast okozo gombak (pl. Trichoderma reesei) korében irtak le. A bioldgiai
elokezelésnek az elénye, hogy energiaigénye igen alacsony, tovabba elhanyagolhato a
vegyszerek haszndlata, ezaltal Iényegesen kiméletesebb ¢és kdrnyezetbaratabb
szerkezetbontast tesz lehetdvé. Hatranya viszont, hogy a biodegradacio folyamata igen lassu,
akar napokig is eltarthat. Mindemellett a mikroorganizmusok az oldatba vitt szénhidratok
egy részét anyageserefolyamataik fenntartasahoz hasznositjak, ami a cukor- és

etanolhozamra kedvez6tleniil hat (Costa Sousa et al., 2009).

3.3.1.1 Az ultrahang novényi szerkezetre kifejtett hatisa

Az ultrahang az emberi hallas hataran kiviil esik és frekvencia tartoméanya 20 kHz-
tél 10 MHz-ig terjed. Az ultrahang tartomany két csoportba: az alacsony frekvencias és nagy
intenzitasu (20-100 kHz) és a magas frekvencias és kisebb intenzitasu (100-10 MHz) savba
esik (Dolatowski et al. 2007). Az ultrahanggal besugarzott anyagokban igen Osszetett
folyamatok mennek végbe, amelyek az akusztikus hullimok energiajanak hatasan alapulnak
(Tarjan, 1971). Az ultrahang a folyadéktérben periodikus gyors nyomasvaltozasokat, ezaltal
pedig kavitacidt hoz létre. Az ultrahang terjedésével az alacsony nyomdésu szakaszban
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kavitacios iiregek, buborékok alakulnak ki. A buborékok mérete addig nd, amig az
tiregszerkezet instabilla nem valik, ennek hatasaként pedig hirtelen, nagy sebességgel
Osszeroppannak. A mikro-roppanasok sordn nagy energia és hd szabadul fel, amely a
novényi sejtek roncsolasat idézi el (Jenkins et al., 2014). Olughu és munkatarsai (2021) a
vesszOs koles esetében tanulmanyoztak az ultrahangos kezelés és a behatasi id6 novelésének
a hatdsat. A besugarzas iddtartaméanak 10 percrél 50 percre torténd emelése a novényi
sejtszerkezet nagyobb mértékli téredezettségét eredményezte. Az akusztikus erd ndvényi
szerkezetre gyakorolt hatdsai aldbbi 5. abran lathato6 SEM-mikroszkop feltételeken is

kivehet6.

5. abra Ultrahangos kezelés besugarzasi idotartamanak hatdsa a fii 6rlemények szerkezeti
valtozasara (180 W, 10-50 perc) (Olughu et al., 2021)

A kavitacionak két tipusa: a stabil és az atmeneti ismert. Stabil kavitacid esetében a
kisebb méretii buborékok tobb hangciklusokon keresztiil, 6sszeroppanas nélkiil maradnak a
folyadéktérben, mig az a&tmeneti kavitacioé soran nagyobb buborékok alakulnak ki, amelyek
néhany hangciklust kovetden Osszeroppannak. A buborékok Osszeroppandsa segiti a
keveredést és az anyagszallitast, tovabba noveli az ultrahangos térben lejatszodo reakciok
hatékonysagat. Az eddig kutatasok soran megallapitottak, hogy a kisfrekvencias ultrahangos
besugarzas eldsegiti az aromas lignin vegyiiletek eltavolitasat, ezaltal a hidrolitikus enzimek

rostokhoz és értékes szénhidrat polimerekhez (celluloz és a hemicellulozok) torténd
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konnyebb eljutasat is noveli. A cellulozban gazdag névényi maradvanyok igen 0sszetett és
ellenalld szerkezete miatt 6nmagaban az ultrahangos kezelés azonban nem elegendd. A
behatds soran a delignifikdcid6 mértéke a jelenleg elterjedt fiziko-kémiai elkezelésekkel
szemben alabb marad, ezért gazdasdgilag az ultrahangos besugarzds mas eldkezelési

technikakkal torténd egyiittes alkalmazast igényel (Olughu et al., 2021).

Stabil kavitacié Atmeneti kavitacio

kompresszio

refrakcio
o @ o

Buborék  novekedés Buborék Buborék novekedés  Kritikus méret elérése

kepZOdese ﬁ oszcillacio képZédéS ﬁ utan ('jsszeroppan

6. abra A stabil és az atmeneti kavitacio soran keletkezd buborékok ndovekedése
(Jenkins et al., 2014)

Az ultrahangos kezeléssel egybekdtott enzimes hidrolizis esetén a sziikséges
enzimmennyiség csokkenthetd. A kisérleteim alapanyagaként hasznositott kukoricacsutka
szarazanyagtartalmanak jelentds részét a szénhidrat polimerek teszik ki: celluldéz és
hemicellulozok (nagyrészt xilan). A rostbontas soran igy szempont, hogy mivel a xilan a
cellulézt korbeveszi, ezaltal rontja a celluloz-bontdé enzimek hatékonysagat, emiatt
sziikséges lehet xilanaz aktivitasu enzimkészitmény alkalmazasa. Az endoxilandzok a xilan
gerincében véletlenszerlien hasitanak, az exoxilanazok pedig a lancok végeir6l hasitanak le
B-D-xilozidaz monomereket. Az oldallancok bontésat tobbek kozott az a-D-gliikkoronidazok
és az acetil-xilan-észterazok végzik el (Collins et al., 2005). A cellulaz igy mar konnyebben
hozzafér a cellul6z polimerhez. A cellulaz tobb enzimbdl tevédik dssze: endogliikanazbol,
amely a lanc belsejében hasit, igy oligoszacharidokat képez; exogliikoziddzbdl, amely a

lancvégekrdl hasit glilkoz molekuldkat; cellobiohidrolazbol, amely a lancvégekrdl
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cellobiozokat valaszt le és azokat a cellobidz, mésnéven B-gliikoziddz bont tovabb gliikk6z
egységekre (Sevella, 2012).

Az ultrahangos besugarzas ¢s az enzimek teljesitményére azonban a kezelés
paraméterei (frekvencia, intenzitas, hangciklus szama, vivokdzeg stb.) mellett a novényi
biomassza szerkezete és Osszetétele (a celluldoz, a hemicellul6zok és az aromaés lignin
vegyiiletek aranya), valamint a novényi biomassza porozitasa (a fajlagos feliilete) is
lényegesen hatast fejt ki. Azon ndvényi biomassza, amely nagyobb mennyiségben tartalmaz
aromas lignin vegyiileteket, valamint az el6készitést kovetden az apritottsdg mértéke nem
biztosit kelld feliileti hozzaférhetdséget, az akusztikus erd és az enzimek kevésbé tudjak
kifejteni kedvezd hatdsukat. Tovabba, korabbi kutatdsok is igazoltdk, hogy a nagyobb
intenzitdsi  besugdrzas, valamint a hosszabb kezelési idOtartam az enzimek
aktivitascsokkentését okozza. A jelenség azzal magyarazhatd, hogy az enzimfehérjék
szerkezetében a hidrofob kotderdk sériilnek, amely a rendezett térszerkezet mddosulésat, a
konformacio6 valtozasat eredményezi. Néhany esetben mar leirasra keriiltek olyan anyagok,
amelyek jelenlétében az enzim hosszabb ideig meg tudja Orizni aktivitdsat, mind az
elékezelés behatdsaival szemben, mind pedig az oldatba vitt aromds lignin vegyiiletek
inaktival6 hatdsaval szemben. Az enzimvédd hatéssal rendelkez6 anyagok korében néhany
publikécioban mar emlitésre keriilnek a nemionos feliiletaktiv anyagok, mint a Tween®

poliszorbat termékek is (Chen et al., 2008).
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Felhasznalt anyagok
4.1.1 Kukoricacsutka

A szaritott és durvan Orolt kukoricacsutka (Panzi-Pet Kft. Budapest) eldkészitése
soran laboratoriumi elektromos 6rlémalom (Mockmill 200) alkalmazasaval finom érleményt
allitottam eld. Az Orlést kovetden a finom, porszeri frakciot (szemcseméret <1 mm)
szitalassal valasztottam el a durva frakciotol (szemcseméret ~1-3 mm). A kukoricacsutka

Orleményt nedvszivo hatdsa miatt hasznalat el6tt exszikkatorban taroltam.

7. abra Kukoricacsutka durva és finom érleménye (sajat felvétel)

4.1.2 Oldatok és pufferek
Ultrahangos kezelés és enzimes hidrolizis sordn

Na-acetat puffer (0,1 M, pH 5) (Thangavelu et al., 2020)
A puffer készitése soran 2, 886 g vizmentes natrium-acetatot 400,0 ml desztillalt
vizben oldottam fel, majd az oldathoz 0,93 ml ecetsavat pipettaztam. A kémhatast 10%-0s

sosavval allitottam be. A végtérfogatot 500,0 ml-re desztillalt vizzel allitottam be.

Redukdlo cukortartalom mérésénél

Somogyi 1. és I1. oldat (Somogyi 1951)

Az oldatok készitésénél eldre felforralt, majd szobahdémérsékletiire hiitott desztillalt
vizet hasznaltam. A Somogyi 1. oldat készitése soran 288,0 g vizmentes natrium-szulfatot
1000,0 ml desztillalt vizben oldottam folyamatos magneses kevertetés mellett. Az oldathoz

tovabbi 24,0 g kalium-natrium tartaratot, 48,0 g natrium-karbonatot és 32,0 g natrium-
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hidrogén-karbonatot adagoltam. Az oldat térfogatat desztillalt vizzel 1600,0 ml-re
egészitettem ki.

A Somogyi II. oldat készitése sordn 72,0 g vizmentes natrium-szulfatot 300,0 ml
desztillalt vizben oldottam ¢és folyamatos magneses kevertetés mellett az oldathoz 8,0 g réz-
szulfatot adagoltam. Az oldat térfogatat desztillalt vizzel 400,0 ml-re egészitettem ki.

Az elkészitett oldatokat 48 6ran at pihentettem és szobahdmérsékleten taroltam.

Nelson reagens (Nelson 1944)

Az oldat készitésénél szintén eldre felforralt, majd szobahOmérsékletiire hiitott
desztillalt vizet hasznaltam. Az oldat készitésénél 100,0 g ammonium-molibdatot oldottam
1500,0 ml desztillalt vizben, amelyhez folytonos kevertetés mellett 12,0 g natrium-hidrogén-
arzenatot is adagoltam. Az oldathoz 84,0 ml tomény kénsavat pipettdztam és a térfogatot
2000,0 ml-re desztillalt vizzel egészitettem ki. A reagenst hasznalat el6tt sotét tivegben 48

oran at, 37 °C-on pihentettem.

4.1.3 Enzimkészitmények

Az O6rlemény ultrahangos kezelését kovetd, valamint az ultrahangos kezeléssel
egybekotott enzimes hidrolizis sordn kereskedelmi forgalomban kaphat6, a ndvényi rostok
bontasahoz altalanosan alkalmazott Trichoderma reesei eredetii, cellulaz enzimkomplex
stiritményt (Celluclast 1.5 L, Novozymes A/S, Dania) és Aspergillus oryzae eredetii erds
xilanaz aktivitasi enzimpreparatumot (Novozymes A/S, Dania) hasznaltam. Az enzimek
optimum tartomanyait (pH és hémérséklet), valamint az adagolasi ratakat az alabbi 1.

tablazat tartalmazza.

1.tablazat: Ipari enzimkészitmények fobb paraméterei

Aktivits pH | T (°C) Adagolis %

Cellulaz | =700U/g 45-6 | 50-60 | 0,05-0,2% (0,1 % = 85 UJg per szubsztratum)

Xilandz | =2500U/g | 45.6 | 30-65 | 0,05-0,2 % (0,05 % = 165 U/g per szubsztratum)

4.1.4 Etanologén éleszto

A kukoricadrlemény hidrolizdtumokon inditott etanolfermentacié modellezése soran
szaritott Saccharomyces cerevisiae élesztét (Uvaferm Danstil A) hasznaltam. Az élesztd
rehidratdlasat kovetden a szakaszos fermentacidos rendszereket 5 %  (V/v)

¢lesztdszuszpenzidval oltottam le.
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4.2 Alkalmazott modszerek

4.2.1 Ultrahangos kezelés és enzimes hidrolizis

A finom kukoricacsutka 6rleményt 1,0 grammomként 50 ml hasznos térfogatu

csavaros tivegekbe adagoltam. Az ultrahangos kezelés soran tobb tényezének: a vivokozeg

tipusanak (desztillalt viz, etanol vizes oldatai, natrium-acetat puffer), az érlemény és a

vivokozeg aranyanak (1:15, 1:30, 1:45), az ultrahang behatasi idejének (10, 30, 50 perc), a

mosasi fazisnak, valamint a poliszorbat adagolasnak (40 pl/ g szubsztratum) (Tween 40,

Sigma-Aldrich) a hatasat is monitoroztam.

2.tablazat: Szeparalt ultrahangos kezelés és enzimes hidrolizis

Sorszam Vivokozeg Orleméggr\g;/ékézeg Behatasi id6 | Mosas | Poliszorbat | Enzim
1 1:15 10 - - 85U/gC
2 1:30 10 - - 85U/gC
3 1:45 10 - - 85U/gC
4 1:15 30 - - 85U/gC
5 1:30 30 - - 85U/gC
6 1:45 30 - - 85U/gC
7 1:15 50 - - 85U/gC
8 1:30 50 - - 85U/gC
9 1 Ae 1:45 50 - - 85U/gC
10 desztillalt viz 10 - igen 85 Ulg C
11 30 - igen 85U/gC
12 50 - igen 85U/gC
13 10 igen - 85U/gC
14 1:30 30 igen - 85U/gC
15 50 igen - 85U/gC
16 10 igen igen 85U/gC
17 30 igen igen 85U/gC
18 50 igen igen 85U/gC
19 1:15 10 - - 85U/gC
20 1:30 10 - - 85U/gC
21 1:45 10 - - 85U/gC
22 | Na-acetat puffer 1:15 30 - - 85U/g C
23 pH S 1:30 30 - - 85U/gC
24 1:45 30 - - 85UlgC
25 1:15 50 - - 85U/gC
26 1:30 50 - - 85U/gC
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27 1:45 50 - - 85U/gC
28 10 - igen 85U/gC
29 1:30 30 - igen 85U/gC
30 50 - igen 85U/gC
31 10 igen - 85U/gC
32 30 igen - 85U/gC
33 50 igen - 85U/gC
” etanol:viz (1:10) 1:30 10 igen igen ac U/g C
35 30 igen igen 85U/gC
36 50 igen igen 85U/gC
37 10 igen - 85U/gC
38 30 igen - 85U/gC
39 . 50 igen - 85U/gC
20 etanol:viz (1:20) 1:30 10 i) oh 85 Ulg C
41 30 igen igen 85U/gC
42 50 igen igen 85U/gC

A szuszpenzidkat Thermo Fisher Scientific Corporation 4ltal gyartott Clifton™
laboratoriumi ultrahangos kadban, 40 kHz frekvencian kezeltem. A kisérleti beéllitasokat az

alabbi 2. és 3. tablazat foglalja Ossze.

3.tablazat: Szeparalt és szimultdn ultrahangos kezelés és enzimes hidrolizis kiilonb6zd
enzimdozisok alkalmazasa esetén

Sorszam | Vivékozeg Orlemény’/Vivc'Skézeg Beha}ési Mosas | Poliszorbat | Enzimek
aranya id6

43 50 ) igen szeparalt
g 170 Ulg C

44 50 ) igen szeparalt
g 255 U/g C

desz‘Elllalt 1:30
viz ’

szeparalt

45 50 - igen 85U/gC
165 U/g X

szeparalt

46 50 - igen 170 U/gC
165 U/g X
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szeparalt
47 50 - igen 255 U/g C
165 U/g X

szimultan

48 50 - igen 170 Ulg C

. szimultan
49 50 - igen 255 Ulg C

szimultan
1:30 50 - igen 85U/gC
165 U/g X

desztillalt
viz

50

szimultan
51 50 - igen 170 U/gC
165 U/g X

szimultan
52 50 - igen 255 U/g C
165 U/g X

Az enzimes kezelés szeparalt és szimultan modon tortént. A szeparalt enzimes hidrolizist az
ultrahangos kezelést kdvetden, mig a szimultan enzimes hidrolizis az ultrahangos kezeléssel
egyidejlileg inditottam. Az enzimes hidrolizis 45 °C-on, 24 6ran 4t 180 rpm razatasi sebesség

mellett tortént.

8. abra: Az ultrahangos kezelés szemléltetése (sajat felvétel)

4.2.2 Etanolfermentdcio
A szeparalt és szimultan kukoricacsutka rostbontas hatékonysagat az oldatba vitt

cukrok mennyisége alapjan rangsoroltam ¢€s a kedvezobb beallitasok mellett 20 g nedves és
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szaritott kukoricacsutka drlemény léptékndvelt kezelését 200 ml vivokozegben inditottam
el. A hidrolizatumok kémbhatasat 10 %-os sosav oldat segitségével pH 3,2-re allitottam. Ezt
kovetden a hidrolizatumokat 121 °C-on, 15 percen at hokezeltem, majd azokat 5 % (v/v)

rehidratalt élesztd szuszpenzidval oltottam le.

9.abra: Etanolfermentaci6 (sajat felvétel)

A lombikok szdjat vizzarral ellatott kotyogokkal zartam le. Az erjesztés 5 napon at,
28+2 °C-on tortént. A lombikokbol idok6zonként, 24 oranként vettem mintat és készitettem

el a mérésekhez.

4.2.3 Szénhidrattartalom mérés

4.2.3.1 Redukalo cukortartalom meghatdrozas
Az enzimes hidrolizis soran oldatba vitt redukald cukrok mennyiségét Somogyi-
Nelson modszerrel mértem. A spektrofotometrias mérés elve, hogy lagos kdzegben a Cu?*
ionokat a redukalo cukrok Cu* csapadékka redukaljak, mikozben a szabad hidroxilcsoportok
oxidalodnak. A keletkezé Cu® csapadékot az arzenomolibdat komplex redukalja, ami kék
szint eredményez. A szinvaltozas spektrofotométerrel, 540 nm-en nyomon kd&vethetd
(Somogyi 1952, Nelson 1944).
A mintak ismeretlen redukaldé cukortartalmanak meghatarozasa gliikozra felallitott
kalibraciot segitségével tortént. Ehhez elsoként higitasi sorozatot tagonként 2 ml oldatot
tartalmazott, amelyekben 0,2 ml-ként cs6kkentettem a gliikdz oldat aranyat. Az el6készitett

higitott gliik6z oldatokhoz 2 ml 4:1 aranya Somogyi 1. és Somogyi II. oldat elegyét
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pipettdztam, majd azokat 15 percre forrasban 1év0 vizbe helyeztem. 4:1 aranyu elegyet
készitettem ¢és 2,0 ml-t pipettaztam hozza. A forralast kovetéen a higitasi tagokat
szobahOmérsékletlire hiitottem le és térfogatukat 2 ml Nelson reagenssel és 4 ml desztillalt
vizzel egészitettem ki. A keletkez6 szén-dioxidot Pasteur-pipettaval torténd
atbuborékoltatassal tavolitottam el. A parhuzamos mintdk abszorbancia értékeit Unicam o-
Helios spektrofotométerrel mértem le. Az atlagolt abszorbancia értékeket az ismert gliikoz
koncentracio fiiggvényében abrazoltam. A pontokra illesztett linearis trendvonal egyenlete
segitségével a tovabbiakban konnyen meghatarozhato a kukoricacsutka Orlemény
elékezelését és enzimes bontasat kovetden felszabadult redukald cukrok mennyisége

(10.4bra).
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10.abra: Gliikéz standard kalibracid

A kukoricacsutka hidrolizatumok esetén 1 ml mintat Eppendorf-csovekbe
pipettaztam és azokat 10 percen at, 14 000 fordulat/perc sebességen centrifugaltam. A
szilard fazis elvalasztasat kovetden a feliiluszot (hidrolizdtum) megfeleléen higitottam és az

elézoekhez hasonloan hajtottam végre a reakcidkat.

4.2.3.2 HPLC technika
A kromatografids eljards egy analitikai elvalasztdsi modszer, gaz-, géz- vagy

folyadékelegyben 1év6 komponensek szétvalasztasara alkalmas. Az elvdlasztds sordn
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megkiilonboztetiink all6fazist mely egy oszlopon kotott forméaban van jelen, illetve mozg6
fazist mas néven eluenst, ami a mintat aramoltatja az oszlopon. A minta az oszlopon
adszorbedl és az egyes komponensek kiilonb6zo idOpillanatban valnak le az oszloprdl, ez az
id6pillanat a retencios id6, mely minden komponensre nézve egyéni (Pokol et al. 2011).
A hidrolizis termékek (gliikoz, DP2, DP3 és 2DP3 frakciok) €s az etanolfermentacio soran
termelt etanol mennyiségi meghatarozasdhoz a Thermo Fischer Scientific Corporation altal
gyartott Surveyor HPLC berendezését az alabbi beallitasi paraméterekkel alkalmaztam:

o Oszlop: Aminex-87H

o Eluens: 0,005 n H2SO4

o Integrald szoftver: ChromQuest 5.0

o Detektor: RI

o Oszlop hémérséklet: 45 °C

o Detektor homérséklet: 40 °C

o Aramlasi sebesség: 0,6 ml/perc

o Elualasi mod: izokromatikus
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5 KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESEK

5.1 Ultrahangos kezelés vizes és pufferelt rendszerben

A kisérletek elején az ultrahangos kozeg természetének (vizes és pufferelt rendszer), a
finoman 6r6lt kukoricacsutka €s az ultrahangos kozeg aranyanak (1 g/15 ml, 1 g/30 ml, 1
0/45 ml), valamint a kezelés id6tartamanak (10, 30, 50 perc) a hatasat vizsgaltam. Az
ultrahangos kezelések hatasat minden esetben az elékezelt kukoricacsutkan inditott enzimes
hidrolizis szénhidrat hozama alapjan értékeltem. Az alabbi 11. és 12. abra a vizes

rendszerben szonifikalt kukoricacsutka mintdk enzimes bontasanak eredményeit szemlélteti.
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11.abra: Oldott szénhidrattartalom alakulasa a vizes rendszerekben ultrahangosan kezelt
kukoricacsutka mintak enzimes hidrolizise soran

Mind az ultrahangos kezelés id6tartamanak novelése, mind az ultrahangos kozeg
mennyiségének novelése a kukoricacsutka érlemény enzimes bonthatosagara kedvezd hatést
fejtett ki. Azon esetekben, ahol az ultrahangos kezelés soran novelt nedvesitési arany (1/30
€s 1/45) és a novelt kezelési iddtartam (30 és 50 perc) esetén tortént a mintdk akusztikus
kezelése 40 kHz frekvencian, az enzimes hidrolizissel az oldatba vitt szénhidrattartalom
elérte a 100 mg/g értéket. Egy esetben, ahol ndvelt nedvesitési arany (1/45) és csokkentett
kezelési iddtartam (10 perc) esetén inditottam el a kezelést, a szénhidrathozam szintén
hasonldan alakult. Az eredmények alapjan a mintdk rostbontdsara erdsebb hatast a

nedvesitési arany gyakorolt. A kezelési kombinaciok rangsoroldsa sordan hatasosabbnak az
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1/45 nedvesitési arany és az 50 perces kezelési id6tartam bizonyult, ahol az oldott
szénhidratok mennyisége 126 mg/g értéket ért el. A szénhidrat Osszetétel igen eltéréen
alakult, azonban igy is jol lathatd, hogy a DP2 frakcié nagyobb aranyban, mig a gliikoz

jelenléte igen kis mennyiségben volt kimutathato.
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12.abra: Redukal6 cukortartalom alakulésa a vizes rendszerekben ultrahangosan kezelt
kukoricacsutka mintak enzimes hidrolizise soran

A kukoricacsutkabol oldatba vitt redukalé cukrok mennyisége két esetben, a 30 és
50 perces kezelési idotartam és az 1/45 nedvesitési arany esetén meghaladta a 150 mg/g
értéket. Annak oka, hogy a redukélo cukortartalom miért eredményezett nagyobb értékeket,
az abban keresendd, hogy a mddszer a rendszerben az egyéb redukdlo hatisu vegyiiletek
jelenlétét is érzékelhette.

A pufferelt rendszer magasabb szénhidrathozamot eredményezett, ezeket az 13. és
14, abra ismerteti. Az el6kezelt mintak enzimes bontasat kovetden az oldott
szénhidrattartalom az 1/30 nedvesitési arany és 30-50 perces kezelés, valamint az 1/45
nedvesitési arany és 10-30 perces kezelés esetén kozelitette a 150 mg/g értéket, mig az 1/45
nedvesitési arany €s 50 perces kezelés esetén meghaladta a 150 mg/g értéket. A vizes

rendszerekkel szemben a DP2 és a gliikkoz mennyisége ndvekedést mutatott.
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13.abra: Oldott szénhidrattartalom alakulasa a pufferelt rendszerekben ultrahangosan
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kezelt kukoricacsutka mintak enzimes hidrolizise soran
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14.abra: Redukal6 cukortartalom alakulasa a pufferelt rendszerekben ultrahangosan kezelt

A redukdld cukortartalom értékek alakuldsa az oldott szénhidrattartalomhoz hasonlo
tendenciat mutatott. A novelt nedvesitési arany és a hosszabb kezelési id6tartam szintén

magasabb redukal6 cukortartalom értékeket eredményezett. Az 1/45 nedvesitési arany és a

kukoricacsutka mintak enzimes hidrolizise soran
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30-50 perces kezelési idOtartam esetén az enzimes hidrolizissel az oldatban mért redukalo

cukortartalom a 190-200 mg/g érték kozott alakult.
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15.4bra: A szeparalt ultrahangos kezelés és enzimes hidrolizis konverzids hatékonysaga
vizes rendszerek esetén
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16.4bra: A szeparalt ultrahangos kezelés és enzimes hidrolizis konverzids hatékonysaga
pufferelt rendszerek esetén
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Az ultrahangos kozeg természetét tekintve, a pufferelt rendszerekben értem el nagyobb
oldott szénhidrattartamot és konverzios hatékonysagot. A konverzio ekkor 14-16 % kozott
alakult.

Az ultrahangos kezelésnél mért értékek statisztikai értékelésére a Statistica 9.0 for
Windows szoftvercsomagot alkalmaztam. A modell illeszkedése vizes rendszerben 98,3%,
mig pufferelt rendszerben 97,4 % volt. A tényezOk hatisainak vizsgalata soran
megallapitottam, hogy azok szignifikans hatast gyakoroltak a kukoricacsutka ultrahangos
kezelésére mind a vizes, mind a pufferelt rendszerben 95% megbizhatdsagi szinten. Silvello
és munkatarsai (2019) a cukornad bagasz ultrahangos kezelése soran kiilonb6z6 tényezok hatasat
tanulmanyoztadk valaszfeliileti kisérlettervezési modszer alkalmazasaval. Az egyes tényezok
rangsorolasa hasonld kovetkeztetést vontak, miszerint a cukorndd bagasz és a nedvesités
aranyanak valtoztatdsa a novényi sejtek roncsolasara, ezéltal az aromds vegyiiletek kioldasara
jelentés hatast fejt ki. Kisérleteim sordn a kovetkezd masodfokud, polinomikus modellt

javasolndm az ultrahangosan kezelt kukoricacsutka enzimes hidrolizisének leirasara:

Y kukoricacsutka= -31,1843+6,1575x+2,7443y-0,0764x2-0,0021xy-0,0305y?

ahol: Y: redukalo cukortartalom, x: szaraz biomassza/vivokozeg arany, y: kezelési idtartam

= O

Redukalé cukortartalom
(mg/g sz. biomassza)

Bl - 140
B <136
Bl <116
[ ]=98
=76
| B
Bl -6

17. abra: Szeparalt ultrahangos kezelés €s enzimes cukrositds valaszfeliileti abrazolasa
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5.2 Szerves olddszeres lignin extrakcio hatiasa az enzimes bonthatésagra

A tovabbiakban szerves olddszer jelenlétében, 1/30 nedvesitési arany, 10, 30 és 50
perces kezelési idotartam mellett kovettem nyomon az ultrahangos kezelés enzimes
bonthatosagra kifejtett hatasat. Ultrahangos kozegként etanol 1:10 és 1:20 aranyu vizes
oldatait hasznaltam. Az enzimes hidrolizist megel6z6en az el6kezelt mintakbol a szerves
oldészert mosasi 1épéssel tavolitottam el, az enzimes hidrolizist pedig pufferelt (Na-acetat,
pH 5) rendszerben inditottam el. Kontrollként vizes rendszerben ultrahangosan kezelt, majd

atmosott mintdk pufferben inditott enzimes hidrolizisének hatékonysagat is néztem.

¢és 19. abra szemlélteti.
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18. abra: Szerves olddszer hatdsa az ultrahangos kezelésre €és az enzimes hidrolizisre

A vizes rendszerben inditott ultrahangos elékezelést kovetden a folyadék eltavolitasa
¢s az elokezelt kukoricacsutka vizzel torténd 4atmosasa részben novelte az enzim
teljesitményét. Abban az esetben, ahol 50 percen at tartott a mintak kezelése, az oldott
szénhidrattartalom elérte a 140 mg/g értéket. A 10 és 30 perces elokezelésnél azonban mar
csokkent az értékes szénhidratok mennyisége. Ennek oka, hogy az ultrahangos kezeléssel
mar kezdetét vette egy részbeni szénhidrat bontés és az oldatba vitt szénhidratok a moséssal
eltavolitasra keriiltek, ezaltal szénhidratveszteség kovetkezett be.

A szerves oldoszeres kozegben kezelt és atmosott kukoricacsutka esetén a

hidrolizatumban mért szénhidratok mennyisége kozelitette a pufferelt rendszerben kezelt
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kukoricacsutka enzimes bontdsanak eredményeit. Az etanol vizes elegyei koziil az 1:10
arany esetén mar 30 perces kezelés elegenddnek bizonyult, ahhoz, hogy az enzimes
bontasnal az oldott szénhidrattartalom elérje a 150 g/g értéket. A szerves olddszer az aromas
vegyliletek extrahalasanak koszonhetOen elOsegitette az enzim bontasi hatékonysagat,
azonban a mosassal ezesetben is az értékes szénhidratok mennyisége csokkent. A szénhidrat
spektrum Osszetételében azonban valtozas kdvetkezett be, ugyanis az enzimes hidrolizissel
az erjeszthetd cukortartalom (gliikk6z) kétszeresére nott. A glilkoz mennyisége elérte a 100

mg/g értéket, mig a DP2 és a DP3 frakcid mennyisége csokkent.
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19. abra: Szerves olddszer hatdsa az ultrahangos kezelésre €és az enzimes hidrolizisre
A redukald cukortartalom €s a konverzids hatasfok esetében lényegi valtozast nem
tapasztaltam. A redukal6 cukortartalom az ultrahangos kozeg természetétdl fiiggden 107 és

149 mg/g kozott volt. A szerves oldoszeres kozegekben az 50 perces kezelést kovetden az

enzimes bontas hatasfoka tovabbra is a 14-15 % kortil alakult (20.4bra).
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20.abra: A szeparalt vizes és szerves oldoszeres ultrahangos kezelés és enzimes hidrolizis
konverzios hatékonysaga

5.3 Poliszorbat enzimvédo hatasanak vizsgalata

A kovetkez6 kisérletsorozatban a poliszorbat enzimvédo hatasat kovettem nyomon

vizes, pufferelt, valamint szerves olddszeres rendszerekben, mosassal és mosas nélkiil.
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21.abra: Poliszorbat hatdsa az ultrahangos kezelésre és az enzimes hidrolizisre
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A 21. abran szemléltetett oldott szénhidrattartalom eredmények alapjan a Tween 40
jelenléte minden esetben kedvezden hatott az enzim teljesitményére, ugyanis amennyiben a
vizes és szerves oldoszeres (etanol és viz 1:10 aranyban) rendszerben inditott ultrahangos
kezelést (50. perc esetén) mosas kovette, az enzimes hidrolizis sordn az oldott
szénhidrattartalom 152 és 173 mg/g értéket ért el. Mig, ahol a csdkkentett etanol tartalmu
szerves oldoszeres rendszerben (etanol és viz 1:20 aranyban) inditott ultrahangos kezelést
(50. perc esetén) mosas kovette, az oldott szénhidratok mennyisége meghaladta a 200 mg/g
(206-217 mg/g) értéket. Ebben az esetben az erjesztheté cukrok mennyisége, elsésorban a
gliikkozé 155 mg/g értéken tetézott. Az ultrahangos kozeg eltavolitasa nélkiil az enzimes
hidrolizis teljesitménye 58-69 %-kal nétt. Poliszorbat jelenlétében kedvezdbbnek a vizes
rendszerben elokezelt kukoricacsutka mintak enzimes hidrolizise bizonyult. A 30 és 50
perces akusztikus kezelések esetében jelentds mennyiségli szénhidrattartalom volt
kimutathat6. Ekkor az oldott szénhidrattartalom 311 és 374 mg/g kozott alakult, ezen beliil
a DP2 frakcio 99 és 110 mg/g, a gliikkdz mennyisége pedig 168 és 220 mg/g értéken mozgott.
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22. abra: Poliszorbat hatasa az ultrahangos kezelésre és az enzimes hidrolizisre

A redukal6 cukortartalom értékek (22.abra) az oldott szénhidrattartalom alakulasat
kovették. Azon kukoricacsutka mintdknal, ahol az ultrahangos kezelést (50. perc esetén)
kovetden mosas tortént, a redukdlod cukortartalom 187 és 204 mg/g értéket ért el. Mosas
nélkiili pufferelt rendszerben mar tobb mint 300 mg/g értéket, mig vizes rendszerben (50.

perc esetén) kozel 400 mg/g értéket mértem.
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A mosas nélkiili vizes és pufferelt rendszerek eredményeinek 6sszehasonlitasa soran
megallapitottam, hogy a poliszorbat jelenléte sikeresen noveli a szénhidrat- és a redukalod

cukortartalmat is.

UH50

UH10

UH30

UH50

(1:20)

UH10

UH30

(1:10)

UH50

(mosott)(mosott) (mosott) (viz) (puffer)

(viz)

UH10

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Konvezio (%)

23.abra: A szeparalt ultrahangos kezelés és enzimes hidrolizis konverzids hatékonysaga
poliszorbat jelenlétében

A konverzi6 hatasfoka elérte a 30 % -ot. A pufferelt rendszer 50 perces kezelése
31%-o0s konverziot eredményezett, mig a vizes rendszer 30 perc utan 33%-ot, 50 perc utan
pedig 37%-ot (23.abra). A kapott eredmények alapjan a szeparalt és szimultan ultrahangos
kezelés és enzimes hidrolizis tanulméanyozésat vizes rendszerben, poliszorbat jelenlétében

¢és 50 perces elokezelési idovel folytattam.

5.4 Szeparalt és szimultan ultrahangos kezelés dsszehasonlitasa

Az ultrahangos kezelés kornyezeti tényezdinek vizsgalatat kovetéen két kiillonbozo
ultrahangos technika hatékonysagat hasonlitottam 0Ossze, tovabba az ipari
enzimkészitmények (cellulaz és xilanaz) adagolasanak hatasat kovettem nyomon az oldatba
vitt szénhidrat- és cukortartalom fliggvényében. A kukoricacsutka 6rlemény ultrahangos
kezelése vizes rendszerben tortént: 1/30 nedvesitési arany és 50 perces kezelési idGtartam
mellett. A technikatol fiiggden a poliszorbatot az ultrahangos kezelést kovetden (szeparalt),

vagy az ultrahangos kezelés kezdetén (szimultan) adtam a rendszerhez.
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5.4.1.1 Szeparalt ultrahangos kezelés

Az idében eltolt ultrahangos kezelés és enzimes hidrolizis sordn az oldatba vitt

szénhidrat és cukortartalom értékeket az alabbi 24. és a 25. abra szemlélteti.
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24. abra: Kiilonb6z6 enzimadagok hatdsa az ultrahangos kezelésre és az enzimes
hidrolizisre
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25. abra: Kiilonb6z6 enzimadagok hatasa az ultrahangos kezelésre és az enzimes

hidrolizisre
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Az enzimkészitmények dozisdnak novelése lényegi hatast nem fejtett ki az
erjeszthetd cukortartalomra. Ennek oka, hogy az ultrahangos kozeg elvalasztisanak
kihagyasa a rendszerben tartotta az aromads lignin szarmazékokat, amelyek az enzimek
aktivitasat részben csokkentették. Masrészrol, a kukoricacsutka szerkezete is igen Osszetett,
¢s az ultrahangos kezelés sordn a szerkezet kisebb mértékii lazitdsa az enzimek korlatozott
hozzaférést eredményezte a szénhidrat polimerekhez. Az adott kezelési koriilmények kozott
az oldott szénhidrattartalom 386 mg/g értéken tet6zott, ahol a DP2 frakcio 62 €s 99 mg/g, a
gliikoz mennyisége pedig 218 és 249 mg/g kozott alakult. A redukalo cukortartalom 413 és
443 mg/g érték kdzott mozgott.
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26. abra: A szeparalt ultrahangos kezelés és enzimes hidrolizis konverzios hatékonysaga

kiulonb6z6 enzimbeallitasok esetében

A konverzidfokok minden esetben elérték a 30%-ot, és tobbnyire 32 % és 39 % kozott

alakult az enzimes hidrolizis hatékonysaga (26. abra).

5.4.2 Szimultan ultrahangos kezelés

Az egyidejlileg inditott ultrahangos kezelés és enzimes hidrolizis eredményeit az
alabbi 27. és 28. abra foglalja 6ssze. Az eddigi szeparalt technikak soran sikeresen novelt
szénhidrat- €és cukortartalom eredményekhez képest, a szimultan technikanal lényeges

csOkkenést tapasztaltam. Az oldott szénhidrattartalom kozel kétszeresére csokkent, ekkor a
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rendszerben 186 ¢és 213 mg/g kozotti értéket mértem. A kukoricacsutka mintadkban a gliikkoz

mennyiége csupan 118-129 mg/g értéket ért el.
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27. abra: Kiilonboz6 enzimadagok hatdsa az ultrahangos kezelésre és az enzimes
hidrolizisre

500,00
450,00
400,00 r
350,00 -
300,00 -
250,00 -~

200,00 -
150,00 |
100,00 |
50,00
0,00
2C 3C C-X 2C-X 3C-X

28. abra: Kiilonboz6 enzimadagok hatdsa az ultrahangos kezelésre és az enzimes
hidrolizisre

Redukalé cukortartalom (mg/g sz. biomassza)
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A redukalé cukortartalom mennyisége hasonld tendenciat mutatott (28.abra). A

konverzio hatasfoka 19 % és 21 % koriil alakult (29.abra).
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29. abra: A szimultan ultrahangos elékezelés és enzimes hidrolizis konverzios
hatékonysaga kiillonb6z6 enzimbeallitdsok esetében

5.5 Etanolfermentacio modellezése

A probaerjesztési kisérletek eldtt 1éptéknovelt szeparalt ultrahangos kezelést és
enzimes hidrolizist végeztem el. Az el6kezelésnél és enzimes hidrolizisnél a szubsztratumot
szaritott, valamint nedves Orleményként is hasznaltam. Az enzimes hidrolizisnél cellulazt

(255 U/g), valamint cellulaz (255 U/g) és xilanaz (25 U/g) keverékét alkalmaztam.

4.tablazat: Az elért etanol koncentraciok és azok konverzids hatékonysaga

Gliikoz Elméleti Tényleges Etanol
Fermentacio koncentracio etanol etanol konverzio
(9/200ml) (V/v %) (v/v %) (%)
Szaritott 6rlemény 1,83 0,93 0,51 55
©
Szaritott 6rlemény 1,97 1,00 0,58 58
(C+X)
Nedves 6rlemény 2,33 1,19 0,63 53
©
Nedves 6rlemény 2,49 1,27 0,71 56
(C+X)
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A probaerjesztéseket 120 oran at kdvettem nyomon. A 96 6rat kovetden a cefrék etanol
tartalma tovabbi novekedést nem mutatott. Az alabbi 4.tablazat az ultrahangosan kezelést
¢s enzimesen bontott kukoricacsutka mintak esetén az erjeszthetd cukortartalmat, az elméleti
¢és tényleges etanolkoncentraciot €s a konverzids ratat tartalmazza.

A szaritott 6rlemény esetében a cefrékben mért gliikkdz koncentracié 1,83 (m/v) % volt,
ami fermentacio végére 0,51 (v/v) % etanol hozamot jelentett. A cukortartalmat az
enzimkeverék alkalmazasa 1,97 (m/v)%-ig novelte, ezesetben az etanol tartalma 0,58 %
(V/v)-ra nétt. A nedves 6rlemény hasznalata kedvez6bb konverzidét mutatott. Az erjeszthetd
cukortartalom 2,33 (m/v)%-ra nétt, mig enzimkeverék jelenlétében mar nagyobb novekedést
(2,49 m/v %) az el6z6khez hasonldan nem mutatott. A cefrék etanoltartalma ekkor 0,63-0,71
(v/v) % kozott alakultak. Ezek alapjan tigy gondolom, hogy a kukoricacsutkat nem érdemes
szaritani (vagy kiméletesebb szaritast kell biztositani), mivel tovdbbi nem kivanatos, az
enzimes hidrolizist és az etanolfermentaciot gatld vegyiiletek keletkeznek magas
hémérsékleten. A fermentécios rendszerek mikodéképesek, azonban a technoldgia tovabbi
optimalast igényel a kukoricacsutka hatdsosabb feltdrdsa ¢és a szénhidratok polimerek

kedvezobb hidrolizise érdekében.
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6 OSSZEFOGLALAS

Az elmult években a kozlekedés adgazat és a fogyasztoi igények rohamos ndovekedése
az lzemanyagok iranti keresletet lényegesen ndvelte. A fosszilis lizemanyagok ilyen
mértékli kitermelése és elégetése a klimavaltozast erdsiti. A kornyezetszennyezés
visszaszoritasa érdekében egyre nagyobb teret nyernek a Dbiolizemanyagok. A
biolizemanyagok korében az egyik igéretes alternativa a bioetanol. A bioetanol eléallitasara
ma mar tobbféle technoldgia all rendelkezésre, ugyanakkor még ezek fejlesztésével sokat
foglalkoznak a kutatok. A technoldgidk terén a masodikgeneracios iranyvonal
alapanyagkészleteként cellulozban gazdag novényi maradvanyokat hasznositanak. llyen
maradvanyok nagymennyiségben keletkeznek mez6gazdasagi, erdészeti, agro-ipari
tevékenységek soran. Hazankban a gabonafélék kozott a kukoricat termesztik nagyobb
aranyban ¢és betakaritdsa soran igen nagy mennyiségben maradnak vissza szar- és
gyokérmaradvanyok. Emiatt ugy dontéttem a szakdolgozati munkam soran, hogy az
etanolfermentacié folyamatat kukoricacsutka szubsztratumon modellezem. Az alapanyag
enzimes hidrolizise ¢s alkoholos erjesztése nélkiilozhetetlen technologiai 1épés az
elokezelés. Az ultrahangos eldkezelés egy igéretes fizikai moddszer, amely megfeleld
koriilmények kozott a novényi sejtszerkezet toredezettségét eredményezi az akusztikus
hulldmok energidjanak koszonhetden.

A kisérleteim soran az alabbi fo0bb eredményeket értem el:

o Megallapitottam, hogy az ultrahangos kezelés kozegének aranya ¢€s a kezelés
id6tartamanak novelése a kukoricacsutka drlemény enzimes bonthatosagat javitotta. A
pufferelt rendszerben (Na-acetat, pH 5) inditott ultrahangos kezelés 1/45 (g/ml) t6ltési
arany és 50 perc kezelési idotartam esetén 40 kHz frekvencian eredményezett nagyobb
oldott szénhidrat hozamot. A szénhidrat tartalom 150 mg/g, a konverzid 14-15 % kortl
alakult.

o A szerves oldoszeres (etanol és viz 1:20 aranya elegye) rendszerben inditott
ultrahangos kezelést (1/30 g/ml tdltési arany, 50 perc) kdvetden a szerves olddszer
eltavolitasa (mosasi szakasz) az enzimes hidrolizis az oldatba vitt DP2 (39,63 mg/g)
és DP3 (31,22 mg/g) frakciot csokkentette, a glikoz (76,34 mg/g) mennyiségét
novelte. Megallapitottam, hogy a szerves olddszer segitette az aromds vegyiiletek
extrahdlasat, aminek koszonhetden az enzim jobban ki tudta fejteni az aktivitasat. A
mosasi szakasz azonban a rendszerbdl értékes szénhidratokat tavolitott el, amely

csokkentett a modszer hatékonysagat.
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o A Tween 40 poliszorbat esetén igazoltam, hogy az enzimes hidrolizis hatékonysagat
segiti. A szerves oldoszerben ultrahangosan kezelt mintdk hidrolizise soran ugyan
sikeriilt novelni a gliikoz hozamot, azonban ennél jobb eredményeket a vizes
rendszerben (mosds nélkiili) ultrahangos kezelt kukoricacsutka hidrolizise
eredményezett. Ekkor 30 és 50 perces kezelési idétartammal az oldott
szénhidrattartalom 330-374 mg/g kozott alakult. A konverzio elérte a 33-37%-ot.

o A szeparalt és szimultan modon inditott ultrahangos eldkezelés és enzimes hidrolizis
koziil a szeparalt modszer kedvezobb eredményeket adott. Az enzimkészitmények
dozisanak novelése nem fejtett ki 1ényegi hatdst. Az oldott szénhidrattartalmat 386
mg/g értéket (249 mg/g gliikkdz) ért el.

o Az ctanolfermentacid soran hasznalt nedves, valamint szaritott kukoricacsutka
Orlemények esetében megallapitottam, hogy nem célszerli szaritast alkalmazni a
kezelések eldtt (vagy kiméletesebb szaritas ajanlott), mert az alapanyag Osszetétele
moddosulhat, kedvezétlen hatdsu inhibitorok keletkezhetnek, amelyek a rendszer
teljesitményére negativan hatnak. Az enzimkeverékek hasznéalataval részben
fokozhato volt a gliikdz €s az etanol hozam. Széritott kukoricacsutka esetében ez 1,97
(m/v)% glikoz és 0,58 (v/v)% etanol koncentracidt, mig nedves kukoricacsutka
esetében 2,49 (m/v)% gliikkéz és 0,71 (v/v)% etanol koncentraciot jelentett.

Az eredmények alapjan az ultrahangos eldkezelés hatast fejtett ki a ndvényi
rostszerkezetre, az etanolfermentacids technologia miikodoképes, azonban a rendszer
hatékonysdganak novelése érdekében az tovabbi optimaladsi miiveleteket igényel. A
tovabbiakban célszertinek tartandm szerves oldoszeres lignin extrakcid tanulmanyozasat, az
ultrahangos kezelés frekvencidjanak és homérsékletének vizsgalatat, valamint mas ipari

enzimkeverékek tesztelését is.
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