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1 BEVEZETES

A bolygdnk népességének novekedése és ennek hatasaként a primer (kbolaj, foldgaz,
szén) energiaforrasok nagyléptékii kitermelése az éghajlatvaltozas jelenségeit, az extrém
iddjarasi viszontagsagokat (aszalyok, hirtelen es6zések, hidegbetorések stb.) nagyban erdsitik.
A vilagszintii kihivasok a fenntarthatobb energiarendszerek kutatasara és fejlesztésére
kényszeritik az emberiséget. A hosszabb tavon igénybe vehetd, meghjuld forrasok korében a
biomassza alapu energetikai termékek (biogaz, biohidrogén, bioetanol, bioaram stb.) az elmult
évtizedekben egyre nagyobb figyelemben részesulnek. A bioetanol a fosszilis tiizeléanyagok

kornyezetkimélébb folyékony Uizemanyag-alternativajanak mutatkozik (Lin et al. 2006).

A ndvényi biomassza évente meghjuld, nagy mennyiségben és konnyen elérhet, magas
szénhidrattartalommal rendelkez6 anyag, ennek koszOonhetéen alternativ szubsztratumként
gazdasagilag is vonzod lizemanyag lehetdséget biztosit. A ndvényi biomassza magaba foglalja
az energianovényeket, a mez6gazdasagi novényi maradvanyokat, az erdészeti és fafeldolgozasi
maradvanyokat, az algabiomasszat, a haztartasi kommunalis (élelmiszer) és z6ld hulladékot
(agak, gallyak, levelek) (Agbor et al. 2011).

A ndveényi biomassza magas energiatartalma tobb modon, kozvetlenil és atalakitasi
folyamatokat kovetéen hasznosithatd. A ndvényi biomassza Osszetett és igen ellenalld
lignocellul6z szerkezettel rendelkezik. A hatékony szerkezetbontas és a szénhidratok
hozzaférhet6ségének novelése ma még tovabbi kutatasokat igényel. A névényi biomassza az
etanolfermentécid eldtt elokezelést és cukrositast igényel. Az elékezelés torténhet kémiai,
fizikai és biologiai uton, valamint kett6 és annal tobb eljaras kombinalasaval is megvalosulhat.
A biologiai elékezelés sok szempontbol elénydsebb a tobbinél, azonban ennek a modszernek
is megvannak a sajat nehézségei, amelyeket a kutatok célzott kisérletekkel probalnak

kikliszobolni.

A technologiai kihivasok (lassu folyamat, alacsony szénhidrat hozam) csokkentésére az
egyik megoldasi lehetdség lehet az “on-site” eljaras alkalmazésa, azaz a technoldgiaba integralt

enzimtermelés és a névényi lignocelull6z-struktara mikrobialis bontésa.



2 A MUNKA CELJA

A kutatds a masodgenerécids etanolfermentdcid technoldgiai eljardsaba integrélt
enzimtermelésnek és mikrobialis rostbontasnak a megismerésére, a torzsek szelektalasara,

valamint a szelektalt torzsek teljesitményének ndvelésére iranyult.
Az alabbi részfeladatokat tliztem ki célul:

1.  Szubmerz tenyésztési technikdk hatasa az Aspergillus torzsek enzimtermelésére. Az
extracellularis enzimaktivitas profilok (endo-B-glikanaz, B-gliikozidaz, endo-B-xilanaz,

pektindz) elemzése és a torzsek szelektalasa.

2. A ndvényi rostkoncentréacié hatasa a szelektalt Aspergillus torzsek enzimtermelésére és
a rostbontésra.

3. Néhany kornyezeti tényez6 hatasa (homérséklet és a kémhatas) a szelektalt Aspergillus

torzsek enzimtermelésére és a rostbontasra.



3  IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A nivényi haztartasi maradvanyok jelentésége és kihivasai

Az ember altal mar tovadbb nem hasznosithat6, biologiailag lebomlo, szerves
maradvanyok egyik fajtaja a novényi hulladék. Altalaban ezek kozé tartoznak a haztartasi
élelmiszerhulladékok, mint a készételek, a gyiimdlcsok és zoldségek és azok maradvanyai
(megbarnult termények, héjak, szarak, levelek), a kenyerek és egyéb pékaruk. A globalis
gyumolcs- és zoldségtermelés éves szinten tobb millid tonnara becsiilhetd és ez évrdl évre
tovabbi novekedést mutat. A friss gylimolcsok és zéldségek tébb mint 80 %-ban nedvességet

tartalmaznak, ezert a rendkivil romlando élelmiszerek kézé tartoznak (Toushik et al. 2017).

A novényi maradvanyok szerkezeti felépitését tekintve, azoknak jelentés részét az
ugynevezett lignocellul6z matrix teszi ki. A lignocellul6z struktdrat alkotdé komponensek
biotechnoldgiai Uton hasznosnak bizonyulnak. A maradvanyok megfelelé kezelését kovetéen
az értékes komponensek extrakcioval kinyerhet6k (mint példaul az illdolajok, az
aromaanyagok, a poliszacharidok stb.), valamint biofeldolgozéssal, akar hidrolizissel a
felszabaditott egyszerli cukrok (elsésorban gliikoz) etanolld alakithatok. A ndvényi
maradvanyok nagy elénye, hogy ez a fajta biomassza a kérnyezetben igen nagy mennyiségben
all rendelkezésre. S6t, a vilag megujuld biomassza készletének kozel felét cellulézban gazdag
néveényi biomassza teszi ki. A mez6gazdasagi és élelmiszeripari tevékenysegek, valamint a
jelenlegi élelmiszerfogyasztasi szokasok folyamatos nyersanyag utanpotlast biztositanak, igy
éves szinten a tobb milli6 tonna cellulézban gazdag biomassza termel6dik (Toushik et al.
2017). A haztartési élelmiszerhulladekok kozel 46 %-a az elpazarolt gabonafélékbdl, 41 %-a
pedig az eldobott gyiimolesokbdl és zoldségekbdl all ossze.

A ndvényi maradvanyokat alkotd szénhidratok (a celluléz, a hemicellulézok is)
taplalékforrasként szolgédlnak az olyan ¢lélények szaméara, mint a baktériumok, archaeak,
gombak, rovarok és egyéb allat fajtdk (és azokkal szimbidzisban €16 beélflora bakteriumok).
Ezek az él6lények rendelkeznek a lignocelluléz biomassza hasznositasahoz szikséges
enzimkészlettel, amelyek segitségével képesek azt gliikbzza és egyéb oldhatd cukrokka
alakitani. Ezeket az enzimeket szamos élelmiszeripari tertileten és mas ipari agazatokban is
hasznositjak, mint példaul a gylimolcs- és zoldseglé készitésében, a novényi olajok
feldolgozasaban, borédszatban, sorfézésben és siitdiparban, sot textilek készitésénél,

gyogyaszati termékek eléallitdsandl, bioenergetikai termékek fejlesztésenél is.
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A lehetéségek altal a novényi hulladék a legolcsobb és legkonnyebben elérhetd

alternativ energiaforrassa alakithaté a bolygonkon (Toushik et al. 2017).

3.2  Alignocelluléz szerkezeti tulajdonsagai

A lignocelluldz egy altalanos sz6 a fas és nem fas szaru névények kulcsfontossagu
szerkezeti OsszetevOinek leirdsara. A ndvényi biomassza bdsége miatt a legigéretesebbnek

mutatkozd meghjulé szerves er6forrasnak is tekinthet6 (Toushik et al. 2017).

A lignocelluloz harom f6 alkotorésze, a szénhidrat polimerek: a celluloz, a
hemicellulézok, valamint az aromas vegylletek: a lignin. Ezek mellett kis mennyiségben
tartalmaz pektint, nitrogénvegyileteket és &svanyi anyagokat is. Az OsszetevOk aranyat
befolyasolja a ndvényi biomassza fajtdja, termesztési helye, kora és hasznositott része is.
Mindezek a komponensek hatassal vannak a harmadlagos szerkezet kialakitasara és annak
tulajdonsagaira is. A komponensek kiilonboz6 (elsé- és masodrendi) kotésekkel rendelkeznek,
melyek hozzajarulnak a kompakt, kornyezeti hatasokkal szemben ellendllé szerkezet
kialakitdsdhoz (Toushik et al. 2017, Megyeri 2019). A novényi maradvanyok eltérd
mennyiségii cellulozt, hemicellulozt és lignint tartalmaznak, melyek meghatarozzék a

biomassza emészthetdségét.

; o ektin
kézeplemez{ — P
—— celluloz

mikrofibrillumok
elsédleges

sejtfal

plazma
membran

=~ hemicelluléz

= fehérjék

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

Egy adott ndvényi biomassza ellenalloképessege fugg a szénhidrat-osszetevok kdzotti
kapcsolatoktol, a celluldz kristalyossagatol és polimerizacios fokatol, a hozzaférhet6 feliilettol
(vagy porozitastol), a lignin aranyatol, a cellul6zon talalhaté hemicellul6z burkolattdl. Ez a
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valtozékonysag hatdrozza meg az adott biomassza emészthetdségének/hidrolizisének

lehet6ségeit (Agbor et al. 2011).

3.2.1 Acelluloz

Egy linearis homopoliszacharid, amely B-1,4-glikozidos kotésekkel 6sszekapcsolt D-
glikopiran6z alegységekbdl all. Az ismétl6dé egység a diszacharid csoportba tartozo cellobioz.
A (CeH1005)n a celluldz kémiai képletét szimbolizalja, ahol az ,,n” a gliikkbzcsoportok szamat
jeloli, melyet polimerizacios foknak neveznek. Az egyes gliikoz egysegek egymashoz képest
180°-kal el vannak forgatva. A cellul6z inter- és intramolekularis hidrogénkotések és van der
Waals erdk altal stabilizalt makromolekula, nagyfoku rendezettséggel. Vizben oldhatatlan,
kémiailag stabil és viszonylag ellendllé az enzimekkel szemben is. A ndvényi biomassza

csaknem 40 %-éat a cellul6z polimerek teszik ki (Toushik et al. 2017, Réczey 2012).

CH,OH CH,OH CH,OH
O O, (@)
OH OH OH
/ /
OH O o OH
OH OH OH
T b
(a)
. . =
OH
0 HO o1
HO O o)
OH
L OH L}

(b)

2. &bra: A keményit6 (a) és a celluloz (b) kémiai szerkezete (Samir et al. 2022)

A celluldz-lancok (kordlbelul 36) hidrogén-hidakkal kapcsolodnak 6ssze és alkotnak

mikrofibrillumokat. Mindegyik cellul6z-lanc atlagosan 100-15000 gliikézmolekulat tartalmaz,
amelyek molekularis sulya 10-150 kDa kozo6tt van. A gytimolcsok és zoldségek sejtfalanak
poliszacharid tartalmat tekintve, azok korilbelil 20 %-tél 35 %-ig celluldzt (szaraz témegben
mérve) tartalmaznak (Toushik et al. 2017, Réczey 2012).



3.2.2 A hemicelluléz

A hemicelluléz olyan poliszacharid. A felépit6 molekulak és azok aranya igen nagy
eltérést mutathatnak novény fajtanként és részenként is. Az alkotéelemei kozott talalhato a D-
xiléz, a D-galakt6z, a D-manndz, a D-gllikdz, az L-arabindz, L-fukdz, L-rhamndz, L-galaktoz
a 4-O-metil-glikuronsav, D-gliikuronsav, a D-galakturonsav stb. A hemicellulozt kiilonb6z6
cukrokbol allé rovid oldallanct agak jellemzik (Réczey 2012). A hemicellulézok van der
Waals kolcsonhatasok révén szorosan fogja kozre a cellul6z-lancokat. A ligninhez kovalens

koteseken keresztll kapcsolddik.

A xilén a legnagyobb mennyiségben el6forduld hemicellul6z polimer az egysziklevela

névényeken belll (a xiloglukan pedig a kétszikleveliieknél).

A gyumolcsok és zoldségek sejtfal poliszacharidjainak kortlbelll a 15-19 %-at (szaraz
tdmegben mérve) hemicelluléz teszi ki. A hemicellul6z lancokban kérulbelil 500-30000
cukoregység taldlhatd, nagyjabol 30 kDa molekulatomeggel. Az ével6 és az egynyari
ndvényekben a hemicellul6zok alkotjak a biomassza 25-35 %-at (Andral et al. 2018, Toushik
et al. 2017, Réczey 2012).

3.2.3 Alignin

Az aromés vegyiiletek a cellul6zhoz és a hemicelull6zokhoz is egyarant k6tddnek. F6
funkcidja a ndvényfal szerkezetének erdsitése, atjarhatatlansag gatlasa, valamint a mikrobialis
tdmadas és az oxidativ stresszel szembeni védelem. Els6sorban a celluléz és hemicelluloz
komplexek kozott es korul helyezkednek el, kitoltik a hézagokat és ragasztd anyagként
mitkodnek. A lignin a gyumolcsokben és a zoldségekben kis mennyiségben van jelen
(kevesebb, mint 2 % szaraz tdmegben) (Toushik et al. 2017, Réczey 2012).

3.2.4 A pektin

A pektin a természetben megtaldlhatdo legdsszetettebb poliszacharid csalad. A
kétsziklieknél és nem magvas egyszikiieknél 35 %-at, a fiiféléknél 2-10 %-4at, a fas szdveteknél
pedig legfeljebb 5 %-4t teszi ki az els6dleges novényi sejtfalnak. A gyimolcsok és a zoldségek
tartalmazzak a legnagyobb mennyisegben a pektint, alulérett vagy éppen érett allapotban a

koriilményektol fliggben a szaraztomeg koriilbelil 35-40 %-at (Mohen 2008). A pektin



elhelyezkedése a sejtfalon belil a celluléz mikrofilamentumok kozott talalhatd, magasabb
rendli novényekben a pektin glikozidos makromolekulai alkotjak a kozépsd lamella 6

komponensét.

A pektin a galakturonsavban gazdag novényi sejtfalszerkezetalkot6 poliszacharidok
csaladjaba tartozik. Vazat a-1,4-glikozidos kotésekkel dsszekapcsolt D-galakturonsav (D-
GalA) egységek, szdrmazékok képezik, melyeknek oldallancain tébbnyire L-arabindz, D-xil6z,
D-galaktéz és L-ramn6z molekuldk talalhatok (Mohen 2008). Kémiailag a pektin GalA
egységei részben észterezettek. A pektin két nagy csoportra oszthatd: magas észter- vagy
magas metoxiltartalma (HM) pektin és alacsony észter- vagy alacsony metoxiltartalma (LM)
pektin. A viselkedéese az élelmiszerekben az észterezett és nem észterezett GalA aranyatol és
az észterezés mértékétdl fiigg. Az American Chemical Society (ACS) 4 kiilonb6z6 osztalyba
sorolta fizikai-kémiai jellemz6it tekintve: protopektin, protopektin és pektinsav koztes allapot,
pektinsav és pektin. A protopektin vizben nem oldddik, ellenben a pektinsav és pektin részben
vagy teljesen oldhat6 (Toushik et al. 2017, Mohen 2008).

3.3  Fonalasgombak a biotechnoldgiaban

A fonalasgombak széles korben elterjedt biotechnoldgiai alkalmazasa harom
tulajdonsagnak  koszonheté: enzimkészletik valtozatossaganak, a specidlis poszt-
transzkripciés modositasi szerkezetnek (amely elésegiti a glikozilaciot és a fehérje helyes
feltekeredését), valamint az altalanosan elismert és biztonsagos (GRAS) kategériaba sorolt

fajok széles tartomanyanak (Gong et al. 2023).

A novenyi sejtfalat lebontd fonalasgombak fontos szerepet jatszanak az 6koszisztéma
tapanyag korforgasaban. Szamos extracellularis enzimet termelnek, valtozatos katalitikus
aktivitassal rendelkeznek, amely altal képesek a celluléz tartalmu alapanyagok hidrolizisére.
Enzimeik lehetnek intracellulérisak és extracellularisak. A lignocellul6z-bonté enzimek ezen
tal lehetnek hidrolitikusak, amelyek felelések a poliszacharidok bontasaert; és oxidativak,
amelyek pedig a lignin bontasaban vesznek részt. A bioldgiai lebontéasi folyamat soran az
enzimek szinergikus hatasokkal hatnak egymasra, ezaltal megy végbe a ndvényi biomassza
részbeni, vagy akar teljes lebontdsa. A hatranya, hogy hossza id6t igényel, ezert ipari
alkalmazésa (adaptalasa) még nem terjedt el. A bontas soran a mikroorganizmusok a névenyi

poliszacharidok egy részét hasznositjak, mely cukorveszteséget idéz el6. Ez a mdsodgeneracios



bioetanol eléallitasanal kifejezetten hatranyos a redukalé cukor hozam csokkenése miatt
(Andral el al. 2018).

Héarom gombacsoport Iétezik, melyek kiillonbdzo hatassal és lebomlasi mechanizmussal
rendelkeznek: lagyrothadast, barnarothadast és fehérrothadast okoz6 gombak. A fehér- és
lagyrothadast okozd gombak kepesek a lignocelluléz biomassza hatasosabb lebontasara. A
barna rothadast okozO0 gombak elsGsorban a cellulézt tamadjadk meg, mig a fehér- és

lagyrothadast okoz6 gombék a lignint és a celluldzt egyarant megtamadjéak (Agbor et al. 2011).

3.3.1 Aspergillus nemzetség

Az Aspergillus nemzetség az egyik leggyakrabban el6forduld és intenziven kutatott
lagyrothadas okozo fonalasgomba. Az elsd ismert felhasznalasa Azsiabol ered, ahol arra a célra
hasznéltak, hogy a novényi taplalékok izletessége és emészthetdsége javuljon. Ez a folyamat
manapsag koji néven ismert és a modern vilagban kereskedelmi céli fermentacio alapjat
szolgélja. A folyamatban a fonalasgomba a kivélasztott enzimjeivel (amilazok, protedzok stb.)
a fehérjéket aminosavakra, a keményit6t pedig egyszerii cukrokra bontja (Golman és Osmani,
2008). A kedvezd tulajdonsagainak es enzimkészletének koszonhetéen ma mar
kulcsfontossagu szerepe van a kiilonboz6 ipari agazatokban, mint példaul az enzim-, a
gyogyszer (antibiotikum és immunszuppressziv gyogyszerek) -, a szerves savak (citromsav),
az ital-, a bioetanolgyartasban is. Ezaltal gazdaséagi labnyoma is igen jelentds (Sohail et al.
2009, Goldman és Osmani 2008).

Az Aspergillus nemzetség hidrolitikus enzim készletének hatasa a lignocellul6z
biomassza bontasanal is jol hasznosithatd. Sohail és munkatarsai (2009) altal végzett kutatas
soran a 160 kornyezeti mintaban izolalt mikroorganizmus kdérében az Aspergillus nemzetség
volt a leggyakoribb. A térzsgytijteménybdl egyediil 9 Aspergillus niger és 1 A. flavus izolatum

mutatta a celluloz, hemicellul6z és pektin bontashoz sziikséges enzimek egyidejii jelenlétét.

3.4  Alignocelluléz-bontd enzimek és mechanizmusaik

Az enzimek olyan molekuldk, amelyek valamilyen Kkatalitikus funkciét toltenek be. A
kilonlegességik abban rejlik, hogy felgyorsitjdk a kémiai reakciokat akar szignifikans
mennyiseg nelkil (Horowitz 1918). Az enzimeket régota hasznaljak biologiai katalizatorként

az élelmiszer-feldolgozas terén. Az enzimek ipari elterjedése a keményit6 hidrolizis Utjan az



élelmiszeriparban az 1960-as években kezdddott el. Napjainkban az aktiv kutatasoknak
koszonhetéen folyamatosan javul az egyes enzimek hasznossaga az élelmiszeriparban. A
kereskedelmi enzimek az aldbbi organizmusokbol szarmaznak: csaknem fele (< 50%)
szarmazik éleszt6- és fonalasgombakbol, tobb mint egyharmada (< 35%) baktériumbdl, a tébbi
(> 15%) pedig ndvényi vagy allati eredetli. A kereskedelmi forgalomban kaphatd enzimek piaci
értéke mar elérte és 2014-ben meg is haladta az 1 milliard USD-t, és 2020-ra 6,2 milliard USD
lett vil&gszerte. Az iparban az enzimtermelésen belll, a hidrolaz enzimek rendelkeznek a
vilagpiac 77-85 %-val (Toushik et al. 2017).

3.4.1 A celluldéz hidrolizis

Az enzimatikus hidrolizis hatékonyséagat nagyban befolyasolja a cellul6z polimerizacio

foka (DP), a kristalyossag, a részecskeméret és a feliilet hozzaférhetdsége.

‘ Biomassza

Endogliikanaz

C)'—D"D—‘C)ADUD"DUC)“““"" tane
I

Endocellulaz ‘

o OO
1 &
B-gliikozidaz D

Oy~

DI_D Cellulobioz

Gliikoz

3.abra: A cellul6z enzimes degradacidjanak lépései (del Pulgar 2013).

A celluldz lebontast glikozid-hidrolaz (GH) enzimek hajtjak végre, amelyek kiegészito
katalitikus aktivitassal rendelkeznek. A cellulazok kiilonb6z6 specifitdsokkal hidrolizaljak a
cellulozrost gliikkoz egységeit 0sszekotd B-1,4-glikozidos kotéseket. A CBM felels az

enzimnek a kristalyos cellulozhoz vald kotddéséért. A CBM egy hajtogatott szénhidratkotd



modul (CBM), amely egy rugalmas linkerrel kapcsolodik a katalitikus doménhez. A hidrolizis
soran olyan els6dleges termékeket allitanak el6, mint a gliikkoz, a cellobidz és oligoszacharidok.
A cellulaz enzimkomplexet az endogliikandzok, az exogliikandzok és a B-gliikozidazok
alkotjak (Andral el al. 2018, Campioni 2018). Az endoglukanaz véletlenszeriien tamadja meg
a cellul6z rostok alacsony kristalyszerkezetli teriileteit, szabad végzddéseket hozva Iétre
(redukéld és nem redukalo) és ezzel csokkenti a polimerizacids fokot. Az exoglukanaz
(cellobiohidrolaz) cellobioz egységeket tavolit el, a B-glikozidaz (cellobiaz) pedig hidrolizélja
a cellobidzt és ezaltal glik6z monomereket szabadit fel. Az enzimkomplex szinergens hatasa

csokkenti a cellobiéz gatlo hatasat (Campioni 2018).

3.4.2 Axilan hidrolizis

A hemicelluloz hidrolizise tobbféle enzim egyiittmiikodését igényli. Ez a szinergikus
tevékenyseg nemcsak a hemicellul6z komplexitasa miatt szikséges, hanem a hemicelluldz

tobbi névényi sejtfal komponenseivel 1év6 kapcsolata miatt is.

Xilanaz Xilanaz Xilanaz
i T a Fa Fn
N H/ 0 H O H/ O, H 0.
oo HAL O o HAY O No HAY O\ NoH HA 0\
i H  OH H  OH ﬁ H  OH H OH

H
H:—O; OH
OH H

H
HO &\ OH
Xiloz

4. dbra: A xilanaz miikdési mechanizmusa (Ashok et al. 2013).

A xilan lebontasaban két enzim szerepe kiemelt jelent6ségii, ez az endo-1,4-B-xilanaz
és az exo-1,4-B-xilozidaz. Az endo-B-1,4-xilanaz hidrolizalja az oldhatatlan xilan lancokat
kisebb oldhatd xilo-oligoszacharidra (XOS). A B-xilozid4zok az oldhato xilant hidrolizaljak. A
B-xilozidazok hatékonyak a monoszacharidokra torténé lebontésban is, amely soran xiloz
egységek szabadulnak fel (Andral el al. 2018, Campioni 2018).
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3.4.3 A pektin hidrolizis

A sejtfalban talalhaté pektin kiilonb6z6 kotéseinek felhasadéasat a pektindzok hajtjak
végre. Harom nagy csoportba sorolhatok: pektin depolimerazok, amelyek hidrolizaljak a-1,4-
glikozidos kotéseket; a pektin-lidzok, amelyek elhasitjak az o-1,4-glikozidos kotéseket a
galakturonsav (GalA) egysegek transzeliminaciojaval, és a GalA nem redukalo végen telitetlen
kotéssel rendelkezé galakturonidot képeznek; a pektinészterazok (pektin-metilészterazok),
amelyek katalizaljak a GalA-egységekben 1évé metilcsoport deészterezését. A pektinazokat
hatdsmechanizmusok szerint endo- és exo-pektindzokra osztottak fel (Toushik et al. 2017).

COOR COOR
| | OH
|_O_|<L N 0- OH I
_<|j|/ r
()H H()
OH (OOR OH
@)
PMG/PG
COOCH, COOR OH
o FPE | 0 |
7<c‘>ﬂ|_oJ L \rO-—'-OwéﬂLona Sro-
— 5 —
OH COOCH1 OH (OOH 0
®) /
COOR PE COOR
LOJ<L o, I@I
W —
COOR COOR
©)
PL/PGL

5 abra: A pektinazok hatasmechanizmusa (Kantharaj et al. 2017)

3.4.4 A lignin bontéasa

A lignin eltavolitasa nagyban el6segiti a celluloz és a hemicellul6z hidrolizisét. A
sejtfalban 1évd lignin polimerek lebontasara képes enzimek két nagy csaladja, a peroxidazok
és a fenol-oxidazok. A peroxidazok hem glikoproteinek, amelyek oxidalészerkent hidrogén-
peroxidot igényelnek, és harom nagy csoportba sorolhatok: lignin-peroxidaz, mangan-
peroxidaz, és a verzatil-peroxidaz (Ruiz-Duefias et al. 2008). Ezek az enzimek képesek a lignin
polimerek fenolos és nem fenolos aromas részeinek lebontasara. A fenol-oxidaz megfelel a
multiréz fehérje enzimnek, a lakkaznak, amely a lignin fenolos vegyiileteket kdzvetlendl, a

nem fenolos vegyiileteket pedig kozvetetten, aktiv redox mediatorok segitségével oxidalja. A
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glioxal-oxidaz, az aril-alkohol-oxidaz és a glikoz-oxidaz, szintén keépes a lignin polimerek
bontésara (Toushik et al. 2017).

3.5 A novényi biomassza elokezelése

Az elokezelési mddszerek altalanositott osztalyozasa; fizikai, kémiai, biologiai és
kombinalt (ketténél tobb modszer elényeinek 6tvozése) el6kezelés. Ez utdbbi fizikai-kémiali
valamint biokémiai elékezelési modszerek, amelyek altalaban hatékonyabbnak bizonyulnak a

novényi biomassza bontésa soran (Agbor et al. 2011).

Elokezelés hatasa

Ligin e~
Amorf régio (\L)\\\ \ .
Elékezelés (l o .
Kristalyos ( .
régio < \\

a Hemicelluloz

6. abra: A lignocelluloz biomassza elokezelésének hatasa (Muley et. al 2017).

A kiilonb6z6 mechanikai modszerekkel torténé méretcsdkkentés, mint az apritas, a
darélas, az orlés altal az enzimesen tdmadhatd felllet, a szénhidratok hozzaférhetésége
novelhetd, tovabba a polimerizacio mértéke (DP) és a cellul6z kristalyossaga csokkenthetd.
Onmagaban azonban nem elegendé a hatékony degradacio eléréséhez. A kémiai modszerek
kozott vannak savas, 1Ugos és semleges természetiiek. A savak, 10gok, szerves oldoszerek és
ionos folyadékok jelentds hatast gyakorolnak a lignocelluloz biomassza szerkezetére, azonban
a modszerek jelentds vegyszer igénnyel rendelkezhetnek és a vegyszerek eltavolitdsa az
elokezelés koltségeit tovabb novelheti. A biologiai elokezelések a szerkezet lazitasara, a
cellulozt koriil 6lelé hemicelluldézok, valamint aromas vegyuletek mikrobialis vagy enzimes
eltavolitasara iranyulnak. A biologiai kezelés viszonylag hosszu id6n at tart, nem kedvezé az
elérhet6 degradacios hatékonysag, helyigénye miatt tovabbi problémaét jelent alkalmazasanak
Kiterjesztése az iparban. Hatrdny az is, hogy a hozzaférhet6 szénhidratok egy részét a

mikroorganizmusok anyagcseretevékenysegeik fenntartdsdhoz hasznositjak. A bioldgiai
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elokezelés mas elékezelési modszerrel kombinalva vagy alacsony lignin tartalmd biomassza

esetén dnmagaban is alkalmazhaté (Agbor et al. 2011).

3.6 Az ,,on-site” fermentacio

A mikrobialis enzimek eléallitasanak ket altalanos technikaja a szubmerz fermentacio
(submerged fermentation, SF) és a szilard fazisi enzimfermentacio (solid state fermentation,
SSF). A szubmerz fermentéacion bellll ismert a szakaszos, rataplalasos, folytonos technika. A
SSF eljaras csokkentett nedvességtartalmu kornyezetben valosul meg. Ez utdbbi a természeti
mintakbdl izolalt penészgombaknak kivalo szaporodasi feltételeket és enzimtermelést biztosit.
A fermentacios eljarasok kivalasztasa soran mérlegelni kell az eljarasok elényeit és a hatranyait
is, ugyanis az SSF eljaras soran a penészgombak jellemzden kedvezdbb enzimszintézist
mutatnak, azonban az eljaras soran a kdrnyezeti igények nehezebben szabalyozhatdk. Ezen tul
az enzimtermeld szervezetnél ismerni kell a tapanyag sziikségletet, a termelt enzim konstruktiv
vagy induktiv természetet, az enzimtermelést eldsegité adalékok szerepét, a kornyezeti

paramétereket a megfeleld biokémiai folyamatok fenntartdsahoz (Pécs 2023).

A lignocelluléz biomasszabol az értékes szénhidratok kinyerése és azok cukrositasa
igen oOsszetett folyamatot igényel. A mikrobialis rostbontds hiaba rendelkezik igéretes
kornyezeti elényokkel, azonban a szerkezetbontds hatékonysaga tovabbra is alacsonyabb a
vartnal, tovabba idéigényesebb folyamat (Nogueira et al. 2022). A biofeldolgozési folyamatba
integralt, ugynevezett *on-site’ enzimfermentacio a felmeriilé problémakra részbeni megoldéast
kinal. A lignocellul6z-bonté szervezetek tenyésztése es az enzimszintézis a cellul6zban gazdag
szubsztratumon (példaul buzaszalman, kukoricacsutkan stb.) torténik. A névényi biomassza
nagyobb léptékben inditott biodegradacidja soran a kornyezeti feltételekhez adaptalddott
tenyészet, vagy a tenyeszet altal termelt (és tisztitott) enzim(ek) kertilnek leoltasra. A bioldgiai
elokezelés hatékonysaga ezaltal bizonyos mértékben novelheté (Kolasa et al. 2014). Az
enzimek helyben torténd eldallitasan és az olcsd szubsztratum alkalmazasan tul tovabbi
kedvez6 tulajdonsaga az eljarasnak, hogy az enzimtarolas és a szallitas elhagyasra keril (Hao
et al. 2016). Nogueira és munkatarsai (2022) életciklus-hatasvizsgalatot(LCIA) végeztek,
amely azt mutatta ki, hogy az ’on-site’ fermentacids eljaras kevésbé terheli a kornyezetet A
helyszini enzimgyartas megvaldsithatd akar tobb mikroorganizmus (szinergens kdlcsonhatés)
egyuttes tenyésztésével, genetikailag modositott torzs tenyésztésével is (Kolasa et al. 2014).
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Alriksson és munkatarsai (2009) kutatasuk soran egy rekombinans Aspergillus niger
D15 torzs endoglikanaz Cel7B enzim termelését kovették nyomon cukornad bagasz és
lucfeny6 fa hidrolizatumaiban. A hidrolizatumok kivald novekedési tapkdzegkent szolgaltak.
A Kisérlet soran a kontroll tapkdzeghez (5 g/l élesztékivonat, 0,4 g/l MgSO4*7H20, 10 g/l
gliikoz, 2 g/l kazaminosav, 0,5 g/l KCI, 1,5 g/liter KH2PQOg, 6 g/l NaNOs, és 1 ml/I nyomelem-
oldat) képest lenyegesen magasabb endogliikanaz aktivitast sikertlt elérnitik. A rekombinans
torzs emellett més, a ndvényi biomasszabdl szarmazd vegylleteket is hasznositott vagy
atalakitott, mint példaul az ecetsavat, a furan aldehideket és fenolos vegyileteket, amelyek
gatlo hatast fejtenek ki az etanologén élesztére (Saccharomyces cerevisiae) az

etanolfermentacio soran.

/ Inokulum
7 \ /Eg}'éb szilkséges tapanyagok
T Fermentlé
. —> —> —> —>
Elokezelés
T Elékezelt Biomassza Mikrobiilis Biomassza  Enzimek Kinyerése és
Fermenticid Levalasztas Tisztitisa

}

Enzimatikus Hidrolizis Tisztitu& Enzim

! !

Enzim Adagolis

Darilas és Orlés

Lignocelluloz Biomassza Fermentilhaté Cukrok

7. abra Az enzim "on-site” eldallitasanak és alkalmazasanak sematikus dbrazolasa

(Dey et al. 2022).
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1  Felhasznalt anyagok

4.1.1 Mikroorganizmusok

A fonalasgomba torzseket a Mez6gazdasagi és ipari Mikroorganizmusok Nemzeti
Gytjteménye (NCAIM, Budapest) biztositotta.

Torzsek
e Aspergillus awamori F.00030, F.00720
e Aspergillus brasiliensis F.00892
e Aspergillus niger F.00632, F.00714, F.00721, F.00735, IMI 303386

4.1.2 Téapkozegek

Torzsfenntartashoz

1. t&blazat: Burgonyakivonat-dextréz agar (PDA) és tapleves (PDB)

burgonyakivonat-dextréz por 24 ¢
*bakterioldgiai agar (agar esetén) 159
desztillalt viz 1000 ml

A PDB taplevest 150 ml-ként 500 ml-es Erlenmeyer lombikokba ontottem szét. Az
Erlenmeyer lombikok szajat vattadugdval és fdlia hasznalataval zartam le. A tapkdzegek

sterilezese 121°C-on 15 percen at tartott.

Torzsek elozetes szelektaldsdahoz

2. tablazat: A cellulaz, xilanaz és pektinaz aktivitas kimutatasa

karboximetil-celluloz (CMC) agarlemez

karboximetil-cellul6z (CMC) 250
hisbol emésztett pepton 1,25¢
¢élesztokivonat 1,25¢
dikalium-hidrogén-foszfat 0,259
magnézium-szulfat heptahidrat 0,259
bakterioldgiai agar. 30
desztillalt viz 250 ml
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xilan agarlemez
biikkfa eredetl xilan 2549
hisbol emésztett pepton 1,25¢
¢lesztOkivonat 1,25¢
dikalium-hidrogén-foszfat 0,259
magnézium-szulfat heptahidrat 0,259
bakterioldgiai agar. 39
desztillalt viz 250 ml

pektin agarlemez
alma pektin 2,590
hisbol emésztett pepton 1,25¢
¢lesztokivonat 1,25¢
dikalium-hidrogén-foszfat 0,259
magnézium-szulfat heptahidréat 0,259
bakteriolGgiai agar. 39
desztillalt viz 250 ml

A komponenseket minden esetben 250 ml desztillalt vizben, méagneses kevertetés és

melegités (agar oldodasa) mellett oldottam. A szelekciés agarokat 500 ml-es csavaros

Uvegekbe dntdttem, majd azokat 121 °C-on 15 percen at autoklavoztam.

A torzsek eldtenyésztéséhez és az enzimfermentéciohoz

3. tablazat: A mddositott PDB Osszetétele

novényi rostokat tartalmaz6 mPDB

burgonya kivonat-dextr6z por 24 ¢
novényi rost*

elétenyésztésnél 3049

fermentacional 100-300 g (50 g léptékben)
desztillalt viz 1000 ml

* a gylimolcs- és zoldségmaradvanyok elbkészitése laboratoriumi présgéppel tortént. A rostallomanyt

hasznositottam a kisérletek soran.

A torzsek el6tenyésztése PDB taplevesben és annak modositott valtozataban (mMPDB)
tortént. A modositott tapleves névenyi rostokat tartalmazott. A tapleveseket 150 ml-ként 500

ml-es Erlenmeyer lombikokba ontottem szét. A lombikok szajat vattadugdval és foliaval

zartam le. A sterilezés 121 °C-on 15 percen at autoklavban tortént.
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4.1.3 Oldatok és pufferek

A Kiserletek soran az alabbi oldatokat és puffereket hasznaltam.

4. tablazat: Oldatok es pufferek dsszetétele

OLDAT OSSZETETEL MENNYISEG
jod 6,59
jéd oldat (0,1 n) kalium jodid 125¢g
desztillalt viz 100 ml
s . NaCl 29,22 g
natrium-klorid oldat (1 M) desztllAl viz 500
o kongo6voros indikator 0549
kongovords oldat (0.5%)  Fgectinialt viz 100 mi
Triton-X 100-oldat (0,01 %) Triton-X 100 0,01 ml 100 ml
Mellvai ﬁ 0,2 M NazHPO, 71,66 g 1000 ml
clivaine putter 0,1 M citromsav-monohidrat 21,008 g 1000 ml
vizmentes Na;SOq 288 ¢
KNaC4H40¢-4H,0 24 ¢
Somogyi I. oldat NaHCO:3 329
Na,SO4 48 g
desztillalt viz 1600 ml
Na,SO4 72 g
Somogyi Il. oldat Cu(ll)-szulfatot 8¢
desztillalt viz 400 ml
ammonium-molibdatot 100 g
Nel H,SO4 84 ml
elson reagens natrium-hidrogén-arzenatot 12 g
desztillalt viz 1800 ml

4.2  Alkalmazott mdédszerek

421 Torzsfenntartas

A torzsek atoltasat PDA agarlemezekre havonta végeztem el steril koriilmények kozott,

laminaris flle alatt. Az atoltas soran friss tenyészetekb6l 2*2 cm agardarabokat vagtam ki
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lelangolt szike segitségével, majd az agardarabokat az Uj agarlemezek kozepére helyeztem at.
Az atoltast kovetden az agarlemezeket 28 °C-on inkubaltam 72-96 oran at. Ezt kdvetOen a friss

tenyészeteket 4°C-on taroltam.

4.2.2 Inokulum tenyészetek készitése

A PDB és mPDB taplevescket a torzstenyészetekbdl elOkészitett konidium
szuszpenzidkkal oltottam le. A konidium szuszpenzio el6készitése soran 3 ml 0,01%-ban
Triton-X 100 nem ionos fellletaktiv anyagot tartalmazé vizes oldatban mostam le a 2*2 cm-es
agardarabokrol a konidiumokat. A mosast Uveggyongyos razatas (vortex) segitette. A leoltast
kovetden a lombikokat razéinkubatorba (Bisan Es-60/20) helyeztem. A szubmerz tenyésztés
28 °C-on, 180 fordulat/perc razatasi sebességen 48 6ran at tartott.

4.2.3 Enzimaktivitasok gyors screenelése

A fonalasgomba torzsek endo-B-glikandz (CMCaz), endo-B-xilandz és pektinaz
aktivitasanak kimutatasa és annak intenzitasa szelekcids agarlemezeken tortént, agardifflizios
modszerrel. A torzsenként el6készitett konidium szuszpenziokbol 100 pl-t a megszilardult
szelekcids agarlemezekbe vajt mélyedésekbe oltottam. Az agarlemezeket 28 °C-on 48 éran at
inkubaltam. A modszer Iényege, hogy amennyiben a tenyészetek koril feltisztuldsi zona jelenik
meg, ugy abbol az enzimtermelés meglétére, mértekébdl pedig az intenzitdsara
kovetkeztethetlink. Az eredmeény jobb észlelhetéségéért érdemes eléhivast, az agarlemezek
festését alkalmazni. A CMCéz aktivitas esetén 30 percre az agarlemezeket kongdvoros oldattal
arasztottam el. A mosast 1 M-os NaCl oldattal végeztem el. Az endo-B-xilanaz aktivitas
kimutatasanal az agarlemezeket 30 percre 0,1 n-os jod oldattal arasztottam el. A szinképzo
oldatot ezesetben desztillalt vizzel tavolitottam el. A pektinaz aktivitas esetén a feltisztulasi
zbna jol lathatosaga miatt festést nem alkalmaztam (festés esetén szintén a 0,1 n-os jod oldat
sziikséges). Az agarlemezek szaradasat kovetben a feltisztulasi zona nagysaga (a szubsztratum

lebomlasanak mérték) alapjan a torzseket rangsoroltam.

4.2.4 Mikrobidlis rostbontas és enzimfermentacié

A torzstenyészeteket els6 korben a 10 % rosttartomanyt tartalmaz6 PDB taplevesekbe
oltottam le. Az inokulum beoltasi rataja 10 % volt. A rostallomany kezelése 30 °C-on, 7-es

kiindulasi pH értéken és egy héten at tartott. A mintavetelezés a 3., az 5. és a 7. napon tortént.
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A kedvez6bb eredményeket mutato torzsekkel megismételtem meg a kisérletet, azonban mar
novelt rosttartalom jelenlétében. A rosttartalmat 5 (m/v) % léptékben, 10 és 30 (m/v)% kozott
noveltem. A novényi rostok hatasat emellett vizsgaltam olyan rendszerben is, ahol a PDB
taplevest desztillalt vizzel véltottam ki. Ezen esetekben az enzimfermentécié és rostbontas

beallitasai, az idétartam és a mintavételezés az el6z6ekkel azonos modon tortént.

4.2.5 Enzimaktivitdsok mérése

A szubmerz fermentacios rendszerekbdl vett mintakat 1,5 ml-es Eppendorf csdvekben
14000 fordulat/perc sebességen centrifugaltam, majd a folyadék frakciokbol mértem a CMCéz,
a B-glukozidaz, az endo- B-xilanaz és a pektinaz aktivitast.

4.2.5.1 p-glukozidaz aktivitas

A méréshez dsszedllitott reakcidelegyeket a 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat: A B-glikozidaz aktivitds meréséhez sziikséges reakcidelegyek

Szubsztratum
Mcllvaine puffer | (0,15 M pNGP*) Desztillalt viz .
(pH 7.5) (ml) (ml) (ml) Minta (ml)
Miiszervak 0,3 0,7
Enzimvak 0,3 0,2 0,5
Szubsztratvak 0,3 0,5 0,2
Minta 0,3 - 0,5 0,2

*pNGP: p-nitrofenil-p-D-glikopiranozid

Az enzimes reakcid 5 percen keresztll 55 °C-on tortént. A reakciét 5 ml 0,1 M
toménységii NaCOs oldat hozzdadaséval Allitottam le. A B-glikozidaz széles
szubsztratspecifitassal rendelkezik, ezéltal képes az analitikai célokra hasznalt szintetikus,
kromogén szubsztratkészitménynek, a paranitrofenil-p-D-glukopiranozidnak a hasitasara. A
reakcio soran paranitrofenol (PNP) szabadul fel, mely sargas szint eredményez. A mintakat
spektrofotometriagsan (UNICAM, Alpha Helios) 405 nm hulldamhosszon mértem. Egy
enzimaktivitasi egység (U) megegyezik 1 pumol felszabaditott redukald cukorral (gliik6z)
percenként (Attri et al. 2014).

Enzimaktivitast az alabbi képlettel szdmoltam ki:
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B-gliikozidaz (U/ml)=[[A(4tl) — A(ev) — A(sv)] * h = V(r) ]/[V(m) * t * a]

ahol,

o A(atl): a pArhuzamos mintak abszorbanciajanak atlaga,

e A(ev): az enzimvak abszorbanciaja,

o A(sv): a szubsztratvak abszorbancigja,

e h: ahigitas mertéke,

e V(r) Areakcitelegy térfogata (2 ml),

¢ V(m) A minta térfogata (0,2 ml),

e t: reakci6ido (5 perc),

a: p-nitrofenil-p-D-gliikopiranozid oldat kalibracids egyenesének meredeksége (0,9815)

4.2.5.2 CMCaz, endo-p-xilanaz és pektindz aktivitas mérése

A CMC-&z aktivitas mérésénél 1,8 ml 1 %-o0s CMC- oldatot, az endo-p-xilanaz aktivitas
mérésénél 1,8 ml 1 %-os biikkfa eredetii xilan tartalmazo oldatot, a pektinaz aktivitds mérésenél
pedig 1 %-os almapektin oldatot pipettdztam a félkémcsovekbe. Az oldatokat 55 °C-o0s
vizfiirddbe helyeztem és a reakciot 0,2 ml felullszé hozzaadésaval inditottam el. A reakci6 10
percen at tartott. Az elegyekhez 4:1 aranyban Somogyi 1. és Il. oldat keverékét pipettdztam,
majd azokat 15 percen &t forrasban 1év6 vizfiirddben tartottam. Ezt kovetden az elegyeket
hiitottem és a Kivalt pelyhes csapadékot centrifugéalassal, 14000 fordulat/perc sebességen
tavolitottam el. A centrifugalads 10 percen éat tartott. Az enzimaktivitds mérése a Somogyi-
Nelson redukal6 cukortartalom mérés szerint tortént.

Az enzimaktivitasokat az alabbi egyenlet segitségével szamitottam ki:

CMCaz/xilanaz/pektinaz (U/ml) =[[A(4t]) — A(ev) — A(sv)] * h * V(r) ]/[V(m) * t * a]
ahol,
e A(atl): a parhuzamos mintak abszorbanciajanak atlaga
e A(ev): az enzimvak abszorbanciaja,
e A(sv): aszubsztratvak abszorbancidja,
e h:ahigitas mértéke
e V/(r) A reakcioelegy térfogata (2 ml)
¢ V(m) A minta térfogata (0,2 ml)
e t: reakci6id6 (10 perc)
e a: higitasi sorra allitott kalibracios egyenes meredeksége
(aglukez = 6,7879; axilsz = 9,0011; apektin = 7,064)
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4.2.6 Redukalé cukortartalom meghatarozasa

A mikrobialis rostbontds soran felszabaditott redukaldo cukrok mennyiségi
meghatarozasa Somogyi-Nelson mddszerrel tortént. A modszer hatterében egy redoxi reakcio
all, amely soran a Cu(ll)-ionok Cu(l)oxidokké& redukalédnak, mig a szabad glikozidos
hidroxilcsoportok oxidalodnak. A reakcidt lugos kozeg és a redukald cukrok jelenléte
katalizalja, eredményként pedig teglavords csapadék keletkezik. Az elegyben talalhatd
Cu(l)oxidot a tovabbiakban az arzenomolibdenat oxidalja, ezaltal stabil, kék szinii komplex
jon létre. Ezta szinvaltozas spektrofotometridsan, 540 nm hullamhosszon mérheté (Somogyi,
1951, 1945, Nelson, 1944).

A méréshez adott redukalé cukorra kalibracié felallitdsa sziikséges. A méréseimhez
a glikoz 0,5 (m/V)%-os torzsoldatat hasznaltam. A 10 tagl higitasi sor elkészitéséhez a
torzsoldatot 100-szoroséra higitottam. Az oldatokban 0 ml-t61 2 ml-ig 0,2 ml-es léptékben
ndveltem a higitott torzsoldat mennyiségét. Az oldatok térfogatat 2 ml-re desztillalt vizzel
egészitettem ki. Ezutan az oldatokhoz 2 ml Somogyi I. és I1. oldatot adtam 4:1 aranyban, majd
azokat 15 percre 100 °C-os vizfiirddbe helyeztem. A hiités utan az elegyekhez tovabbi 2 ml
Nelson-reagenst és 4 ml desztillalt vizet pipettaztam. A reakcié soran CO: keletkezik és a
felszabadulé buborékok fénytorése mérési hibahoz vezet. A buborékokat ultrahangos
kezeléssel vagy pasztér pipetta segitségével Ovatosan tavolitottam el. A kalibralo oldatok

abszorbancidja spektrofotometriasan 540 nm-en mérheto.

A mintak ismeretlen redukal6 cukortartalméanak szamitasahoz az aldbbi egyenlet

alkalmazhato:

Redukal6 cukortartalom (g/L) = (A/a) - h-¢/1000
ahol,

A: a minta abszorbanciaja

a: glikadzra allitott kalibréacids egyenes meredeksége (a=1,6155)

h: a higitas mértéke

c: a glikoz térzsoldat koncentrécidja
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5 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

51  Atorzsek gyors screenelése

Els6ként a fonalasgomba torzsek enzimaktivitasait és azok er8sségét teszteltem

egyedili szénforrasként karboximetil-cellulozt (CMC), biikkfa eredetti xilant és almapektint

tartalmazo agarlemezeken 28 °C-on.

A screenelés eredményeit 96 orat kovetden az alabbi 8. abra szemlelteti.

CMCAz aktivitas

Xilanaz aktivitas

Pektinaz aktivitas

Aspergillus awamori F.00030

Aspergillus niger F.00632

Aspergillus niger F.00714
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e

Aspergillus niger IMI 303386
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Aspergillus niger F.00721

8. dbra: Novényi rostbontasban szerepet jatszé enzimek kimutatasa a kisérleti kortiilmények
kdzott (8 fonalasgomba torzs esetén)

Az agarlemezeken a fonalasgombék telepnovekedése és az azok koriil megjelend
feltisztulasi zona a szubsztratum hasznositaséra és az enzim szintézisére utalt. Az Aspergillus

torzsek hidrolitikus aktivitast mutattak a szelekcids agarlemezeken.

A torzseket rangsorolasa soran 3 torzset emeltem ki: Aspergillus niger F.00632,
Aspergillus brasiliensis F.00892, Aspergillus awamori F.00030, amelyekkel a tovabbiakban a
szubmerz, razatott enzimfermentacié hatékonysagat novényi rosttartalom jelenlétében

kovettem nyomon.

5.2  Elészelektalt Aspergillus torzsek teljesitménye szubmerz rendszerben

5.2.1 Beoltasi technikak hatasa a torzsek aktivitasprofiljara

A kisérlet soran ceélom volt, hogy megismerjem a szelektalt Aspergillus torzsek
tenyésztési modjanak hatasat az enzimtermelésre és a ndvényi rostok bontasara vonatkozoan.
A tenyésztést az alaptaplevesben (PDB, pH 7) és a 3 (m/v) %-ban gyumolcs és zoldseg
rostallomanyt tartalmazo, médositott alaptaplevesben (tovabbiakban mPDB, pH 7) inditottam
el 28 °C-on, 180 rpm razatéasi sebességen. Mind a két esetben a torzsek pelletes tenyészeteit 10
(m/v)%-ban ndvényi rostokat tartalmazo szubmerz fermentacios rendszerekbe (pH 7) oltottam

le.

A szubmerz rendszerekben a termelt szerves savak jelenléte miatt savasodast
tapasztaltam a fermentacio elején (a 3. napon). Ezt kovetéen az A. awamori F.00030 térzsnel

a kémhatas gyorsabb, mig az A. brasiliensis F.00892 térzsnél és az A. niger F.00632 tdrzsnél
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pedig lassabb névekedést mutatott. A kémhatas id6beni és a fajok kozotti eltérése a szerves
savak termelésének és azok hasznositasi dinamikajaban keresendé. A fermentacié végén (7.
napon) a kémhatést az A. brasiliensis F.00892 tdrzs esetén enyhén savas tartomany (pH 4,4-
4,7), az A. niger F.00632 torzs esetén semleges tartomany (pH 6-6,7), az A. awamori F.00030
torzs esetén pedig enyhén lugos tartomany (pH 7,9-8,1) jellemezte. A két kiilonbozo
taplevesben tenyésztett gomba kultirak lényegesen nem gyakoroltak hatast a fermentacios

rendszerek kémhatésanak alakulaséra (9. &bra).
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3 5 7
Mintavétel (nap)
D PDB Aspergillus niger F.00632 PDB Aspergillus brasiliensis F.00892
O PDB Aspergillus awamori F.00030 B mPDB Aspergillus niger F.00632

mPDB Aspergillus brasiliensis F.00892 B mPDB Aspergillus awamori F.00030

9. dbra. A beoltasi technika hatasa a szubmerz, razatott rendszerek kémhatasanak alakulasara

A rendszer kémhatasa, a torzsek morfologiai tulajdonsagai és az enzimtermelés kozott
Osszefiiggést tapasztaltam. Az alaptaplevesben el6tenyésztett A. awamori F.00030 torzset
kisebb pelletek jellemezték és a kezdeti savasabb kérnyezetben a 3. napon 70 U/ml egyseget
kozelitett a CMCaz aktivitas. A rendszer lagos tartomanyba torténé eltolodasa az aktivitas
csokkenését eredményezte. A masik két tdrzs esetében nagyobb pelletek jelentek meg.
Esetiikben a kémhatés lassabb novekedése a CMCaz aktivitds kisebb 1éptékii novekedését
okozta. A CMCaz aktivitas az A. brasiliensis F.00892 torzsnél 45 U/ml kordli ertéket, az A.
niger F.00632 torzsnél 30 U/ml korali értéket mutatott a 7. napon. A mddositott
alaptaplevesben tenyésztett kultirak esetén kisebb aktivitas eltérések mutatkoztak. A névényi
rostok jelenléte lathatéan az A. niger F.00632 térzsnek jobban kedvezett, az 5. napon 20 U/mi
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egységgel nagyobb CMCaz aktivitast mértem. Ez a névekedés azonban az A. awamori F.00030
torzs teljesitményét tovabbra sem érte el (10. abra). Cavka és Munkatarai (2014) rostiszapon
indtott etanolfermentaciot kovettek nyomon, ahol a szimultan cukrosités és erjesztés (SSF)
sordn Aspergillus niger eredetti hidrolitikus enzimeket és etanologén Saccharomyces
cerevisiae élesztét hasznaltak. A fermentacios rendszer rostiszapban elétenyésztett A. niger

kultaraval torténd leoltasa Iényegesen novelte a CMCaz aktivitast.
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3 5 7
Mintavétel (nap)

D PDB Aspergillus niger F.00632 PDB Aspergillus brasiliensis F.00892
O PDB Aspergillus awamori F.00030 B mPDB Aspergillus niger F.00632
mPDB Aspergillus brasiliensis F.00892 B mPDB Aspergillus awamori F.00030

10. abra. A beoltési technika hatdsa a szubmerz, razatott rendszerek CMCaz aktivitasara

A B-glukozidaz aktivitas az Aspergillus torzseknél igen alacsony értékeket mutatott a

szubmerz kezelés soran. Az értékek 0.1 és 0,5 U/ml kozott alakultak.

Az endo-B-xilandz szintézise soran mind a harom torzsnél és mind a kétféle beoltasi
technika esetén idobeni novekedést tapasztaltam. Az alaptaplevesben tenyésztett kultarak
beoltasat kovetéen a fermentacidos kdzegben nagyobb aktivitast az A. niger F.00632 torzs
mutatott, amelyet az A. brasiliensis F.00892 térzs és az A. awamori F.00030 torzs kovetett. Az
A. niger F.00632 és az A. brasiliensis F.00892 torzs esetén az endo-B-xilandz aktivitas a 7.
napon 77-79 U/ml értéken tetdzott. Az eldindukalt kulturak beoltasat kovetden mar a 3. napon
lenyegesebb aktivitdsndvekedés jellemezte a szubmerz rendszereket. Az A. niger F.00632
torzsnél a fermentécid elején mért 60 U/ml érték a fermentacio végére 102 U/ml értékre nétt
(11. &bra).
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Mintavétel (nap)

D PDB Aspergillus niger F.00632 PDB Aspergillus brasiliensis F.00892
DO PDB Aspergillus awamori F.00030 B mPDB Aspergillus niger F.00632
mPDB Aspergillus brasiliensis F.00892 B mPDB Aspergillus awamori F.00030

11. bra. A beoltasi technika hatasa a szubmerz, razatott rendszerek endo-p-xilanaz
aktivitasara

A pektinaz aktivitas mind a harom torzs esetén igen eltérd profilt mutatott a fermentaciod
idGtartama alatt. Az alaptaplevesben tenyésztett A. niger F.00632 trzs alkalmazésa soran a 3.
és a 7. nap kozott 170 és 200 U/ml egyseg kozott ingadozott a pektinaz aktivitds. Az A.
brasiliensis F.00892 és az A. awamori F.00030 torzsnél az aktivitas nétt. Az A. brasiliensis
F.00892 torzsnél 140 U/ml értékr6l 171 U/ml értékre, az A. awamori F.00030 torzsnél pedig
40 U/ml értekrdl 120 U/ml értékre ndtt. A modositott inokulumban torténd eldtenyésztésnek
jelentdsebb hatasa nem volt az A. awamori F.00030 torzs enzimtermelésére. Ezzel szemben a
maésik két torzs enzimaktivitdsanak nagysagan is jol lathatd, hogy az eléindukalt inokulum
milyen mértékben jarult hozza a fokozottabb enzimtermeléshez. Az A. niger F.00632 torzsnél
a pektinaz aktivitas 245 U/ml, az A. brasiliensis F.00892 torzsnél 204 U/ml értéket ért el (12.
abra). Sohail és munkatarsai (2009) kornyezeti mintabdl izolalt Aspergillus torzsek esetén

szintén igen magas pektinaz aktivitast mutattak ki.
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O PDB Aspergillus awamori F.00030 B mPDB Aspergillus niger F.00632

mPDB Aspergillus brasiliensis F.00892 W mPDB Aspergillus awamori F.00030

12. dbra. Beoltasi technika hatdsa a gomba tdrzsek pektinaz aktivitasara (U/ml)

5.2.2 A mikrobialis rostbontas hatékonysaga

A torzsek teljesitményét az aktivitasprofilok és az oldatba vitt redukalé cukortartalom
szerint értékeltem. A mikrobialis rostbontas soran a redukald cukortartalom alakuldsat az

alabbi 13. dbra szemlélteti.
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3 5 7
Mintavétel (nap)

D PDB Aspergillus niger F.00632 0O PDB Aspergillus awamori F.00030
B mPDB Aspergillus niger F.00632 mPDB Aspergillus brasiliensis F.00892
B mPDB Aspergillus awamori F.00030

redukalé cukortartalom (g/l)
O Rr N W b U1 OO N 0 O

13. bra. A redukald cukortartalom alakulasa (g/l)
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Az oldatba vitt cukortartalom alakulasara nem csupan a torzsek enzimtermelésének
hatékonysaga és a beoltdsi technika fejtett ki hatast, hanem az anyagcserefolyamataik
fenntartdsdhoz szikséges energia fedezése is, amit az egyszerii cukrok (els6sorban gliik6z)
hasznositasa tett ki. A szubmerz rendszerekben jellemzden a 72. érdig nétt a redukald cukrok
mennyisége, amelyet kovetden lényeges csokkenésnek indult. A nem eléindukalt A. awamori
F.00030 torzsnél, ahol a CMCaz aktivitas is joval magasabb értéket ért el a tobbi tdrzshoz
képest, a cukortartalom meghaladta a 6 g/1 értéket. A rostok szemmel lathatéan aprozodtak, s6t
a 72. 6raban szinte csak a pelletek jellemezték a szubmerz rendszert. Ezzel szemben, az
eldindukalt oltokultirak esetén az oldott cukortartalom mind a harom esetben kisebbnek
bizonyult, aminek az oka abban keresendd, hogy a mar rendelkezésre allo6 enzimek a rostok
bontasat egybdl megkezdték, ezaltal az oldatba vitt cukrok fokozatos hasznositasara keriilt sor.
Az eldindukalt tenyészetek alkalmazasa tehat enzimfermentacio esetén eldnyodsnek tekinthetd,
azonban az erjeszthetd cukrok kinyerése szempontjabol a kezelés idétartama sordn nagyobb

cukorveszteséget eredményezhet.

5.3 A ndvelt rosttartomany hatasa az Aspergillus niger F.00632 enzimtermelésére

Az eddigi eredmények arra mutattak ra, hogy a ndvényi rostok jelenlétében (3 m/v %,

mPDB) tenyésztett torzsek koziil az A. niger F.00632 torzs mutatott kedvezébb aktivitasprofilt.
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deszt. viz
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Enzimaktivitasok (U/ml)
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14. &bra. Aspergillis niger F.00632 enzim aktivitasa kiilonb6z6 rosttartalom mellett

Az enzimtermelés ¢€s az oldatba vitt erjeszthetd cukrok mennyiségének novelése

érdekében a tovabbiakban a fermentacios kdzegek rosttartalméanak hatasat 10-30 (m/v) %
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kozott kovettem nyomon. A Kisérlet soran az 5. napon értem el nagyobb aktivitas értékeket,
amelyeket az 14. abra szemléltet. A kontrollként az oltokultdrat névényi rostokat és vizet
tartalmaz6 szubmerz rendszerbe oltottam le. Arra kerestem a valaszt, hogy az alaptapleves a
rostok mellél elhanyagolhatd-e, ami a termelési folyamatok koltsegeinek csokkentését
segitené. Lathat6an a burgonyakivonat és a glikdz jelenléte igen fontos szerepet tolt be, azt

aktivitasokat tobbszorosére novelte.

A rosttartalom novelése a pektinaz aktivitasara fejtett ki szdmottevo hatast, mig a
CMCéaz és az endo-B-xilandz aktivitas nem tapasztaltam nagyobb novekedést. Az
enzimtermelésnek a 10-20 (m/v) % rosttartalom kedvezett, azonban efelett a torzs
teljesitménye csokkent. A CMC4az és az endo-B-xilanaz esetén a 15 (m/v) % rosttartalmu
kozegben 30,4 U/ml és 51,7 U/ml értéket mértem. A pektinaz szamara ennél kedvezébb
rosttartalom a 20 (m/v) % volt, ahol 466 U/ml értéket mértem. A B-glikozidaz aktivitas

tovabbra is igen elhanyagolhaté volt.
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6 OSSZEFOGLALAS

A cellulozban gazdag névenyi biomasszara egyre értéekesebb anyagként tekinthetiink
egy olyan vilagban, ahol az energiaszegénység és a szerves hulladékok mennyisége jelentés
kihivast okoz. A mezb6gazdasagi és élelmiszeripari termelési folyamatok sordn nagy
mennyiségben keletkeznek novényi maradvanyok, ezért gazdasdgos megoldas lehet a
Uzemanyag céli hasznositasuk, és ezzel a fosszilis Uzemanyagok részbeni kivaltasa. A
hasznositasuknal a komplex szerkezet megbontésa nélkilozhetetlen, amire ma mar toébb
modszer is létezik. Ezek koOzil az egyik a biologiai el6kezelés, ami nem jar
vegyszerhasznalattal, viszont még nem tart ott a technologia, hogy gazdasdgosan, nagy
termelési hatékonysaggal (erjesztheté cukorhozam szempontjabol) lehessen alkalmazni. Hazai
és nemzetkdzi szinten is folynak az ezen iranyl kutatasok, ahol tobbek kozott természeti
mintdkbdl izolalt mikroorganizmusok enzimtermelését, rostbontasi hatékonysagat névenyi

biomassza tipusonkent, vagy azok keverékében monitorozzak.

A kutatobmunkam soran arra kerestem a valaszt, hogy az Aspergillus brasiliensis, az
Aspergillus niger, az Aspergillus awamori fajokhoz tartozd, 6sszesen 8 fonalasgomba torzs
milyen lignocellul6z-bontd tulajdonsaggal rendelkezik névényi rostallomanyon, kiilonboz6

fermentécids technikak alkalmazasa esetén.

Els6é kisérletsorozatban screeneléssel megfigyeltem, hogy az agarlemezeken kinétt
gombatelepek nagységa és az azok koril megjelent feltisztulasi zonak kiterjedése alapjan mely
torzsek tudjdk nagyobb mértékben hasznositani a rendelkezésikre allo, egyediili
szénforrasokat, mint a karboximetil-cellulozt (CMC), az almapektint és nyirfa xilant, valamint
mutatnak lignocellul6z-bont6 enzimaktivitast. A térzsek rangsorolasa soran az Aspergillis niger
F.00632, az Aspergillis brasiliensis F.00892 és az Aspergillis awamori F.00030 t6rzs

bizonyosult jobbnak 28 °C-on, 96 6rat kovetden.

A kovetkez6 kisérlet kitizott célja volt megallapitani, hogy a kivalasztott térzsek milyen
biodegradacios tulajdonsaggal rendelkeznek és milyen extracellularis enzimaktivitasokat
mutatnak (endo-B-gliikanaz, B-glikozidaz, xilandz, pektindz) normal és eléindukalt szubmerz
rendszerekben. A normal rendszerekben a torzsek tenyésztése PDB taplevesben, mig az
eléindukalt rendszerekben pedig 3 % (m/v)-ban ndvényi rostokat tartalmazo modositott PDB
tplevesben (mPDB) tortént. A beoltési technikaknal tdrzsenként 10 % (m/v) tenyészetet
oltottam le 10 % (m/v) ndvényi rostot tartalmaz6 mPDB fermentacios rendszerekbe. A kisérlet
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ravilagitott arra, hogy a fermentlé kémhatasa, a torzsek morfologiai tulajdonsagai es az
enzimtermelés kozott dsszefliggés talalhatd. Az A. awamori F.00030 torzset kisebb pelletek
jellemezték és a rendszer lugos tartomanyba torténd valtozasa az aktivitds csokkenését okozta
A masik két torzs nagyobb pelletek volt a jellemz6 és a kémhatas lassabb névekedése a CMCaz
aktivitas kisebb 1éptékii névekedését valtotta ki. A masik észrevétel az, hogy az eléindukalas
kifejezetten elénydsnek bizonyul enzimfermentacio terén, viszont a mar rendelkezésre allo
enzimek azonnali rostbontdst eredményeztek, ami az erjeszthetd cukrok kinyerése
szempontjabol hatranyosnak bizonyul.

A torzsek kozul az Aspergillis niger F.00632 torzs rendelkezik a kedvez6bb aktivitasprofillal.
A legmagasabb mért értékek eléindukalt tenyészetnél jelentek meg. Az endo-p-glikanaznal
(CMCaz) az 5. napon volt 50,7 U/ml az endo-B-xilandz a 7. napon 102,3 U/ml, a pektinaznél
pedig 244,5 U/ml.

Erdemes megemliteni, hogy az enzimaktivitasi eredmények ellenére az Aspergillus awamori
F.00030 torzs rendelkezett nagyobb erjesztheté cukor hozammal. A mikrobialis kezelés 3.

napjan a mért redukal6 cukortartalom 6,3 g/l volt.

Az enzimaktivitas és cukorkihozatal novelése érdekében a kovetkezo kisérletsorozat az
optimalis rosttartalom vizsgalatara iranyult. Itt két kiilonboz6é arany is jonak szamitott attol
fiiggben, hogy melyik enzim termelése a célunk. A CMCaz és az endo-B-xilandz esetén a 15 %
(m/v) rosttartalmd szubmerz rendszer eredményezett nagyobb enzimaktivitast, ami 51,7 U/ml
és 30,4 U/ml volt. A pektinaznal a 20 % (m/v) rosttartalmu szubmerz rendszer mutatott nagyobb

értéket, a mért aktivitas 466 U/ml volt.

Az ezidaig publikalt hazai és nemzetkozi kutatasok (nemzetség és faj szintjén) is
megerdsitik a kisérleti munka eredményeit, miszerint a szelektalt Aspergillus torzsek nagy
potencialt mutatnak a lignocelluléz-bont6 enzimek termelésében és a ndvényi rostok (névényi
biomassza) bontasaban. Az eldindukalt tenyészetek alkalmazasaval hatdsosabb enzimtermelés
¢rhetd el, azonban az erjeszthetdé cukorhozam szempontjabdl ez nem minden esetben jelent
kedvezd hatast. A bioldgia rendszerek haszndlata sordn kihivast okoz a kezelés id6tartamanak
optimalasa. A tovabbiakban javaslom az Aspergillis niger F.00632 torzs enzimtermelésének és
biodegradacios teljesitményének tovabbi kutatasat mas osszetételii lignocellul6z biomasszan,
esetleg lignocellul6z biomassza keverékeken, valamint a rostbontds iddtartamanak

monitorozasat.
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