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Bevezetés

Az utébbi években a fokozdédd Uveghazhatas miatt a biomassza alapu alternativ
Uzemanyagok egyre nagyobb szerephez jutnak, melyek kozul az egyik
legjelentésebb az etanol. Ahogy az 1. abran is lathatd, a biomasszabdl elballitott
alkohol hatasara nem novekszik a légkor szén-dioxid tartalma, mivel a kibocsatott
szén-dioxid a ndvények fotoszintetizald tevékenységének készénhetben visszakerdl
a biomasszaba. Az etanol alkalmazasanak a kérnyezeti elénydkdn kivil tébb
jarulékos haszna is van. Példaul az etanol gyarak uj munkahelyeket teremtenek és

az orszagban megtermelt lzemanyag csokkenti az olaj importtdl valo fuggést.
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1. abra A zart szén-dioxid ciklus

A lignocelluléz az etanol gyartas kitiind alapanyaga lehet, mivel a lignocelluléz képezi
a legnagyobb mennyiségl biomasszat a Foldon. A lignocellulézok lebontasa
torténhet cellulaz enzimmel vagy savas hidrolizissel is (lasd 2. abra). Az enzimes
technoldgianak szamos elénye van a savassal szemben, hatranya viszont, hogy
draga celluldaz enzim szlkséges hozza. Ezért olyan nyersanyagot érdemes
valasztani az etanol fermentaciéra, amely jol hidrolizalhato, tovabba a cellul6z magas

hozammal térténd lebontdsahoz szikséges enzim is elballithato rajta.
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2. abra Etanol el6allitas lignocellulézbdl

Amennyiben az enzim el6allitasa a felhasznalas helyén, a hidrolizis szubsztratjan
torténik, az cellulaz enzim felhasznalasat igénylé technoldgia egyszeriibbé és
gazdasagosabba tehet6 (,on site” enzimtermelés). Cellulazt nem csak a biomassza
lebontasara, hanem szamos egyéb technoldgia soran is felhasznalnak. Nagyobb
mennyiségli enzimet alkalmaznak az élelmiszer-, sér-, papir- és textiliparban,

tovabba a mezégazdasagban és a kutatasban is.

A celluléz hatékony lebontasahoz kiegyensulyozott Osszetételli, magas hidrolizis
potenciallal rendelkezé cellulolitikus enzim komplex alkalmazasa szikseéges. A
celluldz enzim komplex Osszetétele akkor a legkedvez6bb, ha a p-glikozidaz
aktivitas/ FPA (Filter Paper Activity) aranya legalabb 1,0-1,5 kdzoétt van. Ezzel
szemben a Trichoderma reesei RUT C30 cellulazanal, amely a kutatasban leginkabb
és altalam is alkalmazott hipercellulolitikus fonalas gomba, ez az arany minddssze
0,5-0,6, igy pB-glikozidaz hozzaadasa nélkul az enzim hidrolizal6 képessége

alacsony.

A munkam egyik célja egy olyan fermentaciés maddszer kifejlesztése volt, amellyel a
Trichoderma fermentlevek p-glikozidaz aktivitdsa és a termelt enzim hidrolizalo
képessége jelentésen novelhetd. A B-glikozidaz enzim termelését egyik legjobban
befolyasolé tényezd a pH, ezért kisérleteim sordn egy olyan puffer rendszert
kerestem, amely a razatott lombikos fermentacio soran kézel allando értéken tartja a

pH-t illetve lehetéség szerint a B-glikozidaz aktivitasat is néveli.



Doktori munkam masik célja olyan lignocelluléz szénforrasok keresése volt, melyek
felhasznalhatok a hatékony enzimtermelésre illetve hidrolizisre, vagyis ol
alkalmazhatok ,on site” enzimtermelésre. A kifejlesztett fermentaciés modszert
kiprobaltam tobb  gbzrobbantott lignocellul6z  szénforrason  (g6zrobbantott
kukoricaszar, feny6- és flizfa) és a termelt enzimek hidrolizalé képességét

hidrolizises kisérletekkel vizsgaltam.

Végul egy Uj B-glikozidaz fermentaciés modszert vizsgaltam, melynek lényege,
hogy Trichoderma reesei és Aspergillus niger egyuttes fermentacidjaval hulladék
papir szénforrason p-glikozidaz enzim termelhet6 magas hozammal. A
kofermentaciéval eléallitott enzim hozza adagolhaté a Trichoderma fermentlevekhez,

melynek kévetkeztében javul az enzim komplex hidrolizalé képessége.



Tézis pontok - uj tudomanyos eredmények

1. A 0,1 M trisz-maleat puffer képes volt a Trichoderma reesei RUT C30 razatott
lombikos fermentacioja soran a pH-t kdzel allandé értéken tartani (pH 5,8-6,1;
kezdeti pH: 6,0) Solka Floc, laktdz, gliikoz; gézrobbantott kukoricaszar, feny6-

és flizfa szénforras esetén.

2. A maleat tartalmu pufferek tébb mint 100%-al ndvelték a B-glikozidaz
aktivitast Solka Floc, glukéz és laktéz szénforrasokon a nem pufferolt
tenyészetekhez képest. A magasabb B-gliikozidaz aktivitasnak kdszdénhetéen
a PB-glikozidaz aktivitas/FPA arany elérte az enzim hidrolizis potencialja

szempontjabdl optimalis 1,0-1,5 kozotti értéket.

3. A gbzrobbantott kukoricaszar rendkivil j6 szénforrasnak bizonyult.
Trichoderma reesei RUT C30 razatott lombikos fermentacidja soran
g6zrobbantott kukoricaszar szénforrason 10-40%-al magasabb enzim
aktivitasokat (FPA, endo- és exoglikanaz) értem el, mint a referencianak
hasznalt Solka Flocon. Habar a p-glikozidaz aktivitdas mintegy 40%-al
alacsonyabb volt el6kezelt kukoricaszaron, mint a referencia szénorrason,

amit valészinlleg az enzim ligninen torténé adszorpcidja okozott.

4. A gbzrobbantott kukoricaszar j6 szubsztratnak bizonyult az el6kezelt
szénforrasokon (gézrobbantott kukoricaszar, feny6- és flizfa) termelt és két
kereskedelmi enzimmel végrehajtott hidrolizis soran. A gdzrobbantott
kukorica szaron termelt enzimmel (,sajat enzim”) a gbzrobbantott
kukoricaszaron mint szubsztraton sikerilt elérnem a legmagasabb glikéz

hozamot.

Megallapitottam, hogy a legjobb hidrolizis eredmények bizonyos esetekben a
»Sajat enzimmel” érheték el. Ezt tamasztja ala egy masik kisérlet sorozat is,
ahol kémiai el6kezelésnek alavetett kukorica rost hidrolizise soran a ,sajat
enzimmel” szignifikansan nagyobb celluléz konverziot sikeril elérnem, mint
kereskedelmi enzimmel. A megfigyelés az ,on site” enzimtermelés egyik

elényét mutatja.



5. Medgfigyeltem, hogy Solka Flocon, g6ézrobbantott kukoricaszaron, feny6- és
fizfan a mért endogliikanaz és mannanaz aktivitasok kozoétt az acetil xilan
észterdz aktivitdsokhoz hasonléan egyenes aranyossag tapasztalhato.
Melynek alapjan feltételeztem, hogy az enzimek koexpresszalédnak. Bar a
kérdés elddntésére tovabbi kisérletek szikségesek, a megfigyelés értékes
lehet a mannanaz enzimmel kapcsolatos kutatasok soran, mivel errél az

enzimrél eddig nagyon kevés publikacié szuletett.

6. Olcsé hulladék papir szénforrason Trichoderma reesei RUT C30 és

glikozidaz aktivitast értem el mint az Aspergillus dragabb glikoz

szénforrason torténé egyedi fermentacidjaval. A megtermelt enzim

felhasznalhat6 a cellulaz komplex B-glikozidaz aktivitasanak ndvelésére.
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