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CUKROSITASSAL

Bioethanol Production from Poplar Sawdust by Enzymatic Saccharification

TOMKU ERIKA — KERESZTESI GABOR — LEHOCZKY EVA — KARACSONY ZOLTAN

~ NAGY PETER TAMAS
Osszefoglalds Kulcsszavak:  bioetanol,  lignocelluloz,
cellulaz, nyarfa
Napjainkban kornyezetvédelmi és
gazdasagi  megfontoldsok miatt egyre Jel Kod: 049
intenzivebben  kutatjak  a  fosszilis
energiahordozokat helyettesité Abstract
biotizemanyagokat. Ezek koziil a legrégebb Nowdays because of economic and

Ota és legnagyobb mennyiségben eldallitott
termék a bioetanol. Jelen tanulmanyban
célunk volt megvizsgalni a nyarfa
biomasszara alapozhato bioetanol
eloallitas lehetoségeit. Ennek soran a
szubsztratot enzimes uton cukrositottuk és
a cukrokat Saccharomyces cervisiae
élesztovel fermentaltuk etilalkoholla. A
cukrositashoz  tisztitott  cellulozbonto
enzimeket vagy cellulaztermelé mikrobdkat

(Aspergillus niger, Pseudomonas
fluorescens és P. putida) haszndltunk.
Eredményeink  szerint  a  tisztitott

enzimekkel  folytatott  nydrfa-cukrositds
optimalis koriilményei (50 °C, pH 5) az
egyéb lignocelluldz szubsztratok esetében
leirt értékeknek megfelelnek, a reakciok
kihozatala pedig 0,7 v/v % etilalkohol volt.
A S. cerevisiae-vel lefolytatott
kevertkulturas fermentdacios kisérletekben a
P. fluorescens és P. putida fermentacios
partnerek esetén, alacsony, 0,2 v/i%
etanol termelést meértink. A
leghatékonyabb eljarasnak az A. niger és
S.  cerevisiae  fajokkal  kivitelezett,
kevertkulturas fermentacio bizonyult, mely
esetében 1 v/v% etanol kihozatalt mértiink.
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ecological reasons, the substitution of
fossil fuels by biofuels is intensely studied.
Bioethanol have been produced for the
longest time and in the largest amounts in
the group of biofuels. In the present study
our goal was the investigation of the
capability of poplar wood for biethanol
production. For this purpose the poplar
sawdust was saccharified by enzymatic
digestion and the sugars were fermented to
ethanol by Saccharomyces cerevisiae. For
the saccharification, purified cellulose
degrading enzymes or cellulase producing
microorganisms (Aspergillus niger,
Pseudomonas fluorescens and P. putida)
were used. The optimal conditions for the
saccharification by purified cellulolytic
enzymes were the same which described in
the case other lignocellulosic substrates
(50 °C, pH 5). The productivity of this
process was 0.7 v/v% ethanol. In the case
of fermentation of sawdust by co-culured S.
cerevisiae and P. fluorescens or P. putida
strains, the productivity was very low (0.2
v/% ethanol). The most efficient method
was the fermentation of poplar sawdust by
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co-cultured A. niger and S.cerevisiae Keywords:  bioethanol,  lignocellulose,
strains, which produced 1 v/v% ethanol. cellulase, poplar
Bevezetés

A koéolaj alapti energiahordozok régoéta fontos szerepet jatszanak a mindennapjainkban,
felhasznalasuk mértéke az iparosodas terjedése miatt jelenleg is fokozodik (Agrawal, 2007).
Felhasznaljuk elektromossag eléallitdsara, vegyipari alapanyagként, vagy lizemanyagként. Ez
utobbi célra a vilag koolajtermelésének 58%-at hasznositjak (Escobar et al., 2009).
Napjainkban komoly erdfeszitéseket tesznek a kdolaj alapt lizemanyagok helyettesitésére.
Erre a célra olyan alternativ energiahordozok szolgalhatnak, mint a biolizemanyagok
(bioetanol, biodizel, biogaz). A bioilizemanyagok haszndlata az egyértelmii kornyezetvédelmi
haszon mellett (nett6 széndioxid kibocsatads lényegesen alacsonyabb, kevesebb szennyezd
anyag), technoldgiai (motor siiritési aranyanak fokozasa) és gazdasagi (energiafiiggetlenség
kdolajkitermeld allamoktol) szempontbdl is eldnydkkel bir (Reinjders 2006).

A bioetanol a legnagyobb mennyiségben ¢és legrégebb oOta hasznalt bioilizemanyag, mely
biologiailag megujuld alapanyagokbdl, mikrobdk (rendszerint élesztok) altal fermentalt,
tilnyomorészt etilalkoholt tartalmazo desztillalt folyadék. Uzemanyagként felhasznalhatd
onmagaban, vagy fosszilis iizemanyagokhoz keverve is. Az elsé generdciés bioetanol
eldallitasahoz nagy cukor, vagy keményitotartalmi anyagokat, mint kukorica (Nicolic et al.,
2010), buza (Talebina et al., 2010), rizs (When — Hua et al., 2011) és cukornad (Furtado et al.,
2011) hasznalnak fel. Az els6 generacids bioetanolt napjainkban tobb orszdg igen nagy
mennyiségben allitia eld, mint példaul az Egyesiilt Allamok, Brazilia és Kina
(http://ethanolrfa.org/pages/World-Fuel-Ethanol-Production). Ennek koltségei azonban az
alapanyagok eldallitdsaba bevont mezdégazdasagi termdteriiletek ndvelésével folyamatosan
fokozodnak (Ajanovic, 2010). A masodik generacios bioetanol esetében magas lignocelluloz
tartalommal bird anyagokat, mint mezdgazdasagi hulladékot (Kéadar et al., 2004), faanyagot
(Bollok et al., 2000) és papirhulladékot (Lark et al., 1997) haszndlnak alapanyagként. A
masodik generacios bioetanol elénye, hogy élelmezésre nem hasznalhatd ndvényi részeket és
mezogazdasagi hulladékokat hasznosit. Azonban a cukorforrast képezd lignocelluloz
kristalyos szerkezete miatt az alapanyag eldkezelésének koltségei nagymértékben megndnek
(Stevens et al., 2004) az elsé generacids bioetanolhoz képest. A lignocellul6z cukrositasa
kémiai hidrolizissel (savas/lugos), vagy enzimes hidrolizissel (cellulazok, cellobiohidrolazok,
B-gliikozidazok) valdsithatdé meg. Ez utdbbi kornyezetvédelmi szempontbol elénydsebb,
mivel nem sziikséges az eldkezeléshez hasznalt vegyszerek semlegesitése. A lignocelluloz-
bioetanol konverzio kivitelezhetd szakaszosan, idoben és térben elvalasztva a cukrositas és
glilkéz-etanol konverzidé folyamatat, vagy egy reakcidtérben és egy idOben kivitelezve a
celluloz-gliikkoz és glikkoz-etanol atalakitdsokat (szimultan cukrositds és fermentéacio). Ez
utobbi  kivitelezhetd cellulaz enzim+élesztd, vagy cellulaztermeldé mikroba+élesztd
(kevertkulturas fermentacio) rendszerekben is. Szamos eldnye ellenére a masodik generacios
bioetanol eldallitasi stratégidk 1ényegesen dragabbak a fosszilis lizemanyagok, de még az els6
generacios bioetanol eldallitasahoz képest is.

Jelen tanulmanyban célunk volt megvizsgalni a hazai nyarfa fajok (Populus nigra és P. alba)
felhasznalasi lehetdségeit masodik generacios bioetanol eldallitdsa céljabol. A nyarfara, mint
alapanyagra azért esett a valasztasunk, mivel hazdnkban igen elterjedt fa, melynek a butor- és
épitdipari felhasznaldsa nem jelentds. Kisérleteket kiviteleztiink a nyarfa enzimatikus
cukrositasa, illetve a cukrok etilalkoholld torténd fermentdldsa céljabol a 2014-es évben. A
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kisérletek soran a szakaszos és egyidejii cukrositas ¢€s etilalkohol fermentacio lehetoségeit is
megvizsgaltuk. Celluldzforrasként tisztitott enzim és cellulaztermeld mikrobak (Aspergillus
niger, Pseudomonas sp.) is felhasznalasra keriiltek. A cukrok etilalkoholla torténd

crer

Anyag és modszer
Felhasznalt torzsek és tenyésztési koriilmények

A gombatorzsek fenntartdsa YPD téptalajon (2 w/v% gliikkéz, 1 w/v% pepton, 0,5 w/v%
¢lesztokivonat, 2 w/v% agar) torténd folyamatos tenyésztéssel tortént 30 °C homérsékleten.
Fermentacios kisérletekhez a S. cerevisiae torzset YPD tapoldatba oltva neveltiik eld, 30 °C
hoémérsekleten, kevertetés (180 rpm) mellett, 2 napig. A baktériumtorzsek fenntartasa Luria-
Bertani (LB) taptalajon (1 w/v% tripton, 1 w/v% NaCl, 0,5 w/v% élesztokivonat, 2 w/v%
agar) torténd tenyésztéssel tortént. Fermentacids kisérletekhez a baktériumtorzseket LB
tapoldatba oltva neveltiik eld, 30 °C hdmérsékleten, kevertetés (180 rpm) mellett, 2 napig.

1. tdblazat: Felhasznalt mikrobatorzsek listaja

Gombak Forras

Saccharomyces cerevisiae (Uvaferm 228) Uvaferm

Aspergillus niger (SZMC 0145) Szegedi Tudomanyegyetem, Mikrobioldgiai
Tansz€k torzsgytijteménye

Baktériumok

Pseudomonas putida Szuro-Trade Kft.

Pseudomonas fluorescens Szuro-Trade Kft.

Felhasznalt nyarfa mintak

A fermentéalhato cukrok eléallitdsdhoz nyarfa flirészport hasznaltunk, melyet elézetesen 0-200
pm ¢és 200-400 um szemcseméretli frakciokra szeparaltunk rostalassal. A nyarfa flirészpor
frakciokat vagy kozvetleniil hasznéltuk fel enzimatikus cukrositashoz, vagy elézdleg lugos
hidrolizisnek (1 vagy 3 w/v% NaOH, 5 6ras forralas kuktaban) vetettiik ala.

Nyarfa mintak enzimatikus hidrolizise fermentdlhato cukrokka

Az nyarfa firészporok enzimes hidroliziséhez az alabbi reakcioelegyet mértiikk ossze: 2,5 g
nyarfa flirészporhoz citrat-foszfat puffert (51,4 mM Na,HPOy; 23,4 mM citromsav; pH 5)
adtunk, Ggy hogy az elegy végtérfogata 50 ml legyen. Az elegyet autoklavban sterileztiik (120
°C, 30 perc), majd vizfiirdoben 50 °C hémérsékletre hiitottiik. A lehiitott elegyhez 0,5 unit/ml
koncentracioban cellulaz enzimet (Cellulase from Aspergillus niger, Fluka) adtunk, majd
magneses keverdn (750 rpm), 50 °C homérsékleten inkubaltuk. 4 ora inkubalast kovetden a
reakcidelegyhez 1 unit/ml koncentracioban cellobiaz enzimet (Cellobiase from Aspergillus
niger, Sigma) adtunk ¢és a fenti hdmérsékleten és kevertetési sebességgel tovabb inkubaltuk. A
reakcidt bizonyos esetekben 0,25 w/v% PEG 8000-el (polietilén-glikol 8000, Sigma)
kiegészitettiik. A hidrolizis nyomonkdvetése érdekében a reakcidelegyekbdl 0, 4, 8, 24 és 48
ora inkubalast kovetden mintat vettiink, sziirépapirral leszlirtiik és a szlirletb6l meghataroztuk
a redukald cukrok mennyiségét.
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Nyarfa hidrolizatumok fermentdcioja etilakoholla

A korabbiakban leirtak szerint, 24 6ra inkubalast kovetden eldallitott nyarfa hidrolizatumokat
nitrogénforrasként 1 mg/ml ammonium-szulfattal egészitettiik ki, majd S. cerevisiae sejtekkel
oltottuk be, tigy hogy 10° élesztésejt legyen 1 ml térfogatban. A fermentacidkat 30 °C
homérsékleten végeztiik, statikus koriilmények kozt. A gliikoz-etanol  konverzio
nyomonkovetése érdekében 3 és 7 nap inkubacidt kdvetden mintdt vettiink, szlir6papirral
atszlrtliik és meghataroztuk a sziirlet etanoltartalmat.

Nyarfa fiirészpor konverzioja etilakoholld kevertkulturds fermentdacioval

A kevertkulturas kisérletekhez nyarfa flirészporhoz citrat-foszfat puffert (51,4 mM Na,HPOy;
23,4 mM citromsav; pH 5) és ammonium-szulfatot mértiink, gy hogy az elegy flirészpor
tartalma 50 g/l és ammonium-szulfat tartalma 1 mg/ml legyen. Az elegyet autoklavval
sterileztiik (120 °C, 30 perc), majd 30 °C-ra hiitottiik. Az elegyeket S. cerevisiae sejtekkel
(10° db/ml) oltottuk be, mely mellett A. niger sporékat (10* db/ml), vagy Pseudomonas sp. (P.
putida, vagy P. fluorescens) sejteket (10* db/ml) is inokulaltunk. A fermentaciokat 30 °C
hémérsékleten végeztiik, a Pseudomonas fajok esetében statikus koriilmények kozt, 4. niger
esetén statikusan és kevertetés mellett (180 rpm) is. A celluléz-etanol konverzid
nyomonkovetése érdekében a kevertkulturas fermentaciokbol 3, 7, 10, 12 és 15 nap
inkubaciot kovetéen mintat vettiink, sziirépapirral atsziirtik és meghataroztuk a sziirlet
etilalkohol tartalmat.

Redukalo cukrok mennyiségi meghatdrozdsa fotometrias modszerrel (Miller 1959)

3 ml, desztillalt vizzel tizszeresen higitott mintdhoz 3 ml dinitroszalicilsav reagenst (1 w/v%
3,5-dinitro-szalicilsav, 0,2 w/v% fenol, 0,05 w/v% Na,SO;, 1 w/v% NaOH) mériink, majd
keverést kovetden vizfiirdében 5 percig forraljuk. A forralds utan a mintat szobahdmérsékletre
hitjiik, és 1 ml, 40 w/v%-os natrium-kalium-tartarat oldatot adunk az elegyhez és ujra
megkeverjik. Ezt kovetden megmérjiik a reakcidelegy fényelnyelését 575 nm hullamhosszon
(kvarc kiivetta, 1 cm fényut). Kalibracioként gliik6z standardet hasznaltunk 5; 2,5; 1,25; 0,625
¢és 0 w/v% koncentracidkban. Minden mérést harom alkalommal végeztiink.

Etilalkohol mennyiségi meghatdarozdsa titrimetridas modszerrel

A mintaeldkészités soran 2 ml mintat 100 ml térfogatra egészitettiink ki desztillalt vizzel,
majd atdesztillaltuk (Gibertini desztillalo). Az igy kapott folyadékot ismételten 100 ml
térfogatra egészitettiik ki desztillalt vizzel, majd 50-50 ml térfogatokra osztottuk. 50 ml
mintdhoz 10 ml kalium-dikromat reagenst (43,5 mM K,Cr,O7, 33 w/v% H,SO4) mértiink,
majd 15 percig 70 °C-on inkubaltuk. Ezt kdvetden a reakcioelegyhez 10 ml kalium-jodid
oldatot (30 w/v% KI, 0,4 w/v% NaOH), 10 ml 16 w/v% kénsavat és 10 ml keményitd oldatot
(1 w/v% keményitd, 2 w/v% KI, 0,04 w/v% NaOH) mértiink, majd megkevertiik. A
reakcioelegyet natrium tioszulfait mérdoldattal (1,38 w/v% Na,S,07, 0,2 w/v% NaOH)
titraltuk, mig a kék szinli keményit6-j6d komplex el nem szintelenedett. Az etilalkohol
koncentraciokat a mérdoldat fogyasokbol szamitottuk etilalkohol standard (0; 2,5 és 5 v/v%
etanol) felhasznalasaval. Minden mérést harom ismétlésben végeztiink.
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Eredmények
A nyarfa fiirészpor paramétereinek hatdasa az enzimes hidrolizis sebességére

Megvizsgaltuk a nyarfa flirészpor két kiilonb6z6é szemcseméretli frakcioja esetén (0-200 um
¢s 200-400 pum) az enzimes hidrolizisének a sebességét (1/A é&bra), nyomonkodvetve a
reakcioelegyek redukald cukortartalmat (lasd ,,Anyagok ¢és modszerek”). Eredményeink
szerint, bar a kisebb szemcseméretli flirészpor esetén nagyobb a folyadék-szubsztrat
hatarfeliilet, a szemcseméret mégsem befolyasolta a reakcid sebességét egyik vizsgalt
szakaszban (0-8 és 8-24 o6ra) sem. A két szemcseméret esetén mért redukalod
cukormennyiségek szignifikansan nem tértek el egymastol. Mindkét szemcseméret esetén a
reakcio telitési kinetikat kovetett és a kihozatal mindkét esetben kb. 14 g/l redukdlod cukor
volt.

A A szubsztrat szemcseméretének hatasa B

s ) oy A szubsztrat lugos el6kezelésének hatasa
afiirészpor enzimes cukrositasara

a flirészpor enzimes cukrositasara

3 )
\3 151 E 25
g -+ 0-200 pm g 20
. ¢ 200-400 pm | ~¢ kezeletlen
E 5 15 4 1 w/v% NaOH
c 4 ) -4 3 w/v% NaOH
= x
3 3 10
o 54 o
o hd
- 5 °
3 3
© °
= 0 T T J 2 04 T T 1
" 10 20 30 ® "o 10 20 30
1d6 (6ra) 1dé (6ra)

1. abra: A: Nyarfa flirészpor enzimatikus hidrolizisének dinamikéja 0-200 és 200-400 pm
szemcseméretll szubsztratok esetén. B: Lugos hidrolizissel eldkezelt (1 w/v% NaOH ¢és 3
w/v% NaOH) és nem kezelt (kezeletlen) 200-400 um szemcseméretii nyarfa flirészporok
enzimatikus hidrolizisének dinamikéja.

Osszehasonlitottuk a kezeletlen, illetve lugos elékezelésen (1 és 3 w/v% NaOH) atesett 200-
400 um szemcseméretli mintdk enzimes hidrolizisének sebességét (1/B édbra). Azt talaltuk,
hogy a lugos elokezelésen atesett mintak esetén a reakcio mindkét vizsgalt szakaszaban (0-8
ora, illetve 8-24 6ra) nagyobb sebességgel szabadult fel redukalé cukor. A reakci6 kihozatala
is magasabbnak bizonyult a luggal eldkezelt mintdk esetén (1 w/v% NaOH: 21,3 g/I; 3 w/v%
NaOH: 17,2 g/l; kezeletlen: 14 g/l redukald cukor). Az eredmény nem meglepd, hiszen a
lugos kezelés hatasara a celluloz kristalyossaga csokken és a cellulaz reakciot gatlo lignin is
részben degradalodik.

A reakciok elsé szakaszaban (0-8 6ra) minden minta esetén sokkal nagyobb mennyiségli
redukélod cukor szabadult fel mint a mésodik szakaszban (8-24 o6ra), gy hogy a reakcio
végére a szubsztrat nagyobbik hanyada nem hasznalddott fel. A reakcid nagymértékii
lelassulasa felveti valamely a reakciot gatld faktor (pl. enzim inaktivacid, termék gatlas)
limitalo tényezdként torténd megjelenését a reakcioban.

A nyarfa fiirészpor enzimes cukrositdsdt gatlo tényezok vizsgalat
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Tobb kisérletet végeztiink el annak felderitésére, hogy mely faktorok okozhatjak a cukrositési
reakcio lelassulasat. Osszehasonlitottuk a reakciosebesség és kihozatal alakuldsat az
alkalmazott cellulaz enzim optimalis reakciohomérsékletén (50 °C) és alacsonyabb
hoémérsékleten (40 °C), annak érdekében, hogy az enzim hdinaktivacidjanak lehetdségét
megvizsgaljuk (2. abra). Ebben a kisérletben szubsztratként nyarfa fiirészpor helyett celluloz-
port alkalmaztunk, hogy a nyarfaban taladlhato esetleges gatldé anyagok ne befolyasoljak az
enzimaktivitast.

Homérséklet hatasa
a celluléz enzimes hidrolizisére

ey
o
J

-m: Celluléz por 40 °C
- Celluléz por 50 °C

w
o
1

]
o
1

Redukal 6 cukortartalom (g/L)
=S

Id6 (ora)

2. abra: Poritott celluloz 40 °C (Celluloz por 40 °C) és 50 °C (Celluléz por 50 °C)
hoémérsékleteken kivitelezett enzimatikus hidrolizisének dinamikaja.

Az 1d0 elteltével a reakciosebesség lényegesen kisebb mértékben csokkent, mint a
szubsztratként nyarfa flirészport tartalmaz6 reakciok esetén (1. &bra), tehat a cellulaz reakcio
nyarfa flirészpor hidrolizise soran bekovetkezd gatlasa foként a szubsztrat tulajdonsdgainak
tudhat6 be. Az alacsonyabb homérséklet nem fokozta a reakcio kihozatalat, igy az enzimek
jelentds hdinaktivaciojanak lehetdségét kizarhatjuk.

A lignocelluléz enzimes cukrositasat nagymértékben gatolhatjdk a szubsztratbol a reakciod
soran felszabadulo vizoldhaté anyagok (pl. pentdzok, hexdzok, fenolok). Annak érdekében,
hogy ennek lehetdségét megvizsgaljuk 200-400 pm szemcseméretli, 3 w/v% NaOH-al
elokezelt nyarfa fiirészport hidrolizaltunk 24 o6ran keresztiil (3. abra, 1. hidrolizis). A
hidrolizatumot atsziirtiik, autoklavoztuk (120 °C, 30 perc) majd a szlrlethez friss flirészport és
enzimeket adva, a hidrolizist azonos koriilmények kozt megismételtiik (3. abra, 2. hidrolizis).
A 3. é&bran bemutatott eredmények alapjan lathat6, hogy a hidrolizis elsé (0-8 ora)
szakaszaban a 2. hidrolizis az 1. hidrolizis esetén mért értékhez hasonld reakciosebességet
mutatott. Az eredményekbdl megallapithatd, hogy az 1. hidrolizis soran nem szabadult fel
olyan vizoldékony gatldanyag, mely a 2. hidrolizis sordn a reakcid sebességét befolyésolta
volna.
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Reakciétermékek hatasa a
flirészpor enzimes cukrositasara
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3. abra: 200-400 pm szemcseméretli, 3 w/v% NaOH-al el6kezelt nyarfa flirészpor

enzimes hidrolizisének (1. hidrolizis) és az 1. hidrolizisb6l szdrmazo sziirlettel ujra
Osszemért reakcionak (2. hidrolizis) dinamikaja.

Miutan a cellulézbonté enzimek instabilitasat és a reakciotermékek gatldo hatasat, mint a
nyarfa firészpor hidrolizisét potencialisan limitald tényezoket kizartuk, kisérletet végeztiink,
hogy megvizsgaljuk a nyarfa fiirészpor lignintartalmanak gatl6 hatasat a celluldz hidrolizisére.
A cellulézt hidrolizdld enzimek képesek aspecifikusan kotddni a szubsztrat lignin
molekulaihoz, azonban azok elbontasara nem képesek, igy az enzimek a ligninhez kotédve
immobilizalédnak €s nem képesek részt venni a cellulozmolekulak hasitasdban. Ez a hatés a
feliiletaktiv anyagok (pl. polietilén-glikol) alkalmazéséaval kikiiszobolhetd, melyek a ligninhez
kotédve megakadalyozzdk a cellulaz enzimek immobilizadlodasat. Kisérletiinkben 0-200 pum
szemcseméretll, kezeletlen nyarfa flrészport vetettiink ald enzimes hidrolizisnek. A
reakcidelegyet az egyik esetben 2,5 w/v% PEG8000-el (polietilén-glikol) kiegészitettiik (4.
abra).

PEG8000 hatasa a
hidrolizis sebességére
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4. abra: 0-200 um szemcseméretli nyarfa fiirészpor hidrolizisének dinamikdja 2,5 w/v%
PEG8000 jelenlétében (nyarfa flirészpor+2,5 w/v% PEG8000) ¢és hianyadban (nyarfa
flirészpor).

A polietilén-glikol a szubsztrat ligninmolekuldihoz koétddve megakadalyozza a celluldz
enzimek adszorpcidjat (Sipos et al., 2011). Azonban kisérletinkben a PEGS8000
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reakcioelegyhez torténd hozzdadasa sem a hidrolizis sebességét, sem kihozatalat nem
befolyasolta. Mindkét minta esetén 15 g/l maximalis redukald cukortartalmat mértiink. Ez
alapjan feltételezhetd, hogy a nyirfa fiirészpor altal a cellulaz reakcioéra kifejtett gatlo hatast
nem a lignin okozza.

Nyadrfa fiirészpor enzimes hidrolizatumainak fermentdldsa etilakoholla

Nyarfa hidrolizatumok
fermentéacidja etanolla

1.0+
<y - firészpor+ PEG8000
3; + cellulaz
=< 0.8
2 ¥ N——— -
§ 0.6- o -+ flirészpor+cellulaz
= .'
S 0.4
(=]
=
£ 0.2
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0.0 T T ] T 1
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5. abra: 200-400 pm szemcseméretl nyarfa flirészpor PEG8000 jelenlétében
(flirészpor+PEG8000+cellulaz), vagy hidnyaban (fiirészpor+cellulaz) késziilt enzimes
hidrolizatumainak fermentacidja etanolld S. cerevisiae-vel.

crer

lugos eldkezelést nem kapott flirészporokat 2,5 w/v% PEG8000 jelenlétében (5. abra,
firészportPEG8000+cellulaz)  vagy  hidnyaban  (flrészportcellulaz)  enzimekkel
hidrolizaltunk 24 oran keresztiil, majd nitrogénforrassal kiegészitve és S. cerevisiae sejtekkel
beoltva etilalkoholld fermentaltuk a hidrolizatumok cukortartalmat (lasd Anyagok ¢és
modszerek). A fementacid nyomonkdvetésére 3, 7 €s 10 nap inkubalast kdvetden mintakat
vettiink és meghataroztuk azok alkoholtartalmat. Az eredményeket az 5. abran mutatjuk be.

A diagramon jol latszik, hogy a fermentici6 7. napjaig mindkét minta esetén az
alkoholtartalom noévekszik, majd azt kovetéen kismértékli csokkenésbe kezd. Ez utobbi
megmagyarazhaté azzal, hogy az éleszték a fermentalhatdo cukrok elfogydséval az addig
megtermelt etilalkoholt hasznaltak fel szén és energiaforrasként. A PEG8000-el kezelt mintak
esetén tapasztalt magasabb értékek feltehetdleg abbol adodnak, hogy a polietilén-glikol
valamilyen moédon interferdlt a mérési eljarassal, hiszen korabbi kisérleteink szerint a
PEG8000 nem fokozza a redukald cukrok kihozataldt a hidrolizis soran (ldsd fentebb).
Osszességében mindkét minta esetén alacsony, megkozelitdleg 0,6 v/v% alkoholtartalom volt
mérheto.

Nyadrfa fiirészpor konverzidja etilakoholla kevertkultiurds fermentdcioval

A nyarfa fiirészpor-etanol konverzid kevertkulturds rendszerben torténd kivitelezéséhez a
cukrok erjesztését végz0 S. cerevisiae mellett magas celluldztermelésii fonalasgomba (A.
niger) és baktériumfajokat (P. putida és P. fluorescens) hasznaltunk fermentacids partnerként
(lasd Anyagok és modszerek). Az A. niger és S. cerevisiae torzsekkel végzett kevertkutlturas
fermentaciokat statikus és kevertetett kortilmények kozt is kiviteleztik. A fermentacio
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nyomonkovetésére a fermentlevekbdl mintat vettiink €s meghataroztuk azok etanoltartalmat
(6. abra).

Nyarfa flirészpor konverzidja etanolla
A. niger és S. cerevisiae kevertkulturas

fermentaciéban
= L -=- An. + Sc.
> o8- statikus
= -+ An.+ Sc.
E kevertetéssel
© 0.61 R
I} m-=-=""" e |
e
E 0.4
Q
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6. abra: 200-400 um szemcseméretii nyarfa flrészpor konverzidja etanolla A. niger és S.
cerevisiae kevertkulturas fermentaciokban statikus (An. + Sc. statikus) és kevertetett (An.+
Sc. kevertetett) koriilmények kozt.

A statikus €s kevertetett kisérleti elrendezés kozti 6 kiilonbség, hogy statikus koriilmények
kozt az obligat aerob A. niger csak a fermentlé feliiletén képes ndvekedni, mig a fakultativ
anaerob S. cerevisae a folyadék teljes térfogataban. Igy az A. niger biomassza mennyisége
korlatozhato €s rovidebb id6 alatt éri el maximumat. Ez eldnyds egyrészt, mert az A. niger
asszimildlja a fermentalhaté cukrokat, de etanolt nem allit eld, valamint azért mert az élesztd
szaporodasat gatld peptideket is termel (Gun Lee et al., 1999). A statikus koriilmények kozt
végzett kevertkultiras fermentacid esetén (6. dbra, An.+Sc. statikus) a vizsgalat teljes ideje
alatt (15 nap) novekedett az alkohol mennyisége (1 v/v% maximalis alkoholtartalom), mig a
lényegesen alacsonyabb alkoholtartalmat mértiink, mely a mérési idopontok kozott 1ényeges
mértékben nem valtozott.

A Pseudomonas fajokkal végzett kevertkultaras vizsgalatok (lasd Anyagok és modszerek)
esetétn a fermentacidokat statikus korilmények kozt kiviteleztik. A folyamat
nyomonkovetésére mintakat vettliink és meghataroztuk azok etanoltartalmat (7. abra).

Az alkoholkihozatal P. putida (7. abra, Pp.+Sc.) és P. fluorescens (7. abra, Pf.+Sc.)
baktériumfajok esetén is igen alacsony volt (kb. 0,2 v/v%) és nem valtozott a két mérési
idépont (3 és 7 nap) kozott. Ennek valdszinti oka a baktériumtorzsek S. cerevisiae sejtekre
kifejtett gatlo hatésa.
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Nyarfa flrészpor konverzidja etanolla
Pseudomonas sp. és S. cerevisiae
kevertkulturas fermentaciéban
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7. abra: 200-400 um szemcseméretli nyarfa fiirészpor konverzidja etanolla S. cerevisiae
kevertkultaras fermentaciokban Pseudomonas putida (Pp.+Sc.) és Pseudomonas fluorescens
(Pf.+Sc.) baktrériumfajokkal.

A vizgsgalt nyarfa-bioetanol konverzids stratégidak osszehasonlitasa

A nyarfa farészpor A. niger cellulézbontd enzimekkel torténd cukrositasahoz az egyéb
lignocelluloz szubsztratok esetén a szakirodalomban megadott koriilmények bizonyultak
optimalisnak (50 °C homérséklet; pH 5; 1 w/v% NaOH el6kezelés) (Sridevi et al., 2015). A
maximalis kihozatal a redukdlo cukrokra nézve 21,3 g/l (42,6%-0s cukrositas) érték volt. A
reakciok minden esetben az inkubacio elsd 24 oraja alatt lelassultak. Ezért a cukrositas
mértékének fokozasara megvizsgaltuk a reakcidt gatld lehetséges faktorokat. Eredményeink
szerint sem az enzimek instabilitdsa, sem a termékgatlas jelensége, sem az enzimek ligninhez
torténd adszorpcidja nem okozhatja a reakciok tapasztalt lelassuldasat. A gatlo hatads a
szubsztrat valamely a kisérlet soran nem hidrolizdlod6 komponenséhez, feltételezésiink
szerint a xilanhoz kothetd (Zhang et al, 2012). Az cellulaz enzimekkel eldallitott
hidrolizatumokbdl etanolt fermentaltunk S. cerevisiae ¢éleszté segitségével 30 °C
hoémérsekleten. A maximalis alkoholmennyiséget (0,7 v/v%) 3 nap fermentéaciot kdvetden
mértiik (8. abra).

A kevertkulturas kisérletekben a Pseudomonas baktériumfajok (P. putida és P. fluorescens)
fermentacios partnerként torténd felhasznaldsa sikertelen volt, a megtermelt alkohol
mennyisége csak 0,2 v/v% volt (8. abra).

Az A. niger és S. cerevisiae gombafajok kevert kulturas felhasznalasat lignocellul6z-bioetanol
konverzid céljabol tobb szubsztrat esetében sikerrel alkalmaztak mar (Ado et al., 2009;
Agbodike et al., 2013), igy kézenfekvd volt ezt az eljarast is megvizsgalnunk. Eredményeink
szerint az A. niger és S. cerevisiae statikus kevertkultirds fermentacidja hatékonynak
bizonyult, az alkoholtermelés 1 v/v% volt. Eredményeink arra is ramutattak, hogy a sikeres
kevertkultiras fermentacié gondos optimalizalast igényel, az 4. niger €lesztére kifejtett gatlo
hatasa miatt.
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A nyarfa flirészpor-bioetanol konverzi6 céljabol megvizsgalt kiilonbozo kisérleti elrendezések
koziil az A. niger és S. cerevisiae kevertkultiras fermentacio esetén mértiik a legmagasabb
alkohol kihozatalt (8. dbra). Ez adodhat abbol, hogy az 4. niger gombasejtek folyamatosan
potoljak a reakcio soran inaktivalodo cellulozbontd enzimeket, valamint az 4. niger képes

Nyarfa-bioetanol konverziés stratégiak
kihozatalanak 6sszehasonlitasa
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8. abra: A nyarfa-bioetanol konverziora felhasznalt kiilonb6z6 modszerek hatékonysaganak
Osszehasonlitasa. enzimes cukrositas: nyarfa fiirészpor hidrolizise tisztitott enzimekkel, majd
szepardlt fermentdcioja etanolla S. cerevisiae élesztével; A. niger: nyarfa flirészpor S.
cerevisiae €s A. niger kevert kultaras fermentacioja etanolla; P. fluorescens: nyarfa flirészpor
S. cerevisiae és P. fluorescens kevert kultirds fermenticioja etanolld; P. putida: nyarfa
firészpor S. cerevisiae és P. putida kevert kultirads fermentacioja etanolla

degradalni a szubsztratban a cellulaz reakci6 gatlasaért valoszinlsithetden felelds xilan
molekulakat (Kavay — Tallapragada 2009). Ezek az el6nyds hatasok a tisztitott enzimekkel
végzett cukrositas sordn nem léphetnek fel.

Kovetkeztetések

Jelen tanulményban igazoltuk, hogy a nyarfa flirészpor a szakirodalomban eddig megvizsgalt
lignocelluloz szubtratokhoz hasonldé mértékben hidrolizalhatd enzimek segitségével (Sridevi
et al., 2015). Azonban, a hidrolizatum cukortartalma még mindig jelentés mértékben elmarad
az elsé generacios bioetanol eldallitdsa sordn alkalmazott fermentacids alapanyagtol és a
szubsztrat el6kezelésének jarulékos koltségei miatt is [ényegesen olcsobb az elsd generacids
bioetanol (Naik ez al. 2010). Az els0 generacidos bioetanolok ¢és az élelmiszeripar
term6foldekért torténd versengése miatt, a technoldgia hidanyossagai mellett is preferalt a
masodik generacios bioetanol eldallitasanak fejlesztése. Az egyik legfontosabb megoldando
probléma a lignocelluldéz szubsztratok estében fellépd, az enzimes hidrolizist gatld hatdsok
kikiiszobolése (Jonsson et al. 2013). Feltételezésiink szerint, nyarfa flirészpor esetén, a
hidrolizis gatlasdban szerepet jatszo f6 tényezd a szubsztrat xildn-tartalma lehet, melynek
hatasa kikiiszobolhetd xilanaz enzimek (Shen et al. 2011), vagy xilanazokat termeld mikrobak
(Svetlitchnyi et al. 2013) felhasznalasaval. Ez utobbi lehetéség mikodoképességét A. niger
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felhasznalasaval végzett kevertkultaras kisérleteink is aldtdmasztjdk. A reakcid soran
keletkez6 xiloz pedig megfeleld mikrobak alkalmazéasaval bioetanolla fermentalhato (et al.
2011). Az igéretes eredmények ellenére a nyarfa-bioetanol konverzi6 hatékonnya ¢&s
gazdasagossa tétele tovabbi szamos kisérlet elvégzését igényli. Eredményeink szerint a
leghatékonyabb ¢és egyben legolcsobb stratégia a fonalas gomba+télesztd kevertkultaras
fermentaciok fejlesztése lehet.
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