LIGNOCELLULOZOK FELTARASA

Masodik munkaszakasz

Kutatasi projektinknek ebben a szakaszaban a kutatasi tervnek megfeleléen folytattuk a
korabbi szakaszban megkezdett munkakat, de mas, az eddigi eredményeknek megfelel6 Uj
iranyokba, els6sorban a cellul6zok bonthatosaganak kérdéskorébe, illetve az enzimaktivitasok
mérésébe is belefogtunk.

A biogaz erémiveknél a szerves anyag lebomlasi fokanak javitasa s igy az ehhez sziikséges
mivelet, a szubsztrat megfelel6 elékezelése is egyre fontosabb gazdasagossagi kérdés. Ugyan
Hazankban meég csak kevés mikodoé biogaz erébmi talalhatd, de Eurépa mas orszagaiban ezek
szama gyorsan novekszik. A szomszédos Szlovéniaban hét nagy teljesitményi eréma,
Ausztriaban tobb szaz, Németorszagban pedig majd 4000 (!) talalhatd, de utdébbiak szama a
varakozasok szerint 2009-re 5000 folé fog emelkedni. Nagyon fontos tehat, hogy olyan
technologiakat dolgozzunk ki, melyek ezt az alternativ energiatermelési modot egyre
hatékonyabba teszik.

Egy biogaz-erémi ugyanis jelenleg nagyberuhazas. Mivel a biomassza jelent6s része nem
hidrolizalt formaban jut a fermentorokba, meglehetésen hosszu tartézkodasi idé (40-60 nap!)
kell a lebomlashoz, melynek eredményeképpen tobb ezer kdbméter térfogatu fermentor
tartalyokra van szikség (Ha naponta csak 200 m3 szervesanyagot adunk be a fermentorokba,
akkor pl. 30 napos tartozkodasi idével szamolva is 200 x 30 = 6000 m3 —es térfogatra van
szlikség!).

Ezt a hatalmas térfogatot tervezni, felépiteni, keverni, fiteni, magas beruhazasi- és
Uzemkoltséggel jar. Kivanatos lenne tehat a méretek, vagyis a tartézkodasi idé csbkkentése,
hiszen ezzel az alternativ energiatermelés jelentésen hatékonyabba és olcsobba valhatna! A
nagy méret kalonésen a novényi hulladékkal Gzemel6 erémivek esetén fontos, mert a névényi
rostokban igen nagy mennyiségben el6fordulé celluléz, lignocellul6z, hemicelluldz,
lignin anaerob fermentécié soran alig bomlik. igy a bemend szerves anyag j6 része
lebomlatlanul hagyja el az erémi(ivet. Hiaba volt az oda- és elszallitas, el6kezelés, fltés...stb.

Mivel a biogazerémuUvekbe kertlé ndvenyi rostok igen jelentds része celluldz, lignocelluloz és
hemicellul6z, az ultrahangos el6kezelések végrehajtasanal ezekre a nehezen lebonthato
komponensekre koncentraltunk.

A celluléz féleg szerkezeti sajatossagai miatt nehezen bonthato:
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A 20-100 mikron nagysagu novényi rostok tobb parhuzamos kotegbdl alinak, melyeket

»Szorosan pakolt” linearis, kristalyos cellul6z lancok alkotnak. Ezek a lancok béta-glikdz
molekulak lancai.

CH,0H CH,0H CH,OH

A lancok gydrlinek kotési energiai néhany 100 kd/mol-t is elérik (kovalens kétések), de a
gylrik kozotti béta kotéseké ennél kisebb. Ezért és féleg morfoldgiai okokbdl, melyek a
molekuladinamikat és az enzimek lanchoz val6 kapcsolddasat is megszabjak, a lancot az utdbbi
kotések mentén lehet lebontani. Ezt a lebontast kémiai szakkifejezéssel hidrolizisnek is nevezik.



A lanc biokémiai hidroliziséhez enzimekre van szikség, melyek a gydrik kozotti kotésekhez
hozzaférve azokat felbontjak. Sajnos azonban a lancok oldalain talalhaté H-atomok a
szomszédos lancokkal hidrogén-hid kotéseket képeznek, mely a kristalyos celluléznal az alabbi,
enzimek altal csak a feluleten megkozelithet6, rendkivul ellenallé szerkezetet eredményezi:

A helyzetet tovabb bonyolitja, hogy a celluloz-lancok fellletén és kornyezetében mas
monoszacharidokbdl (manndz, xiléz, arabindz...) allé un. hemicellulézok gatoljak az enzimek
hozzaféréseét a kristalyhoz, illetve egy, komponenseiben talan még a cellul6znal is nehezebben
bonthat6 anyag a lignin koti az egész szerkezetet cementként egy szovevényes 3-dimenzids
szerkezetbe. LIGNIN:
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A ligninben talalhaté aromas gyirik adjak a fa idétallésagat, ezeket csak aerob gombak
enzimjei képesek bontani, ami egy anaerob fermentorban nem fordul elé.

A ligninek és hemicellul6zok tovabb nehezitik a cellul6z lebontasat, hiszen elzarjak annak
felUletét a cellulézbonté enzimek elél. Ez a hatas még akkor is megmarad, ha a lignineket
valamilyen termikus el6kezeléssel (pl. gb6zexpldzio) oldatba visszuk.



Mivel a nbvények sejtfalai igen nagy mennyiségben tartalmaznak ligno- és hemicellulézokat,
valamint cellulézt, a vegetacioval évente mintegy 100 billié tonna cellul6z képzédik a Foldon.
(Osszehasonlitasul: ez kb. 5000-szerese az emberiség 6ssztomegének.)
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Ugyan a cellul6zok anaerob lebontasa 6sszehasonlitva a fehérjék és zsirok gazkihozatalaval
csak szerényebb mennyiségl metant (mintegy 0.3-0.44 m3/kg szerves szdrazanyag) szolgaltat,
a celullézok nagy el6fordulasi aranya miatt nem engedhetjuk meg, hogy ne foglalkozzunk a
lebontasukkal. Ez nem csak a biogaz-ipar, hanem a bioethanol gyartas egyik fontos kérdése is.

Az utdbbi évtizedben szamos elbkezelési eljarast fejlesztettek ki a fenti probléma megoldasara,
melyek szokasos csoportositasa:

1. kémiai modszerek,

2. termikus médszerek,

3. mechanikai mdédszerek,

4. biolégiai médszerek,

5. kombinalt, egyéb modszerek.

Az egyes mddszerek részletes ismertetését mellézve roviden megemilitjuk, hogy a émiai
modszerek altalaban a ph —érték eltolasaval, vagy mesterséges oxidaciéval mikodnek, emellett
alkali-kloridok vagy ammoénia alkalmazasaval érik el a rostok szabad fellletének novelését.
Sajnos ezek az anyagok kérnyezeti szempontbdl karosak, gazdasagilag pedig meglehetésen
megterhel6ek az Uzemelteték szamara.

A termikus modszerek hatranya szintén a 200 foknal (altalaban) melegebb flitéfellleteken vald
dioxin-képz6dés, valamint a tetemes energiaigény, hiszen az egész szubsztratot fel kell
melegiteni 100 fok kérnyékére és a viz fajhéje igen nagy!

A biologiai modszerek jok lennének, de 6Gnmagukban lassuak, a kombinalt (pl. radioaktiv
besugarzas, gbzexplozid, ammonia-expldzid, CO2-expldzib...sth.) moédszerek pedig nagy
értékl beruhazast (igen draga berendezések) igényelnek, mely hasznalatukat kisebb erémivek
szamara meggatoljak.

A kutatasi projektlinkben preferalt ultrahangos dezintegracios mddszer az 6sszes mechanikai
modszer kozott energetikailag bizonyitottan a leghatékonyabb, ezért ezt vizsgaltuk.

Kisérletek:



Az ultrahangos dezintegracio soran kepz6dé kavitacios buborékok nagysaga
berendezésiunkben az impl6zié pillanataban tipikusan 200-300 mikrométer. Ez megszabja a
még jOl kezelhet6 részecskeméret maximumat.

Elméleti megfontolasokkal arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az ultrahang szempontjabol
legkedvezdbb részecskeméret az 1-2 mm alatti, de 0.5 mm feletti tartomany, melyet a
kovetkez6 kisérletekkel ellenériztlink:

Kisérleti elrendezés:
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A fenti labor-berendezéssel kulonb6zd, szubsztratnak gyakran alkalmazott gabonak (szdja,
kukorca, buza, szalma...) érleményeinek ultrahangos bonthatésagat néztuk.

A mintakat kulénb6z6 szemcsenagysagura 6rolve, kilonbdzé ultrahang-dézissal kezelve
mértuk az oldott KOI (kémiai oxigén igény) valtozasait az alabbi modon:

Szaraz 6rlemények el6kezelése, szemcseméret frakciok készitése.

A kereskedelemben (takarmanybolt) kaphaté takarmany érleményék szemcseméretei
kalonbozbek (lisztfinomsag-10 mm). Szita segitségeével 2 kilonb6z6 szemcseméret-tartomanyu
frakcidkat készitettiink (a.:1-1.6 mm;b=3-5 mm). Ez aldl kivétel a silékukorica, itt a meglévd
alapanyag konzisztenciajabdl adodoan nincs lehet6ség szemcsemeéret alapu mintak
készitésére. Itt 2 klldnbdz6 mintat vettink a meglévé készletbdl.

5% szarazanyag tartalmu ,,oldat” készitése.

Az eléz6ekben elkészitett frakciokbol 500 cm® 5 m/m % szarazanyagra vonatkoztatott oldatokat
készitettlink a szamolas részleteinek mostani mell6zésével. Az érlemény és viz bemérést
taramérleggel végeztuk el.

Az oldatok ultrahangos besugarzasa



Az ultrahangos készulékkel 120Ws teljesitmény mellett 4 mp-ig sugaroztuk be a mintat, majd
mintat vettink a besugarzott rendszerbdl. Ezt négyszer megismételtuk. A frissen elkészitett
Loldatokbdl” is vettiink mintat, igy 6sszesen 5 minta allt rendelkezésre egy gorbe felvételéhez.

A mintak fizikai kezelése

A mintavételezés soran a fecskendével kivett oldatokat centrifugacsovekbe toltottik, majd 20
percen keresztll 12500 fordulat/perc mellett lecentrifugaltuk. Centrifugalas utan az oldat
tisztajat 0.45 [Im-es szlrbvel leszlrtuk, majd a szlrlet 2 ml-ét a KOl méréshez gyartott
klvettaba mértuk, amely tartalmazta mar a reakciéhoz szikséges dsszes anyagot. Ezt
elkészitettik mindegyik mintara és 148°C-ra el6melegitett termosztatba 2 éran keresztul
temperaltuk. Ennek végeztével a mintakat 10 percig allni hagytuk, majd gondos dsszerazas
utan meég 30 percig hagytuk ulepedni, illetve szobahémérséklettre hilni.

KOI mérés
A lehlt, lellepedett oldatokat fotometrias mddszerrel, a készllékbe eldre betaplalt paraméterek
mellett megmeértuk a mintak kémiai oxigén-igényét.
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Kukorica:



Effect of the sonication on the COD of indian corn
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Az eredményeken jol latszik, hogy megfeleld szlirés esetén valdéban a kisebb szemcseméretli
szubsztrat ultrahangos kezelése a hatasosabb. Ennek oka az, hogy az ilyen mérettartomanyu
szemcséken a kavitaciés buborékok implézidja nagyobb feléletndvekedést tud okozni, mint a 3-
5 mm-es szemcséken (geometriai okok) valamint, hogy a kisebb méretli szemcsék darabolasat
is el6idézi egy-egy mikro-robbanas.

Mivel a biogaz-erémivekben alkalmazott szubsztrat el6apritasa sajnos nem éri el ezt a
finomsagot, a technologia alkalmazasa megfelel6 apritassal, illetve fermentacios id6 kb, felénél
levd, mar részben (konnyebb komponenseiben) hidrolizalt szubsztrat kezeléssel javithato.



Erre vonatkozolag Stremben megkezdett. Majd a tavasz végén (a szubsztrat-dsszetétel nyari
valtozasai miatt nem értékelhetd idészak miatt) id6legesen felfliggesztett, a tél bealltaval
folytatandd nagylzemi kisérletek adnak majd valaszt.

Vizsgaltuk a szinte csak cellulézokbdl allo, szubsztrat-komponens, a szalma kezelési
lehetéségeit is. Vizsgalataink 3 f6 iranya volt:

1. Optikai vizsgalatok az ultrahangnak a cellul6z rostjaira gyakorolt direkt hatasat
kimutatando.

2. Az ultrahangos kezelés soran a szalmabdl képzddott monoszacharid koncentracio
mérése. (Az ultrahang direkt- hidrolizalé hatdsanak vizsgalata)

3. Fermentacios kisérletek, az ultrahangos kezelésnek az anaerob fermentaciora gyakorolt
hatasa.

1. Optikai vizsgalatok:

Partnereink rendelkezésre all6 elektronmikroszkoppal felvételeket készitettlink a szalmaban
talalhaté rostokrol ultrahangos kezelés el6tt és utan.

Kezelés el6tt:

A felvételen jol laathat6 a celluléz rostok felszine is, mely a lebonthatésag szempontjabdl igen
fontos paraméter. A kezelés nagy intenzitassal (mintegy 150 w/cm2), nagy dézissal (kb. 100
wh/liter, 10%-0s szarazanyagot tartalmazé oldatba beaztatott as enyhén lugos el6kezelésen
(NaOH) atesett szalman tortént.

A kezelés soran a celluléz-rostok felszine latvanyosan megnétt:

Ultrahangos kezelés utan:



A kisérletben markans eredményt szerettliink volna elérni, hiszen csupan a hatas kvalitativ
szemléltetése volt célunk, ezért alkalmaztunk nagy dozist és intenzitast a kezelések soran.

Kisebb doézisu (50 Wh/I) és intezitasu (40 W/cm2) kezelések utan spektrofotometriai
modszerekkel mértik a mintaoldatban talalhaté egyszerli monoszacharidok koncentracioit
szalma és kukoricasilo esetére:

Szalmanal ez a koncentracié a fenti kezelés soran 270 mg/l —rél 440 mg/l —re nétt, mig
silokukorica esetén 240 mg/l —rél 270 mg/l —re. Utdbbi kisérlet eredményében azonban
kételkedink, mert az ultrahangos rezgéfej meghibasodott a kisérlet végére, ezért ennek a
kisérletsorozatnak a megismétlése folyamatban van.

Fontos eredmény, hogy az ultrahangos kezelés hatasara a szubsztrat szine megvaltozott,
szedimentacios- és nedvesedési tulajdonsagai javultak. Gyakorlati szempontbdl ez is igen
fontos eredmény, hiszen a szalma feluszasa a biogaz erémivekben komoly problémakat
okozott az elmult években. A szalmat ezen masodik kisérletsorozatunk el6tt nem el6kezeltik,
még a viaszt sem tavolitottuk el belble, hogy minél valésaghibb képet nyerhessink a késdbbi
nagyuzemi alkalmazasokhoz.

Harmadik kisérletsorozatunk, melyben az ultrahangos kezeléseknek a fermentaciora gyakorolt
hatasat vizsgaltuk, nagyon jo eredményeket szolgaltatott.

Egyszer( ,batch-kisérletek” sorozataban néztik a biogaz-fejlédés id6beli lefutasat csupan
szalmabdl allé szubsztrat esetére.

A besugarzasi dozis 40 Wh/l, az intenzitas kisebb mint 50 w/cm2 volt.

A kisérlet el6tt semmilyen mas el6kezelési mddszert nem alkalmaztunk, a szalmat 0.5-3 cm-es
darabokba apritottuk és 10% szarazanyag-tartalmu mintakat készitettink csapvizzel.

Az eredményeket az alabbi abra szemlélteti:

Biogas production in the batch experiment
sonication: ~40Whl/l, Intensity < 50 W/cm2
(30 g straw +300 ml destilled water into 1 L sludge)



A kisérletsorozat els6sorban a rdévid tavu gazfejlédésre koncentralt, hiszen a fermentorok
terhelhet6ségének javitasa is nagy gyakorlati haszonnal kecsegtet.

Tervezett kovetkezd Iépés a hosszu tavu, folyamatos Uzemd megfigyelés, melybdl sok mas
paraméter (pl. enzimaktivitdsok, ammonia, illésavak...stb.) mérése mellett arra a kérdésre is
valaszt kapunk, hogy a tartozkodasi id6 puszta novelése altal el tudunk-e érni az el6kezelt
szubsztratéhoz hasonldan j6 lebomlasi fokot a kezeletlennel is? Ha pedig igen, akkor milyen
hosszu tartozkodasi id6 tavlataban. Ezek a kérdések a gyakorlati alkalmazasok soran birnak
nagy gazdasagi jelentéséggel.

A fenti batch -kisérleteket tobb kilonbdz6 szubsztratra is elvégeztik, az alabbiakban elészor a
cukorrépasilora nyert eredményeket és modszert mutatjuk be.

A kisérletet cukorrépa fermentaciojara beallitott ,eleveniszappal” végeztuk.

A cukorrépaban viszonylag kevés a celluloz, helyette keményitd, arabindz, xildz, pektin,
szacharoz talalhato. A répaszeletek feldolgozas utan jelentésen csdkkent beltartalommal birnak
és a feldolgozasnal hasznalt mintegy 70 fokos hédmérséklet soran a sejtek donté hanyada
szétesik, a fenti anyagok hidrolizalnak jorészt. A silézas soran a maradeék beltartalomban
végbemend savas erjedés még jobban meggyorsitja a hidrolizist s azt varnank, hogy a
sejtszintl dezintegracié nem hoz a szubsztrat lebontasi sebességében dontd valtozast.

Ezzel szemben az eredmények meglepd moédon mast mutatnak.
A kisérlet el6készitése a kovetkezd l1épésekbdl allt:

A rendelkezésre all6 iszapot két egyenld (2-2 liter) részre osztva, a kezeletlen tartalybdl 25 g
iszapot kivéve, 259 répasilot adagoltunk a rendszerbe. A masik tartalybdl 50g-ot vettunk ki,
melynek 25g-jat elontottik, a masik 25 g-jat 25g répasiléval 6sszekevertem, majd 20Wh/I UH
dozissal besugaroztuk és betaplaltuk. A gaz fejlédését 28-30 6raig néztuk majd ujrataplaltuk a
rendszert az el6z6ekben leirtak szerint.

A gaz képzbédeését mind az UH kezelt mintabdl, mind pedig a kezeletlenbdl az alabbi
diagrammokon kovethetjuk nyomon:
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A mintegy 20%-0s gaztdbblet a kis dézisu ultrahangos kezelés utan jelentés reményeket kelt az
ultrahangos technolégia nagyuzemi sikere irant.

Hasonl6 kisérleteket folytattunk frissen kaszalt favel is, de mint késdbb kiderult, az ultrahangos
berendezés hirtelen és nem azonnal érzékelheté meghibasodasa miatt ezek az eredmények
nem biztos, hogy helytalloak, ezért meg fogjuk ismételni 6ket.

Mivel eredményeink irant jelentds érdekl6dés mutatkozott a cukoripar részérél, javaslatukra
szaritott répaszelettel is elvégeztik a kisérleteket.

Megjegyzendd, hogy Hazank utolsé, megmaradt cukorgyaraban Kaposvarott, mintegy 25000
m3 térfogatu biogaz Gzem talalhatd, melyben répaszeletet fermentalnak.

Kisérleteink az ultrahangos el6kezelésnek a gazfejlédésre vald vizsgalataban az alabbi
eredményeket mutattak:

UH nélkul UH kezelt

Gazmennyiség mérése
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Mindharom mérés szignifikans kilonbséget mutat a gazfejlédésben az ultrahanggal kezelt

szubsztrat javara a kezeletlennel szemben.

Mivel mind a kavitacio kialakulasaban, mind pedig a diffizibban (valamint a keverés
energiaigényében is) igen jelentés szerepe van a szubsztrat viszkozitasanak, ez pedig az

ultrahangos kezelés soran valtozhat, mértuk a szubsztrat viszkozitasat is.

Az eleveniszap méréseibdl kildnb6z6 besugarzasi dozisra kapott (atlagolt) eredmények a
varakozasnak megfeleléen azt mutattak, hogy a besugarzasi dézis fuggvényében a viszkozitas

monoton né.

Ez viszonylag egyszerlien magyarazhat6 a szubsztrat részecskéinek aprézodasaval,
fellletnbvekedésével, mely a Van der Waals, dielektromos és mas kolcsdnhatasok (hidrogén-
hidak...) potencidlis energiasiriiség novekedését eredményezik, a polimerkoncentracio
novekedése altal is. Ez bnmagaban a szubsztrat stabilitasat noveli, ami nehezebb
fazisszétvalast eredményezhet (pl. szennyviztisztitasnal ez igen nagy problémakat okozhatna),
de szerencsére a technoldgia soran tovabbi koagulaciok jatszédnak le, melyek a kisebb
részecskeméret miatt tomdrebb pelyheket s igy a korabbinal is jobb szedimentacids

tulajdonsagokat eredményeznek.

Az alabbi abran az eleveniszap viszkozitasa lathat6 a besugarzasi dozis fuggvényében.
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Figyelmlink végezetul az enzim-aktivitasok felé fordult, mivel a lebontas sebességét ez igen
jelentésen befolyasolhatja. Két enzim aktivitasat mértlk, az amilazét (sznhidrat-bont6é enzim) és
a cellulazét, mely a cellul6z bontast végzi.

Az enzim-aktivitasok, koncentraciok a bioldgiai lebontas egyik relevans paraméterei. Ha
kedvezé értékeik elegend6 szabad felllettel tarsulnak és nincs jelen valamilyen gatlé anyag a

szubsztratban, szinte biztosak lehetlink benne, hogy a lebontas gyorsan fog végbemenni.

A cellulaz enzimaktivitas mérése:

Kllénb6z6 tipusu ultrahanggal kezelt anyagok (széja, kukoricalevél, iszap) cellulaz

enzimaktivitasanak mérését végeztuk fotometrias mddszerrel.

A mérés alapelve:
A cellulaz katalizalja a cellobioz b-glukozid vagy karboximetil-cellul6z (CMC) kotéseinek
hasitasat. A cellobiaz aktivitas a CMC és a rothasztéban a celluléz szarmazékok lebontasa

soran keletkez6 glikéz képzbdési sebességgel aranyos, amely fotometriasan meghatarozhaté.

Méréshez sziikséges oldatok:



A méréshez szlkséges oldatok (a részletek mell6zésével):

1. CMC-oldat (CMC desztillalt vizben oldva és acetat puffer hozzaadasa)

2. Acetat puffer (natrium-acetat jégecetben oldva és desztillalt vizzel higitva.)

3. Dinitroszalicilsav (DNS) reagens (3,5 dinitroszalicilsav, NaOH, fenol, Na;SO3, és K-Na-
tartarat)

Mérés kivitelezése:

A feltart anyagbdl 5 mi-t 25 ml pufferolt CMC oldathoz adtunk. Ezutan 37°C-on 24 6ran
keresztul inkubaltuk lezart, dugoés kémcsdbe.
Inkubacio utan a szuszpenziét lecentrifugaltuk ugy, hogy tiszta oldatot nyerjunk. A tiszta
oldatbdl 2 ml-t egy kvarckuvettaba mértik, majd 3 ml DNS reagens oldatot adtunk hozza és 5
percig forrasba levé vizbe helyeztik. Ezutan hideg vizben leh(tottik és 550 nm-en mértik az
abszorbanciajat.
Kalibracio:

A kalibracios gorbét glukdzra vettik fel.

A megallapitott kalibraciés gorbe:

Gliikéz kalibracios gorbe
1,2

y =0,017x2 - 0,0082x + 0,1063

Abszorbancia

0 2 4 6 8 10
gliik6z mg/dm?




Mérési eredmények tablazatos 6sszefoglaldja:
1. tablazat: 3-6 mm szemcseatmerd6ji kukorica zold levelének cellulaz enzimaktivitas
mérés eredményeinek tablazatos dsszefoglaldja (szamolasok mellézésével). A

tablazatban szerepld enzimaktivitas értéke [mg glikéz/5ml minta*nap] mennyiségben

ertendd:
UH dézis Wh/I Abszorbancia Enzimaktivitas
0 0,126 0,80
10 0,131 1,50
20 0,156 2,00
2. tablazat: 3-5 mm szemcsenagysagu szojaérlemény enzimaktivitas méres
eredményei:
UH dézis Wh/l Abszorbancia Enzimaktivitas
0 0,141 1,7
10 0,156 2,0
20 0,179 2,3
3. tablazat: Biogaz el6allitasra alkalmas iszap cellulaz enzim aktivitas eredményeinek
tablazatos dsszefoglaloja:
UH dézis Wh/I Abszorbancia Enzimaktivitas
0 0,278 3,4
10 0,315 3,7
20 0,345 4,0

Megjegyzés: A szamolt enzimaktivitas értékek korrigalva vannak a receptben leirtak szerint (vak

minta, stb.).
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Amilaz enzimaktivitas meghatarozasa
Kisérleti korilmények:

Az enzimaktivitas mérését klasszikus jodometrias titralasi modszerrel hataroztuk meg.
50g 3-5 mm szemcsenagysagu szdjaérleményt kevertiink fel 450 cm? desztillalt vizben. Két
kldnbdz6 ,szuszpenziot” készitettonk. Az egyik minta az el6z6eknek megfeleléen, még a
masodik minta annyiban tér el, hogy 20 Wh/I teljesitmény (f=20kHz, P=120W) mellett
besugaroztuk. Mind a két mintat 1 dm®-es talpas gémblombikba tdltéttiik és argongazt
buborékoltattunk at rajtuk (inert atmoszférat biztositva). A friss mintakbdl mintat vetttiink (0.
mérés) és a kdvetkez6 pontban megfogalmazottak szerint mértik az amilaz aktivitast. Minden
nap egy meghatarozast végeztink el a mintakbdl (ennek oka részben a meghatarozas
idéigénye). A mérést négy napon keresztul végeztuk. Az eredményeket az 1-2 tablazat, ill. az 1.

diagramm foglalja 6ssze.
A meghatarozas menete:
Tiszta homogén (centrifugalt) minta 2 mi-jét 10 ml 2%-o0s keményit6oldathoz adtunk egy

25 ml f6z6poharba. 4 éran keresztul 30°C-on termosztaltuk (idénként razogatva). Ezutan 2 mi

0.5N NaOH oldatot adtunk hozza és desztillalt vizzel 25 ml-re toltottik. Ezutan az igy elkészilt



oldat 5 ml-jét és 10 ml 0.05N K3[Fe(CN)g] - oldatot egy 100 ml-es Erlenmayer lombikba toltottlik
és Osszeraztuk. Ezt a lombikot 20 percre forrasban lév6 vizfurdébe helyeztik. A forralas
befejeztével csapviz alatt szobahémeérseékletiire hiitottik. A lombik tartalmahoz hozzameértunk
25 ml ecetsav-reagenst és 1 ml 50%-os Kl-oldatot. Ezt az oldatot el6re feltoltott és faktorozott
0.05 N NayS,03-méréoldattal a kék szin eltlinéséig titraltuk.

Kellett késziteni egy vakmintat is amely annyiban tér el az el6z6ekben leirtaktol, hogy az
nem tartalmaz meghatarozand6 mintat. Ez azért fontos, mert a vak és a meghatarozando

mintara fogyott mérdoldatok kulonbsége adja az amilaz aktivitas valodi értekét.

Viitr. = Vvak-Viminta
Amilaz aktivitds = Vi *1,09*10

- Fogyas [MI] (Vvak-
ido

, Vminta)
[6ra]

UH nincs UH

0 0,30 |0,30
21 0,45 |0,35
49 0,50 [0,40
70 0,55 0,45

1. tablazat: A vakra és a mintara fogyott méréoldatok térfogatkulonbsége

id6 Amilaz aktivitas*
[6ra] |UH nincs UH
0 3,27*10% 3,27*10%
21 4,91*10°% 3,82*10°%
49 5,45*10°% 4,36*10°%°
70 6,00%10°° 4,91*10°°

2. tablazat: Amilaz aktivitas, (* asmiaz=reducing groups as glucose formed formed/m|

homogénate per day)



Amilaz enzim aktivitds meghatarozasa
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1. diagramm Amilaz aktivitas

A mérésekbdl szépen latszik, hogy az ultrahangos kezelés szignifikansan noveli a fenti enzimek
aktivitasait, ami nagy fontossaggal bir az anaerob lebontas sebességére és hatékonysagara
nézve. Nemrég egy lubecki konferencian Prof. Dr. U. Neis mutatta be el6adasaban enzim-
aktivitas méréseinek eredményeit ultrahanggal kezelt kukoricaszilazs mintakra, s ezek remek

0sszhangban voltak a mi fenti eredményeinkkel.

Dr. Németh Zsolt
Euro-Open Kift

Konzorcium-vezeto.



